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Zur Priifung der yon uns seinerzeit entwiekelten Arbeits- 
hypothese, dab das polymere l~letaphosphat in der Hefe die 
Funktion eines Phosphatspeichers, eines sogenannten Phos- 
phagens, spielt, vcurden die Ver~nderungen der l~ionzentra- 
tionen yon IVietaphosphat und einigen anderen phosphathaltigen 
Fraktionen der I-Iefe w~hrend der Phosphataufnahme in einer 
Phosphat enthaltenden Glucosel6smlg (,,Anreicherung") und 
w~hrend der Phosphatverarmung in einer LSsung yon 
Amrnoninmsulfat quantit~tiv verfolgt. ~reiters wurde die 
lVienge Glucose bestimmt, welehe unter den Bedingungen der 
anaeroben ,,Anreieherung" vergoren wird. Es wurde errechnet, 
dab yon der theoretisch zu erwartenden Menge Phosphats, das 
bei der G~rung aus der Or~hophosphatform in ]3indung fiber- 
fiihrt wird, nur  ein ganz geringer Antei l  (wenig mehr Ms 1%) 
als 5Ietaphoslohat auftr i t t .  Dami t  mul~ die Vorstellung, dal3 
das polymere ?r eine wesentliehe Funkt ion  als 
Phosphatspeieher der t Iefe  einnimmt,  als widerlegt be t rachte t  
werden. 

1 Der InhMt dieser und der folgenden Mitteilung wurde in gekfirzter 
Form yon einem yon uns (0. H.-O.) am VII I .  Allsowjetischen Kongre2 f/ir 
Physiologie, Biochemie und Pharmakologie in Kiew (Mai 1955) vorgetragen. 
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E in l e i t ung .  

Bgckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) enth~lt je nach den Kultur- 
bedingungen verschieden grol~e Mengen Metaphospha*, deren Bildung 
nur dann erfolg% wenn gleichzeitig energieliefernde Vorg~nge ablaufen 3. 
Da.i~ fiir die Entstehung yon Metaphosphat Energie erforderlich ist, ist 
leieht verst~ndiich, denn die --P--O--P-Bindungen im ~iet~phosphat 
entspreehen dam Typus der ,,energiereichen" Bindung*. 

Vor einiger Zeit haben wit s die Arbeitshypothese entwickelt, da~ 
d~s polymere Metaphosphat in der Here die Funktion eines Speichers 
far die beim aeroben oder anaeroben Kohlehydratabbau ~nfallenden 
,,energiereiehen" Phosph~tbindungen innehat und somit den sogenannten 
Phosphagenen der Tiere (Kreatinphosphat bzw. Argininphospha.t) ent- 
spricht. Wir pos~ulierten d~mMs die Existenz eines enzymatiseh ka.taly- 
sierten Gleiehgewiehts zwischen Adenosintriphosphat (ATP) nnd ~[eta- 
phosphat. Einige Zeit sparer gel~ng es uns auch, in der Here ein Enzym 
nachzuweisen, welches die ~3bertr~gung yon Phosph~tresten yon Meta. 
phosphat auf Adenosindiphosph~t (ADP) katalysiert s. Fast gleichzeitig 
beriehteten Kornberg und Kornberr ~ fiber ein Enzym ~us ttefe, das 
die umgekehrte Re~kt.ion, die Phosphatiibert, ragung yon ATP anf Poly- 
phosphut bewirkt nnd hSchstw~hrseheinlich mit unserem Ferment, d~s wir 
sis Met~phosphat--> ADP-tr~nsphosphat~se bezeiehneten s, identisch ist. 

Mit der Entdeckung dieses Fermentes ist nunmehr die MSglichkeit, 
dal~ Metaphosphat ~ls das Phosphagen der Here fungieren kann, ~u~er 
Frage gestellt. Um festzustellen, ob einer derartigen Speieherfunktion 
tats~Lchlich eine grSl3ere Bedeutung im Stoffwechsel der Here zukommt 
mud ob das polymere Met~phosph~t der einzige Energie- bzw. Phosphat- 
speicher der Here ist, unternahmen wit quantitative Versuche fiber die 
Ver~nderungen der Metaphosph~tfr~kt.ion und ~nderer phospha~thaltiger 
Fraktionen im Verlauf yon Atmung nnd G~rung in Anwesenheit und in 
Abwesenheit yon Orthophosphat im Versuchsmedium. 

Methodik .  

