Die Suche nach dem ..Neuen Kernschwarz*

Bericht iiber den Stand der Bonner Versuche

1. Zielsetzung

Die Kernschwarz-Férbung ist eine iber 130 Jahre alte Methode, die wegen der schwierigen
Beschaffung des Farbstoffes und dessen ratselhafter Zusammensetzung in Vergessenheit
geraten ist. Wegen der als hervorragend geltenden Farbeergebnisse wollen wir das Verfah-
ren wiederbeleben.

Das gewiinschte Resultat der Kernschwarz-Farbung hat Thaler 1931 gut beschrieben:

,,Die Féarbung ist sehr scharf und betrifft nur die unverholzten Zellwénde, die auch bei in-
tensiver Beleuchtung sich wie mit Tusche gezeichnet abheben. Der Farbstoff vergreift sich
also nicht, wie andere, auch an den schwachverholzten Membranen.* (1)

Als Gegenféarbung der verholzten Teile eignen sich viele Farbstoffe, Thaler empfiehlt

Chrysoidin: ,, Es entsteht so ein auRerordentlich schoner Kontrast von Tiefschwarz gegen

ein leuchtendes Goldgelb.*

Bild 1: Ambrosia, Chroma-Kernschwarz-Farbung, Gegenfarbung Chrysoidin. Praparat
und Foto Rolf-Dieter Muller, siehe MKB-Webseite
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Fur den praktischen Gebrauch sollten zur Herstellung gut erhaltliche, reine Chemikalien
verwendet werden. Die Methode muR gut reproduzierbar sein und stabile, dauerhafte Far-
bungen liefern, die idealerweise auch haltbare Dauerpréparate ergeben.

2. Kernschwarz - die Geschichte

Kernschwarz wurde erstmals 1887 von Gustav Platner vorgestellt. Von ihm stammt auch
der Name ,,Kernschwarz* (2), wegen der Verwendung zur Kernfarbung®. Er beschreibt es
als schwarzen, in geléster Form in den Handel kommender Farbstoff, der aus Russland von
der Leipziger Firma Dr. Gribler importiert wird. Der Farbstoff sei nach Griiblers Angabe
eine Metallbase, gebunden an eine S&ure organischer Natur. Wie spatere Autoren nutzt
Platner den Farbstoff zur Kernfarbung in histologischen Préparaten; er hebt besonders her-

vor, daB3 er sich ,,flir solche Praparate sehr eignet, die spéter photographirt werden sollen®.

Pfeiffer von Wellheim hat wohl 1896 als erster das Kernschwarz fur botanische Zwecke
verwendet (3).
Im Strasburger von 1902 (4) erscheint dann Kernschwarz schon im Lehrbuch, empfohlen

fiir botanische Farbungen, fur Kern- und Membranfarbungen (Methodenregister, S. 692).

Im Jahre 1909 veroffentlichte P. Mayer eine Untersuchung ,,Zur Farbung des Glykogens*
(5), in dem er den Farbstoff zur Kernfarbung fiir ganzlich unbrauchbar hielt. Mayer suchte
schon damals nach einem Ersatz fur Kernschwarz. Er fand in einer 1908 von Silbermann
und Ozorovitz (6) verdffentlichte Methode zur ,,Gewinnung des ammoniumoxyferri-
gallusauren Ammoniums‘ einen nach Modifikationen brauchbaren Stoff. Griibler &
Hollborn haben nach seinem Rezept den Farbstoff als Pulver hergestellt und vertrieben,
Herstellungsvorschrift siehe Abschnitt 6. Mayer beschreibt ausschlief3lich die Glykogen-

farbung, mit gutem Erfolg auch an aufgeklebten Paraffinschnitten.

