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Untersuchungen iiber die Erndhrungsphysiologie
der Chlorophyceen.

Mit besonderer Beriicksichtigung von Indolylessigsdure,
Ascorbinsdure und Aneurin,

With an english summary.

Von SVEN ALGEUS.

[. Historik.

Vom ernihrungsphysiologischen Gesichtspunkt aus konnen die
Pflanzen in zwei grosse Gruppen eingeteilt werden, nimlich die
autotrophen und die heterotrophen Pflanzen. Erstere zeichnen sich
dadurch aus, dass sie imstande sind. ausschliesslich von anorganischen
Stoffen zu leben. Unvergleichlich am wichtigsten sind in dieser Gruppe
die griinen. d.h. chlorophyllfithrenden Pflanzen. Mit Hilfe der Energie
des Sonnenlichtes reduzieren sie das Kohlendioxyd der Luft und bauen
mit dieser einzigen Kohlenstoffquelle simtliche organischen Substanzen
auf. Thren Bedarf an Mineralniihrstoffen decken sie durch Aufnahme
von wasserloslichen anorganischen Salzen. Die heterotrophen Pflanzen
fordern dagegen Kohlenstoff, zuweilen auch Stickstoff in organisch
gebundener Form. Es kann indessen keine scharfe Grenze zwischen
auto- und heterotrophen Pflanzen gezogen werden. Auch die griinen
Pflanzen konnen organische stickstofffreie und stickstoffhaltige Sub-
stanzen ausnutzen und mitunter zu rein heterotropher Ernidhrung
tibergehen. Eine interessante Gruppe bilden in dieser Hinsicht die
Chlorophyceen. In anorganischer Niithrlosung und bei Vorhandensein
von Kohlendioxyd und Licht fiihren sie eine autotrophe Lebensweise,
im Dunkeln und bei Gegenwart von geeigneten organischen Stoffen leben
viele von ihnen heterotroph. Wird eine solche Losung beleuchtet, kommt
es neben der heterotrophen Lebensweise zu Kohlensiiureassimilation:
man spricht dann von mixotropher ILebensweise. Unter Mixotrophie
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wird daher im weiteren eine Ernihrungsweise verstanden. bei der
ausser Kohlensiiureassimilation auch eine Assimilation von organischen
Stoffen stattfindet (ARTARI 1913).

Auch wenn einer Algenkultur siimtliche erforderlichen Nihrstoffe
in optimaler Konzentration zur Verfiigung stehen und auch wenn die
Bedingungen im tibrigen giinstig sind, so kann die Produktion oft durch
einen Zusatz gewisser Extrakte mehr oder weniger unbekannter Zu-
sammensetzung weiter erhoht werden. Hierbei diirfte es sich nicht um
eine Zufuhr von Nihrstoffen im klassischen Sinn handeln, sondern eher
um sog. Wirkstoffe, die entweder Mineralstoffe oder auch organische
Stoffe sein konnen. Im letzteren Fall unterscheidet man laut einer von
SCHOPFER (1939) benutzten Terminologie zwischen Wachstumsfaktoren
und Wuchsstoffen. Die organischen Wachstumsfaktoren beeinflussen
die Assimilierbarkeit der Nihrstoffe und den Plasmawuchs. Die Wuchs-
stoffe haben in letzter Linie einen spezifischen Einfluss auf die Form-
bildung.

Eine andere Terminologie wurde von NIELSEN und HARTELIUS
(1932) benutzt. Sie konnten in Versuchen mit Rhizopus suinus zeigen.
dass dieser Pilz Wirkstoffe von zweierlei Art produzierte, die sie A-
und B-Wuchsstoffe nannten. Die A-Wuchsstoffe waren iitherldslich,
wurden durch Oxydation leicht zerstort und beeinflussten das Wachs-
tum der Avena-Koleoptile. Die B-Stoffe waren in Ather unlislich, wur-
den durch Oxydation nicht zerstort und beeinflussten die Trocken-
substanzproduktion von Aspergillus. Laut SCHOPFERs (1939) Termino-
logie sind die A-Stoffe als Wuchsstoffe zu bezeichnen. Die B-Stoffe
entsprechen dagegen SCHOPFERs Wachstumsfaktoren. Im folgenden
werden die Ausdriicke Wuchsstoffe und Wachstumsfaktoren im
ScHOPFERschen Sinne benutzt. Da der Ausdruck Wachstumsfaktor
indessen hiufig in einem weiteren Sinne verwendet wird, habe ich den
Ausdruck organischer Wachstumsfaktor benutzt.

Es ist eine alte Erfahrung, dass Erdabkochung das Wachstum von
Griinalgen giinstig beeinflusst. Diese stimulierende Wirkung ist von
PRINGSHEIM (1935 a, 1936), LWOFF und LEDERER (1935) sowie von
HARVEY (1939) studiert worden. PRINGSHEIM (1936) rechnet mit vier
Moglichkeiten: 1) Entgiftung, 2) H-lonen-Pufferung, 3) Niihrelemente
und 4) Wirkstoffe. Die drei ersten Alternativen sind allerdings von
Bedeutung, aber sie geniigen nicht, um die giinstige Wirkung von
Erdabkochung ganz zu erkliren. Man muss statt dessen die Gegenwart
von Wirkstoffen annehmen. Als Versuchsorganismen verwendete
PRINGSHEIM Polytoma uvella, Chlorogonium euchlorum, Chilomonas
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paramaecium und Polytomella coeca, simtliche sog. Azetatflagellaten
(PRINGSHEIM 1935 b), die als Kohlenstoffquelle Azetat benutzen und
durch Erdabkochung stark stimuliert werden. Der wirksame Bestandteil
war organischer Natur, wurde an Kohle adsorbiert, war unldslich in
Ather und Alkohol und konnte durch Oxvdation mittels Wasserstoff-
peroxyd zerstort werden. PRINGSHEIMs Ergebnisse wurden im grossen
von LWOFF und LEDERER (1935) bestitigt.

HARVEY (1939) fand es unmoglich, die Diatomee Ditylum bright-
welli in kiinstlichem Meerwasser zu vermehren, wenn dieses nicht mit
Erdabkochung oder Algenextrakt versetzt wurde. Der wirksame Bestand-
teil der Extrakte hatte den Charakter eines Wirkstoffes und konnte
in zwei Stoffen separiert werden. Der eine derselben wurde an Kohle
adsorbiert und war in Butylalkohol unloslich, der andere wurde nicht
adsorbiert und war in wasserhaltigem Butylalkohol 16slich. Bei gleich-
zeitigem Zusatz addierten sich die Wirkungen und es wurde eine er-
hebliche Produktion erzielt.

Umfassende Untersuchungen iiber wachstumsstimulierende Stoffe
des Meerwassers wurden von H. KyrLiN und Mitarbeitern ausgefiihrt.
So konnte DE VALERA (1940) zeigen, dass Meerwasser der Oberfliche
fiir die Entwicklung von Enteromorpha giinstiger war als solches aus
30 m Tiefe. Diese Unterschiede bestanden auch. nachdem das Wasser
mit genligenden Mengen von Niihrsalzen versetzt worden war. H. KYLIN
(1941) konnte pDE VALERAs Ergebnisse bestiitigen. Er fand ferner, dass
das Oberflichenwasser der Iucus-Ascophyllum-Zone bedeutend giin-
stiger war als das Oberflichenwasser der freien See. Hierbei stellte
sich heraus. dass das bessere Wachstum mit Wasser von dieser Algen-
zone nicht nur auf einen hoheren Gehalt an Mineralniihrstoffen, sondern
auch auf das Vorhandensein anderer Stoffe unbekannter Natur zu-
riickzufithren war. Wahrscheinlich handelte es sich um organische
Stimulantia (Bios-Stoffe), die von der Algenvegetation abgesondert
werden. Ahnliche Erfahrungen machte M. ANDERSSON (1942).

Mit Hinblick auf die von KYLIN und ANDERSSON erhaltenen Resul-
tate studierte SUNESON (1942) den Einfluss von Exsudaten lebender
Algen sowie von Algendekokten auf die Entwicklung von Enteromorpha
und Ulva. Frisches Algenmaterial, das einen Tag im Wasser gelegen
war, gab an das Wasser Stoffe ab, die das Wachstum stimulierten. Der
positive Effekt zeigte sich auch in Losungen mit optimaler Konzentra-
tion von Nithrsalzen. SUNESON hilt es fiir wahrscheinlich, dass dieser
auf organische Stoffe vom Charakter der Wirkstoffe oder moglicher-
weise auf sog. Mikroelemente zuriickzufiihren ist. In einer spiteren
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Arbeit konnte SUNESON (1943) zeigen, dass sowohl organische wie an-
organische Stoffe mitwirkten.

Im Heringsmehl fand NAUMANN (1936) ein ausgezeichnetes Mittel
um eine Hochproduktion von Griinalgen herbeizufithren. Der giinstige
Einfluss des Heringsmehls diirfte zu grossem Teil auf seinem betriicht-
lichen Gehalt an organischen Stickstoffniihrstoffen sowie Phosphat
beruhen (HANSSON 1926). ISs erscheint jedoch kaum moglich. die
Wirkungen nur mit Hilfe dieser Faktoren zu erkliren. Laut NAUMANN
muss vielmehr angenommen werden, dass das Heringsmehl spezielle
Substanzen enthilt. die das Wachstum der Algen beeinflussen. Von
Vitaminen konnten A-, B- und D-Vitamin nachgewiesen werden.
(C-Vitamin fehlte dagegen.

Beim Studium von Wirkstoffen ist man auf zwei Wegen vor-
gegangen. inerseits ist man von Extrakten mit starken physiologischen
Wirkungen ausgegangen und hat mit Hilfe von chemischen und physio-
logischen Methoden die wirksamen Bestandteile zu isolieren versucht.
Dass eine solche Methode, die zu Beginn die einzig mogliche ist, zu
positiven Ergebnissen fiihren kann, das zeigt die ganze Vitaminfor-
schung. Andererseits ist man auch von schon isolierten Substanzen mit
bekannter physiologischer Aktivitit ausgegangen und hat diese an
lebendem Material verschiedener Art gepriift. Beide Methoden sind
innerhalb der Algenphysiologie zur Verwendung gelangt. Von chemisch
definierbaren Substanzen. die in erster Linie die Aufmerksamkeit als
Wirkstoffe fiir Algen auf sich gelenkt haben, sind zu erwithnen Indolyl-
3-essigsiure (Heteroauxin). I-Ascorbinsiiure (Vitamin C) sowie Aneurin
(Vitamin B,). (Die synonymen Bezeichnungen werden im weiteren
nebeneinander benutzt.)

Die ersten Untersuchungen iiber die Wirkungen der Indolylessig-
siure auf Griinalgen wurden von YIN sowie LEONIAN und LILLY aus-
gefiihrt. YIN (1937) verwendete als Versuchsorganismus Chlorella vul-
garis und fand, dass Indolylessigsiure in schwiicheren Konzentrationen
(1-—40 mg je 1) eine Vergrosserung des Zellendiameters bedingte. Hohere
Konzentrationen hatten eine schiidliche Wirkung. In bezug auf das
Gesamtwachstum in den Kulturen konnte kein Effekt verzeichnet
werden. Der Ertrag wurde durch Zentrifugieren und Bestimmung der
Trockensubstanz ermittelt. LEONIAN und LILLY (1937) untersuchten den
Einfluss von Indolylessigsiure auf nicht weniger als fiinf verschiedene
Arten, nimlich Chlorella miniata, Chlorella pyrenoides, Cystococcus
cohaerans, Oocystis naegelii sowie Scenedesmus flavescens. In der Kon-
zentration 1 mg je 1 wirkte Indolylessigsiure zuerst hemmend, spiter
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war das Wachstum gleich stark wie in der Kontrolle. Die Konzentration
10 mg je 1 zeigte deutliche Giftwirkung. LEONIAN und LILLY zogen hier-
aus die Schlussfolgerung, dass Indolylessigsiiure eher ein wachstums-
hemmender als ein wachstumsfordernder Stoff ist. BRANNON (1937) stu-
dierte den Einfluss von Indolylessigsiiture auf Chlorella vulgaris, Chlo-
rella pyrenoidosa sowie Oocystis sp. Er fand hierbei. dass die Substanz
einen stimulierenden Einfluss auf die Zellteilung hatte.

Im folgenden Jahr wurde eine eingehende Untersuchung von PRATT
(1938 a) iiber das Verhalten von Chlorella zu Indolylessigsiure und
homologen Verbindungen verdiffentlicht. PrRATT fand. dass Indolyl-
verbindungen ecinen stimulierenden Iffekt auf die Zellteilung hatten.
Dagegen konnte er keine Veriinderung der Zellengrisse beobachten.
Indolylessigsiure hatte den stirksten LEffekt, danach folgten Propion-
sidure und Buttersiure in nun genannter Ordnung. ELLIOTT (1938)
erhielt gleichfalls eine erhebliche Zunahme der Zellteilungsgeschwindig-
keit bei FEuglena gracilis unter dem Einfluss von Indolylessigsiiure und
Homologen. :

BRANNON und BARTSCH (1939) verwendeten als Versuchsorganis-
men Chlorella vulgaris, Coccomyxa simplex sowie Mesotaenium calda-
riorum. Es wurden Indolylessigsiure, Indolylpropion-, Indolylbutter-,
Naphtalinessig- sowie Phenylessigsiure gepriift. Samtliche Verbin-
dungen hatten eine stimulierende Wirkung auf die Zellteilung von
Chlorella und Coccomyxa. Bei Mesotaenium konnte keine Zunahme
des Ernteertrages festgestellt werden, in gewissen Fiillen dagegen ecine
Tendenz zu Zellenvergrisserung.

Laut H. KyLiN (1942) stimulierte Heteroauxin die Zellteilung von
Ulva lactuca und Enteromorpha linza. Eine fortlaufende Behandlung war
glinstiger als eine kurzdauernde. Kulturen, die 2—5 Tage mit Hetero-
auxin behandelt und darauf in heteroauxinfreie Nihrlosungen iiber-

gefithrt worden waren, zeigten ein schlechteres Wachstum als solche,
die withrend der ganzen Versuchszeit in Heteroauxinlisung gewachsen
sind. Form und Grosse der Zellen wurden nicht beeinflusst. LEVRING
(1945 a) konnte KyYLINs Ergebnisse mit Ulva bestitigen. Auch das
Wachstum einiger mariner Diatomeen, Skeletonema und Melosira,
wurde durch Heteroauxin stimuliert (LEVRING 1945 b).

Als ich 1938 meine Arbeit iiber die Ernidhrungsphysiologie der
Griinalgen. namentlich mit Hinsicht auf die sog. Wirkstoffe, begann,
lagen noch keine Verdffentlichungen tiber die Wirkung von Ascorbin-
sfure auf auto- und mixotrophe Mikroorganismen vor. Seither ist eine
Serie von Untersuchungen auf diesem Gebiet erschienen.
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ONDRATSCHEK (1940 a) verwendet als Hauptversuchsorganismus
Haematococcus pluvialis. Es zeigte sich, dass bei rein autotropher Ernih-
rung ein kaum erwarteter Effekt von Ascorbinsiure (10—100 mg je 1)
sich geltend machte. Enthielt die Nihrlosung iiberdies eine organische
Kohlenstoffquelle (Natriumazetat), so gab die Ascorbinsiure dasselbe
Resultat wie in einer reinen Mineralsalzlosung. Auch bei heterotropher
Erndhrung war die Ascorbinsiure wirksam. Am stirksten war der
Zuwachs wiithrend der ersten 8—-10 Tage, worauf er wieder abnahm.
In einer spiteren Arbeit konnte ONDRATSCHEK (1940 b) zeigen, dass ein
erneuter Zusatz von Ascorbinsiure ein neuerliches Ansteigen der Ver-
mehrung mit sich brachte. Dies galt jedoch nur bei rein autotropher
Ernidhrung. Mit organischen Stoffen und im Dunkeln wurde bei aber-
maligem Ascorbinsiiurezusatz nur eine unbedeutende Wirkung bemerkt.
Mit anderen Worten, bei autotropher Ernihrung bildete die Ascorbin-
siaure den ausschlaggebenden Faktor. Ausser Haematococcus wurde eine
Anzahl anderer. besonders ausgewiihlter Arten der Gruppen FEugleni-
nae, Chlamydomonadae sowie Ulotrichales gepriift (ONDRATSCHEK
1940 a). Hierbei bedingte die Ascorbinsiiure wie frither eine starke
Ertragssteigerung bei auto- und mixotropher IErnihrung. Bei He-
terotrophie konnte sie sich dagegen schwieriger geltend machen. Von
vier untersuchten Hormidium-Arten (ONDRATSCHEK 1940 c¢) zeigten
sich zwei, ndmlich H. flaccidum und H. nitens, als vitamin-C-autotroph.
d.h. sie konnten ihren Bedarf an Ascorbinsiure selbst synthetisieren.
Das Wachstum der beiden anderen, H. Barlowi und H. steechidum,
wurde dagegen durch Ascorbinsiurezusatz stark befdrdert, weshalb
diese als mehr oder weniger vitamin-C-heterotroph aufzufassen sind.
(ONDRATSCHEK verwendet die Ausdriicke vitamin-nichtbediirftig bzw.
vitaminbediirftig.) Extrakte der vitamin-autotrophen Arten hatten den-
selben Einfluss auf das Wachstum der vitamin-heterotrophen wie
Ascorbinsiiure (autotrophe Erndhrung). Dagegen waren die Extrakte
ohne irgendwelchen Einfluss auf die vitamin-autotrophen Arten. Ex-
trakte von vitamin-heterotrophen Arten waren in simtlichen Fillen
ohne Wirkung. Ascorbinsiure konnte in allen Hormidium-Arten nach-
gewiesen werden. In den vitamin-autotrophen war der Gehalt etwas
grosser als in den vitamin-heterotrophen.

Laut H. KyLiN (1942) stimulierte Ascorbinsiure (1-—10 mg je 1)
die Keimung und Weiterentwicklung von Zygoten von Ulva lactuca.
Die Erndhrung war autotroph. LEVRING (1945 a) fand in Kulturen
mit kiinstlichem Meerwasser, dass Ascorbinsiure in der Konzentration
1 mg je 1 keinen nennenswerten Effekt aut Ulva hatte. Dagegen wurde
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eine marine pennate Diatomee der Gattung Nitzschia durch Ascorbin-
siure gleicher Konzentration stark stimuliert (LEVRING 1945 b).

Aneurin ist vielleicht der Wirkstoff. dessen Wirkungen auf Mikro-
organismen am besten bekannt ist. Die Mehrzahl der Untersuchungen
iiber Aneurin sind indessen an rein heterotrophen Organismen oder an
hoheren Pflanzen ausgefiihrt. SCHLENKER (1937), SCHOPFER (1939) und
JANKE (1939) haben eine Ubersicht iiber die Literatur auf diesem Ge-
biete gegeben. Angaben iiber die Wirkung von Aneurin auf Algen sind
dagegen sehr spirlich. LEONIAN und LiLLy (1937) teilen mit, dass
Aneurin in einer Konzentration von 0.1 mg je 1 keine Ertragssteigerung
der von ihnen untersuchten Griinalgen hervorrufen konnte (S. 132).
Laut HARVEY (1939) hatte Aneurin einen IEffekt auf die Diatomee
Ditylum brightwelli herab bis zu einer Konzentration von 0,25 mg je .
Die Anzahl Zellen je ml wurde auf etwa das Doppelte erhoht.

ONDRATSCHEK (1940 a) fand eine gilinstige Wirkung von Aneurin
auf Haematococcus pluvialis in Konzentrationen von 1-—10 mg je L
100 mg waren dagegen eine zu hohe Dosis. Die Wirkung des Vitamins
machte sich namentlich bei heterotropher Erniihrung geltend (ONDRA-
TSCHEK 1940 b). Selbst konnte es weder als Kohlenstoff- noch als Stick-
stoffquelle ausgenutzt werden. Die mit Haematococcus erhaltenen Resul-
tate konnten durch Versuche mit anderen Algen bestiitigt werden. In sei-
nen Wirkungen scheint das Aneurin einen Gegensatz zur Ascorbinsiure
zu bilden. Letztere zeigte den grissten Effekt bei autotropher Ernithrung,
die Wirkungen des Anecurins kamen dagegen bei heterotropher zur
Geltung. Bei gleichzeitigem Zusatz beider Vitamine war das Wachstum
in reiner Mineralsalzlosung und bei Licht nur vom Ascorbinsiduregehalt
abhingig. Im Dunkel und bei Anwesenheit von organischen Stoffen
bildete das Aneurin den ausschlaggebenden IFaktor. Bei mixotropher
Ernihrung fand eine Addition der Wirkungen statt. Vitamin-B,-auto-
trophe Hormidium-Arten wurden von Aneurin nicht stimuliert (ONDRA-
TSCHEK 1940 ¢). Extrakte derselben hatten dagegen auf das Wachstum
von vitamin-B;-heterotrophen Arten (bei heterotrophen Ernihrungs-
bedingungen) einen sehr glinstigen Einfluss. In den Hormidium-Extrak-
ten konnte Aneurin nachgewiesen werden.

Laut H. KyLiN (1943) stimulierte Aneurin die Keimung von Ulva-
Zvgoten, die bei autotrophen Bedingungen kultiviert worden sind.
Schon eine Konzentration von 0.001 mg je | war wirksam. Das Opti-
mum lag bei 0,01-—0.1 mg. LEVRING (1945 a) fand Aneurin in Kulturen
mit kiinstlichem Meerwasser in der Konzentration von 1 mg je 1
ohne Wirkung.
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Trotzdem die Griinalgen seit etwa 1890 Gegenstand eingehender
ernithrungsphysiologischer Untersuchungen gewesen sind. muss gesagt
werden, dass sie hinsichtlich der Wirkstoffe zu den am wenigsten be-
achteten Gruppen des Pflanzenreiches gehoren. In bezug auf die Wir-
kung des Heteroauxins liegen sich widersprechende Angaben vor. Int-
weder wurde es als direkt wachstumshemmend charakterisiert. oder
auch es wurden ihm typische Wirkungen auf das Streckungswachstum
oder die Zellteilung zugeschrieben. In bezug auf die Ascorbinsiure lag
bei Beginn dieser Arbeit keine einzige Angabe iiber die Wirkung dieses
Vitamins auf Chlorophyceen vor. Uber das Aneurin gab es nur einige
unbedeutende Notizen. Die Verfasser, die seither Arbeiten tiber den Ein-
fluss von Ascorbinsiure und Aneurin auf chlorophyllfiithrende Mikro-
organismen verOffentlichten, haben ihr Material hauptsichlich den
Ordnungen FLuglenales, Volvocales, Ulotrichales und Ulvales entnom-
men. In bezug auf die grosse und weit verbreitete Ordnung Chloro-
coccales gibt es dagegen keine oder nur sehr spiirliche Angaben. Die
vorliegende Arbeit beabsichtigt einen Beitrag zu liefern iiber den Ein-
fluss von Indolylessigsiure, Ascorbinsiure und Aneurin auf Chloro-
phyceen, insbesondere die Ordnung Chlorococcales. Es zeigte sich in-
dessen bald. dass fiir eine solche Untersuchung eingehende Kenntnis
der erniihrungsphysiologischen Anspriiche der verschiedenen Arten not-
wendig war. Schlusssiitze in dieser Hinsicht auf Grund von Literatur-
angaben zu ziehen, war sehr schwierig und unsicher. Eigene Unter-
suchungen waren daher unvermeidlich. Die Arbeit bildet daher nicht
nur einen Beitrag zur Kenntnis des Einflusses gewisser Wirkstoffe auf
Chlorophyceen, sondern auch einen solchen zur allgemeinen Erniih-
rungsphysiologie der Chlorophyceen.



[I. Material und Methodik.

1. Glas und Chemikalien.

Beim Studium von Algenkulturen hat sich oft gezeigt, dass die
Beschatfenheit des Glases entscheidende Bedeutung hat (CZURDA 1933).
Besondere Aufmerksamkeit muss der pH-Verschiebung geschenkt wer-
den. die in Nihrlosungen bei der Sterilisierung dadurch enstehen kann,
dass alkalische Stoffe des Glases in [Ldsung gehen konnen. ONDRA-
TSCHEK (1935) fand. dass schlechtere Glassorten auf diese Weise eine
pH-Verschiebung von mehr als drei Einheiten verursachen konnen. Von
zwOlf untersuchten Glassorten eignete sich das Jenaglas gut fiir Algen-
kulturen. Die pH-Verschiebung war hier so gering. dass sie vernach-
liissigt werden konnte.

In den folgenden Versuchen habe ich in grosstmoglicher Aus-
dehnung Jenaglas verwendet. Messzylinder, Messkolben, Pipetten sowie
einige grossere Flaschen waren jedoch von anderer Qualitit. Da
die Bestandteile des Glases hauptsiichlich beim Erhitzen in LLosung gehen
(ONDRATSCHEK 1935), wurde die Sterilisierung stets in Gefissen aus
Jenaglas vorgenommen. Die Algen wurden in Reagenzrohren von 16 cm
[inge und 1.5 cm Durchmesser kultiviert. Mitunter mussten auch Rohre
von 18 X2 cm benutzt werden. Alle Rohre der gleichen Versuchsserie
sind natiirlich gleicher Beschaffenheit gewesen. Das Impfmaterial
wurde in Erlenmeyerkolben von 150 ml aufgezogen.

Die Glasgefiisse wurden mit Biirste und sog. Scheuerpulver gereinigt
und darauf mit ca. 18 %o-iger Salzsiiure gespiilt. Dann wurde sorgfiiltig
mit fliessendem Wasserleitungswasser gewaschen, mit destilliertem
Wasser gespiilt und dann luftgetrocknet. Diese Methode ist bequemer
und ebenso effektiv wie das Reinigen mit Bichromatschwefelsiure.

Die anorganischen Salze waren vom Fabrikat Merck. pro analysi.
Ursprung und Qualitiit der organischen Substanzen wird von Fall zu
“all besonders angegeben.

Wo nichts anderes erwithnt, ist zu den Versuchen doppelt destillier-
tes Wasser benutzt worden. Gewohnliches destilliertes Wasser enthilt
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nimlich hiufig Spuren von Kupfer. Durch NAGELIs (1893) Unler-
suchung iiber den Einfluss der Schwermetalle auf Spirogyra wurde
zum erstenmal klargelegt. welch erstaunlich grosse Giftwirkung dieses
Metall besitzt. Diese Feststellung ist von grosser praktischer Bedeutung,
da sowohl Wasserleitungswasser, das mit Metallrohren in Kontakt
gewesen ist, wie auch destilliertes Wasser mehr oder weniger giftig war.
Um ein indifferentes destilliertes Wasser zu erhalten, musste NAGELI
Glasapparatur verwenden. Die Beobachtungen iiber die Giftwirkung des
Kupfers sind spiiter wiederholt bestitigt worden (ONO 1900, RICHTER
1911, A. KYLIN 1943).

Das zu den Versuchen verwendete doppelt destillierte Wasser
wurde durch Umdestillation in einem ganz aus Jenaglas mit eingeschlif-
fenen Stopseln bestehenden Apparat erhalten. Vor der Destillation
wurde das Wasser mit einigen Tropfen Schwefelsiiure und einigen Kri-
stallen Kaliumpermanganat zwecks Zerstorung eventueller organischer
Verbindungen versetzt. Das neudestillierte Wasser zeigte einen pH-Wert
von 5,2--5.4. Nach Kochen zur Entfernung der Kohlenséiure und schnel-
lem Abkiihlen wurde ein pH von 6.0-—-6.2 erhalten. Dieser Wert ist fiir
ein gutes destilliertes Wasser charakteristisch (KOLTHOFF 1926. BRIE-
GER 1931).

2. Ndhrlosungen.

Folgende Nihrlosungen sind am héufigsten zur Verwendung
gelangt:

Nahrlosung A:

ENOE s e 0,1 g je I Losung
MeSQ 7H O - oo o 001 e sy
CaSOE2HE0 v 001 2o i
FeGly6H07. o= 0 0,001 3 oges oy

Phosphatpuffer

Der Phosphatpuffer bestand aus einer Mischung von KH,PO, sowie
Na,HPO, . 2H,0 laut SORENSEN, beide in der Konzentration m/150.
Unten werden einige der hiufigsten Mischungsverhiltnisse sowie das

pH der Lésungen angegeben.

KH2PO4 Na:HPO« . 2H20 pH
9,9 0,1 5.0
7,0 3,0 6,5

3.9 6.1 7,0
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Nihrlosung B. Diese Losung hatte dieselbe Zusammensetzung wie
die Nihrlosung A. nur mit dem Unterschied, dass der Phosphatpuffer
durch sekundires Kaliumphosphat (K,HPO,) in der Konzentration
0,01 g je 1 Losung ersetzt worden ist. Das pH ist in jedem besonderen
Fall mit Hilfe von 0.1-n Salzsiiure oder Natronlauge eingestellt worden.

Nihrlosung C:

KNO, St T e g je 1 Losung
MeSO2TH O s i s Qi »
CadO =200 =0 i e 0y »
gnpo. - 00 i
F(’Clg . 6[‘12() ................ ;0200 5 »

Die Losung C ist eine Modifikation einer von PRINGSHEIM (1921 b)
angegebenen Nihrlosung. Das Kalziumnitrat der PRINGSHEIMschen Nihr-
losung ist durch Kaliumnitrat ersetzt worden. Ca ist in der Form des
Sulfates zugesetzt worden. Das pH der Liosung betrug 6,9—7,0. In ge-
wissen Fiillen, wenn eine saurere Losung erwiinscht war, wurde das pH
durch Zusatz von Salzsiiure eingestellt. Mitunter zeigte es sich hierbei
vorteilhafter. von primérem Kaliumphosphat auszugehen und das pH
der Losung durch Zusatz von NaOH einzustellen.

Jedes Reagenzrohr wurde mit 10 ml Nihrlosung beschickt und mit
einem Pfropfen chemisch reiner Baumwolle verschlossen. Einfachere
Baumwollsorten konnen laut ONDRATSCHEK (1940 a) betrichtliche
Mengen von Wirkstoffen enthalten.

3. Die pH-Bestimmung.

Die pH-Bestimmungen wurden mit HELLIGES pIH-Messer Nr. 7040
mit Glaselektrode ausgefiithrt. Zu orientierenden Bestimmungen ist
Mercks Universalindikator benutzt worden. Dieser Indikator ist nebst
Bromthymolblau auch zur pH-Bestimmung in Agarlésungen verwendet
worden.

4. Die Sterilisierung.

Die Sterilisierung von Nihrlosungen u.a. ist im Autoklaven bei
einem Uberdruck von einer Atmosphiire (120° C) wiithrend 20 Minuten
ausgetithrt worden. Verschiedene organische Substanzen vertragen in-
dessen keine so starke Erhitzung. Losungen mit solchen Stoffen wurden
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daher einer fraktionierten Sterilisierung im stromenden Wasserdampf
(100 C) withrend 20 Minuten unterzogen. Die Behandlung erfolgte
zweimal mit 24-stiindigem Intervall. In gewissen Fillen sind die Lo-
sungen durch Filtrieren durch ein Chamberlandfilter sterilisiert worden.
Pipetten, Petrischalen usw. sind wie tiblich im Trockensterilisator bei
einer Temperatur von 160 € withrend 2 Stunden sterilisiert worden.

5. Einsammlung des Materials. Reinziichtung.

Bei der Einsammlung von Algenmaterial zu physiologischen Ver-
suchen besteht eine einfache Methode darin, von in der Natur vorkom-
menden » Wasserbliiten» auszugehen, aus denen man eine oder mehrere
Arten zur weiteren Reinkultur isoliert. Man kann indessen auch von
natiirlichem Wasser mit einem so geringen Gehalt an Mikroorganismen
ausgehen, dass diese nicht ohne besondere Massnahmen beobachtet
werden konnen (Zentrifugieren, Mikroskopieren). Wird solches Wasser
mit geeigneten Niihrstoffen versetzt, so ist es hiufig moglich, eine An-
reicherung einer oder mehrerer Arten zu erreichen. Oder auch man
kann einen Tropfen solchen Wassers auf einer sterilen Agarplatte. die
Mineralnihrstoffe enthilt, ausstreichen. Hierbei kommen hauptsiichlich
autotrophe Mikroorganismen zur Entwicklung, die dann gleichzeitig
isoliert voneinander erhalten werden kénnen. Bei meiner Einsammlung
von Material sind die erwiihnten Methoden nebeneinander zur Ver-
wendung gelangt.

Zur Reinzucht der mikroskopischen Chlorophyceen sind die
allgemeinen Methoden benutzt worden, die z.B. von CHODAT und
GRINTZESCO (1900), KUSTER (1921) und PRINGSHEIM (1921 b, 1926) an-
gegeben werden. Wenn die Algen von einer » Wasserbliite» herstamm-
ten, zeigte es sich vorteilhaft, sie abzuzentrifugieren und wiederholt mit
steriler Nihrlosung zu waschen. Durch Aufziehen einiger Generationen
der Algen in Mineralsalzlosung bei guter Belichtung war es gleichfalls
moglich, Bakterien und Pilze zuriickzudriingen. Die eigentliche Rein-
zucht erfolgte auf Agarplatten von 8 cm Durchmesser, die Nihr-
losung B oder C sowie Agar in der Konzentration 1.5 oder 2 %o
enthielten. Vor der Verwendung wurde das Agar 24 Stunden in fliessen-
dem Wasser gewaschen und nach Auslaugen in destilliertem Wasser
abrinnen gelassen. Sowohl die Ausstreichmethode wie die Plattenguss-
methode sind zur Verwendung gelangt (PRINGSHEIM 1926). Es zeigte
sich hierbei vorteilhaft. mit dem Plattengiessen zu beginnen und spiiter
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zur Ausstreichmethode iiberzugehen. Im ersteren Fall wurde 1,5 %/o-iges,
im letzteren 2 %-iges Agar benutzt. Bei Verwendung der Ausstreich-
methode wuchsen die Algen schneller und das Abimpfen, das zweck-
miissig unter dem Priipariermikroskop erfolgt, ist leichter auszufiihren.
Wenn die Kulluren grossere Mengen Bakterien enthalten, verbreiten
sich diese indessen leicht tiber die ganze Agarfliche, wodurch die Ver-
wendbarkeit der Methode begrenzt wird. Zusitze von organischen
Substanzen, wie z.B. von Glukose, und Extrakten von z.B. Hefe, Heu,
Malz und Fleisch sind gleichfalls gepriift worden. Im allgemeinen be-
gtinstigen diese jedoch die Entwicklung von Bakterien und Pilzen in
hoherem Grad als die der Algen. Gute Ergebnisse wurden mit Erdab-
kochung erzielt. Wiithrend der Reinziichtung sind die Kulturen stets
unter mikroskopischer Kontrolle gestanden. Reinkulturen erhielt ich
gewohnlich erst nach mehreren Uberimpfungen.

Besondere Schwierigkeiten bot eine spiter zu beschreibende Anki-
strodesmus-Art. Diese Alge wurde direkt von einer Agarplatte isoliert,
wo sie ein tippiges Wachstum zeigte. Bei der weiteren Reinziichtung
wurde ihr Wachstum mit abnehmender Bakterienmenge zunehmend
schlechter. Ein Uberimpfen von einigen anscheinend bakterienfreien
Kulturen gab schliesslich keinerlei Wachstum. Die am Agar liegenden
isolierten Zellen konnten unter dem Mikroskop leicht beobachtet wer-
den. Es fanden keine Teilungen statt. Uberimpfungen auf verschiedene
organische Extrakte waren gleichfalls ergebnislos. Schliesslich wurde
dieser Organismus mit folgender Methode reingeziichtet. Altere mit
Bakterien, Algen (Ankistrodesmus) sowie eventuell mit Pilzen tiber-
zogene Agarplatten wurden abermals im Autoklaven sterilisiert. Die
Platten wurden mit Ankistrodesmus in die alten, trotz der Sterilisierung
leicht erkennbaren Impfspuren geimpft. IEs wurde ein ziemlich gutes
Wachstum erzielt, aber die Kulturen waren nicht bakterienfrei. Durch
Verwendung dieser Methode im weiteren war es indessen moglich, auch
diese Alge reinzuziichten. Spiiter stellte sich heraus, dass die Alge auch
in reinen Mineralsalzlosungen ziemlich gutes Wachstum zeigte, wenn
nur die Impfmenge geniigend gross war. Die Entwicklung isolierter
Zellen wurde unter dem Mikroskop (im héngenden Tropfen) verfolgt.
Im allgemeinen fanden keine Zellteilungen statt. Ausnahmsweise wurde
eine Autosporenbildung 1- 2 Mal in Erdabkochung beobachtet, aber
die Zellen nahmen nur langsam an Grosse zu und gingen schliesslich
zugrunde. Die wahrscheinliche Ursache dieses eigentiimlichen Ver-
haltens der Alge wird spiiter besprochen werden.
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Wenn von den verschiedenen Arten einigermassen reine Kulturer
erhalten worden waren, wurden die weiteren Uberimpfungen stets nu
von einer Kolonie vorgenommen. Von einer solchen kann nimlich an
genommen werden, dass sie von einem einzigen Individuum herstammt
wenn die Verteilung gut gewesen ist. Dann repriisentiert diese einc
Klonenkultur, ein genetisch einheitliches Material. Volle Sicherheit wirc
natiirlich nur erreicht, wenn Plattenguss und Impfung hinlinglich ofi
wiederholt werden. Zu diesem Zweck wurden solche Abimpfungen fiu
jede Art wenigstens dreimal nacheinander vorgenommen.

Nach dem Erhalten absoluter Reinkulturen wurden diese durch
Uberimpfen in Nithrlosungen, die fiir die Entwicklung von Pilzen unc
Bakterien giinstig waren, auf ihre Reinheit gepriift. Solche Nihrlosungen
sind: 1) Fleischextrakt-Peptonlosung, 2) Fleischextrakt-Peptonagar
3) Fleichextrakt-Pepton-Glukoselosung, 4) Malzextraktagar. Die Ent
wicklung der Kulturen, die teils im Licht bei Zimmertemperatur, teils
im Dunkeln im Thermostaten (bei 25° () standen, wurde wiihrend einei
Zeit von 14 Tagen verfolgt, wobei die Losungen mikroskopischer Kon
trolle im hingenden Tropfen und in Ausstrichpriparaten (Fiarbung mii
Gentianaviolett) unterzogen wurden. Sind nach dieser Zeit keine frem-
den Mikroorganismen aufgetreten, so wurden die Kulturen als frei von
solchen betrachtet. Schliesslich wurden die Algen auf Schriagagar i
Reagenzrohren {iberimpft. Diese Kulturen. die als Stammkulturen
dienten, wurden ausser mit den gebriuchlichen anorganischen Salzen
(Nihrlosung B) auch mit einer organischen Substanz versetzt. Hier
durch war es moglich, eine eventuelle Infektion leicht zu entdecken
Gewdhnlich wurde Fleischextrakt 0,5 o+ Pepton 0,5 %o oder Malz
extrakt 0,8 %o zugesetzt. Das pH der Losungen wurde auf 7.0 eingestellt

Eine Priifung auf Freiheit von Bakterien mit speziellen Anspriichen
an das Nihrsubstrat wurde im allgemeinen nicht vorgenommen undc
kann auch nicht als erforderlich betrachtet werden. Kommen solche
Mikroorganismen in den urspriinglichen Rohkulturen vor, so bleiben
sie zufolge Fehlens eines fiir sie geeigneten Milieus gewohnlich bald
in der Entwicklung zuriick. Bei den zahlreichen Uberimpfunges
withrend der Reinziichtung wird man sie daher bald los. So konnten in
einer Rohkultur Nitrifikationshakterien nachgewiesen werden. Die rein
geziichtete Kultur war von diesen ganz frei. Zur Sicherheit wurden je-
doch simtliche Reinkulturen auf Nitrifikationsbakterien gepriift (Nihr-
losung laut KosTRA 1924). Solche konnten in keinem einzigen Fall
nachgewiesen werden.
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6. Versuchsorganismen.

Mit den beschriebenen Methoden sind die unten genannten Chloro-
phyceen reingeziichtet worden. Die Arten sind auf Grund morphologi-
scher Merkmale bestimmt. Ein Versuch, die Scenedesmus-Arten mit
den von CHODAT (1926) aufgestellten physiologischen Rassen zu iden-
tifizieren, hat aufgegeben werden miissen. Beim Bestimmen der Arten
sind die Arbeiten von PASCHER (1914, 1915) sowie SMITH (1916, 1920)
zur Verwendung gelangt. Die Einteilung in Familien griindet sich auf
SMITHs System (1933).

Ordnung Chlorococcales.
Familie Oocystaceae.

Chlorella sp. Zellen kugelrund, 3—5 p Durchmesser. Membran dinn.
Chromatophor glockentormig, gewsShnlich nur etwa die halbe Zellwand
bedeckend. Pyrenoid mehr oder weniger deutlich. Vermehrung durch Auto-
sporen. — Die Art erinnert zuniichst an Chlorella vulgaris BEIVERINCK, unter-
scheidet sich aber von dieser durch den schwach ausgebildeten Chromatophor.

Die Alge wurde mir von Professor H. KyLIN, Lund,! zur Verfiigung ge-
stellt, der sie im Sommer 1935 auf der Klippeninsel Bonden (schwedische West-
kiiste) angetrotfen hatte, wo sie in einer Felsenkluft eine Wasserbliite bildete.
Professor KyLIN hielt sie bis 1938 in Rohkultur, da sie von mir reingeziichtet
wurde. Im weiteren wird diese Alge als Chlorella sp. A bezeichnet.

Chlorella vulgaris BEWERINCK. Zellengrosse in Kultur 3—7 p.. — Fundort:
Im Stadtparkteich zu Lund (Stidschweden), wo sie nebst einigen anderen Arten
im Herbst 1938 eine Wasserbliite bildete. Rohkultur 1938—42. Reinziichtung
1942. Die Alge wird im weiteren Chlorella vulgaris B genannt.

