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ITI. Wissenschaftliche Arbeiten

Versuche iiber die Bildung von Glykogen
in Hefezellen

von HEINRICH ALTHAUS

(Aus der Botanischen Anstalt der Universitit Basel)
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Einleitung

Die Physiologen haben der Bildung und Mobilisierung der Reserve-
stoffe im pflanzlichen und tierischen Organismus von jeher grosse Auf-
merksamkeit geschenkt; denn dank dieser Fihigkeit vermégen die Or-
ganismen in Zeiten giinstiger Erndhrungsbedingungen mehr Nihrstoffe,
also Energie, aufzunehmen, als sie momentan bediirfen, sie geeignet zu
speichern, um sie dann spiter bei Bedarf wieder in den Stoffwechsel ein-
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zubeziehen. Durch diese Fihigkeit gewinnt der Organismus grissere Un-
abhingigkeit gegeniiber der Umwelt, er vermehrt seine Lebensmiglich-
keit. Es ist daher interessant und wichtig, die Bildung von Reserve-
stoffen zu verfolgen und zu untersuchen, wie diese von den verschiedenen
Bedingungen abhiingt.

Damit solche® Versuche gelingen, ist einheitliches und leicht zu-
gingliches Zellmaterial nétig; besonders giinstig wiren Zellsuspen-
sionen, da dort jede Zelle mit dem Milieu direkt in Verbindung steht.
Diese Bedingungen werden zum Beispiel von Hefezellen weitgehend
erfiillt: Hefezellen sind jederzeit und in geniigender Menge erhilt-
lich; die Nahrung kann direkt und in der gewiinschten Konzentra-
tion geboten werden. RUBNER (1912) schreibt z. B.: ,,Die Nahrung liegt
in den Medien gelést vor, sie (die Zellen) schwimmen in diesen Medien
selbst*. Zudem lassen sich leicht gleichmissige Suspensionen herstellen.
Dies veranlasste auch MusrFeLD (1942), seine Versuche iiber die Zucker-
aufnahme von Zellen an Hefe durchzufiihren; er stellte dabei fest, dass
die Aufnahme des Zuckers eine ausgesprochene Abhingigkeit von den
Bedingungen des Milieus zeigt. Um eine Antwort auf die Frage zu erhal-
ten, was mit dem aufgenommenen Zucker, der den momentanen Energie-
bedarf der Zelle iibersteigt, geschehe, untersuchte er die Zellen auch auf
ihren Glykogengehalt und kam zum Ergebnis, dass der aufgenommene
Zucker offenbar zum gréssten Teil in Glykogen umgewandelt wird;
,»wenigstens lassen die daraufhin untersuchten Zellen schon 5 bis 10 Mi-
nuten nach Glukosezugabe mikroskopisch bereits Glykogenbildung er-
kennen, obwohl die Anfangsglukosekonzentration nur 0,59, betrug*.

Aus dem Studium der Literatur geht hervor, dass iiber Glykogen,
vor allem auch iiber das Glykogen der Hefezellen, schon viel gearbeitet
worden ist, sei es in seiner Eigenschaft als Reservestoff (ERRERA 1885;
CLAUTRIAU 1895; HARDEN und Younec 1902 ; Zikes 1911; RuBNER 1912;
Evurer 1914; Stier, NEwToN and SpPRINCE 1939), in seiner Beziehung
zur alkoholischen Girung (MEIsSsSNER-DEssAUu 1900; CREMER 1902 ;
GrUss 1903 und 1904; Konr 1908; Lunpin 1923; WERTHEIMER 1930
und 1934; Brtcke 1933 ; WiLLsTATTER und RoEDEWALD 1937) oder im
Zusammenhang mit Versuchen iiber Nihrstoffaufnahme (ERRERA
1882; LaurenT 1890; Kocu und Hosarus 1894 ; CrREMER 1894 ; Pavy
und BywatEers 1908). Uber die quantitativen Beziehungen zwischen
der Geschwindigkeit der Glykogenbildung und den #ussern
Bedingungen, erhilt man jedoch wenig und nur ungeniigende Aus-
kunft. Diese Tatsache und die genannte Beobachtung von MUSFELD
(1942) gaben Anlass, diese Frage an Hefen speziell zu untersuchen.
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Methodisches

I. Prinzip der Methode

Da die Versuchsverhiltnisse nur dann klar und definiert sind, wenn
alle Zellen gleichzeitig von der vollen Nihrlosung umspiilt werden, so
ist fiir die vorliegende Untersuchung Gewebe nicht geeignet, sondern
nur eine Zellsuspension. Die Methode der chemischen Bestimmung
des Glykogens kann nicht angewendet werden, weil diese relativ viel
Material, d. h. grosse Giransitze, verlangt und zudem so lange Zeit zur
Bestimmung erfordert, dass die Verfolgung der Glykogenbildung in
kurzen Zeitintervallen praktisch unméglich wird.

Dagegen besteht die Miglichkeit, die einfache und zeitsparende,
allerdings eigentlich qualitative Methode des Glykogennachweises mit
Jodlésung in eine quantitative umzuwandeln, indem man von
glykogenfreien Zellen ausgeht, in geeigneten Zeitabstinden mikrosko-
pisch verfolgt, wann jeweils in ihnen erste Glykogenbildung auftritt,
und diese Beobachtungen statistisch auswertet.

Praktisch besteht die Methode darin, dass man glykogenfreie Hefe-
zellen in Wasser suspendiert, Zucker oder ein anderes Substrat der Gly-
kogenbildung zugibt, in geeigneten Zeitabstinden nach der Substrat-
zugabe Proben entnimmt, an den Hefezellen die Jodreaktion ausfiihrt
und die glykogenhaltigen Zellen zihlt. Die Zeit zwischen Substrat-
zugabe und dem Zeitpunkt, in dem 509, der Zellen Glykogen zeigen
(Halbwertszeit), kann als Mass fir die Geschwindigkeit der Glyko-
genbildung gelten.

Nur durch Zufall wird gerade in dem Augenblick untersucht, wo
genau 509, aller Zellen Glykogen gebildet haben. Deshalb muss die
Methode so gehandhabt werden, dass man bald nach Versuchsbeginn
(Zugabe des Substrates) mit dem Auszihlen beginnt und diese Auszih-
lung in geeigneten Zeitabstinden fortsetzt, bis ungefihr alle Zellen
Glykogen gebildet haben oder mindestens die Halbwertszeit iiberschrit-
ten ist. Trigt man diese Werte in Abhiingigkeit von der Zeit auf, so
erhilt man eine S-Kurve, die auch fiir den Fall, dass man nicht genau
im Zeitpunkt untersuchte, wo 509, der Hefezellen Glykogenbildung auf-
weisen, diesen Zeitpunkt (Halbwertszeit) graphisch gut zu bestimmen
gestattet. Diese Methode der Bestimmung der Halbwertszeit ist zudem
deshalb besonders geeignet, weil die iibrigen Messwerte eines Versuchs bei
der Bestimmung ja auch mitberiicksichtigt werden (s.Abb.1 und Besprech-
ung), so dass die Genau'gkeit, mit der die Halbwertszeit im Einzelver-
such auf diese Weise bestimmt wird, durchschnittlich etwa 2,59, betrigt.
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II. Das Versuchsobjekt

Fiir samtliche Versuche wurde Bickerhefe (Saccharomyces cere-
visiae HANSEN) beniitzt, weil sie als Versuchsobjekt die bereits erwidhnten
wichtigen Vorteile gewiihrt und die Bedingungen erfullt, die ich fiir mei-
nen speziellen Fall stellen musste, niimlich: Der Zustand der Glykogen-
bildung soll mit Hilfe der Jodreaktion leicht und schnell erkennbar sein.
Da die Bickerhefe entweder glykogenfrei ist oder nur soviel Glykogen
enthilt, dass sie durch einfache und kurze Vorbehandlung (Selbst-
girung) versuchsbereit gemacht werden kann, ist es miglich, selbst
kleinste neugebildete Mengen an Glykogen durch geeignete Aus-
fithrung der Jodprobe zu erkennen.

Anfinglich wurde die Hefe von einer Bickerei in Basel bezogen,
doch zeigte sich bald, dass diese Hefe infolge ungleichen Alters und Auf-
bewahrung unter ungleichen dussern Bedingungen, sich fiir meine Ver-
suche nicht eignete. Diese Feststellung entspricht den Angaben von
ErrerA (1885) und Craurriav (1895), welche Autoren auf die Zusam-
menhinge zwischen Alter, Zustand und Glykogenspeicherung bzw. auf
die bessere Farbbarkeit junger Zellen mit Jod hingewiesen haben. Durch
Vermittlung einer Béckerei meines Wohnortes konnte ich, je nach Be-
darf, Hefe direkt von der Fabrik!) beziehen, womit dafiir gesorgt war,
dass fur meine Versuche nur Hefe in frischestem Zustande Verwen-
dung fand. Die Zeit zwischen dem Versand ab Fabrik und dem Herstel-
len der Suspension betrug im allgemeinen etwa 6 bis 8 Stunden. Hiezu
wurde eine bestimmte, aus dem innern Teil der Hefemasse stammende
Menge abgewogen, gewaschen, in Aqua dest. suspendiert und hierauf
kraftig geschiittelt. Infolge des frischen Zustandes der Hefe enthielten
ihre Zellen stets geringe Mengen von Glykogen. Die gleiche Feststellung
machte auch BrRanDT (1941-42), der schreibt: ,,In der Presshefe finden
sich mehr oder weniger grosse Mengen von Glykogen, je nach den Nah-
rungsbedingungen und dem physiologischen Zustand der Hefe*. Des-
halb wurde die Hefesuspension 2 Stunden im Thermostat (ca. 28° C) und
nachher, durchschnittlich etwa 14 Stunden, bei Zimmertemperatur
(ca. 200 C) stehen gelassen (BucHNER und MitscuERLICH 1904). Wihrend
dieser Zeit wird das gespeicherte Glykogen durch Selbstgirung der
Hefe (CREMER 1894, LiNTNER 1899, BucHNER und MiTscHERLICH 1904,
KonL 1908, EULER und LiNnDNER 1915, BRANDT 1941-42) restlos ver-
braucht, was sich nach Jodzusatz an einer goldgelben Firbung des Zell-
inhaltes zeigt. CREMER (1894) schreibt z. B.: ,,Uberlisst man die Hefe

1) KurpereL E. & Co., Rheinfelden.
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der Selbstgidrung, so verschwindet die Fahigkeit, sich rot-braun zu
firben*. Auch HARDEN und Younc (1902) nehmen als Substrat der
Selbstgirung Glykogen an?). Wiahrend der verhiltnismissig langen Zeit
der Selbstgirung ist der Hefe auch Gelegenheit geboten, sich dem neuen
Milieu anzupassen. Diese Anpassung ist zur Erzielung geeigneten Aus-
gangsmaterials unerldsslich, da sich nach WaArBURrG (1927) der Stoff-
wechsel vieler Heferassen beim Ubergang vom natiirlichen Milieu .zu
einfachen Substraten ganz erheblich édndern kann.
Die zum Versuche gelangenden Hefesuspensionen wurden vor Versuchsbeginn
wie folgt gepriift:
1. Zur Feststellung der Suspendierbarkeit wurde kontrolliert, ob sich die Zellen
in der Versuchsfliissigkeit gleichméssig verteilen.
2. Die Anzahl toter Zellen wurde nach MusreELD (1942, S. 585) mit einer frisch

hergestellten Lésung von Methylenblau im Verdiinnungsverhiltnis 1:10000 er-
mittelt. Der Anteil toter Zellen war stets kleiner als 19,, im Durchschnitt etwa
0,59,

3. Der Nachweis des Glykogens erfolgte mit einer von H. WILL angegebenen Jod-
losung: 20 g KJ, 7 g Jod, 100 cm® Aqua dest. (MusreLD 1942, S. 585)3). Da die
Hefe nicht sofort nach dem Herstellen der Suspension verwendet wurde, war sie
bei Versuchsbeginn stets glykogenfrei.

4. In Bezug auf das Alter der Zellen ist die Gegenwart von Zellen aller méglichen
Entwicklungsstadien wichtig (BranpT 1941-42). Eine einigermassen homogene
Zusammensetzung der Suspension ist Voraussetzung fiir die Erreichung einer
minimalen Streuung der Versuchswerte. Es zeigte sich zum Beispiel, dass sehr
junge Zellen fiir die Glykogenspeicherung lingere Zeit beanspruchen als Zellen von
mittlerem Alter; sehr alte Zellen dagegen speichern das Glykogen rascher als
Zellen mittleren Alters.

IIL. Durchfiihrung der Versuche

Die verwendete Hefe muss in der Versuchsfliissigkeit unter kon-
stanten Temperaturbedingungen griindlich geschiittelt werden. Dies
geschieht mit einer einfachen Schiittelapparatur (100 Doppelschwingun-
gen pro Minute bei einer Amplitude von 3,5 cm), die sich in einem Wasser-
bad bewegt; dieses fasst ein Arbeitsvolumen von ca. 40 Liter Wasser. Die
Temperaturregelung geschieht durch ein Regulierthermometer, das die
Heizeinrichtung steuert und bei Versuchstemperaturen unter Zimmer-
temperatur wird mit Eisstiicken reguliert; die Schwankungen blieben

innerhalb 1/, C..

2) Ob die Angabe von PAvy und BYywATERs (1908), dass die chemische Bestim-
mung des Glykogengehaltes von kauflicher Hefe, auch bei schwach gelblicher Fiarbung
nach Jodzusatz, einen Wert von 4 bis 69; ergibt, richtig ist, kann ich nicht entscheiden,

3) Bei dieser Gelegenheit mache ich auf einen Druckfehler in der Arbeit von Mus-

FELD (1942, S. 585) aufmerksam: Anstelle von 20 g Jod soll es heissen 7 g Jod (EULER
und LINDNER, 1915, Anm. 4, S. 59).
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Die Bildung des Glykogens wurde mikroskopisch festgestellt,
nachdem die Zellen mit der Jodlgsung getétet und gefarbt worden waren.
Nach MeissNER-DEssAU (1900) ist das Gelingen der Jodreaktion mittels
Jodlésung in erster Linie davon abhingig, ob die Zelle durch die Jod-
I6sung getdtet wird. In Vorversuchen strebte ich noch darnach, den
Zustand der Glykogenbildung genauer zu definieren. Es zeigte sich aber
bald, dass der Versuch, verschiedene Stufen zu unterscheiden, allzu sub-
jektiv ausfiel und sich fiir meine Untersuchung nicht eignete. In der
Folge wurde daher nur noch zwischen Zellen ohne und Zellen mit
Glykogen unterschieden, was sich als bedeutend vorteilhafter erwies.

