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Neue Methode zur Untersuchung der Sauerstoff-
ausscheidung pflanzlicher und thierischer
Organismen,

Von

Th. W. Engelmann
in Utrecht.

Die im Folgenden mitzutheilende Methode unterscheidet sich
principiell von allen bisher zn gleichem Zwecke eingeschlagenen
Verfahren: dem gasanalytischen (Ingenhousz, Th. de Saussure,
Boussingault u. a,), der Methode des Blasenzihlens (Dutrochet,
Sachs, Pfeffer u. a.), der Phosphormethode (Boussingault).

Kraft der Art des Reagens, welches sie zum Nachweis des
Sauerstoffs benutzt, gestattet sie, jeden beliebigen mikroskopisch
kleinen Elementarorganismus, ja jedes mikroskopisech unterscheid-
bare Theilchen eines solchen (z. B. ein einzeines Chlorophyllkorn)
auf O-ausscheidung zu priifen und die Grosse der etwaigen Aus-
scheidung innerhalb gewisser Grenzen zu schitzen. :

Die Empfindlichkeit des Reagens ist so gross, dass Sauer-
stoffmengen von zuverlissig weit weniger als einem Hundertbillionstel
Milligramm noch bequem nachgewiesen werden kionnen. Es ist
selbst nicht unwahrscheinlich, dass die kleinsten, mit Sicherheit
nachweisbaren Sauerstoffmengen innerhalb der Grenzen liegen,
welche die theoretische Physik auf verschiedenen Wegen fiir das
Gewicht des einzelnen Sauerstoffmolekiils zu berechnen gestattet.

In Verband hiermit erfolgt die Reaction so schnell, dass
pivtzliche Aenderungen in der Grisse der O-ausscheidung momen-
tan, ohne merkbaren Zeitverlust, angezeigt werden.

Das Reagens erlaubt in jedem einzelnen Falle, die Abhéngig-
keit der Sauerstoffansscheidung von verschiedenen physikalischen,
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chemischen, morphologischen und physiologischen Bedingungen zn
untersuchen. Nebenbei iibt es auf das untersuchte, Sauerstoff aus-
hauchende Object einen giinstigen Einfluss aus, indem es demselben
reducirbare Substanz, vor Allem Kohlenssiure zufiihrt.

Dies Reagens sind die gewoshnlichen K#ulnisshakterien,
namentlich die kleineren Formen (Bacterium termo Cohn 1),

Das ausserordentlich grosse Sauerstoffbediirfniss der heweg-
lichen Zustinde dieser Formen, namentlich der friseh geziichteten,
ist bekannt. Sie sammeln §ich zuniichst immer an der Oberfliiche
der Fliissigkeit in den dichtesten Schaaren. In einem an beweg-
lichen Bakterien sehr reichen Tropfen, der auf einen Objecttriger
gebracht und mit einem gewdhnlichen Deckglas bedeckt wird,
dringen sie sich alsbald in dichtem Gewimmel an den Rindern
des Tropfens zusammen; sind Luftblasen unter dem Deckglas im
Tropfen eingeschlossen auch um diese. Nach einiger Zeit — im
Allgemeinen desto frither, je mehr Bakterien der Tropfen enthilt —
erlahmt die Bewegung und hort endlich auf, zuerst in der Regel
in der Mitte des Tropfens, spiter im Umkreis etwaiger Luftblasen
— um so frither, je kleiner die Blase —, endlich an der Peripherie,
nahe dem Rande des Deckglases; hier jedoch nur, wenn die Bak-
terieen eine aus vielen Lagen dicht an einander gedriingter Indi-
viduen bestehende Schicht bilden. Diese lisst dann keinen Sauer-
stoff nach innen passiren. (Die Bakterien der #Husseren und
mitfleren Lagen bewegen sich nicht, weil sie keinen Platz
haben, und die der innersten nicht, weil der Sauerstoff schon
verzebrt ist, ehe er bis zu ihnen durchdrivgen kann.) Liiftet man
das Deckglas einen Moment, so tritt wieder fiir einige Zeit leb-
hafte Bewegung ein.

