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Uber die Metachromasie der Benzidinfarbstoffe
in der pflanzlichen Histologie.
Von Werner Michel.

(Aus dem pﬂanzenphyslologlqchen Institut der Eidg. Technischen Hochschule
in Ziirich.)

Eingegangen am 1. September 1943,
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Einleitung und Problemstellung.

Schnitte durch pflanzliche Gewebe werden von vielen Benzidin-
farbstoften (Benzoazurin, Oxaminblau, Kongorot usw.) metachromatisch
gefirbt, indem zellulosische und verholzte Zellwinde nach Behandlung
in einem wisserigen Fidrbebad verschiedene Farbténe aufweisen. Nach
der Definition der Metachromasie (Michaelis, 1903) miissen die
unterschiedlichen Farbeffekte von einem chemisch einheitlichen Farb-
stoff herriihren, dessen Absorptionsspektrum sich je nach dem Aggrega-
tionszustande seiner Farbstoffmolekiile #ndert. Da die Benzidinfarb-
stoffe als Kolloidteilchen in Losung gehen, ist von verschiedenen
Autoren (Haller 1921, Freundlich 1922, Schwarz 1924,
Czajal930, Ziegenspeck 1941) angenommen worden, ihr Farb-
ton sei von der Teilchengrofe abhingig. Ein Zusammenhang zwischen
Lichtabsorption einer kolloiden Liosung und der GroBe der suspendierten
Teilchen ist von Wo. Ostwald (1911, 1912) fiir kolloide Gold-
losungen gegeben worden. Nach dieser Farbendispersititsregel absor-
bieren groBere Teilchen langwelligeres Licht als kleinere Teilchen.

Entsprechend dieser Auffassung wiirden die metachromatischen
Farbstofflosungen heterodisperse Kolloidsysteme vorstellen. Bei der
Farbung der Zellwinde wiirden die kleinen Farbstoffteilchen in die
feineren submikroskopischen R#iume der verholzten Membranen ein-
dringen, wihrend die groBeren nur in die etwas lockerer gebauten zel-
Tulosischen Winde einzuwandern vermochten. Wenn diese Theorie den
tatsiichlichen Verhiltnissen entspricht, so miifte man mit Hilfe der
metachromatischen Effekte der Benzidinfarbstoffe quantitative Angaben
iiber die Dimensionen der submikroskopischen Riume in zellulosischen
und inkrustierten Zellwiinden machen konnen. Eine derartige Aus-
wertung wiire sehr wertvoll.

Ils bestehen jedoch berechtigte Zweifel, ob die Metachromasm der
Benzidinfarbstoffe in so einfacher Weise als ein Effekt der Hetero-
dispersitiit gedeutet werden darf; denn die Farbendispersitétsregel von
Wo. Ostwald bezieht sich ausschlieBlich auf Goldlosungen und hat
bisher stets versagt, wenn man sie auf kolloide Farbstofflosungen iiber-
~tragen wollte (Valko6 1937, Schramek 1940). Auch die Methode
der Ultrafiltration, die von Cz a ja zur Analyse der Heterodispersitit
angewendet worden ist, ergibt keine Resultate, die mit Sicherheit auf
die GroBe der durchgelassenen Teilchen schliefen lassen. Die Poren-
weite des Filters kann nimlich aus chemischen oder elektrostatischen
Griinden den Durchmesser der Teilchen im Filtrat oft bis eine Groben-
ordnung iibertreffen (Morton 1935).

Aus diesen Griinden schien es erwiinscht, die Frage der Meta-
chromasie von Benzidinfarbstoffen bei der Firbung pflanzlicher Objekte



einer erneuten Priifung zu unterziehen. Dabei stellte sich hei{aus, dab
ganz andere Eigenschaften der Farbstofflosungen als ihre Teilchen-
grofe fiir diese auffallenden und interessanten Farbeffekte verantwort-
lich sind.

A. Die metachromatische Firbung von Pflanzenschnitten.

1. Untersuchte Farbstoffe

Von den vielen bekannten Benzidinfarbstoffen wurden fir die
Untersuchungen die in der Literatur meistangefiihrten Typen aus-
gewihlt. Sie sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

a) Remhelt der verwendeten Farbstoffe.

- Die Farbstoffe, fiir die in Tabelle 1 keine Bezugsquelle angegeben
ist, wurden von del Teerfarben AG. in Ziirich bezogen. Vom Farbstoft
Kongorot standen drei Muster zur Verfiigung, je eines von Griibler
und von Kahlbaum, die sich als identisch erwiesen, und ein drittes
reinstes, salzfreies Produkt, welches unserm Institut von Herrn Prof.
Ruggli giitigst zur Verfugung gestellt wurde (Ruggli und Jen-
sen 1935). AuBer dem letztgenannten Kongorot waren alle Farbstoffe
mehr oder weniger mit anorganischen Salzen versetzt. So konnte z. B.
im Benzoazurin (Originalpulver) ca. 60 % anorganischer Beimischungen
{wahrscheinlich NaCl) festgestellt werden, indem eine konzentrierte
Losung von <« Benzoazurin standardisiert » in 80 % n-Propylalkohol
umkristallisiert wurde. Die Kristalle konnten nachher mechanisch: ge-
trennt und die Komponenten ausgewogen werden.

Eine Reinigungsmethode fiir handelsiibliche Farbstoffe wird von
Robinson (1935) angegeben. Da aber fiir unsere Versuche der Salz-
gehalt keine Rolle spielte, verwendeten wir die Farbstoffe, w1e sie von
der Bezugsquelle geliefert wurden.

b) Chemismus der verwendeten Farbstoffe.

Die Benzidinfarbstoffe sind Verbindungen der Diazokorper des
Benzidins, o-Tolidins oder o-Dianisidins mit gewissen Sulfonaphthol-
sduren. Die Konstitution der verwendeten Farbstoffe ist in Tabelle 1 an-
gegeben. Die HSO,-, NH,- und OH-Gruppen, die fiir das Farbstoffmole-
kiil charakteristisch sind, bedingen die elektrischen Eigenschaften der
Verbindung.

Gewisse Benzidinfarbstoffe besitzen die interessante Elgenschaft
der Substantivitit : legt man zellulosisches Material in die Losung eines
solchen Farbstoffes, so wird eine gewisse Menge der Farbstoifmolekiile
aufgenommen (Adsorption). Beim nachfolgenden Auswaschen ldBt sich
ein Teil des Farbstoffes wieder entfernen (Desorption). Als Substanti-
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vitdt bezeichnet man nach Kriiger (1939) die Differenz zwischen
adsorbierter und desorbierbarer Farbstoffmenge.

In threr Konstitution ganz #hnliche Benzidinfarbstoffe verhalten
sich in bezug auf die Substantivitit zum Teil verschieden. Kongorot
und Benzopurpurin 4 B besitzen beide ungefihr die gleiche Substanti-
vitiit; sie unterscheiden sich dadurch, daB beim letztern Farbstoff am
Benzidinkern zwei Methylgruppen in o-Stellung substituiert sind. Diese
Konstitutionsinderung scheint also auf die Substantivitit keinen grofien
LinfluB zu haben. Nur geringe Substantivitit zeigt dagegen der isomere
Farbstoff des Benzopurpurins 4 B, der durch Substitution der Methyl-
gruppen in m-Stellung entsteht (von Robinson [1935] als Meta-
Benzopurpurin 4 B bezeichnet). Auch Scehirm (1935) macht darauf
aufmerksam, daf nicht alle Benzidinfarbstoffe substantiv sind, selbst
wenn sie in ihrem System konjugierter Doppelbindungen iiberein-
stimmen. :

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Farbstoffe zeigen alle
groBe Substantivitiit, soweit dies qualitativ festgestellt werden konnte.

¢) Einheitlichkeit der Farbstoffe.

Die verwendeten Verbindungen ergeben beim Behandeln pflanzlicher
Schnitte unterschiedliche Férbung der zellulosischen und der verholzten
Zellwinde. « Benzoazurin standardisiert » firbt z. B. die zellulosischen
Winde blau, die verholzten Zellwiinde rot. Damit diese auffallende Er-
scheinung als Metachromasie bezeichnet werden kann, muB nach der
Definition von Michaelis (1903) der Farbstoff einheitlich sein. Um
dies zu priifen, wurde die wiisserige Farbstofflosung mit Amylalkohol
ausgeschiittelt.

In einem Reagenzglas wird die Farbstofflosung mit Amylalkohol iiberschichtet,
nicht zu stark umgeschiittelt und die Trennung der Losungsmittel abgewartet.
Beim Schiitteln darf keine Emulsion entstehen, da sich die beiden Losungsmittel
senst schwer trennen.

Man beobachtet nun beim Ausschiitteln von « Benzoazurin standar-
disiert », daB die wisserige Losung blau wird, wihrend die iiberstehende
Amylalkohollosung eine rote Firbung annimmt. Selbst das Kongorot
von Ruggli zeigte diese Farbentrennung, hier wird die wisserige
Losung karminrot, die Amylalkohollosung mehr ziegelrot.

Mit Hilfe dieser Modellversuche lieBen sich alle untersuchten Farb-
stoffe in zwei verschiedenfarbige Losungen trennen (s. S. 41 ff.).

Diese orientierenden Versuche lieBen den Verdacht aufkommen,
daB die untersuchten substantiven Farbstoffe wahrscheinlich Gemische
darstellen (meist bindre), deren Komponenten sehr verschiedene Eigen-
schaften besitzen.
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Amylalkohol ist als relativ lipophiles Losungsmittel bekannt. Im
folgenden wird nun die Farbstoffkomponente, die durch Amylalkohol
gelost wird, als lipophil (« fettliebend »), diejenige, die im Wasser gelost
ist, als hydrophll (« wasserliebend ») bezeichnet.

te o Dle hlstologlschen Objekte, Firbemethode und
) weltere Behandlung

| a) Methode.

Die zur Fir bung verwendeten pfla,nzhehen Objekte wurden melst m1t Alkohol
(70 %) fixiert und nach dem Schneiden mit dem Handmikrotom in Eau dé Javelle
aufgehellt. Ich konnte iibereinstimmend mit S¢hwarz (1924) feststellen, daB
weder die Fixierung noch-die Behandlung mit Eau de Javelle einen EinfluB aunf die
Resultate der Firbung hat, Ebenso hat das Auswaschen der Schnitte mit einer
5 % Natrium- Thlosulfatlouung zir Entfernung des in den Schnitten zuruckgebhe-
benen Eau ‘dé Javelle keinen Einfluf auf die nachfoigende Farbung. - Auch konnten
die ObJekte nachdeém sie mindestens ein Jahr in Alkohol 70 % aufbewahrt worden
waren, immer noch in der gewohnten Weise gefirbt werden. ,
Die Farbstoffe wurden meist in Losungen von 19/, in dest1111e1tem Wassel
angewendet. Versuche mit andern Losungsmitteln wurden nur in speziellen Fillen
durchgefiibrt, doch soll dariiber in spitern Abschnitten berichtet werden. Glauber-
salz- oder andere Salzzusiitze unterblieben, da sich dadurch die Firberesultate
nicht dnderten. Bei der Losung des Kongorotes mubBte eine kleine Menge Ammoniak
zugefiigt werden, um das Ausfallen und Umschlagen der Farbe durch Spuren von
Sédure zu verhmdern
Zur Farbung der Objekte geniigte mit den oben angegebenen Konzentr ationen
in den meisten Fillen eine Firbedauer von drei Tagen (S chwarz 1924). Sie kann
aber ohne Schad1gung der Objekte verlingert werden. Zur Firbung mit Kongorot
genligen wenige Minuten bis einige Stunden. ‘
 Um die Ergebnisse der einzelnen Farbungen an den pflanzlichen Schnitten
jederzeit miteinander vergleichén zu konnen, muBten Dauerpriparate hergestellt
werden. Als EinschluBmittel kam leider der sonst in der mikroskopischen Technik
iibliche Kanadabalsam nicht in Frage, da beim Uberfithren durch die verschiedenen
Alkoholstufen die Farbe aus den verholzten Zellwinden herausgewaschen wird.
Fiir die vorliegende Arbeit war es aber notwendig, daB die Farbtone simtlicher
Zellwinde auch in den Dauerpriparaten erhalten blieben. S ch w arz (1924) schld.gt
.das H o y e r sche EinschluBmittel als das fiir die metachromatische Farbung geeig-
netste Medium vor. Dieses besteht aus einer Losung von Gummi arabicum in 33 %
K-Acetat und soll in sirupdicker Lésung verwendet werden (Schneider 1922).
Die Schnitte werden aus dem Waschwasser direkt oder iiber eine Mischung von
Wasser mit Gummi arabicum in d4s EinschluBmittel gebracht. Blasenbﬂdung ist
auch bei duBerst vorsichtiger Anwendung kaum zu vermeiden; auch ziehen die
Préparate beim Eintrocknen gerne-schlauchartige Luftblasen untel das Deckglas.
Ein Lackring eriibrigt sich. Der Brechungsindex betriigt ungefihr 1,42,
Ein besseres EinschluBmittel konnte his jetzt nicht gefunden werden, so dab
d1e erwahnten Mangel in Kauf genommen werden muBten.
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b) Objekte.

Die metachromatische Firbung soll nach der Definition von Mi-
chaelis (1903) verschiedene Gewebselemente in verschiedener Nuance
anfirben. Fiir die eigentliche Untersuchung kamen deshalb nur Objekte
in Frage, deren Membranen recht verschiedenen Chemismus haben und
deren Wandverstiirkungen ebenfalls verschiedenartig sind.

Die grofiten Unterschiede im Chemismus weisen zellulosische und
verholzte Zellwéinde auf. Membranen mit gleichem Chemismus, aber
verschiedener Dichte, waren sowohl bei den zellulosischen wie bei den
verholzten Zellwiinden erwiinscht, da ja der Metachromasieeffekt von
Czaja (1930) auf verschiedene Dichte der Zellwinde (Poreneffekt)
zuriickgefiihrt wurde. Als zellulosische Winde von verschiedener Dichte
kann man die parenchymatischen und anderseits die kollenchymatischen
Zellwinde einander gegeniiberstellen. Verholzte Zellwinde verschiedener
Dichte findet man in den Xylemzellen und verschiedenen Bastfasern
einerseits und den Skleréiden anderseits.

Figur 1.

llex Aquifolium L. Querschnitt durch
einen zweijihrigen Stengel (schema-
tisch). E Epidermis, R primire Rinde,
P Perizyklus, Ph Phloem, K Kambium,
X Xylem, M. Mark, (Vergr. ca. 20X).

Die Querschnitte durch zwei- bis dreijdhrige Stimmchen von Ilex
Aquifolium L. (Fig. 1), die in der Literatur hiufig erwihnt werden
- (Czaja 1930), eignen sich fiir diese Farbung ausgezeichnet. Die Kuti-
kula ist gut entwickelt. Die primiire Rinde (R) und das Phloem (Ph)
bestehen aus Zellulose, der Perizyklus (P) aus ziemlich stark verholzten
Bastfasern, deren Liicken in #lteren Zweigen durch stark verholzte
Steinzellen (Skleréiden) ausgefiillt sind (Fig. 2). Die Zellen des Xylems
sind etwas weniger verholzt.

Zur genauern Untersuchung des Xylems wurden auch Lingsschnitte
von llex Aquifolium mit den entsprechenden Farbstoffen geférbt.
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Um Firbungen der kollenchymatischen Wandverstirkungen zu er-
halten, wurden Stengelquerschnitte von Salvia pratensis untersucht.

Eine weitere Bereicherung ergab die Firbung von Lingsschnitten
durch den Stengel von Vitis vinifera, die im Herbst nach der Bildung
von Kallusplatten fixiert worden waren. Diese wurden zu Versuchen mit
verschiedenen Benzidinfarbstoffen verwendet.

c) Ergebnisse der Firbungen.

. Verhalten der Kutikula und der Epidermis.