Chlorella vulgaris BEIJERINCK. Morphologisch mit der vorigen Art iiber-
einstimmend. Die Reinkultur wurde mir zur Verfiigung gestellt von Professor
V. DENK,? Pflanzenphysiol. Inst. der Deutschen Karls-Universitit, Prag, Tsche-
choslowakei. Klonenkultur ? Bezeichnung: Chlorella vulgaris M.

Ankistrodesmus falcatus (COrpDA) RALFS. Fundort: Im Agardh-Teich im
Botanischen Garten zu Lund (Siidschweden). Wurde von einer Agarplatte
isoliert und 1942 reingeziichtet.

Familie Scenedesmaceae.

Scenedesmus obliquus (Ture.) Krtz. In Kultur blieb die Conobienbildung
aus und die Alge ging in ein einzelliges Stadium iiber. Die Form kann hierbei
von oval bis zu mehr oder weniger spindelférmig wechseln (vgl. GRINTZESCO
1902, CHODAT 1926). Selten kommen einzelne Conobien vor. Die Alge wurde
in einem Holzkiibel mit stillstehendem Wasser in der Gegend von Lund (Siid-
schweden) im Jahr 1938 angetroffen. Reinziichtung 1939.

! Herrn Professor H. KYLIN spreche ich hierflir meinen besten Dank aus.
? Herrn Professor V. DENK spreche ich hierfiir meinen besten Dank aus.
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Scenedesmus dimorphus (Turp.) Ktz. In Kultur blieb die Conobienbil-
dung aus. Einzelne 2—4-zellige Conobien kommen jedoch regelmiissig vor.
Die Alge siammt aus der gleichen Rohkultur wie Chlorella vulgaris B. Rein-
ziichtung 1942,

Scenedesmus acuminatus (LAg.) CHODAT. Ist in Kultur cénobienbildend.
aber die Conobien zerfallen leicht. Zellenlinge 17—25 ., Zellenbreite 3-—5 p.
Die Alge wurde aus der gleichen Rohkultur isoliert wie Chlorella vulgaris B.
Reinziichtung 1942,

Scenedesmus acutiformis SCHRODER. In Kultur sind die Zellen entweder
conobienbildend oder frei. Im letzteren FFall sind sie spindel- oder eiférmig.
ev. mit 1-—2 Dornen. Fundort: Im Laboratorium-Teich des Botanischen Gartens
zu Lund (Siidschweden). Die Alge wurde von einer Agarplatte isoliert und
1942 reingeziichtet.

Scenedesmus quadricauda (Turp.) DE BrEB. In Kultur conobienbildend.
Die Alge wurde aus derselben Rohkultur isoliert wie Chlorella vulgaris B.

Ordnung Ulotrichales.
Familie Ulotrichaceae.

Stichococcus bacillaris NAGELI sens. ampl. In Kultur einzellig oder sehr
kurze, leicht zerfallende Ketten bildend. Die Alge wurde aus derselben Roh-
kultur isoliert wie Chlorella vulgaris B.

7. Das Impfen.

Die reingeziichteten Algen der Stammkulturen sind nicht direkt
zu den physiologischen Versuchen benutzt worden. Bei Kultur auf
Agar werden die Algen nimlich oft deformiert, sie nehmen ein ab-
normes Aussehen an. Ausserdem enthielt das Kultursubstrat organische
Substanzen wie Pepton und Malzextrakt. die ihrerseits Wirkstoffe ent-
halten (ONDRATSCHEK 1940 a, d). Auch das Agar als solches kann Wirk-
stoffe enthalten (SCHOPFER und BLUMER 1938). Das Impfmaterial
wurde daher in reinen Mineralsalzlosungen aufgezogen. Erlenmeyer-
kolben von 150 ml wurden mit 30—40 ml Nihrlosung B, pH=7.0, be-
schickt und mit den betreffenden Algen geimpft. Nach einer Woche, wo
sich die Kulturen in kriftiger Entwicklung befanden, wurde in eine
neue Mineralsalzlosung tiberimpft. Erst nach einer griosseren Anzahl
(wenigstens fiinf) solcher Uberimpfungen wurde das Material als zu
physiologischen Versuchen verwendbar erachtet. Die anorganischen
Kulturen wurden regelmissig mittels Mikroskopieren und Impfung auf
organisches Substrat auf Bakterienfreiheit kontrolliert.

Diese Methode hat auch den Vorteil, dass man mit einem in phy-
siologischer Hinsicht einheitlichen Material arbeitet. Laut HARVEY
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(1939) wurden mit Ditylum brightwelli verschiedene Resultate erhalten.
je nachdem unter welchen Bedingungen die Alge aufgezogen worden
ist. Laut ONDRATSCHEK (1940 a) sollen sich die Zellen im »Normalzu-
stand» befinden, worunter »Zellgemische von grosster Einheitlichkeit
bei intensivster Vermehrung» zu verstehen sind.

Die laut vorstehend genannter Methode aufgezogenen Kulturen
wurden zum Impfen der Reagenzrohre in den Versuchsserien ver-
wendet. Die Bedeutung der Impfmenge soll in einem anderen Zu-
sammenhang beriihrt werden. Hier soll nur die Impftechnik selbst
beschrieben werden. Um in den verschiedenen Reagenzrohren einer
Versuchsserie eine so gleichmissige Impfung wie moglich zu erhalten,
wird so verfahren, dass man mit einer sterilen Pipette der gut um-
geschiittelten Mutterkultur einige ml entnimmt und darauf den Reagenz-
rohren je einen Tropfen der Algensuspension zufiihrt. Beim Impfen
einer grossen Anzahl von Rohren hat diese Methode jedoch gewisse
Nachteile. Es besteht die Gefahr einer Infektion sowohl der Pipette wie
der Mutterkultur. Ein Austauschen der Pipette
ist auch unzweckmiissig, da dies auf die Grosse
der Impfiropfen einen Einfluss haben kann. Es ==—8
wurde daher ein besonderes Impfrohr konstru-
iert. mit dem die erwithnten Nachteile elimi-
niert worden sind.

Abbildung 1 zeigt das Aussehen des Impf-
rohres. A ist ein Chlorkalziumrohr von etwa 20 A 10 cm
cm Linge. Es ist oben mit einem Baumwoll-

stopfen verschen (B), unten ist es mittels eines
kurzen Kautschukschlauches (C) mit der Aus-
laufspitze (D) verbunden. Der Schlauch ent-
hiilt eine Glasperle passender Grosse (). Die
Auslaufspitze wird, wie die Figur zeigt, durch

ein Ansatzrohr (F) vor Infektion geschiitzt. Das =—C
Ansatzrohr ist unten durch einen kriaftigen =

Baumwollstopfen verschlossen (G). Das Impt-
rohr wird im Autoklaven sterilisiert. Die Mut-

=0
Abb. 1. Impfrohr. A= Chlorkalziumrohr, B=Baum- —
wollstopfen, C — Kautschukligatur, D — Auslaufspitze,
E — Glasperle, I' = Ansatzrohr, G =— Baumwollstopfen.
Die Verwendungsweise des Impfrohres wird im Text 56

beschrieben.

10 Botaniska Notiser 1946.
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terkultur wird unter Beobachtung der bei sterilem Arbeiten {iblichen
Massnahmen in das Impfrohr gegossen, das Rohr stark umgeschiittelt
und im Stativ aufgehiingt. Infolge der Linge des Chlorkalziumrohres
vermeidet man beim Schiitteln eine Befeuchtung des oberen Baum-
wollstopfens. Schliesslich werden die Baumwollstopfen des Ansatz-
rohres und des zu impfenden Reagenzrohres entfernt, worauf das letz-
tere, nach vorheriger Flammensterilisierung der Miindung, eingefiihrt
wird. Durch einen leichten Druck auf den Kautschukschlauch an der
Glasperle wird dem Reagenzrohr ein Tropfen Algensuspension zugefiihrt.

Es ist zweckmiissig, vor der Impfung einige ml Suspension abzu-
lassen, da die Auslaufspitze von der Sterilisierung gewohnlich einige
Tropfen Kondenswasser enthiilt. Die Impfung der Reagenzrohre kann
in schnellem Takt erfolgen; jedes Rohr braucht nur 10—15 Sekunden
in Anspruch zu nehmen. Mit dieser Methode war es mdaglich, ein paar
Hundert Kulturen binnen sehr kurzer Zeit ohne Infektion zu impfen.

Die hier untersuchten Algen haben so kleine Dimensionen. dass
sich eine Sedimentierung gewohnlich nicht geltend machen konnte.
Sollten die Organismen eine Tendenz zu Sedimentierung zeigen, so
kann die Impfung in einem geeigneten Zeitpunkt unterbrochen und
das Impfrohr umgeschiittelt werden. Hierbei muss jedoch die Miindung
des Ansatzrohres mit einem sterilen Baumwollstopfen verschlossen
werden.

8. Licht, Temperatur u.a.

Die geimptien Kulturen wurden in einem Fenster gegen Osten auf-
gehangt und vor direktem Sonnenlicht durch iiber die Scheiben gespann-
tes, halbdurchsichtiges Papier geschiitzt. Wiithrend der dunklen Jahres-
zeit musste kiinstliche Belichtung eingesetzt werden. Hierbei wurden die
Reagenzrohre in einem hierzu konstruierten Gestell kreisformig um zwei
tibereinander angebrachte Lampen von 150 Dekalumen angebracht,
deren Lichtpunkte gegeneinander gerichtet waren. Der Abstand von den
Kulturen zur gemeinsamen Mittelachse der Lampen betrug 25 em. Der
Durchmesser der Lampen selbst war 6 cm. Zufolge der Wahl von
Lampen mit so geringem Durchmesser, aber doch verhiltnismiissig
hoher Lichtstiirke, wurden besondere Kithlanordnungen iiberfliissig. Um
eine Ubereinstimmung mit der Tagesvariation bei Verwendung von
natiirlichem Licht zu erhalten, ist auch wiithrend den Wintermonaten
eine diskontinuierliche Beleuchtung zur Verwendung gelangt. Die
Kulturen sind im allgemeinen tiglich 12— 14 Stunden ununterbrochen
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beleuchtet worden. Es ist niimlich nicht gleichgiiltig, ob eine bestimmte
Lichtmenge ohne Unterbrechung oder in bestimmten Intervallen zuge-
fiihrt wird. IGGENA (1938) fand fiir Chlorophyceen ein Minimum der
Vermehrungsintensitit bei Intervallen von einer Minute. Bei Abkiirzung
oder Verlingerung der Licht-Dunkelperioden nahm die Vermehrungs-
intensitit zu und erreichte bei Intervallen von 5 Sekunden bzw. von
12 Stunden ihr Maximum.

Die Temperatur war Zimmertemperatur und lag im allgemeinen
um etwa 20° C. Kleinere Schwankungen infolge von Jahreszeit, Wit-
terung usw. haben natiirlich nicht vermieden werden konnen. Da also
Licht und Temperatur in den verschiedenen Versuchen nicht ganz
gleich gewesen sind, sind die im folgenden wiedergegebenen Tabellen
nicht direkt miteinander vergleichbar, wenn dies nicht besonders an-
gegeben worden ist.

Die Verdunstung von den Kulturen war verhiltnismiissig unbedeu-
tend und Korrekturen wurden als nicht erforderlich erachtet.

9. Quantitative Bestimmung des Wachstums.

Jeder Versuch umfasste zwei gleichartige parallele Serien. die den
gleichen dusseren Bedingungen ausgesetzt worden sind. Am Ende der
Versuchszeit wurde der Ertrag durch Bestimmung der Anzahl Zellen
je mm?® mit Hilfe der BURKERschen Zihlkammer festgestellt. Die
Methode hat den Nachteil, sehr zeitraubend zu sein. Da es meistens
nicht moglich gewesen ist, die Proben eines Versuches im Laufe eines
oder sogar mehrerer Tage abzurechnen, mussten die Kulturen fixiert
werden. Es zeigte sich indessen, dass die in Frage kommenden Fixier-
mittel mehr oder weniger grosse pH-Verschiebungen verursachten, wo-
durch die pH-Bestimmungen bei Abschluss der Versuche unmdaglich
gemacht wurden. Eine pH-Bestimmung vor Zusatz des Fixiermittels
hatte einen nachteiligen Einfluss auf die folgende Auszihlung, da die
ganze Kultur von 10 mi fiir die pH-Bestimmung in Anspruch genommen
werden musste. Da es gleichwohl notwendig war, von den Bestim-
mungen des End-pH der Losungen Abstand zu nehmen (abgesehen
von speziellen Fillen), wurde als »Fixiermittel» konzentrierte Salzsiure
verwendet. Am Ende der Versuchszeit wurde jede Kultur mit ein paar
Tropfen versetzt. Dieses » Fixiermittel» hat niimlich den Vorteil, zu einer
gleichmiissigen Verteilung der Algen bei der darauf folgenden Aus-
zihlung in der BURKER-Kammer beizutragen. Ab und zu kann es
niimlich vorkommen. dass die Algen ecine Tendenz zeigen, sich in lok-
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keren Verbianden zusammenzuhalten. Nach Zusatz von Salzsiure treten
die einzelnen Individuen ganz voneinander isoliert auf.

Beim Ausziihlen einer gleichformigen Suspension von Zellen in
der Zihlkammer ist laut ESSEN-MOLLER (1941) der durch die Methode
bedingte mittlere Fehler gleich der Quadratwurzel der Anzahl geziihlter
Zellen. Anfangs nimmt dieser Fehler also schnell ab, spiter zunehmend
langsamer. Bei 300 gezihlten Zellen betriigt der mittlere Fehler 5.8 %/
des Mittelwertes. Das Zihlen weiterer 100 Zellen senkt die Zahl auf
5.0 %o, aber fiir das niichste Hundert sinkt sie nur auf 4,5 %. Und bei
einer so hohen Zahl wie 2 000 betrigt der mittlere Fehler noch immer
2.2 %9. Wie ersichtlich ist ein Abziihlen von mehr als 400 Zellen je Probe
kaum der Miihe wert. Im allgemeinen sind etwa 300 Zellen gezihlt wor-
den. Es sind jedoch sowohl hohere wie niedrigere Werte vorgekommen.
Jeder Kultur sind nach starkem Umschiitteln zwei Tropfen entnommen
und ausgeziihlt worden. Die Ubereinstimmung zwischen den erhaltenen
Werten ist im allgemeinen sehr gut gewesen, was zeigt, dass die Algen-
suspensionen hochgradig homogen gewesen sind. Als Beispiel seien hier
einige aufs Geratewohl den Bestimmungen entnommene Werte ange-
fithrt: 420 und 417: 308 und 317; 239 and 259: 99 und 110; 242 und
251: 174 und 195; 180 und 184: 156 und 200: 192 und 192: 479 und 485.

Um einen Ausdruck fiir die biologische Variation zu bekommen,
sind die Werte der beiden parallelen Serien angefiihrt worden. Leider
ist es aus praktischen Griinden nicht moglich gewesen. die Anzahl pa-
ralleler Kulturen {iber zwei zu erhohen. Die Zahlen wurden auf 10, 100
oder 1000 abgerundet. War der Ertrag sehr unbedeutend, so wurde
keine Zihlung ausgefiihrt. In den Tabellen ist ein solches unbedeuten-
des Wachstum durch ein = angegeben. Die Ubereinstimmung zwischen
parallelen Proben ist im allgemeinen ziemlich gut gewesen. Ab und zu
kommen indessen grosse Abweichungen vor, ohne das dies in jedem
einzelnen Fall besonders hervorgehoben worden ist. Es muss damit
gerechnet werden, dass derartige Abweichungen auf geringere Unter-
schiede in den Versuchsbedingungen zuriickzufiihren sind, z.B. in der
Beleuchtung oder in der Beschaffenheit des Baumwollstopfens, in
welch letzterem Fall Unterschiede im Gasaustausch auftreten konnen.
Bei Chlorella sp. A sowie Ankistrodesmus falcatus treten indessen solche
Abweichungen so hiufig auf, dass man sie als gerade fiir diese Arten
charakteristisch betrachten kann. Vielleicht hiingt diese Erscheinung
damit zusammen, dass das Wachstum dieser Arten von der Grosse der
Impfmenge abhingig zu sein scheint. Derartige Unregelmiissigkeiten
erschweren natiirlich die Beurteilung der Versuchsergebnisse.



1. Anorganische Nihrstoffe. Reaktion der Losung.

1. Anorganische Stickstofiquelle.

Nicht wenige Arbeiten sind iiber das Vermogen der Chlorophyceen,
sich anorganische Stickstoffverbindungen zugute zu machen, versffent-
licht worden. Eine Zusammenstellung der erhaltenen Resultate gibt
jedoch ein so buntes Bild. dass ich es fiir notwendig erachtet habe,
mir durch eigene Versuche eine Auffassung zu verschaffen vom Ver-
mogen der Algen, Nitrate und Ammoniumverbindungen zu assimilieren.
Als Repriisentant fiir Nitrate wurde Kaliumnitrat gewiihlt. Ammonium
wurde in der Form von Ammoniumchlorid gepriift. Ausserdem wurde
auch Ammoniumnitrat gepriift.

Versuch 1. Kaliumnitrat als Stickstoffquelle. Es wurde eine Grundlosung
folgender Zusammensetzung verwendet: MgSOs. 7H20 0.01 g, CaSOs.2H20
0,01 g, K2HPO4 0,01 g, FeClz.6H20 0,001 g je 1 Losung. Diese wurde mit
Kaliumnitrat in steigender Konzentration versetzt, niamlich: 1) 0,01 g, 2) 0,10 g,
3) 1,00 g und 4) 10,00 g je 1 Losung. Das pH wurde auf 7.0 eingestellt. Die
Losung wurde mit den in Tabelle 1 angegebenen Algen geimpft, die in oben ge-
nannter Grundlésung, 0,10 g Kaliumnitrat je 1 enthaltend, aufgezogen worden
sind. Die mit dem Impftropfen zugefiihrte Stickstoffmenge ist gleichwie in
den folgenden Versuchen vernachliissigt worden. Versuchszeit 17 Tage. Tabelle
1 und 2.

Tabelle 1. Kaliumnitrat als Stickstoffquelle (Versuch 1). Anzahl Zellen je mm?®.

ENOsgelSs o s sy e el i 0,01 0,1 1 10
Clilorella-pulgaris: B i vt vies s 11000 17 000 18 000 6 800
13 000 17 000 17 000 4 300
Ankistrodesmus faleatus = ..ol 180 100 170 -4
280 140 130 - =
Scenedesmus -obliguus .. 7 i v dai o 5000 4900 5 400 2200
4700 5100 6 000 1 800
Scenedesmus quadricauda . ... ... 1900 1500 1700 320
2 300 1 900 1500 130
Stichococcus-bactllaris:y - o soaiisi g 9 900 9 400 11 000 5600

9 800 12000 11 000 4500
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Tabelle 2. Kaliumnitrat als Stickstoffquelle (Versuch 1). Die pH-Werte am Ende
des Versuches. Anfangs-pH=7,0.

ENOsgijede o nvr s i onan s s 0,01 0,1 1 10
Chlorella valgaris B i oo vivrvme i v 7,3 7,3 7,3 7.2
73 7,3 7,4 Tl
Ankistrodesmus faleatits= or o a0 71 7,0 7,0 7,0
7,0 7,0 7,0 7,0
Scenedesmus obliquus: oSG e di 7,5 Tt 7,9 7.4
7.5 7,5 7.7 8.0
Scenedesmus quadricauda . ............. 71 Tl 72 7.0
74 7,0 7,3 7,0
Stichococcus -bacillaris ..« v isiivis s 7,4 ' 7,4 7,4 2.1
4 | 18 7,4 7.1

Tabelle 3. Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle (Versuch 2). Anzahl Zellen je mm?®.

HiNCl g Je L o i s s 0,01 0,1 1 10
Ghlorellepulgaris B i r e 11 000 10 000 9100 300
13 000 11 000 9 700 200

Ankistrodesmus faleatus = o iar, oo 530 700 100 -+
350 370 150 |-

Scenedesmus - OblUqUUS: i s ks 4 400 3500 1500 -+
4900 2 800 1600 +

Scenedesmus quadricauda . ............. 2 400 1900 1100 =+
1900 1900 1100 -}

Stichococens bacillaris v ciiciiscniioi 14 000 1900 2200 -+
13 000 3000 2100 -+

Tabelle 4. Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle (Versuch 2). Die pH-Werte

Ende des Versuches. Anfangs-pH =7,0.

am

HaNGIijeds s moni et e i 0,01 0,1 1 10
Ghlorellovtlgaris B viiaaicas S 6,0 6,0 4.8 5,4
6,0 5.8 5,4 5,7
Ankistrodesmus faleatus ... ... cvviviiinn 6.5 6,2 6,6 6,9
6,5 6,6 6,6 6,9
Seenedesmusiobliguus v lviion Siiiis 5,9 5,9 5,8 6,9
6,6 9,8 5,6 6,9
Scenedesmus: quadricauda. i, visovms 6,9 | 6,0 6,8 6,8
6,6 {22361 6,6 6,9
Stichococeus bacillaris . . ...... 0. . .50 6,0 6,2 6,0 6,7
6,0 6.4 6,7
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Simtliche untersuchten Arten haben Nitrat ausnutzen konnen
(Tab. 1). 10 g je 1 ist eine zu hohe Konzentration. Chlorella vulgaris B
scheint 0,1-—1 g je 1 vorzuziehen. Die iibrigen Arten zeigen dagegen
keine nennenswerten Unterschiede in den drei niedrigsten Konzentra-
tionen. Das Wachstum von Ankistrodesmus ist jedoch, wie so hiufig
mit dieser Alge, unregelmissig gewesen.

Am Ende der Versuchszeit wurde das pH der Losungen bestimmt
(Tab. 2). Die Verschiebung in alkalischer Richtung betrigt im allgemei-
nen 0.3—0.5 Einheiten. Eine Ausnahme bildet Scenedesmus obliquus
mit einer etwas grosseren pH-Erhohung.

Versuch 2. Ammoniumchlorid als Stickstoffquelle. Die zu Versuch 1 be-
nutzte Grundlosung wurde mit Ammoniumchlorid in steigender Konzentration
versetzt, ndmlich: 1) 0,01 g, 2) 0,10 g, 3) 1,00 g und 4) 10,00 g je 1 Losung.
Das pHll wurde aut 7.0 eingestelit. Die Losungen wurden mit den in der
Tabelle 3 angegebenen Algen geimpft, die in der Grundlésung mit 0,10 g¢
Ammoniumchlorid je 1 aufgezogen worden sind. Versuchszeit 17 Tage. Ta-
belle 3 und 4.

Siamtliche Algen haben den Stickstoff des Ammoniumchlorids
ausnutzen konnen (Tab. 3). Das Wachstum war am kriiftigsten in den
beiden niedrigsten Konzentrationen und nahm darauf ab. Stichococcus
ziecht entschieden die niedrigste Konzentration vor. 10 g Ammonium-
chlorid je 1 geben in siimtlichen Fillen einen unbedeutenden Ertrag.

Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, hat eine betriichtliche pH-Verschie-
bung in saurer Richtung stattgefunden. Am Kkleinsten ist sie in den
Losungen mit grosstem Stickstoffgehalt, wo ja auch das Wachstum
am schlechtesten gewesen ist. Im ibrigen erscheint es nicht moglich,
einen Zusammenhang zwischen pH-Verschiebung und Ertrag fest-
zustellen.

Versuch 3. Ammoniumnitrat als Stickstoffquelle. Gleiche Grundlosung
wie im Versuch 1. Ammoniumnitrat in folgenden Konzentrationen: 1) 0,01 g,
2) 0.10 g, 3) 1,00 g und 4) 10,00 g je 1 Losung. pH=7,0. Die Versuchsorganis-
men wurden in der Grundnihrlosung mit 0,10 g Ammoniumnitrat je 1 auf-
gezogen. Versuchszeit 17 Tage. Tabelle 5 und 6.

Das Wachstum nimmt gleichwie fiir Ammoniumchlorid mit stei-
gender Konzentration ab (Tab. 5). 10 g Ammoniumnitrat je 1 Losung
geben einen hochst unbedeutenden Ertrag. Auch in bezug auf die
pH-Verschiebung verhiilt sich Ammoniumnitrat wie ein Ammoniumsalz,
d.h. die Verinderung geht in saurer Richtung (Tab. 6).

Da die Versuche 1—3 bei identischen Licht- und Temperatur-
bedingungen ausgefiihrt worden sind, sind die in den Tabellen mitge-
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Tabelle 5. Ammoniumnitrat als Stickstoffquelle (Versuch 3). Anzahl Zellen je mm?®.

HaNNOs ofe 1o oad o e o i So i o 0,01 0,1 1 10
Chlorella vulgaris B .o ionc i e i 17 000 11 000 8 200 550
17 000 10 000 7900 410

Ankistrodesmus falcatus ... ... isvivs 310 320 450 -+
550 — 200 -+

Scenedesus oblignus i ci o sv 4 800 3900 2600 530
4100 4 400 2700 530

Sceniedesmiis iquadricaudd ... ... . vo.iie 2600 2 400 1300 | -
2900 2300 1400 -}

Stichococcus bacillarls o i s 11 000 4600 2400 -+
7300 3600 2800 =

Tabelle 6. Ammoniumnitrat als Stickstoffquelle (Versuch 3). Die pH-Werte am
Ende des Versuches. Anfangs-pH—7,0.

HGNNOs gife 2 i ol e s 0,01 0,1 1 10

Chlorellavalgaris B=-7 s 6,0 5,8 5.5 6,6

6,7 6,1 5,9 6,6

{=Ankistrodesinis faleatus ' s 6,9 " 5,9 6,1 6.9
‘ 6,5 = 6,3 6,9
["Scentedesimus obliquus .. il i 6,5 59 6,3 6,5
‘ 625 55 5,5 6.5
Scenedesmus quadricauda .............. 6,4 6,4 5,9 6,9
6,5 6,6 6,0 6,9

Stichococcus: baetllaris=— =55 iviii 6,9 6,7 = 6,8

6,8 6,4 — 6,8

Tabelle 7. Vergleich zwischen verschiedenen N-Quellen in giinstigster Konzentration
(Versuche 1—3). Anzahl Zellen je mm®; Mittelwerte.

BRGNS s KNO, | H,NCl | H,NNO,

................. N-Quelle g/l 1 0,01 0,01
Zellen/mm® 18 000 12 000 17 000

| Chlorella vulgaris B

| Ankistrodesmus falcatus . ............ N-Quelle g/l 0,01 0,1 | 0,01

Zellen mm? 230 540 430
Scenedesmus obliquus . .............. N-Quelle g1 1 0;01- =} 0,01

Zellen/mm® 5700 4700 4 500
| Scenedesmus quadricauda . .......... N-Quelle g/l 0,01 0,01 0,01

Zellen/mm?* 2100 2200 2 800
| Stichococcus bacillaris ... ... .o o N-Quelle g/l 1 t—=30J01 0,01

| Zellen/mm?® 11 000 13 000 9000
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teilten Werte direkt miteinander vergleichbar. Der Ernteertrag bei der
glinstigsten Konzentration der verschiedenen Stickstoffquellen ergibt
sich aus Tabelle 7 (Mittelwerte).

Die Tabelle zeigt, dass Kaliumnitrat, Ammoniumchlorid und
Ammoniumnitrat einigermassen gleichwertige Stickstoffquellen sind.
Ankistrodesmus scheint jedoch Ammoniumstickstoff vorzuziehen. Die
iibrigen Unterschiede sind gering und es konnen ihnen keine grossere
Bedeutung zugemessen werden. Die giinstigste Konzentration betrigt fiir
die Ammoniumsalze 0.01—0.1, fiir Kaliumnitrat 0,01—1 g je 1.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass so-
wohl Nitrat wie Ammoniumsalze als Stickstoff-
quelle ansgenutzt werden konnen. Das Nitrat wird
hierbei in hoherer Konzentration wvertragen als
die Ammoniumsalze. Da das Nitrat ein physiolo-
gisch basisches Salz ist, wird die Reaktion des Me-
diums in alkalischer Richtung verdndert. Die pH-
Erhohung ist jedoch nicht auffallend gross, was
darautf beruht, dass die Algen durch die bei der
Atmung gebildete Kohlensidure einen Teil der frei-
gemachten Base neutralisieren. Es muss indessen damit
gerechnet werden, dass die Veriinderung der Reaktion der Losung se-
kundire Wirkungen auf das Wachstum hat. In Versuch 7 soll gezeigt
werden, dass der Ernteertrag mit steigendem pH zunimmt. Die pH-
Verschiebung hat demnach an und fiir sich eine giinstige Wirkung.
Andererseits ist die Aufnahme von Nitrat in einer alkalischen Losung
verglichen mit einer sauren herabgesetzt (URHAN 1932).

In bezug auf die Ammoniumsalze besteht ein
gerade entgegengesetztes Verhidltnis. Sie sind phy-
siologisch sauer, und da die freigemachte Saure
nicht neutralisiert wird, kommt es zu einer erheb-
lichen pH-Senkung. Schon aus diesem Grunde wird das Wachs-
tum herabgesetzt (Versuch 7). Ausserdem ist die Aufnahme von Am-
moniumsalzen von der Reaktion der Losung abhingig. Laut URHAN
(1932) nehmen Chlorella und Scenedesmus bei pH=7,3 erheblich
grossere Mengen Ammoniakstickstoff auf als bei pH=86,0.

Es ist wahrscheinlich, dass Versuche mit einer vollstiindig gepuffer-
ten Nihrlosung ein etwas anderes Resultat ergeben haben wiirden als
das hier erhaltene. Da die plI-Senkung in Versuch 2 und 3 das Wachs-
tum hemmt und die Ammoniumaufnahme laut URHAN (1932) in einer
neutralen Losung grosser ist als in einer sauren. kann man erwarten,
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dass die Ammoniumsalze bei konstantem pH dem Kaliumnitrat etwas
iiberlegen gewesen sein wiirden. Pufferlosungen mit grosser Kapazitit
und damit hoher Konzentration wirken indessen leicht hemmend auf das
Wachstum. Handelt es sich daher um die Wahl einer
Stickstoffquelle fiir eine nicht oder nur schwach
gepufferte Niahrlosung so ist Kaliumnitrat dem
Ammoniumchlorid vorzuziehen, da die Veridnde-
rung der Reaktion der LOosung hierdurch viel ge-
ringer wird. Bei Verwendung eines Phosphatpuffers mit einer
Konzentration von m/150 und bei einem in der Niithe von 6.8 gelegenen
pH, wo dieser Puffer seine maximale Kapazitit hat, erfolgt, wie spiiter
gezeigt werden soll, keine oder nur eine unbedeutende Verinderung des
pH-Wertes. In der Mehrzahl der folgenden Versuche ist Kaliumnitrat
in einer Konzentration von 0.1 g je 1 als Stickstoffquelle benutzt worden.

Wird den Algen Stickstoff in der Form sowohl von Nitrat wie
Ammonium dargeboten, so wird in erster Linie letzteres aufgenommen,
was aus den Verinderungen der Reaktion der Losung hervorgeht. Diese
sind ungefihr gleich gross wie bei der Verwendung von Ammonium-
chlorid. Ammoniumnitrat verhilt sich mit anderen
Worten in erster Linie wie ein Ammoniumsalz. Ein
extra Zusatz von Stickstoff in der Form von Nitrat ist ohne Effekt.

BEIJERINCK (1890), der erste der Algen in absoluter Reinkultur ver-
mehrte, verwendete als Stickstoffquelle hauptsiichlich Pepton. Fir
Scenedesmus acutus waren sowohl Nitrat wie Ammoniumsalze untaug-
lich. Chlorella vulgaris konnte den Stickstoff in diesen ausnutzen (BEIJE-
RINCK 1893), aber auch diese zog Pepton vor. KRUGER (1894) fand, dass
Ammonium eine gute Stickstoffquelle fiir Chlorella protothecoides bil-
det, wihrend Kaliumnitrat nicht ausgenutzt werden konnte. MOLISCH
(1895, 1896) und BENECKE (1898) verwendeten zu ihren klassischen
Untersuchungen tiber den Mineralstoftbedarf der Algen entweder Am-
moniumsalze oder Nitrat. Sie arbeiteten jedoch nicht mit absoluten
Reinkulturen.

Fiir eine Gonidie. Chlorococcum infusionum, zeigten sich die
Ammoniumsalze dem Nitrat {iberlegen (ARTARI 1899, 1904), withrend
ein freilebendes Chlorococcum infusionum das Nitrat vorzog (AR-
TARI 1902). Bei Anwesenheit von Glukose war Ammoniumnitrat eine
bessere N-Quelle als Kaliumnitrat (Chlorella communis), bei auto-
tropher Erniihrung waren diese beiden Stoffe dagegen gleichwertig oder
Kaliumnitrat sogar besser (ARTARI 1906).

NAKANO (1917) fand. dass die Ammoniumsalze fiiv Chlorella vul-
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garis besser sind als Nitrat, was mit ARTARIs (1906) Untersuchung an
Chlorella communis iibereinstimmt. Fir die {ibrigen untersuchten Algen
waren die beiden Arten von Stickstoffsalzen ungefihr gleichwertig.
[Laut SCHREIBER (1927) bestand deutliche Proportionalitit zwischen
dem Wachstum von Carteria und dem N-Gehalt der verschiedenen
Stickstoffquellen. Die beste Stickstoffquelle war Ammoniumchlorid mit
einem N-Gehalt von 26.2 %. Darauf folgten Natriumnitrit, Glykokoll
und Natriumnitrat in nun genannter Reihenfolge mit einem N-Gehalt
von 20.3, 18,6 und 16,4 %. Lupwic (1938) fand, dass Chlorella sowohl
Nitrat- wie Ammoniumstickstoff ausnutzen konnte. Hierbei waren die
Ammoniumverbindungen dem Nitrat hiufig etwas iiberlegen. In den
Ammoniumsalzlésungen kamen storende pH-Senkungen vor. LubwiG
nimmt indessen an, dass der Unterschied bei besserer Pufferung
der Losungen noch grosser gewesen sein wiirde. NOACK und PIRSON
(1939) fanden Nitrat- und Ammoniumstickstoff gleichwertig, wenn nur
dafiir gesorgt wurde, dass die Losung stark gepuffert war und die Ver-
suchszeit zur Vermeidung von pH-Verschiebungen kurz gehalten wurde.

Withrend der letzten Jahren hat die Bedeutung des Mangans fiir
die Nitratassimilation der Pflanzen mehr und mehr die Aufmerksamkeit
auf sich gelenkt. BURSTROM (1939 a, b. ¢), der mit aseptischen Weizen-
wurzeln arbeitete, konnte zeigen, dass Nitrat nur bei Anwesenheit von
kleinen Mengen Mangan assimiliert wird. Das Mangan katalysierte nicht
nur die Assimilation von Nitrat, sondern auch die von Nitrit. Das bei
der Assimilation wirksame Schwermetall lag im Plasma adsorptiv ge-
bunden vor. HOPKINS (1930, 1934) ist der erste, der den Manganbedarf
der Griinalgen nachgewiesen hat. Die Wirkung des Mangans auf die
Nitratassimilation von Chlorella ist von NOACK und PIRSON (1939) sowie
spiter von ALBERTS-DIETERT (1941) behandelt worden. Bei mixo- und
heterotropher Ernithrungsweise konnte die Bedeutung des Mangans als
Katalysator bei der Nitratassimilation nachgewiesen werden. Indessen
konnte die Alge in einer manganfreien Losung die Nitratassimilation auf
cinen anderen Katalysator umstellen, der nicht Mn-haltig war. Wahr-

r

scheinlich konnte das Eisen einen Teil der Funktionen des Mangans
iibernehmen. Mangan stimulierte auch das Wachstum von Ulva lactuca
in jenen Fillen, wo die Stickstoffquelle aus Nitrat bestand (A. KYLIN
1943). Wurden statt dessen Ammoniumsalze verwendet, so hatten die
zugesetzten Manganmengen keine Wirkung. Zu dhnlichen Ergebnissen
ist H. KyLIN (1943) gekommen.

Wie sich aus vorstehender Ubersicht ergibt, sind die Angaben iiber
das Unvermogen der Chlorophyceen, sich Nitrat- oder Ammoniumstick-
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stoff zugutezumachen, recht spirlich. Die Ansichten iiber den Vorzug
von Ammonium oder Nitrat wechseln. Dies ist auch zu erwarten, da
die Aufnahme und die Assimilation dieser Ionen von so vielen Faktoren
abhiingig sind. Die von mir in Versuch 1—3 erhaltenen Resultate
stimmen am besten mit jenen von NOACK und PIRSON (1939) iiberein.
die Nitrat- und Ammoniumstickstoff gleichwertig fanden. Beriicksichtigt
man indessen, dass die Losungen nicht gepuffert waren. so will man am
ehesten in Ubereinstimmung mit Lupwic (1938) den Ammoniumsalzen
eine etwas bessere Wirkung zuschreiben als dem Kaliumnitrat.

Ein Zusatz von Mangan zu den Nihrlosungen ist unterblieben. da
auch die reinsten Salze hinliingliche Mengen dieses Elementes enthalten
(HopPkINS 1934). Bei einer spiteren Gelegenheit habe ich es trotzdem
fiir angezeigt erachtet. den Effekt von Mangan bei Verwendung von
Nitrat oder Ammonium als N-Quelle zu priifen.

Versuch 4. Der Einfluss von Mangan auf die Stickstoffassimilation. Zwei
Serien wurden angesetzt, eine mit Kaliumnitrat und eine mit Ammonium-
chlorid, beide mit Mangan in steigender Konzentration. Zur Nitratserie wurde
die Nihrlosung A, pH=6,5, benutzt. In der Ammoniumserie wurde das Nitrat
durch Ammoniumchlorid in der Konzentration 0,01 g je 1 ersetzt; pH=6.5.
Mangansulfat (MnSOs . 4H20) in mg je 1: 0,01, 0,1, . . . 100. Bei der hochsten
Konzentration entstand ein Niederschlag. Das pH sank hierbei etwas, wurde
aber mit NaOH wieder auf 6,5 eingestellt. Der Versuchsorganismus war Scene-
desmus obliquus, der in nitrathaltiger Nihrlosung aufgezogen worden war.
Vor dem Impfen wurden die Algen abzentrifugiert und zweimal mit doppelt
destilliertem Wasser unter sterilen Bedingungen gewaschen. Versuchszeit 18
Tage. Tabelle 8.

Aus der Tabelle geht hervor, dass Mangan kaum einen Einfluss
auf den Ertrag gehabt hat, ob nun Nitrat oder Ammonium als Stick-
stoffquelle verwendet worden ist. Das Wachstum war im Versuch ziem-
lich unregelmiissig und in mehreren Fillen haben Parallelproben recht
grosse Abweichungen gezeigt. Ein besonderer Zusatz von Mangansalzen
zu den Nihrlosungen wurde als nicht notwendig erachtet.

Tabelle 8. Der Einfluss von Mangan auf die Stickstoffassimilation (Versuch 4).
Scenedesmus obliquus. Anzahl Zellen je mm?®.

Mangansultatmyjel b T e et 0 0,01 0,1 1 10 100
Kalimmnitrat 0;1-¢ je ] s ins oo 3100 | 4200 | 3900| 3400 2900! 1000
3300 2800 3800 3800 4000 800
Ammoniumchlorid 0,01 g jel ........ 2800 3000 3200 3200 2600 2300
1 3200 2400 2400 2900 3100 2900
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2. Die Konzentration der Nahrlosung.

Um eine giinstige Konzentration von Mineralsalzen zu finden, stellt
man nach PRINGSHEIM (1926) am besten eine konzentriertere Stamm-
losung her und verdiinnt diese stufenweise. Diese Methode ist im
folgenden benutzt worden, jedoch mit der Modifikation, dass die Kon-
zentration der Stickstoff- und Eisensalze konstant gehalten wurde.

Versuch 5. Die Konzentration der Ndhrlosung. Eine Grundlosung, be-
stehend aus 0,1 g Kaliumnitrat und 0,001 g Ferrichlorid je 1 wurde mit Magne-
siumsulfat, Kalziumsulfat und sekundirem Kaliumphosphat in der Konzentra-
tion von 1 g je I fiir jedes Salz versetzt. Diese Losung wurde teils unverdiinnt,
teils auf das 10-, 100- und 1 000-fache verdiinnt benutzt. Hierbei wurde mit
der Grundlosung verdiinnt, sodass der Gehalt an Kaliumnitrat und Ferrichlorid
konstant verblieb: pH=7,0. In der hochsten Konzentration entstand bei der
Sterilisierung ein Niederschlag. Das Impfmaterial wurde in Nihrlosung B
aufgezogen. Versuchszeit 17 Tage. Tabelle 9.

Chlorella vulgaris B sowie Scenedesmus quadricauda zogen die
Konzentrationen 0,1 oder 0,01 g je 1 vor, wogegen Stichococcus bacillaris
am besten in konzentrierteren Losungen, 0,1—1 g je 1 von jedem Salz,
gedeiht. Auch die verdiinnteste Losung hat einen erheblichen Lrtrag
gegeben.

Im weiteren sind die Mg- und Ca-Salze gewoOhnlich in der Konzen-
tration 0,01 g je I benulzt worden. Diese ist optimal fiir zwei der ge-
priiften Arten, aber zu niedrig fiir Stichococcus. Auch die Konzentration
0,1 g hiitte natiirlich zur Verwendung kommen konnen. Um Phosphat-
niederschlige bei der Verwendung von Pufferlésungen zu vermeiden,
ist es jedoch wiinschenswert, den Gehalt an Mg und Ca niedrig zu
halten. Die Konzentration des Phosphates soll im folgenden Abschnitt
erortert werden.

