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Uber die Zuckeraufnghme von Hefezellen

" Von Hans Peter Rieder
(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Basel)

Eingegangen am- 22. Juli 1951
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Einleitung

Die Frage nach der Art und Weise der Zuckeraufnahme durch die
Zelle ist von hoher physiolagischer Bedeutung, weil Zucker bei den
meisten Organismen den bevorzugten Betriebsstoff und bei Pflanzen
zudem auch den wichtigsten Baustoff darstellt. Soviel man auch auf
Grund zahlreicher Untersuchungen iiber die Eigenschaften und die
Struktur der Grenzschichten des Protoplasmas weiB, sowenig ist noch
bekannt iiber die Art und Weise, wie Zucker durch diese Schichten in
die Zelle hineingelangt. Indizien deuten allerdings darauf hin, daB vor
allem Zellen, bei denen die Zuckeraufnahme auffallend groB ist, sich
aktiv, also unter Arbeitsaufwand, an der Aufnahme beteiligen.

Die Hauptaufgabe dieser Arbeit ist es daher, Zusammenhinge
zwischen dem Energiehaushalt und der Zuckeraufnahme der Pflanzen-
zelle aufzudecken. .

Wie auch Osterhout (1933) betont, kommt dem Studium ein-
zelliger Organismen besonders hohes Interesse zu; in ihnen findet man
sowohl alle Lebensvorgiange vereinigt als auch den Vorteil, da8 ihre
ganze Zelloberfliche jederzeit vom einwirkenden Substrat umspiilt
wird. Deshalb wurden bereits frither im hiesigen Institut Hefezellen
zum Studium des Stoffwechsels beniitzt (Geiger-Huber, 1930,
1934; Musfeld, 1942; Althaus, 1950); die vorliegende Arbeit
setzt die Reihe dieser Untersuchungen fort.

Methodisches
I. Das Versuchsobjekt

Bei allen Versuchen wurde kdufliche Bdckerhefe (Saccharomyces
cerevisiae) verwendet. Da ihre Zelloberflache vollstindig von der Sub-
stratlosung bespiilt wird und sie sich aulerdem durch einen sehr hohen
Kohlenhydrat-Stoffwechsel auszeichnet, eignet sie sich besonders gut
fiir die hier beschriebenen, relativ kurzfristigen Versuche.

Es wurde stets nur frisch gekaufte Hefe verwendet. Aus dem
Innern des Hefeklumpens wurden 2 g herausgelost, in zirka 25 cm?®
destilliertem Wasser gut durchgeschiittelt, abzentrifugiert und in
250 cm® destilliertem Wasser suspendiert. Medwedew und Cho -
mitsch (1937) teilen Versuche mit, bei denen infolge lingeren Aus-
waschens die Hefen ihre physiologischen Eigenschaften vollstindig
verindert haben (Verlust des «Bios»). Diese Gefahr wurde umgangen
durch Verzicht auf mehrmaliges Auswaschen. Anderseits soll aber die
Zelle vor Versuchsbeginn glykogenfrei sein; auch diese Forderung wird
trotz des schwachen Auswaschens erfiillt, wenn man die Suspension
mehrere Stunden bei einer Zimmertemperatur von mindestens 20° C
stehen 148t (siehe auch Althaus, 1950). Weichsel (1937) macht
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darauf aufmerksam, daB die Aktivitit der Hefen stark abhingig ist von
Herkunft, Alter und Aufbewahrung (Gehalt an Reservestoffen). Rein -
hard (1923) erwihnt, daB Licht die Vermehrung der Hefen begiin-
stigt, und Osterhout und Hill (1933) zeigen in Versuchen an
Nitella, daB durch lingeres Aufbewahren in destilliertem Wasser (drei
Tage und lénger) die Zellen in ihrer Aktivitit zusehends gelahmt
werden. ,
Um all diesen méglichen Einfliissen aus dem Wege zu gehen,
wurde bei der Behandlung der Hefen auf folgende Punkte speziell
geachtet:
a) Die Hefen wurden immer vom selben Ort und frisch nach An-
kunft aus der Fabrik bezogen (sieche auch Warburg, 1927 a).
b) Sie wurden nach dem Suspendieren mit Methylenblau 1 : 10 000
jeweils auf tote Zellen gepriift (1 bis hochstens 5 %) und dann
tiber Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die vor Ver-
suchsbeginn angesteliten Proben auf Glykogen (JKJ: sieche Alt-
haus, 1950) fielen stets negativ aus. :
¢) Die Hefen waren durch einen Kartonzylinder vor dem Einflu8 -
des Tageslichtes geschiitzt.
d) Es wurden immer nur ein- und zweitiigige Suspensionen unter-
sucht, obwohl auch fiinf- bis sechstigige erst eine geringe Ab-
nahme ihrer Aktivitit zeigten.

Die Suspension glykogenfreier Hefen wurde vor Beginn jeder Ver-
suchsserie photometrisch (siche Musfeld, 1942) auf ihre Dichte
resp. Zellenzahl gepriift und nétigenfalls so verdiinnt, dal immer der-
selbe Lichtwert erhalten wurde; dies bedeutet, da8 bei jedem Versuch
anniihernd dieselbe Zellenzahl pro Reaktionsvolumen vorhanden war
und daB somit alle Resultate direkt miteinander vergleichbar sind.

~ Auf Puffer als Suspensionsmilieu wurde absichtlich verzichtet, da
dies die refraktometrische Messung kompliziert hétte (ausgenommen
die Versuche iiber pH-Abhéingigkeit). Es sei nur nebenbei bemerkt,
daB nach der oben geschilderten Behandlung der Hefen sicher noch
Spuren von Salzen, wenn auch refraktometrisch nicht mehr feststell-
bar, in der Suspensionsfliissigkeit sind, so daB die Giftwirkung von
ganz reinem destilliertem Wasser, wie sie von O ster h o ut beschrie-
ben wurde, nicht unmittelbar zu befiirchten ist.

Angesetzt und aufbewahrt wurde die Hefe als achtpromillige Sus-
pension, wihrend der Versuch selbst stets an v1erprom1111ger Suspen-
sion ausgefiihrt wurde.

II. Ausfithrung der Messungen

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit besteht darin, Zuckerauf-
nahme und Zuckerverbrauch (Energiehaushalt) unter den verschieden-
sten duBern Bedingungen zu untersuchen sowie die Resultate in Bezie-
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hung zu setzen zu der am Versuch beteiligten Zellenzahl resp. ihrer
Oberfliche oder ihrem Volumen. Es gilt darum, fiir jede der geforder-
ten Grofen die geeignete MeBmethode zu finden.

1. Bestimmung des Zuckerverbrauchs

_ Zur Bestimmung des Zuckerverbrauchs (abgekiirzt: ZV) wurde die
bewihrte manometrische Messung von Atmung und Gérung in der
Warburg-Apparatur herangezogen. DaB unter den gegebenen Bedin-
gungen * und innerhalb der kurzen Versuchszeit von weniger als einer
Stunde Atmung und Girung tatsichlich den Hauptanteil des ZV dar-
stellen, wurde schon von Musfeld (1942) an Hand der Wahrneh-
mungen von Warburg (1927) und Geiger-Huber (1934) fest-
gestellt. Bei den eben erwihnten Autoren sowie bei Warburg (1926)
und Dixon (1943) finden sich ausfiihrliche Beschreibungen der
Methode. ;

Es sei nur bemerkt, da8 bei Warburg-Versuchen natiirlich ganz
andere Verdiinnungen angewendet werden mufiten als bei Refrakto-
meterversuchen, um zu denselben Verhéltnissen pro Reaktionsvolumen
zu gelangen. Das Reaktionsvolumen betrug 2 oder 3 cm® davon 1,8
resp. 2,7 cm® als Hefesuspension und 0,2 resp. 0,3 cm?® als Zuckerlésung
eingefiillt. Bei Vergiftungsversuchen wurden nur 2,4 cm® (entsprechend
dichtere) Hefesuspension, 0,3 cm® Zellgift und 0,3 cm® Zucker einge-
tiillt. Prinzipiell wurden die Verdiinnungen immer so gewihlt, daB erst
nach dem ZusammengieBen aller Reaktionsteile die gewiinschte Kon-
zentration an Hefe, Zucker, Zellgiften usw. erreicht ist.

Die gemessenen mm® O.-Verbrauch resp. CO,-Bildung wurden auf
folgender Grundlage (siehe auch M usfeld) umgerechnet:

1 mm® O,-Verbrauch entspricht 1,33 y ZV
1 mm® gebildetes Girung-CO, entspricht 4 y ZV

2. Bestimmung der Zuckeraufnahme (= ZA)

Nach einer Reihe von Vorversuchen hat sich die refraktometrische
Messung der Zuckerkonzentrationen unter den gegebenen Bedingungen
als durchaus geeignet und in ihrer Einfachheit andern Methoden (gra-
vimetrische, titrimetrische) gegeniiber als weit iiberlegen erwiesen.

a) Prinzip der Methode
Mit dem Refraktometer wurde in bestimmten Zeitabstinden die
Konzentration der AuBlenlésung an Zucker in geschiittelten Hefesuspen-
sionen gemessen. Die Zuckerabnahme der AuBenlésung wurde gleich
der Aufnahme in die Zelle gesetzt. Diese Annahme setzt allerdings vor-
aus, dafl wir wirklich nur Refraktionswerte messen, die durch Unter-
schiede in der Zuckerkonzentration bedingt sind, daB also Salze und

1 Zellen wachsen und vermehren sich nicht in meBbarem MaBe.
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andere Nihrstoffe hochstens in einem der Zuckermenge gegeniiber
verschwindend kleinen AusmaBe vorhanden sind. Es ist dies der Grund,
warum die Hefen in destilliertem Wasser und nicht in einer gepufferten
Losung suspendiert wurden.

Komplizierter gestaltet sich die Messung bei Anwesenheit von meh-
reren Losungsteilnehmern wie zum Beispiel bei den Versuchen mit
Zellgiften oder bei den Untersuchungen iiber pH-Abhéangigkeit, wo
Puffer unumgénglich sind. In diesem Falle ist es nétig, jeweils in einem
Parallelversuch festzustellen, wie weit der Refraktionswert (abge-
kiirzt = RW) innerhalb einer bestimmten Zeit durch diese zusitzlichen
Substanzen allein verindert wird, und eine eventuelle Differenz bei der
Berechnung des Zuckerwertes zu beriicksichtigen. Das Refraktometer
mift lediglich die Summe aller Losungsteilnehmer. Einen Einzelvor-
gang zu messen, sind wir in diesem Falle nur dann imstande, wenn wir
— sei es durch «Blindversuche», sei es durch andere Methoden —
die GroBe der iibrigen Vorginge feststellen kénnen. Uber eine #hnliche

Verwendung des Refraktometers siehe auch Schopfer (1933).

b) Das Refraktometer, seine Vorteile und Genauigkeit

‘Verwendet wurde ein Zei-Eintauch-Refraktometer mit Hilfs-
prisma, wie es zum Beispiel beschrieben ist in Wagner (1928),
Klein (1931), Bamann und Myrbaeck (1941), Lowe (1943).

Die Verwendung des Hilfsprismas bringt zwei Vorteile mit sich:

1. Die Hefen miissen zur Messung nicht aus der Fliissigkeit heraus-
zentrifugiert werden. Wenn ihre Dichte 6 bis 8 %, nicht iiber-
steigt, so kann die Ablesung des RW ohne wesentliche Einbufle
an Helligkeit und Schirfe vorgenommen werden. Dies bedeutet
eine ganz gewaltige Vereinfachung der Messungen und gestattet
aullerdem, diese in relativ kurzen Zeitabstinden auszufiihren.

2. Zu jeder Messung wird nur ein Tropfen von rund 0,1 cm® Ver-
suchsfliissigkeit bendétigt. Die Menge der letzteren betrug stets
40 cm®, und pro Versuch wurden normalerweise fiinf (in einigen
wenigen IFillen neun) Tropfen entnommen. Wir diirfen also mit
Sicherheit annehmen, daB durch eine so geringe (rund 1,5 %)
Verkleinerung des Gesamtvolumens an Fliissigkeit die Versuchs-
bedingungen nur unwesentlich veridndert werden, so dafl von
dieser Seite keine Storung der Methode zu erwarten ist.

Wagner (1928) gibt die Genauigkeitsgrenze des hier verwende-
ten Refraktometers zu 0,1 Skt. * an. Fiir unsere Zwecke wiire es aller-

1 Skt. — Skalenteil im Blickfeld des Refraktometers. mSkt. — /1000 Skt.: kann
nicht mehr direkt abgelesen werden an der Skala (/o Skt.) der Mikrometerschraube,
sondern wird erst erhalten durch Mittelwertbildung aus mehreren auf /4, Skt.
genau abgelesenen Werten. Die Zehntel-Skt. der Mikrometerschraube lassen sich
von Auge noch bequem in /49, Skt. unterteilen (Abstand von Strich zu Strich zirka
2 mm), :
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'dings wiinschenswert gewesen, mit groBerer Genauigkeit arbeiten zu
konnen. Daher wurde die Temperaturregulierung mittels gasgeheizten
Warmwassers, wie sie in den obenerwihnten Werken allgemein noch
beschrieben wird, durch eine elektrische Heizvorrichtung (blaue
25-Watt-Lampe) mit Thermoregulator {Toluol/Quecksilber) ersetzt.
Wir erreichten damit Temperaturschwankungen des MeBbades von nur
noch durchschnittlich == 0,032 C und somit, unter Innehaltung einer
Reihe noch zu besprechender Bedingungen, fiir jeden gemessenen
Tropfen eine Standardabweichung von o=— = 0,023 Skt., was einer
Abweichung von rund 62 mg Zucker pro Liter oder 6,2 y pro verwen-
deten Tropfen entspricht. Das ¢ wurde berechnet aus einer Versuchs-
reihe von 21 Messungen einzelner Tropfen aus ein und derselben
Glucoselgsung. Uber statistische Behandlung von Zahlenmaterial siehe
zum Beispiel Piitter (1929), Koller (1940), Fisher (1946),
Fisherund Yates (1948).

Um die Genauigkeit noch weiter zu steigern, wurde als Ergebnis
erst das Mittel mehrerer (meist 8 bis 12) gleichartiger Versuche be-

trachtet; die mittlere Abweichung om ist dann gleich —— (wobei n =
n
Anzahl Versuche). Wir erhalten so fiir:
' 4 Versuche: om = =+ 11,5 mSkt.
8 Versuche: on=71 8,1 mSkt.

12 Versuche: om=—1 6,6 mSkt.

c¢) Fehlermoglichkeiten und Bedingungen zu ihrer Vermeidung

aa) Hefedichte und subjektiver Ablesefehler:

Bei einer geniigend starken Lichtquelle (200-Watt-Lampe durch Kupfersulfat-
filter) sehen wir im Blickfeld des Refraktometers ein ganz helles und ein ganz dunkles
Feld, welche durch eine scharfe Trennungslinie ausgezeichnet sind, solange wir reine
Losungen und diese nicht in zu hoher Konzentration (z. B. iiber 10 %o Zucker) messen.
Bei Anwesenheit von Hefe wird das Dunkelfeld nur ganz minim aufgehellt, wenn wir
Suspensionsdichten von nicht mehr als 4—5 %00 verwenden. Die Trennungslinie ver-
liert dadurch noch nichts an Schirfe. Gehen wir aber zu héhern Suspensionsdichten
tber, so wird das Dunkelfeld zusehends grauer, die Trennungslinie damit schumme-
riger und undeutlicher. Wir haben uns darum bei der vorliegenden Arbeit fiir eine
Dichte von 4 %00 entschieden.

Eine Verschiebung des RW durch die bloBe Anwesenheit von Hefezellen in der
zu messenden Fliissigkeit konnte weder bei glykogenfreier noch bei glykogenhaltiger
Hefe in einem AusmaB festgestellt werden, das die Genauigkeitsgrenzen der Methode
iiberschritten hiitte.

Um den subjektiven Fehler moglichst klein zu halten, wurde bei jeder Ablesung
der RW dreimal unmittelbar nacheinander eingestellt und abgelesen und der so er-
haltene Mittelwert erst zu weitern Berechnungen verwendet, z. B.:

Ablesungen in Skt.
1. 2. 3. Mittel
1. Messung: 27,00 27,00 26,99 26,997
2. Messung: 26,94 26,95 26,98 26,957
3. Messung: 18,07 18,08 18,06 18,070
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bb) Temperaturkonstanz des Schiittelbades und Verdunstung im Ver-
suchskolben:

Auch das Schiittelbad wurde elektrisch geheizt. Der Thermoregulator arbeitete
auf * 0,050 C genau. Es ist nicht zu erwarten, dafl so minime Temperaturunterschiede
auf den Stoffwechsel einen meBbaren Einflu8 haben. Die Versuchsgefil3e, Erlenmeyer-
kolben a4 200 cm? wurden bis fast zum: Hals ins Wasser getaucht und mit 90 bis
100 Schwingungen pro Minute geschiittelt. Es wurde dabei festgestellt, daB auch bei
héhern Temperaturen erst nach 4—5 Stunden eine Zunahme der Konzentration (an
reiner Zuckerldsung untersucht) gemiessen werden konnte, soféern die Kolben mit
Wattepfropfen verschlossen waren. Ein normaler Versuch dauerte aber nur etwa
#/4 Stunden, so daB die Verdunstung zu vernachlissigen ist.

cc) Verdunstung des Tropfens auf der offenen Prismafliche des
Refraktometers:

Mit Hilfe eines unten abgeplatteten Glasstabes, der stindig im Versuchskolben
bleibt, wird der zu messende Tropfen so rasch wie méglich auf das bereitgestellte
Prisma des Refraktometers gebracht, mit dem Hilfsprisma zugedeckt, durch eine
wasserdichte Hiilse mit Glasfenster verschlossen und ins MeBbad eingestellt. Unter- .
suchen wir nun die Abhiingigkeit des RW von der Zeit, wihrend welcher der Tropfen
offen der Verdunstung ausgesetzt ist, so stellen wir, wie zu erwarten, fest, dal der
RW proportional der Verdunstungszeit zunimmt. Nach zirka 12 s Verdunstung ist die
Grenze der methodischen Abweichung bereils iiberschritten. Nach einiger Ubung ist
man jedoch in der Lage, das Refraktometer bereits in 3—5 s zu verschlieBen.

dd) Temperatur:

Der RW ist sehr stark von der Temperatur abhéngig. Wir kénnen also nur dann
erwarten, einen konstanten Wert vorzufinden, wenn die Prismen, der eingeschlossene
Tropfen sowie das ganze Gehiiuse des Refraktometers schon beim ersten Einstellen
genau die gleiche Temperatur besitzen wie das MeBbad. Dies ist meistens nicht der
Fall, vor allem dann nicht, wenn wir die Temperaturabhiingigkeit der ZA bestimmen
wollen und ganz generell, wenn die Versuchstemperatur eine andere ist als diejenige des
MeBbades. Ist das Refraktometer (inkl. eingeschlossene Fliissigkeit) warmer als das
MeBbad, so nimmt der RW bis zu einem konstanten Endwert zu, umgekehrt nimmt
er bis zu einem konstanten Endwert ab. Je grofer der Temperaturunterschied, desto
linger ist die bendtigte Anwirmzeit. Bei Unterschieden von zum Beispiel 5° C betriigt
die Wartezeit, wie einige Versuche ergeben haben, zwischen 25 und 30 Minuten. So
groBe Temperaturdifferenzen erhilt man allerdings auch dann nicht, wenn der auf-

- gelegte Tropfen zum Beispiel 40° C oder 45° C besaB, da er im Verhiltnis zur Masse
des etwa auf Zimmertemperatur befindlichen Refraktometers sehr klein und rasch
in die Nihe der Refraktometertemperatur abgekiihlt ist. Zur Konstanthaltung des End-

wertes darf allerdings das MeBbad selbst keine groBen Temperaturschwankungen auf-
weisen. ]

ee) Temperaturkonstanz des Mefbades:

Die Schwankungen des MeBbades wurden bereits weiter oben zu * 0,03° C an--
gegeben; 10 Temperaturunterschied entspricht bei Zuckern rund einer Differenz von
0.3 Skt., 0,030 wiirden damit einer Abweichung von rund 10 mSkt. entsprechen. Dies
soll uns lediglich als grobes Maf fiir die Zuverlissigkeit der Temperaturschaltung
dienen. Als GréBe sind die hier erwiihnten Schwankungen ja bereits in der unter
Abschnitt b) mitgeteilten Standardabweichung von ¢ — * 23 mSkt. enthalten.
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Vd_) Die Besonderheit der angewendeten Methode

Wir haben gesehen, daB bei griofleren Temperaturdifferenzen
zwischen Refraktometer und MeBbad lange auf die Konstanz des RW
gewartet werden mufl. Das wiirde aber bedeuten, daB wir entweder nur
bei Versuchstemperaturen arbeiten konnen, die derjenigen des MeB-
bades entsprechen, wenn wir die Tétigkeit der Hefen nach kurzen
Intervallen messen wollen, oder aber, dal wir bei andern Versuchs-
temperaturen nur ganz wenige, weit auseinander liegende Messungen
vornehmen konnten. Da wir aber unabhingig sein miissen von der
angewendeten Temperatur und die Messungen immer in gleichen, rela-
tiv kurzen Intervallen ausfithren, wurde die Methode in folgendem

o 4 2 MIN.
Figur 1
Beispiel einer Anwirmkurve
A = Refraktionswert, den die Losung im Mo-
ment des Einstellens (Refraktometer und
Tropfen z. B. auf 22° C) besitzt.
E = Konstanter Endwert nach entsprechend
langer Wartezeit im MeB8bad v. z.B. 20° C.
E' — Wert nach 4 Minuten; gegeniiber dem End-
wert immer um bestimmte Anzahl mSkt.
zu tief (resp. zu hoch).

Sinne abgeidndert: Wir warten nicht bis zur Konstanz des RW, sondern
lesen den RW immer nach genau derselben Zeit ab, gerechnet von der
Entnahme des Tropfens aus dem Versuchskolben an, in unserm Falle
immer nach 4 Minuten. Unter der Bedingung, daff wir alle duflern Ein-
fliisse, wie Zimmertemperatur, Temperatur des Spiilwassers (beim Rei-
nigen der Prismen zwischen zwei Messungen), Dauer des Stehenlassens
des geoffneten Refraktometers, im Laufe eines Versuches mdoglichst
konstant halten, bekommen wir Werte, die zwar gegeniiber dem End-
wert zum Beispiel zu hoch, aber immer gleichviel zu hoch sind. Wir
diirfen nur nicht vergessen, dafl unter diesen Voraussetzungen das
Refraktometer den ganzen Anwirm- und Reinigungsvorgang bereits
einmal «blind> durchgemacht haben muf, wenn auch der erste Me8-
wert dieselbe Verschiebung aufweisen soll.
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- Wir messen also immer nur relative Werte. Da aber alle Werte um
den gleichen Betrag zu hoch sind (resp. zu tief), so erhalten wir bei der
Differenzenbildung aus zwei benachbarten Messungen trotzdem den
wirklichen Unterschied, da sich diese sog. «<Anwarmfehler» gegenseitig
aufheben.

Wie etliche Proben gezeigt haben, wird dadurch die methodische
Abweichung kaum groBer als eingangs berechnet, wenn man sich ein
gleichmiBiges' Manipulieren angewohnt und sich sehr genau, d. h. auf
mindestens 15 s genau, an die einmal festgesetzte Anwérmzeit hilt.

Es soll allerdings hier nicht verschwiegen werden, daB gelegentlich «individuelle»
Unterschiede bei einzelnen Versuchskolben aufireten, die um einiges iiber die Streuung
der Methode hinausgehen. So wurde einige Male beobachtet, daB zum Beispiel von zwei
gleichzeitig geschiittelten und alternierend gemessenen Versuchskolben, deren Inhalt
zur gleichen Zeit und unter genau gleichen Bedingungen (dieselbe Stammsuspension) an-
gesetzt wurde, der eine Kolben um 30—40 °/o niedrigere Werte ergab als der andere.
Solche Fille sind allerdings in der Minderheit, doch konnte ihre Ursache nie ermittelt
werden. Da jedoch immer Durchschnittswerte aus mehreren bis vielen Messungen
interpretiert werden, wirken sich solche UnregelmiBigkeiten nicht stark aus.

Die mittlere Abweichung om, die den meisten nun folgenden Tabel-
len- und Kurvenwerten beigefiigt ist, wurde jeweils aus der Anzahl der
Einzelversuche und ihrer tatsichlichen Streuung berechnet, so daB alle
Differenzen von der eben erwiihnten Art bereits darin enthalten sind,
was gelegentlich groere Werte ergibt, als die rein methodische Streuung
erwarten lieBe. Immerhin sind auch die allergr6Bten in dieser Arbeit
vorkommenden Abweichungen der om nicht groBer als 23 mSkt. (ent-
sprechend 0,0062 %o Zucker).

e) Tabellen zum Refraktometer und ihre'Verwendung

Es gibt spezielle Zuckerrefraktometer, bei denen der RW direkt
in Prozenten abgelesen werden kann. Bei dem hier verwendeten Typ
lesen wir aber Skt. ab und kénnen dann die entsprechenden Prozente
mit Hilfe einer Tabelle finden. Eine groBe Reihe von Tabellen der ver-
schiedensten Substanzen wurde von W a g n e r und seinen Mitarbeitern
aufgestellt und in einem speziellen Werke (Wagner, 1928) heraus-
gegeben. Aber gerade die uns interessierenden biologisch interessanten
Zucker sind darin zum gréften Teil nicht enthalten. Zwar findet sich
eine ausfiihrliche Tabelle, mit welcher Glucose, Fructose, Maltose usw.
via Fehling-Bestimmung, also indirekt, auf Grund des abgeschiedenen
Kupfers bestimmt werden kann. Unsern Anforderungen kann aber nur
eine direkte refraktometrische Bestimmung dienen. Ich sah mich des-
halb gendétigt, fiir alle untersuchten Zucker selbst Tabellen aufzustellen.

Von zwei bis drei Einwigungen jedes Zuckers auf der Analysen-
waage wurden exakte Verdiinnungsreihen hergestellt von (20)—(15)—
10—5—2,5—(1) und 0 (=Aqua dest.) Prozent Zucker, die entsprechen-
den RW jeder Konzentration mehrmals gemessen und die dazwischen
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liegenden Punkte der ganz schwach gebogenen Kurve entsprechend
interpoliert. Die eingeklammerten Konzentrationen wurden nicht. bei
allen Zuckern gemessen. Bei der Aufstellung der Tabellen wurde wie
bei W a gner verfahren, indem den ganzen Skalenteilen die entspre-
chenden Zuckerprozent in %og (= Gramm in 100 cm®) gegeniibergestellt
wurden. Bei der Besprechung seiner Tabellen sagt Wagner, daB es
sinnlos sei, die Prozente auf drei Dezimalen genau anzugeben. Dies
stimmt, wenn wir der Methode eine Genauigkeit von 0,1-Skt. zugrunde .
legen. Bei wissenschaftlichen Arbeiten aber, bei denen wir durch Ver-
feinerung der Methode Abweichungen von nur noch 0,023 Skit.
(= 0,0062 °0g) — und durch Mittelwertbildung evtl. noch kleinere —
bekommen, wire es ebenso sinnlos, die miihsam erreichte Genauigkeit
durch ungenauere Tabellen wieder zu vergrobern. Da die Abweichung
der Methode, in %og ausgedriickt, nicht mehr als rund sechs Einheiten
der 3. Dezimale betrigt, habe ich mich entschlossen, die berechneten
Prozente in den Tabellen auf fiinf Einheiten der 3. Dezimale auf- oder
abzurunden. ,

Eine weitere strittige Frage bildet die Normaltemperatur, d. h. die
Temperatur, bei welcher alle Tabellen aufgestellt sind und auf welche
sich zum Beispiel beigefiigte Umrechnungstabellen fiir Ablesungen bei
héhern oder niedrigeren Temperaturen des MeBbades beziehen.
W a gner hat sich auf 17,5° C festgelegt. Bei 17,5° C zu arbeiten, ge-
lingt normalerweise schon gar nicht im Sommer und in einem anstindig
geheizten Laboratorium auch nicht im Winter. Das heifit aber nichts
anderes, als da wir stindig auf Umrechnungstabellen angewiesen sind
(sofern solche iiberhaupt vorhanden) und daB so die «Normaltabelle»
praktisch nie ohne Hilfsmittel benutzt werden kann. Um dieser Sinn-
widrigkeit zu entgehen, wurden alle Zuckertabellen fiir eine Tempe-
ratur von 20° C aufgestellt. Uberdies schlage ich vor, inskiinftig fiir
alle Tabellen zum Refraktometer aus zweckdienlichen Griinden eine
Normaltemperatur von 20° C einzufiihren, so gut wie zum Beispiel auch
die Normaltemperatur geeichter Pipetten im Laufe der vergangenen
Jahre von 15° auf 20° umgestellt wurde.

