Botany. — Uiber die Beeinflussung der Hefeatmung durch Neutralrot. Von
Max GEIGER-HUBER. (Communicated by Prof. F. A. F. C. WENT.)

(Communicated at the meeting of November 29, 1930).

Seit die Bedeutung der Vitalfarbung fiir die Erforschung der lebenden
Zelle erkannt wurde, ist man nicht nur eifrig bestrebt den Farbungsvorgang
selbst aufzuklaren, sondern da jede Féarbung auch einen mehr oder minder
starken Eingriff in die physiologischen Vorgange der Zelle bedeutet, wird
ebenfalls untersucht, welche Veranderungen die Leistungen der Zelle durch
die Farbung erfahren. Mitbestimmend fiir die Ausfiihrung solcher Versuche
mag auch der Wunsch sein, die aus der Praxis der Vitalfarbung stammen-
den Angaben iiber gréssere oder geringere ,,Giftigkeit” der einzelnen Farb-
stoffe, durch exakte Aussagen iiber deren Wirkung auf die einzelnen Teil-
prozesse in der Zelle zu ersetzen. So sind auch die Versuche, iiber die im
folgenden berichtet wird, in der Absicht unternommen worden, festzustellen,
inwieweit die Atmung der Hefe durch Anfarbung der Zellen mit dem
allgemein als unschadlich geltenden Neutralrot gedndert wiirde.

Arbeiten, die iiber die Beeinflussung der Atmung botanischer Objekte durch
Farbstoffe handeln, liegen mehrere vor, von denen hier nur die neueren von
GENEVOIS (1928) und von ALBACH (1929b) erwéhnt sein mdgen. GENEVOIS
findet bei Algen, dass durch die Anfarbung der Vakuolen eine je nach dem
Farbstoff verschieden starke Steigerung der Atmung eintritt; die Grésse der
Steigerung soll dabei mit der Hohe des Oxydations-Reduktionspotentials in
Zusammenhang stehen, da Farbstoffe mit hohem Redoxpotential, wie
Methylenblau, stirker wirken, als solche mit niederem (z.B.: Neutralrot).
ALBACH bestatigt im Wesentlichen an Elodea die Feststellungen GENEVOIS'
iiber die Beeinflussung der Atmung, zeigt aber weiter, dass sich die Ande-
rung der Atmung durch Auswaschen des Farbstoffes wieder beseitigen
lasst; auf weitere Ergebnisse seiner Arbeit soll spater noch eingegangen
werden.

Wihrend nun die genannten Autoren verschiedene Farbstoffe beniitzten,
auch etwa deren Konzentration &dnderten, wurde in meinen Versuchen nur
Neutralrot 1 : 10000 verwendet, dagegen die H'-Konzentration als ein
anderer die Farbung beeinflussender Faktor variiert. Ausserdem fand auch
noch das Alter der Hefe Beriicksichtigung, weil Vorversuche einen Einfluss
auf die Atmungsgeschwindigkeit wahrscheinlich gemacht hatten.

