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Kapite IV Farstoffe und Farben

§ 87. Zweck des Farbens. Objekte, die nicht genligend Einzelheiten erkennen lassen, da sie zu
schwach oder gleichmaliig gefarbt sind, kdnnen mit Gewinn erst dann im Mikroskop studiert
werden, wenn durch die Anwendung von Farbungen die Einzelheiten besser in Erscheinung
treten. Zwar 183t eine tote Zelle manchmal ohne Farbung Plasma und Einschliisse erkennen,
aber der Aufbau des Kernes und die sonstigen Einzelheiten treten erst dann deutlich hervor,
wenn es gelungen ist, durch Farbung optische Unterschiede der einzelnen Bestandteile zu er-
halten. Die Farbungen muissen daher, wenn sie ihren Zweck erfullen sollen, so ausgefihrt wer-
den, dal3 die einzelnen Elemente deutlich hervortreten und von anderen Elementen mdoglichst
durch eine andere Farbe abstechen, mindestens aber durch eine andere Stérke der T6nung.

Die erste botanische Férbung wurde im Jahre 1843 von den Botanikern P.Cohn und Goppers
in Breslau mit Karmin ausgefihrt. Im Jahre 1865 wurde von Bohmer das Hamatoxylin ange-
wandt und 1875 endlich wurde durch Weigert die erste Bakterienférbung mit Methylviolett
durchgefihrt.

Zur Zeit verfugen Technik und Wissenschaft Uber eine geradezu ungeheuer grof3e Anzahl
von Farbstoffen, von denen aber nur eine kleine Auswahl in der mikroskopischen Technik
Verwendung findet. Die Auswahl von Farbstoffe, die fur die Bearbeitung der Kryptogamen in
Frage kommt, ist noch kleiner.

Die Farbstoffe fur wissenschaftliche Zwecke sind fast ausnahmslos von der Technik der
Textilienfarberei Gbernommen worden. Da nun die Anforderungen der Textilindustrie an ihre
Farben mit dem Wechsel der Spinnstoffe ( Kunstseide usw. ) selbst dem Wechsel unterliegen,
wechselten auch manchmal die Farbstoffe. Gleichgeblieben ist jedoch der Name der Farben,
hauptsichlich aus kaufménnischen Grinden. So kommt es vor, dal3 bewdahrte Farbstoffe wie
z.B. Magdalarot oder Karmin dem Wissenschaftler nicht mehr zuverl&ssig erscheinen. Ja, es hat
sogar dazu gefihrt, daf3 die Verdffentlichungen friherer Autoren nachtréglich angezweifelt
wurden. Sehr zu Unrecht natlrlich. Jetzt werden unter der Bezeichnung Standardisierte Farb-
stoffe "Bayer" (35) Farben fur wissenschaftliche Zwecke in den Handel gebracht, die ein flr
allemal die gleiche Zusammensetzung aufweisen.

Im folgenden wird nun das Wichtigste Uber Farbstoffe kurz ausgefiihrt. Allgemeines Uber
organische Farben

(35) Farben fur mikroskopische Zwecke auch in kleineren Mengen geben ab:
Dr.K.Hollborn & Sthne, Leipzig S 3, Hardenbergstralie 3

Dr. G. Gribler & Co., Leipzig C 1, Liebigstral3e 1-b

Franckh'sche Verlagshandlung W. Keller & Co., Stuttgart S, Heusteigstralie 44

§ 88.

1. Als Farben geeignet sind chemische Verbindungen, die selbst farbig sind, d.h. das Licht se-
lektiv absorbieren und sich fest mit dem Féarbegut vereinen lassen.

2. Die in der Mikroskopie verwendbaren Farben sind, wie schon einmal erwahnt, fast alle der
Férbereitechnik entnommen. Nur die kinstlichen Beizenfarbstoffe nach Becher sind aus-
schlief¥lich fur die Zwecke der Wissenschaft entwickelt worden, aber auch hier wieder unter
Verwendung von Farben, die in anderer Weise von der Technik schon genutzt worden waren.

Fur den Mikroskopiker erweist es sich nun sowohl fir das theoretische Versténdnis des Far-
bungsvorganges al's auch fur die praktische Durchfiihrung der Férbung als niitzlich, ja sogar als
notwendig, Uber Farbenchemie und Uber die technische Textilfarbung in den Grundziigen das
Allerwichtigste kurz kennenzulernen. Auftretende Schwierigkeiten werden um so leichter be-
hoben und viele MiRRerfolge treten Uberhaupt gar nicht erst auf, wenn an die Stelle des planlosen
Herumprobierens ernste wissenschaftliche Uberlegungen treten.

3. Das Farben der Textilien wird in wéasserigen Badern vorgenommen, die Flotte genannt wer-
den. Da die zu férbenden Objekte sehr umfangreich sind, werden die Farben und die sonstigen
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Zusétze in Gewichtsprozenten der zu farbenden Textilien berechnet. In der mikroskopischen
Technik ist die Farbe immer im UberschuR vorhanden.

4. Der Farbevorgang selbst ist noch nicht genligend erforscht. Tellsist er rein chemisch, teilwei-
se ein Adsorptions- bzw. ein Absorptionsprozef3, also physikalisch.

5. Um die Farbstoffe besprechen zu kdnnen, muf? man sie in irgendeiner Weise einteilen und
aufzéhlen. Dies kann entweder nach chemischen oder nach praktischen Gesichtspunkten ge-
schehen. Die chemische Einteilung der organischen Farben unterteilt die Farben in

1. Azofarbstoffe, welche die grofite Gruppe darstellen. Man unterscheidet saure Azo-

farbstoffe, basische Azofarbstoffe oder auch Monoazofarbstoffe, Disazofarbstoffe,

Benzidinfarbstoffe, Tris- und Polyazofarbstoffe.

Nitroso- und Nitrofar bstoffe

Chinone. Man unterscheidet Benzochinone, Naphthachinone und Anthrachinone.

Di- und Triphenylmethanfar bstoffe

Xanthenfar bstoffe mit den Unterabteilungen der Pyronine und Phthaleine

Akridinfarbstoffe

Azinfarbstoffe

Oxazinfarbstoffe

Thiazinfar bstoffe

0. Kipenfarbstoffe, die wieder eine grof3e Gruppe von Farbstoffen umfassen. Hier-
her gehdren der Indigo, die neuen Indanthrenfarbstoffe, die meisten Schwefelfar-
ben.

BOONOOA~WN

Jedes Lehrbuch Uber Farbchemie teilt die Farben etwas anders ein, je nach dem personlichen
wissenschaftlichen Standpunkt des Verfassers.

8 89. Die praktische Einteilung der Farbstoffe beruht auf dem Férbeeffekt bei den verschiede-
nen Stoffarten. Man unterscheidet hier:

1. Basische Farbstoffe. Sie farben Baumwolle und Kunstseide nach vorausgegange-
ner Gerbstoffbeize. Hierher gehtren z.B. Methylgrin, Methylviolett, Safranin,
Fuchsin, Bismarckbraun.

2. Saure Farbstoffe. Sie farben Wolle, Seide und Jute. Hierher gehtren z.B. Eosin,
Lichtgrin, Saurefuchsin, Pikrinsdure, manche Anthrachinonfarbstoffe.

3. Substantivische Farbstoffe. Sie farben Baumwolle, Seide und Wolle direkt ohne
vorhergehende Beize. Hierher gehtren Benzoazurin, Benzopurpurin, Kongorot.

4. Beizenfarbstoffe. Sie féarben Baumwolle, Seide und Wolle erst nach vorausgegan-
gener Beizung. Hierher gehtren Hamatoxylin, Brasilin, Karmin.

5. Entwicklungsfarbstoffe. Sie féarben Baumwolle und Kunstseide. Hierher gehdren
Anilinschwarz, Paranitranilinrot. Naphtholrot, Echtrot.

6. Kupenfarbstoffe. Sie farben Baumwolle, Kunstseide, Wolle und Seide in der Form
der Farbkipe. Hierher gehdren Indigo und die Indanthrenfarben.

7. Schwefelfarben. Sie farben substantivisch bei Anwesenheit von Schwefelnatrium
Baumwolle. Hierher gehdren Vidalschwarz, Pyrogenblau.

Dazu kommen noch weitere Farben fir Papier, Leder, Holz, Tapeten, Fette und Wachse und fir
das graphische Gewerbe. Sie sind sdmtlich ohne Interesse flr die Mikroskopie.

§ 90. Die Benennung der Farbstoffe ist nicht nach einem einheitlichen Gesichtspunkt durch-
gefuhrt worden. Meistens tragen die Farben Phantasienamen wie Gentianaviolett, Fuchsin,
Echtrot usw. Oder sie haben alte V olksbezeichnungen wie Indigo, Krapp beibehalten.

Eine Bezeichnung nach dem chemischen Aufbau ist sehr schwierig, umstdndlich und dem
Nichtchemiker nicht immer verstandlich. Vielfach wird ein und derselbe Farbstoff von den ver-
schiedensten Fabriken hergestellt und dann jedesmal mit einem anderen Namen versehen. So
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kommt es, dal3 z.B. ein und dasselbe Griin bis zu zwanzig verschiedene Namen aufweisen kann.
Wer aso nur nach dem Katalog ohne Kenntnis der tatsachlichen Verhaltnisse sich verschiedene
Farben bestellt, kann mehrmals denselben chemischen Korper erhaten. Gerade fir den Anféan-
ger ist die Kenntnis der hier vorliegenden Verhaltnisse wichtig.

Die Farben werden von den Fabriken in grofen Mengen, vielfach oft mehrere hundert Kilo-
gramm pro Arbeitsgang, hergestellt. Jeder Arbeitsgang liefert aber ein etwas unterschiedliches
Produkt. Die Fabriken vermischen nun die Erzeugnisse vieler Arbeitsgdnge miteinander und
stellen nach Probeférbungen so eine Handelsmarke mit bestimmter, vom Verbraucher erwarte-
ter Farbekraft her. Manchmal ist dazu die Beigabe von Neutrastoffen wie Dextrin oder Glau-
bersalz usw. nétig. Diese Einstellung ist fir die Textilienfarberei wichtig, da ja die Farbe in der
Flotte nach Gewichtsmengen angesetzt wird. Die Farbenfabriken fligen nun zu ihren Farbenna-
men noch Buchstaben an wie 0, G, B oder 5 B und so weiter. Diese Buchstaben sind entweder
ganz willkurlich gewéahlt und bezeichnen nur etwas fur die kaufmannische oder technische
Leitung der betreffenden Fabriken Wichtiges, oder sie geben dem Verbraucher einen Hinweis
und haben dann z.B. folgende Bedeutung:

0 heif% Grundton oder Originaton, das bedeutet, die Farbe ist nicht mit anderen Farben
versetzt, geschont oder verschnitten.

L hei(3 leicht [6slich oder fur Leinenfarberel, auch lackbildend.

S hei (3t seidefarbend, oder saure Farbe ( Sulfosdure, Bisulfitverbindung ).
w hei (3t wolleférbend, HW halbwolle farbend.

G hei(3 gelblich oder grunlich.

R heildt rot, rotlich. RR oder 2 R ist dann starker rot.
B hei %t baumwollférbend, blau. BB, 5 B usw. noch blauer as der Grundton.

Eine Ubersicht tiber alle bisher bekannt gewordenen Farben geben die Farbstofftabellen von G.
Schulz-Julius. Der Leser dieses Buches findet als Anhang eine Zusammenstellung der wichtig-
sten chemischen Eigenschaften, der Lodlichkeit, Echtheit, sowie der wichtigsten farberischen
Eigenschaften von einigen haufig in der Literatur erwahnten organischen und anorganischen
Farben.

[ Am besten informiert man sich in dem mehrbéndigen Werk Colour Index Uber die verschiedenen Farb-
stoffe. Hat der Farbstoff eine CI-Nummer ( Color-Index-Nummer ), so ist die Identifizierung eindeutig;
esist aber auch moglich, den Farbstoff iber einen seiner vielen Handel snamen aufzufinden ]

Das Farben

§ 91. In der technischen Praxis hat sich das Férben zu einer hohen Kunst entwickelt. Angestrebt
wird in der Farberei eine gleichmaliige egalisierende Farbung des Farbgutes. Der Farber farbt
nun folgendermalien:

Saure Farbstoffe. Bel den sauren Farben enthdlt der Saureanteil des Molekils die férbende
Gruppe. Die Farbe wird mit heilRem Wasser gelost. Man gibt auf die Gesamtmenge der Farblo-
sung 10 bis 20% Glaubersalz ( krist.) und 2-5% Schwefelsdure. Hiermit wird bei Wolle und
Seide eine egalisierende Farbung erzielt.

Basische Farbstoffe. Der basische Anteil des Molekils enthélt die féarbende Gruppe. Die basi-
schen Farben férben tierische Fasern (Wolle, Seide) in wassriger L6sung ohne jeden Zusatz,
sie férben pflanzliche Fasern ( Baumwolle) nur nach Vorbehandlung mit Gerbséure und Me-
tallsalzen. Die Stoffe werden 24 Stunden lang mit 2-5% iger Tanninldsung behandelt, gewa-
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schen und dann mit 1-2,5% iger Brechweinsteinlésung fixiert, wiederum gewaschen und dann
endlich anschlief3end geférbt. In den letzten Jahren hat sich immer mehr das Vorbeizen mit dem
synthetischen Katanol eingebirgert.

Substantiv-farbende, direkt ziehende Farben. Diese férben Zellulose ( pflanzliche Faser )
direkt in wassriger Losung mit 20 % Glaubersalzzusatz ohne beigefiigte Sauren. Diese Farbun-
gen werden waschecht gemacht durch das Nachkupfern in 2 %iger Kupfervitriollésung mit
0,3% Essigsaurezusatz.

