
[15. I I I .  19471 Kurze Mith, ihmgcn - Brief repor ts  I I  9 

T h e  I n f l u e n c e  of D y e s  on the Respirat ion 
of Baker 's  Yeast  

In this paper we relate some observations on the 
influence of three types of dyes on the respiration of 
baker 's  yeast  as measured by the Warburg  technique 
in phosphate buffer (PH= 5.9) at  28 o C. These three 
types of dyes are (1) the acridines, (2) the thiazines, (3) 
the dyes belonging to the t r iphenylmethane  compounds.  

BERNHEIM ~ has shown tha t  acridines are inhibitors 
of bacterial  respiration. We have observed tha t  crystal 
violet  readily diminishes the respiration of baker 's  yeast  
and tha t  methylene blue in concentrat ions of 2-10-3M and 
10 -zM causes a drop in the respiration of baker 's  yeast.  

The Iollowing dyes were studied:  t rypaf iavine  as a 
representat ive of the acridines, methylene blue as a 
representat ive of the thiazines and crystal  violet  as 
belonging to the t r iphenylmethane  dyes. The three 
dyes cause a progressive inhibition of the respiration 
of baker 's  yeast  in glucose-phosphate medium, the most 
potent  inhibitor being crystal violet. 

ALBERT ~ and coll. have shown the importance of the 
basic dissociation constant  in acridine compounds. 
MCILLWAIN proved tha t  the toxici ty  of acridines to- 
wards the growth of B a c t e r i u m  colt is reversed by nucleic 
acid and adenylic acid. This finding corresponds to the 
fact tha t  W A G N E R - J A U R E G G  3 and MCILLWAIN 4 found 
tha t  definite compounds are formed in  vitro between 
nucleid acid and acridines. 

We have  found tha t  the inhibition of baker 's  yeast  
respiration caused by trypaflavine,  methylene blue and 
crystal  violet  is a t  least part ial ly reversed by yeast  
nucleid acid, yeast  adenylic acid and adenosine tri- 
phosphate.  We give here some instances of these re- 
versions The \¥a rburg  cups always contained 2 ml of 
fluid: 1 ml of a 1% yeast  suspension in phosphate  buf- 
fer PH 5"9, 0-i m! of glucose 10% and the necessary 
amounts  of inhibitor  and reversing agent  in 0.9 ml. 

Results  expressed in mma CO~ per hour. 

No adenyl ic  acid No adenyl ic  acid 1500 ~, adenyl ic  
No t rypa f l av ine  t rypaf lav ine :  acid;  t rypaf lav ine :  

10-3M 10-3M 

114 10 34 
116 16 39 

No A.T.P. 500 ;v A.T.P. No A.T.P. 
no crystal violet crystal violet crystal violet 

2'5 " 10 - ' iM 2"5 • 1() -4M 

74 26 47 
90 29 43 

No nucleic acid 500 y nucleic acid No nucleic acid 
No methylene blue Methylene blue: Methylene blue; 

" 2 • 10 -3M 2 • l0  -3M 

88 44 6O 
85 47 66 
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Adenylic acid and nucleic acid were employed as 
Na-salt ;  A.T.P. as Ca-salt. These substances alone have 
no influence on the respirat ive rate. 

The interpreta t ion of this type of reversion seems 
rather  easy as definite compounds between acridines on 
the one side, nucleic acid and nucleotides on the other  
have been described. BRACHET l described the fixation 
of toluidine blue (a thiazine) by nucleic acid and adenylic 
acid. I t  is likely tha t  other  nucleotides more especially 
of the co-enzyme type will react  with dyes. So the 
inhibit ion of respiration by dyes might  be considered as a 
diversion of co-enzymes. Tha t  acridines and methylene 
blue have a common or similar action is also proved by 
the experiments  on cross adapta t ion  by HINSHELV~rOOD 2 
and coll. 

Full  details on these experiments  and a discussion on 
quant i ta t ive  relations and biological significance shall 
be publised elsewhere. 

This research was aided by a grant of the Ella Sachs Plotz 
Foundation, by gifts of adenylic acid by Messrs. Hoffnlann-La Roche 
(Basle) and of A.T.P. by J. Banga. 
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Rdsumd  

La respiration de la levure de boulangerie en milieu 
glucose-phosphate est inhib6e par la t rypaflavine,  le bleu 
de methylene,  te violet de cristal. Cette inhibit ion 
disparaft  du moins par t ie l lement  par addit ion d 'acide 
nucl6ique, d 'acide ad6nylique et d 'A.T.P.  

1 j./3RACHET and J. JE~tCF.R: Enzymologia 11, '222 (1943-1945). 
2 j .  M. G. PRYCE, D. S. DAVIS and  C. N. HU~SHELW0OD, Trans .  

