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BAND XIX 1928 HEFT 1

Orientierende Versuehe iiher die antiseptische Wirkung von wasser-
[oslichen organisehen Lebensmittelfarbstolfen.")
Von Dr. CH. SCHWEIZER.

(Aus dem Laboratorium des Eidgendssischen (Gesundheitsamtes,
Vorstand: Dr. J. Werder.)

1. Einleitung.

Schon Behring 2) war die antiseptische Wirkung gewisser Farbstotfe
bekannt. Er beobachtete, dass 0,020pige Losungen von Methylviolett
und Pyoktanin Milzbrand- und Diphteriebakterien abtéten, ebenso Cho-
lera in 0,10bigen und Rotz in 0,750pigen Losungen. Dahliablau und
Cyanin sollen noch wirksamer sein, doch werden ihre Losungen schnell
zersetzt. Malachitgriin, das dagegen von grosser Haltbarkeit ist, besitzt
eine ausserordentlich starke Wirksamkeit, da bereits 0,0040/ige Losun-
gen Milzbrandbakterien und Choleravibrionen, 0,01250/ige Losungen Rotz-
bakterien und 0,3%ige Losungen Typhusbazillen zum Absterben bringen.

Von neueren Arbeiten seien nur diejenigen von Churchman?) er-
wihnt, welcher zuerst gezeigt hat, dass Gentianaviolett nur gegen gram-
positive Bakterien eine antiseptische Wirkung zeigt, nicht aber gegen
gramnegative Organismen. In weiteren Versuchen hat dieser Verfas-
sert) auch Farbstoffe gefunden, welche sich gerade umgekehrt ver-
halten, wie z B. Siurefuchsin.

1) Cf. Verhandlungen der Schweizerischen Naturforschenden Gesellschaft, IL. Teil,
8. 125 (1927).

%) 7. £ H., 9, 395 (1890).

3) J. Experimental Med., 16, 221 (1912).

) Chimie und Industrie, 10, 212 (1923).



Es war nun naheliegend, auch die von der neuen Eidgenossischen
Lebensmittelverordnung zugelassenen kiingtlichen organischen Farbstoffe
auf thre antiseptische Wirkung zu priifen, um zu wissen, ob dieselben
gleichzeitig als Konservierungsmittel wirken konnten. Die Liste dieser
zulassigen Farbstoffe ist folgende:

Nr. Handelshezeichnung Formel
/OH (Na, K)

1 Naphtogelb S  CioH4 = (NO2)2
\SOsH (Na, K)

/SOBN&
2 Siuregelb R Na03S—C6Hs4—N=N—CoH2—NH2
\CH:;
3 Chrysoidin CﬁHs—N:N_CH_o,{NHZ(HCI)

~NHz2

4 Auramin O (CH3)2N—CeH4—C—CeH4—N (CH3)2 - HCI
|

NH
5  Sudan I C1o H6<§H:N—06H5
6  Sudan G CoH5 —N=N—CoH3(OH)2

7  Fettgelb B C6H5—N=N—CcH3(CH3)2 ?
8  Tropaolin 000  CioHe< N=N—C6H4+—S03Na

Nr. 1 TOH
COOH
|
C=—N
9  Tartrazin l 'N—C6H4—S03Na
¢—C0’

|
N—NH—C6H4—S0O3Na
/N:N—CGH3 (CH3)2

10 Orange L Ci0H5—OH
'S03Na
. e A s /CﬁHS
11 Fuchsin Cl HZN—CGH4——C\06 Hs— NH2
_-S03Na,
HoeN s s
12 Saurefuchsin |\;06H3:C<
038~
\CofseS03Na

~NH2



Nr. Handelshezeichnung Formel
13 Roccelin CroHo<_ 5 N —C10Ho—50sNa
14  Bordeaux- und /N:N"—CIOH7
Ponceaurot CioH4—OH
N (S03Na)2
/N:N—CmHﬁ——SOaNa
15 Neucoccin CioH4+—OH
N (S03Na)2 (6,8)
/N=N—CﬁH2(CH3)3
16  Ponceau 3 R CioH4+—OH
N (S03Na)2
/N=N—C10Hﬁ—SO3Na
17  Amaranth CioH4+—OH
N (S03Na)2 (3,6)
CoH4—COONa
| | e
18  Erythrosin NaO—HCs—C=CeH=0
J= SO ]
(CoH4—COONa
Br_ | _~Br
19  Eosin NaO=H(6—C=CeH=0
Br— ~0-—~ Br
CeH4a—COOC2H5
20 Spritlosliches Br-_ | _Br
Kosin KO—H(Cs—C=CoeH=0
Br— ~0-—~  Br
Cl2=CeH2 — COOK
Br-. _ _Br
21  Phloxin P KO=HC6 — C=C6H=0
Br— B S ¢
S g3 NH—CeHs

b o SCHs
HCl - CeHs—N=C6H4=C
~CeH4—NH-—CoH5

_CoH3—NH—CeH4—

22 Anilinblau

95 Wasserblan - S0s- CoHa—NH==CoHs==0 ~CH3 SO0sNa
~C6H4—NH—CeH4—
o . SOsNa
. T P b
24 Alizarinblau CoHa4 Ce(OH)2—N
s N\
co \ CH

\ |
CH = CH



Nr.  Handelshezeichnung Formel
NH NH
// \\ / \\
25 Indigotine Na0O3S —CeH3 C=C CoH3—S03Na
y : ,
0o’ a0’
J6Hs—HN N NH—CosHs
\ \
\ y N
26  Induline CeH2 CoH2
// N /A \\
CoHs—N——N NH—CoHs
|
CoHs

_CeH4a—NH—CH3
27 Methylviolettb  Cl(CH3)2N=CoeH4=C
~CoH4—N(CH3)2

(C2H5
CoH4—N< 0o . CoHu—805Na

28  Lichtgrim SF  Na03S—CeHs4—C
gelblich . Lo (5HE
HO CoHe—N<pp,_ 0sH1—S03Na
_UsH5
29  Malachitgrim  Cl(CH3)2N=CeH4=C 3)

~CoH4—N(CH3)2

Wir haben vorldufig die vier nur fett-, aber nicht wasserléslichen
Farbstoffe Nr. 5—7 und 22 (letzterer namentlich spritloslich) von der
Untersuchung ausgeschlossen, da im allgemeinen als ein Charakteristi-
kum eines Desinfektionsmittels unter anderem auch die Wasserloslich-
keit betrachtet wird. Schumacher¢) hat nun zwar gezeigt, dass auch
wasserunlosliche oder besser gesagt schwer losliche Sutstanzen voll-
standig ins Zellinnere eindringen konnen. Die fettloslichen Farbstolfe
werden aber in der Lebensmittelindustrie wohl ausschliesslich zum Far-
ben von Fetten gebraucht. Aus Fettlosungen konnen aber die Antiseptika
von den Mikroorganismen nicht mehr aufgenommen werden, wie Schu-
macher an einer o6ligen Phenollosung zeigte. Er erkliart diese Unwirksam-
keit von oligen Phenollosungen unter Beriicksichtigung der Karyoproteid-
natur (Lipoproteid) der Bakterienkerne dadurch, dass das bereits in
Fett geloste Phenol nune®natiirlich nicht mehr ins Lipoproteid des Ker-
nes iibergehe. Wihrend also das Kernlipoid Phenol aus wisserigen Lo-

5) Da das Chlorid des Malachitgriins im Handel nicht aufzutreiben war, verwendeten
wir das Oxalat, das sich auch in der von der Firma Siegfried in Zofingen gelieferten Lebens-
wittel-Farbstotf-Sammlung des Eidg. Gesundheitsamtes befand.

6) Zentralbl. Bakt., I, 98, 67 (1926).



¢

sungen zu speichern vermag (Desinfektion), ist dies mit o6liger Losung
nicht mehr der Fall (Fehlen der Desinfektion). Es besteht also auch
kaum Aussicht, dass die fettloslichen Farbstotfe in Fetten gelost anti-
septische Wirkungen haben und so neben dem Farbgeben die Speise-
fette auch gleichzeitig vor Mikroorganismenwachstum schiitzen konnten.
Damit wire ja allerdings auch nicht viel erreicht gewesen, denn nach
Ritsert?) konnen auch sterile Fette ranzig werden.

Die iibrigen Farbstoffe wurden von uns in wisserigen LoOsungen
1:1000 oder bei geringerer Lioslichkeit in gesiittigten Losungen verwen-
det. Die meisten waren in Wasser sehr leicht loslich, Nummern 4, 11,
14, 24, 26, 27 und 29 erst nach leichtem Erwéirmen im Brutschrank;
die Nummern 3, 10 und 13 hinterliessen auch nach dieser Behandlung
einen schwachen Bodensatz. Da also bei dieser Konzentration einige
der Farbstoffe bereits die Grenze ihrer Loslichkeit erreicht hatten,
verzichteten wir vorldufig auch fiir die anderen auf die Verwendung
von hoheren Konzentrationen, mit Ausnahme einiger Abtétungsversuche,
welche wir ganz am Schluss dieser Arbeit anfilhren werden.

2. Permeabilitat.

Nach dem gegenwirtigen Stand der Forschung findet die Desin-
fektionswirkung im Inneren der Zelle statt, weshalb ein Antiseptikum
also vor allem die Zellmembran zu durchdringen vermogen muss.

Nach den bekannten Untersuchungen von Overton?®) verhalten sich
tierische und pflanzliche Zellen beliebiger Herkunft gegeniiber der Mehr-
zahl der organischen Stoffe erstaunlich gleichartig. Man begegnet in
der Permeabilitdit immer wieder folgenden Abstufungen:

1. Rasch dringen ein: einwertige Alkohole, Aldehyde, Ketone, Al-
doxime, Ketoxime, Mono-, Di- und Trihalogenkohlenwasserstoffe, Nitrile
und Nitroalkyle, die neutralen Ester der organischen und anorganischer
Sauren, viele schwache organische Basen und Sduren;

2. Langsamer dringen ein: zweiwertige Alkohole, Amide der einwer-
tigen Sdure;

3. Noch langsamer dringen ein: der dreiwertige Alkohol Glyzerin
und die zwei Aminogruppen fiihrenden Substanzen Harnstoff und Thio-
harnstoff;

4. Recht langsam diosmiert der vierwertige Alkohol Erythrit;

5. Am langsamsten diosmieren die sechswertigen Alkohole, die Hexo-
sen, Aminosduren und viele Neutralsalze der organischen Sduren und
Basen, namentlich der Siuren mit kurzer Kohlenstoff-Kette.

") Untersuchungen iiber das Ranzigwerden der Fette. Dissertation Bern (Professor
Tschirch). 1890,

§) Pfliigers Arch., 92, 115 (1902).



Mit wachsender Zahl der Hydroxylgruppen .Verringert sich also offen-
bar das Eindringungsvermogen; den gleichen Einfluss iibt die Anhiufung
von Aminogruppen aus. Dagegen befihigt wachsende Halogensubstitution
zu immer leichterem HKindringen, ebenso wirken Alkylierung oder Aze-
tylierung an den fiir das Eindringen hinderlichen Hydroxyl- und Amino-
gruppen.,

Bei den anorganischen Stoffen unterscheidet Overton:

1. Im allgemeinen dringen leicht ein: die nicht oder nur schwach
dissozierten Verbindungen Kohlensiure, Ammoniak, Wasserstoffperoxyd,
Borsdure, wohl auch die elementaren Gase;

2. Nicht oder hochst langsam dringen im allgemeinen ein: die star-
ken Elektrolyte, also Neutralsalze, Siuren und Laugen.

Bei den Mikroorganismen hat nun allerdings Alfred Fischer?) an-
genommen, dass die Salze eindringen. Er beobachtete ndmlich, dass ver-
schiedene Bakteriensorten in reinen Salzlgsungen von bestimmter Kon-
zentration plasmolysieren, dass aber schon innerhalb 20—30 Minuten,
manchmal schon nach kiirzerer Zeit, Deplasmolyse eintritt. Héber 1)
glaubt aber, dass man dagegen auf Grund der verschiedenen Beobach-
tungen an Pflanzenzellen einwenden konnte, dass die reinen Salzlésungen
schidigen und die Permeabilitit der Bakterien in unnatiirlicher Weise
steigern. Die Mikroorganismen wiirden sich also ganz wie die Zellen der
héheren Pflanzen verhalten. Shearer!l) hat allerdings festgestellt, dass
sie insofern eine Abweichung zeigen, als die anféingliche und voriiber-
gehende Widerstandsteigerung bei Einbettung in Losungen der reinen
Erdalkalichloride nicht zu konstatieren ist.

Bei der Hefe gelangte Paine!?) zu dem Ergebnis, dass fiir Salze
die Permeabilitit nur gering ist, wenn sie nicht sogar bloss durch ober-
flachliche Adsorption vorgetduscht ist.

Bei den nitratbildenden Bakterien hatte schon Winogradsky gefun-
den, dass Ammoniak ein ausgesprochenes Hemmungsmittel fiir die At-
mung ist. Meyerhof!?) fand sodann, dass dem Ammoniak viele Ammo-
niakderivate annidhernd gleichkommen, némlich die, welche, nach den
Untersuchungen an Pflanzenzellen zu urteilen, in diese eindringen. Aus-
serdem fand Meyerhof, dass unter einer griosseren Zahl von anorganischen
Salzen allein Borax eine stirkere Hemmung auf die Atmung ausiibt, was
offenbar auf das Eindringen der durch Hydrolyse in Freiheit gesetzten
Borsdure, die als allgemein eindringende Substanz bekannt ist, zuriickzu-
fithren ist. Endlich entspricht auch das den allgemeinen Permeabilitéts-

9) Jahrb. wiss. Bot., 27, 1 (1895).

10) Physik. Chem. der Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., S. 459 (1926).
1) Proc. Cambridge Philos. Soc., 19, 263 (1919).

12) Proc. Roya. Soc. London, Ser. B., 84, 289 (1912).

13) Pfliigers Arch., 165, 229 (1916).



regeln, dass die nitrifizierenden Bakterien zur Assimilation von Kohlen-
stoff nur freie Kohlensdure, nicht Karbonate auszuniitzen vermogen.

Wenn man nach Héber 14) einen Blick zuriickwirft auf die bisherigen
Erfahrungen iiber die Permeabilitit, so sind die verwandten Ziige in der
Permeabilitit aller Zellen unverkennbar und rechtfertigen nachtriglich
die Voranstellung sogenannter Permeabilititsregeln, wie sie zum ersten
Male von Overton aufgestellt worden sind. Freilich gibt es auch Tat-
sachen, welche sich diesen Regeln nicht einfiigen und insofern spezielle
Eigentiimlichkeiten einzelner Zellgattungen offenbaren. Endlich muss nach
Héber aus den Versuchen mit anorganischen Salzen auch der Schluss
gezogen werden, dass die Permeabilitit fiir sie im grossen und ganzen bei
gesunden Zellen gering oder gleich Null ist. Dem scheinen zwar zahl-
reiche Versuche zu widersprechen, namentlich Versuche an Ptlanzen-
zellen. Aber hier begegnen wir der Salzpermeabilitit in der Hauptsache
nur bei Verwendung reiner Alkalisalzlosungen, die bei lingerem Einfluss
totlich wirken, wihrend die Permeabilitdt in Mischungen von Salzen, die
den natiirlichen Lebensbedingungen niher kommen, mindestens sehr viel
kleiner ist. Das gleiche scheint fiir Mikroorganismen zu gelten. Ganz
aus dem Rahmen der gewohnlichen osmotischen Eigenschaften fallen nur
die glatten Muskeln, die unbeschrinkt durchlissig sein sollen. Regel-
widrig ist auch die Durchlidssigkeit der Froschniere fiir Kaliumchlorid.

Aus dem oben gesagten geht hervor, dass namentlich bei Salzen
eine Abtétung der Zelle auch dadurch erreicht werden kann, dass die
fiir Salze undurchlissige Membran der lebenden Zelle erst durch Schidi-
gung durch ebendieselben Salze durchldssig gemacht werden kann.

Was nun die Theorie der Membranpermeabilitat der lebenden Zelle
anbetrifft, so konnen wir von vornherein nach dem Gesagten den Ver-
such ausschliessen, die Permeabilitat aul Grund von chemischen Bezie-
hungen zwischen Protoplasmfoberfliche und den mit ihr in Beriihrung
kommenden gelosten Stoffen zu erklidren; denn es vereinigen sich ja in
den verschiedenen Gruppen der violligen, der relativen und der mangelnden
Durchdringungsfihigkeit die heterogensten Stoffe hinsichtlich der chemi-
schen Konstitution. Deshalb sind denn auch zur Grundlage der bisher
aufgestellten Theorien vorwiegend physikalische oder physikochemische
Faktoren herangezogen worden.

