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Vorwort.

Der erste Abschnitt dieses Buchs enthilt Versuche tiber Atmung und
Gédrung, der zweite Versuche iiber Kohlensiureassimilation und Nitrat-
assimilation. Beide Abschnitte sind durch Ubersichten eingeleitet.

Der dritte Abschnitt soll zeigen, daf3 die katalytischen Wirkungen der
lebendigen Substanz auch fiir die Medizin wichtig sind. Versuche iiber
die katalytischen Wirkungen wachsender Zellen sind hier zusammen-
gefafit.

Der vierte Abschnitt ist eine Bibliographie. Man findet hier die
Titel der Arbeiten, die von mir und meinen Mitarbeitern iiber die kata-
lytischen Wirkungen der lebendigen Substanz verdffentlicht worden
sind.

Das vorliegende Buch wird erginzt durch den ,,Stoffwechsel der
Tumoren‘‘?, ein methodisches Buch, in dem beschrieben wird, wie man
die katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz untersuchen und
messen kann. —

Die Korrekturen hat Herr Dr. H. A. KREBS gelesen, wofir ich ihm
auch hier vielen Dank sage.

Berlin-Dahlem, im November 1927.
O1T0 WARBURG.

! WARBURG, O.: Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin: Julius Springer.
1926.
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I. Atmung und Gérung.



Nicht an anderer Stelle erschienen.

Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz.
Von
Otto Warburg.

Da die Erfahrung lehrt, daf man die Katalysatoren der lebendigen
Substanz — die Fermente — von ihren inaktiven Begleitstoffen nicht
trennen kann, so liegt es nahe, auf die Methoden der priparativen
Chemie zu verzichten, und die Fermente unter ihren natiirlichsten
Wirkungsbedingungen, in der lebenden Zelle selbst, zu untersuchen.
Sie sind hier zwar im Sinn der priparativen Chemie so unrein wie
moglich. Findet man aber Reagenzien, die nur mit den Fermenten
und nicht mit den iibrigen Zellbestandteilen reagieren, so stort die ir-
aktive Zellsubstanz ebensowenig, wie bei chemischen Reaktionen die
GefiBle storen, in denen man die Reaktionen ausfiihrt. Dann kann man
die Fermente wie reine Stoffe untersuchen und aus ihren Reaktionen
auf ihre Zusammensetzung schlieBen.

Ich setze dabei voraus, dal Stoffe, die im Reagensglas reagieren,
unter sonst gleichen Bedingungen auch in der lebenden Zelle reagieren,
und daf Stoffe, die im Reagensglas nicht reagieren, auch in der lebenden
Zelle nicht reagieren. Die Voraussetzung ist also Einheitlichkeit der
unbelebten und belebten Natur in bezug auf die chemischen Vorginge.

1. Narkose.

Bringt man chemisch indifferente Substanzen, wie Paraffine, Alko-
hole, Ather, in atmende oder girende Zellen, so héren Atmung! und
Garung? auf, entfernt man sie wieder, so steigt der chemische Umsatz
wieder auf seinen Normalwert. Man nennt diese Erscheinung Narkose,
die hemmenden chemisch indifferenten Stoffe Narkotica. Atmungs-
und Gérungsferment werden also durch die Narkotica verhindert,
zu wirken, ohne daB sie dabei zerstért werden.

1 WarBURG, O.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 452. 1910;
70, 413. 1911; Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. (mit WiEksEL) 144, 465. 1912,
(mit Usvur) 147, 100. 1912; Ergebn. d. Physiol. 14, 253. 1914. — Ferner BATELLI
u. STERN: Biochem. Zeitschr. 52, 226. 1913. — VERNON: Journ. of physiol. 45,
197. 1912; Biochem. Zeitschr. 47, 374. 1913.

2 DorNER, A.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 99. 1912.

« Warburg, Substanz. 1



9 0. Warburg: Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz.

Vergleicht man die Wirkung homologer Narkotica, so erhilt man
Reihen wie die folgende:

. Konzentration in Molen/Liter,
Narkoticum die um 50% hemn/lt

Methyl-Urethan . . . . . . . 13

Athyl- vy e e e e 0,33

Propyl- by e e e e e 0,13

Butyl- b e e e e e 0,04

Amyl- by e e e e 0,02

Phenyl- ,, .. . .. .. 0,003

Die Wirkungsstirke der Narkotica steigt also in homologen Reihen
sehr stark mit dem Molekulargewicht an, Anfangs- und Endglieder der
Reihen unterscheiden sich in ihren Wirkungsstirken um das mehr-
hundertfache.

Farapay! fand 1830, daBl die Knallgaskatalyse durch kleine Men-
gen chemisch indifferenter Gase gehemmt wird. Wasserstoff und Sauer-
stoff vereinigen sich an festen Oberflichen zu Wasser. Setzt man Athylen
zu, so hort die Reaktion auf, entfernt man das Athylen wieder, so geht
die Reaktion weitsr. FAraDAY erklirte die Erscheinung durch die
Annahme, daB Athylen von den festen Oberflichen stirker angezogen
wird, als Knallgas. Dann muB Athylen das Knallgas von den Ober-
flichen verdriangen und damit die Knallgasreaktion zum Stillstand
bringen.

FrEUNDLICH? hat die Verdriangung von Oberflichen bei der Ad-
sorption aus Losungen zuerst gemessen. Ist Kohle mit einem Stoff A
im Adsorptionsgleichgewicht und fiigt man einen Stoff B, der von Kohle
adsorbiert wird, hinzu, so erscheint A in der Losung. Je stirker B
adsorbiert wird, um so mehr verdringt es A.

J. TrauBEe? fand, dal die Oberflichenspannung wifriger Losungen
durch homologe organische Stoffe um so mehr erniedrigt wird, je hoher
das Molekulargewicht ist. Beim Aufstieg in einer homologen Reihe
nimmt die ,,Oberflichenaktivitit zu, und zwar nimmt sie ungefdahr
in demselben MaBl zu, wie die Wirkungsstirken der Narkotica nach
Tabelle 1.

Dies sind die physikalisch-chemischen Grundlagen der Theorie der
Narkose4. Nimmt man an, da Atmung und Girung Reaktionen an

1 FarapAY: Experimental Researches VI. Reihe (Ostwalds Klassiker Nr. 87).

2 FreunDLICH, H.: Adsorption in Losungen. Zeitschr. f. physikal. Chem. 57,
385. 1906. — FrREUNDLICH u. Masrus: Festschrift fiir van Bemmelen 1910, S. 88.

3 TRAUBE, J.: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 153, 276. 1913.

4 WARBURG, O. u. WieseL: Piliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465. 1912;
155, 547. 1914; Biochem. Zeitschr. 119, 134. 1921.
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Oberflichen sind, so versteht man, daf} sie durch chemisch indifferente
Stoffe gehemmt werden und dafl ein Narkoticum um so stdrker ist,
je stirker es von den festen Oberflichen der lebendigen Substanz an-
gezogen wird.

Zur weiteren Begriindung dieser Theorie fithre ich die beiden fol-
genden Versuche an:

Bringt man! rote Vogelblutzellen in eine Kiltemischung, so zer-
reiflen beim Gefrieren die feinen die Strukturteile umhiillenden Mem-
branen und man erhilt beim Auftauen eine Fliissigkeit, in der die festen
Zellbestandteile frei schweben. Zentrifugiert man, so erhélt man zwei
Schichten: eine klare, die frei ist von den festen Zellbestandteilen, und
eine triibe, die die festen Zellbestandteile enthilt. MiBt man in beiden
Schichten die Atmung, so findet sich, daB nur die triitbe Schicht atmet.
Die gesamte Atmung ist also an die festen Zellbestandteile gebunden.

In dem zweiten Versuch? sind die natiirlichen Oberflichen durch
eine kiinstliche Oberfliche ersetzt. Lost man Aminosduren in Wasser
und fiigt Blutkohle hinzu, so beldadt sich die Oberfliche der Kohle mit
Aminosduren. Leitet man bei Korpertemperatur Sauerstoff ein, so
verbrennen die Aminosiduren an der Oberfliche, wobei wie bei der Ver-
brennung in der lebendigen Substanz Ammoniak, Kohlensdure und
Schwefelsiure als Endprodukte auftreten. Setzt man Narkotica hinzu,
50 hort die Verbrennung auf. Vergleicht man hierbei die Wirkungen
homologer Narkotica, so erhdlt man dieselben Reihen, die fiir die Nar-
kose der lebendigen Substanz gefunden worden sind. Hier ist also die
Erscheinung der Narkose kiinstlich erzeugt. Hier kann man durch
direkte Messungen zeigen, daBl die Verdringung von Oberflichen die
Ursache der Narkose ist. Mift man nidmlich neben der Hemmung der
Oxydation die Verdringung, so findet man eine genaue Ubereinstim-
mung. Wird der Bruchteil « einer Aminoséure von der Kohlenober-
fliche verdridngt, so sinkt auch die Geschwindigkeit der Oxydation
um den Bruchteil «.

Nicht nur die Narkose, sondern auch viele andere Reaktionshem-
mungen sind nach dem gleichen Prinzip zu erkléiren, so die von MOUREU
beobachteten Oxydationshemmungen, die lange Zeit unverstidndlich
waren. MoUrEU3® fand, daBl die Autoxydation des Benzaldehyds und
des Acroleins durch Spuren der verschiedenartigsten Stoffe gehemmt
wird. OrLAND M. REIFF¢ zeigte, daf diese Oxydationen Oberflichen-
reaktionen sind, die an einer den Versuchsgefaen adhérierenden Wasser-

1 WarBURG, O.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 413. 1911.

2 WaARBURG, O.: Biochem. Zeitschr. 119, 134. 1921.

3 MoureU u. Durraisse: Cpt. rend. 174, 258; 175, 127. 1922.

4 RE1FF, ORLAND M.: Journ. of the amer. chem. soc. 48, 2893. 1926.
1*



4 0. Warburg: Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz.

schicht vor sich gehen. Indem die ,,Antioxygene‘ MoUREUS sich an
dieser Schicht ausbreiten, hemmen sie die Oxydation.

2. Spezifische Wirkungen.

Wihrend es fast beliebig viele Stoffe gibt, die durch Adsorptions-
verdringung Lebensvorginge narkotisch hemmen, kennen wir nur ganz
wenige Stoffe, die spezifisch-chemisch wirken: Blauséure, Schwefel-
wasserstoff, Kohlenoxyd und Stickoxyd. Diese Stoffe sind dadurch
charakterisiert, daf3 sie, obwohl sie nur schwach adsorbiert werden,
stark wirken. Beispielsweise wird Blausdure! wie die schwichsten
Narkotica adsorbiert, und wiirde sie durch Adsorptionsverdriangung
wirken, so wire eine etwa normale Losung zur Atmungshemmung
notig. Dagegen findet man, daf eine 1/,4g9o-normal-Blausdure die Atmung
hemmt. Blausdure wirkt also rund 10000mal stérker, als ihrer Ad-
sorptionskonstanten entspricht.

Wie die lebendige Substanz, so wird auch Blutkohle, an der Amino-
sduren verbrennen, spezifisch durch Blausdure inaktiviert, ein merk-
wiirdiges und fir die Aufklirung der Blausdurewirkung giinstiges Re-
sultat.

Gibt man zu Blutkohle, an der Aminosduren verbrennen, Blausiure,
bis die Verbrennung gehémmt ist, und miBt die Adsorption, so zeigt
sich, daB3 anders als beim Zusatz der Narkotica keine Aminosiure in
der Losung erscheint. Im Zustand der Blausdurehemmung ist die Koh-
lenoberfliche mit Aminosauren bedeckt, Spuren von Blausdure, die an
der Oberfliche zu den Aminosiduren hinzukommen, hemmen die Ver-
brennung. Es folgt daraus, dafl der Hauptteil der Kohlenoberfliche
katalytisch unwirksam ist. Nur an Inseln, die ihrer Ausdehnung nach
gegen die Gesamtoberfliche verschwinden, geht die Verbrennung der
Aminoséduren vor sich.

Um die chemische Zusammensetzung dieser Inseln zu ermitteln,
habe ich mir die Aufgabe gestellt, Kohlen von den Eigenschaften der
Blutkohle in iibersichtlichen Schritten aufzubauen?. Es war also eine
adsorbierende, aber katalytisch unwirksame Kohle herzustellen und
in ihre Oberfliche ein Stoff von den vorgeschriebenen katalytischen
Eigenschaften einzulagern.

Gliiht man Zucker unter Zusatz von Kieselsdure, so erhilt man
Kohle, die gut adsorbiert, aber katalytisch unwirksam ist. Bei den Ver-
suchen, diese Kohle katalytisch zu aktivieren, wurde von vornherein
an Eisen als Aktivator gedacht, da Blutkohle das Eisen des Blutfarb-
stoffs enthalt. Gliitht man die Zuckerkohlen mit Eisen, so werden sie

1 WarBvUre, O.: Biochem. Zeitschr. 119, 161. 1921; 165, 196. 1925.
2 WaRBURG, O. u. W. BrerFeLD: Biochem. Zeitschr. 145, 461. 1924.
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nicht aktiviert. Glilht man sie aber mit Eisen unter Zusatz von orga-
nisch gebundenem Stickstoff, so werden sie aktiv, und so kann man
Kohlen herstellen, die weit aktiver sind, als die Blutkohlen. Von allen
gepriiften Stoffen war nur das Eisen imstande zu aktivieren, aber Eisen
nur dann, wenn es durch Stickstoff an die Kohle gebunden wurdel.

Das an Stickstoff gebundene Eisen der Kohle reagiert mit Blauséure
unter Bildung einer reversiblen Verbindung und wird dabei katalytisch
unwirksam. 1/14900-n-Blausédure hemmt die Wirkung. Entfernt man die
Blauséure aus den Losungen, so tritt die Wirkung wieder auf.

Eisen an Stickstoff gebunden und in eine feste Oberflache ein-
gelagert besitzt Eigenschaften, die fiir das Atmungsferment charakte-
ristisch sind. Es verbrennt Naturstoffe und reagiert mit Blausiure
wie die lebendige Substanz.

3. Autoxydation.

Verzichten wir auf die Oberflichen und damit auf die Narkotisier-
barkeit der Systeme, so werden die Bedingungen zur Untersuchung
der Oxydationsvorgéange noch einfacher. Die Autoxydation von Natur-
stoffen in Losung steht zwar der Atmung ferner, ist aber doch in mancher
Hinsicht der Atmung verwandt.

Autoxydabel, das heilt durch molekularen Sauerstoff bei gewohn-
licher Temperatur angreifbar ist das von BAUMANN entdeckte Cystein,
eine schwefelhaltige Aminosdure, die nach F. G. Hopkins? ein Be-
standteil der lebendigen Substanz ist. Lost man Cystein in Wasser
und leitet Sauerstoff durch die Losung, so wird die SH-Gruppe des
Cysteins oxydiert und es entsteht Cystin nach der Gleichung

2RSH 4+ § 0, = (RS), + H,0
(Cystein) (Cystin)

MataEWS und WALKER® fanden 1906, daf3 die Autoxydation des
Cysteins durch Blausidure gehemmt wird. Seitdem spielt die Sulhydryl-
gruppe als autoxydabler Bestandteil der lebendigen Substanz in der
Atmungstheorie eine Rolle.

Da 1 Molekiil Blausdure ausreicht, um die Oxydation von vielen
tausend Molekiilen Cystein zu verhindern, so schien mir die Annahme,
Cystein sei autoxydabel, einen Widerspruch zu enthalten. Denn wie
man sich den Mechanismus der Blausdurewirkung auch denken mag,
immer kann die Blausdure nur einen ihrer Menge aquivalenten Teil
des Cysteins an der Oxydation verhindern.

1 Vgl. hierzu auch E. K. Ripear u. W. M. WrigaT: Journ. of the chem. soc.
(London) 127, 1347. 1925; 1813. 1926; 3182. 1926.

2 Horprins, F. G.: Biochem. journ. 15, 286. 1921.

3 MATHEWS u. WALKER: Journ. of biol. chem. 6, 21 u. 29. 1906.
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In der Tat hat sich gezeigt!, dal das Cystein nicht autoxydabel ist.
Reinigt man Cysteinlgsungen von Spuren Kupfer und Eisen, die die
Laboratoriumslosungen immer enthalten, so hért die Oxydation des
Cysteins auf. Setzt man die herausgenommenen Metalle wieder zu, so
erscheint die Oxydation wieder, setzt man Blausiure zu, so verschwindet
die Wirkung der zugesetzten Metalle. Die Autoxydation des Cysteins
ist also nur eine scheinbare, in Wirklichkeit liegt eine Sauerstoffiiber-
tragung durch Schwermetall vor. Dies wurde iibersehen, weil hundert-
tausendstel Milligramme an Eisen, Mangan oder Kupfer hier schon
betriachtliche Wirkungen erzeugen, das sind Mengen, die die gew6hn-
lichen Methoden der analytischen Chemie nicht mehr anzeigen. Heute
benutzt man Cysteinlésungen, um Schwermetallspuren nachzuweisen
und zu bestimmen.

