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ABSTRACT: Collection of cell sap, AFS (apparent free space) and vacuole concentration of
the osmotically most important mineral components of some Helgoland marine algae.
Samples of cell sap in amounts suitable for chemical analysis of mineral compounds were
obtained by high speed centrifugation of several frost-killed (—20° C) Helgoland algae under
paraffin oil. In order to calculate the vacuole concentration of the mineral salts determined
in these liquids, the extravacuolar solving space of the algae was measured as Lithium
apparent free space (Li-AFS) afier rinsing the algae for several minutes in balanced LiCl
solations. The Li-AFS was calculated from the results gained by flamephotometric determin-
ation of the Li-concentrations in the sap and in the bathing fluid. To avoid errors caused by
interaction of Donnan-effects, the Li-AFS of Chaetomorpha linum kept in diluted sea water
of different concentrations was measured. By plotting the results against the medivm con-
centration, evidence was obtained to show that in 100 % Li-solution (corresponding osmo-
tically to natural sea water of about 30 %), the Donnan effect was negligible. In the more
diluted solutions, however, higher Li-AFS values were obtained. This would indicate that the
differences in the distribution of Li-cations berween medium and AFS, which are effected by
the negative charges of indiffusible anions in the cytoplasm and of fixed acidic groups (e. g.
R-COO™) of phycocolloids in the wall material, will cause considerable errors if Li-con-
centrations are too low. Taking these experiences into account, AFS-values of several algae
from Helgoland were measured by the same technique and the vacuole concentrations of the
analysed mineral compounds calculated.

EINLEITUNG

Die Gewinnung groferer, fiir chemisch-analytische Untersuchungen ausreichender
Zellsaftmengen aus Meeresalgen stiefl bisher — abgesehen von ganz wenigen Ausnahme-
fillen — auf uniitberwindliche Schwierigkeiten. Bei den Ausnahmen handelte es sich um
einige extrem grofizellige Formen, von denen sich der Zellsaft verhdliismifig leicht
in geniigender Quantitit gewinnen lief (Literatur bei CorLanper 1930, 1939). Die an
diesen Objekten gewonnenen Ergebnisse durften jedoch nicht ohne weiteres verall-

t Herrn Professor Dr. Aporr BUckMann zum 65. Geburtstag in Verehrung gewidmet.
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gemeinert werden, Gerade ihre morphologische Sonderstellung lief vermuten, daf sie
auch in bezug auf ihren Stoffwechsel von der ,Norm® abweichen wiirden, denn Struk-
tur und Funktion sind untrennbar miteinander verkniipft und nur verschiedene
Aspekte ein und derselben Gegebenheit: des lebendigen Organismus.

Inzwischen ist es gelungen, eine Methodik zu entwickeln, mit deren Hilfe es
moglich ist, auch von kleinzelligen Meeresalgen Saft in Mengen zu gewinnen, welche
die Durchfithrung von chemischen Analysen mit den {iblichen Makrobestimmungsver-
fahren gestatten. Die Anwendung des neuen Verfahrens (siche unter Methodik) hat
den einzigen Nachteil, dal es dabei zu einer Vermischung des Vakuolensaftes mit dem
Haft- bzw. Imbibitionswasser der Zellwinde, der Interzellularrdume und des Proto-
plasmas kommt. Zur Eliminierung des dadurch bedingten Verdiinnungsfehlers muf}
also diese Wassermenge oder, was praktisch das gleiche bedeutet, die Grofle des extra-
vakuolaren Losungsraumes bekannt sein. Sie 148t sich unter Beriicksichtigung der be-
sonderen, objektbedingten Gegebenheiten als ,apparent free space“ (AFS) be-
stimmen.

ALLGEMEINES

Seiner urspriinglichen, von Horg & StevEns (1952) gegebenen Definition gemifl
sollte der AFS einer Zelle derjenige Raum sein, in den eine gegebene Aufenl6sung —
und zwar sowoh] die Molekeln des Losungsmittels als auch die der gelosten Substanz —
passiv und reversibel durch Diffusion eindringt. Das Hauptanliegen der auf dieser
Begriffsbestimmung basierenden Untersuchungsmethoden war zunichst, zu ergriinden,
wo das entscheidende Hindernis fiir die freie Diffusion gel6ster Substanzen zu suchen
sei: im Plasmalemma oder im Tonoplasten.