Kisser berichtet 1926 iiber ,,Kernschwarz und seine Anwendungsmaoglichkeiten fiir bota-
nische Zwecke* (7) und im selben Band iiber ,,ein neues Kernschwarz-Préparat und die
Multikolor-Solution von Hollborn* (8). Uber die chemische Natur dieses Farbstoffes rat-
selt auch er. Hollborn selbst hat unter Bezug auf (8) fur sein ,,Kernschwarz ,,H* sicc.” 1935

nur ein Farberezept fiir botanische und histologische Praparate angegeben, aber die Zu-

! Die Firma Kremer Pigmente vertreibt ein Pigment ,,Kernschwarz*; das besteht jedoch aus pulverisierter Kohle
aus Kirsch- u.a. Kernen.
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sammensetzung bleibt geheim (9). Uber dieses Produkt schreibt auch H. Thaler im Mikro-
kosmos 1931 in den Kurzmitteilungen (1), dal? die Firma Hollborn in Leipzig eine neue
Kernschwarz-Sorte unter dem Namen Kernschwarz H in den Handel gebracht habe. Er halt
den Farbstoff fur hervorragend geeignet zur Farbung unverholzter Zellwénde. Die Zusam-

mensetzung ist weiterhin unbekannt.

Schommer gibt in seinem ,,Kryptogamen-Praktikum® (10) in 8§ 197 eine Vorschrift zur
Farbung unverholzter Zellwande und Kernen an, die sich schwarz bis blau farben lassen,
mit Kernschwarz als ,,Eisentinte von nicht ndher bekanntgegebener Zusammensetzung*. In
8 177 beschreibt Schdmmer die Farbung nach Pfeiffer v. Wellheim, eine zweistufige Far-
bung mit vorheriger Eisenbeizung und anschlie}ender Gallusséure-Behandlung, in 8198

desgl. mit Tannin statt Gallussaure.

3. Kernschwarz - die unbekannte Zusammensetzung
Seit Giber 100 Jahren wird uber die Zusammensetzung von Kernschwarz geratselt, ohne
jemals hinter das Geheimnis zu kommen.
Hollborn lieferte den Farbstoff in Losung und als ,,schwérzliches, kriimeliges Pulver®,
nach Kissers Beschreibung (7) im mikroskopischen Bild aus farblosen, zitronengelben und
leuchtend orangeroten Partikeln bestehend, also ein Gemisch verschiedener Komponenten.
Das Praparat l6ste sich nur unvollkommen in Wasser unter schwacher Farbung; erst das
Zerreiben der Masse mit wenig destilliertem Wasser brachte nach Filtration eine tief dunk-
le, klare Losung. Der Filterruickstand erwies sich als unbrauchbar.
Die Losung zersetzte sich beim Kochen und beim langsamen Eintrocknen an der Luft und
ist danach nicht mehr verwendbar. Dagegen ist bemerkenswert, dal3 die Kernschwarz-,, H*-
Lésung von Hollborn durch Eintrag des Pulvers in heiRes destillierten Wasser hergestellt

wurde (9), ein Widerspruch zu obiger Feststellung.

Kisser (7) wies in der k&uflichen Hollborn-Ldsung einen Schwefelsaure-Anteil nach, ver-
mutete eine Eisen-Gerbstoff-Verbindung, wie auch schon Mayer (5). Mayers eigene Me-
thode basierend auf Eisenchlorid und Gallussdaure scheint dem Original jedenfalls nach

seiner eigenen Einschétzung sehr nahe.
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Sowohl die beschriebenen physikalischen und chemischen Eigenschaften als auch die tief-
schwarze Farbe deuten auf eine Eisen-Gallusséure-Verbindung hin. Unsere weiteren Un-
tersuchungen gingen also in Richtung Gallapfel-Tinten.

4. Eisengallustinten

Tinten auf der Basis von Eisensalzen und Gallusséaure oder Tannin sind seit der Antike
nachweisbar. Im friihen Mittelalter haben sich diese Tinten gegeniiber den Ruf3tinten
durchgesetzt. Sie bekamen im 19. Jahrhundert Konkurrenz durch Farbstofftinten, sind aber
bis heute im Gebrauch. Sie zeichnen sich durch tiefschwarze Farbung und Dokumenten-
echtheit aus (11).