Zur Verwendung der Tabellen ist zu bemerken, daf wir nur dann
die %°og direkt der Tabelle entnehmen konnen, wenn der abgelesene -
RW den konstanten Endwert darstellt und solange wir reine Loésungen
(mit oder ohne Hefen) messen. Sobald wir nach unserer vorhin be-
schriebenen Methode nur relative Werte ablesen oder wenn sich in der -
Versuchsfliissigkeit noch Zutaten wie zum Beispiel Zellgifte oder Puffer
befinden, miissen wir zur Bestimmung des Zuckers einen andern Weg
beschreiten. Den absoluten Prozentwert der Zuckerlosung kénnen wir
nicht mehr ermitteln. Wir ersehen aber aus der Tabelle, dal zum Bei-
spiel einer Differenz von 1 mSkt. eine solche von x %eg entspricht. Wir
brauchen also nur die durch den Zuckerverlust bedingte Differenz
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zweier benachbarter Messungen mit einem bestimmten Faktor f* zu
multiplizieren, um zu erfahren, wie viele mg/Reaktionsvolumen in der
Zeit zwischen den beiden Messungen aus der AuBenlosung verschwun-
den sind. Auf dieser Basis wurden alle Kurven- und Tabellenwerte der
vorliegenden Arbeit berechnet.

3. Arbeitsgang

a) Zuckerverbrauch: Nachdem die Warburg-Apparatur die gewiinschte Tempe-
ratur erreicht hat, werden in entsprechender Verdiinnung Hefesuspension, frisch be-
reitete Zuckerlosung (und eventuell Zellgifte) in die Manometergefiie eingefiillt, diese
sofort an den Manometern befestigt und dann ins Temperaturbad verbracht. Zum Vor-
wirmen der Lésungen wird nun die ganze Einrichtung wihrend zirka 25 Minuten mit
rund 90 Schwingungen pro Minute geschiittelt (Amplitude zirka 5 cm). Bei Vergiftungs-
versuchen wird dann die erste Ablesung gemacht und sofort anschlieBend das Zellgift
in den Hauptraum iibergekippt. Nach rund 60 Minuten wird der 2. Wert abgelesen und
dann der Zucker eingekippt. Bei Versuchen ohne Zellgift wird der 2. Wert schon nach
10—15 Minuten genommen und dann sofort der Zucker zugegeben. Alle 12 Minuten,
vom Moment der Zuckerzugabe an gerechnet, werden die weitern Ablesungen gemacht
bis meistens zur 48. Minute, gelegentlich auch linger. Wihrend des ganzen Versuches
wird geschiittelt.

Aus Atmung und Gérung wird der entsprechende Zuckcrverbrauch zum Ver-
gleich mit den Refraktometerwerten in mg/40 cm® umgerechnet.

b) Zuckeraufnahme: Schiittelbad und MeBbad werden auf die gewiinschte Tem-
peratur gebracht.- Unterdessen stellen wir, vor jedem Versuch frisch wegen allfilliger
Infektionsgefahr durch Bakterien oder Pilze, die Zuckerldsungen her, und zwar in
doppelt so hoher Konzentration, als im Versuch gewiinscht wird. Samtliche Zucker
werden, teils zum raschern Aufldsen, teils zur beschleunigten Einstellung des innern
Gleichgewichtes (a- und f-Glucose usw.), bis zum Sieden erhitzt und erst dann auf
die entsprechende Verdiinnung eingestellt. Von der iiber Nacht gestandenen und glyko-
genfreien, 8promilligen Hefesuspension werden nach gutem Durchschiitteln 20 cm?
in den Versuchskolben pipettiert. In einem geeichten Reagenzrohrchen werden 20 cm?®
der frisch bereiteten Zuckerlosung gleichzeitig mit dem Versuchskolben im Schiittelbad
withrend rund 15 Minuten vorgewirmt (90—100 Schwingungen, Amplitude zirka 5 cm).
Wihrend dieser Zeit wird das Refraktometer im MeBbad «blind» angewiirmt, dann .
wie nach jeder Messung mit Aqua destillata von Zimmertemperatur abgespiilt mit
einem Hirschlederlappen getrocknet und zur Aufnahme des Tropfens bereitgestellt. Bei
Versuchsbeginn werden nun genau auf Zeit die aliquoten Teile von Zuckerlosung und
Hefesuspension in den Versuchskolben zusammengegossen, dieser ganz kurz und
kriiftig durchgeschiittelt und mit dem vor dem Schiitteln eingefiihrten Glasstab der erste
Tropfen auf die Prismafliiche gebracht. Der Glasstab wird sofort in den Kolben zuriick-
gefiihrt, dieser mit einem Wattepfropfen verschlossen und fast gleichzeitig der Tropfen
mit dem Hilfsprisma zugedeckt und die Metallhiilse aufgesetzt. Die ganze Manipulation
darf nur 3—5 s dauern. Das Refraktometer wird nun ins Mefbad eingestellt und nach
genau 4 Minuten seit der Tropfenentnahme die Ablesung des RW vorgenommen. Die
drei unmittelbar hintereinander abgelesenen Werte werden sofort aufnotiert, das Re-
fraktometer wieder gedffnet, die Prismen abgespiilt, getrocknet und fiir die néchste
Messung bereitgestellt. Auf diese Weise sind wir imstande, alle 6 Minuten einen neuen
Tropfen zu messen. Wihrend der ganzen Versuchszeit wurde geschiittelt.

Bei weitaus den meisten Untersuchungen wurde so vorgegangen, dafl mit einer
zeitlichen Verschiebung von 6 Minuten zwei Versuchskolben gleichzeitig geschiittelt

x - 40 - 1000

1 In unserm Falle Reaktionsvolumen — 40 cm3; f oy SRR mg/Rv.
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und alternierend gemessen wurden. Pro Versuchskolben konnte also auf diese Art alle
12 Minuten ein Wert genommen werden.

Der pro Zeiteinheit aus der Auenlésung verschwundene Zucker wurde gleich der
Aufnahme in die Zelle (oder in die Zelloberfliche) gesetzt.

4. Bestimmung der Zellenzahl und der Zelldimensionen
a) Zellenzahl

Die von M u s f el d (1942) ausgearbeitete Methode zur Feststellung
der Zellenzahl aus dem Lichtwert einer photometrischen Messung der
Suspensionsdichte schien fiir unsere Zwecke sehr geeignet. Die Einzel-
heiten des Vorgehens sind in der erwihnten Arbeit ausfiihrlich be-
schrieben, so daB wir uns hier auf die Wiederholung des Prinzips
beschrinken konnen: Von einer Reihe von Suspensionen verschiedener
Dichten werden die zugehérigen Lichtwerte bestimmt. Einige Proben
mit bestimmtem Lichtwert werden nun in der Thoma-Kammer auf
ihre Zellenzahl hin ausgezédhlt. Trigt man sowohl Lichtwert als auch
zugehorige Zellenzahl logarithmisch auf, so liegen die Werte ziemlich
gut auf einer Geraden, solange wir innerhalb 0,5 bis 8 °/,, Suspensions-
dichte bleiben. An den beiden Enden beginnt die Kurve S-férmig abzu-
biegen. Auf Grund dieser GesetzmiBigkeit im Gebiete zwischen 0,5 und
8 %4 sind wir aber in der Lage, fiir jeden beliebigen Lichtwert die
zugehorige Zellenzahl angeben zu kénnen. Wir werden zudem frei von
der etwas labilen GroBe der «Suspensionsdichte» (= Gewicht/Volumen).

Es stimmt mit den eigenen Beobachtungen durchaus iiberein, wenn
Musfeld (1942, S.585) schreibt: «Die Trockengewichtsschwankun-
gen hingen hauptsichlich vom Grad der Abpressung ab. Das festge-
stellte Wasser ist sowohl adhirierendes als auch zelluléires Wasser,
wobei die Schwankungen in der Menge des adhirierenden nach meiner
Beobachtung groBler sind als die des zelluléren.»

Gerade auf Grund dieser Feststellung ist es aber falsch, wenn Musfeld das
Trockengewicht in seine Lichtwertformel! einfithrt. Die Menge des adhirierenden
Wassers beeinflufit die GréBe des Trockengewichts, nicht aber den Photometerwert.
Dieser hingt allein von der Anzahl Hefezellen, die in einem bestimmten Volumen
Wasser suspendiert sind, ab und nicht davon, ob diese Zellen vor dem Suspendiert-
werden von viel oder wenig Wasser begleitet waren. Der Ausdruck G/G’ wurde deshalb
bei der Bestimmung der eigenen Lichtwerte weggelassen.

Es konnte nicht erwartet werden, daf8 die Hefen, obwohl vom selben Orte be-
zogen, genau die gleiche Beschaffenheit aufweisen wiirden, wie sie vor bald einem
Jahrzehnt von M us feld festgestellt wurde. Es war deshalb notig, die Abhéingigkeit

UL = il - 100
W.G'
wobei: L — Lichtwert in %o
H — Photometerwert der mit Hefesuspension gefiillten Kiivette
W — Photometerwert der mit Aqua dest. gefullten Kiivette
G — mittleres Trockengewicht aller Hefeproben in %o (= 28)
G’ == Trockengewicht der jeweiligen Einzelprobe in %b.
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von Lichtwert und Zellenzahl auf Grund eigener Versuche erneut festzustellen. Dabei
wurde folgender Arbeitsgang gewihlt:

Von mehreren Einwiigungen achtpromilliger Hefesuspension (2 g/250 cm?®) wur-
den exakte Verdiinnungsreihen von je 4—2—1 und 0,5 %e hergestellt und von diesen
alle auf ihren Lichtwert gepriift. Bei mehrmaliger Messung derselben Suspension traten
folgende Schwankungen der Lichtwerte auf:

Tabelle 1
Verdiinnung Lichtwerte .2 (x — ;:)2

®/o0
8 27,6-27,9-27,4 0,1267
4 33,2-33.5 0,0450
2 43,2-42,7 0,1250
1 57.4-56,7 0,2450
1 58,2-57,9-58,5 0,1800
1: 57,9-57,2 10,2450

n=14 Total 0,9667

2 (x—%)? gibt an: die Quadratsumme der Abweichungen von dem Mittelwert der
betreffenden Suspensionsdichte. Aus dem Total dieser Quadratsummen berechnet sich
die Standardabweichung ¢ des Einzelwertes zu ¢ — T 0,27 Lichtwerteinheiten (°/0). Da
wir aber den Lichtwert in weitaus den meisten Fiillen als Mittelwert aus drei aufein-
anderfolgenden Ablesungen aufnotierten, konnen wir als Genauigkeitsgrenze der photo-

0,27
metrischen Methode eine Abweichung von 7?— — T 0,16 L% angeben.

An fast 50 Proben photometrisch bestimmter Hefesuspensionen wurde die Zellen-
zahl ausgeziihlt. Um sich ein Bild von der Genauigkeit der Ausziihlung machen zu
konnen, wurden einige Suspensionen, je an einem frischen Tropfen, mehrmals hinter-
einander ausgezihlt. Sie lieferten dabei folgendes Ergebnis:

Tabelle 2
Verdiinnung Zellen pro mm3 2 (x—x)2

*foo
2 25 100-24 020-24 680 592 800
1 14 250-13 450 : 320 000
1 13 580-12 900 231 200
1 12 940-12 930 50
1 12 370-12 590 24 200
1 13 930-14 450-14 190 135 200
g 12 910-13 380 110 450

n=16 Total 1 413 900

Daraus berechnet sich die mittlere Abweichung unserer Auszihlungen zu o, = * 77 Zel-
len einer ein- bis zweipromilligen Suspension. Das sind rund 0,5 %o der jeweils anwesen-
den Zellenzahl.

Zum bessern Verstiindnis sei noch bemerkt, daf die Auszihlungen jeweils nur an
ein- oder zweipromilligen Suspensionen ausgefiihrt wurden, um nicht zu viele Zellen
in einem Quadrat der Thoma-Kammer vorzufinden, was das Zihlen wesentlich er-
schwert hitte. Da wir aber immer nur exakte Verdiinnungsreihen untersuchten, gilt
der gefundene Wert natiirlich, mit dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor multipli-
ziert, auch fiir alle andern Verdiinnungen resp. ihre Lichtwerte.
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Aus den fiir eine bestimmte Suspensionsdichte ermittelten Zell-
zahlen und Lichtwerten wurde nun wie bei Musfeld der Mittelwert
gebildet und so die folgende Tabelle erhalten:

Tabelle 3
\i}cj,z?i;ln;.l:’r:g Lich}:‘wert Wi L Zezl;f::;ih] log Z
8 27,46 1,439 . 104 640 5,020
4 33,95 1,531 52 320 4,719
2 43,78 1,641 26 160 4,418
1 58,55 1,768 13 080 4,116
0,5 74,51 1,872 6 540 3,816

Aus diesen Werten konnen wir nun ohne Miihe eine weitere Ta-
belle zusammenstellen, die uns erlaubt, die Zellenzahl Jeder beliebigen
Suspensionsdichte an Hand des Lichtwertes festzustellen. Wir brauchen
dazu nur, analog zu den Refraktometertabellen, den ganzen Lichtwerten
die zugehdrigen Zellenzahlen gegeniiberzustellen:

Tabelle 4
Licih‘f);:ert Zellen/mm-" E:(l)l:nocﬁll:
27 111 300 4450
28 98 600 3950
29 87 200 3490
30 78 600 3150
31 70 200 2810
usw.

Fiir unsere Zwecke benétigen wir diese Tabelle allerdings nicht.
Es wurde in einem frithern Abschnitt gesagt, daBl alle Versuche mit
genau derselben Suspensionsdichte durchgefiihrt wurden. Diese Forde-
rung wurde in der Weise erfiillt, daB jede frisch (und eher etwas zu
konzentriert) bereitete Suspension von rund 8 %/,, vor Beginn des ersten
Versuches, d. h. in glykogenfreiem Zustande, wo notig durch Verdiinnen
auf einen Lichtwert von 27,50 =+ 0,16 % eingestellt und im Verlaufe
der folgenden Versuche gelegentlich nachgepriift wurde. Aus der
Tabelle 4 ersehen wir, daB8 0,16 Lichtwertprozent bei Lichtwert 27,50
einer Abweichung von rund =+ 2000 Zellen entsprechen oder, anders
ausgedriickt, 3= 1,9 % der vorhandenen Zellenzahl. Diese 8-/ 40-Suspen-
sion wird, wie bekannt, bei Versuchsbeginn durch dieselbe Menge
Zuckerlosung auf genau die Hilfte verdiinnt. Wenn also in dieser
Arbeit die Versuchsdichte der Hefen mit 4 %,, angegeben ist, so will das
immer heiBlen, daB sich im Reaktionsvolumen von 40 cm® 2083 + 40+ 10°
Zellen befanden. ; ' :
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b) Zelldimensionen

~Mit Hilfe eines Mikrometerokulars wurden in zwei verschiedenen
Hefeproben zirka 500 Zellen auf ihre Linge und Breite (D und d) aus-
gemessen. Die erhaltenen Werte wurden graphisch aufgetragen und auf
ihre Verteilung gepriift. Bei einer Klassenbreite von 0,53 u erhielten wir
eingipflige Frequenzkurven mit ordentlich regelmifigem Verlauf, so
daB wir die groBenmiBige Verteilung der Hefepopulatlon als geniigend
erfallt betrachten kénnen. ¥
Als Mittel beider Proben ergab sich ein mittlerer Durchmesser
Dn = 5,85 u mit einem op* von 1,85 und ein entsprechender Klein-
durchmesser dm = 4,57 u mit einem o4®> von 1,36. Das Achsenverhéltnis
D/d finden wir dann gleich 1,28, entsprechend den Messungen von
Musfeld, der bei seinen Beobachtungen ebenfalls Achsenverhalt-
nisse zwischen 1,27 und 1,3 fand. Wenn auch die GréBen der Zellen
von Beobachtung zu Beobachtung etwas findern, so scheinen doch ihre
Proportionen ziemlich konstant zu bleiben.
Zur Berechnung von Volumen und Oberfliche brauchen wir mitt-

leres Kubik d® und mittleres Quadrat d*> des Durchmessers. Nun ist aber
das mittlere Quadrat (resp. Kubik) des Durchmessers nicht gleich dem
mittleren Durchmesser (dm) im Quadrat (resp. Kubik). Es ist abhiingig
von der GréBe der Streuung und l4Bt sich in folgenden einfachen For-
meln festhalten *:

C_iE:dm2‘|_02 C_ﬁ%dms"}‘?)(dm)g

Auf Grund dieser Beziehungen ist es moglich, von der mittleren
Linge und Breite zur mittleren Oberfliche resp. zum mittleren Volu-
men zu gelangen. Der weitaus gréBte Teil der Hefezellen prisentiert
sich dem beobachtenden Auge als Eiform. Eine generelle Formel zur
Berechnung der beiden GroBen aus einer Eiform mit beliebigem Ach-
senverhiltnis 148t sich nicht aufstellen. Legen wir aber das Achsen-
verhilinis fest, in unserem Fall zu D/d = 1,293, so erhalten wir die
Moglichkeit, Oberfliche und Volumen formelm#8ig zu bestimmen *:

Formeln- fiir Oberfliche und Volumen einer Eiform
mit dem Achsenverhdltnis D/d = 1,293

0—47163 7R  V—1,6688 7R
wobei R =d/2

Auf diese Art gelangen wir fiir eine Zelle zu einer mittleren Ober-
fldche von 83,3 i und zu einem mittleren Volumen von 77,0 ue.

I Die Abhiingigkeit von 62 wurde mir freundlicherweise von Dr. H Huber, L. Assi-
stenten am hiesigen Institut, berechnet.

2 Die Berechnungen der Formeln fiir Oberfliche und Volumen einer Eiform ver-
danke ich meinem Vater, Dr. K. Rieder, Riehen.
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Yorversuche

Wir haben uns im bisherigen Teil der Arbeit hauptsiichlich befaft
mit den rein methodischen Erfordernissen der Refraktometrie, mit den
Bedingungen meist physikalischer Natur, die zur Erreichung einer
geniigenden Genauigkeit beachtet werden miissen, und mit den Bezugs-
grofien, auf die wir unsere Aussagen beziehen wollen. Wir miissen nun
dazu iibergehen, die Richtigkeit unserer Bestimmungen womdglich mit
Hilfe anderer Methoden zu iiberpriifen und die Einfliisse zu unter-
suchen, denen unsere Methode durch die physiologischen AuBerungen
des Organismus, d. h. durch den Stoffwechsel der Hefe, unterworfen ist.

I. Vergleich mit andern Methoden der Zuckerbestimmung

a) Polarographie: Zucker eignen sich im allgemeinen sehr schlecht
zum Polarographieren, viele davon, zum Beispiel Glucose, iiber-
haupt nicht. Zwei Parallelversuche mit Fructose gaben zwar im
Durchschnitt eine annihernde Ubereinstimmung der polarogra-
phischen und refraktometrischen Zuckerkurven, doch wiesen die
polarographischen Einzelwerte so enorme Schwankungen auf,
daB praktisch kein Wert auf die Ergebnisse gelegt werden kann.

b) Polarimetrie: Das im Institut vorhandene Handpolarimeter wies
fast ebenso grofie Streuungen auf, wie der im Laufe eines Versuchs
verschwundenen Zuckermenge entsprach. Es hatte deshalb keinen
Sinn, mit einem ungenauern Instrument eine genauere Methode
priifen zu wollen.

¢) Reduktionsmethoden: Als zuverlissig kamen deshalb nur noch
die Methoden nach Fehling, Bertrand (in Beckurts,
1913) und Neuweiler (1933) in Frage oder die elektrolytische
Methode nach Treadwell (1940).

Fiir unsere Zwecke (reine Zuckerlosungen) eignet sich die Fehling-
sche Methode nach den Vorschriften von Soxhlet und den Tabellen
von Allihn (in Beckurts, 1913) sehr gut, wonach das abgeschie-
dene Kupfer als Oxydul oder Oxyd bestimmt wird. Zuerst wurde jedoch
die Genauigkeit der RW an einer Reihe exakter Einwiigungen gepriift.
Wir sehen aus der Tabelle 5, daB fiir reine Zuckerlésungen, sofern man
bis zur Konstanz des RW wartet, die Abweichungen der Einzelwerte
noch viel kleiner sind, als wir sie fiir unsere normale Versuchsanord-
nung (mit Hefen) berechnet haben. Die RW diirfen daher als durch-
wegs zuverlidssig und genau betrachtet werden.

Wichtig ist ferner, zu wissen, wie weit die Stoffwechselprodukte
der Hefezellen die RW beeinflussen. Nachdem eine geniigende Uberein-
stimmung von RW und Fehling-Werten an reiner Glucose festgestellt
worden war (Tabelle 6, erste vier Werte), wurden deshalb eine Reihe
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Tabelle 5

Vergleich von Einw#igung und Refraktionswert (%/og = Gramm in 100 cm?)
200 C, Glucose

Einwiigung Refraktometer i S
%8 Tropfen I gemessene %g i bung %08

0,7934 1. 0,7888 — 0,0046

2. 0,7953 + 0,0019

0,8030 j A 0,8083 + 0,0053

: 2. 0,8083 + 0,0053

1,0004 L 1,0042 + 0,0038

2, 1,0050 + 0,0046

1,0007 1,0037 + 0,0030

1,0011 1. 1,0007 - —0,0004

2. 1,0029 + 0,0018

2,0013 1. 2,0030 + 0,0017

2, 2,0009 — 0,0004

von RW- und Fehling-Bestimmungen an Zuckerlosungen miteinander
verglichen, die verschieden lang mit Hefe versetzt waren. Die Messun-
gen wurden wie folgt ausgefiihrt:

Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde die Hefe sofort abfiltriert mit einem
Glasfilter 1 G 4. Der erlittene Wasserverlust durch Verdunstung mufl dabei beriick-
sichtigt werden, indem nach dem Filtrieren nochmals der RW abgelesen wird als
Bezugswert fiir den nachherigen Vergleich mit der Fehling-Bestimmung. Zu je 30 cm?
Fehling I und II, welche zum Sieden erhitzt wurden, gibt man 25 cm® der Zucker-
16sung und erhiilt 2 Minuten am Kochen. Das weinrote Kupferoxydul wurde dann in
einen Goochtiegel G 2 abfiltriert, anschlieBend mit etwas warmem Wasser, Alkohol
und Ather ausgewaschen, zirka 1 Stunde bei 103° C im Heizschrank getrocknet und
nach dem Abkiihlen gewogen. Zur Kontrolle, ob die Wigung als Oxydul brauchbar
ist oder ob eventuell organische Verunreinigungen aus der Hefesuspension die
Wiigung fillschten, wurde bei zwei der Proben der Goochtiegel (in einem zweiten
Porzellantiegel) wiihrend zirka 1!'/z Stunden ausgegliiht, gewogen, nochmals gegliiht
und nachgewogen. Die so ausgefiihrte Wiagung als Kupferoxyd zeigte, bezogen auf
reines Kupfer, genau den gleichen Wert an wie das Oxydul. Alle weitern Proben
wurden deshalb nur noch als Oxydul bestimmt.

Diese Messungen wurden als Stichproben auch bei spitern Ver-
suchen wiederholt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sowie die
Folgerungen, die sich daraus ergeben, werden im folgenden Abschnitt
diskutiert.

II. EinfluB der Versuchsdauer

Der RW von Hefesuspensionen ohne Zucker veréndert sich durch
eventuelle Abgabe irgendwelcher Substanzen auch nach Stunden nicht.
Als die Messung direkt stérend kommen deshalb nur noch die Aus-
scheidungsprodukte des Zuckerstoffwechsels in Betracht.
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Tabelle 6

Vergleich von Refraktionswert und Fehling-Bestimmung nach verschieden langer
Versuchsdauer (4 %o Hefe in Glucose)

Versuchs- Versuchs- Bestimmung als Differenz
temperatur dauer RW Fehling absolut in 9, der
°G Std. %e %g %e vorh. Konz.2
- —1 0,828 0,824 — 0,004 0,49
e — 0,813 0,818 + 0,005 0,61 0.61
s — 0,808 0,805 — 0,003 0,35 >
== = 0,792 0,800 + 0,008 1,00
25 % 0,765 0,770 + 0,005 0,65 } i
25 34 0,985 0,978 — 0,007 0,72:)
25 1 0,749 0,739 — 0,010 1,35
25 1 0,858 0,842 — 0,016 1,90 01,33
25 1 0,971 0,964 — 0,007 0,73
30 1 0,806 0,790 — 0,016 2,03
25 2 0,748 0,726 — 0,022 3,03 3.05 4
25 2 0,944 0,916 — 0,028 3,06 J *°
35 2 0,810 0,770 — 0,040 . .5,20
25 6 0,762 0,657 — 0,105 16,0 14.3
25 6 1,061 0,942 — 0,119 12,6 1
25 20 0,684 0,422 — 0,262 62,0 62,0
! Die ersten vier Messungen wurden zum Vergleich der beiden verwendeten
Methoden an reiner Glucose, d.h. ohne da8 diese je mit Hefen in Beriihrung
kam, ausgefiihrt.
29/y der vorh. Konz. heiBt: die Differenz der beiden Messungen wurde be-
zogen auf die nach Versuchsabbruch tatséichlich noch vorhandene und mit der
Fehling-Reaktion bestimmte Zuckermenge.

An Hand der Tabelle 6 erkennen wir, daB8 bis zu einer Versuchs-
dauer von etwa dreiviertel Stunden die Werte der beiden Methoden
nicht stirker differieren, als ungefihr der methodischen Abweichung
des Refraktometers entspricht. Von diesem Zeitpunkt an macht sich
aber eine immer deutlicher werdende Divergenz der beiden Methoden
bemerkbar, indem der RW stets hoher ausfillt, als der in diesem Zeit-
punkt noch vorhandene Zucker (Fehling) erwarten lieBe (siehe auch
Schopfer, 1933). Diese Differenz wurde der alkoholischen Gdrung
zugeschrieben. In der Tat kénnen wir Alkohol, zum Beispiel nach ein
bis zwei Stunden, schon mit der Jodoformprobe nachweisen. Eine ge-
nauere Messung des gebildeten Alkohols (4 °/,, Hefe in 1 %o Glucose,
geschiittelt bei 30° C, Hefen nach 50 Minuten abzentrifugiert, Alkohol
sauer und basisch abdestilliert und nachher refraktometrisch gemessen)
ergab nach Wagners Tabellen einen Gehalt von 0,014 %og?, das
sind rund 0,025 Skt. In Zuckerprozenten ausgedriickt, entsprechen

1 Theoretisch berechnet aus Giirungs-CO, bei 300 C: 0,010 %o g.
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0,025 Skt. einer Differenz von nicht ganz 0,007 %/eg. Das heiBt: bei einer
Versuchstemperatur von 30° ¢ wiirde infolge der Alkoholbildung nach
50 Minuten der gemessene Zuckerwert um 0,007 °%og zu hoch ausfallen.
Das Ergebnis stimmt nicht schlecht mit den Werten der Tabelle 6 iiber-
ein. Von 30° C bis zum Temperaturoptimum der Girung (35°) nimmt
diese nicht mehr bedeutend zu. Wir kénnen also aussagen, daB auch
im Gebiete optimaler Zelltsitigkeit der «Alkoholfehler» innerhalb 50 Mi-
nuten unter aeroben Bedingungen nicht mehr als rund 0,008 %g aus-
macht, bei tieferen Temperaturen (25° und 30°), bei denen die meisten
Versuche ausgefiihrt wurden, sogar noch bedeutend weniger.

