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Uber die Bedeutung der Phosphate fur die alkoholische Garung. 
Von Prof. Dr. ARTHUR HARDEN, London. 

Nobel-Vortragl), Stockholm, 12. Dezember 1929. 
(Eingeg 16. Januar 1830.) 

Die Entdeckung, daB Phosphate eine bemerkens- anorganisches Phosphat infolge Hydrolyse der anwesen- 
werte Rolle bei der alkoholischen Garung spielen, ging den Phosphorsiiureester durch die gleichfalls vorhandene 
nus einem Versuch des verstorbenm Dr. Allan M a c Phosphatase geliefert w i d .  D i w  anorganische Phos- 
f a d y 0 n hervor, durch Jnjektion von B u c h n e r schem phat wird abwechselnd in einen Zucker-Phosphorsaure- 
H6f.e-Prei3saf.t bei Tieren eine Antizymase zu erzeugen. Ester verwandelt und wieder durch Hydrolyse in Frei- 
A l s  notwendig0 Vorbedingung fur diese Untersuchung heit gesetzt; dabei verlauft die  Garung gleichmafiig, 
wu& die  Wirkung des Serums so vorbehandelter Tiere solange Zucker zur Verfiigung steht, ohne irgendeine 
nut die zelltr3ie alkoholische Garung gepruft. Dabei permanente Zunahme der Mengen des anorganischen 
erg& sich ein zweifacher Effekt. In Gegenwart des Phosphates oder des Phosphorsaureesters. Dies ist der 
Immunserums wurden die proteolytischen Enzyme des Gartypus, den man durch Zugabe von Zucker zu einem 
Hefensaftes stark behindert, und gleichzeitig wurderl aktiven Hefenpraparat erhalt, wenn der  Prozefi so lange 
sowohl die Geschwindigkeit wie der Umfang der Garuiig fortgeschritten. ist, dai3 sich eine konstante Geschwindig- 
erheblich gesteigert. Beim Versuch zur Klarung der keit eingestellt hat. In einigm Fallen, d ie  abhangig 
Erscheinung, die auf einen Schutz der  Zymase durch sind von der Menge der urspriinglich vorhandenen 
die Serum-Antiprotease bezogen wurde, ist auch die Phosphatase, steigt die  Gargeschwindigkeit bis zu eineni 
Wirksamkeit gekochten autolysierten Hefensaftes g e  gewissen MaBe, wenn mehr Zucker-Phosphorsaure- 
pruft worden, in der Annahme, dai3 die Gegenwart Ester zugefugt oder gejbildet wird4), doch erreicht diese 
proteolytischer Produkte eine antiprotmlytische Wirkung Erscheinung bald ihr Ende. Wenn anorganisches Phos- 
entfalten miichte. Indem mein damaliger Mitarbeiter phat zugefugt wird, geht die  Garung in den Typus Nr.l 
Dr. Y o u n g und ich glucklicherweise an Stelle der von uber. 
B u c h n e r zumeist benutzten gravimetrischen Methode Wenn es an Zucker mangelt, tritt anorganisches 
ein volumetrisches V'erfahren anwandten, das fast un- Phosphat auf, und schlieBlich wird - unter gunstigen 
unterbrochene Beobachtungen ermiiglichte, wurden wir Bedingungen - aller Zucker-Phosphorsaure-Ester hydro- 
dadurch uberrascht, daB eine g r o b  aber zeitweise Be- lysiert, dm Zucker vargoren und das gesamte ge- 
schlmnigung der Gargeschwindigkeit un'd eine Zunahme bundene Phosphat in anorganischer Form frsi. 
der entwickelten Kohlensaure eintrat, d ie  der Menge des 3. Wenn nan zu einem Gargemisch vom Typus 2 so 
gekochten Saftes proportional war. Dies wurde auf die vie1 uberschksige Phosphatase zugefiigt wird, dafl sie 
Gegenwart zweier voneinander unabhairllgiger Faktoren den Z~ker-Phosphors3iure-Ester hydrolysieren und so 
zuruckgefuhrt, eines thermostabilen dialySab1en COen- die Mewe des zur VerfuSng &henden anorganischen 
zyms, das E u l e r  jetzt &zymase nennt, und auf an- phc8phat.s vermehren kann3), so steigt die Gar- 
organisches Phosphat. Beziiglich der Phosphate Zeigten geschendigkeit &enfalls. Wenn so vie1 aktive Phos- 
weitere Experimente, dai3 fur jede durch Heftenpraparate @atam zwreben w e d e n  konnte, dafl die Zucker- 
bewirkte Garung die Gegenwart von Phosphat durchaus phosphorsaure ebbenso schnell zerfiel wie sie gebildet 
unentbehrlich ist. wurde, so stellte sich eine schnelbre Vergarung ein 