Eingehende Untersuchungen dieser Frage (Literatur bei CoLLanDER 1956, KRrA-
MER 1956) fithrten zu dem Ergebnis, dafl fiir den AFS ein und desselben Objektes, je
nach Art und Konzentration der verwendeten Testsubstanz, unterschiedliche Werte
gemessen wurden (Hore 1953, BurLer 1953). Bei Verwendung relativ grofmole-
kularer Anelektrolyte (z. B. Rohrzucker) wurde in erster Linie der extraplasma-
tische 16sende Raum der Zellwinde und Interzellularriume als AFS bestimmt. Dem-
gegeniiber lieff die deutliche Konzentrationsabhingigkeit der mit Hilfe von Elek-
trolyten ermittelten AFS-Werte die Auswirkungen Donvanscher Tonenverteilungen
sichtbar werden. In diesen Fillen war offenbar auch der Zytoplasmaraum — oder zu-
mindest ein Teil desselben — miterfafit worden.

Dieser Umstand lief die Bestimmung des hier interessierenden extravakuolaren
Lésungsraumes mit Hilfe eines geeigneten Elektrolyten unter Beachtung der durch den
Donnan-Effekt bedingten Fehlermdglichkeiten aussichtsreich erscheinen. Die Verwen-
dung eines Elektrolyten zur Bestimmung des AFS von Meeresalgen war schon deshalb
der Benutzung von Anelektrolyten vorzuziehen, weil diese Pflanzengruppe ja auch
unter natiirlichen Bedingungen in einem Medium hoher Elektrolytkonzentration lebt.
Der als Testsubstanz zu verwendende Elektrolyt mufite jedoch folgende Bedingungen
erfiillen: 1. Er mufite rasch in den gesamten extravakuolaren Lésungsraum, vor allem
auch in das Zytoplasma, eindringen kénnen, ohne gleichzeitig auch die Vakuolen zu
iiberschwemmen. 2. Zur Ausschaltung des Donnan-Effektes mufite er in so hoher
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Konzentration in die extravakuolaren Zellbereiche gelangen kinnen, dafl demgegen-
iiber die Konzentration der indiffusiblen Ionen des Protoplasmas bzw. der fixierten
Ladungen des Zellwandmaterials nicht mehr ins Gewicht fiel. 3. Er mufite mit den
iiblichen Nachweismethoden gut erfaflbar und quantitativ bestimmbar sein.

Bei Erfiillung dieser Voraussetzungen ldflt sich aus der gemessenen Elektrolyt-
konzentration der gewonnenen Sifte ([ElL]) bei bekannter Mediumkonzentration
([Ely)) der als AFS definierte extravakuolare L8sungsraum, der im vorliegenden Falle
natiirlich auch noch die besonders bei feinfiadigen Meeresalgen nicht unbetrichtliche
Menge des Haftwassers mitumfaflt, in einfacher Weise berechnen. Da sich nimlich der
ATFS zum Gesamtzellvolumen (V,) offenbar ebenso verhilt, wie die Elektrolytkonzen-
tration des Saftes zu derjenigen des Auflenmediums, so folgt:

[EL]
* [Eln]

Setzt man in dieser Gleichung V, = 100, so erhilt man den AFS in Prozenten des
Zellvolumens. Das Vakuolenvolumen ist dann

(2) Vvac‘o/() = 100 —_ AFS 0/0

und der Korrektionsfaktor f zur Umrechnung der Analysenergebnisse auf Vakuolen-
konzentration

€) f=

AFS  [ElL]
1 i . ==
H v, (EL] AFS =V

100
Vyae %

Diese Gleichungen gelten allerdings nur dann in Strenge, wenn die in den Zellsiften
nachgewiesenen Substanzen — mit Ausnahme des Testelektrolyten natlirlich — tatsdch-
lich nur aus dem Vakuolenraum stammen. Bei zellsaftreichen Meeresalgen ist diese
Bedingung, wie noch zu zeigen sein wird, nach der Elektrolytvorbehandlung weit-
gehend erfiillt.