- Die sehr dicke Kutikula von Ilex Aquifolium ist oft schon in un-
gefirbten Schnitten, auch wenn sie mit Eau de Javelle behandelt wor-
den sind, gelb gefirbt. In der Beurteilung der Ergebnisse ist deshalb
Vorsicht am Platze, insbesonders bei der Behandlung mit Farbstoffen,
deren eine Komponente gelb ist.

Die Firbung mit « Benzoazurin standardisiert » vemrsa.cht eine
intensive Rotfirbung der Kutikula. Die Firbung ist aber nicht einheit-
lich, indem die #ufere Schicht meist nur schwach rotlich, etwas gelb-
stichig gefidrbt ist, wihrend die der Zellulosemembran aufliegende
Schicht meist stark gefirbt ist. Der Farbton macht, offenbar durch den
gelben Ton der Kutikula aufgehellt, einen etwas lebhafteren Eindruck
als gewohnlich. Die gegen die Zellen der priméren Rinde gelegene, rein
zellulosische Wand der Epidermiszellen ist blau geférbt.

« Benzoazurin standardisiert. » Brillantkongoblau und Azoblau stim-
men in der Anfirbung der Kutlkula miteinander iiberein. Um eine Rotung
der Kutikula mit Dianildunkelblau R ebenfalls zu erhalten muBten dle
Schnitte etwas linger gefiirbt werden.

Der Farbton der Kutikula der mit Columbiaschwarz FF extra, Dianil-
schwarz N und Oxaminblau 4 R gefirbten Schnitte stimmt mit der Farbe
der lipophilen Komponente dieser Verbindungen iiberein. Die Abstufung
der Farbung in den einzelnen Kutikularschichten ist analog den oben be-
schriebenen Beobachtungen.

Die Beurteilung der mit Kongorot und Benzopmpunn 4B gefarbten
Schnitte stoft infolge der gelblichen T6énung der lipophilen Komponente
- dieser Farbstoffe auf Schwierigkeiten. Die stets intensive Gelbfirbung der
Kutikula mit diesen Farbstoffen 1:ift vermuten, daf eine Farbaufnahme
auch hier stattfindet. . ‘ :

Die Kutikula des Stengels von Salvia pratensis, die bedeutend
schwiicher entwickelt ist als diejenige von llex Aquifolium, verhilt sich
bei der Anfirbung mit den erwihnten Benzidinfarbstoffen im groBen
ganzen gleich. Die Anfirbung erfolgt immer nur mit der lipophilen
Komponente des Farbstoffes, wobei die groBte Intensitét in der Nihe
der Zelluloseschicht, der Epidermiszellen beobachtet wird. Die letztern
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sind = in der Farbe der hydrophilen Komponente des Fa.‘rbstoffes
O‘efalbt ; LG, ALgil

Il. Das Verhalten der Zellulosemembrcnen und des Kollenchyms

Die parenchymatzschen Zellwinde der prlmaren, Rinde von Illex
Aquifolium werden mit « Benzoazurin standardisiert > blau mit einem
leicht rotlichen Ton gefdrbt. Das Kambium (K) ist nur schwach, das
Phloem bedeutend intensiver gefiirbt. Diese verschieden starke Farb-
stoffaufnahme durch die einzelnen Typen von Zellulosemembranen
konnte auch mit andern Benzidinfarbstoffen und an andern Objekten
festgestellt werden. Untersucht wurden unter anderm noch Quer-
schnitte durch die Stengel von Salvia pratensis, Zea Mays, Cucurbita
Pepo, ‘Aristolochia -Sipho, Blattquerschmtﬁe von Abzes alba lms qei-
manica USwW. -

Die Zellen des Markes (M) werden mlt < Benzoazurm standardlswrt »
blau gefirbt; wenn sie aber verholzt smd zelgen sie eher dle Farbe del
hpophﬂen Farbstoffkomponente. 4 S

Nimmt man als Ausgangslosungen dxe 10ten Fa,rbstoffe Kong’orot
und Benzopurpurin 4 B, so erhalten Zellulosewiinde einen karminartigen
Ton, die verholzten Zellen des Marks werden zinnober gefiirbt. Im ubrlgen
stimmen die Ergebnisse mit denen der iibrigen Farbstoffe iiberein. i .

Auf Stengelquerschnitten von Salvia pratensis 148t sich ein Intensi-
titsunterschied zwischen der Firbung der Zeéllwinde des tiefergelegenen
Rmdenpa,lenchyms und des Assimilationsgewebes feststellen.’ Dle letz—
tern zeigen eine bedeutend stiirkere Farbstoffaufnahme. ~~°

Das Kollenchym in Stengelquerschmtten von Salvia pmtenszs wird
ebenfalls wie die iibrigen zellulosischen Zellwinde blau gefirbt. Die
Féarbung ist jedoch nicht so intensiv, sicher nicht intensiver als die der
parenchymatischen Zellen. Das gleiche Ergebnis konnte beim Kollen-
chym in Stengelquerschnitten von Heraclewm Mantegazzeanum festge-
stellt werden. Nach dem Einbringen der Priparate in das H oy e r sche
EinschluBmittel ist eine Abnahme der Intensitiit der Firbung des
Kollenchyms zu verzeichnen. Sie kann auf die starke Quellung der Eck-
verstirkungen bei dieser Priéparation zuriickgefiihrt werdén. Der grofie
Pektingehalt der kollenchymatischen Zellwande (Anderson 1927\
scheint ohne Einfluf auf die Firbung zu sein.

lIl. Verhalten der verholzten Membranen und Steinzellen.

Die meisten Zellen des Xylems firben sich mit « Benzoazurin stan-
dardisiert » in einem Rotlilaton an, der mit der Farbe der lipophilen
Komponente, die beim Ausschiittelungsversuch erhalten wird, iiberein-
stimmt. Die Farbe ist aber nicht so leuchtend wie in der Kutikula. Auch
sind nicht alle Zellen des Xylems gleichmiBig gefirbt. Dies ist leicht



verstdndlich, da in der Regel nicht alle Zellen gleich stark verholzt sind.
In Querschnitten von Illex ~Aquifoliwm lassen sich sogar ganz deutlich
Xylemzellen erkennen, die mit Benzoazurin blau gefirbt werden. Wieder
andere zeigen eine Mischfarbe, die oft iiber die Dicke der Zellwand von
mehr blau bis mehr rot variiert. Die letzterwihnte Erscheinung kommt
vor allem bei Lingsschnitten von llex zur Geltung. ,

. Mit Kongorot nehmen die Xylemzellen einen zinnoberroten Ton an.
Im iibrigen ergaben alle untersuchten Farbstoffe iibereinstimmende. Re-
sultate. B Sl

Die obenerwiihnte Mischfarbe lift sich auf zwei verschiedene Arten
analysieren. Entweder wird mit Hilfe von 70 % Alkohol die rote Kom-
ponente aus dem Schnitt ausgewaschen; dabei bleibt nur wenig blau in
einzelnen Zellen des Xylems iibrig. Oder es wird eine weitere inter-
essante Eigenschaft der Benzidinfarbstoffe, der Faserdichroismus zu
Hilfe gezogen. Hieriiber wird in einem spitern Abschnitt berichtet
werden. (8. 62.)

- Die Bastfasern des Perizyklus von Ilex Aguifolium sind ebenfalls
verholzt. Auf Querschnitten durch etwas #ltere Stengel finden sich
zwischen den Bastfaserbiindeln h#ufig Liicken, die mit Steinzellen aus-
gefiillt sind (Fig. 2). Diese sind. noch stirker verholzt als die Bast-
fasern. ; e . .

Mit Benzoazurin oder Brillantkongoblau werden die Bastfasern
durchgehend rotlila gefirbt. Die Firbung ist intensiver und reiner als
diejenige der verholzten Xylemzellen. Auch die Steinzellen sind rotlich
gefirbt, doch ist die Intensitiit der Firbung bedeutend geringer.

Nach der Firbung mit Kongorot und Benzopurpurin 4B er-
scheinen die Bastfasern intensiv zinnober und die Steinzellen in einem
reinen Gelb.

Figur 2. 7
Ausschnitt aus dem Perizyklus von Ilex
Aquifolium mit Bastfasern (B). Steinzelle (S)
und Rindenparenchym (R). Vergr. ca. 129.

LY Verhalten der Kallusplatten. -

“Im Herbst werden die Siebréhren des Phloems von Vitis vinifera
durch Kallusplatten verstopft. Diese pfropfenartigen Gebilde konnen
ebenfalls mit verschiedenen Benzidinfarbstoffen gefidrbt werden.
Schneider (1922) erwihnt die Firbung mit Benzoazurin, Azo-
blau usw. Zur Untersuchung eignen sich am besten tangentiale Léngs-
schnitte durch das Phloem des Stengels. Die Kallusplatten nehmen- die
lipophile Komponente aus den Farbstofflosungen auf, die Farbstoffan-
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reicherung ist grofer als in den verholzten Zellwinden. Mit Benzo-
azurin, Azoblau und Brillantkongoblau wurde ungefihr dasselbe Resul-
tat erreicht.

Figur 3.
Léangsschnitt durch eine Siebplatte einer Sieb-
réhre von Vitis wvinifere, die durch Kallus-
pfropfen verstopft ist.

V. Zusammenstellung der férberischen Ergebnisse.

Tabelle 2
Farbstoff Zellulose Kollenchym Epidermis Kutikula
Parenchym
Benzoazurin . azurblau schwach azurblau rotgelblich
: azurblau
Brillantkongoblau . | blau schwach blau rot
blau ‘
Chicagoblau . blau schmutzig gelbviolett
dunkelblau
Dianilschwarz . gchmutzig schmutzig
dunkelblau dunkelblau
Kongorot . karmin schwach karmin gelb
karmin
Benzopurpurin . karmin karmin gelb
Benzoazurin  und
Chrysoidin  in
Kanadabalsam . | azurblau schwach azurblau gellb
azurblau

Die Zusammenstellung der Ergebnisse (Tabelle 2) zeigt eindeutig,
daf} sich simtliche Gewebe mit zellulosischen Zellwinden mit allen Farb-
stofflésungen gleich verhalten: sie firben sich immer mit demjenigen
Farbton an, der beim Ausschiittelungsversuch in der wiissrigen Losung
beobachtet wird. Besitzen die Membranen Lignineinlagerungen oder
sonstwie lipophilen Charakter (Kallusplatten), so nehmen sie dagegen
tibereinstimmend den Farbton an, der im Modellversuch im' Amylalkohol
gefunden wird. Man ist daher berechtigt, als Arbeitshypothese aufzu-
stellen, daB in erster Linie die hydrophilen resp. lipophilen Eigen-
schaften der Membranen die « Metachroma,sw » der untersuchten Farb-
stoffe bestimmen.
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Um den Grad der Hydrophylie von den Membranen in unsern Ob-
jekten eindeutig festzulegen und damit die Ergebnisse zu sichern, wur-
den noch Kontrollversuche unternommen mit Farbstoffen, von denen
die bisherigen Erfa,hmngen der histologischen Farbetechnik eindeutig
ergeben haben, daf sie hydrophile, resp. lipophile Zellwéinde auswespro-
chen selektiv anzufarben vermdogen.

Vi. Bestarigung mit Farbstoffen von bekanntem Verhalten.

Als Beispiel eines Farbstoffes, der die Zeliulose leicht anzufirben
vermag, sel Hidmatoxylin genannt. Er hat hydrophilen Charakter.
Im Gegensatz dazu zieht Chrysoidin nur auf Membranen mit lipophilen
Eigenschaften auf. Die Doppelfiirbung mit Himatoxylin-Chrysoidin er-
gibt nun die gleiche Farbstoffverteilung wie bei einer Fidrbung mit
Benzoazurin : die lipophile Komponente dieses Farbstoffes findet sich
ausschlieBlich in den Zellwdnden, die sich mit Chrysoidin gefirbt
“haben. Desgleichen firbt sein hydrophiler Bestandteil nur jene Gewebe,
auf die auch Himatoxylin aufzieht. '

Eine Anwendung der Doppelfarbigkeit des Kongorots liegt iibrigens
im bekannten Genferreagens (Chodat, 1891) vor, einem Gemisch
von Chrysoidin und Kongorot. Durch das Chrysoidin wird die lipophile
Komponente des Kongorots ersetzt, so daB die Firbung des Xylems
rein gelb wird.

Ferner ist es gelungen eine Doppelfirbung mit Benzoazurin und
Chrysoidin zu erhalten, die sich auch zum Einschluf in Kanadabalsam
eignet. Die Zellulosewinde werden dabei sehr zart blau geférbt.

Mit alkoholischer Chrysoidinlgsung wird ziemlich stark gefirbt und in Wasser
ausgewaschen; mit Benzoazurin 0,5 % willirig einige Minuten bis mehrere Stunden
gefirbt und in Wasser gewaschen Die Schnitte diirfen beim Uberfiihren in Kanada-

balsam nicht zu lange in den Alkoholstufen verharren, da das Chry smdln leicht
ausgewaschen wird.

Die Firbung wurde an v1elen Objekten gepriift (Tilia, Stengel;
Zea Mays, Stengel; Asparagus, Stengel; Eupteris, Stengel; Ranunculus,
Stengel; Iris, Blatt; Nadeln von Coniferen usw.). Die bei Salvia ge-
fundenen Resultate in bezug auf Intensitit der Firbung der Zellulose
und die Anfirbung der verholzten Gewebe durch Chrysoidin an Stelle
‘der lipophilen Komponente der Benzidinfarbstoffe wurden durch diese
Firbungen bestitigt.

d) Vergleich mit den Ergebnissen anderer Autoren.

Schwarz (1924) und Czaja (1930) stellten mit substantiven
Farbstoffen ahnliche Resultate fest, wie sie in Tabelle 2 zusammenge-
stellt sind. S c¢hw arz sucht die verschiedenen Féirbungen mit ein und
demselben Farbstoff damit zu erkliren, daB er annimmt, es seien ver-
schieden groBe Teilchen in der Losung vorhanden, so daB die Farben-



dispersititsregel O st w ald s darauf angewandt werden konne. Cza ja
kommt darauf fuBend zum SchluB, daB die Zellwinde « Sitze von Ultra-
filtern darstellen ». Mit Hilfe der Ultrafiltrationsmethode ist es ihm
auch gelungen, die untersuchten Farbstoffe in Komponenten zu zer-
legen, die den Féarbungen der verholzten und der zellulosischen Zell-
winde entsprechen. Wenn diese Ansicht von Cz a j a richtig wire, sollte
es moglich sein, durch Ultrafilter verschiedener PorengréBe (aber mit
gleichem Chemismus) die Porengrofe der Zellwiinde (GroBe der sub-
mikroskopischen intermicellaren R#ume) zu bestimmen. Es erscheint
allerdings eigenartig, daB sowohl lipophile wie auch hydrophile Zell-
winde der verschiedensten Pflanzen mit dem gleichen Farbstoff stets
die gleiche Farbung aufweisen, withrend doch wohl anzunehmen ist, daf
die PorengroBe nicht bei allen Pflanzen dieselbe ist. Ebenso werden die
Zellwinde mit gleichem Chemismus aber verschiedener Dichte (llez:
Bastfasern-Steinzellen; Salvia: Parenchym-Kollenchym) stets mit dem
gleichen Farbton tingiert. = e Lap

Auf Grund dieser Feststellung schien es angebracht, einige Farb-
stoffe der Analyse durch Ultrafiltration zu unterwerfen, unter Verwen-
dung von Filtern, deren Porengrife einigermaBen bekannt ist.

' B. Ultrafiltration der Farbstoffe,
1. Ergebnisse der Ultrafiltration.
a) Methode.

Die Ultrafiltration der Farbstoffe wurde mit einer Ultrafilternutsche und dazu
geeigneten Ultrafiltermembranen vorgenommen. Letztere wurden selbst hergestellt
(nach Bechhold in Liesegang, kolloidchemische Technologie 1927). Dazu
wurden Losungen von Kollodiumwolle in Eisessig bereitet, in welche runde Papier-
filter passender GroBe getaucht wurden. Nach vollstindiger Benetzung erfolgte die
Regeneration der Kollodiummasse in destilliertem Wasser. Nach gutem Auswaschen
konnten die Filter in destilliertem Wasser mit Thymolzusatz liingere Zeit ohne
Schidigung aufbewahrt werden.