Durch entsprechendes Regulieren der Blende des Mikroskopes wurde
versucht, die kleinste eben noch erkennbare Glykogenmenge
festzustellen, was mir nach einiger Ubung mit verhéltnismissig grosser
Sicherheit gelang. Zum Beobachten wurde ein Mikroskop ,,Reichert®,
Trockenobjektiv 60 >, Okular ,,Zeiss* K. 12, 15 X verwendet. Im Innern
des Okulars wurde ein rundes Deckglischen mit Tuschering von 5 mm
Durchmesser angebracht, um das Gesichtsfeld abzugrenzen. Ein kleineres
Gesichtsfeld erméglicht ein genaueres Auszdhlen und besseres Unter-
scheiden zwischen Zellen ohne und mit Glykogen. Als Lichtquelle
diente eine geeignete Mikroskopierlampe mit zwei Blaufiltern. Das so
filtrierte Licht wurde auf den Planspiegel des Mikroskopes und von dort
durch die 1/; bis 2/; offen gehaltene Blende auf das Objekt geworfen, und
zwar, was sich als wichtig erwies, nach dem Kéhlerschen Beleuchtungs-
prinzip. Da in Vorversuchen Olimmersionsobjektive oder auch Phasen-
kontrasteinrichtung keine Vorteile zeigten und zudem umsténdlicher
sind, wurden sie bei den Hauptversuchen nicht angewendet.

~ Um den Verlauf der Glykogenbildung festzustellen, wurden nach
einer geeignet festgelegten Zeitskala mit einem Glasstab Proben der
Hefesuspension auf vorbereitete Objekttriager gebracht und die Zellen
sofort mit einem kleinen Tropfen Jodlésung getiotet?). Die zwischen
der Probeentnahme und dem Abtéten entstandene Zeitdifferenz ge-
geniiber der Zeitskala betrug allerhdchstens 4-5 Sekunden. Die Pri-
parate konnten nicht immer unmittelbar nach der Probeentnahme
mikroskopisch untersucht werden, weshalb sie bis zur Beobachtung
unter einer Glasglocke, in mit Wasserdampf gesittigter Luft, aufbewahrt
wurden; dadurch liess sich das Verdunsten der Versuchsflissigkeit,
nicht aber die Sublimation des Jods aus der Jodlésung verhindern. Es

4) In Vorversuchen wurden die verschiedensten Substanzen auf ihre Eignung, die
Hefezellen giinstig abzutiten, untersucht, so z. B. Sublimat, OsO,, Phenol, Merfen;
keiner der untersuchten Stoffe zeigte Vorteile gegeniiber der Jodlosung.
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musste deshalb vor dem Mikroskopieren noch einmal etwas Jodlésung
zugegeben werden. Da nach Zikgs (1911) und auch nach meiner Fest-
stellung, zu starke Losungen von Jodjodkali auch andere Zellanteile
braun firben, wurde, um eine optimale Firbung des Glykogens zu erhal-
ten, so viel Jodlosung zugegeben, dass das Verhiltnis zwischen der
Jodjodkalilssung und der auf dem Objekttrager befindlichen Versuchs-
losung etwa 1:25 war. Eine zu kleine Jodzugabe ergibt eine zu blasse
Farbung des Glykogens; kleinste Glykogenmengen sind dann kaum
oder nicht erkennbar. Andererseits vermindert eine zu starke Jodbeigabe
die Kontrastwirkung zwischen dem gefirbten Glykogen und dem um-
gebenden Protoplasma der Zelle (s. Zikes 1911). Altere und auch etwa
runde Zellen zeigen, auch wenn sie kein Glykogen enthalten, oft Jod-
speicherung, die vom Unerfahrenen leicht als Glykogenreaktion gedeutet
werden kann. Hat man sich aber mit dem Objekt geniigend vertraut
gemacht, so fillt das Unterscheiden zwischen Glykogenfirbung und der
durch Jodspeicherung des Protoplasmas hervorgerufenen Farbung nicht
schwer.

Es wurden von jedem Priparat die Zellen von 21 Gesichtsfeldern
(gleichmissig in 3 Kolonnen zu 7 Zeilen angeordnet) ausgezidhlt und
dabei, wie bereits erwihnt, zwischen Zellen ohne und mit Glykogen
unterschieden. Zellen, die nur so vage Andeutungen von Glykogenfir-
bung aufwiesen, dass die Glykogenbildung zweifelhaft schien, wurden
zu den Zellen ohne Glykogen gezihlt. Diese Methode der Unterschei-
dung und des Auszihlens liefert Ergebnisse, die unter sich vergleichbar
sind. Durch entsprechendes Verschieben des Priparates wurde darauf
geachtet, dass jedes Gesichtsfeld nur einmal ausgezihlt wurde. Im all-
gemeinen betrug die Anzahl der ausgezihlten Zellen eines Priparates
etwa 150 bis 250, je nach der Hefesuspensionsdichte.

Als Mass fir die Geschwindigkeit der Glykogenbildung
wurde der reziproke Wert der Halbwertszeit gewdhlt: Halb-
wertszeit ist die Zeitspanne zwischen der Zugabe des gly-
kogenbildenden Substrates und dem Zeitpunkt, wo 509,
aller beobachteten Zellen Glykogen enthalten. Man hitte
selbstverstindlich als Endpunkt eine andere Prozentzahl wihlen kon-
nen; da aber die Glykogenbildung innerhalb der Population nach einer,
allerdings nicht immer symmetrischen, S-Kurve verlduft, ist es nahe-
liegend, als Mass einen Wert zu wihlen, der auf dem ,linearen* Ver-
bindungsstiick der beiden Kurvenkriitmmungen liegt. Die Erfakrung im
Laufe der Untersuchungen lehrte, dass in diesem Bereiche die Streu-
ung der Versuchswerte am kleinsten ist.
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Um ein Bild vom Gang der Versuche zu geben, sei z. B. Versuch Nr. 45 im einzel-
nen wiedergegeben:
1. Tag:
Hefe: Von frisch gekaufter Hefe wird 1 g, aus dem innern Teil der Hefemasse stam-
mend, abgewogen.
Suspendieren und Zentrifugieren: Die abgewogene Hefemenge wird in
kleiner Glasschale unter Zugabe von ca. 1 cm® Aqua dest. mit Glasstab griindlich
(ohne Druck) zerrieben. Der so entstandene Hefebrei wird bei mehrmaligem Nach-
spiilen in die Zentrifugierglischen gegossen und einmal 5 Minuten bei 3300 Touren
zentrifugiert. Hierauf wird die Waschfliissigkeit abgegossen, frisches Aqua dest.
hinzugefiigt, unter kriaftigem Schiitteln suspendiert und ein zweites Mal 5 Minuten
lang zentrifugiert. Die Waschfliissigkeit wird wieder abgegossen und die zentri-
fugierte Hefemenge bei sukzessivem Zugeben von 500 cm® Aqua dest. und krifti-
gem Schiitteln suspendiert.
Erste Probe auf Glykogen: Spuren von Glykogen.
In Thermostat: 28° C, von 17.30 bis 07.30 Uhr, zur Selbstgirung.
Zucker: Glukose purissimum pro infusione Merck, Siegfried.
Einwage: Versuchsgefiss a: 621, mg/50 cm?® Aq. dest.
Versuchsgefiss b: 6,250 g/50 cm?® Aq. dest.
Versuchsgefiiss ¢: 5,0  g/20 cm® Aq. dest.
Versuchsgefass d: 3,750 g/10 cm® Aq. dest.

Erhitzen dieser Glukoselosungen zur raschen Einstellung des Gleichgewichtes
zwischen der a- und -Form (Mutarotation).

Bereitstellen der Objekttriger: Fir die vier Glukosekonzentrationen a—d; An-
schreiben der Zeitskalen.

Bereitstellen des Mikroskopes und Einstellen der Lampe.

Bereitstellen der Versuchsgefisse:

4 Erlenmeyerkolben & 50 cm? fiir die Hefesuspensionen
4 Erlenmeyerkolben & 100 cm? fiir die Versuchsfliissigkeiten (Hefe 4+ Zucker)
1 Erlenmeyerkolben & 100 ¢m? fiir die Temperaturkontrolle innerhalb d. Gefisses.

2. Tag:

Zweite Probe auf Glykogen: negativ.

Probe auf tote Zellen (mit Methylenblau 1:10000):
Auf 350 Zellen 1 tote Zelle
Auf 100 Zellen 0 tote Zellen
Auf 70 Zellen 0 tote Zellen

Auf 210 Zellen 1 tote Zelle
Auf 70 Zellen 0 tote Zellen

Auf 800 Zellen 2 tote Zellen — 0,250,

Einstellen der Versuchstemperatur im Wasserbad: 30° C.

Vorwiarmen der Versuchsgefisse im Wasserbad.

Pipettieren der Glukoselésungen: Von den Lésungen a—d werden je 8 cm?® in
vorgewarmte Erlenmeyerkolben 4 100 cm? pipettiert.

Pipettieren der Hefesuspension: viermal 12 em? a 2%/, in je einen Erlenmeyer-
kolben a 50 cm?®; 20 cm? in einen Erlenmeyerkolben a 100 cm?® zur Kontrolle der
Temperatur innerhalb des Gefiisses; die Erlenmeyerkolben sind vorgewirmt.

Beginn der Temperatureinwirkung: 08.45 Uhr. Es werden die Kolben mit den
pipettierten Fliissigkeiten im Schiittler befestigt, wieder ins Wasserbad gestellt
und geschiittelt.



— 107 —

Zusammengiessen von Hefesuspension und Glukoselésung:
“Glukosekonzentration a 09.00 Uhr
Glukosekonzentration b 09.00 Uhr + 14 Minute
Glukosekonzentration c 09.00 Uhr 4+ 1 Minute
Glukosekonzentration d 09.00 Ubhr -+ 11, Minuten
Probeentnahmen: Gemiss der Zeittabelle (Tabelle 1). Sofort abtéten mit Jod und
aufbewahren unter den Glasglocken.
Beobachten mit dem Mikroskop und Eintragen ins Protokoll.
Versuchswerte: Siehe Tabelle 1 und Abb. 1.

Tabelle 1

Versuch Nr. 45: Zeitlicher Verlauf der Glykogenbildung in einer Population sus-
pendierter Hefezellen bei Zugabe verschiedener Glukosekonzentrationen; Temperatur
309 C; Hefesuspensionsdichte 1,2%/,.

Zeit nach Ansahi Fellan Total der aus- | Zellen mit
Glukosezugabe gezihlten Glykogen
Minuten mit Glykogen | ohne Glykogen Zellen %
Glukosekonzentration a = 0,059,
2 0 aile ca. 200 0
4 22 156 178 12
6 106 108 214 50
8 117 38 155 75
10 163 29 192 85
12 alle 0 ca. 200 100
Glukosekonzentration b = 59,
4 0 alle ca. 200 0
6 22 197 219 10
8 57 126 183 31
10 122 112 234 52
12 190 28 218 87
14 alle 0 ca. 220 100
Glukosekonzentration ¢ = 109}
14 0 alle ca. 200 0
17 58 145 203 28
20 87 86 173 50
24 116 28 144 80
29 188 18 206 91
35 alle 0 ca. 200 100
Glukosekonzentration d = 159,
20 0 alle ca. 200 0
24, 38 158 196 19
29 98 65 163 60
35 84 19 103 81
42 237 23 260 91
50 alle 0 ca. 200 100
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Aus Abb. 1 ist ersichtlich, dass die kurvenmissige Darstellung der
Glykogenbildung einer Hefepopulation in Abhingigkeit von der Zeit
S-Kurven ergibt. Die Halbwertszeiten ermitteln sich graphisch fiir die
einzelnen Zuckerkonzentrationen zu: 6,4; 9.4; 19,9 und 27,8 Minuten.
Im allgemeinen ist die Kurve nicht symmetrisch, sondern verliuft im
ersten Teil steiler als im letzten; das Zwischenstiick verlduft meistens
gerade. Daraus ergibt sich: Die Glykogenbildung in der Popu-
lation wird anfinglich zunehmend beschleunigt, verlauft
eine Zeitlang annihernd linear, um alsdann verzéogert zu
werden. Die Ursache dieses Verhaltens liegt in der Zusammensetzung

100 -
%

50
%

ZELLEN MIT GLYKOGEN

1 1 1 1
i

10 30 50min
ZEIT NACH GLUKOSEZUGABE

Abb. 1. Versuch Nr. 45: Zeitlicher Verlauf der Glykogenbildung in einer Population
suspendierter Hefezellen bei Zugabe verschiedener Glukosekonzentrationen. Tempe-
ratur 30° C; Hefesuspensionsdichte 1,2°/,,.

Glukosekonzentrationen: (O O 0,059
O—0>0 5,09
A—A 10,0 9 t Halbwertszeiten
O—<C 150 % v

der Population aus Hefezellen mit individuellen Unterschieden in
der Glykogenbildung; die verschiedene Steilheit des Kurvenverlaufes ist
dabei ein Mass fir die Grosse der individuellen Unterschiede (Streuung).
Neben Zellen mit viel Glykogen, kann man oft gleichzeitig solche mit
wenig und gar solche mit keinem Glykogen beobachten. Diese Feststel-
lung stimmt mit der Beobachtung von Z1kes (1911) iiberein, wonach ,,In
ein und derselben Kultur einer Hefe einzelne Zellen und auch manche
Sprossverbinde keine, andere eine sehr deutliche Glykogenreaktion
geben‘‘. Der flachere Verlauf des Kurvenendes beruht auch auf der Zu-
sammensetzung der Population und auf dem individuellen
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Verhalten der einzelnen Zellen, das bei extremen Versuchsbedingungen
offenbar noch gesteigert ist. Im Bereich extremer Temperaturen und
Zuckerkonzentrationen verlduft ndmlich die zweite Kriimmung noch
flacher. Es wurde deshalb auf gleiche Einwirkungszeiten der Versuchs-
temperaturen ganz besonders geachtet.

IV. Einfluss physiologisch extremer Temperaturen

Um den Einfluss einer physiologisch extremen Temperatur auf die
Geschwindigkeit der Glykogenbildung darzustellen, sei Versuch Nr. 65

angefiithrt:
Tabelle 2.

Versuch Nr. 65: Verlauf der Glykogenbildung in Abhiéingigkeit von der Zeit nach
Glukosezugabe; Temperatur 42° C; Hefesuspensionsdichte 1,2°/,.