Wenn wir also unsere Versuchsdauer nicht iiber 50 Minuten aus-
dehnen, so wird das Resultat durch den Stoffwechsel der Hefe nicht
um einen groBeren Betrag gefilscht, als etwa der Abweichung der Me-
thode entspricht. Aus diesem Grund habe ich mich entschlossen, die
Versuchsdauer auf 48 Minuten (vier Intervalle 4 12 Minuten) festzu-
setzen. Zudem haben Versuche von so kurzer Dauer mehrfache Vorteile:

1. Wie sich gezeigt hat, ist die Zuckeraufnahme anfangs hoch. -

2. Die Alkoholpro-duktion ist anfangs klein, da die Gérung eine ge-
wisse Anlaufzeit benétigt.

3. Die Zellvermehrung ist praktisch gleich Null.

4. Die Infektionsgefahr resp. die Vermehrung eventuell vorhandener
Bakterien ist unbedeutend.

Bei den vielen mikroskopischen Proben auf tote Zellen oder auf
Glykogen wurde iibrigens nie Anwesenheit von Bakterien beobachtet.

II1. EinfluB} des Schiittelns

Bereits frither wurde mitgeteilt, daf alle Suspensionen wihrend
der ganzen Dauer eines Versuches geschiittelt wurden. Wie schon
Geiger-Huber (1934) und Reimesch (1934) hervorheben, ist
eine homogene Verteilung der Versuchsorganismen im Nahrmilieu un-
erldBlich fiir die Erlangung gleichmifliger Resultate. Wir kénnen auch
hier feststellen, dal im ungeschiittelten Gefidf die O,-Siattigung der
Losung rasch abnimmt, wodurch das Verhiltnis von Atmung/Gérung -
gestort wird, indem die Atmung gehemmt und die Gérung stark gefor-
dert wird (Giltay und Aberson, 1894; Meyerhof, 1925).
Dies hat zwar erhéhten Zuckerverbrauch und, dadurch bedingt, er-
hohte Zuckeraufnahme zur Folge, gleichzeitig aber auch erhéhte Alko-
holbildung, so daB sich der sog. <Alkoholfehler» schon friither aus-
wirken wiirde. : '

Die gesteigerte Zuckeraufnahme unter O,-Mangel beweist, daB
unter den gegebenen Bedingungen auch im ungeschiittelten GefdB ge-
niigend Zuckermolekiile an die Zelloberfliche gelangen. Es handelt
sich folglich in unserm Falle um eine Frage des Gasaustausches. Das
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Schiitteln hat also lediglich den Zweck, einen maximalen Gasaustausch
und damit Konstanz des Verhéltnisses Atmung/Géirung zu gewéhrleisten.

IV. Besteht ein Unterschied in der Aufnahme von a- und f-Glucose?

Frisch geloste Glucose liegt in der a-Form vor und verwandelt
sich in der Hitze sehr rasch, bei Zimmertemperaturen in einigen Stun-
den (Lippmanmn, 1904; Karrer, 1943), in ein Gemisch von rund
ein Drittel a- und zwei Drittel f-Glucose, mit einem Drehwinkel von
52,3°. Trotzdem bei allen Hauptversuchen nur gekochte Zuckerlosungen
verwendet wurden, kénnen wir uns fragen, ob wir refraktometrisch
eine Bevorzugung in der Aufnahme der einen oder andern Form fest-
stellen konnen. Es wurde dabei folgende Uberlegung gemacht: Geben
wir der Hefe als Substrat eine Glucose, die erst bei Versuchsbeginn
gelost wurde, so ist sie anfangs ganz und auch spéter zum gréBern Teil
auf a-Glucose angewiesen (der Drehwert sinkt im Laufe von 50 Minuten
von etwas iiber 100° erst bis gegen 70°). Fiigen wir aber den Zucker als
aufgekochte Losung bei, so steht der Hefe wihrend des ganzen Ver-
suches ein Uberschuf an f-Glucose zur Verfiigung. Wird die eine oder
andere Form bevorzugt, so mufl dies in der Grofle des Resultats zum
Ausdruck kommen.

Nach diesem Prinzip wurde an 21 Parallelversuchen mit gekochter
und ungekochter Glucoselosung die Grofle der Zuckeraufnahme be-
stimmt, ohne daBl ein signifikanter Unterschied festgestellt werden
konnte (Tabelle 7). Wir sind daher wohl berechtigt, alle 42 Versuche
in einen einzigen Mittelwert zusammenzufassen. Wir werden spéater bei
der Untersuchung der Temperaturabhiéngigkeit auf diesen Wert
zuriickgreifen.

Tabelle 7

Glucoseaufnahme
25°C — 49/,, Hefe — 19/, Glucose

Mittel aus je 21 Versuchen mit gekochter und ungekochter Glucose

in mg/40 St Intervall 4 12 min Total P
I I 11 111 | v
gekocht........... 8,64 4,01 3,10 2,97 18,70 + 1,00
ungekocht......... 8,75 4,25 2,89 2,40 18,25 -+ 1,02
Mittel aus allen 42 Versuchen
mg/40 em?® ........ 8,70 4,13 2,99 2,69 . 18,50 + 0,70

! Die o,, fiir die Werte der einzelnen Intervalle entsprechen im allgemeinen den
o, der Totalwerte.
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‘ Die Tatsache, daBl beide Glucoseformen von der Hefezelle gleich
gut aufgenommen werden, legt uns den SchluB nahe, daB wohl auch
in der Permeabilitit von a- und p-Glucose kein Unterschied besteht.

Unter einer Bedingung allerdings wiren diese Aussagen sehr frag-
lich: es ist zum Beispiel denkbar, daB die Hefe ein Ferment beséfe, das
imstande ist, die a-Glucose innert kurzer Zeit in f-Glucose zu verwan-
deln, d. h. die Mutarotation so stark zu beschleunigen, dal keine signi-
fikanten Unterschiede mehr erhalten werden. Der Beantwortung dieser
Frage galten die folgenden Untersuchungen.

V. Wird die Mutarotation durch Hefen beeinfluBBt?

Mit einem Polarimeter wurde die Anderung der Drehung frisch
geloster, hefefreier und anderseits frisch geldster, mit Hefe verseizier
Zuckerlosung verfolgt. Es wurde dabei festgestellt (Tabelle 8), da8 die
beiden Kurven sich fast vollstéindig decken, dafi also nicht die geringste
Beeinflussung durch die Anwesenheit von Hefe herausgelesen weérden
kann. Die Anderung der Zuckerkonzentration im Hefeversuch wurde
natiirlich mitberiicksichtigt. Daraus folgt, da unsere vorherige Aus-
sage betr. Gleichwertigkeit von a- und S-Glucose ihre Giiltigkeit behélt
(siehe auch Neuberg, 1946).

Tabelle 8

Mutarotation mit und ohne Hefen
20° C — 29/, Glucose — abgelesen: ain Grad

Blindversuch: a-Werte nach min
| 12 I 24 | 36 | 50 65
. Grad — 181,6 162,2 147.8 139.0
196,6 1791 161,8 146,5 133.4
Mittel 197 180 | 162 147 136
in 4 %/,, Hefen: a-Werte nach min
| 20 l 40 | 60
Grad: ‘ 191,0 ’ 156,8 137.4
| 189,2 | 1574 140,6
Mittel | 190 | 157 139

VI. pH der Versuchsfliissigkeit, Anderung im Laufe des Versuchs

Obwohl die Suspensionen nicht gepuffert waren, fand sich bei
wiederholten Proben fast regelméfig ein pH um 5 herum vor. Im Laufe
des Versuchs zeigte sich eine leichte Tendenz zur Ansduerung (CO,-
Bildung), doch wurden innerhalb von 48 Minuten nie Werte gefunden,
die ein pH von 4,5 unterschritten héitten.
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Zur Physiologie der Zuckeraufnahme

I. Ubersicht iiber die bisherigen Forschungsergebmsse

“The earlier idea that the yeast-cell, by its mere presence, is able
to exert an extraneous transforming influence on certain substances
dissolved in the surrounding medium have proved to be erroneous. All
known facts point consistently to these changes taking place exclusively
within the cell, and they therefore connote a constant centripetal flux
of material through the cell-wall, and a counter-flux of the metabolites
of equal or nearly equal amount in the opposite direction ...” Diese
Feststellung Browns (1914) legt nicht nur Zeugnis ab fiir die zu
Beginn des 20. Jahrhunderts sich allgemein durchsetzende Erkenntnis,
sie 148t zugleich die Frage nach der Art, wie denn das Nihrsubstrat
der Hefe — der Zucker — in die Zelle hineingelangt, unausweichlich
werden. Die intensiv betriebene Forschung auf dem Gebiete der Zell-
permeabilitit brachte zuerst zwei grundlegende, aber sich widerstrei-
tende Theorien hervor, die Lipoidtheorie von Overton (1895) und
die Ultrafiltertheorie von Ruhland (z. B. W. Ruhland und
C. Hoffmann, 1926). Ihre erfolgreiche Vereinigung (Lipoidfilter-
theorie) durch Collander (1937) setzte zwar dem Gegensaiz ein
Ende und lieferte eine Erklirung fiir die Aufnahme vieler Stoffe, wie
Alkohole, Amine, verschiedene organische Siauren und Farbstoffe usw.,
doch ist auch sie nicht imstande, die enorm hohe Zuckeraufnahme
durch Hefezellen zu erkliren (siehe auch Fleischmann, 1928,
S. 449).

Wir iiberblicken heute ein reiches Feld von Arbeiten, in denen an
den verschiedensten Objekten Fragen der Permeabilitiit fiir Anelektro-
lyte untersucht wurden, sei es nun der Permeabilitit des Protoplasten
(Collander, 1921, 1937, 1949, 1950; H6fler, 1926, 1934, 1940:
Schonfelder, 1930; Schmidt, 1933; Zehetner, 1934;
Wartiovaara, 1942; Rottenburg, 1943; Wiersum, 1947;
Arisz, 1948; Malm, 1948; Ayréipéa i, 1950) resp. ihrer BeeinfluB-
barkeit durch gewisse Reagenzien (Czapek, 1914; Heilbronn,
1914; Seifriz, 1923; Anselmino, 1928; Runnstroem
und Sperber, 1938), sei es derjenigen der Zellwand und ihrer Ein-
flisse (Czaja, 1935; Skene, 1943). Alle diese Arbeiten bestatigen
nicht nur weitgehend die Forderungen der Lipoidfiltertheorie, sie las-
sen auch klar erkennen, daB es hinsichtlich Permeabilitit nicht einen
universellen Protoplasmatypus gibt, sondern deren mehrere. So kommt
Hofler (1942) dazu, fiinf «spezifische Permeabilititsreihen» zu
unterscheiden, die fiir bestimmte Pflanzen ganz charakteristisch sind
und denen sich, wie er selbst sagt, «alle andern bisher untersuchten
Pflanzen mehr oder weniger zuordnen lassen». Aber gerade diese leizte
Feststellung scheint nur sehr bedingt zu gelten. Im allgemeinen dringt
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Vergleich von Permeabilitiitsreihen an verschiedenen Objekten

Tabelle 9

(P’ = Permeabilititskonstante, P = P'/cm? 10%)

1 2 3 4 5 6
2_; i {:' Chara Majenthemum Begpiaton Licmophora Melo.;?ira
(%‘;;:fnujg)r’ (Hofler) I&%‘&‘;‘;‘;‘;} (Elo) (Marklund)
Glycerin 7.4 0,024 0,066 0,009 0,018 0,039
Erythrit 0,46 0,002 0,005 0,001 0,016 0,015
Arabinose —_— — = 0,0008 — %
Fructose 0,3 0,001 0,006 0,00050 — s
Glucose = 0,3 5 0,001 0,0045 0,00055 e —
Maltose 10,3 0,001 0,006 0,00020 Lo —
Saccharose 0,3 0,001 0,002 0,00020 0,010 0,007

Zucker nicht oder nur duBerst langsam in die pflanzliche Zelle ein
(Hofler, 1926; Collander und Biarlund, 1933, u. a.) und
wird deshalb auch gerne als Plasmolytikum gebraucht. Dasselbe stellt
tibrigens Fleischmann (1928) fiir viele Arten von roten Blut-
korperchen fest, mit Ausnahme von zum Beispiel Mensch und Pferd.
Selbst wenn wir die Beobachtungen von Marklund (1936), Elo
(1937) und Hofler (1940; daselbst zusammengefaBt), daB nimlich
«das Protoplasma der Diatomeen durch eine ungewohnlich hohe
Zuckerpermeabilitit ausgezeichnet»> ist, zu einem Vergleich heran-
ziehen (Tabelle 9), so stellen wir vor allem zwei Dinge fest:

1. Die Permeabilititsunterschiede der einzelnen Protoplasten fiir
Zucker konnen sehr groff sein, jedoch sind sie nur gradueller
Natur.

2. Sie folgen fast ausnahmslos der Lipoidfiltertheorie, wobei das
Filterprinzip offensichtlich die groBere Rolle spielt.

Wir finden also hierin gar keine Anhaltspunkte zur Erklarung der
Tatsache, dafl der Hefeprotoplast verschiedene Zucker in weit stirkerem
MaBe aufnimmt als zum Beispiel das relativ kleine Glycerinmolekiil,
daBl Glucose iiber einen weiten Bereich unabhiingig von der Konzen-
tration aufgenommen wird oder daB von allen etwa gleich wenig lipoid-
loslichen Zuckern (Fleischmann, 1928) einzelne stark bevorzugt,
andere von derselben MolekiilgroBe praktisch iiberhaupt nicht auf-
genommen werden.

Es scheint mir allerdings darin ein ganz wesentlicher Unterschied zu liegen, daf
alle untersuchten Objekte (Majanthemum, Lamium, Gentiana, Rhoeo, Tradescantia,
Chara, Nitella, Diatomeen, Cyanophyceen, Beggiatoa) autotrophe Pflanzen sind, welche
ihre Energie aus der Sonnenstrahlung oder allenfalls (Beggiatoa) durch Chemosynthese
beziehen, wihrend die Hefezelle ein heterotropher Pilz ist, fiir den die von auBen herbei-
geschafften Kohlenhydrate selbst die eigentliche Energiequelle darstellen. Es ist denk-
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bar, daBl aus diesem Grunde anders geartete und engere Beziehungen zwischen Hefe-
zelle und Néhrsubstrat bestehen mogen als bei C-autotrophen Organismen.

Ayrdpédid (1950) macht allerdings die interessante Feststellung,
daB sich der Hefeprotoplast vollig normal verhilt und fiir organische
Basen keine groBere Durchlissigkeit besitzt als andere, vielgepriifte
Objekte, wie zum Beispiel Chara. Die grofie Zuckeraufnahme kann also
nicht in einer generell groBern Durchlissigkeit des Hefeprotoplasten
gesucht werden. In diesem Zusammenhang mégen auch die Anschau-
ungen von Arisz (1948) und Wiersum (1947) erwihnt sein. Sie
unterscheiden eine «Transmeabilitit> (Eindringen der Substanz durch
Plasmalemma, Mesoplasma und Tonoplast bis in die Vakuole) und
eine «Permeabilitit» (= Intrabilitit nach H6fler, 1931) (Eindringen
durch Plasmalemma in den Raum des Mesoplasmas). Mit Versuchen an
Vallisneria stellen sie fest, daB zum Beispiel Cl-Ionen (aber auch andere
- organische Substanzen) praktisch nicht in den Zellsaft eindringen, aber
trotzdem in mefBbarer Menge aufgenommen werden und sogar, wie sie
annehmen, durch Vermittlung der Plasmodesmen im Plasma von Zellen’
angereichert werden, die selbst nicht mit der Substratlésung in Beriih-
rung stehen. Diesen Beobachtungen kénnen wir zwar die Tatsache ent-
nehmen, daB die mit den iiblichen mikrochemischen oder plasmo-
metrischen Methoden festgestellte «Transmeabilitit> der meisten Lite-
raturangaben durchaus nicht identisch sein mu8 mit der «Permeabilitdt»
in den Plasmaraum im Sinne von Arisz, doch vermag auch diese
- Theorie die verschieden groie Aufnahme gleich groBer Zuckermolekiile
nicht zu erkléren.

So weisen denn Collander und Holmstroem (1937) mit
Recht darauf hin, daB die reine Permeabilititsforschung nicht fihig
sei, das Problem der Stoffaufnahme und -abgabe zu lésen. Ihre Ver-
suche ergeben, daB die Aufnahme von Sulfoséiurefarbstoffen in Tulpen-
und Hyacinthenbliiten direkt von der Grofle der Zellatmung abhingig
ist, und sie schlieBen daraus, daf§ der Protoplast aktiv an der Aufnahme
von Stoffen beteiligt sei. Auch fiir die Ionen- und Salzaufnahme gilt
Ahnliches (siche Collander, 1936;: Osterhout, 1934, 1936 und
1947). Als sehr bedeutsam miissen wir ferner die Untersuchungen von
Steward (1936) an Kartoffelzellen ansehen. Sie lassen erkennen,
daB die Semipermeabilitit der Zelle in direktem Zusammenhang steht
mit dem Eiweilstoffwechsel und somit einen aktiven Lebensprozef
vorstellt: “Ability to synthesize protein thus emerges as that metabolic
property of potato discs which, above all others, distinguishes cells
which are able to accumulate and to retain solutes in the cell sap.”

Wir wollen nicht vergessen, daB schon Overton (1895) von
solchen Erscheinungen wuflte und klar unterschied zwischen einer Auf-
nahme auf Grund osmotischer Eigenschaften und einer solchen durch
aktive, wie er sie nannte, adenoide Titigkeit des Plasmas. Hober
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(1926 resp. 1947) mit seiner Schule war lange Zeit der einzige, der
diesen Unterschied weiter verfocht, indem er die beiden Vorgiinge, die
praktisch nur sehr schwer trennbar sind, wenigstens gedanklich immer
als physikalische und physiologische Permeabilitit auseinanderhielt.
Heute diirfen wir wohl sagen, daB8 die Erkenntnis der adenoiden Tétig-
keit bei der Stoffaufnahme sich allgemein durchzusetzen beginnt. “The
active participation of protoplasm in permeability is being recognized.
At long last, there are indications that the shackles hitherto held
securely by the plasma-membrane concept have become unloosened.”
(Kopac, 1950.) ;

Uber die Art und Weise der Zuckeraufnahme besteht allerdings
noch Unklarheit. Schon Pfeffer (1895) war es vertraut, daB spezi-
fische Unterschiede bei der Aufnahme sonst gleichwertiger Zucker vor-
kommen, wenn er schreibt: «Fiir die natiirlich vorkommenden Zucker
ist u. a. bekannt, daB8 bei Darbietung von Invertzucker die d-Glucose
relativ ansehnlicher vergoren wird als die d-Fructose. Gayon und
Duborg, welche dieses fiir die gewéhnliche Hefe bestitigen, fanden
aber auch Hefearten, die sich gerade umgekehrt verhielten.» Auch
Galli (1946) macht die Feststellung, daB Aspergillus niger aus einer
Losung von Invertzucker die Glucose in weit stirkerem MaBe ver-
braucht als die Fructose und daf letztere erst dann vermehrt aufge-
nommen wird, wenn praktisch alle Glucose verbraucht ist.

Es ist eine bekannte Tatsache, daBl einzelne Zucker gut, andere
iiberhaupt nicht vergoren werden. Man kann sich hier die Frage stellen,
ob ein solcher nicht vergirbarer Zucker iiberhaupt in die Zelle hinein-
gelangt, ob es sich also um eine Permeabilititsfrage oder eine solche
enzym-chemischer Natur handelt. Fleischmann (1928) hat die
Permeierfdhigkeit einer Anzahl Kohlenhydrate untersucht, vor allem
an Erythrocyten, aber auch an einigen Pflanzenzellen; er macht dabei
die wichtige Feststellung (siehe auch bei Musfeld, 1942), daB Zucker
in allen Fillen rascher eindringen als die entsprechenden Alkohole. Er
erwahnt ferner die Ansicht von E ge, da Traubenzucker zuerst an der
Zelloberflache adsorbiert werde und erst allméhlich ins Innere der Zelle
eindringe. In eigenen Versuchen bemiiht er sich, in dieser Richtung
weiterzukommen: «Da anzunehmen ist, daB als Vorstufe des Perme-
ierens einer Substanz eine Adsorption an die Zellmembran stattfinden
muB, daB das Mall dieser Adsorption fiir die Anreicherung der eindrin-
genden Substanz von Bedeutung ist, also die Bedingungen fiir das Ein-
dringen mit gréBerer Adsorbierbarkeit giinstiger werden, erscheint eine
Untersuchung der Adsorbierbarkeit der Kohlenhydrate (an Kohle) fiir
unser Problem von Bedeutung... Stoffe, die die Oberflichenspan-
nung stark erniedrigen, haben daher bessere Aufnahmebedingungen
als oberflicheninaktive. Hierbei komimt es nicht auf die meist unter-
suchte Oberflaichenspannung wisseriger Losungen gegen Luft an, son-
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dern auf die Adsorbierbarkeit an die Protoplasmagrenzfliche, also eine
Grenzfliche fest/fliissig.» Die Ergebnisse sind insofern interessant, als
auch an Tierkohle die Zucker eine bedeutend hohere Adsorbierbarkeit
zeigen als Alkohole, die individuellen Unterschiede der Zucker sind
dabei aber nicht derart, da8 sie sich mit den biologisch festgestellten
Unterschieden ohne weiteres zur Deckung bringen lieBen (wir werden
spater auf diese Frage zuriickkommen, S. 597 ff.). Fleischmann
meint dann weiter: «Doch bliebe es bei der Annahme, dafi die Auf-
nahme der Zucker lediglich durch Diffusion durch starre Poren vor
sich gehe, nicht verstindlich, dafl die Glucose mit ihrem weit gréBern
Molekularvolumen (Mol.refrakt. 37,53) viel rascher eindringt als der
Arabit (Mol.-Refrakt. 32,91).» Mit der Tatsache, daB es ihm gelingt,
Zucker in Ol-Anilin-Gemischen zu losen, will er zum mindesten die
Moglichkeit hervorheben, Zucker im gleichen Losungsmittel zu 16sen, in
dem auch die Lipoide der Zellmembran wie das Cholesterin léslich sind.

Wertheimer (1934) betrachtet die Adsorption nicht nur als
Vorstufe des Eindringens — an Versuchen mit gelihmten Hefezellen
findet er eine sehr rasche, in allen Fallen temperaturunabhiingige Rest-
aufnahme, die er nur als Adsorption deuten kann — er geht in seinen
SchluBfolgerungen viel weiter, indem er behauptet, daBl der Zucker an
der Oberfliche sofort veridndert und erst das leichter permeierende
Reaktionsprodukt (Cs;-Korper) in die Zelle aufgenommen werde. «Es
gibt kein Beispiel dafiir, da das groBe Zuckermolekiil in wenigen
Sekunden durch die Zellmembran einzudringen vermag und daB dabei
zwischen ganz verwandten Zuckern ganz scharf unterschieden wird.»
Die Unterschiede in der Verwertbarkeit der Zucker erklirt Werth ei-
m er damit, daB er fiir alle Zucker eine streng spezifische Bindung an
der Plasmagrenzschicht annimmt, « wihrend die unspezifischen, da sie
nicht gebunden werden, an der Zelle einfach vorbeiflieBen»; denn «es
wire unokonomisch fiir die Zelle, wenn auch alle fiir den Stoffwechsel
unspezifischen Kohlenhydrate in die Zelle eindringen wiirden und : ..
wenn sie keine Verwendung finden, von der Zelle wieder ausgeschieden
werden miiten»>. Ahnliche Vorstellungen muB Kopaczewski
(1934) haben, wenn er von der «Orientation moléculaire» sagt: <son
importance commence a se dessiner. Elle semble jouer un réle dans le
processus de mouillement des parois (Devaux) et dans ’adsorption
(Langmuir), lesquels interviennent dans le degré de la perméabilité.»

Die Arbeit von Musfeld (1942) ist eine der wenigen, die iiber-
haupt Zahlenmaterial zur Frage nach dem Verhéltnis von Zucker-
aufnahme/Zuckerverbrauch, vor allem in Abhingigkeit vom relativen
Reaktionsvolumen einer Zelle, liefert. Wir entnehmen daraus die wich-
tige Tatsache, dafl die Zuckeraufnahme sehr stark, die energieliefern-
den Prozesse (Atmung und Giérung) jedoch nicht abhingig sind von
der Suspensionsdichte, welch letztere Feststellung sich iibrigens deckt
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mit Befunden von Slator (in Brown [1914]) und Geiger-Huber
(1934). Uber die Art und Weise der Zuckeraufnahme vermag sie aller-
dings nichts auszusagen, da sie nicht in dieser Richtung gefiihrt wurde.
Durchgehen wir die neuere Literatur auf solche Hinweise, so springen
uns einige Eigentiimlichkeiten besonders ins Auge. Einmal die immer
wieder beobachtete Geschwindigkeit, mit der Zucker schon in den
ersten paar Minuten aus der AuBenlosung verschwindet: “In fact, recent
work shows that glucose penetrates yeast cells almost competely before
carbon dioxide appears...” (Brooks, 1947). Dann aber auch der
EinfluB von Zuckerlosungen auf den Protoplasten: “The effect of sugar
on the structural viscosity of protoplasm is interesting and somewhat
surprising. Sucrose, like potassium chloride, when plasmolysing an
Elodea cell, induces a striking decrease in viscosity of the protoplasm.”
(Seifriz, 1947.) Gleichzeitig weist Seifriz zwar auch darauf hin,
daB wir eine solche Feststellung ohne Nachpriifung am einzelnen
Objekt nicht einfach verallgemeinern diirfen: .. .there is always the
question: Do all forms of protoplasm react in the same way?” Als
drittes muB uns auffallen, daB von den verschiedensten Autoren wie-
derholt die Vermutung ausgesprochen wird, es sei der Zuckertransport
mit Phosphorylierungsvorgingen verbunden. So meint zum Beispiel
Brooks (1947) bei der Diskussion einiger Kurven von Nord:
“...they seem to result from phosphorylated processes occuring when
glucose penetrates the yeast cell.” Peat (1946) berichtet von den Versu-
chen Hartts: “...the last author showed that pure glucose was absor-
bed from solution by the roots of sugar-cane plant and transformed into
sucrose. He also showed that phosphate ion was vitally necessary in
this transformation and was of the opinion that fructose-diphosphate
was formed as intermediate.” In Sumner und Myrbaeck (1950)
finden wir die interessante Feststellung: ... a cell cannot metabolize
phosphorylated sugars added to the medium, but nevertheless must
phosphorylate sugars in the cell surface in the first step of absorbing
and metabolizing them ...” Die Energie, welche Hefen und andere
Pilze zu Synthese und Stofftransport brauchen, stammt nach Hawker
(1950) zum groBten Teil von energiereichen Phosphorverbindungen.
Noch weiter geht in seinen Aussagen Johnson (in Lardy, 1950):
“. .. Unless existing concepts of the mechanism of alcoholic ferment-
ation are erroneous, the yeast has available from its energy source
(glucose] only one type of energy, phosphate bond energy. It is appa-
rently able to carry on all of the chemical and physical activities
associated with growth by the utilization of this one form of chemical
energy ...” In diesem Zusammenhang mag auch die Feststellung von
James (1946) interessieren: “Their phosphorylation (furanosides, as
sucrose, raffinose, etc.) is reversible and therefore occurs with little
change of free energy, and no linkage with an exergonic reaction is
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essential. This is in marked contrast with the requirements of the
hexosis”, oder dann die Beobachtung von Brooks (1945): “...that
radioactive ions, here phosphate, do not penetrate isolated cells
smoothly, but are taken in and lost repeatedly.” Nach Beobachtungen
von De Hevesy und Mitarbeitern (in M alm, 1948, S. 34 ff.) stimmt
das eben erwihnte Zitat zwar fiir Wurzeln und Blitter hoherer Pflan-
zen, nicht aber fiir Hefen. Sie stellen mittels chemischer und radio-
aktiver Analysen fest, daB Phosphor nur dann aufgenommen wird,
wenn gleichzeitig Glucose aufgenommen wird. Ein Austausch von
Hefephosphor gegen radioaktiven Phosphor findet nicht statt. In der
gleichen Richtung deuten die Angaben von Mullins (in Malm,
1948): «...die Aufnahme von P* war stark vom Zuckergehalt des
Mediums und von der Temperatur abhiingig...» «Der hohe Tempe-
raturkoeffizient zeigt, daB die P**-Penetration... einer chemischen
Reaktion zuzuschreiben ist...» «Der nahe Zusammenhang zwischen
P-Aufnahme und Zuckergehalt 1i8t das Vorliegen einer Phosphorylie-
rung vermuten.. .»