Wegen des Gehaltes an Saure (Salzsaure, Schwefelséure oder Essigsdure) oder einem
UberschuR an Eisensalzen in den alten Tinten neigen sie zum Tintenfra unter Zerstrung
von Tinte und Papier; aufgrund der enormen Bedeutung fur die Konservierung alter Schrif-
ten ist deshalb die Chemie der Gallustinten gut untersucht, aber bis heute Objekt weiterer
Forschung (12), (13), (14).

Tintenrezepte:

Gallapfeltinte (13)

8 Gallapfelpulver, 4 Kampeschholzspane mit 200 Wasser, eine Stunde gekocht, filtriert, in
der Flussigkeit mit 4 Eisenvitriol, 1 Kupfervitriol, 3 arabischem Gummi, 1 Zucker geldst.
,.Eisenvitriol* ist im wesentlichen Eisen(Il)sulfat; das arabische Gummi (bzw. Harze, Po-
lysaccharide in anderen Rezepturen) dient als Bindemittel, als Stabilisator der Pigmentdis-
persion (11) und zur Einstellung der Viskositat. Kampescheholz (Blauholz) macht als Pri-
marfarbstoff die Schrift sichtbar, bis sich der schwarze Eisenkomplex gebildet hat. Oft
wird auch Salz- oder Essigsaure zugesetzt.

Weitere Rezepturen siehe Rouchon 2011 (14).

Tinten dieser Art sind grundsétzlich unbrauchbar fiir die Mikroskopie. Der (meist unbe-
kannte) Primé&rfarbstoff farbt das Praparat in unerwinschter Weise. Gummi arabicum und
andere Zusatze stéren, ganz zu schweigen von der unbekannten Zusammensetzung, die

sich im Laufe der Zeit auch noch andern kann (vgl. Wikipedia-Artikel Eisengallustinte).
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5. Chemie der Gallussaure/Eisen-Verbindungen

In den 1920er Jahren haben Zetsche et al. wesentliche Arbeiten zur Aufklarung des Reak-
tionsmechanismus geleistet (15), (16) . Die Kristallstruktur des eigentlichen Farbstoffs
wurde 1990 im Bonner Institut fir Anorganische Chemie von Wunderlich, Weber und

Bergerhoff réntgenographisch bestimmt? (14):

Eine neuere Arbeit von Krekel 1999 (15) schlug folgenden Mechanismus vor:
aus Eisen(I)-ionen mit Gallussdure entsteht in einem zweistufigen Prozel} zunéchst ein
farbloser Eisen(l1)-Gallat-Komplex (1), aus dem sich durch Oxidation des Eisen(Il) mit

Luftsauerstoff zu Eisen(l11) der schwarze Komplex(I1) bildet:

OH O e

+ FeS0, P/ (0]
HOOC '/ \ O —————) HOOC g N —0 I 3
H,S50, — H,0
OH OH
Eisen(l)-Komplex
Gallussdure farblos
HZO Ollz MZO OH;
\Fe
Fclll
HOOC*Q— —COOH —} —Q 0*@
H> ou, n,o ou;
Eisen(ll)-Komplex (1) Eisen(lll)-Komplex (11)
schwarz schwarz

(entnommen aus Kléckl, S. 573 (11)). Die Struktur von (11) wurde durch Wunderlich wi-

derlegt, s.o. - woriiber in der Literatur allerdings noch gestritten wird.

Z _..was das Mikroskopische Kollegium Bonn natiirlich besonders freut!
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Daraus folgt, dal} stochiometrische Mengen an Eisen und Gallusséure eingesetzt werden
mussen.

Wunderlich hat den Komplex (I1) auch direkt aus Eisen(I11)-Losungen erhalten. Wenn ur-
sprunglich Eisen(ll)salze verwendet wurden, ist das moglicherweise historisch bedingt: es
gab im Mittelalter keine andere Eisenquelle als das ,,Vitriol®, ein Eisen(II)sulfat mit allerlei
Verunreinigungen.

Der Séurezusatz zur Tinte verhindert die vorzeitige Bildung des Schwarzpigmentes wéh-
rend Zubereitung und Aufbewahrung. Die Umwandlung von Eisen(l1)- in Eisen(l11)-lonen
wird durch Sédure blockiert und findet erst durch den Luftsauerstoff statt (11).