So hat Traube!?) seine Niederschlagsmembran als von feinsten
Poren durchsetzt gedacht, deren Durchmesser zwar gross genug sei,
die Wassermolekiile durchzulassen, aber zu klein, um auch den Molekiilen
geloster Stotfe die Passage zu erlauben. Aber schon Pfeffer und neuer-
dings Tinker haben darauf aufmerksam gemacht, dass neben der Poren-

14) Physik. Chem. der Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., S. 500 (1926).
15) Arch. f. Anat. u. Physiol., 87 (1867),
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weite auch die Molekularkrifte beriicksichtigh werden miissen, welche
von den Porenwinden ausgeiibt werden und sich in positiver oder negativer
Absorption #Hussern konnen.

Lhermite '6) hat zuerst den Versuch gemacht, die Durchlissigkeit
einer Membran fiir Wasser und fiir geloste Stoffe auf deren Loslichkeit
in der Membransubstanz zuriickzufithren. Nernst!7) brachte sodann die
Idee, dass die so verschiedene Permeabilitit der Zellen fiir verschiedene
Stoffe auf einer auswihlenden Losefdhigkeit der Plasmahaut beruhen
konnte. Aus dieser Annahme entwickelte Overton®) seine Lipoidtheorie,
die sich folgendermassen zusammenfassen lisst: Die Zellen verhalten
sich hinsichtlich ihrer Durchlassigkeit fiir geldste Stoffe so, als ob sie
von einer fettartigen, von einer «lipoiden» Membran eingehiillt wiren;
«lipoidlésliche» Stoffe dringen darum in die Zellen ein, «lipoidunlés-
liche» konnen nicht hinein. Der Grad der Lipoidloslichkeit bestimmt die
Geschwindigkeit des Durchtritts durch die Plasmahaut. Die Diosmose
erfolgt um so langsamer, je kleiner der Verteilungsquotient Lipoid : Was-
ser 1ist. | !

Overton hatte sich nédmlich die Frage vorgelegt, welche physika-
lische oder physikochemische Eigenschaft allen Stoffen, die nach seinen
zahlreichen Untersuchungen geschwind in die Zellen einzudringen ver-
mogen, gemeinsam ist, und kam zu dem Schluss, dass die relative Lis-
lichkeit in fetten Oelen das wesentlich Entscheidende sein konnte. Aller-
dings hat er nicht angenommen, dass die Grenzschicht der Protoplasten
nach aussen aus Oel bestehe, sondern aus einer oldhnlichen Substanz,
«Lipoid», und zwar vor allem, weil das physiologische Verhalten nicht
in allen Fillen der relativen Loslichkeit in Oel entsprach, nament-
lich nicht bei den Farbstoffen. Diese sind ni#mlich in Oel vielfach un-
16slich, obgleich sie «vital» fédrben. Auf der Suche nach Substanzen,
die als Lipoid fungieren konnten, kam dann Overton zu der Annahme,
dass die in den Zell-«Stromata» reichlich enthaltenen Lezithine und
Cholesterin als Lipoide’ anzusehen wiren, da sie gerade gegeniiber den
Farbstoffen vielfach den gewiinschten Anforderungen entsprachen. Das
Losungsvermogen dieser Lipoide fiir Farbstoffe wurde von Overton, da
Cholesterin und Lezithin in reinem Zustand fest sind, vor allem auf in-
direktem Wege so untersucht, dass die Lipoide in solchen organischen
Losungsmitteln gelost wurden, die selber ein moglichst geringes Lo-
sungsvermogen fiir Farbstoffe besitzen. Als solche Losungsmittel eignen
sich z. B. Benzol, Xylol, Toluol, Chloroform und nach Ruhland!®) be-
sonders gut Terpentinol.

16) Ann. Chim. Phys. (3), 43, 420 (1855).

17) Ztschr. physik. Chem., 6, 37 (1890).

18) Vierteljahresschr. Naturf. Ges. Ziirich, 40, 1 (1895) u. 44, 88 (1899).
19) Jahrb. f. wissenschaftl. Bot., 46, 1 (1908).



Man hat aber die lipoide Plasmahaut auch direkter zu imitieren ver-
sucht, indem man kiinstliche Lipoidmembranen herstellte und ihre Per-
meabilitit mit derjenigen der Zellen verglich. Nach Hober2?) ist man
so nach manchen vergeblichen Versuchen zu Modellen gelangt, die in
der Tat die Verhidltnisse bei den Zellen widerspiegeln.

Aus den Untersuchungen von Hansteen Cranner?!) wissen wir jetzt,
dass tatsichlich die Zellhdute zahlreicher Zellen mit Lipoiden imprig-
niert sind. Diesen Schluss lassen auch die Versuche von Grijns22) und
Hedin?%) zu. Wenn man ndmlich Blutkorperchen in einer isotonischen
Kochsalzlosung suspendiert, so verindern sie sich auch dann nicht,
wenn man etwas Aethylalkohol, Essigester, Aether oder etwas von einer
anderen leicht permeierenden und o6lloslichen Verbindung zusetzt. Dies
gilt aber nur bis zu einer gewissen Maximalgrenze des Zusatzes; wird
diese iiberschritten, so losen sich die Blutkiorperchen trotz der Koch-
salzisotonie auf, es tritt «Himolyse» ein, die sich im Austritt von
Hamoglobin am auffilligsten #dussert. Untersucht man in dieser Weise
eine grossere Anzahl von organischen Verbindungen auf ihre h#moly-
tische Kraft, so zeigt sich, dass das Himolysierungsvermogen an und
fiir sich chemisch indifferenter Stoffe um so grosser ist, je griosser ihre
Oel- bezw. Lipoidloslichkeit. Diese Beobachtungen lassen sich wohl am
naheliegendsten dadurch erkliren, dass man annimmt, dass die hédmoly-
sierenden Stoffe die lipoide Plasmahaut auflosen und dadurch den Zell-
inhalt frei diffusibel machen.

Nun kann aber die Plasmahaut keineswegs nur lipoides Losungsmittel
sein, denn ein besonders wichtiger Stoff, fiir welchen die Plasmahaut der
lebenden Zelle permeabel sein muss, ist das Wasser. Dass die Annahme
einer reinen Oelhaut den Wasseraustausch vollig ausschlosse, ist selbst-
verstandlich; dariiber war sich auch Overton klar. Lezithin aber koénnte
als hydrophiles Lipoid Quellungswasser aufnehmen und von Wasser durch-
setzt werden. Nathansohn?*) hat aber darauf hingewiesen, dass, wenn
Lezithin in Wasser quillt, ihm damit gleichzeitig auch die Fihigkeit ver-
loren geht, allein fiir lipoidlosliche Stoffe durchgingig zu sein; vielmehr
erlangt es jetzt auch die Fahigkeit, lipoidunlosliche Substanzen in sich
aufzunehmen. Besonders gut soll sich dies mit Farbstoffen nachweisen
lassen; nur ganz trockenes Lezithin, in Benzol gelost, firbt sich allein
mit lipoidloslichen Farben; ist es feucht, so gehen auch wasserlosliche
und lipoidunlésliche Farben mehr oder weniger in das Lezithin.

Die Zelle muss aber an ihrer Oberfliche Einrichtungen besitzen,
um den Import und Export ihrer Bedarfs- und Abfallstoffe von sich aus

20) Physik. Chem. der Zelle u. (tewebe, 6. Aufl., S. 513 (1926).

*1) Jahrb. f. wissenschaftl. Bot., 53, 536 (1914) u. Ber. deutsche bot. Ges., 37, 380 (1919).

22) Pfliigers Arch., 63, 86 (1896).

23) Pfliigers Arch., 68, 229 (1897) u. 70, 525 (1898).
1) Jahrb. wissenschaftl. Bot., 89, 607 (1904),
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zu regulieren. Zur Rettung der Lipoidtheorie kann.man sich an die
Nathansohn’sche Mosaiktheorie halten, welche neben den lipoiden Ele-
menten protoplasmatische Flichenstiicke annimmt, welche das Substrat
einer durch das lebende Plasma regulierbaren oder — wie Hober2?) es
nennt — «physiologischen Permeabilitit» darstellen, die als Eigenschaft
des lebenden Protoplasten zu der rein «physikalischen Permeabilitit »
infolge auswihlender Loslichkeit hinzukommt. Vielleicht konnte man
aber auch vermuten, dass die Kohlenstoffnahrung in Form des lipoid-
loslichen Aldehyds und Stickstotf als ebenfalls lipoidlosliches Ammoniak
in die Zelle eindringt, womit allerdings noch keine Erklarung fiir die
Diosmose des Wasser gegeben wire. '

Verschiedene Beobachtungen an Pflanzenzellen, Mikroorganismen und
Wassertieren lehrten, dass die Zellen sich, im Einklang mit der Lipoid-
theorie, wie impermeabel gegeniiber den Salzen verhalten, aber nur
dann, wenn mehrere Salze in bestimmter den natiirlichen Verh#ltnissen
nahekommender Weise gemischt sind.

Gegen die reinen Salze weisen die Zellen dagegen eine zwar nicht
grosse, aber doch deutliche Permeabilitit auf, die von Salz zu Salz
charakteristisch verschieden ist. Diese Permeabilitit bildet nun aber
nach Hober (p. 522) keineswegs einen Widerspruch mit der Lipoidtheorie,
da sowohl die unterschiedliche Wirkung der einzelnen Salze wie die Wir-
kung der Salzgemische am besten darauf zuriickgefiihrt werde, dass die
Salze einen bestimmten kolloidalen Zustand in der Plasmahaut bedingen,
von dem ihre Durchldssigkeit abhingt. Gerade die vorausgegangenen
Erorterungen, die auf die Quellbarkeit des Lezithins als Lipoidkompo-
nente der Plasmahaut und auf die Teilnahme von protoplasmatischen Kom-
ponenten (d. h. wohl auch an Eiweiss) am Aufbau der Plasmahaut hin-
weisen, begiinstigen eine Vorstellung, nach der die Plasmahaut eben nicht
bloss lipoides Lésungsmittel, sondern auch Kolloidmembran ist.

Traube2¢) hat darauf aufmerfsam gemacht, dass es ausser der
Lipoidléslichkeit auch noch andere Eigenschaften der gelosten Stoffe
gibt, welche ihrer Fihigkeit, die Zellen zu durchdringen, parallel gehen.
In erster Linie fiihrte er den Einfluss der Stoffe auf die Oberflichen-
spannung von Wasser gegen Luft an. In der Tat sind Verbindungen,
welche im allgemeinen nicht merklich in die Zelle eindringen (Hexite,
Hexosen, Disaccharide, Aminosduren), oberflicheninaktiv. Langsam ein-
dringende Substanzen (mehrwertige Alkohole und Sdureamide) sind schon
etwas aktiver, und die grosse Fihigkeit die Zellen zu durchdringen, die
manchen Stoffen (einwertige Alkohole, Aldehyde, Aether, Ester organi-
scher Siduren u. a.) eigen ist, geht Hand in Hand mit starker Oberflichen-
aktivitit. Nehmen wir noch hinzu, dass der Oberflichenanreicherung an

25) Physik. Chem. der Zelle u. Gewebe, 6. Aufl,, S. 521 (1926).
26) Pfliigers Arch., 105, 541 (1904) u. 123, 419 (1908).
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der Grenze zwischen Wasser und Luft oft die Oberflichenanreicherung an
der Grenze zwischen Luft und fliissigen oder festen Stoffen, wie Tier-
kohle, Glaspulver oder Seide entspricht, so wird die Bedeutung von Trau-
bes Hinweis noch einleuchtender. Ein weiterer Einfluss, welchen wasser-
losliche Stoffe auf die Eigenschaften ihrer Loésungen ausiiben, und wel-
chem nach Traube die Permeabilitit bis zu einem gewissen Grade symbat
ist, ist die Verringerung der Loslichkeit, welche ein zweiter zugleich
in der wisserigen Losung befindlicher Stoff erféhrt.

Traube hat aber fiir die Erklirung der Zellpermeabilitit den Haupt-
nachdruck auf die Oberflichenaktivitit gelegt, oder wie er sagt, auf
den Haftdruck der Stoffe. Das Gibbs-Thomson’sche Theorem lehrt ja,
dass, je mehr ein Stoff die Oberflichenspannung seiner Losung ernied-
rigt, er sich um so mehr in ihrer Oberfliche ansammeln muss; er haftet
dann also umsoweniger fest in der Ldsung, sein Haftdruck ist um so
kleiner. Die Oberflichenspannung der Lodsungen gegen Luft, stalagmo-
metrisch oder mit der Methode der kapillaren Steighthe gemessen, ist
nun in vielen Fillen ein brauchbarer Masstab fiir die Fihigkeit den
gelosten Stoffe, die Zelloberfliche zu durchdringen, aber in allen Fillen
trifft dies nicht zu.

Wenn also beispielsweise nach Hober2?) die Aufnahme basischer
und saurer Farbstotfe in die lebenden Zellen von ihrer Oberflachenakti-
vitdt in bezug auf die Grenziliche Wasser—Luft ganz unabhiingig vor
sich geht, so konnte trotzdem die verschiedene Geschwindigkeit, mit
der die basischen und sauren Farbstoffe die Zellen durchdringen, auf
verschiedener Absorbierbarkeit am Protoplasma beruhen. Ferner iiben
nach Bieseken und Waterman28) die wisserigen Losungen der drei iso-
meren Oxybenzoesiduren auf die Grenzflichenspannung gegen Luft keinen
Binfluss aus; trotzdem ist die Permeabilitit, gemessen an der Giftigkeit
gegen Schimmelpilze oder an der von Meyerhof2??) beobachteten Hem-
mung der Atmung nitrifizierender Bakterien, fir die o-Oxybenzoesdure
(Salizylsdure) weit grosser als fir die m- und p-Verbindung. Dieser
Unterschied kann vom Standpunkt der Lipoidtheorie ohne weiteres er-
klirt werden, da der Verteilungsfaktor Oel : Wasser nach Béeseken und
Waterman bei der o-Verbindung viel grésser ist als bei der m- und p-
Verbindung. Um diese Tatsachen auch der Absorptionstheorie der Per-
meabilitit einzufiigen, miisste man annehmen, dass auch die Absorbier-
barkeit an der Grenzfliche Wasser — Protoplasma sich entsprechend
abstuft, wobei sich dann von selbst wiederum die Vorstellung ergibe,
dass die absorbierende Protoplasmaoberfliche &lartige Beschaffenheit
hatte. Wir wiirden also wieder bei einer Lipoidtheorie der Plasmagrenz-

27) Bioch. Ztschr., 67, 420 (1914).
28) Versl. Akad. Wetensch. Amsterdam (1912); Kolloidztschr., 11, 58 (1912).
29) Pfliigers Arch., 165, 229 (1916).



flaiche landen, nur dass das Lipoid bei dieser Betrachtungsweise nicht
als Losungsmittel, sondern als Absorptionsmittel auftrite. Dazwischen
ist aber, wie Hober??) auseinandersetzt, nicht leicht zu unterscheiden.
Es mangelt indessen in diesem wie in anderen Féllen noch an den ndtigen
Beweisen fiir die Absorptionstheorie; der Einfluss auf die Grenzflichen-
spannung Wasser — Protoplasma ist bisher noch weniger untersucht
als die Verteilung zwischen Wasser und Lipoid.

Es gibt aber andere Feststellungen, die der Absorptionstheorie der
Permeabilitit eine gute Stiitze bieten konnen. So hat Traube?!) gefun-
den, dass in homologen Reihen die Oberflichenaktivitit im allgemeinen
bei gleicher molarer Konzentration im Verhiltnis 1:3:32:33 ... wichst.
Diese Kapillarregel von Traube macht sich auch bei physiologischen Vor-
gangen bemerkbar, vorausgesetzt, dass es sich bei den beteiligten ober-
flichen-aktiven Stoffen um solche handelt, die chemisch indifferent sind,
d. h. nicht ein besonderes Mass chemischer Affinitdt gegeniiber den
Zellbestandteilen dussern.

Nach all dem Gesagten kann also die Absorptionstheorie der Per-
meabilitdt wohl mit der Lipoidtheorie konkurrieren; ja man kann nach
Héber #2) nicht einmal von Konkurrenz reden, insofern es auf eine Ab-
sorption an einer lipoidhaltigen Protoplasmagrenzschicht ankommt und
die Trennungslinie zwischen Absorption und Verteilung schwer zu ziehen
ist. Nur wenn man das Verhalten der «lipoidunloslichen», nicht ein-
dringenden Stoffe betrachtet, so wie es sich nach dem Verlauf der
osmotischen Experimente und der chemischen Analyse darstellt, dann
erscheint die Lipoidtheorie als die leistungsfihigere. Nach der Absorp-
tionstheorie bildet die Anreicherung in der Protoplasmaoberfliche bloss
eine Erleichterung, eine Beschleunigung fiir das Durchtreten, und dass
es auch Stoffe gibt, die nicht durchtreten, ist daher nicht zu erwarten.
Aber Zucker, Hexite, Salze und andere Stoffe konnen ja Pflanzenzellen
dauernd plasmolysieren oder Muskeln dauernd zum Schrumpfen bringen,
Salze und Sdure werden dauernd im Zellsaftraum von lebenden Pflanzen-
zellen gespeichert, zwischen Blutkorperchen oder Muskelinhalt und dem
sie umspiilenden Plasma bestehen dauernd Unterschiede im Gehalt an
anorganischen Salzen. Die Lipoidloslichkeit gibt dafiir die einfache Er-
klarung der Unléslichkeit im lipoiden Losungsmittel. Die Absorptions-
theorie konnte aber auch dieser Gruppe von Erscheinungen gerecht
werden, wenn in geeigneten Modellversuchen gezeigt wiirde, dass, ent-
sprechend der bereits angefiihrten Pfeffer-Tinker’schen Vorstellung, sich
auch bei einem poriosen Absorbens die Durchlissigkeit nach der Grenz-
flichenspannung richtet und dieses Absorbens gegeniiber Stoffen, die

30) Physik. Chem. der Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., S. 509 u. 513 (1926).
31) Liebigs Ann., 265, 27 (1891).
32) Physik. Chem. der Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., S. 531 (1926).
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seine Grenzflichenspannung gegen Wasser vergrossern, sogar die Eigen-
schaften einer semipermeablen Membran erhdlt. Die Porentheorie der
Durchliissigheit wiirde alsdann mil der Lipoid- und der Absorptions-
theorie verschmelzen.