F a r a d a y  Soc. g l ,  465 (1945), 

PRO LABORATORIO 

Ein Verfahren zur  k o l o r i m e t r i s c h e n  B e s t i m m u n g  
des  T h y r o x i n s  

Im  Rahmen  einer entwicklungsphysiologischen Unter-  
suchung tiber die Anurenmetamorphose  stellte sich das 
Bedtirfnis nach einer einfachen chemischen Bestim- 
mungsmethode des Thyroxins.  Das in dieser Unter- 
suchung ausgearbei tete  kolorimetrische Analysenver-  
fahren beruht  auf der yon \V. KOMANT 1 entdeckten Di- 
azoreaktion des Thyroxins:  Thyroxin  reagiert  in soda- 
alkalischer L6sung bet t iefen Tempera turen  mi t  Diazo- 
benzolsulfos~iure unter  Bildung eines roten Farbstoffes.  
Da die sodaalkalische Zersetzung der iiberschfissigen 
Diazobenzolsulfos~iure die Stabili t / i t  des Thyroxinfarb-  
stoffes s tark beeintr~ichtigt und daher eine direkte kolo- 
r imetrische Best immung des Thyroxins  verunm6glicht ,  
wurde versucht,  diese Zersetzung in hinreichendem 
Mal3e zu hemmen.  Dies gelingt, wenn man  der Farb- 
stoffl6sung zwischen 1 und 6 rain nach Beginn der 
Kupplungsreakt ion Natronlauge zuftigt. Werden 6,5 
Volumteile Farbstoff l6sung mit  1 Tell 2n- oder 3n- 
NaOH versetzt,  so betrAgt die Ext ink t ionsabnahme zwi- 
schen 5 und 15 rain nach Kupphlngsbeginn nur noch 

1 ,~¥. 1,2OMANT, Arch. cxpcr. Path. 158, 116 (1930). 
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0 , 2 - 0 , 3  % m i n - L  Die A bso rp t ionskurve  des  T h y r o x i n -  
fa rbs tof fes  im s i ch tba ren  Spek t r a lbe re i ch  (Fig. 1) weis t  
ein deu t l i ches  A b s o r p t i o n s m a x i m u m  bei X = 5100 A E  
auf.  Von  den F i l t e rn  des Pu l f r i chschen  S tu f enpho to -  
me te r s  l iegen die F i l t e r  S 50 und  S 53 m i t  den  F i l te r -  
s c h w e r p u n k t e n  4960 und  5330 A E  dem Absorp t ions -  

l:i I 
2 .# 

450 5(30 550 600 650 
Wellenl~r~le in mlu. 

Fig. t. 

n l a x i m u m  a m  n~chsten.  I n  den vor l i egenden  Unte r -  
suchungen  w u r d e  das l i ch t s t a rke  Gr i inf i l te r  L 2 ver -  
wende t .  Aus Fig.  2 geh t  hervor ,  dab  das Bt~ERsChe Ge- 
setz der  L i c h t a b s o r p t i o n  im K o n z e n t r a t i o n s i n t e r v a l l  
zwischen  0 und  10 m g / %  fiir das  v o m  F i l t e r  L 2 des 
Pu l f r i chschen  S t u f e n p h o t o m e t e r s  durchgelassene  L i c h t  
s t reng  erffitlt  ist. De r  m i t  N a O H  s tabi l i s ie r te  F a r b s t o f f  
e igne t  s ich dahe r  zur  ko lo r ime t r i s chen  B e s t i m m u n g  des 
Thyrox ins .  Die in Fig.  1 zur  Dars t e l tung  ge langende  
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Fig, ~2. 

E i c h k u r v e  des Thyrox in fa rbs to f f c s  wurde  mi t  Hi l fe  der  
Me thode  der  l inearen  Regress ion  aus den empir i schen  
E x t i n k t i o n s w e r t e n  b e s t i m m t .  

F i i r  die gewAhlten Ver suchsbed ingungen  (Reagenzien ,  
MischungsverhAt tn is  y o n  Thyrox in - ,  Soda-  u n d  Diazo-  
benzolsu l fos~ure l6sung wie 1,0 : 0,8 : 0,8, N a O H - Z u s a t z  
zur  Fa rb s to f f l 6 sung  wie 1:6,5,  E x t i n k t i o n s m e s s u n g  m i t  
d e m  PuIf r ichschen  S t u f e n p h o t o m e t e r )  sincl bei der  
ko lo r ime t r i s chen  B e s t i m m u n g  des T h y r o x i n s  fo lgende 
P u n k t e  zu b e a c h t e n :  

1. Die K u p p l u n g s r e a k t i o n  muB bei mSgl ichs t  t ie fen  
T e m p e r a t u r e n  durchgef i ih r t  werden,  da  bei h6heren  

T e m p e r a t u r e n  die sodaa lka l i sche  Zer se t zung  des i iber- 
schiissigen Azoreagens  die K u p p l u n g s r e a k t i o n  schon 
wAhrend den  e rs ten  M i n u t e n  wesen t t i ch  s t6r t .  

2. D a  der  T h y r o x i n f a r b s t o f f  unbest/~ndig ist, wird  tier 
Fa rbs to f f I6sung  nach  Ab lau f  de r  K u p p t u n g s z e i t  N a t r o n -  
lauge im Volumverh i t l tn i s  1:6,5 zugeffigt ,  de ren  Kon-  
zen t r a t i on  2 ,3 ,4  oder  5n be t r agen  muB, um m a x i m a l e  
F a r b i n t e n s i t ~ t  zu gewinnen.  