Ein anderer einfacher Fall ist die Autoxydation der Kohlenhydrate,
die in Phosphatléosungen® oder in ammoniakalischen Salzlosungen?
auftritt. Auch diese Oxydation ist nur scheinbar eine Autoxydation,
in Wirklichkeit eine Sauerstoffiibertragung durch Schwermetall. Blau-
sdure hemmt die Oxydation, Spuren von Kupfer und Eisen beschleu-
nigen sie, Blausdure bringt die Wirkung der zugesetzten Metalle wieder
zum Verschwinden.

Das allgemeine Ergebnis dieser und ahnlicher Versuche ist erstens,
dal Naturstoffe unter natiirlichen Bedingungen nicht autoxydabel
sind, zweitens, daf3 Schwermetalle, wenn sie Sauerstoff auf Naturstoffe
iibertragen, niemals als freie Ionen katalytisch wirken, sondern nur in
besonderen komplexen Bedingungen. Offenbar liegt hier ein Prinzip
zugrunde, das die organische Natur vor dem Angriff des Sauerstoffs
schiitzt. Sauverstoff soll in der organischen Natur nur dort angreifen,
wo die Energie der Verbrennung ausgenutzt werden kann, das heilt
in der Atmung, nicht aber in Losungen, wo die Energie der Verbrennung
dem Leben verloren ginge.

Eine Ausnahme ist die Photooxydation fluorescierender Farbstoffe, wie
Chlorophyll oder Hématoporphyrin, die nach unsern Erfahrungen eine wahre
Autoxydation ist?. Wie es scheint, entsteht in diesen Farbstoffen bei der Licht-

absorption ein Zustand, der mit dem Zustand katalytisch wirkender Schwer-
metallatome vergleichbar ist. — Im iibrigen ist unser Prinzip auf die Substanzen

1 WARBURG, O. u. S. Saxuma: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 200, 203. 1923.
— Saruma, S.: Biochem. Zeitschr. 142, 68. 1923.

2 WaARBURG, O. u. YaBUSOE: Biochem. Zeitschr. 146, 380. 1924. — MEYER-
HOF, O. u. MaTsvoxa: Biochem. Zeitschr. 150, 1. 1924. — Winp, F.: Biochem.
Zeitschr. 159, 58. 1925.

3 KreBs, H. A.: Biochem. Zeitschr. 180, 377. 1927.

4 Tanaxka, K.: Biochem. Zeitschr. 157, 425. 1925. — GarrroN, H.: Biochem.
Zeitschr. 179, 157. 1926.
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und Bedingungen, fiir die es ausgesprochen ist, zu beschranken, besagt also keines-
wegs, dafl jede Autoxydation der organischen oder gar anorganischen Chemie
eine Metallkatalyse sei. Eine wahre Autoxydation ist beispielsweise die Oxydation
von Leukomethylenblaul. Andererseits gibt es auch in der anorganischen Chemie
Fille von scheinbarer Autoxydation, z. B. die von TrToF¥? untersuchte Oxydation
der schwefligen Saure in waBriger Losung. — Oft, jedoch nicht immer ist es
leicht, wahre und scheinbare Autoxydationen zu unterscheiden. Beschleunigen
Metalle und hemmen Komplexbildner, wie Blausiure und Pyrophosphat, so
liegt eine scheinbare Autoxydation vor. Der negative Ausfall dieser Reaktionen
jedoch beweist nichts. Fiigt man zu Héminkohle Eisensalze, so steigt die kataly-
tische Wirksamkeit nicht. Fiigt man zu Lecithin-Eisen, zu Weinsiure-Eisen
Blausédure, zu Cystein-Kupfer® Pyrophosphat, so wird die katalytische Wirkung
der Metalle nicht gehemmt. Zugesetztes Metall beschleunigt nur dann, wenn
katalytisch wirksame Komplexe entstehen, und Komplexbildner wie Blausiure
und Pyrophosphat hemmen nur dann, wenn sie vermoge groflerer Affinitit den
katalytisch wirkenden Komplexen das Metall entziehen.

4. Eisengehalt der lebendigen Substanz.

Die lebendige Substanz enthilt /0, bis /000 % Eisen, eine Metall-
menge, die mehr als ausreicht, um den in der Atmung verschwindenden
Sauerstoff zu iibertragen. Dieses Eisen kann man der lebenden Sub-
stanz nicht entziehen. Ziichtet man Zellen in eisenarmen Nahrlosungen,
so hort das Wachstum auf, wenn das Eisen der Nahrlosungen verbraucht
ist; setzt man Eisen zu, so geht die Vermehrung weiter. So kann man
Atmung durch Eisen erzeugen.

Es ist aber im allgemeinen nicht méglich, Atmung durch Eisen zu
erzeugen, wiahrend man die Menge an lebendiger Substanz konstant
hilt. Denn im allgemeinen sind die Substanzen nicht im Uberschuf,
die das Eisen durch komplexe Bindung zum Katalysator machen.

Nur ein Objekt macht nach den bisherigen Erfahrungen eine Aus-
nahme#. Fiigt man zu der Substanz des Seeigeleis Eisensalz, so steigt die
Geschwindigkeit der Oxydation, und zwar steigt sie in dem MaB, als man
den natiirlichen Eisengehalt vermehrt. Hier ist also der Sauerstoff-
verbrauch sogar dem Eisengehalt proportional.

5. Himoglobin,

Eine komplexe Eisenverbindung, die in der Natur vorkommt, ist
der rote Blutfarbstoff, das Hamoglobin.

Hamoglobin besteht aus einer ungefirbten Eiweilkomponente, die
uns hier nicht interessiert, und der Farbstoffkomponente, einer komple-
xen Eisenpyrrolverbindung, in der das Eisen an Stickstoff gebunden ist.

! WARBURG, O.: Biochem. Zeitschr. 142, 518. 1923.

2 T1TOFF: Zeitschr. f. physikal. Chem. 45, 641. 1903.

3 WaRrBURG, O.: Biochem. Zeitschr. 187, 255. 1927.

* WarBURG, O.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 231. 1914.
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NEeNckI, KUSTER, WILLSTAETTER und HANS FiscHER verdanken wir
im wesentlichen unsere Kenntnisse von der Konstitution dieser wich-
tigen Substanz.

Das Eisen des Hamoglobins vereinigt sich in den Lungencapillaren
mit dem Sauerstoff zu einer dissoziierenden Verbindung und gibt ihn
in den Gewebecapillaren, wo der Sauerstoffdruck niedriger ist, wieder
ab. Von hier aus diffundiert der Sauerstoff in die Korperzellen, in denen
er veratmet wird. Das Eisen des Hamoglobins iibertrigt also den Sauer-
stoff von den Lungen zu anderen Stellen des Korpers, aber iibertriagt
nicht den Sauerstoff auf organische Molekiile. Héamoglobin, das mit den
atmenden Zellen nicht in Beriithrung kommt, ist nicht Katalysator,
sondern Transportmittel.

LieBicl, der diese Tatsachen nicht kannte, stellte 1843 die Theorie
auf, der Blutfarbstoff sei das Atmungsferment. LieBic gab seine Theorie
bald wieder auf, doch hat sich die Verwechslung zwischen Hamoglobin
und Atmungsferment in der chemischen Literatur lange Zeit gehalten.
Fast scheint es, als ob die Chemiker hier einen Zusammenhang ahnten,
der nach den neusten Ergebnissen der Biologie tatsichlich besteht.
Atmungsferment und Hémoglobin sind zwar nicht identisch, aber,
wie aus ihren Verhalten gegen Kohlenoxyd folgt, nahe verwandt.

6. Reaktion des Kohlenoxyds mit Himoglobin.

Wenn Hiamoglobin Sauerstoff aufnimmt, so reagiert ein Atom
Eisen mit einem Molekiil Sauerstoff nach der Gleichung

Fe + 0, Z FeO,. (1)
In dieser Reaktion kann Kohlenoxyd den Sauerstoff vertreten
Fe + CO 2 FeCO. (2)

Lassen wir Sauerstoff und Kohlenoxyd gleichzeitig auf Hadmoglobin
einwirken, so konkurrieren beide Gase um das Eisen des Hamoglobins.
Die Bilanzgleichung dieser Reaktion, auf der die Kohlenoxydvergiftung
beruht, ist?

FeO, 4+ CO 2 FeCO + O, . (3)
Hierbei verteilt sich das Eisen zwischen Sauerstoff und Kohlenoxyd
nach Maflgabe der Gas-Partialdrucke, im Gleichgewicht ist

2.2 K 4)

1 LieBic: Tierchemie, zweite Aufl., S. 241. Braunschweig 1843. In der dritten
Auflage ist die ,,Theorie der Respiration‘‘ fortgelassen.

2 Doueras, HALDANE u. HALDANE: Journ. physiol. 44, 275. 1912. — ANsoN,
Barcrorr, MIrSKY u. OiNuMa: Proc. Roy. Soc. 97, 61. 1925.
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eine Gleichung, die eine Reihe sehr spezieller Eigenschaften des Hamo-
globins zusammenfaBt. Fiir keine andere bekannte Substanz findet man
etwas Ahnliches.

Belichtet man Kohlenoxydhédmoglobin, so wird es, wie Joux HaAt-
DaNE! 1896 fand, in Kohlenoxyd und freies Hamoglobin gespalten.
Sauerstoffhamoglobin dagegen reagiert nicht auf Belichtung. Die
Folge ist, daf sich bei Belichtung die Verteilung des Eisens zwischen
Sauerstoff und Kohlenoxyd &ndert. Bringen wir Hamoglobin im Dun-
keln mit Sauerstoff und Kohlenoxyd ins Gleichgewicht und belichten,
so stellt sich ein neues Gleichgewicht ein, dessen Konstante gréfer ist

als im Dunkeln
Khell = I{dunkel > (5)

eine zweite Beziehung, die eine ganz spezielle Eigenschaft des Héamo-
globins ausdriickt. Es gibt in der Chemie keinen andern Fall von rever-
sibler photochemischer Kohlenoxydabspaltung.

7. Wirkung des Kohlenoxyds auf die Atmung.

Seit man die Reaktion des Kohlenoxyds mit Hémoglobin kennt,
die CLAUDE BERNARD in der Mitte des vorigen Jahrhunderts entdeckte,
hat man sich gefragt, ob Kohlenoxyd nur auf das Hamoglobin wirke,
und nicht auBlerdem noch auf die Zellen des Korpers. Die Antwort
war immer negativ. Kohlenoxyd galt als Typus der reinen Blutgifte,
als das es schon von CLAUDE BERNARD bezeichnet worden war.

Dies stimmt zwar toxikologisch, ist aber doch unrichtig. Kohlen-
oxyd von einigen '/,,,, Atmosphiren Druck, der Atmungsluft bei-
gemischt, treibt den Sauerstoff aus dem Hamoglobin aus und wirkt
deshalb giftig. Es ist wahr, da} bei diesen niedrigen Kohlenoxyddrucken
keine Wirkung auf Kérperzellen nachweisbar ist. Laf8t man aber den
Kohlenoxyddruck bis zur Grofenordnung einer Atmosphére wachsen,
so treten Wirkungen? auf, und zwar wird die Atmung der Zellen durch
Kohlenoxyd gehemmt. Das Atmungsferment bildet eine dissoziierende
Kohlenoxydverbindung.

Die Hemmung der Atmung durch Kohlenoxyd ist nicht nur von
dem Kohlenoxyddruck abhéngig, sondern auch von dem gleichzeitig
herrschenden Sauerstoffdruck. LafBt man den Kohlenoxyddruck kon-
stant und erhoht den Sauerstoffdruck, so kann man die Atmungs-
hemmung zum Verschwinden bringen. Das Kohlenoxyd wird also
aus seiner Verbindung mit dem Atmungsferment durch Sauerstoff
ausgetrieben.

1 HaLpANE, JoHN u. SmiTH: Journ. of physiol. 20, 497. 1896. — Vgl. auch
HarTriDGE u. RougHTON: Proc. of the roy. soc. of London, Ser. B. 94, 336. 1923.
2 WarBURG, O.: Biochem. Zeitschr. 177, 471. 1926.
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MiBt man die Wirkung des Kohlenoxyds bei verschiedenen Kohlen-
oxyd- und Sauerstoffdrucken, so la3t sich aus den Atmungshemmungen
die Verteilung des Atmungsferments zwischen Kohlenoxyd und Sauer-
stoff berechnen. Man findet dann', da8 die fiir die Verteilung des Himo-
globins gefundene Gleichung (4) auch fiir die Verteilung des Atmungs-
ferments gilt. Nur der Zahlenwert der Konstante K ist ein anderer,
fiir die Verteilung des Atmungsferments in Hefe 10, fiir die Verteilung
des Himoglobins von der GréBenordnung 102,

Bringt man Zellen im Dunkeln mit einem Kohlenoxyd-Sauerstoff-
gemisch ins Gleichgewicht, das die Atmung hemmt, und belichtet, so
erscheint die normale Atmung und verschwindet wieder beim Ver-
dunkeln. Die Kohlenoxydverbindung des Atmungsferments dissoziiert
also, wie Kohlenoxyd-Héamoglobin, im Licht. Auch fir das Atmungs-
ferment gilt die Beziehung Kyt > K gunl.

Belichtet man durch Kohlenoxyd gehemmte Zellen monochro-
matisch, mit Licht gleicher Intensitit, aber verschiedener Wellenlinge,
so findet man, daBl blau sehr stark wirkt, griin und gelb schwécher,
rot gar nicht. Da Licht photochemisch nur wirkt, wenn es absorbiert
wird, so folgt, daBl das Atmungsferment in seiner Verbindung mit Koh-
lenoxyd eine gefirbte Substanz ist, und zwar, wie das Kohlenoxyd-
Héamoglobin, von roter Farbe. Obwohl die Menge an Ferment in den
Zellen zu klein ist, als daBl man seine Farbe erkennen oder die Licht-
Absorption messen koénnte, ist es so doch moglich, die Farbe des
Atmungsferments zu bestimmen.

Durch die Kohlenoxydversuche ist die Schwermetalltheorie der
Atmung bewiesen, da nur Schwermetalle mit Kohlenoxyd bei gewéhn-
licher Temperatur reagieren. Es ist ferner, durch die Giiltigkeit der
Verteilungsgleichung, bewiesen, dal das Schwermetall des Atmungs-
ferments den Sauerstoff als ganzes Molekiil aufnimmt, und zwar ein
Atom Metall ein Molekill Sauerstoff. Endlich ist aus der Haufung
gleicher und spezieller Eigenschaften, die hier vorliegt, zu schlielen,
daB das Atmungsferment eine Eisenpyrrolverbindung ist, in der das
Eisen wie im Hédmoglobin an Pyrrolstickstoff gebunden ist. Offenbar
war es kein Zufall, dal das an Stickstoff gebundene Eisen der Kohle
Eigenschaften zeigte, die fiir das Atmungsferment charakteristisch sind.

, 8. Cytochrom.
KEemLin? fand, daB eine mit dem Blutfarbstoff verwandte Eisen-
pyrrolverbindung weitverbreitet in der Natur vorkommt, in tierischen
1 WarBURG, O.: Biochem. Zeitschr. 189, 354. 1927.

2 KemuiN, D.: Proe. of the roy. soc. of London, Ser. B. 98, 312. 1925; 100,
129. 1926.
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Zellen, Pflanzenzellen, Hefen und Bakterien. KEILIN nennt diese Ver-
bindung, die wie der Blutfarbstoff rot ist, Cytochrom. Sie ist identisch
mit Mac Munns Histohdmatin!, an dessen Existenz die Wissenschaft
vor den Arbeiten KEILINs nicht glaubte.

Cytochrom geht bei dem Versuch, es aus den Zellen zu extrahieren,
zugrunde, so dal man seine Eigenschaften nur spektroskopisch unter-
suchen kann. Oxydiertes und reduziertes Cytochrom unterscheiden
sich durch ihr Absorptionsspektrum. In Zellen, denen man den Sauer-
stoff entzieht, sieht man das charakteristische vierbandige Spektrum
des reduzierten Cytochroms; sittigt man mit Sauerstoff, so oxydiert
sich das Cytochrom und die Banden verschwinden.

Cytochrom reagiert nicht mit Kohlenoxyd? und unterscheidet sich
dadurch von dem Hamoglobin und von dem Atmungsferment. Anderer-
seits verhindert Kohlenoxyd die Reoxydation des Cytochroms. Es
folgt daraus, dal Cytochrom nicht autoxydabel ist. Es ist der aktivierte
Sauerstoff des Atmungsferments, nicht der molekulare Sauerstoff,
der das Cytochrom in der Zelle oxydiert.