Ein besonders einladendes Verfahren, sich iiber die Permeabilitit
der lebenden Zellen Aufschluss zu verschaffen, ist in der Vitalfarbung
gegeben. Die besonderen Schwierigkeiten, mit denen man bei der Unter-
suchung und Deutung der Vitalfirbung zu kémpfen hat, beruhen nach
Hober33) darauf, dass die organischen Farbstoffe eine sehr kompli-
zierte Struktur haben. Ihr Molekulargewicht ist relativ hoch, so hoch,
dass viele Farbstoffe in Losung hinsichtlich ihrer Diffusibilitidt, ihrer
Fillbarkeit durch Elektrolyte, ihrer Absorbierbarkeit ein ausgesprochen
kolloidales Verhalten zeigen, und andere nach Zsigmondys Ausdrucks-
weise wenigstens Semikolloide darstellen. Insbesondere gehoren die Farb-
stoffe zumeist zur Gruppe der Kolloidelektrolyte und sind als solche
mehr oder weniger dissoziiert; sie neigen zum Teil aber auch zu Poly-
merisation und Tautomerisation und sind zum Teil hydrolysiert. Eine
weitere Schwierigkeit soll darin liegen, dass sie zum Teil auch Indi-
katoreigenschaften haben, ihre Farbe also den Einfliissen der Reaktion
in den Zellen und in deren Umgebung unterliegt, dass sie zum Teil durch
Reduktion entfirbt oder sonstwie leicht chemisch umgewandelt werden.
Ihre farberischen Eigenschaften werden ferner von den Eiweisskorpern
mit beeinflusst, wie sich z. B. bei Verwendung geférbter Indikatoren in
deren «Eiweissfehler» &dussert; die Farbe mancher Indikatoren kann
bei Gegenwart grosserer Eiweissmengen sogar vollig verschwinden. End-
lich ist zu beachten, dass die Farbstoffe als Produkte der Technik 6fter
orosse und fiir diese Zwecke bedenkliche Beimengungen enthalten, wie
namentlich Salze, darunter auch Salze mit mehrwertigem Kation, die
nicht bloss als Zellgitte gefdhrlich sind, sondern in kleinen Mengen die
Permeabilitdt der lebenden Zelle sehr stark veridndern, sowohl steigern
wie verringern konnen. Hinzukommt, dass Zusitze mehrwertiger Ionen
die Anfarbarkeit mancher Strukturen durch polare Absorption aktivieren
konnen. Trotz all dieser Misslichkeiten glaubt aber Hober, dass man
sich vor den Farbeexperimenten nicht zuriickschrecken lassen darf, weil
sie den grossen Vorteil bieten, dass man in den meisten Fiallen den
Eintritt sehr kleiner Stoffmengen ins Zellinnere direkt sehen kann.

Auch bei der Vitalfirbung nimmt die Lipoidtheorie den ersten Platz
ein. Overton?*) hat seine Lipoidtheorie auf die Beobachtung von P.
Ehrlich#?) aufgebaut, dass ndmlich Farbbasen ebenso wie ungefirbte
organische Basen hiufig zugleich «neurotrop» und «lipotrop» sind, und

33) Physik. Chem. der Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., S. 533 (1926).
34) Jahrb. wiss. Bot., 43, 669 (1900).
%) Konstitution, Verteilung u, Wirkung chemischer Korper, Leipzig (1893).
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dass die Ueberfiihrung der Basen in die entsprechende Sulfosiiure die
Affinitdt zur Nervensubstanz, die Neurotropie, ebenso wie die Lipotropie
zum Verschwinden bringt. Overton fiigt eigentlich nur noch hinzu, dass
Lipotropie, d. h. relative Fettloslichkeit, nicht bloss Neurotropie be-
dingt, sondern Zytotropie tberhaupt, also Eignung zur Vitalfirbung im
allgemeinen, und dass man sich den Zusammenhang so erklirean konne,
dass die Plasmahaut einer fettartigen Haut zu vergleichen sei. Overton
erkannte aber bereits, dass keineswegs die lipotropen und zytotropen
Farben ohne Ausnahme Farbbasen sind, sondern dass auch einzelne Sulfo-
saurefarbstoffe diese Eigenschaften besitzen, wie Methylorange, Tro-
paolin 00 und Tropéolin 000. Den Zusammenhang zwischen Lipotropie und
Zytotropie konstatierte er im wesentlichen auf Grund von Priifungen
der absoluten Loslichkeit der IFarben in Lipoidgemischen, und darin sind
ihm spatere Untersucher meist gefolgt, anstatt die relative Loslichkeit,
auf die es allein ankommt, also die Verteilung zwischen lipoider und
wisseriger Phase zu bestimmen. Dieser Irrtum hat nach Hober bessere
Einsichten verzogert; denn man stiess so auf manche Ausnahmen von
der Regel, welche in Wirklichkeit keine sind.

Auch bei den Farbstoffen miissen wir nach Hober36) zwischen einer
«physiologischen» und einer «physikalischen» Permeabilitit unterschei-
den. Seiner Ansicht nach ist die Farbstoffaufnahme der lipoidunldslichen
Saurefarbstoffe ein ganz anderer Vorgang als die Aufnahme der lipoid-
loslichen Farben; letztere erfolgt rein passiv durch Verteilung, erstere
ist enger mit dem Stoffwechsel der Zellen verbunden. _

Ruhland37) wollte auch fiir die Vitalfirbung eine Porentheorie auf-
stellen, nach der {iber die Aufnehmbarkeit lediglich die Grosse der Farb-
stoffteilchen entscheidet. Kiister?®) hatte ndmlich beobachtet, dass sich
zahlreiche Pflanzenzellen um so leichter anfirben, je weniger kolloidal
der Farbstoff ist, und dass hochkolloidale Farbstotfe, wie z. B. Nigrosin,
Trypanrot, Diamingriin, gar nicht aufgenommen werden. Ruhland begriin-
det seine Theorie durch einen Vergleich zwischen dem physiologischen
Farbevermogen und dem Dispersitiatsgrad der Farbstoffe; den letzteren
untersuchte er vor allem durch Bestimmung der Diffusibilitat der Far-
ben in 209pigem Gelatinegel. In der Tat erhielt er so einen weitgehenden,
Parallelismus zwischen der Geschwindigkeit der Anférbung und der Dis-
persitdt. Hochkolloidale Farbstoffe firben nach Ruhland die Zellen im
allgemeinen nicht. Dass aber die Dispersitit allein nicht ausschlaggebend
ist, das beweisen nach Hobers?) schon die Feststellungen, dass hoch-
kolloidale basische und S#aurefarbstoffe, wofern sie lipoidléslich sind, doch,

36) Physik. Chem. der Zelle u. Gewebe, 6. Aufl,, S. 538 (1926).
37) Jahrb. wiss. Bot., 51, 376 (1912).
38) Jahrb. wiss. Bot., 50, 261 (1911).
39) Physik, Chem. der Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., S. 542 (1926).
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wenn auch schwer, in die Zellen eindringen, wenigstens in die tierischen
Zellen. Schon aus diesem Grunde kann die Porentheorie der Vitalfarbung
nicht die Giiltigkeit haben, die Ruhland ihr zuschreibt. Was aber Hober
vor allem gegen diese Anschauung einwenden muss, ist das, dass sie
alle die zahlreichen Versuche mit nicht getirbten molekulardispersen
Stoffen ausser acht ldsst, nach denen die osmotischen Kigenschaften
der Zellen doch so beschaffen sind, dass man um die Annahme einer
Impermeabilitit gar nicht herumkommt. Ferner habe Collander®®) mit
Nachdruck darauf hingewiesen, dass von Ruhlands nur scheinbarer Im-
permeabilitit vieler Pflanzenzellen fiir Sdurefarbstoffe, die vorgetfuscht
sei durch allzu geringe Schichtdichte der Zellen, gar nicht die Rede
sein konne. Ferner findet Collander, dass im Gegensatz zu Ruhlands
Angaben und zu seiner Porentheorie zahlreiche Pflanzenzellen sich auch
mit hochdispersen Saurefarbstoffen nicht anfirben, oder richtiger auch
nach 24stiindigem Verweilen noch 8 bis 160 mal weniger Farbstoff
in der Raumeinheit enthalten als ihre Umgebung, und dass es nur —
gerade so wie bei den Tieren — ganz bestimmte Zellarten sind, die sich
mit der Farbe beladen, ndmlich Zellen, welche die Leitblindel umgeben,
jugendliche Zellen und Blumenblattzellen. Collander stellt sich nach
all dem auf den gleichen Standpunkt wie Héber, dass die besondere An-
firbbarkeit bestimmter Zellen der Ausdruck eines besonderen physio-
logischen Zustandes, einer «physiologischen Permeabilitit» sei. Die An-
sicht von Ruhland, dass alle Zellen die hoherdispersen Farbstoffe ein-
dringen liessen, ist nach Collander wahrscheinlich daraut zuriickzufiih-
ren, dass Ruhland absterbendes Material untersuchte. Beim Absterben
nimmt ja bekanntlich die Permeabilitit der Plasmahaut zu und zwar erst
fir leichtdiffusible, dann fiir schwerer diffusible, wie schon de Vries
wusste. Nach Hober spielen sich dabei in der kolloiden Plasmahaut
vielleicht Koagulationsprozesse ab; dabei wird dann Quellungswasgser frei,
und die Poren, die. bis dahin wesentlich absorbiertes Wasser enthielten
und dadurch Stoffe ohne Oberflichenaktivitit, wie die Siurefarbstoffe
es sind, schwer oder nicht passieren liessen, werden jetzt auch fiir
Stoffe mittlerer Dispersitit weit genug. Die Auffassung von der be-
sonderen Natur des Imports der lipoidunloslichen Siurefarbstoffe kann
nun aber nach Hober auch durch direkte Versuche gestiitzt werden:
Die physiologische Permeabilitit fiir Farbstoffe ldsst sich wegnarkoti-
sieren, die physikalische nicht.

Mit diesen Versuchen scheint der Haupteinwand, der gegen die
Lipoidtheorie der Vitalfirbung erhoben worden ist, aus dem Wege ge-
raumt zu sein; die Aufnahme der vielen lipoidunloslichen Siurefarbstoffe
durch gewisse Zellen wire eben ein Vorgang ganz anderer Art (phy-
siologische Permeabilitidt) als die Aufnahme der lipoidléslichen. Im iibri-

30) Jahrb. wiss. Bot., 60, 854 (1921).
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gen gibt Hober zu, dass der Stand der Frage nach dem Zusammenhang
von Lipoidloslichkeit und Vitaltirbung noch keineswegs befriedigend klar
ist; man konnte nicht sicher entscheiden, ob es wirklich Farbbasen gibt,
die gut fdrben, obwohl sie lipoidunldslich sind, und es blieb unklar, wa-
rum im Gegensatz zu den tierischen Zellen die Pflanzenzellen von ge-
wissen lipoidloslichen basischen und Sdurefarbstoffen nicht getfirbt werden.

Ein Teil dieser Schwierigkeiten scheint sich aber durch eine Modi-
fikation der Lipoidtheorie beseitigen zu lassen, zu der Nirenstein%l),
gelangte. Wie schon Overton, so konstatierte auch er, dass zahlreiche
Farbbasen vital férben, obwohl sie aus wisseriger Losung von Oliven-
oder Mandel6l nicht aufgenommen werden. Setzt man dagegen Oelsiure
zu dem Oel hinzu, so zeigt sich, dass, wenn man die Grenzkonzentratio-
nen der Anfarbung von Paramizien aufsucht und sie mit den Verteilungs-
quotienten Oelsfure-Oel : Wasser vergleicht, ein vollkommener Paral-
lelismus zwischen Farbevermogen und Verteilung besteht. Auch wir
konnten feststellen, dass z. B. Fuchsin sich in Oelsdure 16st, nicht aber
in reinem Oel. Oelsdure-Oel ist aber nur bei den Farbbasen ein befriedi-
gendes Modell der Zellvorginge, nicht bei den Siurefarbstoffen; denn
Nirenstein fand unter 72 Saurefarbstoffen 21, welche die Paramézien
anfirbten, aber dabei in dem Oelsdure-Oelgemisch vollkommen unléslich
waren. Figt man nun aber zu dem Oelsiiure-Oelgemisch noch eine orga-
nische Base hinzu — Nirenstein verwendete Diamylamin — so gewinnt
dieses Gemisch auch fiir die Siurefarbstoffe Speicherungseigenschatten,
ohne dass die Aufnahmeféhigkeit fiir die Farbbasen dadurch irgendwie
alteriert wird. Diese Speicherungseigenschaften beziehen sich aber nur
auf solche S#urefarbstoffe, welche auch die Paraméizien vital féirben,
so dass also das Gemisch aus Oel, Oelsiure und Diamylamin in seiner
Anfarbbarkeit aus wisseriger Losung ein vollkommenes Abbild des Para-
méazienzelleibes darstellt. Trotzdem Nirenstein bekannt war, dass kiuf-
liches Lezithin infolge teilweiser Zersetzung sowohl freie Fettsdure
wie freie Base enthilt, hielt er doch damit zuriick, das Lezithin geradezu
als das lipoide Loésungsmittel der Zellen zu bezeichnen, sondern sprach
nur ganz allgemein die Meinung aus, dass die Zellfirbbarkeit von der
Anwesenheit der Fettsiure und der fettloslichen Base abhiinge. Wir
werden spater noch sehen, dass Schumacher#?) zur Bestimmung der
Lipoidloslichkeit eine Lezithin-Aetherlosung verwendet, dass wir aber
keine genaue Uebereinstimmung mit Versuchen an lebender Hefe fest-
stellen konnten.. : '

Hober43) wirft nun allerdings die Frage auf, ob man die Theorie
von Nirenstein iiberhaupt noch als Lipoidtheorie bezeichnen kénne. In

41) Pfliigers Arch., 179, 233 (1920).
42) Zentralbl. Bakt., I, 98, 71 (1926).
43) Physik. Chem. der Zelle und Gewebe, 6. Aufl,, S. 547 (1926).
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der urspriinglichen Form von Overton spielte das Lipoid die Rolle eines
reinen Losungsmittels. Die Theorie, von Nirengtein legt nun zunichst die
Vermutung nahe, dass an die Stelle der Losungsaifinititen zum Lipoid -
als Bedingungen fiir den Eintritt der Stoffe in die lebenden Zellen che-
mische Affinitaten zu treten haben; Siure wiirde von Base und Bagse von
Siure angezogen. Aber diese Auffassung kann einerseits nicht fiir die
organischen indifferenten Nichtleiter gelten und andererseits ist zu beach-
ten, dass Oelsdure und Diamylamin ganz unabhingig voneinander ihre
Einflisse auf basische und Saurefarbstoffe ausiiben, anstatt dass sie
einander in der lipoiden Phase neutralisieren. Hober scheint es daher
annehmbar, dass auch sie weniger in echter Losung chemisch als in
kolloidaler Dispersion elektrisch wirken, dass ihr Einfluss auf die Ver-
teilung also polare Absorption ist; die negativen Oelsdureteilchen wiir-
den also die positiven Farbkationen, die positiven Basenteilchen die ne-
gativen Farbanionen festhalten.

Auch die neben der sehr auffilligen Speicherung der Farbstoife
in Granula h#dufig auftretende, aber bisher weniger beachtete Diffusfir-
bung des Protoplasmas soll nach v. Mollendorff#4) ebenfalls zur relati-
ven Lipoidloslichkeit in Lezithin-Xylol im allgemeinen parallel gehen.
Dies scheint anzudeuten, dass nicht nur fiir den Hinlass lipoidloslicher
Stoffe eine oberflichliche Lipoidhaut erforderlich ist, sondern, dass auch
bei Durchdringung des Protoplasmas die Lipoide mitwirken.