Oberhalb pH 7 wird die Gallussaure offensichtlich durch Bildung eines polymeren, unlés-
lichen Eisenkomplexes stabilisiert (14). Wenn nicht schon von Anfang an eine kolloidale
Ldsung entsteht, so fallt in solchen Lésungen nach einiger Zeit ein schwarzer Niederschlag

aus, der sich bei mikroskopischen Féarbungen als sehr stérend erwiesen hat.

AuRerdem finden an der Luft Abbaureaktionen der Gallusséure (Decarboxylierung) statt,

so daB der gesamte Mechanismus der Farbstoffbildung recht unibersichtlich ist.

6. Mogliche Losungsansatze

Vier Ansatze wurden verfolgt:

- Kernschwarz wird als fertige Losung von der Firma Chroma-Waldeck vertrieben. Die
Ergebnisse sind recht gut, wie Rolf-Dieter Mullers Bilder zeigen (vgl. z.B. Bild 3 auf
der MKB-Webseite, Kernschwarz in Kombination mit Chrysoidin). Wir wissen jedoch,
daB das Chroma-Produkt nicht auf der originalen Kernschwarz-Rezeptur beruht; die
Lésung erhalt zusétzlich einen organischen Farbstoff (11). AulRerdem liefert Chroma
nicht an Privatpersonen.

- Der alkalische Ansatz nach Mayers vereinfachtem Verfahren.

- Saurer Ansatz mit Essigsaure (wurde noch nicht verfolgt). Sdure ist nach obigen Aus-
fuhrungen auch nicht zwingend erforderlich.

- Farbbildung mit Gallussdure oder Tannin nach vorheriger Beizung mit Eisen(l11)-

Losung.

6.1 Die Grundstoffe Gallussdure, Tannin und Eisensalze

Gallussaure:

Kernschwarz - MKB Seite 6



COOH

HO OH
OH

3,4,5-Trihydroxybenzoesaure

Eigenschaften (aus Rompp):

C;HgOs, M; 170,12, Nadeln mit 1 Mol Kristallwasser, Schmp. 253 °C (Zers.), lichtempfindlich, wenig 16sl. in
kaltem, leicht 16sl. in warmem Wasser, Alkohol, Aceton und Glycerol, prakt. unlgsl. in Benzol, Chloroform
und Petrolether. G. bildet blauschwarze Niederschldge mit Eisen-Salzen (Eisengallustinten). Alkalisalze von
G. werden leicht von Sauerstoff unter Braunfarbung oxidiert. (16)

Loslichkeit in Wasser: 11,9 g/l bei 20 °C (16)

Tannin:

Das sogenannte Tannin (Gallusgerbsaure, Gerbsédure, Tanninséure) bildet ein amorphes Pulver oder glédnzen-
de, kaum gefarbte, lockere Massen (Dichte 1,35) von schwachem, eigenartigem Geruch und zusammenzie-
hendem Geschmack (vergleiche Adstringenzien), das in 1 Teil Wasser (kolloidale Ldsung, saure Reaktion)
oder 2 Teilen Alkohol und in Glycerol leicht I6slich, in Benzol, Chloroform und Ether unldslich ist. Beim
Erhitzen tritt Braunung, bei ca. 210 °C Zersetzung in Pyrogallol und Kohlendioxid ein. Fehlingsche Lésung
und ammoniakalische Silbersalz-Losung werden reduziert. Wassrige Tannin-L&sungen geben mit Eisenchlo-
rid-Lésungen blauschwarze, tintenartige Niederschlége (vergleiche Eisengallustinte), die bei Zusatz von ver-
diinnter Schwefelsaure gelbbraun werden. Auch andere Schwermetalle werden als unldsliche Chelate gefallt.
(18)

Tannin als Alternative zu Gallussaure hat R.D. Miiller ausprobiert, Ergebnis noch offen.