Die Atmungsmessung geschah manometrisch mit einer Apparatur, deren
allgemeine Beschreibung zu finden ist z.B. bei WARBURG (1926) und KREBS
(1928). Es geniigen daher einige spezielle Angaben: Die Versuche wurden
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bei 20 = 0.05° C. ausgefiihrt. Verwendung fanden einfache Manometer,
deren Atmungsgefasse einschliesslich der Kapillare bis zum Meniscus der
Sperrfliissigkeit, ein Volumen hatten von 17.0—19.6 cc (ausgewogen mit
Quecksilber). Die Atmungstrége wurden fiir die Versuche mit 3.2 cc m/15
Phosphatlésung gefiillt, dann wurde 0.4 cc einet 10 % Glukoselésung zuge-
setzt und schliesslich 0.2 cc einer der Konzentration nach genau bekannten
(meistens 8—10 %) Hefesuspension; das Volumen der Hefezellen war
durch Zentrifugieren im H&matokriten bestimmt worden. In den Einsatz
des Atmungstroges wurde 0.3 cc 5 % Kalilauge gegeben zur Absorption der
Kohlenssure. Der Anhang des Atmungstroges enthielt 0.2 cc 0.1 %
Neutralrot (zur Injektion vitaler Gewebe n. EHRLICH, von GRUBLER, Leip-
zig), das im geeigneten Zeitpunkt in den die Hefezellen enthaltenden
Hauptraum hiniibergespiilt werden konnte. Der Gasraum der Gefisse war
mit Luft gefiillt. Die Gefasskonstante fiir die einzelnen Manometer betrug
1.20 bis 1.46, d.h. jeder mm abgelesener Druckunterschied entsprach einem
Verbrauch von 1.20 bis 1.46 cmm Sauerstoff (0° C und 760 mm Hg).
Ausser den fiinf Versuchsmanometern wurde stets ein mit den gleichen
Fliissigkeiten aber ohne Hefe versehenes Kontrollmanometer mitbeniitzt,
dessen Ausschlige, allein durch Schwankungen der Temperatur und des
Barometerdruckes verursacht, als Korrektur bei den Ausschligen der Ver-
suchsmanometer beriicksichtigt wurden. Vor Beginn der Versuche wurden
die Manometer zuin Ausgleich der Temperatur und der Gase 30—50 Minu-
ten im Thermostaten geschiittelt mit gleicher Schiittelgeschwindigkeit wie
beim Versuch (110—120 Schwingungen pro Min.). Die Manometer-
ausschliage wurden je nach der Grosse der Atmung alle 15, 20 oder 30
Minuten abgelesen. Differenzen der Atmungswerte bis zu etwa 5 % liegen
fiir diese Versuchsanstellung innerhalb der Fehlergrenze. Die Hefezellen
wurden nur von sehr schwachem, indirektem Lampenlicht getroffen.

Als Lésungen von bestimmter Wasserstoffionenkonzentration wurden
solche von prim. Kaliumphosphat (m/15) und sec. Natriumphosphat (m/15),
sowie Mischungen von beiden verwendet. Da die Pufferkapazitat der
betreffenden Lésungen verschieden ist, wurde untersucht, wie weit deren
py durch den Versuch verschoben wird. Die kolorimetrische Bestimmung
(im Bjerrumkeil) ergab: 5.1 (ca. 4.9), 5.8 (ca. 5.6), 6.2 (ca. 6.0), 6.9 (ca.
6.8) und 8.3 (ca. 7.9); die eingeklammerten Werte beziehen sich auf
Messungen des p,, in der Suspensionsfliissigkeit nach vierstiindigem Ver-
such (Hefezellen abzentrifugiert, Messung in iiberstehender, klarer Lésung).
Die im folgenden genannten p,-Woerte sind die Mittel aus diesen Bestim-
mungen.

Alle Versuche wurden mit kauflicher Backerhefe ausgefiihrt, die ge-
waschen, in Leitungswasser suspendiert (ca. 10 % Suspension) und im
Eisschrank bei 3—4° C aufbewahrt wurde ; das Wasser wurde jeden Tag
erneuert. Eine Bakterienentwicklung wurde nicht beobachtet ; selbst nach
mehrstiindigen Versuchen bei 20° C ergab die mikroskopische Kontrolle
héchstens im alkalischen Milieu das Vorhandensein von wenigen Bakterien,
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die aber gegeniiber der Menge der Hefezellen kaum in Betracht kamen fiir
eine Anderung der Atmungsgrosse.

An Hand der folgenden Tabelle sollen vorerst die Ergebnisse der
Atmungsmessungen an ungefadrbten Hefezellen besprochen werden. Unter-

PH cmm. Vor-
5.0 5ud 6.1 6.9 8.1 verwendete | periode
Tag Hefe ca. min.