Ein Testelektrolyt, der die drei vorgenannten Bedingungen in nahezu idealer
Weise erfiillte, wurde im Lithiumchlorid gefunden. Wie Eprrey (1959) an Porphyra
perforata zeigen konnte, dringt das Li-Ion gut in das Protoplasma ein. In der Vakuole
ist es dagegen erst nach lingeren Versuchszeiten nachzuweisen, wie schon Cooper et al.
(1929) an Valonia macrophysa und CoLLANDER (1939) an Chara ceratophylla fanden.
Wegen seiner nahen Verwandtschaft zum Na' [ifit es sich gut als Hauptkation fiir
seewasserisotonische Losungen verwenden und damit in der zur Ausschaltung des
Donnan-Effektes erwiinschren hohen Konzentration zur Anwendung bringen. Dar-
iiber hinaus ist es lammenphotometrisch gut nachweisbar und damit quantitativ leicht
zu bestimmen.

METHODIK

Das fiir die Untersuchungen verwandte Material wurde bis zum Versuchsbeginn
in flieRendem Seewasser bei zwolfstiindiger kiinstlicher Beleuchtung durch Fluoreszenz-
lampen aufbewahrt. Materialportionen von 10 bis 20 g Frischgewicht wurden nach
Entfernung der Hauptmenge des Haftwassers durch Schleudern in einem Tuch in einer
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seewasserisotonischen (& 3090 Salzgehalt), balancierten LiCl-Losung folgender Zu-
sammensetzung abgespiilt:

LiCl = 20 g/l (& 471 - 10! mol)
StCla- 6 HOO = 5 g/l (& 1,87 - 102 mol)
NaHCO = 200 mg/l (& 2,38 - 10" mol)

Die Spiilzeiten betrugen, je nach der Beschaffenheit der zu untersuchenden Algen,
1 bis 5 Minuten. Nach dem Spiilen wurde zunichst wieder das Haftwasser in der be-
schriebenen Weise entfernt. Danach wurden gleiche Materialportionen eingewogen und
in 150 mi-Zentrifugengliser iibertragen, die mit einem Siebeinsatz aus Kunststoff ver-
sehen waren (Abb. 1). Die so vorbereiteten Gliser wurden mit Paraffingl gefiille, gut
verschlossen und zum Abtdten der Algen iiber Nacht in einer Tiefkiihltruhe bei —208 C
aufbewahrt. In einigen Fillen wurden die Algen auch durch Ubergieflen mit heiflem
Paraffinsl (95° C) abgetbtet und dann ebenfalls bis zur Weiterverarbeitung kiihl ge-
stellr.

Zur Gewinnung des Zellsaftes wurden die Proben aufgetaut und anschliefend auf
einer Kithlzentrifuge (Curist ,,Universal Junior 11T KS%) bei +5°C und 4500 U. p. M.
(& 4800 gmax) eine Stunde lang zentrifugiert. Auf diese Weise wurde von allen bisher
untersuchten Algen klarer, durch die wasserldslichen Chromatophorenfarbstoffe aller-

>

perfor. Platte

Abb. 1: Zentrifugenglas mit Siebeinsatz zur Zellsaftgewinnung

dings leicht braun bis rot gefirbter Zellsaft gewonnen, der sich unterhalb des Sieb-
einsatzes sammelte. Nach Entfernung des Siebeinsatzes mit dem Riidkstand des Mate-
rials wurde der Zellsaft in Zellulosershrchen dekantiert und auf der Ultrazentrifuge
(BeckMAN ,,Spinco L) bei -+-5¢ C und 25000 U.p. M. (& 90000 gys,) /2 Stunde lang
nachzentrifugiert. Von den so behandelten Proben wurden aliquote Teile abpipettiert
und je nach Konzentration der nachzuweisenden Ionen mit destilliertem Wasser ver-
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diinnt. In diesen Losungen wurde die Bestimmung der wichtigsten anorganischen Ionen
vorgenommen.