Fiir die Versuche stellten wir Filter aus 2,5-, 4-, 6- und 8 %igen Losungen her.
Uber die PorengroBe der Filter gibt Tabelle 3 Auskunft. Die Werte dieser Tabelle
sind Liesegangs kolloidchemischer Technologie (1927) entnommen.

Tabelle 8.
Daten der Ultrafilter,

Filter: GriBe
Kallgdipm- Es werden zuriickgehalten | dieser Teilchen
konzentration (Durchmesser):
in %6 }
2,5 % kolloides Eisenchlorid ; 400 A
49/, Gold Nr.0 _ & 40 A
8% | Kieselsiiuregel 20—35 A
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Zur Kontrolle der Filter wurde in iiblicher Weise die Durchlaufszeit von 100 cm?
destilliertem Wasser bei 15 mm Hg bestimmt. Die gemessenen Zeiten sind in
Tabelle 4 zusammengestellt. Die Durchlaufszeiten schwanken recht betrichtlich, so
daBd anzunehmen ist, daf auch die PorengréBe stark variiert. Wird aber beriicksichtigt,
daf der Porendurchmesser der aus der 2,5 Y%igen und aus der 4 %igen Kollodium-
losung hergestellten Filter nach Tabelle 3 sich um das Zehnfache unterscheiden,
so darf wohl angenommen werden, daB die Porendurchmesser der einzelnen Grup-
pen, trotz der groflen Variation der Durchlaufszeit, nicht ineinander iibergreifen.

Tabelle 4,
Durchlaufszeiten der Filter.
Filter: \ ;
Kolllo§irum- Durchiiiufszelt
konzentration Minien
in %%
2,5 5—6
4 10—15
6 60—_80
8 130—160

Uber die Zuverlissigkeit der Ultrafiltrationsmethode kann hier kein Urteil
abgegeben werden. Immerhin sei festgestellt, daB in der neuen Auflage von
Liesegangs kolloidchemischer Technologie (1932) die Angaben iiber die Ultra-
filtration nicht mehr wiedergegeben sind. In einer Arbeit von Morton (1935) wird
auf die groBen Unterschiede der Porendurchmesser der Filter und der von ihnen
7uriickgehaltenen Farbstoffteilchen hingewiesen. Die von Morton verwendeten
Ather-Alkohol-Kollodium-Filter sollen Porendurchmesser von 150—200 A haben,
wihrend die von diesen Filtern zuriickgehaltenen Farbstoffteilchen einen Durch-
messer von nur 10—20 A aufweisen.

b) Filtration von Benzidinfarbstoffen.

Die Ultrafiltration der verwendeten Farbstoffe ergibt ein recht
unterschiedliches Bild. Die Resultate sind in Tabelle 5 zusammengestellt.
Ganz der Erwartung entsprachen Oxaminblau, Brillantkongoblau und
Benzoazurin 3 R, deren Filtrat nach dem Passieren eines 2,5- % -Filters
fast von der urspriinglichen Farbe war. Es scheint, daB nur die Konzen-
tration etwas abgenommen hat. Der fehlende Farbstoff ist zum Teil im
Filter zuriickgeblieben, zum Teil auf dem Filter abgesetzt. Von einem
4-7% -Filter wird schon ziemlich viel des blauen Anteils zuriickgehalten,
wihrend das Filtrat, das ein 6- % -Filter liefert, einen fast rein roten Ton
aufweist. Konzentrationsbestimmungen mit dem Pulfrich - Stufen-
photometer ergaben, daB die Filtrate der 6-% -Filter mindestens Zwanzig-
mal weniger konzentriert als die Originallosungen waren. Von Chicago-
blau kann mit einem 6-%-Filter eine Komponente erhalten werden, die
einen relativ reinen Eindruck macht. Dianilschwarz N 1:#8t eine deutliche
Abtrennung einer Komponente schon bei 2,5- % -Filtern zu. Mit 4-% -Fil-

3
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Tabelle 5.
Ergebnisse der Ultrafiltration.
Filter:
Farbstoff Kollodiumkonzentration in %
2,5 4 6 8

Oxaminblau 4 R . Gl G 3 —
Brillantkongoblau 4 RW + 5= —
Benzoazurin 3 R A e L B —
Chacagoblan. 4 B s cas rass Sl 0 —
Dianilschwarz N & S =
Dianildunkelblau R ; + —- - s
Columbiaschwarz FF extra . 3 —_ — e
Kongorot + o z i e

+ = Farbe der urspriinglichen Lisung.

— = Farbe, wie sie in den pflanzlichen Schnitten die verholzten Zellwinde zeigen.

=+ — Mischfarbe.

tern ist die Trennung nach visueller Beurteilung sehr gut, mit 8- %-Fil-
tern ebenfalls. Die Konzentration des Filtrates nach Passieren des
2.5-%-Filters betrigt ungefihr */20 der urspriinglichen Losung, nach
Durchtritt durch ein 8- % -Filter ungefihr */100 der urspriinglichen Losung.
Beim Dianildunkelblau und beim Columbiaschwarz liegen die Verhélt-
nisse dhniich, nur daB beim erstern das 2,5-% -Filter noch geringe Durch-
lissigkeit fiir den Blauanteil zeigt, bei letzterem auch das 4-% -Filter.
Beim Kongorot konnte mit dem feinsten Filter kaum eine Verinderung
festgestellt werden. Der Farbton war immer karminartig, die Konzen-
tration wurde durch ein 8-%-Filter relativ wenig veridndert.

Die Filter zeigten nach der Ultrafiltration die Farbe des Filtrates.

¢) Vergleich der Filtrationsergebnisse mit den Anférbungen pflanzlicher
Membranen.

Es ergibt sich aus den erwihnten Férbe- und Filtrationsversuchen
eindeutig, daB die Farbstofflosungen zwei verschiedenfirbende Indivi-
duen enthalten miissen. Es erhebt sich nun die Frage, wieweit sich die
festgestellten verschiedenen Komponenten unterscheiden. Sie konnen

a) von verschiedenem Chemismus sein, oder
b) verschiedene Grofe der Teilchen aufweisen.

Sollten sich die zwei Bestandteile durch ihren Chemismus unterscheiden,
so wiirden die betreffenden Originalfarbstoffe Gemische darstellen. Unter
diesen Umstinden wiirde die Charakterisierung « metachromatisch » fiir
diese Verbindungen nicht mehr der Definition entsprechen. Handelt es
sich jedoch um heterodisperse Systeme, so sollen sie nach der Farben-
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dispersititsregel von Wo. Ostwald (1911, 1912) verschieden grofe
Teilchen enthalten (Haller 1921). Mit zunehmender Teilchengrofe
dndert sich nach dieser Regel die subjektive Farbe von Gelb iiber
Orange, Rot, Violett nach Blau. Danach wiirden also in einer Lisung
von Benzoazurin kleine rote Teilchen und groBere blaue Teilchen des
Farbstoffes vorhanden sein. Nach der Theorie von Schwarz (1924)
und Czaja (1930) firben sich die Zellwinde auf Grund der verschie-
denen PorengroBe unterschiedlich an, weil eben die LiickengriBe den
Durchmesser der firbenden Teilchen bestimmt. Wenn nun auch eine
Reihe von Autoren (Ohara 1933, Ruge 1937, Ziegenspeck
1941, Griffioen 1938) die verschiedene Anfirbung der Zellwinde
auf diesen Poreneffekt zuriickfiihren, fehlt es doch nicht an Autoren,
welche diese Theorie anzweifeln (Bank und Bungenberg de
Jong 1939).

Vergleicht man die Ergebnisse der Firbeversuche mit denen der
Filtrationen, so fillt auf, dal sich die einzelnen Farbstoffe beim Durch-
treten durch Filter verschiedener PorengroBe sehr unterschiedlich ver-
halten, wihrend im Gegensatz dazu die Resultate der Farbungen sehr
gleichmiBig ausfallen. Die Ultrafiltration ergibt, daf die Teilchengrife
der zellulosefirbenden Komponenten der gepriiften Farbstoffe stark
variieren kann. Bei einzelnen Farbstoffen wire sie an Hand der Ergeb-
nisse sogar kleiner als diejenige der holzanfirbenden Teilchen anderer
Farbstoffe.

Die Anfirbung der Filter in der Farbe des Filtrates steht ebenfalls
im Widerspruch zu der Ultrafiltrationstheorie. Anderseits ist es be-
kannt, daf bei der Firbung von Fasern die Affinitit der innern Ober-
fliche zu den Farbstoffteilchen fiir die Firbung maBgebend ist (M ark
1930). Die von mir verwendeten Ultrafilter aus regenerierter Kollodium-
wolle weisen lipophile Eigenschaften auf, und es besteht die Moglich-
keit, daff die Ursache des Filtrationswiderstandes gegeniiber den zel-
lulosefarbenden Farbstoffteilchen hier zu suchen ist.

Verschiedener Chemismus der beiden Komponenten schliet natiir-
lich den Fall nicht aus, daB} die Teilchen der holzanfirbenden Kompo-
nente kleiner sind als die Teilchen der andern Komponente. Die Varia-
tion der TeilchengroBe in den Losungen soll in einem besondern Ab-
schnitt diskutiert werden.

2. Die Dispersitit der Farbstofflosungen.
a) Bisherige Untersuchungen iiber Benzidinfarbstoffe.

Um etwas iiber die GroBe der Farbstoffteilchen in der wisserigen
Losung aussagen zu konnen, geniigt es nicht allein, die chemische Struk-
turformel des Farbstoffes zu kennen, sondern auch seine Dispersitidt.
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Die wisserigen Losungen der kéduflichen Benzidinfarbstoffe zeigen
im allgemeinen den Tyndalleffekt, woraus man schlieBen kann, daB
diese Losungen kolloidaler Natur sind. Die meisten Autoren (Freund-
lich 1922, Liesegang 1932, Morton 1935, Valk 6 1937 usw.)
sind der Ansicht, daB sich die Molekiile der substantiven Farbstoffe im
allgemeinen zu Aggregaten vereinigen. Bis jetzt wurden nur selten op-
tisch leere LoOsungen dieser Farbstoffgruppe beobachtet (Robinson
1935, Valk 6 1937). In diesen Fillen handelte es sich jeweils um ganz
reine Farbstoffe.

Die Aggregation (und damit die Teilchengréfe) hingt von ver-
schiedenen Faktoren ab. Die weitaus grofite Bedeutung fiir die Veréinde-
rung der Dispersitit und somit der TeilchengréBe kommt der Beimen-
gung von Neutralsalzen zu. Fiir die Bestimmung des Dispersititsgrades
der Farbstofflosungen ist es unerldBlich, von &“uBerst salzfreien Farb-
pulvern auszugehen. Dabei findet man iiberraschenderweise, dafl solche
Losungen dann optisch leer erscheinen, d. h. daf sie molekulardispers
sind (Robinson 1935).

Im Gegensatz zu der obenerwidhnten Theorie von Schwarz,
Ziegenspeck, Czaja und Haller wird aber bei diesen Dis-
persititsinderungen nie eine Verinderung des Farbtones der Losungen
beobachtet.

Morton (19385) ist der Meinung, es handle sich bei der Losung
der substantiven Farbstoffe um ein heterodisperses System, dessen Zu-
stand bei Beriicksichtigung  der Temperatur und des Salzgehaltes in
einer Formel genau umschrieben werden konne. Danach sind in der
Losung Teilchen von allen GrioBenordnungen (molekulardispers bis
grobdispers) in einem gewissen Gleichgewicht vorhanden. Werden nun
von den kleinsten Teilchen aus der Losung weggenommen, so werden -
diese sofort durch Zerfall groBerer Partikel ersetzt. Fiir seine Versuche
verwendet dieser Autor nur allerreinste Farbstoffe. Er beschreibt nie
eine Verinderung des Farbtones bei Veridnderung der Dispersitit etwa
durch TemperatureinfluB oder durch Verinderung des Salzgehaltes.
Diese Ergebnisse stehen somit auch im Gegensatz zu der Theorie
Czajas, -

Um die Wirkung geringster Neutralsalzmengen auf die Dispersitiit
einiger Farbstoffe zu zeigen, sind in Tabelle 6 einige Zahlenwerte, die
dem Werke Valk 6s entnommen wurden, zusammengestellt. Die in
dieser Tabelle enthaltenen Werte wurden aus Diffusionsbestimmungen
errechnet. Sie zeigen, daB sowohl geringe Erhohungen der Konzentra-
tion des Farbstoffes wie auch derjenigen des Salzgehaltes schon Teil-
chenvergroBerung zur Folge haben. Die drei aufgefiihrten Farbstoffe
zeigen starke Unterschiede in ihrem Assoziationsgrad bei der gleichen
Konzentration. Vom Benzopurpurin und vom Kongorot ist die Neigung
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zu sehr starker Assoziation bekannt. Die iibrigen von mir verwendeten
Farbstoffe scheinen sich {hnlich wie Chicagoblau 6 B zu verhalten.
Die von mir der Ultrafiltration unterworfenen Losungen der kiuf-
lichen Farbstoffe enthielten 0,1 % Farbstoff und Salz zusammen, so dal
der Farbstoffgehalt ungefihr 0,02—0,04 %, der Salzgehalt entsprechend
0,08—0,06 % betragen hat. Aus Tabelle 6 kann deshalb der Assozia-
tionsgrad und die Teilchengrofe fiir die verwendeten Farbstoffe un-
gefdhr abgeschitzt werden. Der Assoziationsfaktor wird dabei etwa
10—20 sein, der Teilchenradius zwischen 10 und 20 A variieren. -

Tabelle 6. ‘
TeilchengroBe der Farbstoffe bei verschiedenem Salzgehalt. (Aus V alk 6.)
Gewichts- Kqui : il i i
konzgli:r;tsion kog:;tag:ilitm Tellchftlllmdms MOl%iYwht Assoziations-
des Farbstoffes von NaCl 5 Teilchen faktor
in % n A
I i t
Benzopurpurin 4 B Molgewicht des Farbions: 678
0,005 0,01 '
0,001 0,01 } 10,1 3920 6
0,002 0,02 J
0,05 0,02
0,01 0,02 } 11,3 5490 8
0,02 0,02
0,03 0,03 " 21,6 38 400 50
0,02 0,05 40,4 251 000 400
Kongorot Molgewicht des Farbions: 652
0,005 0,01 12,0 6 280 9
0,005 0,02
0,01 0,02 } 12,8 7990 12
0,01 0,05
0,02 0,056 14,0 10 400 15
0,05 0,1 15.% 14700 20
Chicagoblau 6 B Molgewicht des Farbions: 900
0,002 0,01 ;
0.003 0,02 } 8,7 2 500 3
0,02 0,02 .
0,02 0.05 } 101 3 920 4
0,02 0,01 11,4 5640 6
0,02 0a 155 14100 15
0,02 0,5 115 19 700 22
0,05 0,5 20,6 34 000 37

Ein weiterer Faktor, der die TeilchengriBe ebenfalls stark beein-

flufit, ist die Temperatur. Hohe Temperaturen (bis 90°) bedingen eine




Sy T RS

starke Erhﬁhung der Dispersitit der substantiven Farbstoffe. Doch
spielt dies in der mikroskopischen Technik keine grofe Rolle, da mei-
stens bei Zimmertemperatur gefirbt wird.

Bis jetzt wurden immer Farbstoffe in wisseriger Losung betrachtet.
Doch lassen sich die Farbpulver auch in Gemischen von Wasser und
organischen Losungsmitteln mehr oder weniger gut in Losung bringen
(siehe weiter unten!). Auch dadurch wird bestimmt eine ganz andere
Dispersitidt erreicht, doch liegen dariiber keine Arbeiten vor, da die
Fiarbungen mit Benzidinfarbstoffen eben meist in wiisserigen Losungen
vorgenommen werden.