Tabelle 9. Die Konzentration der Niihrlosung (MgS0,, CaS0:;, K:HPO.). Gehalt an
KNOj3 und FeCl3 konstant=0,1 bzw. 0,001 g je ! (Versuch 5). Anzahl Zellen je mm?®.

g des betriSalzes-je liiio i e 1 0.1 0,01 0,001
Clhilorelld-vilgaiis B s s e s 6 200 16 000 25 000 11 000
| 5700 19 000 29 000 12 000

Scenedesmus quadricauda .............. 140 2200 2000 1500
380 2000 2200 1500

Stichodooeus -bactllaris s ol v 14000 | 14000 4900 6100

{ 11000 | 11000 {7000 6100
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3. Die Reaktion der Ndhrlosung.

Da in einer ungepufferten Losung eine recht betrichtliche pH-
Verschiebung infolge des physiologisch sauren oder alkalischen Salzes
der Stickstoffquelle unvermeidlich war, erschien eine Fixierung der
Reaktion der L.osung mit Hilfe von Puffersubstanzen zweckmiissig. Dies
war umso mehr der Fall. als ich aus schon angefiihrten Griinden oft von
einer Bestimmung des endgiiltigen pH-Wertes der Losungen Abstand
nehmen musste. Von Pufferlosungen eignen sich Phosphatmischungen
am besten zu Kulturversuchen.

Die erste Aufgabe bestand darin, eine geeignete Konzentration fiir
die Pufferlosung zu finden, nachdem orientierende Versuche gezeigt
hatten, dass die gebriuchlichen m/15 Loésungen leicht Chlorose ver-
ursachen.

Versuch 6. Die Wirkung von Phosphatpuffer in verschiedenen Konzen-
trationen. Es wurde Nihrlosung A mit pH=6,5 verwendet. Die Konzentration
der Pufferlosung in bezug auf Phosphat betrug jedoch m/30. Durch Verdiinnen
mit phosphatfreier Nihrlosung wurden folgende Konzentrationen erhalten:
m/75, m/150, m/300 sowie m/3 000. Das Impfmaterial ist in Niihrlosung B
aufgezogen worden. Die mit dem Impftropfen zugefiihrte Phosphatmenge war
fiir das pH der Losungen bedeutungslos. Versuchszeit 12 Tage. Im Hinblick
auf die erwarteten pH-Verschiebungen, die die Resultate beeinflussen konnten,
war es zweckmissig, keine allzu lange Versuchszeit zu wiihlen. Tabelle 10
und 11.

Aus Tabelle 10 geht hervor, dass der grosste Ertrag erhalten
wurde bei den Phosphatkonzentrationen m/150 und m/300, entspre-
chend ca. 1 bzw. !/, ¢ Gesamtalkaliphosphat je 1. Da Mg und Ca in
niedriger Konzentration vorhanden waren, entstanden keine Nieder-
schlige. In der m/300-Losung beginnen die pH-Verschiebungen sich
geltend zu machen (Tabelle 11) und in der m/3 000-Lisung sind sie
betrichtlich. Eine Andeutung von Chlorose konnte in der hdéchsten
Konzentration bei Scenedesmus quadricauda und Stichococcus bactllaris
beobachtet werden.

Versuch 7. Die Bedeutung des pH fiir das Wachstum. Eine phosphatfreie
Losung A wurde in zwei Teile geteilt, die dann mit priméirem Kalium- bzw.
sekundirem Natriumphosphat in der Konzentration m/150 versetzt wurden.
Die Losungen wurden in solchen Verhiltnissen gemischt, dass die in Tabelle 12
angegebenen pl-Werte erhalten wurden (Roxa 1926). In diesem Versuch
wurde auch eine Hormidium-Art untersucht. Versuchszeit 18 Tage. Tabelle 12
und 13. Abb. 2 und 3.

Die von RonNa (1926) angegebenen pH-Werte wurden durch Mischung
von primirem mit sekundiirem Phosphat in der Konzentration m/15 mit Aq.
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Tabelle 10. Die Wirkung des Phosphatpuffers in verschiedenen Konzentrationen.
pH=6,5 (Versuch 6). Anzahl Zellen je mm®.

Phesphat in Mol je 1 ........ o | s 110 17300 1 3000
Chlorella vulgaris B . ........ 2300 2200 2700 3500 1700
2 400 2100 3600 : 3400 2500

Scenedesmus quadricauda . ... 550 680 890 730 630
590 630 | 140 600 490

Stichococcus bacillaris . ...... 2 800 3300 3400 | 4700 1600

3800 3000 2300 3100 1100

Tabelle 11. Die Wirkung des Phosphatpuffers in verschiedenen Konzentrationen
(Versuch 6). Das pH am Ende des Versuches. Anfangs-pH =8§,5.

=Phosphat-in Mol je.d - o oo 130 1/75 1150 1300 13000
Chlorella vulgaris B .......... 6,5 6,5 65 6,5 6,7
6,5 6,5 6,5 6,7 6,7
Scenedesmus quadricauda . . .. 6,5 6,5 6,5 6,6 6,9
6,5 6,5 6,5 6,6 7,0
Stichococcus bacillaris . ......| 6,5 6,5 6,5 6,7 %0
6,5 6,5 ) 6,6 7,8

dest. als Losungsmittel erhalten. Im vorliegenden Fall ist das Phosphat in
der Konzentration m/150 zur Verwendung gelangt. Eine Neutralsalze ent-
haltende Losung diente als Losungsmittel. Das pH von Pufferlosungen ist
bekanntlich unabhiingig von der absoluten Konzentration der Substanzen.
Dies gilt indessen nur approximativ. MICHAELIS und KRrRUGER (1921) fanden
fiir einen m/15 Phosphatpuffer mit pH 6,8 bei zunehmender Verdiinnung
eine Verschiebung gegen den Neutralpunkt. Ein durch Verdiinnen erhaltener
m/150 Puffer sollte nach ihnen ein pH von ungefihr 7,0 anstatt 6.8 geben
(der Wert wurde durch graphische Interpolation erhalten). MICHAELIS und
KRUGER verwendeten indessen kohlensiurefreies Wasser. Bei Verdiinnung mit
sowohl »kohlensiurefreiem» (Aufkochen, schnelles Abkiihlen) wie kohlen-
siurehaltigem Wasser wurden folgende Werte erhalten:

Konzentration Berechnetes pH Gefundenes pH
m/15 6.8 6,8
m/150 (CO2-freies Wasser) 7.0 6,9
m/150 (COz-haltiges Wasser) == 6,8

Hieraus ergibt sich, dass eine Verdiimnung mit kohlensdurehaltigem
Wasser keine pH-Verschiebung mit sich bringt. Ein anderer Faktor, der das
pH der Pufferlésungen beeinflusst, ist der Gehalt an Neutralsalzen. Laut Unter-
suchungen von MICHAELIS und KRUGER (1921) verursachen Neutralsalze er-
hebliche pH-Verschiebungen in saurer Richtung. Diese sind nicht nur von der
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Tabelle 12. Die Bedeutung des pH fiir das Wachstum (Versuch 7; Abb.
Anzahl Zellen je mm®. Fiir Hormidium bedeutet + + sehr gutes, + gutes Wachstum.

9

-

und 3).

jo) 5 A e S e 4,6 4.9 5,5 6,0 6,5 7,0 1,9 7,9
Chlorella vulgaris B . .... 1100 2200 3300 3600 4700 7000 9900 14000
1300 1900 3300 3600 4100 7000 10000 14000
Chlorella vulgaris M .... 1400 3800 5500 5900 6600 10000 16 000 16 000
1300 3500 ‘ 5000 6200 6900 10000 16000 17 000
Scenedesmus obliquus ... 1500 1900 2100 2800 33500 4600, 6400 11000
1500 1900 ‘ 2300 2300 2900 4700{ 5600 8000
Scenedesmus dimorphus.. 1200 1300 | 2400 2400 3000 4 Ul)()’ 5200 6600
1100 1500 2300 2600 2800 3600, 4600 6900
Scenedesmus acuminatus 160 210 520 980 1600 2 100} 3500 5200
350 190 690 800 1600 1 9()0" 3300 4900
Scenedesmus acutiformis + + + 80 70 180 210 260
- =+ -+ 80 40 140 190 450
Scenedesmus quadricauda 110 100 | 380 770 900 1500 2200 3900
80 90 i 370 620 900 1400 2300 3200
Stichococcus bacillaris . . . - 260! 300 540 1100 2500 2800 3300
+ 420 370 870 2800 2400 3700 3100
Hormidiam spis. i e e e e e e S e e ml S S -
SEE el e SR Sl b

Tabelle 13. Die Bedeutung des pH fiir das Wachstum (Versuch 7). Das pH am Ende

des Versuches.

ANTaNgSEpH. e e 46149 4551604165 | 70175179
Chlorella pulgaris B=; nv . oa v, 6i6:175,601 25,9 1216:2 4 56:b 7] L 7.5 8,0
| 5,6 | 5,5 6,0 ‘ 6,2 | 6,5 2l 75 i 8,0
| Chlorella vulgaris M . ............ Lsrlise sl acles i a8l
b8 58 68 ey |85l 11 18 Lal
Scenedesmus obliquus ............ 5,6 1:5:6:1 5,91 6i1.4= 6,6 17,01 75 | 8,0
5,6 5,7 5,9 6,1 6,5 7.1 1.5 1 8,0
Scenedesmus dimorphus .......... 56| 56 591 621|661 70} 75180
5,6 0,7 6,0 6,2 6.6} 57,0 -%.518.1
| Scenedesmus acuminatus . ........ 50 | 53 | 5,8 | 6,1 7,001 7,5 1 8,1
| | 5,0 | 5,3 0.8 1=030 10: 1 250481
% | ‘ [ty
| Scenedesmus acutiformis . ........ 46 | 5,2 | 59 6,1 Tt 77 8,0
4,6 5,3 2.8 6,1 705 =13 1280
Scenedesmus quadricauda .. ... ... 5,0 | 5.3 5,9 | 6,2 71 7,5 [ 8,2
50| 53| 58| 62 7.1 ‘ 7,5 | 8,1
Stichoeoecus baeillaris ... .... .. .. 4,7 o Bl 6,1 7,0 7.5 | 8,0
| L7 511557 £i60 701 1,5 115
w 1
CHoPmidiamsh o e 5,9 1 59| 61| 63 9 s 81
6:0-1-6,1 6,2 | 6,4 7,3 7,5 \‘ Syl
|
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Abb. 2. Das Wachstum von Chlorella vulgaris B bei verschiedenem pH. Die Abszisse

gibt das pH. die Ordinate den Ertrag in Anzahl Zellen je mm® an (Versuch 7,
Tabelle 12).
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Abb. 3. Das Wachstum von Scenedesmus obliquus bei verschiedenem pH. Die Abszisse
gibt das pH, die Ordinate den Ertrag in Anzahl Zellen je mm® an (Versuch 7,
Tabelle 12).

11 Botaniska Notiser 1946.
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Konzentration der betr. Salze, sondern auch von ihrer spezifischen Natur
abhéngig. Um festzustellen, wie sich die von mir benutzte Nihrlosung in dieser
Hinsicht verhilt, wurde ein m/15 Phosphatpuffer mit pH 6,8 mit Nihrlosung
auf das Zehnfache verdiinnt, sodass die schliessliche Konzentration der Salze
der unter Nihrlosung A angegebenen entsprach. Die Losung zeigte eine so
unbedeutende Verschiebung in saurer Richtung (<C0.05), dass sie ganz ver-
nachlissigt werden konnte. Dies diirfte mit dem geringen Gehalt der Losung
an Neutralsalzen zusammanhingen. Wiihrend das pll von der Verdiinnung
verhéiltnismiissig unabhingig ist, wird wie bekannt die Kapazitit des Puffers
mit abnehmender Konzentration erheblich vermindert.

WANN und HoPKINS (1927) benutzten zu ihren Versuchen mit Chlorella
Kaliumphosphat+ Kaliumhydroxyd, um pH-Werte bis zu 9,7 zu erreichen.
Wurde indessen die Losung A, pH=8.,2, mit NaOH bis zu pH=10,2 versetzt
und darauf Luft durch die Losung gesaugt, so zeigte diese nach 45 Minuten
ein pH=9,2 und nach 2,5 Stunden ein pH=8,0. Die gleiche Senkung trat ein,
wenn die Losung ungestort eine Zeit stehen gelassen wurde. Es war demnach
unmdoglich, in diesem Gebiet mit Phosphat-+Alkali konstante pH-Werte zu
erreichen. Erst im pH-Gebiet 11-—12 macht sich die Pufferwirkung in diesem
System geltend (KOLTHOFF 1926).

Aus Tabelle 12 sowie aus Abbildung 2 und 3 geht hervor, dass
das Wachstum mit steigendem pH zunimmt Auch
nach Passieren des Neutralpunktes setzt die Zu-
nahme fort und die hochsten Werte wurden in den
am stdrksten alkalischen Losungen (pH=79) erhal-
ten. In den sauersten Liésungen war der Ertrag oft sehr gering,
wie fiir Scenedesmus acutiformis, Scenedesmus quadricauda und Sticho-
coccus bacillaris. Nur Hormidium zeigte in saurer LOsung ein besseres
Wachstum als in alkalischer.

Tabelle 13 zeigt die pH-Verschiebungen. Wie ersichtlich sind sie
in dem Gebiet mit der grossten Pufferkapazitit (bei etwa 6,8) ganz
fehlend oder unbedeutend. Auch in den alkalischen Losungen sind sie
gering, was auf den Einfluss der Kohlensiure zuriickzufiihren ist. Auf
der sauren Seite sind sie dagegen erheblich. In der Lisung mit einem
Anfangs-pH von 4,6 kommen Verschiebungen von mehr als einer Ein-
heit vor. In der Losung mit einem Anfangs-pH von 4,9 sind sie schon
kleiner. Dann nehmen sie mit steigender Pufferkapazitiit weiter ab. Aus
den Tabellen geht ferner hervor, dass die pl-Verinderungen bei
schlechtem Wachstum gering gewesen sind (Scenedesmus acutiformis
und Stichococcus bacillaris).

Noch ein weiterer Versuch iiber die Bedeutung des pH wurde
angestellt, wobei die Versuchsbedingungen so variiert wurden, dass der
Phosphatpuffer die Konzentration m/300 hatte und das Eisen als Ferri-
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zitrat zugesetzt wurde. Gleichwie in den fritheren Versuchen war
der Ertrag auf der alkalischen Seite am grossten. Die pl-Verschie-
bungen waren dagegen erheblich. Eine Losung mit einem Anfangs-pH
von 6.7 zeigte am Ende der Versuchszeit eine Verschiebung um 0.5
Einheiten.

In der Mehrzahl der folgenden Versuche ist das Phosphat in der
Konzentration m/150 verwendet worden. Das pH wurde je nach den
Versuchsbedingungen variiert. Meistens ist eine schwach saure oder eine
neutrale Losung zur Verwendung gelangt.

Altere Untersuchungen iiber eine fiir die Algen geeignete Reaktion
enthalten natiirlich keine genaueren Angaben tiber das pH der Lo-
sungen. Meistens begniigte man sich mit der Angabe, ob sie primires
oder sekundiires Phosphat enthielten, wobei man stillschweigend an-
nahm, dass die Losung schwach sauer bzw. alkalisch gewesen ist.
Hierbei ist indessen, wie oben hervorgehoben worden ist, der Gehalt
der Losung an Neulralsalzen von Bedeutung. Approximativ kann man
jedoch behaupten, dass die sekundiren Phosphate eine schwach alka-
lische oder neutrale Reaktion geben. die primiren eine mehr oder
weniger saure.

Laut MoLiscH (1896) ziehen die Algen in der Regel eine schwach
basische I.osung vor. BENECKE (1898) fand. dass die Reaktion fiir Hor-
midium ziemlich gleichgiiltig ist und ARTARI (1913) glaubt nicht, dass
diesem Faktor grissere Bedeutung zukommt. Dem Zusammenhang
zwischen der Veriinderung der Reaktion und der Beschaffenheit der
Stickstoffquelle wurde von ARTARI (1906. 1913) Aufmerksamkeit ge-
schenkt. Versuche, um die Wasserstoffionenkonzentration zu stabili-
sieren, wurden von ARTARI jedoch nicht gemacht. In einer Arbeit iiber
die Ernihrungsphysiologie der Cyanophyceen verwendet dagegen
MAERTENS (1914), soweit ich habe finden konnen. zum erstenmal
Pufferlosungen in der Algenphysiologie. LLaut MAERTENS ist die alka-
lische Reaktion am vorteilhaftesten. Eine Erhohung der Alkalitit wurde
besser vertragen als eine Zunahme der Aziditit.

HOPKINS und WANN (1926) verwendeten einen m/15 Phosphatpuffer
in einer Untersuchung iiber die optimale Wasserstoffionenkonzentration
fiir Chlorella. Solange das pH niedriger als 5.7 war. zeigte sich das
Wachstum dem pH direkt proportional. Die untere Grenze lag bei 3.4.
Bei 5.7 ibersteigenden Werten nahm der Ertrag schnell ab und 6.7
konnte als obere Grenze gesetzt werden. Das Ergebnis konnte mit in
den Lisungen auftretenden Niederschligen in Zusammenhang gebracht
werden. Alle Losungen mit einem niedrigeren pH als 5.7 waren ganz
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klar, wiihrend nach Uberschreiten dieses Wertes erhebliche Nieder-
schlige auftraten. Diese bestanden aus Magnesium-, Kalzium- und ver-
mutlich auch aus Ferriphosphat. In weiteren Versuchen konnten die
Verfasser zeigen, dass der verminderte oder ausgebliebene Ertrag
bei hoheren pH-Werten auf Eisenmangel zuriickzufiihren war. Mit
Hilfe gewisser organischer Substanzen, vor allem Natriumzitrat war es
indessen moglich, das Eisen auch in einem alkalischen Medium in
Losung zu halten. Die obere pH-Grenze wurde in einer spiteren Unter-
suchung festgestellt (WANN und HOPKINS 1927). Zwischen 5,1 und 6,9
wurde ein ziemlich gleichformiges Wachstum erhalten. Von 6.9 bis 8,0
nahm es schnell ab und in Losungen mit hoherem pH horte es ganz
auf. Die obere Grenze wurde approximativ bei 8.3 festgesetzt. Quantita-
tive Analysen zeigten, dass bei diesem pH-Wert Eisen (Ferrizitrat) in
geniigenden Mengen in der Losung vorhanden war.

Auch LuUckscH (1932) verwendete zu Untersuchungen tiber die
Ernihrungsphysiologie der Chlamydomonadeen Phosphatpuffer in ver-
schiedener Verdiinnung und mit verschiedenem pH. Das beste Wachs-
tum wurde in neutraler oder schwach alkalischer Losung beobachtet.
PRINGSHEIM (1930) konnte dagegen wegen der grossen Empfindlichkeit
des Untersuchungsmaterials (Micrasterias, Volvox) keine Phosphat-
mischungen benutzen. ONDRATSCHEK (1940 a) fand eine Phosphat-
konzentration von m/300 nicht schidlich. Die Pufferkapazitit war
jedoch gering. Das pH-Optimum lag in der Nihe des Neutralpunktes
(Eugleninae, Chlamydomonadae, Ulotrichales).

Aus eigenen Versuchen geht hervor, dass die Reaktion der Losung
von grosster Bedeutung ist. Wihrend WANN und HOPKINS (1927)
zwischen pH 5 und 7 ein gleichformiges Wachstum mit einer schnellen
Abnahme desselben zu beiden Seiten dieser Werte fanden, gaben
meine Versuche mit einer einzigen Ausnahme eine Ertragssteige-
rung mit steigendem pH von 4.6 bis 7.9. Ob der letztere Wert optimal
ist, oder ob ein hoheres pH den Ertrag des weiteren zu steigern vermag,
dariiber gibt der Versuch keine Auskunft. Wahrscheinlich sind die
Unterschiede zwischen meinen Resultaten und jenen von WANN und
HopkINS durch Unterschiede in der Beschaffenheit des lebenden Ma-
terials bedingt.

4. Der Bedari der Algen an Eisen.

Aus der oben besprochenen Untersuchung von HOPKINS und WANN
(1926) geht hervor, wie intim das Problem des Eisenbedarfs der Pflan-
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Tabelle 14. Der Bedarf der Algen an Eisen (Versuch 8). Anzahl Zellen je mm?®.

pH= e s 6,5 7,5
BeiSaly s | — FeCl, Fe-Zitrat FeCl, — | FeCl, Fe-Zitrat| FeCl,
Konzentr. in g je 1 .. 0 |0,001| 0,001 |0,001 0 0,001 0,001 ‘ 0,001

|
Chlorella vulgaris B .. 3800 3800 3500 3800 3500 7500 9100 | 10000
3900 4300 3100 5000 3900 8500 10000 11000

Scenedesmus obliquus 900 600 610 640 1200 1700 1900 ‘ 1900
770! 730 670 620 1300 1400 1700 2100

Stichococcus bacillaris 4200 7800 7800 7700 5100 6300 9100 8800
6 600 6 700 9000 6 000 5400 4700 8 900 —

zen mit der Reaktion der Nihrlosung verkniipft ist. Der Bedarf an Eisen
wird daher zweckmiissig in diesem Zusammenhang behandelt.

Versuch 8. Der Bedarf der Algen an Eisen. Es wurde eine Néhrlosung A
mit pH 6,5 zubereitet. Das Ferrichlorid wurde jedoch weggelassen. Die Losung
wurde teils direkt, teils nach Zusatz von Ferrichlorid, Ferrizitrat sowie Ferro-
chlorid verwendet, sdmtliche Fe-Verbindungen in der Konzentration 0.001
g je L

Eine weitere Serie von Eisensalzlosungen wurde bereit gestellt. aber hier
hatte die Grundlésung ein pH von 7,5. Die Algen wurden in eisenfreier Nihr-
losung B aufgezogen. pH-Verschiebungen wurden durch Verkiirzung der Ver-
suchszeit auf 12 Tage vermieden. Tabelle 14.

In saurer Losiing nimmt der Brtrag bei Zu
satz von Eisensalzen nicht oder nur unbedeutend
zu. Es kann damit gerechnet werden. das geniigende Mengen von
Eisen in Form von Verunreinigungen der iibrigen Salze vorhanden
waren oder mit der Impfmenge zugetiihrt worden sind. Bei saurer Reak-
tion bleibt das Eisen in Lisung und ist fiir die Algen leicht zuginglich.

In alkalischer L.6sung dagegen, wo das Eisen
leicht durech Phosphat ausgefallt wird, wird das
Wachstum durch Eisenzusatz betrachtlich ver:
biessert—=Hieérbei sind Eerrizitrat und:Ferreochlo-
rid dem Ferrichlorid iiberlegen, da das Eisen im Ferri-
chlorid leichter ausgefillt wird. Zitronensiure hilt das Eisen komplex
gebunden.

Von Interesse ist ferner ein Vergleich zwischen den eisenfreien L6-
sungen mit pH 6.5 und 7.5. Trotzdem die letztere Losung ein giinsti-
geres pH hat, sind die Unterschiede im Ertrag unbedeutend. Ein
Eisenmangel in der alkalischen Losung wirkt offenbar wachstums-
begrenzend, sodass sich die pH-Verinderung in giinstiger Richtung
nicht geltend machen kann. Wird den alkalischen Liésungen Eisen, am
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besten in der Form von Ferrizitrat und Ferrochlorid zugefiihrt, so
nimmt der Ertrag erheblich zu, withrend er bei pH 6.5 einigermassen
unveriindert bleibt.

Altere Arbeiten enthalten gewohnlich keine genaueren Angaben
iiber die Konzentration des Eisens (MOLISCH 1895. GRINTZESCO 1902.
1903. PALLADIN 1904, PETRASCHEVSKY 1904. ARTARI 1904, 1906). Ge-
wohnlich wird erwithnt, dass die Losungen mit einer Spur von Eisen
versetzt worden sind. Zuweilen wurden iiberhaupt keine Eisenverbin-
dungen zugesetzt (KRUGER 1894, KLEBS 1896). Erst um 1925 riickt die
Frage nach der Bedeutung des Eisens in den Vordergrund. Verursacht
wurde dies durch eine von USPENSKI (1927) aufgestellte Hypothese tiber
dic Bedeutung des Eisens als des ausschlaggebenden Faktors fiir die
Verbreitung der Algen in der Natur.

In Kulturversuchen mit Volvox fanden USPENSKI und USPENSKAJA
(1925) es moglich, diese Alge in reiner Mineralsalzlosung von pH=7.6
zu kultivieren. wenn nur dafiir gesorgt wurde, dass das Eisen in assi-
milierbarer Form vorhanden war. Der Nihrlosung musste regelmiissig
Eisen zugesetzt werden, da dieses unter dem Einfluss des Lichtes aus-
getilllt wurde. Ein hoher pH-Wert und ein hoher Phosphatgehalt trugen
zur Ausfillung des Eisens bei. Mit Hilfe von Natriumzitrat war es
indessen moglich. dies zu verhindern. Hierbei wird niimlich eine kom-
plexe Verbindung gebildet, die die Konzentration der Ferriionen er-
heblich herabsetzt. Die Losung wirkt iiberdies wie ein Puffer in bezug
auf Eisen. In zitrathaltigen Losungen entwickelte sich Volvox am besten
bei Konzentrationen von 2.5—5 mg Fe, 0, je . Eine solche Konzentration
von anorganischem Eisen wirkte stark giftig. Wenn die Algen in alkali-
scher Losung zugrundegingen. so war laut USPENSKI und USPENSKAJA
die wirkliche Ursache hierfiir Eisenmangel und nicht das pH.

HoprkINS und WANN (1927) sowie HOPKINS (1930) fanden gleich-
falls das Eisen nur in der Form von Ionen physiologisch wirksam. Die
Wirkung von Zitrat stand in direktem Zusammenhang mit seinem
Einfluss auf die Ferriionenkonzentration. PRINGSHEIM (1930. 1934)
konnte mehrere der von USPENSKI und USPENSKAJA gemachten Beob-
achtungen bestiitigen. USPENSKIs (1927) schon erwiihnter Eisenhypo-
these konnte er jedoch nicht beitreten.

Eigene Ergebnisse zeigen gute Ubereinstimmung mit den oben
besprochenen Arbeiten. Ein wesentlicher Unterschied besteht indessen
darin, dass die von mir untersuchten Algen durch eine pH-Erhéhung in
ihrem Wachstum nicht gehemmt, sondern im Gegenteil gefordert wur-
den. Dass die alkalische Reaktion jedoch nachteilig auf die Menge
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assimilierbaren Eisens einwirkt, geht daraus hervor, dass Ferrizitrat
mit Eisen in leichtzugiinglicher Form ein besseres Wachstum gegeben
hat als Ferrichlorid.

Da die Reaktion der L.Oosung in den folgenden Versuchen in den
meisten Fillen schwach sauer oder neutral gewesen ist, wurde das Eisen
in der Form von Ferrichlorid zugesetzt. Hierdurch wird das Einfiihren
von organischen Verbindungen in die Mineralsalzlosungen vermieden.

5. Die Grosse der Impimenge.

Dass die Grosse der Impfmenge fir das Wachstum der Mikro-
organismen von Bedeutung ist, wurde zum erstenmal von WILDIERS
(1901) nachgewiesen. Wurde eine synthetische Niahrlosung mit ge-
niigend kleinen Mengen Hefe geimpft, so kam diese nicht zur Ent-
wicklung. Hierfiir war cine spezielle organische Substanz erforderlich,
die WILDIERS Biose nannte und die bei stirkerem Impfen in gentigender
Menge von der Mutterkultur tibergefiihrt wurde.

Das Wachstum der Algen scheint im allgemeinen von der Grosse
der Impfmenge einigermassen unabhiingig zu sein (ONDRATSCHEK
1940 d, 1941 a, ALBERTS-DIETERT 1941). Man kennt jedoch auch Beispiele
fiir das IEntgegengesetzte (KOSSOWITSCH 1894, ONDRATSCHEK 1941 b).
Aus diesem Grund wurde folgender Versuch angestellt.

Versuch 9. Die Bedeutung der Graisse der Imp[menge. Losung B; plI=7.1.
Der Versuch wurde in Kolben von 150 ml mit 50 ml Nihrlosung ausgefiihrt.
Es wurden vier Doppelserien bereit gestellt, die mit 1, 3, 5 bzw. 10 Tropfen
einer Scenedesmus quadricauda-Kultur geimpft wurden. Jeden dritten Tag
wurde auf sterilem Wege eine Probe entnommen und ausgeziithlt. Versuchszeit
26 Tage. Tabelle 15.

Tabelle 15. Die Bedeutung der Grosse der Impimenge (Versuch 9). Scenedesmus
quadricauda. Die Kultur mit der kleinsten Impfmenge wurde in jedem Zeitpunkt

als Einheit genommen und der Ertrag in den iibrigen Kulturen im Verhiiltnis zu
dieser berechnet.

Anzahl Impltropten .o coi 1 3 53 10
Ertrag nach 0 Tagen =i o i 1.0 3,0 5,0 10,0
N e 1,0 2.0 2.6 3,5
6 > e R e A 1,0 2,0 2.2 2,9
9 e e e 1,0 1,3 1,8 2l
12 I e S A Ao 1,0 1,1 1,5 1,8
15 ) e 1,0 Tl 1,3 155
18 S P e s 1,0 1.2 1,8 1,4

2T e e e i e S 1,0 11 1,1 1,2
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In Tabelle 15 ist die Kultur mit der kleinsten Impfmenge in jedem
Zeitpunkt als Einheit genommen, und der Ertrag der iibrigen im
Verhiiltnis zu dieser berechnet worden. Aus der Tabelle geht hervor.
dass die “Unterschiede in der Impfmenge ohne
Bedeutung sind, wenn die Ertragsbestimmungen
erst an den ausgewachsenen Kulturen gemacht
werden. Wird der Ertrag dagegen in einem friitheren Stadium be-
stimmt, so konnen im Zusammenhang mit verschiedener Impfmenge
erhebliche Unterschiede auftreten. Sind die Unterschiede klein. so
werden sie schnell ausgeglichen. Wihrend sich die Impfmengen wie
1:3:5:10 verhielten, war das Verhiltnis zwischen der Zellenanzahl
je mm?® nach 15 Tagen 1:1,1:1,3:1,5.

Die Erfahrungen bei der Reinziichtung von Anki-
strodesmus falcatus haben jedoch dargetan, dass die
Grosse der Impfmenge fiir das weitere Wachstum
entscheidend sein kann. Isolierte Zellen dieser Alge zeigten,
wie schon erwihnt, keine oder nur eine geringe Anzahl von Teilungen
in reiner Mineralsalzlosung oder in Erdabkochung. War die Impfmenge
geniigend gross, so wurde dagegen eine normale Entwicklung erhalten.
Auch das Wachstum von Chlorella sp. A hat bei Verwendung kleiner
Impfmengen zuweilen fehlgeschlagen. Man kann annehmen, dass die
Verhiltnisse hier denen bei der Hefe analog sind (WILDIERS 1901).

Um eine so gleichméissige Impfung wie moglich zu erreichen, wurde
das schon beschriebene Impfrohr konsiruiert. Die Reagenzrohre wurden
gewohnlich mit einem oder ein paar Tropfen der Mufterkultur geimpft.
Von Chlorella sp. A und Ankistrodesmus falcatus wurde jedoch gewohn-
lich eine grossere Anzahl Tropfen (5—10) zugesetzt.

Die Wachstumskurven von Chlorella vulgaris B, Scenedesmus
quadricauda sowie Stichococcus bacillaris zeigten, dass die Kulturen
nach etwa 20—22 Tagen ausgewachsen waren. Da die Belichtung und
Temperatur etwas variiert haben, gelten diese Werte natiirlich nicht fiir
alle Versuche. Sie sind nur als ungefihr aufzufassen. Es wurde indessen
nicht fiir notwendig erachtet. mit den Ertragsbestimmungen bis zum
vollen Auswachsen der Kulturen zu warten, da bestehenbleibende
Unterschiede gewohnlich schon in einem viel fritheren Stadium zutage
traten. Hiaufig wurde eine Versuchszeit von 15 Tagen gewihlt. bisweilen
wurde sie weiter verkiirzt.
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6. Zusammenfassung.

Die in diesem Kapitel angefithrten Resultate griinden sich auf quan-
titative Untersuchungen einer kleineren Anzahl von Versuchsorganis-
men. Qualitative Versuche mit den tibrigen Arten zeigten indessen, dass
die Ergebnisse im grossen auch fiir diese Giiltigkeit besitzen.

Kaliumnitrat in der Konzentration von 0.1 g je 1 diente im weiteren
gewoOhnlich als Stickstoffquelle. Die pH-Verschiebungen mit diesem
Salz sind nimlich klein oder ganz fehlend bei der Verwendung von
Pufferlosungen in geeigneter Konzentration. In einzelnen Versuchen ist
Ammoniumchlorid (0.01 g je 1) verwendet worden. Ein besonderer
Zusatz von Mangan ist nicht als erforderlich betrachtet worden.

Magnesium- und Kalziumsulfat sind in den folgenden Versuchen
in der Konzentration von 0,01 g je I verwendet worden. Bei dieser Kon-
zentration werden Niederschlige auch bei verhiltnismissig hohem
Phosphatgehalt und hohem pH vermieden.

Phosphatpuffer ist in der Konzentration m/150 benutzt worden.
Hierdurch wird das pH der Losung einigermassen stabilisiert, ohne dass
das Wachstum gehemmt wird. Das pH der Nihrlosungen musste den
Versuchsbedingungen angepasst werden. Da diese hiufig eine saure
Reaktion notwendig gemacht haben, ist das pH selten optimal gewesen.

Eisen ist in der Form von Ferrichlorid (0,001 g je 1) zugesetzt
worden. Wenigstens in schwach saurer Losung ist es gleich gut wie
Ferrizitrat. Ausserdem wurde hierdurch das Einfithren von organischen
Substanzen in die Mineralsalzlosung vermieden.

Die Reagenzrohre einer Versuchsserie sind mit mdoglichst gleichen
Mengen geimpft worden. Die Ertragsbestimmungen wurden vor dem
vollen Auswachsen der Kulturen vorgenommen. Hiulig ist eine Ver-
suchszeit von 15 Tagen gewihlt worden.



IV. Organische Kohlenstoff- und Stickstofiquellen.

Unter den organischen Stoffen, die als Kohlenstoffquelle fiir Algen
in Betracht kommen konnen, sind Kohlehydrate, mehrwertige Alkohole
sowie organische Siuren von grosstem Interesse. Unter den organischen
stickstoffhaltigen Verbindungen kommen Aminosiuren, Amide und
Pepton in erster Linie in Betracht.

1. Kohlehydrate.

Versuch 10. Die Wirkung von Glukose und Saccharose in steigender Kon-
zentration. Nédhriosung A mit pH 6,5 (zur Vermeidung von Karamelbildung
beim Sterilisieren). Glukose (Schwedische Pharmakopde, Ed. X, aus Alkohol
umkristallisiert) sowie Saccharose (Merck) wurden in den in Tabelle 16 an-
gegebenen Konzentrationen zugesetzt. Die Losungen wurden mit Chlorella
vulgaris B geimpft und teils in Licht aufgehiingt, teils in Dunkel gestellt.
Versuchszeit 15 Tage. Tabelle 16.

Glukose gibt bei mixotropher Ernihrungsweise schon bei der nied-
tel o

rigsten der gepriiften Konzentrationen, 1,00 g je 1, maximalen Effekt.
Der Ertrag ist hier ungefihr zehnmal so gross wie in der Kontrolle.

Tabelle 16. Die Wirkung von Glukose und Saccharose in steigender Konzentration
(Versuch 10). Chlorella vulgaris B. Anzahl Zellen je mm®,

Konzentr. in g jel ... 0 0,5 i 5 10 20 30 10 50
Glukose
Lichtkulturen . ... 3500 35000 28 000 25 000 22000 25000 20 000 16 000
3200 32000 28 000 30 000 28 000 23 000 19 000 15000
Dunkelkulturen ... = 1400 3900 4200 3500 2900 3700 3800
- 1800 3000 2900 4800 4100 3700 2900

Saccharose
600 6800 6900

Lichtkulturen ....|3500{ 4300/ 4600, 4600 5200 5600 7
3200 4500 4500 4700 5000 5600 7500 6700 7600
Dunkelkulturen ... -+ 660! 600 690 1100 1500 1800 2300 2300

| &4 530 600 980 1100 1400 1800 1900 2600
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Bei hoheren Konzentrationen nimmt er wieder ab, ist aber noch bei
50 g je 1 etwa fiinfmal so gross wie in der Kontrolle. Bei heterotropher
Ernihrung ist das Ergebnis etwas anders. Die niedrigste Konzentration
ist den iibrigen deutlich unterlegen. Diese zeigen andererseits keine auf-
fallenden Unterschiede, obgleich das Wachstum etwas ungleichmiissig
gewesen ist. Die glukosefreie Kontrolle im Dunkeln zeigte nur einen
unbedeutenden Ertrag. In dieser wurden keine Auszihlungen gemacht.
Im weiteren ist Glukose in der Konzentration 10 g je 1 verwendet
worden.

Saccharose gibt sowohl im Licht wie im Dunkel einen Ertrag.
der der Konzentration direkt proportional ist. Im Licht ist er in der
hichsten Konzentration etwa zweimal so gross wie in der Kontrolle.
im Dunkel ist er der Kontrolle vielmal tiberlegen. Mit Hinblick auf den
cigentiimlichen Verlauf des Wachstums — maximale Wirkung wurde
noch nicht einmal bei 50 g je I erreicht — kann man vermuten, dass eine
in der Saccharose vorhandene Verunreinigung fiir die Ertragssteige-
rung verantwortlich ist. s kann auch die Moglichkeit bestehen,
dass Saccharose in der schwach sauren Losung bei der Sterilisierung
hyvdrolytisch gespaltet wird.

Um klarzulegen, wie es sich hiermit verhilt, wurde eine Nihrlosung
A, mit pH=6.5 und 50 g Saccharose je 1 enthaltend, im Autoklaven
45 Minuten bei 1 Atmosphiire Uberdruck erhitzt. Um ein deutliches
Resultat zu erhalten, wurden hohe Konzentration und lange Sterili-
sierungszeit gewihlt. Die Losung, die vor der Sterilisierung nicht redu-
zierte. gab nach dem Autoklavieren einen deutlichen Niederschlag mit
FEHLINGscher Losung.

Aus dem Versuch geht hervor, dass Saccharose beim Autoklavieren
in schwach saurer Losung etwas gespaltet wird, sowie dass die in
kleinen Mengen gebildeten Hexosen fiir die Ertragssteigerung verant-
wortlich gemacht werden konnen. Der Versuch gibt dagegen keinen
Aufschluss dariiber, ob die Saccharose tiberdies selbst einen Nihrwert
besitzt. Im weiteren wurden die organischen [.0sungen fraktioniert
sterilisiert (1007).

Versuch 11. Kohlehydrate als Kohlenstoffquelle. Nibrlosung A mit
pH=6.,5 wurde mit folgenden Kohlehydraten, simtliche in der Konzentration
10 g je 1, versetzt: die Monosaccharide Glukose (Schwedische Pharmakopie,
Ed. X, aus Alkohol umkristallisiert) und Galaktose sowie die Disaccharide
Saccharose (Merck) und Maltose. Galaktose und Maltose waren ohne Qualitiits-
bezeichnung. In bezug auf die Reinheit der Priparate siche Versuch 12. Die

Konzentration wurde im Hinblick auf die mit Glukose in Versuch 10 erhaltenen
Resultate gewiihlt. Die Saccharoselésungen wurden nach der Sterilisierung auf
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die Abwesenheit von Monosacchariden gepriift. Licht und Dunkel. Versuchszeit
15 Tage. Tabelle 17.

Glukose war praktisch in siimtlichen Féllen eine sehr gute Kohlen-
stoffquelle bei sowohl mixo- wie heterotropher Ernihrung. Der Er-
trag erreichte in den Lichtkulturen oft mehr als das zehnfache des-
jenigen der Kontrolle. Im Dunkel zeigten die anorganischen Kontrollen
wie erwartet nur einen unbedeutenden Ertrag, die Glukosekulturen
dagegen einen betrichtlichen. Sowohl bei mixo- wie heterotropher Er-
nihrung wurde Chlorophyll gebildet. Die Glukosekulturen hatten jedoch
eine blassere Farbe als die anorganischen Kontrollen. Am schlechtesten
schien die Glukose von Chlorella sp. A und Ankistrodesmus f[alcatus
ausgenutzt zu werden.

Galaktose war der Glukose bei mixotropher Ernihrung in mehreren
Fillen nur unbedeutend unterlegen. Scenedesmus acuminatus, Scenedes-
mus acutiformis sowie Stichococcus bacillaris haben jedoch Glukose
vor Galaktose entschieden vorgezogen. Im Dunkel war Galaktose der
Glukose fast durchweg unterlegen. Die Chlorophyllbildung verhielt
sich wie oben.

Saccharose hatte in den meisten Fillen keinen oder jedenfalls nur
einen unbedeutenden Effekt. Wie grosse Bedeutung ihr in bezug auf
die Wirkung auf Ankistrodesmus [alcatus und Scenedesmus acuminatus
zuzuschreiben ist, verbleibt unsicher. Dass das Kohlehydrat in gewisser
Ausdehnung verwertet werden kann, geht daraus hervor, dass die
Dunkelkulturen im Vergleich mit den entsprechenden anorganischen
Kontrollen ein nicht unbedeutendes Wachstum gezeigt haben. Hinsicht-
lich Chlorophyllbildung bestanden keine Unterschiede zwischen den
Saccharosekulturen und den Kontrollen.

Maltose stellte sich als eine gute Kohlenstoffquelle bei Mixotrophie
heraus, ist jedoch nicht mit Glukose vergleichbar. Bei Heterotrophie
scheint sie mitunter schwieriger ausnutzbar zu sein (Scenedesmus
obliquus, Scenedesmus quadricauda). Fir Ankistrodesmus scheint Mal-
tose besonders giinstig zu sein. In bezug auf Chlorophyllbildung gab
es keine Unterschiede zwischen den Maltosekulturen und den Kontrol-
len. — Scenedesmus acutiformis zeigte bei heterotropher Ernihrung in
saimtlichen Fillen ein sehr unbedeutendes Wachstum.