LaBt man die Fmge nach dem Verhalten lebender ohno Anhauf,ung von Zucker-PhosphorsaureEster. Dies 
Z e h n  zunachst aUBeI' Acht, SO kann man f i r  Hefe- ist no& nicht unmittelbar durchgefuhrt worden, aber 
zubereitungen drei verschidme TYPen der Garung cine mittelbare Methde  zur Erreichung dieses Zieles 
aufstellen (siehe Kurve 1, 2 und 3, Abb. 1). besitzt man insofern, als sich herausstellte, dafi Arsenate 

1. Es find& eine verhaltnismaBig schnelle Gamng die Wirkung der Phosphatase stark anregen. Diese B e  
statt (Kurve 1, Abb. l), bei der Zucker in KohlendioxYd obachtung ist in Wirklichkeit def unverdiente Lohn der 

und Alkohol gespalten und chemischen Betrachtung eines biochemischen Problems. 
gleichzeitig anorgan~isches Bei vielen chemischen Vorgangen ist der Typus der  i n  
Phosphat in einen oder Betracht kommenden Verbindung der haaptsachlichste 
mehrere sich anhaufende Faktor, arsensaure Salm konnen wie phosphorsaure 
Zuckerester vemandelt reagieren, Kalium kann durch Natrium ersetzt werden, 
wi rd  Wenn der Vorrat an Eism durch Nickel oder Kobalt, In  biochemischer Hin- 
anorganiwhem PhosFhat sicht kann ein Unterschied zwischen Kalium und Natrium 
erschopft ist, sinkt die den Untemhied zwischen Leben und Tod bedeuten 
GaWexhwindigkeit; die und wenn Eisen nicht f i r  den Blutfarbstoff benutzt wird: 

n o d  AnhaUfW3 VOn Ester hart so wird er in der Natur nicht durch Nickel oder Kobalt, 
70 ZP naturlich auf, Und die sondern durch Kupfer oder Vanadin ersetzt. So spielen 

Abb. 1. Garung von Hefensaft.pUS M M .  GaruW nimmt den TY- Arsenate bei der Vergarung nicht die Roue wie Phos- 
an. phate, sondem wirken lauf ganz andem Art. Wenn man 

2. ES findet eine verhaltnismafiig h ~ g s a m e  Garung cine passendo Mewe Arsenat z u f w ,  SO findot (Kurve3, 
(Kurve 2, Abb. 1) statt, bei der die Schnelligkeit der 
Garung begrenzt ist durch die Geschwindigkeit, mit der 2) Siehe B o y 1 a n d ,  Biochemical Journ. 23, 219 [1929]. 

~ - 3) Unveroffentlichte Ergebnisse von H a r d e n und Ma c . 
1) Aus dem Englischen tibersetzt von Dr. Kobe  1. f a  r 1 a n  e. 
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Abb. 1) eine schnelle Vergarung statt, die vergleichbar faktoren USW.) und zu einer geringeren Aktions- 
ist der Schnelligkeit beim Typus 1, sich aber von ihr geschwindigkeit fuhrt. Das ist wahrscheinlich, da d ie  
dadurch unterscheidet. daf3 die Schnelliakeit konstant ’ Mengo der vorhandenen Phosphatase, so weit man nach 
bleibt, uiid dai3 keine Anhaufung von Zvuckerphosphat 
eintritt. Unter optinialen Bedingungen verursocht die  
Z u f uh r von an0 rgan i sc h en P hosp h n t en kein e bem e r ken s- 
werte Steigerung der Gargexhwindigkeit, da  diese unter 
solchen Umstanden von der Konzentration des  J?ermen!- 
ltoniplexes, Eiizym und Coenzym, abhangt. Andererszits 
rrhoheri Araenate nicht die  Schnelligkeit hsirn Giir- 
typus 1, d a  die Menge des anorgnnischen Phosyhats 
bereits optimal ist. 