Minuten 8 110(12(14|17/20 24|29 |35 (425060 |72 |85 (102|120 Halb',
{ wertszelt
Glukose \ \
o 05 % Min.
0,05 0| 3/13/23(37|48(55|68|60|58|50 (42|44 36,0
0,5 0|4 [14/21(32(30(36(52|56(57|68|72|72|88 (100 27,0
5,0 0| 5/15(22(30/40/49(60|—|71|71|80(93|97|100] 29,5
15,0 ' J W, S N (S N (OO (N NS N PR SR (- |

Aus obigen Werten ergibt sich, dass die Glykogenbildung in der Po-
pulation bis ungefihr zur Halbwertszeit normal verlduft, nachher aber
deutlich verlangsamt wird. Bei der Glukosekonzentration 0,059, erfolgt
sogar eine Abnahme des gespeicherten Glykogens. Da es sich hier um
eine sehr niedrige Glukosekonzentration handelt, kann diese Abnahme
aus zwei Tatsachen resultieren: Aus der Verminderung der Glukose-
konzentration in der Versuchsfliissigkeit und aus dem Verbrauch des
gespeicherten Glykogens durch Dissimilationsvorginge. Bei den Kon-
zentrationen 0,5 und 5%, beruht aber die Abnahme der Geschwindigkeit
der Glykogenbildung nach der Halbwertszeit bestimmt nicht auf der
Abnahme der Glukosekonzentration im Suspensionsmilieu oder auf dem
Verbrauch durch die Dissimilation, sondern einzig auf der Tempera-
turwirkung, deren offenbar schidigendem Einfluss die extrem lang-
samen Glykogenbildner unter den Hefezellen ja entsprechend lang aus-
gesetzt waren. Wie nimlich Zuckerbestimmungen am Ende des Ver-
suches ergeben haben, ist die Konzentrationsabnahme in dieser kurzen
Versuchszeit unwesentlich, zudem liegen diese beiden Konzentrationen
im Bereich des Optimums.
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Bei der Glukosekonzentration 159, fand sich nur hie und da eine
Zelle mit Glykogen; der Grund liegt im kombinierten Einfluss von
hoher Temperaturundhoher Glukosekonzentration,wasdadurch
bestitigt wird, dass bei niedrigeren Temperaturen normale Glykogenbil-
dung stattfindet.

Die von Zikes (1911) und mir gemachte Feststellung, wonach bei
extremen Temperaturen, neben Zellen mit keinem oder wenig, solche
mit auffallend viel Glykogen (grosse Ballen) vorkommen, lisst sich bei
physiologisch normalen Temperaturen nur dusserst selten feststellen.

Obiger Versuch zeigt, dass bei physiologisch hohen Temperaturen
die Zellen einer Population sich hinsichtlich der Glykogenbildung nicht
gleichmissig und auch anders verhalten als bei niedrigeren Temperaturen,
obwohl die Zahl der toten Zellen durch den Versuch nicht erhéht wurde.

Ausser auf das glykogenbildende Fermentsystem hat extrem hohe
Temperatur auch einen Einfluss auf den Lebenszustand der Hefe-

TOTE ZELLEN

20 60 100 140 180 min
ZEIT NACH GLUKOSEZUGABE

Abb. 2. Todesrate der Hefezellen bei hoher Temperatur (45° C). Hefesuspensionsdichte
1,2% s5-
Glukosekonzentrationen: O——O 4,09,

A—0 6,0%

O——->0 10,0%



— 111 —

zelle®). So wurden in Versuch Nr. 60 mit der Temperatur 45° C nach
bestimmten Zeitintervallen die mit der Methylenblauprobe erkannten,
toten Zellen ausgezihlt (Abb. 2) und gleichzeitig die Jodprobe ausge-
fithrt; es konnte in keinem Falle Glykogenbildung festgestellt werden.
Wie aus Abb. 2 hervorgeht, ist die Schidigung bei niedrigeren Konzen-
trationen grosser als bei héheren; es scheint, dass hohe Zuckerkonzen-
trationen auf die Hefezellen konservierend wirken, maglicherweise
durch Herabsetzung des Quellungsgrades des Protoplasmas, wodurch
dieses ja erfahrungsgemiiss gegen dussere Einfliisse widerstandsfihiger
wird.

Neben toten Zellen konnten auch deformierte Zellen mit un-
regelmiissig gewellter Membran beobachtet werden. Die durch Auszihlen

100
%

50
%

DEFORMIERTE ZELLEN

1 1 1 1

10 20 %%

GLUKOSEKONZENTRATION

Abb. 3. Versuch Nr. 60: Einfluss der Glukosekonzentration auf die Deformation der
Hefezellen bei hoher Temperatur (45° C). Hefesuspensionsdichte 1,2°/y,. Zeit der Be-
obachtung: 200 Minuten nach der Glukosezugabe.

der deformierten Zellen erhaltenen Werte sind in Abb. 3 dargestellt; auch
hier scheinen hohe Glukosekonzentrationen der Deformation entgegen-
zuwirken. Welche Rolle dabei Glukosekonzentration, osmotischer Wert
und Temperatur spielen, kann hier nicht erértert werden, da hiezu wei-
tere Versuche notig wiiren; festgehalten sei lediglich, dass selbst bei
niedrigsten Temperaturen keine dhnliche Beobachtung gemacht wurde.

%) Nach Konr (1908) kann Hefe in nihrstoffreichen Lésungen hohe Tempe-

raturen (bis 35° C) ohne Schaden ertragen. Auch HAnsEN (1911) schreibt: ,,Die Hefe-
zelle ist relativ unempfindlich fiir héhere Temperaturen®.
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Uber die physiologische Bedeutung des Hefeglykogens

Das im Jahre 1857 von CLAUDE BERNARD in der Siugetierleber entdeckte Gly-
kogen wurde im Jahre 1882 von ERRERA in der Hefezelle gefunden und damit sein
Vorkommen im Pflanzenreich zum ersten Mal nachgewiesen. In diesem Zusammen-
hange seien folgende charakteristische Ausserungen dieses Autors hervorgehoben: ,,Le
glycogéne ou [J'amidon animal® n’existe pas seulement chez les animaux, ou Claude
Bernard I’a découvert, et chez les protistes, ou il a été signalé d’abord par Kiihne: on
le trouve aussi chez les plantes. — . . ., notre analyse parait établir que la levure ren-
ferme du glycogéne typique, en quantité variable sans doute d’aprés I’état de nutrition
des individus** (ERRERA 1882). Nach ihm ist das Glykogen das erste Assimilations-
produkt der Pilze und ersetzt somit bei diesen vollstindig die Stirke der iibrigen
Pflanzen (ErRrErA 1882, 1885, 1886, 1887, 1890). LAURENT (1890) dehnte die Frage-
stellung von ERRERA aus, indem er die Glykogenbildung in Gegenwart verschiedener
Stoffe untersuchte; nach ihm wurde Glykogen gebildet aus: Glykogen, Dextrin, Mannit,
Maltose, Saccharose, Galaktose, Dextrose, Glycerin. Den Glykogengehalt der Hefe
bestimmte er zu ungefihr 309, des Trockengewichtes. Im Gegensatz dazu stehen die
Versuche von Koca und HosAarus (1894), welche der Hefe Glykogen aus Kaninchen-
leber, Kalbsleber und Presshefe darboten; sie konnten dabei weder Glykogenbildung,
Vermehrung, noch Girung beobachten. CREMER (1894) kommt auf Grund seiner Unter-
suchungen zum Ergebnis, dass das Hefeglykogen sich nicht wesentlich vom tierischen
unterscheidet®). Er betrachtet das Glykogen in Ubereinstimmung mit ERRERA und
LAURENT als ein Anhydrid des Traubenzuckers. CLAUTRIAU (1895) hat das Glykogen
bei Pilzen chemisch untersucht; nach ihm ist das Glykogen bei Pilzen, Hefe und Tieren
dasselbe, wenn auch kleine Unterschiede in der Jodreaktion festzustellen sind.

Als transitorischer Reservestoff wird das Glykogen von MEISSNER-DESSAU
(1900), Konr (1908), Lunpin (1923) betrachtet. Nach Konr (1908) ist das Glykogen
ein wichtiges Zwischenprodukt der alkoholischen Girung: ,,Es wiire nicht ausgeschlos-
sen, dass erst das Glykogen zu Traubenzucker und Isomaltose abgebaut, der Spaltung
in Alkohol und Kohlensidure durch Zymase unterliegt, dass also die Hexosen nicht
direkt, sondern immer iiber das Glykogen hinweg verarbeitet werden*. LUuNDIN (1923)
stellt in seinen Versuchen iiber den Einfluss des Sauerstoffs auf die assimilatorische und
dissimilatorische Titigkeit der Hefe fest, dass sowohl bei Sauerstoffzufuhr, als auch
ohne diese, die Hefe ein schnelles und vollstindiges Verschwinden des Zuckers aus der
Versuchfliissigkeit bewirkt. Dabei soll der Zucker nicht direkt, sondern iiber Alkohol
als Zwischenprodukt zu Glykogen gespeichert werden. ’

Zahlreiche Arbeiten liegen iiber das Glykogen als Reservestoff vor. Schon
ERrERA (1885) schreibt: ,,Ce glycogéne représente pour elle (la levure de biére) une
réserve hydrocarbonée, qu’elle consommera plus tard pour sa croissance, sa multipli-
cation, sa respiration, etc., exactement comme les plantes supérieures utilisent ’ami-
don**. Nach LAURENT (1890) wird es in der Hefe bei giinstiger Ernihrung in grossen
Mengen angehiiuft, in der gleichen Weise, wie von hohern Pflanzen die Stirke. Nach
CrAuTrIAU (1895) wird Glykogen als Reservestoff bei grossem Wachstum und bei der
Sporenreife von Pilzen verbraucht. HARDEN und Youne (1902) zeigen, dass Glykogen
die hauptsiichlichste Kohlehydratreserve der Hefe ist. Zikes (1911) schreibt: ,,Zu-
sammenfassend kann man sagen, dass, wenn Zucker die einzige Kohlenstoffquelle ist
und eine geeignete Stickstoffnahrung zur Verfiigung steht, eine Assimilation der be-
treffenden Zuckerarten zu Leibes- und Reservesubstanzen der Hefe konstatiert worden

6) In diesem Zusammenhange sei auf folgende Literatur, die besonders das tie-
rische Glykogen behandelt, hingewiesen: PFLUGER (1903); LoErscHCKE (1904);
PrrRINGSHEIM u. WILL (1928); ANnuaL REVIEW oF Prysiorocy: Bd. 1, S. 277, 1939;
Bd. 4, S. 98 u. 487, 1942; Bd. 5, S. 302, 1943; Bd. 7, S. 143, 1945; Bd. 9, S. 430, 1947.
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ist*. Nach EurLeEr (1914) kann der aufgenommene Zucker zur Synthese notwendiger
Zellbestandteile des Plasmas, usw. verwendet werden, . .. ,,Weiter wird zeitweise der
Zucker bzw. das Kohlenstoffmaterial als Reservestoff in Form von Glykogen gespei-
chert, ...“. BRANDT (1941-42): ,,Bei giinstiger Nahrungszufuhr von z. B. Glukose
werden im Plasma grosse Mengen von Glykogen aufgespeichert®. STiEr, NEwTON and
SPRINCE (1939) kommen zum Schluss, dass die Gewichtszunahme der Hefe nach Zu-
gabe von Glukose auf der Speicherung von synthetisierten Stoffen, hauptsichlich
Glykogen, innerhalb der Zellen beruht.

Zahlreiche Arbeiten existieren iiber die Beziehung des Glykogens zur alkoholi-
schen Garung; spricht doch CREMER (1902) geradezu von glykogenen Gérungen, da
bei ihnen eine reichliche Anhdufung von Glykogen den Gérungsvorgang begleitet.
ME1ssNER-DEssAU (1900) vertritt ebenfalls die Ansicht von einem Parallelismus zwi-
schen Glykogenbildung und Giirung; er schreibt: ,,Man muss sich den Vorgang des
Auftretens und Verschwindens des Glykogens so vorstellen, dass, je nachdem die Neu-
bildung des Glykogens die Zerstorung desselben iiberwiegt oder nicht, es zu einer nach-
weisbaren Ansammlung bzw. zu einem Verschwinden des Glykogens in der Hefezelle
kommt. Der letztere Fall tritt dann ein, wenn nur noch geringe Mengen von Zucker in
der girenden Fliissigkeit vorhanden sind und wenn der Zucker daraus infolge der
Zymasewirkung vollstindig verschwunden ist*. Grss (1904 ; Zitat Konr 1908, S. 53)
hilt das Glykogen in seiner Girungstheorie fiir einen Reservestoff, der fiir die Atmung
in Luft und fiir die Girung in Abwesenheit von Luft bestimmt ist. Die Ansicht, es be-
stehe eine Beziehung zwischen Giérung und Synthesefihigkeit, vertritt auch WERT-
HEIMER (1930): ,,Zuniichst zeigte sich niamlich, dass nur jene Zucker verschwinden, die
auch synthetisiert werden und auch vergiren. Langsam vergarende Substrate ver-
schwinden langsamer, und die Synthese braucht lingere Zeit*“. Eine weitere Vertiefung
der Theorie brachten WIiLLsTATTER und RorpEWALD (1937), wie aus folgenden Worten
ersichtlich ist: ,,Die Umwandlung des Kohlehydrats verlauft nicht nach Meyerhof in
einer Entstehung von Kohlehydratphosphorsiure, sondern die Gesamtmenge des
Zuckers wird unter Verlust des Reduktionsvermégens von der Hefe aufgenommen. Er
wird in der einleitenden Reaktion der Girungen einverdichtet**. Nach BrtUckE (1933)
nimmt die Glykogenbildungsfihigkeit mit der Girung ab und der bei der Girung sich
bildende Alkohol ist beziiglich seiner Glykogenbildungsfihigkeit der Glukose ebenso
unterlegen wie der von aussen zugefiigte (s. LunpIN 1923). Gopa (1938) zeigt, dass
frische Bierhefe bei Zusatz von Glukose eine kurze Induktionsperiode der Girung mit
gleichzeitiger Speicherung von Glykogen aufweist. Dagegen zeigt lange gelagerte
Bierhefe und Bickerhefe eine geringe oder keine Induktionsperiode und keine Speiche-
rung von Glykogen. Er nimmt an (im Gegensatz zu WILLSTATTER und ROHDEWALD,
1937), dass die Glukose beide Male direkt vergoren wird und dass in der alteren Hefe
die zusitzliche Speicherung des Glykogens in Wegfall kommt.

Physikalisch-chemischuntersucht wurde das Glykogen von CLAUTRIAU (1895);
CreMER (1894, 1902); Vorr (1891) nimmt die Theorie der Anhydridbildung an: Gly-
kogen entsteht aus Kohlehydraten (Traubenzucker) unter Abspaltung von Wasser.
Nach HErzoc und JANCkE (1920) ist das Glykogen der Stiarke chemisch sehr nahe ver-
wandt; iiber weitere chemische Eigenschaften des Glykogens s. MEYER (1943, S. 109 ff.).
STOCKHAUSEN und SILBEREISEN (1936) erbringen den Nachweis, dass Hefegummi und
Glykogen in der Hefe auf Grund ihres spezifischen Drehungsvermdégens und der bei der
Hydrolyse gebildeten Glukosemenge identisch sind.

Uber die Beziehungen zwischen der Zeitund der Glykogenbildung schreibt LAu-
RENT (1890): ,,Trois heures aprés I'introduction de la levure dans le mott sucré, il
existe déja dans les cellules du glycogéne en assez grand quantité®‘. In Versuchen, die
er mit 109 iger Saccharoselosung und bei 28° C ausfiihrte, fand er nach 5 Stunden eine
sehr deutliche Glykogenreaktion; nach 22 Stunden: ,, ... il y a énormément de glyco-
géne dans le dép6t*; nach 101 Stunden erwies sich der Glykogengehalt als vermindert.

