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Nachweis und Isolierung des biochemisch 
gebildeten Methylglyoxals als Dioxim 

Von 

Car l  N e u b e r g  u n d  M a x  S c h e u e r  

A u s  d e m  K a i s e r - W i l h e l m - I n s t i t u t  f i i r  B i o c h e m i e  B e r l i n - D a h l e m  

( V o r g e l e g t  in d e r  S i t z u n g  a m  17. O k t o b e r  1929) 

In  dem G~irungsschema 1, das die Vo~g~nge bei der alkoho- 
li,schen Zuckerspaltung erl~utert und mit gewissen AMinderun- 
gen auch ffir die Erkl~irung best immter bakterieller Verg~irungen 
yon Kohlenhydraten  gute  Dienste leistet, n immt das M e t h y l: 
g 1 y o x a 1 eine zentrale Stellung ein. ~ber  die Bildung un4 den 
Zerfa]l der iibrigen yon der Theorie geforderten Zwisehenpro- 
dukte des Zuckerabbaues sind wir seit l~ingerer Zeit unterrichtet.  
Der Naehweis yon Azetaldehyd, yon Glyzerin, in gewissem Urn- 
range auch yon Brenztraubens~ure ist gefiihrt worden. Wir  be- 
sitzen Einsicht  in die Erscheinungen, die sich bei den verschie- 
denen Verg~rungsformen abspielen :. Ferner  sind die Teilenzyl~e 
(Glykolase, Ketonaldehyd~nutase, Karboxylase) aufgefunden, 
welche als Komponenten der komplexen Zymase Kohlenstoff- 
kettensprengung, Oxydoreduktion und terminale Dekarboxylie- 
rung zuwege bringen. 

Aul~er ehemisehen Analogien konnte fiir die Entstehung 
des Methylglyoxals  nur der gewlchtige Umss ins Fold ge- 
fiihrt werden, dab in nahezu allen Zellen ein Enzym zugegen ist, 
das h~ethylglyoxal welter ~e~arb.eit.et, die Ketonaldehydmutase ~. 

Die h.eil~ ersehnte Isolierung des l~Iethylglyoxals selber ist 
nun vor einem Jahre  in einwandfreier  Weise gegliickt. Zuerst  
zeigt.en C. N e u b e r g u~d M. K o b e 14, dalt bei der Einwirkung 
yon t tefe  auf Zueker jener Ketonaldehyd der 3-Kohlenstoffreihe 
geraint werden kann, and ein gleiches war  dann mSglich bei der 
glykolytischen,  zur Milchs~iure fiihre~den Zuekerzessetzung 
dnreh das Bakter ium Delbriicki 5 wie r d~ie tierisehen 
Gewebe 6. Da cUie glykolysierenden Organe hSherer Pflaazen so- 
wie ve~schiedene andere ~ ikroorganismen ebenfalls zur Bildung 
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des Methylg lyoxals  b ef~higt sind, so kann kein Zweifel mehr  
dariiber obwalten, dab Methylglyoxal  die lange gesuchte DurCh- 
gangsstufe beim biochemis'chen Abbau der Kohlenhydrate  dar- 
stellt. 

