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Neuere Versuche iiber zellfreie alkoholische Gdrung!.
Von O. MevEeruOF, Heidelberg.

Die Phosphorylierung des Zuckers als ein-
leitende Reaktion der Garung und das Vorhanden-
sein eines Coferments der Gérung, diese beiden
grundlegenden Erscheinungen des biologischen
Zuckerzerfalls, sind bekanntlich von ARrTHUR
HarpDEN vor etwa 30 Jahren entdeckt worden.
Auf diese beiden Entdeckungen fallt durch die
Forschungen der letzten Jahre ein neues Licht.
Hieriiber méchte ich kurz berichten, und zwar
einmal iiber den Zerfall des phosphorylierten
Zuckers in kleinere phosphorhaltige Bruchstiicke,
und zweitens iiber die Rolle, die diese Phosphory-
lierung fiir den Eingriff des Coferments in die
Garungsreaktionen spielt.

Was das erstere betrifft, so konnte ich auf
Grund gemeinsamer Arbeiten mit K. LoEMANN
und W. KigssrLinG kiirzlich 2z Schemata fiir die
Intermedidrreaktionen der Girung und der Milch-
saurebildung vorlegen, von denen das erste hier
wiedergegeben ist.

einer merkwiirdigen Umesterung in Brenztrauben-
sdure, wahrend ein weiteres "Zuckermolekiil die
freiwerdende Phosphorsiure aufnimmt und zu
Hexosediphosphat wird. Auf diese Reaktion
komme ich im zweiten Teil zuriick. Die Brenz-
traubensiiure zerfallt dann carboxylatisch in
Kohlensidure und Acetaldehyd. Der Acetaldehyd
reagiert im stationdren Zustand der Garung mit
neu sich veresternder Glukose auf dem Wege tiber
Triosephosphorsiure zu Phosphoglycerinsiure,
wahrend er selbst zu Alkohol reduziert wird.

Ich darf hier in Parenthese ein eigenartiges
MiBverstindnis erwihnen, das auch in jilngster
Zeit wieder aufgetancht ist: daf naumlich dieser
Zerfallsweg iiber die Phosphorsiureester nur in
zellfreiem Extrakt, in abgetGteter Hefe usw. ein-
geschlagen wiirde, aber nicht in lebender Hefe
und lebenden Mikroorganismen. Natiirlich muf
man, um zu einer Anhiufung der Zwischenprodukte
zu kommen, die normale enzymatische Ver-
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Ich kann auf die Begriindung dieses Schemas
und die verschiedenen Zwischenreaktionen hier
nicht im einzelnen eingehen und hebe nur die
Punkte hervor, die uns im folgenden noch be-
schiftigen sollen.

Zunichst zerfillt 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-
sauren: Dioxyacetonphosphorsiure und Glycerin-
aldehydphosphorsdure. Auf diese Reaktion werde
ich sogleich niher eingehen. Es wandelt sich dann
das durch Dismutation entstandene Oxydations-
produkt der Triosephosphorsiuren, die 3-Phospho-
glycerinsiure, auf dem Wege tiiber 2-Phospho-
glycerinsdure in Phosphobrenztraubensiure um.
Die Phosphobrenztraubensiure zerfillt mittels

(d) Hexose-diph. Katal. {
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kniipfung des Stoffwechsels der lebenden Zelle
unterbrechen, denn es ist ein Widerspruch, zu er-
warten, daB in einer lebenden Zelle im stationiren
Zustand sich ein Zwischenprodukt anreichern
konnte. Wenn man aber durch eine derartige
Unterbrechung der Reaktionskette, etwa durch
Herauslosung der Fermente aus der Zelle, durch
Entfernung von Cofermentbestandteilen, durch
spezifische Hemmungs- oder Abfangmittel die
Reaktionskette unterbricht und dadurch sich
Zwischenprodukte anhdufen, so wird nach unserer
festen Uberzeugung durch solche Mittel nur das
zutage gef6rdert, was sich in der lebenden Zelle
unsichtbar abspielt, wo jedes Zwischenprodukt
ebenso rasch wieder umgesetzt wird wie es ent-
steht. TUnter entsprechender Abanderung der
Reaktionsgeschwindigkeiten mufl das Girungs-
schema daher auch fiir die lebende Zelle gelten.