Beizenfar bstoffe bedirfen zum Farbeeffekt einer Faser, deren Vorbehandlung mit einer Beize
das Zustandekommen eines unldslichen Farblackes auf der Faser ermdglicht. Zur Anwendung
kommen z. B. Aluminium-, Chrom-, Eisen-, Zinn- und Kupfersalze. Die Beizenfarbstoffe wer-
den sowohl auf Woalle a's auch auf Baumwolle angewandt.

Entwicklungsfarbstoffe. Die Entwicklungsfarbstoffe, die verschiedensten chemischen Grup-
pen angehdren konnen, werden aus ihren [6slichen Komponenten erst auf der Faser erzeugt. Da
die Entwicklungsfarbstoffe selbst unléslich sind, erweisen sich die Farbungen a's sehr echt.

K Upenfarbstoffe. Die Kupenfarbstoffe sind in Wasser und Alkohol unlésliche Farben. Durch
Behandeln mit Alkalien und Reduktionsmitteln werden sie in [6sliche Verbindungen Uberge-
fuhrt (verkipt ). Die pflanzliche Faser nimmt die Kipe dann auf. Durch Oxydation an der Luft
entsteht abermals der Farbstoff.

Schwefelfarben. Die Stoffe werden in einer soda-alkalischen Natriumsulfidiosung des Farb-
stoffes unter Erwérmen behandelt. Die eigentliche Farbung tritt dann auf, wenn durch Oxydati-
on an der Luft oder mit Metallsalzldsungen der Farbstoff gebildet wird.

8 92. In der Mikroskopie ist das Farben nicht minder wie in der Technik eine grof3e Kunst und
dazu auch eine schwierige Wissenschaft geworden. Angestrebt wird dabei keineswegs das Idedl
der Textilfarberei, eine moglichst gleichmalige Farbung der Objekte zu erzielen. Im Gegenteil,
gerade durch die Férbung soll eine Differenzierung der einzelnen Bestandteile der Objekte er-
maoglicht werden.

Die Textilfarberei kennt neben den Stoffen aus einheitlichen Fasern auch kompliziertere
Objekte aus Pflanzenfasern und Woalle, die in einem Farbgang verschieden geférbt werden kon-
nen, aber im grof3en ganzen werden bunte Stoffe durch das Weben mit verschieden geféarbten
Garnen oder durch Buntdruck erzeugt.

Die mikroskopischen Objekte sind in der Regel recht kompliziert gebaute Gebilde. Eine
Ausnahme machen vidleicht nur die Bakterien, an denen bei den bisher erreichten Vergrofle-
rungen nur eine einheitliche Farbung des Bakterienleibes moglich gewesen ist. Aber auch hier
schon kénnen Sporen und Kapseln im Kontrast geféarbt werden.

Die zoologischen, histologischen und pathologischen Objekte bestehen hauptsachlich aus
den verschiedensten EiweilZarten, die noch Fett, Glykogen, Kalksalze und verschiedene patho-
logische Bestandteile aufweisen konnen.

Die botanischen Objekte bestehen aus Zellulose als Grundgertstsubstanz, Eiwel3 as Le-
benstrager und zahlireichen, besonders der Zellulose eingelagerten Stoffen, wie Holz und Kork.
Aber auch Farbstoffe wie das Blattgriin, die Blitenfarben, eine Reihe anderer Stoffe wie Harze,
Fette, Ole, Starke, Gerbstoffe und noch manches andere findet sich vor. Besonders die Krypto-
gamen enthalten besondere Stoffe ( Chitin, Flechtensauren), die beziiglich ihrer chemischen
Bestandteile noch langst nicht alle sicher erkannt sind.

Hinsichtlich der morphologischen Gestaltung unterscheiden wir miihelos einen verwickelten
Aufbau ( Kern, Zellinhalt, Zellwand ). Mindestens diese drel sollen verschieden geféarbt werden
koénnen. Da in der Mikroskopie differenzierte Farbungen notwendig sind, werden beim Féarben
die Zusdtze der Textilfarberei nur dann angewandt, wenn einheitliche Objekte vorliegen oder
wenn diese Zusétze erst das Farben ermdglichen.

Bei den Beizenfarbstoffen kennt die Mikroskopie gleich der Textilfarberel zwei Wege. Zu-
néchst kann das Objekt gebeizt werden. Dieser Vorgang ist von den meisten Mikroskopikern
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Ubersehen worden oder ihnen unbekannt, denn das Beizen wird oft schon durch das Fixieren
bewirkt, wie etwa bei der Verwendung von chromhaltigen Fixiermitteln. Eine VVorbeizung mit
Eisen wird bel der Eisenhamatoxylinféarbung nach Heidenhain angewendet. Der zweite Weg ist
die Anwendung von lédichen Metallfarblacken wie bei vielen Karminférbungen ( Karmalaun,
Parakarmin nach P.Mayer ), dann Hamatoxylinfarbungen ( Hamatoxylin nach Delafield, saures
Hamalaun nach P.Mayer, Kernechtrot, alle Becher-Farben ).

Entwicklungsfarbstoffe, Kuipenfarbstoffe und die Schwefelfarben werden in der Mikroskopie
bislang nicht verwendet.

Die Farben selbst haben a's saure und basische Farben verschiedene Affinitéten zu den ein-
zelnen Bestandteilen der Objekte ( Kern, Plasma, Zellulose, Holz, Einschliisse), und so kommt
eine verschiedene Farbung der zu unterscheidenden Bestandteile zuwege.

§93.

1. Die technische Durchfiihrung der Farbung in der Mikroskopie kann nun eine progressive
oder regressive, eine unmittelbare oder mittelbare ( direkte oder indirekte, auch inverse Féar-
bung genannt ) sein.

2. Progressiv ist eine Farbung dann, wenn die Farbe nur die gewiinschten Bestandteile farbt.
Wenn eine Farbe nur die Kerne féarbt und sonst nichts, auch wenn sie noch so lange einwirkt, ist
dies der Fall. Eine reine progressive Farbung haben wir in der Fettfarbung mit Sudanfarbstof-
fen.

3. Regressiv ist eine Farbung, wenn der Farbstoff zunéchst das ganze Objekt gleichmaliig an-
farbt und sich dann durch Behandeln mit bestimmten Stoffen oder Reagenzien aus denjenigen
Teilen, die nicht geférbt bleiben sollen, wieder auswaschen 183t ( Differenzieren der Farbung ).
Dies ist der haufigste Fall in der Praxis. Das Differenzieren bedarf aber der Aufmerksamkeit,
damit der Vorgang der Entférbung nicht zu weit getrieben wird. Grof3 ist das Ungliick der Ent-
farbung ja nicht, denn die Farbung kann auf jeden Fall wiederholt werden.

4. Unmittelbar oder substantivisch ist eine Farbung, wenn das Objekt die Farbe direkt in den
gewlnschten Teilen annimmt. Hierher gehdrt die Kernférbung mit basischen organischen Farb-
stoffen oder mit den Farblacken ( Karmin, Becher usw. ).

5. Mittelbar, indirekt, adjektivisch oder invers ist die Farbung dann, wenn das Objekt zuvor
durch eine Vorbehandlung mit Beizen ( Tannin, Brechweinstein ) in die Lage gebracht werden
muf3, in den gewuinschten Teilen die Farbe annehmen zu kénnen. So lassen sich invers mit sau-
ren Farben Kernférbungen und mit basischen Farben Plasma und Zelleinschliisse wie Stérke
farben.

6. FUr das Zustandekommen einer befriedigenden Farbung sind die Voraussetzungen eine ent-
sprechende Behandlung des Objektes und einwandfreie Farblosungen. Die Objekte miissen
gehorig durchfixiert, aber nicht Uberfixiert sein. Ferner mul3 das Uberschiissige Fixiermittel,
gegebenenfalls auch das Aufbewahrungsmittel, vollsténdig ausgewaschen sein. Zur Konservie-
rung von Aufbewahrungsmitteln darf nur Karbolsiure Verwendung finden. Andere Stoffe wie
Benzoesdure, Nipagin, Salizylsiure usw. beeinflussen das Farben sehr ungiinstig, besonders bel
basischen Farben.

Pyridin, insbesondere die sogenannten Pyridinbasen ( Brennspiritus, Pyridinzelloidineinbet-
tung ), verhindern gleichfalls eine gute Farbung. Sind die Objekte mit Pyridin in Beriihrung
gekommen, so muf3 der Farbung ein 1 %iges Essigsaurebad ( 1 Stunde) vorausgehen. Die Es-
sigsaure ist natiirlich ebenfalls wieder auszuwaschen.

Nach langer Formalineinwirkung férben basische und saure organische Farben ebenfalls
schlecht. Abhilfe kann hier durch Vorbehandlung mit 1 %iger Silbernitratiésung (im Dunkeln
vornehmen! ) geschaffen werden. Die Dauer der Silbernitrateinwirkung kann nach jahrelangem
Aufenthalt in Formalin auf 8-14 Tage zu bemessen sein. Indirekte Farbungen mit Becher-
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Farben, manchen Hamatoxylinfarben sowie die Metallimprégnationen gelingen jedoch an For-
molmaterial sehr gut.

8§ 94. Wenn notig, muf3 nach dem Farben das Differ enzieren vorgenommen werden. Das Diffe-
renzieren kann bei

1. lichtunechten Farbstoffe wie Magdaarot, Erythrosin im Sonnenlicht vorgenom-
men werden. Diese Methode ist jedoch wenig im Gebrauch ( Algenfarbung nach
Pfeiffer und Eckert ).

2. Saureunechte Farbstoffe werden mit 0,5 %igem bis 2 %igem Salzsaurealkohol,
wassriger Essigsdure, Schwefelsdure in 0,5 %igen Losungen differenziert. Bei al-
kaliunechten Farbstoffen verwendet man Sodaldsungen oder verdinnte Natron-
lauge.

3. Bei leichtlddlichen Farben gentigt schon das Auswaschen in Wasser oder Alkohol
alein. Manche Farbstoffe, besonders die basischen und sauren organischen Farb-
stoffe, sind leicht auszuwaschen. Sie werden oft zu leicht bei dem Einschlief3en der
Préparate durch die Intermedien Wasser, Alkohol, Nelkendl usw. ausgezogen, und
der Férbeerfolg ist dann in Frage gestellt. Manchmal hilft ein rasches Arbeiten Uber
diese Kalamitét hinweg, aber in der Regel kann der urspriingliche feurige Farbton
nicht erhalten bleiben. Zur Abhilfe gibt es mehrere Wege:

a) Man verwendet zunéchst Intermedien, in denen die Farbstoffe nicht 16dich
sind, z.B. Azeton oder Isopropylakohol, auch tertiaren Butylalkohol. Fer-
ner kann man den Farbstoff wie Eosin in dem Intermedium ( Nelkendl )
auflésen und so die Farbung in Nelkendl erst vervollstéandigen. Dies sind
aber nur Notbehelfe, die auch einmal versagen konnen.

b) Ein weiterer Ausweg ist die Wahl eines Einschlul3mittels, das einer Entwéas-
serung nicht bedarf. So ist bei Farbungen mit organischen Farben das Ein-
schlief?en in Medien, die hauptsachlich Traubenzucker enthalten, sehr gut
maoglich. Die Farben halten sich darin recht gut.

c) Dasbesteist esjedoch, die Farbungen in einen unldslichen Zustand tiberzu-
fuhren, das heil3t, nachtréglich zu beizen.

Nachtragliches Beizen der Farbungen zur Erhéhung der Echtheit

§ 95. Die Lichtechtheit der mikroskopischen Farbungen ist gewohnlich ausreichend. Vorausset-
zung ist nur, dal3 die Objekte gentigend durchgeférbt und durch Wassern von allen schadlichen
Stoffen ( Differenzierungsmitteln ) befreit worden sind. Die Préparate werden ja auch nur kurze
Zeit im Mikroskop betrachtet, wéhrend sie die meiste Zeit im Dunkeln, im Pr8paratekasten auf-
bewahrt werden.

Der Widerstand gegen das Ausgewaschenwerden mit Wasser, Alkohol, Nelkendl, Terpineol
usw. kann dadurch erreicht werden, dal? die Farben in den Objekten nachtraglich in Verbindun-
gen Ubergefiihrt werden, die in den genannten Medien unlddlich sind. Diesen Zweck erfiillt die
Herstellung unldglicher Farblacke.

Die gefarbten Objekte ( Schnitte, Totalpraparate, Ausstriche ) kommen fir 10-20 Minuten in
die Beizbader. Umfangreichere Totalprgparate benétigen manchmal eine Behandlungsdauer bis
zu einer Stunde, bis sie durchgebeizt sind. Hernach wird mit destilliertem Wasser sorgféltig
ausgewaschen. Die Beizvorschriften sind fr basische und saure Farben verschieden. Besteht
Uber den Charakter einer Farbe Unsicherheit, so kann die Feststellung, ob die Farbe sauer oder
basisch ist, leicht durch ein einfaches Experiment gemacht werden: Alle basischen Farben ge-
ben in Losungen beim Vermischen mit Pikrinsdurel6sung Niederschlége, saure Farben nicht.
Das basische Chinolinblau verandert sich jedoch nicht mit Pikrinsdure.
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Das Beizen von basischen Farbstoffen. Basische Farbstoffe konnen gebeizt werden:

1. Mit Tannin-Brechweinstein. Die Schnitte werden 10 Minuten lang mit einer 10 %igen
Losung von Tannin behandelt, dann ausgewaschen und ebenso lang in 3% iger Brechwein-
steinl6sung nachbehandelt. Hierauf erneutes Auswaschen. Der Farbton wird nicht geéndert.

