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Neuere Versuche fiber zellfreie alkoholische G~irung£ 
Von O. MEYERHOF, Heidelberg. 

Die Phosphorylierung des Zuckers als ein- 
leitende Reaktion der G~rung und das Vorhanden- 
sein eines Coferments der G/irung, diese beiden 
grundlegenden Erscheinungen des biologischen 
Zuekerzerfalls, sind bekanntlich yon ARTHUR 
HARDEN vor elwa 30 Jahren entdeckt worden. 
Auf diese beiden Entdecknngen fAllt durch die 
Forschungen der letzten Jahre ein neues Licht. 
ttierfiber m6chte ich kurz berichten, und zwar 
einmal fiber den Zerfall des phosphorylierten 
Zuckers in kleinere phosphorhaltige Bruchstficke, 
nnd  zwei±ens fiber die Rolle, die diese Phosphory- 
lierung ffir den Eingriff des Coferments in die 
G~rungsreaktionen spielt. 

Was das erstere betrifft, so konnte ich auf 
Grund gemeinsamer Arbeiten mit  K. LoI~tAN~q 
und W. KIESSLING kfirzlich 2 Schemata fiir die 
Intermedi/~rreaktionen der G~rung und der Milch- 
si~urebildung vorlegen, yon denen das erste bier 
wiedergegeben ist. 

einer merkwfirdigen Umesterung in Brenztrauben- 
s/~ure, w/~hrend ein weiteres "Zuckermolekfil die 
freiwerdende Phosphorsiiure aufnimmt und zu 
Hexosediphosphat wird. Auf diese Reaktion 
komme ich im zweiten Tell zurfick. Die Brenz- 
traubens~ure zerf~llt dann  c~Crboxylatisch in 
Kohiens/iure und Acetaldehyd. Der Acetaldehyd 
reagiert ira station~ren Zustand der G~rung mit  
neu sich veresternder Glukose auf dem Wege fiber 
Triosephosphors~ure zu PhosphoglycerinsAure, 
w~hrend er selbst zu Alkohol reduziert wird. 

Ich daxf bier in Paxenthese ein eigenartiges 
MiBverstAndnis erwXhnen, das auch in jfingster 
Zeit wieder aufgetaucht ist: dab n~mlich dieser 
Zerfallsweg fiber die PhosphorsXureester nu t  in 
zellfreiem Extrakt ,  in abget6teter Here usw. ein- 
geschlagen wtirde, abet nicht in tebender Here 
und lebenden Mikroorganismen. Natfirlich muB 
man, um zu einer AnhAufung der Zwisehenprodukte 
zu kommen, die norma/e enzymatische Vet- 

Neues  Ogirungsschema (1935). 
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Ich kann auf die Begrfindung dieses Schemas 
nnd  die verschiedenen Zwischenreaktionen bier 
nicht im einzelnen eingehen und hebe nur  die 
Punk±e hervor, die uns im folgenden noch be- 
schMtigen sollen. 

Zun/~chst zerf/~llt der als Hexosediphosphat 
veresterte Zucker, wie es in Gleichung a dar- 
gestellt ist, gleichzeitig mit  sich neu veresterndem 
Zucker oder auch fiir sich allein in Triosephosphor- 
s~uren: Dioxyacetonphosphors~ure nnd Glycerin- 
aldehydphosphors~ure. AuI diese Reaktion werde 
ich sogleich n~her eingehen. Es wandelt sieh dann 
das durch Dismutat ion entstandene Oxydations- 
produkt der Triosephosphors~uren, die 3-Phospho- 
glycerins/iure, auf dem Wege fiber 2-Phospho- 
glycerins~ure in Phosphobrenztraubens~ure urn. 
Die Phosphobrenztraubens~ure zerf~llt mittels 

1 Vortrag, gehalten am 30. Juli i936 auf dem 
II. Internationalen IKongreB ffir Mikrobiologie in London. 

Aus dem Institut ffir Physiologie am Kaiser Wilhelm- 
Institut fiir Medizinische Forsehung, Heidelberg. 