8
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CLAUTRIAU (1895), welcher 129ige Saccharoselosung bei 30° C auf Hefezellen einwir-
ken liess, stellt fest, dass der maximale Glykogengehalt etwa nach 5 Stunden erreicht
ist und dass er withrend 5 bis 6 Stunden unverindert bleibt. PAvy und BywATERS (1908)
untersuchten die Glykogenbildung mit 109, iger Dextroselosung bei 35° C quantitativ:
In einer ersten Versuchsserie stieg der Glykogengehalt in 214 Stunden von 4,84 auf
11,669,. Letzteres war der hochste erreichte Wert. Nach 4 Stunden fiel der Glykogen-
gehalt auf 9,339, ; sie schreiben: ,,The results noted, show that first of all storage of the
glycogen formed by the yeast cell takes place, and afterwards, presumably an exhaus-
tion of the allotted amount of sugar is approached, application of the stored glycogen
occurs for the maintenance of the cell operations carried out*. RusNER (1912) fragt,
was mit dem durch die Hefezelle aufgenommenen Zucker geschehe, und schreibt: ,,Es
ist bekannt, dass die Hefe imstande ist, gréssere Mengen von Glykogen aufzuspeichern;
.. . Das Glykogen bleibt in der Hefe oft lange Zeit liegen und wird wohl zumeist nur bei
Mangel an Zucker in der Nihrfliissigkeit zur Zeit der Nachgirung verbraucht, . .“.
WiILLSTATTER und RoHDEWALD (1937) haben in ihren Forschungen mit Glukose und
Maltose als weiteres Ergebnis erarbeitet, dass die Hefe rascher Glukose aufnimmt, als
die Girung einsetzt. WINZLER und BAUMBERGER (1938) kommen zur Feststellung, dass
ein grosser Teil der Glukose, welche aus einer Suspension verschwindet, in der Zelle zu
Kohlehydrat synthetisiert wird.

Experimentelle Ergebnisse

I. Einfluss von Temperatur und Glukosekonzentration
auf die Glykogenbildung

Dass die Glykogenbildung bei niedrigeren Temperaturen langsamer
verlduft als bei hoheren, stellt schon ME1ssNER-DEssAU (1900) in seinen
Parallelversuchen mit Objekttrigerkulturen und mit im Bottich géren-
der Hefe fest. Auch GEIGER-HUBER und MUsFELD (1942) beobachteten,
dass bei 359 C die Glykogenbildung etwas rascher verlauft als bei 25° C.
CreEMER (1894) schreibt: ,,Bringt man Carenzhefe mit ziemlich konzen-
trierten (5-109,) Losungen von Traubenzucker, Rohrzucker, Liavulose in
Beriithrung, so tritt alsbald intensive Hefeglykogenreaktion auf. Bei
Traubenzucker in 3 bis 4 Stunden®. Nach LiNDNER (Zitat Z1kEs 1911)
besteht das einfachste Mittel, eine Hefe reich an Glykogen zu machen
darin, dass man sie 24 Stunden in einer 20%,igen Glukose- oder Saccha-
roselosung liegen lisst. WATTIER und STERNON (1942) schreiben: ,,Une
culture de levure de mott de biére, agée de 24 a 48 heures, renferme des
cellules riches en glycogéne®. Uber den Einfluss der Zuckerkonzentra-
tion auf die Glykogenbildung berichten auch die Arbeiten von LAURENT
(1890), PAvy und BywATEgRrs (1908), WINZLER und BAUMBERGER (1938),
STiER (1939). ‘

In den Tabellen 3—7 finden sich die zu bestimmten Zeiten ermittelten
Werte der Glykogenbildung in der Population, dargestellt in Abhén-
gigkeit von Temperatur und Glukosekonzentration. Die Hefe-
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suspensionsdichte betrigt in allen Fillen 1,20/ .. Weitere Spalten ent-
halten die Halbwertszeiten, deren Mittelwerte mit mittlerer
Abweichungin Prozenten und die zugehoérigenreziproken Werte;
aus technischen Griinden sind alle reziproken Werte mit 1000 multipli-
ziert?).

Verfolgt man die Versuchsergebnisse der verschiedenen Glukose-
konzentrationen in Abhingigkeit von der Temperatur, so ergeben sich
folgende Feststellungen:

a) Glukosekonzentration 0,059% (Tabelle 3): Hier verliduft
die Glykogenbildung innerhalb der Population bei den Temperaturen
00 C bis 40° C normal; d. h. nach dem Typus der S-Kurve. Bei 42° C
aber macht sich bereits ein schiidigender Einfluss geltend, und zwar wie
folgt: Sichtbare Schidigung tritt 45 Minuten nach Einwirkung der Ver-
suchstemperatur oder 30 Minuten nach der Glukosezugabe ein. Nach
dieser Zeit erfolgt die Zunahme der Glykogenbildung unregelmissig,
und nach 65 Minuten Gesamteinwirkungszeit der Temperatur ist sogar
eine Abnahme des Glykogengehaltes festzustellen. Die in diesem,
schon auf Seite 109besprochenen Versuche, 151 Minuten nach der Tempera-
tureinwirkung ausgefiithrte Probe mit Methylenblau ergibt auf 198 Zellen
nur 2 tote. Der Gehalt an toten Zellen steigt demnach von 0,19 bei Ver-
suchsbeginn auf 19, bei Versuchsende, ein Unterschied, der auf die Ver-
suchsergebnisse keinen wesentlichen Einfluss ausubt. Aus diesem Ver-
such geht hervor, dass diese Temperatur vor allem eine funktionelle
Schidigung aller Zellen bewirkt und weniger einzelne Zellen tétet.

b) Glukosekonzentration 59, (Tabelle 4): Hier verliuft die
Glykogenbildung nach dem iiblichen S-Kurventypus. Bei 42°C
macht sich nach 39 Minuten Einwirkungszeit ein hemmender Tempera-
tureinfluss geltend, was auch dem viel flacheren Verlauf der zweiten
Kurvenkrimmung entspricht. Die Verhiltnisse liegen aber nicht gleich
wie bei der Konzentration 0,05%,, wo der Glykogengehalt nach einer be-
stimmten Zeit zu schwinden beginnt, sondern hier enthalten nach 120
Minuten alle Zellen.der Suspension Glykogen. Der langsamere Ver-
laut der Glykogenbildung ist nicht auf ein Abnehmen der Glukose-
konzentration im Suspensionsmilieu zuriickzufithren, sondern auf den
Einfluss der hohen Temperatur.

) Um den Grad der Signifikanz zwischen den Mittelwerten zweier Beobachtungs-

gruppen beurteilen zu kénnen, ist es nétig, ein Genauigkeitsmass anzugeben (¢), das
zusammen mit der Zahl der Versuche (n) eine Beurteilung erlaubt; in Anlehnung an

Fisuer (1946) und Burw (1937, S. 21) ist g:i\/ E(dzl) gewihlt, wobei d die
n(n—
Abweichung des Einzelwertes vom Mittelwert bedeutet.
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¢) Glukosekonzentration 109, (Tabelle 5): Auffallend ist auch
hier der unregelmissige Verlauf der Glykogenbildung bei 42° C, was auf
den schidigenden Temperatureinfluss zuriickzufiihren ist.

d) Glukosekonzentrationen 159% und 209, (Tabellen 6 und
7): Bei diesen Konzentrationen féllt auf, dass schon bei 40° C nicht mehr
alle Zellen der Suspension Glykogen bilden und dass bei 42° C praktisch
die Glykogenbildung ausbleibt: Es finden sich bei 159, Glukose nur ab
und zu Zellen mit Glykogen oder mit Andeutungen davon, wihrend
bei 20%, keine Spur von Glykogenbildung festgestellt werden kann.
Wihrend in den Versuchen Nr. 42 und 43 (Tabelle 7) die Glykogenbil-
dung normal verlduft (der Endwert von 1009, ist nach 102 bzw. 120
Minuten erreicht), enthalten bei den Versuchen Nr. 62 und 63 nach
120 Minuten erst 409, bzw. 389, der Zellen Glykogen. Diese Unregel-

- 160
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45 °C

TEMPERATUR

Abb. 4. Einfluss der Temperatur auf die Geschwindigkeit der Glykogenbildung. Hefe-
suspensionsdichte 1,2°/,,.

Glukosekonzentrationen: QO——0O 0,059,
O—0O 5,0 9%
A——A 10,0 9
o—= 150 %
Xx——x 20,0 9%
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missigkeit ist verstindlich, wenn man bedenkt, dass diese Versuchs-
temperatur schon nahe an der obern Grenze (ca. 41° C) liegt und auch bei
der fabrikmissigen Herstellung der Hefe zweifellos Unterschiede in der
Aufzucht nicht véllig zu vermeiden sind. Bei 42° C zeigt sich nach 240
Minuten keine Spur von Glykogenbildung.

In Abb. 4 sind die reziproken Werte der Halbwertszeiten
der Versuche in Abhingigkeit von der Temperatur und der Glu-
kosekonzentration dargestellt. Wie daraus hervorgeht, verlduft die Ge-
schwindigkeit der Glykogenbildung nach Optimumkurven,
die zudem infolge der Abhingigkeit von der Glukosekonzentration ent-
sprechend verschieden liegen. Die Geschwindigkeit der Glykogen-
bildung nimmt von 0° C an beschleunigt zu, geht von un-
gefahr 30° C an allméahlich ins Optimum iber und nimmt
von ungefihr 38° C an sehr rasch ab.

Beim nihern Betrachten der Kardinalpunkte ergeben sich fol-
gende interessante Feststellungen:

1. Fiir das Minimum ist vor allem auffallend, dass die Geschwindig-
keit bei 0° C nicht null ist. Schon RUBNER (1912) weist an toluo-
lisierter Hefe bei 0° C noch geringe Glykogenbildung nach. Er zieht
daraus den Schluss, dass es sich um eine Fermentwirkung handelt,
welche den Tod der Zelle iiberlebt. Extrapoliert man die Kurven
der Abb. 4 graphisch, so diirfte die untere Temperaturgrenze der
Glykogenbildung ungefihr bei —6 bis —8° C liegen ; vermutlich ist
auch sie, dhnlich wie die obere Temperaturgrenze, von der Glukose-
konzentration abhingig. Der Tod der Zellen braucht auch bei diesen
Temperaturen noch keineswegs einzutreten; auf alle Fille sei fest-
gehalten, dass die Zahl der toten Zellen bei Versuchen mit 0° C
nie erhoht gefunden wurde.

2. Das Optimum liegt unabhingig von der Glukosekonzen-
tration ungefihr bei 34° C.

3. Die Maxima hingen von der Glukosekonzentration ab, und zwar
so, dass bei hoherer Glukosekonzentration die Glykogenbildung
eher aufhort als bei niedrigerer (siche hiezu auch S. 124 ff). Es er-
geben sich fiir die verschiedenen Glukosekonzentrationen etwa
folgende Maxima:

Glukosekonzentration 0,059, Maximum 42,59 C

Glukosekonzentration 5 9 Maximum 42,5° C
Glukosekonzentration 10 9 Maximum 42,2° C
Glukosekonzentration 15 9 Maximum 41,2° C

Glukosekonzentration 20 9 Maximum 40,8° C
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Die aus den bisherigen Ausfithrungen ersichtliche Abhingigkeit der
Glykogenbildung, sowohl von der Temperatur als auch von der
Glukosekonzentration, liasst sich auch bei enger gewihlten Inter-
vallen der Glukosekonzentration erkennen (Tabelle 8).

Uber die Verhiiltnisse bei extrem kleinen Glukosekonzentratio-
nen orientieren Tabelle 9 und Abb. 5.

Bei der Glukosekonzentration 0,00259%, zeigte sich bei den
Temperaturen 0°, 109, 209, 30° und 40° C selbst nach 210 Minuten noch
keine Glykogenbildung. Der aufgenommene Zucker wird hier offenbar
durch die energieliefernden Reaktionen sofort verbraucht.

Bei der Glukosekonzentration 0,0059%, (Tabelle 9) enthalten
bei 0° C nach 210 Minuten nur 199, aller Zellen Glykogen; der in diesem

Tabelle 8

Glykogenbildung in Abh#ingigkeit von Temperatur und mittleren Glukose-
konzentrationen. Hefesuspensionsdichte: 1,29/,.

0,5% 19, 49, 6% 89,
Glukose-
Konzen- Halb- Rez. Halb- Rez. Ealh Rez. Bl Rez. Hailb: Rez.
Srbion Wer.ts- Wert wer'ts- Wert werjcs- Wert wer'ts- Wert wer'ts- Wert
zeit zeit zeit zeit zeit
Temp. | Min. Min. Min. Min. Min.
0°C 104 9,6
100 C 28,0 | 35 37,6 | 26 42,6 | 23
159 C 20,6 | 48 21,6 | 46 36,2 | 27
20,6 | 48 19,0 | 52 32,2 31
200 C 26,0 | 38 35,0 28
22,0.| 45 29,6 | 33
259 C 8,0 | 125 20,2 | 49
8,8 | 113
300 C 6,8 | 147 9,71 103
7,0 | 143 9,8 | 102
7,0 | 143
7,5 133
33° C 7,3 | 137
350G 8,0 | 125 8,6 | 116 9,0 | 111
6,2 | 161 9,2 108 9,6 | 104
370 C 6,0 | 166
7,21 139
400 C 7,2 | 139 7,5 133 8,5 | 117
8,8 | 113 7,5| 133 8,2 | 122
11,3 | 88,5
420 C 27,0 37 33,0 30 34,0 | 29
45° C o0 0 co 0
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Versuche héchste Prozentsatz betrigt 27%, und wird nach 174 Minuten
erreicht. Diese Abnahme der Anzahl glykogenhaltiger Zellen kann auf
einer Abnahme der Glukosekonzentration im Suspensionsmilieu und
auf dem Verbrauch des gespeicherten Glykogens durch die dissimila-
torischen Vorginge beruhen. Der langsamere Verlauf der Glykogen-
bildung bei 20° C und eventuell bei 30° C gegeniiber demjenigen bei
109 C diirfte durch den stirkern Glykogenverbrauch bewirkt werden,
da Atmung und Girung bei 20° C und 30° C grésser sind als bei 100 C
(s. Abb.9). In gleichem Sinne sind auch die Ergebnisse der Versuche
bei 40° C zu deuten. In den Versuchen mit 40° C diirfte jedoch auch der
schidigende Einfluss der hohen Temperatur zum Ausdruck kommen
(siehe auch S. 109). |

Bei der Glukosekonzentration 0,019 (Tabelle 9) fillt vor
allem die Abnahme des Glykogengehaltes nach 35 Minuten bei der

160
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X= 1 3. 5

GLUKOSEKONZENTRATION X- 1072 %

Abb. 5. Geschwindigkeit der Glykogenbildung in Abhiingigkeit von minimalen Glukose-
konzentrationen. Hefesuspensionsdichte 1,2%/,.

Temperaturen: x——x  0°C O——0O 30°C
SO 10°C O—-[00 40°C
A——/\ 20°C
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Temperatur 40° C auf, eine Feststellung, die wieder @hnlich erklirt wer-
den muss, wie bei den Versuchen mit 0,0059,.