2. Mit Pikrinsdure. Die Schnitte werden mit 0,5% iger Pikrinsdurelésung 10 Minuten lang
behandelt. Man kann auch eine konzentrierte alkoholische Lésung anwenden. Die Férbung
wird in jedem Fall verandert. Blaue Farben werden gruin, rote violett usw. Aus diesem
Grunde wird das Verfahren eigentlich nur da angewandt, wo der Farbumschlag erwiinscht
ist. Zu empfehlen ist das Verfahren nicht.

3. Mit Phosphormolybdénsaure oder Phosphorwolframsiure. Dies ist unstreitig das beste
und empfehlenswerteste Verfahren. Die beiden genannten Substanzen werden in 5% iger
Losung verwendet. Die Beizungsdauer ist 2-3 Minuten. Sie ergeben leuchtende Lacke. Bei-
de Substanzen sind jedoch starke Sauren und greifen Metalinstrumente schnell an.
Schliefdich kann in speziellen Féllen noch weiterhin ein Salz der Molybdénsdure verwendet
werden ( Ammonium- und Kaliumsalz.) Néheres bei den einzelnen Féarbevorschriften.

Das Beizen von sauren Farbstoffen ist leider nicht so einfach durchzufihren. Zwar bilden die
sauren Farben willig mit Metallsalzen Farblacke, doch sind diese in Alkohol nur etwas schwerer
l6dlich als die urspriingliche Farbung, also leider nicht vollig unldslich. Das Verfahren geniigt
meistens, um die Objekte die Intermedien unausgezogen passieren zu lassen. In Zuckerein-
schlumedien sind sie absolut haltbar.

Eosinfarbstoffe bilden Lacke mit 16dlichen Bleisalzen. Man verwendet ameisensaures Blei in
0,5 %iger wasseriger Losung.

Die Mehrzahl der sauren Farben bilden Lacke mit den Salzen der Erdalkalimetalle Kalzium
und Barium. Man verwendet 0,5-1% ige wasserige Losungen von Chlorkalzium oder Chlorba-
rium. Die Farbe wird etwas gedndert. Das Kalziumsalz éndert den Ton nach blau, das Barium-
salz ins Rétliche um.

Substantivische Farben werden mit 0,5%igem Kupferacetat oder -sulfat gebeizt. Dauer
1 Stunde.

[ Essai schon an dieser Stelle nachdr ticklich betont, daf verbleibende Saurespuren die Haltbarkeit
der Farbungen sehr negativ beeinflussen. Wird mit sauren Farblésungen gefarbt, muf3 sehr griind-
lich mit Leitungswasser ( nicht mit destilliertem Wasser! ) ausgewaschen werden. Die Verwendung
von Natriumhydrogencarbonat zur Neutralisation ist von zweifelhaftem Wert. Pikrinsiurereste
missen schon vor dem Farben durch Waschen mit ammoniakhaltigem wassrigem Alkohol restlos
beseitigt werden! ]

Die gebrauchlichsten organischen Farbstoffe

8§ 96. Es folgen nun die Arbeitsvorschriften fir die einzelnen organischen Farbstoffe. Die hier
angefiihrten Farbstoffe sind nicht alle unbedingt nétig, um die spéteren Arbeitsplane durchzu-
fUhren, jedenfalls nicht fir den Anfanger. Im Laufe der Zeit wird jedoch der Umfang der Farb-
stoffe bei jedem Mikroskopiker grof3er und grofer.

Der Anfanger verwendet am besten zunéchst nur die Vorschriften, die als besonders zuver-
lassig und dankbar gekennzeichnet sind. Die Auswahl der einzelnen Farbstoffe ist zum Teil
reine Geschmackssache, besonders hinsichtlich des Farbtones. Ferner ist in Betracht zu ziehen,
daid eine an und fur sich gut verlalliche Farbung in der Hand einzelner versagt, wahrend andere
wieder damit glickliche Ergebnisse erzielen.

Auch die vorausgegangene Fixierung ist bei der Auswahl der Farben zu beachten. Bel den
einzelnen Vorschriften sind dartiber ausftihrliche Anmerkungen geboten.
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In den Tabellen werden die folgenden Abkirzungen verwendet:

FX

FB

DA
DF
BZ
ES
BM

Fixierung
Farbung
Férbedauer
Differenzierung
Beizung
Einschlul
Bemerkung

Vorschriften flr basische or ganische Farben

§ 97. Die Losungen werden mit destilliertem Wasser hergestellt. Die vielfach anempfohlenen
Stammlsungen in 96 %igem Alkohol sind unnétig. Wenn die wéssrigen FarblOsungen einen
entsprechenden Karbolzusatz aufweisen, sind sie in der Regel ausreichend haltbar, zumal wenn
sie etwas Alkohol enthalten. Esist soviel Karbolsdure zu nehmen, dal’ die fertige Ldsung 0,25%
Karbolsaure enthdt. Man gibt aso auf 100 ccm Farblésung 5 ccm einer 5 %igen wéssrigen
Karbolsaure. Acidum carbolicum liquefactum den Ldsungen zuzusetzen ist falsch. Dies verur-
sacht in der Regel Ausféllungen, die Farbe unbrauchbar machen.

§ 98. Bismarckbraun. Man l6st 2 g Farbe in 15 ccm Wasser, dem 25 ccm Alkohol zugesetzt
waren, durch Kochen auf. Nach dem Erkalten filtrieren.

FX
DA
DF
BZ
BM

Beliebig

5-10 Minuten, je nach Schnittdicke

Salzsaurealkohol

Tannin-Brechweinstein oder Phosphormolybdéanséaure

Bismarckbraun farbt auch in stark alkoholischen Losungen. Es farbt Kerne und
Zellwénde. Beliebt war lange Zeit eine Doppelfarbung mit Methylgrin oder
Bleu de Lyon.

§ 99. Chinolinblau ( Zyanin ). Chinolinblau ist ein sehr teuerer Farbstoff. 5 g in Substanz ko-
sten je nach Firma 9-13 DM. Man [6st 1 g Chinolinblau in 100 ccm 95 %igem Alkohol auf und
gibt nach vollkommener Lésung 100 ccm Wasser zu. In Wasser alein ist die Farbe unldslich.

FX
DA
DF
BZ
BM

Beliebig

10-20 Minuten bis einige Tage bei schwer farbbaren Objekten
Alkohoal, notfalls salzsaurer Alkohol

Nicht mdglich. Die Farbe bildet keine Lacke

Chinolinblau wird fast nur noch bei Flechten zur Farbung der Gonidien ge-
braucht. Ferner farbt es. Chromosomen dunkelblau, Spindelfasern leicht blau,
verholzte und verkorkte Membranen blau, moderndes Holz griin. Chinolinblau
ist in Glycerin, Glyceringelatine und allen Harzen haltbar, auf3er Venetianer
Terpentin.
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§ 100. Chrysoidin. Man l6st 1 g Farbstoff in 100 ccm Wasser auf. Die Lésung ist nur einige
Wochen brauchbar. Am besten setzt man sie 6fters in kleinen Mengen an.

FX
DA

DF
BZ
ES
BM

§101. Fuchsin

Vorschrift I.
trieren.

FX
DA
DF
BZ
ES
BM

Vorschrift Il.

Beliebig

20 Minuten.

Am schonsten férben ganz verdiinnte Lésungen bei entsprechend langer Farbe-
dauer.

HC1-Alkohol

Tannin-Brechweinstein oder Phosphormolybdéanséaure

gebeizt in allen Medien

Chrydsoidin farbt Holz orange-gelb. Es wird besonders angewandt als Nachfar-
bung nach Kernschwarz, blauen Becher-Farben und Hamatoxylinfarbungen ( H.
Thaler, Mikrokosmos 1930/31, S.80, und Mikrokosmos 1933/34, S.200 ). Chry-
soidin farbt nach Formalinfixierung in 1% iger Farbstofflosung Fette braun.

basisch

Man l6st 1g Fuchsin in 100ccm Wasser durch Kochen. Nach dem Erkalten Fil-
Beliebig

5-10 Minuten

Mit salzsaurem Alkohol (70%iger Alkohol mit 1% HC1)
Phosphormolybdanséure, Phosphorwol framsdure, Tannin-Brechweinstein

Harze

Fuchsin gewéhrleistet haltbare Farbungen. Man nimmt Fuchsin bei Mehrfach-
farbungen immer an erster Stelle, da es sich schwer auswéscht.

Karbolfuchsin nach Ziehl-Neelsen: Man verreibt 1 g Fuchsin mit 10-15 ccm

Alkohol im Mdrser und gibt 100 ccm 5 %iges Karbolwasser hinzu. Gut haltbar.

FX
DA
DF
BZ
BM

Beliebig

5-10 Minuten

Wie bel Vorschrift |
Wie bel Vorschrift |

Karbolfuchsin férbt auf3er Bakterien auch die Sporen hoéherer Pilze wie Mor-
cheln und Rohrenpilze, ferner manchmal auch pflanzliche Kutikula. Hierbei ist
eine Nachfarbung mit Methylenblau gunstig. ( H.Fischer, Zeitschrift fir wis-
senschaftliche Mikroskopie XXIX, 1912)

Vorschrift 111. Nach Zimmermann kann mit Fuchsin auch in violettem Farbton gefarbt werden.
Man farbt mit einer der beiden obigen Vorschriften 15 Minuten. Verbringt hierauf den Schnitt
in eine konzentrierte Pikrinsureldsung in 70% igem Alkohol. Hierin wird geschwenkt, bis der
dunkelviolette Ton erreicht ist. Abwaschen in 90% igem Alkohol, bis keine Farbe mehr abgeht.
Das Verfahren ist eine Beizung der Fuchsinfarbung mit Pikrinsaure. Ahnliche Verfahren kon-
nen mit noch anderen Farben wie Methylenblau, Malachitgrin usw. durchgefiihrt werden.



§ 102. Gentianaviolett, Methylviolett , Kristallviolett. Diese drei Farben werden nach der
gleichen Vorschrift angewandt.

Vorschrift I.

Man l6st 1 g Farbstoff in 100 ccm Wasser durch Kochen auf. Nach dem Erkal-

ten wird filtriert und 30 ccm Alkohol zugesetzt.

FX

DA
DF
BM

Vorschrift Il.

Im allgemeinen beliebig.

Farbt besonders gut nach Fixierung mit den beiden Flemmingschen Gemischen
5-10 Minuten

Wasserige Essigsaure oder 2 %iger HCI-Alkohol

Alle drei Farbstoffe farben Zelloidin stark an. Gentianaviolett ist Bestandteil
des Flemmingschen Dreifarbenverfahrens.

Karbolgentiana zur Bakterienfarbung fur schwer féarbbare Arten wird wie Kar-

bolfuchsin hergestellt.

Vorschrift I1l.

Ammoniakalische Gentianaviolettldsung zur Korkférbung. Zu konzentrierter

alkoholischer Lésung von Gentianaviolett wird tropfenweise Ammoniak bis fast zur Entférbung
zugesetzt. Die Losung ist haltbar.

DA
DF

BM

10-30 Minuten
Auswaschen der Schnittein 5 %iger wéssriger Salzsaure.
Dabei bleiben dann nur die Korkgewebe gefarbt.

Wird nur mit Wasser ausgewaschen, so férbt sich neben dem Kork auch das
Holz. Statt Gentianaviolett kann fast jede andere basische Anilinfarbe genom-
men werden.

§ 103. Kresylechtviolett. Man stellt sich eine geséitigte wassrige Losung her.

FX
DA
DF
BZ

BM

Beliebig
5-10 Minuten
In 70 %igem Alkohol

Mit Tannin-Brechweinstein, mit Phosphorwolframsdure oder mit Phosphormo-
lybdanséure

Kresylechtviolett ist einer der echtesten Kernfarbstoffe. In wassriger Lésung
farbt Kresylechtviolett metachromatisch. In Alkohol verschwindet die Me
tachromasie teilweise.

§ 104. Malachitgrin.

L6sung I:

Man 16st 2 g Maachitgriin in 100 ccm Wasser durch Kochen auf.

Losung I1:

Man l6st 2 g Malachitgriin in 100 ccm einer 2% igen Natriumthiosulfatl 6sung
auf.



FX

DA

DF

BZ

BM
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Beliebig

5 Minuten bis einige Stunden.

Besonders gut férbt die Lésung mit Natriumthiosulfat.

Mit HCI-Alkohol.

War mit der natriumthiosulfathaltigen Farbe geférbt worden, ist zuerst auszu-
waschen, da sonst Niederschlége von Schwefel entstehen kénnen.

Mit Tannin-Brechweinstein, mit Phosphormolybdénsdure oder Phosphorwolf-
ramsaure.

Die einfache Farblosung, mit einigen Tropfen Schwefelsaure angesauert, farbt
wie eine saure Farbe, und zwar vornehmlich das Plasma.

8105. Methylenblau.

Vorschrift I.

FX
DA
DF
BZ

Vorschrift Il.

Man 16st 2 g Methylenblau in 100 ccm Wasser durch Kochen auf. Filtrieren.
Beliebig

5-10 Minuten, eventuell bedeutend langer

1 %ige wassrige Essigsaure oder HCI-Alkohol

Mit Tannin-Brechweinstein, mit Phosphormolybdansiure oder mit Phosphor-
wolframsaure

Lofflers alkalische Methylenblauldsung. Man mischt 30 ccm geséttigte alkoho-

lische Methylenblauldsung mit 100 ccm 0,01 %iger Kalilauge. Die Farbe ist haltbar. Fixierung,
Farben usw. wie oben bei Vorschrift I.

