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Quantitative Untersuchungen iiber die Farbstoffspeicherung

von Acridinorange in lebenden

und toten Hefezellen und ihre Beziehung

zu den elektrischen Verhaltnissen der Zelle*

Von HerMANN KOLBEL
Aus dem Botanischen Institut der Tierdrztlichen und Technischen Hochschule Hannover
(z. Naturforschg. 2 b, 382—392 [1947]; eingegangen am 9s. April 1947)

Verschiebung des IEPy des Protoplasmas verursacht wird. Diese ist der Ausdruck fir
eine bestimmte strukturelle Anderung des lebenden Substrates, welche beim Absterben
eintritt. Kataphoretische Untersuchungen an lebenden und toten Hefezellen bestétigten
dieses Ergebnis und zeigten weiterhin, dal der Farbstoff elektrostatisch gebunden wird.
Bei dieser Gelegenheit wurde die Methodik kataphoretischer Untersuchungen an ein-
zelnen Zellen verfeinert. Wie qualitative spektroskopische Untersuchungen des Acridin-
orange in wifiriger Losung ergaben, wird die unterschiedliche Fluoreszenzfarbe ver-

schieden konzentrierter Lésungen

durch selektive Léschung  der kurzwelligeren

Fluoreszenzbande oder deren Verschiebung in das lingerwellige Gebiet hervorgerufen.
Die auferordentlich grolle ﬂuoreszenzmikroskopische Nachweisempfindlichkeit des
Acridinorange konnte rechnerisch ermittelt werden. AuBerdem konnte die grofle Affini- -
tit des Farbstoffions zu negativ geladenen Gruppen des Plasma-Eiweiles auf Grund
einer gegenseitigen morphologischen Abstimmung aufgezeigt werden.

Der basische Fluoreszenz-Farbstoff Acridin-
orange bietet nach den Untersuchungen
Struggers! die Méglichkeit, lebende und tote
Zellen im angefirbten Zustand fluoreszenzmikro-
skopisch zu unterscheiden. Da totes Cytoplasma
erheblich mehr Farbstoff aufnimmt als lebendes,
und sich gleichzeitig damit die konzentrations-
abhiingige Fluoreszenzfarbe des Acridinorange
von Griin nach Rot dndert, lassen sich die. im
mikroskopischen Bild befindlichen Protoplasten
durch einen cinmaligen Farbungsprozefy eindeutig
als lebend bzw. tot ansprechen (vergl. auch
Strugger?). Der Féarbungsvorgang wurde als
elektrostatische Kationenadsorption gedeutet und
die erhihte Speicherung der toten Zellen als Folge
einer Destruktion des submikroskopischen Auf-
baues des Protoplasmas, welche die Voraus-
setzung fiir eine grifere Adsorption des Farbstof-
fes schafft. Je nach der elektrischen Ladungsvertei-
* Auszug aus der im November 1946 bei der natur-
wiss. Fakultit der T.H. Hannover eingereichten Diss,
tS.Strugger, Jen. Z. Naturwiss. 73, 97 [1940].

*S. Strugger, Z. Fleisch- u. Milechhygiene 54,
161 [1943/44].

lung (in der Zellmembran und dem Cytoplasma)
und den Léslichkeitsverhiltnissen (in den Zell-
saftrdumen und den lipoiden Phasen) kommt eine
mehr oder minder starke Anfarbung zustande.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Farb-
stoffspeicherung von Acridinorange in lebenden
und toten Zellen quantitativ zu messen und die
physikalisch-chemischen Grundlagen fiir das Zu-
standekommen der Speicherung sowie des »Kon-
zentrationseffektes” zu kliren.

Als  Mefmethode fiir die Farbstoffspeicherung
eignete sich am besten die kolorimetrische Bestim-
mung der Restlésung. Das zu firbende Substrat
wurde zunéchst in die mit Phosphat-Puffer auf einen
bestimmten pa-Wert  eingestellte Farblosung einge-
bracht. Nach einer Firbedauer von jeweils 10 Min.
wurde zentrifugiert und die Konzentration der iiber-
stehenden Restlosung kolorimetrisch bestimmt. Hier-
zu fand ein Duboscq-Kolorimeter von Leitz Ver-
wendung. Die Messung der Wasserstoffionenkonzen-
tration (Cy-) erfolgte mit der Wasserstoff-Elektrode.
und dem Ionometer von Lautenschliiger.

1. Die Aufstellung der kolorimetrischen Eich-
kurve fiir Acridinorange in Wasser zur Priifung
des Beerschen Gesetzes ergab bis zu einer Kon-
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zentration von ¢=1,0-10—3 Mol/l den geradlinigen
“Verlauf dieser Kurve. Bei hoheren Konzentratio-
nen bleibt das Produkt aus Schichtdicke und Kon-
zentration nicht mehr konstant. Diese hier auftre-
tende Anomalie steht zweifellos in Zusammenhang
mit der Anderung der Fluoreszenzfarbe innerhalb
eines bestimmten Konzentrationsbereiches. Die im
folgenden zum Fiarben verwendeten Farbstoff-
losungen wurden in einer Konzentration von
¢=0,5-10—3 Mol/l hergestellt, welche etwa der-
jenigen -entspricht, die Strugger?! benutzte

(1:10000).
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Abb. 1. Dissoziationskurve von Acridinorange in H.0,
gemessen durch kolorimetrische Bestimmung der
Farbtiefe.

2. Zur Klirung der quantitativen Speicherungs-
vorgiinge war es auferdem notwendig, den ge-
nauen Verlauf der Dissoziationskurve zu kennen.
In der Literatur findet sich lediglich bei Jen-
sen?eine Angabe iiber den ,,Flu oreszenzindikator
Acridinorange* (Umschlagsbereich: pu 8,4—10,4;
Umschlagsfarben: farblos — gelbgriin). Diese An-
gaben sind bereits von Strugge r! einer Kritik
unterzogen worden. Die exakte kolorimetrische
Bestimmung der Dissoziationskurve des Acridin-
orange (¢ =0,5-10—3 Mol/l) ergab den in Abb. 1
wiedergegebenen Verlauf. Danach ist der Farb-
stoff bis py 6,5 vollstindig dissoziiert. Beim Meb-
punkt py 10,8 war bereits ein kristalliner Nieder-
schlag ausgefallen, so dal von hier ab die Mes-
sungen nicht mehr reale Werte ergaben.

3. Die Messung der Farbstofispeicherung in
Modellsubstanzen erschien zunichst grundlegend
wichtig fiir die Beurteilung derjenigen in lebenden

s K. A. Jensen, Z. analyt. Chem. 94, 177 [1933].
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und toten Zellen, da jene chemisch wesentlich
definiertere Stoffe darstellen. So wurden als Mo-
delle fiir die Zellmembran Verbandwatte (Cellu-
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Abb. 2. Farbstoffspeicherung von Acridinorange
(¢ = 0,5-10—3 Mol/l) in Cellulose (I) und Gelatine (IDn).

lose) und fiir das Cytoplasma Gelatine (denatu-
rierte Eiweilkorper) verwendet. Abb.2 zeigt die
Speicherungskurven fiir diese beiden Substanzen.
Thr Verlauf wird bestimmt durch die Dissozia-
tionskurve des Farbstoffes und durch die Kurve,
welche die Grobe der elektrischen Ladung bei ver-
inderlicher Cg- behandelt. Bei der Cellulose (I)
wiirde Abb. 3 diese Verhiltnisse schematisch wie-
dergeben. Der begrenzende Faktor fiir die Farb-
stoffaufnahme trotz steigender elektrischer Ladung
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Abb. 3. Schematische Darstellung zum Zustandekom-

men der Speicherungskurve fiir Cellulose. A: Disso-

ziation des Farbstoffes. B: Elektro-negative Ladung
der Cellulose. C: Speicherungskurve.