In der Gaskammer einem Strom moglichst reinen Wasser-

1) Auch andere mikroskopische Organismen konnen als Reagens auf
O benutzt werden, viele Infusorien®z B. (Paramaecium aurelia, Colpidium
colpoda u. a.). Aber die Vorziige der Bakterien liegen einmal in ihrer viel
geringeren Grosse und Masse (das mittlere Gewicht eines Bacterium termo
betrigt sicher nicht mehr als ein Tausendmillionstel Milligramm), dann in
der relativ viel grosseren Geschwindigkeit ihrer Bewegungen, die dabei viel
unmittelbarer an die Anwesenheit von freiem O gebunden sind, endlich vor
Allem auch in der bekanntlich nur allzugrossen Bequemlichkeif, mit der sie
jederzeit und #iberall zu haben sind.
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stoffs ausgesetzt, nimmt die Bewegung, wie u. a. Grossmann und
Mayerhausen im Utrechter Laboratorium zeigten, bald bis zu
volligem Stillstand ab. Dieser kann durch atmosphirische Luft
sofort wieder aufgehoben werden. Reiner Sauersteff wirkt oft noch
mehr beschleunigend, als gewthnliche Luft.

Lisst man zu einem, zwischen zwel Glisern eingeschlossenen
Tropfen, in dem alle anfangs schwirmenden Bakterien zur Ruhe
gekommen sind, einen Tropfen defibrinirten, durch Schiitteln mit
Luft sauerstoffreich gewordenen Blutes vom Rande des Deckglases
her zufliessen,, so erwacht die Bewegung an der Grenze beider
Flissigkeiten alsbald wieder. Dies geschiebt nicht, oder doch
hochstens an ganz vereinzelten Punkten und anf sehr kurze Zeit,
wenn man statt arteriellen Blutes solches nimmt, durch das nn-
mitlelbar zuvor Kolilenoxyd in starkem Strom ifingere Zeit hindurch-
geleitet ward.

Bringt man nun in einen an bewegungsfihigen Bakterien
reichen Tropfen einige griine Zellen, z. B. Euglena, Stiickchen von
Fadenalgen, oder einige braune Diatomeen (Navicula z. B.), bedeckt
mit dem Deckglas und stellt eine oder mehrere dieser Zellen im gut
erlenchteten Gesichtsfeld des Mikroskeps bei etwa .2—3800 maliger
Vergrosserung ein, so sieht man, wie sich in kurzer Zeit lebhaft
schwirmende Bakterien um diese Zellen anhiufen. Diesclben
bleiben hier noch in lebhaftester Bewegung, wenn an allen iibrigen
Stellen im Tropfen bereits volliger Stillstand eingetreten ist.

© Verdunkelt man nun plotzlich das Gesichisfeld so weit, dass
die schwirmenden Bakterien nur eben noch deutlich sichtbar

sind (oft reicht viel geringere Verdunkelung aus), so steilen letztere
~alsbald ihre Bewegungen ein und bleiben entweder still am Ort
liegen oder zerstrenen sich allm#hlich durch Molekularbewegung
in der umgebenden Fliissigkeit.

Lisst man jetzt wieder volles Licht einfallen, so beginnen
augenblicklich die hin und her schiessenden Bewegungen im Um-
kreis der chlorophylihaltigen Zelle aufs Neue, beziiglich hiufen
sich die schwirmenden Bakterien daselbst aliméihlich wieder an.

Diese Versuche konnen in kurzer Zeit am ndmlichen Object
viele Male mit stets gleichem Erfolg wiederholt werden. ’

Die néchstliegende und, wie genauere Priifung lehrt, anch
die einzig zuldssige Erklirung der letztheschriebenen Erscheinun-
gen ist diese: Die ehlorophyllhaltigen Zellen scheiden im Lichte
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Sauerstoff ab und dieser ist es, der die Bakterien veranlasst sich
zu bewegen und an der Sauerstoffquelle sich anzusammeln ). Im
Dunkeln hort die Sauerstoffausscheidung auf und der infolge des
raschen Sauerstoffverbrauchs der Bakterien jetzt eintretende Sauer-
stoffmangel macht den Bewegungen ein Ende.