Uber die Morphologie der Molekiilaggregate dieser Farbstoffe liegen
von Valk o6 (1937) ausfiihrliche Angaben vor. Danach haben die Mole-
kiile der meisten Benzidinfarbstoffe die Gestalt flacher Téfelchen, deren
mittlere GroBe ungefihr 27/7/3 A betrigt. Form und GroBe wurden
rontgenographisch bestimmt. Der Aufbau der Aggregate ist nach
Valko von Farbstoff zu Farbstoff verschieden. Die tafelférmigen
Molekiile konnen sich irgendwie balken- oder bandartig hintereinander-
legen, wobei sie sich unter Umstéinden gegeneinander verdrehen, je
nach den elektrostatischen Kriften, die in den einzelnen Molekiilen
wirksam sind Frey-WyB8ling und Weber 1942).

b) Vergleich der bisherigen Ergebnisse mit der Theorie
der metachromatischen Firbung.

a GroBlenordnung und Teilchenvergréfierung durch Aggregation und ihre
Beziehung zu den Ergebnissen der Ulirafiliration.

Nach den Untersuchungen Valk 6 s 148t sich die Grofenordnung
der Aggregate in den wisserigen Losungen der Farbstoffe mit derjeni-
gen der Porenweite der Ultrafilter vergleichen.

Aus Tabelle 6 ergibt sich z. B. fiir Benzopurpurin 4 B ein maximaler
Teilchendurchmesser von 80 A. Nehmen wir weiter an, daB dies nach
Czaja (1930) die groBen Teilchen der zellulosefirbenden Komponente
des Farbstoffes darstellen. Es ist nun vollkommen unverstindlich, wie
diese Aggregate von einem Filter mit einem mittleren Durchmesser der
Poren von 200 A zuriickgehalten werden sollen, wie dies bei unsern
Versuchen der Fall war. Ebensowenig kann erklirt werden, wie dann
Aggregate von 20 A Durchmesser (kleine Teilchen der holzanfirbenden
Komponente) von einem Filter, das Poren von ca. 40 A Weite enthiilt,
ohne weiteres durchgelassen werden. Ahnliche Widerspriiche hat Mor -
ton (19385) festgestellt. Besonders eigentiimlich erscheint auch das Ver-
halten von Kongorot, das durch keinen der angewandten Filter zuriick-
gehalten wird, obschon gerade dieser Farbstoff zu starker Aggrega-
tion neigt.
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Alle bisher gewonnenen Tatsachen zeigen eindeutig, daB die Zell-
wiinde nicht als « Siitze von Ultrafiltern » wirken, wie dies die Theorie
von Czaja annimmt. Hieraus ergibt sich ferner, da eine GroBen-
messung der Membranporen mit Hilfe der unterschiedlichen Anfirbung
mit substantiven Farbstoffen (Ruge 1937, Griffoen 1938, Zie -
genspeck 1941) ausgeschlossen ist.

B Farbénderung durch Aggregation.

Verfolgt man die Arbeiten, die sich mit der Dispersititsinderung
befassen, so fillt besonders auf, daB nirgends von einer Verinderung
des Farbtones die Rede ist. Robinson (1935) erreicht mit den ge-
reinigten Farbstoffen sogar molekulare Aufteilung der Farbstoffpartikel;
er erwihnt aber keine Verinderung des Farbtones. Da die molekulare
Dispersitit ohne Farbverinderung erreicht wird, muB eine solche ihre
Ursache anderweitig haben, d. h. die Wo. Ostwaldsche Farbendis-
persititsregel ist fiir die untersuchten Farbstoffe nicht anwendbar. Auf
unsere Versuche angewandt heiBit das, daf§ die holzanfdirbende Kompo-
nente somit kein Dispersititshomologes der Zellulose farbenden Kom-
ponente darstellt. Es darf wohl angenommen werden, daB sich alle sub-
stantiven Farbstoffe in dieser Weise verhalten.

v Bisherige Theorie Uber die Metachromasie.

Die Theorie von Schwarz, Czaja, Ziegenspeck und
andern Autoren basiert auf der Feststellung, daf sich Zellwinde ver-
schiedener Art mit demselben Farbstoff verschieden anfidrben. Schon
die Ultrafiltrationsversuche zeigen jedoch, daB bereits vor der An-
farbung der histologischen Objekte in der Farblosung zwei verschieden
gefirbte Komponenten vorhanden sein miissen. Dies schlieBt den Fall
aus, daB die beiden Nuancen durch Reaktionen mit der Zellwand ent-
stehen. Es besteht nun die Moglichkeit, daf es sich bei der einen
Komponente um eine zufillig bei den Benzidinfarbstoffen vorhandene
Beimischung handelt, die durch die Herstellungsweise der Farbstotfe be-
dingt, ist. Schramek (1940) weist darauf hin, daB die Farbstoffe
dieser Klassen nicht reine Individuen sind, und da8 durch Dialyse aus
blauen Farbstoffen eine rote Komponente gewonnen werden kann, die
sich als der entsprechende Monazofarbstoff erwiesen hat. Dieser Autor
hat durch Diffusionsmessungen bestitigt, daf die Aggregate dieser roten
Komponente kleiner sein miissen als diejenigen der blauen Komponente.

Da durch den Unterschied in der Teilchengrofie die Ursache der
unterschiedlichen Anfirbung der Zellwinde nicht erklirt werden kann,
soll gepriift werden, ob moglicherweise die verschiedene Affinitdt der
Komponenten zu der innern Oberfliche der Zellwinde dafiir verant-
wortlich gemacht werden kann.
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C. Hydrophile und lipophile Eigenschaften der Farbstoffe.
1. Trennung der Farbstoffe durch Ausschiitteln.

Durch Losungsmittel mit hydrophilen, resp. lipophilen Eigen-
schaften soll versucht werden, die Auslese der Farbstoffkomponenten
aus der urspriinglichen Farbstoffkombination, wie sie bei der Gewebe-
farbung vermutlich stattfindet, im Modellversuch nachzuahmen. Dazu
eignet sich am besten die Ausschiittelungsmethode.

a) Methode.

Das Ausschiitteln der wisserigen Farbstofflosung wurde fiir die Versuche im
kleinen im Reagenzglas vorgenommen, bei groern Mengen wurde mit Vorteil ein
Scheidetrichter (bis zwei Liter) verwendet. Die wilbirige Losung des Farbstoffes
wurde mit gleichviel organischem Losungsmittel, mit dem die Trennung vorge-
nommen werden sollte, gut ausgeschiittelt und einige Zeit stehengelassen, bis sich
wieder zwei Schichten gebildet hatten. Starke Schaumbildung beim Ausschiitteln
ist zu vermeiden.

Die Losungsmittel sollen mit Wasser nicht mischbar sein. Viele Verbindungen,
die sich mit Wasser kaum oder nur sehr wenig mischen, zeigten sich als un-
geeignet, 50 :

Ather Schwefelkohlenstoff
Amylazetat Chloroform

Benzol Paraffinol

Toluol

Diese Losungsmittel wurden aber trotzdem schon zum Ausschiitteln verwendet
(Bungenberg de Jong und Bank 1940), dabei wurden sie jedoch mit
polaren Zusitzen, wie Anisaldehyd, Anilinchlorid usw. versehen.

Loésungsmittel, die selbst schon polaren Charakter haben, sind die Alkohole
C, Hop, + 1 OH. Fiir die Ausschiittelungsmethode kommen diejenigen in Frage, die
sich mit Wasser nicht vollstindig mischen. Schon Butylalkohol geniigt dieser
Anforderung, es zeigte sich aber, daB sich der Amylalkohol noch besser eignet.
Die Loslichkeitsverhiltnisse der beiden Alkohole sind in Tabelle 7 zusammen-
gestellt.

Tabelle 7.
Ligslichkeitsverhiltnisse von Butyl- und Amylalkohol in Wasser.
Butylalkohol Amylalkohol
Wasser 1ost bei Zimmertemperatur . . . . 199, 9%
Vom Alkohol wird Wasser aufgenommen . . 8% 4%

Vollstindige Wasserunldslichkeit schlieBt bei solchen kurzen Ketten die Pola-
ritit aus, so daB eine kleine gegenseitige Loslichkeit in Kauf genommen werden
muB. Dadurch konnen die durch Zusiitze verunreinigten Losungsmittel, wie sie
Bungenberg de Jong und Bank (1940) angewendet haben, umgangen
werden.
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Die als ungeeignet befundenen Losungsmittel wie Ather usw. scheinen zu
stark lipophilen Charakter zu haben. Fiir die erfolgreiche Ausschiittelung scheint
ein Losungsmittel von polarem Charakter, das lipophil ist, jedoch noch hydrophile
Eigenschaften aufweist (Amylalkohol, Benzol mit polaren Beimengungen) not-
wendig zu sein,

b) Ausschiittelung der gepriiften Farbstoffe und Farbstofftrennung.

Wird z.B. Benzoazurin im Reagenzglas mit Amylalkohol aus-
geschiittelt, so bleibt die wisserige Schicht blau, die dariiberstehende
Schicht von Amylalkohol nimmt den Farbton der roten Komponente an.
In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der Ausschiittelungsversuche mit den
verschiedenen Farbstoffen zusammengestellt.

: Tabelle 8.
Zusammenstellung der Ausschiittelungsversuche.
Farbe Farbe
Farbstoff der wibBrigen des Amylalkohol-

Lgsung auszuges
Benzoazurin standardisiert .
Oxaminblau 4 R
Benzoazurin 3R . . . . . blau mit schwiicher bis
Azoblam. ., . : rotlichem Ton stiarker rot
Bnllantkongoblau 2RW
Dianildunkelblau R .
S B } karminrot zinnoberrot
Kongorot !

Der Amylalkohol enthiilt trotz der groBen Intensitit der Firbung
nur eine geringe Menge des Farbstoffes. Wenn man von einer Stamm-
16sung von 1% ausgeht, so nimmt der Amylalkohol ca. 0,02 /00 Farb-
stoff auf. Diese Werte gelten fiir Benzoazurin und Kongorot. Sie wurden
einerseits durch Abdampfen des Amylalkohols und Wigen des Riick-
standes, anderseits durch angeniherte Konzentrationsmessung mit dem
Pulfriech-Stufenphotometer bestimmt. Diese 0,02 ®/o0 wiirden nach
Einberechnung des Salzgehaltes des Ausgangsmaterials ungefidhr /2o
der wirklichen Farbstoffmenge betragen. Bei der Ultrafiltration wurden
fir die entsprechenden Komponenten ungefihr dieselben Mengen er-
halten (S. 34).

Der Riickstand, der nach dem Eindampfen des Amylalkohols er-
halten wird, und der zur Hauptsache aus der lipophilen Farbstoff-
komponente besteht, ist in Wasser 16slich. Die Losung -ist aber nicht
bestiindig; nach ca. 10 Tagen fillt der Farbstoff bei Zimmertempera-
tur aus.
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Die verbleibende wisserige Losung ist bei « Benzoazurin standar-
disiert » etwas blauer im Ton als die urspriingliche Flotte. Mit dem
Pulfriech-Photometer ist die Verinderung gerade noch feststellbar
(s. weiter unten !). Die Losung enthilt aber immer noch roten Farbstoff.
Bei mehrmaligem (bis fiinfmal) Ausschiitteln von Benzoazurin wurde
unter stindiger Abnahme der Farbintensitit der Farbton des Amyl-
alkohols allmihlich etwas blau. Beim Auswaschen des abgetrennten
Amylalkohols mit Wasser geht aber die blaue Farbe sofort in das Wasch-
wasser zuriick. Es ist moglich, daB durch die 9 % Amylalkohol, welche
nach dem Ausschiitteln in der wisserigen Losung zuriickgeblieben sind,
noch etwas roter Farbstoff in der wésserigen Schicht zuriickgehalten
wird. Man kann sich auch vorstellen, da durch die blauen Farbstoff-
teilchen ein Teil der roten Komponente zuriickgehalten wird. Dies wird
vor allem im Moment der Sittigung der amylalkoholischen Losung ein-
treten. In gleicher Weise it sich das Ubertreten von blauen Teilchen in
den Amylalkohol erkldren. Nach lingerem Stehen fallen diese jedoch
wieder aus.

¢) Vergleich der Ausschiittelungsversuche mit den Firbungen
histologischer Objekte.

Die Gegeniiberstellung der Tabellen 2 und 8 ergibt eine klare Be-
stdtigung unserer eingangs aufgestellten Arbeitshypothese :

Die in den Ausschiittelungsversuchen als hydrophil festgestellten
Farbstoffkomponenten besitzen denselben Farbton, wie er in den hydro-
philen Zellulosemembranen ausschlieBlich beobachtet wird;

die im Amylalkohol gelGsten, lipophilen Farbstoffanteile stimmen
in ihrer Farbe ausschlieBlich mit der Tonung der verholzten, also lipo-
philen Zellwinde iiberein.

Man ist deshalb berechtigt, die aufgezeigten Farbstoffkomponenten
als hydrophil resp. lipophil zu bezeichnen.

Das Vermogen der Zellwinde, eine analoge Komponententrennung
vorzunehmen, wie sie im Ausschiittelungsversuch mit Wasser und Amyl-
alkohol durchgefiihrt wird, scheint durch die Eigenschaften der inneren
Membranoberflichen bedingt zu sein. Denn in den submikroskopischen
Intermizellarriumen mull die Hydrophilie resp. Lipophilie sehr aus-
gesprochen zutage treten. Es kann sogar festgestellt werden, daf z. B.
Benzoazurinlosungen durch die Zellwidnde sauberer zerlegt werden als
durch den Ausschiittelungsversuch : laut Tabelle 2 nehmen Zellulose-
zellwinde in diesem Farbstoff einen reinen azurblauen Ton an, wihrend
der wisserige Auszug laut Tabelle 8 immer noch einen Stich ins Rotliche
besitzt, der durch lipophile Teilchen erzeugt wird.

Im Abschnitt iiber die Herstellung von Dauerpriparaten wurde
darauf hingewiesen, daf sich die Alkoholstufen (Athylalkohol) auf die
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Tabelle 9.
Loslichkeit der substantiven Farbstoffe in absolutem Athylalkohol.

Farbstoff Loslichkeit Farbe
Benzoazurin standardisiert . o+ rotlich
Benzoazurin 3R . SHEr tief rot
Chicagoblau 4R . At tief rot
Dianildunkelblau R . + fast farblos
Dianilschwarz N . Siiipd ) ks rétlich -
Columbiaschwarz FF extra . ~+ rotlich

substantiven ‘Firbungen ungiinstig auswirken, da durch 70 % Alkohol
die lipophile Komponente ausgewaschen wird. Die verschiedenen Farb-
stoffe wurden auf Grund dieses Befundes auf ihre Loslichkeit in abso-
lutem Athylalkohol gepriift. Auch Robinson (1935) verwendet zum
Entfernen des Na-Azetates aus Farbpulvern Athylalkohol, durch den
dann wahrscheinlich zugleich auch die lipophile Komponente restlos aus
dem Farbstoff entfernt wird. Die hydrophile Komponente 1dst sich im
Athylalkohol erst bei geringer Zugabe von Wasser. Der nichsthdhere
Alkohol Propanol verhilt sich:etwas anders, indem das wasserfreie
Produkt keine der beiden Komponenten zu losen vermag, bei geringer
Wasserzugabe wird die rote Komponente gelost, bei stirkerer Wasser-
zugabe nihert sich der Farbton immer mehr demjenigen der wésserigen
Losung, wie dies die Zusammenstellung in Tabelle 10 zeigt. Die Aus-
wertung dieser Beobachtungen erfolgt in einem spitern Abschnitt dieser
Arbeit.
Tabelle 10.

Farbe der Propylalkchollosungen von Benzoazurin standard.
bei verschiedener Alkoholkonzentration.