Ftir die bier besehriebenen Untersuchtmgen wurde durchwegs Oberhefe 
der Ot.t~kringer Br~uerei, Wien XVI., bentitz~, fiir deren E~berlassung wir 
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der genannten Firma zu grol3em Dank verpfliehtet sind. Die I-Iefe wurde in 
abgepreBtem Zustande bezogen und unmittelbar naeh Erhalt verarbeitet. 

Herstellung ,,verarmter" He]e: 120 g I-lefe werden in 4 1 Leitungswasser 
suspendiert und dutch die Suspension eine Naeht fang Luft durehgesaugt. 
Die I1efe wird dann dureh Zentrifugieren und naehfolgendem Troekensaugen 
weitgehend yon ~u befreit. Derartig ,,verarmte" Here erweist, sieh, 
wenn man die Zellen mit Toluidinblau ~nf~irbt, als frei yon metachromatischem 
~laterial, also yon l~{etaphosphat. 

Herstellung ,,angereichert~r" Ttefe: 50 g ,,verarmte" ~efe werden 2 Stdn. 
lang bei 30 ~ in ehler L6sung yon 50 g Glucose und 4,5 g KtI2PO ~ in 500 ml 
Leitungswasser dutch Durehsaugen beltiftet. Die I-Iefe wird dann abzentri- 
fugiert, mehrmals mit  Wasser gewasehen und schliel?lich troekengesaugt. 

Untersuchung des Phosphatstoffwechsels wahrend der aeroben ,,An- 
reicherung" : 50 g , ,verarmte" Hefe werden in einer auf 30 ~ gehaltenen L/Ssung 
yon 50g Glucose und  4,5 g KH~PO 4 in 400rot Wasser raseh suspendiert 
und auf 500 ml aufgef/illt. Die Suspension wh~d in einen 750-ml-Bel/iftungs- 
kolben gebraeht und dieser ha einen ~rasserthermost.aten mit  30 ~ gestellt,. 
Dann  wird eln gleiehm~13iger Luftstrom (2 t/Min.) durehgesaugt. Naeh 15, 
30, 60 und 120 Min. werden je I0 rnl der vorher gut durehmisehten Suspension, 
das entsprieht 1 g I-Iefe (Frisehgewieht), herauspipetViert, sofort abzentri~ 
fugiert, 2mal mit  Wasser gewasehen und  dann  auf die einzelnen Phosphat- 
fraktionen - -  wie un ten  beschrieben - -  aufgearbeitet. Als Blindprobe fiir 
den ~rert. bei der Zeit 0 dienen 10 ml einer Suspension yon 10 g ,,veraxm~er" 
Here in 100 ml Leitungswasser. 

Untersudhung des Phosphatstof]wechsels wi~hrend get anaeroben ,,An- 
reicherung": Es wird weitgehend analog wie bei der aeroben ,,Anreieherm~g" 
gearbeitet, jedoeh werden die Suspensionen und L6s~mgen mit destilliertem 
Wasser bereitet, welches ~orher durch l~ngeres E:oehen yore Luf~sauerstoff 
befreit wurde. W~hrend des Versuehes wird nieht Luft, sondern vorgereinigter 
(sauerstofffreier) Stiekstoff in gleiehm/~l~igem Strom durehgeleitet. Die 
Proben werden naeh 30, 60, 180 und  360 Min. entnommen. 

Unter~uchung des Phosphat~to]]wechsels w~hrend der ,,Verarmung" im 
sticlcsto]]haltigen N4hrmediu~m.: 20g ,,angereieherte" t:[efe werden in einer 
L6sung yon I0 g Ammonimnsulfat  in 150 ml ~u suspendie~.-~md die 
ZVfisehung mit  VCasser auf 200 ml aufgefiilI~. Die so erhaltene Suspension 
wird wiederum in einen 750 mi  Betiiftungskolben gebracht and  in einen 
Wasserthermostaten yon 30 ~ gestellt. Dann  wird die Luftmenge yon 2 1/Min. 
durehgesaugt. Nach I, 2 und 4 Stdn. Versuehsdauer werden je etwa 20 ml 
der Suspension entnommen, abzentrifugiert, 2real mit  Wasser gewasehen 
und  darm auf einer kleinen Nugsche troekengesaugt. Von dieser Prfiparation 
werden genau 1 g ausgewogen ~ d  wei~er verarbeitet.  Die Probeentnahrne 
mul3 bier auf diese ~u erfolgen, da mater den Versuehsbedingungen eine 
wesentliehe Vermehrung der tIefe und  damit  eine Gewiehtsver/inderung 
erfolgt, weshalb die Engnahme yon aliquoten Volumlna zu st6renden Un- 
genauigkeiten fiihren wiirde. Als Blindprobe ffir den Werg bei der Zeit 0 
dienen 10 ml einer Suspension yon 10 g ,,angereieherter" I-Iefe in 100 ml 
Leitmagswasser. 