Fiir  den Erfolg maBgebend ist die Wahl  des Substrats. Die 
R eaktiort gelingt nicht mi t  unver~nder tem Zucker, s o~dern man 
muB aus leicht ersichtlichen Griinden yon seinem Phosphor- 
sfiure-ester ausgehen. Das Prinzip der Isolierung yon Methyl- 
g lyoxa l  beruht n~mlich auf einer Art  spektralen Zerlegtmg der 
Gesamtzymase. AuBer in abbauende Teilenzyme lfiBt sie sich 
auf physikalischem Wege in zwei Hauptkomponenten aufteilen, 
in die hochmolekulare A p o z y m a s e und die diffusible sowie 
beschrankt koehbest~ndige K o z y m a s e. Es hat  sich nun h erans- 
gestellt, dab ftir die Isolierung yon Methylglyoxal  als Zwischen- 
produkt eine mSglichst kozymasefreie Apozymase verwendet 
werden muB. Dieser Erganzungsstoff  wirkt  normali ter  an der 
Weiterverarbei tung des Methylglyoxals,  sei es zu Weingeist und 
Kohlendioxyd, sei es zu Milchs~ure, mit. Zugleich aber erfiillt 
die Kozymase (oder das Gemisch yon Agentien, das wir als Ko- 
femnent bezeichnen) die weitere wichtige Aufgabe, den Zucker 
durch Bi~dung an Phosphors~ure labil zu machen und ffir den 
Abbau vorzubereiten. Wenn man also Methylglyoxal  an- 
sammelr~ will, darf  man nur  ein Fermentsys tem verwenden, das 
frei vo,n Kozymase oder a rm daran ist. Da Apozymase ihrer- 
seits Zucker erst nach der Herrichtung,  d. h. als bereits phos- 
phoryliert,es Kohlenhydrat ,  angreift,  muI~ man behufs Methyl- 
glyexManhiiufung Ms Sub.strat phoLsphorylierten Zucker, Hexose- 
di-phosphat, benutzen. 

Bisher ist die Isolierung des Methylglyoxals yon N e u- 
b e r g und  K o, b e t in der Weise vorgenommen worden, da~ c[er 
aus dem Ausgangsmaterial  gebildete Ketonaldehyd mit  2,4-Di- 
nitro-phenyl-hp~razin abgesehieden wurde. Dieses R eagens f~illt 
in der K~lte augenblicklich d~e Di-karbonylverbindung, jedoch 
erst naeh vielen Stunden den Zueker bzw. Zuekerphosphor- 
s~ure-ester. Das Bis-2,4-Di-nitro-pheny]-hydrazon des Methyl- 
glyoxMs ist e in leicht umkristall isierbares und sehr eharakte- 
ristisches Derivat  des Ketonaldehyds der 3-Kohlenstoffreihe. 

Angesiehts der auBerordentlichen Bedeutung, die marl tier 
Auffin~ung und dem einwandfreien Naehweise des Methylgly-  
oxals fiir die Erkenntnis  tier biochemischen Zuckerumsetzun- 
gen" beizumessen hat, war es eine nieht gleiehgiiltige Aufgabe, 
auf einem zweiten Wege die Ents tehung des Methylgly(~xals 
sicherzustelle~. N e u b e r g und K o b e ] haben (1. e.) bereits 
kurz angegeben, dab fiir diesen Zweek auch die Isolierung des 
Ketonaldehyds in Form seines Di-o.xims mSglieh ist. 

An einem neuen Beispiele, ni~mlich der Z u e k e r s p a 1- 
t u n g  d u t c h  das  B a k t e r i u m  l a c t i s  a e r o g e n e s ,  haben 
wit  die DLoxim-methode gepriift und bew~hrt gefunden. Ar~ 
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m~derer Stelle wird fiber die Bilanz der Zuekerspaltung durch 
jenen, den Milchsaurebakterien nahestehenden Erreger  berichtet 
und zugleich beschrieben werden, dab auch in diesem Falle die 
Methade zum Ziele fiihrt, die sich a u f  Heranziehung des e r- 
w~.hnten 5in,i.triert~n Phenylh~d'razins stiitzt. 

Im folge~den sei die I s o l i e r u n g  d e s  M e t h y l g l y -  
o x a. 1 s a 1 s D i - o x i m aus solchen Gfirans~zen gesch,ildert. 