Konzentration
Propytli:lskohols Farbe der Losung
in °fe
100 farblos, nichts geldst .
95 rotviolett, sehr wenig gelost
90 rotviolett, viel weniger als 0,5 %00 gelost
80 rotbldulich, 0,5°e werden noch nicht gelost
70 stark rotstichiges Blau
60 blauviolett
40 } { der Farbton nihert sich immer mehr demjenigen
20 der wifrigen Losung :
0 blau, rotstichig
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Aus diesen Versuchsergebnissen geht hervor, daB offenbar schon
70 % Athylalkohol lipophilere Eigenschaften aufweist als die verholzten
Zellwénde. Die Resultate zeigen auch, daB es moglich ist, die hydro-
phile Komponente in relativ lipophilen Fliissigkeiten zu losen. Durch
die unterschiedliche Loslichkeit desselben Farbstoffes in Athylalkohol
und n-Propylalkohol kommen  die verschieden starken lipophilen
Eigenschaften der beiden Alkohole deutlich zum Ausdruck.

Die Trennung des Kongorotes mit Amylalkohol scheint auf den
ersten Blick Komponenten mit derselben Farbe zu ergeben, wie sie bei
der Anfirbung der histologischen Priparate gefunden werden. Die
hydrophile Losung ist karmin gefirbt, wie beim Benzoazurin, jedoch
kaum von der urspriinglichen wiisserigen Losung zu unterscheiden, der
Amylalkoholauszug mit der lipophilen Komponente ist zinnoberrot. In
Ubereinstimmung damit firben sich Zellulosemembranen karmin, ver-
holzte Zellwinde zinnober. Auf S. 29 wurde die ausgesprochen gelbe
Anfirbung der Steinzellen beschrieben. Demnach muB in der Farb-
losung auch eine gelbe Komponente vorhanden sein. Da mit Benzo-
-azurin die Lipophilie dieser Zellwinde festgestellt wurde, kann es sich
nur um eine lipophile Komponente handeln. Vom Amylalkoholauszug
sollte deshalb erwartet werden, daB er von gelber Farbe sei. Da eine
Mischung von Gelb und Karminrot einen zinnoberroten Farbton ergibt,
scheint es, daB der Amylalkohol (wie auch die zinnoberrot gefirbten
verholzten Zellen) auch noch von der hydrophilen Komponente ent-
halten. Dies wiirde darauf hindeuten, daB auch die wasserlosliche Kom-
ponente des Kongorotes nicht so stark hydrophil ist wie diejenigen der
iibrigen Farbstoffe.

Ebenso kann man feststellen, dal Kongorot von Alkohol relativ
leicht aus den Zellulosemembranen ausgewaschen wird, was bei den
andern substantiven Farbstoffen wie Benzoazurin, Oxaminblau, Brillant-
kongoblau nicht der Fall-ist. Auch hieraus kann geschlossen werden,
daB die rote Komponente dieses Farbstoffes etwas weniger hydrophilen
Charakter besitzt als die der andern Farbstoffe.

Der Versuch, die gelbe Komponente des Kongorotes rein zu er-
halten, soll in einem weitern Abschnitt (« Adsorptionsmethoden zur
Trennung ») zur Sprache kommen. Vorerst sollen noch die Schnitt-
farbungen mit den durch die Ausschiittelungsmethode gewonnenen
Komponenten zur Sprache kommen. ‘

d) Fédrbungen mit den durch Ausschiitteln getrennten Farbstoffen.

Das durch Ausschiitteln erhaltene Farbpulver der lipophilen Kom-
ponente des Benzoazurins (8.41) wurde in Wasser aufgelost (ca. 2 mg
in 5 em®), um zur Schnittfirbung Verwendung zu finden. Dieser Weg
wurde beschritten, um im iiblichen Medium zu firben. Die Schnitte von



llex Aquifolium zeigten nach kurzer Firbedauer (1—2 Tage) schon eine
ziemlich intensive rotviolette Anfdrbung aller verholzten Zellen, die
Steinzellen werden etwas weniger stark geférbt.

Die Versuche, Schnitte mit den Amylalkohollosungen zu firben,
hatten bei lingerer Firbedauer ebenfalls Erfolg. Nach 6 bis 8 Tagen
waren die verholzten Zellen schon gut angefirbt, mindestens gleich in-
tensiv wie die mit wisseriger Losung geférbten Schnitte. :

Nach lingerem Einwirken (10—15 Tage) oder bei Verwendung ein-
geengter Farbstofflosungen war die Anfirbung der verholzten Zellen
sehr stark. Die Zellulosemembranen nahmen in einigen Fillen, wo die
Schnitte mit so konzentrierten Amylalkohollosungen gefdrbt worden
waren, etwas Farbstoff auf. Im Verhiltnis zu den verholzten Zellen ist
aber die Farbung sehr gering. J

Es erstaunt nicht, daB auch die Zellulosemembranen eine gewisse
Menge lipophilen Farbstoffes festhalten, denn dies wurde auch schon bei
der gewohnlichen Firbung mit Benzoazurin in wisseriger Losung fest-
gestellt. Vergleicht man Schnitte, die nur mit Wasser, und solche, die
mit 70 % Alkohol ausgewaschen wurden, so fillt der klarere Ton der
Zellulosewiinde nach der Alkoholbehandlung sofort auf. Der immer
noch etwas rotliche Ton der Zellulosewinde nach dem Auswaschen
mit Wasser zeigt, daB eine kleine Menge der roten Komponente auf-
gezogen hat.

Die ausgesprochene Bevorzugung der verholzten Zellen durch die
rote Komponente des Benzoazurins ist duBerst eigentiimlich, wenn man
die Resultate der Ultrafiltration damit vergleicht. Wenn die roten Farb-
stoffteilchen kleiner sind als die blauen und die Ursache der unter-
schiedlichen Firbung auf die TeilchengroBe zuriickgefiihrt werden soll,
bleibt es unklar, weshalb diese roten Teilchen nicht auch die mit der
blauen Komponente gefirbten Zellwinde firben sollten. Die GroBe der
Membranporen wiirde ja den Eintritt der Teilchen in die Zellwand ohne
weiteres gestatten.

Auch findet eine eigentliche Filterwirkung nicht statt, wie sie z. B.
mit der Ultrafilternutsche erzwungen wird, wobei man doch mit einem .
Unterdruck von 15 mm Hg arbeitet, um die Trennung der Kompopenten
zu erreichen.

Nach dem Gesagten scheint es plausibler, die Anfirbung auf die
Affinitit der Zellwinde zu den Farbstoffen zuriickzufiihren.

Farbstolfe, deren Komponenten sich in ihren lipophilen und hydro-
philen Eigenschaften nicht stark unterscheiden, bieten der Trennung
mit der Ausschiittelungsmethode Schwierigkeiten (Kongorot). Die Tren-
nung muf so erfolgen, daB eine der Komponenten durch Adsorption aus
der Losung entfernt wird.
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2. Adsorptionsmethode zur Trennung.
a) Methode.

Um die hydrophile Komponente aus der Farbstofflosung zu ent-
fernen, erschien es am giinstigsten, die hydrophilen Teilchen auf reine
Zellulose aufziehen zu lassen, bis die Restlosung nur noch lipophile
Teilchen enthélt. Fiir die wisserige Losung war dies jedoch mit Schwie-
rigkeiten verbunden, da der Farbstoff in absehbarer Zeit nicht restlos
aus der Flotte herauszubringen war, abgesehen davon, daB immer kleine
Mengen von der lipophilen Komponente mitgeschleppt wurden. Aus den
Losungsversuchen von Benzoazurin in n-Propylalkohol verschiedener
Konzentration fiel mir auf, daf sich nach mehrwochigem Stehen die
Farbtone der Losungen von hohern Propylalkoholkonzentrationen (60,
80 %) ziemlich stark gegen Rot verindert hatten, wobei sich ein Boden-
satz — offenbar die zum Teil ausgefallene blaue Komponente — ge-
bildet hatte. Beim Filtrieren einer derartigen Losung durch ein Papier-
filter firbte sich dieses spontan intensiv blau, wihrend die Losung von
ziemlich reiner roter Farbe war. Es schien vorteilhaft, eine Methode auf
Grund dieser Erfahrungen aufzubauen, um die lipophile Komponente
auf diese Weise rein zu gewinnen.

In einem Kolbchen mit eingeschliffenem Stopfen wurden 100 cm? propyl-
alkoholische Farbstofflosung mit einem Gramm entfetteter Watte versehen. Die
Konzentration des n-Propylalkohols betrug 80 9, die Farbstoffkonzentration 0,59%
(eine gesittigte Farbstotflosung enthiilt bei 20° C 0,7 9% Farbstoff). Das Kélbchen
wurde mit der Watte 5—T7 Tage stehengelassen. Dann wurde die Watte unter gutem

Auspressen aus dem Kolbchen entfernt und durch gleichviel neue ersetzt. Nach
sechs- bis achtmaligem Wechsel schienen die Farbstoffe geniigend gereinigt.

b) Die Komponententrennung von Benzoazurin und Kongorot.

Mit der beschriebenen Methode lief sich die lipophile Komponente
sowohl des Benzoazurins wie auch des Kongorots gut abtrennen.

Der im Propylalkohol geléste Farbstoff der lipophilen Komponente:
des Benzoazurins war von rotvioletter Farbe. Das durch Eindampfen
erhaltene Farbpulver ist rot gefirbt, in Alkohol relativ leicht, in Wasser
nur wenig 16slich. Die wiisserige Losung zeigt starken Tyndalleffekt,,
die Losung ist demnach grobdispers. Die Konzentration (inklusive Salz-
gehalt) wurde durch Eindampfen und Wigen des Riickstandes be-
stimmt und betrug ca. 0,05 %, d. h. etwa */10 der urspriinglichen Farb-.
stoffmenge. Dieser Anteil der lipophilen Komponente im Originalfarb-
pulver wurde auch bei den Ausschiittelungsversuchen erhalten. Bei
jenen Versuchen enthielt die Losung nach fiinfmaligem Ausschiitteln
nur noch sehr wenig Rot. Wenn pro Trennung ca. 0,002 % an rotem
Farbstoff aus der Losung entfernt worden waren, so ergibe dies eine
Menge von 0,01 % bei einer urspriinglichen Konzentration von 0,1 %,
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oder wiederum ca. Y/ der urspriinglichen Menge Farbstoff (inklusive
Salzgehalt).

Bei der Trennung des Kongorots muBte die Baumwollwatte zur
Adsorption der karminroten Farbstoffkomponente einige Male mehr ge-
wechselt werden, bis von der Watte nur noch Spuren von Farbstoff auf-
genommen wurden. Eine Losung des Kongorotfarbstoffes in 90 % Pro-
pylalkohol hiitte sich besser zur Trennung geeignet. Da aber das Benzo-
azurin in dieser Alkoholkonzentration nicht mehr in geniigender Menge
in Losung geht, muBte die Konzentration von 80 % beibehalten werden,
um vergleichbare Resultate zu erhalten.

Mit der Adsorptionsmethode gelang es nun, die gesuchte gelbe
Komponente aus dem Kongorot zu gewinnen, die bei der Farbung der
Steinzellen in Querschnitten von Ilex beobachtet wird. Die Konzentra-
tion (photometrisch bestimmt) betriigt fiir diesen gelben Anteil etwa
0,04 % bei einer Ausgangskonzentration von 0,5 %, d. h. ungefihr /12
der gesamten Farbstoffmenge.

Die lipophile gelbe Komponente des Kongorots ist eigentiimlicher-
weise sdurefest, wihrend das Kongorot selbst duBerst siureempfindlich
ist (Blaufirbung und Ausfillung). Durch 2 n HCl wird die Farbe der
isolierten lipophilen Komponente des Kongorots in keiner Weise ver-
indert. Daraus kann geschlossen werden, daB diese lipophile Kompo-
nente chemisch nicht identisch mit der hydrophilen Komponente ist. Das
Originalfarbpulver stellt also moglicherweise ein Gemisch dar.

Die Absorptionskurven der lipophilen Komponenten von Benzoazurin
und Kongorot wurden mit dem Pulfrich-Stufenphotometer aus-
cemessen. Die Resultate sind in einem spéteren Abschnitt wiedergegeben.

c¢) Firbung von histologischen Pridparaten mit den lipophilen Komponenten
von Benzoazurin und Kongorot.

Als Farblosung diente der nach Verdampfen des Propylalkohols
erhaltene Riickstand, von welchem 2 mg in 5 cm® Wasser gelost wurden. .
Als Testobjekt verwendeten wir wiederum Querschnitte von Ilex Aqui-
foliwm. Die Ergebnisse nach zwei bis fiinf Stunden Férbedauer sind in
Tabelle 11 zusammengestellt.

Alle verholzten Zellen der mit der lipophilen Komponente des
Benzoazurins gefirbten Schnitte waren rot gefirbt, wie es von den Ver-
suchen mit der urspriinglichen wisserigen Losung bekannt war. Die
Zellulosewinde waren nicht oder nur wenig gefiirbt. Die schwache An-
firbung riihrt sicher von restlichem hydrophilem Farbstoff her.

Die lipophile Komponente des Kongorots firbt alle verholzten
Zellen gelb. Das Gelb ist identisch mit demjenigen der Steinzellen bei
der auf S. 29 beschriebenen Firbung mit Kongorot. Unterschiedlich von
der Fiarbung mit wisseriger Losung des Originalfarbstoffes ist die Tin-
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Tabelle 11.

Fiarbung von Ilex Aguz‘folium mit den isolierten lipophilen Komponenten von
Benzoazurin und Kongorot.

Kongorot Benzoazurin
Zellulose-Membranen . . |einzelne Zellen schwach | einzelne Zellen sehr
karmin schwach blau

Kutikula .. . . . . . |schwach gelb schwach gelb, innerste

Schicht schwach rotlich
Bagtimgorn .0 0 v x
Xylem } satt gelb : violettstichiges Rot
Steinzellen .

gierung der Zellen des Xylems und der Bastfasern des Perizyklus. Sonst
von zinnoberroter Farbe, werden sie mit der isolierten lipophilen Kom-
ponente gelb gefirbt. Der zinnoberrote Ton entsteht offenbar durch
Mischung der lipophilen und hydrophilen Komponente. Die zinnoberrote
Farbe der Amylalkoholschicht bei den Ausschiittelungsversuchen muf
dann ebenfalls als Mischfarbe der beiden Komponenten gedeutet werden,
wobei anzunehmen ist, da die hydrophile Komponente zum Teil in das
lipophile Losungsmittel wandert. Dies wiirde aber bedeuten, daf die
zellulosefidrbende Komponente des Kongorots etwas weniger hydrophil
wire als die entsprechende Komponente der iibrigen untersuchten Farb-
stoffe. Diese Annahme wird durch die bessere Loslichkeit des Kongorots
gegeniiber den andern Farbstoffen in Propylalkohol bestétigt.

Mit der Losung der lipophilen Komponente des Kongorots wird, wie
beim Benzoazurin, ein Teil der Zellulosemembranen schwach in der
Farbe der hydrophilen Komponente gefiirbt, was auch hier auf die noch
nicht ganz entfernte hydrophile Komponente zuriickzufiihren ist.

d) Adsorption der lipophilen Farbstoffkomponente.

Um die kydrophile Komponente aus der Farbstofflosung rein zu ge-
winnen, wurde versucht, durch Adsorption die lipophile Komponente
aus der Losung zu entfernen.

Von Ruggli und Jensen (1935) liegt eine Arbeit vor, in der
die Trennung von substantiven Farbstoffen durch chromatographische
Adsorption aus wisserigen Losungen beschrieben wurde. Die von den Ver-
fassern erhaltenen Chromatogramme deuten darauf hin, daf die ver-
wendeten Farbstoffe nicht einheitlich sind. Das Chromatogramm des
Kongorots zeigt Uberginge von einer schwach rotvioletten iiber eine
breite, rosa- bis starkrote Zone zu einer gelborangen Zone. Der aus der
letztern gelborangen Zone gewonnene Farbstoff ld6t sich mit Essig-
sdure nicht, mit 5 % HCI in eine Farblosung von rotviolettem Ton um-
wandeln.
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Nach meinen Versuchen kann es sich beim letzterwéihnten Farbstoff
um die noch mit der hydrophilen Komponente verunreinigte lipophile
Komponente handeln, was auch aus der Verfirbung mit HCI geschlossen
werden mub.