Trennung und Au]arbeitung der einzelnen Phosphat]ralctionen. Fiir die 
im folgeuden beschriebenen Serienbest,imnmngen erwies es sieh als vorteilhaft, 
s/~mtliche Operationen in etwa 12 ml fassenden ZentrifugengI~sern, deren 
I-Ials mi~ einem Schliff versehen ist, vorzunehmen. 
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Zur Gewinnung der sogenunnten 16slichen Fraktion nach W i a m e  9, die 
wir als ,,leiehtlSsliche Frakt ion"  bezeichnen wollen, werden die Hefeproben, 
die in allen F~llen 1 g frisch abgesaugter Hefe entsprechen, 1 Std. lung unter  
Eiskfihlung mit  4 ml 10% iger Trichloressigs~ure (TCE) geschfittelt, die fiber- 
stehende LSsung abzentrifugiert und der l%fickstand nochmals anf die gleiche 
Weise behundelt.  Die beiden Extrukte werden vereinigt, auf 10 ml aufgeffillt 
und  enthal ten die Phosphate der ,,leichtl6slichen" Fraktion. 

Zur Isolierung der Lipoide werden nach S c h n e i d e r  1~ die bei der vorher- 
gehenden Operation erhaltenen Extraktionsriickst~tnde der ,,leichtl6slichen '~ 
Frakt ion einer kombinierten ~ther-Alkohol-Extraktion unterzogen. :Nuch 
Abzentrifugieren werden die Extrakte  gesammelt, auf 10 ml uufgeffillt und  
das Lipoidphosphat nach der welter un ten  besehriebenen Methode zur Be- 
s t immung des Totalphosphats gemessen. 

Zur Gewinnung der sogenurmten unlSslichen Frakt ion nach W i a m e  9, 
die wir als ,,schwerl6sliche Frakt ion"  bezeichnen, werden die Rfickst~nde 
der Lipoidextraktion 2real je 1 Std. lung mit  je 4 ml verdiinnter NaOH 
(ptt  9,0) geschfittelt. Zur Kontrolle des pH-Wertes w~thrend der Extrakt ion 
werden der L6sung einige Tropfen alkoho]. PhenolphthaleinlSsung zugesetzt. 
Die vereinigten Extrukte werden uuf 10 m] aufgefiillt und dienen zur Be- 
s t immung der Phosphatunteile in der ,,schwerlSslichen" Fraktion. 

Die ,,leichtl6slichen" und  die ,,schwerl6slichen Frakt ionen" werden in 
folgender Weise aufgearbeitet: Das anorgunische Orthophosphat wird un- 
mit telbar  nach der Methode yon Zel ler  n gemessen. Zur Bestimmung der 
Werte yon 7-Minuten-Phosphat und  180-Minuten-Phosphat werden je 2 ml 
der zu untersuehenden Extrakte in ein graduiertes l~eugensglas pipettiert,  
daruuf mit  2 ml 2 n tIC1 versetzt und  7 Min. bzw. 180 Min. lang auf dem 
kochenden Wasserbad der Hydrolyse unterworfen. Danach wird auf 5 ml 
aufgeffillt und das Phosphat wiederum nach Zel ler  gemessen. 

Der verbleibende l~est der Extrakte (5,3 ml) wird zur Metaphosphat- 
best immung 9 verwendet. Er wird zuerst gegen Bromphenolblau neutralisier~, 
dunn werden 4 ml 5 m Acetatpuffer yore pH 4,2 und  2 ml ges~ttigte w~13rige 
BariumnitratlSsung hinzugefiigt. Durauf kfihlt man die L5sung auf 0 ~ ab 
und bewirkt das Ausfallen des Barinmmetaphosphats durch Krutzen mit 
einem Glasstab an der Gef~l~wand. Zur vollstiindigen Ausfiillung l~i~t man 
12 Stdn. im Eissehrunk stehen, zentrifugiert dann ab und w~seht einmal 
mit Acetatpuffer nach. l~ach 7 Min. langer mydrolyse in 1 n HCI wird schliel]- 
lich eine Orthophosphatbestimmung nach Zeller durchgefiihrt. 

