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N e u e  M e t h o d e  z u r  U n t e r s u c h u n g  d e r  Sauers to f f -  

a u s s c h e i d u n g  p f l a n z l i c h e r  u n d  t h i e r i s c h e r  

O r g a n i s m e n ,  

Von 

T h .  ~u E n g e l m a u n  
in Utrech~. 

Die im Folgenden mitzutheilende Methode unterscheidet sich 
principiell von allen bisher zu gleichem Zwecke eingeschlagenen 
Verfahren: dem g'asanalytischen ( Ingenhousz ,  Th. de Sa ussu �9  
Bouss ingau l t  u. a.), dcr Methode des Blasenz~thlens (Dutrochet ,  
Sachs ,  Pfeffer  u. a.), de�9 Phosphormethode (Boussingault) .  

Kraft der Art des Reagens, welches sie zum ~achweis des 
Sauerstoffs benutzt, gestattet sie, jeden beliebigen mikroskopisch 
kleinen Elementarorganismus, ja jedes mikroskopisch unterscheid- 
bare Theilchen eines solchen (z. B. ein einzelnes Chlorophyllkorn) 
auf O-ausscheidung zu prtifen und die Griisse der etwaigcn Aus- 
scheidung inaerhalb gewisser Grenzen zu sch~tzen. 

Die Empfindlichkeit des Rcagens ist so gross, dass Sauer- 
stoffmengen von zuverl~ssig weit weniger als einem Hundertbillionstel 
Milligramm noch bcquem nachgewicsen werden kSnnen. Es ist 
selbst nicht unwahrscheinlich, dass die klcinsten, mit Sicherheit 
nachweisbaren Sauerstoffmengen innerhalb der Grenzen liegen, 
welche di~ theoretische Physik auf verschiedenen Wegcn f|ir das 
Gcwicht des einzelnen Sauerstoffmolektils zu berechuen gestattet. 

In Verbaud hiermit eriblgt die Riiction so schnell, dass 
plStzliche Aenderungen in der GrSsse der O-ausscheidung momen- 
tan, ohne merkbarcn Zeitverlust, angezeigt werden. 

Das Reagens erlaubt in jedem einzelnen Falle, die Abh~ingig- 
keit der Sauerstoff” von verschiedcnen physikalischen, 
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chemischen, morphologisehcn und physiologischen Bedingungen zu 
untersuchen. Nebenbei tibt es auf das untersuchtc, Sauerstoff aus- 
hauchende Object cinen gtinstigen Einfluss aus, indem es demselben 
reducirbare Substanz, vor Allem Kohlens~ure zufiihrt. 

Dies Reagens sind die gewShnlichen Faulnissbakterien, 
namentlich die kleineren Formen (Bacterium termo Cohn 1). 

Das ausscrordentlich grosse Sauerstoffbediirfniss der bewe•- 
l�8 Zust~nde dieser Formen, namentlieh der fi'isch geztichteten, 
ist bekannt. Sic sammeln ~ich zun~chst immer an der Oberflliche 
der Fltissigkeit in den dichtesten Schaarcn. In einem an beweg- 
lichen Bakterien sehr reichen Tropfen, der auf einen Objecttriiger 
gebracht und mit einem gewShnlichen Deekglas bedcckt wird, 
dr~ingen sic sich alsbald in dichtem Gewimmel an den Randern 
des Tropfens zusammen; sind Luftblasen unter dem Deckglas im 
Tropfen eingeschlossen auch um diese, bTach einiger Zcit -- ira 
Allgemeinen desto frtiher, je mehr Bakterien cicr Tropfen enthi~lt - -  
erlahmt die Bewegung und h(irt endlich auf, zuerst in der Regel 
in der Mitre des Tropfens, sp~ter ira Umkreis etwaiger Luftblasen 
-- um so friiher, je kleiner die Blase --, endlich an dcr Peripherie, 
nahe dem Rande des Deckglases; hier jedoch nur, wcnn die Bak- 
terieen eine ans vielen Lagen dicht an einander gedriingtcr Indi- 
viduen bestehende Sehicht bildcn. Diese li~sst dann keinen Sauer- 
stoff nach innen passiren. (Die Bakterien der ~usseren und 
mittleren Lagen bewegen sich nicht, weil sic keinen Platz 
haben, und die de�8 inners~cn nieht, weil der Sauerstoff schon 
verzehrt ist, ehe er bis zu ihnen durehdriugœ kann.) Ltiftet man 
das Deckglas einen Moment, so tritt wicder ftir einige Zeit leb- 
halte Bewegung ein. 