3. U m  m a x i m a l e  Farbintens i t~ t t  und  min ima le  S t reu-  
ungen der  E x t i n k t i o n s w e r t e  zu erha l ten ,  muB bei 0 ° C 
K u p p l u n g s t e m p e r a t u r  die K u p p l u n g s z e i t  zwischen 4 und  
5 min  gew~Lhlt werden.  

4. Da  die E x t i n k t i o n  der  m i t  N a t r o n l a u g e  ve r se t z t en  
Fa rbs to f f l6sung  sich m i t  z u n e h m e n d e r  Versuchszei t ,  
wenn  auch  nu r  langsam,  m a n c h m a I  aber  z ieml ich  un-  
regelmXBig verXndert ,  is t  es vor te i lha f t ,  die Fa rbs to f f -  
i6sung wenige Minu t en  nach  der  N a O H - Z u g a b e  zu 
ko lor imet r ie ren .  

5. F i i r  das  g le ichm£Bige Ausfa l len  der  F a r b r e a k t i o n  
ist  neben  der  T e m p e r a t u r k o n s t a n z  ein gutes  D u r c h -  
mischen  der  Fa rbs to f f l6 sung  nach  der  Zugabe  yon  
Azoreagens  und nach  der  Zugabe  der  N a t r o n l a u g e  un- 
bed ing t  erforder l ich,  sowie ein auf  1-- 2 sec genaues  E in-  
h a l t e n  der  Kupp lungsze i t .  

U n t e r  Be r i i cks i ch t igung  der  in den  P u n k t e n  1-5 fest-  
ge legten  B e d i n g u n g e n  k a n n  folgende Arbe i t svo r sch r i f t  
zur  ko lo r ime t r i schen  B e s t i m m u n g  des Thyroxin,s  auf-  
ges te l l t  we rden :  5 c m  ~ der  zu b e s t i m m e n d e n  T h y r o x i n -  
16sung werden  4 cm ~ 10%ige  Soda l6sung  zugef i ig t  und  
das  Gemisch  auf  0 ° C abgekf ih l t .  Die  abgekf ih l te  soda-  
a lkal ische T h y r o x i n l 6 s u n g  wi rd  m i t  4 cm 3 fr isch zu- 
bere i te te r ,  ebenfa l l s  auf  0 ° C abgekf ih l te r  Diazobenzol -  
su l fos~ure l6sung (Hers t e l lung  nach  den A n g a b e n  yon  
WEISS und  SSOBOLEW 1) bei 0 °C  u n t e r  guter ,  15see  
d a u e r n d e r  D u r c h m i s c h u n g  verse tz t .  Die  D u r c h m i s c h u n g  
wird  1, 2, 3 rain nach  Beginn  tier K u p p l u n g s r e a k t i o n  
wiederhol t .  Die  L6sung  n i m m t  dabe i  e inen  r o t e n  F a r b -  
t on  an.  4 min  nach  K u p p l u n g s b e g i n n  w e r d e n  der  F a r b -  
16sung un t e r  kr / i f t igem Schf i t t e ln  2 cm 3 3 n - N a O H  zu- 
gef t igt  und das  B e s t i m m u n g s g e m i s c h  (15 cm '~) de r  Zim-  
m e r t e m p e r a t u r  ausgesetz t .  Die Messung der  E x t i n k t i o n  
e r io lg t  zwischen 5 u n d  7 rain nach  Kupp lungsbeg inn ,  
r e spek t ive  1-3 rain nach  der  N a O H - Z u g a b e  mi t  d e m  
Pul f r i chschen  S t u f e n p h o t o m e t e r ,  F i l t e r  L 2. W i r d  die 
Sch ich td icke  d ..... 3 cm gew~Lhlt, so l~Bt sich aus  der  
Gle ichung  der  E i c h k u r v e  die T h y r o x i n k o n z e n t r a t i o n  
du rch  E inse t zen  der  e x p e r i m e n t e l l  b e s t i m m t e n  E x t i n k -  
t ion  E zu 

E -- 0,007 
K -- mg /% 

0,124 

berechnen.  U n te r  V e r w e n d u n g  der  Sch ich td i cke  d :  5 cm 
lassen sich m i t  dieser  Me thode  in 1 cm 3 B e s t i m m u n g s -  
16sung gerade  noch 10 Y T h y r o x i n  q u a n t i t a t i v  nach-  
w e i s e n .  

Den Firmen F. Hoffmann-La Rochc & Co. AG. und J. R. Geigy 
AG., Basel, sei ffir die 0berlassung der Mittel bestens gedankt. 
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29. J a n u a r  1947. 

Summary 

A co lo r ime t r i c  m e t h o d  for t he  d e t e r m i n a t i o n  of 
t h y r o x i n  has been  worked  out .  Di rec t ions  for p rac t i ca l  
use are given.  

z M. WEIss und N, SSOI~OLEV¢, Bioch. Z. 68, 119 (1914). 