Li, Na' und K wurden flammenphotometrisch (Beckman Spektralphotometer
Modell DU mit Flammenzusatz) mit Hilfe verschiedener, auf die Ienenverhiltnisse
der einzelnen Algengruppen abgestimmter Eichreihen gemessen.

Ca” plus Mg" wurden komplexometrisch mit AeDTE und Merck-Indikator-
puffertabletten bei pg 10 bestimmt, dann Ca” allein ebenfalls mit AeDTE unter Ver-
wendung von Calconcarbonsiure als Indikator bei py 13.

Cl' wurde argentometrisch mit n/20 AgNOj; nach Momgr titriert, SO4” nach Fil-
lung als BaSOy gravimetrisch ermittelt und PO, kolorimetrisch mit Hilfe der Molyb-
dinblaureaktion unter Verwendung eines ZEISS ,Elko II gemessen.

ERGEBNISSE

Zunichst wurde an Chaetomorphba linum der EinfluR des Donnan-Effektes auf
die Grofle des Li-AFS studiert. Dazu wurden Materialproben von 10 g Frischgewicht
in Kunststoffschalen mit 1 1 Seewasser verschiedener Konzentrationen (100 /o, 80 %/,
60 9/0, 40 %, 20%6; 100 % 2 309%0 Salzgehalt) unter Zusatz von je 10 ml Erd-
abkochung, 1 ml NaNO;-Lsung (10%0) und 1 ml NaHePOy - 12 HxO-Lésung (2%4)
{ibertragen. In diesen L&sungen wurden die Algen bei tiglichem Wasserwechsel 3 Tage
lang zur Anpassung belassen, Nach dieser Zeit wurden sie in der beschriebenen Weise
verarbeitet. Zur Spiilung (2 Minuten) wurden LiCl-Lsungen entsprechender Konzen-
trationen verwandt. Je 5 g Frischmaterial der einzelnen Verdiinnungsstufen wurden
bei —20° C abgetdtet, die restlichen 5 g bei + 95° C. Im iibrigen wurden die Proben
gleich behandelt.

Die Ergebnisse beider Versuchsserien sind in Tabelle 1 wiedergegeben und in Ab-
bildung 2 graphisch dargestellt. Sie zeigen, dafl bei Anwendung von LiCl-Konzen-

Tabelle 1

Li-AFS von Chactomorpha linum
in Abhingigkeit von der Li-Konzentration im Auflenmedium. SW: Salzgehalt des Seewassers,
in welchem sich die Algen vor Versuchsbeginn 3 Tage lang bei tiglichem Wasserwechsel
befunden hatten

Li-Konzentration SW AFS % Vorbehandlun

relativ mol/1 8

100 %0 0,475 30 %o 21,1 alle Proben 2 Min. in
800 0,380 24 %o 22,2 LiCl-Lésungen gespiilt
60 %0 0,285 18 %o 25,0 Material ber —-20° C
40 % 0,190 12 %o 26,0 abgetbtet
20%6 0,095 6 %o 36,7

100 % 0,475 30 %o 21,3 alle Proben 2 Min. in
80 %o 0,380 24 %o (27,2) LiCl-Lésungen gespiilt
60 % 0,285 18 %o 23,4 Material bei —95° C
4094 0,190 12 %o 24,7 abgetdtet
20 % 0,095 6 %o 35,7
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trationen unterhalb etwa 0,4 mol (& ca. 809 relative Li-Konzentration, & ca. 25%0
Seewasser) durch den Einflufl des Donnan-Effektes bereits merkliche, reproduzierbare
Fehler hinsichtlich der Grofe des Li-AFS verursacht werden. Oberhalb der gewihlten
100 ¢/s-Konzentration bleiben die AFS-Werte dagegen praktisch konstant, ein Beweis
dafiir, dafl die durch den Donnan-Effekt verursachten Li-Konzentrationsunterschiede
zwischen AFS und Auflenmedium nicht mehr ins Gewicht fallen. Unter diesen Bedin-
gungen herrscht also nicht nur Aktivitits- sondern praktisch auch Konzentrations-
gleichgewicht zwischen beiden Riumen.