Auch die Reaktionstheorie von Bethe#5) rechnet mit der wesent-
lichen Mitwirkung von Sdure und Base im Innern der Zelle. Dieser Ver-
fasser ist der Ansicht, dass ganz einfach die Innenreaktion der Zellen
die Anfirbung mit basischen und Sdurefarbstoffen beherrscht. Nach
dieser Ansicht wire die Innenreaktion nicht nur fiir das Mass von Spei-
cherung der einen oder anderen Farbart verantwortlich, sondern die In-
nenreaktion wiirde {iberhaupt dariiber entscheiden, ob merkliche Mengen
Farbstoff aufgenommen werden, denn nach Bethe sollen alle Zellen fiir
alle Farbstoffe durchlissig sein (soweit diese nicht allzu grob dispers
sind), und eine Farblosigkeit wire nur durch entsprechend verringerte
Anfiarbung vorgetduscht. Besonders anschaulich soll nach Rohde#6) das
Verhalten von Schnitten sein, in deren Zellen teils saure, teils neutrale
Reaktion herrscht; hier soll das Aussehen nach der Einwirkung von
basischen und S#aurefarbstotfen sozusagen spiegelbildlich verschieden sein.
Das kolloidchemische Speicherungsprinzip von Bethe scheint also in
der Tat wirksam zu sein.

Anders ist dagegen nach Hober’s4?) Erachten Bethe’s Ansicht zu
beurteilen, dass es fiir die sichtliche Farbstoffaufnahme iiberhaupt bloss

44) Arch. mikr. Anat., 90, I, 463 u. 503 (1918).

45) Hofmeisters Beitr., 6, 399 (1905), Biochem. Ztschr., 127, 18 (1922).
46) (unter Bethe) Pfliigers Arch., 168, 411 (1917).

47) Physik. Chem. Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., S. 550 (1926).
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auf Speicherung (in irgendeiner Form) ankomme, insofern als die Zellen
an sich fiir alle (wenigstens feiner dispersen) Farbstoffe durchlissig
selen. Wiare diese Ansicht richtig, dann miisste man erwarten, dass bei
neutraler Reaktion des Zellinnern auf alle Fille merkliche Mengen Farb-
stoff eindringen. Das ist aber nicht der Fall. Einen zweiten Einwand
machte Collander, der einige Zellen mit besonders saurem Inhalt (mehr
als py=4) priifte und fand, dass nach 20—24 Stunden die Konzen-
tration von leicht diffusiblen Saurefarbstoffen im Zellsaft immer noch
64 mal kleiner war als in der Aussenlosung. Den schwerwiegendsten Ein-
wand gegen Bethe’s Annahme einer allgemeinen Durchlissigkeit fiir
die Farbstoffe erblickt aber Héber, wie schon bei der Erwidhnung der
Porentheorie gesagt, in der Gesamtheit der Erfahrungen iiber die Per-
meabilitiat fiir ungefirbte Verbindungen; es wire nicht einzusehen, wa-
rum Salze, Aminosduren, und vor allem alle moglichen Nichtleiter, wie
Hexosen, Hexite u. a., auf die das Speicherungsprinzip auch gar nicht
anzuwenden ist, sich so anders verhalten sollten; denn fiir sie sind die
Zellen ja tatsdchlich impermeabel oder mindestens sehr schwer permeabel.

Im Hinblick auf unsere friiheren Erdrterungen konnte auch fiir die
Vitaltdrbung eine Absorptionstheorie in Betracht kommen. Nach Hober 48)
sind aber die Grundlagen hierfiir noch nicht gegeben.

Zusammenfassend ldsst sich iiber die Theorie der Vitalfirbung sagen,
dass die alte, so viel angefochtene und iiberwunden geglaubte Lipoid-
theorie von QOverton tmmer wieder ein brauchbarer Wegweiser durch das
Labyrinth der Permeabilititserscheinungen ist. Um sdmtlichen Erschei-
nungen der Permeabilitit gerecht zu werden, kdme nach Hober vielleicht
auch nach den mit den Farbstoffen wieder gemachten FErfahrungen
eine Umprigung zw eimer Absorplionstheorie in Frage, ohne dass aber
fiir eine solche Umprdgung schon jetzt geniigend Material vorliegt.
Deutlich hebt sich auch bei der Vitalfarbung das Hdber'sche Postulat
der physiologischen Permeabilitit heraus.

Was nun die Faktoren der Permeabilitat anbetrifft, so verweisen wir
wieder auf Hober (S. 556), welcher die Arbeiten zusammenfasst, die
gezeigt haben, dass die Permeabilitit von Zellen durch mechanischen
Reiz, Licht, elektrischen Reiz, Temperaturinderungen, Salze und Nicht-
elektrolyte verindert werden kann. Bei unseren Versuchen mussten wir
namentlich die Fehlerquellen der Lichtreizung und der Temperaturver-
anderungen ausschalten. Gerade fiir Akridin- und Flavinderivate hat
kiirzlich Van der Lingen?”) gezeigt, dass die antiseptische Wirkung im
Lichte stirker ist als in der Dunkelheit. Die Permeabilitit kann aber
nach Hober auch verschieden sein, je nachdem ob sich die Zelle im Ruhe-

48) Physik. Chem. Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., S. 555 (1926).
49) Zentralbl. Bakt., 91, 509 (1924).
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sustand befindet oder nicht, d. h., dass also Wechsel von Funktionszu-
standen einen Wechsel in der Permeabilitit bedeuten konnte.

Wir kommen nun noch zur Messung der Permeabilitat. Bisher kennt
man mikroskopische, osmotische, chemische und elektrische Methoden.

Mikroskopiseh kann man das Eindringen eines Stoffes manchmal
durch eine Niederschlagsbildung im Zellinnern erkennen. Bei Farbstoffen
wird, wie wir schon gesagt, haben, die im Innern der Zelle entstehende
Farbung auf das Eindringen des Farbstoffes schliessen lassen. Von unse-
ren Farbstoffen stellten wir in destilliertem Wasser Losungen von 1:1000,
oder, wenn die Farbstoffe weniger loslich waren, gesittigte Losungen her.
Je 1 em? dieser Farbstotflosungen, die in vorher sterilisierten Gefissen
dargestellt worden waren, wurden nun in sterilen Reagensglisern mit
1 em? Presshefeaufschlemmung 20:100 gut gemischt und dann im Dunkeln
bei 200 C. aufbewahrt. Es war darauf geachtet worden, dass auch die ver-
wendeten Losungen bereits diese Temperatur hatten. Ferner ist darauf
zu achten, dass die verwendete Presshefe keine abgestorbenen Zellen
enthilt. Sollte dies aber der Fall sein, so wiirde man besser tun, sich
das Zellmaterial selber herzustellen, indem man klare Bierwiirze oder
einen synthetischen N#hrboden mit einer Hefekultur impft, nach 48
Stunden abzentrifugiert, mit isotonischer Kochsalzlosung auswéscht und
wieder zentrifugiert. Das Zentrifugat wird noch zwischen sterilem Fliess-
papier abgepresst und hat nun etwa den gleichen Wassergehalt wie die
Presshefe des Handels, kann also nun an deren Stelle Verwendung
finden.

Nach 24stiindiger Einwirkung der Farblosungen auf die Hefezellen
wurden die Zellen des Bodensatzes unter dem Mikroskop beobachtet und
folgende Farbungen festgestellt:

Farbstoff Nr. Farbung des Zellinhaltes
1—2  Farblos
3 Die meisten Zellen zeigen gelb gefirbten Zellinhalt
4 Die meisten Zellen zeigen schwach gelb geférbten Zellinhalt
8—10 Farblos
11 Die meisten Zellen zeigen im Innern violett geféirbte Granula
12—21  Farblos
23 Farblos
24 Die meisten Zellen zeigen blédulichen Inhalt
25—26 Farblos
27 Die meisten Zellen zeigen im Innern violett gefiirbte Granula

28—29 Farblos

Wir haben schon darauf hingewiesen, dass man bei dieser Methode
neben der oft sehr autfilligen Speicherung der Farbstoffe durch Granula
auch die Diffusfirbung des Protoplasmas nicht ausser acht lassen darf
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und dass infolge zu geringer Schichtdichte der Zelle diese letztere ar-
bung dem Beobachter leicht entgehen kann. Dies scheint uns z. B. beim
Tropédolin 000 Nr. 1 (Nr. 8 unserer Farbstoffe) passiert zu sein, denn
wir haben schon frither gesehen, dass nach Overton dieser Farbstoff,
trotzdem er zu den Siurefarbstoffen gehort, lipo- und zytotrope Eigen-
schaften hat. Collander ) ist aber der Ansicht, dass von Ruhlands nur
scheinbarer Impermeabilitit vieler Pflanzenzellen fiir Sdurefarbstotfe,
die vorgetduscht sei durch allzu geringe Schichtdicke der Zellen, gar
nicht die Rede sein konne. Er geht von der lange bekannten Beobachtung
aus, dass Spirogyren selbst nach tagelangem Verweilen in einer dunkel-
blauen Cyanollosung farblos bleiben, d. h. sich unter dem Deckglas von
dem dunkelblauen Grund ihrer Umgebung blendend weiss abheben. In-
dem er nun die blaue Aussenlésung mehr und mehr verdiinnte, liess sich
leicht zeigen, dass auch nach vielfacher Verdiinnung die Algenféden sich
immer noch deutlich heller von dem hellblauen Untergrund abheben.
Wiirde also der Plasmahautmantel der Zellen dem Farbstoff kein Diffu-
sionshindernis dargeboten haben, so miissten in den wasserreichen Zell-
saft sichtbare Farbstoffmengen eingedrungen sein. Die Farblosigkeit der
Zellen soll also nach Collander, wenn auch nicht absolute Undurchlis-
sigkeit, so doch ein sehr geringes Mass von Permeabilitit beweisen.
Wenn wir aus der mikro-optischen Methode durch Beobachtung des
Bodensatzes eine makro-optische Methode machten, so deckten sich die
Resultate tatséchlich nicht in allen Féllen. Nach Z24stiindiger Einwir-
kung der Farblosung hatte der Bodensatz auch nach zweimaligem Aus-
waschen mit isotonischer Kochsalzlosung noch folgende Firbung:

Farbstoff Nr. Farbe des Bodensatzes Farbstoff Nr. Farbe des Bodensatzes
1—2 Weiss 18 Schwach rosa
3 Stark orange 19 Schwach violett
4 Schwach gelb 20 Schwach rosa
8-—9 Weiss 21 Schwach violett
10 Schwach rot 23 Schwach blau
1k Stark violett 24—26 Weiss
12 Weiss 27 Stark blau violett
13 Schwach braun 28 Weiss
14—17 Weiss 29 Schwach blau

Bei den Farbstoffen 3, 11 und 27 war das zweite Waschwasser
ebenso stark gefirbt wie das erste, wihrend dasselbe bei den iibrigen
Farbstoffen sonst fast ganz farblos war.” Diese drei Proben wurden so-
lange weiter behandelt, bis auch bei diesen das Waschwasser beinahe
tarblos war. Dies war fiir Nr. 3 nach der sechsten Auswaschung der
Fall, wobei auch der zentrifugierte Bodensatz bereits ziemlich stark ent-

50) Jahrb. wissenschaftl. Bot., 60, 354 (1921).
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farbt war. Nach der sechsten Auswaschung war das Waschwasser von
Nr. 11 und 27 immer noch stark gefirbt (allerdings schwécher als die
beiden ersten), ebenso der Bodensatz von 11 und 27, trotzdem der Zell-
inhalt der meisten Zellen wieder farblos war. Ein beinahe farbloses
Waschwasser wurde bei diesen beiden Nummern aber nach der achten
Auswaschung erzielt. Nun war auch der abzentrifugierte Bodensatz von
3 ziemlich stark entfarbt, widhrend derjenige von 27 noch immer ziem-
lich intensiv geférbt war. Diese intensive Féarbung des Bodensatzes Nr. 27
war auch nach der zehnten Auswaschung noch nicht verschwunden. Es
liess sich kein Unterschied in der Auswaschbarkeit der Farbstoffe mit
destilliertem Wasser oder mit isotonischer Kochsalzlosung feststellen.
Durch Dialyse waren die Farbstoffe nicht zu entfernen, da sie durch
die gewohnlichen Dialysiermembranen nicht diffundierbar sind.

Es ist selbstverstdndlich naheliegend, in Fillen wo der Bodensatz
schwach gefirbt war, eine Fiarbung des Zellinhaltes mikroskopisch aber
nicht festgestellt werden konnte, auf ein sehr geringes Mass von Per-
meabilitdt zu schliessen.

Die Messung der Permeabilitdt kann auch mit osmotischen Methoden
erfolgen. Das Studium der diosmotischen Eigenschaften fiihrt ja wun-
mittelbar auf das Problem der Stoffaufnahme und Stotfabgabe der Zellen.

Wir konnen uns z. B. der Plasmolyse bedienen, welche. bekanntlich
dadurch eintritt, dass ein osmotisches Druckgefille, das von aussen
nach innen in die Zelle gerichtet ist, sich ausgleicht, indem Wasser sich
gegen das Druckgefille von der Zelle durch die allein fiir Wasser durch-
lassige, semipermeable Membran in die Losung herausbewegt. Wenn
aber die Plasmahaut fiir den gelésten Stoff permeabel ist, dann kann
an die Stelle der Wasserosmose die Diffusion des geldosten Stoffes treten,
welcher sich entlang dem Druckgefille in die Zelle hineinbewegt. Dann
erleidet aber der Zelleib natiirlich keine Voluménderung, wie sie sich
sonst in der Loslosung der Protoplasten von der Zellulosewand &usserte.
Die Unfahigkeit zu plasmolysieren kann nun nach Overton5!) die Féhig-
keit anzeigen, - durch die Plasmahaut hindurchzudringen. Nun kommt
es aber auch vor, dass eine Losung anfangs plasmolysiert, dass aber
nach einiger Zeit Deplasmolyse erfolgt. Nach einfachen Ueberlegungen
von Overton #ussert sich in diesem Phénomen eine relativ geringe Per-
meabilitdt. Nun ist nach Héber 22) freilich auch eine andere Erklirung
fiir den Riickgang einer anfinglichen Plasmolyse in Erwigung zu zie-
hen. Eine Zelle kann sich ndmlich auch gegen die an ihr vorgenommene
Turgeszenzverminderung aktiv durch «Anatonose», also durch Produk-
tion von osmotisch wirksamen Stoffen in ihrem Innern, wehren. Trotz-
dem glaubt Héber, dags man die Deplasmolyse in vielen Fillen als Kri-

51) Vierteljahrsschr. naturf. Ges. Ziivich, 40, 1 (1895) u. 44, 88 (1899).
52) Physik, Chem. Zelle u. Gewebe, 6. Aufl.,, S. 431 (1926).
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terium fiir das Eindringen des Plasmolytikums in die Zellen betrachten
darf. Denn nach Iljin?) wird die von ihm beschriebene Anatonose nur
von den reinen Losungen der Alkalisalze ausgelost, nicht von den Erd-
alkalien, Zucker und den natiirlich vorkommenden Gemischen von Al-
kali- und Erdalkalisalzen.

Von weiteren osmotischen Verfahren kennt man ferner eine gravi-
metrische Methode. Dieselbe beruht darauf, dass man die Zellen nach
Aufnahme der hineindiffundierten Substanz wiegt und feststellt, ob eine
Gewichtsverminderung infolge Plasmolyse eingetreten ist.

An Stelle des Gewichtes kann aber auch die durch Plasmolyse be-
dingte Volumenverminderung der Zellen gemessen werden. Wir haben
diese Methode auf die Farbstoffe anzuwenden versucht, welche nicht
schon bei der optischen Methode sich als deutlich diffundierend erwie-
sen hatten. Als Vergleichsversuch verwendeten wir auch den in letz-
terem Falle bereits deutlich positiv gewesenen Farbstoff Nr. 11 einer-
seits, sowie isotonische Kochsalzlosung andererseits. In sterile Prézi-
pitometer wurden je 1 cm? Farbstotflosung 1:1000 (oder gesattigt,
falls weniger l6slich) und 1 em?® Hefeaufschlemmung 2:100 abgefiillt.
Nach 12stiindigem. Aufbewahren im Dunkeln bei 20° C. wurden alle
Rohrchen einmal durchgeschiittelt. Nach 24 Stunden wurde ein zweites
Mal durchgeschiittelt und dann wahrend 10 Minuten bei 2000 Umdre-
hungen pro Minute zentrifugiert, wie wir dies schon frither?*) ein-
mal beschrieben haben. Die abgelesenen Volumina ergaben in Teilstri--
chen des Prizipitometers: '

Farbstoff Nr. 1. Versuch 2. Versuch Durchschnitt
1 13 13 13
2 13 15 14
8 14 14 14
9 14 14 14
10 13 13 13
11 13,5 14 13,7
12 12 13 12,5 -
13 13,5 14 13,7 (Mit einer Farbstoffauflage von ea. /2 Teilstrich)
14 13 13 13
15 13,5 14 13,7
16 13 13 13
17 15 15 15 (Zentrifugat ganz weiss)
18 _ 13 13 13
‘19 15 14 14,5
20 13 13,5 13,2
21 145 14,5 14,5
23 14 14 14

53) Bioch. Ztschr., 132, 494 (1922); Die Permeabilitit des Plasmas und die Anatonose,
Prag, 1922.
54) Mittl. Lebensmittelunters. Hyg., 11, 195 (1920).