- b  z m A l k o h o l .  

kniipfung des Stoffwechsels der lebenden Zelle 
unterbrechen, denn es ist ein V¢iderspruch, zu er- 
warren, dab in einer lebenden Zelle im stafion~ren 
Zustand sich ein Zwischenprodukt anreichern 
k6nnte. Wenn man aber durch eine derartige 
Unterbrechung der Reaktionsket±e, etwa durch 
Heraus16sung der Fermente aus der Zelle, dureh 
Entfernung yon Cofermen±bes tandte f len ,  dutch 
spezifische I iemmungs- oder Abfangmittel  die 
Reaktionskette unterbricht  und dadurch sich 
Zwischenprodukte anh/~ufen, so wird nach unserer 
festen ~berzeugung dutch solche Mitre1 nur  das 
zutage gef6rdert, was sich in der lebenden Zelle 
unsichtbar abspielt, wo jedes Zwischenprodukt 
ebenso rasch wieder umgesetzt wird wie es ent- 
steht. Unter entsprechender Ab/inderung der 
l~eaktionsgeschwindigkeiten muB das G/~rungs- 
schema daher auch ffir die lebende Zelle gelten. 

Ich komme jetzt  auf den einleitenden Zerfall 
der I-Iexosephosphors~ure zurfick. W~hrend Hexose- 
monophosphors~ure dutch dialysierten, coierment- 

Nw.  x936.  4 4  



690 L~/~EYERItDF: Neuere Versuche fiber zellITeie alkoholische G&rung. [ Di e Nat~r- 
[wissenschaften 

freien Hefeextrakt nicht angegriffen wird, zerf~llt 
Hexosediphosphors&ure, wie ich mit  K. LOH~NN 
land, in einer reversiblen Reaktion in 2 Molekfile 
DioxyacetonphosphorsXnre. Andererseits l~Bt sich 
zeigen, dab synthetisehe Glycerinaldehydphosphor- 
s&ure nach H. FISCHER Yon dialysiertem Hefe- nnd 
Muskelextrakt rasch in Dioxyacetonphosphors&ure 
umgewandelt wird, wobei ein Gleichgewicht be- 
steht, das weir nach der Seite der 1Ketotriose ver- 
schoben ist. Die chemische Verwandtschaft beider 
Triosephosphors/~uren, die leicht in Methylglyoxal 
hydrotysiert werden, ersieht man aus den Formeln: 

CH~ + POOH, 

CH~O • PO~He C = 0 CH~O • POsH~ 

HCOH C ~//O ~'- C = O 

c//O \ H  CH~OH 

\ U  I Methytglyoxal i 
3-Glycerinaldehyd- t ~ + HaO Dioxyaceton- 

phosphors. Milchs~iure i phosphors, 

2 Mol CH~O • POaH e CH~O • POsH e 2 Mol 
I ! ~_[ 

CHOtt .9 CHOH 

COOH CH2OH 

Bisher zogen wir aus diesen verschiedenen 
Reaktionen den Schlul3, dab die Zerfallskette yon 
Hexosediphosphat fiber Dioxyacetonphosphat zu 
Glycerinaldehydphosphat ffihrt, das d a n n  dureh 
Oxydation der Aldehydgruppe in Phosphoglycerin- 
s&ure fibergeht. Nene Versnche ffihren aber zu 
einer anderen Auffassung. Es zeigte sich, dab die 
kohlehydratspMtenden Extrakte, sowohl der Here 
wie der tieri§6hen und pflanzlichen Gewebe, ein 
Ferment  enthalten, das allgemein Aldehyde mit  
Dioxyacetonphosphors~ure unter Aldolkondensa- 
t ion vereinigt. Wir nennen dieses Ferment  ,,Aldo- 
lase". Mit dieser Aldolase tassen sich die ver- 
schiedensten Ketoseph0sphors/~uren synthetisieren, 
j e nach dem benutzten Aldehyd, ;wie Formaldehyd, 
Acetaldehyd, Propionaldehyd~ Glykolaldehyd, 
Milchs~urealdehyd usw., Phosphors/~ureester, yon 
denen K. LOHMAN~ eine groBe Zahl in Substanz 
dargestellt hat. Besonders interessant ist ffir uns 
die Kondensation yon Glycerinaldehyd mit Dioxy- 
acetonphosphors&ure. Es ist nicht nStig, yon iso- 
lierter Dioxyacetonphosphors~ure auszugehen. Wir 
benutzen Hexosediphosphat, setzen dialysierten 
Hefeextrakt oder Muskelextrakt hinzu und Gly- 