Ohne eine bestinimte Annahrne uber die geiiaue 
Natur des gebildeten HexossPhosphorsaure-Esters zu 
machen, konncn d ie  angegebenen VerLnderungen durcli 
zwei Gleicliungen wiedergegeben u’erden, die  ursprung- 
lich von H a r d e n  un,d Y o u n g fur den Fall :in- 
gennrnnien wurden, daB nur Hexosediphosphat gebildet 
wird; die  erste Gleichung cdriickt die  Entwicklung von 
Kohlendiosyd und Alkohol bei gleichzeitiger Anhauhng 
an on Ester aus, und die  zweite Gleichung veranschaulicht 
die Spaltung des Esters unter Freiwerden von Zucker 
und nnorga1iischem Phosphat. 
I.  ?(:“HI206 + 2Na2HPOd = CBHloO4(P04Naz)z SHzO + 2C0, + 2C2HSOH. 

11.  C,H,o0,(P0,Na2)z + H 2 0  = CoHI2O6 + ?Na,HPO,. 

Gleichiing I gibt d i e  Be’dingungen der  Vorglnge von 
’lypus 1 wieder, Gleichung I1 voni Typus 3. In Gegen- 
wart von Arsenat erfolgt die Hydrolyse des Hexose- 
phosphats gcmai3 der Gleichung 11 schnell genug, um 
Phosplial zu liefern, so daB die Gleichung I mit maxi- 
inaler Geschwindigkeit ablauft. 

G a r u n g  n i i t  l e b e n d e r  H e f e .  
Es ist ein auffallendes Kennzdchen der Garung 

durch Hefepriiparate, daB sie vie1 langsamer fortschreitet 
als die Garung vermittels einer entsprechenden Menge 
lebender Hefe. So vergart der B u c h n e r sche Hefen- 
saft mit llur etwa bis ‘ / l o  der  Geschwindigkeit wie 
die  Hefe, aus ‘der e r  bereitet ist. 

Uie ‘ratsache, daO die  Gargexhwindigkeit eines 
solchen Saftes unter giinstigen Umstanden etwa 10- bis 
‘20 ma1 erhBht nerden  kann, einfach durch Verniehrung 
der Phosphatmenge, scheint mlr ltlnr darauf hiiizudeuten, 
daij ein gro5er Anteil, wenigstens die Halfte, des Zyniase- 
lromplexes der Hefo bei der  Ber eilung ungeschadigt in 
den Saft ubergegangen ist, dai3 aber der  Mechanismus 
zur Bildung von anorganlschem Phosphat weitgehend 
zerstort worden ist. W d e r  Arsenat noch Phosphat 
wirken beschleunigend auf die  Gargeschwindigkeit 
lebender Hefe. Das kann daher ruhren, dai3 die Menge 
anorganischen Phosphats im Jnneren d e r  Hefezelle 
bereits optimal ist; aber es uriterliegt eineni gewissen 
Zweifel, ob diese Salze d ie  Zellwande durchdringm 
oder nicht. Wenn es jedoch, wie mir wahrscheinlich 
vorkornmt, wahr ist, dai3 bei Praparaten von Hefesasalt 
iww. der  Phosphat bildende Mechanisnlus gelitten hat, 
so bleibt zu erforschen. wodurch dies geschehen ist. 

Einige Moglichkeiten liegen auf lder Hand. Wie 
von E u l  o r  und seinen Mitarbeitern im Falle des  
Zyniasekomplex,es angenomnien wird, sol1 vielleicht die  
Phosphatase grofltenteils an  Cytoplasina gebunden sein 
und unwirksam werden, wenn die  Zelle abgetotet 
wird. Eine anders  Miiglichkeit ist die, dai3 die Wir- 
kung in der Zells lokalisiert ist und dni3 dile Zer- 
storung der Zelle zu weniger guristigen Bedingungen 
(z. B. Konzentration, Gegenwart von Hemmungs- 