Als komplexe Eisenpyrrolverbindung, die in der lebenden Zelle
die Erscheinungen der Oxydation und Reduktion zeigt, ist Cytochrom
eine physiologisch auBlerordentlich interessante Substanz. Es ist mog-
lich, daB sie in der Atmung als Peroxydase wirkt, indem sie aktivierten
Sauerstoff auf organische Molekiile ibertragt.

9. Giirung.

Ist die Schwermetalltheorie der Atmung bewiesen, so ist es im Prin-
zip auch die Schwermetalltheorie der Gérung. Denn wie das Atmungs-
ferment bildet das Garungsferment dissoziierende Blausdure3 und Schwe-
felwasserstoffverbindungent.  Ein von den Atmungsversuchen un-
abhéngiger Versuch bestéitigt diesen Schluf.

Stickoxyd vereinigt sich mit einfachen und komplexen Schwer-
metallsalzen zu reversiblen Verbindungen. Bekannt ist die braune Stick-
oxydverbindung des Ferrosulfats, die in der chemischen Analyse eine
Rolle spielt, von komplexeren Verbindungen das von HUFNER ent-
deckte Stickoxyd-Methdmoglobin. Reversible Reaktionen mit Stick-
oxyd sind nicht minder spezifisch fiir Schwermetall, wie reversible
Reaktionen mit Kohlenoxyd.

1 Mac Muxw: Journ. of physiol. 8, 51. 1887; Philosoph. transactions roy. soc.
177, 267. 1886.

2 WaARBURG, O.: Die Naturwissenschaften 15, H. 26. 1927.

3 WaRrBURG, O.: Biochem. Zeitschr. 165, 196. 1925.

4 NecreLEIN, E.: Biochem. Zeitschr. 165, 203. 1925.
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Bringt man gérende Zellen in Stickoxyd!, so wird die Géarung ge-
hemmt, um so stirker, je tiefer die Temperatur ist. Treibt man das
Stickoxyd mit Wasserstoff oder Stickstoff aus, so erscheint wieder die
normale Garung. Stickoxyd bildet also mit dem Gérungsferment
eine reversible Verbindung. Die Festigkeit dieser Verbindung nimmt
mit sinkender Temperatur stark zu, ganz so wie die Festigkeit der ein-
fachen Schwermetall-Stickoxydverbindungen, z.B. des Stickoxyd-
Ferrosulfats.

Fassen wir mit Pasteur die Gérungen als innermolekulare Sauer-
stoffiibertragungen auf, so sind hiermit die energieliefernden chemischen
Reaktionen der lebendigen Substanz zuriickgefiihrt auf eine Elementar-
reaktion: die Sauerstoffiibertragung durch Schwermetall, die in der At-
mung eine Ubertragung von freiem Sauerstoff, in der Girung eine Uber-
tragung von gebundenem Sauerstoff ist.

10. Verallgemeinerung.

Schwermetallkatalysen sind auch die BrackmanNsche Reaktion,
die ein Teilvorgang der Kohlensidureassimilation ist, die Nitratassimi-
lation und die Wasserstoffperoxydspaltung. Denn auch die Fermente
dieser Reaktionen bilden dissoziierende Blausdure-> und Schwefel-
wasserstoffverbindungen3.

Fiige ich noch hinzu, da diese Reaktionen auch Oberflichenreaktio-
nen? sind, so erkennt man, dafl den wesentlichsten katalytischen Wir-
kungen der lebendigen Substanz das gleiche Prinzip zugrunde liegt.
Die Metalle und die Art ihrer Bindung mégen variieren, das Prinzip
bleibt dasselbe.

11. Platinkatalysen.

Uberblickt man die Geschichte des Fermentproblems, so sieht man,
wie frith eine Ahnung dieses Prinzips in der Wissenschaft auftaucht.
Seit EDMUND Davy? ist das feinverteilte Platin das Fermentmodell der
Chemiker. Davy entdeckte 1820 das Platinmohr und seine katalytischen
Wirkungen. BERzZELIUS? schrieb 1832: , Die Gérungen beruhen mog-
licherweise auf Kraften dhnlich denen, die Platinmohr auf Wasserstoff
ausilibt, oder denen, die Edelmetalle und deren Oxyde auf Wasserstoff-
peroxyd ausiiben.” Fiir ScHONBEIN war die Wasserstoffperoxyd-

1 WARBURG, O.: Biochem. Zeitschr. 189, 354. 1927.

2 WARBURG, O.: Biochem. Zeitschr. 103, 188. 1920; 100, 230. 1919. — Wag-
BURG, O. u. E. NEGELEIN: Biochem. Zeitschr. 110, 66. 1920. — WarsBURG, O. u.
T. Uyesvct: Biochem. Zeitschr. 146, 486. 1924.

3 NEGELEIN, E.: Biochem. Zeitschr. 165, 203. 1925.

4 Davy, Epmuxp: Philosoph. transact. roy. soc. 1820 (Part I) S. 108.

5 BerzeLIUS: Traité de Chimie 6, 400. Paris 1832.
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spaltung durch Platin!, das ,,Urbild aller Gérungen‘, BREDIG2 nannte
die kolloiden Edelmetallosungen ,,anorganische Fermente‘.

Die katalytischen Wirkungen des Platins und der lebendigen Sub-
stanz sind verwandt, weil beide Wirkungen Schwermetallwirkungen
an Oberflichen sind. Dieser Zusammenhang wurde im vorigen Jahr-
hundert nicht erkannt, weil die Eigenschaften der lebendigen Substanz
zu wenig untersucht waren. BERzZELIUS wufite nicht, dafl Eisen ein
integrierender Bestandteil der lebendigen Substanz ist. Liepic® schrieb
1843: ,,Die Blutkorperchen enthalten eine Eisenverbindung, kein
anderer Bestandteil der lebendigen Korperteile enthédlt Eisen.” Zur
Zeit der BreDIGschen Arbeiten war noch nicht nachgewiesen, daf
die chemischen Vorginge in der lebendigen Substanz Oberflichen-
reaktionen sind. BREDIG wullte zwar, da3 Blausdure sowohl die Atmung
als auch die Platinkatalysen hemmt. Aber nicht nur Blauséure, sondern
alle moglichen Substanzen hemmten, und erst die Unterscheidung zwi-
schen unspezifischen Oberflichenwirkungen und spezifisch-chemischen
Wirkungen konnte auf die richtige Spur fiihren.

12, Katalyse in der chemischen Technik.

Die Arbeiten, iiber die hier berichtet wurde, entstanden in einer
Zeit, in der die chemische GroBindustrie, in den Verfahren von HABER,
BoscH und MrrrascH, die Methoden der Katalyse entwickelte. Sie ging
dabei allméhlich von den Platinmetallen zu den Metallen der Eisengruppe
iiber, und wie es scheint, sind heute die Hauptverfahren Eisenkatalysen
an Oberflichen. ,,Will man®, sagt Mrrrascu?, ,,die Elemente in bezug
auf ihren katalytischen Wert vergleichen, so wird man, wenn man die
anorganische Grofiindustrie im Auge hat, den Metallen der Eisengruppe,
insbesondere dem Eisen selbst, den Preis zuerkennen.“ So hat die Che-
mie den Weg gefunden, den die lebendige Natur seit jeher gegangen ist.

1 ScHOENBEIN: Journ. f. prakt. Chem. (1) 89, 22. 1863; (1) 89, 323. 1863; (1)
105, 198. 1868.

2 BrEDIG u. MULLER V. BERNECK: Zeitschr. {. physikal. Chem. 31, 258. 1899. —
BrEDIG u. IKEDA: Zeitschr. f. physikal. Chem. 37, 1. 1901. — E=rw~st, CARL:
Zeitschr. f. physikal. Chem. 37, 448. 1901.

3 Lizpic: Tierchemie, zweite Auflage, S.241. Braunschweig 1843.

-4 MrrrascH, A.: Ber. d. dtsch. chem. Ges. 59, 13. 1926.
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Uber die Wirkung von Substanzen homologer Reihen
auf Lebensvorginge.

Von
Otto Warburg und Rudolf Wiesel.

(Aus der Medizinischen Klinik in Heidelberg.)

Versuche iiber die Beeinflussung der Oxydationsgeschwindigkeit
in lebenden Zellen durch Ketone, Nitrile, Urethane, Amide, Siure-
ester und dhnliche Substanzen haben bisher folgendes ergeben?:

1. Die Wirkung ist abhéngig von der Konzentration. 0,5% wund
1% Amylalkohol wirken ganz verschieden; 0,5% Amylalkohol, in
beliebigen Mengen, wirkt stets gleich, vorausgesetzt, daf die Zellen
bis zum Gleichgewicht darin gewaschen sind. )

2. Die Wirkung ist reversibel. Entfernt man eine hemmende Sub-
stanz aus der umspiilenden Fliissigkeit, so steigt die Oxydations-
geschwindigkeit auf ihren urspriinglichen Wert.

3. Die Verinderungen, die Ursache der Oxydationsbeeinflussung
sind, treten sofort ein; Urethan wirkt in 100 Minuten nicht anders als
in 15 Minuten.

4. Die Wirkung ist unabhéngig von den im chemischen Sinn reaktions-
fihigen Gruppen. Zwei Nitrile konnen enorm verschieden wirken,
ein Nitril und ein Keton bei dhnlichen physikalischen Eigenschaften
ganz dhnlich. Die Eigenschaften, auf die es ankommt, sind ausgepragter
bei den hoheren Gliedern einer homologen Reihe; sie sind ausgeprégter,
gleiche Kohlenstoffzahl vorausgesetzt, bei Koérpern mit unverzweigter
als bei solchen mit verzweigter Kette.

Es sind das, in allen vier Punkten, dieselben Beziehungen, die von
Hawns MEYER? und OvERTON? fiir die Gehirnnarkose der Kaulquappen
gefunden wurden; und wenn auch bei unseren Versuchen die absoluten
Konzentrationen von den MEYER-OvERTONschen Zahlen erheblich ab-

1 WaRrBURG, O.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 452; 70, 413;
71, 479; 76. — Verhandl. d. dtsch. Kongr. f. inn. Med. 28, 553. — O~axa: Hoppe-
Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 433.

2 MeYER, Hans: Schmiedebergs Arch. 42, 109; und Baum: 42, 119; 46, 338.

3 OverTOoN: Studien iiber die Narkose. Jena 1901.
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wichen, so trugen wir bisher kein Bedenken, die Schluflfolgerungen
dieser Forscher, die bekannte Lipoidtheorie, auch zur Erklirung der
Oxydationshemmungen heranzuziehen.

Nun 148t sich nicht leugnen, daB8 die Lipoidtheorie, die fiir Ein-
wirkungen auf Ganglienzellen und Nerven, gemiB der lipoiden Zusam-
mensetzung dieser Gebilde, vieles fiir sich hat, fiir die Erkliarung che-
mischer Reaktionsbeeinflussungen nicht sehr anschaulich ist, und in
der Tat konnen wir Beobachtungen mitteilen, die vielleicht nach einer
anderen Richtung weisen. Wir ziehen es deshalb vor, unsere Schliisse
nur dahin zu formulieren, da die Substanzen der untersuchten homo-
logen Reihen in lebenden Zellen reversible physikalische! Zustands-
dnderungen erzeugen, deren Natur aber zunichst nicht niher zu pri-
zZisieren.

L

Die Beeinflussung der Oxydationsprozesse durch Substanzen
homologer Reihen ist bisher an Echinideneiern und roten Vogelblut-
zellen studiert worden?. Es ist nicht ohne Interesse, wie weit die hier
gewonnenen Resultate verallgemeinert werden diirfen, und wir haben
deshalb die Versuche auf mdoglichst verschiedene Zellarten ausgedehnt,
nimlich Bakterien (Vibrio Metschnikoff, Bacill. typhi abdom., Staphy-
lokokken), Hefen, Spermatozoen von Fischen, Thymuslymphocyten
von Kélbern und schlieflich Leberzellen® von Fréschen und Miusen.
Uberall stieBen wir auf ganz dhnliche Beziehungen; eine Versuchsreihe
mit Vibrio Metschnikoff, die genau ausgearbeitet wurde, sei hier
mitgeteilt.

Die Oxdyationsgeschwindigkeit wird durch folgende Konzentra-
tionen um 30—70 % vermindert:

Gewichtsprozente Gral;lrlg-%/[‘i(;};kule

Methylurethan . . . . . . . . .. 5,0 0,67
Athyluretha,n ........... 3,5 0,4
Propylurethan . . . . . . . . . . 1,0 0,097
Butylurethan (iso) . . . . . . . . 0,5 0,043
Phenylurethan . . . . . . . . .. 0,05 0,003
Dimethylharnstoff (asym.). . . . . 8,0 0,91
Diathylharnstoff (symm.) . . . . . 2,0 0,17

0,25 0,018

Phenylharnstoff. . . . . . . . ..

t Anderungen in der Verteilung der Molekiile und nicht innerhalb der Mole-

kiile selbst.

2 WARBURG, O.: loc. cit. und ferner Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem.

66, 305.

3 Die Versuche, mit denen Herr Dr. Usur aus Japan beschiftigt ist, werden

mit intakten Leberlippchen angestellt.
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Diese Hemmungen, die teils zahlenmaBig mit den fiir rote Blutzellen
gefundenen iibereinstimmen, waren, mit Ausnahme der Didthylharn-
stoffhemmung, vollstindig reversibel.

Experimente iiber Atmungsgeschwindigkeit in Bakterien werden
etwas kompliziert durch die rasche Vermehrung dieser Zellen. In der
von uns gewihlten Anordnung konnte genau unterschieden werden
zwischen Hemmung der Oxydations- und Hemmung der Zellteilungs-
geschwindigkeit (siche method. Teil I).

1I.

Im Laufe der letzten 20 Jahre ist wohl die Mehrzahl der sichtbaren
Lebenserscheinungen auf ihr Verhalten gegen Substanzen homologer
Reihen, besonders gegen solche der aliphatischen Alkoholreihe, gepriift
worden; durchweg fand man die Zunahme der Wirkungsstirke mit
wachsender Zahl der (unverzweigten) Kohlenstoffatome?.

Als nun unsere Versuche ergaben, daff die Oxydationsprozesse in
lebenden Zellen nach der gleichen Regel reversibel sistiert werden,
war unser erster Gedanke, daB damit die Ursache dieser merkwiirdig
allgemeinen GesetzmiBigkeit aufgedeckt sei; werden doch die meisten
Lebensvorgénge, wenn man die Oxydationsprozesse durch Entziehung
von Sauerstoff zum Stillstand bringt, reversibel gehemmt2. Es wurden
deshalb Messungen der Oxydationsgeschwindigkeit in narkotisierten
Zellen vorgenommen. Das unerwartete Resultat war, daf} eine Zelle

1 Die ausfiihrlichsten Arbeiten sind die von Hans MEYER und OVERTON aus
den Jahren 1899—1901; loc. cit. — Abgesehen davon: fiir Siugetiere: JorFrOY
u. SERVEAUX: Arch. de méd. exp. 1895. — Bakr: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol.
1898, S. 283. — Fische und Amphibien: Prcavp: Cpt. rend. 124. — BRADBURY:
Brit. med. journ. 1899, S. 4. — Cororian: Journ. de physiol. et de pathol. gén.
1901, 8. 535. — Entwicklung von Bakterien: WirGin: Zeitschr. f. Hyg. u. Infek-
tionskrankh. 46, 149. 1904. — Entwicklung der Seeigeleier: FUHNER: Arch. f.
exp. Pathol. u. Pharmakol. 52, 69. 1905. — Heliotropismus von Daphnien und
Copepoden: Logs, J.: Biochem. Zeitschr. 23, 93. 1910. — Sensible Nerven-
endigungen: RATHER: Dissertation. Tiibingen 1905. — Lokalanésthesie: Gros:
Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 62, 379. 1910. — Herzschlag: VErRNON: Journ.
of physiol. 43, 325. 1911. — Hemmung der Hamolyse: WaLBuM: Zeitschr. f.
Immunitéatsforsch. u. exp. Therapie, Orig. 7, 544. — Anhangsweise seien erwihnt:
Hamolyse: WireiN: Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 46, 149. 1904. —
FUBNER u. NEUBAUER: Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 56, 333. 1907. —
CzapeEk: Oberflichenspannung der Plasmahaut. Jena 1911 (bei G. Fischer).