Zur Bestimmlmg des totalen Phosphutgehaltes (anorganisehes Phosphat 
plus al]e Arten organisch gebundenes Phosphat) in den Extrukten, den 
Extraktionsriiekst~nden, den intukten ~[efeze]len und den vereinigten 
Alkohol-~ther-Auszfigen der Lipoidextraktion wird naeh einer yon King 12 
referierten Methode das Material vorerst mit Perchlors~ure und Wusserstoff- 
peroxyd aufgescl41ossen und daruuf eine Phosphatbestimmung naeh ZeUer 
durchgefiihrt. 

Der Nucleins~iuregehalt der Hefezellen wurde spektrophotometrisch 
ermitte]t. I-lefeproben, welche 1 g Here Frischgewieht entsprechen, werden 

9 j .  W i a m e ,  J .  Biol. Chem. 178, 919 (1949). 
lo W . C .  Schne i de r ,  J .  Biol. Chem. 161, 293 (1945). 
11 E .  A .  Zel ler ,  Helv. Chim. Acta 32, 2512 (1949). 
12 E .  J .  K i n g ,  Microanalysis in Medical Biochemistry, 2. Auft., S. 66. 

London: Churchill. 1951. 



608 Hoffmann-Ostenhof, Klima ~, Kenedy und Keek: [Mh. Chem., Bd. 86 

nach Entfernung der 16sliehen Fraktion und der Lipoide, welehe wie ge- 
schfldert vorgenommen wird, bei 95 ~ rnit 5 %iger Trichloressigsgure extrahiert. 
Nach Entfernung tier TCE mi~ Hilfe yon Wasserdampf werden die Extrakte 
auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und die Absorption bei der W'ellen- 
]gnge yon 2600 ~ im Hilger-Spektrophotometer gemessen. 

Ergebnisse und Diskussion. 

Die uns yon der Brauerei zur Verfiigung gestellte IIefe zeigte bei der 
Anfgrbung mit Toluidinblau nur einen verhgltnismgl3ig geringen GehMt 
an metaehromatischem Material, das heil3t an ~etaphosphat .  Bei Vor- 
versuchen stellte es sich heraus, dab solche t tefe ungleich sehwieriger 
mit Phosphat angereichert werden kann Ms Here, die vet  der Anreicherung 
einem Phosphatverarmungslorozel3 unterzogen wurde. I)urch rnehr- 
stiindige Belfiftung der Heie in Leitungswasser, wie das im methodischen 
Tell beschrieben ist, wurde eine tIefeprgparation (, ,verarmte" Here) 
erhalten, welche praktisch frei yon metachromatischem Material war; 
bei der Fgllung mit Barinmnitrat  zeigte sich Mlerdings, dab aueh diese 
, ,verarmte" t tefe noch geringe anf diese Wdse bestimmbare iViengen 
l\[etaphosphat enthglt. 

, ,Verarmte" I-Iefe kann in einem I~ghrmedium, welches Glucose und 
anorganisches Phosphat enthglt, sowohl unter aeroben Ms auch unter 
anaeroben Bedingungen zur 8peicherung yon IYietaphosphat gebracht 
werden, was sich mikroskopisch bereits nach wenigen MinuteD_ Versuehs- 
dauer durch Auftreten metachromatisch anfgrbbaren Materials erkennen 
lgB~. 

Eine ,,angereicherte" Itefe, deren I-Ierstelhmg im methodischen Tell 
beschriebcn ist, kann, gleichgiiltig ob die Anreicherung unter aeroben 
oder anaeroben Bedingungen erfolgte, auch durch sehr langes Beliiften 
in Leitungswasser nicht mehr , ,verarmt" werden. Eine ,,Verarmung" 
erfolgt hingegen leieht in Nghrmedien, welche assimilierbare s t ickstoff-  
haltige Substanzen enthalten. 8o ffihrt ein 12stiindiges Beliiften der 
Hele in einer 5~ LSsung yon Ammoninmsulfat zum vollstgndigen 
Versehwinden der metachromatischen Substanzen. Die in Gegenwart 
einer Stickstoffquelle eintretende Vermehrung der Itefezellen scheint 
somit einen schnellen Verbraueh des ~etaphosphats  zu verursaehen. 