Bereitgestellt von | Technische Informationsbibliothek Hannover

Angemeldet
Heruntergeladen am | 06.12.18 10:41



384

mit wachsender Cy- ist somit der Abfall der Disso-
ziation des Farbstoffes. Das Maximum der Spei-
cherung muf also bei pm 6,5 liegen. Bei dem glei-
chen Wert liegt auch das Speicherungsoptimum
fiir die Gelatine (II). Ein auffilliger Unterschied
ergibt sich beim Vergleich dieser Kurven: Ent-
sprechend der stetigen Zunahme der elektro-nega-
tiven Ladung der Cellulose nimmt ebenso auch die
Farbspeicherung zu; die Speicherung der Gelatine
hingegen erfihrt in dem Bereich um pu 3,3 eine
fast sprunghafte Erhohung. Dieser plstzliche An-
stieg ist zuriickzufiihren auf die Uberschreitung
des isoelektrischen Punktes (IEP) der Gelatine,
worauf bereits Pischinger® hingewiesen hat.
Unterhalb des IEP sind die Eiweillkorper positiv
geladen; es kann daher auch keine elektro-
adsorptive Bindung mit dem Farbstoffkation er-
folgen, doch tritt TImbibition ein, wofiir die
schwache Griin-Fluoreszenz der im extrem sauren
Bereich (unter py 3,3) gefirbten Gelatine spricht.
Die kolorimetrische Messung der Farbstoff-
adsorption an EiweiBkorpern, die als Gel vorlie-
gen, gestattet also, ihren IEP zu bestimmen
(vergl. Drawerts). ‘

4. Fiir die folgenden Messungen schien Bicker-
hefe (Saccharomyces cerevisiae) sehr geeignet, da
sie gegen die Anderung der Cy verhiltnismaBig
resistent und fiir die geplanten kataphoretischen
Versuche brauchbar ist.

Um den Unterschied der Farbstoffspeicherung zwischen
lebenden und toten Zellen festzulegen, wurde eine Hefe-
suspension (Leitungswasser pg 1,0—7.2), die 0,1 g Hefe
enthielt, mit Farbstofflosung zu 100 cm3 aufgefiillt, so daBl
die Konzentration des Farbstoffes in der Gesamtlosungs-
menge wiederum 0,5-10—3 Mol/] betrug. Die Differenz
der Konzentration zwischen der gleichermafien ver-
diinnten urspriinglichen Farbstofflosung und der
Restlésung ergab die aufgenommene Farbstoffmenge,
deren prozentuale Angabe sich also auf 100 mg Hefe
bezieht. Das Verhiiltnis von lebenden und toten Zel-
len wurde durch Auszéhlung im Fluoreszenzmikro-
skop bestimmt, wobei sich ergab, daBl frisches Mate-
rial immer 95—98% lebende Zellen enthielt. Die toten
Zellen wurden durch 3 Min. langes Eintauchen des
mit der Hefesuspension gefiillten Mefikolbens in ein
siedendes Wasserbad erhalten. :

Es zeigte sich, daB die Farbstoffspeicherung
vornehmlich der lebenden Zellen ie nach Herkunft
und physiologischem Zustand (Alter) recht unter-
schiedlich sein kann. So speichert z. B. hungernde,
aber noch voll lebensfihige Hefe schon wesent-

* A . Pischinger, Z. Zellforschg. 3, 169 [1926].
*H. Drawert, Flora 32, 91 [1937]
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lich mehr Farbstoff als frische. Folgende Zahlen
mogen hier wiedergegeben werden :

I a) Frische lebende Hefe speichert:
0,5% Acridinorange,
b) die gleiche Hefe, durch Hitze getotet, speichert:
6,3% Acridinorange.
IT a) Altere lebende Hefe speichert:
3,3% Acridinorange,
b) die gleiche Hefe, durch Hitze getotet, speichert:
6,4% Acridinorange.

Mit Hilfe dieser Zahlen wurde die fluoreszenzmikro-
skopische Nachweisempfindlichkeit des in Hefezellen
adsorbierten Acridinorange bestimmt. In einer Zihl-
kammer (Tiefe: 0,05 mm, ohne Rasterung) wurden
die in iiblicher Weise aufgeschwemmten und gefirh-
ten Hefezellen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop aus-
gezihlt. Die seitliche Begrenzung des Gesichtsfeldes
lieferte ein Ehrlichsches Zshlokular, dessen Seiten-
linge unter dem Mikroskop geeicht worden war.
Durch Auszihlung von ie 50 Raumeinheiten von
4 Priparaten und Mittelung wurde die Zahl der in
dem umgrenzten Raum befindlichen Hefezellen be-
stimmt. Mit Hilfe der oben angegebenen prozentualen
Werte der Speicherung wurden hieraus die in nach-
folgender Tabelle mitgeteilten Zahlen errechnet. Um
die Reproduzierbarkeit nachzupriifen, wurden beide
Hefen (I u. II) ausgezihlt.

9

I II

Anzahl der in einerl - 1
Raumeinheit beﬁnd-‘ 9 12

lichen Zellen

A

Gewicht von

= —10 —10 ;
1 Hefezelle 450-10"""mg | 600-10 mg ’\
1lebende 10 —10 |
2.-107" " mg 20-107 " mg
Speiche- ze”eﬂl _ k*;
rung 1 tote —10 —10
Zelle (| 27-107mg | 38.10"1 g ‘

Aus diesen Werten 148t sich weiterhin die An-
zahl der Molekiile berechnen, die eine Zelle aufge-
nommen hat und die somit ausreicht, um den fluores-
zenzmikroskopischen Nachweis zu ermoglichen. Das
sind im Fall:

I a) 4,6-108 Molekiile Acridinorange,
b) 6,4-109 Molekiile Acridinorange;

II a) 4,5-109 Molekiile Acridinorange,
b) 8,8-109 Molekiile Acridinorange.

Beim Vergleich der Werte von I und II sieht
man, dal} sie gréfenordnungsmifig iibereinstim-
men. Die wesentlich hohere Farbstoffaufnahme
der lebenden Zellen im Fall II gegeniiber Ia ist
auf das verschiedene Zellmaterial zuriickzufiih-
ren. Diese Zahlen — auch wenn sie nur groflen-
ordnungsmiBig zu verstehen sind — veranschau-
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lichen jedenfalls deutlich die grofie mikroskopische
Nachweisempfindlichkeit eines fluoreszierenden
Farbstofies, ebenso wie den erheblichen Unter-
schied in der Speicherung von lebenden und toten
Zellen, der in der Anderung der Fluoreszenzfarbe
des gefirbten Plasmas (lebend: griin, tot: kupfer-
rot) zum Ausdruck kommt. Diese Farbédnderung
hat ihre Ursache zwe:fellos, wie Strugger?® be-
reits gezeigt hat, in der Anreicherung des Farbstof-
fes im toten.Plasma (,.Konzentrationseffekt®). Die
Empfindlichkeit der fluoreszenzmikroskopischen
Nachweismethode ist nach den oben errechneten
Werten in einer Tabellevon Staudinger®etwa

S

% Farbstoffaufmahme —=

i
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Abb. 4. Die Geschwindigkeit der Farbstoffspeicherung
von Acridinorange (¢ =0,5-10—3Mol/l) in lebenden
(I) und toten (II) Hefezellen.

zwischen geruchssinnlicher ‘Wahrnehmbarkeit und
der elektroskopischen Nachweismethode der Ra-
dioaktivitit einzuordnen.