In den Bewegungen der Fidulnissbakterien ist demnach ein
ebenso einfaches wie Husserst empfindliches Reagens auf freien
Sauerstoff gegeben.

Von all den Anwendungen, welche das neue Reagens auf
biologischem wie auch auf rein chemischem und physikalischem
Gebiet finden kann, wiinsche ich hier nicht zu sprechen, denn ich
habe bisher wesentlich nur die O-ausscheidung pflanzlicher (und
einiger thierischer) Organismen genauer untersucht. Eine nihere
Beschreibung und Kritik der Methode, wie die ausfiihrlichere, von
Abbildungen begleitete Darstellung der Einzelergebnisse, nebst
den daran anzukniipfenden theoretischen Bemerkungen sollen an
einem anderen Orte gegeben werden. Hier seien nur die wesent-
lichen bisher sichergestellten Resultate kurz mitgetheilt. Sie
mogen zugleich Belege fiir die Brauchbarkeit und Tragweite der
Methode liefern ).

1) Letztere Thatsache scheint mir ebenso, wie die Ansammlung griiner
Flagellaten, Zoosporen u. dergl., (Euglena z B.) im Licht nur unter An-
nahme eines Empfindungsvermdgens erklérlich zu sein. Wer die Bewegungen der
Bakterien, namentlich bei starker Vergrésserung genau studirt hat,der wird sich
nicht verhehlen k6nnen, dass sie so entschieden den Schein willkiirlicher, intelli-
genter Bewegungen erwecken, wie nur irgend welche Bewegungen von Mi~
kroorganismen entschieden thierischer Art. Dies zusammengenommen mit
dem enormen O-bediirfniss und der starken CO,-ausscheidung weist den be-
weglichen Bakterien mit noch grosserer Bestimmtheit einen Platz unter den
nbeseelten” thierischen Wesen an, als ihre morphologischen Beziehungen sie
den pflanzlichen Organismen zuordnen.

2) Zur Priifung der folgenden Angaben geniigt die Apwendung ge-
wohnlichen Lampenlichts, das wegen seiner Constanz dem Tages- oder Sonnen-
licht im Allgemeinen weit vorzuziehen ist. Es geniigt, mittelst Planspiegel
und Condensorlinse ein (nach Belieben mehr oder weniger scharfes) Flammen-
bild in der Ebene des Objects zu erzeugen, um iiber fast alle erforderlichen Licht-
starken disponiren zu konnen. Sehr empfiehlt es sich, im dunkeln Mikroskopir-
kasten, der alles auffallende Licht vom Object fernhilt, zu arbeiten. (Vgl
iiber diesen, in Holland schon sehr aligemein verbreiteten Apparat Pfliiger’s
Archiv, Bd. XXTII, p. 577, 1880).
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Folgendes sind diese Resultate:

Alle chlorophylihaltigen Zellen niederer und htherer Pflanzen,
welche untersucht wurden, scheiden im Licht Sauerstoff ab. Dies
gilt auch von denjenigen niederen Organismen, welche statt der ge-
wohnlichen griinen eine braune (z B. Diatomeen), olivengriine
oder spangriine Farbe (viele Flaggellaten, Oscillarien) besitzen.
Rothgefirbter (Haematococcus z. B.) konnte ich noch nicht habbaft
werden.

Auch chlorophylihaltige Thiere (Paramaecium bursaria, Hydra
viridis) entwickeln im Licht Sauerstoff, z. Th. sehr energisch.

Chlorophyllfreie, aber etiolinhaltige Zellen des Blatt-
parenchyms im Dunkeln gekeimter Pfliinzehen von Nasturtium
scheiden (im Gegensatz zur herrschenden Ansicht), in Licht von
missiger Helligkeit gebracht, augenblicklich O ab. Noch nach ein-
stindiger Einwirkung des nimlichen Lichtes (constante Gasflamme)
bei gleicher Temperatur (21¢C.) war die gelbliche Farbe der
Zellen bez. der ganzen Blittchen nicht merkbar verindert.