Ich komme jetzt auf den einleitenden Zerfall
der Hexosephosphorsaure zuriick, Wahrend Hexose-
monophosphorsdure durch dialysierten, coferment-
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freien Hefeextrakt nicht angegriffen wird, zerfallt
Hexosediphosphorsiure, wie ich mit K. LOHMANN
fand, in einer reversiblen Reaktion in 2 Molekiile
Dioxyacetonphosphorsdure. Andererseits 148t sich
zeigen, daB synthetische Glycerinaldehydphosphor-
siure nach H. FiscHER von dialysiertem Hefe- und
Muskelextrakt rasch in Dioxyacetonphosphorsiure
umgewandelt wird, wobei ein Gleichgewicht be-
steht, das weit nach der Seite der Ketotriose ver-
schoben ist. Die chemische Verwandtschaft beider
Triosephosphorsiuren, die leicht in Methylglyoxal
hydrolysiert werden, ersicht man aus den Formeln:

CH, + PO,H,
j
CH,0-PO,H, C=0 CH,O - PO,H,
, f 1
HCOH =1 0 < C=0
| I d |
L0 NH CH,0H
c/
\H 1 :
Methylglyoxal !
3-Glycerinaldehyd- ¥ -+ HyO Dioxyaceton-
phosphors. Milchsaure : phos;ihors.
2Mol | CH,0-POH,  CH,0-PO;H,  2Mol
! l
-> CHOH + CHOH <—l
l |
COOH CH,O0H

Bisher zogen wir aus diesen verschiedenen
Reaktionen den Schluf, daB die Zerfallskette von
Hexosediphosphat iiber Dioxyacetonphosphat zu
Glycerinaldehydphosphat fiibrt, das dann durch
Oxydation der Aldehydgruppe in Phosphoglycerin-
saure Ubergeht. Neue Versuche fiithren aber zu
einer anderen Auffassung. Es zeigte sich, daB3 die
kohlehydratspaltenden Extrakte, sowohl der Hefe
wie der tierischen und pflanzlichen Gewebe, ein
Ferment enthalten, das allgemein Aldehyde mit
Dioxyacetonphosphorsdure unter Aldolkondensa-
tion vereinigt. 'Wir nennen dieses Ferment ,,Aldo-
lase’. Mit dieser Aldolase lassen sich die wver-
schiedensten Ketosephosphorsduren synthetisieren,
je nach dem. benutzten Aldehyd, wie Formaldehyd,
Acetaldehyd, Propionaldehyd; Glykolaldehyd,
Miichsiurealdehyd usw., Phosphorsdureester, von
denen K. LoEMANN eine grofie Zahl in Substanz
dargestellt hat. Besonders interessant ist fiir uns
die Kondensation von Glycerinaldehyd mit Dioxy-
acetonphosphorsiure. Es ist nicht nétig, von iso-
lierter Dioxyacetonphosphorsiure auszugehen, Wir
benutzen Hexosediphosphat, setzen dialysierten
Hefeextrakt oder Muskelextrakt hinzu und Gly-

Dioxyacetonphs,
CH,O - H,PO, CH,O0 . H,PO,
b o
(I:H20H HO%:H
HC=0 - HCOH
HOOH aéoH
(!‘leoH éH;_,OH

d-Glycerinaldehyd d-Fructose-1-phs.
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cerinaldehyd. Dieser reagiert dann mit der aus
Hexosediphosphat entstandenen Dioxyacetonphos-
phorsdure und bildet Hexose-1-Phosphorsiure.
‘Wenn wir d-Glycerinaldehyd benutzen, der von den
Herren FiscHER und BAER in Basel dargestellt ist,
bekommen wir reine d-Fruktose-1-Phosphorsiure,
die identisch ist mit der von RoBisox und TANKO
phosphatisch aus Hexosediphosphorsiure erhal-
tenen Verbindung. Nehmen wir racemischen
Glycerinaldehyd, so reagiert die I-Glycerinaldehyd-
komponente zu l-Sorbose-1-phosphorsdure.