5. Auch die Geschwindigkeit der Farbstoffauf-
nahme bis zur Sittigung ist bei lebenden und
toten Zellen, wie Abb.4 zeigt, verschieden. Die
volle Hohe der Speicherung in den abgetdteten
Zellen wird schon in wenigen Minuten erreicht
und steigt dann nur noch schwach an, wihrend
die Farbstoffaufnahme der lebenden allmahlicher
vonstatten geht. Bei den toten Zellen liegt im
Gegensatz zu den lebenden ein offenes System vor,
so daB die grofere Geschwindigkeit der Farbstoff-
aufnahme verstdndlich wird.

6. Entsprechend der Auffassung, daf die er-
hohte Speicherung des toten Cytoplasmas durch
eine mehr oder minder weitgehende Zerstérung
der urspriinglichen (,lebenden®) Struktur der
zusammengesetzten Eiweifkorper des Plasmas

¢ H. Staudinger, Tabellen, Braun-Verlag, Karls-
ruhe 1935. '
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zustande kommt, konnte auch ein Einflufi des
Fizierungsmittels auf die Hohe der Farbstoffspei-
cherung ermittelt werden. Folgende Tabelle zeigt
die gefundenen Werte:

| - . Farlstoff- i
l Fixierungsmittel ‘ speicherung in %, “
‘ 3 Min.100°C . . . v v vt ! 6,4
| 96-proz. Alkohol . . . ... ... 7.9
[ m/1-HCl ... 8,0
| 8'Min. 1000 G + nL-HCI. . . 8,0
1-proz. Osmiumsgure (0s0,) .. 9,2 |
8 Min. 100° C + 1-proz. 0sO, . 10,0 “

Die unbehandelte Hefe nahm 4,0 % Farbstoff
auf. Im Vergleich hierzu nahm unbehandelte Gela-
tine 0,7% auf, wihrend die Behandlung mit OsOx
eine Erhohung der Speicherung auf 0,9% ergab.
Bemerkenswert ist die hohe Farbstoffspeicherung
nach Einwirkung des OsOa, welches als starkes
Zellgift bekannt ist. Es wére interessant, nachzu-
weisen, ob die Hohe des Farbstoffaufnahmever-
mogens in einer gesetzmiligen Abhingigkeit von
der Stirke eines Zellgiftes steht, etwa in der
Form, dab starke Giftwirkungen auch eine ent-
sprechend hohe Farbstoffaufnahme zur Folge
haben. Die Entscheidung hieriiber soll einer spa-
teren Arbeit vorbehalten bleiben.

7. In Fortfithrung der Untersuchungen tiber die
Abhiingigkeit der Speicherung von der Cy der
Farbstofflosung wurde lebende und abgetotete
Hefe in iiblicher Weise gefirbt und die Farbstoff-
aufnahme kolorimetrisch gemessen. Um eine

“grobtmogliche Genauigkeit der Messungen zu er-

zielen, wurde nach folgendem Arbeitsschema ver-
fahren:

Farblosung: 80 cm?®
+ Pufferlosung: 10 cm?

gepufferte Lsg.: 90 cm®

Pa

45 cm? 45 cm?

+ Hefesuspension: 5 cm’ + 5 cm3 Wasser

Zur Firbung: 50 cm?®

50 cm3 Vergleichslosung
und py-Messung

Abb.5 gibt den Verlauf der beiden Speicherungs-
kurven wieder. Die tote Hefe wurde mit Farbstoff-
lsungen gefarbt, die mit gewohnlichem destillier-

‘tem Wasser hergestellt worden waren, wihrend die

lebenden nur in solchen ungeschédigt blieben, die
mit Leitungswasser angesetzt wurden. Interessant
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war dabei die Beobachtung, dafy mit steigendem py
die Giftwirkung (,,0oligodynamische Wirkung*)
des in Kupfergefifien destillierten Wassers eben-
falls zunahm. Ahnlich wie bei der gefundenen
Speicherungskurve fiir die Gelatine zeigt sich
auch hier ein enger pu-Bereich, in welchem die
Farbstoffaufnahme eine plétzliche Erhshung er-
fahrt. Der Mittelwert dieses Bereiches, welcher
identisch ist mit dem Mittelwert aller isoelektri-
schen Punkte (IEPy) der Zelleiweilkorper und
damit den Umladungspunkt des Protoplasten dar-
stellt, liegt bei der

lebenden Hefezelle um pu 6,2 und bei der
hitzegetoteten ,, um pu 4,8.

S
|

% Farbstoaufnahme —>
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Abb. 5. Farhstoffspeicherung von Acridinorange
(¢ =0,5-10—3 Mol/l) in lebenden (I) und toten (II)
Hefezellen.

Die Denaturierung des lebenden Protoplasmas
hat also eine Verschiebung des IEP,; in das saure
Gebiet hin zur Folge und das unterschiedliche
Speicherungsvermigen des lebenden und toten
Plasmas findet mit in dieser Tatsache seine Be-
griindung, wie weiter unten noch niher ausge-
fithrt werden wird.

Abweichend von der Speicherungskurve fiir die
Gelatine zeigt sich die auch im alkalischen Be-
reich noch stindig steigende Farbstoffaufnahme
der Hefezellen. Der Grund hierfiir konnte sein,
dafl die in der Hefe vorhandenen Lipoide die un-
dissoziierten Farbstoffmolekiile aufzunehmen ver-
mogen.

8. Um weiterhin zu beweisen, daf} die Farbstoli-
aufnahme von Hefezellen auf einer elektrostati-
schen Bindung des Farbstoffkations an das nega-
tiv geladene Plasma-Eiweil beruht, wurden Ver-
suche angestellt, die bei Anderung der Cy nach

H KOLBEL

erfolgter Firbung auch eine Anderung in der
Grobe des Farbstoﬁspeicherungsverm@gens zei-
gen sollten.

Abgetitete Hefe wurde zunéchst oberhalb ihres
IEPy (> py 4.8) angefirbt (1. Fiarbebad), dann in
einer Pufferlgsung, deren Py unterhalb des IEPy,
(< pg48) lag, ausgewaschen (1. Auswaschbad) und
hierauf wiederum in einer Farblosung, mit gleichem
pg wie die erste, angefirbt (2. Farbebad). Diese
neuerdings gefirbte Hefe sollte nun in eine unge-
farbte Pufferlosung iiberfiihrt werden, deren py dies-
mal aber dem der Farblosung, in der sie gefirbt
wurde, entsprach (2. Auswaschbad). Nach jeder Fir-
bung bzw. Auswaschung, die in jedem Fall 10 Min. lang
vorgenommen wurde, folgte die Abzentrifugierung
der Zellen. Die Ergebnisse sind in nachfolgender
Tabelle zusammengestellt.