Die Energie der Sauerstoffausscheidung ist bei verschiedenen
Arten von Zellen im Allgemeinen desto grisser, je grosser der Ge-
halt an Chlorophyll oder anderem, physiologisch diesem entspre-
chenden Farbstoff, (sebr gross z. B. bei Euglena viridis, bei
jungen Zellen von Zygnema, klein bei Spirogyra-zellen mit weit
abstehenden schmalen Chlorophyllbiindern, bei den Stemazellen
der Blattepidermis von Tradescantia u. a.)

Zellen mit farblosem Protoplasma scheiden keinen Sauerstoff
ab (Monaden, Amtben, Myceliumfiden von Schimmelpilzen, Wur-
zelhaare von Hydrocharis, farblose Zellen des Parenchyms albi-
notischer Ahorn-Blitter u. s. w., ebenso alle bisher untersuchten
chlorophyllfreien thierischen Zellen).

Zellen mit gefarbtem Zellsaft, aber chlorophylifreiem Proto-
plasma (Zellen der Staubfidenhaare von Tradescantia virginica,
Zellen vieler Blumenblitter) entwickeln keinen O im Licht.

In jeder lebenden Zelle hat O-entwickelung nur da — aber
auch tiberall da — statt, wo Chlorophyllkorper liegen. (Bei Zyg-
nema cruciatum h#ufen sich die Bakterien ausschliesslich oder
vorzugsweise an den den zwei Chlorophyllkérpern zunichst lie-
genden Stellen der Zelloberfliche an, bei Spirogyra besonders

B, Pfliager, Archiv f. Physiologie. Bd. XXV, 20
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langs der Chlorophylibdnder, bei Mesocarpus da, wo die Chloro-
phyllplatte der Zellmemhran anliegt u. s. w.)

Hat sich der Chlorophyllktrper, mit oder ohne die wand-
stindige Protoplasmaschicht, von der Zellmemhbran (unter Durch-
treten von Zellsaft) zuriickgezogen, so kann die O-abscheidung
noch energisch fortdauern (sehr deutlich bei Zygnema, Spirogyra,
Mesocarpus u. a.) Auch kann das Protoplasma mit den Chloro-
pbylleinschliissen ausgeflossen, ersteres selbst ganz  zerstort
sein, ohne dass die O-abscheidung aufhort. Einzelne vollig iso-
lirte Chlorophyllkérper von noch nicht 0.005 mm Durchmesser
konnen- noch lange fortfahren im Licht Sauerstoff auszuhauchen
(sehr schin nachweisbar bei Hydra viridis, aber auch bei vielen
Pflanzenzellen). »

Auch partiell abgestorbene Chloropbyllkdrper konnen noch
mit ihren unzerstorten Resten O ausscheiden (sehr bequem de-
monstrirbar bei Mesocarpus, Spirogyra, Navienla, Closterium w. a.).

Sobald aber die Struktur des Chlorophyllkorpers iiberall zer-
stort ist (z. B. durch Quellung, resp. Losung) hort die Moglichkeit
der O-produktion sofort und definitiv anf. 1)

Chlorophyilhaltige Zellen mit lebhaft beweglichem Protoplasma
(Euglena, Vallisneria) scheiden Sauerstoff ab, gleichviel ob das
Protoplasma rubt oder sich bewegt.

Elektrische Reize (Induktionsstrome), welche geniigten, um
Euglena zu maximaler Contraktion (Kugelgestalt) zu veranlassen,
brachten, auch bei 1 Minute lang in kurzen Intervallen (1 Sek.)
fortgesetzter Einwirkung keine sichtliche Aenderung der Sauer-
stoffausscheidung dieses Organismus hervor.

In jeder Periode des Wachsthums, wie auch in jedem Augen-
blicke wihrend der Zelltheilung, findet O-abscheidung statt (bei
Zygnemeen, Diatomeen, Flagellaten u. dgl. besonders leicht nach-
weishar).

1) Die vorstehenden Resultate gentigen wohl bereits, um die Richtig-
keit der bisherigen Anschauungen der Pflanzenphysiclogen iiber die wesent-
liche Function des Chlorophyll in der lebenden Pflanze gegeniiber den neuer-
dings von Pringsheim in iibrigens hdchst bemerkenswerthen Arbeiten ent-
wickelten Ansichten darzuthun.
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Der Zellkern scheint keinen Einfluss auf den Vorgang zu
haben.