der normalen Vergarung (Typus 2) urteilen kann, 
sich in dem MaBe zu vermindern scheint, wie die 
Zerstorung der Zelle eine rollkomrnenere wird. So 
vergaren Trwkenhefe und Acetonhefe Zucker (Typus 2 )  
schrl’eller als Hefesaft, obgleich sie alle bei reich- 
licher Phosphatzufuhr dieselbe (fiirgeschwindiglreit 
veranlassen. Wiederurri kann eine labile Substanz, 
die bexhleunigend auf die Phosphatase wirkt, 
durch die verschiedene Behandlungsweise inaktiviert 
werden (Zerreiben, Trocknen, Behandlung mit Toluol 
oder Aceton usw.), d e r  die Zelle nusgesetzt ist. I3 u c h - 
11 e r benutzte wahrscheinlich denjenigen Prozei3, der am 
wenigsten geeignet schien, eine bechleunigende Sub- 
silanz zu inaktivieren, aber es ist auch mQlich, daO eine 
so’cho Substanz, wenn sie vorhanden war, durch die 
grofie Menge benutzter Kieselgur adsorbiert und dn- 
durch aus dem Saft cntfernt wurde. 

Miss M a c  f a r 1 a II e hat kurzlich in nieincni La- 
boratorium noch unveroffentlichte Versuche gemacht, uin 
festzustellen, in welchern Stadium des Prozesses die  
1-eranderiing eintritt, und ob durch Modifikatiolrl de9 
Zerreibungsprozesses ein an Phosphatase reicherer Saft 
erhalten wird. Es scheint jedoch, dai3 das  einfache Zer- 
reiben niit Sand eine Veranderung von demselben Grade 
hervorruft, wie sie im B u c h n e r schen Saft beobachtet 
wird. Die Versuche wurden in der Weise ausgefuhrt, 
dai3 das Gemisch von ,1 
Sand undHefemehrere 
Male verrieben, und 72’- 
die Gargesch windig- sf0. 
lreit und das Verhalten .$ 
gegenuber zugesetztem 5 8 .  
Phosphat von Zeit zu 
Zeit in der gesamten 
niclit ausgepregten “r 

Masse bestimmt wurde 
(hbb. 2). Diese Kurven 

a . 1  

zeigen die  Game- 20 40 60 80 IOU,% 

s c h k d i g k e i t  von 2 g 

Hefe + Sand in Garung von Hefe-Sandgemisch. 20 ~ 1 1 1 3  lO%irrer Fruc- 

Bei 4 w d r  Phospbt zuyeseizt 
Abb. 2. 

- 
toss bei 30n, a)  ohne Zerreiben, b) nach 20miniitigem 
Zerreiben und c) nach 60 minutigem Verreiben. An 
dem durch einen Pfeil geltennzeichneten Punkt wurden 
0,6 cni3 Z-ni-K2HPO,-Losung zugefugt. 

Die Kurven zeigen, dai3 die Gargeschwindigkeit 
init der Zeitdauer des Verreibens abnahm und die  
Wirkung zugefiigten Phosphats urn so grSi3er wurde. 
Der ‘lotalverlust der Garkraft  war hier wieder nur 
gering. 

K 1 e ine re  U n t er sch i d  e wu r d en beo bach t et, w enn 
die van B u c  h n e r verwendete Kieselgur d w c h  an- 
dero Substanzen ersetzt wurde; der aktivste Saft wurde 
z. B. erhalten be1 Verwendung von Calciumcarbonat, 
wahrend Bariumcarboitat ein vollkornnie~n inaktives 
Mate ri a1 lief er t e- W ei t er e Un t ersuch ungen w erden v i el- 
leicht eine Klarung diescr Frage bringen konnen. 

Vorlaufig bin ich von der Voraussetzung nus- 
gegangen, dai3 d i t  Vorgange, die  sich in der lehendeii 
Zelle nbspielen, im wesentlichen die gleichen sind wie 
in den verschiedenen Zubereitungen toter Zellen, sich 
aber von diesen hauptsachlich in der relativen Inten- 
sitat einiger Reaktionen unterscheiden, und ich kenne 
kein stichhaltiges Argument gegeri diese Annahme. 
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Der Kreklauf des Phosphats in der Reihe der  Um- 
setzungen der gewohnlichen GIrung besteht ganz deut- 
lich in der abwechselnden Bildung eiiies Phosphorsiure- 
Esters urid seiner Hydrolyse unter Bilsdung freier Phos- 
phorsaure. Eine einfache Berechnung, der der Phosphat- 
gehalt der lebenden Hefe zugrunde gelegt fst, zeigt. dai3 
das  gesamte Phosphat a l le  5-6 Minuten die Stufe  des 
Phosphorsaure-Esters durchlaufen muD, damit die 
normale Giirgexhwindiglceit erhalten bleibt, wiihrend 
beim Hefensaft der  ebenso berechnete Kreislauf durch- 
schnittlich fast zwei Stunden dauern wurde. 