T

0,05 g Hefe haben

1. Férbebad . . 6,8

1. Auswaschbad 24 abgegeben: 0,0034 g

2. Firbebad . . 6,8 aufgenommen: 0,0042 g
‘ 2. Auswaschbad 6,2 abgegeben:  0,0004 g

|

|

-

aufgenommen: 0,0039 g !

Es zeigt sich also, daB der oberhalb des IEP
aufgenommene Farbstoff fast quantitativ wieder
abgegeben wird, wenn die Auswaschlésung ein PH
besitzt, das eine Umladung des Adsorbens zur
Folge hat. DaR ein geringfiigiger Rest in der Zelle
verbleibt, war zu erwarten, da ja nicht die ge-
samte Zellsubstanz als Ampholyt anzusprechen
ist und beispielsweise die Anfarbung der Zell-
membran auch in diesem extrem sauren Bereich
erfolgt. Bei der erneuten Anfirbung ergibt sich,
daf die Zelle etwa die gleiche Menge Farbstoff
wieder aufnimmt, die sie vorher abgegeben hat.
Der 2. Auswaschversuch zeigt, dall der Farbstoff
trotz des hohen Konzentrationsgefilles zwischen
Zelle und umgebendem Medium fest gebunden
bleibt. Die in diesem Falle erfolgte geringe Ab-
gabe des Farbstoffes entspricht ganz dem Unter-
schied im pg zwischen Farb-und Auswaschlésung.

Durch diese Versuche wird eindeutig bewiesen,
dall die Art der Bindung des Farbstoffes an das
Adsorbens elekirostatischer Natur sein muf. Die
Grofle der elektrischen Ladung aber ist nicht
allein mafgebend fiir die der Speicherung, wie
Vergleichsmessungen mit dem gleichfalls basi-
schen Fluoreszenzfarbstoff Auramin ergaben und
aus folgendem Protokollauszug hervorgeht:
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Farbstoffaufnahme
Hefezellen Aur;amin Acridinorange
Mol.-Gew.271 | Mol.-Gew. 265
I S N T N/ R
lebend . ... ... 1,0 3,1
tot . ... ‘ 1,56 © 6,7
vorgefiarbt mit ‘
Auramin . . . . . 3 1,0
nachgefirbt mit | : |
Acridinorange . . | 4,0 \
|

Somit kann die Anfirbung auch nicht eine blofe
Absittigung der elektrischen Ladung durch die
Farbstoff-Ionen bedeuten, sondern es miissen
noch andere Faktoren wirksam sein, die in steri-
schen oder anderen spezifischen Verhiltnissen zu
suchen sind. Jedenfalls ist die ,,Affinitat”® des
Acridinorange zum EiweiBmolekiil eine auffal-
lend grofie, was auf eine besondere morphologische
Abstimmung schliefien 14Bt.

9. Um einen weiteren Einblick in die elektri-
schen Verhiltnisse der lebenden und toten Hefe-
zelle im ungefdirbten und gefirbten Zustand zu
gewinnen, wurden Mikro-Kataphorese-Versuche
mit Hefezellen durchgefiihrt. Sie sollten gleich-
zeitig eine Bestiitigung der bisherigen Versuchs-
ergebnisse erbringen.

Als Kataphorese-Kammer diente nach Yama ha
und Ishii? ein Objekttriger, auf den entsprechend
geschnittene Deckglidschen aufgeklebt wurden, so daf
ein abgeschlossener Trog. entstand. Die unpolarisier-
baren Elektroden wurden nach Gicklhorn und
Umrath® mit folgender Abinderung hergestellt:
Die metallischen Zufithrungsdrihte wurden zu einer
Spirale aufgewickelt und das rechtwinklig gebogene
Glasrohrchen nur als Giefform benutzt, aus der die
Spirale mit der erstarrten, festhaftenden KCl-Agar-
Gallerte vorsichtig herausgezogen wurde. Eine so her-
gestellte Elektrode erwies sich als sehr geeignet,
da die sich bildenden Gasblischen augenblicklich
nach aufen traten, ohne die Spitze der Elektrode
merklich zu erschiittern. Zur besseren Handhabung
der Elektroden wurden diese in die Manipulations-
stifte des ZeiBschen Gleit-Mikromanipulators ge-
steckt, was eine erhebliche Erleichterung der einzel-
nen Operationen bedeutete. Um Spannung und Strom-
stirke entsprechend den giinstigsten Bedingungen
(85 V—3mA) variieren zu konnen, wurde die Po-
tentiometer-Schaltung verwendet. Da sich bei der
mikroskopischen Beobachtung schon die Atemluft auf
die Bewegung der suspendierten Teilchen auswirkt,

7G. Yamaha u. T.Ishii, Protoplasma 19, 194
[1933].

8 J.Gicklhorn u
4, 228 [1928].

K.Umrath, Protoplasma
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wurde oberhalb des Objektivs eine Pappe angebracht,
die den Tubus umschlof und so den Mikroskopier-
tisch vor Luftstromungen schiitzte.

Bei den folgenden Versuchen wurden 0,15 g Hefe
in 15 cm3-Leitungswasser suspendiert. Hinzu kamen
10 ¢m3 einer Pufferlésung und 25 cm3 Leitungswasser
bei der ungefirbten bzw. 25 cm3 Farblosung bei der
zu firbenden Hefe. Die Konzentration der Farbstoff-
stammlésung wurde so gewihlt, daf den Hefezellen
die gleiche Menge Farbstoff geboten wurde wie bei
den vorhergehenden Firbeversuchen. Beobachtet
wurde in /5 oder %/s der Kammertiefe unter Beriick-
sichtigung der von Smoluchowski’schen Formel:

1 1

D—d (12— + ]/—15) ;
wobei D die Kammertiefe ist, in welcher sich die Ge-
schwindigkeit des Suspensionsmittels dem Grenzwert 0
nihert, und d die Gesamttiefe der Kammer. Doch konnte
die Bewegung derjenigen Zellen, die sich an den Grenz-
flichen Glas—Fliissigkeit befanden, ebenfalls Auf-
schlub iiber den elektrischen Zustand der suspendier-
ten Teilchen geben, da deren Wanderungsrichtung
sich in jedem Fall als entgegengesetzt erwies, so daf}
diese zum gleichsinnig geladenen Pol wanderten. Auf
diese Beobachtung, die nicht auf einem elektroosmoti-
schen Effekt beruhen kann, wird weiter unten noch
eingegangen.

a) Ungefiirbte lebende Hefezellen. Die vorher auf
ihren Lebenszustand fluoreszenzmikroskopisch unter-
suchte frische Hefe wurde, wie oben angegeben, in
Pufferlosungen von verschiedenem pgy suspendiert.
Die kataphoretische Untersuchung ergab in dem py-
Bereich von 2,2—7,0 stets eine anodische ‘Wanderung.

b) Ungefiirbte tote Hefezellen. Lebende Hefe wurde
3 Min. auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und in
Pufferlésungen von abgestuftem pg eingebracht. Auch
hier wurde in dem gesamten py-Bereich von 2,8—6,4
nur eine anodische Wanderung beobachtet.