AFS %
40

201

i i i T

]
20 60 100 %
relat. Li-Konz.

Abb. 2: Scheinbare Anderung der Gréfle des Lithium-AFS (,apparent free space*) von Chaeto-
morpha linum als Folge des Donnan-Effektes

Uber die Reproduzierbarkeit der Li-AFS-Werte gleicher Materialproben von
Chaetomorpha linum bzw. iber die moglichen Unterschiede bei gleichartigem Material,
das zu verschiedenen Zeiten gesammelt wurde, unterrichtet Tabelle 2:

Tabelle 2

Li-AFS-Werte verschiedener Materialproben von Chaetomorpha linum

Sammeldatum Herkunft AFS % Vorbehandlung
21. 7. 1964 List/Sylt 21,5
List/Sylt 21,1 Materialproben 2 Min. in
List/Sylt 21,6 100 %/o-LiCl-Lsung  ge-
iilt und bei 200 -
27. 8. 1964 List/Sylt 253 oter Cab
List/Sylt 25,3
List/Syle 25,9

In Tabelle 3 sind die Li-AFS-Werte einiger Helgolinder Meeresalgen zusammen-
gestellt. Sie zeigen, daBl auch die Methode der Zellsaftgewinnung fiir die Bestimmung



264 H. KesSELER

Tabelle 3
AFS (Apparent Free Space) einiger Helgolinder Meeresalgen aus Seewasser
von 30% Salzgehalt

Species AFS %o Vorbehandlung
Codinm fragile 8,5
» » 8,1 abgetitet . . .
7 i 87 ber — 200 C 2’ LiCl-Spiilung
» » 8,1
” » 9,7
” » 22,3 Prefisaft 1. Fr.* 5, »
» » 9,8 Prefisaft 2. Fr.
» » 19,5 FriSd’l' 1 » »
» » 12,5 material
» » 11,5
Bryopsis hypnoides 38,3 abgetotet 30
» » 34,1 bet - 20°C ? ?
Desmarestia viridis 54,3
” » gg’g abgetStet 9
» » ¥ 5 - i g Ed
” > 56.8 bei —200C
» » 52,0
» » 69,0 Prefisaft 2! N N
Ceraminm rubrum gz,ig abgetbtet v
» » > H (1] » »
. . 327 bei -20°C
? ? ;g’i abgetétet 1
» » 33;5 bei +95°C » »
Polysiphonia urceol. 22,8 abgetdet "
» » 57,0 bei — 200 C » »
» » 83,0 .
N . 84,0 FI'ISCh‘- 1 14 . N
> > §7.0 materia
Antithamnion plumula 51,0 abgetdtet 15
bei —20°C ” ”
» » 57,8 abgetdtet {5
ber +950C ” ”
» » 54,5 Frisch— 15,3
material » »
Die an Bryopsis hypnoides und Antithamnion plumula bestimmten Li-AFS-Werte sind
wegen der geringen Materialmengen, die fiir die Versuche zur Verfiigung standen, als
vorliufige Ergebnisse zu betrachten. * Fr. == Fraktion.

des AFS von Bedeutung ist. Prefisifte und Sifte von Algen, die chne vorherige Ab-
totung in frischem Zustand zentrifugiert und verarbeitet wurden, fitlhren zu unbrauch-
baren Ergebnissen. Offenbar konnte in diesen Fillen wegen der Ultrafilterwirkung
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des noch lebenden Protoplasmas nur verdiinnter Zellsaft gewonnen werden, in welchem
das aus dem extravakuolaren Raum stammende Lithium in relativ zu hoher Konzen-
tration vorlag. Infolgedessen ergab die Berechnung zu hohe AFS-Werte.