Die Glukosekonzentration 0,029 (Tabelle 9) bewirkt gegen-
iiber den kleineren Glukosekonzentrationen eine deutliche Beschleuni-
gung der Glykogenbildung.

Zusammenfassend ergibt sich, dass bei minimalen Glukose-
konzentrationen die Glykogenbildung ebenfalls temperaturab-
hingig ist. STIER (1939) vermutet, dass bei diesen niedrigsten Kon-
zentrationen der Glukosegehalt zum begrenzenden Faktor fiir die Assi-
milation wird$).

160

120

80

40
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LOG. GLUKOSEKONZENTRATION

Abb. 6. Geschwindigkeit der Glykogenbildung in Abhingigkeit von der Glukosekonzen-
tration. Hefesuspensionsdichte 1,29/,.

Temperaturen: X——X 00 C O——0O 30°C
O—"> 100C ——[] 40°C
A——A 200C ® @ 12C

8) Er fiihrte seine Versuche bei 25° C und mit einer Hefesuspensionsdichte von
7-89, aus und findet bei einer anfinglichen Dextrosekonzentration von 159, nach
18 Stunden noch 0,029, Dextrose in der Suspensionsfliissigkeit. Er schreibt: ,,This is
probably a limiting concentration of dextrose for assimilation®*.
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Auch bei extrem hohen Glukosekonzentrationen ist die
Glykogenbildung, dhnlich wie bei den niedrigsten, temperatur-
abhingig (Abb. 6).

Die fiir die Glykogenbildung optimalen Glukosekonzentra-
tionen liegen zwischen 0,59, bis 29%,.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Geschwindigkeit
der Glykogenbildung in Abhingigkeit von der Glukosekonzentra-
tion (Abb.5 und 6) von minimalen Konzentrationen bis zum
Erreichen der Optima schnell zunimmt und nach dem Uber-
schreiten der breiten Optima schneller und dann langsamer
abnimmt; unterste und oberste Glukosekonzentrations-
grenze der Glykogenbildung sind temperaturabhingig.

II. Dichte der Hefesuspension und Glykogenbildung
Die Untersuchung von MUsreLD (1942) iiber die Abhéngigkeit der

Glukoseaufnahme von der Hefesuspensionsdichte®) liess sich erweitern
durch Versuche iiber die Geschwindigkeit der Glykogenbildung.

Aus Abb. 7 ist eine klare Abhiingigkeit ersichtlich, indem die Ge-
schwindigkeit der Glykogenbildung mit zunehmender Sus-
pensionsdichte anfinglich rasch und dann sich asymptotisch einem
Endwert nihernd, zunimmt. Es handelt sich also bei der Suspen-
sionsdichte wie bei der Temperatur und Glukosekonzentration, um
einen weitern Faktor, welcher den Verlauf der Glykogenbildung beein-
flusst. Eine Ergidnzung dieses Befundes ergibt sich auch aus einer bei
den andern Versuchen gemachten Beobachtung: Bei noch so sorgtiltiger
Herstellung der Suspension kommt es vor, dass nicht alle Zellen frei im
Suspensionsmilieu schwimmen, sondern sich darin einige Zellklimpchen
finden; in allen Fillen wurde beobachtet, dass die zu Klimpchen
verklebten Zellen Glykogen rascher speichern als die im Sus-
pensionsmilieu frei schwimmenden!?). In was diese eindeutig
festgestellte Abhingigkeit der Glykogenbildung ihre eigentliche Ursache
hat, ist vorlidufig véllig unbekannt. Eine Beeinflussung der Geschwin-

digkeit der Glykogenbildung durch die Abnahme der Glukosekonzen-

%) ,,Die Anderung der Suspensionsdichte wirkt sich besonders stark bei der Glu-
koseaufnahme aus, indem dort die Glukoseaufnahme bei verdiinnten Suspensionen
erheblich gréosser ist. Der Glukoseverbrauch zeigt dieses Abhingigkeitsverhiltnis
lange nicht in diesem Masse, was auch aus der Veriinderung des Quotienten zwischen
Aufnahme und Verbrauch hervorgeht* (MusreLD 1942, S. 611).

19) Weil sich diese verklebten Zellen anders verhalten, wurden sie jeweilen beim
Auszihlen nicht mitgezihlt.
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Abb. 7. Geschwindigkeit der Glykogenbildung in Abhéngigkeit von der Hefesuspen-
sionsdichte.

Temperaturen: /A——/ 35°C Glukosekonzentrationen: o sne= 0,590
0—10 25c —eme—e 5,09,

tration in der Aussenlésung ist wenig wahrscheinlich, da Zuckerbestim-
mungen am Ende der Versuche eine unwesentliche, kaum messhare
Abnahme ergaben. Dies ist auch insofern nicht verwunderlich, als es
sich, besonders bei den Versuchen, die sich auf Temperaturen von 25° C
und 35° C erstrecken, um verhiltnisméssig kurze Versuchszeiten han-
delt. Selbst, wenn die Abnahme der Glukosekonzentration im Suspen-
sionsmilieu eine wesentlich gréssere wire, wiirde sie, wie Versuche ge-
zeigt haben, keine so grossen Unterschiede in der Geschwindigkeit her-

vorrufen.
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III. Die Glykogenbildung nach Zugabe verschiedener Zuckerarten

Auf der Basis der bisherigen Versuche und der einschligigen Lite-
ratur ist es von Interesse, den Einfluss verschiedener Zuckerarten auf
die Glykogenbildung zu untersuchen.

Schon LAURENT (Tome I, 1890) schreibt: «Tous les sucres sont ali-
mentaires, mais a des degrés bien différents. Ainsi la glycose, la lévu-
lose et surtout la saccharose et la maltose sont extrémement favorables
a la croissance et a la production de glycogéne». Nach Vorr (1891) er-
folgt die grosste Ansammlung von Glykogen nach Aufnahme von Trau-
benzucker, Rohrzucker und Livulose. CREMER (1894) nimmt an, dass
die Lidvulose durch die Hefezelle in Dextrose umgewandelt wird. Er
schreibt: ,,Ist nicht iiberhaupt die Probe auf Vergirbarkeit eines Zuckers
identisch mit der Probe auf die leichte Umwandlungsfihigkeit durch
Zellen, hier die Hefezellen, in Traubenzucker resp. in Hefeglykogen.*

::::
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Abb. 8. Geschwindigkeit der Glykogenbildung bei Zugabe verschiedener Zuckerarten

Zuckerkonzentration m/30; Hefesuspensionsdichte 3%/y,.
\
30°C\\\\\
1 = Raffinose; 2 = Saccharose; 3 = Maltose; 4 = Glukose; 5 = Fruktose;
6 = Mannose; 7 = Galaktose.
Laktose, Arabinose und Xylose bildeten kein Glykogen.

Temperaturen: 15°C:
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Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen 10 und 11 und die
Geschwindigkeiten fiir die Temperaturen 15° C und 30° C in Abb. 8 dar-
gestellt. Die grosste Geschwindigkeit bewirkt Glukose; die Eignung von
Raffinose, Saccharose, Fruktose und Mannose ist unter sich unwesent-
lich verschieden. Wiihrend die Glykogenbildung durch diese Zucker keine
Merkmale aufweist, die nicht schon bei der Darstellung der Versuche mit
Glukose Erwihnung fanden, verhilt sich die Glykogenbildung durch
Maltose und Galaktose etwas anders, weshalb diese Versuche hier
ausfithrlicher besprochen seien.

Maltose:

a) Versuchstemperatur 30° C (Tabelle 10): Die Glykogenbil-
dung innerhalb der Population erfolgt anfinglich sehr schnell, nimmt
aber ungefihr beim Erreichen der .Halbwertszeit sehr stark ab. Auf-
fallend ist der Unterschied im Glykogengehalt der einzelnen Zellen;
neben Zellen mit sehr viel Glykogen (grosse Ballen) finden sich solche
mit wenig oder keinem, ein Kontrast, der bei den iibrigen Zuckern
nie beobachtet wird. Es wurden deshalb in Versuch Nr. 96 auch die
Zellen mit sehr viel Glykogen ausgezihlt. Wie daraus hervorgeht, ver-
laufen Glykogenbildung und Zunahme der Zellen mit sehr viel Gly-
kogen annihernd parallel.

b) Versuchstemperatur 15° C (Tabelle 11): Nach anfanglicher
grosser Steigung tritt hier die Geschwindigkeitsabnahme in besonderm
Masse hervor. In Versuch Nr. 97 enthalten nach 442 Minuten erst 789,
aller Zellen Glykogen, obschon es nach 40 Minuten bereits 259, sind.

Allgemein setzt also die Speicherung des Glykogens nach Zugabe
von Maltose spiter ein und beansprucht lingere Zeit als zum Beispiel
bei Zugabe von Raffinose, Saccharose, Glukose, Fruktose und Mannose.
Zudem ist die Geschwindigkeit bei den verschiedenen Zellen sehr unter-
schiedlich; alte Zellen speichern auch hier besonders schnell. Neben
prall gefiillten Zellen finden sich solche mit dusserst wenig oder gar
keinem Glykogen. Das Bild der Glykogenbildung der Zellen
ist also hier ein anderes als bei simtlichen ibrigen Zuk-
kern; man kann geradezu zwischen einem Glukose- und Maltose-
typus unterscheiden (s. a. S. 155).

Die Reaktion nach BARFOED fiel bei Maltose negativ und bei simt-
lichen iibrigen Zuckern positiv aus, woraus sich ergibt: Maltose wird
als solche in die Zelle aufgenommen und direkt in Glykogen umgewan-
delt, es sei denn, sie wird dort noch in Glukose gespalten: im Gegensatz
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dazu werden die iibrigen glykogenbildenden Di- und Trisaccharide, auf
Grund der Reaktion nach BArroED, vor der Aufnahme in Mono-
saccharide gespalten. Dass Maltose vor der Aufnahme nicht in Glukose
gespalten wird, nehmen LAURENT (Tome I, 1890), WILLSTATTER und
RoupEwALD (1937) und BEYERINCK (1889) an. Nach WILLSTATTER und
RoupEWALD (1937) wird Maltose bei langer Versuchsdauer, 48 Stunden
und linger, als Glykogen gespeichert. AmTHOR (1888) fithrte mit Saccha-
romyces apiculatus Versuche aus und kommt zum Ergebnis, dass Mal-
tose durch diese Hefe nicht direkt, sondern iiber Dextrose vergoren wird.

Galaktose:

Bei 300 C (Tabelle 10) verlduft die Glykogenbildung normal; das
heisst, der Endwert von 100%, wird erreicht.

Die Versuche bei 15°C (Tabelle 11) weisen eine grosse Unregelmissig-
keit auf; der Halbwert wird nicht erreicht. Zellen mit viel Glykogen
wurden bei beiden Temperaturen nie beobachtet. Es lasst sich daraus
der Schluss ziehen, dass Galaktose als Glykogenbildner nicht besonders
gut geeignet ist.

Laktose, Arabinose und Xylose, ebenso Mannit bildeten in
meinen Versuchen weder bei 15° noch bei 30° C Glykogen; dabei ist
hervorzuheben, dass bei Laktose die Reaktion nach BARFOED negativ
ausfiel.

Beziehung zwischen Glykogenbildung und Giarfihigkeit

Es war nun auch von Interesse zu erfahren, ob zwischen Glykogen-
bildung und Girfihigkeit ein Zusammenhang bestehe. Die Vergiir-
barkeit wurde mit Girrohrchen nach EiINHORN bestimmt, bei der Tem-
peratur 30° C, mit einer Zuckerkonzentration 1/30 molar und mit einer
Hefesuspensionsdichte von 3°/,,.

Nach StoNE und ToLrLENs (1888) ist ausser Traubenzucker und
Fruchtzucker die Galaktose noch véllig, die Laktose dagegen nicht ver-
giarbar. CREMER (1902) kommt ebenfalls zu einem Parallelismus zwi-
schen Glykogenbildung und Gérung. Schon 1892 schreibt CREMER:
,,Die am leichtesten vergirenden Zucker von den bisher untersuchten
einfachen Zuckern, Dextrose und Léavulose, sind unzweifelhaft Glyko-
genbildner; und 1894 schreibt er: ,,In der Beeinflussung der Hefegly-
kogenbildung unterscheiden sich nach meinen bisherigen Versuchen die
girenden Zuckerarten typisch von allen andern Stoffen.«“ Die Rolle des
Glykogens als Zwischenprodukt der alkoholischen Girung auf Grund
der Hypothese von GrUss wird von Eurer (1914) untersucht; er
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kommt aber dabei zu keinem sichern Schluss. Nach Nivssow (1941)
wird Laktose durch gewohnliche Press- und Bierhefe nicht vergoren,
dagegen durch spezielle Laktosehefen. Man kann sogar die Gattung
Saccharomyces nach dem Girungsvermogen fiir verschiedene Zucker-
arten in entsprechende Gruppen unterteilen (Roxirzra 1949, S. 78).

Meine Versuche ergeben eindeutig, dass zwischen Gér- und Glyko-
genbildungsfihigkeit eine Parallelitdt besteht; das heisst, es bilden
nur diejenigen Zucker Glykogen, die von der Hefe auch vergoren werden.
Stiarkste Girung weist Saccharose auf, dann folgen Glukose, Fruktose,
Raffinose, Mannose, Maltose und zuletzt Galaktose (sehr schwach).
Die geringe Gidrung mit Maltose lidsst sich mit ihrem Verhalten bei der
Glykogenbildung leicht vereinbaren.

IV. Einfluss von Abbauprodukten des Kohlehydratstoffwechsels auf die
Glykogenbildung

Nach MeverHOF (1930) werden verschiedene Abbauprodukte der
Kohlehydrate im Muskel zu Glykogen resynthetisiert; es war deshalb
von Interesse zu untersuchen, ob auch die verwendete Hefe diese Fahigkeit
besitzt.

Die Versuche wurden mit der bis jetzt verwendeten Methode aus-
gefiihrt: Temperatur 30° C; Hefesuspensionsdichte 39/,,; gleichzeitig
wurde die Girung mit Gérrohrchen nach EINHORN einer qualitativen
Priifung unterzogen. Um Gewissheit iiber die Aktivitit der Hefe zu
haben, wurden zur Kontrolle Glykogenbildung und Géarung unter Zu-
gabe von Glukose verfolgt. Bei den Kontrollversuchen konnte in jedem
Falle Girung und Glykogenbildung festgestellt werden.

Es wurden folgende Stoffe untersucht:

Brenztraubensaures Natrium in Konzentrationen von 0,1; 1; 2;

49,

Glycerin in Konzentrationen von 0,5; 2; 4; 89
Milchsiure in Konzentrationen von 0,05; 0,5; 2; 49,
Aethylalkohol in Konzentrationen von 0,5; 1; 2; 49,
Essigsidure in Konzentrationen von 0,05; 0,5; 2; 49

In keinem Falle konnte, selbst nach 8 Stunden, Glykogenbildung
oder Girung beobachtet werden.