N a t u r  u n d  F u n l c t i o n  d e r  g e b i l d e t e n  
P h o s p h o r s ii 11 r e -  E s t e r .  

Betrachten wir nun weiter d ie  Natur dieser Phos- 
pliorsaure-Ester und das Verhaltnis ihrer Bildung rind 
Hydrolyse zur Zersetzung des  Zuckermolekiils, so s t o k i i  
wir auf aufierst komplizierte Vorgange, d ie  noch nicht 
befriedigend erklart a e r d e n  konnen. 

In der Hauptsache scheint folgendes zu sein: Wenil 
die  Garung des Zuckers durch Hefepraparate unter ge- 
eigneten Bedingungen in Gegenwart von zugefiigtern an- 
organischen Phosphat vorgenoniiiien wird, so fin'det eine 
schnelle Bildung von Kohlendioxyd and Alkohol F t a t t  
und ein Zucker-Phosphorsaure-Ester hauft sich an. Der 
Phosphatgehalt, den man in dieser Verbindung findet, 
ist annahernld proportional im V e r h a h i s  co2/P04 der 
vermehrten COs- unld Alkoholbilldung, die durch Zugabe 
von Phosphat verursacht wurde. K 1 II y v e r und 
S t r u y k haben zwar niedrigere Verhaltniszahlen ge- 
funden, aber es besteht keir? Zweifel, dai3 die hohen 
Quotienten 0,8-1 oft beobachtet worden sind. 

Der gebildete Phosphorsiure-Ester jedoch durfte 
hauptsiichlich aus Hexose-di-phosphat, das zuerst von 
Y o u n g  und mir bexhrieben worden ist, oder aus 
Hesose-mono-phosphat bestehen, uber das R o b i s o n 
iind ich berichtet haben, und 'das spater von R o b i s o n 
n8her untersucht worden ist, oder es kann ein beliebigee 
Gemisch dieser beiden Ester sein. Ini Falle der Giiruny 
von Trockenhefe (und moglicherweise auch anderer 
Praparate) ist eino weitere Koniplikation dadurch ge- 
geben, dai3 auch ein Disaccharid-PliosphorsaLire-Ester 
('hehalose-mono-phosphat) zugegen sein kann. 

Dieser SchluB beruht hauptsiichlich auf der  g r o h n  
Erfahrung, die bei der Darstelluiig von Hesose-niono- 
und Hexose-di-phosphat im Lister Institute gewonnen 
worden ist. In de,r Regel wurdeii dies? Praparate in 
d e r  Weiae dargestellt, dafl zu dem Gargeniisch von 
Hefensaft oder Trockenhefe und Fructose oder Glucose 
wie,derholt Phosphat und Zucker zugefiigt wurden. Mit 
Trockenhefe erhiilt man geaohnlich hauptsachlich Di- 
phosplmt, und die relativ kleine Menge des gebildeten 
Monophospha t s en thal t einen bet rac h t lichen Ant eil 
'Irehalose-mono-phosphat. Mit Hefensaft sind die  
Resultate sehr schwankend, und cs ist bis jetzt iioch 
kein Trehalose-mmo-phosphat gefai3t worden. Lord 
H e n  1 e y und ich haben exaktere Versuche gemacht, 
hei denen die gebildete Gasmeiige nach einer einzigen 
Phosphatzugabe sorgfaltig gemessen und das Verhaltnis 
des gebildeten Mono- und Diphosphats so genau als niog- 
lich bestimmt wurde. Leider sind die zur Verfiigung 
slehenden Methoden nicht sehr gut, da sie auf der Los- 
lichkeit der verschiedenen Verbindungen in lO%igem 
A41kohol beruhen und diese bis zum gewissen Grade von 
dem Vorhandensein beider Verbindungen abhangig ist. 
AuBerdeni konimt von der  Hefe, wie aus Afrika, irniner 
etwas Neues, un'd d i s  jiingst entdeckte Tatsache, daD Pyro- 

phosphate in lder Hefe existieren und da5 ihre Bildung 
nus Orthophosphat oder ihre  Hydrolyse zu diesem das 
Verschwinden oder Auftreten anorganischen Phosphats 
verursachen kann, fugt eirie neue Quelle der Ungenauig- 
lieit zu den vielen schon bekannten. 