Farbstoff Nr. 1. Versuch 2. Versuch Durchschnitt
24 13 13 13
25 12 12 12
26 14 (5 14,5
28 13 12 12,5
29 13,5 14 13,7
Isot. NaCl - Losung 14 13 13,5

Die beobachteten Unterschiede lassen aber keine Schliisse auf die
Permeabilitdt zu, da auch der positive Farbstoff Nr. 11 kein besonders
kleines Volumen ergab. Ob die noch kleineren Volumen auf eine Farb-
stoffauinahme mit Entfirbung schliessen lassen diirfen ist fraglich, da
diese kleinen Differenzen wohl eher als Beobachtungsfehler gedeutet wer-
den miissen. Auch dass mit der isotonischen Kochsalzlosung nicht das
grosste Volumen erhalten wurde, wire an und fiir sich ja nicht erstaun-
lich, denn auch Kochsalz kénnte ja schliesslich plasmolysierend wir-
ken. Die Differenz ist aber auch hier zu klein, als dass wir einen,
Beobachtungsfehler ausschliessen konnten.

Um mit Hilfe einer osmotischen Methode Aufschluss iiber die Per-
meabilitdt fir giftige oder schwer losliche Stoffe zu gewinnen, kann man
sich endlich auch noch der «Methode der Partialdrucke» von Overton
bedienen. Danach ldsst man die zu priifende Verbindung nicht fiir sich
allein osmotisch wirken, sondern man mischt sie mit einer zweiten, so
dass sie nur nach Massgabe ihres Partialdruckes an der osmotischen
Wirkung teilnimmt; man setzt also z B. zu der isotonischen Losung
eines indifferenten und nicht eindringenden Stoffes eine kleine Menge
des giftigen oder schwer loslichen Stoffes und sieht zu, ob die jetzt
hypertonische Losung plasmolysiert oder gewicht- oder volumvermindernd
wirkt.

Die bisher genannten osmotischen Methoden zeichnen sich durch
grosse Einfachheit aus, sind aber indirekte Verfahren. Bin direkter Weg
zur Messung der Permeabilitit ist die chemische Analyse. Man kann
z. B. prifen, ob ein zur Aussenlosung zugesetzter Stoff nach einiger
Zeit auch im Innern des Protoplasten nachzuweisen ist. Statt die Zel-
len selbst zu analysieren, ist es aber oft bequemer, die Verringerung der
Konzentration der Aussenlosung festzustellen. Bei den Farbstoffen lassen
sich meistens beide Methoden sehr gut kolorimetrisch gleichzeitig aus-
fiihren. :

Wir haben schon bei den optischen Methoden gesehen, dass sich
die Farbung des Zellinnern in den meisten Fillen im Mikroskop oder direkt
beobachten ldsst. Bedingung ist, dass die Farbstoffe im Innern der
Zelle nicht entfirbt oder verfirbt werden. Man kann auch auf die unge-
fihre Verteilung des Farbstoffs auf das Zellinnere und die umgebende
Losung beobachten; so war z. B. bei Nr. 11 das Zellinnere nach einigen
Tagen bedeutend stiarker gefirbt, als die umgebende Lsung.
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Genauer ldsst sich aber die Farbstoffverteilung durch kolorime-
trische Analyse der Aussenlosung feststellen. Wir haben zu diesem
Zwecke wiederum je 1 cm?® der Farbstofflosungen 1:1000 (von den
schwererloslichen nur die gesidttigten Losungen ohne Bodensatz) mit
einem starken Hefeiiberschuss, das heisst je 1 cm® Aufschlemmung
20:100, versetzt. Dann wurden die Réhrchen mit Gummistopfen ver-
schlossen, um Verdunstung und dadurch Verénderung der Konzentration
der Farbstofflosung zu verhindern. Nach 24stiindigem Aufbewahren im
Dunkeln und bei 20° wurde klar zentrifugiert, von der iiberstehenden
Fliissigkeit je 1 cm? auf 20 c¢cm?® verdiinnt und kolorimetrisch mit der
unbehandelten Farbstofflosung verglichen. Zum Vergleich wurden je 0,5
der unbehandelten Farbstofflosung auf 20 cm? verdiinnt.

Die mit Hefe behandelte  Also waren folgende Die mit Hefe behandelte  Also waren folgende
Farbstoff  Farbstofilsung enthielt %o des Gehaltes der Farbstoff  Farbstofflsung enthielt %o des Gehaltes der
noch folgende %o der Farbstotflasungen noch folgende ©/o der Farhstoffldsungen
N urspriinglichen Farbstoff- aufgenommen Nr. urspriinglichen Farbstoff- aufgenommen
ldsung worden dsung worden
1 A 100 0 17 60 - 40
2 66 34 18 ! 29
3 20 80 19 9 91
4 Tl 29 20 14 36
8 50 50 21 11 39
9 100 0 ‘ 23 100 0F
10 100 0 24 100 0
11 14 36 25 66 34
12 100 0 26 100 0
13 62 : 3¢ 27 2 98
14 100 0 28 100 0
15 100 0 29 5 95
16 100 0

Eine sehr beachtenswerte Fehlerquelle fiir die chemische Methode
der Permeabilititsmessung ist nun aber nach Hober ) in der schwieri-
gen Unterscheidung zwischen Absorption im Zellinnern und Absorption
an der Zelloberfliche?®6) zu erblicken. Wahrend z. B. Schuhmacher 57)
bei der Behandlung von Hefezellen mit Fuchsin eine Féarbung des Zell-
innern bei gleichzeitiger Farblosigkeit der Zellmembranen- erzielte, hat
Etfront58) festgestellt, dass der braune Farbstoff der Bierwiirze sich
gerade in der Membran festsetzt. In letzterem Falle ist die Hefe als ein
absorbierendes Kolloid zu betrachten. Ob es sich um Absorption im Zell-
innern oder nur an der Oberfliche handelt, kann dadurch entschieden wer-
den, dass man die fraglichen Stoffe in verschiedenen Konzentrationen

55) Physik. Chem. Zelle u Gewebe, S. 435 (1926).

56) Letztere von den meisten Autoren als Adsorption bezeichnet.
57) Zentralbl. Bakt., I, 98, 71 (1926). :
58) Ann. Soc. Zymologie, 1, 107 (1926).
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seinwirken ldsst und priift, ob die Absorptionsisotherme (vergl. Hober)
giiltig ist. In dieser Weise verfuhren Morawitz®?) beim Studium der
Sublimataufnahme durch Blutkérperchen, Herzog und Betzel®®) bei der
Aufnahme von Chloroform, Silbernitrat und Formaldehyd durch Hefe.
Es ergab sich, dass nur die Bindung von Formaldehyd durch Hefe anders
verliuft als eine Oberflichenabsorption, da ein und dasselbe Quantum
Hefe aus Losungen sehr wechselnder Konzentrationen die gleiche Menge
Aldehyd aufnimmt. Anders verfuhren Rohland und Heyder '), welche
mit einer Anzahl Farbstotfen feststellten, dass dieselben von Hefe in
der gleichen Reihenfolge absorbiert werden, wie Ton, Kalk, Kaolin und
Kieselsdure. Diese Reihenfolge ist folgende:

Methylenblau — Anilinblau — Viktoriablau — Methylviolett —
Malachitgriin — Diamantgriin — Anilinrot — Safranin — Orange
— Eosin — Metanilgelb — Vesuvin.

Die Absorption dieser Farbstoffe erfolgte am besten bei den blauen
und violetten, am schlechtesten bei den gelben und braunen Vertretern.
Aus der Uebereinstimmung der Skala fiir die genannten Kolloide mit
derjenigen fiir die Farbstoffe diirfte wohl auch auf eine Oberflichenab-
sorption geschlossen werden. Wir haben aber beim Methylviolett gese-
hen, dass dasselbe auch ins Zellinnere dringt. Natiirlich ist auch bei
einem den Absorptionsvorgingen entsprechenden Verlauf ein Eindringen
ing Zellinnere nicht ausgeschlossen, da ja auch im Zellinnern die Stoffe
durch Absorption an den Grenzflichen gebunden werden konnen. Ki-
front 62) ist iibrigens der Ansicht, dass es schwer h#lt, zwischen Ab-
sorption im Innern und Absorption an der Oberfliche zu unterscheiden
und dass man sich besser nur an den Ausdruck Absorption halten sollte,
wobel man die Begleitumstinde niher definieren konne, anstatt zwischen
Ab- und Adsorption zu unterscheiden.

Schngen und Wieringa 6%) haben die Absorption durch Hefezellen
auch quantitativ verfolgt. Von 1 g Hefen, deren Gesamtoberfliche auf
1 m? geschitzt werden kann, wurden 0,25 mg Natriumechlorid und 3,2 mg
Harnstoff aufgenommen. Effront®) hat &hnliche Messungen fiir Séuren
und Alkalien vorgenommen und gefunden, dass 100 g Hefetrockensubstanz
- 171—360 cm?® & Natronlauge und 45—186 c¢m? §§ Salzsdure absorbieren
konnen.

Der Vollsténdigkeit halber wollen wir auch noch die elektrischen
Methoden der Permeabilititsmessung anfithren. Die Kat- und Anionen

59) Koll. Ztschr., 6, 259 (1910).

60) Ztschr. physiol. Chem., 67, 309 (1910) u. 74, 221 (1911).
61) Koll. Ztschr., 17, 139 (1915).

62) Ann. Soc. Zymologie, 1, 55 (1926).

63) Verslagen Kon. Akad. van Wetenschn., 34, 999 (1925).
64) Ann. Soc. Zymologie, 1, 106 (1926).
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kénnen sich erstens verschieden auf Zellen und Umgebung verteilen, so-
dass an den Grenzflichen Potentialdifferenzen entstehen, die potentio-
metrisch gemessen werden konnen. Zweitens kann der mechanische Wi-
derstand, der den Innen- und Aussenionen von den Plasmamembranen
entgegengestellt wird, verschieden sein; dies kann konduktometrisch
gemessen werden.

Wir haben nun die an lebenden Zellen erhaltenen Resultate mit
der Lipoidloslichkeit nach Nirenstein®!) verglichen. Wie Schumacher ),
so verwendeten auch wir eine !/,00ige Lezithin-Aetherlosung, welche
wir mit gleichen Teilen der wisserigen Farbstofflosungen 1:1000 (oder
bei geringerer Loslichkeit gesittigt) kriftig durchschiittelten und dann
die beiden Schichten sich trennen liessen. Der Vergleich mit der be-

reits angefiihrten mikrooptischen und makrooptischen Methode ergab
folgendes Bild:

Loslichkeit ~ Mikrooptisthe ~ Makrooptisthe Losiichkeit ~ Mikrooptische ~ Makrooptische
Farbstoif in Methode : Methode : Farbstoff in Methode : Methode :
Nr. Lezithin- ~ Férbung des Féirbung des Nr. Lezithin- ~ Féirhung des Firbung des
fether Lellinhaltes Bodensatzes Rether Lellinhaltes Bodensatzes
1 _ — e 17 - — —
2 — —_ = 18 o = 4
3 e = =k 19 = == =
4 W % = 20 i S G
8 + - — 21 - — +
9 e 4= — 23 — — -+
10 4 — = 24 | + —
11 i i i 25 o= o =
12 ) L — 26 = — —
13 == = - 27 i i i
14 X L i 28 — — —
15 + — e 29 + — +
16 = £ —

= mnegativ; -+ = schwach positiv; -+-4 = stark positiv.

Wir konnten also etwa in der Hilfte der Félle gute Uebereinstim-
mung zwischen der Lipoidloslichkeit, der Férbung des Zellinhaltes und
der Farbung des Bodensatzes feststellen. Bei dem schon von Overton %)
als lipotrop bezeichneten Sulfosdurefarbstoff Tropédolin 000 (Nr. 8) be-
dingte aber die Loslichkeit in Lezithin-Aether nicht auch eine Absorbier-
barkeit an die Hefezelle (vergl. quantitative Resultate). In einigen Fillen
(Nr. 10, 13, 18—21, 29) blieb die mikrooptische Methode negativ, wih-
rend die beiden anderen positiv waren. Dies ist wahrscheinlich auf die
geringe Schichtdichte der Zellen zuriickzufiithren. Bei Nr. 22 und 23
konnte nur eine geringe Féarbung des ausgewaschenen Bodensatzes beob-
achtet werden; vielleicht handelte es sich hier nur um zwischen den
Zellen zuriickgehaltenen Farbstoff. Bei Nr. 24 scheint der Farbstoif an

65) Zentralbl, Bakt., I, 98, 71 (1926).
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die Zelle nur schwach gebunden zu sein, da er in dem ausgewaschenen
Bodensatz nicht mehr zu beobachten war. Es bestitigte sich, dass das
hochmolekulare Nigrosin (Nr. 26) von den Zellen nicht aufgenommen
wird; es ist aber auch nicht in Lezithin-Aether loslich. Ein Anhaltspunkt
fiir die Porentheorie der Permeabilitit ergibt sich also aus dem Verhal-
ten dieses Farbstoffes nicht. Die mit den verschiedenen Methoden in
einigen F#llen beobachtete verschiedene Intensitdt wird wohl auf die
verschiedenen Farbnuancen zuriickgefiihrt werden konnen.

Einen Vergleich mit der osmotischen Methode der Volumenvermin-
derung haben wir nicht vorgenommen, da uns letztere keine deutlichen
Resultate ergeben hatte.

Dagegen haben wir noch die mit lebender Hefe festgestellte Vertei-
lung zwischen Zellen und umgebender Lésung verglichen mit derjenigen
zwischen Lezithin-Aether und wisseriger Losung. Wir haben schon ge-
sehen, dass es bei der Aufnahme einer Substanz allein auf deren relative
Loslichkeit, d. h. das Verhiltnis der Konzentrationen, mit denen sich
ein Stoff auf zwei Losungsmittel verteilt, ankommt. Dieses Verhiltnis
wird als Verteilungsquotient oder Teilungsfaktor bezeichnet. Wir haben
nun von denjenigen Farbstoffen, die in den bisherigen Versuchen positive
Resultate ergeben hatten, je 1 em® der Losung 1:1000 (oder gesattigt,
wenn weniger loslich) mit 1 e¢m?® 1/,00igem Lezithin-Aether gut durch-
geschiittelt. Dann wurde die wésserige Schicht im Scheidetrichter ab-
getrennt und mit der unbehandelten Farbstofflosung im Kolorimeter ver-
glichen (nachdem beide Losungen 1:20 verdiinnt worden waren).

Die mit Lezithin-Aether Somit waren im Im fritheren Versuch waren
Farbstoff hehandelte Lasung enthielt Lezithin- Rether durch Hefe folgende /o des
Nr. noth vom urspriinglichen folgende %o Gehaltes der Farbstoffldsungen
Farbstoffgehalt in %o geldst worden aufgenommen worden
3 35 65 80
4 95 5 29
8 80 20 50
10 65 35 0
11 30 20 36
3 65 35 38
15 90 10 0
18 60 40 29
19 i 4y 52,5 91
20 75 25 36
2 65 35 89
24 S .- 2D 0
27 70 30 98
29 65 35 95

Wir konnten also keine Uebereinstimmung zwischen der Bindung
der Farbstoffe an Hefezellen und der Loslichkeit in Lezithin-Aether
teststellen. Gerade bei dem fiir seine antiseptische Wirkung bereits be-
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kannten Fuchsin (Nr. 11) wére zu erwarten gewesen, dass mehr als
5000 des Farbstoffes in der Lezithin-Aetherlosung gelost worden wiren,
wie dies eben bei der Hefezelle der Fall war; aber auch bei lingerer
Einwirkung (12 Std.) wurde kein anderes Resultat erzielt.

3. Hemmung.

Ist nun eine Substanz ins Innere der Zelle eingedrungen, so kann
sie dort Hemmung der Zellfunktionen oder «Narkose» erzeugen. Nach
Hober 96) soll es iiberhaupt keine einzige leicht permeierende Substanz
geben, die nicht auch narkotische Eizenschaften besitze. Wie die soeben
beschriebenen Methoden, kann also auch die Hemmung der Zellfunktio-
nen auf das Eindringen eines Stoffes schliessen lassen, so dass in Féllen,
in denen Hemmung festgestellt werden kann, sich die Untersuchung auf
Permeabilitdt eriibrigt.

Zur Priifung der narkotischen Kraft fiir eine bestimmte Zellart ist es
notwendig dass man stets das gleiche Stadium der Narkose herbeifiihre;
am besten ist es nach Hober, die kritische narkotische Grenzkonzentration
aufzusuchen, d. h. diejenige Narkotikumkonzentration in der die Zellen
umspiilenden Ldsung, bei der eben die jeweils untersuchte Funktion
charakteristisch verindert, etwa die Beweglichkeit eben aufgehoben wird.
Bei unbeweglichen Mikroorganismen konnte zur Bestimmung des Hem-
mungswertes die Beobachtung der Bildung von Giarungsprodukten, oder
der Vermehrung in Betracht kommen. Bei der Bestimmung des Hem-
mungswertes von Farbstotfen fand Sartorius®?) mit einigen Ausnahmen
bei der Typhus-Coli-Gruppe folgende abfallende Empfindlichkeitsskala:

Coli — Typhus — Paratyphus A — Paratyphus B.