Wie Kopac (1950) zu berichten wei, kommt Lefévre am
zoologischen Objekt zu dhnlichen Vorstellungen: “Lef &vre suggested,
with justification, that the intermediation of sulfhydryl groups at the
cell surface, probably by enzymic phosphorylation, is an essential step
in the transfer of glycerol, glucose and similar substances across human
red cell membranes.”

-DaB Phosphorverbindungen eine bedeutsame Rolle im Stoffwechsel
der Hefen spielen mogen und diesen auch dann noch lange ungestort
aufrechterhalten kénnen, wenn — wie in unsern Versuchen —— kein
Phosphor von auBlen zugegeben wird, darauf deuten die betriichtlichen
Mengen von Phosphor hin, die in der Hefezelle gebunden sind. Malm
(1948) ermittelt den Gehalt an P,O; in kiuflicher Bickerhefe (Hefe-
fabrik Stockholm) zu rund 3,5 %o des Trockengewichtes, Althaus
(1950) zu 2,5 %. Fiir Pilze allgemein finden wir in Foster (1949)
folgende Angaben (S.140): “The high P content of mold mycelium
ranges in Schniiches (1924) experiments from 1 to 3% of dry
mycelium, expressed as P.O;...” (S.322): “In the mycelium the bulk
of the P is in organic-bound form, although considerable ordinary
orthophosphate occurs free in the mycelium ...” Nach Nyman und
Chargaff (1949) ist nur ein Drittel des in der Hefezelle vorkom-
menden P an die Kernsubstanz gebunden, wihrend die iibrigen zwei
Drittel in anderer Weise fiir die Zelle verfiigbar sind.

Vielleicht kénnen auch die Versuche von Rothstein (1948) und
Mitarbeitern einiges Licht auf dieses Problem werfen. Sie stellen nim-
lich fest, daBl aus Losungen von Uranylnitrat Hefezellen innerhalb von
2 Minuten Uranium in einer fiinfzigmal hohern Konzentration aufneh-
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men, als derjenigen der AuBlenlésung entsprechen wiirde. Bei gesteiger-
ter Uraniumkonzentration stellt sich unabhiingig von der Aulenkonzen-
tration ein Maximum der Aufnahme ein. Die Glucoseaufnahme wird
durch Uranium gehemmt, die Hemmung kann aber riickgingig ge-
macht werden durch- Zugabe von nur einem Fiinfzigstel des im Hefe-
cytoplasma chemisch festgestellten anorganischen Phosphatgehaltes. Aus
all diesen Indizien schlieBt Rothstein, daB es sich nur um eine
Adsorption an der #uBern Oberfliche der Hefezelle handeln kénne,
und stellt weiter fest: “The percentage inhibition of glucose metabolism
by uranium is equal to the percentage of active “groups” that are
complexed by uranium. This indicates that the active groups are neces-
sary for glucose metabolism and that the rate of metabolism is first
order relative to the concentration of active groups...” Was also die
Adsorption anbelangt, geht Roth stein einig mit der Auffassung von
Wertheimer, doch hilt er die weitern Folgerungen Werthei-
mers, daB der Zucker direkt an der Oberfliche verarbeitet werde
und erst dann ins Zellinnere eindringe, fiir gar nicht zwingend. Ich
mochte allerdings zu den Versuchen von Rothstein zu bedenken
geben, dafi.auch durch die Adsorption des groBen Uranium-Ions mog-
licherweise die rein physikalisch bedingte Permeabilitit schon veran-
dert werden kann (siehe z. B. Anselmino, 1928).

Wenn wir die bisherigen Forschungsergebnisse iiberblicken, so
stellen wir fest, daB sich in der Erkldrung des Problems der Zucker-
aufnahme allméhlich eine bestimmte Richtung abzuzeichnen beginnt,
daB aber noch reichlich wenig experimentell gewonnenes Zahlenmate-
rial vorhanden ist iiber die Bedingungen, denen Zuckerverbrauch und
vor allem Zuckeraufnahme unterworfen sind und iiber die Beziehungen
der beiden Phinomene zueinander. Es ist deshalb das Ziel der vor-
liegenden Arbeit, einige Schritte vorwirtszukommen in der Beant-
wortung

a) der Frage nach dem EinfluBf duBerer Faktoren wie Temperatur,
Zuckerkonzentration, pH usw. auf die Zuckeraufnahme;

b) der Frage nach dem Zusammenhang der Zuckeraufnahme mit
innern Faktoren wie Glykogenbildung und besonders Aimung und
Géarung, d. h. dem Energiehaushalt der Zelle; :

c) der Frage nach dem Verhalten der Hefe gegeniiber verschiedenen
Zuckern.

Dabei haben wir den Vorteil, unsere Ergebnisse mit der am hie-
sigen Institut fast gleichzeitig ausgefiihrten Arbeit von Althaus
(1950) vergleichen zu kénnen, der unter ganz dhnlichen Bedingungen
die Bildung von Glykogen an derselben Rasse von Hefezellen unter-
suchte. :
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I1. Eigene Untersuchungen

1. Beispiel einer refraktometrischen Mefreihe

Als Beispiel wihlen wir eine Gruppe von Versuchen, die den
genauen Verlauf der Zuckeraufnahme, gemessen in kurzen Intervallen
von nur 6 Minuten, wiedergibt, wiihrend sonst alle iibrigen Werte in
Abstinden von 12 Minuten abgelesen wurden (Grund siehe metho-
discher Teil). Aus Tabelle 10 ist ersichtlich, wie ein Einzelversuch aus-

Tabelle 10
Beispiel eines Einzelversuchs (123)
25° C — 49, Hefe in zirka 19/, Glucose — 6 min — pH zirka 5
10.30 Lésung und Refraktometer vorgewiirmt — Beginn: 10.46

Zeit ’ Ablesungen (nach 4 ') M At - —A Skt.

Trpf.entn. 1. I 2. | 3. , (Skt.) (min) (in mSkt.)
10.46 18,19 18,17 18,17 18,177 — —
10.52 18,10 18,09 18,12 18,103 6 74
10.58 18,05 18,07 18,07 18,063 6. /. 40
11.04 18,03 18,03 18,02 18,027 6 36
11.10 18,01 17,99, 18,00 18,000 6 27
11.16 17,99 18,01 17,99 17,997 6 3
11.22 17,98 17,98 18,00 17,987 6 10
11.28 17,99 17,98 17,99 17,987 6 0
11.34 17,96 17,99 17,98 17,977 6 10
Glykogen: + + Total 48 200

gewertet wird. Die so festgestellten Differenzen pro MeBintervall aller
Einzelversuche werden dann zusammengestellt, wie in Tabelle 11 ver-
anschaulicht, und daraus die Mittelwerte pro Intervall berechnet. Nun
ersehen wir aus der Refraktometertabelle fiir Glucose, daB zwischen
den Skalenteilen 14 bis 23 einer Differenz von 1 mSkt. (=0,001 Skt.)
eine solche von 0,00027 %og, das sind 0,27 mg/100 cm?, entspricht. Wir
miissen also die in mSkt. festgestellten Werte nur noch mit dem Faktor
0,108 multiplizieren, um die entsprechenden Intervallswerte, ausge-
- driickt in mg/Reaktionsvolumen von 40 cm®, zu erhalten, welche uns
angeben, wieviel Zucker wihrend einer bestimmten Zeit von den Hefe-
zellen aufgenommen worden resp. aus der AuBenlésung verschwunden
ist. Wiinscht man Zuckeraufnahme oder Zuckerverbrauch auf die Zell-
oberfliche oder die Zahl der Zellen zu beziehen, so gilt folgende Um-
rechnung:

mg/40 cm® und 48 min - 0,2 * 10— = g/em®*s, oder

1,01 - 10°
mg/40 cm® und 48 min - Thag i Molekiile/Zelle * s
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Tabelle 11

Mittelwerte der Glucoseaufnahme
25°C — 49, Hefe — 19/, Glucose — pH zirka 5,0

Intervall & 6 min (mSkt.) Frvtal i s
Versuch I I | II | II1 IV | Y | VI 4 | YIiI | VIII

123 74 40 36 27 3 10 0 10 200
125 84 36 6 10 16 13 10 6 181
127 87 30 10 0 7 14 3 10 161
129 73 50 30 27 997 0 6 24 237
146 74 40 10 0 3 20 g 0 - 154
154 27 16 44 43 33 0 24 3 190
157 37 37 13 0 10 10 17 13 137
158 67 30 23 24, 13} %3 24 30 234
159 44 16 7 30 7 23 10 23 160
160 10 29 10 20 7 20 10 7 111

Mittel 57171322 | 189 | 181 | 125 ) 153 | 1.1 | 126 176-+12,5

mg/40 em3 | 6,24 | 3,48 | 2,04 | 1,95 | 1,35 | 1,44 | 1,20 | 1,36 | 19,0 + 1,35

Von allen folgenden Versuchen sind nur noch die nach vorstehen-
dem Beispiel berechneten Mittelwerte (M) jeder Versuchsreihe an-
gegeben. '

Es ist nun aber wichtig, festzuhalten, daBl die erste Ablesung
(= Nullwert der Messung) erst nach einer bestimmten Anwéirmzeit, in
diesem Falle nach 4 Minuten, ausgefithrt wird. Die Zuckermenge, die
in der Zeit von 0 bis 4 Minuten aufgenommen wird, kénnen wir also
nach dieser Methode nicht erfassen. Wir erhalten folglich nie den
absoluten Betrag der Zuckeraufnahme, sondern immer nur relative
Werte. Wenn dies auch das Gesamtbild resp. die Interpretation der
Ergebnisse kaum #ndert, so wire es doch interessant, die Gré8enord-
nung dieser «Anfangsaufnahme»> wenigstens fiir den wichtigsten hier
untersuchten Zucker, die Glucose, zu kennen. Aber gerade die Beant-
wortung dieser Frage war eines der heikelsten Probleme, wie wir an
Hand der folgenden Uberlegungen sofort sehen werden:

Wir miiften zur Ermittlung der ZA zwischen 0 und 4 Minuten die
genaue Anfangskonzentration des Zuckers sowie deren absoluter Wert
nach 4 Minuten kennen. Beide Werte sind aber nur indirekt und sehr
umstandlich zu erhalten.

1. Hefesuspension und Zuckerlosung werden in aliquoten Teilen zusammen-
gegossen; der Zucker wird dabei aber nicht auf genau die Hilfte verdiinnt, da in der
Hefesuspension das von den Zellen selbst beanspruchte Volumen (3 bis 4 %o0) nicht als
verdiinnender Raum wirkt. Wir miiBiten also die Verdiinnung jedesmal an Hand der
festgestellten Zellenzahl resp. ihres Volumens berechnen.

2. Der so erhaltene Anfangswert wiire aber nicht direkt vergleichbar mit dem RW
(umgerechnet in Konz.) nach 4 Minuten, da wir zu jener Zeit in weitaus den meisten
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Fillen noch nicht den konstanten Endwert, sondern relative Werte (zu hoch oder zu
tief gegeniiber dem wahren Wert) messen.

3. Es wiire noch an eine chemische Zuckerbestimmung zu denken. Wir miiBten
dann genau 4 Minuten nach dem ZusammengieBen von Zucker und Hefe diese sofort
durch scharfes Abnutschen wieder voneinander trennen. Dadurch verdunstet aber eine
betrichtliche Menge Wasser, so daB wir wiederum nur einen relativen und mit dem
Anfangswert nicht vergleichbaren Zuckerwert erhalten.

4. Abzentrifugieren kommt ebenfalls nicht in Frage, da wir Zuckerldsung und
Hefe auf diese Weise nur relativ langsam und zu einem nicht genau definierten Zeit-
punkt voneinander trennen konnen.

Nach Priifung all dieser Aspekte sah ich nur noch eine Méglichkeit
zur Losung dieser Frage: -

Wenn wir Schiittelbad und MeB8bad auf Zimmertemperatur — und
auch diese so konstant wie moglich — halten, so haben Tropfen und
Refraktometer schon beim Einstellen ins MeBbad nahezu die Tempe-
ratur, die dem konstanten Endwert entspricht; vor allem ist dann die
Trennungslinie im Refraktometer schon nach kurzer Zeit scharf genug,
daf ihr Wert mit einiger Sicherheit abgelesen werden kann. Fiihren
- wir nun in der iiblichen Weise (getrenntes Vorwiirmen von Zucker-
losung und Hefesuspension, ZusammengieBen und sofortige Entnahme
eines Tropfens) eine Reihe von Versuchen durch, und zwar alternie-
rend je eine Probe mit Hefen, die néichste ohne usw., lesen die RW je
1, 2, 3, 4, 5 usw. Minuten nach der Tropfenentnahme ab und bilden
die Mittelwerte, so erhalten wir zwei verschiedene Kurven. Die eine
(ohne Hefen) gibt uns die lediglich durch Verschiebung der Temperatur
von Minute zu Minute bedingte Anderung des RW wieder; die andere
(mit Hefen) liefert zusétzlich die GroBe der RW-Verschiebung infolge .
Abnahme der Zuckerkonzentration in der Suspensionslésung. Wir
brauchen also nur die Werte der ersten Kurve von der zweiten abzu-
ziehen, um die durch die Zuckeraufnahme allein bedingte Anderung
des RW zu erhalten (die Werte fiir den Zeitpunkt 0 Minuten wurden
dem Kurvenverlauf entsprechend extrapoliert). So gelingt es, wenig-
stens anndherungsweise die Grofle der ZA zwischen 0 und 4 Minuten
zu berechnen (Tabelle 12 und Figur 2 a).

Zum bessern Verstindnis dessen, was wir mit dieser Operation
eigentlich gemessen haben, miissen wir eine weitere Uberlegung an-
schlieBen: Bei den eben besprochenen Messungen stellte ich durchwegs
fest, daB nach einer gewissen Zeit (10 bis 15 Minuten) gleich -wie bei
den Blindproben so auch bei den Proben mit Hefen sich ein konstanter
Endwert im Refraktometer einstellte. Dies ist nur méglich, wenn der
Hefestoffwechsel unterdriickt wird. Wir miissen folglich annehmen,
daB in der sehr diinnen Fliissigkeitslamelle zwischen den beiden Pris-
men, mit einer nur geringen Oberfliche gegeniiber der ebenfalls gerin-
gen in der Refraktometerhiilse eingeschlossenen Luftmenge, bei ein-
setzender Atmung und Gérung sehr bald ein Manko an Sauerstoff,
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Tabelle 12

Glucoseaufnahme im geschlossenen Refraktometer zwischen 0 und 4 min

(M aus 10 Versuchen)

ZT (20° C) — 49y Hefe — 19/, Glucose — mSkt,

min 0 1 2 3 4 Om
mit Hefe.......... 0 42 65 7 86
ohne Hefe ........ 0 25 41 45 47
ZA in mSkt ...... 0 17 24 32 39 L3
mg/40 em?......... 0 1,85 2,60 3,50 4,20 + 0,80
(g/cm?s) 10— ... . .. : 0,84 + 0,16
(Mol./Zelle - s) 108 . . 2:33 + 0,45

dafiir aber ein rapid anwachsender (gesteigerte Girung) Uberdruck an
CO, entsteht, der nach einiger Zeit die Zelle in ihrer Tatigkeit vollig
lihmt. Da nun auBerdem — wie aus spéitern Versuchen (Atmung,
Gérung) ersichtlich — die energieliefernden Prozesse der Zelle in den
ersten paar Minuten erst im Anlaufen begriffen, also noch sehr klein
sind, machen wir sicher keinen groBen Fehler, wenn wir die adenoide
Tétigkeit der Zelle hier unberiicksichtigt lassen und die Anfangsauf-
nahme zwischen der 0. und 4. Minute im geschlossenen Refraktometer
zur Hauptsache als reine Adsorption an die Zelloberfliche auffassen.

In Figur 2 a ist der Versuch gewagt, die Glucoseaufnahme der
ersten paar Minuten, entsprechend der S-férmig gekriimmten Kurve,
die wir aus Tabelle 12 erhalten, theoretisch zu deuten durch Zerlegung
des Gesamtvorganges in seine Teilvorgiinge: adenoide Titigkeit und
“Adsorption, wobei wir die zwar vorhandene (siehe S.605), in ihrem
AusmaB aber nur geringe Diffusion unberiicksichtigt lassen. In dieser
Figur kommt ferner die Ansicht sehr deutlich zum Ausdruck, daB die
nach 4 Minuten gemessene «Anfangsaufnahme» (A) der GroBe der
reinen Adsorption (I a) etwa gleichgesetzt werden darf.

Wertheimer (1934) hat mit seinen Versuchen bewiesen, daB
von einer bestimmten Zuckerkonzentration an (zirka 0,25 % Glucose)
die Adsorption eine konstante, temperaturunabhdngige GréBe ist. Wenn
die ganze Zelloberfliche mit Zuckermolekiilen abgesittigt ist, so ver-
mag weder eine Steigerung der Zuckerkonzentration noch eine Erho-
hung der Temperatur diese GroBe zu veréindern, sofern nicht die Ober-
flichenstruktur selbst durch eine solche Einwirkung verindert wird.
Nehmen wir nun an, daB nach 4 Minuten bereits der grofte Teil der
Zelloberfliiche besetzt ist (nach 5 Minuten: ZA — 42 mSkt.; nach 10 Mi-
nuten: 51 mSkt.; nach 15 Minuten: 53 mSkt., davon zirka 40 mSkt.
schon nach 4 Minuten aufgenommen [vgl. Tabelle 12]), so wird zum
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mindesten bei der meist verwendeten Glucosekonzentration von 1 %o*
eine Erhohung der Temperatur resp. der Konzentration (iiber 1 %)
keine erhebliche Verinderung des hier bei Zimmertemperatur von 20° C
ermittelten Wertes von rund 4,2 mg/40 cm® bewirken. Wir kénnen also

ZUCKERABNAHME DER AUSSENLOSUNG IN mg /40 ccm
ZUCKERAUFNAHME RESP. -VERBRAUCH DER ZELLEN IN mg.40 ccm

F———— NORMALE VERSUCHSDAUER VON 48 min. ———I

Figur 2
Glucoseaufnahme in kurzen Intervallen von 6 Minuten
256°C — 4% Hefe — 19 Glucose — 48 min

A = erste refraktometrische Ablesung der Konzentration nach 4 Minuten
Anwirmen — Nullwert der iiblichen Messungen (X,,-Werte)
I= die gemessene Konzentrationsabnahme der AuBenlésung (MaBstab

links)
IT — dieselben Werte wie I, aber aufgetragen als Zuckeraufnahme der

Zellen (MaBstab rechis)
IIT = zum Vergleich: der entsprechende Zuckerverbrauch durch Atmung

und Girung (MaBstab rechts).

mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit bei allen Versuchen, auBler viel-
leicht bei den kleinsten Zuckerkonzentrationen, unveriindert den Wert
von 4,2 mg/40 cm® hinzuzihlen, um die Gesamtmenge des aus der
AuBenlosung verschwundenen Zuckers zu erhalten.

1 Den Versuchen von Wertheimer (1934) kann entnommen werden, daB auch
bei einer Glucosekonz. von zirka 0,06 °/o immer noch rund 80 %o des Maximalwertes

adsorbiert werden.
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Die in der iiblichen Weise gemessenen Werte der ZA, also ohne
Beriicksichtigung der als wahrscheinlich ermittelten «Anfangsauf-
nahme», sind in dieser Arbeit mit X» bezeichnet.

i

ZUCKERABNAHME DER AUSSENLOSUNG IN mg./40 ccm

"Figur 2 a
Theoretlsche Figur zur Erklirung der Zuckeraufnahme (resp. -abnahme in
der AuBenlésung) in den ersten paar Versuchsminuten (linke, obere Bild-
hilfte der Fig. 2) ‘
Ia = wahrscheinliche Kurve der reinen Adsorption (die offenbar auch vor-
handene, in ihrem Ausmafl aber sehr geringe freie Diffusion ist in
diesem Schema nicht beriicksichtigt)
b = wahrscheinliche Kurve der adenoiden Zuckeraufnahme
I — Summe der beiden Kurven I'aund Ib — Typus einer Refraktometer-
kurve wie in Fig. 2, I
— Kurve der tatsiichlich gemessenen Werte im geschlossenen Refrakto-
meter, wo adenoide Titigkeit mit der Zeit unterdriickt wird

wie in Fig. 2.

I

N
Il

Da im Verlaufe eines Versuches immer nur einige Prozente des
zugesetzten Zuckers verschwinden, wird die Zelloberfliche dauernd
mit Zuckermolekiilen gesittigt sein, welche der Zelle noch nicht zu
weiterer Verfiigung stehen, solange sie nicht durch Diffusion oder
adenoide Titigkeit an die Reaktionsorte geschafft worden sind. Fiir
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jedes aus seiner Oberflichenbindung entfernte Molekiil wird aber
sofort wieder ein neues Zuckermolekiil adsorbiert werden. Es soll
darum hervorgehoben werden, daB die Xn-Werte sicher eher der tat-
sachlich «eingedrungenen»* Zuckermenge entsprechen, wihrend die Ge-
samtmenge ( Xt:) auch noch die im Laufe eines Versuches von 48 Minu-
ten immer gleichbleibende, vorderhand erst an der Zelloberfliche ad-
sorbierte und deshalb noch nicht verwertbare Zuckermenge mit ein-
schlieBt. Ich habe es deshalb vorgezogen, in allen weiteren Tabellen
und Figuren nur die wirklich gemessenen X»-Werte anzugeben, wobei
es dem Leser iiberlassen bleibt, die wahrscheinliche GroBe der adsorptiv
festgehaltenen Glucose von ungefiihr 4,2 mg/40 cm® von Fall zu Fall
selbst hinzuzuzéhlen, wo dies fiir die Interpretation der Ergebnisse als
wiinschenswert erscheint. :

Betrachtet man nun eine solche Glucoseaufnahmekurve (Figur 2),
so fallt auf, daB bereits nach den ersten 12 Minuten mindestens ebenso-
viel Zucker aus der Losung verschwunden ist, wie im Laufe des ganzen
iibrigen Versuches noch aufgenommen wird, eine Erscheinung, die wir
in allen spiiteren Versuchen immer wieder bestiitigt finden.

Wenn wir das Verhiltnis von Zuckeraufnahme und Zuckerver-
brauch untersuchen wollen, so interessiert uns an und fiir sich nur der
<eingedrungene» Zucker und nicht der an der duBern Oberfliche ad-
sorbierte. In den graphischen Darstellungen und Tabellen wurde, wie
erwahnt, die wahrscheinliche GroBe der reinen Adsorption nicht be-
riicksichtigt, so daB also der Nullpunkt der Messungen und Koordinaten
von ZA und ZV in Wirklichkeit einem Zustand, wie er etwa zur 4. Mi-
nute herrschen mag, entspricht.

2. Einfluf} der Wasserstoffionenkonzentration auf die Zuckeraufnahme

Zur Priifung der pH-Abhdngigkeit muBte unsere «<normale» Arbeits-
weise insofern etwas abgeindert werden, als ein Pufferzusatz notig war.
Es wurden deshalb schon vor Versuchsbeginn sowohl Hefen (minde-
stens 30 Minuten vorher) als Zucker in der Art mit Phosphatpuffer
versetzt, daB sich nach ZusammengieBen der aliquoten Teile ein Ge-
misch von 4 °/,, Hefen in 1% Zucker und m/30 Puffer ergab. Das
Ergebnis ist zusammengestellt in der Tabelle 13. Zur Kontrolle, ob die
Verschiebung der Skalenteile auch tatsichlich nur von der Abnahme
der Zuckerkonzentration herriihrt, wurden nebenbei einige Proben von
Hefe und Puffer allein gepriift. Es konnte jedoch keine eindeutige Ver-

1 Der Begriff « eingedrungen » ist mit einer gewissen Vorsicht aufzufassen: Zucker,
der in Form von Glykogen in der Zelle wieder sichtbar wird, ist sicher eingedrungen. Es
soll aber nicht zum vornherein die Méglichkeit ausgeschlossen sein, daf der Zucker-
verbrauch durch Atmung und Girung schon in den AuBersten Schichten der Ober-
flichenstruktur statifinden kann, obwohl meine eigenen Versuche keinen Grund zu
ciner solchen Annahme liefern.
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pH-Abhiingigkeit von Zuckeraufnahme und Atmung
30°C — 49%pHefe — 1% Glucose — 36 min
O——0O Zuckeraufnahme (ZA)

A———A Atmung nach Geiger-Huber (1930)

schiebung des RW wihrend der Versuchsdauer festgestellt werden (die
Hefe befand sich ja schon vor Versuchsbeginn lingere Zeit in der
Pufferlosung, so dafl ein weitgehender Ausgleich zwischen Innen- und
AuBenmilieu der Zelle bereits vollzogen sein mag).

Tabelle 13

pH-Abhéngigkeit der Zuckeraufnahme
30° C — 49y, Hefe — 19/, Glucose — 36 min

pH Intervall & 12 min (mSkt.) mg[40 cm?
I II III1 Total X Gy
8 82,5 56,0 47,2 186 20,10 -+ 1,05
6 975 60,5 49,6 208 22,50 + 1,24
i 98,0 55,4 51,1 205 22,15 -+ 1,13
4. 85,4 62,9 43,4 192 20,75 + 2,10

Die pH-Abhingigkeit der Atmung ist von Geiger-Huber
(1930) gepriift worden. Er kam zur Feststellung, daB diese innerhalb
pH 5—8 praktisch unabhingig ist vom pH. Entnehmen wir seiner
Tabelle (Seite 3) die Werte fiir 2, 6 und 7 Tage alte Suspensionen, die
innerhalb der methodischen Streuung alle noch mehr oder weniger
gleichwertig und vom Alter der Suspension unbeeinflu8t sind und bil-

1 Die Werte bei pH co 5 stammen von den normalen, ungepufferten Versuchen.
]
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den aus den Prozentzahlen der drei Suspensionen (hochster Wert einer

pH-Reihe = 100 %) die Mittelwerte, so erhalten wir folgendes Bild:
bei pH 5,0 5,7 6,1 6,9 8,1
Atmung 97 %o 97 %o 98 %o 95 %o 91 %,

Wenn wir mit unsern Werten der Zuckeraufnahme in gleicher
Weise verfahren, so kommen wir praktisch zu demselben Ergebnis
(Figur 3).

Wir konnen folglich aussagen:

1. daB Zuckeraufnahme und Atmung in einem weiten Bereich fast
unabhingig sind von Anderungen in der Konzentration der
H-Ionen; :

2. daf} selbst wenn wir die schwache Abhingigkeit beriicksichtigen,

alle Versuche der vorliegenden Arbeit (pH ~ 5) im Gebiete des
Optimums liegen.

3. Einfluf} der Glucosekonzentration auf Zuckeraufnahme
und Zuckerverbrauch

Aus fritheren Publikationen (Geiger-Huber, 1934) wissen
wir, daB die Atmung von Hefen im Gebiete zwischen 0 bis %/, mol
Glucose genau proportional der Konzentration des Atmungssubstrates
ansteigt, daB die Kurve dann umzubiegen beginnt und zwischen /,,,
bis */;, mol in ein flaches, von der Konzentration praktisch unabhin-
giges Optimum iibergeht, wihrend hohere Konzentrationen eher wieder
hemmend auf den erwihnten Prozef wirken. Wie unter denselben
Bedingungen die Verhiltnisse fiir die Zuckeraufnahme und den aus
Atmung und Géirung berechneten Zuckerverbrauch liegen, geben die
folgenden Tabellen und Kurven wieder.

Die Messungen wurden ausgefiihrt mit 4 %, Hefe bei 25°C an
einer Konzentrationsreihe von 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4 und 8 /o
Glucose (Tabelle 14).

Tabelle 14
Glucoseaufnahme in Abhingigkeit von der Konzentration (25° C)
Konz. Intervall & 12 min (mSkt.) mg/40 cm?