Diese Reaktion 188t sich itz Polarisationsrohr ver-
folgen, weil die entstandenen Ketose-1-phosphor-
sduren stark linksdrehend sind. Dies zeigt Fig. 1
fiir 2 Temperaturen, wo der Gang der Drehung (x)
gleichzeitig verfolgt ist mit der chemischen Be-
stimmung des Hexose-1-Phosphats (die Kurven
gelten fir gemischtes Ketose-1-Phosphat, doch
ist der Verlauf mit reinem Fruktose-1-Phosphat
bei héherer absoluter Drehung praktisch derselbe).

Diese Aldolkondensation von Dioxyaceton-
phosphorsdure mit Aldehyden, insbesondere mit
Glycerinaldehyd, fiihrt uns dazu, das triose-
phosphorsaurebildende Ferment selbst als eine
Aldolase anzusehen und nun die reversible Bildung
der Triosephosphorsaure so zu formulieren, wie es
auf der folgenden Formel

Hexosediphs, = & Dioxyacetonphs.

Dioxyacetonphs.
CH,0 . H,PO,  CH,O . H,PO,
| !
CO CcO
|
HOCH CH,OH
“ —> -+
HCOH “  CHO CH,0H
! | =
HCOH HCOH 7 co
S I i
CH,O - H,PO,  CH,0 - H,PO, CH,0 . H,PO,
Hexosediphs. Glycerinaldehydphs. Dioxyacetonphs.

dargestellt ist. Die reversible Zerfalls- und Syn-
thesereaktion findet statt zwischen Hexosediphos-
phat einerseits und je 1 Mol Dioxyacetonphosphat
und 1 Mol Glycerinaldehydphosphat, so wie es von
EumBDEN bereits, in Analogie zu der FiscHERschen
Aldolkondensation der freien Triosen zu Fruktose,
formuliert war. In einer zweiten Reaktion wandelt
sich dann 1 Mol Glycerinaldehydphosphorsiure zu
Dioxyacetonphosphorsiure um, weil das Gleich-
gewicht zwischen beiden nach der Seite der Dioxy-
acetonphosphorsiure liegt. Die thermodynamische

Dioxyacetonphs.
CH,O - H,PO, CH,0 - HyPO,
co &o
Ca,0H HOCH
HC=0 ™ ulon
HOCH HOCH
tuon CH,0H

1-Glycerinaldehyd - 1-Sorbose-1-phs.
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Untersuchung dieser interessanten Reaktion zeigte,
daB die starke negative WiarmetSnung der Zer-
fallsreaktion, die wir bereits vor 2z Jahren fest-
gestellt hatten, auf den ersten Reaktionsabschnitt
entfillt; dagegen ist die Umwandlung von Glycerin-
aldehydphosphorsdure. in Dioxyacetonphosphor-
saure thermisch nahezu neutral.

Im Gegensatz zur rein chemischen Aldol-
kondensation der Triosen mit schwachem Alkali
gelingt die enzymatische Kondensation nicht mit
freiem Dioxyaceton, sondern nur mit dem phos-
phorylierten. Daher kann man auf diesem Wege
nicht durch Kondensation von Dioxyaceton mit
Glycerinaldehydphosphorsidure zur gewdéhnlichen
Fruktose-6-Phosphorsiure (NEUBERG-Ester) kom-
men. Diese wird vielmehr in dialysiertem Enzym-
extrakt nur durch Abspaltung einer Phosphor-
sauregruppe aus Hexosediphosphat erhalten.

Ich mochte jetzt auf einige andere Teilreak-
tionen der Garung eingehen, und zwar solche, die
der Mitwirkung des Coferments bediirfen. In-aller-
neuester Zeit hat ja die Erforschung des chemi-
schen Baues der HArRDEN-EULERschen Cozymase
bedeutende Fortschritte durch Otro WARBURG
gemacht, indem als Bestandteil neben dem schon
vor langerer Zeit von H. v. EULER darin ent-
deckten Adeninnucleotid (Adenylsiaure) noch ein
Nicotinsaureamid-Nucleotid aufgefunden wurde.
Aber unabhingig von diesen Forschungen H. v. Evu-
LERs und WARBURGs war schon vor 6 Jahren
in unserem Institut von K. LoaMaNN festgestellt,
daB freie Adenylsdure in reversibler Weise zwei
leicht hydrolysierbare Phosphorsiuregruppen ad-
diert und dabei in Adenylpyrophosphorsidure
(Adenosintriphosphorsidure) iibergeht, und zwar
fiber ein neuerdings von K. LomMann isoliertes
Zwischenglied, die Adenosindiphosphorsiure.