¢) Gefirbte lebende Hefezellen. Lebende Hefezellen
wurden in gepufferten Farblosungen angefirbt und
der Kataphorese unterworfen. Dabei ergab sich, daB
die Zellen unterhalb pg 6,3 zur Kathode und oberhalb
6,5 zur Anode wanderten. Durch Herstellen einer
Pufferlosung, welche die Hefe bei einem py von 6,4
suspendiert enthielten, wurde eine Cy- gefunden, bei
welcher sich die Zellen bei Stromschlull nur wenig
oder gar nicht bewegten. In diesem Punkt erwiesen
sich die Zellen als elektroneutral.

d) Gefiirbte tote Hefezellen. Die durch Erhitzen ab-
getotete Hefe wurde bei verschiedener Cy- angefiarbt
und zeigte bei der kataphoretischen Untersuchung bis
pg 4.8 kathodische und von py 5,0 an anodische Wande-
rung. Bei py49 verhielt sich der grobte Teil der
Zellen indifferent, so daf keine ausgesprochene Be-
wegungsrichtung zu erkennen war.

In allen Fillen, in denen zunichst eine katho-
dische Bewegung oder ein Stillstand der Zellen
unter dem Mikroskop beobachtet worden war, trat
in kurzer Zeit (¥ bis 5 Min.) nach Stromschlufi
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eine Umkehr der urspriinglichen Bewegungsrich-
tung bzw. eine allmihlich beginnende Bewegung
auf, so daBl in jedem Falle eine anodische Wande-
rung resultierte. Beobachtet man nicht nur in s
der Kammerhéhe, sondern auch die Bewegung der
Zellen, die sich am Boden der Kammer befinden,
so sieht man, daB sich diese — soweit sie nicht an
der Glaswand fest haften — immer in entgegen-
gesetzter Richtung bewegen (s. 0.). Ist die Wan-
derung in'/s Kammerhohe also zunichst eine katho-
dische, dann ist d’ejenige auf dem Kammergrund
eine anodische; wird nun nach kurzer Zeit die
Wanderungsrichtung in den mittleren Schichten,
aus mnoch ndher zu diskutierenden Griinden,
anodisch, so tritt nach einer geringen Verzoge-
rung auf dem Kammergrund eine kathodische auf.
Hieraus geht hervor, daBl es s‘ch hier nicht um
eine elektroosmotische Fliissigkeitshewegung han-
deln kann, welche diejenige der suspendierten
Teilchen iiberlagert. In einem solchen Fall miifite
die tiberlagernde Bewegungsrichtung der Fliissig-
keitslamellen, die sich an den beiden: Glasgrenz-
flichen befinden, bei gleicher Stromrichtung er-
halten bleiben, was aber im Fall zunéchst katho-
discher Wanderung nicht zutrifit. Hier scheint es
sich vielmehr um Bewegungen zu handeln, deren
Richtung in ursichlichem Zusammenhang mit der-
jenigen der suspendierten Teilchen in den mittle-
ren Schichten steht und schematisch nach Abb. 6
zu verstehen ist.

Das auffallendste Ergebnis der vorliegenden
Untersuchungen ist die Tatsache, daf} die unge-
tirbten Hefezellen keine Abhiingigkeit der Wande-
rungsrichtung von der Cy- des Dispersionsmittels
ergeben, wihrend die Wanderung der gefirbten
Zellen je nach der Cy- anodischer oder kathodi-
scher Natur sein kann und bei dem pu-Wert zum
Stillstand kommt, der als IEP ) der Hefezellen bei
den quantitativen Farbstoffspeicherungs-Messun—
gen gefunden wurde. Der besseren Ubersicht wegen
seien die gefundenen Werte in folgender Tabelle
nochmals angefiihrt:

Bestimmung des IEP, | 3

; | lebend tot
der Hefezellen | evendpy | tot py .
Quantitative Farbspeicherungs- }[ !
messunyg . . . ......... | 6,2 | 48 |
|
Bestimmung der : f l
kataphoret. Wanderung . . . ' 6,4 |49 |
L

H KOLBEL

Um eine Erklirung fiir die hier beobachteten
Erscheinungen geben zu kénnen, sei zunéchst an-
genommen, daf fiir die Wanderung der ungefiirb-
ten Hefe alle’n die negative Ladung der Grenz-
fliche (Zellmembran) verantwortlich zu machen
ist. Diese Ladung ist bei verschiedenem py ver-
schieden groB, sie wechselt aber niemals ihr Vor-
zeichen und mub deshalb immer eine anodische
Wanderung verursachen.

Werden nun lebende oder abgetitete Hefezellen
in die gepufferten Farbstofflssungen eingebracht, .

- 80 wird zunichst die Ladung der Zellmembran

mit Farbstoffkationen abgesiittigt. Eine Speiche-
rung des Farbstoffes im Cytoplasma kommt nur
dann zustande, wenn das pu der Pufferlésung
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Abb. 6. Kataphorese-Kammer., Schematische Darstel-

lung der verschiedenen Wanderungsrichtung in ver-
schiedenen Tiefen der Kammer.

oberhalb des TEP,, des Plasmas liegt. Die elek-
trische Absittigung der Zellwand bedingt, daf
nunmehr die fre’e Ladung des Plasmas zur Gel-
tung kommt und die kataphoretische Wanderung
bestimmt. .

Wie oben ausgefiihrt, wurde in allen Fillen
einer zunichst kathodischen Wanderung nach
kurzer Zeit eine Umkehr der Bewegungsrichtung
festgestellt. Diese Beobachtung ist in diesem Zu-
sammenhang so zu verstehen, dah unter der Wir-
kung des elektrischen Feldes wiederum eine Tren-
nung von Zellmembran und Farbstoffkationen
eintritt und beide entgegengesetzt geladenen An-
teile auch zu den entgegengesetzten Polen wan-
dern. Jetzt wird also wieder die elektro-negative
Ladung der Zellmembran wirksam und als End-
zustand ergibt sich in jedem Falle die anodische
Wanderung der Zellen. )

Wéihrend also die vollstandige Absittigung der
elektrischen Ladung der Cellulosemembran durch
die Acridinorange-Kationen maoglich ist, muf fiir
das Cytoplasma dagegen angenommen werden,
daB die Bindung zwischen negativ geladenem
Plasma und positiven Farbstoffionen niemals zu
einer elektrischen Neutralitédt fiihrt. Wire diese
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Absittigung auch in bezug auf das Cytoplasma
moglich, so miibten die angefirbten Zellen bis
zum IEP, eine kathodische Wanderung zeigen
— da die positive Ladung nicht abgeséttigt wer-
den kann —, bei héherem pg dann aber bis zum
-Abfall der Dissoziation des Farbstofles (bei
pr 6,5) in Ruhe bleiben. Erst bei noch hoherem
pg im alkalischen Gebiet diirfte eine anodische
Bewegungsrichtung beobachtbar sein, da das
neutrale Farbstoffmolekiil die steigende elek-
trische Ladung des Plasmas nicht zu kompensie-
ren vermag. In den untersuchten Fillen ist aber
niemals ein breites py-Intervall aufgefunden wor-
den, in welchem sich die Zellen unter Einfluf des
elektrischen Feldes nicht bewegten.

Zellen Py~ JEFRy py~7
AR | A | 7 e
ungeférbt B
L S TN=oT
® ® €] ® ® @ @
) e 2 e/@ &\@
geranht & ® | Tt -
Nt L 2 = ay="9
3 @ @ ® &
Abb. 7. Schematische Darstellung der elektrischen

Ladungsverhiltnisse in Membran und Plasma der un-
gefirbten und gefiirbten Zelle bei verschiedener Cy-
und im IEP . @ = Farbstoffionen.