*lo I I 1L II1 [ Iv | Total 2 D O
0,0625 56,0 24,8 - 16,8 15,7 113 12,20 | 41,09
0,125 66,8 33,3 28,3 18,7 149 . 16,10 + 0,31
0,25 71,4 39,5 27,8 26,2 165 17,82 + 1,14
0,5 71,0 39,5 37,2 24,2 172 TRAE oy
1 80,5 38,2 27,7 24,9 171 18,45 + 0,73
2 58,4 32,6 27,1 25,9 144 15,57 + 1,45
4 46,1 28,7 16,7 281 113 12,10 + 1,24
8 27,1 18,8 151 14,8 76 B850 b 41,85
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Wir konstatieren, daf die ZA bis gegen 0,25 %o Glucose (= '/,,-
molar) zunimmt, etwa entsprechend den Atmungswerten von Geiger -
Huber (1934), daB sie zwischen 0,25 und 1 %o praktisch gleich bleibt
(Unterschiede nicht signifikant!) und durch héhere Konzentrationen
stark gehemmt wird (siehe auch Kurve Figur 4).

ZUCKERAUFNAHME IN (g/cm?- sec). 10 -9 -
ZA IN (MOLEKULEN PRO ZELLE sec) 108

} t
0,0625 0,125 0,25 0,5 ! 2 4 8%

1 4
Y288 V72 Yie 24 “4mol.

LOG. KONZENTRATION

Figur 4
Zuckeraufnahme und Zuckerverbrauch in Abhiingigkeit von der Kon-
zentration (logarithmisch) j

25°C  — 4% Hefe —  0,0625—8 906 Glucose — 48 min
A A Zuckeraufnahme (ZA) O—-—0 Atmung
C———0 Zuckerverbrauch (ZV) O——¢ Girung

(Atmung -+ Girung)

Zum Vergleich wurde fiir einige Punkte dieser Konzentrations-
reihe der entsprechende Zuckerverbrauch manometrisch gemessen
(Tabelle 15).

Die Atmung bleibt iiber einen weiten Konzentrationsbereich
(0,0625 bis 4 %o, entsprechend zirka /,s- bis */;molar) mehr oder weniger
konstant, erst bei 8% (= 0,444molar) tritt ein deutlicher Abfall ein.
Die Girung hingegen nimmt mit steigender Konzentration fortlaufend zu
(siehe auch Versuche von Nordin Brook s, 1947), so daB sich auch
fiir das Total des Zuckerverbrauchs ein sukzessiver schwacher Anstieg
der Werte ergibt. ;

37 - a7l



Tabelle 15
Glucoseverbrauch in Abh#ngigkeit von der Konzentration (25° C)

Konz. ) Atmung Girung Total EV cal
% mm? 0, mg/40 cm3 Gir-CO, l mg/40 cm? mg/40 em? DA
0,0625 161 2,88 45 2,40 TR R '«
0,25 167 2,98 71 3,78 6,76 12,5
1 156 2,79 88 4,69 7,48 12,0
4 176 3,14 96 5,12 8,26 13,5
8 134 2,39 113 6,00 8,39 11,0

Betrachten wir das Verhiltnis von Aufnahme und Verbrauch, wie
es in Tabelle 16 dargestellt ist, so sehen wir, da das Maximum der
Aufnahme, bezogen auf den gleichzeitigen Verbrauch (Q-Werte), zwi-
schen 0,25 und 1 %o Glucose erreicht ist und daB mit steigender Kon-
zentration die Werte zusehends kleiner werden, bis sie bei 8 °/o0 ZA und
ZV praktisch gleich groff sind. Es konnte denn auch tatsichlich bei
dieser Konzentration nur noch eine minimale Glykogenbildung, und
erst nach lingerer Zeit (30 bis 50 Minuten), nachgewiesen werden. Zu-
dem schienen die meisten Zellen plasmolysiert, was sich zwar bei Hefen
nicht leicht nachweisen 148t, da sich der Protoplast nur schwer von der
Zellwand 16st und deshalb oft Einbuchtungen der ganzen Zelle zu beob-
achten sind (siehe auch Althaus, 1950).

Tabelle 16
Verhiltnis von Aufnahme und Verbrauch bei zunehmender Glucosekonzentration
(25° C)

Konze:;tration ZA : ZV (mg/40 cm?) 0
0,0625 12,20 : 5,28 2:31
0,25 17,82 : 6,76 2,64
1 18,45 : 7,48 2,47
4 12,10 : 8,26 1,46
8 8,05 : 8,39 0,96 ~1

In Figur 4 sind die beiden Kurven ZA und ZV einander gegeniiber-
gestellt. Wir machen dabei die interessante Feststellung, daB sie in kei-
ner Weise gleichsinnig verlaufen. Wenn wir uns an die biologisch sehr
bedeutsame Feststellung von Musfeld (1942) erinnern, daB die
Zuckeraufnahme sehr stark, die energieliefernden Prozesse Atmung
und Gérung jedoch nicht von der Suspensionsdichte, d.h. dem Reak-
tionsvolumen abhingen, so wird es uns klar, da wir hier genau die-

1 Berechnung der aus beiden Reaktionen maximal gewinnbaren Energie /\ A,:
‘siehe Seite 589!
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selbe und nicht minder bedeuisame Feststellung in bezug auf die
Zuckerkonzentration machen.

Der Abfall der Atmung bei 8 °/o Glucose scheint dadurch bedingt,
~daB in der schon relativ stark visciosen Zuckerlésung der Sauerstoff-
nachschub nicht mehr so leicht vonstatten geht. Gehemmte Atmung hat
sofort gesteigerte Girung zur Folge, was auch deutlich an der Girungs-

ZA. RESP. ZV. IN (gA:mz-sec.) 109
ZA RESP. ZV. IN (MOL./ZELLE -sec.) - 10°

4
4
ms, Myy -
fa4 s 45 i 7
KONZENTRATION
Figur 5

Zuckeraufnahme u. Zuckerverbrauch in Abhingigkeit von der Konzentration
(natiirl. MaBstab)

250 G — 4 %99 Hefe — 0—38 %o Glucose . — 48 min
A A Zuckeraufnahme (ZA) Mol./Zelle — Molekiile pro Zelle
O— ——0 Zuckerverbrauch (ZV)

kurve erkenntlich ist. Es handelt sich also offenbar um einen sekun-
diaren Effekt, nicht um eine direkte Konzentrationsabhingigkeit *.
Wir sehen auch in Tabelle 14 die friiher aufgestellte Behauptung
bestitigt, daB im ersten Intervall immer weitaus am meisten Zucker
aufgenommen wird, wihrend vor allem die letzten beiden Intervalle

! Die Feststellung, daB bei 8 %o Glucose mehr Zucker verbraucht als in derselben
Zeit aufgenommen wird, ist nur eine scheinbare; die Differenz der beiden Werte liegt
noch innerhalb der methodischen Abweichung. Aullerdem sei in diesem Zusammenhang
auf Abschnitt 1 der «Experimentellen Ergebnisse» verwiesen (S. 568).
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keine groBen Unterschiede mehr aufweisen. Figur 5 gibt die Kurve der
Glucoseaufnahme im natiirlichen MaBstab wieder.

Fiir die Beurteilung der weitern Untersuchungen ist noch die Fest-
stellung wichtig, daB alle Versuche unter normalen Bedingungen (4 %,
Hefe in 1 %0 Glucose) im Gebiet des Konzentrationsoptimums liegen
und daB 3/4 des Zuckers verbraucht werden kénnten, bevor sich der
Zuckerverlust auf die GroBe der Aufnahme auswirken wiirde. In den
meisten Fillen wird aber bis zum Versuchsabbruch nach 48 Minuten
nicht einmal /4 davon verbraucht.

4. Einfluf3 der Temperatur auf Zuckeraufnahme und Zuckerverbrauch

Es wurde unter den iiblichen Bedingungen (4 °,, Hefe in 1%
Glucose) die GroBe der Zuckeraufnahme bei folgenden Temperaturen
bestimmt: 12,8°, 20,4°, 25,6°, 30,7°, 35,6°, 40,5°, 45,5° und 50,3°. Auf
Grund der Ergebnisse wurden dann als kritische Temperaturen auch
noch diejenige von 38° C (Gebiet des Optimums) und von 43° C (Gebiet
nicht mehr nachweisbarer Glykogenbildung) (Althawus, 1950) in
die Versuche einbezogen.

Zu den Untersuchungen bei hoheren Temperaturen ist zu bemer-
ken, daB bei 45° in geringem, bei 50° in etwas stirkerem Grad im Laufe
des Versuches abgestorbene Zellen vorgefunden wurden. Auf Grund
mikroskopischer Beobachtungen wurden deshalb die Prozente der im
Laufe jedes Intervalls abgestorbenen Zellen geschiitzt und die gemes-
senen Werte mit einem entsprechenden Faktor multipliziert, um als
vergleichbaren Bezugswert immer die Ausgangsdichte von genau 4 %,
lebender Hefezellen zu haben und nicht eine unvergleichbare, im Laufe

- des Versuches stetig abnehmende Zellenzahl. In allen mitgeteilten Er-
gebnissen sind diese Korrekturen beriicksichtigt.

Die Messungen bei 50° C sind insofern etwas problematisch, als
wir gelegentlich Kurven der abnehmenden AuBenkonzentration erhal-
ten, die in ihrem letzten Teil wieder zunehmen. Dies kann nur so
gedeutet werden, daB die hitzegeschiidigten und dadurch in ihren Per-
meabilititseigenschaften beeinfluBten Zellen (siche Belehradek,
1935) ihren Zucker langsam wieder verlieren. Es ist in einem solchen
Falle schwer zu beurteilen, ob die Schwankungen der Messungen dann
durch solche sekundire Effekte bedingt sind oder lediglich durch
methodische Abweichungen. In Fillen, wo die Zunahme der RW die
methodische Abweichung iiberstieg, wurde iiberhaupt kein Wert in
Rechnung gesetzt, da es keinen Sinn hat, den Zuckerverlust toter Zellen
in die Zuckeraufnahme der lebenden Zellen einzubeziehen. Durch diese
Erscheinungen werden natiirlich vor allem die Werte der zweiten Ver-
suchshilfte bei 45° und 50° C relativ unsicher.
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Tabelle 17

Glucoseaufnahme in Abhingigkeit von der Temperatur *
4%y Hefe — 1°/, Glucose — pH ~5

Temperatur Intervall & 12 min (mg/40 em?) Total

o I I e v 1 | e

0 1,59 1,81 1,08 1,02 5,49 + 1,10
12,8 5,36 2,10 1,63 1,08 10,00 4+ 0,99
20,4 137 2,46 1,91 1,49 13,30 -+ 1,04
25,6 8,75 4,11 3,02 2,70 18,50 40,73
30,7 10,58 5,94 5,51 4,64 26,70 + 1,50
35,6 11,12 6,91 5,83 4,75 28,70 -+ 1,92
38,0 11,44 7,34 5,18 4,75 28,70 4+ 0,78
40,5 11,00 6,48 5,69 5,53 28,70 4+ 1,50
43,0 10,50 4,82 3,78 2,80 21,90 + 2,54
45,5 9,92 4,05 0,88 0,75 15,60 4+ 2,07
50,3 4,64 1,62 0,64 0,70 7,60 -+ 0,83

Tragen wir die Werte der einzelnen Intervalle auf, so erkennen
wir auch hier deutlich, da8 alle Maxima zwischen den Temperaturen
von 35° und 40° C liegen, wenn auch nicht alle im gleichen Punkt (was
durch die Streuung der Methode bedingt sein diirfte, siche om). Die
wichtigste Feststellung ist aber diese: Das Vorhandensein eines so aus-
gesprochenen Temperaturoptimums fiir die Glucoseaufnahme durch
Hefezellen deutet auf eine enge Verkniipfung dieses Vorganges mit
enzymatischen Prozessen hin (Atmung, Girung) und macht eine rein
physikalische Permeabilitit als Hauptursache unwahrscheinlich.

Die manometrisch bestimmten Werte fiir die Temperaturabhéngig-
keit von Afmung und Gdrung finden sich in Tabelle 18. Sie sind nach
der im methodischen Teil angegebenen Art im mg/40 cm?® umgerechnet.
Die wihrend der Versuchsdauer absterbenden Zellen wurden in glei-
cher Weise beriicksichtigt wie bei der Zuckeraufnahme. Ein ¢ wurde
nicht berechnet, da pro Temperatur nicht mehr als zwei Versuche ge-
macht wurden. Die Werte bei 12,5° C (*) wurden erst nachtriiglich dem
Verlauf der Kurve entnommen. : ‘

Wenn wir die Atmungs- und Girungswerte ‘der Intervalle (Ta-
- belle 18) im einzelnen betrachten, so machen wir eine interessante
Beobachtung: Beide Reaktionen benétigen eine gewisse Anlaufzeit, bis
sie in vollen Schwung kommen (siehe auch Geiger-Huber, 1934),
diejenige der Gérung ist jedoch kiirzer als die der Atmung. Das hat zur
Folge, daB die Girungswerte am Anfang (IL. Intervall) groBer werden,
als dem Gleichgewicht entspricht und erst durch die allmiihlicher an-
wachsende Atmung in den Gleichgewichtszustand (IV. Intervall) zuriick-
gedringt werden. Es ist dies ein schones Beispiel fiir das Funktionieren

! Siehe Bemerkungen des Abschnittes 1 der «Experimentellen Ergebnisse» (S.568).
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des Pasteur-Effektes, dessen Vorhandensein lange Zeit (Brown,
1914) heftig bestritten wurde.
Tabelle 18
Glucoseverbrauch in Abhingigkeit von der Temperatur
49, Hefe — 1°/, Glucose — pH ~ 5 — mg/40 cm?
Temperatur Intervall a 12 min Total
iy I | I | 1 | 14% Xm
A. Verbrauch durch Atmung 7

0 0 0,03 0,04 0,05 0,12
20,4 0,24 0,48 0,53 0,55 1,81
25,6 0,37 0,73 0,80 0,85 2,76
30,7 0,53 0,93 1,07 1,09 3,58
35,6 0,65 - 1,19 1,39 1,34 4,56
38,0 0,80 1,26 1,52 1,61 5,18
40,5 0,82 1,59 1,69 1,68 5,80
45,5 0,35 1,11 1,14 1,13 3,13
50,3 0,13 0,22 0,16 0,30 0,82

B. Verbrauch durch Girung )

0. 0 0 0 0 0
20,4 0,71 0,79 0,56 0,37 2,36
25,6 1,15 1,38 1,08 0,79 4,40
30,7 1,48 2,30 1,82 1,66 7,40
35,6 1,74 2,88 2,50 2,04 9,12
38,0 1,71 2,76 2,38 2,16 9,08
40,5 1,97 2,58 2,14 1,96 8,60
45,5 0,66 0,64 0,90 1,70 3,90
50,3 0,32 0,41 0,68 0,99 2,40

C. Tot.alverbrauch

0 0 0,03 0,04 0,05 0,12
12,5*% 0,40 0,59 0,51 0,40 1,90
20,4 0,96 1,26 1,09 0,92 4,17
25,6 1,52 2,11 1,88 1,64 7,16
30,7 2,01 3,23 2,89 2,74 11,00
35,6 2,40 4,07 3,88 3,38 13,70
38,0 2,61 4,02 3,90 3,717 14,26
40,5 2,79 4,18 3,83 3,64 14,40
45,5 1,01 1,75 2,04 2,83 7,63
50,3 0,46 0,63 . 0,84 1,29 3.22

Der Kurvenverlauf von Atmung und Géirung ist in Figur 6 ein-
gezeichnet. Wir stellen an Hand unserer Resultate fest, daB die Gérung
ein viel flacheres und etwas tiefer liegendes Optimum besitzt als die
Atmung. Uberhaupt scheint die Atmung die unempfindlichere Reaktion
zu sein, in dem Sinne nimlich, als sie sowohl ein hoheres Optimum
besitzt als auch bei 0° C noch funktioniert, also iiber einen weitern
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Temperaturbereich abliuft. DaB bei 0° C noch ein Stoffwechsel statt-
findet, ist nicht weiter erstaunlich. Es gibt nach Belehradek (1935)
Pflanzen, wie zum Beispiel Lupinus oder Triticum, die sogar bei —2° C
— andere noch tiefer — eine feststellbare CO,-Produktion zeigen (siehe
auch Glykogenbildung bei Althaus, 1950).

Auch wenn wir die Werte des Total-Zuckerverbrauchs der einzel-
nen Intervalle, absolut oder in Prozent des hochsten Wertes ausge-
driickt, auftragen, so erhalten wir wiederum sehr ausgeprigte Opti-
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: "Figur 6
Zuckerverbrauch von Atmung u. Girung in Abhéingigkeit von der Temperatur
0—50°C — 4% Hefe — 1% Glucose — 48 min
O———0 Atmung O & Giarung

mumskurven, die in ihrer Temperaturabhéingigkeit denjenigen der
Zuckeraufnahme praktisch vollkommen entsprechen. Noch deutlicher
geht dies aus Figur 7 hervor, wo die Kurven des Zuckerverbrauchs und
der Zuckeraufnahme einander gegeniibergestellt sind. Eine solche Uber-
einstimmung legt den SchluB nahe, daf die Grofe der Zuckeraufnahme
in direkter Abhdngigkeit von der Groffe des Energiegewinnes aus
Atmung und Géirung steht, daB also die Zuckeraufnahme eine Folge der
Arbeitsleistung, also adenoider Tdtigkeit des Plasmas ist. Vergleichen
wir nun die Kurve der Glykogenbildung von Althaus (1950) (S. 121
und Tabelle 8, S. 123) mit denjenigen der Figur 7, so muf} uns folgendes
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auffallen: Die Kurve der Glykogenbildung zeigt ihr Optimum bei 34° C,
wihrend sie bei 40°, wo ZA und ZV noch im Optimum sind, bereits
wieder im Abstieg begriffen ist und schon bei 43° die Nullinie erreicht
hat, wo ZA und ZV immerhin noch betrichtliche GréBen aufweisen.
Wohl ist sie, was Energie und Zuckernachschub anbelangt, von ZA
und ZV mitabhiingig (AufnahmeiiberschuB Tabelle 19), doch kann sie
auf Grund ihrer anders gearteten Temperaturabhingigkeit nicht als
direkte Folge des einen oder andern Vorganges angesehen werden.

EN

ZA RESP ZV. IN (grem? sec ) - 1079
N

ZA RESP. ZV IN (MOL /ZELLE - sec.) - 10°

o] 10 20 30 40 50°c
TEMPERATUR

Figur 7
Zuckeraufnahme und Zuckerverbrauch in Abhiingigkeit von der Temperatur
0—50°C — 4% Hefe — 1% Glucose — 48 min
A Zuckeraufnahme (ZA) O © Zuckerverbrauch (ZV)

A

Zwar deckt sich das Maximum des Aufnahmeiiberschusses (Tabelle 19)
(zwischen 30 und 35°) auffallend gut mit dem Optimum der Glykogen-
bildung und ist insofern sicher auch mitbestimmend; der zweite, abfal-
lende Kurventeil zeigt diese Ubereinstimmung aber nicht mehr und
mufl deshalb durch die zunehmende Inaktivierung des glykogenbilden-
den Enzyms bedingt sein (Althaus, 1950). Am selben Beispiel kon-
nen wir aber auch erkennen, dal umgekehrt die Glykogenbildung nicht
als treibende Kraft der ZA betrachtet werden kann; es wére sonst ganz
unerklirlich, wieso bei 43°, wo nach Alth aus sicher kein Glykogen
mehr gebildet wird, ein so groBler Zuckeriiberschuf3 (siehe Figur 7)
von der Hefezelle aufgenommen wird. '
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Tabelle 19
Vergleich der Aufnahme- und Verbrauchswerte (mg/40 cm?)?!

Tem}zeratur Aufnahme Verbrauch 11\1;?11':(];1]:1:1 eB- ZA|ZV Glykogen

0 5,49 0,12 5,37 (~ 46,0) (+)?
12,5 9,20 1,90 7,30 4,84 i
20,4 13,50 iy 9,33 3,24 -+
25,6 18,50 7,16 11,34 2,58 -+
30,7 26,70 11,00 15,70 2,37 +
35,6 28,70 13,70 15,00 2,09 +
38,0 28,70 14,26 14,44 2,01 -+
40,5 28,70 14,40 14,30 1,99 +
45,5 15,60 7,63 7,97 2,05 —

50,3 7,60 3,22 © 4,38 2,37

Orientierende Proben mit Sudan III (Brauner, 1929) haben iibrigens unsere
Vermutung bestitigt, dafl bei Temperaturen, die eine Glykogenbildung verunmdéglichen,
iiberschiissiger Zucker in Form von Fett oder Ol gespeichert wird (wenigstens in
Spuren nachweisbar nach zirka 30 Minuten). Wir wissen auch von andern Autoren
(Lundegardh, 1914; MacLean und Hoffert, 1923; Hofler, 1940;
Halden, 1935, zitiert in Bernhauer, 1939), daB Kohlenhydrat- und Fettstoff-
wechsel eng miteinander verbunden sind. Als wesentlichste Bedingung fiir die Bildung
von Fett nennen die erwidhnten Autoren den Entzug von Wasser. Nun wissen wir aus
Kurven von Belehradek (1935), daB {iiber dem Temperaturoptimum eine starke
Zunahme der Viskositit des Protoplasmas erfolgt, was gleichviel bedeuten will wie
Wasserentzug. Es scheint deshalb nicht erstaunlich, da§ wir auch hier bei iiberoptimalen
Temperaturen Fettbildung vorfinden.

Wir haben vorhin festgestellt, daB die Glykogenbildung nicht die
Hauptursache der Zuckeraufnahme sei (sondern eher eine Folge davon).
Das will aber nicht heiflen, daf die Glykogenbildung unter Umstéinden
nicht auch bestimmend auf die ZA wirken konnte, nimlich dann, wenn
die Hefezellen schon reichlich Glykogen enthalten und nicht mehr un-
beschrinkt solches aufnehmen kénnen. Es wurden etliche Versuche
angestellt mit glykogenhaltigen Zellen und diese mit parallel untersuch-
ten glykogenfreien verglichen.

Dabei wurde folgender Arbeitsgang beschritten: 20 cm? einer achtpromilligen Sus-
pension wurden mit 0,2 g Glucose (= 1%) versetzt und wihrend zirka 3/s Std. geschiit-
telt. Die nun stark glykogenhaltigen Zellen wurden sofort abzentrifugiert, mit Aqua dest.
nachgewaschen und nach dem zweiten Zentrifugieren sofort wieder in 20 cm?® Aqua
dest. suspendiert. Die weitere Behandlung (Vorwirmen, Zugabe eines aliquoten Teiles
Zuckerldsung) ist von den bisherigen Versuchen her bekannt. Stichproben unmittelbar
vor Versuchsbeginn zeigten, da die Zellen immer noch reichlich glykogenhaltig waren.

Die Ergebnisse sind zusammengestellt in Tabelle 20. Wie zu erwar-
ten war, ist die Aufnahme vor allem im ersten Intervall betrichtlich

1 Zur Umrechnung der mg/40 cm® in g/cm?.s oder Mol./Zelle . s siehe S. 568!
2 Nach 48 Minuten: kein Glykogen; nach 100 Minuten: Andeutungen (siehe auch
Althausl).
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geringer (30 bis 35 %), weil auch der Zuckerbedarf zu Speicherzwecken
geringer ist als in der glykogenfreien Zelle. Es handelt sich aber hier
eindeutig um eine Frage der Speicherungskapazitit fiir Glykogen und
nicht um innere, energetische Zusammenhiinge der beiden Vorginge.
Unsere Aussage wird also dadurch in keiner Weise beriihrt.

Tabelle 20
Vergleich der Glucoseaufnahme glykogenfreier und glykogenhaltiger Hefezellen
25 °G Intervall 4 12 min (mSkt.) Total Om
I 1 11 I IIr I v
glykogenfrei ...... 85 38 27 28 178 + 8,4
glykogenhaltig . .. .. 58 40 3 20 141 + 8,5

Als wichtige Ergebnisse der Untersuchung des Temperatureinflusses

(Tabelle 18) wollen wir schlieBlich noch festhalten:

1.

2.
- gender Temperatur fortlaufend ab (Tabelle 19), bis bei 45° C der

Die Zuckeraufnahme ist bei jeder Temperatur groBer, und zwar
zwei- bis fiinfmal gréfer als der entsprechende Zuckerverbrauch.
Die relative Menge des gespeicherten Zuckers' nimmt mit stei-

Punkt erreicht ist, wo der Zuckerverbrauch so klein wird, daB§ die
entsprechende Zuckeraufnahme wieder stirker ins Gewicht fallt.
Wir kénnen das so verstehen, da bei diesen hohen Temperatu-
ren, bei denen die Aufnahme relativ gering, aber auch die Visco-
sitit des Zuckers sehr gering ist, der Anteil des durch reine
Diffusion eindringenden Zuckers zusehends iiberwiegt.

Die Q.,-Werte von Zuckeraufnahme und Zuckerverbrauch (in
Tabelle 21 wiedergegeben) zeigen einen ganz verschiedenen Ver-

Tabelle 21

Q1o von Zuckeraufnahme und Zuckerverbrauch

Die Werte der nichtgemessenen Temperaturen sind dem Verlauf der Kurven in Figur 7
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entnommen

t°C ZA YA

0-10 1,44 11,70

5-15 1,55 3,57
10-20 1,75 2,98
15-25 1,83 2,86
20-30 1,94 | | 2,64
25-35 55 1 1,91
30-40 1,08 ! 1,31
35-45 0,54 ' 0,56
40-50 0,26 0,22

! Bezogen auf den entspr. ZV.



lauf. Wihrend beim ZV die Werte der tiefen Temperaturen enorm
hoch sind und nach der wirmern Seite hin stindig abnehmen,
zeigen diejenigen der ZA ein Maximum zwischen 20 und 30° C.

5. Einfluf} von Benetzungsmittel, Salzen und Licht auf die Zuckeraufnahme

Versuche mit Tween 80, zugesetzt in Verdiinnungen von 0,1 und
0,05 %0 zirka /4 Stunde vor Versuchsbeginn, ergaben eine unbedeutende
Foérderung gegeniiber den Blindwerten von nur 9% (18,55 :20,10
mg/40 cm®), was wir kaum als signifikant ansehen konnen, da die
methodische Abweichung etwa von derselben GréBenordnung ist.

Im methodischen Teil wurde erklart, warum fiir unsere refrakto-
metrischen Messungen reines Aqua dest. als Suspensionsmittel gewéhlt
wurde, mit dem Hinweis allerdings, daB die Hefen mit Absicht nur
schwach ausgewaschen wurden, um sie nicht aller Néhrionen durch
Auslaugen zu entbléBen. Immerhin ist es interessant, festzustellen, ob
ein Zusatz von Niahrsalzen imstande ist, die Zuckeraufnahme wesentlich
zu férdern. Die Versuche wurden ausgefiihrt mit 0,46-%-Pfeffer-
Robbins Ndihrlésung (Zugabe zirka /s Stunde vor Versuchsbeginn).
Sowohl Atmung und Girung und damit der gesamte ZV als auch die
ZA wurden je um zirka 8 %o gegeniiber den Blindversuchen gefordert
(Tabelle 22). Auch dies wiirde darauf hindeuten, daB energieliefernde

Tabelle 22

Einflufl von Pfeffer-Robbins Néi.hrli)'sung auf Glucoseaufnahme und -verbrauch
30°C — 49, Hefe — 19/, Glucose — (mg/40 cm?)

Intervall & 12 min" . Total
I II l IIT t Iv X [ Om
ZA ohne......... 2 10,60 5,98 = B.b2 4,62 26,65 -4- 1,50
TE  ooSienm s S 11,1 7,07 5,47 5,13 28,78 -+ 0,88
ZV ohne. i .o 1,88 2,96 3,16 2,99 10,97 —
Mt o ans 5 2,42 3,37 3,20 2,99 11,91 =

Prozesse und ZA eng miteinander verkniipft sind, doch sind auch hier
die Differenzen kaum groBer als das berechnete om der Versuchsreihe.
Wir wollen deshalb die Ergebnisse mit Vorbehalt aufnehmen und sie
nur insofern auswerten, als wir mit Sicherheit behaupten kénnen, daB
durch unsere Versuchsbedingungen die Zellen irr keiner Weise geschi-
digt werden. Dies natiirlich nur unter der Voraussetzung, da wir nicht
dltere als zweitiigige Suspensionen, wie sie hier untersucht wurden,
verwenden. '

Zur Untersuchung des Lichteinflusses wurde die eine Hilfte des
Schiittelbades verdunkelt, die andere mit einer 100-Watt-Lampe be-
lichtet. Die nach dieser Anordnung ausgefiihrten Parallelversuche (Ta-
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belle 23) lassen keinen Unterschied in der Glucoseaufnahme erkennen,
eine Tatsache, die nicht so erstaunlich ist, wenn wir bedenken, da8 die
dissimilatorischen Vorginge, aus denen die Hefezelle ihre Energie ge-
winnt, keine Lichtreaktionen sind.