Dioxyacetonphs. 
CH~O • H2PO 3 CH~O • H~PO 3 

I I 
CH CO 
I / 
CH~OH HOCH 
+ i 

HC= O ttCOH 
! I 

HCOH HCOH 
t J 

CH~OH CH~OH 
d-Glycerinaldehyd d-Fructose-x-phs. 

cerinaldehyd. Dieser reagiert dann mit  der aus 
Hexosediphosphat entstandenen Dioxyacetonphos- 
phors/~ure nnd bildet Hexose-i-Phosphors&ure. 
Wenn wir d-Glycerinaldehyd benutzen, der yon den 
Herren FISCHER nnd BAE~ in BaseI dargestellt ist, 
bekommen wir reine d-Fruktose-I-PhosphorsXure, 
die identiseh ist mit  der yon ROBIS0N and TANK6 
phosphatisch aus Hexosediphosphors~nre erhal- 
tenen Verbindung. Nehmen wir racemischen 
Glycerinaldehyd, so reagiert die 1-Glycerinaldehyd- 
komponente zu 1-Sorbose-I-phosphors&ure, 

Diese Reaktion l~Bt sich im Potarisationsrohr ver- 
folgen, weil die entstandenen Ketose-i-phosphor- 
s~uren stark linksdrehend sind. Dies zeigt Fig. I 
ffir 2 Temperaturen, wo der Gang der Drehung (~) 
gleichzeitig verfolgt ist mi t  der chemischen Be- 
st immung des Hexose-I-Phosphats (die Kurven 
gelten ffir gemischtes Ketose-I-Phosphat, doch 
ist der Verlaui mit  reinem Fruktose-I-Phosphat  
bet hSherer absoluter Drehung praktisch derselbe). 

Diese Aldolkondensation yon Dioxyaceton- 
phosphors~ure mit  Aldehyden, insbesondere mit  
Glycerinaldehyd, ffihrt uns dazu, das triose- 
phosphors~urebildende Ferment  selbst Ms eine 
Aldolase anzusehen und nun  die reversible Bildung 
der Triosephosphors&ure so zu formulieren, wie es 
auf der folgenden Formel 

Hexosed@hs. = 2 Dioxyacetonphs. 

Dioxyacetonphs. 
CH20 • H2PO a CH20 • H2PO s 
t I 

CO CO 
i 1 

HOCH CH~OH 
i -~ + 

HCOH CHO 
J 

HCOH HCOH 

CH~O • H2PO 3 CH20 • H~P0 a 
Hexosediphs. Glyce~naldehydphs. 

CH2OH 
-+ [ 
+- CO 

f 
CH20. H2PO ~ 

Dioxyacetonphs. 

dargestellt ist. Die reversible Zerfalls- und Syn- 
thesereaktion finder s tat t  zwischen Hexosediphos- 
phat einerseits und je I Mol Dioxyacetonphosphat 
und z Mol Glycerinaldehydphosphat, so wie es yon 
EMBDE~ bereits, in Analogie zu der Flsc~E~schen 
Aldolkondensation der freien Triosen zu Fruktose, 
formulier~ war. In  einer zweiten Reaktion wandelt 
sich dann I Mol Glycerinaldehydphosphors&ure zu 
Dioxyacetonphosphors&ure urn, weil das Gleich- 
gewicht zwischen beiden nach der Seite der Dioxy- 
aeetonpllosphors&ure liegt. Die thermodynamisehe 