Tabelle 4 bringt schlieBlich noch die an Zellsiften einiger Helgolinder Meeres-
algen ermittelten Analysenergebnisse. Sie wurden unter Beriicksichtigung der Li-AFS-
Werte auf das Vakuolenvolumen umgerechnet. Schon diese wenigen Daten zeigen, dafl
den Mineralstoffwechselprozessen der verschiedenen Vertreter dieser interessanten
Pflanzengruppe trotz weitgehender Gleichheit ihrer Lebensbedingungen offenbar recht
unterschiedliche Mechanismen fiir den Ionentransport und die Ionenregulation zu-
grunde liegen. Unter diesen Umstinden diirfte es kaum mdglich sein, ein allgemein
gliltiges Schema zu ersinnen, das allen Forderungen, die sich aus diesem bunten Bild
ergeben, in zufriedenstellender Weise Rechnung trigt.

Tabelle 4

Konzentrationen und Ionenrelationen der wichtigsten anorganischen Komponenten des
Seewassers im Zellsaft einiger Helgolinder Meeresalgen aus 30 %o

Chaeto- Codinm  Bryopsis  Des- Cera- Poly-
Untersuchte Arten morpba  fragile hypnoides marestia ~ minm  siphonia
linum viridis ~ rubrum  urceolata
Anzah!l der Proben 10 5 2 5 6 3
H - - - 0,383 - -
- Na’ 0,044 0,483 0,345 0,111 0,031 0,096
§ K 0743 0015 0280 0279 0515 0644
S Mg™ 0,033 0,081 0,004 0,099 0,150 0,095
é Ca” 0,008 0,068 0,002 0,057 0,015 0,058
Z Kationen
(Val/l) 0,828 0,647 0,631 0,929 0,711 0,893
= Anionen 0,815 0,653 0,738 0,968 0,667 0,784
§ (Val/l) > 3 3 ) ) B
‘g Ccl 0,762 0,551 0,705 0,089 0,575 0,583
< S04 0,045 G,100 0,028 0,872 0,088 0,198
POy 0,008 0,002 0,005 0,007 0,004 0,003
Z Kationen
&S Anonen ~ 1016 0,991 0,855 0,960 1,065 1,139
o
F Nai:Na 0,107 1,180 0842 0270 0076 0234
Tﬁ Ki:Ke 84,7 1,71 31,9 31,75 58,6 73,3
]
§ Cli:Cle 1,575 1,14 1,46 0,184 1,19 1,21
SOy 1 SOge 0,985 2,18 0,61 19,2 1,925 4,32
Die geringfiigigen Abweichungen des Verhiltnisses Kationen : Anionen vom Quotienten 1
sprechen dafiir, dafl durch die Analysen die osmotisch wichtigsten Ionen des Zellsaftes
nahezu quantitativ erfaflt wurden. Die etwas groferen Differenzen bei Bryopsis bypnoides
und Polysiphonia urceolata diirften in erster Linie auf die geringe Anzahl der bisher
untersuchten Proben zuriickzufiihren sein. Die Indizes i (= intern) bzw. ¢ (= extern)
bezeichnen die Konzentrationen im Innen- bzw. im Aufenmedium.
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DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Bisher wurden erst an wenigen Meeresalgen AFS-Bestimmungen durchgefiihrt
(Literatur bel EppLEY 1962). Sie hatten in erster Linie die Erfassung der extraplasma-
tischen Zellriume zum Ziel. Dazu arbeitete man zumeist mit Rohrzuckerldsungen,
einer Testsubstanz also, fiir die das Plasmalemma allgemein als undurchlissig gilt
(ScorT & HAavwarDp 1954, ErrLEY & Brinks 1957, FoLiManN & FOLLMANN-SCHRAG
1959), Die zuletzt genannten Autoren fanden jedoch, dafl diese Methode offenbar nicht
in allen Fillen sichere Aussagen iiber die Grofle des AFS von Meeresalgen gestattet.
An Cladophora gracilis bestimmten sie nimlich einen AFS-Wert von 21,4 %0, wihrend
die Berechnung der ,Zellwandmasse nach mikrophotographischen Schichtenaufnah-
men nur 14 %y ergab. Eine Beeinflussung des Quellungszustandes der Zellwinde, wie
sie unter anderem von KoTtTe (1914) und Horrmann (1932) beim Arbeiten mit Rohr-
zucker- und Rohrzudker-Seewasser-Lsungen beobachtet worden war, konnten die
Autoren bei ihrem Objekt nicht feststellen. Sie ziehen daraus den Schluf}, dafl in den
AFS auch Partien des Protoplasmas einbezogen sind. Vielleicht handelte es sich hierbei
aber weniger um ein Eindringen des Zudkers in das Protoplasma — das Gleichgewicht
zwischen AFS und Auflenmedium hatte sich ndmlich bereits nach 2 Minuten eingestelft—
als vielmehr um eine reversible Adsorption der polar gebauten Rohrzuckermolekiile
an polare Gruppen des Zellwandmaterials und des Plasmalemmas.