Auch in der Ruhrgruppe soll sich eine Differenzierung erkennen
lassen. Die Untersuchung von Farbstoffen konstitutionell verschiedener
Gruppen ergab, dass die Vertreter einer Gruppe im allgemeinen stets
dieselbe Wirkungsskala schaffen, dass aber die Substituenten qualitative
und quantitative Verschiebungen herbeifiihren. Sulfonierung vermindert
z. B. die hemmende Wirkung, wihrend Einfiihrung von Halogen und
Nitrogruppen dieselbe steizert. Mit den Methylgruppen steigert sich die
Wirkung nicht proportional ihrer Amnzahl, sondern schwicht sich mit
stirkerer Methylierung ab.

Bei unseren orientierenden Versuchen priiften wir nur eine Farb-
stoffkonzentration, ndmlich 0,5:1000. Wir priiften auf Hemmung der
Garung, wie wir %8) dies schon einmal beschrieben haben, im Késtler’schen
Katalasebestimmungsapparat. Da durch Eiweiss Farbstoff gebunden wer-

66) Physik., Chem. Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., S. 572 (1926).
67) Zentralbl. Bakt., I, 99, 194 (1926).
68) Mittl. Lebensmittelunters. u. Hyg., 11, 197 (1920).



den konnte, brachten wir die Hefe in ein eiweissfreies Milieu, indem wir
0,2 g Presshete in Laurent’scher N&hrlésung ) die 1006 Saccharose
enthielt, aufschlemmten und mit dieser Losung schliesslich auf 100 cm?
auffiillten. Im Kostler-Apparat, an dessen Stelle natiirlich z. B. auch die
Smith’schen Girkolbchen verwendet werden konnen, mischten wir in
jedem Rohrchen je 5 em? Farbstofflosung 1:1000 (oder gesittigt, wenn
weniger loslich) mit 5 ¢m? der soeben besprochenen Presshefeaufschlem-
mung 0,2:100. Die Temperatur des mit Kohlensdure gesittigten Wassers
im Kostler’schen Apparat betrug 20° C., welche Temperatur wihrend
des ganzen Versuches beibehalten wurde. In einem Leerversuch wurde
an Stelle der Farbstofflosung isotonische Kochsalzlésung verwendet. Die
gebildeten Kohlensdureanhydridmengen waren folgende:

Farbstoff Beginn der Gérung

(C02 im Eudiometer) Gehildete CO2-Mengen in cm?

H‘l'. nath ca. Stunden I Tag 2 Tagen 3 Tagen 5 Tagen 7 Tagen 10 Tagen
{f;}?‘?%i‘;flg } 10 43 9,1 146 27 4 33 4 36,0
1 10 4,2 9.3 132 17,7 18,9 28,4
2 10 5,0 15,8 21,3 36,3 41,9 59,0
3 40 0 0,8 0,5 0,5 10 2,0
4 12 3,2 5,3 6,3 {51 7,6 3,4
8 12 3,8 7,5 9,8 15,3 15,8 15,8
9 10 5,4 12,4 17,7 30,7 34,7 48,0
10 12 1,2 3,5 5,3 6,3 75 3,3
11 48 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2
12 10 3,9 1429 20,7 32,2 35,7 37,1
13 12 2,1 6,0 10,3 12,4 12,8 13,8
14 10 3,6 8,1 10,6 11,1 Ll L1,
15 12 43 13,0 20,8 29,8 33,0 36,0
16 10 42 11,3 16,3 20,7. 21,2 22,0
17 10 - 3,3 7,8 14,0 23,0 23,3 31,3
18 12 1,9 6,0 11,4 17 4 18,5 29,4
19 18 0,4 -— — — — 2,0
20 18 0,5 — -— — —— 0,9
21 18 = — — - — 0,8
23 10 3,0 7,8 14,s 21,8 — 35,0
24 10 3.4 7,0 11,8 17,8 — 19,1
25 10 3,6 6,8 11,6 15,8 — 30,8
26 10 45 9,3 17,5 27,9 - 41,0
217 48 — — -~ — — 0,3
28 10 3,0 7,5 8,4 24,4 — 36,4
29 48 — — — — — 0,3

Diejenigen Rohrchen, welche starke Hemmung zeigten, wurden noch
weiter beobachtet. In Nr. 3 wurde schliesslich ein Gasvolumen von
6,5 em? in Nr. 11 von 0,8 e¢m? erreicht, bei den iibrigen Réhrchen mit
starker Hemmung trat auch im weiteren Verlauf keine Gasvolumenzu-
nahme mehr ein.

09) Vergl. Guilliermond, Les Levures, S, 217, Paris, 1912,
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Wenn wir als deutliche Hemmung eine Kohlensauremenge annehmen,
die nach 10 Tagen 2 cm? nicht {iberschritt, so wiirden also die Farb-
stoffe 3, 11, 19, 20, 21, 27 und 29 eine solche Hemmung zeigen. Diese
sieben Farbstoffe sind aber diejenigen, welche in unserem bereits erwidhn-
ten Versuch von Hefe zu mehr als 5004 aufgenommen wurden. Wir haben
somit Uebereinstimmung mit der quantitativen Methode der Bestimmung
der Permeabilitit durch Analyse der Aussenlosung (Verteilung in Hefe
und Wasser). Dagegen ist die Uebereinstimmung weniger gut mit der
optischen Bestimmung der Permeabilitit, der Loslichkeit in Lezithin-
Aether und der Verteilung in Lezithin-Aether und Wasser. Also kann die
Loslichkeit in Lezithin-Aether und die Aufnahmefihigkeit durch Hefe
nicht ohne weiteres als identisch gesetzt werden.

Wir haben auch noch versucht, die Vermehrung der Hefe in der
bereits frither beschriebenen Weise™) zu verfolgen, nur dass wir im
vorliegenden Fall keine Sodaldosung vor dem Zentrifugieren zusetzten, da
durch dieselbe einzelne Farbstoffe ausgefillt und so ein zu grosses Se-
diment ergeben wiirden. Die gebildeten Hefemengen waren aber zu klein,
um ein deutliches Resultat zu geben.

Trotzdem wir keine genaue Uebereinstimmung zwischen der Lioslich-
keit in Lezithin-Aether und der hemmenden Wirkung feststellen konnten,
will das noch nicht bedeuten, dass damit die Lipoidtheorie der Hemmung
ohne weiteres widerlegt sei. Wir haben schon darauf hingewiesen, dass
Nirenstein4!) selber damit zuriickhielt, das Lezithin geradezu als das
lipoide Losungsmittel der Zellen zu bezeichnen. Hans Horst Meyer )
und Overton?) haben aber darauf hingewiesen, dass die typischen Nar-
kotika in der Mehrzahl chemisch inerte Stoffe sind. Dadurch wurde der
Gedanke nahegelegt, dass ihre pharmakologische Wirkung auf einem ge-
meinsamen physikalischen oder physikochemischen Verhalten beruhen
konnte. Diese Autoren bemerkten denn auch vor allem, dass die Fahig-
keit eines Stoffes zu narkotisieren, seine narkotische Wirkungsstarke,
im allgemeinen um so grosser ist, je grosser sein Verteilungsquotient
Lipoid: Wasser ist. Lipoidlloslich sind nun aber keineswegs nur che-
misch trige Verbindungen, wie die typischen Narkotika, sondern auch
manche Siuren, Basen und Salze. Wenn nun auch diese im Sinne der
physikalisch-chemischen Theorie der Narkose, wie namentlich durch Over-
ton gezeigt wurde, narkotische Wirkungen entfalten, so gehen doch im
Zusammenhang mit der chemischen Aktivitdt noch andere pharmakolo-
gische und toxikologische Wirkungen nebenher, fiir die die Vorbedingungen
aber erst durch ihre Lipoidloslichkeit beziehungsweise Adsorbierbarkeit
geschaffen sind. Aehnliches konnte bei den Farbstoffen der Fall sein
(vergl. Speicherung).

70) Mittl. Lebensmittelunters. u. Hyg., 11, 195 (1920).
) Arch. exp. Pathol., 42, 109 (1899).
2) Studien iiber Narkose, Jena, 1901.
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Erwahnen wollen wir noch, dass nach Meyer und Gottlieb? trotz
der grossen chemischen Unterschiede der von ihnen untersuchten Nar-
kotika die Narkose stets bei ungefihr der gleichen molaren Konzen-
tration im Lipoid zustande kam; die Narkose trat ein, wenn sich das
Narkotikum bis etwa 0,06 Mol im Lipoid angereichert hatte.

Aehnlich wie zur Erklirung der Permeabilitit ist neben der Lipoid-
theorie auch eine Absorptionstheorie der Narkose entwickelt worden.
Traube ™) hat zuerst als den entscheidenden Faktor fiir die Narkose
die Oberflachenaktivitit der Narkotika bezeichnet. Er beobachtete, dass
isonarkotische Loésungen der Glieder einer homologen Reihe isokapillar
sind. Vergleicht man aber Narkotika aus verschiedenen chemischen Grup-
pen miteinander, so zeigt sich, dass die isonarkotischen Losungen bei
weitem nicht immer isokapillar sind; den vielen Fillen, in denen Wir-
kungsstiarke und Oberflichenaktivitit symbat sind, stehen Fiélle gegen-
tiber, in denen jeder Zusammenhang vermisst wird.

Nach dem bei der Permeabilitit gesagten liegt es nun nahe, an die
Stelle der Oberflachenaktivitat die Absorbierbarkeit, d. h. die Anreiche-
rung an ein festes oder flissiges Absorbens statt an Luft, zu setzen
und zu priifen, ob dieser Zusammenhang allgemeiner giiltig ist. In der
Tat werden nach Traube und Klein7?) der oberflichenaktive Phenyl-
harnstoff, sowie die Kohlenwasserstoffe und Halogenkohlenwagserstoffe
von Tierkohle gut absorbiert. Auch sonst sollen sich feste anorganische
Absorbentien gegeniiber den Narkotika auffallend #dhnlich wie die nar-
kotisierbaren organischen Substanzen verhalten. Warburg7%) hat nun
gefunden, dass, so verschieden auch die isonarkotischen Konzentrationen
in den Loésungen sind, die absorbierten Millimole nur zwischen 0,6 und
1,6 schwanken. Meyerhof ) konnte die Narkose als Grenzflichenphéano-
men dadurch charakterisieren, indem er zeigte, dass sich, ebenso wie die
anorganischen Katalysatoren Kohle und Platin, auch Hefeinvertase durch
Narkotika inaktivieren lasst. Schiirmeyer 78) fand dann, dass diese Nar-
kotisierbarkeit verschwindet, wenn man die Invertase moglichst von an-
haftenden kolloidalen Beimengungen befreit. Sobald man aber zu der
Invertaselosung wieder Eiweiss hinzufiigt, ist die Narkotisierbarkeit wie-
der hergestellt. Fiir die Narkose scheint also eine gewisse Mehrphasig-
keit des Systems notwendig zu sein. Warburg ) hat ferner gezeigt, dass

73) Ztschr. physiol. Chem., 112, 55 (1921) u. Meyer u. Hopft, Ztschr. physiol. Chem.,
126, 281 (1923).

74) Pfliigers Arch., 132, 511 (1910), 153, 276 (1913), 160, 501 (1915), 161, 530 (1915).

75) Bioch. Ztschr., 120, 111 (1921). :

76) Bioch. Ztschr., 119, 245 (1921).

7) Pfliigers Arch., 157, 251 (1914).

8) Pfliigers Arch., 208, 595 (1925).

79) Bioch, Ztschr., 103, 188 (1920).
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die Assimilation einer chlorophyllfithrenden Alge durch Phenylurethan
entsprechend einer Absorptionsisotherme gehemmt werde.

Andererseits konnte aber Meyerhof8%) bei der Atmung nitrifizie-
render Bakterien feststellen, dass das Narkotikum in hoheren Konzen-
trationen nicht nur nicht relativ schwécher als in niedrigen Konzentra-
tionen wirkt, wie es fiir einen Absorptionsvorgang zu erwarten gewe-
sen wire, sondern sogar relativ stidrker. Ausserdem wird nach Lipschitz
und Gottschalk8!) die Reduktion von Nitrobenzol zu Phenylhydroxylamin
durch Muskulatur von den Narkotika annéhernd proportional ihrer Kon-
zentration gehemmt. Ob aber diese Befunde durchaus der Absorptions-
auffassung widersprechen, wird von Hober®?) bezweifelt, da bei der
Absorption an einer gequollenen und eventuell hochdispersen Phase, wie
sie bei Zellen in Betracht zu ziehen ist, Nebenwirkungen die typische
Absorption verschleiern konnen.

Fiir die Erklarung der narkotischen Reaktionshemmungen kann also
einerseits die mehr oder weniger umfangreiche Zudeckung der Reaktions-
orte durch die oberflichenaktiven Narkotika in Erwigung gezogen wer-
den. Andererseits kann aber auch eine Kolloidflockung durch die Nar-
kotika in Betracht kommen, denn Moore und Roaf$3), sowie R. Gold-
schmidt und Przibram %) haben beobachtet, dass die kolloidalen Lésungen
von Lipoiden durch relativ kleine Konzentrationen von Narkotikum aus-
gefillt werden konnen, wéhrend grosse sie natiirlich losen. Aber auch
nicht lipoide, hydrophile Sole werden in der gleichen Weise veridndert.
So sahen Warburg und Wiesel®) am Hefepressaft eine an Stérke mit
der Hemmung der Girkraft parallel laufende Fiallung zustande kommen.
Den entsprechenden Zusammenhang gibt es nach Battelli und Stern86)
auch bei der narkotischen Léhmung der Oxydationen in Gewebsausziigen
einerseits und der Fiallung von Nukleoproteiden der Leber andererseits.

" Man hat nun auch noch versucht zu einer Vorstellung des Narkose-
vorganges zu gelangen, die weder von der Existenz der Lipoide noch von
irgendwelchen Storungen des Chemismus Notiz zu nehmen braucht. Bei
Verwendung relativ niedriger Konzentrationen kénnen die Narkotika nim-
lich auch im Sinne einer Permeabilititsverminderung wirken. Dies kann
z. B. so gezeigt werden, dass man den Austritt von Stoffen aus dem
Zellinnern in Gegenwart und in Abwesenheit von Narkotikum verfolgt.
Besonders geeignet sind dafiir gefiarbte Zellen, wie z. B. Blutkdrperchen,

80) Pfliigers Arch., 165, 229 (1916).

81) Pfliigers Arch., 191, 1 (1921).

82) Physik. Chem. Zelle u. Gewebe, S 586 (1926).

83) Proc. Roy. Soc, London, Ser. B, 73, 382 (1904) u. 77, 76 (1906).
84) Ztschr. exp. Path., 6, 1 (1909).

85) Pfliigers Arch., 144, 465 (1912).

86) Bioch. Ztschr., 52, 226 u. 253 (1913).
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bei denen Traubes?) sowie Arrhenius und Bubanovic88) zeigen konnten,
dass der Austritt von Himoglobin, etwa in schwach hypotonische Losun-
gen, durch kleine Narkotikumdosen verzogert, durch grossere freilich
beschleunigt werden kann. Andere Versuche behandeln die Aenderung
der Durchldssigkeit fiir Elektroiyte, die besonders mit Hilfe der Leit-
fahigkeitsmessungen mit grosser Genauigkeit und nach ihrem zeitlichen
Verlaut verfolgt werden konnen. Der Einfluss der Narkose auf die Per-
meabilitat fir Elektrolyte wurde ferner auch auf chemischem und osmome-
trischem Wege gepriift. Aus allen diesen Versuchen ergab sich die Ab-
hiingigkeit der Permeabilitit von dem Einfluss der Narkotika.

Wenn durch die bisherige Darstellung des Narkoseproblems die
Narkose in erster Linie als eine Hemmung chemischer Reaktionen auf-
gefasst wurde, die sich im heterogenen System der Zellen abspielen und
deshalb durch Absorption der oberflichenaktiven Narkotika zu beeinflus-
sen sind, so fragt sich nun Hober$?), ob dieser Theorie der Narkose
nicht eine Permeabilititstheorie gleichberechtigt an die Seite gestellt
werden kann. Fir diesen Fall erhilt aber die Feststellung eine besondere
Bedeutung, dass die Narkose, die ihrem Wesen nach ein reversibler Vor-
gang ist, sich sowohl in einer reversiblen Erniedrigung als auch in einer
reversiblen Erhohung der Permeabilitit dussern kann.