7.1 100 | 7.4 100 | 7.0 100 ( 7.0 100 | 6.2 100
100 104 98 98 87

7.0 98 6.6 90 |7.2102|6.4 92 (6.9 112
6. 15.5 80
100 96 99 103 92

6.8 95|6.8 91 (6.8 97|6.9 99| 6.5 105
100 100 100 102 96

56 79|55 73(6.5 93|6.0 8 |5.4 87
10. 5.9 80
100 97 115 106 96

58 81|58 78|6.1 87 (6.1 87 |5.7 92
12. 10.3 79
100 100 104 104 97

56 79|5.8 78|5.7 81|5.6 80 |5.0 82
13. 7.8 90
100 102 101 100 89

4.5 63| 4.4 59| 4.8 69 (4.2 60 (4.5 73
20. 7.8 75
100 97 107 94 100

Mittel 100 99.4 104.1 99.8 94.8

sucht wurde die Abhangigkeit der Atmung von der Wasserstoffionenkon-
zentration zwischen p, 5 und p,, 8.1 und ausserdem der Einfluss der Auf-
bewahrungsdauer auf die Atmung. Die Atmung wurde 60 bis 90 Minuten
(s. Werte der letzten Kolonne) nach dem Einbringen der Hefe in die
glukosehaltige Phosphatlésung bestimmt und zwar erst nachdem die
Atmungsgeschwindigkeit konstant geworden war; die Messungen wurden
dann iiber eine Stunde fortgesetzt. Die fettgedruckten Zahlen in der
Tabelle sind die Atmungswerte pro Stunde und 1 cmm lebende Hefe.

Um die verschiedenen Versuche mit einander vergleichen zu kénnen,
68*
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wurde der Atmungswert bei p, 5 willkiirlich gleich 100 gesetzt und die
iibrigen Werte des gleichen Versuches in Prozenten dieses Bezugswertes
ausgedriickt. Wie man sieht, andern sich die Atmungswerte kaum bei einer
Verringerung der H'-Konzentration auf den tausendsten Teil (p, 5 bis
py 8). allenfalls kann aus den Zahlen eine Tendenz zum Abfallen der
Atmung bei alkalischer Reaktion herausgelesen werden. Um nun festzu-
stellen, ob sich dieses Verhalten der Hefeatmung mit der Dauer der Aufbe-
wahrung dndert, wurden Versuche mit bis zu 20 Tagen bei 3—4° C aufbe-
wahrter Hefe ausgefiihrt. Es ist ja denkbar, dass die Hefe durch das
,,Aushungern’” und die Aufbewahrung in elektrolytarmer Fliissigkeit!) die
Pufferungsfahigkeit teilweise einbiisst und daher fiir die Atmung in
Abhingigkeit von der H'-Konzentration schon zwischen p,, 5 und p,, 8 eine
, Optimumkurve”’ resultieren wiirde. Die zuletzt aufgefiihrten Versuche
geben jedoch fiir eine solche Anderung der Abhéngigkeit innerhalb 20
Tagen keine deutlichen Anhaltspunkte. Vergleichen wir noch die Mittel aus
allen aufgefithrten Messungen, so bestatigt sich das oben Gesagte iiber die
Unabhingigkeit der Atmungsgeschwindigkeit von der H'-Konzentration
zwischen p,, 5 und p, 8.

Dagegen wirkt die Aufbewahrungsdauer deutlich erniedrigend auf die
Atmung der Hefe ein. Nach 20 Tagen ist der Atmungswert auf rund
60—70 % des Anfangswertes gesunken (Werte rechts neben der fettge-
druckten Zahl!), obwohl die in der Aussenlésung vorhandene Glukosekon-
zentration hoch genug ist, um die normale Atmungsgeschwindigkeit
wihrend der ganzen Dauer des Versuches zu gestatten.

Betrachten wir nun die Versuche mit Neutralrotzusatz (siehe Figur).
Die Hefezellen befanden sich in glukosehaltiger Phosphatlésung von ver-
schiedenem p ;. Nachdem die Vorperiode abgelaufen und die Manometer-
ausschlage konstant geworden waren, wurde die Atmung wéahrend einer
Stunde gemessen (2—4 Woerte), dann die Neutralrotldsung aus dem
Anhang des Atmungsgefasses in den die Zellen enthaltenden Hauptraum
hiniibergespiilt (Konzentration des Neutralrots jetzt 1:10000) und die
Druckédnderungen in kurzen Intervallen iiber zwei bis drei Stunden verfolgt.
Die Resultate einiger Versuche sind in der Figur in Kurven dargestellt:
dabei wurde der mittlere Atmungswert [0Oy-verbrauch] der ersten Stunde
vor Farbstoffzusatz fiir jedes p,, gleich 100 gesetzt und die spatern Werte
in Prozenten dieser Bezugszahl ausgedriickt.