An Porphyra perforata wurde der AFS sowohl mit Rohrzucker (EppLEY 1958,
Tab. II) als auch mit radioaktivem Sulfat (ErrLEY & CyRuUs 1960) bestimmt. Im letz-
teren Falle beobachteten die Autoren in scheinbarem Widerspruch zu unseren, an
Chaetomorpha linum gewonnenen Ergebnissen eine Zunahme des AFS mit steigender
Seewasserkonzentration. Die von den Autoren selbst gegebene Deutung dieses Be-
fundes, der AFS der Versuchspflanzen aus den Ansitzen mit verdiinntem Seewasser
sei infolge der Quellung des Materials in diesen Medien kleiner geworden, scheint mir
jedoch nicht vertretbar zu sein. Eine sichtbare Quellung hat nidmlich immer eine Volum-
zunahme zur Folge und diirfte daher kaum auf Kosten des AFS erfolgen. Wire das
der Fall, dann hitte auch bei unserem Objekt in den verdiinnten Seewasserldsungen
cine Abnahme des AFS zu beobachten sein miissen. Statt dessen wurden gréfere Werte
gemessen.

Die einzige Erklirung, die diesen scheinbaren Widerspruch zu beseitigen vermag,
diirfte auch in diesem Falle in einer sichtbaren Auswirkung des Donnan-Effektes zu
suchen sein. Da die Autoren jedoch die Konzentration eines Anions als Grundlage
fiir die Berechnung der AFS-Werte benutzten, muflten sie im Gegensatz zu unserem
Befund mit abnehmender Mediumkonzentration kleinere AFS-Werte messen. In ver-
diinnten Losungen wird nimlich die Konzentration der Anionen wegen der negativen
Ladungen der Protoplasma- und Zellwandkolloide durch den Donnan-Effekt nega-
tiv beeinflufit.

Der maximale AFS-Wert, den die Autoren mit der Radio-Sulfatmethode ermit-
telten, stimmt {ibrigens recht gut mit dem durch die Rohrzudkermethode gemessenen
Wert iiberein, ein Beweis dafiir, daf auch das SOgIon offenbar nur in den extra-
plasmatischen Raum geniigend rasch einzudringen vermag.

Bei der Umrechnung der chemischen Analysenergebnisse wurde, wie bereits er-
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wihnt, vorausgesetzt, dafl die nachgewiesenen Substanzen in der Hauptsache aus den
Vakuolen stammten. Fiir die osmotisch wichtigsten Jonen K, Na’ und Cl' diirfle diese
Annahme — vor allem auch im Hinblide auf die Tatsache, daf es sich bei den unter-
suchten Formen um zellsaftreiche Algen handelte — aus folgenden Griinden gerecht-
fertigt sein: Abgesehen von der unbedeutenden Menge an Bicarbonat enthielt die
Li-Testlosung nur Cl als Anion. Nach der Spiilung des Versuchsmaterials war dem-
nach auch im extravakuolaren Losungsraum der Algen praktisch nur Cl als frei
bewegliches Anion vorhanden. Dieses Cl' mufite natiirlich zusammen mit Li' als
Gegenion in den zentrifugierten Siften enthalten sein. Zur Errechnung des Cl'-Gehal-
tes der Vakuolen brauchte daher nur das Cl'-Aquivalent des flammenphotometrisch
bestimmten Lithiums von den Titrationsergebnissen der Sifte subtrahiert zu werden.