Nach diesen Ergebnissen erschien uns diese Trennungsmethode
nicht geeignet. Wir versuchten nun, die lipophile Komponente auf #hn-
liche Weise, wie dies bei der hydrophilen Komponente geschehen war,
aus der Farblosung zu entfernen. Die Versuche mit Azetatseide, Kol-
lodiumwolle, Nitrozellulose und Holz als Adsorbentien fiihrten zu einem
negativen Ergebnis. Der lipophile Farbstoff wurde in zu geringem MaB
von diesen Substanzen aufgenommen. Mit Benzoazurin wurden Kollo-
diumwolle und Azetatseide rotviolett gefirbt, so daB der Farbton an-
zeigte, daB auch die hydrophile Komponente zum Teil auf die Faser auf-
gezogen war.

Es ist iiberhaupt fraglich, ob die Abtrennung der lipophilen Kom-
ponente mittels Adsorption gelingen kann. Es besteht nimlich die Mog-
lichkeit, daf die lipophile Komponente von den Teilchen der hydro-
philen Komponente adsorbiert wird (Freundlich 1922), sofern die
Oberfldchenbeschaffenheit der letztern sich hierfiir besser eignet als die-
jenige eines Adsorbens.

SchlieBlich versuchte ich noch eine Trennung der Komponenten mit
aktiver Kohle vorzunehmen (Michaelis und Rona 1919). Die
Kohle adsorbiert den Farbstoff vollstindig. Es sollte nun mdglich sein,
eine oder beide Komponenten einzeln durch Losungsmittel oder Losungs-
mittelgemische wieder von der Kohle abzulésen (Steenberg 1941).
Leider gelang nur ein einziger Versuch, wobei eine kleine Menge der
blauen Komponente des Benzoazurins gewonnen werden konnte. Diese
Losung zeigte den iiblichen Stich ins Rote nicht mehr. Ihre Absorptlons-
kurve ist in Figur 6 (Z,) dargestellt.

- Von dem an Kohle adsorbierten Kongorotfarbstoff konnten die
Komponenten nicht einzeln desorbiert werden.

Mit Hilfe der bisherigen Versuche konnte qualitativ zxemhch weit-
gehend sichergestellt werden, daB die untersuchten Farbstoffe tatsich-
lich zwei verschiedene Komponenten enthalten. Um endgiiltig zu be-
weisen, daB die sogenannten metachromatischen Farbstoffe Gemische
verschiedener Verbindungen darstellen, mufl jedoch quantitativ fest-
gestellt werden, daB

1. jede der Komponenten eine typische Farbkurve besitzt;
2. die Farbverschiedenheit der Komponenten nicht von Dispersitits-
unterschieden herriihrt.
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D. Charakterisierung der isolierten Farbstoffkomponenten
durch ihre Absorptionskurven.

a) Methode.

Die Farbe einer Losung entsteht durch selektive Adsorption des durchtreten-
den Lichtes (Wo. Ostwald 1924). Der Umfang der Lichtschwichung folgt den
Gesetzen von Lambert und Beer.

Das Lambertsche Gesetz behandelt die Abhingigkeit der Lichtschwichung
von der Schichtdicke des absorbierenden Mediums (Extinktion). Wichst die
Schichtdicke in arithmetischer Progression, so nimmt die hindurchgelassene Licht-
menge in geometrischer Progression ab.

Das Beersche Gesetz beschreibt die Abhingigkeit der Lichtschwichung von
der Konzentration der Losungen und ist eigentlich eine Erweiterung des Lam-
bertschen Gesetzes. Bei arithmetischer Progression der Konzentration nimmt
bei konstanter Schichtdicke die durchgelassene Lichtmenge in geometrischer
Progression ab.

Demnach lautet das Beer-Lambertsche Gesetz :

T==1; Ko

Intensitéit des eintretenden Lichtes
Intensitéit des durchgegangenen Lichtes
Schichtdicke
Konzentration
«<molarer Extinktionskoeffizient ».

Durch Logarithmieren erhilt man fiir den molaren Extinktions-
koeffizienten :

B

ot 1 % 1
PIRPUNES. S P S E
= log

I c-S
E Extinktion.

Es war nicht moéglich, fiir unsere Farbstofflosungen den molaren Extinktions-
koeffizienten zu bestimmen, da von einzelnen Farbstoffen das Molekulargewicht gar
nicht bekannt ist; ferner wurde von den wenigsten der Salzgehalt festgestellt, so
daf iiberhaupt keine molare Losung hergestellt werden konnte. Im folgenden ist
stets nur vom Extinktionskoeffizienten die Rede; dieser ist aber immer, wo nichts
Besonderes vermerkt ist, auf Losungen von 1% des k#uflichen Farbstoffes
bezogen.

Die Gleichung fiir k lautet dann :
k= L E
s
oder bei Losungen, die zur Messung verdiinnt werden :
ke= . S E,
c-s
wobei sich die Konzentration ¢ auf die Bezugslosung von 19/, bezieht.

Logarithmiert man diese Gleichung nochmals, so erhilt man fiir log k folgen-
den Ausdruck :

log k=log% —I—log% + log E.

Der Wert fiir log k setzt sich somit aus additiven Einzelgrofen zusammen.
Der Verlauf der Extinktionskurve ist damit von der Schichtdicke und von der
Konzentration unabhiingig, d. h. alle Kurven eines bestimmten Farbstoffes ver-
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laufen zueinander parallel, sofern das Beer-Lambertsche Gesetz Giiltigkeit
hat. Diese Kurven nennt man #ypische Farbkurven.

Im folgenden handelt es sich, sofern nichts Besonderes angegeben ist, immer
um die Werte von log k.

Fiir die Messungen sollte streng genommen monochromatisches Licht ver-
wendet werden. Beim Pulfrich -Stufenphotometer der Firma Zeill stehen zur
Messung Farbenfilter zur Verfiigung, die einen kleinen Ausschnitt des Spektrums
erfassen, etwa in der Breite von 200 A, Die zur Aufnahme der typischen Farb-
kurven dienenden Filter gehtoren dem S-Filtersatz an. Ihre optischen Daten kénnen
der Z eifB schen Druckschrift M e 430 d/IV entnommen werden.

Die Abweichungen, die durch die Verwendung von Farbfiltern an Stelle von
monochromatischem Licht entstehen, beeintrichtigen die Resultate nicht,

b) Typische Farbkurven von Kongorot und seinen Komponenten.

Die in Figur 4 wiedergegebene Kurve W zeigt die fiir eine wis-
serige Kongorotlosung von 1 ° gefundene typische Farbkurve.

log. #
]
25 r
e
Figur 4.
Typische Farbkurven von Kongorot.
W wisserige Losung, Z Zellophan- P

streifen, A Amylalkoholauszug, Pi
lipophile Komponente in Propylalkohol
nach Trennung durch Adsorption mit

Watte, P» wie Pi, jedoch konzentrier- : b4
tere Ausgangslosung. 15 gk i o6
i 7000 €000

Pz

w
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Pr
A
: 10

Die zehn MeBpunkte, die das Stufenphotometer liefert, ergeben eine
Absorptionskurve, die bei einer Wellenldnge von ca. 5000 A die ge-
ringste Durchléissigkeit der Farblosungen erkennen ldB8t. Die Uberein-
stimmung mit der Absorptionskurve von Kongorot, die Heilmeyer
(1939) aufgenommen hat, ist recht gut. Dabei stand diesem Autor ein
Monochromator zur Verfiigung, der Ablesungen von 100 zu 100 A er-
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moglichte. Heilmeyer findet das Absorptlonsmammum fiir Kong0~
rot bei 4900 A.

Die typische Farbkurve der wisserigen Losung des gewohnhchen
Kongorots wurde mit derjenigen des Kongorots « Rug gli» verglichen.
Die in Tabelle 13 zusammengestellten Werte ergeben, daB die Messun-
gen bei grofien Wellenliéingen nicht brauchbar sind (negative und posi-
tive Differenzen der Werte von log k). In der Ndhe des Absorptions-
maximums unterscheiden sich die Werte von (log k,—log k,) nicht mehr.
Im Bereich dieser Wellenléingen konnen somit Konzentrationsbestim-
mungen gemacht werden. e

Tabelle 13.
Werte von k und log k fiir gewhnliches Kongorot und Kongorot «Rugg 1i».
Wirk
Filter- = k; K las ki log kg bt
schwer- gf_wl‘?hu- Kongorot Til— gﬁw}tljhn- Kongorot e k2
k icnes Tk 2 icnes | B s 1
fﬁz }; Kongorot .” Fagaki Kongorot LRregs
7500 0,039 0,034 o 1408 | —1471 | 0,063
7290 0,044 0,057 -— — 1,359 — 1,249 + 0,110
6660 0,095 0,159 — —1,024 | -~0,790 -+ 0,225
6190 - 0,428 0,379 - — 0,368 — 0,422 — 0,004
5720 6,9 8,15 0,846 + 0,838 + 0,912 =+ 0,074
5500 215 30,1 0,714 1,333 1,479 + 0,146
5300 . .| 310 46,6 - 0,665 1,491 1,668 -+ 0,177
T4940 .- |- 438 64,4 0,688 - 1,636 1,809 | -+ 0,172
4630 35,1 50,9 0,690 1,545 1,706 -+ 0,161
4340 24,3 34,7 0,708 1,386 1,540 -+ 0,154

Bildet man die Quotienten der Extinktionen von gewdhnlichem
Kongorot und salzfreiem Kongorot « Ruggli», so 1iBt sich daraus
die Menge-des wirklich vorhandenen Farbstoffes im kiuflichen Produkt
errechnen, wobei die Unterschiede in der Dispersitdt nicht beriicksich-
tigt-sind. An Hand unserer Messungen wiirde der kiufliche Farbstoft
zirka 69 % Farbstoff und zirka 31 % einer Beimengung — wahrschein-
lich NaCl — enthalten.

Die lipophile Farbstoffkomponente, die sich bei der Ausschiittelung
mit Amylalkohol ergibt, weist dagegen eine groBte Lichtschwichung bei
4900 A auf (Fig. 4, Kurve A). Sie zeigt damit eine Verschiebung ihres
Absorptionsmaximums gegeniiber der wisserigen Losung von ea. 100 A.
Die Konzentration der Losung errechnet sich zu ungefihr 35‘7 der
Farbstoffmenge (ohne Salzgehalt)

Die durch Adsorption mit Watte erhaltene gelbe Losung, deren
Hauptbestandteil die lipophile Komponente ausmacht, hat ihr Absorp-
tionsmaximum bei 4750 A (Fig. 4, Kurve Pi). Die Menge der lipophilen
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Komponente betrigt ohne Beriicksichtigung der Dispersitit 2 % der
urspriinglichen Konzentration des Farbstoffes.

Auch durch die quantitative photometrische Messung ist eine Kon-
zentrationsbestimmung der hydrophilen und lipophilen Farbstoffkompo-
nente sehr schwierig. Es bleibt immer zu beriicksichtigen, daB bereits
die Trennung nicht quantitativ erfolgt sein kann. Ferner konnen die
Losungen der Komponenten Dispersititsunterschiede aufweisen, die die
Messung verfidlschen.

Die mittelst Amylalkohol resp. Watte isolierten lipophilen Kompo-
nenten des Kongorots besitzen das Absorptionsmaximum nicht bei der
gleichen Wellenliinge. Die Versuche bestitigen, da der Amylalkohol
stets eine gewisse Menge hydrophilen Farbstoff aufnimmt.

Es wurden auch verschieden konzentrierte Propylalkohollosungen
von Kongorot photometriert.  Die Verschiebung des Absorptionsmaxi-
mums in den Propylalkoholstufen ist jedoch fiir die quantitative Aus-
wertung im Stufenphotometer zu gering.

Durch die bisherigen Methoden der Komponententrennung der
Farbstoffe konnten keine Losungen der hydrophilen Komponente er-
‘halten werden, die fiir die Photometrierung geniigend rein gewesen
wiren. Es wurde daher versucht, den Farbstoff auf Zellophanfolien auf-
ziehen zu lassen und die Farbe der hydrophilen Komponente auf diese
Art zu messen. :

Hiezu wurden Streifen von benetzbarem Zellophan verwendet. Die Farbung er-
folgte in wisseriger Losung (Firbedauer fiir Kongorot : 10 Min. bis zwei Tage). Der
ihnen anhaftende lipophile Farbstoff wurde mit wenig Athylalkohol ausgewaschen,
mit Wasser gespiilt und die Streifen getrocknet.

Um die Absorptionskurven mit dem Pulfriech -Stufenphotometer messen zu
konnen, wurden die Streifen in Wasser gelegt und zwischen Glasplittchen in die

MeBkiivetten gestellt. Zum Ausgleich wurden in der Kompensationskiivette ebenso
viele Glasplittchen in Wasser durchstrahlt.

Zwischen der wisserigen Losung und den Zellophanstreifen ist ein
Farbunterschied deutlich sichtbar. Entsprechend findet man auch das
Absorptionsmaximum gegeniiber der wiisserigen Losung um 150 A nach
groBern Wellenléingen verschoben bei 5150 A. Es scheint, daB damit die
wahre maximale Absorption der hydrophilen Komponente bestimmt
werden konnte (Fig. 4, Kurve Z).

Zwischen den Absorptionsmaxima der lipophilen und hydrophilen
Komponente von Kongorot besteht somit eine Differenz von zirkae 400 A.
Damit. ist die grundsdtzliche Verschiedenheit der beiden Komponenten
bewiesen,

Die mit Kongorot « Ruggli» gefirbten Zellophanstreifen (Fig. 5,
Z) haben ihr Absorptionsmaximum bei 5200 A, was eine Verschlebunv
des Maximums von der wisserigen Lisung desselben Farbstoffes (Fig. 5,
Kurve W) um 200 A ergibt.
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¢) Typische Farbkurven von Benzoazurin standardisiert und
seinen Komponenten.

Die Ergebnisse der Absorptionsmessungen an Benzoazurinlosungen
sind in Figur 6 wiedergegeben. Allerdings sind die Werte, die im lang-
welligen Lichte bestimmt wurden, nur von qualitativer Bedeutung.
Immerhin zeigen sie, daff die Kurve (W,) steil ansteigt, bis sie das
Maximum bei 5750 A erreicht. Im weitern Verlauf fdllt die Kurve
weniger steil wieder ab.

Da von Benzoazurin standardisiert eine kleine Menge gereinigten
Farbstoffs zur Verfiigung stand, konnte &hnlich wie beim Kongorot der
mengenmiBige Anteil des Farbstoffs im kiuflichen Farbpulver bestimmt
werden., Aus den Werten k :k, aus Tabelle 14 ergibt sich diese Farb-

stoffmenge zu ca. 22 % (— 100, in der Ndhe des Absorptionsmaximums

_gemessen). Frither (vgl. S. 21) wurde ein Anteil von 40% gefunden. Die
mangelnde Ubereinstimmung der beiden Bestimmungen ist vermutlich
auf die geringere Aggregation der Teilchen zuriickzufiihren, so daf bei
der Photometrierung eine héhere Konzentration vorgetduscht wird, als
sie gravimetrisch gefunden wurde.
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Tabelle 14.

Werte von k und log k fiir Benzoazurin standardisiert
und Benzoazurin standardisiert gereinigt.