Bei tier quantitativen Verfolgung des VerhM~ens der einzelnen 
phosphathMtigen Fraktionen wghrend ,,Anreicherung" und ,,Verarmung" 
wurde die Versuehsdauer derartig gewghlt, dab immer nach Erreichen 
einer stationgren Phase je eine weitere Probe untersucht wurde. Fiir 
jede Kurve wurden jeweils 5 Proben anMysiert. Bei ens 
ParMlelversuchen zeigte es sich, dab wohl das VerhMten der einzeinen 
Phosphatfraktionen qualitativ stets gleich war, die Absolutwerte hingegen 
grSl3eren Schwankungen unterworfen warren. AIs Illustration dieser Ver- 



hi~Itnisse haben wir in Tabelle 1 die Ergebnisse dreier Parallelversuche 
fiber die aerobe ,,Anreicherung" zusammenges~ellt. Wir nehmen an, 
dab diese Verschiedenheiten der Absolutwerte auf die Uneinheitlichkeit 
der yon der Fabrik bezogenen t tefe zurfiekzufiihren ist. 

Tabelle 1. Ve rg l e i eh  m e h r e r e r  V e r s u e h s r e i h e n  fiber das V e r h a l t e n  
der  e l nz e lne n  P h o s p h a t f r a k t i o n e n  bei  der  a n a e r o b e n  An- 
r e i e h e r u n g .  Die Zahlen bedeuten /~g Phosphor pro g Ilefe Frisehgewicht. 

Orthophosphat 

SchwerlSsIiche Fraktion 

Zeit in M~nuten 

7 -iViin. -Phosphat 

180-5{in.-Phosphat 

h'Ietaphosphat 

Leichtl6siiche Fraktlon 

Zeif; in ~ inu ten  

0 i 15 30 1 60 120 0 ] 15 

540 357 245 i 175 175 0 0 
I 

492 I 378 204 132 1321 0 i 
0 400 !290 155 110 105 ! 0 ! 0 

1150/ 12 50 , 5101 s71 11~ 100 
I 87 210 228 365 370 - - i  - -  

/1138 i  62I 25 0 I 0 129-- - -  
25 

33:~ 110 i 186 225I 260 11 37 
33 561 117 195 250 12 29 
12 I 35i 85 9 1 '  - -  32 47 

so I 60 
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120 

O] 0 0 
0 0 0 
0 0 0 

135 15--1 158 
131 150 15J 

22 17 13 

18 12 i 10 
-I-- i ~ - - ~  

75 101 112 
68 88 105 
63 - -  102 

Ill den Abb. 1 bis 4 ist eine Versuchsserie fiber das Verhalten einzelner 
phosphathaltiger Fraktionen w/~hrend der ,,Anreieherung" unter aeroben 
und unter anaeroben Bedingungen dargestellt. Wir nahmen dabei in 
Obereinstimmung mit W i a m e  9 eine Auftrennung in einen mit kMter 
Trichloressigsiiure extrahierbaren Anteil (kurz als ,,leiehtlSsliche 
Frakt ion" bezeichnet) nnd einen nur mit heil~er Triohloressigs~ure oder 
mit verd. NaOH extrahierbaren Anteil (kurz ,,schwerlSsliche FrM~tion") 
vor. In  beiden Anteilen wurde der Gehalt, an freiem Orthophosphat, 
7-Minuten-Phosphat, 180-Minuten-Phosphat und Totalphosphat bestimmt. 
In  einzelnen Versuehen wurde aneh der Phosphatgehalt der mit einem 
Alkoho],Xther-Gemisch extrahierten Lipoidfr~ktion gemessen. 

Bei ni~herer Betraehtnng der Kurven in den Abb. 1 bis 4 fallt vorerst 
auf, dab die Endwerte ffir 7-Minuten-Phosphat und Metaphosphat bei 
der ,,Am'eieherung" unCer aeroben Bedingungen betrgchtlieh hSher liegen 
Ms bei demselben Vorgang unter anaeroben Bedingungen. Die bereis 
besprochene und in Tabelle 1 illustrierCe Variationsbreite der einzelnen 
Versuehsserien l~Bt aber eine Versllgemeinerung dieser Beobachtung 
nieht ohne weiteres zu. Die Kurven ftir diese beiden Fraktionen zeigen 
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Abb. 1. Verhalten der einzelnen Phosphatanteile in der ,,IeichtlSslichen :Fraktion" w~ihrend der 
aeroben ,,A~reicherung". FOr die einzelnen l%nkte gelten die folgenden Symbole: �9 = Ortho- 

phosphat, O = 7-Minuten-l~hosphat, § = 180-1Minnten-Phosphat, A = Metaphosphst. 
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Abb. 2. Verhalten der einzeInen Phospbatanteile in der ,unI6stichea Frak t ion"  w~hrend der 
aeroben ,,Anreicherung". Symbole wie be~ Abb. 1. 