6.2 Literaturvorschriften und eigene Versuche

6.2.1 Mayers Vorschrift (5) sei hier im Original zitiert: ,,7,5 g kristallisiertes Eisen-
chlorid und 7,0 g kristallisierte Gallussdure werden unter Erhitzen in 100 ml Wasser geldst
und nach dem Erkalten 15 ml konz. Ammoniaklésung® hinzugegeben. Hierbei fallt zu-
nachst die neue Verbindung ganz aus, 16st sich aber im UberschuB des Ammoniaks wieder
auf. Man filtriert, setzt 140 ml 90-%igen Alkohol zu, filtriert den Niederschlag und wéscht
diesen erst mit ca. 50%igem, zuletzt mit 90% Alkohol aus und trocknet. Das Pulver ist in
kaltem Wasser leicht 16slich, in 50% Alkohol zu weniger als 2%“. Mayer empfiehlt, 1 g

der festen Substanz zunéchst in Wasser zu I6sen, dann 30 ml 90% Alkohol zuzufligen und

¥ Ammoniakldsung: ,,Ammoniakwasser, Salmiakgeist, konz., 25-32 % Ammoniak (nicht die Plorre aus dem
Baumarkt mit <9%)!
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nach langerem Stehenlassen entweder zu filtrieren oder vom Bodensatz abzugiefl3en. Dieses

Pulver wurde wie in Abschnitt 2 erwahnt von Gribler & Hollborn vertrieben.

6.2.2 Mayer schldgt zur Selbstherstellung ein vereinfachtes Verfahren vor: ,,0,7 g
Gallussdure werden in 5 ml Wasser gelost, dazu setzt man erst 1,5 g Liquor ferri
sesquichlorati (48,4 g Eisen(l1l)chlorid in 100 ml Wasser) oder gleich 0,7 g festes Eisen-
chlorid, dann nach sorgfaltigem Mischen 1 ml Ammoniak zu und fullt zuletzt mit 50-
prozentigem Alkohol bis auf 100 ml auf.“ Ammoniak muR im UberschuR vorhanden sein
(Prafung mit feuchtem Indikatorpapier Uber der Losung). Filtration sei unnétig, abgieRen
vom Bodensatz reiche aus.

Im Versuch zeigte sich, daB dieses Rezept nicht funktioniert. Die Gallussaure 16st sich
schwer in kaltem Wasser, die Mischung muf3 auf etwa 70 °C erhitzt werden. Nach Zugabe
von Ammoniumhydroxydlésung entsteht sofort der dunkelblaue Farbkomplex, allerdings
bildet sich etwas Bodensatz. Die Losung ist in der verschlossenen Flasche stabil, hat in
grol3er Verdiinnung den Farbton ,,Pflaume* und zeigt ein Absorptionsspektrum wie erwar-

tet, mit einem Absorptionsmaximum bei 530 nm und zum Roten hin héhere Transmission:

Absorption
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Bild 2: Absorptionsspektrum 390 bis 840 nm
Leider ist es mir nicht gelungen, damit Pflanzenschnitte anzufarben. Bei l&ngerer Farbe-
dauer (24 h) bildet sich ein stérender Niederschlag aus kleinen schwarzen Kiigelchen, es
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gelingt aber nicht, irgendwelche Strukturen anzuféarben, auch Papierfasern nehmen die

Farbe nicht an.

Auffallend an Mayers Vorschrift ist, dal3 im Alkalischen gearbeitet wird; dem widerspre-
chen Beobachtungen von Kisser (7), der Schwefelséure bzw. Sulfat nachgewiesen hat, und
der deutliche Geruch nach S&ure - speziell Holzessig - an Préparaten von Chroma, die
Rolf-Dieter Miller (pers. Mitt.) wahrgenommen hat.

6.2.3 Zweistufiges Verfahren mit Eisenbeize

Weil alle Versuche mit ,,Eisengallus-Tinte* als Farbstoff fehlgeschlagen sind, haben wir
das zweistufige Beizenverfahren ausprobiert. Die Vorschriften fir die Beizenverfahren
sind zahlreich, beruhen aber immer auf demselben Prinzip: Durchtrdnkung des Praparates
mit Gallussaure oder Tannin, anschliefend Bildung des Farbkomplexes mit Eisen(l11)-

Losung. Auch die umgekehrte Reihenfolge ist moglich.