Dies ist interessant, da wenigstens fiir einzelne Stoffe Garfihigkeit
angegeben wird. So schreiben EULER und LiNDNER (1915), dass manche
Hefen den Alkohol ebenso gut assimilieren wie jede Zuckerart, und
wie bereits erwihnt, wird nach Lunxpin (1923) nicht der Zucker, son-
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dern das Zwischenprodukt Alkohol assimiliert. Auf alle Félle durfen
diese Versuche die schon frither geiusserte Ansicht erhiirten, wonach

Glykogenbildung und Giarbarkeit parallel laufen.

V. Energetische Vorgiinge in der Zelle und Glykogenbildung

a) Temperatureinfluss: Um eine Beziehung zwischen Glyko-
genbildung und den energieliefernden Reaktionen der Zelle zu erhalten,
wurden im Temperaturbereich zwischen 15,5% C und 500 C fiir die Glu-
kosekonzentration 0,29, 29, 4%, und 89 Atmung und Girung mit
der Warburgapparatur gemessen!?).

Wie aus diesen Versuchen (Abb. 9) hervorgeht, steigt die Atmung
mit zunehmender Temperatur ziemlich gleichmissig an bis zum Maxi-
mum von 40° C und fillt dann zwischen 40° C und 509 C rasch ab.
Die Atmung (O,-Verbrauch) zeigt bei héherer Glukosekonzentration
eine Steigerung bei 309 C; fiir die CO,-Bildung (Abb. 9) ist eher das
Umgekehrte der Iall. Berechnet man die Kurven der reinen Girung
(totale CO,-Bildung minus CO,-Bildung durch Atmung), so ergibt sich,
dass das Maximum bereits bei 35° C erreicht wird. Auch bei 0° C finden
noch geringe Atmung und Girung statt: Bei 3 em? 29/, Hefesuspension
und 0,69, Glukosekonzentration betrugen O,-Verbrauch und CO,-
Bildung in 75 Minuten 5 mm? bzw. 3 mm?3 12),

Vergleicht man den Verlauf der Atmung und Gérung mit der Gly-
kogenbildung, so fallen vor allem die Unterschiede in den Optima und
in den Temperaturen oberhalb 40° C auf. Wihrend das Temperatur-
optimum der Glykogenbildung bei ca. 34° C liegt, finden sich die Optima
der Atmung und Girung bei etwa 40° C. In meinen Versuchen ist ferner
die Feststellung auffallend, dass bei 45° C und 50° C noch Atmung und
Giarung, wenn auch stark abnehmend, gemessen werden kénnen, trotz-
dem schon bei etwa 43° C keine Glykogenbildung mehr stattfindet.
Daraus ergibt sich, dass Glykogenbildung und energieliefernde Reak-
tionen in den Bereichen des Temperaturoptimums und der obern Tem-
peraturgrenzen nicht parallel verlaufen; die Zelle stellt die Bildung von
Reservestoffen ein, bevor die dissimilatorischen Vorginge zum Stillstand
kommen.

Man konnte vermuten, dass diese Erscheinung daher rithrt, weil
Atmung und Giérung bei 45° C bereits schon so hohe Werte erreichen,

') Die Messungen wurden unter freundlicher Mithilfe von cand. phil. H. P. RIEDER

ausgefiihrt, wofiir ich ihm herzlich danke.

'?) Die Volumenangaben der Gase bei Girungs- und Atmungsversuchen beziehen
sich auf den Zustand bei 0° C und 760 mm Hg.
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Abb. 9. Sauerstoffverbrauch und Kohlendioxydbildung wihrend 75 Minuten nach der
Glukosezugabe. Hefesuspensionsdichte 2°/,.

Co, Glukosekonzentrationen: <&——C 0,29

———— 0, O—1=01 2,0%
D—A 4,0%

O—0O 8,0%

dass die Geschwindigkeit des Glykogenabbaus diejenige des Glykogen-
aufbaus tibertrifft. Diese Vermutung ist unrichtig, denn Abb. 9 zeigt, dass
Atmung und Girung bei 45° C Werte zeigen, die anndhernd jenen bei
33-35% C entsprechen, d. h. also jener Temperatur, bei der ein Maximum
der Glykogenbildung festzustellen ist; Atmung und Girung bei 50° C
sind aber bedeutend kleiner. Ausserdem muss aus diesen Versuchen der
Schluss gezogen werden, dass mindestens in den Temperaturbereichen
oberhalb 43° C der Zucker vor der Vergirung und Veratmung nicht
zuerst in Glykogen umgewandelt werden muss.

b) Versuche unter anaeroben Bedingungen: Stier (1939)
untersuchte die Kohlehydrat- und Fettspeicherung in Backerhefe, indem
er O,-freien Stickstoff durchleitete. Er kommt zum Ergebnis, dass unter
anaeroben Verhiltnissen der Betrag der gespeicherten Kohlehydrate
grosser ist, als bei Anwesenheit von Sauerstoff; dies tritt allerdings erst
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2-3 Stunden nach der Glukosezugabe ein, vorher besteht zwischen

aeroben und anaeroben Bedingungen kein Unterschied.

In den eigenen Versuchen wurde der Stickstoff einer Stahlflasche entnommen, und
zur Entfernung des Sauerstoffes durch eine Pyrogallollésung und iiber mit Pyrogallol
getrankten Bimsstein, sowie durch eine Reduktionsrghre mit glithendem Xupfer-
drahtnetz geleitet. Ein eingeschaltetes Gefiss mit Aqua dest. diente der Erhaltung einer
normalen Dampfspannung; trockener Stickstoff kénnte durch Wasserdampfaufnahme
die Konzentration in den Versuchsfliissigckeiten veriandern. Die vor jedem Versuch aus-
gefithrte Phosphorprobe zeigte, dass der gereinigte Stickstoff praktisch sauerstoff-
frei war. Zur Kontrolle wurde stets ein Versuch unter aeroben Bedingungen ausgefiihrt.
Im folgenden sei die Durchfithrung eines Versuches im einzelnen wiedergegeben:

1. Durchleiten von Stickstoff durch die Hefesuspension, ohne Schiitteln, wihrend

1 Stunde 15 Minuten.

2. Pipettieren aus der Suspension in die Versuchsgefisse, Durchleiten von Stickstoff,

mit Schiitteln, wihrend 2 Stunden 40 Minuten.

Leiten von Stickstoff durch die Glukoselosung, wihrend 45 Minuten.

4. Verschliessen der Hefesuspensionen und Glukoselosungen enthaltenden Gefisse
mit Gummistopfen.

. Einwirkung der Versuchstemperatur, withrend 15 Minuten.

. Zusammengiessen der Glukoselésungen und Hefesuspensionen.

7. Probeentnahmen zu den in Tabelle 12 enthaltenen Zeiten nach der Glukosezugabe.

Tabelle 12.

Versuch Nr. 103: Glykogenbildung unter aeroben und anaeroben Bedingun-
gen; Temperatur 30° C; pH ca. 5,5; Zucker: Glukose; Hefesuspensionsdichte: 3%/,,.

w

N L

Qikosp- Halbwarts-
Konzen- Minuten 4 6 8 |10 | 12| 14| 24|29 | 35| 42| 50 it
tration
o | - E% Min.
m/30 aerob 0 [ 18] 60|77 | 93 [100 ; 7,5
anaerob 0 {18] 60| 75| 91 (100 7.5
m/1 aerob 0 | 14 | 41 | 66 |100| 37,5 |
anaerob 0 | 16 | 50 | 66 100| 37,0 |

Da in diesem Versuch (Tabelle 12) kein Unterschied in der Ge-
schwindigkeit der Glykogenbildung zwischen aeroben und anaeroben
Verhiltnissen festgestellt werden konnte, wurde, um die Gewissheit
sicherer anaerober Bedingungen zu vergriossern, die Methode wie folgt
abgeidndert: Zum Verschliessen der Versuchsgefisse wurden speziell zu-
gerichtete Gummistopfen angefertigt, die es ermiglichten, dass die Ge-
fasse wihrend der ganzen Versuchsdauer nicht mehr geéffnet werden
mussten. Nachdem dann angenommen werden konnte, dass auch der
letzte Rest von Sauerstoff aus den Versuchsgefissen verdringt war,
wurden die Zuleitungs- und Ausstrémréhrchen mit einer Gasflamme zu-
geschmolzen. Im Gegensatz zu allen andern Versuchen wurde die Glu-
kose hier nicht in Liosung, sondern als Pulver in einem offenen Glasrihr-
chen zugegeben, das schon vor dem Verdringen der Luft durch Stick-
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stoff an dem Spezialstopfen angebracht worden war. Dieses kleine Réhr-

chen wurde mit einem im Stopfen gleitenden Glasstab abgestossen. Da

die

darin enthaltene kleine Glukosemenge innert kiirzester Zeit gelost

wird, konnte die Zugabe in dieser Form verantwortet werden. Die Ver-

suchsgefisse wurden nur einmal, zur Probeentnahme, geéffnet. Der Gang

der nach dieser Methode ausgefithrten Versuche sei hier im einzelnen

besprochen:

1.

2.

Versuche Nr. 104 und 105:

Leiten von gereinigtem Stickstoff durch die Hefesuspension, ohne Schiitteln,
wihrend 1 Stunde.

Abpipettieren der Hefesuspension in die Versuchsgefiisse, Befestigen der Glukose
enthaltenden Glasréhrchen an den Gummistopfen und Verschliessen der Ver-
suchsgefasse damit.

Leiten von gereinigtem Stickstoff durch die Versuchsgefisse, mit Schiitteln, wih-
rend 1 Stunde.

. Zuschmelzen der zu- und abfithrenden Glasréhren.

Schiitteln der gasdicht verschlossenen Versuchsgefisse withrend einer Vorperiode
von 3/, Stunden, withrend der letzten Viertelstunde genau auf Versuchstemperatur.

. Weiterschiitteln, abstossen der Glasréhrchen vom Stopfen (= Zugabe der Glu-

kose) und Probeentnahmen gemiss den Zeittabellen (Tab. 13 und 14).

Tabelle 13.
Versuch Nr. 104: Glykogenbildung in Abhéngigkeit von aeroben und anaero-

ben Bedingungen; Temperatur 30° C; pH ca. 5,8; Glukose-Konzentration m/30;
Hefesuspensionsdichte: 3%/,.

Minuten 6 9 12 15 | Halbwerts-
zelt
oL o Min.
aerob . . . . . . .. 22 68 88 100 7,8
anaerob . . . . . . . 15 71 88 100 7,8

Tabelle 14. -
Versuch Nr. 105: Glykogenbildung in Abhi#ngigkeit von aeroben und anaero-

ben Bedingungen; Temperatur 15° C; pH ca. 6,1; Glukose-Konzentration m/30;
Hefesuspensionsdichte: 3°/,.

Minuten 12 18 21 go | Halbwerts-
zeit
b5 0% Min.
aerob . . . . . . .. 14 50 68 100 20,5
anaerob . . . . . . . 17 46 67 100 20,5

Die Versuchswerte (Tabellen 13 und 14) ergeben eindeutig, dass bei

beiden untersuchten Temperaturen die Geschwindigkeit der Glykogen-

bildung sowohl unter aeroben als anaeroben Bedingungen dieselbe ist.
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Dieses Ergebnis gestattet die Schlussfolgerung, dass die Atmung
auf die Geschwindigkeit der Glykogenbildung wihrend dieser
Versuchszeit keinen Einfluss ausiibt.

Nachdem die Atmungsenergie fiir die Glykogenbildung nicht nétig
ist, ist es von Interesse zu priifen, in wieweit die Gdrung die Geschwin-

digkeit der Glykogenbildung beeinflusst.

¢) Einfluss atmungs- und géirungshemmender Stoffe:

a. Versuche mit Monojodessigsidure: Bekanntlich lassen sich
Atmung und Gérung durch Blausédure und Monojodessigséure spezifisch
hemmen und trennen (WARBURG 1923 und 1925; NiLsson, ZEILE und
v. EuLEr 1931). Nach LunpscAArD (1930 und 1932) ist der Konzentra-
tionsbereich, innerhalb dessen die Garung mit Halogenessigsiure zum
Stillstand gebracht werden kann, ohne die Atmung zu vernichten, ein
recht enger. STIER und STANNARD (1936) stellen fest, dass die innere
Atmung der Bickerhefe, wie sie die Gidrung bezeichnen, KCN-labil ist.

Tabelle 15.

Versuch Nr. 124: Glykogenbildung in Abhéngigkeit von der Monojodessigsédure-
konzentration; Temperatur 30° C; Glukosekonzentration m/30; Hefesuspensions-
dichte: 3°/,. Zugabe der Monojodessigsdaure und Glukose: gleichzeitig.

Minuten 2 4 7 10 | 14 | Halbwerts
zelt
Monojodessigsdurekonz. oG A Min.
0o o w0 & w5 wow s o 0 8 61 88 100 . 6,3
10-®* molar . . . . . . 0 8 60 88 100 6,6
10-% molar 0 14 60 88 100 6,4
10-3 molar . . . . . . nach 206 Minuten noch kein Glykogen oo

Wie aus Tabelle 15 ersichtlich ist, wird bei gleichzeitiger Zugabe
von Monojodessigsdure und Glukose die Geschwindigkeit der Glykogen-
bildung durch die Monojodessigsédure-Konzentrationen 10-> und 10-%
molar nicht veridndert, durch die Konzentration 10-®> molar aber voll-
stindig gehemmt.

Um einen Anhaltspunkt iiber den Einfluss linger einwirkendel
Monojodessigsdure zu erhalten, wurde im folgenden Versuch Nr. 125
(Tabelle 16) die Monojodessigsiure 60 Minuten vor der Glukose zuge-
geben.
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Tabelle 16.

Versuch Nr. 125: Glykogenbildung in Abhingigkeit von der Mon oj odessig-
siurekonzentration; Temperatur 30° C; Glukosekonzentration m/30; Hefesuspen-
sionsdichte: 3°/,,. Zugabe der Monojodessigsiure: 60 Minuten vor der Glukosezugabe.

N |
Minuten 2 | 4| 7|10|14 (19 26|35 |47 63 85{114/153 206 Halb-.
i wertszelt
Monojodessigsiurekonz. | 9, % Min.

0 0 6|50 88 100‘ 7,0
10-® molar 0|5 56|86|100 6,7
10-% molar 00|00 13|5/|12]8|10|29|71 )86 100 100
10-% molar nach 206 Minuten noch kein Glykogen o0

Bei der Monojodessigsaurekonzentration 10-° molar verlauft die
Glykogenbildung gleich schnell wie beim Kontrollversuch; bei der Kon-
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0,-VERBRAUCH, CO,-BILDUNG (mm®)
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Abb. 10. Einfluss der Monojodessigsidure auf Atmung und Girung. Temperatur 30° C;
Glukosekonzentration m/30; Hefesuspensionsdichte 3°/,.

Konzentration der Monojodessigsiaure: O O Kontrolle
—F CO, [J——[1 10-* molar
———— 0, A——/\  10-3 molar

Zugabe von Glukose und Monojodessigsiure: \!,
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zentration 10-* molar dagegen bedeutend langsamer: Die Halbwertszeit
betrigt 100 Minuten, bei 10-® molar kommt es nicht mehr zur Glykogen-
bildung.