2 Siehe auch MansrrLD, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 129, 69 und 143,
175, der an eine Loslichkeitserniedrigung fiir Sauerstoff in den Lipoiden denkt,
wodurch der Sauerstoff langsamer in die Zellen hineindiffundieren soll. Diese
Theorie steht in striktem Widerspruch zu der Tatsache, daBl die Oxydationsge-
schwindigkeit in weiten Grenzen vom Sauerstoffdruck unabhingig ist.
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in tiefer Narkose — das befruchtete Echinidenei bei véllig aufgehobener
Furchung — einen fast unveréinderten Sauerstoffverbrauch zeigte!.

Allerdings war der Sauerstoffverbrauch nicht ganz unveréndert,
und der Einwand, daf nur ein kleiner Bruchteil der Oxydationsprozesse
in ursichlichem Zusammenhang mit der Zellteilung stéinde, blieb be-
stehen. Wir haben deshalb die Frage in anderer Weise zu entscheiden
gesucht, namlich durch Beeinflussung von Lebensvorgéngen, deren Un-
abhangigkeit von der Sauerstoffatmung erwiesen ist. Es wurde unter-
sucht, durch welche Konzentrationen der folgenden Substanzen Ver-
mehrung von Hefezellen bei Abschlufl von Sauerstoff stark gehemmt wird.
Es ergaben sich die Zahlen (method. Teil II):

Methylurethan . . . . . . . 8%,
Athylurethan . . . . . . . 4%,
Propylurethan . . . . . . . 2%,
Butylurethan (iso) . . . . . 1%,
Phenylurethan . . . . . . . 0,1%.

Wir finden also auch hier dieselbe Regel : Zunahme der Wirksamkeit
beim Aufsteigen in einer homologen Reihe.

Unser Resultat war nach einer Arbeit von REGNARD? recht wahr-
scheinlich, nach der die Garung in lebenden Hefezellen durch homologe
Alkohole nach der gleichen Regel gehemmt wird. Fiir die anaerob
gsich teilende Hefezelle ist die Gérung die Energie liefernde chemische
Reaktion, und so war jedenfalls sicher, dafl bei den von REGNARD
angegebenen Konzentrationen keine Vermehrung mehr stattfinden
konnte (womit allerdings nur eine Grenze fiir die anaerobe Vermehrungs-
moglichkeit gesteckt war).

IIL.

Die biologisch wichtigen Lipoidsubstanzen der Zelle werden in
der Regel als organisiert zu lipoiden Membranen angenommen, und im
speziellen ist ihre Rolle fiir chemische Vorgédnge dahin gedeutet worden,
daf der Zusammentritt reaktionsfahiger Stoffe in der Zelle durch diese
Membranen behindert oder befordert wiirdes.

Nicht allein um diese Auffassung auf ihre Richtigkeit zu priifen,
sondern um iiberhaupt zu entscheiden, ob unser Wirkungsgesetz in
irgendeinem Zusammenhang mit der Struktur der Zelle steht, haben
wir die Beeinflussung der alkoholischen Gérung studiert, als einer Re-
aktion, die auch getrennt von der Zelle, normalerweise aber innerhalb
der Zelle vor sich geht.

1 WaRrBURG, O.: Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305.
2 REeNARD: Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. 9 sér., 10, 171. 1889.
8 Z.B. E. BucaNER: Die Zymasegirung, S.171. Minchen u. Berlin 1903.

‘Warburg, Substanz. 2
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Dafl Unterschiede in dem Verhalten von Zellgirung und zellfreier
Gérung gegen verschiedene Substanzen, wie Toluol, Chloroform, Thy-
mol, existieren, hat BucHNER! bald nach Entdeckung der zellfreien
Gérung festgestellt. Die drei fiir Fermentstudien am haufigsten ver-
wendeten Substanzen sind sehr schwer l6sliche Korper, die etwa mit
den Endgliedern unserer homologen Reihen korrespondieren. Da sie auf
die zellfreie Gérung kaum oder gar nicht wirken, war in der Tat zu erwar-
ten, dafl unser Wirkungsgesetz fiir die zellfreie Gérung nicht gelten wiirde.

Diese Vermutung hat sich durchaus nicht bestétigt. Héhere Glieder
einer homologen Reihe wirken auf die PreBsaftgirung stirker hemmend
als niedere.

Die folgenden Substanzen wurden auf ihre Fahigkeit, die Zymase-
garung zu hemmen, geprift; die Wirkungsstirke wichst sehr erheb-
lich in der Richtung der Pfeile, in ganz dhnlichem Umfang, wie wir es bisher
fir Hemmung chemischer Reaktionen in lebenden Zellen konstatieren
konnten.

Urethane: Alkohole:
Athylurethan Methylalkohol
’ Propylurethan Athylalkohol
+ Butylurethan (iso) Propylalkohol
Butylalkohol (iso)
{ Amylalkohol (Géirungs-)
Nitrile: Ketone:
| Acetonitril Aceton
. Propionitril Methylpropylketon
+ Valeronitril (iso) Methylphenylketon

Beispielsweise wirkt eine fiinffach normale Methylalkohollgsung
schwicher als eine - normale Amylalkohollésung usw. (Genaueres siehe
methodischer Teil II1.)

Im Anschluf daran miissen wir eine, wie uns scheint, wichtige
Beobachtung erwdhnen. Mischt man namlich HefepreBsaft mit den
Substanzen der angefiihrten Reihen, so sieht man, daf die Fahigkeit,
Niederschlage hervorzurufen, in ganz ausgesprochener Weise beim Auf-
steigen in der Reihe wichst. Die Niederschlagsbildung, von der wir
sprechen, ist nicht etwa geringfiigig, sondern die vorher durchsichtige
und nur wenig opake Fliissigkeit wird génzlich undurchsichtig und er-
scheint in auffallendem Licht weif.

Die Unterschiede in der , fillenden Kraft der verschiedenen Sub-
stanzen sind von der gleichen Grofenordnung wie die Unterschiede in

der Wirkung auf lebende Zellen.

1 loc. cit. — Siehe auch Hans Evrir u. Stxten Kurneera: Uber das Ver-
halten freier und an Protoplasma gebundener Hefeenzyme. Hoppe-Seylers Zeitschr.
f. physiol. Chem. 73, 85.
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Die absoluten Werte der niederschlagsbildenden Konzentrationen
liegen nicht sehr weit iiber denen, die zur Hemmung der Oxydations-
vorgénge in lebenden Zellen nétig sind, sondern fallen teilweise mit diesen
zusammen!. Wir stoBen hier also auf eine sichtbare Veranderung in dem
flussigen Inhalt des Zelleibes unter dem Einfluf chemisch indifferenter
Substanzen, eine Verdnderung, deren Zusammenhang mit chemischen
Reaktionsbeeinflussungen jedenfalls sehr anschaulich sein diirfte.

Auf Niederschlagsbildung im Hefeprefisaft unter dem Einfluf}
antiseptischer Substanzen, Sublimat, Chloroform, Phenol, Chloral-
hydrat, ist von E. BUCENER und seinen Mitarbeitern? haufig hingewiesen
worden. Nicht bekannt aber war bisher der Zusammenhang der Nieder-
schlagsbildung mit unserem Wirkungsgesetz.

Die Beobachtungen erinnern an die Theorie von CLAUDE-BERNARDS,
nach der ,,Semi-Koagulationen“ Ursache der Narkose sein sollten.
OverTON hat diese Hypothese nicht vollig abgelehnt, sich ihr fiir die
basischen Substanzen und Oxybenzole angeschlossen, fiir die indif-
ferenten Stoffe jedoch der CrLaUDE-BERNARDschen Hypothese seine
Lipoidtheorie gegeniibergestellt. Beide Theorien wurden gewisser-
mafBen vereinigt von HOBER#4, der als Vorbedingung eine bestimmte An-
sammlung in den Lipoiden ansieht, die dann weiterhin eine Verdichtung
der Kolloide zur Folge haben sollte.

IIla.

Die Versuche mit HefepreBsaft beweisen, daBl Beeinflussungen
biochemischer Reaktionen in einer strukturlosen Flissigkeit von der
gleichen Regel beherrscht werden kénnen wie in der lebenden Zelle.
Wir haben uns weiter gefragt, ob die Lipoidstoffe der Zelle es sind, durch
deren Zustandsinderung die Hemmungen hervorgerufen werden,
oder ob die Regel auch gilt, wenn eine Beteiligung von Lipoidstoffen
nicht angenommen zu werden braucht.

1 Die sichtbare Niederschlagsbildung ist von einer ganzen Anzahl Faktoren
abhéngig; wir beabsichtigen, den fiir uns wichtigsten Faktor, die Zusammen-
ballung der Teilchen, zu isolieren. — Uber Fillung von Kolloiden durch Nicht-
leiter ist bisher wenig bekannt. Sprro bemerkte (Hofmeisters Beitr. 4, 317),
daB hohere Alkohole der Fettreihe Hithnereiweil} stiarker fillen als niedrige. Vgl.
auch MooRrE u. Roar: Proc. of the roy. soc. of London, Ser. B. 74, 382; 77, 86. —
BruntoN and MarTIN: Journ. of physiol. 12, 1. — ScHORR: Biocchem. Zeitschr.
37, 426.

2BucHNER, E., H. BucaNkr u. M. Haux: Die Zymasegirung. — BUCHNER, E.
u. HorrMANN: Biochem. Zeitschr. 4, 227. — DucHACER, FrRANZ: Biochem. Zeitschr.
18, 211.

3 CLAUDE-BERNARD: Legons sur les Anesthésiques, Cinquiéme Lecon. Paris
1875.

¢ HoBER: Physikalische Chemie der Zelle. 1911, S.490.

2%
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Wenn man Hefezellen in Aceton eintrégt, sie dann absaugt und mit
Ather und Aceton wischt, so resultiert ein steriles Pulver, das sehr
kriftige Gérwirkung zeigt. Diese sogenannte Acetondauerhefe, deren
Darstellung von ArLBerT, BUcENER und RaPP! angegeben wurde,
bildet ein geeignetes Objekt zur Priifung unserer Frage, da durch die
Behandlung mit Aceton und Ather die Lipoide wohl gréBtenteils aus-
gelaugt werden. Wir haben gefunden, daf die Garwirkung der Aceton-
dauerhefe nach der gleichen Regel gehemmt wird; als Belege seien die
Konzentrationen einiger Stoffe angefiihrt, die eine fast vollstindige
Géarungshemmung? bewirken.

Substanz Gewichtsprozente Gramm-Molekiile
pro Liter
Methylalkohol . . . . . . . . .. mehr als16 mehr als 5,0
Athylakohol . . . . . . . . . .. 16 3,5
Propylalkohol (n). . . . . . . .. 8 1,3
Butylalkohol (iso). . . . . . . .. 4 0,54
Amylalkohol (Géarungs-) . . . . . . 2 0,23
Aceton. . . . . . . . . . ... 16 2,8
Methylpropylketon . . . . . . . . 4 0,47
Acetonitril . . . . . . . . . . .. 8 2,0
Propionitril. . . . . . . . . . .. 4 0,73
Methylurethan . . . . . . . . . . 10 2,1
Athylurethan . . . . . . . . . .. 6 0,68
Propylurethan . . . . . . . . .. 3 0,28

IV.

Auf die Bedeutung der Verteilung einer Substanz zwischen Zellen
und umspiilender Fliissigkeit ist zuerst von EBRLICH hingewiesen wor-
den. Hans MEYEr und OVERTON3 haben dann in ihrer beriithmten
Theorie der Narkose die Zellbestandteile, in denen eine groe Zahl von
Stoffen fixiert oder angereichert werden miissen, um zu wirken, chemisch
charakterisiert, so dafl es mdoglich sein sollte, aus bekannten physikalisch-
chemischen Eigenschaften einer Substanz ihre Wirkungsstérke voraus-
zusagen.

Die Theorie sagt nicht, daf z. B. Aceton deshalb narkotisch wirkt,
weil es sich in den Gehirnlipoiden anhduft, sondern nur: Ein héher mole-
kulares Keton wirkt deshalb stirker als Aceton, weil von dem ersten
bei gleichen Konzentrationen in der umspiilenden Losung sich mehr

1 AuErT, R., E. BucuENER u. R. Rapp: Ber. d. dtsch. chem. Ges. 35, 2376.
1902. — BuceNER u. HanN: Die Zymasegéarung. S.247.

2 2 g Acetondauerhefe 4+ 10 com einer 10proz. Rohrzuckerlosung wurden bei
30° eine Stunde digeriert. Von dieser Suspension wurden Proben mit oder ohne
Zusatz. der hemmenden Substanzen zwei bis drei Stunden bei 30° in Eudiometer-
réhrchen beobachtet.

3 loc. cit.
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in den Zellipoiden befindet als von dem letzten. Will man demnach nicht
ganz enorm hohe Teilungsverhdltnisse fiir stark wirksame Substanzen
annehmen, so wére zu erwarten, daf von Korpern, wie Aceton und
Athylalkohol stets weniger, von Korpern, wie Hypnon, Phenylurethan
usw., stets mehr in den Zellipoiden und demnach auch in der ganzen
Zelle ist als in der umspiilenden Losung.

Damit stehen nun die wenigen Bestimmungen, die bisher nach dieser
Richtung ausgefiihrt wurden, nicht in Einklang. Zwar fanden Pont!
mehr Chloroform, HEDpIN? mehr Ather und S#ureester in den Zellen
als in der umspiilenden Fliissigkeit, andererseits aber wurde das gleiche
fiir schwach wirksame Substanzen, wie Aceton (HEDIN? und ARCHAN-
G¢ELSKY?) und Alkohol (GrEEANT?), gefunden und nach HEDIN? verteilen
sich Methylalkohol und Amylalkohol gleichméBig auf Zellen und um-
spillende Salzlésung.

Eine weitere Unsicherheit, auf die von Haxns MEYER und OVERTON
selbst hingewiesen wurde, besteht in der hdufig doch sehr erheblichen
Divergenz der tatsidchlichen Wirkungsstirken mit den aus dem Tei-
lungsverhaltnis berechneten. Um ein Beispiel herauszugreifen, miifite
Isobutylalkohol 180mal so stark wie Athylalkohol wirken. Er wirkt
aber nur 3- bis 4mal so stark. Die Erklarung sehen die Begriinder der
Lipoidtheorie darin, daB} wir die Losungseigenschaften der Zellipoide
nicht kennen.

Zum Teil die hier bestehenden Abweichungen und Widerspriiche
waren es, die uns veranlaBten, Verteilungsmessungen mit lebenden
Zellen anzustellen®. Untersucht wurde die Verteilung folgender Sub-
stanzen: Methylalkohol, Athylalkohol, Propyalkohol, Isobutylalkohol,
Amylalkohol, Methylurethan, Didthylharnstoff, Butylurethan, Phenyl-
urethan, Methylphenylketon, Aceton, Thymol, Formaldehyd und Blau-
sdure. Als Material wurden rote Vogelblutzellen benutzt, die in mog-
lichst konzentrierter Suspension, suspendiert in einer 0,9 %igen Natrium-
chloridlésung, vermischt wurden mit einer 0,9%igen Natriumchlorid-
l6sung, die die zu priifende Substanz enthielt. Bei leichtléslichen
Substanzen bestimmten wir die Verteilung, wie HEDIN®, durch
Messung des Gefrierpunkts vor und nach dem Vermischen. Bei den
schwerloslichen — es handelte sich um wenige Kubikzentimeter dullerst

1 Arch f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 28, 239. 1891.

% Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 68, 229.

3 Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 46, 347. 1901.

4 Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. 1899, p. 746.

5 Wie weit die Verteilung, als ursichlicher Faktor, fiir die chemischen Re-
aktionsbeeinflussungen in Betracht kommt, ist eine Frage, von der wir hier ganz

absehen.
6 loc. cit.
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verdiinnter Losungen — standen geeignete chemische Methoden nicht
zur Verfiigung. Wir gingen deshalb so vor, dafl wir aus der Atmung
der Zellen, die wir zum Verteilungsversuch benutzten, die Konzentra-
tionen der Substanzen in der umspiilenden Fliissigkeit berechneten.
Im einzelnen gestaltet sich die Methode, die einer allgemeinen Anwendung
fahig erscheint, folgendermaflen: 2,5 cem einer Zellsuspension werden
in drei bekannten Konzentrationen einer Substanz mit grofen Mengen
Loésung bis zum Gleichgewicht gewaschen und schliefilich auf 5cem
aufgefiillt. Weiterhin werden 2,5 ccm derselben Suspension mit ver-
schiedenen Mengen einer Lésung vermischt, die die betreffende Sub-
stanz in bekannter Konzentration enthilt. Die Mischungen werden dann
zentrifugiert und die Zellen gleichfalls auf 5 ccm gebracht, wobei zu
beachten ist, daBl zum Auffiillen die durch Zentrifugieren gewonnene
iiberstehende Fliissigkeit benutzt werden muf. Wir haben dann schlief3-
lich sechs Rohrchen, alle gleiche Zellmengen im gleichen Volumen ent-
haltend; die Konzentrationen der zu priiffenden Substanzen in der um-
spiilenden Fliissigkeit sind fiir die ersten drei Rohrchen bekannt, fiir
die letzten drei unbekannt. Man bestimmt nun in allen sechs Réhrchen
den Sauerstoffverbrauch, der, wie anfangs erwihnt, durch die Kon-
zentration der hemmenden Substanz in der umspiilenden Fliissigkeit
definiert ist, und erhélt drei Atmungsgrofen bei bekannter, drei bei
unbekannter Konzentration; aus diesen Daten sind die unbekannten
Konzentrationen durch Interpolation berechenbar (siehe Versuche Nr.IV).