Naturlich niuB man d i e  Phosphorverbindungen be- 
riicksichtigen, die  in dern Moment in den1 Gemisch vor- 
haulden sind, wo anorganisches Phosphat zugefugt wird, 
und d ie  normale Kohlendioxydbildung, die wahrend der 
ganzen Versuchszeit erfolgt - auWer einer erhohten, 
nuf di o V ems t erung zu r iiekg ehsen den K oh1 endiox yd- 
on t wicklung. 

Trotz dieser geringen Unsicherheiten uberrascht es, 
dd3, wie auch inimer die N a h r  der  gebildeten Phosphor- 
saure-ester sein nioge, die Kohlensauremenge im Ver- 
hallnis COz : PO, anniihernd der  veresterten Menge Phos- 
pbat iiquivalent ist. Die ausfiihrlichen Resultate 
sind kiirzlich in zwei Mitlailuiigen von Lord H e n  1 e y 
und mir in dem ,,Biochemical Journal" veroffentlicht 
worden und brauchen hier riicht in den Einzelheiten 
erortert zu werden. Diese Versuche zeigen die 
groBe Variationsnioglichkeit, die k i i g l i c h  der Natur der 
gebildeten Hexosephosphate besteht, wahrend das Ver- 
haltnis CO, zu verostertem PO4 konstant bleibt und an- 
nahernd eins ist. Zwei extreme Falle seien angefuhrt, 
i n  deren einem 13,5% des veresterten Phosphats als 
Hexose-di-phosphat zugegen wareri und 86,5% als  Mono- 
phasphat, in  dem anderen 97% Di-phosphat und nur 
3% Mono-phosphat. Das Verhaltnis Cot : verestertem 
PO4 war 0,98 bzw. 0,86. 

Ich mochte nicht vorschlagen, d i e  verschiedenen 
Theorien zur Erklarung dieser koniplizierten Beziehun- 
gen im einzelnen zu erortern. Offensichtlich karin man 
annehmen, daD die Einfuhrung der  Phosphorsauregruppe 
in das Zuckermolekiil unter Bildung eines Hexose-mono- 
phosphats dieses einer Spaltung in einen oder mehrere 
3-Kohlenstoffkorper zuganglich macht, die jetzt als 
Zwischenprodukte bei der  Bildung von COa und Alkohol 
angenommen wwden. Das Phosphatradikal aus einem 
Mdekul Ester kann dann dazu dienen, ein anderes 
Molekul Monophosphat in das Diphosphat iiberzufiihreri 
( M  8 y e  r h o f ) ,  

oder es konnen sich zwei von diesen 3-Kohlenstoffkor- 
pern, von denen jeder eine Phosphorsauregruppe ent- 
hiilt, untereinander vereinigen und so stabiles Diphos- 
Diphosphat bilden (K 1 u y v e r und S t r u y k)  : 

2CeHi106P04Hz = CBH1004(P04H2)2 + 2CO2 + 2CZHSOH, 

PC,H,iO,(PO,H,) = 2C3He03 + 2C3HjOz(P04H2) = 2C02 
+ 2C2HSOH f C,HioO4(PO,Hz)s. 

Das Monophosphat, das dieser Reaktion entgeht, wiirde 
dann als ein Bwtandteil des Zucker-phosphorsaure- 
ester-gemisches wiedergefunden werden, das durch die 
Garung entstanden ist. 

Als weitere Schwierigke,it bei der Klarung dieser 
verwickelten Frage mui3 man sich vor Bugen halten, 
dai3 sowohl bei Vergarung von Glucose als von Fructose 
das gebildete Hexose-di-phosphat wahrscheinlich ein 
Derivat der Fructose ist oder wenigstens bei der 
Hydrolyse Fructosp liefert, wahrend das Mono-phosphat 
ebenso wahrscheinlich ein Geniisch von etwa 80% 
Glucose-mono-phosphat und 20% Fructoseniono-phosphat 
ist. Daraus geht hervor, dai3, welchs Veranderungen 
auch imnier eintreten, diese nicht nur  beschriinkt sind 
auf die  einfache Einfiihrung oder Abspaltung einer 
Phosphorstiuregruppe, sondern daf3 grundsatzliche 

10. 
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Anderungen in der Konstitution des Zuckermolekiils 
selbst stattfinden. 

