Ober Beeinflussung der alkoholischen Gdrung in der Zelle und
im ZellpreBsaft.

" Von
Alfred Dorner.

(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.)
(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1912.)

Antiseptika wie Toluol hemmen die Géarung in lebenden
Hefezellen fast vollig, nicht aber die Garung im Hefeprel3saft. *)
In diesem Zusammenhang bezeichnet man Toluol als ein Proto-
plasmagift und unterscheidet zwischen Protoplasmagiften und
Fermentgiften;*) womit die interessante Tatsache nur um-
schrieben, nicht erklart ist.8)

Ich habe, auf Anregung und unter Leitung von Dr. War-
burg, die Beeinflussung der Garung in der lebenden Zelle und
im Prel3saft fur eine groéRere Anzahl Substanzen verglichen
und gefunden, dafl’ im allgemeinen eine Substanz, die
die Zellgarung hemmt, auch die Pref3saftgarung hemmt,
mit dem Unterschied, dal3 zur Erreichung desselben
Erfolgs fur die lebende Zelle eine geringere Konzen-
tration ausreicht, als fur den Pref3saft. Daraus ergibt
sich zunachst, dall Substanzen, von denen erst eine gesattigte

*) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, «Die Zymasegarung»
(1903.) — Wahrscheinlich gehort hierher auch die von E. Fischer und
Lindner schon 1895 (Ber. d. deutsch, chem. Gesellschaft Bd. -28, S. 3034)
angefiihrte Beobachtung, daB Toluol die Zuckerinversion durch frische
Monilia hemmt, durch getrocknete (abgetttete) nicht hemmt.

) Hans Euler und Sixten Kullberg, «Uber das Verhalten freier
und an Protoplasma gebundener Hefeenzyme». Diese Zeitschr., Bd.73, S. 85.

3) Buchner (Zymasegarung, Seite 180) glaubt, daR -Toluol nicht
direkt auf die Garung .wirkt, sondern nur die Fermentproduktion ver-
hindert. In jedem Augenblick soll nur eine kleine Menge Ferment in
der lebenden Zelle vorrétig sein. Wére diese Auffassung richtig, so durfte
die GarungsgroRe der lebenden Zelle durch Toluol nicht starker erniedrigt
werden als durch Abtotung mit Aceton. In Wirklichkeit aber ist die
Toluolhemmung sehr erheblich starker.

7*
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Losung die Zellgdrung hemmt, auf die Prelisaflgarung ohne
EinfluR sein werden; in der Tat wirken die Alkohole der Fett-
reihe,l) vom Methylalkohol bis zum Amylalkohol, sowohl auf
Zellgéarang als auch auf Prel3saflgarung; der Heptylalkohol je-
doch, von dem erst eine gesattigte Losung die Zellgarung vollig
hemmt, wirkt kaum mehr2) auf die Prel3saftgarung. Analog
sind die Verhaltnisse in der Urethanreihe; vom Methylurethan
bis zum Butylurethan aufwarts werden beide Gérungen ge-
hemmt; Phenylurethan jedoch, dessen gesattigte LOsung erst
die Zellgarung stark hemmt, ist fast ohne Einwirkung auf die
PreRsaflgarung.2) (Beispiele in Tabelle 1.)

Tabelle | (Temperatur ca. 24°).

) Garungshemmung Garungs-
Substanz Gewichts- im PreRsaft ca. hemmung
Prozente Versuchsdauer in der lebenden
30 Minuten Zelle ca.
Methylurethan 10 72»/. fast 100 °/o
5 19«/« 76*/0
) 8 70*/« fast 1000/o
Athylurethan 5 40°/® _
3 170/o 41 °/o
6 950/0
Propylurethan
Py 8 62°/0 84°/0
Butylurethan (iso) : | i T 240 78°lo

Phenylurethan  gesattigt fast keine Hemmung 60°/0

Amylalkohol 2 46°/o fast 100°/o
(Garungs-) 1 fast keine Hemmung  70°/0
Heptylalkohol gesattigt 12°/® fast 100 °/o

(Merck) Vs geséttigt fast keine Hemmung ~ 50°/0

Es bleibt die Frage, warum im Pref3saft eine hohere Kon-
zentration notwendig ist als in der Zelle. Nun verstehen wir

*) 0. Warburg und Wiesel, tUber die Wirkung von Substanzen
homologer Reihen auf Lebensvorgange». Pflugers Archiv, B. 144, S.465.