Ein grofler Vorteil der Methode ist u. a. der, daf die Verteilung bei
denjenigen Konzentrationen bestimmt wird, bei denen die Stoffe wirken ;
daB man nicht nétig hat, gréBere Konzentrationen als die wirksamen
zu benutzen, weil solche die Zellen meist toten. Die Verteilungen sind
also alle an lebenden Zellen gemessen. Das Resultat war folgendes:

1. Garungsamylalkohol und Isobutylurethan verteilen sich etwa
gleichméfBig tiber Zellen und Salzlosung. Dazu sei bemerkt, daB diese
beiden Substanzen etwa in gleicher Konzentration die Oxydations-
prozesse hemmen.

2. Substanzen von geringerer Wirkungsstérke als Amylalkohol wur-
den von den Blutzellen in geringerer Menge aufgenommen. 1 Volumen
Zellsuspension enthielt weniger von diesen Substanzen als 1 Volumen
Salzlésung. Dies wurde festgestellt fiir Methyl-, Athyl-, Propyl-, Butyl-
alkohol; Methylurethan, Diéthylharnstoff, Aceton. Von diesen wird der
starker wirksame Butylalkohol reichlicher von den Zellen aufgenommen
als der schwiicher wirksame Athylalkohol.

3. Von indifferenten Substanzen, die stirker wirken als Amyl-
alkohol, wurden gepriift Methylphenylketon, Phenylurethan und Thy-
mol. Diese drei Kérper hiufen sich sehr stark in der Zelle an. 1 Volumen
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Zellsuspension enthélt im Gleichgewicht bedeutend mehr als 1 Volumen
Salzlosung. Bei Konzentrationen, die die Oxydationsprozesse um 50 %
hemmen, finden wir von Methylphenylketon zweimal, von Phenyl-
urethan dreimal, von Thymol neunmal so viel in der Suspension als
in der Salzlosung. Etwa 50% Oxydationshemmung wird bewirkt
durch 12 Millimole Methylphenylketon pro Liter, 3 Millimole Phenyl-
urethan und 0,5 Millimole Thymol.

4. Als Reprisentanten von Korpern, deren Wirkungsmechanismus
von dem der indifferenten Stoffe abweicht, seien angefiihrt Formal-
dehyd und Blausdure. Beide héufen sich stark in der Zelle an.

Stellen wir einige Resultate zusammen, so 143t sich eine Reihe bilden
aus 6! Substanzen, die mit der am schwichsten wirkenden anfingt
und mit der am stérksten wirksamen endigt: Methylalkohol — Butyl-
alkohol — Amylalkohol — Methylphenylketon — Phenylurethan —
Thymol. Je stirker ein Glied dieser Reihe wirkt, um so mehr davon fin-
den wir im Gleichgewicht in der Zelle?. Selbstverstandlich diirfen Sub-
stanzen, wie Blausdure und Formaldehyd, in solche Reihen nicht
hineingenommen werden.

Wir sehen ferner, daf3 unsere Versuche, wie wir erwarteten, die An-
gaben anderer Autoren iiber Anhiufung von Aceton oder Athylalkohol
nicht bestétigen kénnen.

Was die Lipoidtheorie anbetrifft, so ist hervorzuheben, daBl keine
einzige Messung gegen sie spricht, daf} vieles sogar ausgezeichnet zu
stimmen scheint. So ist beispielsweise das Teilungsverhéaltnis fiir Amyl-
alkohol zwischen Salzlésung und Zellipoiden in unseren Zellen = 1.
Im Sinne der MEYER-OvERTONschen Theorie mufl dann das Teilungs-

Al
verhaltnis des Butylalkohols, das fiir ;9— von OVERTON mit 6 an-

Zellipoide Wasser
gegeben wird, fiir — IPOYE Jleiner als 1 sein, und in der Tat finden

Wasser
wir weniger Butylalkohol in der Zelle als in der Salzlgsung.

Wenn man das Volumen der lipoiden Phase® in der Zellsuspension kennen
wiirde, so konnte man sogar zahlenmiaBige Beziehungen zwischen Wirkungs-
stirke und Konzentration in den Lipoiden suchen. Der Weg zur Berechnung des
Lipoidvolumens wire etwa folgender: Das Teilungsverhaltnis des Amylalkohols fiir
Zellipoide
Salzlgsung
entsprechende Teilungsverhiltnis des Methylalkohols, berechnet nach den OvEr-

ist, wie wir sahen, etwa = 1; dann miite nach der Lipoidtheorie das

1 Die iibrigen Substanzen haben zu #hnliche Loslichkeiten, als daB Unter-
schiede mit unsern Methoden sicher feststellbar waren.

% Dies gilt nur fiir einen bestimmten Konzentrationsbereich; denn siehe Thymol.

8 Wir beriihren das hier nur beildufig, weil es sich um Tatsachen handelt,
die fir die narkotische Wirkung, wahrscheinlich aber nicht fiir die chemischen
Reaktionsbeeinflussungen in Betracht kommen.
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tonschen Wirkungsstirken, ca. 20mal so klein sein; diese geringe Menge Methyl-
alkohol, die in die Lipoide hineingeht, 148t sich fiir unsere Frage vernachlassigen.
Mischen wir nun 10 cem Methylalkohol-Salzlésung mit 10 ccm Zellsuspension,
so nimmt die Konzentration des Alkohols so ab, als ob mit 7,7 ccm und nicht
mit 10 ccm verdiinnt worden wire. Das Volumen der lipoiden Phase wire demnach
10 — 7,7 = 2,3 cem in 10 cem unserer Zellsuspension.

Eine Konsequenz ist z. B. folgende: Da das Lipoidvolumen nur etwa den
fiinften Teil der Zellsuspension ausmacht und es sich darum handelt, Konzen-
trationsunterschiede in diesem Bruchteil des Volumens festzustellen, so war zu
erwarten, daB wir mit Hilfe unserer Methoden nur groBe Konzentrationsunter-
schiede in der Lipoidphase wiirden feststellen konnen. Berechnet man sich diese
Konzentrationsunterschiede aus den Wirkungsstirken, so ergibt sich, daB mit
unsern Methoden fiir Aceton, Athylalkohol, Methylalkohol, Propylalkohol und
Methylurethan annihernd das gleiche Aufnahmevermégen gefunden werden muf.
Das ist, wie aus den Protokollen (s. Versuch IV) hervorgeht, tatsachlich der Fall.

Als Einwand gegen diese Betrachtungsweise kdénnte man geltend machen,
daB die Loéslichkeitsbecinflussungen durch Kolloide und andere Zellbestandteile
nicht hinreichend bekannt und méglicherweise recht erheblich sind. Das ist un-
wahrscheinlich erstens nach den Messungen von CHRISTIAN BoHR!, der die Loslich-
keiten von Stickstoff und Sauerstoff im Serum denen in einer physiologischen
Kochsalzlésung sehr dhnlich fand; zweitens auf Grund der soeben mitgeteilten
Messungen; andernfalls ndmlich miifte man annehmen, da die Zellbestandteile
der wilrigen Phase die Loslichkeit von Kérpern, die in Lipoiden schwer 16slich
sind, erniedrigen, die der anderen aber erhohen?.

Storender fiir Berechnungen ist zweifellos der Einflu der Adsorption bei
Stoffen, die in kleiner Konzentration wirken. Die Adsorption ndmlich wird hier
prozentisch in Betracht kommen, weil bei kleinen Konzentrationen relativ mehr
adsorbiert wird, und weil die stdrker wirksamen Stoffe auch zu den starker ad-
sorbierbaren gehéren. Diese Verhiltnisse finden ihren Ausdruck in unseren Mes-
sungen, nach denen sich Aceton, Methylalkohol usw. bei den fiir die Oxydations-
hemmung in Betracht kommenden Konzentrationen nach dem HrNryschen Ge-
setz verteilen, wihrend man bei Korpern, die in kleiner Konzentration wirken,
erhebliche und, wie wir glauben, sehr interessante Abweichungen beobachtet
(siehe Thymol unter Versuchen IV).

Versuche.

1. Stoffwechselversuche mit Bakterien.

Eine 24stiindige Agarkultur des Vibrio Metschnikoff wurde in der Regel
benutzt. In 10 cem Bouillon wurden 10 Osen fein zerrieben. Die Suspension
kam dann sofort in Eis und konnte den Tag iiber benutzt werden. — Zur Messung
des Sauerstoffverbrauchs wurde etwa 1 ccm dieser Stammsuspension in ein 10 cem
fassendes Rohrchen gefiillt; das Rohrchen hatte auf einer Seite einen eingeschlif-
fenen Glasstopfen, auf der anderen Seite einen Glashahn. Dann wurde Kochsalz-
Peptonlésung? zugegeben, ferner 2 cem einer konzentrierten Rinderblutksrperchen-

1 Z. B. Nagels Handb. f. Physiol. S. 54.

2 Vergleiche allerdings die sonderbaren Loslichkeitsbestimmungen von Chloro-
form im Serum, die MoorE und RoaF (loc. cit.) mitgeteilt haben.

3 1 g Pepton Witte, 0,9 g NaCl, gekocht und filtriert. Dazu 3 cem /;, NaOH.
Die Fliissigkeit farbt dann Neutralrot gelb, Phenolphthalein eine Spur rosa.
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suspension in Kochsalz! und mit Kochsalz-Peptonlésung vollig aufgefiillt. Die
Kochsalz-Peptonlésung war bei 37° an der Luft geschiittelt worden. Das ver-
schlossene Réhrchen wurde nun eine passende Zeit in einem Wasserthermostaten
von 37° langsam gedreht und darauf im wesentlichen, wie fiir andere Zellen be-
schrieben, der verschwundene Sauerstoff bestimmt2. Kine kleine methodische
Modifikation erwies sich als nétig, ndmlich die Bakterien sofort nach Abbrechen
des Versuches zu vergiften®. Zu dem Zwecke wurde das Rohrchen geoffnet, mit
einer langstieligen Pipette 0,5 ccm einer alkalischen Natriumcyanidlésung unter-
schichtet, mit einem Tropfen Wasser wieder bis zum Rand gefillt, geschlossen
und umgeschiittelt. Die alkalische Natriumcyanidlésung war: 28 g¢ Na,CO,; +
10 H,0; NaCN 0,1 g, Wasser 100.

Der Inhalt des Rohrchens wurde dann geschichtet unter 3 cem einer Saponin-
l6sung: Saponin 0,6 g; NaCl 1,1 g; Wasser 100, etwas Thymol; hierauf, wie frither
beschrieben, weiter verfahren.

Arbeitet man, wie meistens, mit einer Serie von Réhrchen, so wird jedes
Rohrchen, nachdem es mit Bakterien, Blut usw. angefiillt ist, bei offenem Hahn
in eine Schale mit Eis gelegt. Erst wenn alle Rohrchen fertig sind, bringt man
sie dann gleichzeitig in das Wasserbad bei 37°. In gleicher Weise beendigt mau
den Atmungsversuch stets so, daB man die Rohrchen aus 37° in Eis bringt. Auf
diese Weise sind also die Zeiten gut fixiert?.

Sollte die Wirkung einer Substanz auf den Stoffwechsel gepriift werden, so
wurde sie in NaCl-Peptonlosung aufgelést; die Blutkorperchen wurden dann nicht
mit Natriumchlorid, sondern mit Natriumchlorid, in der die betreffende Substanz
gelost war, dreimal gewaschen. Die Bakterien wurden nie gewaschen, sondern
stets in die Bouillonlésung zugegeben, wobei dann die Konzentration der Substanz
in der NaCl-Peptonlésung etwas vermindert wurde. Dies wurde stets in der An-
gabe der Konzentration beriicksichtigt®.

Als Kontrolle wurde ein Rohrchen ohne Bakterein (also Blutkdrperchen -+
NaCl-Pepton usw.) gleichzeitig bestimmt und der Ausschlag, den dieses Réhrchen
am Manometer gab, von samtlichen anderen subtrahiert. (Die Druckverminderung
in dem Kontrollrohrchen hat ihre Ursache in der grofleren Loslichkeit der Gase
bei der Bestimmungstemperatur, als bei 37° der Sattigungstemperatur. Vgl
dariiber WARBURG: 1. c¢.) Unter ,korrigierten Druckverminderungen* verstehen
wir im folgenden stets die Werte abziiglich der Blutkontrolle. Die Schiittelflaschen
hatten, wie frither, ein Volumen von 50 cem, das Volumen der eingefithrten
Fliissigkeit betrug 13 cem, so daf die Druckverminderungen in ca. 37 cem auf-
traten. Eine Ose einer 24stiindigen Agarkultur des Vibrio gibt unter diesen Ver-
suchsbedingungen nach halbstiindiger Atmung bei 37° ca. 50 mm (korrig.) Druck-
verminderung. Diese Angabe soll nur einen Anhaltspunkt fiir die GréBenordnung
geben; verglichen werden darf natiirlich nur die Atmung desselben Materials, der-
selben Suspension.

Bei Versuchen mit Zellen, die sich rasch teilen, ist es eine gewisse Kompli-
kation, daB die neu entstandenen Zellen die OxydationsgréBe vermehren; im

1 Mehrmals gewaschen in 0,9% NaCl.

2 WARBURG, O.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem.

3 Weil sie andernfalls wihrend der Sauerstoffbestimmung weiteratmen.

¢ Das Vergiften mit Cyanid nimmt man zweckméBig erst vor, wenn die Rohr-
chen im Eis schon abgekiihlt sind.

5 Substanzen, die sich in Zellen anhdufen, kamen nicht zur Verwendung,
so daf sich die Konzentrationen ohne Fehler angeben lieBen.
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allgemeinen kann also eine Anderung im Sauerstoffverbrauch nicht nur von einer
direkten Oxydationsbeeinflussung, sondern auch von einer Vermehrungshemmung
herrithren. Wir wihlten deshalb die Versuchszeiten so kurz wie moglich, durch-
schnittlich 25 Minuten. Innerhalb dieser Zeit kommt, unter den angegebenen
Bedingungen, die Vermehrungshemmung nicht in Betracht, wie wir uns durch
zahlreiche Versuche iiberzeugt haben. In einer Stunde kommt die Vermehrung
schon deutlich, in 1% Stunden sehr deutlich in Betracht. Dieselbe Suspension
z. B., die in 30 Minuten eine Atmung von 57 mm zeigte, ergab eine Atmung von
94 mm, nachdem sie 1% Stunde bei 37° gehalten war.

Der Vorrat an Sauerstoff entspricht unter unseren Bedingungen in einem
Rohrchen etwa 230 mm; d. h. wenn aller Sauerstoff verbraucht wiirde, so erhielte
man bei der Bestimmung eine Druckverminderung von 230 mm. Wir wéhlten
die Mengen so, daf3 in den 25 Minuten Druckverminderungen nicht tiber 100—120
erhalten wurden, so daB also am Ende des Versuchs iiberschiissiger Sauerstoff
stets noch vorhanden war.

Durch besondere Kontrolle haben wir uns iiberzeugt, dafl der Sauerstoff-
verbrauch im Blut, das zu Beginn des Versuchs nur zur Hélfte gesattigt ist, dem
Sauerstoffverbrauch in gesittigtem Blut gleich ist.

Eine Salzlosung, frei von organischen Substanzen, in denen die Atmung
nicht sehr erheblich absinkt, haben wir bisher nicht gefunden. Dieselbe Suspension,
die in NaCl-Pepton, in 25 Minuten, die Atmung 63 ergab, zeigte in NaCl allein
nur die Atmung 24.