Zez~ 
6~IE 

Abb. 3. Verhalten der einzelnen Phosphatanteite in der ,,leicht,15slichea Frak t ion"  w~thrend der 
anaeroben ,,Anre~cherung'L Symbole wie bei Abb. 1. 
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jedoch bei der aeroben ,,Anreicherung" stets eine grSl3ere Anfangssteilheit 
Ms unter anaeroben Bedingungen. Ebenso wird der Beginn der statio- 
n~ren Phase, bei dem alle Kurven ann~hernd in die HorizontMe ein- 
biegen, in der aeroben Versuehsanordnung bereits nach 1 Std., unter 
anaeroben Bedingungen erst nach etwa 3 Stdn. erreicht. 

Bei allen Versuchen konnte ffeies Orthophosphat nur in der ,,leicht- 
15slichen Fraktion" vorgefunden werden. Die Abnahme des Orthophos- 
phats verli~uft in unseren Versuchen wesentlich langsamer als in den 
Experimenten von Lynen und Koenigsberger la, welche das Verhalten 
dieser Fraktion bei Here verfolgten, die in einer phosphatffeien Glucose- 

:80 

o 

I /gO- o ~ :  
Im 0 

l:/t 

&bb. 4. Verhalten der einzelnen Phosphatanteile in der ,,schwerl6stichen Fraktion" w~ihrend der 
anaeroben ,,Anreicherung". Symbole wie bei Abb. 1. 

15sung unter anaeroben Bedingungen gehalten wurde. Dieser Unter- 
sehied ist leicht verst~ndlich: in der Versuchsauordnung von Lynen ent- 
spricht die Abnahme des Orthophosphats dem ~berwiegeu der Phos- 
phorylieruug gegeniiber der Dephosphorylierung, w~hrend bei uns inso- 
weir kompliziertere Verh~ltnisse vorliegen, Ms gleichzeitig eine Resorption 
von Phosphat aus dem Aul~enmedium stattfindet. 

Die Anteile an 7-Minuten-Phosphat und an Metaphosphat steigen 
bei aerober und anaerober ,Anreieherung" sow0hl in den ,,leichtlSsliehen" 
Ms auch in den ,,schwerlSslichen Fraktionen" betr~chthch an; die Werte 
fiir die ,,leichtlSslichen Fraktionen" sind dabei wesenthch hSher als 
diejenigen ffir dig ,,schwerlSsliehen Fraktionen", der Kurvenverlauf ist 
abet gleichartig. Da Metaphosphat unter den Bedingungen der 7-Minuten- 
Hydrolyse gespalten wird, ist es im Wert fiir das 7-Minuten-Phosphat 
mitenthalten; dieses zeigt immer wesentlich hShere Werte Ms ?r 
phosphat, was durch die Anwesenheit weiterer ,,energiereicher" Phosphat- 
verbindungen - -  Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP), 
1,3-Diphosphoglyeerins~ure, Phosphoenolbrenztraubens~ure u. a. - -  be- 
dingt ist. 

13 V. Lynen und R. Koenigsberger, Ann. Chem. 578, 60 (1951). 
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Die Phosphatfraktionen, welche als 180-Minuten-Phosphat bezeichnet 
werden, zeigen sowohl unter  aeroben als aueh unter anaeroben Bedin- 
gungen eine rasehe Abnahme, wobei diese in den ,,MchtlSslichen Frak- 
tionen" noeh schneller erfolgt als in den ,,schwerlSsliehen". 

Der Phosphatgehalt  der Lipoidfraktion, welcher in den Abb. 1 bis 4 
wegen der ~bersichtliehkeit  nicht dargesteltt ist, zeigt bei der Anreiehe- 
rung sowoM unter aeroben als auoh unter anaeroben Bedingungen einen 
deutliehen Anstieg. 

Obwohl es bekannt ist, dal3 im stiekstofffreien Medium keine Vermehrung 
der Nucleins~iuren bzw. der Purin- und Pyrimidink6rper erfolgt, haben wir 
das Verhalten der Nueleins~uren unter den Bedingungen der aeroben und 
der anaeroben ,,Anreieherung" spektrophotometriseh verfolgt und steltten 
dabei fest, dal3 in keinem Falle eine Nonzentrationserh6hung der Purin- 
und Pyrimidink6rper stattfindet. Damit ist allerdings, was ausdrtieklich 
betong werden mul?, nieht a.usgesehlossen, dug der PhosphatgehMt der 
Nucleins~iurefraktion eine Yergnderung erffihrt. Vorversuehe zur L6sung 
dieser Frage ergaben aber noeh keine eindeutigen ]3efunde. 