Da Kohlehydrate der gewiinschten Qualitit zur Zeit der Aus-
fithrung von Versuch 10—11 nicht erhéiltlich waren, mussten in ein
paar Fillen einfachere Priiparate verwendet werden. Spiter hatte ich
jedoch Gelegenheit, letztere im Vergleich mit solchen von der gewiinsch-
ten Reinheit zu priifen.
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Tabelle 18. Die Wirkung von Kohlehydraten verschiedener Qualitit (Versuch 12).
Chlorella vulgaris B. Anzahl Zellen je mm®.

Kohlehydrat10gjel | Glukose (ralaktose Saccharose Maltose
SIEX# Merck 2 o .

Qualitat i s o S.F.X# Um- l):lell): Um- M(In s ‘“(IIIL l\ ]l l?]‘;
krist. [PUSS: krist. s

Lichtkulturen . ... 36 000 40 000 47 000 45 000 38 000 5600 5 000 25 000 20 000

40 00045 000' 40 000 39 000 42000 6 000 5 600 19 000 17 000

Dunkelkulturen .. 18000 13 000 15000 7300 6 100 600 810 9100 6 400
14 000 14 000 16 000 8100 4700 650 850 10 000 5100

Versuch 12. Kohlehydrate verschiedener Qualitil. Losung A mit
pH=6.5. Die unten angegebenen Kohlehydrate wurden samtlich in der Konzen-
tration von 10 g je 1 gepriift. Folgende Qualititen kamen zur Verwendung:
1) Glukose, Schwedische Pharmakopoe, Ed. X (=S.F. X), 2) Glukose, S.F. X.
aus Alkohol umkristallisiert, 3) Glukose, puriss., Kebo, 4) Galaktose ohne
Firmabezeichnung (vielleicht Merck), 5) Galaktose, Merck, aus Alkohol um-
kristallisiert, 6) und 7) Saccharose, Merck, zwei Verpackungen (I—II), 8) Mal-
tose ohne Firmabezeichnung, 9) dieselbe Maltose in der Kélte aus Alkohol
und Salpetersiure umkristallisiert (PRINGSHEIM und KRUGER 1932). Chlorella
vulgaris B. Licht und Dunkel. Tabelle 18 ist eine Zusaminenstellung von
einigen verschiedenen Versuchen. Ein Vergleich kann daher nur angestellt
werden zwischen Kohlehydrate derselben Art aber verschiedener Qualitit.
dagegen nicht zwischen verschiedenen Arten von Kohlehydraten. Versuchszeit
18—19 Tage. Tabelle 18.

Der Versuch zeigt. dass zwischen den verschiedenen Qualititen
iiberhaupt keine grosseren Unterschiede vorhanden sind. Die Glukose-
priaparate sind sowohl im Licht wie im Dunkel gleich gut. Zwischen
den Galaktose-, Saccharose- und Maltosepriiparaten gibt es bei Mixo-
trophie keine Unterschiede. Welche Bedeutung man den bei hetero-
tropher Erniihrung auftretenden Unterschieden beimessen soll, ist nicht
vollkommen klar. Es ist denkbar, dass die Galaktose- und Maltose-
priparate einen organischen Wirkstoff enthalten, der sich in der Haupt-
sache bei heterotropher Erniihrung geltend macht und der beim Um-
kristallisieren ganz oder teilweise entfernt worden ist. Dass Maltose-
priparate solche Verunreinigungen enthalten konnen. ist wohlbekannt
(SCHOPFER 1939). Solchenfalls sind die in Versuch 11 mit diesem
Kohlehydrat erhaltenen Werte etwas zu hoch. Man beachte das starke
Wachstum von Ankistrodesmus mit Maltose in Versuch 11! Es braucht

# S.F. X=Schwedische Pharmakopoe, Ed. X.
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indessen keine prinzipielle Anderung der frither gezogenen Schlusssitze
vorgenommen zu werden.

Schon BEERINCK (1890) fand. dass seine Scenedesmus acutus und
Chlorella vulgaris Kohlehydrate verwerten konnten, nimliich Glukose.
Maltose und Saccharose. Laut KRUGER (1894) konnte Chlorella proto-
thecoides ihren Bedarf an Kohlenstoff nicht mit Pepton decken. Bei
Zusatz von Glukose oder Galaktose wurde dagegen eine gute Entwick-
lung erhalten. Ein schlechteres Resultat gaben Maltose, Laktose und
Dextrin: Saccharose und Inulin waren ganz wertlos. CHICK (1903) fand
gleichfalls, dass Glukose nicht durch Saccharose oder Laktose ersetzt
werden konnte (Chlorella pyrenoidosa). ARTARI (1906) teilt dagegen
mit, dass diese beiden Saccharide ausgezeichnete Kohlenstoffquellen
sind (Chlorella communis). KUFFERATH (1913) fand, dass Kohlehydrate
mit sechs oder zwolf Kohlenstoffatomen bei Chlorella luteoviridis ein
sehr gutes Wachstum zur Folge hatten. Zu édhnlichen Resultaten kam
NAKANO (1917) mit Chlorella vulgaris. Diese Alge verwertete Glukose,
Galaktose. Saccharose, Mannose und Maltose. verschmiihte dagegen
Laktose. Die iibrigen von NAKANO untersuchten Arten zeigten grosse
Unterschiede in bezug auf ihr Vermogen, Kohlehydrate zu assimilieren.

Eine systematische Priifung des Nihrwertes mehrerer Kohlehydrate
wurde von ROACH (1926) vorgenommen. Scenedesmus costulatus diente
als Hauptversuchsorganismus. Mit Glukose wurde auch im Dunkeln
unter Beibehalten der griinen Farbe ein Wachstum erhalten. Maltose
gab ihnliche Resultate. Doch war das Wachstum anfangs verzogert. Mit
Glukose konnte keine solche Verspiittung beobachtet werden. RoAcH
zieht hieraus den Schlusssatz, dass diese Zeit zur Bildung von Maltase
erforderlich ist, worauf die Maltose zu Glukose gespaltet werden
kann. Galaktose hatte einen fast ebenso hohen Nihrwert wie Glukose.
Zuniichst in der Reihenfolge kamen Saccharose und Fruktose. Weitere
vier Griinalgen wurden im Hinsicht auf ihr Verhalten zu Kohlehydraten
studiert (RoacH 1927). Der Nithrwert der Kohlehydrate wechselte nicht
nur von Art zu Art, sondern auch bei ein und derselben Art mit den
ausseren Bedingungen.

Eigene Versuche zeigten, dass Glukose, Galak-
tose und Maltose gute Kohlenstoffquellen sind.
Dagegen konnte Saccharose nicht oder nur mit
Schwierigkeit ausgenutzt werden. Hierbei muss-
ten besondere Massnahmen ergriffen werden, um
eine Hydrolyse der Saccharose bei der Sterilisie-
rung der schwach sauren Losung zu verhindern.
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Diese Fehlerquelle scheint bisher von keinen Algenphysiologen beachtet
worden zu sein. Dagegen fand BURSTROM (1941). dass Saccharose in
Mineralsalzlosungen, die primires Phosphat enthielten, beim Auto-
klavieren zu 50 %o hyvdrolytisch gespaltet wurde. Maltose war wider-
standskriiftiger und wurde erst bei niedrigem pH und linger dauerndem
Erhitzen gespaltet. In welchem Ausmass diese Fehlerquelle die Resultate
fritherer Arbeiten beeinflusst hat, entzieht sich der Beurteilung.

BURSTROM (1941), der mit isolierten Weizenwurzeln arbeitete, fand.
dass diese Saccharose nicht verwerten konnten und dass die Zell-
teilungen im Meristem ausblieben, wenn dieses Kohlehydrat als Kohlen-
stoffquelle verwendet wurde. Wurden die Losungen mit Saccharose
sowie tiberdies mit Glukose oder Maltose versetzt, welch letztere beide
fiir sich eine giinstige Wirkung zeigten, so kam es gleichfalls zu keinem
Wachstum. Saccharose in der Nihrlosung wurde schnell invertiert,
sodass in dieser reduzierende Zuckerarten auftraten. BURSTROM konnte
zeigen, dass die Hydrolyse an der Kontaktfliche zwischen Wurzel und
Losung stattfand. Im Zusammenhang mit der schnellen Inversion wur-
den Nebenprodukte gebildet, die die Wurzeln vergifteten.

Obgleich zwischen BURSTROMs und meinem Material erhebliche
Unterschiede vorliegen, erschien es verlockend zu untersuchen, wie
sich Griinalgen mit Ausgangspunkt von den von BURSTROM gemachten
Beobachtungen verhalten wiirden. Es wurde daher folgender Versuch
angestellt.

Versuch 13. Saccharose und Glukose als Kohlenstoffquelle bei gleich-
zeitigem Zusatz. Nihrlosung A mit pH 6,5. Die Losung wurde teils direkt,
teils nach Zusatz von 1) Glukose (puriss., Kebo) 10 g je 1, 2) Saccharose (Merck)
10 g je 1 und. 3) Glukose 10 g je 1+ Saccharose 10 g je 1 verwendet. Chlorella
vulgaris B. Licht und Dunkel. Versuchszeit 15 Tage. Tabelle 19.

Glukose war wie in fritheren Versuchen eine sehr gute Kohlenstoff-

quelle. Saccharose konnte bei weitem nicht in gleicher Ausdehnung

Tabelle 19. Saccharose und Glukose als Kohlenstoffquelle bei gleichzeitigem Zusatz
(Versuch 13). Chlorella vulgaris B. Anzahl Zellen je mm*.

Glukose —+

Kohlehydrat-= i v i — Glukose Saccharose 3 !
) Saccharose

Konzentr. in g jel ........ 0 10 10 10 — 10

[‘Lachtlulturen o Do i 5900 32 000 6 500 35000

6 800 35 000 6 200 35 000

Dunkelkultuten o iy + 14000 1300 15000

-+ 14 000 780 14000
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verwertet werden. Bei Mixotrophie macht sich ihre Wirkung iiberhaupt
nicht geltend. Eine Mischung von Glukose und Saccharose gab dasselbe
Resultat wie Glukose allein. Die Saccharose hinderte demnach nicht die
Aufnahme von Glukose. Andererseits wurde die Saccharose im Laufe des
Versuches von den Algen auch nicht gespaltet (Priifung mit FEHLING-
scher Losung nach 15-tiagiger Kultur mit nur Saccharose).

Die Algen verhielten sich gegeniiber Saccharose also ganz anders
als die Weizenwurzeln. Wihrend man fiir die letzteren annehmen
konnte. dass die Hydrolyse nicht mit der gewohnlichen, enzymatischen
identisch war (BURSTROM 1941), scheint es mir wahrschein-
lich, dass das Unvermogen der Algen, Saccharose
ausnutzen zu kénnen, gerade auf die Abwesenheit
eines Enzyms, nidmlich Saccharase zuriickzufiih-
rien 1sit

Das Fehlen von Saccharase hat in bezug auf das Vermogen der
Algen, Maltose ausnutzen zu konnen, eine eigentiimliche Konsequenz.
Laut neuerer Auffassung ist dieses Enzym nimlich nicht einheitlich,
sondern besteht aus sowohl «-Glukosidase wie -h-Fruktosidase. Saccha-
rose ist ein g-Glukosido-3-h-Fruktosid und kann daher von beiden
Enzymen gespaltet werden. Wenn man nun annimmt, dass
den Algen das Vermogen fehlt diese Enzyme zu
produzieren, so folgt hieraus, dass das Disaccha-
rid Maltose (Glukose-a-Glukosid), das eine gute
Kohlenstoffquelle ist, ohne vorherige Hydrolyse
verwertet werden kdonnen muss. Das Enzym Maltase ist
niamlich mit der oben genannten g-Glukosidase identisch und fehlt
daher.

Diese Auffassung steht im Widerspruch mit der von RoacH (1926),
die oben S. 175 besprochen worden ist. BURSTROM (1941) fand dagegen
die Annahme begriindet, dass Weizenwurzeln wenigstens teilweise
Maltose ohne vorhergehende Hydrolyse verbrauchen.

2. Mehrwertige Alkohole.

Versuch 14. Glycerin und Mannit als Kohlenstoffquelle. Eine Unter-
suchung des Konzentrationsoptimums (Chlorella vulgaris B) zeigte, dass Gly-
cerin (wasserfrei, doppeltdestilliert) noch bei 40 g je 1 wirkungslos war.
Mannit wirkte von der Konzentration 5 g je I an schwach hemmend. Mit
Ausgangspunkt von diesem Versuch wurden Glycerin und Mannit in den
Konzentrationen 10 bzw. 1 g je 1 verwendet. Es wurden dieselben Arten wie
in Versuch 11 gepriift.

12 Botaniska Notiser 1946.
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Weder Glycerin noch Mannit vermochten den Ertrag bei mixo-
tropher Erniihrung zu erhohen. Bei Heterotrophie zeigten vier Arten
ein schwaches Wachstum, die iibrigen keines. Da die Zahlen ohne
grosseres Interesse sind, werden sie nicht mitgeteilt. Z usamm e n-
fassend kann gesagt werden, dass Glycerin und
Mannit als Kohlenstoffquellen praktisch wertlos
waren.

Mehrwertige Alkohole, die in chemischer Hinsicht den Kohle-
hydraten nahestehen, sind oft als Kohlenstoffquelle, aber mit sehr wech-
selndem Resultat, gepriift worden. KRUGER (1894) fand. dass Mannit fiir
Chlorella protothecoides wertlos war, wihrend Chlorothecium sich mit
demselben Stoff gut entwickelte. Mit Glycerin war das Verhiiltnis gerade
umgekehrt. ARTARI (1906) fand ein missiges Wachstum von Chlorella
communis mit Glycerin, Mannit und Erythrit. Dulcit gab ein schlechteres
Resultat. Glycerin war ein guter Nihrstoff fiir Chlorella luteoviridis
(KUFFERATH 1913); von den hexavalenten Alkoholen wurde im Dunkel
Mannit assimiliert. Laut NAKANO (1917) kionnen gewisse Arten Mannit
ausnutzen, andere nicht. RoacH (1926) teilt mit, dass Glycerin und
Mannit ein schlechteres Wachstum gaben als eine reine Mineralsalz-
losung.

3. Organische stickstofiireie Sduren.

Versuch 15. Die Wirkung von Natriumazetat in steigender Konzentration.
Von stickstofffreien organischen Siduren wurde nur Essigsiure gepriift. Nihr-
l6sung A mit pH 6,5. Natriumazetat (Merck, pro analysi) in den in Tabelle
20 angegebenen Konzentrationen. Chlorella vulgaris B. Licht. Versuchszeit
15 Tage. Tabelle 20.

Das Natriumazetat bedingte schon in den niedrigsten Konzentra-
tionen eine erhebliche Zunahme des Ertrages. Bei hoherem Gehalt nahm
das Wachstum wieder ab. 20 g je | hatten eine deutlich toxische
Wirkung.

Versuch 16. Natriumazetat als Kohlenstoffquelle. Niahrlosung A, pH=6.5.
Natriumazetat in der Konzentration 1 g je 1. Licht und Dunkel. Versuchszeit
15 Tage. Tabelle 21.

Fiilr mehrere Arten scheint das Azetat eine
sehr gute Kohlenstoffquelle sowohl bei mixo- wie
heterotropher Ernidhrung zu sein. Die Lichtkulturen
von Chlorella sp. A, Scenedesmus obliquus sowie Stichococcus bacillaris
zeigten jedoch keine Zunahme des Ernteertrages. Aut Ankistrodesmus
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Tabelle 29. Die Wirkung von Naftriumazetat in steigender Konzentration; Licht
(Versuch 15). Chlorella vulgaris B. Anzahl Zellen je mm?®.

Na-Azetat g jel.... 0 1 2 5 10 20
Lichtkulturen . .... 3 800 14000 12 000 8 200 4900 +
3 800 14 000 14 000 9800 6000 +

Tabelle 21. Natriumazetat als Kohlenstoffquelle (Versuch 18). Anzahl Zellen je mm?®,

Beleuchtungsverhéltnisse . .............. Licht ‘ Dunkel
Na-Azetatuejedlos Sini s b0 0 1 ‘ 0 1
CGhlorellg - spcA s s i e e i 120 170 -4~ 170
- 1901 4 o
Ghlorellaivtlgaris=B i wvs o oise s 3100 | 9300 f 2 300
2 900 8900 - 4 600
Ghlorella-vulgaris M- i aies onsis 3100 9 100 | 2100
2600 20 000 + 2 200
Ankistrodesmus falcatus . ....c.ivivvqss 100 | -+ -+ -+
160 -+ -+ -
Scenedesmus obliguus'- . i ni s 1700 2700 - 900
2100 2400 -+ 670
Scenedesmus dimorphus .. ... oo 1600 3500 -+ 2100
1900 3 400 + 2600
Scenedesmus acuminatus . .............. 450 3500 L
330 3200 el
Scenedesmus acutiformis . .............. 90 320 + —+
90 380 -+ +
Scenedesmus quadricauda .............. 830 3200 -+ 710
$20 3500 e 9920
Stichococeus bacillaris= . ;i iinas oo 2200 2100 + 120
2 400 2200 s o 110

wirkte das Azetat direkt schidlich. Man wiirde ferner ein besseres
Wachstum von Scenedesmus acutiformis im Dunkeln erwartet haben.
Dieser und spiitere Versuche (Tabelle 83 und 88) zeigen, dass das
Natriumazetat in seinen Wirkungen hiufig etwas unberechenbar ist.
Bisweilen kann das Wachstum in einer Azetatkultur ohne wahrnehm-
bare Ursache zuriickbleiben (Chlorella vulgaris B, Dunkel. und Chlorella
vulgaris M. Licht; Tabelle 21).

Der Nithrwert organischer Séuren ist vor allem von TREBOUX (1905)
zum Gegenstand von Untersuchungen gemacht worden. Dieser Forscher
arbeitete nur mit Dunkelkulturen. um die Kohlensiureassimilation aus-
zuschliessen. Von den gepriiften Siuren wurden nicht die durch ihre
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langeren Kohlenstoffketten den Kohlehydraten niiher stehenden Siuren
am besten assimiliert, sondern die einfacher gebauten. wie die Iissig-
siiure. Laut NAKANO (1917) war ein Teil der Kulturen von TREBOUX
unrein oder nur speziesrein. Iir bezweifelt daher die Richtigkeit der
Resultate von TREBOUX. Selbst fand er. dass Oxal-. Apfel-, Zitronen-
und Weinséiure am besten waren. Die Essigsiure war eine schlechte
C-Quelle.

[Laut PRINGSHEIM (1921 a. 1935 b, 1937) war die Essigsiure die
beste oder einzige Kohlenstoffquelle fiir eine Reihe von chlorophyll-
fiithrenden oder farblosen Flagellaten.

4. Organische stickstoffhaltige Verbindungen.

Eine organische stickstoffhaltige Verbindung kann teils als Stick-
stoff-, teils als Kohlenstoffquelle zur Verwendung gelangen. Kann die
Substanz eine normale Entwicklung in einer reinen Mineralsalzlosung
im Licht ohne Zusatz von weiteren stickstoffhaltigen Verbindungen
bedingen, so kann auf ihre Anwendbarkeit als N-Quelle geschlossen
werden. Natiirlich besteht die Moglichkeit, dass sie gleichzeitig als
Kohlenstoffquelle ausgenutzt wird. Verursacht die Substanz Wachstum
im Dunkel mit oder ohne Zusatz weiterer N-Verbindungen. so kann
hieraus geschlossen werden, dass sie als Kohlenstoffquelle fungieren
kann.

Versuch 17. Die Wirkung von Glykokoll, Harnstoff und Pepton in stei-
gender Konzentration. In der Nihrlosung A mit pH 6.5 wurde das Kalium-
nitrat durch Kaliumchlorid ersetzt. Als Stickstoffquelle wurde zugesetzt: 1)
Glykokoll (Merck), 2) Harnstoff (Carbamid puriss., Merck), 3) Pepton (siccum
sine sale, Merck). Ausserdem Kontrolle mit Kaliumnitrat anstatt Kaliumchlorid.
Die Konzentrationen sind in Tabelle 22 angegeben. Impfung mit Chlorella
vulgaris B, aufgezogen in Nihrlosung B. Vor dem Impfen wurden die Algen
abzentrifugiert und mit doppelt destilliertem Wasser unter sterilen Bedingungen
gewaschen. Licht. Versuchszeit 15 Tage. Tabelle 22.

Glykokoll hatte in simtlichen gepriiften Konzentrationen gute Wir-
kung. Dasselbe gilt fiir Harnstoff, der mit dem Kaliumnitrat gleich-
gestellt werden kann. 20 g je 1 wirkten hemmend. Das Wachstum in den
Peptonlosungen erinnert in nicht geringem Grad an dasjenige, das mit
Saccharose erhalten worden ist (Versuch 10). Auch in diesem Fall
besteht Grund zur Vermulung. dass eine in geringer Konzentration
vorkommende Verunreinigung (Aminosiure?) fiir das Wachstum ver-
antwortlich ist, dagegen nicht das Pepton selbst. Erst in der Konzentra-
tion 30 g je 1 wurde derselbe Effekt erhalten wie mit 0.1 g Kaliumnitrat.
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Tabelle 22. Die Wirkung von Glykokoll, Harnstoff und Pepton in steigender Kon-
zentration; Licht (Versuch 17). Chlorella vulgaris B. Anzahl Zellen je mm?. Die
Kontrolle mit 0,1 g KNO; je 1 gab 5400 bzw. 4 900 Zellen je mm?®.

|

Konzentr. in g je 1. .. 1 2 5 10 15 207 =30
Glykokoll = o .o 3100 3 300 4100 3900
3000 5 400 4000 3500
Harnstoff =0 o= 5 200 5 900 6100 5 300 3900 330 |
5000 5500 6 000 6900 4600 | 110
Pepton - 5.0 80 80 = 1100 2200 3200 4700
160 100 = 590 | 2100 3300 | 4800

Tabelle 23. Organische Stickstoffquelle; Licht (Versuch 18). Anzahl Zellen je mm?®.

Stickstoffquelle ........ KNO, Glykokoll Alanin Asparagin Harnstoff Pepton
Konzentr. in g je 1. .... 0,1 2 2 2 5 g
Chlorella sp.A . :.ivvi= 190 490 210 300 360 -
— 400 270 240 380 +
Chlorella vulgaris B .... 5700 6 600 3200 2 300 9 800 380
5 700 6300 | 3000 2 200 8100 100
Chlorella vulgaris M ... 2800 3400 2 800 | 2500 4600 +
2300 — 2300 2200 4000
Ankistrodesmus falcatus 130 180 130 |- -+ 300
210 230 240 | E e 310
{
Scenedesmus obliquus .. 2200 8400 ' 12000 2 000 4700 6 000
2600 7 800 11 000 2600 5 800 8100
Scenedesmus dimorphus 2100 1900 14 000 210 240 7700
1900 2400 12 000 170 340 7000
Scenedesmus acuminatus 1 200 4700 7200 550 2 000 3400
1200 5000 8 200 540 1700 4000
Scenedesmus quadricauda 610 220 1600 110 420 1500
480 170 1500 200 550 1600
Stichococcus bacillaris . . 590 660 620 520 b 340
620 540 - 340

Versuch 18. Organische Stickstoffquelle. Als Kontrolle wurde Losung A
mit pH 6,5 benutzt. Die organischen Losungen enthielten anstatt Kaliumnitrat
Kaliumchlorid. Es wurden folgende Stickstoffniihrstoffe gepriift: Glykokoll,
a-Alanin, Asparagin, simtliche in der Konzentration 2 g je 1, Harnstoff 5 g je 1
sowie Pepton 2 g je 1. Bei dieser niedrigen PPeptonkonzentration machen sich
ev. Verunreinigungen nicht geltend. Alle Priiparate waren vom Fabrikat Merck.
Das Impfmaterial wurde wie in Versuch 17 behandelt. Versuchszeit 15 Tage.
Licht. Tabelle 23.
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Glykokoll kann als Stickstoffquelle dem Ni-
trat gleichgestellt werden. In ein paar Fillen (Scenedes-
mus obliquus und Sc. acuminatus) war es dem Kaliumnitrat indessen
tiberlegen. Nur in einem Fall ergab es einen schlechteren Effekt (Scene-
desmus quadricaudda).

a-Alanin ist eine ausgezeichnete Stickstoff-
quelle fiir simtliche Scenedesmus-Arten. Fiir zwei Chlo-
rella-Arten ist es schlechter als Nitrat und Glykokoll, fiir die iibrigen
Arten ist es diesem gleichgestellt.

Als iiberraschend ist zu bezeichnen, dass Asparagin in vie-
len Fillen ein bedeutend schlechteres Resultat
gegeben hat als sowohl Nitrat wie Glykokoll und
Alanin. Man wiirde erwartet haben, dass diese Aminosiure, die im
Pflanzenreich so weitverbreitet ist und im Eiweiss-Stoffwechsel der
Pflanzen einen zentralen Platz einnimmt, leichter hitte verwertet wer-
den konnen.

Harnstoff ist eine gute N-Quelle fiir die Chlo-
rella-Arten sowie {fiir ein paar Scenedesmus-Arten.
Mehrere Arten scheinen jedoch Harnstoff nicht
verwerten zu konnen.

Pepton bildet eine gute Stickstoffquelle fiir
simtliche Scenedesmus-Arten sowie fiir Ankistrodesmus.
Da jedoch bekannt ist, dass Pepton Wirkstoffe enthiilt (ONDRATSCHEK
1940 a, d), muss damit gerechnet werden, dass diese wenigstens teil-
weise fiir das gute Ergebnis verantwortlich sind. Die Chlorella-Arten
scheinen dagegen den Pepton-Stickstoff kaum
ausnutzen zu kdnnen.

Versuch 19. Organische Stickstoff- und Kohlenstoffquelle. Der Versuch
wurde in Ubereinstimmung mit dem niichst vorigen angeordnet, aber die Kul-
turen wurden im Dunkeln untergebracht. Natiirlich kann ein Wachstum nur
in jenen Fillen erwartet werden, in denen die Substanz als Stickstoffquelle
ausgenutzt werden kann. Versuchszeit 15 Tage.

Das Wachstum war durchweg sehr schwach. aber in einigen Fillen
der Kontrolle doch deutlich iiberlegen. Da die Zahlen von geringem
Interesse sind, werden sie hier nicht angefiihrt. Zusammen fas-
send kann gesagt werden, dass die gepriiften or-
ganischen Stickstoffverbindungen als Kohlen-
stoffquelle ungeeignet oder ganz untauglich sind.

Die Angaben iiber das Vermogen der Griinalgen, organisch gebun-
denen Stickstoff auszunutzen. sind ebenso zahlreich wie variierend. Dass
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die von BEERINCK (1890) reingeziichteten Algen Pepton dem anorga-
nischen Stickstoff vorzogen, ist schon erwiihnt worden. KRUGER (1894)
verwendete gleichfalls mit Vorteil Pepton und Asparagin fiir Chlorella
protothecoides und Chlorothecium. KOSSOWITSCH (1894) erhielt da-
gegen ein Wachstum nur mit Nitrat, Asparagin war ganz untauglich
(Cystococcus). Laut ARTARI (1906) waren Glyvkokoll und Alanin aus-
gezeichnete Stickstoffquellen fiir Chlorella communis. Ein schlechteres
Resultat gaben Asparagin und Harnstoff. Pepton schliesslich bedingte
nur ein geringes Wachstum. Auch NAKANO (1917) erhielt mit Pepton
cin schlechtes Wachstum. Laut LupwiG (1938) bilden Azetamid, Harn-
stoff, Guanidinkarbonat. Harnséure, verschiedene Aminosiuren sowie
Pepton ausgezeichnete Stickstoffquellen fiir Chlorella.

In ein paar Versuchen mit Glvkokoll in ungepufferter Nihrlosung
fand ich eine ziemlich starke pH-Verschiebung in alkalischer Richtung.
Da man vermulen konnte, dass die Algen Aminosiiuren unter Abspaltung
von Ammoniak verarbeiteten, wurde folgender Versuch angestellt. In
einer Niahrlosung B (ungepuffert) mit pH 6,5 wurde das Kaliumnitrat
durch Kaliumchlorid ersetzt. Als Stickstoffquelle wurde Glvkokoll, 2 g
je L. verwendet. Die Losung wurde aul eine Anzahl Irlenmeyerkolben
von 150 ml mit 50 ml in jedem Kolben verteilt. Die Kolben wurden mit
Chlorella vulgaris BB sowie mit Scenedesmus obliquus geimpft. Einige
Kolben verblieben ungeimpft. Nach 16 Tagen wurde das pH der Lo-
sungen bestimmt. In den Chlorella-Kulturen betrug das pH 6.,7. Die
Scenedesmus-Kulturen waren stark alkalisch, pH=9,2.

Die Algen wurden abzentrifugiert und die Lidsungen mit gleichen
Volumen 2,5-n NaOH versetzt und destilliert. Das Destillat wurde {iber
NESSLERs Reagens aufgefangen. Die Scenedesmus-Kulturen gaben schon
bei schwachem Erwiirmen einen deutlich rotbraunen Niederschlag. Bei
direktem Zusatz des Reagens zur Kulturfliissigkeit entstand eine rot-
braune Farbe sowie kurz darauf eine Triibung, die an Stirke zunahm.
Die Chlorella-Kulturen gaben dagegen nur mittels Destillation eine
positive Reaktion fiir Ammoniak. Die ungeimpften Losungen gaben keine
Reaktion. Der Versuch zeigt, dass die Aminosduren
unter Abspaltung von Ammoniak ausgenutzt wer-
den, das die Lé6sung mehr oder weniger stark al-
kalisch macht. Das Vermogen, Glykokoll zu des-
aminieren, scheint, auf Grund der pH-Erhéhung
und der Ammoniakmengen zu urteilen, bei Scene-
desmus obliquus bedeutend grbsser zu sein als bei
Chlorella vulgaris B. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit den in
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Versuch 18, Tabelle 23. erhaltenen Resultaten. IFiir Scenedesmus obli-
quus mit grossem Desaminierungsvermogen bildet Glyvkokoll eine sehr
gute Stickstoffquelle und ist dem Nitrat weit iiberlegen, fiir Chlorella
vulgaris B sind dagegen Glyvkokoll und Nitrat gleichgestellt. Ein dhn-
liches Verhalten zeigt Alanin, wogegen das Asparagin den anderen
Aminosiuren in beiden Fillen deutlich unterlegen ist.



V. Indolylessigsiure.

Trotzdem Indolylessigsiure (Heteroauxin) von einer ganzen Reihe
von Mikroorganismen produziert wird. sind ihre Wirkungen vor allem
an hoheren Pflanzen studiert worden. BOYSEN JENSEN (1936), OTTE
(1937). SCHLENKER (1937), WENT und THIMANN (1937) sowie WENT
(1945) haben Zusammenstellungen tiber die Literatur auf diesem Gebiet
verdffentlicht. JANKE (1939) hat eine Ubersicht iiber das Vorkommen
und die Wirkungen der Indolylessigsiure auf hauptsichlich heterotrophe
Mikroorganismen mitgeteilt. Die Wirkungen auf Algen sind in der
Einleitung zu dieser Arbeit behandelt worden. Diese zeigte, dass eine
begrenzte Anzahl Untersuchungen mit widersprechenden Resultaten
vorliegt.

1. Orientierende Versuche.

Versuch 20. Orientierende Untersuchungen. In diesem Versuch sind zu-
sammengefasst die Wirkungen von Indolyl-3-essigsiure, Indolyl-3-propion-
siure, Indolyl-3-buttersiiure, Naphthalin-1-essigsiure, Phenylessigsiure und
Phenylpropionsiure auf Chlorella sp. A und Scenedesmus obliquus als Ver-
suchsorganismen. Die Priaparate waren vom Fabrikat Merck, Hoffmann-La
Roche, Schuchardt und Kahlbaum. Es wurde Nihrlosung G mit einem
Anfangs-pH von 6,0 verwendet. Im Verlauf des Versuches kam es zu recht
grossen pH-Verschiebungen in den Losungen. Versuchszeit gewohnlich 11 Tage.
Tabellen 24—26. Abb. 4.

Aus Tabelle 24 und 25 geht hervor, dass die Indolylessig-
sidure bei beiden Versuchsorganismen eine betriacht-
liche Ertragssteigerung herbeigefuhrt hat. Das Op-
timum fiir Chlorella liegt bei 10—50 mg je L. fiir Scenedesmus bei 0.5

Tabelle 24. Der Einfluss von Indolylessigsiure auf Chlorella sp. A. pH=6,0.
Orientierende Untersuchung (Versuch 20). Anzahl Zellen je mm?,
Versuchszeit 11 Tage.

; Indolylessigsaure mg je 1 . .. 0 1 10 50 100 200

Ghlorella 3p- 8= s 1300 2 300 3 600 3600 2200 1500
1500 2700 3 800 3900 2 300 1500
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Tabelle 25. Der Einfluss von Indolylessigsiiure u.a. Verbindungen auf Scenedesmus

obliquus. pH=6,0. Orientierende Untersuchung (Versuch 20; Abb. 4). Anzahl

Zellen je mm?® Versuchszeit 11—15 Tage. Die Tabelle ist eine Zusammenstellung
mehrerer Versuche.

Konzentr. in mg je | . 0 0,1 0,5 1 10 50 100 200

Indolylessigsaure . .. 1400 3000 4000 3400 2800 2600 — =
1600 2600 3400 2800 2300 2200 - e
Indolylpropionsiaure . 1100 1100 1100 2100 1300 1200
1100 — : 1300 1300 2700 1600 1000
Indolylbuttersdaure .. 1900 — - 2500 2900 2600 2000 1100
17001 — — 2 300 2800 1800 1500 1400
Naphthalinessigsiure 4900 — — 5100 — 5600 6800 7100 6500
4500, — " 5700 5400 6700 70600 5700
Phenylessigsiure . ... 2100 — - 4200 4200 3800 2600 2600
2300 = 3200 3800 3100 3400 2400
Phenylpropionsiure . 2000 — = 2500 2700 2500 2100 1500
1900 — : 2500 2800 1800 1600 1200

Tabelle 26. Der Einfluss von Indolylessigsiure auf Scenedesmus obliquus. pH = 6,0.
Orientierende Untersuchung (Versuch 20). Anzahl Zellen je mm®.
Versuchszeit 11 Tage.

Indolylessigsdure mg je 1 ............ 0 1 10 50 100 | 200
Scenedesmus -obliquus: it s 1300/ 1400 1300 1100 1100| 700

1300/ 1300| 1500 1200, 1200| 800

4000 o— = =

3000
o]
o

f

n. 2000

§

&

R

L

R

N

N ‘ | ; ‘

e 2 3 4 o 10

7
Indolylessigsoure mg je [ —n

Abb. 4. Die Wirkung verschiedener Konzentrationen von Indolylessigsdure (pH = 6)
auf das Wachstum von Scenedesmus obliquus. Die Abszisse gibt die Konzentration in
mg je 1, die Ordinate den Ertrag in Anzahl Zellen je mm?® an (Versuch 20, Tabelle 25).
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-—1 mg (Abb. 4). Es soll indessen nicht verschwiegen werden, dass die
vermehrungsfordernde Wirkung in anderen Versuchen anscheinend
ganz ohne Ursache vollstindig ausbleiben konnte. Besonders Chlorella
sp. A war in dieser Hinsicht unberechenbar. Aber auch bei Scenedesmus
waren solche Unregelmissigkeiten nichts seltenes (Tabelle 26). Die Indo-
lylessigsiure war den iibrigen Verbindungen im allgemeinen etwas
iiberlegen. was aus Tabelle 25 hervorgeht, die eine Zusammenstellung
mehrerer Versuche enthilt. Trotz der Unregelmissigkeiten im Wachstum
schien mir eine nithere Untersuchung tiber die Wirkung von Indo-
Ivlessigsdure auf Algen berechtigt.

2. Das Konzentrationsgebiet.

Versuch 21. Die Wirkung von Indolylessigsdure in steigender Konzentra-
tion; pH=7,0. Nihrlosung B wurde mit Indolyl-3-essigsiure in den in Tabelle
27 angegebenen Konzentrationen versetzt. Um den Algen etwas giinstigere Be-
dingungen als in den orientierenden Versuchen darzubieten, wurde das pH
auf 7,0 eingestellt. Chlorella sp. A und Scenedesmus obliquus, die schon frither
untersucht worden sind, wurden in diesem Versuch nicht gepriift. Versuchs-
zeit 15 Tage. Tabelle 27.

Die stirksten Losungen nahmen im Lauf von einigen Tagen eine
gelbe Farbe an, die bis zu Ende des Versuches unveriindert beibehalten

Tabelle 27. Die Wirkung von Indolylessigsiiure in steigender Konzentration, pH —=7,0
(Versuch 21). Anzahl Zellen je mm®,

Indolylessigsdure mg je 1 ............ 0 0,1 1 10 S50 100
Chlorella vulgaris B-i-.c i v vivivni o 9500 8000 8200 4100 670 260
9600 7800 8000 4400 1450 230
Ghlorella vulgaris M oo o is e 4900 3100 1100 180 - -
8100 3 200 910 660 + t
Ankistrodesmus falcatus ... ..i.c.ise 180 150 100 110 - -}
170 170 120 120 - |
Scenedesmus dimorphus . ... oivices 2500 2600 2700 2300 3900 1100
2300 2100 2600 2300 2800 1700
Scenedesmus acuminatus . .... ....... 780 400 170 - + o
830 650 140 -+ -+ -+
Scenedesmiis acutiformis ............ 100 70 90 -+ + ]
140 90 90 -1 + o

........... 2100 2000 2000 890 820 780
2000 1700 2000 1300 1200 520

Sticheeoccus bacillaris . ....c. .vvviiis 1900 13500 1300 130 + 4=
1900 1500 1200 660 - =

Scenedesmus quadricauda
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wurde. Aus dem Versuch kann unmittelbar geschlossen werden, dass
Indolylessigsiure in niedriger Konzentration, 0,1 mg je 1. ohne Wirkung
ist, sowie. dass sich mit erhohter Konzentration eine Giftwirkung geltend
macht. In ein paar Fiilllen traten die Hemmungen schon in der niedrig-
sten Konzentration auf.

Der Versuch steht demnach in schlechter Ubereinstimmung mit
fritheren Untersuchungen, die in Versuch 20 zusammengefasst sind.
Auch in diesen blieb jedoch, wie schon vorstehend erwihnt, die ver-
mehrungsfordernde Wirkung zuweilen ohne sichtliche Ursache aus.
Es muss indessen damit gerechnet werden, dass der in Versuch 21 aus-
gebliebene Effekt durch die verinderten Milieubedingungen verursacht
sein kann. Der auffallendste Unterschied zwischen den orientierenden
Untersuchungen und Versuch 21 ist die Verinderung des Anfangs-pH
von 6.0 zu 7,0. Ausserdem trat in Versuch 21 eine Gelbfirbung der
stirksten Losungen im Verlauf des Versuches auf. Priiliminare Unter-
suchungen zeigten, dass die Farbenverinderung mit der Beleuchtungs-
intensitit und der Liange der Versuchszeit im Zusammenhang stand. Die
orientierenden Versuche wurden wiithrend der Herbstmonate mit Tagen
von geringer Lichtintensitiit ausgefiihrt. Versuch 21 wurde im Friihjahr
mit klaren Tagen ausgefiihrt. Ausserdem wurde nachts wihrend einiger
Stunden ein extra Lichtzuschuss mit elektrischer Beleuchtung gegeben.
Dies war der niichstliegende Grund, weshalb in fritheren Versuchen
keine Farbenverinderung beobachtet worden ist. Im Hinblick darauf.
dass die ausgebliebene Wirkung irgendwie mit den geiinderten Versuchs-
bedingungen im Zusammenhang stand, wurden zwei neue Versuche
angestellt.

Der eine von diesen wurde bei pH=4.3, aber im iibrigen wie
Versuch 21 durchgefiihrt. Schon nach zwei Tagen kam es in den beiden
hochsten Konzentrationen zu einer starken Farbenverinderung zu
rotbraun und es entstand ein gleichfalls rotbrauner Niederschlag. Noch
nach 14 Tagen gab es kein oder nur e¢in so unbedeutendes Wachstum.
dass sich seine Bestimmung nicht lohnte. Das ausgebliebene Wachstum
muss einem allzu ungilinstigen pH zugeschrieben werden. Der zweite
Versuch soll eingehender beschrieben werden.

Versuch 22. Die Wirkung von Indolylessigsdure in steigender Konzentra-
tion: pH=6,0. Zur Stabilisierung des pll wurden Pufferléosungen eingefiihrt.
Nihrlosung A mit pH 6.0. Indolylessigsiure in gleichen Konzentrationen wie
in Versuch 21. Die Beleuchtung war in diesem Fall viel schwécher als in
Versuch 21 (Fenster gegen Norden). Das Wachstum wurde durch tigliche
Beobachtungen verfolgt. Gleiche Versuchsorganismen wie in Versuch 21, sowie
iiberdies Scenedesmus obliquus. Der Versuch wurde spiiter durch eine dhnliche
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Tabelle 28. Die Wirkung von Indelylessigsiiure
(Versuch 22). Anzahl Zellen je mm®. Chlorella
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in steigender Kenzentration, pH — 6,0
sp. A wurde bei anderen Licht- und

Temperaturverhiiltnissen gepriift als die iibrigen Algen.