So anziehend auch immer die Theorie des inter- 
mediaren Charakters irgendeines der Hexosephosphate 
seiii mag, so scheint es mir doch im Augenblick unmog- 
lich, sie mit einigen der eben beschriebenen Tatsachen 
in Einklang zu bringm. Die Bildung von 70430% 
Hexose-mono-phosphat bei unveranderter Alkohol- und 
Kohlendioxydbildung macht es unmoglich, da5 dieser 
Ester ,,offenbar nichts anderes als ein Teil des Inter- 
mdiarproduktes sein soll, das lder gekoppelten Zorfalls- 
Veresterungsreaktion entgangen is")''. 

Es scheint mir, da5 der Grundgedanke, der  in der 
urspriinglichen Gleichung von H a r d e n und Y o u n g 
ausgedriickt ist, der Wahrheit naherkommt als 
i d e  bis jetzt geau5erte Alternative. Es findet e i n e  ge- 
kuppelte Reaktion irgendwelcher Art statt, als deren 
Resultat die Einfiihrung zweier Phosphorsauregruppen 
in gewisse Zuckermolekiile - entweder in dasselbe 
Molekul oder in zwei verschiedene - die Zersetzung 
eines anderen Molekiils hervorruft. Die Einfiihrung 
dieser Phosphorsauregruppen in Ggenwart  von 
Muskelextrakt und wahrscheinlich auch von Hefs wird 
tztsachlich begleitet von einer kleinen Warmeent- 
wicklun@), und es ist moglich, da5 das fiir den Ablauf 
der gekuppelten Reaktion von Bedeutung ist. Welches 
d i e  Bedingungen der bevorzugten Bildung von Mono- 
oder Di-ester sinld, wissen wir noch nicht, obgleich die 
Arbeit von K 1 u y v e r und S t r u y k nahelegt, da5 da- 
hei die Verdiinnung des Enzyms ein Faktor ist. 

Der Mechanismus der Vergarung des Mono-esters 
ist noch nicht geniigend bekannt, um starke Argumente 
fur oder gagen die Theorie zu liefern. Aber Dr. R o b i - 
s o n  und ich haben Versuche gemacht (die bald ver- 
offentlicht werden sollen), die zeigen, dai3 das Mono- 
phosphat selbst mit einer weiteren Menge Phosphat 
reagiert, und da5 diem Reaktion von einer verniehrten 
Kohlendioxyd- und Alkoholbildung begleitet ist. Der 
Mangel einer exakten chemischen Aquivalenz der  Pro- 
dukte (EBter einerseits, Kohlendioxyd und Alkohol 
andererseits) ist wahrscheinlich leichter so  zu erklaren 
als irgmdwie anders. 

Z u c k e r a b b a u  i m  t i e r i s c h e n  c n d  p f l a n z -  
l i c h e n  0 r g a  n i  s m us. 

Nach der Erkennung der wichtigen Rolle der Phos- 
phate und Phosphorsaure-ester bei der  alkoholischen 
Garung fanden dann balld verschieclene Forscher, da5 
diese Verbindungen den Schlusel zu anderen biologi- 
schen Phanomenen lieferten. M e y e r h o f hat beob- 
achtet, da5 die Cozymase der alkoholischen Garung eine 
ebenso grof3e Rollo bei der  Atmung tder Hefe spielt, und 
hat ferner die wichtige Feststellung gemacht, (da5 sie im 
Muskel vorkommt und einen wesentlichen Faktor des 
Kohlenhydratabbaus im Muskel darstellt, in dem 
E m  b d e n bereits das Vorkommen eines Hexose- 
phosphor-esters festgestellt hatte. Es zeigte sich, daf3 
diese Erscheinung sich in ganz ahnlicher Weise abspielt 
wie die der Atrnung und Garung der  Hefe, und 1924, 
bevor das Ratsel der Milchsauregarung vollstandig gelost 
war, schrieb M e y 8 r h o f (Chemical Dynamics of Life 
Phenomena 1924): ,,Es mu5 in der Tat als ein Erfolg 
der allgemeinen Physiologie und ihrer Arbeitsmethodik 

4)  M e y e r h o f  u. L o h m a n n ,  Biochem. Ztschr. 185, 155 

5 )  M e y e r h o f  u. S u r a n y i ,  ebenda 191, 106 [1927]. 
[ 1927]. 