Schommer hat im ,,Kryptogamenpraktikum* § 177 die Eisenbeizefarbungen nach Pfeiffer
v. Wellheim beschrieben, urspringlich fur Algen vorgesehen:

,,Zuerst wird mit einer Eisenlosung (Eisen(I11)chlorid in 96% Alkohol, bei Raumtempera-
tur geséttigt), Dauer 24 Stunden. AnschlieBend mit 96% Alkohol auswaschen, bis die gelbe
Féarbung verschwunden ist (4-8 Wechsel).

AnschlieBend wird mit Gallussdure (konz. Lésung in 96% Alkohol) gefarbt*.

Fir meristematische Gewebe empfiehlt Gerlach (24) die folgende Methode:

Losung A: 1 g Gerbsaure (Tannin) wird in 100 ml Wasser mit etwas Thymol (zur Konser-
vierung) gelost.

Loésung B: 3 g Eisen(ll)chlorid in 100 ml Wasser.

Schnitte aus dest. Wasser fiir 10 min in Lésung A Ubertragen, dann grindlich mit Lei-
tungswasser spllen und fir 3 bis 5 min in Lésung B, bis die meristematischen Zellwéande
tief blauschwarz erscheinen. Bei zu schwacher Farbung werden Schritte 1 und 2 wieder-
holt.

Die letzte mir bekannte Veroffentlichung Gber die Eisen/Tannin-Methode stammt von H.

Clémencon, der 2019 iber Farbungen fiir gelatindse Pilzgeflechte berichtete (25).
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Bei einem Handschnitt (Querschnitt durch einen Auslaufer von Ranunculus repens) wurde
nach einem Fehlschlag mit obiger Methode in umgekehrter Reihenfolge vorgegangen, also
zuerst Beize in Eisen(111)-L6sung, dann Reaktion mit gesattigter Gallusséure-Ldsung in
Wasser. Das Ergebnis zeigt Bild 3; die Zellwénde sind kraftig geférbt, verholzte Teile sind
blasser. Nach Entwéassern wurde in Euparal eingedeckt. Die Zellwénde sehen danach
etwas heller aus, wie schon Gerlach bemerkt hat. Die Intensitét der Farbung laft sich durch
die Verweildauer in der Eisenldsung steuern.

Leider blieben auch Fehlschlage nicht aus, ein Paraffinschnitt liel sich Uberhaupt nicht an-

farben.

Bild 3: Handschnitt nach Eisenbeize und Gallussaure-Farbung; in Wasser

Die nétigen Chemikalien Eisen(I)chlorid und Gallusséure bzw. Tannin sind gut erhéltlich
und als nattrlich vorkommende Stoffe harmlos. Die Entsorgung alter Losungen kann deshalb
uber die Abwasserleitung erfolgen.
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Bild 4: Galle auf Lorbeer, Querschnitt, Paraffin 15 um, Farbung wie Bild 3

oy

Bild 5, Lorbeer aus Bild 4, Blattquerschnitt, Paraffin, 15 um, Farbung wie Bild 3, in Wasser
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7 Zusammenfassung

Von Anfang an war die Zusammensetzung des Kernschwarz unbekannt, und Versuche diese
zu ergriinden begannen schon in den 1920er Jahren - jedoch ohne Ergebnis.

Damals vorgeschlagenen Ersatzmethoden erwiesen sich bei uns als nicht reproduzierbar
bzw. brachten unbefriedigende Ergebnisse.

Vom zur Zeit kduflichen Kernschwarz wissen wir, dal? es nicht der urspriinglichen Zusam-
mensetzung entspricht und ein Ersatzprodukt mit &hnlichen - aber sehr brauchbaren - Eigen-
schaften ist.

Als gut anwendbar sich nur die zweitstufigen Beizenverfahren erwiesen, wobei mit Ei-
sen(l11)l6sungen vorbehandelt wird und anschlieRend mit Gallusséure- oder Tanninlésungen
gefarbt wird (bzw. in umgekehrter Reihenfolge).
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