Betrachtet man die Ergebnisse der beiden soeben besprochenen Ver-
suche vergleichend, so lisst sich iiber die Wirkung der Monojodessig-
siaure auf die Glykogenbildung folgendes festhalten:

1. Die Konzentration 10-5> molar bewirkt in beiden Versuchen keine
Verinderung der Geschwindigkeit der Glykogenbildung.

2. Die Konzentration 10-* molar hemmt die Geschwindigkeit nur,
wenn die Monojodessigsdure 60 Minuten vor der Glukose zuge-
geben wird; der Einfluss der Einwirkungszeit der Sdure macht sich
also hier geltend.

3. Die Konzentration 10-> molarhemmt in beiden Versuchen die Gly-
kogenbildung vollstindig;selbst 206 Minuten nach der Glukose-
zugabe konnte keine Spur von Glykogenbildung beobachtet werden.

300

N
8

100
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Abb. 11. Einfluss der Monojodessigsiure auf Atmung und Gérung. Temperatur 30° C;
Glukosekonzentration m/30; Hefesuspensionsdichte 3%/,.

Konzentration der Monojodessigsiure: O——C0O Kontrolle
_ CO, [(1——[1 10-* molar
—_———— 0, AN——/\  10-3 molar

Zugabe von Glukose (\!,) und Monojodessigsiure ( . ).
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Verfolgt man den Verlauf der in gleicher Weise und gleichzeitig
ausgefithrten Atmungs- und Girungsmessungen, so fallen vor allem die
kleinen Werte bei der Monojodessigsdurekonzentration 10-3 molar auf,
die in Versuch Nr. 124 (Abb. 10) infolge der kiirzern Einwirkungszeit der
Séure etwas grosser sind als in Versuch Nr. 125 (Abb. 11).

f. Versuche mit Blausdure: In den Versuchen Nr. 126 (Tabelle
17) und Nr. 127 (Tabelle 18) wurde Blausdure gleichzeitig bzw. 60 Mi-
nuten vor der Glukose beigefiigt. In beiden Fillen treten Unterschiede
in der Geschwindigkeit der Glykogenbildung auf.

Auffallend ist die Tatsache, dass in beiden Versuchen, sowohl bei der
Blausidurekonzentration 10-* als 10-2 molar, innerhalb kurzer Zeit Gly-
kogen gebildet wird.

Tabelle 17.°

Versuch Nr. 126: Glykogenbildung in Abhingigkeit von der KCN-Konzentration;
Temperatur 30° C; Glukosekonzentration m/30; Hefesuspensionsdichte: 3°/,; Zugabe
von KCN und Glukose: gleichzeitig.

Minuten 2 4 7 10 14 19 | 2 | 35 Hall=
! wertszelt
KCN-Konz. | 9 | | o, | Min.
0 0 8 | 41 | 81 | 100 7.8
10+% melar 0 0 | 28 | 61 | 84 | 100 9,0
10-2 molar 0 0 0 0 | 22 59 72 100 17,8

Tabelle 18.

Versuch Nr. 127: Glykogenbildung in Abhéngigkeit von der KCN-Konzentration;
Temperatur 30° C; Glukosekonzentration m/30; Hefesuspensionsdichte: 3°/y; Zugabe

des KCN: 60 Minuten vor der Glukosezugabe.

Halb-
Minuten 2 4 7 10 | 14 | 19 | 26 | 35 b
wertszelt
KCN-Konz. o5 ‘ 9% Min.
0 0 2 | 21 | 70 | 100 8,8
10-4 molar 0 o | 15 | 41 | 70 | 100 11,4
10-# molar 0 0 0o | 11 | 58 | 82 | 8 | 100 13,2

Betrachtet man die zugehorigen, gleichzeitig ausgefiihrten
Atmungs- und Gérungsmessungen (Abb. 12 und 13), so ist fiir die vor-
liegenden Betrachtungen vor allem die hemmende Wirkung der Blau-
saurekonzentration 10-2 molar interessant, die etwas grosser ist, wenn die
Siure nicht gleichzeitig, sondern 60 Minuten vor der Glukose zugegeben
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wird. In Versuch Nr. 126 (Abb. 12) sind Atmung und Girung, wenn auch
nicht null, so doch klein. Besonders interessant ist das Ergebnis von
Versuch Nr. 127 (Abb. 13) insofern, als hier, trotzdem Atmung und
Géarung durch die Blausidurekonzentration 10-2 molar vollstindig ge-
hemmt sind, in verhiltnismiissig kurzer Zeit Glykogen gebildet wird.

700
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§

0,-VERBRAUCH, CO,-BILDUNG (mm®)
8

MINUTEN

Abb. 12. Einfluss der Blausiure auf Atmung und Gérung. Temperatur 30° C; Glukose-
konzentration m/30; Hefesuspensionsdichte 3°/,.

Konzentration der Blausiure: O O Kontrolle
— CO, [J——[] 10-* molar
———— 0, A——/\  10-2 molar
Zugabe von Glukose und Blausiure: l

Alle die besprochenen Versuche dienen dem Bestreben, eine gewisse
Einsicht in die Abhingigkeit der Geschwindigkeit der Glykogenbildung
von den energetischen Verhiltnissen der Zelle zu gewinnen. Obwohl
die Versuche nicht alle Fragen restlos abgeklirt haben, so erlauben sie

doch zu schliessen, dass die Koppelung der Glykogenbildung mit den
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Abb. 13. Einfluss der Blauséiure auf Atmung und G#rung. Temperatur 30° C; Glukose-
konzentration m/30; Hefesuspensionsdichte 3%/y,.
Konzentration der Blausaure: O O Kontrolle
CO, [0——[1 10-* molar
—_— 0, A——/  10-2 molar
Zugabe von Glukose (4’) und Blausiure (‘:Y ).

Dissimilationsvorgingen, wenn iiberhaupt vorhanden, so sicher nur
locker ist, da sich die beiden Enzymsysteme in bezug auf den Einfluss
der Temperatur, des Sauerstoffs und von Hemmstoffen ganz verschieden
verhalten. Aus der Tatsache, dass die Glykogenbildung stattgefunden
hat, auch wenn Atmung und selbst Géarung abgestoppt sind, geht hervor,
dass fiir die Glykogenbildung und natirlich auch fir die Zuckerauf-
nahme keine oder nur sehr wenig Energie von der Zelle zur Verfiigung
gestellt werden muss. Ein weiteres wichtiges Resultat dieser Versuche
ist, dass der Zucker vor dem Abbau durch Girungs- und Atmungsvor-
ginge keineswegs zuerst in Glykogen umgewandelt werden muss; selbst
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wenn die Glykogenase in ihrer Titigkeit vollig. gehemmt ist (durch hohe
Temperatur), verlaufen die Dissimilationsvorgéinge mit normaler Ge-
schwindigkeit weiter.

VI. Versuche iiber den Einfluss von Ionen und Wirkstoffen auf die

Glykogenbildung

a) Einfluss von Phosphat: Aus den Arbeiten von WROBLEWSKI
(1901), HArRpEN und Youne (1906), IwaNoFF (1910), EULER und LINDNER
(1915) geht hervor, dass die Zugabe von loslichem Phosphat die Gérungs-
geschwindigkeit der Hefe steigert. Da zudem beim Kohlehydratstoff-
wechsel das Phosphat sich zu Glukoseestern verbindet (MEYERHOF und
KissLineg 1933), war zu erwarten, dass auch auf die Geschwindigkeit
der Glykogenbildung ein Einfluss bestehen kénnte.

Als Phosphat wurden NaH,PO, und Na,HPO, im Verhiltnis 2:3
verwendet. Das pH wurde am Ende der Versuche bestimmt; der mittlere
Phosphatgehalt der Hefe betrug 2,509, bezogen auf das Trockenge-
wicht13),

Tabelle 19.

Halbwertszeiten der Glykogenbildung in Abhingigkeit von der Phosphatkon-
zentration; Temperatur 30° C; Glukosekonzentration 59; Hefesuspensionsdichte:
3%/ g0-

Vers. 0 m/1000 m/100 m/10
Phosphat-Konz.
Nr. Halbwerts- Halbwerts- Halbwerts- Halbwerts-
: zeit pH z6it pH z6it pH z6it pH
lugabe des Phosphats Min. Min. Min. Min.
130 | gleichzeitig mit der
Glukosezugabe . .| 11,3 52 | 10,8 52 [ 11,1 6,4 | 10,5 6,4
86 | 20 Min. vor der
Glukosezugabe . .| 9,6 4,5 9,8 4,7 9,8 6,3 9,8 6,3
87 | 2014 Std. vor der
Glukosezugabe . .| 10,4 5;2 { 11,2 5,5 | 11,0 6,4 | 10,0 0.7

Wie aus Tabelle 19 hervorgeht, sind die Geschwindigkeiten nicht
signifikant verschieden, so dass eine Zugabe von Phosphat in diesem
Falle keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Glykogenbildung hat.
Diese Feststellung stimmt mit Forschungen von PAvy und BYwATERS
(1908) uberein; auch sie konnten durch Zugabe von Na,HPO, die Gly-
kogenbildung nicht sichtbar beeinflussen.

13) Bestimmt nach Woy und nach BrLAIR (s. TREADWELL, Kurz. Lehrb. analyt.
Chemie, 11. Aufl., Leipzig und Wien, S. 371 und 506).
10
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b) Einfluss von Kalium-Ionen: Der Kaliumgehalt der Bier-
wiirze iibt nach EULER und Linp~ER (1915, S.75) einen starken Einfluss
auf den Vergirungsgrad aus, wenn auch nach VoceL (1949, S. 99) ge-
ringe Mengen geniigen. VERZAR und PULVER (1940) untersuchten, ob
Hefe nach Zusatz von Glukose Kalium aufnimmt oder abgibt. Sie fiithr-
ten ihre Versuche mit 209%,iger Hefeaufschwemmung und bei 20° C durch;
die Konzentration der zugesetzten Glukose betrug 0,79,. Sie kommen
zum Ergebnis, dass Glukose- und Kaliumgehalt der Versuchslosung
parallel abfallen, und zwar je griosser die zugesetzte Glukosemenge, desto
orosser ist auch die Kaliumabnahme. Bei Zugabe von 10-2 molar Jod-
essigsdure werden Zucker- und Kaliumabnahme in der Versuchsfliissig-
keit gehemmt, und die Girung wird vollkommen aufgehoben; Zugabe
von 2.10-3 molar NaCN bewirkt parallele Verzégerung der Zucker- und
Kaliumaufnahme und teilweise Hemmung der Girung. Diese Versuche
zeigen also eine enge Koppelung des Kalium- und Kohlehydratstoft-
wechsels der Hefezellen.

Tabelle 20.

Halbwertszeiten der Glykogenbildung in Abhéngigkeit von der Kaliumkonzen-
tration; Temperatur 30° C; Glukosekonzentration 5Y,; Hefesuspensionsdichte: 3°/,.

0 m/1000 m/100 m/10
KCl-Konz. ’ |
Halbwerts- Halbwerts- Halbwerts- Halbwerts-
zeit pH zeit | pH zeit pH zeit pH
Zugabe des Kaliums | Min. Min. Min. Min.
129 gleichzeitig mit der §
Glukosezugabe . .| 11,4 52 | 11,1 | 5,2 | 10,9 5,2 | 11,0 5,2
89 | 20 Min. vor der |
Glukosezugabe . .| 10,3 10,2 | 10,2 10,3
88 1514 Std. vor der |
Glukosezugabe 9,9 5,2 9,6 | 5,2 9,3 5,3 | 10,5 5,2

Die ausgefithrten Versuche (Tabelle 20) ergeben keinen Einfluss
der Kalium-Ionen auf die Geschwindigkeit der Glykogenbildung, wes-
halb diesem Problem nicht weiter nachgegangen wurde.

¢) Einfluss von Ascorbinsédure: Die biologische Funktion der
Ascorbinsidure wird mit den Oxydo-Reduktionsvorgingen in den Zellen
in Verbindung gebracht, indem sie bei enzymchemischen Reaktionen
regulierend eingreift (EprBacHER (1938, S. 302). Garrr (1940) stellte
fest, dass die Ascorbinsiure im Stoffwechsel von Aspergillus niger als
Niahrstoff, als Wirkstoff, wachstumsfordernd und wachstumshemmend
wirken kann, je nach den Lebensbedingungen des Pilzes.
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Nach Vocer (1949, S. 46) enthilt allerdings die Hefezelle keine
Ascorbinsiure, was aber noch nicht heissen will, dass alle Stoffwechsel-
vorgiange der Hefezelle gegeniiber Ascorbinsidure unempfindlich sein
miissen.

Untersucht man die Glykogenbildung nach Ascorbinsdurezugabe,
so findet man (Tab. 21), dass die Geschwindigkeit der Glykogenbildung
durch die dargebotenen Ascorbinsiurekonzentrationen keine Verinde-
rung erleidet, weshalb keine weitern Versuche ausgefithrt wurden.

Tabelle 21.

Halbwertszeiten der Glykogenbildung in Abhiingigkeit von der Ascorbinsiure-
konzentration; Glukosekonzentration 0,59, ; Hefesuspensionsdichte: 3°/,,. Zugabe der
Ascorbinsiure: 21/, Stunden vor der Glukose.

V§’s' Ascorbinsiurekonz. 9 0 0,003 0,03 0,3
r.

Temp. Min. Min. Min. Min.

90 300 C 7,4 7,8 1 7,6

91 150 C 21,4 22,5 20,5 22,4

d) Einfluss von Aneurin: Bekanntlich kommt Aneurin in der
Hefezelle in Form des Phosphorsiureesters vor, der als Cocarboxylase
die prosthetische Gruppe des Enzyms Carboxylase bildet (z. B. VocEL
1949, S. 50). Da Aneurin im tierischen und pflanzlichen Organismus
bei der Verwertung der Kohlehydrate benétigt wird, wurde untersucht,
ob nicht auch ein Einfluss auf die Geschwindigkeit der Glykogenbildung,

wenn auch nur indirekt, besteht.

Tabelle 22.

Halbwertszeiten der Glykogenbildung in Abhingigkeit von der Aneurinkonzen-
tration; Temperatur 30° C; Hefesuspensionsdichte: 3°/,. Zugabe des Aneurins:
2 Stunden vor der Glukose.

l VD?:S Aneurinkonz. 9, 0 3.10-7 | 3.10-6 | 3.10-5
\ Glukosekonz. 9 Min. Min. Min. Min.
| 92 0,5 7,4 7,2 7,4 7,3

| 93 20,0 38,4 39,8 39,6 39,6
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Der Aneuringehalt der frischen Hefe betrug, bezogen auf das
Trockengewicht, 0,6 mg/100 g Hefe, eine andere Probe ergab 0,8 mg/
100 g Hefel4).