N=C.NH,
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erkannt und die Funktion desselben darin gesehen,
daB es seine bewegliche Pyrophosphorsiuregruppe
anf Zucker umestern kann, wobei Hexosephosphor-
sduren entstehen und Adenylsdure zuriickbleibt,
und daB umgekehrt dann die phosphorylierten
Spaltprodukte der Zucker unter Abgabe von
Phosphat die freie Adenylsiure wieder zu Adenyl-
pyrophosphorsidure rephosphorylieren. Diese Vor-
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Fig. 1. Bildung von Ketose-1-Phosphat bei 40°C und

20° C in Gewichtsprozent. & = gemessene Drehung.

stellung lieB sich in einer groBen Zahl von Fillen
teils in unserem eigenen Laboratorium, teils in
dem von ParNas in Lwow sowie noch in anderen
niher prizisieren und fithrte zu einem Verstand-
nis fiir die Rolle des Adenylsduresystems als Co-
ferment. Eine besonders interessante Reaktion
dieser Art ist die von W. K1ESsLING und mir unter-
suchte rasche Umesterung der Phosphobrenztrau-
bensiure mit Glukose, die schon in unserem Géi-
rungsschema vorkam. Diese Reaktion zerfillt in
die hier wiedergegebenen Teilreaktionen a und b
und evtl. als weitere Zwischenreaktion b,, so daB

2 Phosphobrenziraubens. 1 Hexosediphosphat

-+ 2 Brenztraubensiure

I
HC C-N OH OH OH
| dem ] P
N—C—X— CH_CH-CH—CH—CH —O—P—OH .
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Adenylpyrophosphorsdure (Adenosintriphosphorséiure).
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Dabei wurde dieses Adenylsiuresystem, neben
Mg-Ion, als das Coferment der Milchsiurebildung

2 Brenztraubensiure

2 Phosphobrenztraubens. :
-+ 1 Adenylpyrophosphat

-+ 1 Adenylsaure

1 Adenylpyrophosphat 1 Adenylsiure
-+ 1 Glukose - 1 Hexosediphosphat
1 Adenylpyrophosphat 1 Adenosindiphosphat

4 1 Glukose

eine AufBlerst kleine Menge Adenylsiure wie ein
echter Katalysator einen beliebig groflen Zerfall
der Phosphobrenztraubensidure herbeifithren kann
und dabei das Phosphat von Phosphobrenztrauben-
sdure auf Glukose iibertragt. Die gleiche Um-
esterung kann nun, wie sowohl im Laboratorium
von H. v. EULER wie auch in unserem gezeigt

wurde, durch gereinigte Cozymase katalysiert

OH OH (I)H werden, ja diese ist sogar in ihrer Reaktions-

geschwindigkeit der Adenylsiure iiberlegen.

|
C—N»CH——CH—-—CH—C H——CHa—O—P-O——P—O—-P'—OH Durch Umesterung von Phosphobrenztrauben-

saure nach Gleichung a gelangt man so zu
einem Cozymasepyrophosphat, das eine definierte
Verbindung darstellt und von W. KressLing als
saures Natriumsalz isoliert werden konnte. Dieses
Cozymasepyrophosphat verhilt sich dhnlich wie

44*
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freies Adenylpyrophosphat, ist aber noch reak-
tionsfahiger und unbestindiger.