Die entspreehenden Versuchsreihen fiber dis , ,Verarmung" wurden 
mit  ,,angereieherter" Here vorgenommen, welehe in 5~ Ammonium- 
sulfatl6sung 12 Stdn. lung belfifte~ wurde. Vergliehen mit den Versuchen 
fiber die ,,Anreieherung" weisen die Kurven  der einzelnen Phosphat-  
fraktionen bei der , ,Verarmung" (Abb. 5 und 6) genau den inversen Ver- 
lauf auf. Die , ,Verarmnng" kann somit als eine Umkehrung der ,,An- 
reieherung" aufgefaBt werden. 

Um eine Beziehnng zwischen unseren Beobaeh~ungen fiber den 
PhosphatstoIfwechsel und den Kohlehydratstoffweehsel feststellen zu 
kSnnen, best immten wit die Gesehwindigkeit der Glueosevergi~rung 
unter denjenigen Bedingungen, unter denen wit die anaerobe ,,An- 
reieherung" verfolgt hatten.  Die 3/[essung des Glneoseverbrauehes eriolgte 
dureh Bestimmung der CO~-Entwieklung im Warburg-Apparat 1~. Unter 
den beschriebenen Bedingungen setzt 1 g tIefe Frisehgewieht bei kon- 
s tanter  Ggrgesehwindigkeit in 10 ~ .  1380 mm 3 COz in Freiheit, das be- 
dentet, dal~ in dieser Zeit 2 ,78 .10  -6 Mol Glucose vergoren werden. 

Wenn man annimmt,  dab in der Here unter anaeroben Bedingungen 
die Dissimilation der Glucose allein fiber den Abbauweg yon Embden 

und Meyerhofl 5 verl~nft, wie das aueh yon Lynen  und Koenigsberger la 
als sicher angesehen wird, kann man - -  unter Vernachl~ssigung der 
Vorg~nge bei der Glykogensynthese - -  berechnen, dal] pro Mol ver- 
gorener Glucose 2 5[ol Orthophosphat in organisehe (,,energiereiche") 

14 Vgl. dazu W. W. Umbreit, R. H. Burris und J. F. StauNer , Manometric 
5~ethods and Related Techniques, 2. Anti. Minneapolis. 1949. 

15 Vgl. dazu z. t3.2'. _~. 2~Tord nnd S. Weiss in "The Enzymes", heruus- 
gegeben yon J.  B. Sumner und K. ~lyrbi~dc, Bd. II/1, S. 684. New York. 
1951. 
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Bindang iiberfiihr~ werden. ObwoM wahrend der Garung sioher auch 
dephosphorvlierende l~rozesse stat.tiinden, mut~ es doch schon auf Grund 
unserer Beoba.chtung, dal3 der GehM~ an Orthophosphat w~hl'end der 
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Abb. 5. Verhal ten  der e inzetnen Phosphatante i l e  in der , , letchtt6slichen F r a k t i o n "  w~ihrelid clef 
, , ~ e r a r m u n g " .  S y m b o t e  wie  bei  Abb. 1. 
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Abb, 6. V e r h M t e n  der e inze lnen  l~hosphatantei le  in der ,~schwerlSslichen ~ r a k t i o n  ~' w~hrend  tier 
, ,u  S y m b o l e  wie  bei  Abb. 1. 

,,Am'eicherung" betri~chtlich abshxkt, angenommen werden, dM~ diese 
Prozesse eine geringere Rolle spielen and da!~ zumindest der grSl]te Teil 
des w~hrend der G~rung entstehenden org~nisch gebundencn Phosphats 
in gebundener Form in der Hefezelle verbleib~. Ein Herausdiffundieren 
yon Orthophosphat aus der intakten tIefezelle ist auf Grund zahlreicher 
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~itterer Befunde sehr unwahrscheinlich; so konnte in unserem Labo- 
ratorium vor einiger Zeit in Versuchen mit radioaktivem Phosphat ge- 
zeigt werden, dab lebende I-Iefe, wem~ iiberhaupt, nur verschwindend 
geringe 1Viengen Orthophospha~ an das umgebende Medium abgibt 16. 