Wie aus Tabelle 22 ersichtlich ist, bewirkt eine Zugabe von Aneurin
in obigen Konzentrationen keinen signifikanten Einfluss auf die Ge-
schwindigkeit der Glykogenbildung, weshalb auch diese Frage nicht
weiter verfolgt wurde.

Um niheres iiber eine eventuelle Wirkung des Phosphats, des
Kaliums und des Aneurins auf die Geschwindigkeit der Glykogenbildung
zu erfahren, miisste man offenbar Hefe ziichten, die von diesen Stoffen
mdoglichst frei wiire.

Allgemeine Betrachtungen

Nachdem einzelne Besprechungen bereits an die Versuchsergebnisse
angeschlossen wurden, seien sie hier noch durch einige andere Gedanken
weitergefithrt und erginzt.

Fiir die Deutung der Versuche muss man sich vor Augen halten, dass
nicht die absolut gebildete Glykogenmenge, sondern die Differenz
zwischen Bildung und Verbrauch, festgestellt wird. Sichtbares Auftreten
von Glykogen bedeutet demnach, dass die Speicherung einen allfilligen
Verbrauch iiberwiegt.

Angesichts der Tatsache, dass es sich bei der Glykogenbildung um
einen enzymchemischen Vorgang handelt, ist die Abhingigkeit der Ge-
schwindigkeit der Glykogenbildung von Temperatur und Glukosekon-
zentration nicht iiberraschend. Aus dem Ergebnis, wonach die Zelle bei
0° C noch Glykogen bildet und auch girt und atmet, geht hervor, dass bei
dieser Temperatur die Stoffwechselvorginge, wenn auch stark reduziert,
immer noch mit merklicher Geschwindigkeit ablaufen und dass die Bil-
dung von Reservestoff die Dissimilation iiberwiegt.

Die Geschwindigkeit der Glykogenbildung nimmt stark ab, nach-
dem die optimale Temperatur iiberschritten ist. Die Ansicht, dass die
Ursache davon in starker Dissimilation zu suchen ist, wobei sich das Ver-
hiltnis zwischen Bildung und Verbrauch verschiebt, kann nicht gelten,
da bei diesen Temperaturen die Dissimilationsgeschwindigkeit an Sauer-
stoffaufnahme und Kohlendioxydabgabe gemessen (s. Abb. 9) nicht gros-

ser ist als bei etwa 289 C. Es muss daher wohl eine spezifische Denaturie-

14) Die erste Bestimmung wurde mit dem Phycomyces-Test ausgefiihrt; die zweite
mit der Thiochrom-Methode. Nach Vitamin-Vademaecum ,,RocHE** 1945, S. 59,
enthalten 100 g Bickerhefe 0,6 bis 2 mg Aneurin.



— 149 —

rung von Glykogenase angenommen werden, und zwar schon bei Tem-
peraturen, die den Enzymsystemen der Dissimilation noch nicht gefihr-
lich sind.

Die von WILLSTATTER und RoEDEWALD (1937) aufgestellte Hypo-
these, dass der zur Atmung und Girung nétige Zucker aus dem Glykogen
stamme, hat daher wenigstens fiir diesen obern Temperaturbereich keine
Geltung, oder man nehme denn an, dass das gebildete Glykogen sofort,
in statu nascendi, durch die Dissimilationsvorginge verbraucht werde.

Uberraschend ist die dusserst starke Zunahme der Geschwindigkeit
der Glykogenbildung im Bereich der minimalen und optimalen
Glukosekonzentrationen (Abb. 5); damit verglichen, erfolgt die Geschwin-
digkeitsabnahme nach Uberschreiten des Optimums bedeutend lang-
samer. Besonders die Zunahme, aber auch die Abnahme diirften durch
das Verhiltnis Substrat-Enzym bedingt sein, wobei sich das Substrat
bzw. das Enzym im Minimum befindet; bei steigender Glukosekonzen-
tration werden zudem die osmotischen Verhiltnisse in der Zelle ungiin-
stiger und konnen daher als zusitzlich begrenzender Faktor wirken.

Die Versuche iiber die Abhiingigkeit der Glykogenbildung von der
Suspensionsdichte (Abb. 7) sind in der Deutung der Ergebnisse am
undurchsichtigsten; man kann aus ihnen und aus der Beobachtung, wo-
nach die zu Klimpchen vereinigten Zellen Glykogen rascher speichern,
als die im Suspensionsmilieu frei schwimmenden, vorldufig nur folgern,
dass entweder die verklebten Zellen weniger als die frei schwimmenden
dissimilieren oder, dass die isolierte Einzelzelle sich iiberhaupt anders
verhilt als die Zelle im, selbst lockeren, Verbande.

Der Vollstindigkeit halber sei noch auf die Lokalisierung des
Glykogens in der Zelle eingegangen. Nach ME1ssNER-DEssAU (1900) ist
das Glykogen nicht gleichmiissig verteilt, sondern an bestimmten Stellen
des plasmatischen Zellinhaltes zu finden. Gegen die hiufig in der Lite-
ratur anzutreffende Ansicht, dass das Glykogen in bestimmten Vakuolen
vorkomme, wendet sich HENNEBERG (1912); er hilt die iibliche Bezeich-
nung ,,Glykogenvakuolen® fiir falsch und argumentiert: ,,Das Glykogen
liegt normalerweise niemals an durch etwas festere Plasmawandungen
abgegrenzten Stellen. Es durchdringt vielmehr an jeder beliebigen Stelle
das Plasma und findet sich hiufig in den sekundéiren Vakuolen‘. Ebenso
erscheint es nach BRANDT (1941-42) im Zytoplasma zerstreut.

Meine Beobachtungen an iber 150 000 Zellen haben mich nie von
der Existenz besonderer ,,Glykogenvakuolen® iiberzeugen konnen. Die
Glykogenbildung beginnt vielmehr, entweder gleichzeitig oder nach und
nach, an jeder beliebigen Stelle des Plasmas; diese Ansammlungen ver-
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einigen sich mit zunehmender Grosse, so dass, ldsst man geniigend lange
Zeit Glukose einwirken, die Zelle zuletzt mit einem oder zwei grossen
Glykogenballen prall gefillt ist.

Das Verhalten der sprossenden Zellen beschreibt BrRanpT (1941
bis 1942): ,,Setzt man Glukose den gewaschenen Zellen einer in starkem
Wachstum begriffenen Kultur zu, so beobachtet man, dass die Knospen
gewohnlich kein Glykogen aufspeichern, wihrend dagegen die Mutter-
zelle grosse Mengen hievon aufweist®. Diese Beobachtung fand ich in
meinen Versuchen bestitigt, kann sie aber nach folgender Seite hin er-
ginzen: Wirkt Glukose entsprechend lange ein, so bilden auch die Toch-
terzellen Glykogen, welches hier, im Gegensatz zu den Mutter- und
iibrigen Einzelzellen, stets auf eine Stelle lokalisiert ist. Diese sehr viel
spiter einsetzende Speicherung kann dadurch verursacht sein, dass
Tochterzellen erst zur Reservestoffbildung tibergehen, wenn der fiir
Wachstum und Betrieb notwendige Bedarf an Zucker iiberschritten ist.

Zusammenfassung der Ergebnisse

A. Methodisches

1. Die Geschwindigkeit der Glykogenbildung wurde in frischen
glykogenfreien Hefezellen (Béackerhefe) in Abhingigkeit von fol-
genden Bedingungen untersucht: Temperatur, Glukosekonzentra-
tion, Hefesuspensionsdichte, verschiedene Zuckerarten, Sauerstoff-
verhiltnisse, Ionen und Wirkstoffe.

2. Die Glykogenbildung wurde mikroskopisch bestimmt, nachdem
die Zellen mit Jodlssung getdtet und gefirbt worden waren.

3. Die fiir die mikroskopische Beobachtung giinstigste Glykogen-
reaktion trat auf, wenn das Verhiltnis der Jodlésung zu der
auf dem Objekttriager befindlichen Versuchslésung etwa 1:25 betrug.

4. Die qualitative Methode des Glykogennachweises wurde dadurch
in eine quantitative umgewandelt, dass zu verschiedenen, geeignet
gewihlten Zeitpunkten nach Zuckerzugabe, die Zahl der Zellen be-
stimmt wurde, die jeweilen eben erste Glykogenreaktion aufwiesen;
diese Zahl wurde zur Gesamtzahl der in jedem Zeitpunkt beobachte-
ten Zellen in Beziehung gesetzt und als prozentischer Anteil be-
rechnet.

5. Als Mass fir die Geschwindigkeit der Glykogenbildung
wurde der reziproke Wert der Halbwertszeit gewihlt, wobei
unter Halbwertszeit die Zeit verstanden wird, bei welcher 509
aller untersuchter Zellen der Population Glykogen aufweisen.
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. Die Glykogenbildung innerhalb der Population verlduft infolge der

individuellen Unterschiede zwischen den Zellen nach einer S-Kurve.

B. Experimentelle Ergebnisse

. Die Geschwindigkeit der Glykogenbildung in Abhingigkeit von

Temperaturund Glukosekonzentrationstellteine Optimum-
kurve dar.

. Unterste und oberste Temperaturgrenzen der Glykogenbildung

hiingen von der Zuckerkonzentration ab.

Bei 0° C wird noch Glykogen gebildet.

Die Temperaturoptima der Glykogenbildung liegen bei allen unter-
suchten Glukosekonzentrationen bei ca. 34° C.

Die kiirzeste Halbwertszeit (Vers. Nr. 55) betrug 5,0 Minuten,
(Hefesuspensionsdichte 1,29/,,. Temperatur 37° C, Glukosekonzen-
tration 0,05°;), wobei nach 4 Minuten bereits glykogenfiihrende
Zellen auftraten.

Die niederste Glukosekonzentration, bei der noch Glykogen ge-
bildet wurde, betrug 0,005, ; die Halbwertszeit (Vers. Nr. 72) wurde
nach 86,0 Minuten erreicht (Hefesuspensionsdichte 1,2°/,,, Tempe-
ratur 20° C), dabei traten nach 35 Minuten glykogenfiihrende Zellen
auf. Bei 0,0025%, Glukose wurde kein Glykogen mehr gebildet.
Hohe Glukosekonzentrationen wirken bei physiologisch hohen
Temperaturen dem Absterben und der Deformation entgegen.
Die Optima der Atmung und Giérung liegen bei 40° C.

Bei 0° C finden noch schwache Atmung und Giirung statt.

Die Glykogenspeicherung héort an der obern Temperaturgrenze
friher auf als Atmung und Gérung und zwar infolge Schidigung
der Glykogenase.

Die Geschwindigkeit der Glykogenbildung nimmt mit zunehmender
Hefesuspensionsdichte anfiinglich rasch zu und nihert sich dann
asymptotisch einem Endwert.

Die zu Klimpchen vereinigten Zellen speichern Glykogen rascher
als die im Suspensionsmilieu frei schwimmenden.

Bei Tochterzellen ist die Geschwindigkeit der Glykogenbildung be-
deutend kleiner als bei den iibrigen Zellen.

Die Geschwindigkeit der Glykogenbildung ist, unter sonst gleichen
Versuchsbedingungen, bei Zugabe von Glukose am grossten, wird
bei Zugabe von Fruktose, Mannose, Saccharose und Raffinose etwas
kleiner und wesentlich kleiner bei Zugabe von Maltose. Zugabe von
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Galaktose ergibt bei 30° C normale und bei 159 C unregelmiissige
Glykogenbildung. Aus Laktose, Arabinose, Xylose und Mannit
wird kein Glykogen gebildet.

Auf Grund des mikroskopischen Bildes kann man zwischen
einem Glukose- und Maltosetypus der Glykogenbildung unter-
scheiden.

Die Di- und Trisaccharide werden mit Ausnahme von Maltose,
welche als solche aufgenommen wird, vor der Aufnahme in Mo-
nosaccharide gespalten.

Aus Abbauprodukten des Kohlehydratstoffwechsels wie: Brenz-
traubensaures Natrium, Glycerin, Milchsiure, Athylalkohol und
Essigsdure wird kein Glykogen gebildet.

Zwischen der Vergirbarkeit der Stoffe und ihrer Eignung zur Gly-
kogenbildung besteht Parallelitit.

Die Glykogenbildung wird durch Zugabe von 10-®> molar Monojod-
essigsdure gehemmt, durch Zugabe von 10-2> molar HCN jedoch nur
verzogert, obwohl Atmung und Giarung véllig gehemmt sind.
Anaerobe Verhiltnisse hemmen die Glykogenbildung nicht.
Zugabe von Phosphat, Kalium, Ascorbinsiure und Aneurin beein-

flusst die Geschwindigkeit der Glykogenbildung nicht.

C. Folgerungen
Die Tatsache, dass die Geschwindigkeit der Glykogenbildung in Ab-

hingigkeit von Temperatur und Glukosekonzentration nach einer
Optimumkurve verliauft, liasst schliessen, dass es sich um einen
enzymchemischen Vorgang handelt, wobei die Geschwindigkeit wohl
wesentlich durch das Verhiltnis Substrat-Enzym bestimmt wird.
Was die untersuchten Abbauprodukte des Kohlehydratstoffwechsels
betrifft, so besitzt offenbar die Hefezelle die Fihigkeit nicht, sie zu
Glykogen zu resynthetisieren.

Wie die Atmungs- und Girungsversuche bei tiberoptimalen Tempe-
raturen bewiesen, kann der Zucker sowohl vergoren wie auch ver-
atmet werden, ohne dass er vorher zu Glykogen aufgebaut worden ist.
Weder fiir die Zuckeraufnahmenoch fir die Glykogenbildung braucht
es messhare Mengen Atmungs- oder Gérungsenergie.

Die vorliegende Arbeit wurde im Botanischen Institut der Universitat

Basel auf Veranlassung und unter Leitung von Herrn Prof. Dr. M. GEIGER-HUBER
ausgefiihrt. Es ist mir eine angenehme Pflicht, an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. M. GEI-
GER-HUBER fiir seine Anregungen und wertvollen Ratschlige, sowie fiir das mir stets
erwiesene Wohlwollen meinen herzlichsten Dank auszusprechen.
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Den Assistenten Herrn Dr. HANs HUBER, sowie Herrn Huco MEDER danke ich
fiir die mannigfache Unterstiitzung, die sie mir haben zuteil werden lassen.

Weiterhin danke ich der Firma KripreEL E. & Co., Rheinfelden und der Bickerei-
Conditorei F. BALLMER-HEINIMANN, Oberdorf (Baselland) fiir ihr Entgegenkommen.

Basel, Botanische Anstalt der Universitit, Dezember 1949.
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Anmerkung bei der Korrektur zu Seite 132:

Nach Mitteilung von Herrn H. P. RIEDER, der in unserem Institut an der gleichen

Hefe die Zuckeraufnahme untersucht, wird Maltose etwa gleichschnell in die Zellen
aufgenommen, wie andere geeignete Zucker. Wenn daher die Glykogenbildung mit
Maltose langsamer und anders verlduft als sonst (s. S. 132), so sind offenbar nicht
Unterschiede in den Permeabilititsverhiltnissen, sondern im fermentativen Verhalten
dafiir verantwortlich zu machen.
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