*) Vgl. bezugl. «Wirkungslosigkeit» das, was im experimentellen
Teil Uber den Zritfaktor gesagt ist.
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unter hemmender Konzentration fur lebende Zellen
diejenige der umspulenden Flussigkeit; es ist eher gezeigt
worden,ly*dall Substanzen, wie sie hier in Betracht kommen
— Thymol, Phenylurethan usw. — in lebenden Zellen
sehr stark angehauft werden, sodall mit der Konzen-
tration eines Stoffes in der umspulenden Flussigkeit
die Konzentration an den Stellen der Zelle, an denen die
Fermentreaktion vor sich geht, keineswegs identisch
zu sein braucht. Die Vermutung, daB hier die Erklarung fur die
starkere Wirkung innerhalb der Zelle liegt, ist auR3erst plausibel.l)

Die Anreicherung in der Zelle ist fur die schwerl6slichen,
hohermolekularen Substanzen am grofiten, sodaR fur diese
auch die Unterschiede in der Wirkungsstarke innerhalb und
aullerhalb am grofiten sein mufiten. Doch wollen wir davon
absehen, die Theorie weiter auszuspinnen, weil der physiko-
chemische Mechanismus der Anreicherung — ob Verteilung,
ob Verdichtung an Oberflachen — noch nicht geniigend auf-
geklart ist. Jedenfalls findet die Anreicherung von Thymol
nicht gleichmalig an allen Zellbestandteilen statt,
sondern, wie Herr Usuib) in letzter Zeit festgestellt hat, zu
einem groflen Teil an den vom flissigen Protoplasma befreiten
Strukturteilen. —

Nur in losem Zusammenhang mit dem Thema steht ein
weiteres Resultat, das eine gewisse Beachtung verdient. Ver-
gleicht man die Konzentrationen, die die Garung in
lebenden Hcfezellen hemmen, mit denen, die die At-
mung in lebenden Zellen hemmen, so besteht ein ganz
auffallender Parallelismus, der zu der Annahme fast
zwingt, dall die Ursache dieser Wirkungen in beiden
Fallen die gleiche ist.4) Zum Beleg dient die folgende Tabelle.

*) Warburg und Wiesel, loc. cit.

*) Diese Auffassung fuhrt zu der wichtigen Konsequenz, dal3 die
Zymase in der lebenden Zelle sich nicht im flussigen Zellinhalt
befindet, sondern dal die Verhdltnisse in der lebenden Zelle &hnlich

wie fur das Atmungsferment liegen.

*) Noch nicht publiziert.
4) Vermutlich ware die Ubereinstimmung eine vollkommene, wenn

auch die Atmungshemmungen an der Hefezelle festgestellt waren.
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Tabelle II.
Garungshemmling *) Atmungshemmung
Substanz in I\éggngfevxaHi?eg;Ilen \i/ﬁnle%tt\al\rll?jegr? Egl?egrqo
durch Gewichtsprozente durch Gewichtsprozente
Athylurethan............... 3.6 3,5»)
Propylurethan. . . . . 2,0 1,0»)
Butylurethan (iso) . . 0,7 0,5«)
Phenylurethan . . . . 0,1 0,05%*)
Dimethylharnstoff. . . 9,0 8,0»)
Diathylharnstoff. ... 5,0 2,0»)
Phenylharnstoff. . . . 0,5 0,25%)
Propionitril . . . __._ 4.0 2,0»)
Valeronitril - - - . . 0,7 0,5»)
Methylpropylketon . . 2.0 1,5»)
Methylphenylketon . 0,17 0,17%)
Amylalkohol (Garungs-) 0,7 0,5%)**

Versuchsanordnung.