Unserer seinerzeitigen Arbeitshypothese~ entsprechend, dab das ~feta- 
phosphat a, ls eine Art Phosphagen der Here fungiert, mat te  ein Anteil 
des w~thrend der Glucosegg.rung gebundenen Phosphats in N[etaphosphat 
iiberfahrt wm~len. Dies ist aueh, wie unsere Kurven (Abb. 3 und 4) 
zeigen, ohne Zweifel der Fall. Es erhebt sich in diesem Zlmammenhang 
allerdings die Frage, in Welchem Ausmal3 das w~thrend der G/~rung in 
gebundene Form fibergehende Phosphat zu ~Ietaphosphat wird. Zur 
Kl~rung dieses Problems bereehneten wir aus unseren Experiment.en, 
wie grog die Menge gebundenen Phosphats ist, wetche bei der angeroben 
,,Anreicherung" innerhatb 10 Min. gebildet, werden kann, wobei ~4r an den 
Anfangsteil der entsprechenden Kurve hi Abb. 3 ehle Ta.ngente tegten 
nnd durch Extrapolation die maximal m6gtiche Vermehrung des Meta- 
phosphatanteils w~hrend 10 Min. berechneten. Es ergab sieh, dag in 
dieser Zeit 27,ug Metaphosphat gebildet werden; das sh~d auf PO3-- 
Einheiten bezogen, 0,87-10 -s Mote~ Wenn wir diesen Weft mit der 
Menge ~ergorener Glucose in demselben Zeitraum in Beziehung bringen, 
so kSnnen wir bereehnen, da$ pro ~ot  vergorener Glucose nur 0,03 Nole 
Metuphospha.t entstehen, das heiBt, daft yon den theoretiseh zu erwa,rten- 
den 2 Mol gebundenem Phosphat wenig mehr als I% in Meta.phosphat 
iiberfiihrt wird. 

Da wir nun f/ir nnsere Versuehe Bedingungen w~hlten, welche die 
Metaphosphatbildung besonders begfinstigen, muB angenommen werden, 
dab die Kapazit~it der Here, energiereieh gebundenes Phosphat Ms Meta- 
phosphat zu speiehem, nur sehr gerh~g ist. Damit ist unsere seinerzeitige 
Arbeitshypothese, da~ }Ietaphosphat eine Art Phosphagen der Here 
darstetlt, um~t~'scheinlich geworden. Die waba-e Rolte des }letaphosphats 
und des Enzyms, welches die Idbertragmng yon Phosphatrest, en yon Meta- 
phosphor auf das Adenyls~iuresystem bzw. die umgekehrte Reaktion 
katalysiert, mug also noeh immer als vSllig ungeklgrt bezeichnet werden. 

Die Frage, wampum trotz des unbezweifelbaren Vorhandenseins eines 
Fermentes, das das Gleichgewieht zwisehen Adenytsiiuresystem und 
Metaphosphat einstellen kann, diesem Gleichgewicht in der Here nieht 
dieselbe Rolle zukommt wie dem Gleichgewicht zwischen Adenyls~ure- 
system und Xreatinphosphat bzw. Argininphosphat bei den Tieren, 
l~iBt sich auf Grund unserer Ergebnisse noch nicht beantworten. Hier 
kSnnte vor ahem die Gleichgewichtslage der Reaktion 

ATP 4: (NaPOs)~ ~ ADP d- (NaPOs)n+~ 

18 O. Hol]mann-Os~en]wf und E.  Kriz,  5~h. Chem. 80, 90 (t950). 
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ffir die Phosph~genfunktion ungfinstig liegen; woM wissen wir aus den 
Ergebnissen yon Kornberg 7 und aus unserem eigenen Laboratorium, dub 
der Vorgang reversibel ist, doch ist fiber die Lage des Gleichgewichts 
noch fiberhaupt nichts bekannt geworden. Eiu zweiter mSglicher Grund 
ffir das gesehilderte Verhalten kSnnte darin liegen, da~ die katalytische 
Wirkung der Metaphosphat--~ADP-transphosphatase vergleichsweise 
gering ist, das heist, dal~ die ~bertragungsreaktion ]angsamer vor sieh 
geht als andere konkurrenzierende Reaktionen. Da bisher nur ungereinigte 
Fermentpri~parate zur Verffigung stehen, wissen wir auch fiber diesen 
Faktor noeh nichts. 

Aus unseren Ergebnissen ergibt sich schlie~lieh noeh die Frage, was 
mit dem wi~hrend der Gi~rung oder Atmung in organisch gebundene 
Form fiberffihrten Phosphat im weiteren Verlauf geschieht. Mit diesem 
Problem, das zur ~]rkliirung des sogenarmten Harden-Young-Effekts 
(vgl. dazu Nord und Weiss 15) von grSl~ter Bedeutung ist, werden wir 
uns in der folgenden Mitteilung besch~ftigen. 

Monatshef te  ftir Chemie. Bd. 86/4. 49 