Dioxyacetonphs. 
CH~O • H2PO ~ CH~O - H~PO 3 

I 
CO CO 

l l 
CH20H HOCH 

HC= O HCOH 

HOCH HOCH 

CH~OH CH~OH 
1~G1ycerinaldehyd • l-Sorbose-l-phs. 
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Untersuehnng dieser interessanten Reaktion zeigte, 
dab die starke negative W~rmet6nung der Zer- 
fallsreaktion, die wir bereits vor 2 Jahren fest- 
gestelIt hatten,  auf den ersten Reaktionsabschnitt  
entf~tlt; dagegen ist die Umwandlnng yon Glycerin- 
aldehydphosphors~ure in Dioxyacetonphosphor- 
sgure thermisch nahezu neutral. 

Im Gegensatz zur rein chemisehen Aldol- 
kondensation der Triosen mit  sehwaehem Alkali 
gelingt die enzymatische Kondensation nicht mit  
freiem Dioxyaceton, sondern nut  mit  dem phos- 
phorylierten. Daher kann man auf diesem Vc'ege 
nicht dutch Kondensation yon Dioxyaceton mit  
GlycerinaldehydphosphorsXure zur gew6hnlichen 
Fruktose-6-Phosphorsgure (NEIJBXRG-Ester) kom- 
men. Diese wird vielmehr in dialysiertem Enzym- 
extrakt  nur dutch Abspaltung einer Phosphor- 
sXuregruppe aus Hexosediphosphat erhalten. 

Ich m6chte jetzt  auf einige andere Teilreak- 
tionen der G~rung eingehen, und zwar solche, die 
der Mitwirkung des Coferments bedfirfen. In aller- 
neuester Zeit hat  ja die Erforschung des chemi- 
schen Baues der HARDEN-~ULI~Rschen Cozymase 
bedeutende Fortschri t te  durch OTTO WARBVRG 
gemacht, indem als Bestandteil  neben dem schon 
vor l~ngerer Zeit yon H. v. EUL~R darin ent- 
deckten Adeninnucleotid (Adenyls~ure) noch ein 
Nicotins~nreamid-Nucleotid aufgefunden wnrde. 
Abet unabhgngig yon diesen Forschungen H. v. EU- 
LE~S und Wil~BURGS war schon vor 6 Jahren 
in nnserem Inst i tut  yon K. LOHMANN festgestellt, 
dab Ireie Adenyts~ture in reversibler VCeise zwei 
leicht hydrolysierbare Phosphors~uregrnppen ad- 
diert und dabei in Adenylpyrophosphors/ture 
(Adenosintriphosphors~ure) fibergeht, und zwar 
fiber ein neuerdings yon K. LOH~ANN isotiertes 
Zwischenglied, die Adenosindiphosphors~ure. 

N =  C • NHe 
I 1 

HC C--N OH OH OH 

!i iI I i 
N -- C--N--C H--CH--C H--C H--CH~--O--Ib--0H 

0 0 
Adenyls~ure (Adenosinmonophosphors~ure). 

N=C • HN~ 
I t 

HC C--N OH OH OH OH 

II II i I i 
N-- C--N--CH--CH--CH--C H--CH~--O--P--O--P--OH 

-o 0 0 
Adenosindiphosphors~ure. 

~ = c .  ~H~ 
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erkannt und die Funktion desselben darin gesehen, 
dab es seine bewegliche Pyrophosphorsguregruppe 
auf Zucker umestern kann, wobei Hexosephosphor- 
s~uren entstehen und Adenyls~ure zurfiekbleibt, 
und dab umgekehrt  dana die .phosphorylierten 
Spattprodukte der Zueker unter  Abgabe yon 
Phosphat die freie Adenyls~ure wieder zu Adenyl- 
pyrophosphors~ure rephosphorylieren. Diese Vor- 
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Fig. I. Bildung yon Ketose-i-Phosphat bei 4o°C und 
2o ° C ill Gewichtsprozent. a = gemessene Drehung. 