Das Bakter ium lactis a e~ogenes wurde" auf Fleischextrakt- 
bouillon bzw. auf Fleischextraktagar plus Biemviirze geziichtet, 
in bekannter Weise unter  Wahrung  der Sterilit~it abge- 
sehwemmt, abzentrifugiert sowie mit  physiologischer Kochsalz- 
Ri.sung unct dann mit  Wasser bis zur Zuckerfreiheit gewasehen. 
Die geerntete Bakterienmasse, deren Troekengewicht 15g aus- 
machte, wurde mit  250 c m  3 reinem Azeton 15 Minuten in der 
Reibschale verrieben, abgesaugt, von neaem mit  300 c m  ~ wasser- 
freiem Azeton 10 Minuteu lang durehgearbeitet., abgenutscht 
un.4 nunmehr wiederum in einer Reibschale mit  200 c m  ~ fiber 
Nat r ium entwasserten s  ~,errfihrt. Nach dem Absaugen 
u~d Auswaschen mit  Xther erhiilt man ein staubfeines, hell- 
graues Pulver. In diesem so. zube~eiteten Bakterienmaterial  ist 
die Kozymase, sofern solche in extrahierbarer Form iiberhaupt 
in der Mikrobe vorhanden ist und die gewShnlichen Eigen- 
schaften b.esitzt, hinre,ichen~ ge.schw~cht; das Material verh~lt 
sieh jedenfalls in bezug auf die Methylglyoxalb~ildung aus Hexose- 
di-phosphat wie ein Apozymaseprfiparat, wenn man nicht zu- 
viel des Bakterienpulvers anwendet. Gute Resultate erzielt man 
folgendermaBen: 

1000 cm'~ 2"91% ige Magnesium-hexose-di-phosphatlSsung 
wurden mit  10 g der Azeton-Troeken-Bakterien s owie mit 10 c m  ~ 

To luol 48 Stunden im Brutschrank bei 370 unter  h~ufigem Urn- 
schiitteln di~. 'eriert. Nach di.eser Zeit wurde das Gemisch zentri- 
fugiert, 660 c m  "~ klares Zentr i fugat  wurden ohne weiteres, d. h, 
ohne vo,rherge.hende Ente~weiBung, mit 5g festem neutralem 
Hydroxylamin-sulfa t  versetzt und einen Tag im Thermostaten 
belassen. Es fo.lgt Bindung des Ketonald~ehyd~ an das Hy~roxyl-  
amin, vo.n d:em ~/i!elleicht auch ein Te.il vo.n dem nebenher 
vorhandenen Zucker mit in Beschlag belegt wird. Die Fliissig- 
ke~t wurde als,dann mit  Natxiumsulfat ges~ttigt und erschSpfend 
mit s  extrahiert .  

Die Hauptmenge der Di-o.xims findet sich be.reits in den 
ersten beiden Auszfigen vor, die fiber frisch ge.glfihtem Glauber- 
salz zu trocknen s~nd, unter gleichzeitiger Zugabe yon Kalzium- 
karbonat,  das Ents~uerung veranlaBt, ohne dab es zur Bildung 
yon Ka.lziumsalz des Di-oxims kommt. 

Der erste Auszug wurde am Bi-rektifikator yore LSsungs- 
mittel befreit, worauf der abgetriebene s  iibrigens fiir die 
sp~teren Ausschiittelungen gebraucht wurde. 

Da zur Beseitigung yon Emulsionen bei der Ausiitherung 
etwas Athylalkohol zugesetzt gewesen war, hinterblieb das Me- 
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thylglyoxal-di-oxim zun~ehst in einer alkoholischen LSsung. Ver- 
dunstete man diese im Exsikkator  fiber Phosphorpentoxyd, so 
erstarrte der Rfickstand bald zu einem hellgelb gefiirbten Kri-  
stallbrei, der im wesent]ichen aus der erwarteten Verbindung 
bestand. 

Die so gewonnene feste Substanz wnrde aus mSglich wenig 
hei~em Wasser unter  Zugabe yon Knochenk0hle umkristallisiert,  
wobei sich das Di-oxim rein weil~ abschied und bereits den 
r ieht igen Schmelzpunkt 1570 (lmkorr.) aufwies. 