Um zu priifen, ob eine Atmungshemmung reversibel ist, wurde z. B. 0,5 cem
der Bakteriensuspension, die in Eis war, mit 0,5 ccm einer NaCl-Peptonlésung
vermischt; die Peptonlésung enthielt die Substanz in einer solchen Konzentration,
daB nach dem Vermischen eine Atmungshemmung von 50% zustande kam. Diese
Suspension wurde 30 Minuten bei 37° gehalten und gedreht und dann mit
Kochsalzpepton und Blutkérperchen auf 10 cem aufgefiillt, so dal die Kon-
zentration der betreffenden Substanz jetzt nur noch ein Zehntel der atmungs-
hemmenden, d. h. eine unwirksame war. Gleichzeitig wurden 0,5 ccm der Stamm-
suspension in gleicher Weise auf 10 ccm gebracht mit Blut und NaCl-Pepton.
(Der NaCl-Peptonlésung war zur Sicherheit die betreffende Substanz in so ge-
ringer Konzentration zugesetzt, daB3 die Menge derselben in beiden Rohrchen die
gleiche war.) Wir hatten dann also zwei Rohrchen, die sich nur dadurch unter-
schieden, daB die Vibrionen in dem einen 30 Minuten bei auf die Hilfte ver-
minderter Oxydationsgréfle, bei 37°, gelebt hatten.

Wenn die Atmungshemmung 50% betrigt, so ist die Vermehrungshemmung
in der Regel stirker, so daB also auch bei dieser Anordnung die Vermehrung
die Versuchsresultate nicht triibt.

Beispiele.
(p = korr. Druckverminderung; v = Volumen, in dem die Druckverminderung
auftrat; ¢ = Temperatur wihrend der Gasbestimmung.)

Substanz ‘?3“11‘111;11?:::: Gasanalyse
mit 5,0% Methylurethan . . . 30 v=37 p= 36 t=16
ohne . . . 30 v=37 p=100 t=16
mit 3,5% Athylurethan . . . . 20 v=37T p= 25 t=17
ohne ' e 20 v=387 p= 92 t=17
mit 1,0% Propylurethan . . . 20 v=237 p= 37 t=18
ohne v A 20 v=237T p= 87 t=18
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—
Substanz ?ﬁmﬁl&gustzeeﬁt i Gasanalyse
mit 0,5% Butylurethan . . . . 25 v=37 p= 36 t=17
ohne » e 25 v=387 p= T6 t=17
mit 0,05% Phenylurethan . . . 45 v=37T p= 22 t=19
ohne - L. 45 v =37 = 64 t=19
mit 8,0% Dimethylharnstoff. . 30 v=37 p= 47 t=17
ohne s .. 30 v=37 p=143 t=17
mit 2,0% Diathylharnstoff. . . 30 v=37 p= 26 t=17
ohne : ' . 30 v =37 = 60 ¢t=17
mit 0,25% Phenylharnstoff . . 30 v=37 p= 30 t=18
ohne . .. 30 v=37 p= 58 t=18
Priifung auf Reversibilitiit.
Substanz ?ﬁmﬁ:ﬁ%gﬁt Gasanalyse

nach ¥%stiindiger Vorbehandlung

mit 5,0 % Methylurethan . . . 30 v=37 p= 41 t=16
ohne Vorbehandlung . . . . . . 30 v=37T p= 43 t=16
nach ¥%stiindiger Vorbehandlung

mit 8,0% Dimethylharnstoff. . 30 v=37 p=110 t=17
ohne Vorbehandlung . . . . . . 30 v=37 p=111 t=17
nach ¥stiindiger Vorbehandlung

mit 0,25% Phenylharnstoff . . 20 v=37 p= 81 t=17
ohne Vorbehandlung . . . . . . 20 v=37 p= 86 t=17
nach ¥%stiindiger Vorbehandlung

mit 0,5% Butylurethan. . . . 20 v=37 p= 90 t=17
ohne Vorbehandlung . . . . . . 20 v=37 p= 86 t=17

II. Anaerobe Vermehrung der Hefezellen.

Als Material wurden 12—24stiindige Bierwiirze-Agarkulturen einer gewohn-
lichen Bierhefe benutzt. Die Kultur verdanken wir dem hiesigen hygienischen
Institut. Eine ziemlich konzentrierte Suspension in Bierwiirze wurde davon her-
gestellt.

Fiinf Flaschen mit dreifach durchbohrten Stopfen wurden hintereinander-
geschaltet. Zwei Bohrungen waren fiir In- und Ableitung, die dritte fiir einen
Heber. Die Heber wurden gefiillt mit Wasser; dann kamen in jede Flasche 30 ccm
Bierwiirze und 0,5 ccm der Hefesuspension in Bierwiirze. Hierauf wurde Wasser-
stoff aus einer Bombe durchgeleitet; das Gas passierte zunichst zwei Wasser-
flaschen mit Pyrogallol. Die erste Flasche enthielt reine Bierwiirze; in der Bier-
wiirze der vier anderen Flaschen war die zu priifende Substanz in sinkenden
Konzentrationen aufgelost. Nach halbstiindiger Durchleitung wurde, wahrend der
Durchleitung, in 10-ccm-Rohrchen abgefiillt, die auf der einen Seite einen Hahn mit
Capillare, auf der anderen einen eingeschliffenen Glasstopfen trugen. In diese
Rohrchen wurde so eingefiillt, dal der Heber auf den Boden reichte, die sauer-
stofffreie Suspension von unten zustrémte und oben mehrere Kubikzentimeter
iiberliefen. Dann wurde luftdicht verschlossen und der Hahn mit einer mit Paraffin
gefiillten und in Paraffin tauchenden Capillare gefiillt.

Nach 10 Stunden bei 25° wurde gut durchgeschiittelt, gleiche Volumina aus
jedem Réhrchen kamen in ein graduiertes Rohr und wurden zentrifugiert, bis sich
das Volumen nicht mehr dnderte. Um Gasbildung wihrend des Zentrifugierens zu
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vermeiden, wurde vorher mit Formol vergiftet. Um den Grad der Vermehrungs-
hemmung quantitativ beurteilen zu kénnen, wurde eine der Suspensionen, durch
die Wasserstoff geleitet war, 11—12 Stunden in Eis gehalten und dann gleich-
falls in einem graduierten Rohrchen zentrifugiert. Das aus dieser Suspension
erhaltene Zellvolumen entspricht der Vermehrung 0 (im folgenden als Eiskontrolle
bezeichnet). Unter Volumina verstehen wir in den nachstehenden Beispielen die
abgelesenen Volumina der Zentrifugate:

1. Eiskontrolle: 2; Bierwiirze: 6; 8% Methylurethan: 4.

2. Eiskontrolle: 5; Bierwiirze: 10; 4% Athylurethan: 6; 2% Athyluretha,n: 9.
3. Eiskontrolle: 1; Bierwiirze: 3; 2% Propylurethan: 1,5.

4. Eiskontrolle: 1; Bierwiirze: 3%; 1% Isobutylurethan: 1%.

5. Eiskontrolle: 2; Bierwiirze: 6; 0,1% Phenylurethan: 3%.

II1.

Der HefepreBsaft wurde nach der Vorschrift von E. BucuNER
aus untergiriger Bierhefe einer Heidelberger Brauerei gewonnen. Die
zu priifenden Substanzen, der Mehrzahl nach Fliissigkeiten, wurden
direkt dem PreBsaft unter vorsichtigem Umschiitteln zugefiigt, nachdem
derselbe vorher mit einem Drittel seines Volumens einer 60proz. Rohr-
zuckerlosung verdiinnt worden war. Manche Prefsifte zeigten nur
schwache Gérwirkung. Wir fiigten diesen 0,15% Natriumphosphat
hinzu und erhielten dann in Ubereinstimmung mit fritheren Autoren
recht wirksame Fliissigkeiten. Die Mehrzahl der Versuche ist mit phos-
phatfreiem Prefsaft angestellt. Zur Bestimmung der Géarkraft benutzten
wir die von BucHNER empfohlenen Eudiometerréhrchen, beurteilten
also die QGérkraft aus dem Volumen der entwickelten Kohlensdure.
Die PreBsifte wurden vorher meist durch Schiitteln an der Luft von der
Hauptmenge der aufgeldsten Kohlensiure befreit, einige Male, wie das
auch BucHNER getan hat, ausgepumpt. Sowohl die Beeinflussung der
Garkraft als auch das Auftreten der Niederschlige nach Zufiigung der
Substanzen ist abhingig von der Zeit der Einwirkung. Die Beein-
flussung der Gérkraft ist weiterhin abhéngig von der Gérkraft des Saftes,
so daB exakte Versuche eigentlich nur an demselben PreBsaft gewonnen
werden konnen. Diese Verhiltnisse wurden so weit beriicksichtigt,
als verschiedene Substanzen einer homologen Reihe an demselben Pref-
saft gepriift wurden. Fir alle aufgefithrten Substanzen aber war das
naturgemif nicht moglich, und deshalb haben wir darauf verzichtet,
im allgemeinen Teil Zahlen anzugeben. Wir erinnern daran, daf im
Gegensatz hierzu die Wirkung der Substanzen auf die Oxydations-
prozesse in lebenden Zellen eine sehr konstante und im besonderen
fiir eine Zellart unabhingig von der absoluten OxydationsgroBe istl.

Alle Versuche wurden in einem Wasserthermostaten von 299 aus-
gefithrt; die Versuchsdauer betrug 1—3 Stunden. Léngere Versuchs-

1 Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 76.
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zeiten hielten wir nicht fir zweckmafig, u.a. weil wir naturgemif
kein Antisepticum zusetzen durften. Die notwendige Kiirze der Ver-
suchszeiten veranlaffte uns auch, die nicht sehr exakte Eudiometer-
methode zu wihlen. Indessen zogen wir Schliisse nur aus sehr grofien
Differenzen; unter absoluter Hemmung verstehen wir das Ausbleiben
jeglicher Kohlenséureentwicklung in einer Zeit, in der die Kontrolle
schon das Doppelte ihres Volumens an Kohlensdure produziert hatte;
unter sehr starker Hemmung etwa im Vergleich zur Kontrolle zehnmal
so kleine Kohlensdureentwicklung.

Sicher ist es zweckméfiger, wie BUCENER hervorhebt, die zu prii-
fenden Substanzen schon in Wasser gelost zuzusetzen; doch kam es
uns in der Regel auf so schwer 16sliche Flissigkeiten oder Substanzen
an, dal wir gezwungen waren, direkt zum PreBsaft zuzusetzen.
Das gleiche taten wir dann mit den leicht 1gslichen, um einheitlich
vorzugehen. Wie BucaNER am Chloroform, haben auch wir verschiedent-
lich die Beobachtung gemacht, dafl fiir manche schwer lésliche Stoffe
eine stirkere Wirkung erzielt wird, wenn man mehr hinzugibt, als zur
Sattigung notwendig ist. Fiir dieses merkwiirdige Verhalten fehlt uns
eine Erklirung; die mechanische Wirkung ungel6ster Partikel kommt
allein wenigstens nicht in Betracht, da bekanntlich in Gegenwart von
ungeléstem Toluol starke Gérung beobachtet wird. Beispiele (stets
2 ccm Prefsaft-Rohrzucker):

1. PreBsaft mit 16 %! Methylalkohol, 16% Athylalkohol, 2% Amyl-
alkohol wurde angesetzt. Nach 2 Stunden bei 30° hatte sich in der
Amylalkoholprobe kein Gas gebildet, in der Athylalkoholprobe eine
sehr geringe, in der Methylalkoholprobe eine sehr erhebliche Menge.
Die Amylalkoholprobe war ginzlich opak und undurchsichtig, die
Methylalkoholprobe nur schwach getriibt.

2. PreBsaft mit 8% Methylalkohol, 0,8% Methylphenylketon,
1,6% Valeronitril wurde angesetzt. Nach 1 Stunde war die Methyl-
alkoholprobe so durchsichtig wie die Kontrolle ohne Zusatz einer Sub-
stanz und hatte etwa 1% ccm Kohlenséiure entwickelt. In den beiden
andern Proben fanden sich nur wenige Zehntelkubikzentimeter Kohlen-
sdure, und das Methylphenylketon hatte eine véllige Triibung hervor-
gerufen; 1 Stunde spiter hatte sich das Verhaltnis nur dahin geindert,
daf auch die Valeronitrilprobe sich zu triiben begann.

3. Preflsaft mit 16% Aceton, 8% Aceton und 0,8% Methylphenyl-
keton wurde angesetzt. Nach 1 Stunde hatten 16% Aceton und 0,8%
Methylphenylketon die Fliissigkeit véllig getriibt. 8% Aceton dagegen
lie keinen Unterschied gegen die Kontrolle mit reinem PreBsaft er-

1 Gewichtsprozente.
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kennen. Nach 3 Stunden war auch in 8 % Aceton eine Fallung aufgetreten.
Kohlensdure hatte sich in 8% Aceton in erheblichen Mengen entwickelt,
dagegen nur wenig in den beiden andern Proben. 16% Aceton und 0,8 %
Methylphenylketon iibten also die gleiche Wirkung auf den Prefsaft
aus, sowohl was Niederschlagsbildung als auch was Gérungshemmung
anbetrifft.

4. PreBsaft mit 6% Athylurethan, 5% Propylurethan und 3%
Propylurethan wurde angesetzt. 5% Propylurethan erzeugte sofort
eine dicke Fillung, wihrend die beiden andern Proben zunichst un-
verdndert blieben. Nach 2 Stunden bei 30° waren auch in 3% Propyl-
urethan und 6% Athylurethan Fillungen aufgetreten. Die Gérungs-
hemmung in 6% Propylurethan war absolut, in den beiden andern
hatte sich Gas entwickelt, allerdings bedeutend weniger als in der Kon-
trolle mit reinem PreBsaft. 6% Athylurethan und 3% Propylurethan
wirken also gleich, sowohl was Niederschlagsbildung als auch was
Gérungshemmung anbetrifft.

5. PreBsaft wurde angesetzt mit 8% Acetonitril, 4% Acetonitril,
16% Aceton, 8% Aceton. Nach 1 Stunde hatten 8% Acetonitril und
16% Aceton starke Fillungen erzeugt und nur sehr geringe Kohlen-
sduremengen entwickelt. Die iibrigen Proben waren unverdndert im
Aussehen und zeigten starke Géarwirkung.

Derartige Beispiele lieBen sich beliebig vermehren, Butylurethan
wirkt stérker als Propylurethan usw. Vergleicht man die Reihen-
folge, in der diese Substanzen die Oxydationen in lebenden Zellen einer-
seits, die PreBsaftgirung andererseits hemmen, so ist sie ausnahmslos
die gleiche.

Iv.

Fir Verteilungsversuche muf3 die Zellsuspension so konzentriert
wie moglich sein, weil die Ausschlidge bei konzentrierten Suspensionen
groBer sind. Das Volumen der Zellen in unseren Suspensionen betrug
etwa vier Fiinftel des Gesamtvolumens. — Die Suspensionsfliissigkeit
war eine 0,9proz. Natriumchloridlésung, in der die Zellen mehrmals
gewaschen waren; vor jedem Zentrifugieren wurde einige Minuten
kriftig geschiittelt. Die Zellen sollen nach dem Waschen und Schiitteln
moglichst frei von dissoziabler Kohlenséure sein, andernfalls geht beim
Vermischen mit Salzlosung Kohlenséure in merklichen Mengen heraus
und kann die Messungen stéren. Kohlensiuredissoziation, geringe und
beim Arbeiten mit sehr konzentrierten Suspensionen nie ganz ver-
meidbare Hamolyse haben uns veranlaft, von prézisionskryoskopischen
Messungen abzusehen und den gewohnlichen BrCEMAaNNschen Appa-
rat zu benutzen. Der Fehler betrégt hier etwa ein Hundertstelgrad.
Wurden 10 cem unserer konzentrierten Zellsuspension mit 10 com



0. Warburg u. R. Wiesel: Wirkung von Substanzen homologer Reihen. 31

0,9proz. Natriumchloridlésung vermischt und zentrifugiert, so hatte
sich der Gefrierpunkt der iiberstehenden Fliissigkeit nicht geéindert.
Fiir alle kryoskopischen Bestimmungen wurden 10 ccm konzentrierte
Zellsuspensionen mit 10 ccm 0,9proz. Natriumchloridlésung, der die
zu priiffende Substanz zugesetzt war, vermischt, ca. 5 Minuten! vor-
sichtig bewegt, zentrifugiert und in der iiberstehenden Fliissigkeit die
Gefrierpunktserniedrigung bestimmt, die schon vorher fir die zu-
gesetzte Fliissigkeit gemessen war. Im folgenden ist die Gefrierpunkts-
erniedrigung vor und nach dem Mischen angegeben. Ist sie nach dem
Mischen auf die Halfte? gesunken, so hat sich die Substanz gleichmaBig
verteilt. Ist sie auf weniger als die Halfte gesunken, so ist weniger in
der Zellsuspension als in der umspiilenden Fliissigkeit. Das Verhiltnis

_ Gefrierpunktserniedrigung vor dem Mischen
Gefrierpunktserniedrigung nach dem Mischen

Ol
C’2
fiir das Aufnahmevermdégen der Zellen.