Der Versuch vom 1. Tag zeigt deutlich, dass sich die Atmung unmittelbar
nach dem Farbstoffzusatz je nach dem Siuregrad der Lésung ganz ver-
schieden verhalt. Bei p,, 5.0 und 5.7 finden wir ein rasches Ansteigen um
20 %, dann fallt aber der Wert gegen Ende der ersten Stunde auf ca 90 %,

) Nach freundlicher Mitteilung von Hrn. Prof. SCHOORL zeigt das Utrechter Leitungs-
wasser folgende Mittelwerte: xy = 157.10—6, Fixa 112, Glithverlust 7.4, KMnO4— Verbrauch
1.4, C1’ 14, SO4" 4, HCO'3 99, freies CO, 8, SiO; 10. CaO 38, MgO 5.4, O, 8.5; alle
Werte mit Ausnahme des ersten: mg per Liter.
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um diese Hohe beizubehalten. Bei p,, 8.1 sinkt die Atmung sofort auf unge-
fahr 82 %, steigt dann aber gegen Ende des Versuches noch um etwa 7 %
an. Die Atmung bei p,, 6.1 und 6.9 halt etwa die Mitte zwischen den
genannten Extremen, erreicht aber zum Schluss des Versuches auch den
Wert von 85 %. Es fallt bei Betrachtung dieses Versuches also auf: 1. dass
kurz nach dem Farbstoffzusatz ein deutlicher Gegensatz herrscht zwischen
der Atmung im sauern und alkalischen Milieu, 2. dass im Verlauf von etwa
Kurz nach dem Farbstoffzusatz ein deutlicher Gegensatz herrscht zwischen
der Atmung im sauern und alkalischen Milieu, 2. dass im Verlauf von etwa
bei allen p ,-Stufen ungeféhr die gleiche Grésse haben und 4. dass der
gemeinsame Wert rund 10—15 % niedriger ist, als vor dem Farbstoffzusatz.

Noch deutlicher als im ersten Versuch tritt dies beim Versuch vom 6. Tag
in Erscheinung, der — mit Unterbruch — auf vier Stunden ausgedehnt
worden war. Man erhilt hier stark den Eindruck, als ob die Farbstoffzu-
gabe eine Stérung der Sauerstoffaufnahme bewirkt habe, verschieden je
nach dem Aciditatsgrade der Lésung, und dass sich die Stérung allmahlich
wieder ausgleiche, indem die Atmung bei allen p, -Stufen einen konstanten
Wert annimmt, der etwa 20 % unter dem Anfangswert liegt.

Auch die Versuche vom 12. und vom 20. Tag zeigen prinzipiell das
Gleiche, nur ist hier die ,,Storung” grésser und wird nicht so schnell ausge-
glichen ; der gemeinschaftliche Wert wird wohl erst viel spéter, vielleicht
im Versuch vom 20. Tag gar nicht mehr erreicht 1),

Um zu erfahren, ob die beschriebenen Erscheinungen iiberhaupt mit der
Zelltatigkeit in Zusammenhang stehen, wurden Versuche ausgefiihrt mit
gleicher Zusammensetzung der Lésungen wie vorher, aber unter Weglas-
sen der Hefezellen. Sofern die beschriebenen Verinderungen in der O,-
Aufnahme etwa nur durch die Anderung der Léslichkeit des Sauerstoffes
nach Zusatz des Neutralrots bedingt gewesen wiren, hitten nun bei diesen
,blinden” Versuchen nach der Farbstoffzugabe Druckidnderungen auf-
treten miissen ; dies war jedoch nicht der Fall.