In allen untersuchten Fillen ist die O-abscheidung absolut
an Einwirkung von Licht gebunden.

Die Wirkung des Lichts ist eine durchaus ortliche. Wird
eine Zelle oder auch ein einzelner Chlorophyllkérper nur partiell
beleuchtet, der tibrige Theil im Dunkel (oder Halbdunkel) gelassen,
so hiufen sich die Bakterien nur um den erleuchteten Theil an.
(Ein direkter Einfluss des Lichtes auf die Bewegungen der Bak-
terien, unabhiingig also von der Vermittlung lebendigen Chloro-
phylls, besteht nicht.)

Mit wachsender Intensitit des Lichts steigt innerhalb gewisger,
ziemlich weiter Grenzen die O-abscheidung.

Die minimale Lichtstdrke, bei welcher der Process anfingt
deutlich merkbar zu werden, hiingt von der Art und dem Zustand
der Zelle wie auch der Bakterien ab. Unter den Bedingungen,
unter welchen ich untersuchte, sehien dies Minimum beinahe immer
weit hoher zu liegen als das Minimum fiir die Perception mittelst
des Auges.

Das Maximum der O-production wurde in vielen I&llen
unzweifelhaft erst bei einer Lichtstirke erreicht, welche fiir das
Aunge als ultramaximale bezeichnet werden muss. In anderen
schien dies nicht der Fall zu sein.

Licht verschiedener Wellenlinge hat im Allgemeinen einen
specifisch verschiedenen Einfluss auf die Energie der Sauerstoff-
entwickelung. Ultrarothe, durch eine Lisung von Jod in Schwe-
felkohlenstoff von den sichtbaren ziemlich vollstindig isolirte
Strahlen waren stets inaktiv. Sebr aktiv dagegen war schon
Roth zwischen 0.70 und 0.60xc Wellenldnge, Orange und Gelb
ebenfalls, vielleicht noch stirker. Griin wirkte fast immer am
schwiichsten, Blau (unterhalb 0.50z) oft merklich stirker. (Die
verschiedenen Farben waren entweder reine Spektralfarben oder
durch absorbirende Fliissigkeiten oder Gliser erhalten, in den letz-
teren Fiillen stets spektroskopisch genau untersucht und moglichst
monochromatisch gemacht.) ,

Zwischen Moment des Lichteinfalls und Beginn der O-ent-
wickelung verlsuft keine merkbare Zeit. Ebenso scheint im
Moment der Lichtentziehung die O-production still zu stehen. Es
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fing wenigstens in vielen Fillen die Bewegung der um eine griine
Zelle (Euglena, Navicula z. B.) oder ein isolirtes Chlorophyllkorn
(Hydra viridis u. a.) angesammelten und durch kurzdauernde Be-
schattung vollig zu Ruhe gekommenen Bakterien scheinbar
gleichzeitig mit dem FKinfallen hellen Lichtes in grosser Leb-
haftigkeit wieder an. Und in solehen Fillen stand sie auch nach
plotzlicher Beschattung nicht selten augenblicklich oder doch
innerhalb kaum einer Sekunde still.

(Aus dem Bonner physiologischen Laboratorium.)

Zweitér kritischer Beitrag zur Titration des
Harnstoffs.

(Eine Antwort an das physiologische Laboratorium in Miinchen.)
Von

E. Pfliger.

Dr. Max Gruber hat soeben in einer aus Voit’s Labora-
torium hervorgegangenen Untersuchung !) die Grisse der Beobach-
tungsfehler verschiedener Titrationsmethoden des Harnstoffs ver-
glichen und die Behauptung aufgestellt, dass meine Methode

1) Der Titel ist: ,Liebig’s Methode der Harnstofftitrirung und ihre
Modificationen. (Zur Abwehr gegen die Angriffe von Prof. E. Pfliiger in
Bonn.)*— Band 17 (1881).— Das betreffende Hef} ist hier in Bonn (Pfingsten) noch
nicht im Buchhandel. Ich muss deshalb die Paginirung des mir von Miinchen
geschickten Separatabdrucks bei der Citation benutzen.