Ein prinzipieller Unterschied von Cozymase
und Adenylsiure tritt erst zutage, wenn wir die
Vergirung der Phosphobrenztraubensiure in Gegen-
wart von Glukose ohne Vergiftung des Systems mit
Fluorid oder Jodessigsidure untersuchen. In Uber-
einstimmung mit v. EvLER finden wir nun, daf
die Vergarung mit Adenylsiure stehenbleibt, wenn
die Phosphobrenztraubensiure zerfallen ist, mit
Cozymase aber weitergeht, indem jetzt der ver-
esterte Zucker vergirt. Man kann nun direkt
zeigen, dafl die Oxydoreduktion, die nach O. WaRr-
BURG an das Nicotinsdureamid gekniipft ist, durch
Adenylsiure allein nicht ermoéglicht werden kann.
Das zeigen 2 weitere Figuren nach Versuchen
von P. OmiMEYER. In Fig. 2 ist die Oxydo-
reduktion zwischen Glukose und Acetaldehyd in
Gegenwart von Phosphat dargestellt, die Haupt-
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Fig. 2. Oxydoreduktion von Glukose mit Acetaldehyd.
(cf. Text.}

reaktion des stationdren Zustands: in fluorid-
versetztem Hefemazerationssaft filhrt sie zur An-
haufung von Phosphoglycerinsiure unter gleich-
zeitiger Reduktion des Acetaldehyds zu Alkohol.
Die in der Figur wiedergegebenen Versuche sind
mit 15 OStunden dialysiertem Mazerationssaft
ausgefithrt und die Phosphoglycerinsiurebildung
an der Austreibung von Kohlensiure aus Bi-
carbonat gemessen. Unten ist die Phosphogly-
cerinsiurebildung allein mit Zusatz von Wasser bzw.
von Adenylsiure dargestellt (I . II), die praktisch
Null ist und auf der oberen Kurve III in Gegen-
wart einer gleichen Menge Cozymase. In Fig. 3 ist
dasselbe fiir die Dismutation von Hexosediphos-
phat zu Phosphoglycerinsdure und Glycerin-
phosphorsiure in Gegenwart von Fluorid gezeigt.
Auch dies geht, wie man sieht, praktisch nicht mit
Adenylsidure (I), sondern nur mit Cozymase (II)
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vonstatten. Damit ist die schon von verschiedenen
Seiten geduBerte Vorstellung experimentell bewie-
sen, daB die Cozymase zwei getrennte Funktionen
hat: a) die Umesterung von Phosphat, die im we-
sentlichen identisch ist mit der, die durch das
freie Adenylsiuresystem bewirkt wird, und b) die
Oxydoreduktion, die an eine spezifische Gruppe
der Cozymase gekniipft ist, die jetzt als Nicotin-
sjureamid erkannt worden ist.

i
mWﬂ /I

7 {
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Fig. 3.
Dismutation von
Hexosediphosphat &

(bzw. Triosephosphat)

in Phosphoglycerin-

siure und &-Glycerin-
phosphorsiure.

0 ohne Coferment,
I mit Adenylséure, W
II mit Cozymase,
a Hexosediphosphat
allein, »
b Hexosediphosphat
-+ Glukose.

/
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Bei der Milchsdurebildung, auf die ich hier
nicht niher eingehen kann, liegen diese Verhiltnisse
ahnlich, aber offenbar nicht gleich, Die Funktion
des freien Adenylsiuresystems ist beide Male
dieselbe, und die Umesterungsreaktionen sind
identisch, Die Oxydoreduktion bei der Milchsidure-
bildung spielt sich zur Hauptsache zwischen Brenz-
traubensiure und Triosephosphorsiure ab und
filhrt zu Milchsiure und Phosphoglycerinsiure.
Diese Oxydoreduktion bedarf nun scheinbar viel
weniger Cozymase als die analoge Reaktion der
Garung zwischen Triosephosphorsidure und Acet-
aldehyd. Infolgedessen ist im dialysierten Muskel-
extrakt das freie Adenylsduresystem als Coferment
der Milchsiurebildung hinreichend. Ich mdchte
es aber fiir wahrscheintich halten, daB hier Spuren
von Cozymase oder einer dhnlich wirkenden Sub-
stanz im dialysierten Riickstand des milchsiure-
bildenden Ferments zuriickgeblieben sind, vielleicht
in einer schwer dissoziierbaren Form. Das muf
durch weitere Untersuchungen geklart werden.
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