Wie man sich nun die permeabilititsvermindernde Wirkung der Nar-
kotika, die durch relativ kleine Dosen hervorgerufen wird, auf die eine
oder andere Weise physikochemisch deuten kann, so gelingt es nach Hober
auch, sich die permeabilititssteigernde Wirkung griosserer Dosen modell-
méssig klar zu machen. Dafiir wird erstens in Betracht kommen, dass
die Narkotika nicht bloss lipoidléslich, sondern auch selber Lipoidlosungs-
mittel sind, so dass sie die Lipoide nicht bloss durchtrinken und mehr
und mehr verfliissigen, sondern durch Herauslésen von Lipoiden aus der
Plasmahaut diese quasi durchlochern kénnen, wie denn auch ein Ueber-
tritt von Lipoiden ins Blut bei tiefer und andauernder Narkose nach Rei-
cher ?) beobachtet wird. Ein zweiter Faktor der Permeabilitdtssteigerung
st vielleicht die Fallungskraft, welche die Narkotika in griosseren Kon-
zentrationen auf die Kollloide ausiiben; durch eine Flockung in der Plas-
mahaut konnen deren Poren erweitert werden. Namentlich dieser zweite
Prozess bei der Narkotisierung der Plasmahaut kann reversibel verlau-
fen, so dass wir uns auch die reversible Permeabilititssteigerung durch
Narkose modellmégsig klar machen koénnen. Jedenfalls ist die Auflocke-
rung durch Quellung aber physikochemisch ganz etwas anderes als die
Permeabilitidtssteigerung durch Weglosen von Lipoiden oder auch als die
Austlockung der Kolloide, die nur durch iibermissige Narkotikumkonzen-
trationen hervorzurufen sind.

87) Bioch. Ztschr.; 10, 371 (1908).

88) Meddl. K. Vetensk Akad. Nobelinst., 2, Nr. 32 (1913’)

89) Physik. Chem. Zelle u. Gewebe, S. 602 (1926).
- 99) Ztschr. klin. Med., 65, 235 (1908),
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4. Speicherung.

Wie wir schon bei der Besprechung der Hemmung im vorigen Ab-
schnitt erwdhnt haben, gibt es von den absorbierbaren chemisch inerten
Stoffen aus zahlreiche Uebergangsstufen zu den absorbierbaren, chemisch
aktiven, ndmlich basischen und sauren Verbindungen. Dahach kann man
nach Overton?) auch erwarten, dass, als pharmakologische Analogie
dazu, auch zahlreiche Uebergiinge von den typischen Narkotika zu den
Stoffen fiihren, bei denen die narkotische Wirkung mehr und mehr in den
Hintergrund tritt und dafiir diejenigen Wirkungen sich mehr und mehr her-
vorkehren, die von der chemischen Aktivitit, von der Reaktionsfihigkeit
als Base oder Sdure herrithren. So lassen Verbindungen wie Anilin, Di-
phenylamin, Dimethylamin, also die aromatischen Amine, die Ausserst
schwache Basen sind, von den Nebenwirkungen noch wenig erkennen;
sie verursachen etwa bei Froschlarven, typische oder fast typische,
ohne weitere Folgen voriibergehende Narkosen; ebenso Pyridin und Chi-
nolin. Anders verhalten sich dagegen deren bekannte Derivate, die Al-
kaloide, ferner die aliphatischen Amine, die zu einem mit Hilfe von
Leitfahigkeitsbestimmungen schon messbaren Bruchteil dissoziiert sind.
Schumacher 92) hat auch bei den schwach basischen Farbstoffen Fuch-
sin, Gentianaviolett und Rosanilinblau antiseptische Wirkung beobachtet,
wiahrend dieselbe-bei ihren Sulfoderivaten fehlt.

Sobald nun ein dissoziierter Anteil vorliegt, ist Gelegenheit zu che-
mischer Reaktion mit irgendwelchen Protoplastenbestandteilen gegeben,
die sich etwa zu der Base wie eine Siure verhalten. Es wirken demnach
die Basen — und Entsprechendes konnte fir die Siuren gelten — nicht
bloss durch Aenderung des physikalischen Zustandes der Zellgrenzfli-
chen, sondern sie verankern sich ausserdem chemisch mit den Zellbestand-
teilen. Fiir die Folgen davon ist dann allerdings die Stidrke der Basizitit
sehr wenig massgebend, denn die Verankerung kann zur Bildung sehr ver-
schiedener Verbindungen Anlass geben. Das macht es vielleicht begreif-
lich, dass, ganz im Gegensatz zu den indifferenten Narkotika, die ba-
sischen selbst auf nahe verwandte Organismen sehr verschieden wir-
“ken, und dass der Vergiftungszustand oft auch nicht annihernd so rasch
nach Einbringen in ein indifferentes Medium wieder verschwindet, als nach
der Absorbierbarkeit oder auch der Lipoidldslichkeit zu erwarten ge-
wesen ware.

Wir haben gesehen, dass die Absorbierbarkeit oder speziell die Ab-
sorbierbarkeit an die Zellipoide, die Lipoidloslichkeit, es mit sich bringt,
dass die Stoffe ins Innere der Zellen hineingelangen konnen, und es ldsst
sich voraussehen, dass Absorbierbarkeit und Giftigkeit bis zu einem ge-
wissen Grade symbat sein werden. Denn bei grosser Absorbierbarkeit wird

91) Studien iiber Narkose, Jena, 1901.
92) Zentralbl. Bakt., I, 98, 67 (1926).
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das Gift rasch bis an die Reaktionsorte vordringen, wihrend bei geringe-
rer Absorbierbarkeit die kleinen jeweils permeierenden Mengen durch
irgendwelche Nebenreaktionen ausgeschaltet sein kénnen, bevor sie ihre
«eigentlichen» Wirkungen ausiitben. Ein Beispiel dafiir bieten Versuche
von Boeseken und Waterman®?) iiber die Wachstumshemmung von Peni-
cillium glaucum durch aromatische Sduren. Von diesen ist anzunehmen,
dass sie’ chemisch in erster Linie durch ihre Wasserstoffionen schidlich
sind. Es hat sich aber gezeigt, dass der iiber das Mass von Giftigkeit
entscheidende Faktor nicht die Dissoziation, sondern die Verteilung in
Oel und Wasser ist. Der Verteilung diirfte wohl die Absorbierbarkeit
weitgehend parallel gehen. Den Vorgang der Vergiftung mit den aroma-
tischen Sduren stellt sich Overton?t) so vor, dass es die undissoziierten
Siuremolekiile sind, welche als die vorziiglich absorbierbaren Bestandteile
der Losung ins Zellinnere vordringen, um dann dort zu dissoziieren und
in Reaktion zu treten.

- Ein weiteres Beigpiel fiir den Zusammenhang zwischen Absorbier-
barkeit und Giftigkeit ist die Beobachtung von Overton?), dass Fische
oder Kaulquappen in einer 1°/gigen Losung von Strichninnitrat eine
Zeit lang am Leben bleiben, dass wenn man aber noch ein wenig Soda
hinzufiigt, dieselben rasch zu Grunde gehen. Diese Beobachtung ist so
zu erkliaren, dass die Alkaloidbase durch die Alkalisierung aus ihrem
Salz frei gemacht wird, und dass sie zufolge ihrer Absorbierbarkeit oder
Lipoidléslichkeit im Gegensatz zu ihren Ionen rasch in die Zellen ein-
dringt. Diese Giftigkeitssteigerung bei Alkaloidsalzen durch Zufiigung
von Alkali ist seither auch von anderen Autoren (Gros, Przibram, Traube,
Berczeller) .studiert und mit der Aenderung der Oberflichenspannung in
Zusammenhang gebracht worden. Man kann.némlich vielfach konstatieren,
dass bei denjenigen Losungen von Alkaloidsalzen, bei denen durch Zusatz
von etwas Soda die Giftigkeit stark zunimmt, durch denselben Zusatz die
kapillarimetrisch oder stalagmometrisch gemessene Oberflichenspannung
stark sinkt.

Ein Zusammenhang zwischen Giftigkeit und Absorbierbarkeit #us-
sert sich auch darin, dass die Zunahme der Giftigkeit mit der Konzen-
tration der Absorptionsisothermen folgt. Ein solches Beispiel ist die
von Rona und Bloch?) beobachtete Hemmung der' Invertasewirkung
durch Chinin-HCl. Wenn man bei einem bestimmten py-Wert die Ab-
hingigkeit der Invertasewirkung von der Chininkonzentration untersucht,
so ergibt sich, dass die prozentische Hemmung durch das Chinin lang-

93) Koninkl. Akad. Wetensch. Amsterdam, 608 (1912) und Zentralbl. Bakt., 1I, 42,
639 (1914).

94) Pfliigers Arch., 92, 115 (1902).

95) Ztschr. physik. Chem., 22, 189 (1897).

96) Bioch. Ztschr., 118, 185 (1921).
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samer zunimmt, als die Giftkonzerntration. Bei der graphischen Darstel-
lung der erhaltenen Resultate zeigte sich, dass die Konzentrationshem-
mungskurve einer Absorptionsisotherme entspricht. Ebenso wie Chinin
verhalten sich Eukupin, Optochin und Vuzin. Nach Rona?7?) ist aber
keineswegs jede Enzymvergiftung Folge einer Absorption. Die Vergif-
tung mit steigenden Dosen Alkaloid kann aber auch bei Organen oder
bei ganzen Organismen entsprechend einer Absorptionsisotherme ver-
laufen.

Auch die Art, in der die Geschwindigkeit der Giftwirkung von der
Konzentration in manchen Fillen abhiingig ist, ist als Ausdruck einer
primaren Absorption des Giftes gedeutet worden. Nach Morawitz?8)
wird Sublimat von Zellen entsprechend der Absorptionsisotherme ge-
bunden. Sublimat ist den sonst hier erwdhnten Verbindungen an die
Seite zu stellen, als es zu den wenigen anorganischen Stoffen gehort,
die lipoidloslich sind.

Das Stadium der Giftigkeit von Desinfektionsmitteln hat noch in
anderer Hinsicht auf den Zusammenhang zwischen Absorption und Gif-
tigkeit hingewiesen. Scheurlen??) hat schon darauf aufmerfsam gemacht,
dass die Wirkung des Phenols durch Kochsalzzusatz gesteigert werden
kann. Spiro und Bruns9) haben dies sodann als eine Folge einer Aus-
salzung des Desinfektionsmittels angesehen, weil die verschiedenen Neu-
tralsalze zu der Giftigkeitsverstarkung nach der Stellung ihrer Ionen
in der lyotropen Reihe befihigt sind; die Anionenwirkung steigt in der
Reihenfolge:

NO3 < J < Br < Cl <804
die der Kationen in der Reihenfolge:
NH4 < K < Na,

Entsprechend dem verschiedenen Hydratationsbestreben der Ionen
wird also das Phenol sozusagen mehr oder weniger aus seiner wisserigen
Losung verdringt. In Uebereinstimmung damit fand Reichel101), dass der
Verteilungsquotient des Phenols fiir das System Oel: Wasser durch die
Salze vergrossert wird. In #hnlicher Weise wird nach Eisenberg und
Okolska192) auch die Giftigkeit von Alkohol, Azeton, Pyridin, Chloral-
hydrat u. a. durch Salze verstérkt. Dagegen sind nach Spiro und Bruns
Nichtleiter wie Harnstoff, Glyzerin, Traubenzucker, Mannit zur Verstar-
kung ungeeignet. Fir die Theorie der Salzwirkung ist aber von Wichtig-
keit, dass nicht bloss die Verteilung auf ein lipoides Losungsmittel wie

97) Bioch. Ztschr,, 111, 166 (1920); 118, 213 (1921) u. 121, 235 (1921).
98) Kolloidztschr., 6, 259 (1910).

99) Arch, exp. Path., 37, 74 (1896).

100) Arch. exp. Path., 41, 355 (1898).

101y Bioch. Ztschr., 22, 149 (1909).

102) Zentralbl. Bakt., 69, 312 (1913).
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Oel, sondern auch die Absorption, wenigstens die Absorption an Luft,
durch die Salze verstiarkt wird. Berczeller 19%) wies durch Stalagmometrie
nach, dass die Oberflichenspannung von Lédsungen von Phenol, Thymol,
Hydrochinon, Kampfer u. a. bei Salzzusatz sinkt, wobei Na stirker wirkt
als K, Cl stirker als J.

In diesem Zusammenhang sei endlich noch an die Moglichkeit erin-
nert, die Giftigkeit eines absorbierbaren Stoffes dadurch abzuschwichen,
dass man ihn mit einem zweiten Absorbens in Konkurrenz bringt. Aus-
serdem kann man auch einen zweiten stark absorbierbaren Stoff ein-
fihren, der das Gift aus den Zellgrenzflichen, von denen aus es wirkt,
verdrangt. ’

- Nach all dem gesagten hélt Schumacher104) die Wirksamkeit von
Desinfektionsmitteln dadurch charakterisiert, dass sie erstens wasser-
und lipoidloslich sind und eine grossere Lipoid- als Wasserloslichkeit
haben, damit die Lipoide bezw. Lipoproteide der Bakterien und Hefe-
zelle, kraft ihres Loésungsvermogens fiir diese Stoffe, diese auch aus
hohen Verdiinnungen der wésserigen Lisungen elektiv aufzunehmen ver-
mogen. Ks muss also zuerst zu einer elektiven Speicherung des Desin-
fektionsmittels in den Kern- und iibrigen Zellipoiden der Mikroorganismen
kommen. Alle unseren guten Desinfektionsmittel, wie z. B. Sublimat, Phe-
nol, Salizylsiure, Chinin, sind in Wasser relativ schwer, aber in Lipoi-
den gut loslich. Die Viktoriablau-Base ist in Wasser sogar nur im Ver-
hdltnis 1:1000000 I6slich, aber selbst aus dieser Verdiinnung ent-
ziehen die Mikroorganismen die Base elektiv und firben sich im Tone der
Viktoriablausalze blau, nach 24 Stunden sogar ganz intensiv blau, wenn
wir nur durch Zugabe von Viktoriablaubase dafiir sorgen, dass die der
wasserigen Losung durch die Mikroorganismen entzogenen Molekiile der
Base aus der im Ueberschuss zugesetzten Substanz wieder in Losung zu
gehen vermogen. Zweitens soll sekundir eine Salzbildung zwischen dem
von den Zellipoiden aufgenommenen Desinfektionsmittel und den Zell-
inhaltstoffen stattfinden, d. h. das Desinfektionsmittel soll einen disso-
ziierbaren Anteil haben. Die Salzbildung glaubt Schumacher durch die
Tatsache bewiesen zu haben, dass die Hefelipoproteide und diejenigen
anderer Mikroorganismen sich mit der rotvioletten Viktoriablau-Base
blau farben, was nicht der Fall sein konnte, wenn lediglich eine
Absorption der Base vorlige. Auch mit der absolut farblosen Base des
Neufuchsing firben sich die Zellen im Tone der Salze dieser Base rot.
Der Desinfektionsvorgang wire also letzten Endes ein chemischer Vor-
gang. Auffallend ist, dass die Membran der Hefezellen bei diesen Farb-
stoffaufnahmen farblos bleibt; auch Trypanosomen sollen sich ebenso
verhalten und nur eine Anfirbung der Kernsubstanz zeigen. Nach Schu-

103y Bioch. Ztschr,, 66, 173 (1914).
104) Zentralbl, Bakt., T, 98, 67 (1926),



macher sollen die Zellmembranen weder Lezithin, noch Zerebroside oder
phosphatide irgendwelcher Art enthalten. Trotzdem auch Baumgirtel105)
sagt, dass die Zellhaut namentlich aus Gluziden besteht, fiihrt er den-
noch ein Beispiel an, wonach durch Vitalfirbung der Bakterienzelle mit
verdiinnter Methylenblaulosung die Zellhaut als zartblaue Linie um den
farblosen Zelleib zur Darstellung gebracht werden kann; erst nach liange-
rer Einwirkung wird dieser Farbstoff auch vom Zellinhalt aufgenommen.
Weiter vorne haben wir auch gesehen, dass nach Effront?®) der braune
Farbstoff der Bierwiirze sich ebenfalls in der Membran der Hefe fest-
setzt. Wir haben auch angefiihrt, dass nach den Untersuchungen von
Hansteen Cranner?!) die Zellhiute zahlreichér Zellen mit Lipoiden im-
pragniert sind. Aehnliche Schliisse haben wir ferner aus den Versuchen
von Grijns?2?) und -Hedin?%) gezogen. Es gibt also sowohl Farbstotfe, die
sich besser in der Membran als auch solche, die sich besser im Zell-
innern légen.