angesehen werden, daf3 die chemische Dynamik eines so 
hoch differenzierten Organs wie des Muskels teilweise 
durch das Studium der alkoholischen Garung der  Hefe 
geklart werden konnte." Aber ein noch groDerer Erfolg 
sollte folgen. Es zeigte sich eine erstaunliche Ahnlich- 
keit zwischen *fast allen Einzelheiten der Milchsiiure- 
bildung durch die Muskelenzyme und der Alkohol- 
bildung durch Hefe. Sogar die gebildeten Phosphor- 
saure-ester waren identisch, ferner die Anhaufung der  
Ester unter ahnlichen Bedingungen und die Wirkung 
von Arsenat auf der  Vorgang. Nach Publikatioii der 
vorlauFigen beiden Mitteilungen voii M e y e r h o f , in 
denen diese Beobachtungen angegeben waren, schrieb 
ich am SchluB eines Ueberblickes iiber jene Arbeiten 
den folgmden Absatz (Nature 1926, 18. Dewmber), den 
ich hier anfiihren miichte. ,,Die auffallende Ahnlichkeit, 
die M e y e  r h o f fur die Veranderungen der Kohlen- 
hydrate im Muskel m d  in der Hefenzelle gefunden hat, 
ist gro5er, als man hatte annehmen konnen. Die bo- 
nierkenswerten Phanomene der alkoholischen Garung 
wiederholen sich nun bei der Milchsiiurebildung, und BS 
ist logischerweise anzunehmen, da5 die rneisteii 
fermentativen Zuckerspaltungen in ahnlicher Weise ein- 
geleitet werden." 

Der direkte Beweis fehlt noch in vielen Fallen; aber 
einige Beispiele bei den Bakterien (V i r t a n e n), Pilzen 
(E u 1 e r und K u 1 1 b e r g) und hoheren Pflanzen 
( I  w a n o f f , B o d n a r) sind bekannt. Man kann wohl 
sagen, da5 die  fun'damentalen biologischen Arbeits- 
methoden zur Klarung des Kohlenhydratumsatzes beim 
Studium der alkoholischen Garung gefunden worden 
sind. 

V e r k n o c  h e r u ng. 
Eine andere biologische Funktion der  Hexose- 

phosphate ebenso wie anderer hydrolysierbarer Phos- 
phorsiiure-ester ist die eines Speichers von Phosphat- 
ionen. Ich freue mich, sagen zu konnen, dd3 eine der  
schonsten und wichtigsten hierher gehorigen Entdeckun- 
gen ganz unabhangig von Dr. R o b i s o n  im Lister 
Institute gemacht worden ist, als eine direkte Folge 
seiner Arbeit iiber das Hexosemono-phosphat aus 
Hef ensaf t8) . ,,Wahrend meiner Unt ersuchungen iiber 
die ms den Garprodukten isolierte Hexosemono- 
phosphorsiiure", so sagt er, ,,wurde die Hydrolyse des 
Esters durch Enzyme studilert. In einigen Versuchen, 
in denen die leicht loslichen Calcium- oder Bariumsalm 
als Substrate benutzt wurden, wurde die fortschreitende 
Hydrolyse durch d ie  Bildung eines Niederschlages von 
schwer loslichem Calcium- oder Bariumphosphat an- 
gezeigt. 

C,H,,O,PO,Ca + H,O -+ C,H,,O, + CaHPO,. 
Das Auftreten diteses Niederschlages fiihrte mich zu der 
Frage, ob eine solche Reaktion bei der  Ablagerung von 
Calciumphosphat wahrend der Knochenbildung im 
tierischen Korper beteiligt win  konnte. Zmachst suchte 
ich in den Knochen wachsender Tiere nach einem 
Enzym, das  zur Hydrolyse befahigt war." 

Eine Knochenphos- 
phalase fand sich in dem verkniicherten Knorpel jun- 
gerer Tiere, und 8s folgte eine Reihe interessanter und 
wichtiger Untersuchungen, durch die ihr Autor ohne 
Zweifel auf dem besten W e e  ist, eine chemische Er- 
klarung des Verkniicherungsprozesses zu finden - ein 
gutes Beispiel dafiir, da5 weitgehende und unerwartete 
Resultate von Bmbachtungen ausgehen, die zu ganz 
anderem Zwecke gemacht worden sind. 

Das Forschen war erfolgreich. 

[A. 21.1 
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