stellung lieB sich in einer groBen Zahl yon F~llen 
teils in unserem eigenen Laboratorium, teils in 
dem yon P A R N A S  in Lwow sowie noeh in anderen 
n~her pr~zisieren nnd Ifihrte zu einem Yerstitnd- 
his f fir die Rolle des Adenylsguresystems als Co- 
f e rmen t  Eine besonders interessante Reaktion 
dieser Art  ist die yon ~V. KIESSLING und mir unter- 
snchte rasche Umesterung der Phosphobrenztran- 
bens~nre mit  Glukose, die schon in unserem G~- 
rungsschema vorkam. Diese Reakti0n zerf~llt in 
die hier wiedergegebenen Teilreaktionen a nnd b 
und evtl. als weitere Zwisehenreaktion bl, so dab 

2 Phosphobrenztraubens._ I Hexosediphosphat 
+ I Glukose > + 2 Brenztraubens~kure 

a) 2 Phosphobrenztraubens.-----~ 2 Brenztraubens~ure 
+ ~ Adenyls~ure + T Adenylpyrophosphat 

b) I Adenylpyrophosphat I Adenyls~ure 
+ I Glukose - - - +  + T tlexosediphosphat 

bl) I Adenylpyrophosphat I Adenosindiphosphat ] 
+ I Glukose . . . . .  ~ + i Hexosemon0phosphat ] 

eine ~uBerst kleine Menge Adenyls~nre wie ein 
echter Katalysator  einen beliebig groBen Zerfall 
der Phosphobrenztranbensgure herbefffihren kann 
und dabei das Phosphat yon Phosphobrenztranben- 
sgure auf Glukose fibertrggt. Die gleiehe Um- 
esterung kann nun, wie sowohl im Laboratorinm 
yon H. v: EUL~R wie auch in nnserem gezeigt 

I I wurde, durch gereinigte Cozymase katalysiert  
HC C--N OH OH OH OH OH werden, ja diese ist sogar in ihrer Reaktions- 

il 1t > e l l  t ! 1 l I geschwindigkeit der Adenylsaure fiberlegen. 
N--C-cN--CH--CH--CH--CH--CH~--O--P--O--P--O--P--OH Dutch Umesterung yon Phosphobrenztranben, 

I l J! t! II s~ure nach Gleichung a gelan.gt man so zu 
o o o o 

Adenylpyrophosphors~ure (Adenosintriphosphors~ure). einem Cozymasepyrophosphat, das eine definierte 
Verbindnng darstellt  und yon ~ r  KI~SSLING als 

Dabei wurde dieses Adenyls~uresystem, neben sautes Natriumsalz isoliertwerden konnte. Dieses 
Mg-Ion, Ms das Coferment der Milchs~urebildung Cozymasepyrophosphat verhMt sich ~hnlich wie 

44* 



692 MEYERHOF: Neuere Versuche fiber zellfreie alkoholische G~,rung. Die Natur- 
wissenschaften 

freies Adenylpyrophosphat, ist abet noch reak- 
±ionsf~higer u n d  ullbestAndiger. 

Ein  prinzipieller Unterschied yon Cozyrnase 
und Adenyls~iure t r i t t  erst zutage, wenn wir die 
Verg~irung der Phosphobrenztraubens~Lure in Gegen- 
wart  yon Glukose ohne Vergiftung des Systems mit  
Fluorid oder Jodessigs~iure untersuchen. In  f3ber- 
einstimmung mit  v. EuL~I~ finden wir nun ,  dab 
die Verg~irung mit  Adenyls~iure stehenbleibt, wenn 
die PhosphobrenztraubensAure zerfallen ist, mit  
Cozymase aber weitergeht, indem jetzt der ver- 
esterte Zucker verg~irt. Man kann  nun  direkt 
zeigen, dab die Oxydoreduktion, die naeh O. WAn- 
BURG an das NicofinsAureamid gekniipft ist, durch 
Adenyls~ure altein nicht ermGglicht werden kann. 
Das zeigen 2 weitere Figuren nach Versuchen 
yon P. OHLMEYER. In  Fig. 2 ist die Oxydo- 
reduktion zwischen Glukose und Acetaldehyd in 
Gegenwart yon Phosphat dargestellt, die Haupt-  

m m  3 

Fig. 2. Oxydorcduktion yon Glukose mit Acet~Idehyd. 
(cf. Text.) 