A ist die Gefrierpunktserniedrigung, die die betreffende Substanz
in der physiologischen Kochsalzlésung hervorbrachte, in Graden.

im folgenden als bezeichnet, ist dann ein anschaulicher Ausdruck

Methylalkohol A vorher: 1,91 Methylurethan A vorher: 0,963
A nachher: 1,08 A nachher: 0,542
(0N 0y
-(Z = 1,77, C’; = 1,77,
Athylakohol A vorher: 1,94 Disthylharnstoff A vorher: 0,946
A nachher: 1,13 A nachher: 0,542
C, 4N
G, = 1,72, G, = 1,76,
n-Propylalkohol A vorher: 1,27 Butylurethan a) 4 vorher: 0,194
A nachher: 0,73 A nachher: 0,083
G C, _
6, 1T 0, = >
(iso-)Butylakohol A vorher: 1,02 b) 4 vorher: 0,19
A nachher: 0,57 A nachher: 0,10
C, O _
0; = 1,8, C, 1,9,
Amylalkohol® A vorher: 0,360 c) A vorher: 0,18
A nachher: 0,186 A nachher: 0,088
C, %)
et N 21 90.
a, 2, c, ,0

1 Nach dieser Zeit ist stets Gleichgewicht erreicht, wie wir uns durch mehrere
Kontrollversuche iiberzeugt haben.

2 Fiir die in Betracht kommenden Konzentrationen darf Proportionalitiat
mit den Gefrierpunktsdepressionen angenommen werden.

3 (drungs.
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Am ungenauesten wird die Bestimmung fir Butylurethan, weil
die Loslichkeit dieser Substanz zu gering ist und der Fehler von ein
Hundertstelgrad prozentisch schon viel ausmacht. Deshalb sind drei
Bestimmungen angefiihrt, als deren Mittel sich etwa 2,1 ergibt.

Verteilungsmess;mg mit der Atmungsmethode.

Phenylurethan:

a) 2,5 ccm konzentrierte Zellsuspension in 0,9% NaCl mit 0,1%
und 0,05% Phenylurethan (in 0,9% NaCl) bis zum Gleichgewicht
gewaschen, eine Kontrollprobe mit 0,9% NaCl ebensooft und ebenso
lange gewaschen. Dann auf 5 cecm aufgefiillt und die R6hrchen in Eis;

b) eine 0,lproz. Phenylurethanlésung (in 0,9% NaCl) mit 2,5 cem
der gleichen Zellsuspension vermischt, und zwar:

1. 2,5 ccem mit 5,0 ccm 0,1% Phenylurethan,

2.25 , ., 10,0 ,, 0,1% » s
dann zentrifugiert und auf 5 ccm gebracht (zum Uberspiilen in die
Atmungsglidschen die beim Zentrifugieren gewonnene iiberstehende
Fliissigkeit verwendet);

¢) 2,5 com derselben Suspension mit KCN vergiftet, auf 5ccm
gebracht und die Druckverminderung bestimmt. Diese Probe ist
die Kontrolle fiir die O,-Bestimmung. Genaueres dariiber sieche Hoppe-
Seylers Zeitschrift fir physiologische Chemie Bd. 76.

Hierauf kamen die fiinf Roéhrchen (drei von a und zwei von b)
gleichzeitig in den Wasserthermostaten von 30° wo sie 2 Stunden
blieben. Der in dieser Zeit verschwundene Sauerstoff wurde genau,
wie beschrieben (Hoppe-Seyler Bd. 76), bestimmt. Das Volumen
der Schiittelflasche war, abziiglich der eingefiillten Flissigkeiten,
32 cem (eingefiillt 5 cem Zellsuspension und 3 cem Saponin-Ammoniak).
Wie immer, sind unter diesen Bedingungen die korrigierten Druckver-
minderungen ein direktes Mafl der Oxydationsgrofen. Es wurde

erhalten:
fir die Rohrchen a: NaCl: p=—185

0,1% Ph: p=— 35

0,05% , p=— 94

A T p=—112
2. p=— 83.

Durch Interpolation berechnen sich aus den Zahlen der a-Réhrchen
die Konzentrationen in der umspiilenden Flissigkeit fir die b-Réhrchen
und zwar fiir Nr. 1 0,041% und fiir Nr. 2 0,058%. Das heifit also:
Wenn wir 2,5cem Zellsuspension! mit 5cem 0,1% Phenylurethan

1 Die konzentrierte ,,Zellsuspension®, erhalten durch Zentrifugieren in einer
RunNEschen Zentrifuge und Abhebern der iiberstehenden Fliissigkeit, hat, wie
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vermischen, so ist die Konzentration des Phenylurethans in der um-
spiilenden Fliissigkeit nach dem Mischen nicht 0,07%, wie man bei
gleichméBiger Verteilung erwarten sollte, sondern 0,041 % ; wenn wir
2,5 com Zellsuspension mit 10 cem 0,1% Phenylurethan vermischen,
so ist die Konzentration nach dem Vermischen nicht 0,08%, sondern
0,058%. Die Berechnung der Verteilung gestaltet sich nun folgender-
mafen weiter:

Fiir Nr. 1: In 5 ccm waren vorher: 5 X 0,001 g==0,0050g

s B ,» nach dem Mischen: 5 x 0,00041 g = 0,0021 g

Verschwunden in 2,5 cem Zellsuspension = 0,0029 g

Im Gleichgewicht sind mithin in 2,5 cem Zellsuspension 0,0029 g,
in 2,5 ccm umspiilender Losung 0,00105 g, also im gleichen Volumen
2,8mal so viel als in der umspiilenden Fliissigkeit.

In derselben Weise berechnet sich fiir Nr. 2, daBl im Gleichgewicht
in 2,5 ccm Zellsuspension 2,8 mal so viel Phenylurethan ist, als in 2,5 ccm
umspiilender Flissigkeit.

Im folgenden sind die Rechnungen nicht in extenso mitgeteilt,
sondern nur die Oxydationsgréfen (mit p bezeichnet), die in den bekann-
ten und unbekannten Konzentrationen beobachtet wurden, und schlie§3-
lich das Resultat der Berechnung, die ganz in der gleichen Weise wie
bei Phenylurethan vorgenommen wurde.

Thymol.
Bekannte Konzentrationen (dreimal mit 50 cem gewaschen):
0,015% p= 10
0,0075% p=T9
0,0038% p =117
NaCl p =141

Unbekannte Konzentrationen :
1. 2,5 cem Zellsuspension + 10 cem 0,015%: p = 125

2. 25 ., +26 ,, 0,015%: p= 27
3. 25 . ” +43 ,, 0,015%: p= 11
4. — . +43 ,, NaCl: p=—145

Daraus berechnet sich, dafl bei 0,013% in der AuBlenflissigkeit
zirka zweimal so viel im gleichen Volumen Zellsuspension ist, bei
0,0032% aber zwolfmal so viel.

In einem zweiten Versuch war das Resultat das gleiche, namlich bei

0,0032% in der AuBlenfliissigkeit 15mal so viel in der Suspension,

0’0062% " »” ” 9ma’1 2 2 k2] b *
0,0120% ,, ., " 2mal ,, ,, , »

Bestimmungen des Zellvolumens zeigten, eine sehr konstante Zusammensetzung.
Die Kenntnis des Zellvolumens ist fiir unsere Frage nicht notwendig.

‘Warburg, Substanz. 3
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Methylphenylketon.
Bekannte Konzentrationen:
0,2 % p= 14
0,1 % p =113
0,05% p =127
NaCl p =139

Unbekannte Konzentrationen:

1. 2,5 cem Suspension + 5,0 cem 0,2proz. Keton: p = 116
2. 25 . + 10,0 ,, 02proz. ,, p= T7
3. 2,5 ,, 5 + 10,0 ,, NaCl p =149

Daraus berechnet sich, daB bei 0,104% in der AuBenfliissigkeit
1,9mal so viel in dem gleichen Volumen Zellsuspension ist, bei 0,14 %
1,7mal so viel.

Beziiglich der Sauerstoffbestimmungen ist zu beachten, daB bei
der hohen Konzentration der Zellen die Formelemente im lackierten
Blut atmen, trotz Anwesenheit von NH; und Saponin, daB man also
nicht zu langsam arbeiten darf. (Vgl. Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir
physiologische Chemie Bd. 70, S. 413 und Bd. 76.)

Die Kosten dieser Arbeit wurden teilweise aus einem Stipendium
bestritten, das uns aus der Jagor-Stiftung in Berlin zur Verfiigung
gestellt war.
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Uber Verbrennung der Oxalsiure an Blutkohle und die Hemmung
dieser Reaktion durch indifferente Narkotica.
Von
Otto Warburg.

(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.)
Mit 2 Abbildungen.

Ordnet man die indifferenten Narkotica erstens aufsteigend nach
ihren narkotischen Wirkungsstiirken, zweitens aufsteigend nach ihren
Teilungskoeffizienten! zwischen Ol und Wasser, drittens aufsteigend
nach ihrer Capillaraktivitét?, so erhélt man ziemlich &hnliche Reihen.

01 .
Wsjéé}?r und Caplllar-
aktivitdt sind also Grofen, die ziemlich parallel wachsen. Die Regel gilt
nur in ganz roher Anndherung; es besteht nicht im entferntesten der
Satz, dal Stoffe von gleicher narkotischer Wirkungsstéarke gleiches Tei-
lungsverhéltnis oder gleiche Capillaraktivitit besitzen.

Der Parallelismus zwischen narkotischer Wirkungsstirke und Tei-

Narkotische Wirkungsstérke, Teilungsverhéltnis

ist das Fundament der Lipoidtheorie; nach

lungsverhé&ltnis

1
Wasser

H. MEYER und OVERTON tritt dann Narkose ein, wenn die Konzentra-
tion des Narkoticums in den Zellipoiden einen gewissen Betrag erreicht
hat. Demgegeniiber vertritt J. TRAUBE seit Jahren die Auffassung, dafl
die Wirkung der Narkotica nicht auf ihrer Lipoidléslichkeit, sondern
auf ihrer Capillaraktivitit beruhe. —

Wie frither gezeigt wurde®, verlangsamen die indifferenten Narko-
tica die Oxydationsgeschwindigkeit sauerstoffatmender Zellen; die
Konzentrationen, die zur Oxydationshemmung erforderlich sind,
liegen erheblich hoher als die zur Gehirnnarkose erforderlichen; die
Reihenfolge der nach ihren Wirkungsstdrken geordneten Stoffe ist fiir

1 MeYER, HANS: Schmiedebergs Arch. 42, 109; und Baum: Schmiedebergs
Arch. 42, 119; 46, 338. — OvEerTON: Studien iiber die Narkose. Jena 1901.

2 TRAUBE, J.: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 140, 109. 1911; hier sind auch
frithere Arbeiten TRAUBEs zitiert; ferner TRAUBE: Pfligers Arch. f. d. ges. Physiol.
153, 276. 1913.

3 Warsurg, O.: Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 452. 1910.
Mit spiteren Arbeiten zusammengefalit in AsHER-Seiro: Ergebn. 14.

3*
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Oxydationshemmung und Gehirnnarkose die gleiche. Auch die oxy-
dationshemmenden Wirkungsstirken wachsen also mit dem Teilungs-
verhéltnis o und mit der Capillaraktivitit.

Wasser

Solange wir weiter nichts wissen, als dafl die Wirkungsstirken
in einem gewissen Parallelismus zu den angefithrten Eigenschaften
stehen, wird eine noch so héufige Diskussion nicht entscheiden, ob
der springende Punkt die Lipoidlgslichkeit, die Capillaraktivitit oder
moglicherweise eine Eigenschaft ist, auf die bisher die Aufmerksam-
keit noch nicht gelenkt wurde. In der Tat wissen wir heute hin-
sichtlich der Gehirnnarkose nichts, was eine Entscheidung ermog-
lichte.

Anders steht es mit der Verlangsamung der Oxydationsgeschwindig-
keit. Urspriinglich auf dem Boden der Lipoidtheorie stehend!, wurde
ich bald durch eine Reihe von Beobachtungen zweifelhaft und schlug
deshalb vor?, die Entscheidung zugunsten oder ungunsten der Lipoid-
theorie zu vertagen. Seitdem ist der Mechanismus der Oxydationshem-
mungen bis zu einem gewissen Grad verstédndlich geworden3. Wir wissen
heute, dafl unter dem EinfluB der Narkotica die Fermente ausgeflockt
oder ihre aktiven Oberflichen verkleinert werden. Wir wissen weiterhin,
daf die Narkotica sich an den Verbrennungsorten der Zelle anreichern,
worauf hochstwahrscheinlich die stirkere Wirkung der Narkotica
auf Fermentreaktionen innerhalb der Zelle beruht. Wir wissen endlich,
fir einige Narkotica wenigstens, daBl eine Anreicherung auch nach
Entfernung der Lipoide stattfindet: alles Tatsachen, die zur Lipoid-
theorie nur unter Aufstellung weiterer Hypothesen passen, auf Grund
der TrRauBEschen Auffassung jedoch zwanglos erklirt werden kénnen.

Ich stehe heute auf dem Standpunkt, daf nicht die Lipoidlgs-
lichkeit, sondern die Capillaraktivitit diejenige Eigenschaft ist, die
die oxydationshemmende Wirkung der Narkotica bedingt. Die Ver-
brennungen in sauerstoffatmenden Zellen sind Oxydationskatalysen
an Oberflichen und werden durch indifferente Narkotica gehemmt,
weil sich diese Stoffe an den Oberflichen anreichern? und hier das
Adsorptionsmilieu veréndern.

Im folgenden soll nun ein Modell beschrieben werden, an dem
sich demonstrieren liBt, wie indifferente Narkotica chemische Um-

! Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 452.

2 Pfligers Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465.

3 WarBURG, O. in ASHER-SPIRO: Ergebn. d. Physiol. L c.

4 Diese Oberflichen koénnen natiirlich aus verschiedenem Material, Eiweil3,
Nukleoproteiden, Lipoiden oder anderen Stoffen bestehen; dariiber 148t sich heute
mit GewiBheit nichts aussagen.
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satzgeschwindigkeiten verlangsamen auf Grund ihrer Eigenschaft, an
Oberflichen zu gehen. Es wird gezeigt werden, dafl Oxalsdure bei 38°
an der Oberfliche von Blutkohle zu Kohlensaure und Wasser verbrennt,
und daf die Geschwindigkeit dieser Reaktion in &hnlicher Weise durch
indifferente Narkotica verlangsamt wird, wie die Oxydationsgeschwin-
digkeit in Zellen.

Daneben wurden auch andere Oxydationskatalysen auf ihr Ver-
halten gegeniiber undifferenten Narkotica gepriift, besonders auch die
Oxydationsbeschleunigung des Lecithins durch Eisensalz, die von
THUNBERG! zuerst beobachtet wurde und nach neueren Feststellungen
im Mechanismus sauerstoffatmender Zellen eine Rolle spielt?. Eine
Beeinflussung der Geschwindigkeit dieser Reaktion durch indifferente
Narkotica in Konzentrationen, wie sie biologisch in Betracht kommen,
konnte nicht festgestellt werden. Auch dieses negative Resultat ist im
Zusammenhang mit unseren obigen Ausfithrungen bemerkenswert;
gehort doch Lecithin zu den wesentlichsten Bestandteilen der ,,Zell-
lipoide*‘.

I. Die Verbrennung der Oxalsiure an Blutkohle.

DaB fein verteilte Kohle Oxydationen beschleunigt, ist schon seit
langer Zeit bekannt. Zur Demonstration in der Vorlesung empfahl
A. W. v. Hormann3, eine alkoholische Losung von Leukanilin mit
Kohle aufzukochen, wobei sofort die rote Farbe des Rosanilins auftritt.

Was die Oxalséure anbetrifft, so teilte FREUNDLICH? die Beobachtung
mit, dafl beim Schiitteln einer waBrigen Saurelosung mit Kohle dauernd
Saure aus der Losung verschwindet. FrEUNDLICH kniipfte an diesen
Befund die Vermutung, daB die Oxalsdure an der Kohleoberflache
»durch eine chemische Umsetzung* zerstort wiirde.