Wirksamer
Filter- 5y s Kk log kyq log ko log ko—
schwer- Benzoazurin | Benzoazurin e Fiufiches Beiivoizirin 2
punks kiufliches gereinigt kg Benzoazurin gereinigt 1og &y
A in R 1 %oy 1 %00
7500 0,203 0,552 0,369 | —0693 | —0259 | + 0436
7290 0,441 1,204 0,368 — 0,355 + 0,081 0,436
6660 3,500 12,22 0,286 + 0544 | +1,088 0,544
6190 8,900 42.8 0,207 0,949 1,632 0,683
5720 14,75 65,0 0,227 1,169 1,813 0,644 -
5300 11,65 55,2 0,211 1,067 1,741 0,674
4940 5,16 20,0 0,258 0,718 1,302 0,589
4630 2,90 11,38 0,254 0,462 1,053 0,591
4340 9,17 8,80 0,247 0,337 0,945 0,608

Eine wisserige Losung von Benzoazurin, die zum Firben von Watte
beniitzt wurde, wies nach dem Firben einen etwas rioteren Ton auf als
die urspriingliche Losung. Es wurde versucht, diese Verdnderung, die
auf der Entfernung einer gewissen Menge des hydrophilen Farbstoff-
anteils beruht, photometrisch festzuhalten. Hierzu wurden 100 em?
wasserige Benzoazurinlosung von 1% mit zwei Gramm Watte einige
Tage stehengelassen. Die iibrighleibende Flotte besitzt ein Absorptions-
maximum bei 5700 A (Fig. 6, Kurve W,). Dasselbe ist also um etwa
50 A gegeniiber der normalen wisserigen Losung verschoben.

In Analogie zu den Versuchen mit Kongorot (vgl. S. 54) wurden
auch Benzoazurinldsungen in verschieden konzentrierten Propylalkohol-
- I6sungen photometriert. Die Verschiebung des Absorptionsmaximums in
den Propylalkoholstufen war auch bei diesem Farbstoff fiir die quan-
titative Auswertung zu gering. :

Die Untersuchung von Losungen der reinen Farbstoffkomponenten,
wie sie nach friiher beschriebenen Verfahren gewonnen werden kionnen,
fiihrte zu folgenden Ergebnissen :

Der lipophile Anteil von Benzoazurin standardisiert (Darstellung
durch Ausschiitteln mit Amylalkohol) zeigt bei 5300 A das Absorptions-
maximum (Fig. 6, Kurve A). Auch eingedampfte Losungen von Amyl-
alkohol ergeben das nimliche Resultat. Der Gipfelpunkt der Absorp-
tionskurve ist somit im Vergleich zur wisserigen Losung um ca. 450 A
nach kiirzeren Wellenlingen verschoben. :

Die Losung der lipophilen Komponente in Propylalkohol (Ent-
fernung der hydrophilen Teilchen durch Watte) zeigt die gleichen op-
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Figur 6.

Typische Farbkurven von Benzoazurin
standardisiert, Wi wisserige Losung, 25
W. wisserige Restlosung nach der
Firbung (vgl. Text), Z: Zellophanstrei- .
fen gewdohnliche Firbung, Zg Zello-
phanstreifen mit rein blauer Losung
gefirbt (vgl. Text), A Amylalkohol-
: auszug. i :

cesl
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tischen Eigenschaften wie der Amylalkoholauszug. Die Berechnung der
Farbstoffkonzentration ergibt, daf die lipophile Komponente ca. 5 %
~des gesamten reinen Farbstoffpulvers ausmacht. :

Im Gegensatz zu den Beobachtungen an Kongorot erweisen sich
die Amyl- und Propylalkohollosungen der lipophilen Komponente von
Benzoazurin ungefihr gleich rein. Amylalkohol trennt also Benzoazurin
selektiver in seine beiden Anteile als Kongorot. :

Die hydrophile Benzoazurinkomponente, die auf Zellophanstreifen
aufzieht, besitzt ihr Absorptionsmaximum bei 5850 A. Dieses ist also
segeniiber dem der wiisserigen Komponente um 100 A verschoben
(Fig. 6, Kurve Z,). '

Mit dem nach Adsorption an Kohle gewonnenen hydrophilen Anteil
des Benzoazurins (vgl. S. 49) wurden ebenfalls Zellophanfolien geférbt.
Sie zeichneten sich durch ihre sehr reine blaue Farbe aus. Die photo-
metrische Messung zeigte dann auch, daf das Absorptionsmaximum um
weitere 50 A auf 5900 A verschoben ist (Fig. 6, Kurve Z,). Seine Lage
ist demnach geeeniiber der wisserigen Losung um 150 A nach grofern
Wellenlingen verschoben. i

Die beschriebenen Beobachtungen zeigen, daB die Zellophanstreifen, die mit
gewohnlichen wiBrigen Losungen gefirbt wurden, nicht ausschlieBlich die hydro-
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phile Komponente des Farbstoffs aufgenommen haben. Wahrscheinlich gelangen
durch Adsorption an lipophile Gruppen der hydrophilen Teilchen auch lipophile
Teilchen in die Zellophanschicht.

Zusammenfassend findet man also, daB die

Absorptionsmazima der hydrophilen wund lipophilen Komponente
von Benzoazurin standardisiert wm 600 A gegeneinander wverschoben
sind. Beide Anteile sind somit als verschiedene chemische Verbindungen
identifiziert. :

d) Typische Farbkurven der iibrigen untersuchten Farbstoffe.

Bei der optischen Untersuchung der iibrigen Farbstoffe wurden
neben den wisserigen Originallsungen die hydrophile Komponente auf
Zellophan und der lipophile Farbanteil im Amylalkoholauszug auf-
genommen. Die Lage der Absorptionsmaxima fiir die einzelnen Losun-
gen ist aus Tabelle 12 ersichtlich.

Der Anteil der lipophilen Komponente in 4zoblaw (Fig. 7, Kurve A)
bezogen auf die wisserige Losung des Originalfarbpulvers (Fig. 7,
Kurve W) wurde zu 3,3 % bestimmt (Benzoazurin : 2 %). Die Absorp-
tionskurve der mit Azoblau gefirbten Zellophanstreifen ist in Figur 7.
Kurve Z dargestellt.

Das Verhalten von Benzopurpurin dhnelt weitgehend demjenigen
von Kongorot. Die Absorptionsmaxima der wisserigen Farbstofflosung
(Fig. 8, Kurve W) und der Zellophanstreifen liegen auch hier ungefihr
200 A auseinander.

Wir finden also, daff auch die «metachromatischen » Farbstoffe
Azoblav und Benzopurpurin als Gemische zweier definierter chemischer
Verbindungen aufzufassen sind.

Im AnschluB an unsere Versuche sei eine Arbeit von Kriiger
(1939) erwéhnt, worin festgestellt wird, daB gereinigte Farbstoffe auf
« Zellglas » einen etwas andern Ton hervorrufen, als aus der Farbe der
wilrigen Losung geschlossen worden war. Auf Grund unserer Mes-
sungen ist anzunehmen, daB die von K riiger verwendeten Farbstoffe
trotz der vorgenommenen Reinigung noch Gemische verschiedener Kom-
ponenten geblieben waren.

e) Quantitative Bestimmung der adsorbierten Farbstoffmengen.

Es ist farberisch von besonderem Interesse, die adsorbierte Farb-
stoffmenge, die ein Firbegut aufgenommen hat, zu kennen. Aus dem
Absorptionsmaximum der gefirbten Zellophanfolien kann die einge-
tretene Farbstoffanreicherung auf diesem Material annihernd bestimmt
werden. Dabei mufl allerdings beriicksichtigt werden, daB durch Dis-
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persititsinderungen das Beer-Lambertsche Geseotz moglicher-
weise nicht mehr stimmt. Immerhin kénnen dadurch keine grundsitz-
lichen Fehler auftreten, wie spitere Versuche zeigen werden.

Zur Berechnung der Farbstoffkonzentration der Zellophanpliittchen
mufl deren Dicke genau bekannt sein. Sie wurde mit einem Deckglas-
tastermikrometer an Hand von sechs Messungen auf einer Fliche von
ca. drei Quadratzentimetern festgestellt. Die aufgenommene Farbstoff-
menge verglichen wir mit einer einprozentigen wisserigen Losung des
Originalfarbstoffes. Die relativen Anreicherungen, die sich in den ge-
firbten Folien vollzogen haben, sind in Tabelle 15 zusammengestellt. Je
nach Firbedauer und Konzentration der Flotte erhiilt man recht unter-
schiedliche Werte.

Tabelle 15.

Relative Farbstoffanreicherung bei der Fiarbung von Zellophanfolien mit verschie-
denen Farbstoffen bei unterschiedlichem Salzgehalt und variabler Firbedauer.

Relative Farbstoff-
Konzentration : anreiche_rurfg
Farbstoff 1 .,;loir;;lr%t;?o P Farbedauer (durch;t;l;r;:)tthcher
== Balzzugabe gegeniiber einer
Losung von 1 %o
Benzoazurin .. . , .. 5 Tage £ |
30 > 27,6
-+ 194 Natk TR 30,5
+ 19 NaCl 30 > ca. 70
Bogdan’, o L nbei g Tl Do 13
' 80 » 15
Kongorot « Ruggli»> . . 1 Std. 3,4
12 w3 f AT
5 Tage 9
30 » 17
Gewohnliches Kongorot . 15 Std. 2,0
12 s 8,95
5 Tage i
+195 ‘NaCl B T 110 el
+ 1% NaCl B~ 38
30 » 471
Benzopurpurin 4B . . 1 Std. 3,1
127 % 122
5 Tage 20
30 » 38

! Bei dieser Firbung wurde ein anderes Muster Zellophan verwendet.
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Die Verlingerung der Firbedauer fithrt, wie zu erwarten ist, zu
vermehrter Farbstoffanreicherung. Die Farbaufnahme folgt aber einer
Sattigungskurve. Bei Azoblau ist die maximale Fiarbung offenbar schon
in fiinf Tagen crreicht.

Salzzugabe fordert die Farbstoffaufnahme. Das salzfreie Kongorot
tirbt weniger gut an als das salzhaltige k#ufliche Produkt. Weitere
NaCl-Zugabe zum Originalfarbpulver fordert die Farbstoffaufnahme
weiter.

Nicht jedes Zellophan besitzt dieselben fdrberischen Eigenschaften.
Dies zeigten die Versuche mit einem andern Zellophanmuster, das er-
heblich mehr Farbstoff aufgenommen hat (Tabelle 15).

Die Farbstoffanreicherung in einem Férbegut kann auch noch auf
folgende Weise bestimmt werden :

Man gibt zu einer abgemessenen Flotte bekannter Konzentration
cine bestimmte Menge des Adsorptionsmittels. Nach Ablauf der Férbe-
zeit 146t sich aus der Konzentrationsdifferenz der Farblosung zu Beginn
und am Schluf des Versuches die Farbstoffmenge bestimmen, welche
durch das Firbegut aufgenommen worden ist. Auf diese Weise konnte
errechnet werden, daB zum Beispiel das Benzoazurin in Baumwolle
die 8,4fache Konzentration gegeniiber der urspriinglichen Flotte er-
reicht.

Die auf eine Zellophanfolie aufgezogene Farbstoffmenge braucht
nach der Messung durch direkte Photometrierung der gefirbten Folie,
resp. durch Bestimmung des Konzentrationsverlustes der Farbeflotte
“nicht als identisch gefunden zu werden. Die Differenz, welche sich aus
den beiden Bestimmungsmethoden ergibt, wiirde vielleicht Aufschlufy
iiber den Dispersitiitszustand der Farbstoffteilchen auf der Folie geben.

E. Optische Untersuchung von Dispersitdtsreihen.

Schon frilher wurde darauf hingewiesen, daf alle bisherigen Ar-
beiten die Dispersititsdifferenzen der Farbstoffteilchen in den Farb-
flotten fiir die metachromatischen Eigenschaften der Losungen ver-
antwortlich machen. Unsere sdmtlichen Beobachtungen zeigten die
Haltlosigkeit dieser einfachen Metachromasietheorie. Auf Grund der
ausgearbeiteten Methoden soll aber noch ein direkter Beweis dafiir
geliefert werden, daB Dispersititsverschiedenheiten keine qualitative
Veréinderung der Lichtabsorption substantiver Farbstoffe zu erzeugen
vermogen,

Nach allen bisherigen Erfahrungen ist die D1sper51tat eines Farb-
stoffes in einem Losungsmittel unter anderm von seiner Konzentration
abhiingig. Als Beispiel fiir unsere Beweisfithrung dienten deshalb Ldsun-
gen von verschiedenen Mengen von Kongorot in Wasser. Bei der Aus-
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wahl der Konzentrationsstufen muBte allerdings darauf Bedacht genom-
men werden, daB das Beer-Lambertsche Gesetz noch fiir die
Losungen giiltig bleibt.

Das Absorptionsmaximum séimtlicher Losungen liegt bei 5000 A,
wie dies schon friiher fiir wisserige Kongorotlosungen gefunden wurde.
Dagegen fallen die Werte fiir log k (Tabelle 16) in allen Wellen-
lingen um so groBer aus, je verdiinnter die Losung ist. Dies beweist,
dal in diesen Flotten eine relativ groBere Farbstoffkonzentration be-
stimmt wurde als in den konzentrierten Losungen. Die Versuche er-
geben also, daB

das Absorptionsmazximum ein und desselben Farbstoffes nicht ver-
schoben wird, dagegen nimmt mit zunehmender Dispersitit auch die
absolute Grofie der Absorption zu.

Damit diirfte endgiiltig gezeigt worden sein, daB die Dispersitit der
substantiven Farbstoffe nicht fiir deren «metachromatische» Eigenschaf-
ten verantwortlich ist.

Gleichzeitig bestitigen die MeBwerte erneut, daB das Beer-
Lambertsche Gesetz fiir Losungskonzentrationen, wie sie in dieser
Arbeit verwendet wurden, giiltig bleibt. Alle ausgefiihrten photometri-
schen Bestimmungen sind deshalb reell und vergleichbar.

Tabelle 16,

Werte von k und log k fiir verschiedene Konzentrationen
von wibBrigen Kongorotlosungen.

Wirksamer
Filter- kq ky kg
HEeE- 0,005 0,01 0,04 log ky log ky log kg
o % % %
in A
5300 83,2 33,3 30,8 1,521 1,509 1,489
4940 44,8 43,8 427 1,651 1,641 1,631
4630 36,6 82.6 32.1 1,563 1,518 1,507
4340 (19,6)t 22.8 21,5 (1,288)1 1,350 1,333
! Dieser Wert liegt auBerhalb der MeBgenauigkeit.

F. Dichroismus der substantiven Firbungen.

Benzoazurin, Kongorot und andere substantive Farbstoffe zeigen
den Effekt der Doppelabsorption (Dichroismus), wenn sie an Pflanzen-
fasern adsorbiert sind. Allgemein entsteht der Dichroismus durch ge-
richtete Anlagerung der Farbstoffteilchen an die innern Oberflichen der
Fasern (Ambronn und Frey, 1926). Nachdem nun gefunden
wurde, daB eine Reihe substantiver Farbstoffe keine reinen Substanzen,
sondern Gemische verschieden gefirbter Verbindungen darstellen, war



N e

es von Interesse, zu priifen, ob die Komponenten desselben Farbstoffes
identische Lichtabsorption im polarisierten Lichte besitzen. Auch bietet
der Dichroismus unter Umstinden eine weitere Moglichkeit zur Unter-
scheidung und Identifikation der Farbstoffkomponenten.

In Querschnitten durch das Holz von llex beobachtet man hiufig
Zellen, die nach der Fiarbung mit Benzoazurin eine Schichtung ihrer
Membran aufweisen. Die Lamellen nehmen entweder nur den roten oder
nur den blauen Farbstoffanteil aus der Losung auf. Nach den bisherigen
Erfahrungen ist die Erscheinung auf verschieden starke Verholzung
innerhalb der Zellwand zuriickzufiihren, so daB eine Trennung in die
hydrophile und lipophile Farbstoffkomponente erfolgt. Betrachtet man
solche Zellwinde im Lingsschnitt mit linear polarisiertem Licht, so
findet man, daf die blauen Membranlamellen normalen Dichroismus
blau-farblos zeigen, wihrend die rotgefiirbten Schichten keinerlei Ver-
dnderung ihrer Lichtabsorption beim Drehen iiber dem Polarisator er-
leiden. Bei den letztern kann man hochstens eine Farbverinderung von
einem blauvioletten Ton zur Normalfarbe der reinen lipophilen Kompo-
nente beobachten, was dann aber eindeutig zeigt, daf der blaue Farb-
stoff ebenfalls in die Zellwandschicht eingedrungen ist.