Der Grund fiir dieses unterschiedliche Verhal-
ten der Membran und des Plasmas ist in Verh&lt-
nissen zu suchen, die sterisch begriindet werden

“miissen. Das Farbstoffion ist im Vergleich zu den
submikroskopischen ,,Hohlriiumen® des Plasmas
zu groB, als daB alle Stellen, die eine freie elek-
trische Ladung tragen, abgesittigt werden konn-
ten. Das Plasma zeigt also im Gegensatz zur
Membran auch im angefarbten Zustand oberhalb

des IEP,; immer noch eine negative Rest-Ladung:’

das gilt fiir das lebende wie fiir das tote Plasma.

Die Bestimmung des 1EP; der Zellen im ange-
firbten Zustand kann keine exakten Werte er-
geben, da ja bereits in diesem Punkt eine gewisse
Farbstoffaufnahme stattgefunden hat (s.Speiche-
rungskurve), und zwar durch diejenigen Eiweil-
korper, deren IEP am weitesten im sauren Be-
reich der isoelektrischen Zone (IEZ) liegen.
Durch diese geringfiizige Absittigung mit Farb-
stoffionen muf bei der kataphoretischen Bestim-
mung der Wert fiir den IEP, immer etwas zuv
hoch erscheinen. Beriicksichtigt man diese Ver-
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haltnisse, so gelangt man zu einer erstaunli¢hen
Ubereinstimmung der gefundenen Werte. — Zur
Veranschaulichung der beschriebenen elektrischen
Ladungsverhiilltnisse sind diese zeichnerisch in
Abb.7 dargestellt.

10. Um die oben gegebene Erklarung fiir das
elektrische Verhalten der gefirbten und ungeférb-
ten Hefezellen durch weitere experimentelle Er-
gebnisse zu stiitzen, wurden kalaphoretische Ver-
suche mit Membran-Modellsubstanzen durchge-
fithrt. Fiir die in diesem Zusammenhang interes-
sierenden Verhiltnisse wurde zusammenfassend
folgende Deutung gegeben:

a. Die elektrische Ladung der Membran wurde ver-
antwortlich gemacht fiir die anodische Wande-
rung der ungefirbten Zellen.

. Die von der Cy* abhiingige Wanderungsrichtung
der gefarbten Hefezellen wurde zuriickgefiihrt
auf die elektrische Absittigung der Zellwand
durch den Farbstoff, was als Voraussetzung
fiir die Ladungsbestimmung des Plasmas er-
kannt wurde. '

¢.Die Umkehr der Bewegungsrichtung geférbter

Zellen im Falle zunichst kathodischer Wande-
rung wurde gedeutet als eine unter der Wir-
kung des elektrischen Feldesvonstatten gehende
Trennung des Farbstoffkations von der Zell-
membran, die ihre Elektroneutralitit wiederum
aufgibt und die schlieflich resultierende anodi-
sche Wanderung bestimmt.

—~
=

Es war zunichst geplant, als Modellsubstanz wieder
Cellulose zu verwenden. Doch scheiterten diese Ver-
suche, da es nicht gelang, die Fasern (Verbandwatte)
mit dem Mikrotom so weitgehend zu zerkleinern, daf
sie suspendiert werden konnten. Da nach einer zu-
sammenfassenden Darstellung von Brandt® die
Zellwand der Prefhefe aus einer Polyose besteht, bei
deren Abbau d-Glucose-Reste erhalten wurden, schien
es berechtigt, auch andere Kohlenhydrate als Modell-
substanzen heranzuziehen. Verwendet wurde schlie-
lich Kartoffelstirke. Die Starkekirner sind wegen
ihrer Grole zwar auch nicht lingere Zeit in SuSpen-
sion zu halten, doch konnten bei schnellem Arbeiten
immer noch einige Kornchen schwimmend beobachtet
werden, Auflerdem konnten aus dem Verhalten der
Starke, die sich am Boden der Kammer befand, in-
direkte Schliisse gezogen werden (vergl.o.).
ad a. Die ungefiirbte Stirke zeigte bei extrem

saurem py der Pufferlosung eine sehr geringe
anodische Wanderung, die mit steigender Cy-
und gleichbleibender Feldstirke immer inten-
siver wurde, was als Beweis fiir die stetige Zu-
nahme der negativen Ladung zu gelten hat.

9 K. M. Brandt, Protoplasma 36, 77 [1941].
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ad b. Die in verschiedenen Pufferlosungen angefirbte
Stirke verhielt sich bei allen pp-Werten im all-
gemeinen indifferent, was fiir die Absittigung
der elektrischen Ladung spricht. In extrem
sauren Gebieten bei entsprechend langer Anfir-
bungsdauer und auch bei hsheren Farbstofflon-
zentrationen wurde sogar eine geringe Wande-
rung einzelner Stirkekorner zur Kathode be-
obachtet. Dieses Verhalten ist auf eine zusitz-
liche Imbibition des Farbstoffes zuriickzufiihren
und scheint unter Beriicksichtigung der an-
gegebenen Bedingungen verstindlich.

ad c¢. Die Trennung des Farbstoffes von dem Stirke-
korn unter der Wirkung des elektrischen Feldes
konnte direkt fluoreszenzmikroskopisch beob-
achtet werden. Die 10—15 Min. lang angefirbte
Stirke zeigte zuniichst eine gelbrote Fluores-
zenzfarbe und war bei angelegter Potential-
differenz am Boden der Kataphorese-Kammer
sedimentiert. Nach wenigen Minuten war unter
der Wirkung des elektrischen Feldes ein Heller-
werden der Farbe bis zum Gelbgriin zu sehen,
und gleichzeitig begannen die Stirkekérner sich
langsam zu bewegen. Diese Bewegung wurde
immer stiirker mit dem Auftreten einer griinen
Fluoreszenzfarbe, die als Ausdruck einer steti-
gen Abnahme der Farbstoffkonzentratiod im
Stirkekorn zu werten ist, welche wiederum die
Zunahme der elektrischen Ladung als Folge hat.
Dieser Versuch ist sehr aufschlufireich fiir die
in dieser Arbeit behandelten Probleme. Er zeigt
sowohl den ,Konzentrationseffekt” als auch die
elektro-adsorptive Natur der Farbstoffbindung,
wie ebenfalls das elektrische Verhalten der
Stérke als Modellsubstanz fiir die Zellwand.

Die Kationen aus den Puffersubstanzen, die
auller den Farbstoffkationen in der Farblésung
vorhanden sind, konnen keine Bindung mit dem
Adsorbens eingehen, die zu einer Elektroneutra-
litat fiihrt, wie die kataphoretischen Untersuchun-
gen an der ungefiirbten Stirke und den gleichfalls
ungefirbten Hefezellen ergaben. Die Farbstoff-
ionen hingegen vermogen auller den elektro-
statischen Anziehungskriften auch noch van-der-
Waalssche Kriifte zu betiitigen, worauf ihre gro-
Bere Affinitdt beruht. Unter der Wirkung des
elektrischen Feldes wird die Farbstoffspeiche-
rung in der Stirke bzw. Zellmembran reversibel ;
ob dies auch fiir das Cytoplasma zutrifft, wurde
nicht untersucht. Es erscheint jedenfalls wahr-
scheinlich, daB diese Farbstoffspeicherung physio-
logisch reversibel ist, da eine irreversible Blok-

“kierung der reaktionsfihigen Gruppen des leben-
den Protoplasmas naturgeméf eine ,,Vergiftung*
darstellen wiirde, welche aber tatsichlich bei der
Acridinorange-Fluochromierung nicht erfolgt.