reaktioll des s t a t ion~en  Zustands: in fluorid- 
versetztem Hefemazerationssaft ffihrt sie zur All- 
h~ufung yon Phosphoglycerins~ure unter  gleich- 
zeitiger Reduktion des Acetaldehyds zu Alkohol. 
Die ill der Figur wiedergegebenen Versuche sind 
mit  15 Stunden dialysiertem Mazeratiollssuff 
ausgeffihrt ulld die Phosphoglycerins~urebildung 
an der Austreibung yon Kohlens~ure aus Bi- 
carbonat gemessen. Unten ist die Phosphogly- 
cerins~urebildung allein mit  Zusatz vonWasser bzw. 
yon Adenyls~iure dargestellt (I u. II), die praktisch 
Null ist und auf der oberen IKurve I I I  in Gegen- 
wart eincr gleichen Menge Cozymase. I t /Fig .  3 ist 
dassetbe ffir die Dismutation yon Hexosediphos- 
phat  zu Phosphoglycerins~iure und Glycerii1- 
phosphors~iure in Gegenwart yon Fluorid gezeigt. 
Auch dies geht, wie man sieht, praktisch nieht mit  
Adellyls~iure (I), sondern nur  mit  Cozymase (II) 

vonstat ten.  Damit  ist die schon von verschiedenen 
Seiten geaui3erte Vorstellung experimentell bewie- 
sen, dab die Cozymase zwei getrennte Funkt ionen 
hat :  a) die Umesterung von Phosphat, die im we- 
senflichen identisch ist mit  der, die dutch das 
freie Adenyls~iuresystem bewirkt wird, und b) die 
Oxydoreduktion, die an eine spezifische Gruppe 
der Cozymase geknfipft ist, die jetzt  als Nicotin- 
s~ureamid erkannt  worden ist. 

1o0 
Fig. 3. 

Dismutation yon 
Hexosediphosphat 

(bzw. Triosephosphat) 
in Phosphoglycerin- 
s~ure und a-Glycerin- 

phosphors~ure. I $0 

0 ohne Coferment, ~ 
I mit Adenylslkure, 

II  mit Cozymase, 
a Hexosediphosphat 

allein, 20 
b Hexosediphosphat 

+ Glukose. jr~ 

0 5 m 75 ~2120 

Bei der Milchs~urebildung, au~ die ich hier 
nicht nigher eingehen kann, liegen diese Yerh~ltnisse 
iihnlich, aber offenbar nicht gleich. Die Funktioll  
des freien Adenyls~iuresystems ist beide Male 
dieselbe, und die Umesterungsreaktionen sind 
identisch. Die Oxydoreduktion bei der Mi]chsiture- 
bildung spielt sich zur Hauptsache zwischen ]3renz- 
traubens~ure und Triosephosphors~iure ab und 
1fihrt zu Milchs~ure und Phosphoglycerins~ure. 
Diese Oxydoreduktion bedarf nun  scheinbar viel 
weniger Cozymase als die analoge IReaktion der 
G~rung zwischell Triosephosphors~ure und Acet- 
aldehyd, tnfolgedessen ist im dialysiertell Muskel- 
extrakt das freie AdenylsRuresystem als Coferment 
der Milchs~iurebildung hinreichend. Ich mGchte 
es aber fiir wahrscheinlich halten, dal3 bier Spuren 
yon Cozymase oder einer ~ihnlich wirkenden Sub- 
stanz im dialysierten Riickstand des milchs~ture- 
bildenden Ferments zurfickgeblieben sind, vielleicht 
ill einer schwer dissoziierbaren Form. ]:)as muff 
dutch weitere Untersuchungen gekliirt werden. 
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