In der Gaskammer einem Strom mSglichst reinen Wasser- 

1) Auoh ~ndere mikroskopisohe Org~n{smen k6nnen als Reagens auf 
0 benutzfi werden, viele Infusorien" z. B. (Paramaecium aurelia, Colpidium 
colpod~ n. a.). Aber die Vorzlige der B~kterien liegen einm~l in ihrer riel 
geringerell GrOsse und Masse (d~s mittlere Gewicht eines Baoterium termo 
betrggt sicher nicht mehr als ein Tausendmillionstel Milligr~mm), dann in 
der relativ viel grSsseren Geschwindigkeit ihrer Bewegungen, die dgbei riel 
unmittelbarer an die Anwesenheit von freiem 0 gebunden sind, endlich vor 
Allem ~uch in der bek~nntlich nur ul]zugrossen Bequemlichkeit, lait der sie 
jederzeit und ilberall zu haben sind. 
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stoffs ausgesetzt, nimmt die Bewegung, wie u. a. G r o s s m a n n  und 
M a y e r h a u s e n  ira Utreehter Laboratorium zeigtcn, bald bis zu 
vSlligem Stillstand ab. Diesel" kann dul/eh atmosph~trisehe Luft 
sofort wieder aufgehoben werden. Reiner Sauerstoff wirkt off noch 
mehr beschleunigend, als gew~hnliehe Luft. 

Lgsst man zu einem, zwisehen zwei Gl~sern eingesehlossenen 
Tropfen, in dem alle anfangs schw:” Bakterien zur Ruhe 
gekommen sind, einen Tropfen defibrinirten, dureh Sehtitteln mit 
Luft sauerstoffreieh gewordenen Blutes veto Rende des Deekglases 
her zufliessen,, se erwaeht die Bewegung an der Grenze beider 
Fltissigkeiten alsbald wieder. Dies geschieht nicht, oder doch 
h5ehstens an ganz vereinzelten Punkten und auf sehr kurze Zeit~ 
wenn man statt arteriellen Blutes solches nimmt, dureh das un- 
mittelbar zuvor Kohlenoxyd in starkem Strom l~ugere Zeit hindureh- 
geleitet ward. 

Bringt man nun in einen an bewœ Bakterien 
reiehen Tropfen einige grtine Zellen, z. B. Euglena, Stiickchen von 
Fadenalgen, oder einige braune Diatomeen (Navieuia z. B.), bedeckt 
mit dem Deekgla's und stetlt eine oder mehrere dieser Zellen ira gut 
erleuehteten Gesiehtsfeld des 1V~ikroskops bel etwa 2--300 maliger 
Vergr5sserung ein, se sieht man, wie sich in kurzer Zeit lebhaft 
sehw~trmende Bakterien um diese Ze]len anh~uf'en. Dieselben 
bleiben hier noeh in lebhaftester Bewegung, wenn an allen tibrigen 
Stellen ira Tropfen bereits v5!liger Stillstand eingetreten ist. 

Verduukelt man uun pl(itzlieh dus Gesiehtsfeld se weit, dass 
dis schw~rmenden Bakterien nur eben noeh deutlieh siehtbar 
sind (oft reieht riel geringere Verdunkelung eus), se stellen letztere 
alsbald ihre Bewegungen ein und bleiben entweder still ara Ort 
liegen oder zerstreuen sieh allmi~hlieh dureh Molekularbewegung 
in der umgebenden Fltissigkeit. 

Liisst man jetzt wieder volles Licht einfallen, se beginnen 
augenblickli.eh die hin und ber sehiessenden Bewegungen ira Um- 
kreis der ehlorophyllhaltigen Zelle aufs Neue, beztiglieh haufen 
sieh die sehw~trmenden Bakterien daselbst allm~hlieh wieder an. 

Diese Versuehe k~nnen in kurzer Zeit ara n~mliehen Object 
viele Mule mit stets gleiehem Erfolg wiederholt werden. 

Die ngehstliegende und, wie genauere Prtifung lehrt, aueh 
die einzig zulassige Erkliirung der letztbesehriebenen Erseheinun- 
gen ist diese: Die ehloroPhYllhaltigen Zellen seheiden ira Lichte 
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Sauerstoff ab and dicser ist es, der die Bakterien veranlasst sich 
zu bewegen und an der Sauerstoffquelle sich anzusammeln 1). Im 
Dunkeln hSrt die Saucrstoffausscheidung auf und der iniolge des 

raschen Sauerstoffverbrauchs der Bakterien jetzt eintretende Sauer- 
stoffmangel macht den Bewegungen ein Ende. 