Analoge Beobachtungen sind auch bei verholzten Zellen moglich,
die mit Kongorot gefirbt wurden. Normalverholzte Xylemzellen halten
sowohl die hydrophile wie auch die lipophile Komponente dieses Farb-
stoffes fest und weisen daher im gewohnlichen Lichte die bekannte
zinnoberrote Farbe auf. Dreht man nun derart gefirbte Holzzellen iiber
dem Polarisator, so findet man Dichroismus zinnoberrot-gelb. Zieht man
mit Kongorot gefirbte Ramiefasern zum Vergleich heran, so beobachtet
man im linear polarisierten Lichte den bekannten Farbwechsel karmin-
farblos. ;

Bei der echt metachromatischen Chlorzinkjodfirbung liegen gleiche
Verhiltnisse vor, indem die blau-violette Zellulosereaktion den Di-
chroismus violettschwarz-farblos zeigt, wihrend die gelbe Lignin-
reaktion keinen dichroitischen Effekt aufweist (Frey 1927).

Aus den Versuchen mit beiden Farbstoffen ist eindeutig abzuleiten,
daB die hydrophile Farbstoffkomponente einen scharfern Dichroismus
besitzt, und zwar bei Benzoazurin von Blau nach Farblos, bei Kongorot
von Karmin nach Farblos. Im Gegensatz dazu verhalten sich die lipo-
philen Anteile beider Farbstoffe gegeniiber linear polarisiertem Licht
vollkommen indifferent. Es ist deshalb leicht zu verstehen, daf Mem-
branen, die hydrophile und lipophile Farbstoffteilchen festhalten, einen
Farbwechsel von der Mischfarbe nach lipophil aufweisen, also ein Ver-
halten zeigen, wie Xylemzellen, die mit Kongorot gefirbt wurden.

Es kann hier nicht entschieden werden, worin das unterschiedliche
optische Verhalten der beiden Farbstoffkomponenten begriindet ist. Die



s TR e

Moglichkeit besteht, daB die lipophilen Farbstoffmolekiile iiberhaupt
keine Doppelabsorption besitzen. Man kann sich auch vorstellen, daf
aus réumlichen Griinden keine orientierte Adsorption dieser Farbstoff-
teilchen stattfindet und sich deshalb ein dem Molekiil eigener Dichrois-
mus nicht manifestieren kann. Hieriiber wiirden vielleicht Versuche mit
der Strémungsapparatur nach Signer AufschluB geben (vgl. Frey -
Wybling und Weber 1942). Am wahrscheinlichsten ist es jedoch,
dall die ungerichtet eingelagerten Inkrusten den Farbstoff statistisch
isotrop aufnehmen (Frey 1927).

Zusammenfassend ergibt sich also, daB bei gewissen substantiven
Farbstoffen die lipophile Komponente durch den fehlenden und die
hydrophile Komponente durch ihren ausgeprigten Dichroismus sehr
scharf voneinander unterschieden werden kénnen.

G. Besprechung der Ergebnisse.

1. Der Zusammenhang zwischen firberischen Eigenschaften und
Hydrophilie substantiver Farbstoffe.

Die Fahigkeit einer festen Phase, sich in Wasser bis zu einer mole-
kulardispersen Form aufzuteilen (echte Losung) ist abhiingig von der
Zahl (und bei groBern Molekiilen auch von der Lage) der hydratisier-
baren Gruppen. Unsere Versuche haben nun ergeben, daB fiir die adsorp-
tive Bindung der Molekiile substantiver Farbstoffe deren Hydratisier-
barkeit eine ausschlaggebende Rolle spielt. Sdmtliche Beobachtungen
ergaben iibereinstimmend, daf nur die leicht wasserldslichen Bestand-
teile der Farbstoffe wirklich substantiv auf die Zellwiinde aufziehen und
daher nicht mehr ausgewaschen werden konnen. Der fiir die Hydratation
elektrostatisch wirksame Molekiilteil liegt dabei immer in den —SO,H-,
—OH-, ——NH,-Gruppen usw., die dementsprechend auch fiir die Bin-
dung an das Adsorbens verantwortlich sind. Sie gehen offenbar mit
Gruppen entgegengesetzter Polaritit auf der Membranoberfliiche in
nebenvalenzmiiBige Bindung ein. Fehlen dem Adsorptionsmittel die ent-
sprechenden polaren Gruppen, so tritt keine echte, unauswaschbare
Bindung auf. Nur so ist zu erkliren, weshalb eine lignifizierte Zellulose-
membran die hydrophile Farbstoffkomponente nicht festzuhalten ver-
mag. Die hydrophilen Komponenten von Kongorot und Benzopurpurin
folgen allerdings dieser Regel nicht vollstiindig. Die Versuche zeigten,
daB diese Molekiile auch von schwach verholzten Membranen aufgenom-
men werden. Sie lassen sich auch, im Gegensatz zu den blauen Benzo-
azurinteilchen mit verdiinntem Athylalkohol aus Zellulose zum Teil
wieder ausziehen. Ferner werden sie noch in bedeutend lipophileren
Losungsmitteln dispergiert als Benzoazurin. Wir miissen hieraus schlie-
Ben, daB sich ihre Molekiile in geringerem MaBe hydratisieren, und da-
mit weniger Affinitdt zu reiner Zellulose, dagegen stirkere Adsorption



Tabelle 17.
Zusammensetzung eihiger Farbstoffpulver.
Anor- | Hydro-| Lipo-
o Trennungs- : ga- phile | phile
e methode Brslimnnag nisches | Kompo-| Kompo-
Salz nente | nente
Benzoazurin
standardisiert . .| Umkristallisieren gravimetrisch | 60 9% 40 9,
o Umkristallisieren photometrisch | 78 9% 299,
— Ultra-Filtration photometrisch | — 1959% | 5%
— Adsorption mit : _
Watte photometriseh | — 1959% | 5%
Kongorot,
gewohnliches . . .| Vergleich mit Kon-
gorot « Ruggli» | photometrisch | 69 9 31 9,
e Amylalkohol-
auszug photometrisch | — [97,5 %! 3,5 %
b Adsorption mit :
Watte photometrisch | — | 92%| 8%

an Lignin und andern Inkrusten mehr lipophilen Charakters (Kallose)
zeigen.

Nun ist auch die von uns als lipophil bezeichnete Farbstoffkompo-
nente in Wasser loslich. Im Gegensatz zum hydrophilen Anteil des Farb-
pulvers wandern aber diese Teilchen iiberhaupt nicht in reine Zellulose
ein oder werden von ihr nicht festgehalten. Es ist offensichtlich, dab
diese Verbindungen gerade noch so stark hydratisierbar sind, daB sie
vom Wasser dispergiert werden konnen, dafl ihre Konstitution aber
keine Bindung an die Zellulose erlaubt. Die bedeutend bessere Loslich-
keit in lipophilen Fliissigkeiten (in abs. Athylalkohol schwach, in 90 %
Propylalkohol noch gut 1oslich!) gestattet deshalb eine bessere Annihe-
rung an Membranen lipophilen Charakters. Es ist allerdings fraglich,
ob diese Farbstoffkomponente auf die ihr chemisch mehr verwandten
verholzten Membranen wirklich aufzieht. Anhaltspunkte in dieser Rich-
tung gaben Firbungen von schwach verholzten Leinenfasern, deren
Rotfdrbung von Benzoazurin in Athylalkohol nicht mehr restlos ent-
fernt werden konnte. Im allgemeinen 1iBt sich jedoch die lipophile
Farbstoffkomponente aus den von ihr gefirbten Membranen ohne wei-
teres wieder auswaschen, was nicht auf eine echte substantive Firbung
schlieBen 148t. . : , : :

Es liegt nahe, die, wenn auch nicht echte Anfirbung verholzter
Membranen mit den lipophilen Komponenten substantiver Farbstoffe als
Maf fiir die Stiirke der Lignininkrustation heranzuziehen. Griffioen
(1938) verwendete zu diesem Zwecke Oxaminblau. Bei einer solchen

5
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farberischen Analyse pflanzlicher Membranen muf jedoch beriicksichtigt
werden, dafl neben Lignin noch andere, ebenfalls hydrophobe Substan-
zen in den Zellwiinden vorkommen. Ferner ergeben unsere Versuche,
‘daB bei stirkerer Verholzung (Xylem, Steinzellen) keine Differenzierung
der Farbtone mehr auftritt, wenigstens bei Firbungen mit Benzoazurin.
Kongorot muB nach den obigen Auseinandersetzungen bessere Resul-
tate ergeben, da hier neben der rein lipophilen gelben Komponente auch
der hydrophile rote Farbstoffanteil in die Membranen einwandern kann,
sofern mnicht extreme Verholzung vorliegt. In der Tat kénnen mit Kongo-
rot quantitative Unterschiede in der Lignininkrustation, wie sie zwischen
Xylem- und Steinzellen bei Ilez vorhanden sind, eindeutig durch unter-
schiedliche Fiarbung festgehalten werden.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Werte fiir die Zusam-
‘mensetzung einiger Farbpulver sind in Tabelle 17 zusammengestellt.

2. Die Metachromasietheorie der substantiven Farbstoffe
in neuer Beurteilung.

Alle neuern Erkldrungsversuche der Metachromasieerscheinung
gehen von der Annahme aus, daf in der Losung eines substantiven
Farbstoffes verschieden groBe Aggregate derselben Molekiile vorhanden
seien, die dank ihres Dispersititsunterschiedes verschiedene Anfirbun-
gen zu erzeugen vermogen. Die einzelnen Farbtone, welche ein und die-
selbe Losung erzeugt, wurden einfach als die Phasen eines heterodis-
persen Systemes betrachtet, die miteinander in einem Gleichgewicht in
der Flotte existieren sollten

Auf dieser Hypothese bauen sowohl Cza;a (1930) wie auch
Ziegenspeck (1941) ihre Metachromasietheorie auf. Auch Schwarz
(1924) und Schulemann (1917) schreiben die verschiedenen Farb-
tone, die sich mit einer scheinbar reinen Ldsung eines substantiven
mestoﬁes erzielen lassen, ausschlieBlich Dispersititsunterschieden df‘l
geldsten Molekulaggregate zu.

Unsere Versuche haben eindeutig ergeben, daff die Farbe von Asso-
ziationen identischer Molekiile vollstindig unabhiingig von der abso-
luten Grofe dieser Aggregate ist, daB somit Dispersitditsinderungen
bei substantiven Farbstoffen keine Nuancendnderungen hervmmfen
honnen Einen demonstrativen Beweis fiir diese Behauptung erhiilt man
mit folgendem Versuch: man versetzt eine Losung von Kongorot mit
etwas konzentriertem Ammoniak. Nach einiger Zeit bilden sich makro-
skopische Farbstoffaggregate, die die Losung undurchsichtig machen
und sich allmé#hlich als roter Niederschlag absetzen. Diese Ausfillung
hat mit dem von Ziegenspeck (1941) beobachteten blauwen Nieder-
schlag nichts zu tun, da jene blaue Aggregation nur unter der Ein-
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wirkung von Siure entsteht und den bekannten Indikator-Farbumschlag
des Kongorotes darstellt.

Es ist auch auf keinerlei Weise moghch die isolierten verschieden-
farbigen' Komponenten aus substantiven Farbstoffen ineinander iiber-
zufiihren. Auch die harmloseste Methode der Dispersititsverdnderung
von Farbstoffaggregaten, niimlich der Zusatz von Neutralsalzen, bringt
nicht die geringsten Nuancenverschiebungen zustande. Es ist also ganz
klar, daB sich die O st wald sche Farbendzspersztatsregel auf die sub~
stantiven Farbstoffe nicht anwenden lapt. :

Die verschiedenartige Anfirbung einzelner Gewebselemente mit ein
und demselben Farbstoff ist deshalb auf ganz andere Ursachen zuriick-
zufilhren, als sie in den hisherigen Metachromasietheorien postuliert
wurden. Unsere Trennungsversuche mit Losungen verschiedener Affini-
tit zu Wasser und die quantitative Bestimmung der Absorptionskurven
der Farbstoffkomponenten zwingt zum Schlusse, daB in allen unter-
suchten Farbstoffen Beimischungen von anderem Chemismus und
anderer Farbe vorhanden sind. Die in der Regel verwendeten Farbstoffe
sind chemisch keine einheitlichen Substanzen, ihre Firbungen sind des-
halb nur scheinbar metachromatisch. Keiner der untersuchten substan-
tiven Farbstoffe besitzt die Eigenschaft der Metachromasie. Fischer
(1899) fiihrt diese Erscheinung auf Verunreinigungen der Farbstoffe
durch Begleitstoffe zuriick. Sie wird von Lehmner (1924) als Allo-
chromasie bezeichnet. Nach unsern eingehenden Versuchen mit allen
moglichen Diazofarbstoffen ist es erwiesen, daf die Ergcheinung der
Metachromasie, wie sie von Michaelis definiert wird, fiir die unter-
suchten Farbstoffe iiberhaupt nicht existiert. ‘

Als charakteristisches Unterscheidungsmerkmal der beiden Kom-
- ponenten, die in substantiven Farbstoffen gefunden werden konnen.
beobachteten wir ihre unterschiedliche Hydrophilie. Sie ist die Ursache
davon, daB die eine Farbstoffkomponente ausschlieBlich auf Zellu-
losemembranen, die andere dagegen nur auf verholzte oder sonstwie
lipophil inkrustierte Zellwiinde aufzieht. Die Art und Weise der An-
farbung einer Membran mit einem bestimmten (« metachromatischen »)
Farbstoff 1ift daher auf den hydrophilen resp. lipophilen Charakter des
Adsorbens schlieBen, nicht dagegen auf seine Porengrofie, wie dies von
frilhern Autoren immer wieder versucht worden ist.

Die Anwendung von Firbungen der substantiven Farbstoffe zur
Messung submikroskopischer Poren und Hohlriume in Zellwédnden ist
deshalb nach unsern Versuchen unmdoglich.



Zusammenfassung.

1. Nach der Definition von Michaelis soll die einheitliche Losung
eines metachromatischen Farbstoffes verschiedene Gewebe in ver-
-schiedener Nuance anféirben. Es wurden deshalb mehrere « meta-
chromatische » substantive Farbstoffe auf ihre Einheitlichkeit
gepriift.

2. Alle untersuchten Farbpulver (Kongorot, Benzoazurin, Azoblau
usw.) lassen sich mittelst Wasser-Amylalkohol- Gemlschen in ver-
schiedenfarbige hydrophile und lipophile Komponenten trennen.

3. Die Komponenten desselben Farbstoffes besitzen charakteristische
~ Absorptionskurven und sind deshalb als verschiedene chemlsche
Verbindungen gekennzeichnet.

4. Die Farbdifferenzen der isolierten Komponenten entstehen nicht
durch Dispersititsunterschiede. Dispersititsinderungen 1nnerha1b
der reinen Komponenten fiihren zu keiner Farbéinderung.

Die differenzierte Firbung von Geweben mit substantiven Farb-
stoffen beruht auf der unterschiedlichen Affinitiit der einzelnen
Zellwandtypen zu den Farbstoffkomponenten.

- 6. Zellulosemembranen férben sich ausschlieflich mit der hydro-
philen, verholzte und kutinisierte Membranen in erster Linie mit
der lipophilen Komponente der substantiven Farbstoffe.

7. Die GroBenmessung von submikroskopischen Membranporen mit
Hilfe substantiver « metachromatischer » Farbstoffe muB als un-
moglich bezeichnet werden; hingegen lassen sich aus den Fir-
bungen Schliisse auf die HydrOphlhe resp. Llpophlhe von Zell-
winden ziehen.

_CJT
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