Ffir die Analyse wurde die Substanz noch einmal in gleicher 
Weise umkristallisiert.  

4"235mg Substanz gaben 5"500rag C02 und 2"280 mg H20 
2"310 mg . . . .  C 0"547cm 3 :N 2 (757mm, 24% 50% KOH). 

C3tt60~N 2. Ber. 35"9,9, H 5"92, N 27"44o//o. 
(102). Gel. C 35"42, H 6"00, N 27"60%. 

Die R(~hausbeute an Methylglyoxal-di-oxim belief sieh, 
unter  I-Iinzurechnung auch des Er t rages  yon den s p~iteren Ex- 
txaktionen, auf  0.87 g. Dutch einmalige Umkristall~satio,a wurden 
daraus 0"53g analysenreine Substanz gewoanen. Wie aus den 
Arbeite~a yon N e u b e r g und K o b e 1 hervorgeht uad  auch f fir 
die Umsetzung mit  Enzym yon B. lactis aerogenes in der oben 
angekfindigten spateren Mitteilung fiber die Bilanz n~her dar- 
gelegt wevden soll, wird das Ansgangsmater ia l  nur  unvoll- 
kommen dephosphoryliert.  Lediglieh die dabei pr imer  in Frei- 
heir gesetzte und abgebaute Menge Kohlenhydrat  kommt als 
Muttersubstanz des Methylglyoxals  ~in Betracht. 

Es zeigt sich damit, dal~ auch die Di-oxim-methode an- 
nehmbare Resultate liefert. 

Hinzuzufiigen ist folgendes: Beim Umkristallisieren des 
robert Di-oxims f~llt die ~ceine Verbindung nieht vollstandig aus; 
ihren in LSsung gebliebenen Anteil kann man sehr weitgehend 
in Gehalt des inner-komplexen N i e k e 1 s a 1 z e s abscheiden. 
Diesem kommt  die Formel Nli(C~H~O_~N:)2 zu ~, und di~ Ana- 
lysen haben ergeben, dal~ in ihm analysenreine Substanz vorlag. 

0.1160 g Substanz lieferten 0"0334 g 5~i0. 
NiC6H~004Nc Bet. 22"52 ~ 5~i. 

(260, 7). Gel. 22"62% Ni. 

Dabei ist zu bemerken, dab die F~llm~g des aus dem Gar- 
ansatz gewonnenen Methylglyoxal-di-oxims durch Niekelazetat 
(m-NiSo -~ 3 m-]qa-azetat) in ganz typiseher Weise erfolgt. 

Zun~iehst entsteht ein rot-violetter Niedersch]ag, der beim 
Erw~irmen auf (~em Wasserbade gelb-rot wird, infolge des ~ber- 
ganges der Substanz in eine stabilere isomere Modifikation. 

Somit haben wlir a u f  e i n e  n e u e  W e i s e  u n 4  a u f  
e i n e m  y o n  d e m b i s h e r i g e n  V o r g e h e n a b w e i e h e n -  
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4 e a W e g e d e n B e w e i s e r b r a c h t ,  dal~ b e i d e r  S p a l -  
t u n g  .des Z u c k e r s  d u t c h  d a s  B a k t e r i u m  l a c t i s  
a e ro .  g e n e s  M e t h y l g l y o x a l i n  r e i c h l i c h e r M e ,  n g e  
g e b i 1 d e t w i r d. Dieser Keto.naldehyd wird nicht dureh ein 
Abfangnlittel fixiert, sondern lediglieh durch Ausschaltung eines 
Erg~nzungsstoffes fiir die komplexe Zymase, des Kofermentes, 
vor der weiteren Umwandlung bewahrt. Von diesem Methylgly- 
oxal leiten sich bei Benutzmlg uuvorbehandelter Erreger die 
bekannten Zuckerspaltungsprodukte Milehs~ure, Essigs~iure und 
~thylalkohol ab, die in der ~Norm durch den Bazillus erzeugt 
werden. 