Indolylessigséiure mg jel ............ 0 0,1 1 10 50 100
Ghlorella Sp.-A- oo i ssnmmas 1200 2700 3400 —
Chlorella-vulgaris-B-. ol 5 i Lo 840 2600 2700 1300 1100 760
730 0 2600 2300 13500 960 870
Chlorella:vulgarts M . oiiii i o s 1600 1600 860 150 - -1
2000 — 780 150 = +
Ankistrodesmus faleatus ..~ v 110 170 180 110 + +
150 220 160 70| <= +
Scenedesmus obliquus . .............. 760 1200 1300 1300 800 470
800! 1100 1200 1300 640 520
Scenedesmus dimorphus . ............ 940 940 1000 950 810 750
880 1100 1300 880 870 620
Scenedesmus acuminatus ............ 560 610 640 | S =
560 | 570 480 4+ = =
Scenedesmus acutiformis ............ 60 90 100 —+- +- -+
70 90} - — el 4= +
Scenedesmus quadricauda . .......... 420 460 480 290 170 | 210
400 400 420 140 130 170 |
Stichococeus batillaris . ... ciisines 700 820 1100 80 - + ‘
1000 1100 1100 70 I +-

Untersuchung mit Chlorella sp. A ergiinzt. Die hierbei erhaltenen Werte sind
gleichfalls in der Tabelle aufgenommen. Nach sieben Tagen, wo fiir Chlorella
vulgaris B und Scenedesmus obliquus deutliche Unterschiede festgestellt werden
konnten, wurden diese ausgezihit. Die iibrigen wurden am folgenden Tag
fixiert. Tabelle 28.

Am Ende der Versuchszeit konnten in den Lisungen keine Farben-
verinderungen beobachtet werden. Die Tabelle zeigt, dass drei der
Algen
ben, nimlich Chlorella sp. A, Chlorella vulgaris B s o wie Scene-

auf Indolylessigsiure positiv reagiert ha-
desmus obliquus. Die erste von diesen wurde hier nur in den Konzen-
trationen 1 und 50 mg je 1 gepriift. In beiden zeigte Indolylessigsiure
positive Wirkung. Am stiirksten war der Effekt in der hichsten Kon-
zentration. Chlorella vulgaris B, die frither mit negativem Ergebnis
gepriift worden war, gab hier einen Ernteertrag, der dreimal so gross
als der der Kontrolle war. Die hichste Konzentration, 100 mg je I,
wirkte hier nicht hemmend. Vgl. Versuch 21. Scenedesmus obliquus
schliesslich galh den grossten Ertrag bei 0,1—10 mg je 1. Auf die iibrigen
Arten hatte Indolylessigsiure dagegen keine vermehrungsanregende
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Wirkung. Es ist jedoch zu beachten. dass die hemmende Wirkung der
Indolylessigsiiure in diesem Versuch bei einer hoheren Konzentration
auftritt als in Versuch 21.

Besondere Autmerksamkeit erheischt Chlorella vulgaris B, die in
Versuch 21 und 22 sich so verschieden verhalten hat. In Versuch 21
sind folgende Verinderungen der Versuchsbedingungen vorgenommen
worden: 1) Das pH wurde mit einer Einheit von 7.0 auf 6,0 gesenkt.
Im letzteren Fall wurde iiberdies eine Pufferlosung benutzt. 2) Die
Versuchszeit wurde von 15 auf 7 Tage verkiirzt. 3) Die Beleuchtungs-
intensitit war in Versuch 22 bedeutend schwiicher als in Versuch 21.
Mit den beiden letzten Verinderungen hiingt der Umstand zusammen.
dass die stirksten Losungen in Versuch 21 gelb gefiirbt waren, wihrend
die entsprechenden LLosungen in Versuch 22 noch am Ende der Versuchs-
zeit farblos verblieben. Die nichste Aufgabe war. zu priifen, welche
Bedeutung diese Verinderungen fiir die Wirkung der Indolvlessigsiure
haben konnten.

3. Die Bedeutung des pH. Die Versuchszeit.

Versuch 23. Die Wirkung von Indolylessigsdiure bei verschiedenem pH.
Folgende Losungen wurden zubereitet: I. Nihriosung A mit pl 1) 5,0, 2) 6,0

Tabelle 29. Die Wirkung von Indolylessigsiiure bei verschiedenem pH (Versuch 23;
Abb. 5 und 6). Anzahl Zellen je mm?® sowie pH am Ende des Versuches.

Anzahl Zellen je mm® pH-Verschiebungen

Rultur=NI - el e e e i S B 3 1 2 3
Anfangs-pH .. . .- i i aias o 5,0 6,0 7,0 5,0 6,0 7,0

Chlorella vulgaris B

Kontrolle ohne Indolylessigsiaure . .. 170 6201:2:900 | 5.3 6,0 7 |
240 620 3000 5,3 6,0 753
Indolylessigsdure 1 mg jel ........ 710 | 650 | 2200 556 6,0 7
730 1100 2400 5,6 6,1 7,0
Indolylessigsiure 10 mg jel ........ 370 | 1300 2000 5,4 6,2 7,0
350 1100 2200 5.4 6,1 7.1
Scenedesmus obliquus
Kontrolie ohne Indolylessigsiure ... 160 290| 1200 5,3 6,0 7,1
260 2801 1200} 5,2 6,0 T4
Indolylessigséure 1 mg je 1 ........ 640 570 1200 5,4 6,1 73l
680 850 1400 5,5 6,1 7.1
Indolylessigsidure 10 mg je 1 ........ 380 540 860 5,5 6,1 7,0
550 1000 1400 5,4 6,1 78 |
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Abb. 5. Die Wirkung von Indolylessigsiure auf das Wachstum von Chlorella vulgaris

B bei verschiedenem pH. Die Abszisse gibt das pH, die Ordinate den Ertrag in Anzahl

Zellen je mm® an. Die voll ausgezogene Linie entspricht dem Ertrag in der indolyl-

essigsiurefreien Kontrolle, die gestrichelte Linie dem Ertrag in einer Losung mit 1 mg
Indolylessigsiure je 1 (Versuch 23, Tabelle 29).

und 3) 7,0. II. Gleiche Losungen wie unter I, aber mit Indolylessigsaure in
der Konzentration 1 mg je 1. IIl. Gleiche Losungen wie unter I, aber mit
Indolylessigsiure in der Konzentration 10 mg je 1. Die Losungen wurden mit
Chlorella vulgaris B sowie Scenedesmus obliquus geimpft und in ein Fenster
gegen Norden gestellt. Das Wachstum wurde durch tigliche Beobachtungen
verfolgt. Versuchszeit 10 Tage. Tabelle 29. Abb. 5—6.

Abbildung 5 und Tabelle 29 zeigen, dass das Wachstum von
Chlorella in den Heteroauxinlésungen demjenigen
in der Kontrolle erheblich iberlegen ist, wenn die
Losung saure Reaktion aufweist. Die Kurven konver-
gieren gegen den Neutralpunkt und schneiden sich ungefihr bei pH=
6,5. Ahnlich verhialt sich Scenedesmus. Hier scheinen die
Kurven sich indessen beim oder iiber dem Neutralpunkt zu schneiden
(Abb. 6).

Zu beachten sind die pH-Verschiebungen, die im Verlauf des Ver-
suches besonders in der sauersten LoOsung stattfinden. wo die Puffer-
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Abb. 6. Die Wirkung von Indolylessigsiure auf das Wachstum von Scenedesmus

obliquus bei verschiedenem pH. Die Abszisse gibt das pH, die Ordinate den Ertrag in

Anzahl Zellen je mm?® an. Die voll ausgezogene Linie entspricht dem Ertrag in der

indolylessigsiurefreien Kontrolle, die gestrichelte Linie dem Ertrag in einer Losung
mit 1 mg Indolylessigsidure je 1 (Versuch 23, Tabelle 29).

kapazitit am kleinsten ist. Wegen der kurzen Versuchszeit sind sie
jedoch nicht so gross wie z.B. in Versuch 7.

Die Wirkungen der Indolylessigsiiure kommen also erst bei saurer
Reaktion zur Geltung. Dies ist eine der Ursachen der verschiedenen
Resultate in den Versuchen 21 und 22. Dass es auch andere Ursachen
gibt, zeigt der folgende Versuch.

Versuch 24. Der Wachstumsverlauf bei Anwesenheit von Indolylessig-
sdure. Nihrlosung A mit pH 5,0 mit oder ohne Indolylessigsiture (Konzentra-
tion 1 mg je 1). Es wurde eine grossere Anzahl Kulturen in Ordnung gestellt.

Proben wurden zu den in Tabelle 30 angegebenen Zeitpunkten entnommen und
ausgeziithlt, Elektrische Beleuchtung. Versuchsorganismus Chlorella vulgaris B.

Tabelle 30 und Abbildung 7 zeigen, dass die Algen in Heteroauxin-
losung wiithrend der ersten 8 Tage eine grossere Vermehrungsgeschwin-
digkeit haben als in der Kontrolle. Nach dieser Zeit verringert sich der
Zuwachs in der Heteroauxinlosung. und die Unterschiede nehmen mehr
und mehr ab. Am dreizehnten Tag schneiden sich die Kurven. Withrend
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Tabelle 30. Der Wachstumsverlauf bei Anwesenheit von Indolylessigsiiure (Versuch
24; Abb. 7). Chlorella vulgaris B. Anzahl Zellen je mm’.

11 13 15 14 19 21

Anzahl Tage ... ...... 3 5

Kontrolle ohne Indolyl- [ | i
essigsfure ..ol 510 510 [ 1400 2000 2700 3700' 53500 6300 7200 7900
— 520 1600 2200 2900 3700 5400 6100 6600 6700
Indolylessigsiiure 1 mg ‘
jel ol s 540 910 3500 3200 3700 3800 4000 4500 4500 4800
— 840 3100 3400 3900 3900 4100 4300 4600 4600

8000 e}
7000 —
6000 —
5000
4000 —
3000—

2000 —

71000 L

Zellen se mm’ —

l L [ [
o 5 10 15 20

Ze/t in Togen —

Abb. 7. Der Wachstumsverlauf bei Anwesenheit von Indolylessigsiure. Die Abszisse

gibt die Zeit in Tagen, die Ordinate das Wachstum in Anzahl Zellen je mm® an. Die

voll ausgezogene Linie entspricht dem Wachstum in der indolylessigsdurefreien Kon-

trolle, die gestrichelte Linie dem Wachstum in einer Losung mit 1 mg Indolylessig-
siure je 1 (Versuch 24, Tabelle 30).

13 Bolaniska Notiser 1946.
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die Vermehrung in der Kontrolle von diesem Zeitpunkt an mit unver-
minderter Geschwindigkeit fortgeht, ist sie in der Heteroauxinlosung
nun sehr langsam. Nach 21 Tagen ist die Kontrolle dieser weitaus iiber-
legen. Der Versuch wurde (bei Tageslicht und im Fenster gegen Norden)
mit demselben Ergebnis wiederholt. Die Unterschiede kulminierten am
achten Tag, am vierzehnten Tag schnitten sich die Kurven.

Der -zu Beginn: wachstumsstimulierende Eif-
fekt der Indolylessigsdure wurde also im Verlauf
des Versuches ‘zu einer hemmenden Wirkung Es
wurde die Arbeitshyvpothese aufgestellt, dass die Hemmung auf in der
Losung gebildete Zerfallsprodukte der Indolylessigsiure zuriickzu-
fiihren ist. Bei hoherer Konzentration, 100 mg je l. geben sich diese
durch gelbe bis braune Farbe zu erkennen. Ihr Vorkommen muss auch
in stark verdiinnten Ldsungen angenommen werden, wenn sie auch
wegen ihrer geringen Konzentration in solchen nicht direkt beobachtet
werden konnen. Bevor eine Untersuchung iiber die Wirkungen der Zer-
fallsprodukte begonnen wurde, war es indessen angezeigt, die Be-
dingungen kennen zu lernen, unter denen diese Produkte gebildet
werden.

4. Die Stabilitdt der Indolylessigsdure.

Die Indolvlessigsiiure wurde das erstemal von SALKOWSKI (1885 a,
b) iscliert. Von SALKOWSKI stammt auch das erste Reagens auf diese
Siaure. Wird eine wiisserige Losung von Indolylessigsiure mit konz.
Salzsiiure und darauf mit einigen Tropfen Ferrichloridlosung versetzt,
so entsteht beim Kochen eine kirschrote Farbe. Empfindlichkeit
1:100 000. Bei sehr kleinen Mengen Indolylessigsiiure ist die Farbe
violett. Der rote Farbstoff ist im Amylalkohol léslich. Absorption im
griinen Teil des Spektrums. Aus gewissen Unterschieden in den Loslich-
keitsverhiilltnissen in IEssigither zog SALKOWSKI die Schlussfolgerung,
dass der Farbstoff keine einheitliche chemische Substanz darstellt. Viel-
leicht handelt es sich um eine Serie nahe verwandter Farbstoffe. Hierfiir
spricht auch der Umsland. dass Indolylessigsiure bei verschiedener
Konzentration verschiedene Nuancen gibt. Da gleiche oder #dhnliche
Farbstoffe auch mit anderen schwachen Oxydationsmitteln erhalten
werden konnen, zog SALKOWSKI die Schlussfolgerung. dass es sich um
eine Oxydation der Indolylessigsiiure handelte. Eigene Versuche haben
die von SALKOWSKI gemachten Beobachtungen bestitigt. Die kirsch-
rote Farbe kann jedoch je nach der Darstellungsweise sehr verschiedene
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Nuancen aufweisen. So war die Farbe vom Zeitpunkt des Zusatzes des
Oxvdationsmittels (vor, wihrend oder nach dem Kochen) sowie von
der Dauer des Erhitzens abhiingig. Eine Losung. die gleich vor dem
Kochpunkt eine violettrote Farbe zeigte, war nach einer Weile Kochen
orangerot. Simtliche FFarbstoffe zeigten Absorption im Griinen.

IXin anderes qualitatives Reagens auf Indolylessigsiure wurde von
HERTER (1908) entdeckt. Wenn eine Losung der Siure mit p-Dimethyl-
aminobenzaldehvd + Salzsdure versetzt wird. so resultiert eine rotviolette
Farbe. Diese Reaktion unterscheidet sich von der iihnlichen Indolreak-
tion durch geringere Empfindlichkeit und eine andere Nuance des Farb-
stoffes. Die von HERTER gegebene Beschreibung ist sehr kurz gehalten.

Iligene Versuche zeigten folgendes. Wenn Indolylessigsiure (0.1 g
je 1) mit einem gleichen Volumen p-Dimethylaminobenzaldehyvd (s. u.)
erhitzt wurde, resultierte beim Kochen eine rotviolette Farbe. Beim
Abkiihlen wurde die Farbe erheblich schwiicher, um bei erneuertem
Erhitzen wiederzukehren. Diese Prozedur scheint beliebig oft wiederholt
werden zu konnen. Bei Zusatz einer grosseren Menge Salzsiure wurde
die Farbe etwas intensiviert. Wenn Alkohol statt HCl als Losungs-
mittel fiir den Aldehyd verwendet wurde. so verhielt sich das Reagens
in gleicher Weise.

Fiir die weiteren Untersuchungen iiber die Stabilitiit der Indolyl-
essigsiure war es wiinschenswert, eine Farbreaktion zu finden. die
quantitativ verwendet werden konnte. HERTERs Reaktion erschien hier-
fiir wenig geeignet. da sie ziemlich unempfindlich war und da die
Intensitit der Farbe von der Temperatur der Losung abhingig war.
SALKOWSKIs Reaktion zeigte grosse Empfindlichkeit, aber [.osungen von
verschiedener Konzentration gaben verschiedene Nuancen. Auch Lo-
sungen derselben Konzentration gaben, wenn sie nach einem standardi-
sierten Schema behandelt wurden. hiufig Farbenunterschiede. die eine
kolorimetrische Bestimmung erschwerten oder unmoglich machten.

Beim Suchen nach einer Methode zur quantita-
tiven Bestimmung von Indolylessigsiure wurde
indessen eine neue Reaktion mit dieser Sidure ent-
deckt. Wenn eine Indolylessigsiurelosung nach HERTER behandelt
und darauf mit Ferrichlorid versetzt wird. entsteht eine intensiv violette
Fiarbung. Die Reaktion erinnert insofern an die von SALKOWSKI, als man
mit verschiedenen Konzentrationen etwas verschiedene Nuancen erhiilt.
Beim Schiitteln der Losung mit Butylalkohol wird der Farbstoff vom
Alkohol aufgenommen, und die farblose Wasserphase enthilt Ferro-
ionen. Das Ferrichlorid hat demnach den bei der HERTERschen Reak-
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tion gebildeten rotvioletten Farbstoff oxydiert. Mit Hinsicht auf sein
Absorptionsspektrum erinnerte der neue Farbstoff am meisten an den
nach HERTER erhaltenen. Beide diese zeigen nimlich Absorption im
Gelben mit einem scharfen Rand gegen Rot und eine Vertonung gegen
Griin. Der nach SALKOWSKI erhaltene Farbstoff absorbiert dagegen im
Griinen. Die Farbenintensitit war von der Temperatur der Losung
unabhiingig. Vgl. HERTERs Reaktion oben.

Die entscheidende Frage war, ob dieser Farbstoff — wenigstens
innerhalb eines begrenzten Konzentrationsgebietes — zur quantitativen

Bestimmung von Indolylessigsiure verwendet werden konnte. Auf
Grund der gemachten Erfahrungen wurde folgende Methode zur kolori-
metrischen Bestimmung von Indolylessigsiiure ausgearbeitet.

5 ml Indolylessigsiurelosung wird mit 5 ml p-Dimethylamino-
benzaldehyd-Reagens (2 g Aldehyd-+10 ml konz. Salzsiure-100 ml
Wasser) versetzt und 10 Minuten am Wasserbad erwirmt (in einem
50 ml Erlenmeyerkolben, der hingend in Wasser eingetaucht ist).
Die Losung nimmt eine rotviolette Farbe an. Sie wird abgekiihlt,
wobei die Farbe schwicher wird, sowie darauf mit 1 ml konz. Salz-
siure (die Farbe wird wieder etwas intensiver) und mit 4—5 Tropfen
0,5 %-iger Ferrichloridlosung versetzt. Erwiirmen wie frither wiithrend
15 Minuten am Wasserbad. ISs resultiert eine stark violette Farbe. Nach
dem Abkiihlen wird das Volumen fiir die verdunstete Menge korrigiert.
Die Menge des gebildeten Farbstoffes ist der Konzentration der Indolyl-
essigsiiture proportional. Die Losung wird im Verhiltnis zu einer Lisung
bekannter Konzentration (Standardlésung) kolorimetriert, die in glei-
cher Weise und gleichzeitig wie die Probe selbst behandelt worden ist.
Geringere Unterschiede in der Behandlung konnen némlich zur Folge
haben, dass die Reaktion nicht bis zum Schlussstadium abliuft, wodurch
Unterschiede in der Farbennuance erhalten werden.

Die Methode kann nur verwendet werden, wenn der Unterschied in der

Konzentration zwischen der Probe und der Standardlosung klein ist (s. Tabelle
31). Sind die Unterschiede gross, so orientiert man sich iiber die ungefihre
Konzentration der unbekannten LoOsung durch eine qualitative Probe und
withlt die Stirke der Standardlosung im Hinblick hierauf. Die Methode ist
herab bis zu einer Konzentration von 5 mg je 1 verwendbar.

5 mg Aldehydreagens +5 mg Aq. dest.+1 ml konz. Salzsiiure sollen eine
vollkommen farblose Losung geben. Dies war mit einem Aldehydpréiparat
vom Fabrikat Merck der I'all. Ein anderes Priparat gab eine gelb gefirbte
Losung, die vor der Verwendung mit Tierkohle entfirbt werden musste.

10 Bestimmungen einer Losung von 0,100 g Indolylessigsiure je |
gaben folgende Resultate: 0.097: 0.100: 0,097; 0,100; 0,100: 0.098: 0,10+:
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Tabelle 31. Quantitative Bestimmung von Indolylessigsiure. Die Zahlen
geben Indolylessigsiiure in g je 1 Losung an.

g
o

Losung

Probe

Probe
16sung

Probe
16sung
16sung
Probe

16sun
Probe

o

Standard-
Standard-
Standard-

Standard-

w2

0,020 0,020/ 0,010 0,010 (),005‘ 0,005

|
|

I
|
Wirkliche Konzentr. ..} 0,100, 0,100(0,050 0,050,
Gefundene » ‘ 0,102 | o‘osoi 0,020 ().010}, 1 0,005]
? 1 I 5
Wirkliche > | 0,100, 0,060‘i 0.080 0,0600,060 0,060 0,050 0,060 —  — |
Gefundene  » [ 10,056 0,056 0,060 0,063, =
> i \ '
| | Il Il Il
Wirkliche -] 0,050 0,040”0,040 0,040 — | — “ e I
Gefundene ) 2 } 0,038 0,040 — |l - —
It !
i Il | | |
Wirkliche ©..0,050 0,020/ 0,040 0,020/ 0,020 0,020 — | — | -
Gefundene ) St 0,019“ 0,()20% 0,020 ,‘ —

0.102: 0.103; 0.098. Der Mittelwert betrug 0.100£0,0008 g je 1. Die
Dispersion war 0,0025 und der Variationskoeffizient 2,5 %o.

Tabelle 31 enthélt eine Serie von Bestimmungen. bei denen einerseits
die Standardlosung und die »unbekannte» Probe dieselbe Konzentration
gehabt haben, andererseits die Konzentration der Probe konstant ge-
halten und die der Standardléosung variiert wurde. Wie aus der Tabelle
hervorgeht, werden die besten Resultate erzielt, wenn Standardlosung
und Probe gleiche oder fast gleiche Konzentration haben.

EEs wiire natiirlich wiinschenswert gewesen, die Stabilitiit der Indolyl-

ae

essigsiiure in direktem Anschluss an einen physiologischen Versuch zu
untersuchen. Da indessen die quantitative Methode keine Bestimmungen
unter 0,005 g je 1 zulisst, mussten diese Pline aufgegeben werden. Statt
dessen musste ich mich mit einer allgemeinen Orientierung iiber die
Stabilitiit bei verschiedenen Bedingungen begnitigen.

Versuch 25. Die Stabilitdt der Indolylessigsdure. Nihrlosung A mit pH 5,0
wurde mit Indolylessigsiure in der Konzentration 0,1 g je 1 versetzt. Die Losung
wurde in zwei Hilften geteilt, von denen die eine in das Licht, die andere in
das Dunkel gestellt wurde. Eine andere Nihrlésung A mit pH 7,0 wurde mit
Indolylessigsiiure zur gleichen Konzentration wie oben versetzt und gleich-
falls in Licht und Dunkel gestellt. Nach 10 Tagen wurde die Konzentration
der Indolylessigsiure nach der oben angegebenen Methode bestimmt. Es zeigte
sich hierbei, dass die Farbstoffe, die beim Zerfall der Indolylessigsiure
withrend der Versuchszeit entstehen, die Kolorimetrierung storten. Es wurden
einige Versuche zur Entfernung derselben durch Ausschiitteln mittels organi-
schen Losungsmitteln gemacht. Dies gelang indessen nicht. Schliesslich wurde
in folgender Weise verfahren. Die fertighehandelte Standardlésung (A) wurde
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Tabelle 32. Die Stabilitiit der Indolylessigsiiure (Versuch 25). Die Zahlen geben
Indolylessigsiiure in ¢ je 1 Losung an.

e R R e e e S s T : 5,0 7,0
Beleuchtungsverhiltnisse . .............. | Licht Dunkel Licht Dunkel
Indolylessigsiure nach 0 Tagen ........ 0,100 0,100 0,100 0,100
» » 10 ¥l 0,052 0,088 0,065 0,101
| Farbe d. Losung 1) it S e rotbraun = farblos gelb farblos
| (Nieder-

schlag)

vor dem Kolorimetrieren mit 5 ml der gelben unbehandelten Indolylessigsiiure-
16sung (=die unbehandelte, unhekannte Probe, B) versetzt. Die fertighehan-
delte Probe (5 ml der Losung B{das Aldehydreagens enthaitend) wurde vor
dem Kolorimetrieren mit 5 ml Aq. dest. versetzt. Die folgende kolorimetrische
Bestimmung konnte ohne oder nur mit unbedeutenden Storungen durchgefiihrt
werden. Tabelle 32.

Aus Tabelle 32 geht hervor, dass der Zerfall der Indolylessigsiure
am schnellsten bei pH 5 und Licht erfolgt. Die Konzentration hat hier
binnen 10 Tagen auf die Hilfte abgenommen; die Farbe der Lisung
war rotbraun. Im Dunkel erfolgt die Oxvdation bei gleichem pH be-
deutend langsamer. Die neutrale, beleuchtete LLosung nimmt eine Zwi-
schenstellung zwischen den beiden vorigen ein. Die Beleuchtung be-
schleunigt, die neutrale Reaktion hemmt den Zerfall. Bei pH 7 und
im Dunkel scheint die Indolylessigsiiure stabil zu sein.

Dass es sich wirklich um eine durch den Sauerstoff der Luft be-
dingte Oxydation handelt. konnte durch folgenden Versuch gezeigt
werden. Eine neutrale Losung von Indolylessigsiure wurde zwecks
Entfernung der Luft gekocht und noch warm in eine Flasche gegossen,
die gut verkorkt und paraffiniert wurde. Diese Losung nebst einer
Parallelprobe mit freiem Zutritt fiir den Sauerstoff der Luft wurden in
das Licht gestellt. Nach 14 Tagen war die von der Luft abgeschlossene
Losung fortwithrend farblos. die Kontrolle dagegen gelb.

Der oben beschriebene Versuch iiber die Stabilitit der Indolylessig-
siure wurde noch zweimal wiederholt, wobei die Indolylessigsiiure in
den Konzentrationen 0.01 bzw. 0.1 g je 1 verwendet wurde. Die Bestim-
mungen wurden in den in Tabelle 33 und 34 angegebenen Zeitpunkten
vorgenomien.

Die Versuche bestitigen im grossen die frither erhaltenen Resultate.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Indolylessig-
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Tabelle 33. Die Stabilitiit der Indolylessigsiiure (Versuch 23). Die Zahlen gehen
Indolylessigsiiure in ¢ je 1 Losung an.

PHE e i e s S e T s 5,0 7,0
Beleuchtungsverhéltnisse . .............. Licht Dunkel Licht Dunkel
Indolylessigsiaure nach 0 Tagen ........ 0,010 0,010 0,010 0,010
2 SRR S 0,010 0,010 0,010
A e s 0,008 0,010 0,009 | —
) AESlEa e e e 0,006 0,009 0,008 | —
» 8 D s << 0,005 0,009 0,006 0,010

Tabelle 34. Die Stabilitiit der Indolylessigsiure (Versuch 25). Die Zahlen geben
Indolylessigsiiure in g je 1 Losung an.

o e e 5,0 | 7,0
Beleuchtungsverhiltnisse . ........ ...l Licht Dunkel Licht Dunkel
Indolylessigsdure nach 0 Tagen ........ 0,100 0,100 0,100 0,100
ARG T 0,080 0,098 0,086 -
» S RS e 0,037 0,103 0,058
P Qi e 0,032 0,087 0,047 | —
12 D i 0,025 0,083 | 0,036 | 0,100

sdure vom Sauerstoff der Luft unter Bildung von
gelben bis gelbbraunen Produkten oxydiert wird.
Die‘Oxpydation wird dureh Liicht katalysrerd, -In
saurer Losung verlauft sie schneller als in nleu-
traler. Im Dunkel und in neutraler L6sung ist die
Sdure praktisch genommen stabil, wenigstens
wihrend kirzerer Zeit

Nachdem obenstehende Untersuchung tiber die Stabilitit der Indolylessig-
siture beendet war, kam mir die von MITCHELL und BRUNSTETTER (1939) aus-
gearbeitete Methode zur quantitativen Bestimmung von Indolylessigsiure in die
Hiinde. Die Methode griindet sich auf SALkowskis (1885 b) Reakiion mit Ferri-
chlorid. Anstelle von Salzsiure, die keinen stabilen Farbstoff gab, verwendeten
MiTcHELL und BRUNSTETTER konzentrierte Schwefelsiiure in grosserer Menge.
Hierdurch war es moglich, den roten Farbstoff ohne Erhitzen bis zum Kochen
zu erhalten.
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5. Die Zerfallsprodukte der Indolylessigsdure.

Die Untersuchungen iiber die Stabilitit der Indolylessigsiure haben
gezeigt, dass Voraussetzungen bestehen, um die in Versuch 24 erhal-
tene Wachstumskurve mit Ausgangspunkt von den Zerfallsprodukten
zu erkliren, die bei der Oxydation der Siure gebildet werden; nimlich
wenn angenommen wird, dass diese das Wachstum hemmen. Dass dies
wirklich der Fall ist, zeigt der folgende Versuch.

Versuch 26. Die Wirkung der Zerfallsprodukte der Indolylessigsdiure.
Nihrlosung A mit pH 5.0 wurde mit den Oxydationsprodukten der Indolylessig-
siiure in einer Konzentration von 1 mg je 1. berechnet als nicht oxydierte Siure,
versetzt.

Die Oxydationsprodukte wurden in folgender Weise erhalten. Eine Indo-
lylessigsiurelosung von 10 mg Sdure je 1 wurde mit einigen Tropfen 3 “o-igem
Wasserstoffperoxyd (Perhydrol, Merck) versetzt und gekocht, bis sie mit
SALKOWSKIs Reagens keinen positiven Ausschlag mehr gab. Die Losung zeigte
eine gelbbraune Nuance. Sie wurde dann im Autoklaven erhitzt und auf Ab-
wesenheit von Wasserstoffperoxyd gepriift. Beim Autoklavieren wurde die
Indolylessigsiure wieder farblos. Diese Losung wurde zum Zubereiten der
oben erwihnten Nihrlosung benutzt.

Auch auf »natiirlichem» Weg erhaltene Oxydationsprodukte wurden ge-
priift. Eine Losung von Indolylessigsiure in der Konzentration von 1 g je 1
wurde bei Luftzutritt im Licht stehen gelassen, bis sie eine rotbraune Farbe
angenommen hatte. Sie enthielt jedoch fortwihrend Indolylessigsidure. Diese
Losung wurde zum Zubereiten der oben genannten Nihrlosung benutzt. Chlo-
rella vulgaris B und Scenedesmus obliquus. Versuchszeit 8 Tage. Gedimpfte
Beleuchtung, wie in allen folgenden Versuchen (IFenster gegen Norden, even-
tuell abgeschirmt). Tabelle 35.

Die -“Oxydationsprodukte’ der - Indolylessig-
sidure zeigten eine deutlich hemmende Wirkung.
Der Ertrag der lichtbehandelten ILosungen stand demjenigen der
indolylessigsiiurefreien Kontrollen nach (Chlorella) oder war ihm

Tabelle 35. Die Wirkung der Zerfallsprodukte der Indolylessigsiure (=Ind.E.S.)
(Versuch 26). Anzahl Zellen je mm®.

o H,0,- Licht-
> = behandelte = behandelte
LEOSUNg 5 v e e b e s ohne TS Ind. E. S.
kS, 1 mg je l 1 mg je 1
[Chlorellz pulguris B oo cvon i 2000 170 640
; 1400 190 | 510
1 Scenedesmus: obliguus 7o vhime v 1300 460 ! 1200

1300 520 ’ 1000
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Tabelle 36. Die Wirkung von Indolylessigsiure bei mixo- und heterotropher
Ernihrung (Versuch 27). Anzahl Zellen je mm?®.

Indolylessigsiure mg je 1 . .. 0 1

Chlorella vulgaris B

Lichtkulturen: . ois . ool 229300 . 5800

| 73500 4600

Diinkelkuilturen o050 3600 2000
23500 2200

Scenedesmus obliquus ‘

Lichtkultuxen o2 vii 20 000 21 000
.18 000 16 000

Dunkelkulturen ..........| 4700 | 4400
5000 3900

jedenftalls nicht tiberlegen (Scenedesmus). Die Hemmung in den wasser-
stoffperoxydbehandelten Losungen war in beiden Fillen sehr stark.
Es ist deutlich, dass die Oxydation der Indolylessigsiure mit Wasser-
stoffperoxyd weiter gegangen ist. sowie dass die gebildeten Produkte
eine schidlichere Wirkung gehabt haben als jene, die bei der »natiir-
lichen» Oxydation gebildet werden.

Die Versuche berechtigen zu folgender Zusammenfassung. Die
Indolylessigsiure ist in saurer Losung wirksam. In neutraler (und alka-
lischer?) kann sie sich dagegen nicht geltend machen. Im Verlauf des
Versuches wird die Indolylessigsiure oxydiert, ein Prozess, der vom
Licht katalysiert wird. Die gebildeten Oxyvdationsprodukte wirken hem-
mend auf das Wachstum. Gedimpfte Beleuchtung und kurze Versuchs-
zeit vermindern den storenden Effekt. Eine Ertragsbestim-
mung in einem wungeeigheten Zeitpunkt kann
leicht den Eindruck hervorrufen, dass die Siaure
ohne Effekt ist oder hemmend wirkt.

Ein Versuch, die storenden Umstinde zu eliminieren. erscheint
verlockend. Laut Versuch 25 ist die Indolylessigsiure in neutraler 1.6-
sung und im Dunkel stabil. Die Verwendung eciner neutralen Losung
konnte indessen aus schon besprochenen Griinden nicht in Frage kom-
men. Dagegen bestand die Moglichkeit, das Licht durch Ubergang von
autotrophen zu heterotrophen Bedingungen auszuschliessen.

Versuch 27. Die Wirkung von Indolylessigsdure bei mixo- und hetero-
tropher Erncdhrung. Wiederholte Versuche bei pH 5,0 zeigten, dass die Algen
bei diesem pH unter heterotrophen Bedingungen sehr schlecht und oft unregel-
missig wachsen. Aus diesem Grund wurde das pH 6.0 gewidhlt. Nihrlosung A
mit Glukose in der Konzentration 10 g je 1. Die Losung wurde teils direkt,

teils nach Zusatz von Indolylessigsiure, 1 mg je 1, verwendet. Licht und Dunkel.
Tégliche Kontrolle. Versuchszeit 8 Tage. Tabelle 36.
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Tabelle 37. Die Adaptation der Algen an Indolylessigsidure (Versuch 28).
Anzahl Zellen je mm®.

Indolylessigsdure mg jel ......... 0 1
Chlorella-vulgaris:B i< i v s 510 930
440 830

Sowohl bei mixo- wie heterotropher Ernéah-
rung ist die wachstumsférdernde Wirkung der
Indolylessigsiure ganz ausgeblieben. Anstatt dessen
ist. wenigstens in gewissen Fillen (Chlorella). eine deutlich negative
Wirkung zutage getreten. Der Versuch deutet darauf hin, dass die
Indolylessigsiiure in ihrer Wirkung an die autotrophe Erniihrung ge-
kntipft ist.

Auch andere Erklirungen fiir den Verlauf der Wachstumskurve
(Versuch 24, Tab. 30, Abb. 7) als die hier angefiihrten sind denkbar.
BURSTROM (1942) konnte zeigen, dass die Zellen in Weizenwurzeln das
Vermogen besitzen, sich an Heteroauxin anzupassen. Man konnte sich
im vorliegenden Fall eine dhnliche Adaptation vorstellen: Die Algen rea-
gieren anfangs auf Indolylessigsiure, passen sich aber nach einiger
Zeit an diese an, wobei die Wirkung der Siure ausbleibt. Um diese
Moglichkeit zu untersuchen, wurde folgender Versuch angestellt.

Versuch 28. Die Adaptation der Algen an Indolylessigsdure. Nahrlosung A,
pH 5.0, teils mit, teils ohne Indolylessigsiure (1 mg je 1). Die Losung wurde
mit Chlorella vulgaris B geimpft, die in Heteroauxinlosung (1 mg je 1) auf-
gezogen worden war. Versuchszeit 8 Tage. Tabelle 37.

Das Verhiltnis zwischen dem Ertrag in der Kontrolle und in
der Heteroauxinlosung betrigt 1:1.85. Das Ergebnis berechtigt zur
Annahme, dass im vorliegenden Fall nicht mit einer Adaptation gerech-
net zu werden braucht.

6. Weitere Versuche mit Indolylessigsdure und mit dieser
vergleichbaren Verbindungen,

Noch ein weiterer Versuch mit Indolylessigsiure in verschiedenen
Konzentrationen wurde angestellt. Die Bedingungen waren hierbei so
optimal wie moglich: pH=5.0, gediimpfte Beleuchtung, kurze Versuchs-
zeit. Da der Versuch zu nichts eigentlich Neuem fiihrte, wird er hier
nur summarisch angefithrt. Chlorella vulgaris B zeigte wie frither den
grossten Ertrag in der Konzentration 0,1—1 mg je l: 50 mg wirkten
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Tabelle 38. Die Wirkung von Indolylessigsiiure, Indolylpropionsiure, Indolylbutter-
sidure, Naphthalinessigsiiure, Phenylessigsiiure sowie Phenylpropionsiiure
(Versuch 29). Anzahl Zellen je mm?®,

B Indolyl-| Indolyl- Indolyl- t‘\h;‘llll)ill‘lu— Phenyl- Phenyl-
Verbindung ......... ) essig- | propion- butter- e;\;i . essig-  propion-
siure siure siaure ik siure | siure
siure ‘
Konzentr. in Mol jel . 0 57108 5,7 . 10=9 15,7 . 10-8 |- 5:7 . 10-0 | 5:7 . 10-0 | 5,7.10-¢
Chlorella vulgaris B . 170 1000 190 210 270 170 200
170 950 | 140 160 200 160 210
Scenedesmus obliquus 120 620 340 340 270 1460 680
180 720 260 290 290 350 620

hemmend. Seenedesmus obliquus vertrug etwas hohere Konzentration:
10 mg je I. Auch hier wirkten 50 mg je 1 hemmend. Die Versuchsergeb-
nisse stehen in guter Ubereinstimmung mit friitheren.

In einem spiteren Versuch wurden auch die iibrigen Algen ge-
priift. Die meisten von ihnen zeigten bei den herrschenden, verhiltnis-
miissig ungiinstigen Bedingungen (niedriges pH. schwache Beleuchtung.
kurze Versuchszeit) kaum ein Wachstum. Chlorella vulgaris M, Scene-
desmus dimorphus sowie Stichococcus bacillaris waren die einzigen,
die ausgeziihit wurden. Es konnte keine Ertragssteigerung beobachtet
werden; in hoherer Konzentration Hemmung. Diese Algen wurden nicht
weiter untersucht. Dagegen wurde ein Versuch iiber die Wirkungen
der Homologen der Indolylessigsiure und damit vergleichbaren Ver-
bindungen auf Chlorella vulgaris B und Scenedesmus obliquus an-

gestellt.

Versuch 29. Die Wirkung von Indolylessigscdure, threr Homologen und
anderen Verbindungen. Nihrlosung A, pH 5,0, wurde mit folgenden Verbin-
dungen in der Konzentration 5,7.10 0 Mol je 1 versetzt (entsprechend 1 mg
Indolylessigsiure je 1): Indolyl-3-essigsiiure, Indolyl-3-propionsiiure, Indolyl-3-
buttersiiure, Naphthalin-1-essigsiiure, Phenylessigsiure sowie Phenylpropion-
siure. Versuchszeit 8 Tage. Tabelle 38.

s

Nur die Indoivlessigsiiure zeigte eine sichere Wirkung auf Chlo-
rella. Der Unterschied war hier indessen ungewdohnlich gross, der grosste.
den ich je erhalten habe. Scenedesmus reagierte dagegen mehr oder
weniger auf siimtliche zugesetzten Substanzen. Die besten Ergebnisse
wurden mit Indolylessigsiure und Phenylpropionsiure erhalten. Die
Homologen der Indolylessigsiure waren dieser
selbst deutlich unterlegen:
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Versuch 30. Die Indolylessigsiiure als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle.
Hier werden einige Versuche iiber die Eignung der Indolylessigsdure als Koh-
lenstoff- und Stickstoffquelle zusammengefasst. Konzentration der Indolylessig-
siure 1 mg je .

Als Kohlenstotfquelle konnte die Indolylessig-
sdure nicht ausgenutzt werden. Im Dunkel wurde gar
kein Wachstum erhalten. Im Licht und in kohlensiurefreier Atmosphiire
gab Chlorella vulgaris B ein ganz unbedeutendes Wachstum sowohl in
der Kontrolle wie in der Heteroauxinlosung. Scenedesmus obliquus wuchs
dagegen gar nicht. In Licht und normaler Kohlensdureatmosphiire war
das Wachstum normal und in den Heteroauxinlosungen stirker als in
den Kontrollen. Auch den Stickstoff der Indolylessig-
sdure konnten die Algen nicht ausnutzen. Aus den
hier zusammengefassten Versuchen kann man den Schluss ziehen, dass
die Indolylessigsiiure kein Nihrstoff im gewdhnlichen Sinne ist, sondern
spezifische Wirkungen auf Wachstum und Stoffwechsel besitzt.

Die Indolylessigsiiure ist am meisten bekannt wegen ihrer Wirkung
auf das Streckungswachstum der Zellen hoherer Pflanzen. In meinen
Versuchen habe ich abund zu Messungen der Zellengrosse
der Algen vorgenommen, ~ohne hierbei Unter-
schiede zwischen den in Heteroauxinldsung und
den in reiner Mineralsalzlosung gewachsenen
entdecken zu kéonnen. Eine Ausnahme bildeten jedoch Losun-
gen mit hohem Gehalt von Indolylessigsiiure, in denen der Ertrag sehr
gering war. In solchen waren die Zellen bisweilen griosser als in der
entsprechenden Kontrolle. Ein solcher Versuch wird hier unten wieder-
gegeben.

Versuch 31. Die Wirkung von Indolylessigsiure auf die Zellengrisse.
Nihrlosung A, pH 5,0. Indolylessigsidure in den Konzentrationen 1 bzw. 100 mg
je 1. Nach 8 Tagen wurde die Zellengriésse durch Messen mit dem Okular-
mikrometer bestimmt. In jeder Probe wurden 100 Zellen gemessen. Tabelle 39.