Tabelle 23

Einfluf} des Lichtes auf die Glucoseaufnahme
30° C — 49y Hefe — 1°/; Glucose — (mg/40 cm?)

Intervall & 12 min Total
I | II | III [ v Xm | om
5577 S 6,25 4,05 4,25 2,94 17,50 + 1,00
Dunkel .......... 17,05 4,59 3,76 2,36 17,75 e 1,¥5

6. Beeinflussung der energieliefernden Prozesse durch Zellgifte
und ihre Auswirkung auf die Zuckeraufnahme

Die Absicht der nun folgenden Versuche ist, den Energiehaushalt
der Hefen so zu beeinflussen, daf wir womdglich niihere Schliisse auf
seinen innern Zusammenhang mit der Zuckeraufnahme ziehen kénnen.
Als Zellgift wurde neben Monojodessigsdure hauptsichlich HCN ver-
wendet; beide wurden zirka !/2 Stunde vor Versuchsbeginn zugegeben
(siche auch Warburg, 1928, und Euler, 1934).

Bei der Monojodessigsiure (MJE) haben wir lediglich in Parallelversuchen zu
kontrollieren, ob diese wihrend der Dauer der Versuche in meBbarer Menge aus der
AuBenlésung verschwindet. Es war dies jedoch nie der Fall, da die gréBte Adsorption
schon vor Versuchsbeginn stattgefunden hat. Bei der HCN stoBen wir auf groBere
Schwierigkeiten. Einerseits ist es nicht moglich, die HCN-Konzentration iiber liingere
Zeit konstant zu halten, eine Beobachtung, die auch von Warbur g (1948) mitgeteilt
wird: «... HCN-Bestimmungen ergaben, daB durch Bildung des Cyanhydrins der Fruc-
tose nach einigen Stunden die HCN aus den Lésungen herausgenommen worden war. »
Innerhalb von 48 Minuten diirften wir allerdings von.dieser Seite noch keinen grofien
Fehler erwarten. Anderseits aber hat erhohte Giirung, durch gehemmite Atmung, eine
rapide Steigerung des «Alkoholfehlers » zur Folge. Das heif}t, bei starker Giirung kénnen
wir die durch die Alkoholproduktion bedingte Verfilschung des Refraktionswertes
nicht mehr unberiicksichtigt lassen. Zur Ermittlung dieser GréBe wurde folgender Weg
beschritten: Es wurde aus der fiir jede HCN-Konz. mitbestimmten Girung berechnet,
wieviel Alkohol im Laufe der 48 Minuten gebildet wurde. x %o Alkohol entsprechen
y Skt. (nach Tabelle von Wagner, 1928), y Skt. wiederum entsprechen z %o Zucker.
Fiir x %o gebildeten Alkohol messen wir also z %o verschwundenen Zucker zu wenig. Auf
dieser Grundlage wurde ausgerechnet, da8 wir z. B. bei m/2500 HCN (Tabelle 24) nach
48 Minuten zirka 10 %o zu wenig ZA messen wiirden. Um in dieser Richtung eine gewisse
Sicherheit zu erlangen, wurden an zwei Proben derselben Konz. Fehling-Bestimmungen
ausgefiihrt und diese mit dem RW verglichen. Dabei ergaben sich Differenzen (RW zu
hoch) von zirka 12 und 1590, was nicht schlecht mit den berechneten iibereinstimmt
(ausgedriickt in %o des nach jeder Methode als verschwunden festgestellten Zuckers).
Wir konnen also unsere Berechnungen als grobes MaB fiir den zu wenig bestimmten -
Zucker bei der refraktometrischen Messung einsetzen. In den nachfolgenden Tabellen
sind solche Korrekturen bereits beriicksichtigt.
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Aus den Versuchen von Collander und Holmstroem (1937)
_ ist ersichtlich, daB die adenoide Titigkeit bei hohern Pflanzen ziemlich
eng mit der Atmung (die Girung ist hier praktisch unbedeutend) ver-
kniipft ist. Die Hefe ist aber ein Organismus, bei dem sowohl Atmung
als auch Gérung, und zwar je nach Versuchsbedingung verschieden
stark, zur Energiegewinnung der Zelle beitragen. Man kann sich nun
die Frage stellen, ob auch hier die Gréfe der Zuckeraufnahme an den
einen ProzeB, die Atmung, gebunden ist oder ob es gleichgiiltig ist, von
welcher Seite die gelieferte Energie stammt. Wir finden die Ergebnisse
zusammengefaBt in der Tabelle 24. Als erste Reaktion erkennen wir

Tabelle 24

Zuckeraufnahme bei verindertem Energiehaushalt (HCN)
30° C — 49y, Hefe — 19/, Glucose — (mg/40 cm?)

Konz. HCN Atmung Giirung : Total ZV X, l G’I:tal i ZAZV
0 3,59 9,16 1275 26,70 | + 1,5 2,09
m/50 000 2,51 18.95 21,46 33,30 | =10 1,55
m/10 000 1,45 25,20 26,65 e e e
m/5000 0,95 26.25 H 27,20 40,10 | 4+ 2.4 1,47
m/2500 0,49 28,64 29,15 38,90 | + 1,6 1,33
m/1000 0,21 22,85 23,06 26,60 | + 1.4 L5
m/100 ~ 0,03 0,98 1,01 300 | 1,1 | ~3

sofort, daB der Pasteursche Effekt durch HCN vergiftet wird (War -
burg, 1928; Euler, 1934), mit abnehmender Atmung nimmt die
Gérung zu. Als direkte Folge davon wird der ZV michtig gesteigert,
was gleichzeitig eine vermehrte ZA nach sich zieht. Es ist eine bekannte
Tatsache, daB die Hefezelle durch Atmung aus einem Mol Zucker mehr
als den zehnfachen Energiebetrag der Girung gewinnt. Nun wire es
- aber interessant, zu priifen, ob durch die stark gesteigerte Giirung der
Energieausfall bei der Atmung einigermafien wettgemacht werden
kann. Als Unterlage fiir die nachfolgenden Berechnungen wurden die
von Euler (1934, S.156) als maximal gewinnbare Energie fiir
Atmung und Girung gegebenen Werte benutzt. /Ao ist dabei die
maximale Arbeit fiir einén reversibel gefiihrten Kreisproze§.

AAo
C:H,.0, + 6 O, > 6 CO, + 6 H,O: 685,3 kcal
CeH1204 > 2 CH,CH,OH + 2 CO,: 55,3 keal

Nun werden aber in einer Zelle, wie E uler selbst bemerkt, viele,
aber nie alle Prozesse reversibel gefiihrt. Die wirklichen Werte miissen
also etwas kleiner sein. Mit dieser Einschrankung sollen die mitgeteilten
Werte aufgefafit werden.
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Nach den Angaben von Euler stellen wir so fest, daB die Hefe-
zelle aus 1 mg Glucose durch Atmung 3,81 cal, durch Géarung 0,307 cal
gewinnt oder hochstens gewinnen kann. Auf dieser Basis gelangen wir
zur Tabelle 25. Sie zeigt uns, daB der Energieabfall nicht ein plétzlicher

Tabelle 25 _
Die energetischen Verhiltnisse bei Verinderung von Atmung und Giirung durch HCN
Konz. HCN Atmung Girung To‘lfal
ZV mg | AAo ZV mg ] AAo AAoin cal

0 3,59 13,68 9,16 2,81 16,49
m/50 000 2,51 9,52 18,95 5,81 15,33
m/10 000 1,45 5,53 25,20 7,74 13,27
m/5000 0,95 3,62 26,25 8,06, 11,68
m/2500 0,49 1,87 28,64 8,80 10,67
m/1000 0,21 0.80 23,06 7,08 7,88
m/100 0,03 0,11 0,98 0,30 0,41

ist, sondern daf er nur allméhlich bis gegen Null abnimmt (letzte
Kolonne, AA, total). Wenn wir die Tabelle 24 oder die Kurve der
Figur 8 zu einem Vergleich heranziehen, so erkennen wir auBerdem,
daB trotz abnehmendem Energiegewinn die ZA bis zu einem Maximum
zwischen m/5000 und m/2500 HCN zunimmt, dann aber rapid absinkt
auf Betrage, die nicht mehr viel groBler sind als der gleichzeitige
Zuckerverbrauch. So stellen wir denn tatsichlich fest, da bei Proben
aus m/1000 und hoherer HCN-Konzentralion nur noch sehr spirlich
Glykogen gebildet wird, obwohl wir solches auch noch bei m/100 HCN
nachweisen konnen (sieche Althaus, 1950).

Uberblicken wir die Ergebnisse nochmals im gesamten, so miissen
wir unsere Beobachtungen wie folgt deuten: Im ungestorten Zustand
speichert die Hefezelle mehr Zucker, als sie gleichzeitig verbraucht
(Figur 8). Sowohl ZA als Glykogenbildung verbrauchen Energie
(Meyer, 1943, S. 131). '

Althaus (1950) ist zwar der Ansicht, die Glykogenbildung benétige praktisch
keine Energie. Die Versuche bei 0° C und mit m/100 HCN bei 300 C liefern tatsiichlich
nur sehr geringe Mengen Energie, dafiir ist aber auch die Glykogenbildung stark ver-
z6gert. Nach der Methode von Alth a u s wird auBerdem nur der Beginn der Glykogen-
bildung in der Zelle gemessen, wihrend sie nichts dariiber aussagt, wie rasch und wie
stark die Menge des Glykogens in der einzelnen Zelle vermehrt wird. Deshalb erscheint
seine Folgerung zu kategorisch; ich wiirde es vorziehen, zu sagen, dal die Hefezelle
schon mit wenig Energie imstande ist, Glykogen zu bilden. Zu dieser Aussage gelange
ich vor allem auf Grund einiger Untersuchungen iiber die Energieproduktion geliihmter
Zellen (s. a. Tabelle 28), die Althaus beim AbschluB seiner Dissertation allerdings
noch nicht bekannt waren. :

Wird nun die Hefe gezwungen, ihre Energie aus dem Gérungs-
prozeB zu beziehen, so wird der ZV gewaltig erhéht. Vermehrter Ver-
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brauch verlangt vermehrte Aufnahme. Mit vermindertem Energie-
gewinn (siehe Tabelle 25) mehr Zucker als unter normalen Bedingun-
gen aufzunehmen, kann die Zelle nur dadurch bewerkstelligen, daB sie
der Glykogenbildung zusehends mehr Energie entzieht, bis schlieflich
(bei m/1000) nur noch ein letztes, nicht mehr unterschreitbares Mini-
mum fiir diesen Vorgang iibrigbleibt. Wir finden {ibrigens in unsern

»
T

N
ZA RESP ZV IN (MOL. /ZELLE -sec.) -10°

ZA. RESP. ZV. IN (gtm?. sec.) -1077

i,
o “5o000 VIoooo '/Scoo '/2500 '/looo ’/Ioo mol.
- LOG. KONZENTRATION HCN -2
Figur 8

Verhiltnis von Zuckeraufnahme und Zuckerverbrauch bei verschieden starker
Einwirkung von HCN

300 C — 4 %0 Hefe —_ 19/0 Glucose — 48 min
0—"/100 molar HCN
A A Zuckeraufnahme (ZA) O———0 Atmung
O———0 Zuckerverbrauch (ZV) O———¢ Girung

X

% Max. Energiegewinn /\ A, aus Atmung und Gérung in cal
(Zahlenwerte siehe Tab. 25)

Versuchen eine Bestitigung der Beobachtung von Althaus (1950),
daB das glykogenbildende Enzym durch HCN-Konzentrationen von
m/100 nicht oder zum mindesten noch nicht blockiert wird. Als wich-
tiges Ergebnis miissen wir ferner festhalten, da8 es fiir die Zucker-
aufnahme nicht von Bedeutung ist, von welchem der beiden energie-
liefernden Prozesse die benotigte Energie stammt.

Es sei nun noch der Versuch gewagt, die gespeicherte Energle zu
berechnen, um einen Vergleich von gespeicherter und verbrauchter
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Energie in Abhéngigkeit von der Beeinflussung des Energiehaushaltes
durch HCN zu ermoglichen. Die GréBe der gewinnbaren Energie aus
einer bestimmten Menge Zucker ist festgelegt durch das bei einer
bestimmten HCN-Konzentration giiltige Verhéltnis von Atmung/Gérung,
wie es zum Beispiel aus Tabelle 25 ersichtlich ist. Eine solche Berech-
nung finden wir in Tabelle 26. Wir erkennen, daB sowohl infolge der .
Verschiebung des Verhiltnisses Atmung/Girung als auch infolge der
immer geringer werdenden Speicherung der Energiegewinn aus den
Reservestoffen von 100 %o bei ungestorter Tatigkeit auf nur noch 4,6 %o
bei m/100 HCN herabsinkt. Dabei ist der ZA-Wert, m/10 000 HCN, der
refraktometrisch nicht bestimmt wurde, der Kurve (Figur 8) entnom-
men und der ZV-Wert m/5000, der offensichtlich etwas zu tief liegt,
dem Kurvenverlauf entsprechend etwas heraufgesetzt worden.

Tabelle 26
Vergleich von verbrauchter und gespeicherter Energie in Abhiingigkeit vom Verhiltnis
Atmung/Girung

o 7 Zuckerverbrauch gespeicherter Zucker ? S

s e mg[40 cm? { AAo mg/40 cm3 AAo’ L sl
0 ' 12,75, 16,49 14,00 18,12 1,10
m/50 000 21,46 15,33 11,85 8,47 0,56
m/10 000 26,65 13,27 11,55 3,75 0,44
m/5000 28,00 12,00 12,10 5,20 0,43
m/2500 29,15 10,67 9,75 3,57 0,34
m/1000 23,06 7,88 3,54 1,21 0,15
m/100 " LOg - 0,41 2,00 0,82 (2,0)

Aus der letzten Kolonne der Tabelle 26 erhellt der bereits angetonte
Umstand noch besser, daB mit zunehmender Umstellung des Energie-
gewinns von der Atmung auf die Girung — also je mehr der Luft-
sauerstoff vom Reaktionsgeschehen ferngehalten wird — die okono-
mischen Verhiltnisse der Hefezelle sich zusehends verschlechtern (vgl.
auch Fidler, 1948).

Die Versuche mit Monojodessigsiure wurden nur bei einer Kon-
zentration, m/1000, durchgefiihrt, von welcher wir wissen, daB die
energieliefernden Prozesse praktisch gleich Null sind. Ein Unterschied
gegeniiber m/100 HCN, wo, nach den manometrischen Messungen zu
schliefen, dieselben Energieverhiltnisse vorliegen (vgl. die diesbeziig-
lichen Kurven bei Althaus, 1950), besteht aber darin, daB Alt-
haus bei m/100 HCN noch deutlich Glykogenbildung nachweisen
konnte, wiihrend eine solche bei m/1000 MJE auch nach stundenlanger
Beobachtung nicht gefunden werden konnte. Die Frage ist nun, ob
auch in der Zuckeraufnahme ein Unterschied festzustellen ist. Der
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Tabelle 27

Glucoseaufnahme vollig gelihmter und abgetoteter Zellen
130° C — 49y, Hefe — 19, Glucose — mg/40 cm?

Intervall 4 12 min Total
I | 11 I Imr - l v Xm , om
MJE m/1000 ...... 1,59 1,26 0,72 0,37 3,94 + 1,49
abgetiotet durch Er- '
hitzen .......... 1,40 0,54 0,92 0,81 3,68 -+ 1,60

entsprechende Zuckerverbrauch ist dabei so gering, daB er der metho-
dischen Streuung entsprechend gerade so gut gleich Null sein kénnte.
Trotzdem finden wir in unsern Versuchen (Tabelle 27) eine noch meB-
bare Zuckeraufnahme und diese etwa von derselben GroBenordnung
wie bei m/100 HCN (Tabelle 24). Als erstes stellen wir daher fest, daB
Unterschiede in der Aufnahme von Zucker nicht maBgebend sein kon-
nen fiir Unterschiede in der Glykogenbildung bei HCN- resp. MJE-
Vergiftung *. Des weitern legt uns aber die Tatsache, daf trotz <Ener-
gielosigkeit» der Hefezelle Zucker in diese eindringt, den SchluB nahe,
daBl wir in der hier festgestellten AufnahmegroBe den Betrag der rein
«physikalisch bedingten Aufnahme» vor uns haben. Wenn wir ver-
suchsweise unsere Hefesuspension zur Vermeidung einer plotzlichen
Hitzekoagulation ganz langsam auf iiber 60° C, erwirmen, bis alle Zellen
sich mit Methylenblau anfiirben lassen, also tot sind, und diese dann
wie bei einem normalen Versuch mit 1 % Glucose versetzen, so stellen
wir fest (Tabelle 27), daB innerhalb von 48 Minuten etwa gleichviel
Zucker aus der AuBenlésung verschwindet wie bei den vollig gelihmten
Zellen (Figur 9). Eine aktive Beteiligung des Plasmas ist hier ohnehin
ausgeschlossen. Wir wollen zwar diese Beobachtung nur als Hinweis
aufnehmen und nicht zuviel Gewicht auf sie legen, da wir nicht wissen
konnen, ob und wie weit durch eine solche Behandlung die Struktur
des lebenden Protoplasten bereits zerstort worden ist.

Greifen wir nochmals auf die Vermutung zuriick, daB bei der
vollig gelihmten Zelle nur noch die «physikalisch bedingte Aufnahme»
iibrigbleibt, dann kénnen wir auch verstehen, wieso wir bei m/100 HCN
immer noch Glykogenbildung vorfinden, obwohl die Energieleistung
der Zelle kaum mehr ausreicht, um noch aktiv Zucker aufzunehmen.
Es mufi dann offenbar so sein, daB die Hefezelle auf die adenoide
Tatigkeit ganz verzichtet und das letzte noch erreichbare Restchen von
Energie fiir die Bildung von Glykogen aus dem lediglich auf Grund
eines Konzentrationsgefélles hereindiffundierenden Zucker verwendet.

! Die Vergiftung totet die Zellen nicht ab, wie durch Kontrollen mit Methylen-
blau nach zirka einer Stunde festgestellt werden kann.
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Eine andere Frage ist die nach der relativen GroBe der der Zelle
noch verbleibenden Energie unter verschiedenen Vergiftungsbedingun-
gen. Obwohl wir vorher sagten, die GroSe des Zuckerverbrauchs, d. h.
des Energiegewinnes (innerhalb 48 Minuten), sei bei m/100 HCN und
m/1000 MJE so gering, daB er auf Grund der methodischen Streuung
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VERSUCHSDAUER :
Figur 9
Versuche iiber « aktive » und « passive » Zuckeraufnahme
(300 C) — 4 %/g9 Hefe — 19/ Glucose — 48 min
A A Zuckeraufnahme normaler Versuchshefe bei 30° G
O O Zuckeraufnahme normaler Versuchshefe bei 0°C (Energiepro-

duktion duBerst gering) :

O———< Zuckeraufnahme von Hefe in m/1000 MJE bei 300 C (Energie-
produktion praktisch =— Null)

O———0 Atmung und Girung (Energieprod.) der MJE-Hefe bei 300 C

X x Zuckeraufnahme bei 30° C von schonend abgetéteter Hefe
(durch langsames Erhitzen auf iiber 60° C)

auch Null sein kénnte, diirfen wir nicht annehmen, da er bei den
erwihnten Konzentrationen tatséichlich gleich Null ist. Bei der Bespre-
chung von HCN-Vergiftungen sagt zum Beispiel Warburg (1948) :
«...Hundertprozentige Hemmung wiirde man erst bei unendlich groB8er
Blausiiurekonzentration erhalten.» Um aber doch eine Vergleichsmog-
lichkeit zu haben, wollen wir die gefundenen Werte fiir HCN und MJE
der <Restatmung» der Hefezelle gegeniiberstellen, welche wir finden,
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wenn die Titigkeit einer glykogenfreien Hefesuspension ohne Zugabe
von Zucker iiber lingere Zeit manometrisch verfolgt wird. Um aber
jetzt Werte zu erhalten, die iiber der methodischen Abweichung liegen,
wurden die Versuche mit einem grofen Hefevolumen (zirka zehnfache
Hefedichte, Zellzahl jeweils photometrisch bestimmt) ausgefiihrt und
die Werte erst nachtriglich auf unsere normale Zellenzahl von 4 %,
Hefe reduziert. Dabei wurde beriicksichtigt, daB eine groBere Zellenzahl
pro Fliissigkeitsvolumen weit mehr Giftmolekeln aus der umgebenden
Losung adsorbiert. Um dennoch etwa dieselben Verhélinisse zu schaffen,
d. h. eine Giftwirkung zu erreichen, die sicher nicht unter m/100 HCN
und m/1000 MJE liegt, wurden die rund 4 % Hefen in m/50 HCN und
m/500 MJE suspendiert, und zwar zirka 45 Minuten vor Versuchs-
beginn. Die Resultate dieser Untersuchung finden wir in Tabelle 28.

Tabelle 28

Vergleich des Energiegewinns aus Restatmung mit demjenigen gelihmter Zellen
30° C — 1%, Glucose — mg/40 cm3® — 1 Std. — reduziert auf 4 °/,, Hefe

Xm £ Energi(;tgzlwinn Clrkugen
Restatmung Atmung 0,60 2,28 2,28 _—
(ohne Zucker) Girung 0 0 :
< m/500 MJE Atmung 0,08 0,31 0,33 —
; Giérung 0,06 0,02
< m/50 HCN Atmung 0,03 0,11 0,64 -+
Gérung 1,73 . - 0,53

Sie geben die gemessenen Werte fiir Atmung und Géarung an, reduziert
auf 4 °,, Hefe und ausgedriickt in mg/40 cm®. Wir koénnen der zweit-
leizten Kolonne folgende Feststellungen entnehmen:

1. Der Energiegewinn der vergifteten Zellen ist unter den gegebenen
Bedingungen in beiden Féllen bedeutend kleiner als der Betrag
der zuckerfreien Restatmung. Er ist aber nicht = Null.

2. Eine ctotale Energielosigkeit» als Grund fiir die mangelnde Gly-
kogenbildung bei MJE kommt deshalb nicht in Frage.,

3. Wenn trotzdem auch nach mehreren Stunden (in unserm Fall
nach 2 Stunden, bei Alth aus nach 4 Stunden) kein Glykogen
gefunden wurde, so stiitzt dies die Anschauung von Althaus,
daB die ausbleibende Glykogenbildung auf eine Vergiftung der
Glykogenase durch MJE zuriickzufiihren ist, es sei denn, der ab-
solute Energiebetrag der MJE-vergifteten Zelle reiche nicht mehr
aus zu einer erkennbaren Glykogenbildung. '

4. Die «Restatmung» besteht nur aus Atmung; Giarung = Null (vgl.
Coriund Cori, 1946).
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Die vorherigen Versuche haben uns den SchluBf nahegelegt, dal es
neben der aktiven Aufnahme eine passive gibt. Diese wird natiirlich an
jeder bisher gemessenen Aufnahmegrofle mitbeteiligt sein und je nach
Konzentration, Temperatur usw. etwas variieren. Doch ist sie im Ver-
hiiltnis zur adenoiden Aufnahme gering (Figur9) und deshalb nicht
geeignet, die bisher festgestellten Erscheinungen und GesetzmiiBigkeiten
auf rein physikalischer Grundlage, d.h. ohne Mitwirkung des Proto-
plasmas, zu erklaren. ,

7. Zuckeraufnahme unter anaeroben Bedingungen

Wir haben im vorherigen Abschnitt gesehen, da8 mit abnehmender
Atmung, bedingt durch den erhéhten Zuckerverbrauch der Girung,
auch die Zuckeraufnahme gesteigert wird. Uber das Verhiltnis Atmung/
Girung schreibt Warburg (1948): «...wenn man die Hefeatmung
hemmt, so steigt die Girung vom aeroben auf den anaeroben Wert.»
Wenn wir nochmals auf unsere HCN-Versuche zuriickgreifen (Figur 8),
so diirfen wir wohl annehmen, da die Verhiltnisse, wie sie bei m/2500
HCN mit einer nur noch unbedeutenden Atmung und einem Maximum
der Zuckeraufnahme von rund 40 mg herrschen, schon sehr weitgehend
den Zustand unter anaeroben Bedingungen verkoérpern. Die ZA ist in
diesem Falle 1,5mal so groB8 als bei ungestértem Sauerstoffzutritt
(26,7 mg), die Girung anderseits (28,64) ist 3,1mal so groB als diejenige
unter aeroben Bedingungen (9,16). Diese Feststellung belegt iibrigens
auch die frither gemachte Aussage, daff die ZA nicht direkt vom einen
oder andern der energieliefernden Prozesse abhingig ist, sondern nur
von der Summe der beiden.

Trifft nun die Annahme zu, daf wir bei HCN-gelihmter Atmung,
aber noch intakter Girung die Verhéltnisse des anaeroben Stoffum-
satzes vor uns haben, so miiBten wir auch bei anaeroben Versuchen
eine Zuckeraufnahme finden, die etwa 1,5mal so groB ist als die aerobe,
vielleicht eher eine Kleinigkeit mehr, da die Atmungshemmung bei
m/2500 HCN nicht vollkommen ist. Zur Priifung dieser Uberlegung
ziehen wir eine Reihe von Versuchen heran, die zwar nicht direkt in
diesem Zusammenhang und deshalb auch bei einer andern Temperatur
(25° C) ausgefiihrt wurden, die sich aber trotzdem und ohne Einschrén-
kung zu einem solchen Vergleich eignen.

Hefesuspension und Zuckerlésung wurden je getrennt zirka /2 Std. lang mit ge-
waschenem Stickstoff (sieche Althaus) durchspiilt, dann im Ns-Strom zusammen-
gegossen, sofort der erste Tropfen entnommen und der Versuchskolben mit einem
Gummistopfen verschlossen, wiihrend 48 Minuten im Temperaturbad geschiittelt. Nach
Ablauf dieser Zeit wurde ged6ffnet und der zweite Tropfen als Endwert gemessen. Auf
eine Messung der Intervallswerte mufBte verzichtet werden. Zur Abschiitzung des
«Alkoholfehlers » wurde in dhnlicher Weise verfahren wie bei den HCN-Versuchen.
Eine Berechnung konnte nicht vorgenommen werden, da wir die GroBe der Girung
nicht genau kennen (sie muB offensichtlich um ein weniges groBer sein als die bei
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m/2500 HCN). Hingegen wurde durch eine Fehling-Bestimmung ermittelt, daB die ge-
messene Abnahme des Zuckergehaltes innerhalb 50 Minuten um zirka 11 zu tief
liegen miisse. Dieser Differenzwert scheint jedoch etwas zu niedrig ausgefallen zu sein,
haben wir doch schon vorhin bei den HCN-Versuchen Differenzen von 12 und 15 %
gefunden. Wir diirften deshalb nicht weit fehlgehen, wenn wir als Durchschnitt alle
ZA-Werte um 129 vergréBern.

Tabelle 29

Vergleich der Glucoseaufnahme unter anaeroben und aeroben Bedingungen
25° C — 4 9,, Hefe — 19/, Glukose — in N,-Atmosphire
¢ Alkoholfehler» mitberiicksichtigt

Versuchsreihen - Mittel mg[40 ccm anaerob
I l II mSkt. Xisi l om aerob
anaerob 274 266 270 29,20 + 2,11 1,58
aerob — = 171 18,45 4+ 0,73

Auf dieser Grundlage erhalten wir die Zahlen der Tabelle 29, in
welcher wir unsere Erwartungen sehr schén erfiillt sehen. Die War -
b ur g sche Aussage findet hierin ihre volle Bestiitigung. Wir kénnen es
deshalb auch wagen, wenigstens angenidhert die relative Grofle der
Gérung zu berechnen, indem wir die Zahlenverhéltnisse der HCN-Ver-
suche zu Hilfe nehmen und dabei beriicksichtigen, daff die Girung
(Tabelle 24) eher noch etwas groBer sein muB, falls auch der letzte
Rest von Atmung wegfillt. Wir finden so einen Zuckerverbrauch durch
Gérung, der um 19 mg/40 cm?® liegt und einen Energiebetrag /A Ao von
rund 5,9 cal zu liefern imstande ist. Unter aeroben Bedingungen ge-
winnt aber die Hefezelle bei 25° C aus etwa 8 mg Zucker einen Energie-
betrag von rund 13 cal. Ziehen wir nun einen Vergleich, so kénnen wir
(immer fiir 25°C) ganz generell aussagen, daB die Hefezelle unter
anaeroben Bedingungen aus doppelt soviel verbrauchtem Zucker nur
halb soviel Energie gewinnt als unter aeroben Bedingungen. Oder an-
ders formuliert: Aus einem bestimmten Quantum Zucker gewinnt die
Hefezelle anaerob héchstens ein Viertel des Energiebetrages, den sie
unter aeroben Verhiltnissen zu gewinnen vermag.