Zu allen Versuchen, auch zur Bereitung der PrefRsafte,
wurde obergéarige kaufliche PreRhefe benutzt, deren Verunreini-
gungen nicht storten. Die entwickelte Kohlensdure wurde
durch die Druckzunahme gemessen, die eine bestimmte Menge
Hefesuspension oder PrefRsaft in einem geschlossenen Raum
hervorbrachte. Als Manometer verwendet man zweckmalRig
die von Haldane und Barcroftb) fir die Blutgasanalysen
eingefuhrten. Die Manometerflissigkeit war die von Brodie
empfohlene Gallensaurelésung,6) (10000 Millimeter = einer
Atmosphare). Wie bei den Blutgasanalysen wblich, wurden

‘). Siche experimenteller Teil, Tabelle III.

*) Fur Vibrio Metschnikoff: Warburg und Wiesel, Pflugers
Archiv, Bd. 144, S. 465.

8) Fur rote Vogelblutzellen: O. Warburg, Verhandlungen des
deutschen Kongresses fir innere Medizin, 1911, S. 553.

4) Far rote Vogelblutzellen: 0. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. 76,
S. 33L

) Barcroft, Ergebnisse der Physiologie, 1908.

) Diese Zeitschrift, Bd. 76, S. 331.
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die Manometer mit den Schottelflaschen verbunden, in einen
Thermostaten von etwa 24° gehangt; nach Temperaturausgleich

und Schluf? der Hahne wurde geschiuttelt, die dabei auf-
tretende Druckzunahme durch Offnen der Hahne wieder aus-

geglichen und Schitteln und Offnen mehrmals wiederholt, bis
die Druckzunahme beim Schiitteln nicht mehr als 1 oder 2 mm
betrug. Die Apparate blieben nun eine passende Zeit, ge-
wohnlich 30 bis 60 Minuten, ruhig im Thermostaten hangen
und wurden dann wiederum bis zur Druckkonstanz geschdttelt.
In unsem Versuchen waren die Volumina, in denen die
Drucke entstanden, annahernd gleich, nadmlich 38 cm, sodalf,
wenn in jeder Flasche gleiche Hefemengen waren, die Druck-
zunahmenl)*@irekt im Verhéaltnis der GéarungsgrofRen standen.
Die Druckzunahmen sind im folgenden als p bezeichnet, und,
da es nur auf Vergleichswerte ankam, die CO,-Mengen nicht
ausgerechnet. Dies wirde geschehen nach der Formel
p*v
v —Po(it«t)*

wobei p die Druckzunahme, p0 = 10000; v = 38; t = 24.
V0 ist dann ccm CO, (0°, 760 mm). Um einen Anhaltspunkt fur
die absoluten GroRRen zu geben, sei erwahnt, dal} bei einem p
von 100 die entwickelte CO, etwa gleich 0,37 ccm (0°, 760 mm).*)

Die (sehr empfehlenswerte) Versuchsanordnung wurde ge-
wahlt, weil man nur bei kurzen Versuchszeiten einfache Resultate
erhalt (Fehler etwa 5°/0 vom Wert). Bei langeren Zeiten ndmlich
kann, wenn man mit lebenden Zellen arbeitet, VVermehrungs-
hemmung eine Garungshemmung Vortduschen. Aus Nr. 1
ergibt sich, dal3 bei unserer Anordnung Vermehrung der Hefe*
zellen nicht in Betracht kam. Bei Pre3saftversuchen sind lange
Zeiten deshalb ganz unbrauchbar, weil die Hem-
mungen «progressiv» sind,8) d. h. die Wirkung einer Sub-
stanz nimmt mit der Zeit zu, ebenso wie die Nieder-

*) Luftdruck&nderungen und Temperaturanderungen gibt ein gleich-
zeitig eingehangtes Thermobarometer an. Die Druckanderungen des Thermo-
barometers werden von den p-Werten abgezogen bezw. zu ihnen addiert.

*) Eine Korrektion fiir die geléste Kohlensaure wird angebracht.

3) Vgl. Versuch Nr. 3 und Warburg u. Wiesel, loc. cit.
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Schlagsbildung,l) deren Parallelismus mit der Garungs-
hemmung wieder ganz eklatant war.