Tabelle 39. Die Wirkung von Indolylessigsiure auf die Zellengriosse (Versuch 31).
Die Zahlen geben die Zellengrésse in u an.

Indolylessigsdnre mg je 1 i i 0 1 100

Chlorella-vulgarts: Beicsics i 3,5 3.5 3.5
-+ 0,06 -+ 0,06 -+ 0,06

Seenedesmus  obliguus: il T 9,3 5,0 7,0

-+ 0,13 + 0,13 + 0,13
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Chlorella vulgaris B zeigte keine Unterschiede in der Zellengrosse.
Scenedesmus obliquus hatte dagegen in der hochsten Konzentration
etwas grossere Zellen als in den {ibrigen Losungen. Der Ernteertrag
war normal. d.h. die niedrigere Heteroauxinkonzentration war der Kon-
trolle tiberlegen, die hohere unterlegen.

7. Besprechung der Versuchsergebnisse.

Die Indolylessigsiiure hatte einen deutlich positiven Effekt auf die
Zellteilung bei drei der untersuchten Griinalgen, nimlich Chlorella sp. A,
Chlorella vulgaris B sowie Scenedesmus obliquus. Die wirksame Kon-
zentration war verschieden hoch, fiir Chlorella vulgaris B 0,1—1 mg.
fiir Scenedesmus obliquus 1-—10 mg sowie schliesslich fiir Chlorella sp.
A 10—50 mg je L. Bei 100 mg war keine wachstumsfordernde Wir-
kung zu beobachten, oder es machte sich sogar eine Giftwirkung
geltend. Der Ernteertrag war beim Optimum 2-

3 Mal so gross als in
der Kontrolle. selten noch grosser.

PrarT (1938 a) fand fiir Chlorella ein Optimum bei 50 mg je I,
und die Zellenanzahl war hierbei ungefidhr 100 Mal so gross wie in der
Kontrolle. Laut BRANNON und BARTSCH (1939) zeigte Chlorella das
beste Wachstum bei 10 mg je 1. Die Anzahl Zellen war hierbei 119 %o
grosser als in der Kontrolle. Ulva hatte ihr Optimum bei 1 mg je |
(H. KYLIN 1942, LEVRING 1945 a). Eine 100 Mal stirkere Losung totete
laut KYLIN die Zellen in einigen Tagen. Die Heteroauxinlosungen ent-
hielten etwa dreimal soviele Zellen als die Kontrolle. YIN (1937) und
LEONIAN und LILLy (1937), die keine Zunahme der Zellenanzahl er-
hielten, fanden das Heteroauxin in hoheren Konzentrationen als 10 mg
je 1 giftig.

Es ist mitunter hervorgehoben worden. dass die Wirkung der
Auxine direkt von der Wasserstoffionenkonzentration abhingig sei.
BONNER (1934) wies nach, dass die Zellenstreckung bei Avena mit dem
pH variierte. Das Wachstum nahm mit steigender Aziditit zu und folgte
nahe der Dissoziationskurve fiir das Auxin. Nur die undissoziierte Siaure
hatte wachstumstordernde Wirkungen. MARMER (1937) zeigte in Ver-
suchen mit Wurzeln, Koleoptilen und Blittern, dass die Wirkungen von
Indolylessigsdure und Homologen in alkalischer Losung geringer sind
als in saurer, und ALBAUM, KAISER und NESTLER (1937) haben gefun-
den, dass Indolylessigsiiure bei niedrigem pH leichter in die Zellen von
Nitella eindringt als bei hohem. Sie konnten zeigen, dass die Siure in
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der Form von undissoziierten Molekiilen eindringt. Das Eindringen hatte
den Charakter eines einfachen Diffusionsprozesses.

Eigene Untersuchungen haben gezeigt, dass die Indolvlessigsiiure
die Zellteilung in saurer, dagegen nicht in neutraler Losung beeinflusst.
Den besten Effekt gab pI 5.0: ein niedrigeres pH wurde nicht gepriift.
Bei diesem pH sind etwa 25 %o des Heteroauxins in undissoziierter Form
vorhanden. Wahrscheinlich dringt das Heteroauxin
inder Form von undissoziierten Molekiilen in die
Zellen ein. In welcher Form es nach dem Eindringen vorliegt,
dartiber gibt der Versuch natiirlich keinen Aufschluss. PRATT (1938 a),
der mit Heteroauxin eine sehr kriiftige Wirkung erhalten hat. benutzte
eine Losung mit pH 4,0—4.5. Bei pH 4.5 ist etwa die Hilfte der Siure
in undissoziierter Form vorhanden, bei pH 4.0 betrigt die Menge un-
dissoziierter Siure 80 °/o. Es ist offenbar, dass PRATT mit einer Rasse
gearbeitet hat, die Wasserstoffionen in hohem Grad vertragen hat. Ein
eigener Versuch mit pH 4.3 gab kein Wachstum. BRANNON (1937) sowie
BRANNON und BARTSCH (1939) fanden, dass das optimale pH zwischen
5.5 und 6,5 liegt. Laut ErLLiorT (1938) stimulierte die Indolylbuttersiure
das Wachstum von Euglena gracilis iiber einer pH-Skala von 3—9, aber
besonders gut bei 5.5. In neutraler und alkalischer Lisung war die

ertragssteigernde Wirkung der Siure, verglichen mit derjenigen in
schwach saurer Losung, unbedeutend. H. KYLIN (1942) und LEVRING
(1945 a und b) arbeiteten dagegen mit alkalischen Losungen (pH 8.2).
Bei diesem pH liegt der grossere Teil des Heteroauxins in Tonenform vor.

Die eigentiimliche Form der Wachstumskurve. die in Versuch 24
erhalten worden ist, zeigt. dass der anfangs wachstumsstimulierende
Effekt des Heteroauxins im Verlauf des Versuches in einen hemmen-
den iibergegangen ist. Oxyvdationsprodukte der Indolylessigsiure sind
fiir diese Hemmung verantwortlich gemacht worden. Nicht nur der
Zutritt von Sauerstoff. sondern auch die Lichtintensitiit sind hierbei von
Bedeutung. Fiir das Erzielen eines positiven Resultates sind sowohl
die Linge der Versuchszeit wie auch die wiithrend des Versuches herr-
schenden Beleuchtungsverhiiltnisse entscheidend.

PrATT (1938 a) fand in seinen Versuchen keine Wachstumshem-
mung der hier angefiihrten Art. Die Heteroauxinkurven sind den Kon-
trollkurven wiithrend der ganzen Versuchszeit iiberlegen. Eine Wachs-
tumskurve ganz anderer Beschaffenheil erhielten BRANNON und
BarrscH (1939). Von der Impfung bis zum fiinfzehnten Versuchstag
zeigte die Heteroauxinkultur eine erheblich grissere Zellteilungsfre-
quenz als die Kontrolle. Im letzteren Zeitpunkt war das Verhiiltnis



DIE ERNAHRUNGSPHYSIOLOGIE DER CHLOROPHYCEEN 207

zwischen dem Ertrag in der Heteroauxinlosung und dem in der Kon-
trolle etwa 3:1. Nach dem fiinfzehnten Tag war die Wachstums-
geschwindigkeit in der Kontrolle grosser als in der Heteroauxinlosung,
sodass die beiden Kurven mit zunehmender Versuchszeit konvergierten.
Am dreissigsten Tag war das Verhiilltnis zwischen der Heteroauxin-
losung und der Kontrolle nur 1.3 : 1. Der Verlauf dieser Wachstums-
kurve zeigt eine gewisse Ubereinstimmung mit der von mir erhaltenen
und berechtigt zu der Annahme, dass die wachstumshemmenden Oxy-
dationsprodukte sich mit dem Fortschreiten des Versuches mehr und
mehr geltend gemacht haben.

Durch Studien der Wirkungen des Heteroauxins auf hohere Ptlan-
zen ist man zu der Auffassung gelangt. dass diese Substanz die Bin-
dungen zwischen den Pektinmolekiilen in den jungen Zellwinden auf-
zuldsen vermag. Hierdurch wird das Streckungswachstum ermoglicht.
Eigene Versuche mit Algen gaben keine Zunahme der Zellengrosse. Eine
Ausnahme bildeten hohere Konzentrationen, in denen die Zellteilung
stark gehemmt war. In diesen konnte bisweilen eine Vergrosserung der
Zellen auftreten. YIN (1937) teilt mit, dass der Zellendurchmesser von
Chlorella nach Behandlung mit Heteroauxin von 6 auf 8 y. zugenommen
hat. und BRANNON und BARTSCH (1939) fanden eine Tendenz zu Ver-
grisserung des Zellenvolumens bei Mesotaenium.

Andererseits fehlen keineswegs Angaben, dass das Heteroauxin auch
bei hoheren Pflanzen Zellteilungen auslisen konnen sollte. Zusammen-
stellungen hiertiber sind in den auf S. 185 angefiihrten Arbeiten von
BOYSEN JENSEN uw.a. zu finden. Das Heteroauxin sollte demnach zwei
ganz verschiedene Mechanismen in den Zellen beeinflussen konnen, ent-
weder den Zellstreckungs-, oder den Zellteilungsmechanismus.

Die beiden Arten von Wachstum, Zellteilung und Zellstreckung,
brauchen indessen nicht notwendig zwei voneinander unabhingige
Erscheinungen zu sein. Geht man davon aus, dass das Auxin auch bei
den Algen das Streckungswachstum der Zellen beeinflusst. sowie, dass
eine Zellteilung eintritt, wenn die Zelle eine gewisse fiir die Art charak-
teristische Grosse erreicht hat, so kommt man zu dem Ergebnis, dass
die Auxine die Zellteilung indirekt beeinflussen miissen, indem sie das
Streckungswachstum der einzelnen Zelle beschleunigen. BURSTROM
(1942) ist der erste. der es versucht hat, diese beiden Erscheinungen,
Zellstreckung und Zellteilung hervorgerufen durch Heteroauxin, unter
einem gemeinsamen Gesichtspunkt zu bringen. indem er auf LLEVANS
(1939) Untersuchungen an Allium-Wurzeln verweist. Wenn Allium-
Wurzeln mit Indolyvlessigsiiure behandelt wurden, kam es zu einer
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Vergrosserung gewisser Zellen in der Cortex, und in einem Abstand von
etwa 3 mm von der Spitze konnten Mitosen beobachtet werden. Die
Chromosomenzahl variierte mit der Lage der Zellen im Verhiiltnis zur
Spitze. Dieser zuniichst war sie normal, hoher oben waren die Zellen
tetraploid oder schliesslich octoploid. Die zytologische Untersuchung
zeigte, dass die Zellstreckung die primiire Reaktion sein muss, die Er-
hohung der Chromosomenzahl dagegen eine sekundire Erscheinung.
Das Heteroauxin beeinflusst demnach die Zellstreckung. die ihrerseits
zu einer Mitose stimuliert. Auf diese folgt indessen bei Allium keine Zell-
teilung. Die Zellen werden statt dessen polyploid. Ausgehend von diesem
Gedankengang erscheint es weniger merkwiirdig, dass eine Zunahme
der Zellengrosse zuweilen in eigenen Versuchen bei hoherer Konzen-
tration von Indolylessigsiure beobachtet werden konnte, wo die Ge-
schwindigkeit der Zellteilung stark gehemmt war.

Gewisse Erscheinungen bei den Algen sprechen indessen dafiir,
dass der Wirkungsmechanismus des Heteroauxins auf die Zellteilung
ein anderer ist als der oben vermutete. Eigene Versuche zwecks Elimina-
tion des schiidlichen Einflusses des Lichtes auf das Heteroauxin zeigten,
dass diese Verbindung nur bei auto-, aber nicht bei mixo- oder hetero-
tropher Erniihrung wirksam war. Zu dhnlichen Ergebnissen gelangten
BRANNON und BArTSCH (1939). Weitere Beweise dafiir, dass die Wirk-
samkeit des Heteroauxins an die autotrophe Ernihrung gebunden ist,
liefern CHOLODNY und GORBOVSKY (1939). Laut diesen Verfassern stieg
die Assimilation beim Hanf auf das Doppelte und bei Hydrangea auf
das Dreifache nach Behandlung mit Heteroauxin. ELLIOTT (1938) fand,
dass das Heteroauxin die Zeliteilung bei der autotrophen Euglena gra-
cilis stimulierte, withrend eine farblose euglenoide Flagellate, Khawkinea,
und eine gleichfalls farblose Ziliate, Colpidinm, nicht stimuliert wurden.
Es kann hinzugefiigt werden, dass LEONIAN und LiLLy (1937), die das
Heteroauxin unwirksam fanden, mit glukosehaltigen Losungen gearbei-
tet haben. Dass auch die heterotrophen Pilze in ihrem Wachstum ge-
hemmt wurden, hat BOYSEN JENSEN (1932) gezeigt.

Es erscheint schwierig, den Wirkungsmechanismus des Hetero-
auxins einerseits mit erhohter Dehnbarkeit der Zellenwand und hiervon
abhiingiger Zellstreckung (und Zellteilung?) zu verbinden, und ihn an-
dererseits mit auto- bzw. heterotropher Ernihrung in Beziehung zu
bringen. Ein Effekt auf die Zellteilung via das Streckungswachstum ist
bei Euglena gracilis ausserdem ausgeschlossen, da dieser Organismus
keine Zellenwand hat. Hier muss demnach die vom Heteroauxin be-
dingte Zellteilung vom Plasma selbst abhingig sein. Versuche, das
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Heteroauxin mit dem Stoffwechsel der Zellen in Beziehung zu bringen.
fehlen nicht. Namentlich wurde seine Wirkung auf die Atmung beach-
tet (PRATT 1938 b. SKOOG, BROYER und GROSSENBACHER 1938, THIMANN
1940. COMMONER und THIMANN 1941, BERGER und AVERY 1943). Die
Resultate widersprechen sich indessen teilweise und es scheint in diesem
Punkt keine Klarheit erhalten worden zu sein. BURSTROM (1942) konnte
zeigen, dass Heteroauxin den Kohlehydratstoffwechsel von Weizen-
wurzeln nicht beeinflusst. Das Streckungswachstum scheint laut BUR-
STROM nicht via das Plasma beeinflusst zu werden. ELLIOTTs (1938)
Untersuchungen an FEuglena sprechen indessen dafiir, dass hier ein
anderer Mechanismus als in den Weizenwurzeln vorliegt. Man wird
also trotz allem zu der Annahme gezwungen, dass das Hetero-
auxin zwei prinzipiell verschiedene Wirkungs-
mechanismen besitzt. Einerseits scheint es die
Zellenwand beeinflussen zu konnen. Hierbei
kommt es zu einer Zellstreckung (hohere Pflan-
zen), eventuell gefolgt von einer Zellteilung oder
wenigstens von beginnenden Kernteilungen (Al-
lium). Andererseits scheint es Zellteilungen durch
eine direkte Beeinflussung des- Plasmas hervor-
rufen zu kéonnen (Fuglena). Welchem von diesen beiden Wir-
kungstypen die Chlorophyceen sich anschliessen, scheint gegenwartig
nicht mit Sicherheit entschieden werden zu konnen. Die bei mixo- und
heterotropher Erniihrung ausgebliebene Wirkung des Heteroauxins
spricht jedoch dafiir, dass es bei den Chlorophyceen das
Plasma direkt beeinflusst.

Trotz gilinstiger dusserer Bedingungen kann es vorkommen, dass
die stimulierende Wirkung der Indolvlessigsiure auf die Chlorophyceen
ausbleibt. Ahnliche Erfahrungen machte FRIES (1943) mit dem Proto-
nema von Funaria. »Nicht nur verschiedene Stimme reagierten ver-
schieden stark, sondern ein und derselbe Stamm konnte eine wechselnde
EEmpfindlichkeit fiir das Heteroauxin aufweisen.» FRIES schreibt die
Variationen Verschiedenheiten in der Beschaffenheit des Impfmate-
rials zu. Vielleicht muss auch bei den Chlorophyceen mit solchen Fak-
toren gerechnet werden.

14 Bolaniska Notiser 1946.



VI. Ascorbinsdure.

Trotzdem die Ascorbinsiiure (Vitamin () eine ausserordentlich
grosse Verbreitung im Pflanzenreich hat. sind unsere Kenntnisse iiber
ihre Bedeutung fiir die Pflanzen auffallend gering. Uber die Rolle der
Ascorbinsidure als Wirkstoft fiir autotrophe Mikroorganismen wussten
wir bis vor kurzem gar nichts. Die withrend der letzten Jahren auf die-
sem Gebiet angestellten Untersuchungen sind in der Einleitung ausfiihr-
lich besprochen.

1. Orientierende Versuche.

Orientierende Versuche iiber die Wirkungen von Ascorbinsiure
wurden mit Chlorella sp. A sowie mit Scenedesmus obliquus als Ver-
suchsorganismen angestellt. Als Grundlosung wurde Nihrlosung G, pH
7.0, benutzt. Da die Ascorbinsiure bekanntlich sehr wenig stabil ist,
wurde die Sdure selbst nicht sterilisiert. Dagegen wurden alle Glas-
gefiisse und Losungsmittel in gebriuchlicher Weise autoklaviert. Es
wurde ein Konzentrationsgebiet von 1—2 000 mg je 1 gepriift. Scene-
desmus zeigte den grossten Ertrag in den hochsten Konzentrationen,
withrend die Konzentration 500 mg je 1 fiir Chlorella schon zu hoch
war. Der Ertrag in den Ascorbinsaurekulturen war
nngefihy doppelt so ‘'gross wie in den Kontrol-
len, bisweilen noch grosser. Gleichwie fiir Indolylessig-
siture war eine kurze Versuchszeit vorteilhaft. I's konnten pH-Verschie-
bungen in saurer Richtung verzeichnet werden. Dies war umso bemer-
kenswerter, als man auf Grund der Beschaffenheit der Stickstoffquelle
eine Verschiebung in die entgegengesetzte Richtung erwartet haben
wiirde.

Nachdem die ersten Versuche gezeigt hatten, dass die Ascorbin-
saure auf das Wachstum einen merkbaren Effekt hatte, wurde ein
grisserer Versuch mit neun verschiedenen Arten angestellt. Hierzu wur-
de die Nihrlosung B (ungepuffert) verwendet. Die Losungen wurden vor
dem Impfen sterilisiert. da sich herausgestellt hatte, dass Pilzinfektionen
mit dem oben beschriebenen Verfahren schwer zu vermeiden waren.
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Es wurde ein Konzentrationsgebiet von 0.1 bis zu 1 000 mg je 1 unter-
sucht. Nach 14 Tagen wurde folgendes Resultat erhalten. Die Kontrollen
sowie die niedrigeren Ascorbinsiiurekonzentrationen gaben ungefihr
gleich grossen Ertrag. Mit erhohtem Ascorbinsiuregehalt nahm das
Wachstum ab und war in der hochsten Konzentration unbedeutend oder
ganz fehlend. Die Ldsungen zeigten eine starke pH-Verschiebung in
saurer Richtung (pH ungefihr 4,0).

Dass das Ergebnis so vollstindig von den fritheren abwich. kann
auf die Sterilisierung der Ascorbinsiiure oder auf die Verinderungen in
der Beschaffenheit der Mineralsalziosungen zuriickzufiihren sein. In die-
sem Zusammenhang sei hervorgehoben. dass die Nihrlosung C 0.2 g
Phosphat je 1 enthilt, die Nihrlosung B nur 0.01 g. Die niichste Aufgabe
war, die storenden pH-Verschiebungen zu vermeiden.

2. Das Konzentrationsgebiet. Ascorbinsdure als Kohlenstoffquelle.

Versuch 32. Die Wirkung von Ascorbinsdure in steigender Konzentration.
Um pH-Senkungen zu vermeiden, die offenbar in irgend einem Zusammenhang
mit der Anwesenheit von Ascorbinsiure standen, wurde eine gepufferte Losung
benutzt, namlich Nihrlosung A mit pH 7.0. Die Losung wurde mit 1-Ascorbin-
siure (Hoffmann-La Roche) in folgenden Konzentrationen versetzt: 0,1, 1, 10,

Tabelle 40. Die Wirkung von Ascorbinsidure in steigender Konzentration
(Versuch 32). Anzahl Zellen je mm?®.

Ascorbinsauremg je I i s n 0 0,1 1 10 100 1000
Ghlorelln SDeA - o v s v s 440 340 340 580 1200 3100
540 470 680 790 740 2000

Ghlorella-pulgaris B < v savsion sy 4800 5000 4500 4200 4200 9900
4700 4900 4300 4000 4200 9100

Ankistrodesmus: faleats:. cicia i 260 220 300 310 270 810

220 170 310 200 260 820
900 2100 1800 4200

Scenedesmus obliguus .« .. iiiiiiii. 1900| 1900 1
1900 1900 1900 1800 2100, 4500
Scenedesmus dimorphus . ............ 1200 1500 1500 1500 1300 2400
1300 1400 1300 1400 1400/ 2400
Scenedesmus - acuminatus .. ... 1100 1100 1200 1100 910 2600
1000 1000 1000 950 810 i 2 400
Scenedesmus acutiformis ... ......... 110 140 110 100 140 | 160
90 80 110 80 60| 130
Scenedesmus quadricauda .. .......... 850 1100 9101 780 1720 ; 1900

890 940 920 900 940 | —

Stichococeusbaclllaris v si v 2600 2000 2100 2200 2800 2400

1500 2100/ 2300 3100 2000 -—
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100, 1 000 mg je i. Vor dem Zusatz wurde die Ascorbinsiure mit 1-n NaOIH
neutralisiert. Das Wachstum wurde durch tigliche Beobachtungen verfolgt. Die
Proben wurden nach 10—11 Tagen fixiert. Tabelle 40.

Chlorella sp. A zeigte eine Ertragssteigerung bei 100 und 1 000 mg
je 1. Das Verhiltnis zwischen Kontrolle und Ascorbinsiurekultur war
in der hochsten Konzentration 1 : 5.2 (Mittelwert). Die Mehrzahl
der Arten gab nur in der hochsten Konzentration
eine Ertragssteigerung. Der Ertrag war etwa doppelt so
gross wie in der Kontrolle. Scenedesmus acutiformis sowie Stichococcus
wurden durch Ascorbinsiiure nicht beeinflusst. Spiitere Versuche haben
jedoch dargetan, dass auch diese Algen gewdohnlich auf Ascorbinsiure
reagieren. pH-Senkungen kamen nur in der hdéchsten Konzentration
vor und waren hier unbedeutend: 0.1-—0.2 Einheiten.

Es muss als eigentiimlich aufgefasst werden, dass die Ascorbinsiiure
nur in der hochsten Konzentration wirksam gewesen ist. Will man dem
Vitamin C eine katalvsatorische Wirkung irgendeiner Art zuschreiben,
so muss diese Konzentration tiberdies als auffallend hoch bezeichnet
werden. Niher liegt die Annahme. dass die Ascorbinsiure den Algen
als Kohlenstoffquelle gedient hat und dass die Ernihrung demnach
mixotroph gewesen ist. Eine Untersuchung des Wertes der Ascorbin-
siure als Kohlenstoffquelle wurde fiir unbedingt notwendig erachtet.

Versuch 33. Die Ascorbinsdure als Kohlenstoffquelle. Nihrlosung A, pH
7,0, mit und ohne Ascorbinsiure (1 g je 1). Die Siure wurde wie in allen folgen-
den Versuchen mit 1-n NaOH neutralisiert. Die Losungen wurden nach dem

Impfen teils in Licht, teils in Dunkel gestellt. Das Wachstum wurde durch tig-
liche Beobachtungen verfolgt. Versuchszeit 14 Tage. Tabelle 41.

Tabhelle 41. Die Ascorbinsiiure als Kohlenstoffquelle (Versuch 33). In der Tabelle

bedeutet + -+ sehr gutes, + gutes, = schwaches, (¥) sehr geringes und — kein

Wachstum. Der Versuch wurde doppelt ausgefiihrt. Da sich zwischen den Parallel-
kulturen keine Unterschiede zeigten, wird hier nur die eine Serie mitgeteilt.

Beleuchtungsverhiltnisse . .............. Licht Dunkel
Ascorhbinsiiwe g je -t vi s o 0 1 0 1
Ghlorella - Sp. Ac s m i s - -+ (+) (4)
Chlorella-valgaris B o v e iaii o -+ -+ — (+) (4+)
Ankistrodesmis falcatus ..~ oo i - =t =
Scentedesmus obliquus - ... .o ioeiien == - () (+)
Scenedesmus dimorphus = o oc i cn o -4 -+ —+ (4) (+)
Scenedestius GCUMIMATHS i osois s ain —+- -+ (+) (4)

Scenedesmus geutiformis o Sivs i oiiaies —-

Scenedesmus quadricauda . ............. —
Stichococcus bacillaris . ...ovv.civnreoy —- == — e
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Die Tabelle zeigt, dass die Ascorbinsiure in den Lichtkulturen
eine erhebliche Zunahme des Ertrages verursacht hat. Am grossten
waren die Unterschiede bei Chlorella sp. A. Auch Stichococcus und Sc.
acutiformis zeigten eine deutliche Differenz, wogegen die Steigerung bei
Ankistrodesmus aus unbekannter Ursache ganz ausgeblieben ist. In den
Dunkelkulturen war das Wachstum durchweg sehr schwach oder ganz
fehlend. Unterschiede zwischen ascorbinsidurehaltigen und ascorbin-
siurefreien Kulturen waren nicht zu entdecken.

Ein weiterer Versuch wurde mit Scenedesmus obliquus angestellt.
Dieser wurde so variiert, dass die Kulturen teils im Dunkel, teils im
Licht in kohlensiurefreier Atmosphiire standen. Auch in diesem Fall
war das Wachstum in den Ascorbinsiurekulturen schwach und der
anorganischen Kontrolle mil freiem Luftzutritt weit unterlegen.

Versuch 33 zeigt eindeutig, dass die Algen Ascorbinsiure
nicht als Kohlenstoffquelle ausnutzen kénnen.

3. Die Stabilitdt der Ascorbinsiure.

Die Ascorbinsiure wird ausser durch ihre grosse Ladslichkeit in
Wasser vor allem durch ihr Reduktionsvermogen charakterisiert.
Letzteres ist die direkte Ursache der Unbestindigkeit des Vitamins.
Schon bei gewohnlicher Temperatur wird Ascorbinsiure in Losung
schnell durch den Sauerstoff der Luft oxvdiert. Besonders bei alka-
lischer Reaktion ist die Empfindlichkeit gross.

Aus den orientierenden Versuchen sowie aus Versuch 32 geht her-
vor. dass die Ascorbinsiiure nur in sehr hoher Konzentration wirksam
gewesen ist. Es konnte nun vermutet werden, dass diese Erscheinung
gerade mit der Unbestiindigkeit der Siure im Zusammenhang stand. Aus
diesem Grund wurde eine Serie von Versuchen iiber die Stabilitit der
Ascorbinsiiure in verschiedenen Nihrlosungen angestellt. Hiermit war
auch beabsichtigt, die Bedeutung der Autoklavierung klarzulegen.

Versuch 34. Die Stabilitit der Ascorbinsdure. Nihrlosung B wurde mit
neutralisierter Ascorbinsiiure in den Konzentrationen 0,010, 0,050, 0,100 sowie
1,000 g je 1 versetzt. pH=17,0. Die Lésungen wurden auf 150 ml Kolben mit
50 ml in jedem verteilt. Eine Serie wurde bei 120° wihrend 15 Minuten sterili-
siert, eine andere verblieb unbehandelt. Die Kolben wurden in ein abgeschirm-
tes I'enster gegen Osten gestellt.

Zu den in Tabelle 42 angegebenen Zeiten wurde die Konzentration der
Ascorbinsiure durch Titration mit 2.6 Dichlorphenol-indophenol bestimmt. Die
Proben wurden steril entnommen und vor dem Titrieren mit einem gleichen
Volumen 5 %/¢-iger Metaphosphorsiiure versetzt. In bezug auf die iibrigen Ein-
zelheiten der Methode sei auf SWENANDER LANKE (1939) verwiesen. Tabelle 42,
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Tabelle 42. Die Stabilitiit der Ascorbinsiiure (Versuch 34). Die Zahlen geben
Ascorbinsiiure in g je 1 Liosung an.

Sterilisiert 15 Min.

Behandlung d. Versuchsserie Nicht sterilisiert bei 120° C

N aderzProbe Susiia e s 1 2 3 4 1 2 3 4

Ascorbinsiiure nach 0 St... 0,010 0,050 0,100 1,000 0,010 0,050 0,100 1,000

ity e () 0,030 0,061 0,840 0 0 0,023 0,821

26 O 0 0 0,638 = - 0 0,557
- 50 — 1 0,394 | — — - 0,240
v 0,211 — - 0,058
b= OG s e = — 10,062 — 0
D05 D e - — 0 — = =

Tabelle 43. Die Stabilitiit der Ascorbinsiiure (Versuch 34). Die Zahlen geben
Ascorbinsiiure und Dehydroascorbinsiure in g je 1 Losung an.

Sterilisiert 15 Min.

Behandlung d. Versuchsserie Nicht sterilisiert bei 120° G

NideroProbe S itusiis v 1 2 S 1 1 2 3 4

Ascorbinsidure nach 0 St. .. 0,010 0,050 0,100 1,600 0,010 0,650 0,100 1,000

» 25 f-0-1:0,030{ 10,061 10,8401 -0 0 0,023 0,821
» =506 e 0 0 0,638 — — 0 0,557
Dehydroascor-
binsiiure » B0 ofi0 0 0014 - 0 0 0,012 —
Ascorbinsiure 74 EET — — 0,2111 — - - 0,058
¥ 96 S - - — 0,062 - - 0
Dehydroascor-
binsiiure 120 L | 0,033 — 0,034

Aus dem Versuch geht hervor, dass die Ascorbinsiure in den nied-
rigeren Konzentrationen schnell oxydiert wird. In der sterilisierten 1.o-
sung geht die Oxvdation etwas schneller vor sich als in der nicht steri-
lisierten. Nur in der Konzentration von 1 g je | ist die Ascorbinsiure
withrend etwas lingerer Zeit haltbar. Nach 96 Stunden war sie in der
sterilisierten und nach 120 Stunden in der nicht sterilisierten Losung
vollstindig oxydiert.

Im Versuch wurden auch einige Bestimmungen der Menge Dehydro-
ascorbinsiiure ausgefiihrt; in den schwiicheren Losungen nach 50 Stunden, in
den stirkeren nach 120 Stunden. Die Losungen wurden mit 5 %o-iger Meta-
phosphorsiure auf ihr doppeltes Volumen verdiinnt, worauf wihrend 3 Stun-
den Schwefelwasserstoff eingeleitet wurde. Darauf wurden die Kolben verkorkt
und tiber Nacht stehen gelassen. Am folgenden Tag wurde der Schwefelwasser-
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stoff durch Einleiten eines schnellen Stromes Kohlendioxyd wihrend 2.5
Stunden entfernt (Probe mit Bleiazetatpapier). Die Volumen wurden korrigiert
und die Losungen hierauf wie friiher titriert.

Aus Tabelle 43, die auch den Gehalt der Ascorbinsiure der L.06-
sungen zu verschiedenen Zeitpunkten angibt. geht hervor, dass nur
die beiden stirksten Konzentrationen nachweisbare Mengen von De-
hydroascorbinsiure im Zeitpunkt der Bestimmung enthielten. Ein
Unterschied zwischen der sterilisierten und der nicht sterilisierten
Losung ist nicht vorhanden. Die Menge Dehydroascorbinsiiure war,
wenigstens in der hochsten Konzentration, recht betrichtlich.

Obenstehender Versuch wurde wiederholt, wobei jedoch nur die
Ascorbinsidure bestimmt wurde. Hierbei wurde jedoch eine Serie bei
120" withrend 15 Minuten und eine bei 100~ wiihrend gleich langer Zeit
sterilisiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 44 zusammengestellt.

Ein nennenswerter Unterschied zwischen den bei 120° und den bei
100° sterilisierten Losungen liegt nicht vor. Es ist also die Sterilisierung
bei der héheren Temperatur vorzuziehen. Die sterilisierten LOsungen
verhalten sich zu den nicht sterilisierten in ungefihr gleicher Weise
wie frither (Tabelle 42).

Die oben beschriebenen Versuche geben ein recht gutes Bild von
der Stabilitiit der Ascorbinsiiure, entsprechen aber insofern nicht den
Bedingungen in den Kulturversuchen, als die Nihrlosungen in diesen
mit Phosphatpuffer (m/150) versetzt werden mussten. Ohne diesen kam
es niimlich zu einer pH-Senkung. Diese kann vielleicht zur Stabilisierung
der Sidure beitragen, da die Oxydation in saurer Losung langsamer
erfolgt als in alkalischer oder neutraler. Andererseits ist bekannt, dass
Phosphat stabilisierend auf die Ascorbinsiure wirkt (GOLDSTEIN und
KACHEROVA 1940). s war daher notwendig, Klarheit iiber die Bedeu-
tung dieser Faktoren fiir die Ascorbinséure zu erhalten. Es wurde Niihr-
Iosung A mit pH 7.0 verwendet. Damit die Verhiiltnisse vollkommen
identisch mit denjenigen in den Kulturversuchen werden sollten, wurden
die Losungen auf Reagenzrohre verteilt. Im tibrigen wie oben. Tabelle45.

Die Tabelle zeigt, dass die Ascorbinsiure gleichwie in den fritheren
Versuchen in den niedrigeren Konzentrationensehrschnelloxydiert wird.
Durch Zusatz von Phosphat wurde die Siure in der hochsten Konzentra-
tion hochst wesentlich stabilisiert. Wiithrend sie friither schon nach 96
Stunden oxyvdiert war, war in diesem Zeitpunkt nun noch '/, derselben
vorhanden (sterilisierte Serie). Ganz oxyvdiert war sie erst nach weiteren
100 Stunden. Wahrscheinlich hat der Austausch der Kolben gegen

obts
Reagenzrohre zu dem glinstigen Resultat beigetragen. Hierdurch wird
o ) ) o o
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Tabelle 45. Die Stabilitiit der Ascorbinsiiure bei Anwesenheit von Phosphatpuffer
(Versuch 34). Die Zahlen geben Ascorbinsiure in g je 1 Lésung an.

Sterilisiert 15 Min.

Behandlung d. Versuchsserie Nicht sterilisiert bei 120° C
Nr.derProbe ... oo i, 1 2 3 4 1 2 3 4
Ascorbinsiure nach 0 St. .. 0,010 0,050 0,100 1,000 0,010 0,050 0,100 1,000
D=t 0,006 0,025 0,731 0 0,002 0,007 0,729
L e 0 0 0,620} — 0 0 0,531
A6 = = = 0,402 | - — s 0,336
v 0 = = 0,294 — — — 0,179
» i T e e = 0,230 | — — e 0,115
120 =h i = i 0,065 | i— - = 0,048
1465 o — e 0,041 — — o 0,009
B R — 10,0015~ — — 0,008
16=s = — 0,014 — = = 0

nimlich die Bertihrungsfliche mit der Luft im Verhiltnis zur Menge
Ascorbinsiiure etwas vermindert. Die sterilisierte LoOsung hatte wie
frither einen niedrigeren Gehalt an Ascorbinsiiure als die nicht steri-
lisierte.

Dass eine pll-Senkung stattfindet, wenn eine neutralisierte Ascor-
binsiurelosung bei freiem Luftzutritt sich selbst iiberlassen wird, ist in
den fritheren Versuchen wiederholt betont worden. Diese Erscheinung,
von deren physiologischen Wirkungen man nicht absehen kann, schien
mir eines besonderen Studiums wert.

Versuch 35. Die pH-Verschiebung bei der Oxydation der Ascorbinsdure.
Nihrlosung A wurde mit neutralisierter Ascorbinsiure bis auf 1 g je 1 versetzt;
pH=7,0. In entsprechender Weise wurde eine Nihrlosung B mit Ascorbin-
siiure zur gleichen Konzentration versetzt; pH=7,0. Die erste Losung enthilt
Phosphatpuffer (m/150), die letzlere nur sekundires Phosphat (0,01 g je 1).
Das pH wurde vor und nach dem Sterilisieren sowie zu den in Tabelle 46
angegebenen Zeiten bestimmt. Es wurde eine Serie Reagenzrohre, je 10 ml ent-
haltend, sowie eine Serie 150 ml Erlenmeyerkolben, je 50 ml enthaltend, bereit
gestellt. Tabelle 46.

Nach dem Sterilisieren war die gepufferte Losung schwach gelb.
Die Farbe nahm wiihrend der niichsten 120 Stunden etwas an Stiarke zu.
Diese Erscheinung, die darauf deutet, dass die Ascorbinsiaure beim
Autoklavieren zu zertallen beginnt, wurde schon in fritheren Versuchen
beobachtet. Die ungepufferte LLosung war farblos. In der Pufferlésung
war das pH unverindert 7.0. Erst nach 216 Stunden (9 Tagen) konnte
eine pH-Senkung mit 0.1 beobachtet werden (Reagenzrohrserie). Wih-
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Tahelle 46. Die pH-Verschiebung bei der Oxydation der Ascorbinsiure (Versuch 35).
Anfangskonzentration der Ascorbinsiiure 1 g je 1 Losung.

Mersuchsgetass o ini i ia v diariai e Reagenzrohre Kolben
NoddeszProbe s ol oo o e a2 2
o i CLé [ iGe= Unge- Ge- | Unge-
Pufferungsvermogen der Losung ........ | puffert | puffert puffert puffert

pH vor: der Sterilisierung ... .o v 7,0 7,0 7,0 7,0
pH nach der Sterilisierung ............. 7,0 6,4 == =
2L Stunden: = i 7,0 6,5 7,0 6,6
48 WS SRR e e e 7,0 6,2 7,0 6,1
Rl dEES Sem s Rina TR S e e e 7,0 5,9 6,9 BT
100F “Es i e e 7,0 5,5 6,9 1.8
Wi s e s 7,0 5,4 6,9 4,8
DIl e e 6,9 5,2 6,8 4,4
s e i e 6,9 5,2 6,8 4,4
830 sl i B s e 6,7 4,8 6,6 4,2
430 o e 6,6 4,4 6,6 43
b6y e e 6,3 4,2 6,2 4,2

rend der folgenden Zeit nahm der pH-Wert langsam ab und betrug
schliesslich nach 576 Stunden (24 Tagen) 6,3. Die ungepufferte Losung
zeigte dagegen schon nach dem Sterilisieren ein pH von 6,4. Der Wert
nahm schnell ab und erreichte nach 216 Stunden (9 Tagen) 5,2 und
nach 576 Stunden (24 Tagen) 4,2.

In der Kolbenserie traten die pH-Verschiebungen etwas frither ein,
was mit der hier schneller verlaufenden Oxydation im Zusammenhang
steht. Wihrend der ersten drei Tage waren die Unterschiede jedoch
unbedeutend. Nachdem der pH-Wert nach 14 Tagen in der ungepuffer-
ten Losung 4.2 erreicht hatte, verblieb er unverindert.

Auch in den niedrigeren Konzentrationen kommt es zu erheblichen
pH-Verschiebungen, was aus Tabelle 47 hervorgeht. Niihrlosung B (un-
gepuffert) wurde mit Ascorbinsiure zu 0.1 bzw. 0,01 g je 1 versetzt;
pH=7.,0 (Kolben).

Die ascorbinsiiurefreie Konfrolle zeigte 2 Stunden nach dem Auto-
klavieren ein pH von 9,5. Nach einem Tage hatte die Losung indessen
ihren urspriinglichen Wert bis auf 0,1 wieder erreicht. Die Ascorbin-
siturelosungen zeigten dagegen eine erhebliche pH-Senkung, die nach ca.
72 Stunden den tiefsten Wert, 5.2, in der stirksten Konzentration er-
reicht hatte. Die schwiichere LLosung zeigte unmittelbar nach dem Sterili-
sieren ein pH von 6.5, welchen Wert sie dann praktisch unveriindert
beibehalten hat.
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Tabelle 47. Die pH-Verschiebung bei der Oxydation der Ascorbinsiiure (Versuch 35).
Anfangskonzentration der Ascorbinsdure: 0,01 bzw. 0,1 g je 1 Losung.
Ungepufferte Losung; Versuchsgefiisse: Kolben.

ARcorbinsaure-m-grjelas o nn St o 0 0,01 0,1
pH vor der Sterilisierning . ....... . .00 71 7,0 7,0
pH nach der Sterilisierung . ............ 9,5 6,5 5,8
» P Stunden s s vansn 7,2 6,4 5,8

72 Bt i S 7.2 6,4 5,2

144 e e e A U 7,2 6,5 5,2

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ascorbin-
siureinverdiinnter Léosung schnell oxydiert wird.
Nur in derhboehsten Konzentration, 1 g jel istsie
wihrend so langer Zeit anzutreffen, dass damit
gerechnet werden kann, dass sich ihre physiolo-
gischen Wirkungen geltend machen konnen. In ste-
rilisierten Ldsungen verliuft die Oxyvdation schneller als in nicht steri-
lisierten. Hierbei ist es ziemlich gleichgiiltig, ob die Losung auf 120°
oder auf 100" erhitzt wird. Da das Autoklavieren bei der héheren Tem-
peratur vollkommene Sterilitit gibt, ist diese natiirlich vorzuziehen.
Dehydroascorbinsiure kommt in den stidrksten
Léosungen in betrdchtlichen Mengen vor, auch
nachdem diese ihr Reduktionsvermdogen verloren
haben. In den niedrigeren Konzentrationen verschwindet die De-
hvdroascorbinsiiure dagegen schnell.

Wiadhrend der Oxydation der Ascorbinsdure
findet in der urspriinglich neutralen Losung eine
pH-Senkung statt. Das End-pH war in der hochsten Konzen-
tration fast drei Einheiten niedriger als das Anfangs-pH. Durch einen
Zusatz von Phosphatpuffer wurde nicht nur das pH der Losung, sondern
auch die Ascorbinsiiure selbst stabilisiert. Infolge der geringen Kapazitiit
des Puffers war indessen die Stabilisierung des pH keine vollstindige.
Jedoch betrug die pH-Verschiebung nach 1012 Tagen nur 0.1 bis 0.2
Einheiten.