H KOLBEL

11. Eine tabellarische Zusammenstellung der in
der Literatur mitgeteilten Werte fiir den IEP der
Hefezellen geben Yamaha und Ishii . Hier-
nach stimmen die von Pfeiffer® durch Kata-
phorese bestimmten Werte (pu 4,6—4,9) recht gut
iiberein mit dem oben angegebenen fiir tote Hefe-
zellen (py 4,8). Die von Pearsall und Ewingn
mitgeteilten Werte liegen erheblich niedriger
(pr 31—33). Lepeschkin® dagegen gibt in
einer anderen Arbeit auf Grund der Messung der
Streureflektion (Plotnikow-Effekt) den Umla-
dungspunkt der Hefe um pu 6,8 an, welcher dem
fiir lebende Hefezellen gefundenen nahekommt
(pu 6,2). Keiner der genannten Forscher findet
aber einen Unterschied im IEP zwischen leben-
der und toter Hefe. Dieser steht jedoch nach den
vorliegenden Ergebnissen aufer Zweifel.

12. Nach den Versuchsergebnissen und den an-
gestellten Uberlegungen ist der Grund fiir die er-
hohte Farbstoffaufnahme des toten Plasmas zu-
riickzufiihren auf die Verschiebung des IEP, in
das saurere Gebiet. Da der »Konzentrations-
effekt an allen bisher untersuchten Protoplasten
experimentell nachgewiesen werden konnte, muf
dieser Vorgang beim Zelltod ein allgemeiner sein.

Die verantwortlichen Faktoren, welche die er-
hohte Farbstoffspeicherung des toten Plasmas er-
moglichen, sind folgende:

a.Die groBere negative Ladung, die sich im
Vergleich zum lebenden Plasma bei gleicher
Cy des Mediums ergibt und

b. die mit dieser »Negativierung* einhergehende
raumliche Auflockerung des Plasmas.

ad a. Je grofer der Unterschied zwischen dem TEP
und dem pg der Pufferlésung ist, um so grofler
ist auch die elektro-positive bzw. -negative
Ladung des Eiweilikorpers, deren Erhéhung
allerdings ihre Begrenzung durch die Zahl
der dissoziierbaren basischen bzw. sauren
Gruppen der in Peptidbindungen festliegen-
den trivalenten Aminosiuren findet.

ad b. Die Anderung in der Lage des TEP o ist der
Ausdruck fiir eine strukturelle Anderung
der heterogen zusammengesetzten Plasma-
Eiweillkorper, die dahingehend zu verstehen

©®H Pfeiffer, Protoplasma 15, 590 [1932].

U W.H Pearsall u J. Ewing,Brit. J. exp.
Biol. 2, 347 [1925].

? W.Lepeschkin, Protoplasma 36, 52 [1941].
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ist, daB beim ,,Absterben“ des Plasmas Bin-

dungen geldst werden. Dadiese Verschiebung
zum sauren Gebiet hin erfolgt, miissen bei

diesem Vorgang saure Gruppen frei werden,
die im lebenden Zustand irgendwie festgelegt
waren. Dieses Neuauftreten von sauren
Gruppen (Ansiuerung absterbender Ge-
webe!; vergl. hierzu LLepeschkin?®®) laBt
zwangsliufig den isoelektrischen Zustand
des Plasmas bei einem niedrigeren pgy er-
reichen und bedingt gleichzeitig die zur er-
hohten Speicherung notwendige Auflocke-
rung des Systems.

Das empirisch gefundene, Optimum der Cy- zur
Unterscheidungsfluochromierung von lebenden
und toten Hefezellen liegt um pg 6,5. Nach dem
oben Gesagten ist dieser Wert zwangsldufig als
Optimum gegeben, da dieser Punkt gerade ober-
halb des IEP), des Plasmas der lebenden Zelle
liegt und andererseits noch die vollstindige Disso-
ziation des Farbstoffes ermdoglicht. Die negative
Ladung des lebenden Plasmas ist hier sehr gering,
da der IEP,; eben iiberschritten wird, die des toten
ist dagegen erheblich griofer. Neben den bespro-
chenen — mit diesen parallel gehenden —
sterischen Griinden kommt so die unterschiedliche
Farbstoffspeicherung zustande.

13. Die von Strugger?! gegebene Erklarung fiir
die unterschiedliche Fluoreszenzfarbe der mit
Acridinorange angefirbten lebenden und toten
Zellen ist durch die quantitativen Messungen voll
bestiitigt worden. Auf Grund der in den Tabb. an-
gegebenen Werte 140t sich die Konzentration des
Farbstoffes in den Hefezellen berechnen. Es er-
gibt sich, daB diese in lebenden etwa 1:1900 und
in toten 1:130 betriigt. In der Tat lassen sich
schon in vitro unter der Quarzlampe — also im
nicht adsorbierten Zustand — die gleichermafBen
unterschiedlichen Fluoreszenzfarben nachweisen.
Durch entsprechende Verdiinnungen etwa in dem
Bereich 1:100 bis 1:2000 lassen sich alle Uber-
gangsfarbnuancen von griin bis rot beobachten.
Diese griin-gelben bzw. gelb-roten Farbtone der
angefirbten Zelle sind charakteristisch fiir nekro-
biotische Erscheinungen des Cytoplasmas, wie

13 W. W. Lepeschkin, Zell-Nekrobiose und Proto-
plasma-Tod, Berlin 1937, S. 45 u. 73.

18 Strugger, Flora 37, 73 [1943].

15 G.Scheibe u. Mitarb., Z. angew. Chem. 49,
563 [1936]; 50, 51, 212 [1937]; 52, 631 [1939]; Kolloid-
Z. 82,1 [1938].
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Strugger parallel hierzu mit Hilfe von Mikro-
Kulturversuchen zeigen konnte.

Eine qualitative Untersuchung der Fluoreszenz-
spektren von Acridinorange in verschieden kon-
zentrierten wilbrigen Losungen zeigt, daf die
Schwingungsbanden im Griin und Gelb mit zu-
nehmender Konzentration des Farbstoffes all-
méhlich geschwicht und schlieflich ganz geloscht
werden, wihrend die Bande im roten Gebiet des
Spektrums erhalten bleibt. Ob es sich hierbei um
eine selektive Konzentrationsausloschung der
Fluoreszenz (vergl. Anthracen in Cyclohexan)
oder lediglich um eine Verschiebung der Schwin-
gungsbande in das lingerwellige Gebiet handelt,
miissen nahere Untersuchungen ergeben, die be-
reits von anderer Seite in Angriff genommen wor-
den sind. Es kann im Zusammenhang mit den
Untersuchungen Scheibes?® vermutet werden,
daB es sich hierbei um reversible Farbstoffpoly-
merisate handelt. Jedenfalls ist die unterschied-
liche Fluoreszenzfarbe des angefirbten lebenden
und toten Cytoplasmas auf diesen konzentrations-
abhingigen Effekt zuriickzufiihren, welcher der"
Ausdruck ist fiir eine zunehmende wechselseitige
Beeinflussung der fluoreszenzfihigen Farbstofi-
molekiile bzw. -ionen mit der konzentrations-
bedingten Verringerung ihres mittleren Abstan-
des voneinander.