Wenn in aufeinander folgenden Perioden von 30 Minuten
die Hemmungen im Pref3saft zunehmen, so konnte man sich
fragen, ob es richtig ist, fur Vergleiche mit lebenden Zellen
die ersten Perioden heranzuziehen. W.ir glauben das durchaus
und kdnnen die Resultate genauer vielleicht so ausdriicken,
dall bei der Konzentration ¢ einer Substanz im Prel3-
saft noch Zucker vergoren werden kann, bei der in
der lebenden Zelle die Garung schon vollig gehemmt
ist. Damit ist dann nicht gesagt, da unter allen Umstédnden
bei der Konzentration ¢ im Prel3saft Zucker vergoren wird.

Eine besondere Beachtung verdient die Frage, wie gut
die Konzentrationen definiert sind. Fur die lebenden Zellen
liegen die Verhaltnisse sehr einfach, man wéscht sie bis zum
Gleichgewicht mit Losungen bekannter Konzentration. (Die
Schuttelflaschen hatten solche MaRe, dal} sie in eine kleine
Runnesche Zentrifuge paliten. Die Zellen wurden also in dem-
selben Gefal gewaschen, in dem ihre Garungsgrofie gemessen
wurde. 2 ccm einer Hefesuspension, in der 1 g PreRhefe auf
40 ccm verteilt,war, wurden in jedes Glaschen gebracht, dann
mit einer Zuckersalzlosung (5 g Traubenzucker, 2 g K,HPO
100 ccm Wasser) eventuell unter Zusatz hemmender Substanzen
auf ein passendes Volumen aufgefillt, zentrifugiert, wieder auf-
gefullt usw; In der Regel wurden 4 Ro6hrchen angesetzt,
namlich eines mit der Zuckersalzlésung allein («Kontrolle») und
drei mit fallenden Konzentrationen der hemmenden Substanz.
Nach dem letzten Zentrifugieren wurde bis auf 2 ccm wieder
abgehebert.l)

Fur den PreRsaft dagegen liegen die Verhaltnisse kom-
plizierter. LOsen wir z. B. in 100 ccm Pref3saft 0,02 g
Phenylurethan oder Thymol, so ist die Konzentration

) Vgl. Warburg und Wiesel, loc. eit.

) Die Atmung der Hefezellen kommt als Fehlerquelle kaum in
Betracht. Einerseits ist der SauerstofTverbrauch nur ein kleiner Bruch*
teil der COj-Bildung, anderseits der respirator. Quotient nicht kleiner
als 0,7. Schlie3lich sind die Zellen bei den Versuchsbedingungen die
langste Zeit unter Os*Mangel.
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nicht 0,02°/o, sondern bedeutend Kkleiner.l) Die be-
treffenden Substanzen namlich werden im Pref3saflt physikalisch
oder chemisch teilweise gebunden, und die Nichtbeachtung dieser
Tatsache kann zu groben Irrtimem fihren. Will man sicher
sein, eine gesattigte Phenylurethanlosung in der waésserigen
Phase des Prel3saftes zu haben, so mufl man soviel Sub-
stanz zugeben, dal Uberschussiges ungeldstes Phenyl-
urethan in dem Saft suspendiert ist, und erst wenn derartige
Flissigkeiten noch Zucker vergaren, lebende Zellen aber in ge-
sattigter Suspensionsflissigkeit nicht, so ist ein Unterschied
zwischen Zellgarung und Saftgarung festgestellt. FUr Sub-
stanzen abwarts vom Butylurethan und Amylalkohol in den
homologen Reihen ist diese Vorsicht nach unseren bisherigen
Erfahrungen dberflussig; die Anreicherung kommt hier nicht
mehr soweit in Betracht, daR sie die Konzentrationen erheb-
lich vermindert.

Die Prel3safte wurden nach der Buchnerschen Vorschrift
mit Sand, Kieselgur und einer hydraulischen Presse hergestellt.
2 Teile PreRsaft wurden mit einem Teil einer 6°/oigen Trauben-
zuckerlosung vermischt; von dieser Flussigkeit kamen fur
jede Bestimmung 2 ccm zur Verwendung. Im allgemeinen
wurden 4 Proben angesetzt, eine als «Kontrolle» ohne Zusatz,
die 3 anderen mit fallenden Mengen hemmender Substanzen.