Zunichst konnte ich feststellen, dafl mit Oxalsdure beladene Kohle
Sauerstoff verbraucht. Verschiedene Kohlesorten, mit gleichen Oxal-
sdurekonzentrationen im Gleichgewicht, verbrauchten sehr verschiedene
Mengen Sauerstoff; am meisten verbrauchte die MERCKsche Blutkohle,
weniger die Kamrsaumsche Blutkohle. Nicht nachweisbar war eine
Sauerstoffzehrung bei Verwendung KamLBAUMscher Kohle aus Rohr-
zucker. In der gleichen Reihenfolge standen die verschiedenen Kohle-
praparate hinsichtlich ihrer Fahigkeit, Oxalsdure zu adsorbieren;
wurden gleiche Mengen Kohle zu gleichen Volumina gleichkonzentrierter
Oxalséure gegeben und nach 2 Minuten langem Schiitteln die Oxal-

1 Skandinav. Arch. f. Physiol. 24, 90. 1910.

2 WaRBURG, O. u. MevErHOF, O. in AsHur-Serro: Ergebn. d. Physiol. 1. c.
3 Berlin. Ber. 7, 530. 1874.

4 Capillarchemie S.163. Leipzig 1909.
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sdurekonzentrationen in der Losung durch Titrieren gemessen, so zeigte
sich, dal die Rohrzuckerkohle fast nichts, die KaarLBaumsche Blut-
kohle mehr, die MERCKsche Blutkohle bedeutend mehr Siure aus der
Losung fortgenommen hatte. Zu allen im folgenden beschriebenen
Versuchen wurde die MERcKsche Blutkohle (puriss. mit Siure gereinigt)
verwendet. Das Oxalsdurepraparat war von KARLBAUM ; die angegebenen
Gewichtsprozente beziehen sich auf die wasserfreie Verbindung C,H,0,.

Um fiir die Stiarke der Adsorption und fiir die Oxydationsgeschwin-
digkeit einen Anhaltspunkt zu geben, seien folgende Zahlen angefiihrt:
an 1 g Blutkohle waren, im Gleichgewicht mit einer 0,071 proz. wiBrigen
Oxalsdurelosung, ca. 50 mg Oxalsiure (in der Ausdrucksweise FREUND-

LICHS: bei einem ¢ von 0,008 Molen pro Liter betrug das 7% 0,56 Milli-

mole). 1g Blutkohle, im Gleichgewicht mit einer 0,071proz. Oxal-
sdureldsung, verbrauchte bei 389 in der ersten Stunde etwa 1,1 cem
Sauerstoff; oder 50 mg Oxalsédure, die sich an 1g Kohle befanden,
verbrauchten in der ersten Stunde etwa 1,1 ccm Sauerstoff.

Die Versuche waren so angeordnet, dafl stets 90 mg Kohle durch
Waschen auf der Zentrifuge mit einer bekannten Oxalsdurekonzentration
annidhernd in Gleichgewicht gebracht wurden. Bei einer Konzentration
von 0,008 Molen geniigte dreimaliges Waschen mit 90 ccm Losung.
Dann wurde in ein kleines graduiertes Zentrifugierglas iibergespiilt,
wieder zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit bis auf 1cem ab-
gehebert, die Kohle aufgewirbelt, die Suspension in das spéter beschrie-
bene Bestimmungsglischen gegossen und das Zentrifugierglas mit 0,5ccm.
Oxalsiurelosung nachgespiilt. Die 0,5 ccm Spiilflissigkeit kamen gleich-
falls in das Bestimmungsglischen, das also dann 90 mg Kohle in 1,5 ccm
Flissigkeit enthielt oder 1,5 ccm einer 6proz. Kohlesuspension. Das
Bestimmungsglischen wurde mit dem Manometer verbunden und in
den Thermostaten bei ca. 389 gehéngt; zunichst wurde bei offenem
Hahn 10 Minuten geschiittelt, bis Temperaturgleichgewicht eingetreten
war und sich die Kohlesuspension mit den Gasen der Luft bei der Ver-
suchstemperatur in Gleichgewicht gesetzt hatte. Dann wurden die
Hiahne geschlossen und die Sauerstoffabsorptionen unter bestindigem
Schiitteln gemessen.

Ich habe anfangs Bedenken gehabt, ob sich mit Kohle, die bekannt-
lich groBe Gasmengen aufnehmen und abgeben kann, genaue gas-
analytische Versuche anstellen lassen. Diese Bedenken waren un-
begriindet. Das liefl sich feststellen durch Kontrollen, in denen mit
Wasser gewaschene Kohle (je 90 mg Kohle dreimal mit 90 ccm Wasser)
in gleicher Weise auf Sauerstoffzehrung gepriift wurde. Derartige Kohle
gab regelmifiig beim Schiitteln im Thermostaten eine geringe Druck-
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verminderung, die jedoch gegen die Zehrung der mit Oxalséure be-
ladenen Kohle nicht in Betracht kam?.

Oxydationsgeschwindigkeit und Konzentration.

Setzt man Kohle mit verschiedenen Oxalsdurekonzentrationen in
Gleichgewicht, so st68t man auf die merkwiirdige Tatsache, da8,
von einer gewissen Grenze an, die Oxydationsgeschwindigkeit mit
steigenden Oxalsdurekonzentrationen sinkt. In der nachstehenden
graphischen Darstellung sind auf der Abszisse die Zeiten in Minuten,
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Abb. 1. Sauerstoffve rbrauch bei verschiedenen Oxalsiurekonzentrationen. 38°.

auf der Ordinate die verbrauchten Sauerstoffmengen in Kubikmilli-
metern eingetragen. Man sieht, dafl der Sauerstoffverbrauch der Oxal-
siurekohle nicht linear mit der Zeit wichst, sondern dafl die Oxy-
dationsgeschwindigkeit im Laufe der ersten Stunde anwichst. Das
wurde ganz regelméBig in mehr als 50 Versuchen beobachtet. Man sieht

1 Kohle, die nicht in der angegebenen Weise mit Wasser gewaschen, sondern
in wenig Flissigkeit suspendiert, eingehéngt wurde, zeigte eine etwas starkere
Gasaufnahme. In der Tat wird durch das Waschen mit luftgesittigten Fliissig-
keiten die Kohle mit den Gasen der Luft in Gleichgewicht gesetzt. Bei den hier
beschriebenen Versuchen wurde stets, auch bei allen Kontrollen, mindestens drei-
mal mit 90 ccm gewaschen, bei Verwendung von 90 mg Kohle.
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weiterhin, daf bei einer Konzentration von 0,008 Molen (pro Liter)
die Oxydationsgeschwindigkeit betrachtlich héher ist als bei einer Kon-
zentration von 0,016 und von 0,032 Molen. Dieses Verhalten wurde
verfolgt bis zu einer Konzentration von 0,8 Molen pro Liter und eine
besténdige Abnahme der Oxydationsgeschwindigkeit beobachtet. Eine
Erklirung dieses Phdnomens kann ich nicht geben; doch sei daran
erinnert, daB in einer Oxalsdurelosung auBer der undissoziierten Oxal-
saure noch Wasserstoffionen und zwei Arten von Anionen vorkommen,
daB das Verhéiltnis dieser vier Kérper bei verschiedenen Konzentrationen
ein verschiedenes ist, und dafl moglicherweise gegenseitige Adsorptions-
verdréangungen eine Rolle spielen.

Der Temperaturkoeffizient.

Je 90 mg Kohle, die im Gleichgewicht waren mit einer Oxalsdure-
konzentration von 0,008 Molen, wurden in 6 proz. Suspension bei 37,5°
und bei 15,5° 80 Minuten lang geschiittelt. Bei 37,5° waren nach dieser
Zeit verbraucht: 0,120 cem Sauerstoff; bei 15,59: 0,023 cecm Sauerstoff.
Fiir die Temperaturdifferenz von 229 ist also das Verhiltnis der Ge-
schwindigkeiten 5,2, woraus sich fiir das Intervall von 10° ein Koef-
fizient von 2,1 berechnet.

Dieser Wert ist nur ein Annidherungswert, weil, wie oben erwihnt,
die Geschwindigkeiten bei ein und derselben Temperatur nicht ganz
konstant sind und aus den Kurven auch keine Konstanten berechnet
wurden, mithin die Vorbedingung fiir eine genaue Bestimmung eines
Temperaturkoeffizienten nicht gegeben war. Soweit aber diirfte die
angegebene Zahl zu verwerten sein, daBl die Diffusion als geschwin-
digkeitsbestimmendes Moment hier ausgeschlossen werden kann. Es
ist das iibrigens leicht verstandlich, denn die Hauptmenge der Oxal-
sdure, die in dem System vorhanden ist, befindet sich ja, nach den
Adsorptionsmessungen, von Anfang an an der Kohle (von den 5,6 mg
Sédure, die in 1,5 ccm der 6proz. Kohlesuspension enthalten sind, be-
finden sich am Anfang des Versuchs 4,5 mg an der Kohle!).

Die GQleichung der Verbremnung.

In dem MaBe, als Sauerstoff absorbiert wird, entwickelt sich bei
der Reaktion Kohlensiure. Wurden 90 mg Kohle, die mit einer Kon-
zentration von 0,008 Molen auf die beschriebene Art in Gleichgewicht
gebracht waren, in 6proz. Suspension bei 38° 1 Stunde geschiittelt,
so waren beispielsweise 0,103 ccm Sauerstoff absorbiert und 0,392 cem
Kohlenséure neu gebildet (Methodik siehe unten). Es sind das annahernd
4 Molekiile Kohlensgure auf 1 Molekiil Sauerstoff (berechnet fiir 4 Mole-
kiile 0,412 ccm Kohlensaure; die Differenz fillt in die Fehlergrenzen).
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Auf Grund dieses Resultates ist fiir die Verbrennung folgende Formel
aufzustellen:

COOH
|
COOH l
COOH [

|
COOH

+ 0, = 4C0, + 2H,0.

II. Die Hemmung der Oxalsiureverbrennung durch Urethane.

Die Versuche waren so angeordnet, dafl in vier Zentrifugiergliser
je 90 mg Kohle gegeben wurde: in einem Glase wurde mit 0,008 molarer
Oxalsdurelosung gewaschen, in den anderen drei Glésern mit 0,008 mola-
ren Oxalsdureldsungen, denen die zu priifenden Urethane in verschiede-
nen Mengen zugesetzt waren. Im iibrigen wurde weiter verfahren, wie
unter I. beschrieben, also die Kohle schlieBlich in 1,5 cem Fliissigkeit
suspendiert, im Thermostaten bei 38° geschiittelt.

Zur Prifung, ob beim Waschen mit den verschiedenen Stoffen
Gleichgewicht anndhernd erreicht war, bediente ich mich des TRAUBE-
schen Stalagmometers! und wusch die Kohle so lange, bis die Tropfen-
zahl des von der Kohle abzentrifugierten Waschwassers mit der Tropfen-
zahl der zu priifenden Losung iibereinstimmte. Bei Phenylurethan —
von den gepriiften Substanzen diejenige, die am stirksten adsorbiert
wird — war nach viermaligem Waschen mit 90 ccm Gleichgewicht
erreicht, wenn die Konzentration 0,05% betrug. Sollte von Phenyl-
urethan die Konzentration 0,005% gepriift werden, so wurde 6mal
mit 90 cem gewaschen und angenommen, daBl Gleichgewicht erreicht
war. Mit Hilfe des Stalagmometers konnte das nicht mehr festgestellt
werden, weil die Erniedrigung der Oberflichenspannung durch eine
so kleine Menge Phenylurethan zu klein ist, um eine betriachtliche Zu-
nahme der Tropfenzahl zu verursachen. Moglicherweise also war in
diesem Fall noch kein Gleichgewicht erreicht. Weniger als 3mal mit
90 ccm wurde in keinem Fall gewaschen.

Die Hemmungen sind bei dieser Versuchsanordnung bestimmt bei
konstanter Oxalséure- und bei konstanter Sauerstoffkonzentration?in der
Suspensionsfliissigkeit, indem die Oxalsiurekonzentration 0,008 molar,
die Sauerstoffkonzentration durch die Séttigungskonzentration der
Flussigkeit mit Luft bei 38° gegeben war.

Wenn man sich die Aufgabe stellt, die Verhéltnisse des biologischen
Versuches moglichst nachzuahmen, so ist diese Anordnung beziiglich

1 TRAUBE, J., in ABDERHALDENS Biochem. Arbeitsmethoden 1912, S. 1357.
2 Genauer: ,,Anfangskonzentration®, da die Konzentrationen im Laufe des
Versuches abnehmen.
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des Sauerstoffs sicher richtig. Denn wenn die Oxydationsgeschwindig-
keit in Zellen mit und ohne Urethan verglichen wurde, so waren stets
die Sauerstoff-AuBlenkonzentrationen zu Beginn des Versuches die
gleichen. Beziiglich der anderen Komponente des Systems, der Oxal-
siure, konnte man im Zweifel sein, ob man den in der Zelle gegebenen
Verhiltnissen niher kommt, wenn man die Oxalsiurekonzentration
oder die Oxalsduremenge konstant hilt. Ich habe Versuche angestellt
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Abb. 2. Hemmung durch Methylurethan. 38°.

auch bei konstanter Oxalsiuremenge; zu 1,5 cem 6proz. Kohlesus-
pensionen, die mit verschiedenen Urethankonzentrationen in Gleich-
gewicht gebracht waren, wurden gleiche Mengen Oxalsiure zugesetzt.
Infolge von Adsorptionsverdringung waren dann die Oxalsiurekon-
zentrationen in der Suspensionsfliissigkeit verschieden. Die Verhiltnisse
werden jedoch bei einer solchen Anordnung etwas kompliziert, und ich
beschrinke mich deshalb auf Wiedergabe der Versuche mit konstanter
Oxalsdurekonzentration.

Der typische Verlauf eines derartigen Hemmungsversuches ist in
der vorstehenden graphischen Darstellung dargestellt (Abb. 2). Wir
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sehen zundchst wieder in der Kontrolle ohne Urethan, daff die Oxy-
dationsgeschwindigkeit anfangs etwas zunimmt; auch bei 0,5% Urethan
ist diese Zunahme deutlich, weniger bei 5% Urethan. Die Folge davon
ist, daBl die Hemmungen bei héheren Urethankonzentrationen etwas
progressiv sind, das heiflt: die Hemmungen sind in den Anfangsperioden
etwas kleiner als spdter. Immerhin macht das nicht viel aus. Um die
durch die Progression bedingte UnregelmiBigkeit nach Moglichkeit
auszuschalten, habe ich zum Vergleich die nach einer bestimmten Zeit
beobachteten Hemmungen ausgerechnet und in der folgenden Zusammen-
stellung die Hemmungen nach 2stiindiger Dauer des Versuches angegeben
(ist ohne Urethan nach 2 Stunden die Sauerstoffmenge a verbraucht,
bei Gegenwart von Urethan die Sauerstoffmenge b, so ist die Oxy-

—b —b
dationshemmung il 0 oder, in Prozenten ausgedriickt, % X 100).

Tabelle 1. Ozalsdure-Kohle. ) Tabelle 2 Rote Blutzellen!.
Prozentische Prozentische
. Oxydations- : Oxydations-
Substanz Gewichts- hemmung Substanz Gewichts. hemmung
prozente a—b prozente a—b
( X 100) ( x 100)
a a
0,05 0
Méhyl- 0,5 34 Methyl-
urethan 5,0 46 urethan } 10 ca. 60
10,0 60
Kthyl- 0,5 42 Kthyl- 1,25 14
urethan 5,0 65 urethan 25 22
10,0 76 5,0 88
Propyl- 8’25 % Propyl- 1,0 44
urethan 5:0 02 urethan 2,0 L2
Phenyl- 0,005 34 Phenyl- 0025 i
urethan 0,05 90 urethan 0’1 90

Aus der Zusammenstellung geht unzweideutig hervor, daBl Methyl-
urethan schwicher wirkt als Athylurethan, dieses schwicher als Propyl-
urethan, dieses schwécher als Phenylurethan. Wir haben also dieselbe
Reibenfolge der Wirkungsstirken, wie sie fiir die Oxydationshemmungen
in lebenden Zellen gefunden wurden.

Aus einem Vergleich der Tabelle 1 mit Tabelle 2 geht ferner hervor,
daB die Konzentrationen, die eine bestimmte Oxydationshemmung
in Zellen? bewirken, vielfach die Oxydationsgeschwindigkeit unseres

1 Siehe O. WARBURG in ASHER-SPIRO 1. ¢.
2 Die Konzentrationen fiir Blutzellen und andere Zellen sind nicht sehr ver-
schieden. Vgl. O. WaRBURG in AsHER-Sprro: Ergebn. d. Physiol. 1. c.
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Modells um einen adhnlichen Betrag vermindern. Vielleicht ist diese
Ubereinstimmung mehr als ein Zufall, nicht durch die Wahl des Sub-
strats, der Oxalsdure, und ihrer Konzentration bedingt. Auch fiur die
Wirkung der Narkotica auf chemische Vorgénge in Zellen wurde ja
gezeigt, dafl die besondere Natur der chemischen Reaktion auf die Wir-
kungsstarken nur von geringem EinfluB ist; beispielsweise wurden Oxy-
dationsgeschwindigkeit und Gérungsgeschwindigkeit in der Hefezelle
durch sehr dhnliche Konzentrationen indifferenter Narkotica gechemmt?.
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