BM

Alte akalische Losungen von Methylenblau farben metachromatisch ( manche
Stellen werden rot ).

Ungebeizt wird Methylenblau leicht durch gewohnlichen Alkohol ausgezo-
gen, ist aber unlédlich in Butylalkohol. Will man durch Butylalkohol einbetten,
so wascht man zuerst 1 Minute in einer Mischung von Alkohol mit Butylalko-
hol zu gleichen Teilen und dann in reinem Butylalkohol aus und Ubertragt in
neuen Butylalkohol fir 10-15 Minuten. Einschlief3en dann Uber Xylol, Terpi-
neol in Caedax.

Methylenblau férbt manche PFilze und Pilzhyphen lebend. Diese Iebendge-
farbten Objekte werden dann fixiert mit wassriger konzentrierter Losung von
Ammoniumpikrat oder 5%igem wésserigem Ammoniummolybdat mit nachfol-
gender Formalinhartung.

§ 106. Methylgrin. Man I6st 1g Methylgriin in 100ccm kochend heiRem Wasser auf. Methyl-
grun ist stark alkaliempfindlich, was bei der Verarbeitung zu beachten ist.

FX
DA
DF
BZ

BM

Beliebig
5-10 Minuten
70 %iger Alkohol, kein HCI-Alkohol

Entweder mit 5%iger wassriger Losung von Ammoniummolybdat in Wasser
oder Phosphormolybdansdure

Methylgrin farbt in normaler Losung nur das Kerngerist. Methylgrin féarbt
aber nach Schwefelbeize oder in ammoniakalischer Ldsung auch das Plasma.
Zur Nachférbung wird hauptsachlich Saurefuchsin verwendet.
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§ 107. Safranin. Es gibt ein wasserlddiches und ein alkohollésliches Safranin.
VorschriftI.  Man [6st 2 g Safranin in 100ccm 50%igem Alkohol auf.

Vorschrift [I.  Man 10st 1 g des akohollGslichen Safraninsin 100 ccm absolutem Alkohol auf.
Ferner 16st man 1 g des wasserlddichen Safranins in 100 ccm Wasser auf. Nach vollsténdiger
Losung der beiden Ansdtze werden beide miteinander vermischt ( nach Chamberlain). Zum
Féarben verdiinnt man zweckméldig die Stammlésung mit dem gleichen Volumen Wasser.

FX Beliebig, auler Formalin.
Formalinmaterial muf3 wenigstens 2 Stunden mit 1 %iger Chromsdure gebeizt
werden.

DA Fur Kernférbungen benétigt man 3-8 Stunden.
Histol ogische Gewebefarbungen bendtigen mindestens 24 Stunden.

DF HCI-Alkohol

BZ
Nicht notig, da meistens auf Metallsalzbasis beim Fixieren oder Nachbehandeln
geférbt. Sonst Tannin-Brechweinstein, Phosphormolybdéansdure oder Phos-
phorwolframsaure.

BM

Die Safraninfarbung gelingt nach Paraffineinbettung sehr schiecht.

Safraninfarbungen sind schlecht zu differenzieren, wenn die Objekte mit
Brennspiritus in Berthrung kamen. Wird Safranin as zweite Farbe nach einer
Becher-Farbe gebraucht, so wird zweckmaflig mit wéassriger Essigséaure diffe-
renziert.

Lichtgriin, zu 0,5% in Alkohol gel6st, treibt das Safranin aus unverholzten
Stellen schnell aus. Auch bei Farnen und Bérlappen tritt eine Differenzierung
der Gewebe auf. Man spult kurz mit Isopropylalkohol (nicht Ethylalkohol ) ab
und kann dann Uber Terpineol in Caedax einbetten.

Vorschriften flr saure organische Far bstoffe
§ 108. Anilinblau wasserl6dlich. Man 16st 1 g Anilinblau in 100 ccm Wasser auf.

FX Beliebig

DA Man féarbt 10-20 Minuten.
Bel zu rascher Farbung verdinnt man zweckmalig die Lésung mit gleichen
Teilen Wasser.

DF  Alkohol, wenn nétig etwas alkalisch gemachter Alkohol.
Sauren machen die Farbung bestandiger.

BZ Anilinblau ist eine saure Farbe mit schwach basi schen Eigenschaften,
es |a¥ sich daher mit Phosphormolybdénsdure fixieren. Aus demselben Grunde
farbt Anilinblau auch Zellkerne.

BM
Anilinblau farbt Kallose, einen Stoff, der nur in den Siebréhren der Phaneroga-
men vorkommt. Anilinblau ist Bestandteil der Spezialfarbung fur pflanzliche
Sexualzellen nach H.Seben.
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§ 109. Alizarinrot S. Man lost 5g Alizarinrot S in 100 ccm heiflem Wasser auf und filtriert
nach dem Erkalten.

FX

DA

BZ

ES
BM

Férbt nur nach chromhaltigen Fixiermitteln gut.

Nach anderen Fixiermitteln ist die Férbung launisch, daher mit Chromalaun
vorbeizen. Bel vorausgegangener Farbung mit dem Becher-Farbstoff Alizarin-
viridin férbt Alizarinrot nach alen Fixiermitteln, da diese Farbe Chromalaun
enthalt.

2-24 Stunden. Uberfarbung tritt nicht ein.

Nach dem Férben grindlich auswaschen in Leitungswasser, wobel erst der
schone rote Farbton erscheint.

Wenn die Farbung ohne Chromvorbeizung gelang, mufd mit Chromalaun
nachgebeizt werden

Haltbar in alen Medien

Férbt Plasma und Chromatophoren rot.

§ 110. Azokarmin B. Man 10st 1 g Azokarmin B in 100 ccm Wasser durch leichtes Erwarmen
auf und setzt 1 ccm Eisessig zu. Die Losung ist gut haltbar.

FX

DA
DF

ES
BM

Farbt nur nach Fixierung mit Chromsaure oder Chromessigsaure. Nach anderen
Fixiermitteln ist mit 1 %iger Chromsaure vorzubeizen ( 1 Stunde).
1-2 Stunden in der unverdiinnten Ldsung.

Die Azokarminférbung kann mit vielen aromatischen Basen differenziert wer-
den, so mit Anilindl, Pyridin, Chinolin und Paraphenylendiamin. Man differen-
ziert mit 20 %igem Alkohol, dem einige Tropfen Anilin pur. zugesetzt sind.
Nach meinen Erfahrungen genugt der Pyridingehalt des Brennspiritus vollauf
zum Differenzieren. Man kann daher reinen Brennspiritus verwenden. Die Dif-
ferenzierung kann unterbrochen werden mit 96%igem Alkohol, der mit Essig-
Sdure angesduert ist.

Nur in Harzen, Glycerin zieht die Farbung in wenigen Stunden aus.

Der Farbstoff férbt Kerne und Plasma, éhnlich dem Anilinblau. Speziafarbstoff
fur Blaualgen und Rotalgen. Azokarmin farbt Zelloidin an, 183t sich aber mit
Alkohol auswaschen.

§ 111. Benzoazurin und Benzopur purin. Das blaue Benzoazurin und das rote Benzopurpurin
werden in gleicher Weise verwendet. Man |6st in 100ccm heifem Wasser zuerst 20g Glauber-
salz oder Soda auf und dann so viel Farbstoff wie sich 10st. Die Farben sind schwer [6slich. Man
filtriert durch Glaswolle oder |a3 3 bis 4 Tage lang absetzen.

FX
DA
DF
BZ

BM

Beliebig
Man farbt 1-2 Tage und spiilt schnell mit Wasser ab.
Wenn Uberhaupt nétig, vorsichtig mit Brunnenwasser

Die Farbungen missen unbedingt mit 0,5 %igem Kupferacetat gebeizt werden
(20 Minuten).

Benzoazurin férbt Zellulose blau bis blauschwarz, das Benzopurpurin rot. Am
besten verwendet man ein Gemisch beider Ldsungen zu gleichen Teilen, das
sehr héaufig verschieden inkrustierte Zellulose verschieden férbt, so dal3 z.B. Ge-
falbiundel bei héheren Kryptogamen gegen das Grundgewebe kontrastieren.
Die beiden Farbstoffe sind typische Membranfarbstoffe.
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§ 112. Eosin - Jodeosin - Erythrosin. Diese drei Farbstoffe sind chemisch sehr dhnlich; sie
werden daher ale drei nach gleicher Vorschrift verwandt. Von dem Eosin wird hauptsachlich
das sogenannte wasserlsliche gelbe Eosin gebraucht.

Vorschrift I. Man |6st 1g Farbstoff in 100 ccm Wasser auf.

FX
DF
BZ
ES
BM

Beliebig

Verdinnter Alkohol ohne Salzsdurezusatz

1% ige Lsungen von Bleisalzen ( Bleinitrat, Bleiformiat )
Am besten in Harzen, Einschluf3 in Zuckermedien mdglich

Eosin farbt Zellwénde und Zellplasma. Jodeosin und Erythrosin werden bei Al-
genfarbungen angewendet. Eosin wird durch tertidren Butylalkohol nicht aus-
gezogen.

Vorschrift 11. Jodwasser-Eosin hach Palla (36).

a) Eosin oder Methyleosin statt in Wasser in Jodwasser aufgel 0st, wird zu diagnostischen Fér-
bungen lebender niederer Pflanzen verwandt. Jodwasser wird vorrédtig gehalten. In eine
Glasstopselflasche mit Aqua dest. wirft man einige Jodkristalle. Das Jodwasser-Eosin stellt
man am besten jedesmal frisch her.

b) Man kann auch so verfahren, dald man mit Jodwasser fixiert und unausgewaschen mit Eo-
sinlésung farbt. Zellkerne, Pyrenoide und Karyoide bei Algen féarben sich zeitlich vor den
Chromatophoren.

(36) E.Pdlla, Berichte Deutsche botanische Gesellschaft; Bd. X1I, 1894, S.134

§ 113. Kongorot. Man 16st 1 g Kongorot in 75 ccm Wasser und gibt noch 25 ccm Alkohol hin-
zu. Kongorot wird bereits durch Saurespuren blau gefarbt.

FX
DA

DF

BZ
BM

Beliebig

5-10 Minuten. Tritt ein Umschlag nach Blau auf, so ist der Farbldsung 1 oder 2
Tropfen Ammoniak zuzusetzen.

Ist bei der Saureempfindlichkeit schlecht durchzufiihren. Man férbt entweder
mit verdinnten Losungen und vermeidet damit eine Uberfarbung oder man
Uberwacht den Farbeprozef’ genall.

Mit | %igem Kupferacetat wie Benzoazurin

Kongorot farbt Plasma und verschiedene Membranen ( Zellulose, Pilzmyceli-
en) rot. Pilzmycelien werden auch in den Geweben hoherer Pflanzen gefarbt.
Kongorot farbt auch Chromoplasten.

§ 114. Lichtgrun SF. Man 16st 0,5 g Lichtgriin SF in 100 ccm heif3em Wasser auf.

FX
DA
DF
BZ

BM

Beliebig
5-10 Minuten
HCI-A1kohol

Mit Kalzium- oder Bariumchlorid. Da Lichtgriin nicht von Isopropanol ausge-
zogen wird, erlbrigt sich das Beizen bel dessen Verwendung.

Lichtgriin ist ein beliebter Plasmafarbstoff zur Nachférbung bei Karmin, Safra-
nin, auch nach Goldimpragnationen. Lichtgrun farbt auch Zellulose ( siehe Sa-
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franin). Lichtgriin wird in akoholischen Lésungen zur Algenfarbung und zur
Farbung von Pilzhyphen gebraucht. Lichtgriin farbt Zelloidin unauswaschbar
und stark an.

§ 115. Naphtholschwarz. Man 16st 1 g Naphtholschwarz in 100 ccm Wasser auf. Nach dem
Erkalten wird filtriert.

FX Beliebig

DA 5-10 Minuten

DF HCI-Alkohol

Bz unnotig, dain Alkohol schwer 16glich

BM
Naphtholschwarz kann mit Orange-G simultan angewandt werden. Nach Merki
nimmt man | %ige wasserige Naphtholschwarzldsung und konzentrierte wésse-
rige Orangelosung zu gleichen Raumteilen. Die Farbedauer ist 10 Minuten.
Naphtholschwarz wird besonders als Nachfarbung nach Safranin empfohlen. In
der zoologischen Technik wird es haufig mit Pikrinsdureldsung kombiniert an-
gewandt.

§ 116. Nigrosin. Man 10st 1 g Nigrosin in 100 ccm heilem Wasser auf.

FX
Beliebig, am besten nach pikrinsaurehaltigen Fixiermitteln und nach Pikrinsdu-
re selbst

DA
Man versetzt 100-200 ccm Wasser mit 1-2 Tropfen obiger Stammlésung. Far-
bedauer ist dann 1-3 Stunden.

DF HCI-Alkohol

BM
Wird besonders fir fadenformige Algen und Pilze, auch fir Diatomeen emp-
fohlen. Vergleiche auch Pikro-Nigrosin. Die Féarbung ist haltbar in Glycerin,
Venetianer Terpentin und allen Harzen, nicht aber in Glyceringelatine. Nigrosin
farbt Zelloidin stark an.

§ 117. Orange G. Man l6st 0,1-0,5 g in 100 ccm heif3em Wasser auf.

FX Beliebig

DA 1-5 Minuten

BZ Kalzium- oder Bariumchlorid

BM
Orange féarbt Zeloidin nicht an. Die Féarbung ist sehr lichtecht und eine der
schénsten Plasmaférbungen. Orange wird von tertidrem Butylalkohol nicht aus-
gezogen.