1. Amylalkohol (Géarungs-) und lebende Hefezellen. 3 Pe-
rioden von 30 Minuten.

I Periode ll. Periode 111. Periode

Kontrolle p = 185 p = 1IN p == 208
2°/0 p= 0 P= o P= 0
I»lo p = 45 p = 64 p,= 64

*) Werden die Stoffe nicht chemisch, sondern physikalisch ge-
bunden, z. B. an die Kolloidteilchen adsorbiert, so wird allerdings die
Menge pro Volumeinheit in jedem analysierbaren Teil der Ldsung nicht
vermindert. Wohl aber wird der Dampfdruck, der osmotische Druck usw.
der betreffenden Substanz vermindert, sodal} der Ausdruck «Konzen-
trationsverminderung» korrekt ist.
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la. Amylalkohol und PreR3saft. 30 Minuten bei 24°.
Kontrolle: p = 244
2°/o Amylalkohol: p = 132.

2. Heptylalkohol (Merck) und lebende Zellen. 30 Minuten.
a) Gesdttigte Losung: pWO
b) 1/i geséttigte Losung: p = 105

c) Kontrolle: p = 224,
2a. Heptylalkohol und PreRRsaft. 30 Minuten.
a) Kontrolle: p = 177

b) Prel3saft + Uberschissiger Heptylalkohol: p = 156.
3. Zunahme der Hemmung im PreRRsaft mit der Zeit.

8°/0 Athylurethan in 30 Minuten bei 24°: p = 57

Kontrolle: p = 150.

Nun kamen beide Proben Vit Stunden in den Thermo-
staten bei 29°. Darauf wurde die Garungsgrofle bei 24° in
30 Minuten wieder bestimmt.

8°/o Athylurethan: p = 7
Kontrolle: ‘ p = 103.

4. Athylurethan und PreRsaft.a), b) undc) verschiedene
Versuche.

a) 30 Minuten; Kontrolle: p = 123;6°0 p= 44.

b) 30 » oo > p = 99;8/0 p= 3L

c) 30 R » ; p = 220;3°%0 p= 183;

5°/o p = 132.

5. Methylurethan und Pref3saft. 30 Minuten.

a) Durch 10°/0 p von 220 auf 59; durch 5°/0 p von

220 auf 178.

b) Durch 5°/0 p von 92 auf 75.
7. Propylurethan und Pref3saft. 30 Minuten.

p durch 6°/o von 123 auf 6; durch 3°/0 von 123 auf 47.
8. Butylurethan und PreRsaft. 30 Minuten.

p durch I°/o von 99 auf 75.

9. Phenylurethan und Pref3saft. 30 Minuten.

I. In 10 ccm PreRsaft 0,2 ccm 50°/0 Phenylurethan
(alkoholische Losung). Dann viele ungeldste Partikel.
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Il. In 10 ccm PreR3saft 0,2 ccm Alkohol.
[11. Kontrolle.

p durch I von 213 auf 191; durch Il von 213 auf 185,
so dal} also Hemmung jedenfalls sehr gering und zum Teil oder

vollig von den 2°/o Alkohol. (In 1l etwas mehr Alkohol wie
in I, Hemmung auch etwas stérker.)

Tabelle 11l: Garungshemmung in lebenden Zellen,
(t = ca. 24°, Versuchszeit 30 bis 60 Min.).

Mengen
Substanz in Gewichtsprozenten ~ P-VVerte
Kontrolle 232
Athylurethan 6°/0 33
30 136
Kontrolle 249
Propylurethan 30/0 40
1,5"/« 155
Kontrolle 212
Butylurethan (iso) 47
0,5°0 174
Kontrolle 276
Phenylurethan 0,14»lo 113
0,07®/0 171
Kontrolle 234
Dimethylhamstoff 12°lo 48
6»/. 164
Disthylharnstoff Kog‘g/g”e 232
Phenylharnstoff K(c)n:st(r)(/)cljle : 21?)2
Propionitril Kontrolle 212
4°/o 100
t
Valeronitril Kontrofle 285

I°/o 84
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Tabelle 111. (Fortsetzung.)

Mengen

Substanz in Gewichtsprozenten ~ P-Werte
Methylpropylketon Kontrolle 245
‘ 2°/o 105
Kontrolle 277
Methylphenylketon 0.,25«/0 73
. : 0,14°/o 190
Amylalkohol Kontrolle 185
(Gérungs-Y 1°/o 43

0,5°0 156