In den Bewegungen der Faulnissbakterien ist demnach ein 
ebenso einfaches wie ausserst empfindliches Reagens auf freien 

Sauerstoff gegeben. 

Von all den Anwendungcn, welche des neue Reagens auf 

biologischcm wie auch auf rein chemischcm und physikalischem 

Gebiet finden kann, wtinsche ich hier nicht zu sprechen, denn ich 

habe bisher wesentlich nur die O-ausscheidung pflanzlichcr (nnd 

ciniger thierischer) Organismen gcnauer untersucht. Eine n~here 
Beschreibung und Kritik der Methode, wie die ausftihrlichere, von 

Abbildungen begleitete Darstellung dcr Einzelergebnisse, nebst 

don daran anzukntipfcnden theoretischen Bemerkungen sollen an 

einem anderen Orte gcgeben werden. Hier seicn nur die wesent- 
lichen bishcr sichergestellten Resultate kurz mitgetheilt. Sie 

mSgen zugleich Belcge ftir die Brauchbarkeit und Tragweite der 
Methode liefern ~). 

1) Letztere Thatsache scheint mir ebenso, wie die Ansammlung griiner 
F]agellaten, Zoosporen u. dergl. (Euglena z. B.) ira Lieht nur unter An- 
nahme eines Empfindungsvermilgens erk]iirlich zu sein. Wer die Bewegungen der 
Bakterien, namentlich bel starker VergrSsserung genau studirt hat, der wird sich 
nicht verheh]en kSnnen, dass sic se entsehieden den Schein willkiirlicher, inte]li- 
genter Bewegungen erwecken, wie nur irgend welehe Bewegungen von Mi- 
kroorganismen entschieden thierischer Art. Dies zusammengenommen mit 
dem enormen O-bedtirfniss und der starken C02-ausscheidung weist den be- 
weglichen Bakterien mit noeh grSsserer Bestimmtheit einen Platz unter den 
,,beseelten" thierisehen Wesen an, a]s ihre morphologischen Beziehungen sic 
den p~anz]iehen Organismen zuordnen. 

2) Zur Priifung der s Angaben genligt die Alawendung ge- 
wShnliehen Lampenlichts, des wegen seiner Constanz dem Tages- oder Sonnen- 
lieht im Al]gemeinen weit vorzuziehen ist. Es geniigt, mittelst Planspiegel 
und Condensorlinse ein (naeh Belieben mehr oder weniger seharfes) Flammen- 
bild in der Ebene des Objeets zu erzeugen, um liber fast alle erforderlichen Lieht- 
stiirken disponiren zu k6nnen. Sehr empfiehlt es sieh, ira dunke]n Mikroskol0ir - 
kasten, der alles auffallende Lieh~ veto Objeet fernhiilt, zu arbeiten. (u 
liber diesen, in Holland schon sehr allgemein verbreiteten Apparat P fl iig e r's 
Archiv, Bd. XXIII, p. 577, 18S0). 
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Folgendes sind diese Resultate: 

Alle chlorophyllhaltigen Zellcn niederer und h~iherer Pflanzen, 
welche untersucht wurden, scheiden im Licht Sauerstoff ab. Dits 
gilt auch von denjenigen niederen Organismen, welehe statt der ge- 
w(ihnliehen griinen eine braune (z. B. Diatomeen), olivengrUne 
oder spangrtine Farbe (viele Flaggellaten, Oseillarien) besitzen. 
Rothgef'�9 (Haematococcus z. B.) konnte ich noch nicht habhaft 
werden. 

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

Chlorophyllfreie, aber etiolinhaltige Zellen des Blatt- 
parenchyms ira Dunkeln gekeimter Pflanzchen von blasturtium 
scheiden (im Gegensatz zur herrschenden Ansicht), in Licht von 
miissiger ttelligkeit gebracht, augenblieklich 0 ab. Iqoch nach ein- 
stUndiger Einwirkung des n~mlichen Lichtes (constante Gasflamme) 
bei gleicher Temperatur (210 C.) war die gelbliche Farbe der 
Zellen bez. der ganzen Bli~ttchen nieht merkbar verandert. 