Es galt nun noch nachzuweisen, ob das allmdhliche Absinken der
Atmungswerte mit der Zeit nicht auf andere Ursachen als die Farbstoff-
zugabe zuriickgefiithrt werden miisse, auf das Absterben von Hefezellen
wiahrend des Versuches, auf die Erschépfung des Atmungsmaterials oder
auf eine Beeinflussung der Atmung durch die H*-Konzentration mit der
Zeit (Zeitfaktorwirkung).

Zum ersten Einwand: Die Auszdhlung der nach der Methylenblau-
methode (KocH 1922) festgestellten toten Hefezellen ergab vor und nach
den Versuchen die gleichen Werte (ca. 1—2 %).

Zum zweiten Einwand : Versuche bewiesen, dass wenn selbst 80 % der
Glukose verbraucht wiirden, die noch vorhandene Zuckerkonzentration
geniigt, um die Atmung mehrere Stunden auf der maximalen Héhe zu

1) Die Versuche konnten aus methodischen Griinden nicht iiber lingere Zeit ausgedehnt
werden.
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halten (Siehe auch Ergebnisse der Versuche zum folgenden Einwand).

Zum dritten Einwand: Versuche ergaben, dass die Atmungswerte
wihrend eines vier Stunden dauernden Versuches (ohne Neutralrot) inner-
halb der Fehlergrenze konstant bleiben oder doch nur so wenig schwanken,
dass die Ergebnisse bei Farbstoffzusatz damit nicht erklart werden kénnen ;
die Atmungswerte bei p, 8.1 waren am ungleichméassigsten. Ein solcher
Versuch ist in der Figur dargestellt (7. Tag), fiir einen weitern vom 19.
Tag seien die Atmungswerte nach 315 Stunden Versuchsdauer fiir die fiinf
py~Stufen angegeben: 107, 109, 93, 97 und 104.

Nachdem die oben gemachten Einwidnde durch die eben mitgeteilten
Kontrollversuche hinfillig geworden sind, darf man wohl annehmen, dass
das Neutralrot selbst den primiren Anstoss zum Auftreten der betreffenden
Erscheinungen gibt. Da hauptsachlich eine Darstellung der experimentellen
Befunde beabsichtigt ist, soll auf die Ursachen, welche fiir die verschiedene
Beeinflussung der Atmung durch das Neutralrot kurz nach dessen Zugabe
in Betracht kommen koénnten, nicht eingegangen werden. Es mag nur an die
bekannten Anschauungen (z.B. bei KOLTHOFF 1926) erinnert werden,
wonach bei Farbstoffen von Indikatornatur, wie eben Neutralrot, das Ver-
haltnis von ionogener zu normaler Form und damit auch die Konstitution
und Farbe je nach dem Sauregrad &ndert und daher eine verschiedene
Einwirkung des Farbstoffes auf die Atmung bei wechselnder H"-Konzen-
tration wohl verstandlich erschiene.

Auch ALBACH (1929 b) beschreibt Versuche, bei denen er kurz nach der
Einwirkung von Methylenblau eine starke Steigerung der Atmung wahr-
nahm. Bei Versuchen mit Neutralrot 1 : 10000 erhilt er ebenfalls eine
Atmungssteigerung, die sich aber iiber einige Stunden hinzieht, worauf dann
die Atmung wieder zu fallen beginnt und nach 8 Stunden etwa den Nor-
malwert erreicht. Eine ,,zweiphasische” Wirkung (zuerst férdernd, dann
hemmend), wie sie bei den zwei ersten vorliegenden Versuchen (p,, 5.0 und
5.7) deutlich zu sehen ist, scheint er dagegen nicht wahrgenommen zu
haben 1). Betrachten wir die Atmungswerte nach der ersten Stunde von der
Farbstoffzugabe an (also nach dem Zustandekommen stationérer Verhilt-
nisse), so besteht zwischen den Resultaten von GENEVOIS (1928) an Algen
und von ALBACH (1929b) an Elodea und den vorliegenden an Saccharo-
myces (Béackerhefe) insofern eine Verschiedenheit, als die beiden genannten
Autoren eine Erh6hung der Atmung finden nach Anfarbung mit Neutral-
rot; es scheinen sich demnach verschiedene Pflanzen gegeniiber dem Farb-
stoffzusatz verschieden zu verhalten.