14. Die Bestimmung des IEP, des Plasmas er-’
offnet die Moglichkeit, die bisher im Vordergrund
der biologischen Forschung stehende Bestimmung
der aktuellen Reaktion zu einander in Beziehung
zu setzen. Nimmt man einmal als Beispiel die Gift-
wirkung von H- oder OH-Ionen auf die lebende
Zelle, so ist im obigen Sinne nicht der absolute
Wert der Cy- bzw. Cog- mabgebend fiir die tod-
liche Wirkung, sondern dieser Wert ist immer
in Beziehung zum IEP, des lebenden Protopla-
sten zu betrachten. Bleibt bei hohen H'- oder OH ™ -
Werten der IEP erhalten, so ist zunéchst keine
Giftwirkung zu erwarten. Je weiter sich aber die
aktuelle Reaktion vom IEP7 entfernt, um so in-
stabiler wird das System des lebenden Eiweil-
Komplexes, und mit dessen struktureller Ande-
rung setzt die Giftwirkung ein?®.

Es ist wohl auch der Schluf} berechtigt, dafl alle
definierten Lebensvorgiinge der Zelle, wie sie z.B.

16 Vergl. in diesem Zusammenhang eine umfang-
reiche Arbeit iiber den Einflul der H-Ionen auf das
Protoplasma von S. Strugger, S.-B. Akad. Wiss.
Wien, math.-nat. KI1. 135, 453 [1926]: 137, 143 [1928].
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Wachstum und Teilung in ihren einzelnen Pha-
sen darstellen, immer bei den gleichen pu-Werten
vor sich gehen miissen, die in ganz gesetzmiliger
Beziehung zum IEP, des Protoplasten stehen.
Diese gesetzmiBige Einstellung des aktuellen
Acidititsgrades muB Vorbedingung fiir den Ab-
lauf eines jeden bestimmten Lebensprozesses sein,
da einerseits der IEP als Ausdruck eines be-
stimmten chemisch-strukturellen Zustandes der
Zell-Proteide zu gelten hat und andererseits mit
der Anderung der aktuellen Reaktion auch die
Anderung anderer physikalischer Eigenschaften
parallel geht. Als solche Eigenschaften sind vor-

MITTEILUNGEN

nehmlich zu verstehen: Elektrische Ladung.
Permeabilitit, sterische Verhiltnisse usw.

Orientierende Versuche zeigten, daf beispiels-
weise das Optimum der Sproffihigkeit der Hefe
bei py-Werten liegt, die unterhalb ihres TEP zu
suchen sind, in einem Bereich also, in welchemn
das Protoplasma eine itherschiissige positive Ia-
dung tragt.

Ahnliche Versuche iiber die Beziehung der
aktuellen Reaktion zum [EPy der Plasma-Eiweif-
korper kénnten zur Klirung komplizierter phy-
siologischer. Prozesse (biologische EiweiB-Syn-
these) beitragen. '

MITTEILUNGEN

J.A. Hedvall zum 60. Geburtstag

Am 18. Januar 1948 vollendet der Professor fiir an-

gewandte Chemie und Direktor der Institute fiir
angewandte Chemie und fiir Silikatforschung an der
Technischen Hochschule Goteborg, Dr. Dr. phil. h. c.
Dr.-Ing. e.h. Johan Arvid Hedvall, sein 60. Le-
bensjahr. _

Bereits im Jahr 1911 begann er in seiner schwedi-
schen Heimat mit Arbeiten iiber Reaktionen in
festem Zustand, zu einer Zeit, in der durchweg der-
artige Reaktionen fiir unméglich gehalten wurden,
obwohl Tammann und Masing einige Jahre vor-
her die Reaktionsfahigkeit fester Metalle miteinan-
der schon bewiesen hatten.

Die ersten Verdffentlichungen Hedvalls iiber
dieses prinzipiell neue Gebiet fallen in das Jahr 1912
und betreffen die Bildung von Rinmanns Griin, Thé-
nards Blau und Bleu Céleste.

In dieser Zeit ging Hedvall fiir einige Zeit an das
Laboratorium von Tammann in Gottingen und er-
warb sich trotz anfiinglicher Skepsis dieses Titanen
der physikalischen Chemie gegen Hedvalls Ar-
beitsgehiet sehr bald nicht nur die wissenschaftliche
Anerkennung, sondern auch die lebenslédngliche
Freundschaft Tammanns, welcher sehr bald die
Reaktionen auch nichtmetallischer fester Stoffe fiir
eine Reihe von Jahren in den Mittelpunkt seiner viel-
seitigen Forschungsarbeiten stellte.

Nach seiner Riickkehr nach Schweden bearbeitete
Hedvall das Gebiet der Reaktionen in festem Zu-

stand wissenschaftlich und technisch nach den ver-
schiedensten Richtungen hin weiter. Er schuf nicht
nur parallel zu Arbeiten Tammanns exakte wis-
senschaftliche Beweise dafiir, dal tatsichlich die
feste Phase und nicht etwa beigemengte fliissige oder
gasférmige Phasen reagieren, sondern er entdeckte
auch viele neue Effekte, wie z. B. die Abhéngigkeit
der Reaktionsfihigkeit von der Flichenart des be-
treffenden Kristalles oder die in die Literatur als
Hedvall-Effekt eingegangene Erscheinung, daB feste
Stoffe dann besonders reaktionsfihig sind, wenn sic
gerade irgendwelche Umwandlungen erleiden. Der
hier zur Verfiigung stehende Raum verbietet es, auf
die vielen weiteren Resultate wissenschaftlicher und
technischer Art einzugehen, welche Hedvalls sehr
stark von Intuition geleitete Forschungsarbeit her-
vorbrachte. )

Uber 250 Versffentlichungen aus der Feder J. A.
Hedvalls bezeugen seine grofie wissenschaftliche
Aktivitit. Seine sehr erfreuliche geistige und kor-
perliche Riistigkeit, verbunden mit dem Umstand.
dall ihm erst kiirzlich ein neues Forschungsinstitut
zur Verfiigung gestellt wurde, lassen uns noch viele
weitere Ergebnisse aus den von ihm geleiteten
Arbeitsstitten erwarten.

Dem warmherzigen Idealisten J. A. Hedvall
wiinscht die Redaktion der Zeitschrift fiir Natur-
forschung zu seinem 60. Wiegenfest viel Gliick und
Erfolg auf seinem weiteren Lebensweg.

Hundert Jahre Desinfektion

E in Jahrhundert ist vergangen, seit zum ersten Male
ein chemisches Mittel zur Bekdmpfung einer an-
steckenden Krankheit angewendet wurde. Der Deutsch-
Ungar Ignaz Philipp Semmelweis (1818 bis
1865) war es, der im Jahre 1847 in der Geburtshilf-

lichen Klinik in Wien bei dem immer bedrohlicher
um sich greifenden Kindbettfieber, dem viele Frauen
zum Opfer fielen, auf den Gedanken kam, daf} es die
Arzte selber seien, die mit ihren ungeniigend gerei-
nigten Hianden das todbringende Gift iibertriigen. Als
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