Die Versuche iiber die Stabilitit der Ascorbinsiure und damit zu-
sammenhiingende Erscheinungen geben eine sehr gute Erklirung fiir
die in Versuch 32 erhaltenen Resultate. Da die Ascorbinsiure
und die gleichfalls aktive Dehydroascorbinsidure
in den Nidhrlosungen nur in der hochsten Konzen-
tration wihrend ldngerer Zeit erhalten bleiben,
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ist zu erwarten, dass das Wachstum nur in diesen
Kulturen beschleunigt wird. Sehr empfindliche Algen, wie
Chlorella sp. A scheinen jedoch auch in grosseren Verdiinnungen beein-
flusst zu werden. Dem giinstigen Effekt der Ascorbin-
siure muss durch die bei der Oxydation eintre-
tende pH-Senkung in gewissem Mass entgegenge-
wirkt werden, da das Wachstum mit fallendem pH
abnimmt (Versuch 7). In gepufferter Losung ist diese Hemmung
unbedeutend. In einer ungepufferten Losung hort das Wachstum da-
gegen zufolge der Zunahme der Aziditiit bald auf.

4. Der Wachstumsverlauf bei Anwesenheit von Ascorbinsidure.

Versuch 36. Der Wachstumsverlauf bei Anwesenheit von Ascorbinsdure.
Nihrlosung A, pH=7.0, mit und ohne Ascorbinsiure (1 g je 1). Es wurde eine
grosse Anzahl Kulturen zubereitet. Zu den in Tabelle 48 angegebenen Zeit-
punkten wurden jeder Serie zwei Kulturen entnommen und ausgezihlt. Scene-
desmus obliquus. Tabelle 48. Abb. 8.

Sichere Unterschiede treten erst am achten Tag auf. Nach 10—12
Tagen ist der Unterschied maximal, nachher nimmt er langsam ab, da
die Ascorbinsiiurekulturen ihr Wachstum einstellen. withrend die Kon-
trolle erst nach ca. 23 Tagen ganz ausgewachsen ist. Auch nach dieser
Zeit findet in der Kontrolle ein unbedeutendes Wachstum statt. Der
Unterschied verschwindet daher mehr und mehr. Es sei daran erinnert,
dass die Licht- und Temperaturverhiltnisse von Versuch zu Versuch
gewechselt haben, weshalb die fiir den maximalen Unterschied angege-
bene Zeit nur als approximativ betrachtet werden kann. Am besten ist
es, die Kulturen von Tag zu Tag zu beobachten.

Die Erscheinung. dass die Ascorbinsiurekultur schon in einem
frithen Stadium ihr Wachstum einstellt, kann mehrere Ursachen haben.
Durch die oben erwihnte pH-Senkung ergeben sich in der Ascorbin-
siurelosung schlechtere Milieubedingungen als in der Kontrolle. Die
pH-Werte betrugen nach 12, 14 und 23 Tagen 6.9, 6.8 bzw. 6.3. Eine
Senkung um ein paar Zehntel (nach 14 Tagen) kann jedoch kaum die
einzige Ursache dafiir sein, dass das Wachstum eingestellt wird. Die
Ursache hierfiir muss an anderer Stelle gesucht werden. Vielleicht kon-
nen die Produkte. die bei der Oxvdation der Ascorbinsiiure entstehen,
eine Rolle spielen.
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Tabelle 48. Der Wachstumsverlauf bei Anwesenheit von Ascorbinsiure (Versuch 363
Abb. 8j. Scenedesmus obliquus. Anzahl Zellen je mm?.

Anzahl Tage—.= 0o 10 12 14 23 14

Kontrolle ohne Ascorbin-
340 950 | 1800 2000 2600 3500 \ 1700 6900

SANTE i aii et s g
320 910 1500 2400 2800 3300 5300 5900
Ascorbinsdure 1 g je 1 .. 310 710 | 2600 5900 5700| 6900| 9200 8700
310 910 2400 5600 6000 8200 8000 7800
9000+
T
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Abb. 8. Der Wachstumsverlauf bei Anwesenheit von Ascorbinsiure. Die Abszisse gibt
die Zeit in Tagen, die Ordinate das Wachstum in Anzahl Zellen je mm® an. Die voll
ausgezogene Linie entspricht dem Wachstum in der ascorbinsiurefreien Kontrolle,
die gestrichelte Linie dem Wachstum in einer Losung mit 1 g Ascorbinsdure je 1
(Versuch 36, Tabelle 48).



222 SVEN ALGEUS

5. Die Zerfallsprodukte der Ascorbinsdure.

Oben ist hervorgehoben worden, dass eine neutrale gepufferte 1.6-
sung von Ascorbinsiiure mit pH 7,0 beim Autoklavieren einen schwach
gelben Farbton annimmt, sowie dass dies auf einen beginnenden Zerfall
des Vitamins hinweist. In einer sauren LoOsung entsteht keine solche
Farbenveriinderung. In einer alkalischen kommt es zu einem starken
Farbenumschlag nach braun. In exakt gleicher Weise verhilt sich
Glukose. In einer alkalischen Lisung wird sie unter Bildung von sog.
Karamel verharzt. Da die Ascorbinsiure nahe mit den Kohlehydraten
verwandt ist, kann angenommen werden. dass die gebildeten gelben bis
braunen Produkte gleicher Natur sind, wie die aus Glukose erhaltenen
Verharzungsprodukte. Ein solcher Karamel kann indessen auf die Ver-
mehrung der Algen fordernd wirken (PRINGSHEIM 1921 a, 1936). Es
schien mir daher von grosser Bedeutung, die Rolle dieser braunen Farb-
stoffe in den Ascorbinsiiurekulturen klarzulegen. Dies war moglich
durch die Ausfithrung von Versuchen mit Ascorbinsiiure bei verschie-
denem pH.

Versuch 37. Die Wirkung der Ascorbinsdure bei verschiedenem pH.
Folgende Losungen wurden zubereitet: 1. Néahrlosung A mit pH 1) 6,5, 2) 7.0
und 3) 8,2. II. Gleiche Losungen wie unter I, aber mit Ascorbinsiure in der
Konzentration 1 g je 1. Die saure Ascorbinsiurelosung war nach dem Sterili-
sieren farblos, die neutrale schwach gelb, die alkalische gelb. Chlorella vulgaris
B sowie Scenedesmus obliquus. Versuchszeit 12 Tage. Tabelle 49 und 50.

Das Ergebnis muss im Hinblick auf die in den Losungen aufgetre-
tenen pH-Verschiebungen beurteilt werden (Tabelle 50). In den ascorbin-
siurefreien Losungen ist keine oder nur eine unbedeutende pH-Ver-
schiebung vorhanden, in den Ascorbinsiurelosungen verdient sie da-
gegen Beachtung. Am geringsten ist sie in den neutralen Losungen, wo
sie 0,1—0.2 Einheiten betriigt. withrend sie in den alkalischen bis zu
einer pH-Einheit oder mehr erreichen kann.

Das Verhiiltnis zwischen dem Ertrag in der Kontrolle und in der
Ascorbinsiurekultur ist fiir Chlorella 1 : 2,2 bei pH 6.5 sowie 1 : 2.3 bei
pH 7.0 (Mittelwerte). Fiir Scenedesmus sind die entsprechenden Zahlen
1:2.9 und 1:2.6. Das Resultat zeigt. dass die beim Autoklavieren ge-
bildeten gelben Farbstoffe ohne Bedeutung sind. Die neutrale Losung
ist der sauren vorzuziehen, da man sich in ersterer niher dem pH-
Optimum befindet.

Viel schwieriger ist es, die Ergebnisse in den alkalischen Losungen
zu beurteilen. da hier dem giinstigen Effekt der Ascorbinsiure durch
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Tabelle 49. Die Wirkung der Ascorbinsiiure bei verschiedenem pH (Versuch 37).
Anzahl Zellen je mm?®.

P s e 6,5 7,0 8,2
Ascorbinsiure in g jel ...... 0 1 0 1 0 1
Chlorella vulgaris B ........ 6 100 14 000 6600 17 000 6 200 19 000
5600 12 000 7500 16 000 —
Scenedesmus obliquus ... ... 3100 8 300 4000 11 000 9 300 10 000

2 800 8 600 5100 13 000 7500 10 000

Tabelle 50. Die Wirkung der Ascorbinsiure bei verschiedenem pH (Versuch 37).
Das pH am Ende des Versuches.

AnfangsspHe = wllivie i 6, 7,0 82
Ascorbinsiure in g jel..... 0 1 0 1 0 1
Chlorella vulgaris B ........ 6,0 6,2 7,0 6,9 8,0 71
6,0 6,2 7.0 6,8 == =
Scenedesmus obliquus ... ... 6,5 6,3 7,0 6.8 8,1 7.2
6,5 62 |-l 6,9 8,0 7l

eine erhebliche pH-Senkung entgegengewirkt wird. Bei Chlorella kann
eine starke Stimulierung beobachtet werden, bei Scenedesmus fehlt sie
oder ist unbedeutend. Welche Rolle die gelben Produkte bei diesem pH
spielen. dariiber gibt der Versuch kaum einen Aufschluss.

Die Verharzung der Ascorbinsiiure beim Autoklavieren muss als
eine Nebenreaktion betrachtet werden, die nichts mit der eigentlichen
Oxydation zu tun hat. Unter den bei dieser entstechenden Produkten
befindet sich eine Reihe chemisch gut definierter Substanzen, nimliich
Dehydroascorbinsiiure, Diketogulonsiure, Threonsiure sowie Oxalsiure.
Aus Versuch 34 geht hervor, dass autoklavierte Losungen ihr Reduk-
tionsvermogen schneller verlieren als nicht autoklavierte. Es muss daher
damit gerechnet werden, dass die ersteren in einem gewissen Zeitpunkt
mehr Oxydationsprodukte enthalten als die letzteren, oder dass der
Zerfall in den ersteren weiter gegangen ist. Ein Vergleich zwischen auto-
kiavierter und steril filtrierter [.Osung erschien hier am Platze.

Versuch 38. Die Wirkung der Ouxydationsprodukle der Ascorbinsdure.
Nihrlosung A mit pH 7,0. Ascorbinsiiure in der Konzentration 1 g je 1. Die
Ascorbinsiurelosung wurde in zwei Hilften geteilt, von denen die eine im
Autoklaven sterilisiert (120°), die andere durch ein Chamberlandfilter filtriert
wurde. Chlorella vulgaris B sowie Scenedesmus obliquus. Versuchszeit 8 Tage.


http://Versucb.es

224 SVEN ALGEUS

Tabelle 51. Die Wirkung der Oxydationsprodukte der Ascorbinsiiure (Versuch 38).
Anzahl Zellen je mm?3,

Alter der L6sung ..., ..:.:x ! Neu zubereitet 1 14 Tage alt
Sterilisierung = o to Trnis Autoklaviert Autoklaviert Filtriert Autoklaviert
Ascorbinsidure in g jel..... 0 1 1 1
Chlorella vulgaris B ........ 1400 3 600 5200 330
1100 3 800 6 000 160
Scenedesmus obliquus ... ... 2900 4 800 7800 1100
3000 4900 5400 1100

Der Versuch wurde mit einem solchen tiber die direkte Wirkung der Zer-
fallsprodukte auf das Wachstum kombiniert. 0,1 g Ascorbinsiure wurde in
50 ml Wasser unter moglichst sterilen Bedingungen gelést. Die Losung, die
stark saure Reaktion hatte, wurde nicht sterilisiert. Sie wurde 14 Tage (Tages-
licht, Zimmertemperatur) sich selbst tiberlassen. Wihrend dieser Zeit kam
keine Mikroflora zur Entwicklung. Die Losung reduzierte nach dieser Zeit 2,6
Dichlorphenol-indophenol nicht. Sie wurde neutralisiert und der Néhrlosung
in solchen Mengen zugesetzt, dass die fertige Losung mit pH 7,0 1 g gespaltene
Ascorbinsiure je 1 enthielt. Die Losung nahm beim Sterilisieren eine braune
IFFarbe an. Tabelle 51.

Der Ernteertrag in der steril filtrierten Losung war erheblich grosser
als in der autoklavierten. Keine pH-Verschiebungen. Wird der Versuch
im Hinblick darauf betrachtet, was in bezug auf die Stabilitiit der Ascor-
binsiure in autoklavierter bzw. nicht autoklavierter Losung zutage
gekommen ist, so muss damit gerechnet werden, dass der geringere
Ertrag in der ersteren auf das Vorkommen von hemmenden Oxvda-
tionsprodukten zuriickzufiihren ist.

Dass die Oxydationsprodukte das Wachstum
wirklich hemmen, geht aus einem Vergleich der Kolumnen 1,
2 und 4 in Tabelle 51 hervor. Die Frage nach der Natur der hemmenden
Substanzen wird in einem anderen Zusammenhang besprochen werden.
Hier soll nur eine Untersuchung iiber den Gehalt der Losungen an Oxal-
siure erwithnt werden. Einen Monat alte LLosungen von Ascorbinsiure
(gepufferte und ungepufferte, simtliche ungeimpft) wurden auf Oxal-
siure gepriift. Es wurde nur ein unbedeutender Niederschlag von Kal-
ziumoxalat erhalten. Er trat erst nach einem Tage auf. Die Kristalle
zeigten im Mikroskop die bekannte Briefkuvertform. Die Losungen ent-
hielten also noch nach einem Monat nur unbedeutende Mengen Oxal-
saure.
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6. Die Giftwirkung der Ascorbinsdure.

Versuch 39. Die Giftwirkung der Ascorbinsdure. Um eine obere Grenze
fir die Wirksamkeit der Ascorbinsiiure zu finden, wurde folgender Versuch
angestellt. Nédhrlosung A wurde so modifiziert, dass der Puffer in bezug auf
Phosphat m/30 betrug; pH=7,0. Ascorbinsiiure in folgenden Konzentrationen:
1, 2. 5 und 10 g je L. Chlorella vulgaris B, Scenedesmus obliquus sowie Scene-
desmus quadricauda. Versuchszeit 12 Tage. Tabelle 52 und 53.

Chlorella scheint von der Konzentration der Ascorbinsiure verhiilt-
nismiissig unabhiingig zu sein (Tabelle 52). Die beiden Scenedesmus-
Arten zeigen dagegen den grissten Ertrag bei 1, bzw. 2 g je 1. In der
hichsten Konzentration treten schiidliche Wirkungen auf.

Das Wachstum muss indessen mit Riicksicht auf die in den Lo-
sungen auftretenden pH-Senkungen beurteilt werden (Tabelle 53). Man
findet dann, dass diese an dem mit der Konzentrationszunahme ab-
nehmenden Wachstum ihren Anteil haben miissen. Addiert man hierzu
die Hemmung, die durch die Oxydationsprodukte bedingt wird (Ver-
such 38), so kann hieraus der Schluss gezogen werden, dass das Wachs-
tum mit steigender Konzentration nicht nennenswert abgenommen
hiitte, wenn die negativen Faktoren hiitten eliminiert werden konnen.

Tabelle 52. Die Giftwirkung der Ascorbinsiiure (Versuch 39). Anzahl Zellen je mm?®,

Ascorbinsiure gjel .. ..., . 0 ] 2 5 10
Chlorella vulgaris B . ........ 6600 | 14000 14 000 11 000 14 000
I e 200 13000 | 12000 11 000 | 11000
|
Scenedesmus obliquus ........ 2200 6 400 1000 2800 700
2300 5900 4600 ‘ 2400 | 770
| | |
Scenedesmus quadricauda . . .. 910 | 1700 2500 940 690
1100 1800 2200 1500 660

Tabelle 53. Die Giftwirkung der Ascorbinsiiure (Versuch 39). Das pH am Ende des
Versuches. Anfangs-pH —7,0.

Ascorbinsdure g jel . ........ 0 1 2 5 10
Chlorella vulgaris B . ........ 7,0 6,9 6,8 6,6 6,6
7,0 6,9 6,7 6,6 6,6
Scenedesmus obliquus ........ 7,0 7.0 6,9 6,7 6,4
7,0 7.0 6,9 6,7 6,4
Scenedesmus quadricauda . . . . 7.0 70 6,8 6,6 6,5
7,0 | 6,9 6,9 6,6 6,4

15 Botaniska Notiser 1946.
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5 g je 1 gab einen Ertrag. der dem der Kontrolle vergleichbar oder tiber-
legen gewesen ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ascorbin-
saure - —selbst auch 1n ‘hoher ‘Kenhzéntration -iin-
schidlich ist. Die beobachteten schiidlichen Wirkungen beruhen
auf verinderten Milieubedingungen, die im Zusammenhang mit der
Oxydation der Siure auftreten.

7. Die Stabilisierung der Ascorbinsdure.

Trotzdem die Ascorbinsiure von molekularem Sauerstoff leicht
oxydiert wird, kommt sie in den pflanzlichen und tierischen Organismen
gewOhnlich in der reduzierten Form vor. Man hat aus diesem Grunde
angenommen, dass die Zellen Substanzen enthalten, die die Ascorbin-
siure vor Oxydation schiitzen. Solche Schutzstoffe sind sowohl in pflanz-
lichen wie tierischen Geweben auch tatsichlich nachgewiesen worden
(DE CARO und GIANI 1934, v. HAUSEN 1936, WACHHOLDER 1942). Es hat
sich herausgestellt, dass auch eine Reihe chiemisch gut definierter Sub-
stanzen von sehr wechselnder Natur die Oxydation herabsetzen oder
ganz verhindern konnen. Unter diesen sind zu erwiithnen: Kaliumeyvanid,
Natriumchlorid, Metaphosphorsiure, Orto- und Pyrophosphat, Glyvko-
koll, Alanin, Cystin, Cystein. Glutathion und Adenylsiure. Die Schutz-
wirkung der verschiedenen Substanzen diirfte wenigstens zum Teil
darauf beruhen, dass die sog. Autoxydation der Ascorbinsiure in Wirk-
lichkeit eine durch Schwermetalle katalysierte Reaktion ist.

Mehrere der oben genannten Stoffe kénnen in physiologischen
Versuchen zur Verwendung kommen. Die Rolle des Phosphates ist be-
reits behandelt worden (S. 216). Von den tbrigen anorganischen Salzen
scheint nur das Natriumchlorid in Frage zu kommen. Eine m/2 Losung
desselben vermochte die Ascorbinsidure vollstindig vor Oxydation zu
schiilzen (ARMENTANO 1940). Von den Aminosiuren waren die schwefel-
haltigen den tibrigen weitaus tiberlegen (DE CARO und GIANI 1934). Unter
diesen wurden Cystin und Cystein gewiihlt. Ausserdem wurde ein x-
trakt von Tropacolum gepriift (v. HAUSEN 1936). Die Versuchsserie
wurde mit einer rein chemischen Unlersuchung iiber den Effekt der
stabilisierenden Substanzen eingeleitet.

Versuch 40. Die Stabilisierung der Ascorbinscdure. Chemischer Versuch.
Niihrlosung A, pli 7,0. Neutralisierte Ascorbinsiiure 1 g je 1. Die Losung wurde
mit folgenden Stabilisatoren versetzt: m/3 Natriumchlorid, m/1 000 Cystein,
m/1 000 Cystin (Aufschlimmung) sowie Extrakt von T'ropacolum majus, 1 : 9.
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Tabelle 54. Die Stabilisierung der Ascorbinsiiure. Chemischer Versuch (Versuch 40).
Die Zablen geben Ascorbinsiiure in g je 1 Losung an.

Stabilisierender Stoff ........ ; Na(l Cystein  Cystin ropaeolum

extrakt
Konzentralion oo e s i v 0 m 3 m 1000 m 1000 129
Ascorbinsiure nach 0 St .51 1,000 1,000 1,000 1,000 0,905
» 2. 0838 0,886 0,905 0,907 0,846
4G o 0351 0,580 0,699 0,685 0,712
965 0 . 0.039 0,473 0,567 0,523 0,626
144 -y 0,013 0,145 0,454 0,302 0,569
199 0 2 15100005 0,017 0,288 0,265 0,487
od o R T R 0 0 0,088 | 0,160 0,357
Shikst e = 0,007 0,006 0,336
408 =y ras 0 0 0,302

Der letztere wurde durch Extraktion von 20 g T'ropaeolum-Blittern mit 100 ml
Aq. bidest. bei 100 C erhalten. Der Extrakt wurde filtriert, worauf sein Ascor-
binsiuregehalt durch Titrieren mit Dichlorphenol-indophenol bestimmt wurde.
Aus diesem Wert sowie aus dem Mischungsverhiiltnis wurde der schliessliche
Gehalt der Losung an Ascorbinsiiure berechnet. Sie enthielt 0,905 g je 1 und
war demnach drmer an Ascorbinsiure als die iibrigen Losungen. Die LLosungen
wurden auf Reagenzrohre verteilt. Tabelle 54.

Die zugesetzten Substanzen wirken in hohem Masse schiitzend auf
die Ascorbinsiiure. Den grossten Effekt hatte der Tropaeolum-Ixtrakt.
Nach 424 Stunden ist nur '/, der Siure oxvdiert gewesen. Cystein hat
ungefihr dieselbe Wirkung wie Cystin. Noch nach 336 Stunden ent-
hielten die Losungen nachweishare Mengen von Ascorbinsiiure. Auch
Natriumchlorid hatte eine nicht zu verachtende Wirkung. Nach 264
Stunden waren jedoch sowohl die NaCl-Losung wie die Kontrolle
ascorbinsiiurefrei.

Versuch 41. Die Stabilisierung der Ascorbinsdure. Physiologischer Versuch.
Dieser Versuch sollte klarlegen. ob die stabilisierte Ascorbinsiiure eine stirkere
Wirkung auf das Wachstum hat als die nicht stabilisierte. Iiir den Fall eines
positiven Effekts war beabsichligt, die Wirkung der Ascorbinsiure auch
bei ganz kleinen Konzentrationen zu priifen. Gleiche Losungen wie im vorigen
Versuch. Ausserdem ascorbinsiiurefreic Kontrollen.

Leider entsprach das Ergebnis nicht den Erwartungen. Es zeigte
sich nimlich, dass simtliche Schutzsubstanzen so starke Storungen des
Wachstums zur Folge hatten, dass die Ascorbinsiiure iiberhaupt nicht
zur Geltung kommen konnte. Da die Zahlen ohne grosseres Interesse
sind, werden sie hier nicht angefiihrt. Dass der Versuch, der ja ein
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ganz negatives Resultat ergab. hier iiberhaupt aufgenommen wurde,
beruht darauf, dass zwischen den Ascorbinsiurekulturen einerseits und
den ascorbinsiurefreien Kontrollen andererseits ein sehr markanter
Unterschied vorlag. Wiihrend das Chlorophyll in den letzteren mehr
oder weniger gut ausgebildet war, hatten simtliche Ascorbinsiiure-
kulturen eine stark griine Farbe, sodass man bei oberflichlicher Be-
trachtung leicht zu der unrichtigen Auffassung kommen konnte, der
Ertrag in diesen sei demjenigen der Kontrollen iiberlegen. Schon friihere
Versuche haben den Verdacht erweckt, die Algen in den Ascorbinsiure-
kulturen seien chlorophyllreicher als die der entsprechenden vitamin-
C-freien Kontrollen. Indessen ist der Unterschied dort nicht so deutlich
zutage getreten wie in diesem Versuch. Die Beobachtung war von
solcher Bedeutung, dass sie mir einer besonderen Untersuchung wert
schien.

8. Chlorophyllgehalt und Kohlensdureassimilation der
Ascorbinsdurekulturen.

Versuch 42. Der Chlorophyll- und Carotinoidgehalt in den Ascorbinscure-
kulturen. Nihrlosung A, pH 7,0, teils mit, teils ohne Ascorbinsiure (1 g je 1).
In den zuerst angestellten Versuchen wurden Erlenmeyerkolben von 1 Liter
mit 500 ml Losung benulzt. Spiiter wurden 500 ml Kolben mit 200 ml Ldsung
verwendet. Die Versuchszeit variierte aus unten angegebenen Griinden etwas.

Am Ende der Versuchszeit wurde das Verhiltnis zwischen dem Ernteertrag
in der Ascorbinsiurekultur und dem der entsprechenden Kontrolle bestimmt.
Der Chlorophyligehalt wurde nach WILLSTATTER und STOLL (1913) festgestellt.
Die Algen wurden abzentrifugiert und in 30-—-50 ml Wasser aufgeschlimmt,
das zum Kochen erhitzt wurde. Nach dem Abkiihlen wurde reines Aceton
zugesetzt, bis die Losung in dieser Beziehung 80 °/o-ig war. Ein Erwirmen auf
dem Wasserbad (ca. 60°) war fiir die Extraktion notwendig. Die Losung wurde
ab und zu mit Aceton versetzt, um das urspriingliche Volumen beizubehalten.
Schliesslich wurde sie tiber Nacht bei Zimmmertemperatur stehen gelassen.

Wie aus Vorstehendem hervorgeht, bereitete es grosse Schwierigkeiten,
das Chlorophyll quantitativ zu extrahieren. Da jlingere Kulturen leichter zu
extrahieren waren als iltere, wurde die Versuchszeit in den weiteren Versuchen
verkiirzt (s. Tabelle 55). Als Losungsmittel wurde ausser Aceton auch Alkohol
gepriift, jedoch ohne besseres Resultat.

Nach vollstiindigem Extrahieren des Chlorophylls wurde die Acetonlésung
durch einen Filtertiegel filtriert, worauf sie in einen Scheidetrichter iiber-
gefithrt und mit Ather versetzt wurde. Wasser wurde in kleinen Mengen zu-
gesetzt, bis eine Schichtung eintrat. Das Chlorophyll ging hierbei in die Ather-
l6sung iiber, withrend die Hauptmenge des Acetons zusammen mit dem Wasser
entfernt werden konnte. Die Atherlosung wurde viermal mit Wasser gewaschen,
worauf sie mit frisch zubereitetem alkalischen Methylalkohol versetzt wurde.
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Tabelle 55. Das Verhiiltnis zwischen dem Chlorophyll-(Carotinoid-)gehalt in den
ascorbinsiiurefreien Kontrollen und in den Ascorbinsiiurekulturen, herechnet auf
die gleiche Menge Algen (Versuch 42). A.S.-Kultur = Ascorbinsiiurekultur.

| Chlorophyll = Carotinoide Versuchs-
Brgmielll oo s s e Kontrolle Kontrolle zeit in

| AS-Kultur = AS.-Kultur Tagen

Ghlorella=sp: & e v Gori Gos s oh sviws 12476 12:0 30
Chlorella Culgares B el ot e 1257 1:3.4 26
Scenedesmius. obligUUs i i e 15250, 1:3,4 28
Scenedesmus dimorphus’ . ... i diiia 1215 Fold 14
Sceniedesinns QCUIINATUS oo i s v s s 1:1.4 1419 15
Scenedesmus quadricauda - ... 0 i 1229 1528 17
Stichococeus: baclllaris: . i crinis vy 1165 1:1,56 18

Nach vollstindiger Verseifung wurde Wasser und festes Kochsalz zugesetzt.
Nach Umschiitteln und Schichtung wurde die griine chlorophyllinhaltige
witsserige Losung von der gelben carotinoidhaltigen étherischen Losung ge-
trennt. Letztere wurde mit Wasser gewaschen, das mit der Chlorophyllinlosung
vereinigt wurde. Diese wurde ihrerseits mit Ather gewaschen, der mit der
Carotinoidlosung vereinigt wurde. Die Chlorophyllinlésungen von der Ascorbin-
siiurekultur und der Kontrolle wurden auf gleiches Volumen gebracht, worauf
die Korrektion fiir die Unterschiede in der Zellen-
anzahl je Volumeinheit vorgenommen wurde. Hierauf
wurden die Losungen im Vergleich miteinander kolorimetriert. In entsprechen-
der Weise wurde mit den Atherldosungen verfahren. Tabelle 55 zeigt das Ver-
hiilltnis zwischen dem Chlorophyllgehalt in der Kontrolle und in der Ascorbin-
siurekultur berechnet auf dieselbe Menge Algen, nebst dem
entsprechenden Verhilltnis zwischen den Carotinoidgehalten.

Aus dem Versuch geht hervor. dass die in der Ascorbin-
saurekultur gewachsenen Algen einen Chloro-
phyllgehalt haben, der bedeutend hoher ist als
der in den Kontrollen. In vier der untersuchten Fille ist der
Chlorophyllgehalt etwa 1.5, in einem Fall 2 und in zwei Fillen fast
3 Mal so gross. Die Unterschiede im Carotinoidgehalt sind, mit ciner
Ausnahme. in siimtlichen Fillen gleich oder grosser als die Unterschiede
im Chlorophyllgehalt. Die verschiedenen Arten verhalten sich im Prinzip
in gleicher Weise, obgleich quantitative Unterschiede bestehen. Es ist
also offenbar, dass die Wirksamkeit der Ascorbinsiure in irgend einer
Weise mit der Zunahme des Chlorophyllgehaltes verkniipft ist. Wie die
Ascorbinsiiure die Kohlensiureassimilation beeinflusst, geht aus fol-
genden Versuchen hervor.
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Versuch 43. Die Assimilation der Algen nach kurzer Behandlung mit
Ascorbinsdure. Kulturen von Chlorella vulgaris B sowie Scenedesmus obliquus
wurden in Nihrlosung B aufgezogen: pH 7,0. Nach 14 Tagen wurden die Algen
abzentrifugiert, in 20 ml Aq. bidest. aufgeschlimmt, worauf die Suspension
nach griindlichem Umschiitteln in zwei gleiche Hélften geteilt wurde. Die eine
wurde mit 10 ml m/150 Phosphatpuffer versetzt, die andere gleichfalls mit
10 ml Puffer, der aber neutralisierte Ascorbinsiure enthielt. Die schliessliche
Konzentration der Ascorbinsiiure betrug 0.5 g je 1. pII 7,0. Die Algensuspensio-
nen wurden 48 Stunden im Dunkel verwahrt. Darauf wurden die Algen abzen-
trifugiert (eine Justierung fiir einen Unterschied im Wachstum erwies sich als
tiberfliissig) und zweimal mit Karbonatpuffer gewaschen (15 ml m/10 Natrium-
karbonat-+85 ml m/10 Natriumbikarbonat, pH 9,2). Schliesslich wurden sie im
oben genannten Karbonatpuffer aufgeschlimmt. worauf Atmung und Assimila-
tion im WARBURG-Apparat bestimmt wurden. Der Versuch wurde mit Ascorbin-
siure in der Konzentration 1 g je 1 wiederholt.

In bezug auf Einzelheiten der Methodik sei auf die Arbeiten von DICKENS
(1941) sowie STEINER (1941) verwiesen. Hier soll nur erwithnt werden, dass ein
vollstindiges Entfernen der Ascorbinsiiure unerliisslich war, da sie sowohl in
reduzierter wie in oxydierter Form Sauerstoff aufnimmt. Jede Kultur wurde
mit einer 200-Watt Lampe beleuchtet. Wegen der Wirmeentwicklung der
Lampen musste eine Kupferspirale mit fliessendem Wasser in das Bad ein-
montiert werden, sodass eine konstante Temperatur von 25 C erhalten werden
konnte. Die Schiittelfrequenz betrug 120 Schlige in der Minute. Tabellen
56—59.

Aus dem Versuch geht hervor, dass die Ascorbinsiurebehandlung
die Chlorella-Kulturen direkt schidlich beeinflusst hat (Tab. 56, 58).
Die reelle Assimilation betrug nur °/,,—"/,, der der Kontrollen. Bei
bhoherer Konzentration war die schiidliche Wirkung stiirker. Die Scene-
desmus-Kulturen schienen dagegen von der Ascorbinsiiure gar nicht

s

beeinflusst zu werden (Tab. 57, 59).

Tabelle 56. Die Assimilation der Algen nach 48-stiindiger Behandlung mit Ascorbin-

siure, 0,5 g je I, im Dunkeln. Chlorella vulgaris B. Alter der Kultur 14 Tage
(Versuch 43). Assim.— Assimilation; A.S.-Kult. = Ascorbinsiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsiurekultur Reelle

i : Assim,
Zeit in Minuten ,\p\p:\.ronl(* Atmung Reelle A\ppfl‘r'enlc Athmung Rm;llv A.S.-Kult.

Assim. 3 Assim. Assim. 3 Assim. |z

mm?® O ot mm?® 0, mm?® O» W s mm?® O» Kontrolle
o Vet et 36,3 4.8 20.9 4.9
20 i s 46.4 4.8 31.4 4.9
20; Mittelwerte 414 48 46.2 26.2 49 31.1 0.77:1
10 c i s 20,3 2.4 13.4 2,9
10C s 26,1 2.4 16.4 2,3

10; Mittelwerte 23,2 24 25,6 14.9 2.5 17.4 07:1
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Tabelle 57. Die Assimilation der Algen nach 48-stiindiger Behandlung mit Ascorbin-
siiure, 9,5 g je I, im Dunkeln. Scenedesmus obliquus. Alter der Kultur 14 Tage
(Versuch 43). Assim.— Assimilation; A.S.-Kult. — Ascorbinsiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsdurekultur Reelle
Syl . Assim.
Zeit in Minuten Apparente K Reelle  Apparente Abinung Reelle | A S _Kult.
Assim, 30| Assim. Assim. 3 - Assim | = :
B 0o mm®* Os mm“()g‘ s O mm* Oz T Kontrolle
s s 26,6 3.0 53,7 2.9
bo i tionis oy 80,7 4.5 50,8 4.4
15 ik o 50,7 3,0 49,3 2.9
i by B R e 53.1 4.5 53.7 2,9
15; Mittelwerte 53.3 3.8 57.1 51,9 3.3 55,2 1;0:21

Tabelle 58. Die Assimiiation der Algen nach 48-stiindiger Behandlung mit Ascorbin-
sidure, 1 g je I, im Dunkeln. Chlorella vulgaris B. Alter der Kultur 14 Tage
(Versuch 43). Assim. = Assimilation; A.S.-Kult.= Ascorbinsiiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsiurekultur Reelle
et Mt Assim.
Zeit in Minuten | rente solle | rente S

= = Os ]S D el (5 g ! Kontrolle

mm® s mm?® 0, mm?® Os mm?® O»

D0 37,7 6,7 4.4 23.8 4,5 28,3 06:1
- 21,8 3,4 14,9 9.9
I e 16,0 3.4 8,9 2.9
10; Mittelwerte 18.9 3.4 223 119 2.2 14,1 06:1

Tabelle 59. Die Assimilation der Algen nach 48-stiindiger Behandlung mit Ascorbin-
siiure, 1 g je I, im Dunkeln. Scenedesmus obliquus. Alter der Kultur 14 Tage
(Versuch 43). Assim.=— Assimilation; A.S.-Kult. = Ascorbinsiiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsiurekultur Reelle
= = Assim.
Zeit in Minuten A\pp{n:onh- Afiitng Reelle Apparente Atmung Reelle ' 4 S _Kult.

Assim. 3 o L ASSIm: Assim. 3 Assim. |,
mm? O, e U mm?® Os mm® O, am s mm? Os Kontrolle
15 e e S 44,7 6,0 13,5 4.4
S T e B e 41,7 3,0 43,5 2.9
bl = o 41,7 3,0 10,6 2.9
S e 41,7 4,5 42,1 14
15; Mittelwerte = 425 4.1 46,6 424 3,7 46,1 10:1
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Tabelle 60. Die Assimilation der Algen nach 48-stiindiger Behandlung mit Ascorbin-
siture, 0,6 g je 1, im Licht. Chlorella vulgaris B. Alter der Kultur 17 Tage
(Versuch 43). Assim.— Assimilation; A.S.-Kult. —= Ascorbinsiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsidurekultur Reelle
i : Assim.,
Zeit in Minuten Apg);lfcnle Mg Regll(- App‘:?‘rente Atmung Rgo_lle LS Kilt.
Assim. 3 Assim.  Assim. 3 Assim. |
mm?® Os i Op mm® O mm® Oy mm " Op mm® Oy Kontrolle
2 Be R e e 17,4 1.4 19,4 4.5
0 A e e e 20,3 259 23,8 3,0
20 R Sy 20,3 e 19,4
20; Mittelwerte 193 3.7 23,0 20,9 3.8 247 1,151
16 s { 11,6 2.9 145 11.9 3,0 149 1,0:1

Tabelle 61. Die Assimilation der Algen nach 48-stiindiger Behandlung mit Ascorbin-
siure, 0,5 ¢ je 1, im Licht. Scenedesmus obliquus. Alter der Kultur 13 Tage
(Versuch 43). Assim.— Assimilation; A.S.-Kult. = Ascorbinséiurekultur.

Kontrolle \ Ascorbinsidurekultur Reelle
2P : - SErssea 3 Assim.
Zeit in Minuten A}:pz.x.reme Atmung Ree}le Appar.ente Atmung Rgﬁlle A.S.-Kult.

Assim. 3 | Assim. Assim. 3 Assim; | 3~
mm?® Os mm" Os 'mm?® Oz mm?® Os mm® Og mm? O» Kontrolle
e 67,1 6,0 63,8 5,8
(Bovis e 58,1 3,0 68,2 2,9
| R e g 71,5 3,0 81,2 4,4
BBt et 56,6 4,5 66,7 4,4
15; Mittelwerte 63,3 4,1 67,4 70,0 44 74,4 Talosd

Der negative Effekt auf Chlorella steht in schlechter Ubereinstim-
mung mit den Wachstumsversuchen. Um die Verhiiltnisse mit diesen
besser iibereinstimmend zu machen, wurden die Kulturen wihrend der
Ascorbinsiurebehandlung beleuchtet (48 Stunden). Hierauf wurden
Assimilation und Atmung wie frither bestimmt. Tabellen 60—63.

Die Tabellen zeigen, dass die ascorbinsiiurebehandelten Algen eine
Assimilation haben, die derjenigen der Kontrollen gleichgestellt oder
etwas tiberlegen ist. Der Unterschied in der Assimilation nach Ascorbin-
siurebehandlung im Dunkel bzw. im Licht ist namentlich in bezug auf
Chlorella auffallend (Tabellen 56, 58, 60, 62).

Der Versuch zeigt, dass die Ascorbinsiure im Licht und im Dunkel
verschiedene Wirkung hat. Im Licht hatte sie bei den herrschenden
Verhiiltnissen keinen oder nur einen schwach positiven Effekt auf die
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Takelle 62. Die Assimilation der Algen nach 48-stiindiger Behandlung mit Ascorbin-
siture, 1 g je 1, im Licht. Chlorella vulgaris B. Alter der Kultur 14 Tage
(Versuch 43). Assim.-— Assimilation; A.S.-Kult. = Ascorbinsiiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsdurekultur Reelle

Zeit in Mi =, S Assim.
Zeit in Minuten Apg)al:ente Atouung Rc.‘e.llv Appg'rcnle Atmung Reelle | 4 S _Kult.

Assim. 3 Assim.  Assim. 3 Assim. |,

mm? 0y | ™ 02 mm® O, mm? Oy fun O mm? ()9}}\0"”0“0
16 aviiinaas 65,3 7.3 56,6 8,9
bR 51 46,4 7,3 52,2 7,5
| B R Sl i 62,4 5,8 29,6 6,0
) B it i e 56.6 5,8 49,7 7.5
15; Mittelwerte 57,7 6.6 64,3 54,5 7.5 62,0 10:1

Tabelle 63. Die Assimilation der Algen nach 48-stiindiger Behandlung mit Ascorbin-
siure, 1 ¢ je 1, im Licht. Scenedesmus obliquus. Alter der Kultur 13 Tage
(Versuch 43). Assim.— Assimilation; A.S.-Kult.=— Ascorbinsiiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsdurekultur Reelle
4o Mi = = = Assim.
Zeit in Minuten ix[ipé}‘el1l(- Atmung Reg_lle App‘a‘r.ente Atmung Rgglle A.S.-Kult.
Assim. 3 Assim. Assim. 3 Assim. -
mm?® Oy mm- Og mm® 0 mm?® O» oL Oz mm? O» Kontrolle
it e 50,7 4,5 60,9 4,4
e i 41,7 3,0 49,3 2,9
s e 44,7 3,0 52,2 2,9
I iae s, 44,7 3,0 49,3 2,9
15; Mittelwerte 455 34 489 529 3.3 56,2 b i |

Assimilation. Im Dunkel wirkte sie dagegen schidlich auf die nach-
folgende Assimilation von Chlorella, withrend Scenedesmus sich weni-
ger empfindlich zeigte. Der Versuch spricht ferner dafiir, dass die
Ascorbinsdure nicht direkt in den Assimilations-
prozess eingreift Solchenfalls hiitte man erwartet, dass
ihre positiven Wirkungen nach der 48-stiindigen Behandlung stirker
zutage getreten wiiren. Erfolgt die Beeinflussung via die Chloro-
phyllbildung, so soll der Unterschied in der Assimilation umso grosser
sein, je linger die Ascorbinsiiurebehandlung gedauert hat. Am ratio-
nellsten scheint es mir hierbei, die Assimilation von in Ascorbinsiiure-
16sung aufgezogenen Algen mit der von in reiner Mineralsalzlosung auf-
gezogenen zu vergleichen.

Versuch 44. Die Assimilation der Ascorbinsdurekulturen. Chlorella vulgaris
B. Scenedesmus obliquus sowie Scenedesmus quadricauda wurden in Nihrlosung
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A, die 1 g Ascorbinsiure je 1 enthielt, aufgezogen. Ausserdem ascorbinsiurefreie
Kontrollen. Nach 12—18 Tagen (s. die Tabellen) wurde der Ertrag in den
Kulturen bestimmt. I's wurde eine Justierung fiir Unterschiede durchgefiihrt,
sodass die Ascorbinsdurekulturen und die entspre-
chenden Kontrollen gleichviele Zellen je Volumein-
heit enthielten.  Es wurden gleich grosse Volumen
zentrifugiert und die Algen zweimal mit Karbonatpuffer gewaschen.
Assimilation und Atmung wurden hierauf wie frither im WARBURG-Apparat be-
stimmt. Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 64-—73 zusammengestellt.