Es soll nun noch auf die mikroskopischen Beobachtungen eingegangen
werden, die parallel mit den Atmungsmessungen gemacht wurden 2) ; das

) ALBACH hat allerdings nach der Anfiarbung die Farbstoflésung durch dest. Wasser
ersetzt.

2) In den Thermostaten versenkte Kolben mit Hefesuspension von gleicher Phosphat-,
Glukose- und dann auch Neutralrotkonzentration wie in den Atmungsversuchen, erlaubten
die fortlaufende mikroskopische Untersuchung.
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Ergebnis war in allen Fallen prinzipiell gleich. Bei p,, 8.1, 6.9 und 6.1 tritt
innerhalb kurzer Zeit nach der Farbstoffzugabe (oft nach einigen Minuten)
eine deutliche Rosafirbung der Vakuolen auf, die rasch an Intensitit
zunimmt, sodass schliesslich die Vakuole tief orangerot geférbt ist und
einzelne Flecken von kriftig dunkelrotbrauner Farbe zeigt. Beson-
ders rasch fiarben sich kleine, hellglinzende, dem Rande der Vakuole
anliegende Kérperchen oder Bldschen an (GUILLIERMOND 1930). Einige
Male wurden bei p , 8.1 auch gelbe Nadeln in der heller gewordenen Farb-
stofflosung beobachtet ; anscheinend handelt es sich um auskristallisierten
Farbstoff (ALBACH 1929a).

Bei p,, 5.0 und 5.7 dagegen wurde nie eine Anfirbung der Vakuolen
festgestellt, selbst nicht nachdem die Zellen einige Tage in der Lésung
verblieben waren. Der Vollstindigkeit halber sei erwdhnt, dass allerdings
bei allen p,-Stufen Zellen gefunden wurden, deren Protoplasma ange-
farbt war. Thre Anférbung erfolgte jedoch sehr rasch und ausserdem
stimmte ihre Zahl mit der durch die Methylenblauprobe gefundenen Zahl
der vor dem Versuch toten Zellen iiberein.

Die iiber die Firbung gemachten Beobachtungen bestitigen also die
schon verschiedentlich gemachte Erfahrung (Lit. bei ALBACH 1929 a), dass
basische Farbstoffe in sauerm Milieu schlecht oder gar nicht anfarben. Diese
Ergebnisse gewinnen aber im Zusammenhang mit den Resultaten der
Atmungsversuche besonderes Interesse. Wie wir gesehen haben, zeigt die
Atmung in sauerm Milieu nach der Farbstoffzugabe deutlich eine Veridnde-
rung, obwokhl ja ein Eindringen von Farbstoff in die Zellen nicht festge-
stellt werden konnte1). Da nach dem oben Vorgebrachten eigentlich nur
der Farbstoff als erste Ursache der Verdnderung in Betracht kommen
kann, in der Zelle aber kein Farbstoff zu sehen ist, so miissen wir doch
in die Zelle eingedrungene, unsichtbare Spuren fiir die Wirkung ver-
antwortlich machen, oder aber, wir verlegen den Ort der Beeinflussung an
diejenige Stelle der Zelle, wo sie auch im ungefirbten Zustand vom Farb-
stoff berithrt wird: an die Grenzfliche Protoplasmamembran-Farbstoff-
[6sung. Bei der Bedeutung, die dieser Zellort fiir die Atmung und andere
Funktionen der Zelle hat, scheint eine Beeinflussung der Atmung von hier
aus wohl méglich, umsomehr als an einen analogen Fall erinnert werden
kann. WARBURG (1910) fand namlich bei Seeigeleiern, dass deren Atmung
durch Zusatz von OH-jonen zur Suspensionsfliissigkeit gesteigert wurde,
obwohl er nachweisen konnte, dass die OH-ionen nicht in die Zelle ein-
dringen. Man wird daher fiir diese Steigerung wohl nur eine Verdnderung
des physikalisch-chemischen Zustandes der Plasmahaut durch die OH-
ionen als Ursache annehmen kdnnen.