8. Aufnahme verschiedener Zucker und héherer Alkohole

Sowohl Fleischmann (1928) als auch Wertheimer (1934)
haben auf dem Umweg iiber plasmometrische oder analytische Be-
stimmungsmethoden ganz unterschiedliches Verhalten der einzelnen
Zucker und Alkohole in bezug auf Permeabilitit festgestellt. In der
Refraktometrie besitzen wir eine Methode, die ein direktes Verfolgen
der Zuckerabnahme in der AuBlenlésung erlaubt. Es wurden alle Ver-
suche bei 25°C mit 4 °/,, Hefe in */;;molarer Zucker- resp. Alkohol-
l6sung ausgefiihrt. Die enlsprechenden Tabellen zur Umrechnung der
gemessenen Skalenteile in mg finden sich im Anhang dieser Arbeit.
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Untersucht wurde die Aufnahmefihigkeit fiir folgende Substanzen:
Glycerin, 1(+)-Arabinose, d(+)-Xylose, d(-+)-Glucose, d(+)-Mannose,
d(-+)-Galactose, d(—)-Fructose-H,0, d(—)-Mannit, Invertzucker, Mal-
tose, Lactose * H,O, Raffinose * 5H,0.

Saccharose kann refrakiometrisch nicht gemessen werden, da sie
durch die Hefen noch auBlerhalb der Zelle (Barfoed-Reaktion positiv,
siche auch Althaus, 1950) invertiert wird; ihre Konzentration wird
dadurch zu einer unfaBbaren GroBe. Aus diesem Grunde wurde die
Saccharose vor jedem Versuch mit einem Tropfen HCl durch Kochen
invertiert, mit einem Tropfen NaOH wieder neutralisiert und dann erst
als Invertzucker der Hefe zugesetzt.

Bei der Raffinose scheint das Invertin nicht oder nur so langsam zu wirken 1, daB
unsere Messungen nicht merklich beeinfluBt werden. Mit Barfoed-Proben konnten
keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden. Einzelne Proben zeigten etwa 30 Minuten
nach der Vereinigung mit Hefe positive Reaktion, andere jedoch blieben bis zu einer
Stunde negativ, so daB ein Entscheid, von welchem Zeitpunkt an tatsichlich eine
Hexose vorhanden ist, sehr schwer fillt. Jedoch miissen wir annehmen, daf zum min-
desten im ersten Teil des Versuches, also gerade zur Zeit der groBten Aufnahme, noch
kein freies Monosaccharid vorliegt und der Zucker folglich als Trisaccharid an die Zell-
oberfliche gebunden wird. :

An Proben jeder Versuchsreihe wurde jeweils am Ende eines Ver-
suches, d. h. nach 48 Minuten, nachgepriift, ob Glykogen vorhanden
war oder nicht. Die allerdings rein qualitativen Beobachtungen sind
deshalb vergleichbar mit den von Althaus (1950) in Tabelle 10,
Kolonne «Glykogen nach 50 Minuten» dargestellten Ergebnissen. Wir
erkennen eine gute Ubereinstimmung (Tabelle 30). Lediglich bei der
Maltose? stoBen wir auf einen auffallenden Unterschied im Verhiltnis
Aufnahmegeschwindigkeit des Zuckers : Bildungsgeschwindigkeit des
Glykogens, verglichen zum Beispiel mit der Mannose, die eine Auf-
nahme von derselben Grofienordnung zeigt. Wir konnen dies offenbar
nur so deuten, daB sie, bevor sie als Glykogen gespeichert werden kann,
einem UmwandlungsprozeB unterworfen ist, der scheinbar mehr Ener-
gie verbraucht als die entsprechenden Umwandlungen von Glucose,
Fructose, Raffinose usw. In diesem Zusammenhang mag auch eine
Feststellung von James (1946) ein gewisses Interesse haben:
“... Nothing is yet known about the phosphorylation of maltose. But
its greater resistance to hydrolysis suggests that it may also be less
- readily phosphorylised.” Noch bedeutend energiebediirftiger muB dieser
ProzeB bei der Galactose sein, wo immerhin noch eine ganz ansehnliche
Aufnahme vorhanden ist, wo aber Alth a us erst nach 85 Minuten bei
etwas mehr als der Hilfte aller Zellen Glykogen nachweisen kann.

1Siehe die widerstreitenden Ansichten in Sumner und Myrbiack (1950),
S. 542 ff. )

2Vgl.Althaus (1950), S. 132!
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Tabelle 30

Aufnahme verschiedener Zucker und hiherer Alkohole
(geordnet nach zunehmender Molekiilgrife)
25° C — 49/,, Hefe — Anfangskonzentration = /;;molar — 48 min

Sais e Aufnahme Glykogenbildung
bt 5 mg/40 em?| Lom in % (g/ ﬁ]n—i‘ ) (FAOI.~IfSEe.S) Bes)iecr;letg.a Aﬁ%its‘
- °lo
Glycerin ... 20,63 1 6,76 10,3 1,352 7,43 —_— 0
Arabinose .. 31,40 5,78 13.4 1,156 3,90 e 0
Xylose..... 31,40 5,94 121 1,188 4,00 i 0
Glucose .. .. 37,54 18,50 4,0 3,700 10,38 + 4 100
Fructose ... 37,54 20,08 7.2 4,016 11,27 ++ 100
Mannose ... 37,54 15,76 7.3 3,140 8,80 ++ 100
Galactose .. 37,54 9,93 7,9 1,986 5,57 —_— 08
Invertzucker 37,54 15,55 3,4 3,110 08,72 ++
Mannit..... 39,06 4,32 19,6 0,864 2,40 _— f
Maltose . ... 70,35 14,90 6,2 2,980 4,41 + + 78
Lactose? ... 70,35 (0,32) |(228,0) 0 0 e 0
Raffinose .. | 103,70 12,21 8,9 2,442 2,44 + 4 100

Wie zu erwarten war, erhalten wir bei der Aufnahme der verschie-
denen Zucker ganz wesentliche Unterschiede (Tabelle 30), vergleichen
wir jedoch die einzelnen Intervalle miteinander (Tabelle 31), so féllt
uns auf, daB die Aufnahmekurven durchwegs gleichsinnig verlaufen.
Das erste Intervall liefert immer den groBten Wert, die iibrigen fort-
laufend abnehmende Werte. Dies ist zwar noch nicht dazu angetan,
den Vorgang zu charakterisieren; er kann sowohl auf einem Konzen-
trationsgefille als auch auf Adsorption beruhen. Was uns jedoch
wesentlich niher an die Natur des Vorganges heranbringt, ist die Tat-
sache, daB weder die MolekiilgroB8e (Figur 10) noch die Lipoidldslich-
keit zu seiner Erklirung herangezogen werden kann. Wenn wir schon
von einer Lipoidloslichkeit sprechen wollen, so kénnen wir lediglich
feststellen, daB, wie Fleischmann (1928) gezeigt hat, in heifen
Gemischen von OVAnilin alle Zucker (Pentosen, Hexosen, Hexite usw.)
praktisch etwa gleich 16slich sind. Das will zwar noch nicht heilen,
daB sie sich auch in den Protoplasmalipoiden losen, es soll nur andeu-
ten, daB wir auf diesem Wege keine Differenzierung feststellen konnen.
Ebensowenig kann uns die MolekiilgroBe dienen, sehen wir doch, daf3
groBe Molekiile wie Fructose, Glucose, Maltose und selbst Raffinose

1 Die Molekularrefraktionen sind der Arbeit von Schénfelder (1930) entnommen.

2 Der gemessene Lactosewert liegt, wie aus Om ersichtlich, weit innerhalb der metho-
dischen Abweichung. An spitern, zu diesem Zweck anders gestalteten Versuchen wurde
festgestellt, daBl die Aufnahme praktisch = Null ist. (s. S. 605 ff.).

3 Eigene Priifung auf Glykogen nach rund 50 min (positiv oder negativ).

4 Althaus 1950: Tab. 10 und 11, S. 130/131, Kolonne: 50 min.

5 Anfang der Glykogenbildung erst nach 50 min, Halbwert 85-100 min.
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Tabelle 31
Aufnahme von Zuckern und Alkoholen in den einzelnen Intervallen

Subutrat Intervall & 12 min (mg/40 cm”) Total
1 11 I 111 | v

Glycerin . ... 2,80 1,68 1,41 0,89 6,76
Arabinose . . . 3,02 1,38 0,72 0,67 5,78
Xylose...... 2.68 1,65 0,97 0,64 5,94
Glucose .... 8,70 4,13 2,99 2,69 18,50
Fructose . ... 8,03 4,73 3,77 3,58 20,08
Mannose .... 7,37 3,40 2,71 2,27 15,70
Galactose ... 5,39 2,50 1,08 0,97 9,98
Invertzucker. 6,47 3,30 3,13 2,62 15,55
Mannit ..... 1,80 122 0,65 0,65 4,32
Maltose ..... 5,87 3,58 3,15 2,41 14,90
Lactose .... 0,51 0,07 —0,12 —0,14 0,32
Raffinose ... 4,49 3,39 2,78 1,62 12,21

drei- und viermal so rasch aufgenommen werden wie zum Beispiel die
viel kleineren Pentosen. Eine Erklirung durch rein physikalische Per-
meabilitit auf Grund eines Konzentrationsgefilles fillt schon aus die-
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sem Grunde zum vorneherein weg. Bleibt noch zu untersuchen, ob die
Adsorbierbarkeit der Kohlenhydrate an feste Oberflachen n‘gendwelche
Hinweise zu geben vermag.

Tabelle 32

Adsorption von Zuckern und Alkoholen an Tierkohle !
(= 9% adsorbiert aus einer Lésung von 11 Millimol)

Dioxiaceton ....... 39,0 Glucose . ..vvvnnnn. 31,0
Glyeerin o ooiv s v 24,9 Dbl cs vumi i sms 19,9
Erythrit .......... 23,7 MaHHIE .05 i 5 5 17,0
Arabinose ......... 36,9 Lactose ........... 26,1
Arabit............ 21,9 Saccharose ........ 29,0
Galactose ......... 29,6 Raffinose ......... 36,1

Die Adsorptionswerte von Fleischmann (1928) lassen, wie er
selbst hervorhebt, einen deutlichen Unterschied zwischen Zuckern und
Alkoholen erkennen. Es mag also dies mit ein sehr gewichtiger Grund
sein, warum Alkohole relativ viel schlechter aufgenommen werden.
Betrachten wir aber die Zucker unter sich, so sind wir wiederum nicht
in der Lage, eine GesetzmiBigkeit herauszulesen, die auch nur anni-
hernd eine Ahnlichkeit mit den Resultaten der Figur 10 aufweisen
wiirde. Dagegen mufl aber auffallen, daB die Werte der Figur 10 an-
néhernd auf zwei fast parallel verlaufenden Schrigen liegen ?; daB eine
solch frappante Gesetzm#Bigkeit auf reinem Zufall beruhe, ist zwar
moglich, jedoch nicht sehr wahrscheinlich. Wenn wir uns daher nach
einer Erklirung dafiir umsehen wollen, so ist es durchaus nicht ab-
wegig, wenn wir uns etwa folgende Vorstellung machen: Die GroBe der
Aufnahme in der Reihe Glycerin—Lactose (untere Gerade) ist zur
Hauptsache bedingt durch die Gréfe der Adsorbierbarkeit dieser Stoffe
an feste Oberflichen und durch die Gréfe des Molekiils. Dividieren wir
zum Beispiel die Adsorptionsgrée durch die Molekiilgr68e, so erhalten
wir, allerdings mit groBern Schwankungen, eine dhnliche absteigende
Reihe wie in Figur 10 (siehe Tabelle 33).

Tabelle 33
Glycerin Arabinose Mannit Lactose
Ads./Mol.-Refr. Sy 1,21 1,17 0,44 0,37

INach Fleischmann, 1928,

2 Wenn wir die Aufnahmewerte in Abhiéngigkeit von der Mol.-Refraktion anstatt
in g/cm? - s, in Molekiilen/Zelle * s, aber nach beiden Rlchtungen logarithmisch auf-
tragen oder wenn wir die MolekiilgroBe ausschalten, indem wir den Ausdruck Mol./
Zelle:s mit MR, multiplizieren und die so erhaltenen Aufnahmewerte analog zu
Figur 10 auftragen, so erhalten wir in beiden Fiillen etwa dasselbe Bild, wie in Figur 10
dargestellt.
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Eine aktive Beteiligung der Hefezelle scheint nicht oder nur in sehr
geringem Mafle stattzufinden. Die Werte sind entsprechend der Anord-
nung der Figur 10 in Figur 11 eingetragen. Bei der Lactose haben wir
offenbar den Punkt erreicht, wo das Molekiil zu grof ist, als daf§ es
ohne energetische Leistung der Zelle noch in diese eindringen koénnte.
Wir legen deshalb die Skala so, daB die Lactose auf den Nullpunkt der
Aufnahme zu liegen kommt (vgl. Figur 10).
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Versuch zur Deutung der verschieden groflen Zuckeraufnahme
Legende siehe im Text

1 Glycerin; 2 Arabinose; 3 Glucose (bei vollig gelihmter Zelle); 4 Mannit;
5 Lactose; 6 Glucose (bei normaler Zelltitigkeit); 7 Saccharose; 8 Raffinose

Bei der Reihe Glucose—Raffinose haben wir prinzipiell die gleiche
Abhéngigkeit (Adsorbierbarkeit, MolekulargroBe) (Tabelle 34). Den
wesentlichen Unterschied in der Aufnahmegeschwindigkeit (s. Figur 10)
erklire ich mir aber so, daf fiir diese Zucker auch die Zell- resp.
Protoplastenoberfliache ihrerseits eine ganz spezifische Affinitdt besitzt
(im Sinne von Wertheimer, 1934, und Rothstein, 1948) und

selbst an der Aufnahme der Zucker mitwirkt.

Auf Grund dieser Affinitdt werden die zweitgenannten Zucker
bevorzugt an der Zelloberfliche festgehalten und blockieren dadurch
zugleich den Weg fiir unspezifische oder weniger spezifische Zucker.
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Tabelle 34

Glucose Saccharose Raffinose

Ads./Mol.-Refr. .... 0,83 0,44 9,38

- Die aktive Beteiligung der Zelle wiirde dann zum Beispiel darin beste-
hen, die Zucker durch geeignete chemische Umwandlung aus ihrer
Oberflachenbindung zu lésen und ins Protoplasma eindringen zu lassen,
resp. die zu diesem ProzeB bendétigten Enzyme (zum Beispiel Adenosin-
triphosphorsidure [Hawker, 1950; Johnson in Lardy, 1950})
fortwihrend neu aufzubauen. Der Adsorptionswert fiir Maltose fehlt
leider; an seiner Stelle haben wir in Tabelle 34 denjenigen von Saccha-
rose, einem Zucker, der nach Althaus (1950) ebenfalls sehr gut in
die Zelle aufgenommen wird, benutzt. Das will nicht heiBen, da die
AufnahmegroBien der beiden Zucker tibereinstimmen miissen, aber zur
Illustration unseres Gedankens kann auch dieser Wert dienen. Die
Werte der Tabelle 34 sind analog zu denen der Tabelle 33 in der Figur 11
eingetragen, mit dem Unterschied aber, daB wir einen betrichtlichen
Teil der Aufnahme als GroSe hinzugerechnet haben, die nicht durch
die Beschaffenheit des Zuckers, sondern durch die Eigenschaften resp.
die adenoide Titigkeit der Zelle bedingt ist. Sowohl die spezifische
Affinitiit der Zelle (Wertheimer, 1934) als auch die zum Trans-
port eines bestimmten Zuckers benétigte Energie konnen verschieden
grof sein. Es lieBen sich daraus ungezwungen die Unterschiede in der
Aufnahme sonst gleichwertiger Molekiile wie zum Beispiel der Hexosen
Fructose, Glucose, Mannose, Galactose erkliren.

Ich bin mir durchaus bewuft, da§ die hier besprochenen Erschei-
nungen nicht die einzigen Einfliisse darstellen miissen, die die GroBe
der Zuckeraufnahme bedingen, zumal wir ja immer wieder durch die
Vielfalt der Lebensiuflerungen eines Organismus iiberrascht werden;
doch scheint mir eine solche Deutung mit den allgemein biologischen
Erkenntnissen nicht im Widerspruch zu stehen, finden wir doch in der
untern Reihe (Glycerin—Lactose) tatsichlich diejenigen Kohlenhydrate,
die von den meisten Organismen nicht oder nur schlecht verwertet
werden koénnen, wihrend in der obern Reihe (Glucose—Raffinose) sich
die auch in der Natur weitverbreiteten und vielbeniitzten Zucker befin-
den. Eine ganz #hnliche Feststellung macht Héber (1947, S. 586).
Auch er interpretiert die Tatsache, daff Galactose, Glucose und in gerin-
gerem MaBe Fructose weit rascher aufgenommen werden (Tabelle 35) als
die kleineren Pentosen so, daB er zwei Vorginge annimmt, die neben-
einander und sich iiberschneidend verlaufen: eine c<aktive Selektion»
und eine «passive Diffusion».

Zur Frage der absoluten Menge der ZA vergleiche wiederum Abschnitt 1 der
«Experimentellen Ergebnisse» (S.568). Die dort ermittelte, fiir Glucose giiltige Grofie
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Tabelle 35

Relative Werte der Zuckeraufnahme an Darmschlingen von Ratten
(nach Héber, 1947) .

Galactose .......... 115 Sorbose i o s wwn  wes b 30
Glucose ........... 100 | Xylose. e ewissanes 30
Fructose ........... 44 Arabinose ........... 29
Mannose ........... 33

der «Anfangsaufnahme » der ersten 4 Minuten diirfen wir allerdings nicht einfach auf
andere Zucker iibertragen. Um wenigstens eine grobe Vorstellung von der wahrschein-
lichen GroBe dieser Adsorption zu erhalten, wurde in gleicher Weise wie bei der bevor-
zugt aufgenommenen Glucose die «Anfangsaufnahme>» bei Mannit, einem Glied aus der
Reihe der offenbar nicht aktiv aufgenommenen Zucker, festgestellt. Wir erhielten dabei
eine GroBe von 1,35 £ 0,92 mg pro 40 cm3, einen Betrag, der zwar nahe an der Grenze der
methodischen Abweichung liegt und deshalb relativ unsicher ist, der uns aber zum
mindesten die Aussage erlaubt, daB Mannit auch in den ersten Minuten von der Zell-
oberfliche der Hefe bedeutend schlechter adsorbiert wird als Glucose. Wir finden
hierin die Annahme von Wertheimer (1934) bestiitigt, daB bereits die erste passive
Bindung von Zucker an die Zelloberfliche eine spezifische ist. Allgemein diirfen wir
auf Grund dieser Ergebnisse wohl annehmen, daB wir zu den X,,-Werten der obern
Zuckerreihe der Figur 10 einen Betrag, der niiher an den Glucosewert herankommt,
hinzuzihlen miissen, um die Gesamtmenge des aufgenommenen Zuckers zu erhalten,
wiithrend bei der untern Reihe der Figur 10 eher ein Betrag in der GréSenordnung des
Mannit-Wertes zu addieren ist (s.a. Wertheimer, 1934).

Wir haben schon mehrmals behauptet, die Lactoseaufnahme sei
gleich Null. In der Tabelle 30 finden wir einen Wert von 0,32 mg/40 cm?,
der allerdings weit innerhalb der methodischen Abweichung liegt und
deshalb keine reale Bedeutung zu haben braucht. Es gilt darum vorerst,
diese Behauptung néher zu priifen. Zu diesem Zweck greifen wir wie-
der, wie frither schon beschrieben (S. 595), auf ein groBes Hefevolumen
(zirka 4 %) zuriick. Die Dichte der Hefesuspension wurde an verdiinn-
ten Suspensionen photometrisch bestimmt und auf Grund des mittleren
Volumens einer Zelle das Gesamtvolumen der rund vierprozentigen
Hefesuspension berechnet. Wir stellen so fest, daB in einer Suspension
von 1 mm?® in dem hier betrachteten Falle 0,036 mm?® von den Hefen
selbst beansprucht werden, das sind 3,6 %0. Wenn wir nun zu einer
solchen Suspension '/;3 mol Lactose, zum Beispiel 0,76 g/40 cm®, geben
und die Konzentration der AuBlenlosung refraktometrisch messen
(wegen der hohen Suspensionsdichte miissen an jeder MeBprobe die
Hefen zuerst herauszentrifugiert werden), so miiBten wir nach einiger
Zeit eine Abnahme der Konzentration finden, wenn Lactose in das
Hefevolumen hineindiffundiert, und zwar eine Abnahme von 3,6 %o der
Ausgangskonzentration, wenn durch die Zellmembran hindurch ein
Konzentrationsausgleich zwischen AuBen- und Innenlésung stattgefun-
den hat. Nach einigen Stunden sollten wir also eine Verringerung der
AuBenkonzentration um 27,4 mg (=3,6 %0 von 0,76 g) feststellen, wenn
die letztere Annahme stimmen wiirde. Die Mittelwerte aus fiinf der-
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artigen Versuchen finden wir in Tabelle 36. Zur Kontrolle der Verdun-
stung wurde unter den gleichen Bedingungen ein Blindversuch (Lactose
ohne Hefen) ausgefiihrt. In genau derselben Weise wurde auBlerdem
das Eindringen von Glucose in total gelihmte Hefezellen untersucht
(<< m/500 MJE entsprechend den Warburg-Versuchen in Tabelle 28).

Tabelle 36

Aufnahme von Lacfose durch ungehemmte und Aufnahme von Glucose durch total
gelihmte Hefezellen

25° C — zirka 4°/, Hefe — 1/, mol Lactose resp. Glucose

mg(40 cm? ~ mnach 35’ | nach 70’ nach 105’ ‘ nach 210’ Total *
Lactose — 0,35 — 0,41 —0,18 — 0,22 — 1,18
blind + 0,44 0 — 0,44 — 1,02 — 1,02
mg/40 em? nach 60’ nach 250’ Total
~ Glucose + 10,20 + 3,40 + 13,6
blind + 0,32 ATy 1 L3 gd

Das Gesamtvolumen der Hefen betrug hier 3,7 /o, die Konzentration
der Glucose ebenfalls '/, mol) (= 0,4 g/40 cm®). Unter derselben An-
nahme wie oben wiirde das bedeuten, daff nach Einstellung eines Kon-
zentrationsgleichgewichtes der RW um 14,8 mg (= 3,7 %0 von 0,4 g)
niedriger gefunden werden miifite. Der Blindversuch wurde mit Glucose
und MJE allein ausgefiihrt. Vergleichen wir nun die Werte der Ta-
belle 36 miteinander, so stellen wir in Ubereinstimmung mit den Be-
funden von Wertheimer (1934) fest, daf Lactose in mefbaren
Mengen weder in die Zelle eingedrungen noch an ihre Oberfldche
adsorbiert worden sein kann. Die Lactoseversuche wurden bis zu zwei
Tagen verschlossen stehen gelassen und der RW nachkontrolliert; es
konnte auch in dieser Zeit keine Abnahme der AuBlenkonzentration
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu stellen wir aber fest, daf Glu-
cose, wie wir dies schon frither an vierpromilliger Suspension fanden,
in betridchtlichem Mafie — rund 14 mg/40 cm® — aufgenommen wor-
den ist. Es scheint sich also hier tatsdchlich um die «physikalisch be-
dingte Aufnahme» zu handeln, wohingegen das Lactosemolekiil weder
adsorbiert wird, noch — wohl seiner Gr6fe wegen — zu einer freien
Diffusion durch die Zellgrenzschicht geeignet ist. Wir gehen darum
kaum stark fehl, wenn wir annehmen, daf§ in Figur 10 die Linie Gly-
cerin—Lactose ungefihr die Gréfie der «physikalisch bedingten Auf-
nahme» wiedergibt, wihrend die dariiberliegenden Punkte als Ma8 fiir

! Negative Aufnahme bedeutet: Verdunsten von Wasser wihrend der zirka 4 Ver-
suchsstunden, dadurch Konzentrierung der Aufienlésung.
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die «physiologische Permeabilitit> (H6b er, 1947) zu betrachten sind.
Wir kénnen dann weiter aus der Figur 10 schlieBen, daB die energe-
tische Leistung der Zelle fiir die Aufnahme von Glucose/Fructose—
Maltose—Raffinose ungefihr gleich grof8 sein mu8 (mehr oder weni-
ger gleiche Hohe iiber der «physikalischen Linie» *.

Wie wir bei der Besprechung der «Anfangsaufnahme» (S. 568 ff.) gesehen haben,
ist am Beispiel der Glucose die als Adsorption gedeutete Anfangsaufnahme nach 4 Minu-
ten erst bis zu rund 80 %o abgeschlossen. Wir miissen uns also vor Augen halten, daB
auch noch ein kleiner Betrag der X,,-Werte die Folge reiner Adsorption sein kann.
Dieser fillt allerdings nicht ins Gewicht, solange die X,,-Werte nicht sehr klein werden.
Gerade hier aber, wo bei der passiven Aufnahme die gemessenen Werte nur wenige
Male groBer sind als die methodische Abweichung, durfte dieser Hinweis nicht iiber-
gangen werden. Moglicherweise werden auch die verschiedenen Zucker und Alkohole
nicht gleich rasch adsorbiert, so daB auch dadurch Verschiebungen im Verhiltnis von
vor und nach der 4. Minute aufgenommenem Zucker eintreten kénnen. Auf alle Fiille
konnen wir auf Grund unserer refraktorisch gewonnenen Werte nicht aussagen, wieviel
Zucker durch reine Diffusion in die Zelle hineingelangt ist. Der Begriff « physikalisch
bedingte Aufnahme » darf hier folglich nur als Summe von Adsorption und Diffusion
(«physikalische Permeabilitit> im Sinne Hoé bers) aufgefaBt werden.

Nach Tabelle 9 (auf S. 561) wird zwar Glycerin normalerweise doppelt (Diato-
meen) bis zwanzig- und mehrmal (diverse Algen) so gut aufgenommen wie Glucose,
wiihrend in unserm Falle die Glycerinaufnahme nur rund !/2mal groBer ist als die
physikalische Glucoseaufnahme. Ich glaube nicht, daB wir deshalb berechtigt sind, eine
groliere Permeabilitit des Hefeprotoplasten fiir Glucose oder Zucker allgemein anzu-
nehmen. Diese Beobachtung scheint vielmehr die eben gemachte Vermutung zu be-
stirken, daB mit unserer Methode noch ein kleiner Teil reiner Adsorption mitgemessen
wird. Zudem scheint es unwahrscheinlich, daB die gesamte Menge der eingedrungenen
Glucose nachher in der Zellvakuole wiedergefunden wird (vgl. Wiersum, 1947,
Arisz,1948), weshalb die hier gefundenen Werte ohnehin nicht mit den «klassischen»
Permeabilititsbestimmungen direkt vergleichbar sind.

Die Feststellung dieser physikalischen Permeabilitit widerlegt die
Ansicht von Wertheimer (1934) nicht, daB nimlich der erste
Schritt der Zuckeraufnahme eine Adsorption an die Oberfliche der
Zelle sei. Im Gegenteil, die immer wieder gemachte Feststellung, daB} in
den ersten paar Minuten, wo die energieliefernden Prozesse noch klein
und erst im Anlaufen begriffen sind, die Zuckeraufnahme aber durch-
wegs grof ist, legt eine solche Annahme sogar nahe. Die Folgerung
Wertheimers aber, daB§ die Zucker an der Zelloberfléiche gespalten
werden und erst als Bruchstiicke (Cs;-Kérper) in die Zelle hineindiffun-
dieren, scheint der nétigen Beweise zu ermangeln. Es ist uns aus einer
reichhaltigen Literatur (u.a. Euler, 1934) bekannt, da8 die Spaltung
der Zucker erst nach vorgingiger Phosphorylierung erfolgt. Phospho-
rylierungen verlangen aber vorerst betrichtliche Mengen von Energie
(Aufbau von P iibertragenden Enzymen, siehe auch James, 1946).