Tabelle 64. Die Assimilation der Ascorbinsiurekulturen. Chlorella vulgaris B.
Alter der Kultur 18 Tage (Versuch 44). Assim.— Assimilation;
A.S.-Kult. = Ascorbinsiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsiurekultur Reelle

o ; Assim.
e M A}ip‘l?.l‘(‘lll(‘ Atmung I‘?f\.ll(x ;\ppfdl:eme Atmung Hl?o.”(‘ A.S.-Kult.

Assim. 3 Assim. Assim. 3 Assim. |

mm? 0, MM O2 mm?® 0> mm?® Os o e mm?® O Kentrolle
1B R e e 26,8 3,0 49,3 2.9
b e, 25.3 3,0 50,8 2.9
S e e S 23,8 155 49,3 1,5
e e 23,8 1.5 47.9 2:9
15; Mittelwerte 249 23 27,2 49.3 2,6 519 1:9:51

Tabelle 65. Die Assimilation der Ascorbinsiurekulturen. Chlorella vulgaris B.
Alter der Kultur 18 Tage (Versuch 44). Assim.=— Assimilation;
A.S.-Kult. = Ascorbinsiiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsiurekultur Reelle
Zeit in Mi Assim,
‘et 1n Minuten arente / arenie seile U 7
.\pp,n.«nl( Atinung Ree}le Apparenic Atmung R(‘(‘.lll A.S.-Kult.
Assim. ©1 Assim. | Assim. Assim.

mm?® Os mm® Oy Kontrolle

mm? Os

mm* O mm® O mm® O,

15 es i 38,7 759 47,9 1.4
19 G i 38,7 3,0 83,7 5,8
LD e 37,3 14,5 47,9 5,8
| S e TP S 35,8 3,0 46,4 2,9

15; Mittelwerte 37,6 4,5 42,1 49,0 4,7 53,7 13:1
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Tabelle 66. Die Assimilation der Ascorbinsiiurekulturen. Scenedesmus obliquus.
Alter der Kultur 12 Tage (Versuch 44). Assim.— Assimilation;
A.S.-Kult. = Ascorbinsiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsdurekultur Reelle
gos d e Assim.
Zeit in Minuten A Ysalle Ao bareats o S
Appa.r(nl( Atmung l\u..ll( App‘.ll( nte Atmung Rte.lle A.S.-Kult.
Assim. it Assim. Assim. 0 Assim. Kontiolla
mm?® Os 2 mm® 0, mm? Os 2 mm?3 Oy OMTONC
|

5 et a e e 18,9 2,9 37,8 4,5

165 i 17,4 2:9 34,3 3.0

IS s i 10,2 — 28,3 —

| IS e e 17,4 — 38,7

15; Mittelwerte 16,0 29 18,9 34,7 3.8 38.5 20:1

Tabelle 67. Die Assimilation der Ascorbinsiiurekulturen. Scenedesmus obliquus.
Alter der Kultur 14 Tage (Versuch 44). Assim.— Assimilation;
A.S.-Kult. = Ascorbinsiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsdurekultur Reelle
Zeit in Minut Assim.
Zeit in Minuten - selle are S « T
Apparente Atmiting Reelle  Apparente Atmung Reelle A S _Kult.
Assim. > Assim. | Assim. Assim.

3 3 &
p mm?® O mm® O Kontrolle
mm® O» 2 mm®0s mm?® Os 2l mm? 0y *°

Lo e 30,5 {518 56,6 8.9

15 29,0 2,9 53,6 3,0
15 7 30,5 4.4 65,6 3,0
Bl e ey 31,9 4,4 65,6 4,5
Ll e e 31,9 — 61.1 =
15; Mittelwerte 30,8 44 35,2 60,5 4.9 654 19:1

Tabelle 68. Die Assimilation der Ascorbinsiiurekulturen. Scenedesmus obliquus.
Alter der Kultur 16 Tage (Versuch 44). Assim.— Assimilation;
A.S.-Kult. = Ascorbinsiiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsidurekultur Reelle
Zeitin Mituf Assim.
Zeit in Minulen arente ) arente selle i
Appfn.x_oni(, Atriing Re@lc Apparentc K R(.('ll( A.S.-Kult. |
Assim. N Assim. | Assim. S s Assim. Yontrolle|
mm* O, 2 mm? 0 mm? O, 2 I mm3 0, >R oLe
| i S e R e 33,4 2,8 83,4 6,0
1oy s Sl 45,0 4,4 104,3 | 45
R e i 39,2 5.8 90,9 6,0
I o 89,2 2,9 95,4 | 3,0

e e e 34,8 - 86,4 s
15; Mittelwerte 38.3 47 43,0 92.1 49 97.0 23:1
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Tabelle 69. Die Assimilation der Ascorbinsiiurekulturen. Scenedesmus obliquus.
Alter der Kultur 16 Tage (Versuch 44). Assim.— Assimilation;
A.S.-Kult. = Ascorbinsiiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsdurekultur Reelle

S ; Assim.
Zeit in Minuten Apparente ., Reelle Apparente , = Reelle A5 _guit.

Assim. 3~ | Assim. Assima: 505 2P Assim. | —

mm?® Os oy o mm?® 0> mm® Os T Js mm? Oy Rontrolle
Degmi e s 66,7 | 131 96,9 | 14,9
I e 58,0 8,7 92,4 10,4
s 60,9 8,7 80.5 8,9
- LSl e 99,1 8,7 76,0 8,9
1 S e 59,5 — 104,3 —
15; Mittelwerte 60,0 9.8 69,8 90,0 10,8 1008 14:1

Tabelle 70. Die Assimilation der Ascorbinsiurekulturen. Secenedesmus obliquus.
Alter der Kultur 17 Tage (Versuch 44). Assim.=— Assimilation;
A.S.-Kult. = Ascorbinsiiurekultur.

? Kontrolle Ascorbinsdurekultur Reelle
A : ‘ e % Assim.
Zeit in Minuten A[Lpar.enle‘mm"ng I{g(ﬁllc §Appa'rente Afoniing R?(?}le A.S.-Kult.
Sill‘n. 28 05 ; Assalm. | A.ss'ml. S 0L A.s.s;m. Kontrolle
mm® O mm?® O] mm? O mm® O»
Thei ps i 19,1 7.3 685 | 75
L e 37,7 7,3 5351 7,0
B e 15,0 5.8 68,5 6,0
W 45,0 73 e
15; Mittelwerte 425 6.9 494 A T 16 | 14:1

Tabelle 71. Die Assimilation der Ascorbinsdurekulturen. Scenedesmus quadricauda.
Alter der Kultur 16 Tage (Versuch 44). Assim.— Assimilation;
A.S.-Kult. = Ascorbinsiiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsiurekultur Reelle
‘ Foitin Mot Assim.
Zeit in Minuten  Apparente selle arente selle SR e
Apparente Atmung Reelle Apparente Atmung li:iilll:l A.S.-Kult.

Assim.  Assim.
mm?® O mm?® O

Assim.

mm?® Os Kontrolle

mm?* O» mm? Os

mm? Oy

e 191 1,5 86,4 3,0
o i 36,3 1,5 73,0 3,0
Sl s e o 10,6 2,9 86,4 45
B 37,7 2,9 71,5 6.0

15; Mittelwerte 39,2 22 414 80.8 41 849 21:1
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Tabelle 72. Die Assimilation der Ascorbinsiurekulturen. Scenedesmus gquadricauda.
Alter der Kultur 16 Tage (Versuch 44). Assim.— Assimilation;
A.S.-Kult. = Ascorbinsdurekultur.

Kontrolle Ascorbinsiurekultur Reelle
e ¢ 5 Assim.
Zeit in Minuten  Apparente Reelle Apparente Reelle | A S.Kult
Atmung : = Atmung = A0: .
Assim. 3 Assim. Assim. 3 Assim. .,
mm* Os mm* O» Kontrolle

mm? Oy mm?® 0> mm?® O» mm?® Oz

| 07 S e e 16,4 4,4 79,0 6,0
) §S e R 50,8 259 83,4 4.5
8 SR i 46,4 2.9 82,0 4,5
| e o 49,3 2,9 90,9 6,0
15; Mittelwerie 48,2 3.3 51,56 83,8 53 89,1 17 :1

Tabelle 73. Die Assimilation der Ascorbinsiurekulturen. Scenedesmus quadricauda.
Alter der Kultur 17 Tage (Versuch 44). Assim.— Assimilation;
A.S.-Kuit. = Ascorbinsiiurekultur.

Kontrolle Ascorbinsiurekultur Reelle

e : s i T Assim.
vy A[;pu‘renle Atmung R?'?’.“e Appvz?.rente Atmung Reelle | 4 5 Kult.

Assim. 3 Assim.  Assim. 3 Assim. | -

mm?® O e mm?® 0O, mm?® Oy mm® Op mm?® O» Kontrolle
15 30,5 2.9 11,7 6,0
b= v 30,5 2.9 53,6 4,5
I e S St 29,0 2,9 46,2 4.5
| 10 s el 27,6 2,9 49,2 3,0
15; Mittelwerte 294 29 323 477 45 52,2 1,61

Die Tabellen zeigen, dass die in Ascorbinsdureldésung
gewachsenen Algen bedeutend stidrker assimiliert
haben als die in den entsprechenden ascorbin-
sdurefreien Kontrollen. Das Verhiltnis zwischen der Assi-
milation in den beiden Kulturen kann betriichtlich variieren. Der nied-
rigste bzw. hiochste Wert war fir Chlorella 1.3 : 1 und 1,9 : 1, fir
Scenedesmus obliquus 1,4 : 1 und 2.3 : 1 sowie fiir Scenedesmus quadri-
cauda 1,6 : 1 und 2,1 : 1. Hierbel ist zu beachten, dass die Kulturen in
bezug auf das Alter oft nicht gleichwertig gewesen sind.

Auch die Atmung zeigt eine Tendenz zu Steigerung in den Ascorbin-
siaurekulturen. In mehreren Fillen ist der Unterschied indessen unbe-
deutend oder er fehlt vollkommen.

Da die CO,-Assimilation der assimilierenden Fliche proportional
ist, ist es denkbar, dass die Ascorbinsiiure ganz einfach eine Vergrosse-
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Tabelle 74. Die Zellengrisse, ausgedriickt in u, in den Ascorbinsiurckulturen nebst
den ascorbinsiiurefreien Kontrollen (Versuch 44).

Ascorbinsiure g je 1 .......... 0 1
Ghlorella -vulgaris B iiiv v 3,7 3,7
(Durchmesser) -+ 0,06 I 0,06
Scenedesmus obliquus . ....... 7.8 8.0
(Zellenldnge) -+ 0,10 -+ 0,11
Scenedesmus obliquus . ..... .. 4.3 45
(Grosste Zellenbreite) -+ 0,06 -+ 0,08
Scenedesmus quadricauda . .. .. 16,1 16,1
(Conobienlinge) 40,14 -+ 0,21
Scenedesmus quadricauda . .. .. 11,2 11.2
(Conobienbreite) -+ 0,14 -+ 0,11

rung dieser verursacht, was sich solchenfalls in einer Vergrosserung der
Zellen selbst zu erkennen geben miisste. Laut Tabelle 74 besteht indessen
kein Unterschied in der Zellengrisse zwischen Ascorbinsiurekultur und
Kontrolle. Die Ursache der Assimilationserhohung ist also anderswo zu
suchen. Eine Untersuchung, ob zwischen CO,-Assimilation, Chloro-
phyligehalt und Wachstum ein Zusammenhang vorhanden ist. erschien
berechtigt.

Versuch 45. Der Zusammenhang zwischen Assimilation, Chlorophyllgehalt
und Wachstum. Scenedesmus obliquus wurde in Nihrlosung A, pH 7,0, mit
und ohne Ascorbinsiure (1 g je 1) kultiviert. 150 ml Kolben mit 50 ml Lésung
in jedem. Nach sechs bzw. vierzehn Tagen wurden Assimilation. Chlorophyll-
gehalt, Wachstum und pH der Kulturen laut frither angegebenen Methoden
bestimmt. Die Assimilationsintensitit und der Chloro-
phyllegehalt beziehen sich wie:friuher auf gleiche
Mengen Algen in Kontrolle und Ascorbinsidurekultur.
Eine extra Ertragsbestimmung wurde nach neun Tagen gemacht, s. u. Um
geniigende Mengen Material schon nach sechs Tagen erhalten zu konnen, wur-
den drei Kulturen zu einer vereinigt. Die Versuchsergebnisse sind in den Ta-
bellen 75—79 sowie in Abbildung 9 wiedergegeben. Die Assimilationszahl wurde
ausgedriickt als das Verhiltnis zwischen mm? O2 und dem Chlorophyllgehalt,
wobei der Chlorophyllgehalt der Kontrolle=1 gesetzt wurde. Tabelle 79 enthilt
eine Zusammenfassung des ganzen Versuches.

Nach sechs Tagen ergal sich folgendes Resultat (Tabelle 75 und 76).
Die Assimilationszahlen fiir Ascorbinsiurekultur und Kontrolle zeigten
gute Ubereinstimmung (75,5 und 74.1 bzw. 56.2 und 59.4). Das Ver-
hiltnis zwischen der Assimilation der Ascorbinsiurekultur und der der
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Tabelle 79. Der Zusammenhang zwischen Assimilation, Chlorophyligehalt und
78 (Versuch 45;

Wachstum. Scenedesmus obliquus. Zusammenfassung der Tab. 75
Abb. 9). Die Zahlen sind Mittelwerte.

VA D 1 BV et See S e e O T 6 9 14
Reelle Assimilation, A.S.-Kultur/Kontrolle . .. 14:1 - 151
Chlorophyllgehalt, A.S.-Kultur/Kontrolle . ... 1,4:1 — 1561
Ertrag, A.S.-Kultur/Kontrolle .............. 1,4:1 1;6:21 13:1
pH s derc ALS=Rultar:, Soet il sasasian s s 6,9 6,8 6,5
pHiin'-der Kontrolle > =l ool mais i 7,0 7,0 7|
20
X
S
~ d
RN ——
IR o —
\Q‘ S\ -—
X 5 ®
S A ~
v ~
NI 7 ®
(S RN}
NS ~
S by
ST S
Sy Y
w N
T Q

a 4

Zeit in Tagen —

Abb. 9. Das Verhiltnis zwischen der Assimilationsintensitat in eciner Ascorbinsidure-
kultur und in einer ascorbinsiurefreien Kontrolle zu verschiedenen Zeitpunkten nebst
entsprechenden Werten des Chlorophylligehaltes. Die Assimilationsintensitiat und der
Chlorophyllgehalt der Kontrolle sind zu jedem Zeitpunkt gleich 1 gesetzt und die
entsprechenden Werte der Ascorbinsdurekulturen im Verhiltnis hierzu berechnet
worden. Die Abszisse gibt die Zeit in Tagen, die Ordinate die Assimilationsintensitét
bzw. den Chlorophyllgehalt in relativem Mass an. (O O = Assimilations-

s

intensitat; X ---------- _= Chlorophyllgehalt (Versuch 45, Tabellen 75—79).

16 Botaniska Notiser 1946.
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Kontrolle sowie entsprechende Werte fiir Chlorophyllgehalt und Ernte-
ertrag waren in simtlichen Fillen 1.4 : 1 (Mittelwerte. Tabelle 79). Das
pH der Ascorbinsiurekulturen hat indessen schon zu sinken begonnen.
Da man auf Grund der so schnell eintretenden pl-Verschiebung ver-
muten konnte, dass die Differenz im Ertrag klein ausfallen und bald
kulminieren wiirde, wurde eine extra Ertragsbestimmung nach neun
Tagen ausgefiihrt. Das Verhiiltnis betrug in diesem Zeitpunkt 1.6 :1
und war, wie sich spiiter herausstellen sollte, maximal.

Nach vierzehn Tagen ist in den Ascorbinsiiurekulturen eine kleinere
Erhohung sowohl der Assimilationsintensitit wie des Chlorophyllge-
haltes eingetreten (Tabelle 77 und 78 sowie die Mittelwerte in Tabelle
79). Die Assimilationszahlen zeigen fortwiihrend gute Ubereinstimmung.
Das Verhiltnis zwischen dem Ertrag in der Ascorbinsiurekultur und
dem in der Kontrolle war nun nur 1,3 : 1.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein Zusamm e n-
hang zwischen Assimilation und Chlorophyllge-
halt festgestellt werden kann, indem direkte Pro-
portionalitit vorliegt Die durech Ascorbinsiure
veranlasste Erhohung des  Chlorephyllcehaltes
bewirkt also eine Erhohung der Assimilations-
intensitdt. Auch ein Zusammenhang zwischen Ertrag einerseits
sowie Assimilation und Chlorophyllgehalt andererseits scheint zu Beginn
vorzuliegen. Bald kommt es in den Ascorbinsiurekulturen jedoch zu
Veranderungen, die aut das Wachstum hemmend wirken: die P a-
rallelitit zwischen Wachstum und Assimilation
hat nur wihrend eines begrenzten Zeitabschnit
tes Giltigkeit. Vgl. auch Versuch 36, Tab. 48 sowie Abb. 8.

9. Ascorbinsdure bei mixo- und heterotropher Erndhrung.

Aus dem vorstehenden Abschnitt 8 geht hervor, dass die Wirksam-
keit der Ascorbinsiure an die Chlorophyllbildung gebunden ist. Aus
diesem Grund ist zu erwarten, dass ihr Effekt bei mixotropher Ernih-
rung herabgesetzt sein wird. Bei Heterotrophie schliesslich soll er ganz
ausbleiben. Es wurde eine Reihe von Versuchen tiber die Wirkung der
Ascorbinsiure bei Mixo- und Heterotrophie mit einer Bestimmung des
Ascorbinsiuregehaltes der Algen bei verschiedenen Ernihrungsbe-
dingungen eingeleitet.
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Versuch 46. Der Gehalt der Algen an Ascorbinsdure bei autotropher Er-
ndhrung. Nihrlosung A mit pH 7.0. Kolben von 500 ml mit 200 ml Losung
in jedem. Versuchszeit 3035 Tage.

Am Ende des Versuches wurden die Algen abzentrifugiert und darauf in
50 ml Aq. bidest. aufgeschlimmt. Nach griindlichem Umschiitteln wurde die
Suspension in zwei gleichgrosse Hilften geteilt. Die eine derselben diente zur
Trockensubstanzbestimmung, die andere zur Bestimmung des Ascorbinsiure-
gehaltes.

Trockensubstanzbestimmung. Die Algen wurden in einen getrockneten und
gewogenen Filtertiegel (G 4) abfiltriert. Waschen mit Aq. bidest., darauf Trock-
nen bei 105° C bis zu konstantem Gewicht.

Ascorbinsiurebestimmung. Die Algensuspension wurde zentrifugiert und
die Algen in 20 ml 2,5 °/¢-iger Metaphosphorsiiure aufgeschlimmt und etwa /2
Stunde mit Quarzsand zerrieben. Nach einer weiteren halben Stunde wurde durch
ein Saugfilter dekantiert. Hierauf wurde abermals 20 ml Metaphosphorsiure zu-
gesetzt. Erneutes Reiben etwa /s Stunde. Dann wurden Quarzsand +Algen auf
ein Filter gebracht und mit 20 ml Metaphosphorsiiure gewaschen. Das Filtrat
war etwas opaleszierend, was indessen die folgende Titration nicht nennenswert
storte. Diese wurde mit 2,6 Dichlorphenol-indophenol ausgefiihrt (0,05 g Indi-
kator je 100 ml Losung). Die Extraktion durch Reibung mit Sand gab hohere
Werte als eine Extraktion mit kochend heisser Metaphosphorsiure. Der Ascor-
binsduregehalt wurde in mg Ascorbinsiure je g Trockensubstanz berechnet.
Tabelle 80.

Die Ubereinstimmung zwischen den beiden parallelen Serien ist
nicht immer besonders gut. was wahrscheinlich auf die Schwierigkeit,
die Ascorbinsiure vollstindig zu extrahieren, zuriickzufiihren ist. Die
Zahlen sind jedoch von gleicher Griossenordnung. Es ist offenbar, dass
die- Algen das Vermogen besitzen, 'wenigstens

Tabelle 80. Der Gehalt der Algen an Ascorbinsiiure bei autotropher
Ernidhrung (Versuch 46).

mg Ascorbinsiure je Trciltens 2
B 2" g Trockensubstanz
g Trockensubstanz |
1

KRN s e o e e 1 2 1 2

Chlorella spi- i i svi et doadias 5.3 - 0,0070 -

Chlorella-vulgaris B v 39,3 55,0 0,0104 | 0,0072
Ankistrodesmus: faleatus. . .. oviimoii 21,2 17,6 0,0128 0,0119
Scenedesmuas-obliquus: ;nii S 30,5 15,2 0,0134 0,0152
Scenedesmus dimorphns =~ ooy i vy 39:2 34,7 0,0105 0,0114
Scéenedesmus GCUIMTNALUS . s v o vmin o 248 12,4 0,0066 0,0125
Scemedesmus acaliformis .o i i aive 3155 52,6 0,0082 0,0101
Scenedesmus quadricauda .............. 9.7 22,0 0,0159 0,0190

Stichuocovens boellldris . . 0.5 s sy 20,2 11.2 0,0100 0,0080
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Tabelle 81. Der Gehalt der Algen an Ascorbinsiure bei heterotropher
Erniihrung (Versuch 47).

mg Ascor-
binsaure g Trok-
je g Trok- kensub-

kensub- stanz

stanz
Ghlorella vulgaris'B . ovicive = 0 0,0844
Chlorella pulgarts B- S i i 0 0,0916
Scenedesmiis obliguus .. ..o 0 0,0173
Scenedesmus dimorphus . ......... 0 0,0148
Scenedesmus quadricauda .. ...... 0 0,0467
- Scenedesmus quadricauda ........ 0 0,0540
Stichococcus - bacillaris .- civiaiiin 0 0,0030

einen Teil ihres Ascorbinsidurebedarfes selbst
zu synthetisieren.

Versuch 47. Der Gehalt der Algen an Ascorbinsdure bei heterotropher Er-
ndhrung. Nihrlosung A, pH 7,0, wurde mit Glukose in der Konzentration 10 g

je 1 versetzt. Erlenmeyerkolben von 1 Liter mit 500 ml Losung in jedem.
Dunkel. Versuchszeit 30-—35 Tage. Tabelle 81.

Am Ende des Versuches wurden Trockensubstanz und Ascorbin-
siiuregehalt wie in Versuch 46 bestimmt. Trotzdem die Menge Trocken-
substanz in mehreren Fillen grosser ist als in Versuch 46, konnte
in den Algen keine Ascorbinsiure nachgewiesen
werden.

Versuch 46 und 47 bestiitigen die Annahme, dass die Ascor-
binsdure in ihrer Wirksamkeit an die Assimila-
tion und an das Licht gekniipft ist. Fortgesetzte Ver-
suche tiber den Effekt von Vitamin € bei mixo- und heterotropher Er-
nithrung liefern weitere Beweise hierfiir.

Versuch 48. Die Wirkung von Ascorbinscdure bet mixo- und heterotropher
Erndhrung (Glukose). Niahrlosung A, pH 7,0, wurde mit Glukose zu 10 g je 1
versetzt. Diese Losung wurde teils direkt, teils nach Zusatz von Ascorbinsiiure
in der Konzentration von 1 g je 1 verwendet. Licht und Dunkel. Das Wachstum
wurde durch tigliche Beobachtungen verfolgt. Versuchszeit 12 Tage. Tabelle 82.

Bei mixotropher Ernihrung machten sich die stimulierenden Wir-
kungen der Ascorbinsiiure bei mehreren Arten geltend. Chlorella vulgaris
B sowie Scenedesmus obliquus zeigten jedoch keine Ertragssteigerung.
Stichococcus bacillaris wurde im Wachstum gehemmt.
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Tabelle 82. Die Wirkung von Ascorbinsiure bei mixo- und heterotropher
Erniihrung; Glukose (Versuch 48). Anzahl Zellen je mm?®,

Beleuchtungsverhiltnisse . .............. Licht Dunkel
Ascorbinsfiure in‘g je 1. ... . oo i 0 1 0 1
Chlorella sp: A= iiiviiiv v nm vy 1900 4100 450 300
1900 4900 540 250
Chlorella vulgaris Bl i mans 40 000 46 000 14 000 6 800
41 000 47 600 16 000 6700
Ankistrodesmus falcatus . ... oovivavves 190 860 560 330
180 900 580 390
Secenedesmus ODUgHUS . oo s 13 000 14 000 5 600 770
13 000 13 000 4600 470
Scenedesmus dimorphus . .............. 8 900 13 000 2 600 2100
8 900 15 000 3900 3500
Scenedesmus ‘acuminabus: 5. o5 o 3600 7 400 1100 280
3800 6 900 1600 610
Scenedesmus quudricauda ... ... .. v 3 400 5200 1 400 320
3000 4800 1200 —
Stichococcus bacillarisi: <. i ooy v 33 000 16 000 6 200 920
32 000 15 000 6 300 760

Bei heterotropher Erniihrung wirkt die Ascorbinsiure durch-
weg hemmend. Der Grad der Hemmung ist jedoch bei verschie-
denen Arten sehr ungleich. Die Hemmung dirfte mit der pH-Senkung
zusammenhingen. Diese betrug sowohl in den Licht- wie in den Dunkel-
kulturen 0.3 bis 0,4 Einheiten. Die pH-Verschiebung kann indessen
nicht allein fiir das schlechtere Wachstum in den Ascorbinsiurekulturen
bei heterotropher Ernihrung verantwortlich gemacht werden, da ja die
Lichtkulturen mit gleicher pH-Senkung den Kontrollen gleichgestellt
oder iiberiegen sind.

Versuch 49. Die Wirkung von Ascorbinsdure bei mirvo- und heterotropher
Erncdhrung (Natriumazetat). Nihrlosung A, pH 7.0, wurde mit Natriumazetat
zu 1 g je 1 versetzt. Licht und Dunkel. Tigliche Kontrolle. Versuchszeit 12
Tage. Tabelle 83.

Bei mixotropher Erniithrung wirkt die Ascorbinsiure stark stimu-
lierend. Ausnahmen gibt es indessen (Ankistrodesmus, Scenedesmus
acuminatus ?, Stichococcus). Die Wirkungen der Ascorbinsiure tiber-
treffen in mehreren Fillen jene, die man bei rein autotropher Ernihrung
erhiilt. Dies diirfte mit den pH-Verschiebungen zusammenhiingen. Bei
Anwesenheit von Azetat blieb niamlich die {ibliche pH-Senkung zufolge
der puffernden Wirkung des Azetates (und der Phosphate) aus. Durch
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Tabelle 83. Die Wirkung von Ascorbinsiure bei mixo- und heterotropher
Ernihrung; Natriumazetat (Versuch 49). Anzahl Zellen je mm?®.

Beleuchtungsverhiltnisse . .............. Licht Dunkel
Aseorbinsiure in. gje- b v o iina 0 1 0 1
Ghlorella Sp=A = —nivi i osimerciis vos 2200 8 800 2200 690
2 400 8 200 1600 550
Ghlorelldzvnlgaris:B it ot 14000 23 000 3700 1900
13 000 = 3 400 1700
Ankistrodesmus falcatus ................ 770 630 210 170
710 760 — 170
Scentedesmus obligiius .. v s 3200 11 000 770 590
3100 14 000 1 000 —
Scenedesmus: dimorphirs o oileis 3000 10 000 1200 1100
3400 11 000 1 000 1300
tScenedesmus acuminatis.—; .2 i 3100 5000 480 390
2700 2 800 450
Scenedesmus - ‘quadricauda: 7 i i oonn 800 3900 270 250
750 3800 110 120
Stichocaccus DUctlaris i d Sin s 3800 1600 + =+
4600 1 800 + o

Verbrauch von Azetat-ionen wird die Losung iiberdies alkalisch. Das pIH
war am Ende des Versuches unverindert 7,0. Der stimulierenden Wir-
kung der Ascorbinsidure wird hier also nicht durch eine Senkung ent-
gegengewirkt, weshalb die Differenzen grosser ausfallen.

Im Dunkel hat die Ascorbinsiure nicht stimulierend gewirkt. In
einigen Fillen (Chlorella sp. A, Chlorella vulgaris B sowie Scenedesmus
obliquus) hat sie das Wachstum gehemmt, in anderen ist der Unter-
schied zwischen Kontrolle und Ascorbinsiurekultur unbedeutend oder
ganz fehlend. Da das pH unveriindert gleich 7,0 war, kann der Schluss
gezogen werden, dass die Ascorbinsiure bei hetero-
tropher Erndihrung keine stimulierende Wirkung
besitzt Die hemmende Wirkung kann dem schiidlichen Einfluss der
Oxvdationsprodukte zugeschrieben werden. Die Wirkung dieser Pro-
dukte scheint sich besonders markant bei Chlorella vulgaris B und Sce-
nedesmus obliquus geltend zu machen, die als Hauptversuchsorganis-
men gedient haben. Bei verschiedenen anderen Arten scheinen sie eine
untergeordnetere Rolle zu spielen.

Indessen muss auch damit gerechnet werden, dass die Ascorbin-
siiure in den Atmungsmechanismus eingreift und auf diesem Wege eine
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Tabelle 84. Die Atmung der Ascorbinsiurekulturen. Scenedesmus obliquus. Alter
der Kulturen 18 Tage (Versuch 50). A.S.-Kultur — Ascorbinsiurekultur.

Kulturpaar Nr. 1 Kulturpaar Nr. 2
» . Atmung Zeit . Atmung ‘ Zeit
Almﬂung A.S.-Kultur in A“““u“g | AS.-Kultur | in
mm* O, 2 mm* Q, | g :
i Kontrolle Min. “ | Kontrolle Min.
Rontrolle . i 26,1 ) k8 B | 60 13:1 14:1 60
AS-Rulbws oo 29,8 17,9
Kontrolle— = 26,1 f B e | 60 16,0 1.3=:1 60
AS=Kullnr .. ... 28,3 20,9
Rontrolle = 0 - 26,1 10:1 60 16,0 12:1 60
ANSRultur s e, 26,8 19,4 |
Kontrolle: .. ... 56,6 111 120 33,4 1.2 120
AS:RKaltur = 61,1 41,7

Hemmung herbeifithren kann. Um diese Moglichkeit zu priifen, wurde
folgender Versuch angestellt.

Versuch 50. Die Atmung der Ascorbinsdurekulturen. Chlorella vulgaris B
wurde in Nihrlosung A kultiviert, die 10 g Glukose sowie 1 g Ascorbinsiiure
je 1 enthielt. Kontrolle ohne Ascorbinsiure. 150 ml Kolben mit 50 ml Losung
in jedem. Dunkel. Nach 16 Tagen wurde das Verhiltnis zwischen dem Ertrag
in Ascorbinsiurekulturen und demjenigen in Kontrollen bestimmt. Justierung
zu gleicher Anzahl Zellen je Volumeinheit. Es wurden gleich grosse Volumen
zentrifugiert, die Algen in Karbonatpuffer gewaschen sowie schliesslich im
gleichen, mit Glukose (10 g je 1) versetzten Puffer ausgeschlimmt. Die Atmung
wurde im WARBURG-Apparat bestimmt. Tabelle 84.

Der Versuch zeigt, dass die Ascorbinsiurekulturen eine etwas stir-
kere Atmung haben als die Kontrollen (Vgl. auch BUKATSCH 1940). Die
Ascorbinsiure hemmt demnach die Atmung nicht. Der Ernteertrag war
in den Ascorbinsiurekulturen indessen kleiner als in den Kontrollen
(0.6 : 1 bzw. 0.9 : 1). Man ist demnach berechtigt, anzunehmen, dass die
Hemmung in den ersteren von anderen Faktoren abhingig ist, nimlich
von der oben genannten pH-Senkung sowie den toxischen Oxydations-

produkten.

10. Besprechung der Versuchsergebnisse.

Die Ascorbinsiiure hat bei siimtlichen untersuchten Chlorophyceen
einen deutlich stimulierenden Effekt auf die Zellteilung gehabt. Die
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Wirkungen sind indessen erst bei einer ziemlich hohen Konzentration,
1 g je l. zutage getreten. Niedrigere Konzentrationen haben im all-
gemeinen keine Ertragssteigerung verursacht.

ONDRATSCHEK (1940 a) fand die Konzentration 10100 mg je 1
optimal fiir Haematococcus. Bei 1 g je 1 fand keinerlei Wachstum statt.
Laut H. KYLIN (1942) war 1 mg je 1 eine optimale Konzentration fiir
Ulva withrend der ersten Versuchstage. Nach 12 Tagen traten indessen
die meisten Querwiinde bei 10 mg auf. Losungen mit 100 und 200 mg
je I wirkten anfangs hemmmend. Der hemmende Effekt nahm indessen
allméhlich ab.

Versuche tiber den Nihrwert der Ascorbinsiiure zeigten eindeutig,
dass sie nicht als Kohlenstoffquelle ausgenutzt werden konnte. Zu einem
dhnlichen Resultat kam ONDRATSCHEK (1940 a). Ein Grund, die Siure
als Stickstoffquelle zu priifen, besteht nicht. da sie bekanntlich stick-
stofffrei istt Der vermehrungsanregende Effekt der
Ascorbinsaure ist demnach spezifischer Natur.
Eine Untersuchung iiber die Stabilitit der Ascorbinsiiure lieferte die
Erkliarung, weshalb sie nur in der hochsten Konzentration wirksam war.
Es zeigte sich nidmlich. dass die Ascorbinsiiure in verdiinnten Losungen
schnell oxydiert wird.

Schon in den orientierenden Versuchen konnte in den Ascorbin-
siurelosungen eine wihrend der Versuchszeit eintretende pH-Senkung
festgestellt werden. Die Erscheinung wurde mit der Oxydation der Siiure
in Zusammenhang gebracht. Da das Wachstum mit fallendem pH ab-
nimmt, muss angenommen werden, dass dem gilinstigen Effekt der
Ascorbinsiiure durch die im Verlauf des Versuches eintretende pH-
Senkung entgegengearbeitet wird. In einer ungepufferten Losung war
diese auch hinliinglich, um jedes Wachstum zu verhindern.

IEs scheint mir, als ob die in einer Ascorbinsiurelosung auftretende
pH-Senkung von ONDRATSCHEK (1940 a) nicht berticksichtigt worden
sei. Da ONDRATSCHEK mit ungepufferten LLosungen arbeitete, musste,
wenigstens in Kulturen mit 0,1 und 1 g Ascorbinsiiure je 1, eine betriicht-
liche pH-Senkung eingetreten sein. Wahrscheinlich war die pH-Senkung
in der hichsten Konzentration die unmittelbare Ursache dafiir. dass die
Algen zugrundegingen.

H. KyLIN (1942) beobachtete in Losungen mit 0.1 und 0.2 g Ascor-
binsiiure je 1 vom zweiten Versuchstag an eine pH-Senkung. Die Losung
mit 0.2 g Ascorbinsiiure zeigte folgende Werte: 8.2, 7,8. 7.6, 7.6, 7.8,
7.8, 7.8, 8,0, 8.2. Da KyYLIN mit marinen Algen arbeitete, muss damit
gerechnet werden, dass die Nithrlosung zufolge des Gehaltes des Meer-
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wassers an Karbonat und Bikarbonat eine nicht geringe Pul'l‘(‘l‘k:li)zlzitiit
besessen hat. Nichtsdestoweniger trat eine auffallende pH-Senkung ein.
Da die Losungen nicht steril waren, traten in den Kulturen sowohl
Bakterien wie Infusorien auf. »Es ist moglich, dass die bei der Ver-
wesung gebildete Kohlensiiure die Entwicklung der Keimlinge etwas
verlangsamt hat, in erster Linie beruht indessen die langsamere Ent-
wicklung in den Losungen mit 0,01 und 0.02 °/o Ascorbinsiiure auf die
Giftwirkung der in zu grosser Menge vorhandenen Ascorbinsiure.» Ich
halte es jedoch fiir wahrscheinlich, dass die eintretende pH-Senkung
wenigstens teilweise auf die im Zusammenhang mit der Oxydation der
Ascorbinsiure steigende Aziditit zuriickzufiihren ist, sowie dass diese
nebst den bei der Oxydation auftretenden wachstumshemmenden Sub-
stanzen das geringe Wachstum verursacht haben. Eigene Versuche
sprechen nimlich dafiir, dass die Ascorbinsiure keine Giftwirkung be-
sitzt. Die gegen Ende des Versuches zunehmenden pH-Werte konnen
mit der Wirkung der Bakterien in Zusammenhang gebracht werden.
Eigene Untersuchungen zeigten, dass der Unterschied zwischen
Ascorbinsiurekulturen und Kontrollen etwa am zehnten bis zwolften
Tag maximal war. Hierauf nahm die Differenz wieder ab. da die Ascor-
binsiiurekulturen ihr Wachstum fast ganz einstellten. Die Ursache der
Hemmung in den Ascorbinsiurekulturen ist in der oben erwiihnten
pH-Verschiebung zu suchen. Ausserdem haben die bei der Oxydation
der Ascorbinsiiure gebildeten Zerfallsprodukte eine toxische Wirkung.
Die Oxydation der Ascorbinsiiure ist e¢in sehr komplizierter Prozess,
der entweder spontan verlaufen (Autoxydation) oder auch durch un-
bedeutende Mengen Kupfer oder Eisen katalysiert werden kann. Als ein
erstes Oxydationsprodukt tritt Dehydroascorbinsiiure auf. Diese Oxyda-
tion ist reversibel, und die Dehydroascorbinsiture hat dieselben physio-
logischen Wirkungen wie Ascorbinsiiure (BORSOOK, DAVENPORT, JEFF-
REYS und WARNER 1937). Die Dehydroascorbinsiiure erfiihrt indessen
bald eine necue, irreversible, nicht oxydative Verinderung, wobei Diketo-
gulonsiure gebildet wird. Simtliche Substanzen sind Séuren, aber mit
verschiedenen Dissoziationskonstanten, weshalb die Umwandlung mit
einer Veranderung des pH der Lisung verkniipft ist. pK ist fiir die
Ascorbinsiiure 4.2, fiir die Dehydroascorbinsiiure 9.0 und fiir die Diketo-
gulonsiure ungeftihr 3,3. Die Werte geben eine befriedigende Erklirung
fiir die in den Niahrlosungen auftretenden pH-Verschiebungen. Bei der
weiteren Oxyvdation wird aus Diketogulonsiiure entweder direkt oder
iiber ein Zwischenprodukt Threonsiiure und Oxalsiiure (pK;=14) ge-

ks
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bildet. In alkalischer Losung kann die Oxydation noch weiter gehen,
wobei wahrscheinlich die Threonséiiure oxydiert wird.

Welches von den Zerfallsprodukten der Ascorbinsiure das Wachs-
tum hemmt, dariiber konnen nur Vermutungen geiussert werden. Die
Dehydroascorbinsiure darf man ausschliessen. Unter den iibrigen Sub-
stanzen ist die Oxalsiure leicht nachzuweisen. Die Ascorbinsiure-
l6sungen enthielten aber noch nach einem Monat nur unbedeutende
Mengen dieser Siaure. Ausserdem hat sich die Oxalsiure als eine ausser-
ordentlich gute Kohlenstoffquelle fiir Griinalgen herausgestellt (NAKANO
1917). Es ist daher zweifelhaft, ob die Hemmungen von dieser bedingt
werden. CARTENI und MORELLI (1937) erhielten in Oxydationsversuchen
mit Ascorbinsiiure bei verschiedenem pH Oxalsiure in nachweisbaren
Mengen schon nach einigen Stunden. In diesem Fall handelte es sich
aber um eine von Kupferionen katalysierte Reaktion. In meinen Nihr-
losungen wird die Oxydation mit aller Wahrscheinlichkeit von Eisen
katalysiert: die Nahrlosungen sind Fe-haltig und arm an Cu (Aq.
bidest.). Fiir ecine Fe-Katalyse spricht ferner der Umstand, dass die
Ascorbinsiure von Ortophosphat stabilisiert wird (GOLDSTEIN und
KACHEROVA 1940). Es muss damit gerechnet werden, dass die LEnd-
produkte bei der Fe- und bei der Cu-Katalyse nicht vollkommen iden-
tisch sind.

Ob die Diketogulonsiure und die Threonsiure das Wachstum
hemmen, entzieht sich gegenwiirtig der Beurteilung. HoLTZ und TRIEM
(1937) konnten dagegen zeigen, dass eine mit Sauerstoff behandelte
Ascorbinsiurelosung erhebliche Mengen von Peroxyden enthilt. Laut
ExMAN (1944) kann das Vermogen der Ascorbinsiiure, zyklische Ver-
bindungen in vitro zu oxydieren, durch Wasserstoffperoxydbildung bei
der eigenen Oxydation der Ascorbinsiure erklirt werden. Es ist nicht
unwahrscheinlich, dass Peroxyde fiir die in den Kulturversuchen mit
Ascorbinsiure auftretenden Wachstumshemmungen verantwortlich sind.

Dagegen ist die Ascorbinsidure an und fiir sich
nicht giftig. Noch in der Konzentration von 10 g je 1 konnte bei
Chlorella in einer stark gepufferten Lisung ein maximaler Effekt beob-
achtet werden. Auch in tierphysiologischen Versuchen hat man keine
Giftwirkung des Vitamins gefunden (LEHNARTZ 1942). Wird Ascorbin-
siure in allzu grossen Dosen verabreicht, so wird der Uberschuss mit
Schweiss und Harn ausgeschieden, ohne dass schiidliche Wirkungen
beobachtet werden konnen.

Durch Untersuchungen von u.a. 