[ Dem heute erhdtlichen Orange-G fehlen offenbar gerade digienigen Verunreinigungen, welche die
guten Farbeeigenschaften seinerzeit bewirkt haben. Die Féarbung der Erythrocyten bei der in der Zoo-
Histologie oft angewandten Azan-Farbung gelingt nicht mehr einwandfrei. ]
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§ 118. Orseillin BB. Man |6st 0,25 g Orseillin BB in 100 ccm Wasser auf.

FX
DA
DF

ES
BM

Beliebig

10 Minuten bis 1 Stunde. Man kann auch tber Nacht férben.

Brunnenwasser, verdinnter Brennspiritus oder auch HCl-Alkohol. Die Diffe-
renzierung wird unterbrochen durch Wasser, Alkohol oder Isopropanol, wenn

mit Essigsdure angesiuert worden sind.
Caedax

Orsaillin B B farbt Zdlloidin nicht an.

§ 119. Pikrinsdure. Pikrinsdure ist as trockenes Pulver wie auch seine Salze explosiv. Wird
daher in konzentrierter wasseriger Losung oder in angefeuchtetem Zustand bezogen.

DA

BM

§ 120. Pyronin

FX
DA
DF
BM

Man féarbt mit dem Entwésserungsalkohol, dem man einige Tropfen der kon-
zentrierten wasserigen L 6sung beigegeben hat. Uberfarbung tritt leicht ein.

Pikrinsdure ist als Plasmaférbung nur zu empfehlen bel vorausgegangenen basi-
schen Farben, die mit Pikrinsure einen Farblack geben, z.B. mit Fuchsin mit
violetter Farbe, Methylviolett mit indigoblauer Farbe. Chinolinblau ist nicht ge-
eignet.

Die Pikrinsdure findet in Form ihres Ammoniumsalzes oder als freie Séure
Anwendung in Farbgemischen zur smultanen Mehrfachfarbung. Siehe Pikro-
karmin-Anilinblau ( Hollborn ). Pikrinsaure féarbt rein gelb, ihr Ammoniumsalz
orange. Die reine Pikrinsdurefarbung ist als solche ausgezeichnet hatbar. Pi-
krinsdure als Plasmafarbe wird aber besser ersetzt durch andere gelbe Farben
wie Orange G, Aurantia oder Anthrazengelb.

G. Man [6st 1 g Pyronin in 100 ccm Wasser auf.

Beliebig
Wenige Minuten
Mit 30 %igem Alkohol oder Brennspiritus

Die Schnitte werden schnell Uber Isopropanol oder besser tber Butylalkohol-
Ethylalkohol zu gleichen Teilen und dann Uber reinen Butylalkohol, anschlie-
end Terpineol, in Caedax Ubergeflhrt. Pyronin hat einen sehr angenehmen
Farbton.

§ 121. Saurefuchsin. Sdurefuchsin ist eine der wichtigsten Farben. Fir das Arbeiten mit diesem
Farbstoff sind eine Reihe von Vorschriften bekannt geworden.

Vorschrift I. Man |6st 0,2-1 g Saurefuchsin in 100 ccm Wasser auf.

Vorschrift II. Man 16st in 100ccm heilfem Wasser der Reihe nach auf:

Saurefuchsin 1g
Eisessig lcem
Phosphormolybdéanséure 1g

Das Gemisch soll gute Haltbarkeit aufweisen. Ich empfehle jedoch, die Farbe kurz vor Ge-
brauch herzustellen.
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Vorschrift 111. Vorschrift nach Erés: Man 16st in 100 ccm Wasser 1 g Sdurefuchsin und soviel
Kalialaun wie sich 10st ( etwa 10-12 g ).

Vorschrift IV. Vorschrift nach Seki: Man 16st 5 g Saurefuchsin in 100 ccm 5 %iger Karbol siu-
reldsung auf.

Alle Farblésungen kénnen auch heil3 angewandt werden, falls die Objekte sich schlecht anfér-
ben. Im algemeinen wird man mit VVorschrift | sein Auslangen finden.

FX Beliebig
DA 5-10 Minuten
DF

Uberfarbungen werden schon durch destilliertes Wasser korrigiert. Unterbro-
chen wird das Differenzieren durch Wasser oder Alkohol, dem einige Tropfen
Essigsdure zugefiigt sind.

ES
Nur in Caedax oder anderen Harzen. Manche Autoren empfehlen, dem Harz &-
nen Splitter Salizylsdure beizufiigen, um die Haltbarkeit zu erhéhen. Nach mei-
ner Erfahrung ist dies unnétig, wenn das Objekt durch Wasser und Alkohol ge-
fuhrt worden war, die einen Essigsdurezusatz aufwiesen. Die Farbung ist aber
auch zu beizen, und zwar entweder mit 1 %iger Phosphormolybdansaure oder
einer 1 %igen LOsung eines wasserl0slichen Zinnsalzes ( Zinn-11-chlorid ).

BM
Alle Farblésungen kénnen lange aufbewahrt werden.

Vorschriften fur Beizenfar bstoffe

§ 122. Alle Beizenfarbstoffe sind saure Farbstoffe. Durch die Verbindung mit einer basischen
Beize erhalten sie die Eigenschaften einer basischen Farbe. Der entstehende farbende Farblack
ist basisch. Die Beizenfarbstoffe gestatten haltbare und reine Kernférbungen oder Kern- und
Plasmaférbungen, je nach dem Arbeitsgang. Dabei sind die einzelnen Zell- oder Gewebsbe-
standteile schon differenziert.

Die Beize wird bei den Beizenfarbstoffen in der Mehrzahl der Arbeitsvorschriften mit der
Farbe vereint zu einem Farblack angewandt. Als Beizen kommen nur Metallsalze zur Verwen-
dung, und zwar Salze des Aluminiums, Chroms, Eisens und des Berylliums. Auch Borax findet
vereinzelt Anwendung.

Als Beizenfarbstoffe werden verwendet: Karmin, Hamatoxylin, Kernechtrot und verschiede-
ne weitere kinstliche Farbstoffe, die sogenannten Becher-Farben.

Farbungen mit Karmin
Vorschriften unter Verwendung von Caochenille und Karmin

§ 123. Alaun-Cochenille nach Chamberlain. Die FarblGsung hat folgende Zusammensetzung:

Gepulverte Cochenille 509
Kalialaun 59
Dest.Wasser 500 ccm

Man l6st zuerst den Alaun in Wasser und kocht unter Zuftigen der gepulverten Cochenille bis
auf 2/3 der Menge ein und filtriert dann ab. Karbolzusatz verhindert Schimmeln. Diese Vor-
schrift wird deshalb gebracht, weil sie nur noch selten erwadhnt wird und die Farbeergebnisse
gleich schon sind in der Stiickfarbung wie in der Schnittfarbung.
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§ 124. Alaunkarmin, wassrig nach Grennacher. Man kocht 1/2 bis 1 g Karmin Merck in
100 ccm 5 %iger wassriger Alaunlésung etwa 20 Minuten lang und filtriert nach dem Erkalten.
Es kann Kalialaun oder Ammoniumalaun genommen werden. Karbol zusatz.

FX
Alle Karminfarbungen gelingen am schonsten nach Fixierungen, die Quecksil-
ber enthalten. Das sich bildende karminsaure Quecksilber hat eine schdne feuri-
ge Farbe.
Die Farbungen gelingen auch nach Fixierungen mit Pikrinséure, nach den
Flemmingschen Gemischen und manchmal auch nach Formalin.
DA

Fur Schnittfarbung rechnet man 2-4 Stunden. Uberfarben tritt nicht ein, deshalb
konnen die Objekte unbedenklich auch langer in der Farbe verbleiben. Dieses
Karmin féarbt auch unverholzte Zellmembranen. Fir Stickféarbung benétigt man
2 Tage. Dann Auswaschen.

DF Féllt weg, da eine reine Kernfarbung resultiert.

BM
Diese Vorschrift wird viel gebraucht, da sie im Gegensatz zu den Boraxkarmi-
nen nicht Uberfarbt und eine reine Kernférbung liefert. Notfals kann an den
Schnitten mit dem bekannten HCI-Alkohol die Differenzierung vorgenommen
werden.

8125. Boraxkar min, alkoholisch nach Grennacher.

Vorschrift I. Man l6st 4-5 g des fertigen Farbgemisches von Gribler ( Leipzig ) in 100 ccm
kochenden Wassers und filtriert, bis die L6sung klar ablauft. Hierauf fugt man nach dem Er-
kalten 100 g Alkohol (196 %ig ) hinzu.

Vorschrift 11. Man 16st in 100 ccm destilliertem Wasser 4 g Borax und 3 g Karmin Merck auf.
Das Borax wird im Wasser gelost und dann erhitzt. Nach dem Erhitzen 16st sich auch das zuge-
setzte Karmin auf. Abkuhlen. Zusatz von 100 ccm 90 %igem Alkohol.

Die Stuicke kommen aus 50 %igem Alkohol in die Farblosung. Dauer der Stlickférbung 2
Tage. Hernach ohne Waschen zum Differenzieren sofort in 70 %igen Alkohol mit 0,5-1% Salz-
sdure. Diese Féarbevorschrift wird fast nur fur Stiickfarbung beniitzt. Boraxkarmin férbt Kerne
tiefrot und die Ubrigen Zellbestandteile schwécher rot.

§ 126. Methylkarmin, alkoholisch nach Schwarz. In neuer Zeit fihren manche Autoren dar-
Uber Klage, dal3 die Karminférbungen friher mit den damals unreineren Karminsorten besser
gewesen seien als heutzutage. Besonders wird die Durchdringungsfahigkeit der Farbstoffe bei
Stickfarbung heute a's kleiner angesehen wie ehedem.

Fritz Schwarz ( Zeitschrift f. wissenschaftliche Mikroskopie Bd.50, Heft 3) hat fir die heute
erhdltlichen Karminsorten eine Vorschrift zur Stiickfarbung bekanntgegeben, die stérker, jedoch
sonst in gleicher Weise farbt wie Grennachers alkoholisches Boraxkarmin und besonders fir
die neueren Karminsorten ausgearbeitet worden ist. Vorschrift:

Destilliertes Wasser 200 ccm
Borax 49
Karmin Merck 49

Die Mischung wird mindestens eine volle Stunde lang gekocht. Nach Schwarz ist diese lange
Kochdauer wesentlich fir die Gite der Farbe. Dabei verdampft das Wasser bis auf 50 ccm.
Noch wahrend des Kochens fullt man mit destilliertem Wasser auf 100 ccm auf und 183 dann
langsam abkuihlen. Die noch etwas warme Mischung wird unter Umschwenken nach und nach

in kleinen Portionen mit 100 ccm absolutem Methylalkohol versetzt. Abkihlen. Nach 24 Stun-
den filtrieren. Es darf sich kein nennenswerter Riickstand zeigen. Fixieren der Objekte, Farben
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wie Grennachers Boraxkarmin. Differenzieren der Stiicke mit 50 %igem Alkohol, der 0,5-
1 ccm Salzsdure enthélt. Dauer des Differenzierens 1-2 Tage.
Geeignet fir Stiicke bis 1 cm im Durchmesser. Die geeignete Schnittdicke ist 15-40m

§ 127. Chromalaunkarmin nach Fyg. Man l6st in 100ccm heif3em Wasser zuerst 6g Chroma-
laun. Nachdem die Ldsung vollsténdig ist, gibt man 1g Karmin Merck hinzu und kocht 15 Mi-
nuten. Filtrieren nach dem Erkalten. Karbolzusatz.

FX
Quecksilberhaltige Fixiermittel, Pikrinsaure. Ungeeignet sind Flemmingsche
Gemische und andere chromhaltige Fixiermittel.

DA 1/2 Stunde bis 24 Stunden

DF  Wenn natig, 0,5% iger HCl-Alkohol. Uberfarbung tritt selten ein.

ES Caedax

BM
Kernférbung fir Schnitte. FUr Stickféarbung weniger geeignet. Die Farbung ist
eine scharfe, schwarzblaue Kernférbung, das tbrige Gewebe schwach blauvio-
lett. Als Nachfarbung wird von Fyg besonders Saurefuchsin-Pikrinsdure emp-
fohlen.

§ 128. Muzikarmin. Muzikarmin wird am besten gebrauchsfertig bezogen. Selbstherstellung
maoglich, wenn auch umstandlich. 1g Karmin Merck wird mit 0,5g Aluminiumchlorid und 2ccm
destilliertem Wasser gemischt und tber kleiner Flamme 2 Minuten erhitzt, bis das Ganze recht
dunkel geworden ist. Hierauf setzt man langsam unter Umriihren 100ccm 50%igen Alkohol zul.
Diese Stammlésung ist haltbar.

Farben: Zum Gebrauch wird eine 10%ige Losung in Wasser hergestelIt,

DA  2-12 Stunden.

BM
Spezialfarbe fir Schleime und Gallerten. Besonders schon fur Niglitineinschluf3
nach Eckert als Gegenfarbe fur griine und blaue Becher-Farben-Vorschriften
unter Verwendung von Karminsaure

§ 129. Karmalaun nach P. Mayer. In heil3em destillierten Wasser in der Menge von 200 ccm
werden gelost: 10 g Kalialaun und 1 g Karminsaure Merck. Nach dem Erkalten wird filtriert
und 1ccm Formol oder etwas Karbol zugesetzt. Altere Lésungen sind vor Gebrauch zu filtrie-
ren.

FX Beliebig. Die Farbe farbt nach allen Fixierungen.

DA
Die Farbedauer muf3 in jedem einzelnen Falle ausprobiert werden. Sie differiert
von 10 Minuten bis 6 Stunden. Farbung nur fir Schnitte. Stlickfarbung siehe
Eisenalaunkarmin nach de Grot.