Die Energie der Sauerstoffausscheidung ist bci verschiedenen 
Arten von Zellen im Allgemeinen desto grSsser, je gr(isser der Ge- 
halt an Chlorophyll oder anderem, physiologisch diesem entspre- 
chenden Farbstoff, (sehr gross z. B. bel Euglena viridis, bei 
jungen Zellen von Zygnema, klein bel Spirogyra-zellen mit weit 
abstehenden schmalen Chlorophyllbiindern, bel den Stomazellen 
der Blattepidermis von Tradeseantia n. a.) 

Zellen mit farblosem Protoplasma scheiden keinen Sauerstoff 
ab (Monaden, Amiiben, Myceliumfaden von Schimme]pilzen, Wur- 
zelhaare von Hydrocharis, farblose Zellen des Parenchyms albi- 
notischer Ahorn-Bli~tter u. s. w., ebenso alle bisher untersuchten 
chlorophyllfreicn thierischen Zcllen). 

Zellen mit gefiirbtem Zellsaft, aber chlorophyllfreiem Proto- 
plasma (Zellen der Staubf~idenhaare von Tradeseantia virginica, 
Zellen vieler Blumenblatter) cntwickeln keinen 0 im Licht. 

In jeder lebenden Zelle bat O-entwickelung nur da -- aber 
aueh tiberall da - -  statt, wo Chlorophyllki~rper liegen. (Bei Zyg- 
nœ cruciatum hiiufen sich die Bakterien aussehliesslich oder 
vorzugsweise an den den zwei Chlorophyllk~irpern zunachst lie- 
genden Stellen der Zelloberfli~ehe an~ bei Spirogyra besonders 

]~? Pflfigcr, Archiv f. l~hysiologie. Bd. XX~. 2 0  
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liings der Chlorophyllb~nder, bci Mesocarpus da, wo die Chloro- 
phyllplatte der Zellmembran anliegt u. s. w.) 

Hat sieh der Chlorophyllk~rper�87 mit oder ohne die wand- 
st~ndige Protoplasmaschicht, von der Zellmembran (unter Durch- 
treten von Zellsaft) zuriickgezogen, so kann dic O-abscheidung 
noeh energiseh fortdauern (sehr deutlieh bel Zygnema, Spirogyra, 
Mesocarpus u. a.) Aueh kann das Protoplasma mit den Chloro- 
phylleinschltissen ausgefiossen, ersteres selbst ganz zerst(irt 
sein, ohne dass die O-absehaidung aufhiJrt. Einzelne viillig iso- 
lirte Chloraphyllk~irper von noch nieht 0.005 mm Durehmesser 
k(innen, naeh lange fartfahren ira Lieht Sauerstoff auszuhauchen 
(sehr schiJn naehweisbar bei Hydra viridis, aber aueh bel vielen 
Pflanzenzellen). 

Aueh partiell abgestorbana Chloraphyllk5rper k~nnen nach 
mit ihren unzerst~rten Resten 0 ausscheiden (sehr bequem de- 
manstrirbar bei Mesacarpus, Spirogyra, lqivieula, Clasterium u. a.). 

Sabald aber die Struktur des Chlaraphyllk~rpers Uberall zer- 
stSrt ist (z. B. dureh Quellung, resp. LSsung') hSrt die MSgli•hkeit 
der O-produktian sofart und definltiv auf. ~) 

Chloraphyllhaltige Zellen mit lebhaft beweglichem Protaplasma 
(Euglena, Vallisneria) seheiden Sauerstoff ab, gleiehviel ob das 
Prataplasma ruht oder sich bewegt. 

Elektriseha Reize (Induktionsstr~me), welche geniigten, um 
Euglena zu maximaler Cantraktion (Kugelgestalt) zu veranlassen, 
braehten, aueh bai 1 Minute lang in kurzen Intervallen (1 SeL) 
fartgesetzte�9 Einwirkung kaine sichtlicha Aenderung der Sauer- 
staffausseheidung dieses Organismus hervar. 

In jeder Pariade des Waehsthums, wie aueh in jedem Augen- 
blieke w~hrend der Zelltheilung, findet O-abscheidung statt (bei 
Zygnemeen, Diatameen, Flagellaten u. dgl. besonders leieht naeh- 
weisbar). 