Wir haben nun noch an unseren Farbstoffen einen orientierenden
Versuch iiber deren allfdllice antiseptische Wirkung angestellt. Beim
ersten Versuch verwendeten wir Presshefe in einer Konzentration von
1090, indem wir in sterile Reagensgliser je 1 cm? Presshefeaufschlem-
mung 20:100 und 1 em?® Farbstofflosung 1:1000 (oder gesdttigt, falls
weniger 16slich) abfiillten und im Dunkeln bei 200 24 Stunden lang wir-
ken liessen. Dann wurde gut durchgeschiittelt und je eine kleine Oese in
10 em? Bierwiirze von 109 Balling geimpft. Selbstverstindlich wurde beil
dieser Abimpfung darauf geachtet, dass die Winde des Rohrchens nicht
berithrt wurden, da sich an denselben vom Impfen her noch Hefezellen
befinden kénnten, die mit der Farbstolflésung nicht in Kontakt waren.
Der Beginn der Garung in der Bierwiirze trat nach folgenden Zeitrdu-
men ein:

Farhstoff Nr. Beginn der Gérung nach Stunden
1—10 15
11 24
12—26 15
27 ' 20
28—29 15

Wir konnten also bei dieser Hefekonzentration nur mit zwei Farb-
stoffen (Nr. 11 und 27) eine Verzogerung der GHrung beobachten, denn
auch bei Ersetzen der Farbstofflosung durch isotonische Kochsalzlosung
trat die Gérung nicht vor 15 Stunden ein. Diese beiden Farbstoffe waren
auch die einzigen, welche geféirbte Granula zeigten. Ob es sich aber dabei-
um eine Salzbildung nach Schumacher handelt, ist fraglich, denn durch
mehrmaliges Auswaschen der Zellen mit isotonischer Kochsalzlosung

105) Grundriss der thcoretischen Bakteriologie, Berlin, 1924,
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konnten die Granula wieder entfirbt werden. Wahrscheinlich fand auch
in den fiir die Priifung der Desinfektionswirkung angelegten Bierwiirze-
kulturen eine solche Herauslosung des Farbstoffes statt.

Da also auch mit diesen beiden Farbstoffen keine Desinfektionswir-
kung festgestellt werden konnte, nahmen wir mit denselben nochmals
Abimpfungen nach 2, 4 und 8 Tagen vor, konnten aber auch nach die-
sen Zeitriumen keine Abtotung feststellen.

Wir verminderten nun die Hefekonzentration auf 199 und priiften
vorlaufig die Wirkung der beiden die Granula stark firbenden Farbstoffe
Nr. 11 und 27, unter gleichzeitiger Mitverwendung von Nr. 12 als Ver-
treter der nichtfirbenden Farbstoffe. In sterile Reagensgliser wurden
je 1 cm? Farbstofflosung und 1 ¢m? Presshefeaufschlemmung 2:100 ab-
gefiillt. Nach Z24stiindiger Einwirkung im Dunkeln bei 20° wurde gut
durchgeschiittelt und je eine kleine Oese dieser Hefesuspension-Farb-
stofflosungen in einer grossen Oese Wasser aufgeschlemmt und die Zel-
len mikroskopisch beobachtet:

Farbstoff Nr. Gesamter Zellinhalt
11 Violett gefirbt
12 Ungefiirbt
27 Blauviolett geférbt

Bei Nr. 27 konnten wir gerade noch eine einzige ungefirbte Zelle
beobachten.
- Ferner wurde je eine kleine Oese gut durchgeschiittelte Hefesuspen-
sion-Farbstofflosung in 10 cm?® Bierwiirze geimpft, ebenso nach 2, 4

und 8 Tagen:
Eintretende Gérung nach Stunden

Abimpfung nach Tagen Nr. 11 Nr. 12 Nr. 27
1 36 24 36
2 24 20 28
4 Erst nach 48 Stunden abgelesen: iiberall Girung
8 ' 24 20 26
(Bodensatz nach 24 Stunden: schwach stark sehr schwach)

Den autfallenden Befund, dass Girung nach der nach einem Tag er-
folgten Abimpfung spéter auftritt als bei der Abimpfung nach 2 Tagen,
haben wir noch ofters machen konnen.

Zuletzt wurde noch eine grosse Oese Hefesuspension-Farbstofflésung
unverdiinnt unter dem Mikroskop untersucht, um die Farbstoffverteilung
auf die Zelle und die umgebende Fliissigkeit feststellen zu konnen. Bei
Nr. 11 war der gesamte Zellinhalt stark violett gefdrbt, die Zellen schie-
nen zu Kliimpchen zusammengeflockt zu sein; die Aussenlosung war bei-
nahe farblos. Bei Nr. 12 waren die Zellen farblos, allerdings war auch
die Aussenléosung unter dem Mikroskop kaum merklich rosa geférbt.
Nr. 27 hatte dagegen wieder einen dunkelviolett geférbten Zellinhalt.
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Wir gingen nun noch weiter herunter mit der Hefekonzentration,
indem wir wieder in der gleichen Weise verfuhren, nur dass wir jetzt
zum Abimpfen in Bierwiirze je eine grosse Oese der gut durchgeschiittel-
ten Hefesuspension-Farbstofflosung nahmen. Bei einer Hefekonzentra-
tion von 0,190 konnten wir nun mit Nr. 27 Abtotung feststellen; die
nach 1, 2, 4 und 8 Tagen angelegten Kulturen zeigten auch nach 2
Monaten kein Wachstum. i

Mit dieser Hefekonzentration priiften wir dann die sieben Farbstotfe,
welche bei unseren fritheren Versuchen die stirkste Hemmung gezeigt
hatten. Als Kontrollen verwendeten wir Nr. 12 und isotonische Koch-
salzlosung. In sterile Reagensgliser wurde wiederum je 1 cm?® 10jpige
oder gesattigte Farbstofflosung (oder isotonische Kochsalzlosung) und
1 em?® Presshefeaufschlemmung 0,2:100 abgeliillt. Der Kontrollversuch
mit isotonischer Kochsalzlosung zeigte einen py von 5,7. Die Réhrchen
wurden auch wieder im Dunkeln bei 20 autbewahrt und tdglich zweimal
durchgeschiittelt. Nach 1, 2, 4, 8 und 16 Tagen wurde je eine grosse Oese
der gut durchgeschiittelten Hetfesuspension-Farbstofflésung in 10 cm® Bier-
wiirze (optimaler Nihrboden) von py = ca. 5,7 abgeimpft und bei 25°
(Optimaltemperatur) bebriitet. Aus je drei Parallelversuchen ergaben sich
folgende Durchschnittsresultate:

Abimpfung Deutliche Gdrung nach Stunden :
nach Tagen Nr. 3 11 19 S0ty 27 29 12 Na(Cl
1 1 42 24 24 24 604 36 24 24
2 P2 —3 24 24 24 T 72 24 24
1 72 = 24 24 24 e —3 24 24
8 P2 =t 24 24 24 - o 24 24
16 72 — 24 24 24 — — 24 24
! In einem von 3 Fiillen Girung nach 3 Tagen, in den beiden anderen Fillen Bak-
terienwachstum.

2 Nach 3 Tagen Bakterienwachstum ohne Girung.
3 In einem von 3 Fillen Gdrung nach 96 Stunden.
+ In einem von 3 Fillen —.

Die mit — bezeichneten Versuche ergaben auch nach 3 Wochen
keine Girung oder Wachstum. Demnach lisst sich bei einer Hefekon-
zentration von 0,190 bei Fuchgin, Methylviolett und Malachitgriin eine
antiseptische Wirkung feststellen. Fiir Chrysoidin (Nr. 3), welches in
wiederholten Malen keine Gérung mehr zeigte, sondern nur Bakterien-
wachstum, sollte der Versuch mit Reinhefe wiederholt werden.

Obschon in" der vorstehenden Versuchsreihe mit einer Farbstoffkon-
zentration von 0,0500 keine wahrnehmbare Entfarbung der Farbstofi-
losungen eingetreten war, die auf ungeniigende Farbstoffmenge héatte
schliessen lassen, haben wir mit den drei keine Abtotung erzielenden
Farbstoffen noch eine héhere Farbstoffkonzentration ausprobiert, nimlich
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106. In sterile Reagensgliser wurden diesmal je 1 cm? Farbstofflosung
2:100 und 1 em? Presshefeaufschlemmung 0,2:100 abgefilllt und im
ibrigen wie bei den vorigen Versuchen verfahren:

Abimpfung Deutiiche Gérung nach Stunden

nach Tagen Nr. 19 Nr. 20 Nr. 21 NaCl
1 24 24 24 24
2 24 24 24 24
4 24 24 24 24
8 24 24 24 24

Also auch bei dieser Konzentration konnten wir fiir Erythrosin, Eosin,
Spritlosliches Eosin und Phloxin P keine antiseptische Wirkung fest-
stellen, trotzdem der frithere Hemmungsversuch positiv ausgefallen war.
Die Gérung ist nach 24 Stunden bei der aus isotonischer Kochsalzlosung
abgeimpften Hefe allerdings etwas stirker als bei der mit den Farbstof-
fen behandelten. Trotzdem bei dieser Farbstoffkonzentration bei der
Abimpfung die Bierwiirze durch den mit der Oese iibertragenen Farb-
stoff etwas gefirbt wurde, geniigte diese Farbstoffmenge nicht, um in
den Kulturen eine ausgesprochene Hemmung zu erzeugen. .

Noch hohere Farbstoffkonzentrationen auszuprobieren erachteten wir
als iberfliissig, denn solche Farbstotfmengen diirften wohl in ILebens-
mitteln nie vorkommen und bedeuten jedenfalls auch einen gewaltigen
Ueberschuss im" Verhéltnis zu der Menge, die von der von uns eingesiten
Anzahl Hefezellen aufgenommen werden kann. Die vor der Verdiinnung
hergestellten 29oigen Losungen scheinen sich iibrigens der Grenze der
Loslichkeit zu nahern, wenigstens was Nr. 19 anbetrifft.

5. Zusammenfassung.

Die Wirkung von Farbstoffen auf Mikroorganismen ist bekanntlich
grundverschieden, je nachdem ob es sich um tote oder lebende Zellen
handelt. In ersterem Falle scheint die Permeabilitit der Zellmembran
ganz bedeutend erhoht zu sein, denn bekanntlich nehmen bei der mikros-
kopisch-bakteriologischen Diagnostik die Zellen viele Farbstoffe mit Leich-
tigkeit auf, die bei lebenden Zellen nicht in sie hineinzudringen vermogen.
Fir die antiseptische Wirkung kommt aber selbstverstindlich allein
das Eindringungsvermdogen der Farbstoffe in die lebende Zelle in Betracht.

Fir die Permeabilitdt der Membran lebender Zellen kénnen wir eine
physikalische und eine physiologische Permeabilitit unterscheiden. Eine
vollstdndig befriedigende Theorie fiir die physikalische Permeabilitit ist
noch nicht gefunden worden; es scheint aber, dass sich die Porentheorie
in Uebereinstimmung bringen lassen konnte mit der Lipoid- und der
Absorptionstheorie. Die physiologische Permeabilitit nach Hoéber scheint
mit dem Nahrungsbediirfnis der Zelle zu wechseln, wihrend die physika-
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lische Permeabilitit unverindert bleibt. Wir konnen also wohl anneh-
men, dass wir im Ruhezustand der Zelle nur mit der physikalischen Per-
meabilitdt zu tun haben, wihrend bei der Assimilation oder anderen Le-
benstitigkeiten der Zelle noch die physiologische Permeabilitit dazu
kommt. Bei der Hefe ist ja bekannt, dass bei der Girung Stoffe auf-
genommen werden, die beim Ruhezustand der Zellen nicht in dieselben
einzudringen vermégen.

Auch ftir die Hemmung der Lebenstitigkeiten ist man sich noch
nicht im klaren, ob man der Theorie der Léslichkeit in Lipoiden oder der
Absorbtionstheorie den Vorzug geben soll. Dazu kommt noch, dass man
auch versucht hat, die Hemmungen auf eine Veriinderung der Mem-
branpermeabilitit zuriickzufithren. Fiir die Absorption kénnte einerseits
eine Zudeckung der Reaktionsorte durch die oberflichenaktiven Narkotika,
andererseits eine Kolloidflockung durch die Narkotika inBetracht kommen.

Fir die antiseptische Wirkung konnen wir wohl annehmen, dass ein
Antiseptikum dadurch charakterisiert ist, dass es erstens in der Zelle
stiarker loslich ist als in der Aussenlésung, um auch aus hohen Verdiin-
nungen elektiv aufgenommen zu werden. Man hat bisher angenommen,
dass der Verteilungsquotient Wasser:Zelle identisch sei mit dem Ver-
teilungsquotienten Wasser:Lipoid. Unsere Versuche haben dies aber
nicht bestétigt; Hemmung und Abtétung stimmten mit dem Verteilungs-
quotienten Wasser:Zelle iiberein, nicht aber mit dem Quotienten Was-
ser:Lipoid. Neben dieser elektiven Speicherung des Antiseptikums soll
nach Schumacher in der Zelle sekundéir eine Salzbildung mit den Zell-
inhaltstoffen stattfinden, d. h. das Desinfektionsmittel soll einen disso-
zilerbaren Anteil haben. Der Desinfektionsvorgang wire also letzten
- Endes ein chemischer Vorgang, wihrend fiir die Hemmung ein dissoziier-
barer Anteil nicht notig wire und das blosse Eindringen geniigen wiirde.
Mit Farbstotfen scheint die Salzbildung im Zellinnern nur sehr locker
zu sein, da wir die erhaltenen Firbungen mit Leichtigkeit wieder aus-
waschen konnten. Wir haben noch nicht nachgepriift, ob dadurch auch
die Lebenstitigkeit der Zelle zuriickkehrt.

Ueber den Ort dieser Farbstoffixierung durch Salzbildung sind wir
noch nicht im klaren. Schumacher hat darauf hingewiesen, dass die Farb-
stoffe meistens das Innere der Zelle anfirben und sich noch ganz
besonders in der Kernsubstanz anreichern, wihrend die Membran farblos
bleibt. Der braune Farbstoff der Bierwiirze sammelt sich aber umgekehrt
in der Zellhaut an, ohne ins Zellinnere zu dringen. Ferner firbt z. B.
Methylenblau die Zellmembran kriftig an, bevor man auch eine schwache
Farbung des Zellinhaltes beobachten kann. Ob in letzteren Fillen aber
auch Abtotung eintritt, scheint noch nicht gepriift worden zu sein. Auf
jeden Fall konnen wir aber noch nicht mit Bestimmtheit sagen, ob fiir
die antiseptische Wirkung die physikalische Aufnahme (Absorption) und
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die chemische Fixierung (Salzbildung) durch die Zekllmembran, das Proto-
plasma, den Kern oder nur den einen dieser morphologischen Bestandteile
in Betracht kommt. Die nachhaltigste Wirkung wird ja wohl erzielt,
wenn eine Verdnderung der Kernsubstanz eintritt. Bei dieser Art Ab-
totung denken wir natiirlich nicht an jene groben Desinfektionsmittel,
welche die Zellhaut einfach zerstoren, oder an jene noch groberen, wie
etwa konzentrierte Schwefelsdure, welche iiberhaupt die ganze Zelle zum
Verschwinden bringen. ’

Die praktischen Resultate unserer Versuche bestitigen, dass die
basischen Triphenylmethanfarbstoffe Fuchsin, Methylviolett B und Mala-
chitgriin auch auf Hefezellen abtotend wirken kénnen. Diese Eigenschaft
scheint auch in geringerem Grade dem basischen Monoazofarbstoff Chry-
soidin zuzukommen. Nur Hemmung, aber nicht Abtétung, wurde mit den
sauren Pyroninfarbstoffen, Kosin, Spritlésliches FEosin und Phloxin P
erzielt. | :

Aus den theoretischen Erdrterungen-geht hervor, dass die antisep-
tisch wirkenden Farbstoffe auch eine schiddliche Wirkung auf den tie-
rischen Organismus haben konnten. Es wiirde sich wohl emptfehlen, auch
diese Frage nachzupriifen, trotzdem man in der Literatur verstreute An-
gaben iiber die Unschédlichkeit einzelner dieser Farbstoffe finden kann.

Untersuchungen iiber das Yorkommen von Jod in der Natur.
| XI1I. Mitteilung.

Tur Geochemie des Jods Il Der atmophile Charakter des Jods.
Von Dr. Th. von FELLENBERG. |

(Aus dem Laboratorium des Eidg. Gesundheitsamtes,
Vorstand: Dr. J. Werder.)

In frithern Publikationen!) ist nachgewiesen worden, dass das Ele-
ment Jod siderophile, chalkophile und lithophile Eigenschaften besitzt,
dass es sich bei der Phasenteilung des feuerfliissigen Erdballs in den
metallischen Kern, die Sulfidschicht und die Silikathiille verteilt hat.
V. M. Goldsehmidt?) nimmt an, dass es wahrscheinlich auch zu den at-
mophilen Elementen zu rechnen sei, dass es sich bei der Phasenteilung
vielleicht grosstenteils in der Dampthiille angesammelt habe und dann
mit dem Wasserdampf in der #ltesten Hydrosphire kondensiert wurde.
Diese Annahme erhielt eine starke Stiitze durch die Beobachtung von

Y Th. von Fellenbery und Gulbrand Lunde, Diese Mitt., 17, 250, 1926 ; 18, 161, 1927;
Th. von Fellenberg, Diese Mitt., 18, 149, 1927,

2) Greochemische Verteilungsgesetze der Elemente II, Vid. Selsk, I, Oslo, 1924, Nr. 4.
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