§ 130. Eisenalaunkarmin nach de Grot. Zu 200 ccm Karmalaun, der in 8 129 angefiihrten
Vorschrift ohne Karbolzusatz gibt man 0,1 g Eisenalaunpulver und 2 Tropfen Salzsdure sowie
einen Thymolkristall.

FX Beliebig

DA
Besonders fur Stlckfarbung geeignet. Farbedauer 2 Tage mit nachfolgendem
ebenso langem Auswaschen in Wasser.

DF
Im allgemeinen nicht nétig. Sonst mit | %iger Kalialaunlésung oder 0,5 %iger
waéssriger Salzsaure maoglich.
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BM
Schnittfarbung ist nattirlich auch mit Eisenalaunkarmin nach de Grot moglich.
Fur Schnittfarbung wird zweckmaliig die Farbe mit 4 Raumteilen einer 5% igen
Kalidaunldsung verdiunnt. Férbedauer dann 1/2 bis einige Stunden. Plasma-
nachfarbung mit Lichtgrin SF .

§ 131. Parakarmin nach P.Mayer ( alkoholisch ). Unter Erwérmen auf dem Wasserbade
(Vorsicht! ) wird folgende L 6sung angefertigt:

70%iger Alkohol 100 ccm
Aluminiumchlorid 05¢g
Kalziumchlorid 404¢g
Karminsaure Merck 10g

Nach dem Erkalten filtriert man. Die LOsung ist lange haltbar. Fixierung: siehe 8124
Alaunkarmin nach Grennacher. Farbung: Schnittfarbung und Stiickférbung werden mit der

gleichen Farbe durchgefiihrt. Auswaschen mit 70 %igem Alkohal.

DF
Differenzierung wird erreicht, wenn mit alkoholischer Aluminiumchloridlésung
oder essigsaurem Alkohol ausgewaschen wird. (2-5 Tropfen Eisessig auf
100 ccm Alkohal).

BM

Karmalaun und Parakarmin férben nur Objekte, die nicht alkalisch reagieren.

§ 132. Karminessigsdure nach Schneider. Die Karminessigsaure nach Schneider wird fir
diagnostische Schnellfarbungen gebraucht vor allem an cytologischem Material. Die Objekte
werden lebend in heifl3e Karminessigsiure gebracht. In kochender 45 %iger Essigsaure 16st man
gepulvertes Karmin Merck bis zur Séttigung auf, 18/ erkalten und filtriert. Wird heil3 ange-
wandt. Die Farbung ist jedoch nur einige Tage haltbar. Nach Zacharias konnen Féarbungen da-
mit mit 1 %igem Ferriammoniumsulfat geschwérzt und etwas haltbarer gemacht werden.

Karminessigsaure kann auch mit Karminsdure angefertigt werden, wenn etwas Aluminium-
chlorid und Kaziumchlorid zugefigt wird.

§ 133. SchlufRbemerkungen zu den Karminférbungen. Die Zeit der bevorzugten Verwen-
dung von Karminférbungen ist vortiber. Sie sind durch die Hamatoxylinfarbungen und teilweise
auch durch die Becher-Farben verdréngt worden. Dem Anfénger seien sie trotzdem warm emp-
fohlen, weil sie sehr sicher im Erfolg und einfach in der Anwendung sind, besonders bei der
Stickfarbung. Nach dem Schneiden kann - ebenso natrlich auch bel Total préparaten wie Algen
und Pilzen - das Plasma mit Lichtgriin FS oder mit Anilinblau gegengeférbt werden. Die Ver-
bindung der Karmine mit Pikrinsdure hat sich nicht recht bewahrt. Jedenfalls sind deren Erfolge
umstritten. Arbeitsvorschriften Gber Pikrokarmine siehe bei Strafburger! Wassriges Boraxkar-
min mazeriert, esist deshab hier nicht aufgenommen worden.

Fur Zeloidineinbettung ist Stlckfarbung anzuwenden. Eine Schnittfarbung ist nur nach
Auflsung des Zelloidins durchzufiihren. Alle Karmine farben Zelloidin stark an.

Karminfarbungen werden schokoladenbraun, wenn sie langere Zeit mit Brennspiritus in
Bertihrung kommen. Man kann also nicht den HCI-Alkohol zum Differenzieren mit Brennspi-
ritus ansetzen. Die schokoladebraune Farbung ist Uberdies nicht so haltbar und unschén im Ton.

Farbungen mit Hamatoxylin

8 134. Fir das Farben mit Hamatoxylin sind im Laufe der Jahre recht viele Vorschriften ver¢f-
fentlicht worden. Hier wird wieder nur eine Auswahl gebracht, und zwar wurden die einzelnen
Ldsungen so ausgesucht, dal3 jede der Vorschriften tatsachlich eine Farbe mit etwas anderen
Eigenschaften ergibt. Uberfliissig ist daher keine. Die Farblosungen fiir getrenntes Beizen und
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Farben koénnen recht gut selbst hergestellt werden. Die anderen Farbldsungen bezieht man bes-
ser in gebrauchsfertigem Zustand von einer renommierten Firma

[ Hé&matoxylin, der Extrakt des Blauholzbaumes, ist ein hellbraunes, alkoholldsliches Pulver, das keiner-
lel Farbekraft besitzt. Durch Oxidation ( Luft, NaJO3, Fe-ll1-Salze) geht es in Hamatein Uber, das den
eigentlichen Farbstoff darstellt. Die natiirliche Reifung durch Luft dauert einige Wochen, gewohnlich
oxidiert man mit 0,2 g NaJO3 pro 1g Hamatoxylin, wobei ein Uberschul3 zu vermeiden ist. Aus diesem
Grund nimmt man besser 0,2 g KJO3, das weniger wirksames Jodat enthélt.

Die Férbung erfolgt stets in saurer Losung, welche ein Beizensalz enthélt. Hierbel beladen sich die
Schnitte mit Hamatein, erscheinen jedoch auch nach der Férbung noch ziemlich farblos, da sich der ei-
gentliche Farbstoff erst im akalischen Milieu bildet.

Aus diesem Grunde schliefdt sich an die Farbung grundsétzlich ein grindliches Wéssern in Leitungs-
wasser an ( Blduen der Schnitte), wobel der tiefviolette Farbstoff entsteht. Destilliertes Wasser oder
Regenwasser kénnen nicht zur Bléauung verwendet werden, auch sehr weiches Wasser ist ungeeignet.
Notfalls blaut man mit Wasser, dem man etwas Natriumhydrogencarbonat zugesetzt hat.

Eisenhaltige Férbeldsungen férben schon in saurem Milieu tief schwarz, alerdings mul3 auch hier
»geblaut* werden, damit der Farbstoff in eine haltbare Form Uberfihrt wird.

Da bei allen Hamatoxylinfarbungen saure Lésungen zur Anwendung kommen, kann das nach-
trégliche Wassern gar nicht sorgfaltig genug vorgenommen werden!

Die Hamatoxylinfarbung gehort zu den dltesten Methoden der Mikrotechnik. Wegen ihrer grof3en
Haltbarkeit und den vielen Variationsmoglichkeiten zdhlit sie auch heute noch zu den Standardmethoden!

Gewohnlich schliefdt sich an die Hamatoxylinférbung eine Gegenférbung mit einem sauren Farbstoff
an. ]

Verfahren mit getrenntem Beizen und Farben

§ 135. Eisenhamatoxylin nach Heidenhain. Zur Durchfiihrung der Farbung bentétigt man fol-
gende zwei LOsungen:

1. Man fertigt zundchst eine 1,5% ige wassrige Ldsung von Eisenalaun an. Die Kristalle diir-
fen nicht verwittert sein. Manche Autoren empfehlen, den Gehalt an Eisenadlaun auf 2,5%
zu steigern. Im algemeinen ist dies nicht notwendig, wenn auch verdiinntere Ldsungen et-
was langsamer wirken als die stérkeren. Die Eisenalaunlsung ist hélt sich nur 3-4 Wochen.

2. Man l6st 0,5 g Hamatoxylin in 100 ccm Wasser auf. Zuerst |6st man das gepulverte Hama-
toxylin in 10 ccm 96 %igem Alkohol auf und setzt nach vollkommener Ldsung das Wasser
zu. Diese Hamatoxylinlsung soll 3 Wochen lang reifen, d.h. das Hamatoxylin mul3 durch
Sauerstoffaufnahme aus der Luft in Hamatein Ubergefihrt werden. Zur Beschleunigung des
Reifungsprozesses kann man auf 500 ccm Hamatoxylinldsung 0,2 g Natriumjodat ( Na-
JO3) zusetzen. Zu 100 ccm der Hamatoxylinlosung also 0,04 g. Die Lésung reift dann in
24-28 Stunden. Dunkel oder gar schwarz gewordene Ldsungen kann man nicht mehr ben(it-
zen.

FX Am besten in quecksilberhaltigen Fixiermitteln

FB
Die Schnitte werden fir 12-24 Stunden in der Eisenalaunldsung gebeizt. Kurzes
Abspilen in Wasser. Hierauf erfolgt das Schwérzen in der Hamatoxylinl ésung
innerhalb einer Zeit von 12-24 Stunden. Abspllen in Leitungswasser.

DF
Mit ungebrauchter Eisenalaunlgsung. Durch das Differenzieren werden nach-
einander ale gefarbten Objektstellen wieder entférbt, wenn man lange genug
differenziert.

BM

Die Eisenhdmatoxylinfarbung dient hauptsachlich zum Féarben von Zellteilungs-
figuren. Sie kann aber auch benitzt werden, um die Gonidien der Algen, die
Sporen der Ascomyceten usw. zur Darstellung zu bringen. Man hat nur das Dif-
ferenzieren zu Uberwachen und im geeigneten Augenblick zu unterbrechen. An
das Differenzieren schlieft sich grundliches Auswaschen mit Wasser an. Ge-
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farbt werden vor alem Kerne und Polkorperchen, achromatische Spindeln und
manchmal die Zellgrenzen. Nachférbung kann geschehen mit Lichtgrin, Bor-
deaux oder Saurefuchsin.

§ 136. Eisenhadmatoxylin nach Haggqvist (37). Das Eisenhdmatoxylin nach Heidenhain hat
verschiedentliche Nachteile. Es ist an eine bestimmte Fixierung gebunden und die einzelnen
Losungen sind entweder wenig haltbar oder an bestimmte Reifestadien gebunden. Diese Nach-
teile vermeidet das Eisenhdmatoxylin nach Haggqvist, das daher ganz besonders zu empfehlen
ist. Man bendtigt zwel Ldsungen:

Losung I: Dest. Wasser 100 ccm und Eisen-111-chlorid krist. 5g

Losung I1: Dest. Wasser 100 ccm und Hamatoxylin 1 g

Die Eisenchloridlsung ist absolut haltbar. Die Hamatoxylinlosung ist sofort gebrauchsfertig.
Frische LGsungen ergeben einen dunkelvioletten Farbton, dtere einen schwarzen.

FX Beliebig, die Farbung gelingt immer gut.

FB
Die Objekte werden 1 Stunde in der Eisenchloridldsung gebeizt. Nach Abspi-
len in destilliertem Wasser farbt man ebenfalls 1 Stunde in der Hamatoxylinl6-
sung.

DF
Das Differenzieren geschieht entweder mit salzsaurem Alkohol oder aber mit
0,5 %iger wassriger Eisenchloridldsung, wobei die Kontrolle leichter ist als bel
Anwendung des salzsauren Alkohols. Hernach grundliches Auswaschen in
Wasser.

ES Nur in neutralen Harzen

BM

Die Methode ist fur Zelloidinschnitte bestens geeignet, da das Zdloidin beim
Differenzieren vollkommen entférbt wird. Die Férbungen sind in viel kirzerer
Zeit zu erzielen as bei der Eisenhématoxylinférbung nach Heidenhain.

(37) G.H&ggqvist, Zeitschrift f. wissenschaftl. Mikroskopie 50, 1933, S.77

§ 137. Kupfer-Hamatoxylinfarbung nach Benda. Diese Farbung ist ausgearbeitet worden, um
auch Objekte mit Chromfixierungen genau so farben zu kénnen, wie es die Eisenhdmatoxylin-
farbung nach Heidenhain ermoglicht. Die Férbung ist eigentlich durch die Eisenhdmatoxylin-
farbung nach Haggqvist in gewissem Sinne Uberholt worden. Sie gestattet jedoch ein besonders
langsames und sorgsames Differenzieren und deshalb wird sie in diesem Buche noch mit aufge-
fahrt.

FX
Beliebig, die Farbung gelingt besonders nach Anwendung der beiden Flem-
mingschen Gemische und nach anderen chromhaltigen Fixiermitteln.
FB
1. Die Schnitte kommen fir 48 Stunden in eine konzentrierte wassrige L dsung
von Kupferacetat.
2. Hieran schlief sich ein Auswaschen.
3. Nach dem Auswaschen verbringt man die Schnitte in 1 %ige wéssrige H&
matoxylinlésung bis zum volligen Schwarzwerden.
DF

Das Differenzieren nimmt man in folgender L6sung vor: Destilliertes Wasser
500 ccm, Salzsdure | ccm Hieran schliefdt sich erneutes Auswaschen an. Nach
dem Auswaschen missen die Schnitte mit frischer Losung von Kupferacetat
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geblaut werden. Dann endgiltiges Auswaschen und weiteres Behandeln. Das
Férbeergebnisist wie bei den beiden Eisenhdmatoxylinfarbungen.
ES Nur in neutralen Harzen.