Alle ibrigen Ionen, die vor der Spiilung des Materials in dessen AFS in frei be-
weglicher Form vorhanden gewesen waren, muflten durch das Auswaschen daraus
entfernt beziehungsweise durch Li' und Cl’ substituiert worden sein. Tatsichlich betrug
der SO4"-Gehalt des Saftes von Chaetomorpha linum nach der Spiilung nur noch etwa
3590/¢ seiner Konzentration im Saft von ungespiiltem Material. Der Phosphatspiegel,
der osmotisch jedoch bedeutungslos ist, blieb dagegen nahezu konstant. Auch fiir das
Na' wurde bei LiCl-behandeltem Material ein um etwa 659 niedrigerer Wert ge-
messen. Die Summe aus Na® plus Li'-Konzentration stimmte dagegen recht gut mit der
Na'-Konzentration des Saftes ungespiilter Algen iiberein. Demnach wurde der grofite
Teil des extravakuolaren Natriums — wenn nicht gar alles — durch Li’ substituiert. Eine
Konzentrationsabnahme durch die LiCl-Spiilung wurde auch beim Mg™ (um etwa
20%0) und beim Ca” (um etwa 509/) festgestellt. Beide Kationen sind allerdings
osmotisch kaum von Bedeutung. Es ist daher in diesem Zusammenhang unwesentlich,
ob sie aus dem AFS oder aus dem Zellsaftraum stammten.

Das einzige Ton, dessen Konzentration im Saft von gespiiltem wie von ungespiil-
tem Material praktisch unverindert blieb, war das K'. Demnach kann seine Aktivi-
tdt im AFS der untersuchten Algen nicht grofl gewesen sein. Auf Grund der Unter-
suchungsbefunde vieler Autoren (Damnty 1960, Diamonp & Soromon 1959, EppLEY
1958, 1959, Erprey & Cyrus 1960, Horm-JENSEN et al. 1944, MacRosBIE 1962, 1964,
MacRossie & Dainty 1958) mufl jedoch geschlossen werden, dafl es im Zytoplasma
dennoch in recht erheblicher Konzentration vorliegt. Dieser Sachverhalt 148t sich
nur durch die Annahme erkliren, dafl das extravakuolare K an Bestandteile des
Protoplasmas gebunden oder adsorbiert ist. Da das XK' in den Vakuolen ebenfalls in
hoher Konzentration — allerdings frei beweglich — vorliegt, diirfte das extravakuolar
fixierte Kalium mit Riicksicht auf die schonende Abtdtung des Materials durch Fin-
frieren bei der Zellsafigewinnung kaum aus dem Protoplasma ausgewaschen worden
sein. Auf Grund dieser Uberlegungen darf, vor allem auch im Hinblick auf den Zell-
saftreichtum der untersuchten Algen, geschlossen werden, dafl die mitgeteilten Analysen-
ergebnisse weitgehend den Ionenverhiltnissen der osmotisch wichtigsten anorganischen
Substanzen im Zellsaft entsprechen.



268 H. KESSELER

ZUSAMMENFASSUNG

1. Es wird ein einfaches Verfahren zur Gewinnung groflerer, fiir chemisch-analytische
Untersuchungen ausreichender Zellsaftmengen auch von kleinzelligen Meeresalgen
beschrieben.

2. Eine neue Methode zur Bestimmung des AFS von Meeresalgen mit Hilfe seewasser-
isotonischer LiCl-Losungen wird am Beispiel von Chaetomorpha linum kritisch
untersucht.

3. Unter Beriicksichtigung der an einigen Helgolinder Meeresalgen bestimmeen
Li-AFS-Werte werden aus den Ergebnissen der chemischen Analysen die Zellsaft-
konzentrationen der nachgewiesenen Ionen berechnet.

4, Die Voraussetzungen fiir die Zuverlissigkeit der erzielten Ergebnisse werden im
Zusammenhang mit Befunden anderer Autoren diskutiert.

Meinen Mitarbeitern, Herrn J. K. HortmManN und Friulein K. Voor, danke ich fiir die
Durchfithrung der chemischen Analysen und fiir die Anfertigung der Zeichnungen.
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