Nun berichtet allerdings auch ALBACH (1929 b), dass er mit Eosin keine
Anfarbung des Protoplasmas habe erhalten kénnen, aber trotzdem eine

) Neutralrot ist als zweifarbiger Indikator sowoh! im alkalischen (gelborange), als im
sauern Milieu (rot) gefarbt und besitzt das Umschlagsgebiet zwischen py; 6.8 und 8.0.
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Verédnderung der Atmung gefunden habe und daher wohl doch geringe
Mengen Farbstoff in die Zellen eingedrungen seien. Die oben dargestellten
Versuche mit Neutralrot gehen nun insofern weiter, als mit dem gleichen
Farbstoff, je nach dem Acidititsgrad, eine Anfarbung oder auch keine
Farbung erzielt werden konnte und dass zum Schluss, unabhingig vom
Farbeerfolg, eine quantitativ gleiche Atmungsbeeinflussung resultierte.

Halten wir nun an der Anschauung fest, dass der Farbstoff nicht in die
Zelle eindringt, sondern die Beeinflussung an der Grenzfliche stattfindet,
so geht aus der quantitativen Ubereinstimmung der Atmungshemmung bei
gefarbten und ungefirbten Zellen hervor, dass ein Eindringen von Farb-
stoff in die Zelle, und vor allem die Anfirbung fiir eine Beeinflussung der
Atmung nicht nétig ist. Bleiben wir dagegen bei der Ansicht, dass doch
eingedrungene, wenn auch unsichtbare Farbstoffspuren verantwortlich sind,
so geht wiederum aus der quantitativen Ulbereinstimmung der Atmungs-
hemmung bei allen p, -Stufen hervor, dass die fiir die Wirkung nétige
Farbstoffkonzentration in der Zelle nur sehr niedrig zu sein braucht und
weiteres Eindringen und Speichern des Farbstoffes fiir die Wirkung
unwesentlich ist, da ja dadurch keine Verstirkung derselben mehr hervor-
gebracht wird.

Zusammenfassung : Atmungsversuche (manometrische 0,-Messung) an
Bickerhefe bei 20° C ergeben :

1. dass die Atmung zwischen p,, 5.0 und 8.1 unabhéngig ist von der
H'-Konzentration, dass dagegen die Atmung mit zunehmendem Alter der
Hefezellen kleiner wird.

2. dass nach Zusatz von Neutralrot (1:10000) die Atmung im sauern
Milieu rasch um 20—30 % ansteigt, im alkalischen Milieu um 10—20 %
absinkt; etwa eine Stunde nach dem Farbstoffzusatz ist die Atmung bei
allen p,, -Stufen gleich gross und betrégt nur ca. 80 % der Atmung unge-
farbter Zellen.

3. dass mit zunehmendem Alter der Zellen die Veridnderung der
Atmung durch Farbstoffzusatz starker wird und die Werte erst nach
lingerer Zeit zur Ubereinstimmung kommen.

4. dass im sauern Milieu nach der Farbstoffzugabe eine Anderung der
Atmung auftritt, obwohl eine Anfarbung der Zellen nicht zu erkennen ist.
Es wird hierfiir auf eine weitere Méglichkeit der Erkliarung hingewiesen,
namlich auf eine Beeinflussung der Protoplasmagrenzschicht durch den
Farbstoff.

5. dass fiir die Erreichung der Atmungshemmung eine Anférbung der
Zelle nicht notwendig ist; dies geht speziell aus der quantitativen Uber-
einstimmung der Atmungshemmung bei allen p,, -Stufen hervor.

Herrn Prof. Dr. F. A. F. C. WENT danke ich herzlich fiir die Erlaubnis

in seinem Institut arbeiten zu diirfen, fiir die Beschaffung der Apparatur
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und besonders auch fiir das Interesse, welches er der Arbeit stets entgegen-
brachte.
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On page 1064, lines 8 and 9 from the top paste the following lines:

einer Stunde die gesteigerte Atmung im stdrkst sauern Milieu einer
erniedrigten Platz macht, 3. dass nach etwa einer Stunde die Atmungswerte