Verfahren mit Beize und Farbstoff in einer Ldsung
I. Altere Vorschriften
§ 138. Hamatoxylin nach Bohmer ( Alaunhamatoxylin). Die Hamatoxylinfarbung nach

Bohmer wird vielfach der Heidenhainschen Eisenhdmatoxylinfarbung vorgezogen. Sie ist je-
denfalls sehr einfach auszufiihren und leicht zu Gberwachen. Es gibt zwel Modifikationen:

Vorschrift I.
Ldsung 1. Destilliertes Wasser 240 ccm und Kalidlaun 1 g
Losung 2: 96 %iger Alkohol 15 ccm und Hamatoxylin 1 g

Die Ldsung 2 kann erst verwendet werden, wenn sie braun geworden ist.

FX Beliebig

FB
In ein Uhrschélchen gief3t man zu einigen Kubikzentimetern der Lésung 1 eini-
ge Tropfen der Lésung 2. Die Objekte farben sich darin sehr rasch.

DF
Die Differenzierung erfolgt mit salzsaurem Alkohol. Dann Auswaschen und
Nachblduen mit ammoniakalischem Alkohal.

Vorschrift 1.

Losung 1: Alkohol abs. 10 ccm und Hamatoxylin 1 g
Ldsung 2: Destilliertes Wasser 200 ccm und Kalialaun 20 g

Nachdem beide Ldsungen 24 Stunden gestanden haben, mischt man sie miteinander. In offener
Schale 183 man sie 8-10 Tage reifen und filtriert sie dann durch Glaswolle. Die Lésungen sind
lange haltbar!

FX Beliebig
FB Die Schnitte farben sich innerhalb von 5-10 Minuten.
DF In salzsaurem Alkohol, dann Waschen und Bl&uen.

§ 139. Hamatoxylin nach Delafield. Man benétigt zunéchst folgende zwei Ldsungen:

1. Dedtilliertes Wasser 100 ccm und Ammoniakalaun 15 g. Diese Lésung a3t man
unter 6fterern Umschiitteln einige Tage stehen, bis sich eine geséttigte Losung ge-
bildet hat. Es bleibt dabei in der Flasche immer eine Menge ungel6sten Alauns zu-
ruck. Abgief3en, Filtrieren!

2. Absoluter Alkohol 6 ccm und Hamatoxylin 1 g

Das Hamatoxylin nach Delafield wird folgendermal3en hergestellt. Ldsung 2 giefdt man trop-
fenweise unter fortwahrendem Umschiitteln in Losung 1. Die Mischung 183t man nun offen an
der Luft und am Licht stehen, bis sie dunkel genug geworden ist. Das ist in der Regel in einer
Woche der Fall. Nun werden noch 25 ccm Methylalkohol und 25 ccm reines Glycerin zuge-
setzt. Schliefdlich wird mit Glaswolle filtriert und die Farblosung in drei Flaschen von je 50 ccm
abgefillt. Es ist besonders darauf zu achten, dal3 die Korkstopfen gut schlief3en. In diesen Fla-
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schen hat die Farblésung noch gut 2 Monate zu stehen, bevor sie gebrauchsfertig ist. In gut
verschlossenen Flaschen ist die Farbe lange haltbar.

Chamberlain berichtet, dal3 er Hamatoxylin nach Delafield noch nach 20 Jahren voll ge-
brauchsfertig gefunden hat.

FX Am besten Alkohol abs.

FB
Die Farbedauer ist 5-10 Minuten. Hamatoxylin nach Delafield hat in der Bota-
nik eine gewisse Bertihmtheit erhalten. Es farbt Zellkerne, auch in starkehalti-
gen Zellen. Esist eine Speziaférbung fur Pektinstoffe. In Kombination mit Sa-
franin ist es auch zur Untersuchung von Kernteilungsfiguren geeignet ( Sraf3-
burger ).

DF

Salzsaurer Alkohol. Nach dem Differenzieren mul3 mit etwas ammoniakali-
schem Alkohol die schéne purpurne Farbe wieder hergestellt werden. Zelloidin
[&%t sich beim Differenzieren vollig entféarben.

§ 140. Saures Hamatoxylin nach Ehrlich. Ldsungsvorschrift: Man 10st 2 g Hamatoxylin in
100 cm Alkohol auf. Hierauf werden 100 ccm destilliertes Wasser, 100 ccm Glycerin puriss.,
10 ccm Eisessig und 3 g Kalidaun zugefigt. Das Gemisch wird mit Seidenpapier zugedeckt,
um Verunreinigung durch Staub zu vermeiden, und 14 Tage in einer Schale zur Reifung bis zur
dunkelroten Farbung stehen gelassen. Hierauf ist es gebrauchsfertig und in gut verkorkter Fla-
sche jahrelang haltbar.

FX Beliebig
FB Man féarbt 5-10 Minuten. Auswaschen mit 50 %igem Alkohal.
DF

Wenn noétig mit HCI-Alkohol. Uberfarbung tritt fast nie ein. Nach dem Diffe-
renzieren Blauen mit ammoniakalischem Alkohal.
BM  Hamatoxylin nach Ehrlich farbt das Zelloidin tberhaupt nicht an.

§ 141. Hamatoxylin nach Hansen. Herstellungsvorschrift:

1. Absoluter Alkohol 10 ccm und  Héamatoxylin 1g
2. Dedtilliertes Wasser 200 ccm und  Kaliadaun 209
3. Dedtilliertes Wasser 16 ccm und  Kaliumpermanganat 19

Nachdem die drei Ldsungen 24 Stunden gestanden haben, mischt man Lésung 1 und Lésung 2
miteinander und giefd sie in eine Porzellanschae. In dieser Porzellanschale erwdrmt man nun
das Gemisch und unter stetem Erwarmen und stetem Umrihren gibt man tropfenweise 3 ccm
der Losung 3 zu. Ist dies geschehen, erwdrmt man bis zum Aufkochen und 183 die Farbe 1/2
Minute sieden, kihlt dann schnell ab und filtriert durch Glaswolle. Die Farbl6sung ist sofort
gebrauchsfertig.

FX Am besten Formalin
DA 5-10 Minuten
DF Mit salzsaurem Alkohol. Nachbl&uen!

8 142. Saures Hamalaun nach P.Mayer. In 100 ccm destilliertem Wasser werden 1 g Hama-
toxylin gelést, 5 g Kaialaun und 0,029 [ ist 0,2 g gemeint?] Natriumjodat ( NaJO3) gegeben.
Nach volligem Ldsen dieser Bestandteile gibt man 5 g Chloralhydrat und 0,1 g kristallisierte
Zitronensaure zu. Die Lésung ist rotviolett und lange haltbar.

Gribler und Hollborn bringen auch fertige Mischungen in Pulverform in den Handel, die
nur in der angegebenen Menge destillierten Wassers aufzuldsen sind, um eine gute gebrauchs-
fertige Farblsung zu erhalten.
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Beliebig, aul}er Formalin

Die Schnitte kommen aus destilliertem Wasser in die Farblésung. Die Farbung
erfolgt in 1-10 Minuten. Auswaschen in destilliertem Wasser. Ubertragen in
Leitungswasser, in dem der schone blaue Ton erscheint. Zum Blauen kann auch
mit bestem Erfolg hier - wie bei allen Hamatoxylinfarbungen tberhaupt - eine
| %ige wassrige L 6sung von Kupferacetat genommen werden.

Wenn nétig, wird die Differenzierung vorgenommen entweder in 5 %iger Ka-
lialaunldsung oder in HCI-Alkohol. Hiernach wieder Auswaschen und erneutes
Bl&uen.

§ 143. Glycerin-Alaun-Hamatein-L 6sung nach Rawitz. In 100ccm destilliertem Wasser wer-
den 0,59 Hamatein ( nicht Hamatoxylin! ) gelést. Das Lésen wird durch leichtes Erwérmen
beschleunigt. In diese noch warme L6sung kommen 3 g Ammoniumalaun. Nach dem Erkalten
fugt man noch 100 g Glycerin pur. hinzu.

FX
FB

DF
ES
BM

Beliebig

Die unverdinnte Losung féarbt innerhalb von 5 bis 20 Minuten. Die schonsten
Farbungen erreicht man jedoch mit ganz verdinnten Lésungen. Man gibt auf
100ccm dedtilliertes Wasser 1-3 Tropfen der Farbe und férbt 24-48 Stunden.
Durch die verdinnte Lésung wird Zelloidin nicht im geringsten angefarbt.

In 1 %igem HCI-Alkohol. Nachbl&uen!

Neutrale Harze

Fur Kryptogamenférbung wird die Glycerin-Alaun-Hamatein-Farbung nach
Rawitz von keiner anderen Hamatoxylinférbung an Glte der Farbung, Verlass-
lichkeit des Ergebnisses und Sicherheit der Uberwachung erreicht. Notwendig
ist nur eine einwandfreie Farbe, deren Giite wesentlich von dem verwendeten
Alaun und Glycerin abhangt

Il1. Neuere Vorschriften

§ 144. Eisenha@matoxylin nach Weigert. Man bendtigt zwei Ldsungen:

1. 96 %iger Alkohal 100 ccm
Hamatoxylin 19

2. Dedtilliertes Wasser 95 ccm
FeCl3-Losung, offic. 4 ccm
Salzsdure 1 ccm.

Diese beiden Teill6sungen sind haltbar.

FX
FB

DF

BM

Beliebig, am besten jedoch Formalin.

Unmittelbar vor Gebrauch mischt man Lésung 1 und Lésung 2 zu gleichen
Teilen. Die Mischung ist tiefschwarz und nur wenige Stunden haltbar. Die Fér-
bedauer ist kurz. Man kann aber beliebig lange farben, da ein Uberfarben kaum
eintritt. Eventuell nimmt man bel langsamer Farbung eine neue Farbmischung.

Kaum nétig; wenn ja, mit salzsaurem Alkohol; hernach Auswaschen mit Was-
ser, Blauen.
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Eisenhdmatoxylin nach Weigert ergibt eine sehr reine Kernférbung. Nachfér-
bung besonders mit Eosin oder Saurefuchsin ( Rubin S).

§ 145. Molybdan-Hamatoxylin nach Held. Man l6st 1 g Hamatoxylin in 100 ccm 70 %igem
Alkohol auf und setzt dazu 2-3 Messerspitzen Molybdéansaure. Umschiitteln! Es mul® immer ein
Uberschul? von ungeldster Molybdansiure vorhanden sein. Die Farblosung farbt frihestens 4
Wochen nach der Herstellung. Sie ist fast unbegrenzt haltbar und farbt mit den Jahren immer
besser.

FX Beliebig.

FB
In 50 ccm destilliertes Wasser gibt man 2-4 Tropfen der Farblésung und farbt
innerhalb 12-24 Stunden.

DF
Leitungswasser 10 Minuten bis mehrere Tage. Salzsaurer Alkohol wird nur in
Ausnahmefallen angewendet werden miissen.

Farbungen mit kinstlichen organischen Beizenfar bstoffen ( Becher-Farben )

§ 146. Die natlrlichen Beizenfarbstoffe Karmin und Hamatoxylin ergeben sehr schéne Farbun-
gen. Vom Hamatoxylin kann man ohne Ubertreibung sagen, dal? es in der Histologie und Pa-
thologie auch heute noch der meistgebrauchte Farbstoff ist. Die sogenannte H-E-Férbung (H&
matoxilin-Eosin) ist eigentlich die Féarbung in den Laboratorien. Hamatoxylin und auch Karmin
halten sich jedoch schlecht in Kanadabalsam und Uberhaupt nicht in Glyceringelatine, so dal3
wirkliche Dauerpréparate erst dann moglich wurden, als die Behringwerke ihr Caedax den Mi-
kroskopikern schenkten.

Die Anilinfarben spielen nur in der Bakteriologie wirklich eine Rolle. In der Histologie,
Zoologie und Botanik verwendet man sie weniger. Der Grund dafir ist vor allem der, dal3 die
Beizenfarbstoffe viel schonere und pragnantere Kernférbungen abgeben.

Becher hat nun in schénen und umfassenden Untersuchungen nach Beizenfarbstoffen ge-
sucht, die Vorteile der natiirlichen Beizenfarbstoffe hinsichtlich der Farbungsfahigkeit aufwei-
sen und zugleich in alen Medien wirklich haltbar sind. Dieses Ziel hat Becher wirklich erreicht.
Der Verfasser besitzt Algen, die mit Alizarin-Viridin nach Becher geférbt, in Glyceringelatine
eingeschlossen, sich bereits Uber 14 Jahre vollkommen unveréndert gehalten haben. Farbungen
mit kuinstlichen organischen Beizenfarbstoffen konnen tatséchlich in alen Medien eingeschlos-
sen werden. Man kann daher bei ihrer Anwendung das Einschluf3medium nur nach den opti-
schen Eigenschaften der Medien auswahlen.

Fur botanische Zwecke ist alerdings nur eine beschrankte Anzahl von kiinstlichen Beizen-
farbstoffen verwendbar. Immerhin haben wir unter den Farben Rot, Griin und Blau verschiede-
ne Nuancen zur Auswahl, und das reicht wirklich aus.

Die Féarbungen kdnnen mit Farblacken in einem Arbeitsgang oder mit getrenntem Beizen
und Farben erzielt werden. Die Farblacke Uberférben nie, was ein weiterer Vorzug dieser Far-
bengruppe ist.