! Versuche zur Feststellung des Energiegewinns aus den verschiedenen unter-
suchten Zuckern und unter denselben Bedingungen wie hier konnen in dieser Richtung
interessante Ergebnisse liefern; sie sind bereits in Angriff genommen.
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Es wire darum kaum erklirlich, woher unsere MJE-gelihmten und
praktisch energiefreien Zellen die benétigte Energie hernehmen sollten,
um auf diese Weise die in unserm Belsplel zum Konzentrationsausgleich
festgestellten 14 mg Glucose pro 40 cm® ins Zellinnere zu beférdern.
Unsere Versuchsergebnisse sagen zwar in dieser Richtung nicht viel
aus, doch méchte ich immerhin diesen Einwand zu bedenken geben.
Wenn wir nun die Versuche mit verschiedenen Zuckern nochmals
iiberblicken, so kénnen wir folgende Ergebnisse festhalten:

1. Die GroBe der Zuckeraufnahme ist offenbar vor allem bedingt

durch:

a) die GroBe des eindringenden Molekiils,

b) die spezifische Affinitit der Zelloberfliche zu den einzelnen
Zuckern,

c¢) den Energieaufwand der Hefezelle, wobei die Zelle sich nur
bei bestimmten Zuckern aktiv an der Aufnahme zu beteiligen
scheint (physiologische Permeabilitit).

2. Lactose wird von den Zellen der Backerhefe nicht aufgenommen;

: ihre Verwertbarkeit ist also primiir eine Frage der Permeabilitiit.

Damit ist nichts ausgesagt iiber das Vorhandensein oder Fehlen
eines lactoseabbauenden Enzyms.

ITI. Allgemeine Betrachtungen

Wir haben in dieser Arbeit versucht, die Zuckeraufnahme in Ab-
hangigkeit von verschiedenen fduBern und innern Bedingungen fest-
zulegen und dabei womoglich Aufklirung zu erhalten iiber die Zusam-
menhiinge zwischen Zuckeraufnahme und Energiehaushalt der Zelle.
Wenn wir die Zuckeraufnahme in Abhiingigkeit von der Wasserstoff-
ionenkonzentration vergleichen mit den Atmungsversuchen von Gei-
ger-Huber (1930), so stellen wir eine praktisch gleichsinnige Ande-
rung in bezug auf die GrioBe der Werte bei beiden Vorgéingen fest. Wir
konnen daraus schlieBen, daB Aufnahme und Energieproduktion eng
miteinander verkniipft sind, wir wissen aber noch nicht, wer wen be-
dingt. Dieselbe Erscheinung finden wir wieder bei der Untersuchung
der Temperaturabhiingigkeit der Zuckeraufnahme und des Zucker-
verbrauchs. Die Optima der beiden Vorginge stimmen ausgezeichnet
iiberein, withrend zum Beispiel die Kurve der Glykogenbildung (A1t -
haus, 1950) sich nicht mit den andern beiden Kurven deckt. Die
Annahme, daB durch sofortige Verwandlung des eventuell passiv her-
eindiffundierenden Zuckers in Glykogen stindig ein grofles Konzen-
trationsgefille aufrechterhalten werde, 148t sich also nicht oder nur
sehr beschriinkt zu einer Erklirung der Zuckeraufnahme heranziehen.
Hingegen koénnen wir aus der Ubereinstimmung der Optimumskurven
von Zuckeraufnahme und Zuckerverbrauch bereits deutlich heraus-
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lesen, daf} es sich um einen vitalen Vorgang handeln mu8. Noch augen-
tilliger werden die Zusammenhinge, wenn wir die Konzentrations-
abhéngigkeit einer niihern Betrachtung unterziehen. Wir haben hier
festgestellt, daB die Zuckeraufnahme ein flaches, aber sehr hohes Opti-
mum zwischen 0,25 und 1 %o Glucose besitzt und beidseits, d. h. gegen
0,0625 %o und gegen 8 %o Glucose, stark abfillt, wihrend die Summe
der energieliefernden Reaktionen (Atmung, Giirung) praktisch konstant
bleibt. Dies 148t uns klar erkennen, daB die Gréfe des Zuckerverbrauchs
nicht von der Grofle der Aufnahme abhiingt (vorausgesetzt, daB diese
mindestens so groB ist wie der Verbrauch), sonst miiiten wir bei 0,0625
und bei 4 % Glucose, wo die Aufnahme gleich groB ist, dasselbe Ver-
héltnis von ZA : ZV vorfinden, was jedoch nicht der Fall ist. Wir miis-
sen hieraus schlieBen, daB die zur Verfiigung gestellte Energie fiir die
Grope der Zuckeraufnahme mapgebend ist, und begreifen dann, warum
die beiden Kurven nicht gleichsinnig verlaufen. Auf Grund seiner Unter-
suchungen stellt Geiger-Huber (1934) fest (S.24): «...wenn die
Zelle (d. h. ihr Fermentsystem) mit Zucker gesittigt ist, so bewirkt eine
weitere Zuckerzugabe keine Steigerung (der Atmung) mehr. Nach der
Lehre Blackmans (1905) wiirde bei hohern Zuckerkonzentrationen
also das Atmungsferment ins Minimum kommen und als .,.begrenzender
Faktor* wirken. » Dies scheint bei unserer kleinsten Zuckerkonzentra-
tion (0,0625 %) bereits der Fall zu sein, so daB nur noch die schwach
ansteigende Girung, die energetisch allerdings nicht sehr ins Gewicht
fallt, eine leichte Erhohung des Energiegewinns bewirken kann. DaB
aber bei praktisch gleichbleibender Energieproduktion mit steigender
Konzentration der Zuckerlésung eine Abnahme der GréBe der Zucker-
aufnahme eintreten muf, scheint wohl verstindlich, wenn man
bedenkt, da mit zunehmender Zuckerkonzentration (das bedeutet
Wasserentzug) sowohl die Viscositit des Plasmas als auch die Viscositit
der Zuckerlosung selbst stetig zunehmen. (Uber Viscositit des Proto-
plasmas vgl. auch Stilfelt, 1949,

Im Gegensatz zu den eigentlichen Narkotica blockiert die Blau-
saure lediglich die Schwermetalle der Atmungs- und Girungsenzyme,
~ohne einen groBen EinfluB auf die Zelloberfliche auszuiiben. Durch
einen solchen Eingriff beeinflussen wir also zum weitaus gréB8ten Teil
nur den Energiehaushalt der Zelle. Da8 bei zunehmender HCN-Vergif-
tung die Zuckeraufnahme nicht abnimmt oder gleichbleibt, sondern
infolge des stark gesteigerten Zuckerverbrauchs durch die erhohte
Garung noch betrichtlich zunimmt, beweist einerseits die eben ge-
machte Aussage und anderseits wieder die Tatsache, da8 der Zucker-
verbrauch nicht abhéngig ist von der Aufnahme, sondern umgekehrt,
Eine vermehrte Aufnahme trotz kleinerer Energieausbeute haben wir
darauf zuriickgefiihrt, da im «Normalzustand» die Hefe nur einen
Teil der Energie fiir die Zuckeraufnahme verwendet, wihrend der
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andere Teil zur Glykogenbildung und zu andern Funktionen (vermut-
lich Proteinsynthese, Steward, 1936) zur Verfiigung steht. Bei ge-
hemmter Atmung und dadurch gesteigerter Giirung (m/1000 HCN) muB
nun offenbar fast alle Energie fiir die Zuckeraufnahme verwendet
werden. Wir konnen bei dieser Konzentration nur noch spérlich Gly-
kogen nachweisen. Nach all diesen Beobachtungen scheint es auBer
Zweifel zu stehen, daB die GroBe der Zuckeraufnahme zur Hauptsache
durch die adenoide Tidtigkeit der Zelle bedingt ist (O verton, 1895).

Bei der Untersuchung der Aufnahmefahlgkext der Hefezellen fiir
verschiedene Zucker und Alkohole haben wir eine weitgehende Uber-
einstimmung gefunden mit den Ergebnissen von Fleischmann
(1928), daB nimlich Alkohole viel schlechter aufgenommen werden als
die entsprechenden Zucker, und auch mit den Beobachtungen von
Althaus (1950) betreffend Glykogenbildung. Wir haben ferner fest-
gestellt, daB die verschieden groBe Aufnahme der einzelnen Zucker
weder durch ihre Lipoidloslichkeit, noch durch ihre MolekiilgriBe,
noch auch durch ihre Adsorbierbarkeit an feste Oberflichen allein
erklart werden kann. Dabei sind wir zur Anschauung gelangt, daB die
Hefeoberfliche eine spezifische Affinitdt zu gewissen Zuckern besitzt
und daB solche unter Arbeitsleistung der Zelle aufgenommen werden,
wihrend die iibrigen lediglich auf Grund der physikalischen Permea-
bilitit durch die Plasmamembran eindringen; da Versuchsbedingungen
gewiahlt wurden, bei denen die Hefe sich nicht teilt und nicht wéchst,

kann hier von einem Energieverbrauch fiir Wachstum abgesehen
werden.

Auf Grund der Beobachtung, daB assimilierbare Zucker in allen
Fiéllen in den ersten paar Minuten sehr rasch aus der Losung aufge-
nommen werden, scheint eine Adsorption an die Zelloberfliche im
Sinne Wertheimers (1934) wahrscheinlich, doch halte ich seine
- weiteren Behauptungen (Spaltung in C,-Kérper) schon aus energeti-
schen Griinden (siehe Versuche mit gelihmten und energielosen Zellen)
nicht fiir stichhaltig.

Uber den Mechanismus der Zuckeraufnahme kénnen wir nichts
Bestimmtes aussagen. Nach Angaben der neueren Literatur scheinen
Phosphorylierungsprozesse dabei eine Rolle zu spielen. Es wire auch
denkbar, daf§ die in dieser Arbeit als «Affinitit> bezeichnete Grofle ein
MaB ist fiir die Willigkeit der einzelnen Zucker, sich phosphorylieren
zu lassen, daB also in dem MaBe, wie Zuckermolekiile an der Zellober-
fliche phosphoryliert und dadurch permeierfihig gemacht werden,
andere Molekiile an die freigewordenen Adsorptionsorte nachriicken
wiirden. So wissen wir zum Beispiel, wie friiher bereits zitiert
(James, 1946), daB Furanosen, wie Saccharose oder Raffinose, viel
leichter phosphoryliert werden als Pyranosen, was mit ein Grund sein
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konnte, daB das groBe Raffinosemolekiil noch relativ gut, das Lactose-
molekiil jedoch iiberhaupt nicht aufgenommen wird. Leider geben un-
sere Versuche in dieser Hinsicht kaum AufschluB.

Berichtigung: Ich gestatte mir hier, den Leser darauf aufmerksam zu machen,
daB in <Annual Review of Physiology» 7 (1945), S. 11, die Tabelle 9 von Musfeld
(1942, S. 612) falsch abgedruckt ist. Es mu8 heifien:

in Kolonne Kolbririe Kolonne
«Concentration «0Q a7 «Glucose used”
of Suspension” L (calculated):
9/00 anstatt % 0,631 0,60 | 1,22 12,2
' - 10,97 0,63 | 1,93 19,2
: 9 ? t tt ?

0,60[ P l 0,60 | 0,93 252" 9.1
0,69 0,69 | 1,83 17,3

Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Methodischer Teil

1. Die Zuckeraufnahme und der Zuckerverbrauch von nicht wach-
senden Hefezellen (Bickerhefe) wurden unter verschiedenen Be-
dingungen untersucht. :

2. Atmung und Géarung als MaB fiir den Zuckerverbrauch wurden
manometrisch gemessen; fiir die Erfassung der Zuckeraufnahme
wurde eine refraktometrische Methode ausgearbeitet, die erlaubt,
in kurzen Zeitintervallen (6 Minuten) und in kleinen Fliissigkeits-
proben (1 Tropfen) den Zuckergehalt zu bestimmen.

3. Die Bestimmung der Zellenzahl der Hefesuspensionen (meistens
4 °/y,) geschah photoelektrisch.

4. Oberfliche und Volumen der Hefezelle wurden berechnet, nach-
dem die Durchmesser D und d bestimmt waren. Es werden For-
meln gegeben, die die Berechnung des mittleren d* resp. d® in
Abhingigkeit von ¢ der Frequenzkurve gestatten, sowie der Ober-
fliche und des Volumens auf Grund einer Eiform mit dem
Achsenverhiiltnis D/d = 1,293. Es wurden so bestimmt:

mittlere Linge einer Zelle . D=5_85pu op = 11,36
mittlere Breite . d=457 u oi==-1+ 1,18
mittlere Oberfliche . 0 = 83,3 u*

mittleres Volumen

V=370

Physiologischer Teil

5. Die Zuckeraufnahme wurde stets grofer gefunden als der ent-
sprechende Zuckerverbrauch, je nach Bedingungen zwei- bis
fiinfmal.
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10.

11.

12.

13.

Es wurde festgestellt, daff kein Unterschied besteht in der Auf-
nahmegeschwindigkeit von a- und f-Glucose und daB die Hefen
die Geschwindigkeit der Mutarotation nicht beeinflussen.

. Die Abhingigkeit der Zuckeraufnahme von der Wasserstoffionen-

konzentration ist zwischen pH 4—8 gering und entspricht der-
Jenigen der Atmung bei Hefen (Geiger-Huber, 1930).

Die Kurve der Konzentrationsabhingigkeit der Zuckeraufnahme
zeigt ein breites, aber ausgesprochenes Optimum zwischen 0,25 %o
und 1 % Glucose (= */;,—*'/;s mol). Nach beiden Seiten fallen die
Werte stark ab, wihrend iiber den ganzen Bereich (0,0625 bis
8 %0 Glucose) die energieliefernden Reaktionen (Atmung, Girung)
eine fast konstante GréBe zeigen.

Aufnahme und Verbrauch des Zuckers zeigen ein ausgeprigtes
Temperaturoptimum zwischen 35° und 40° C. Die Kurve der
Glykogenbildung, an denselben Hefen von Althaus (1950)
untersucht, zeigt ein Optimum bei zirka 34° C, 148t sich aber nur
unvollstindig mit der Kurve der Zuckeraufnahme zur Deckung
bringen. Es wird daraus und aus andern Indizien geschlossen,
dall die Glykogenbildung nicht als Hauptursache der Zucker-
aufnahme zu betrachten ist. .
Bei zunehmender HCN-Vergiftung sinkt die Atmung kontinuier-
lich, wihrend die Garung vorerst bis fast auf ihren anaeroben
Wert zunimmt, die Zuckeraufnahme betrichtlich erhoht wird,
und Glykogen immer langsamer und spérlicher auftritt. Erst hohe
HCN-Konzentrationen vermoégen Garung und Zuckeraufnahme zu
hemmen. :

Diese Ergebnisse fithren zur Anschauung, daB Zuckeraufnahme
und Energiehaushalt der Zelle eng verkniipft sind und die Zelle
fiir eine normale Zuckeraufnahme Arbeit leisten mu8; es ist dabei
gleichgiiltig, ob die bendétigte Energie von der Atmung oder
Girung geliefert wird.

Der Energiegewinn aus Zucker (Glucose) ist unter aeroben Ver-
hiltnissen etwa viermal gréBer als unter anaeroben (25—30° C).
Bei forcierter Zuckeraufnahme, wie sie dem erhohten Zucker-
umsatz bei Steigerung der Girung durch geeignete Vergiftung
entspricht, wird mehr Energie bendétigt; da die zwar erhohte,
energetisch aber wenig ergiebige Gérung keinen geniigenden
UberschuB davon liefern kann, wird die Glykogenbildung ent-
sprechend beeintrichtigt. 7 '

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchungen mufl ge-
folgert werden, daf die normale Zuckeraufnahme aus einer pas-
siven und einer aktiven Aufnahme (adenoiden nach Overton)
besteht; geeignete Vergiftung der Zellen mit Monojodessigsidure
erlaubt, beide Vorginge einigermafen zu-trennen und ihre Grofie
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zu bestimmen. Es nahmen zum Beispiel 2083 - 10° Zellen bei 25° C
aus einer Losung von Y;3smol (= 1% Glucose in 48 Minuten
18,5 mg Zucker auf (= 10,38 * 10° Molekiile pro Zelle und s resp.
3,70:10° g pro cm® Zellenoberfliche und s); etwa drei Viertel
bis vier Fiinftel davon entfallen auf die aktive Aufnahme, der
Rest auf die passive. 4

Die ermittelten Werte fiir die Aufnahme verschiedener Zucker
und hoherer Alkohole durch Hefezellen bestitigen die Befunde

‘Fleischmanns (1928), da Alkohole viel schlechter aufge-

nommen werden als die entsprechenden Zucker. Die Geschwin-
digkeit der Aufnahme verschiedener Zucker deckt sich relativ gut
mit jener der Glykogenbildung nach Althaus (1950), auBer bei
Maltose. Die erheblichen Unterschiede in der Aufnahme der
Zucker konnen aber weder durch Unterschiede in der Molekiil-
gréBe, noch in der Lipoidloslichkeit, noch in der unspezifischen
Adsorption an Oberflichen allein erklirt werden.

. Die unterschiedliche Aufnahme der verschiedenen Zucker deutet

darauf hin, daB die Zelle eine spezifische <Affinitit» zu gewissen
Zuckern besitzt, die sie aktiv in die Zelle hinein beférdert, wih-
rend andere lediglich auf Grund der «physikalischen Permeabili-
tit> in die Zelle eindringen. Es wird versucht, fiir gewisse Gesetz-
miBigkeiten (siehe Figur 10) eine Erklirung zu finden.

Die speziellen Unterschiede in der Aufnahme von Glucose und
Lactose wurden an geeigneten Hefesuspensionen (zirka 4 %)
niaher studiert. Lactose dringt iiberhaupt nicht, auch nicht nach
mehreren Tagen, in die Zelle ein; die Nichtverwertbarkeit der
Lactose durch Béckerhefe ist also primér eine Frage der Permea-
bilitit. Glucose hingegen vermag auch in Zellen mit total gehemm-
tem Energiehaushalt (m/1000 Monojodessigsiure oder Tempera-
tur 0° C) einzudringen, und zwar nach einigen Stunden in einem
AusmaB, das ungefihr einem Konzentrationsausgleich zwischen
Innen- und AuBenlésung der Zelle entsprechen wiirde. Die An-
nahme einer rein physikalischen Permeabilitit bei Zellen mit
unterdriickter Energieproduktion wird dadurch offenkundig.

Die immer wieder gemachte Beobachtung, iiber die auch in der
Literatur mehrfach berichtet wird, wonach Zucker in den ersten
Minuten, wo die energieliefernden Reaktionen am kleinsten sind,
am raschesten aus der AuBenlésung verschwinden (siehe Figur 2),
legt die Annahme nahe, da8 der erste Schritt der Aufnahme eine
spezifische Adsorption an die Zelloberfliche im Sinne Wert-
heimers (1934) darstellt; seine weitern Behauptungen jedoch
(Spaltung der Zucker in C;-Molekiile vor dem Eindringen) miis-
sen auf Grund eigener Erfahrungen als unwahrscheinlich an-
gesehen werden.
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ANHANG

Tabellen zum Eintauch-Refraktometer |

20° C

Arabinose

Xylose

Mannit

Mannose

Fructose - H,O
Glucose

Galactose

Maltose

Lactose -+ H,0
Raffinose + 5H,0

mit Hilfstabelle zum Interpolieren der
Skalenteil-Dezimalen
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Tabellen zur refraktometrischen Bestimmung von

Arabinose — Xylose

Skt.

14
15
16
17
18
19

20
21
22

45

23

24
25
26
27
28
29

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49

50
51
52
53
54

A rabinose ..

%g Arabinose
0,00
0,140
0,415
0,695
0,975
1,250

1,525
1,800
2,075
2,350
2,625
2,900
3,175
3,450
3,725
4,000

4,275
4,550
4,820
5,090
5,365
5,635
5,905
6,175
6,445
6,715

6,980
7,250
7,520
7,790
8,060
8,330
8,600
8,870
9,135
9,405

9,675

9,940
10,210
10,480
10,750

Mannic

Xylose
0,00
0,140
0,425
0,710
0,995
1,275

1,555
1,840
2,120
2,405
2,690
2,970

3,245 -

3,520
3,800
4,080

4,355
4,635
4,910
5,190
5,465
5,740
6,015
6,290
6,570
6,845

7,115
7,390
7,665
7,940
8,220
8,495
8,770
9,045
9,320
9,595

9,870
10,145
10,420
10,695
10,970

Zehntel-Skalenteile

%/og zwischen den Skalenteilen

14—24
0,0278
0,0284
0,0271

24—33

0,0273
0,0280
0,0267

20° C

Mannit
0,00
0,135
0,405
0,680
0,950
1,220

1,490
1,755
2,025
2,290
2,555
2,825
3,090
3,360
3,625
3,890

4,160
4,425
4,695
4,960
5,225
5,495
5,760
6,030
6,295
6,560

6,830
7,095
7,365
7,630
7,900
8,170
8,435
8,705
8,970
9,235

9,505
9,775
10,040
10,310
10,575

33—54
0,0270
0,0276
0,0267



Skit. %g Mannose

14,5
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
29
28
29

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

40
41
42
43
44
45
46
49
48
49

50
51
52
53
54

Mannose .. ..
Fructose . ...
Glucose

Tabellen zur refraktometrischen Bestimmung von

Mannose - Fructose

Fructose

0,00 0,00
0,135 0,135
0,410 0,410
0,685 0,680
0,960 0,955
1,235 1,230
1,510 1,500
1,780 1,775
2,055 2,045
2,330 2,320
2,605 2,590
2,875 2,865
3,150 3,135
3,420 3,400
3,695 3,670
3,965 3,940
4,235 4,210
4,510 4,485
4,780 4,745
5,055 5,015
5;320 5,285
5,590 3,555
5,855 5,825
6,120 6,090
6,390 6,360
6,655 6,630
6,925 6,900
7,190 7,165
7,460 7,435
7,725 7,700
7,990 7,970
8,260 8,240
8,525 8,505
8,795 - 8,775
9,060 9,040
9,330 9,310
9,595 9,580
9,865 9,845
10,130 10,115
10,395 10,380
10,665 10,650
14—24 24—33
0,0274 0,0272
0,0273 0,0269
0,0271 - 0,0268

+1H,0

—  Glucose

Glucose

0,00
0,135
0,405
0,680
0,950
1,220

1,490
1,760
2,030
2,300
2,570
2,840
3,110
3.375
3,645
3,910

4,180
4,445
4,715
4,980
5,245
5,510
5,775
6,035
6,300
6,565

6,830
7,095
7,355
7,620
7,885
8,150
8,410
8,675
8,940
9,200

9,460
9,725
9,985
10,245
10,510

Zehntel-Skalenteile

0/,g zwischen den Skalenteilen

33—54

0,0268
0,0268
0,0264

20° G
Skt.

55
56
a7
58
59

60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

70
71
72
73 -
74
75
76
717
78
79

. 80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

90
91
92
93
94

54—94

0,0260

Glucose

10,770
11,030
11,290
11,550
11,815

12,075
12,335
12,595
12,855
13,120
13,380
13,640
13,900
14,160
14,425

14,685
14,945
15,205
15,465
15,725
15,985
16,245
16,505
16,765
17,020

17,280
17,540
17,800
18,060
18,315
18,575
18,835
19,095
19,355 -
19,610

19,870
20,125
20,385
20,645
20,900
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Tabellen zur refraktometrischen Bestimmung von
Galactose — Maltose — Lactose — Raffinose  20° C
+H,0 + 5H,0

Skt. %g Galactose "Maltose Lactose Raffinose
14,5 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,135 0,140 0,140 0,160
16 0,405 . 0,415 0,415 0,470
17 0,670 - 0,690 0,690 0,780
18 0,940 0,970 0,965 1,090
19 1,205 1,245 1,240 1,400
20 1,475 1,525 1,515 1,715
21 1,740 1,800 1,785 2,025
22 2,005 2,075 2,055 2,335
23 2,270 2,355 2,330 2,645
24 2,535 2,630 2,605 2,955
25 2,800 2,905 2,875 3,260
26 3,065 3,180 3,145 3,565
27 3,330 3,455 3.415 3,870
28 3,595 3,730 3,685 4,175
29 ‘ 3,855 4,005 3,955 4,480
30 4,120 4,280 4,215 - 4,785
31 4,385 4,555 4,485 5,090
32 ! 4,650 4,830 4,750 5,395
33 4,910 5308 - 5,020 5,705
34 5,170 5,380 5,290 6,015
35 5,430 5,650 5,555 6,320
36 5,690 5,925 5,825 6,630
37 5,950 6,195 6,090 6,940
38 6,210 6,470 6,360 7,245
39 6,465 6,740 6,625 7,555
40 6,725 7,010 6,885 7,865
41 6,985 7,285 1,155 8,175
42 7,245 7,555 7,420 8,480
43 - 7,500 7,830 7,685 8,790
44 7,760 8,100 7,950 9.100
45 8,015 } 8,370 8,220 19,405
46 8,270 8,645 8,485 9,715
47 8,530 8,915 8,750 - 10,020
48 8,785 9,190 9,015 - 10,330
49 9,045 9,460 9,280 10,640
50 9,300 9,730 9,540 10,950
51 9,560 10,005 9,805

52 9,815 10,275 10,070

53 10,070 10,550 10,335

54 10,330 10,820 10,600

Zehntel-Skalenteile
%/0g zwischen den Skalenteilen

14—24 2432 32—54
Galactose ... 0,0268 0,0264 0,0259
Maltose .... 0,0277 0,0275 0,0272
Lactose .... 0,0274 0,0268 0,0266
Raffinose ... 0,0310 0,0308 0,0308
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Hilfstabelle

zum Umrechnen der Skt.-Dezimalen in °/,¢ gemifl den Angaben am Fulle jeder Tabelle
— (Zehntel-Skalenteile)

Skt. %9
0,1 0,0259 0,0262 0,0264 0,0266
62 0,052 0,052 0,053 0,054
0,3 © 0,076 0,079 0,079 0,080
0,4 0,103 0,105 0,106 0,106
0,5 - 0,129 0,131 0,132 0,133
0.6 0,155 0,157 0,158 0,160
0,7 0,181 0,183 0,185 0,187
0.8 0,207 0,210 0,211 0,213
0,9 0,233 0,236 . 0,238 0,240
0,1 0,0268 0,0270 0,0272 0,0274
0,2 0,054 0,054 0,054 0,055
0,3 0,080 0,081 0,082 0,082
0,4 0,107 0,108 0,109 0,109
0,5 0,134 0,135 0,136 0,137
0,6 0,161 0,162 0,163 0,164
0,7 0,188 0,189 0,190 0,191
0,8 0,214 0,216 0,217 0,219
0,9 0,241 0,243 0,245 0,246
0,1 0,0276 0,0278 0,0280 0,0282
0,2 0,055 0,056 ~ 0,056 0,056
0,3 0,083 0,083 0,084 0,085
0,4 0,110 0,111 0,112 0,113
0,5 0,138 0,139 0,140 0,141
0,6 0,165 0,167 0,168 0,169
0,7 C 8198 0,195 0,196 0,197

0,8 0,221 0,222 0,224 0,226
0,9 0,248 0,250 0,252 0,254
0,1 0,0284 0,0308 0,0310
0,2 0,057 0,061 0,062
0,3 0,085 0,092 0,093
04 " 0,113 0,123 0,124
0,5 0,142 0,154 0,155
0,6 0,170 0,185 0,186
0,7 0,199 0,216 0,217
0,8 0,227 0,246 ‘ 0,248
0,9 0,256 0,277 0,279

" Fiir Werte, die zwischen den hier angegebenen liegen, ist zum Interpolieren die nichst-
tiefere Zahl zu beniitzen (z. B. 0,0266 anstatt 0,0267).

%/og (nach Wagner 1928) = Gramm in 100 cm® Aqua dest.
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