1) Die vorstehenden Result,~~e geniigen wohl berei~s, um die Richtig- 
keit der bisherigen Anschauungen der Pflanzenphysiologen liber die wesent- 
liche Funotion des Chlorophyll in der lebenden Pflanze gegenliber den neuer- 
dings von P r i n g s h e i m  in iibrigens h5chst bemerkenswerthen Arbeiten ent- 
wickelten Ansichten darzuthun. 
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Der Zellkern scheint keinen Einfiuss auf den Vorgang zu 
haben. 

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

Die Wirkung des Lichts ist eine durchaus (irtliche. Wird 
eine Zelle oder auch ein einzelner ChlorophyllkSrper nur partiell 
beleuchtet, der tibrige Thcil ira Dunkel (oder Halbdunkel) gelassen, 
so hiiufen sich die Bakterien nnr um den erleuchteten Theil an. 
(Ein direktcr Einfiuss des Lichtes auf die Bewegungen der Bak- 
terien, nnabh~ngig also von der Vermittlung lebendigen Chloro- 
phylls, besteht nicht.) 

Mit waehsender Intensit~t des Liehts steigt innerhalb gewisser, 
ziemlich wci ter  Grenzen die O-abscheidung. 

Die minimale Lichtstiirke, bel wclcher der Process anfangt 
deutlich merkbar zu werden, hiingt von der Art und dem Zustand 
der Zelle wie auch dcr Baktcrien ab. Unter den Bedingungen, 
unter welchen ich untersuchte, schien dies Minimum beinahe immer 
weit h(iher zu liegen als das Minimum ftir die Perception mittelst 
des Auges. 

Das Maximum der O-production wurde in vielen Fiillen 
unzweifelha�9 erst bel einer Lichtst~rke erreicht, welche ftir das 
Auge als ultramaximale bezeichnet werden muss. In anderen 
schien dies nicht der FMi zu sein. 

Licht verschiedener Wellenl~inge hat im Allgemeincn einen 
spccifisch verschiedenen Einfiuss auf die Energie der Sauerstoff- 
entwickelung. Ultrarothe, dureh eine L~isung von Jod in Schwe- 
felkohlenstoff von den sichtbaren ziemlich vollstitndig isolirte 
Strahlen waren stets inaktiv. Sehr aktiv dagegen war schon 
Roth zwischen 0.70 und 0.60tt Wellenllinge, Orange und Gclb 
ebenfalls, vielleicht noch st~trker. Grtin wirkte fast immcr ara 
schw~ichstea, Blau (unterhalb 0.50~0 off merklich stiirker. (Die 
verschiedenen Farben waren entweder reine Spektralfarben oder 
durch absorbirende Fliissigkeiten oder Gl~ser erhalten, in den letz- 
teren F~tllen stets spektroskopisch genau untersucht und miiglichst 
monoehromatisch gemacht.) 

Zwisehen Moment des Lichteinfalls and Beginn der O-ent- 
wickelung verlauft keine merkbare Zeit. Ebenso scheint im 
Moment der Lichtentziehung die O-production still zu s tehen.  Es 
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ring wenigstens in vielen Fallen die Bewegung der um eine grUne 
Zelle (Euglena, Navicula z. B.) oder ein isolirtes Chlorophyllkorn 
(Hydra viridis u. a.) angesammelten und durch kurzdauernde Be- 
schattung vSllig zu Ruhe gekommenen Bakterien scheinbar 
gleichzeitig mit dem Einfallen hellen Lichtes in grosser Leb- 
haftigkeit wieder an. Und in solchen F~llen stand sie auch nach 
pliitzlicher Beschattung nicht selten augcnblicklich oder doch 
innerhalb kaum einer Sekunde still. 

(Aus dem Bonner physiologischen Luboratorium.) 

Z w e i t e r  k r i t i s c h e r  B e i t r a g  zur  T i t r a t i o n  des  

Harns to f f s .  

(Eine Antwort an das physiologische Laboratorium in MUnchcn.) 

Von 

E. Pf l~ger .  

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

1) Der Titel ist: , L i e b i g ' s  Methode der Harnstofftitrirung und ihre 
Modifieationen. (Zur Abwehr gegen die Angriffe von Pref. E. P f l f i g e r  in 
Bonn.)"-- Band 17 (1881).-- Das betreffende Heft ist hier in Bonn (Pfingsten)noch 
nicht ira Buchhandel. Ich muss deshalb die Paginirung des mir von Mfinchen 
geschickten Separatabdrueks bei der Citation benutzen. 