Verfahren mit getrenntem Beizen und Férben
§ 147. Naphthazarin und Naphthopurpurin. Naphthazarin ergibt eine schwarzblaue Férbung
und Naphthopurpurin eine dunkelrote. Die Verarbeitungsweise ist bei beiden Farben die gld-

che. Man benttigt folgende zwei L osungen:

1. Destilliertes Wasser 100 ccm und Eisenalaun 1 g
2. Dedtilliertes Wasser 100 ccm und Naphthazarin oder Naphthopurpurin 1 g

FX  Béliebig.
FB
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Man beizt die Objekte 12-24 Stunden in L6sung 1. Dann schwenkt man ab und
farbt in Losung 2. Zelloidin féarbt sich unauswaschbar an. Das Zelloidin wird
daher zweckméliig vorher entfernt. In der Farblésung bleiben die Objekte bis
die gewiinschte Farbung erreicht ist oder auch 24 Stunden.
DF

Bei diesem getrennten Verfahren ist in der Regel stérkeres Differenzieren not-
wendig. Dieses kann vorgenommen werden mit 10-20 %igem salzsaurem Alko-
hol, mit 5 %iger Phosphormolybdansaure oder mit 5 %iger Phosphorwolfram-
séure. Phosphorwolframsdure veréndert manchmal den Farbton. Hernach Aus-
waschen mit Wasser. Zu schwach ausgefalene Farbungen kénnen - wie Uber-
haupt alle Becher-Farbungen - mit einer 5 %igen wassrigen Losung von Ko-
baltchlorid nachtraglich dunkler geférbt werden. Meistens resultiert ein dunkler
blauer Farbton.

§ 148. Alizarinzyanin RR, Alizarindunkelgrin, Alizarinviridin. Diese drei Farbstoffe kon-
nen nach gleicher Vorschrift angewendet werden. Man bendétigt folgende zwei Lésungen:

1. Destilliertes Wasser 100 ccm und Chromalaun 1g
2. Dedtilliertes Wasser 100 ccm und  Alizarinzyanin 1g

Statt Alizarinzyanin kann auch die gleiche Menge von Alizarindunkelgriin oder Alizarinviridin
genommen werden.

FX Beliebig.
FB Wie oben bei Naphthazarin.
DF Wie oben bei Naphthazarin.

Diese von Becher empfohlenen regressiven Farbungen scheinen wenig gebrauchlich geworden
Zu sein, obwohl sie bei einiger Einarbeitung nur Gutes leisten. Sie sind besonders zu empfehlen
bei Objekten, die sich mit den Farblacken nicht oder nur unwillig farben. Am meisten gebraucht
werden wegen ihrer Einfachheit die Verfahren mit Beize und Farbe in einer Losung.

Verfahren mit Beize und Farbstoff in einer Lésung

§ 149. Alizarinviridin nach Becher. Man [6st in 100 ccm 5 %iger, kochender wassriger
Chromalaunldsung so viel Farbstoff auf, wie sich 16sen kann. Das sind ungefahr 0,5-1,0 g. Die
Ldsung 183t man wenigstens 5 Minuten lang tlichtig kochen. Einen Tag nach dem Abkuhlen
filtriert man ab. Die LAsung ist jahrelang haltbar. Bei dlteren Losungen kann erneutes Filtrieren
notwendig werden, besonders, wenn sich reichlich Alizarinviridin aufgel 0st hat.

FX Beliebig. Sehr geeignet ist das Pfeiffer sche Gemisch.

Da
In der Originallésung farben sich die meisten Objekte in wenigen Stunden. In
Farbl6sungen, die mit 2 bis 5 Teilen Wasser verdinnt wurden, dauert die Fér-
bung bis zu 12 Stunden.

DF
Die Farbldsung Uberféarbt nicht. Geringe Farbabschwéachung tritt beim Passieren
von Glycerin ohnehin ein, was man berticksichtigen muf3, wenn in Glycerin
oder in Glyceringelatine eingeschlossen werden soll.

BM

Alizarinviridin ist bel Kryptogamen als Universalfarbstoff anzusprechen. Es
lassen sich fast alle Objekte damit férben. Zudem ist die Férbung ein sehr ange-
nehmes Grin.

Es farben sich: Kerne, Kernkérperchen, Chromatophoren, Zellwénde bel
Farnen, Bérlappen. Totalfarbungen von Algen und niederen Pilzen sind mog-
lich, ferner Gonidienférbung bei Flechten.
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Schleime und Gallerten bleiben ungeféarbt. Zeloidin wird unauswaschbar
angefarbt.

[ An dieser Stelle sei eine Anmerkung zu den griinen Farbstoffen der Mikrotechnik gestattet.

Es it leicht, Farbstoffe zu sythetisieren, welche blaues oder griines Licht absorbieren und die dem
entsprechend gelb oder rot aussehen ( Komplementérfarbe ). Dagegen nimmt die Zahl derjenigen Farb-
stoffe, die gelbes Licht absorbieren und die deshalb blau aussehen, schon deutlich ab, und Farbstoffe, die
ausschliefdlich rotes Licht absorbieren und damit einen rein griinen Farbton besitzen, sind ganz selten.

Zudem & sich zeigen, dal3 bel Verschiebung des Absorptionsmaximums von blau Uber grin und
gelb nach rot die Molekile immer instabiler und damit zum Férben immer ungeeigneter werden, es sei
denn, man stabilisiert z.B. durch die Bildung von Komplexen oder von Farblacken. Dem entsprechend
werden in der Mikrotechnik nur vier griine Farbstoffe verwendet: Methylgriin, Malachitgriin, Lichtgriin
und Alizarinviridin, wobei nur Alizarinviridin, zusammen mit einer Beize angewendet, eine wirklich
stabile Férbung ergibt.

Leider besitzen die genannten Farbstoffe ale einen unangenehmen Blaustich, was gerade bei der
Nachférbung von Algen stért. Bis heute ist es nicht gelungen, Farbstoffe aufzufinden, welche den leuch-
tend grinen Farbton vieler Algen nachahmen, und gelbgriine Farbstoffe, die zum Nachférben der Chry-
sophyceen geeignet wéren, gibt es ebenfalls nicht. Schdmmers Angaben Uber die Farbechtheit des Aliza-
rinviridins sind korrekt - vom Farbton her ist auch dieser Farbstoff nur ein Notbehelf. ]

§ 150. Saurealizarinblau nach Becher. Man 16st in 100 ccm destilliertem Wasser 10 g Alumi-

niumsulfat und 0,5 g Séurealizarinblau auf. Die Losung a3t man gut 10 Minuten kochen. Nach
24 Stunden wird filtriert.

FX Beliebig.
DA Die Losung férbt die meisten Objekte in wenigen Stunden.
DF

Sauredlizarinblau farbt Zelloidin an, das Zedloidin entfarbt sich jedoch beim
Differenzieren.

Die 5%ige Phosphormolybdénsdure stabilisiert beim Differenzieren die
blaue Farbe. Die 5 %ige Phosphorwolframsdure verwandelt die blaue Farbe in
rote Farbe um. Man kann daher mit Saurealizarinblau in Blau und in Rot farben.

BM
Fir die weitere Behandlung der Objekte ist von Wichtigkeit, dal3 schwacher
Alkohol die Farbe etwas auszieht, hochprozentiger nicht. Man hat daher etwas
stérker zu férben, as die fertigen Préparate gefarbt sein sollen.

8 151. Anthrazenblau nach Becher. Anthrazenblau nach Becher wird in zwei Formen in den

Handel gebracht, als Anthrazenblau siccum und as Anthrazenblau WR extra in Teigform, neu-
erdings auch in Pulverform.

Vorschrift |
Destilliertes Wasser 100 ccm
Aluminiumsulfat 549
Antrazenblau, Teigform 05¢9

Die Losung &’ man 10 Minuten lang kochen, dann erkalten und filtriert nach 24 Stunden. Die
Farblésung ist jahrelang haltbar.

FX Beliebig
DA  DieFarbl6sung féarbt in einigen Stunden.
DF

Wie bei allen Becher-Farben; Zelloidin wird von Anthrazenblau nach dieser
Vorschrift kaum angeférbt.
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Vorschrift [l
Dedtilliertes Wasser 100 ccm
Aluminiumchlorid 5 ¢
Anthrazenblau sicc. 029

Die Mischung muf3 mindestens 10 Minuten kochen. Abkihlen lassen und nach 24 Stunden Fil-
trieren.

FX Beliebig

FB
Die Farbung dauert bei botanischen Objekten bis 24 Stunden. Anthrazen-
blau sicc. standardisiert farbt williger als Anthrazenblau WR extra, aber in ei-
nem rotstichigen Ton. Die Farbe nach dieser Vorschrift 16st bei den Schnitten
etwa vorhandene Kalziumoxalatkristalle auf, was auf den Gehalt an Alumini-
umchlorid zuriickzufihren ist.

Vorschrift Il

Leunig (38) gibt an, dal} der rotviolette Ton der Anthrazenblauférbungen in einen
dunklen schwarzblauen Ton umgewandelt werden kann. Fur botanische Zwecke hat
sich nach Leunig folgendes Verfahren bewdhrt:

Man nimmt von der Anthrazenblauldsung 10 Tropfen, von einer 3 %igen Ei-
senalaunldsung 1 Tropfen und vermischt beide in einem Uhrschélchen. Diese Mischung
ist 2 Stunden brauchbar. Die Farbung wird innerhalb von 1-2 Stunden erreicht. Die Far-
blosung muf? daher schon nach einer Stunde gewechselt werden, falls die Farbung nicht
bereits gentigend fortgeschritten ist. Bereits verdorbene Farbe bildet unldgliche Nieder-
schlége in den Objekten. Nach der Farbung muf3 grindlich gespilt werden. Bei Pha-
nerogamenschnitten kann das Holz mit Safranin gegengeféarbt werden.

(38) L.Leunig, Mikrokosmos XX1X, 1935/36

§ 152. Alizarinzyanin RR, Alizarinzyanin G. Beide Farbstoffe sind fur botanische Zwecke
sehr gut brauchbar. Herstellungsvorschrift:

Destilliertes Wasser 100 ccm
Aluminiumchlorid oder -sulfat 5 g
Alizarinzyanin 0249

Die Mischung muf3 mindestens 10 Minuten kochen. Nach 24 Stunden wird abfiltriert.

FX Beliebig.

FB
Die beiden Farbstoffe farben schon blau. Die Sorte RR ist manchmal rotstichig,
d.h. geht ins Violette. Alizarinzyanin ist empfindlich gegen Basen. Die Objekte
missen daher unter Umstdnden mit verdiinnter Essigsaure vorbehandelt wer-
den. Die Férbedauer ist schwankend. Sie umfalét den Zeitraum von 5 Minuten
bis einige Stunden, je nach dem Objekt. Alizarinzyanin gestattet ein nachtrégli-
ches Beizen in 1 %iger Chromsaure und gegenfarben mit Safranin.
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§ 153. Gallein nach Becher. Herstellungsvorschrift:

Destilliertes Wasser 100 ccm
Kalialaun oder Aluminiumsulfat 5 ¢
Gallein 029

Die Mischung muf3 mindestens 10 Minuten kochen. Nach 24 Stunden wird abfiltriert. Die Farbe
ist haltbar.

FX Beliebig.

FB
Die Farbldsung farbt sehr rasch. Oft sind die Objekte bereits nach 10 Minuten
vollkommen durchgeférbt. Die Kerne sind rot geférbt, wie bei Karmalaun. Das
Plasma ist schwach gefarbt. Die Plasmaférbung kann durch Differenzieren ent-
fernt werden.

DF
Die Differenzierung ist bereits durch den Salzsdurealkohol Ublicher Konzentra-
tion zu erreichen.

§ 154. Gallozyanin nach Becher. Herstellungsvorschrift:

Destilliertes Wasser 100  ccm
Chromalaun 5 g
Gallozyanin 0,15 g

Die Farbl6sung muf3 mindestens 10 Minuten kochen. Nach 24 Stunden filtrieren. Die L6sung ist
nur etwa 1 Woche haltbar. Frisch hergestellte L dsungen férben am dankbarsten.

FX Beliebig.

FB
Gallozyanin farbt innerhalb von 24-48 Stunden das Chromatin tiefblau bis
schwarz.

DF Wenn notig, wie bel Saurealizarinblau.

8155. Naphthazarin nach Becher. Vorschrift:

Destilliertes Wasser 100 ccm
Aluminiumchlorid oder —sulfat 549
Naphthazarin 01g

Die Mischung muf3 5 Minuten lang kochen. Nach 24 Stunden wird filtriert.

FX Beliebig.
FB Die Férbung dauert 12-24 Stunden. Die Farbe ist tief schwarzblau.
DF Uberfarben tritt nicht ein. Zelloidin wird angefarbt.
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§ 156. Naphthopurpurin nach Becher. Vorschrift:

Destilliertes Wasser 100 ccm
Aluminiumchlorid oder —sulfat 5 g
Naphthopurpurin 03 g

Die Mischung muf3 5 Minuten lang kochen. Nach 24 Stunden Wird filtriert.

FX Beliebig.
FB Die Férbung erfolgt in dunkelrotem Tone. Farbedauer 12-24 Stunden

§ 157. Kernechtrot ( Hollborn) stand. Bayer. Vorschrift:

Dedtilliertes Wasser 100 ccm
Aluminiumsulfat 549
Kernechtrot 029

Die Mischung muf3 ungefahr 10 Minuten kochen. Nach 24 Stunden filtriert man ab.

FX
Kernechtrot farbt nach Chromessigsdure, Pikrinsaure und nach quecksilberhal -
tigen Fixiermitteln.

DA 2-3Tage

DF  Uberfarbung tritt nicht ein

BM

Kernechtrot férbt Zellkerne, Chromatophoren und verholzte Zellwande, ferner
Phanerogamen und einige Algen. Bei den meisten Kryptogamen versagt es.
Empfehlenswerte Gegenférbungen sind bei cytologischen Objekten: Anilinblau,
bei histologischen Schnitten: Kernschwarz, Hamatoxylin.



