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Der Citronensdurecyclus

Nobel-Vortrag am 11. Dezember 1953 in Stockholm®*)
Von Prof. Dr. H. A. KREBS, Department of Biochemistry, Universitdt Sheffield/England

Die Entdeckung, daB Citronensiure im Organismus nicht nur sehr schnell abgebaut, sondern auch leicht
gebildet wird, fihrte zur ersten Formulierung eines Citronensiure-Cyclus, dessen Zwischenreaktionen
die Hauptenergiequelle der héheren Organismen darstellen. Der Cyclus spielt nicht nur beim Kohlen-
hydrat-Abbau, sondern auch beim Fettsiure- und Protein-Abbau eine wesentliche Rolle; alle Nahrungs-
stoffe haben gemeinsame Oxydations-Endstufen. Die Reaktionen des Cyclus, die in Vertretern aller
Lebensformen aufgefunden wurden, stellen Zwischenprodukte zur Aminosiure-Synthese zur Ver-
fiigung. Das Studium des Intermediirstoffwechsels zeigt, daB die grundlegenden Stoffwechselprozesse,
die synthetischen und die abbauenden, bei allen Formen des Lebens gleich sind.

In den zwanziger und dreiBiger Jahren erbrachten die
Arbeiten iiber die Zwischenreaktionen bei der anaeroben
Vergdrung- von Zucker zu Milchsaure, bzw. Alkohol und
Kohlendioxyd groBe Fortschritte. Die Erfolge waren
hauptsichlich den vereinten Anstrengungen der Schulen
von Meyerhof, Embden, Parnas, von Euler, Warburg und
Cori zu verdanken, die ihrerseits auf die Pionierarbeit von
Harden und Neuberg aufbauten. Diese Arbeiten kldrten
die wichtigsten Zwischenstufen der anaeroben Gérungen
auf. Uber die Zwischenstufen der Zuckeroxydation in le-
benden Zellen war dagegen Anfang der dreiBiger Jahre sehr
wenig bekannt. Als ich 1930 das Laboratorium von Otfe
Warburg verlieB, unter dessen Leitung ich seit 1926 gear-
beitet hatte, und von dem ich mehr gelernt habe als von
irgendeinem anderen Lehrer, stand ich vor der Frage, ein
Hauptarbeitsgebiet zu wahlen. Ich fiihlte mich von den
Problemen der Zwischenreaktionen bei den Oxydations-
vorgédngen stark angezogen. Diese Reaktionen reprasen-
tieren die Hauptenergiequelle bei htheren Organismen. In
Anbetracht der Bedeutung der Energieproduktion fiir le-
bende Organismen, deren simtliche Tatigkeiten von einer
kontinuierlichen Energieversorgung abhéangen, schien das
Problem eines eingehenden Studiums wert.

Die Anwendung der experimentellen Methoden, die beim
Studium der anaeroben Garung zum Erfolg fiihrten, war
nicht moglich. Im Gegensatz zu den Girungen wurden in
zellfreien Extrakten keine Oxydationsreaktionen erhalten.
Eine weitere Schwierigkeit war die schnelle Inaktivierung
der Oxydationsreaktionen, die bei Geweben eintrat, die
durch Mahlen oder Reiben aufgeschlossen oder In waBrigen
Losungen suspendiert waren.

Wir kennen heute die Griinde fiir diesen Aktivitdtsver-
lust. Der hauptsdchlichste ist die Zerstdrung der Coen-
zyme vom Nucleotid-Typus unter dem EinfluB hydroly-
sierender Fermente. In intakten Geweben sind diese Co-
faktoren anscheinend getrennt von den Fermenten, die sie
angreifen konnen, werden aber ihrer Wirkung ausgesetzt,
wenn die Gewebestruktur zerstdrt wird.

*) Das liebenswiirdige Entgegenkommen des Autors und des Nobel-

Komitees fiir Chemie, Stockholm, hat es uns ermoglicht, den

Nobelvortrag, der erst spdter in den Verdffentlichungen des
Nobel-Komitees herauskommen wird, schon jetzt zu bringen.
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Es ist heute moglich, diese stérenden Reaktionen zu un-
terbinden. Schnelles Fraktionieren der Gewebe beim Zen-
trifugieren in der Ndhe des Gefrierpunktes trennt die zer-
storenden Fermente ab; die Cofaktoren, die hierbei eben-
falls entfernt werden, sind bekannt und kénnen durch
Zusatz der reinen Substanzen ersetzt werden. Uber diese
Kenntnisse verfiigten die friiheren Bearbeiter nicht, sie
mufiten sich daher mehr indirekter Methoden bedienen.

Die ersten Versuche

Die erste grundlegende Untersuchung zum Zwischen-
stoffwechsel der Oxydationsvorginge war die von Thun-
bergl), der systematisch die Oxydierbarkeit von organischen
Substanzen in isolierten tierischen Geweben priifte. Von
1906 bis 1920 testete er die Oxydation von iiber 60 orga-
nischen Verbindungen, insbesondere im Muskelgewebe. Er
entdeckte die schnelle Oxydation von Salzen einer Anzahl
von Siuren, wie Lactat, Succinat, Fumarat, Malat, Citrat
und Glutamat. Thunbergs Ergebnisse wurden von Batelli
und Stern?) und anderen bestatigt und erweitert. Batelli
und Stern erkannten schon 1910 ihre Bedeutung, sie schrie-
ben: ,,Man kann annehmen, daB der ProzeB, der die Oxyda-
tion dieser Sduren bewirkt, mit dem der Hauptatmung der
Gewebe identisch ist“.

Die Ergebnisse von Thunberg und von Batelli und Stern
blieben jedoch isolierte Beobachtungen, da sie nicht zu
dem wichtigsten Oxydationsproze8 der Muskelgewebe, der
Kohlenhydratoxydation, in Beziehung gebracht werden
konnten. Noch weitere zwanzig Jahre muBten vergehen,
bis sie in eine zusammenfassende Betrachtung iiber die
Atmung eingefiigt werden konnten.

1935 kam aus dem Szegeder Laboratorium von Szeni-
Gyirgyi®) eine wichtige Weiterentwicklung. Er entdeckte,
daB Taubenbrustmuskel (der wichtigste und deshalb be-
sonders aktive Teil der Flugmuskulatur) speziell zum Stu-
dium der oxydativen Reaktionen geeignet ist, da dieses
Gewebe seine oxydative Fahigkeit nach Zermahlen in der
,,Latapie“-Miihle und Suspendieren im waBrigen Medium
1y T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 24, 23 [1910]; 40, 1 [1920].
3) F. Batelli u. L. Stern, Biochem. Z. 37, 478 [1910]

3) A. Szent-Gydrgyi, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 236, 1 [1935];
244, 105 [1936].
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beibehialt. Er bestatigte mit diesem Material, daf die C,-
Dicarbonsiuren (Bernsteinsiure, Fumarsiure, Apfelsiure
und Oxalessigsaure) schnell oxydiert werden, und kam zu
dem neuen Ergebnis, daB ein Teil der Wirksamkeit dieser
Substanzen katalytischer Natur sei, im Gegensatz zur
Oxydation, bei der die Siuren als Substrat dienen. Ein
endgiiltiger Beweis fiir diesen katalytischen Effekt wurde
von Stare und Baumann®) im Dezember 1936 erbracht.
Diese Forscher zeigten, daB sehr kleine Mengen der Sauren
geniigen, um eine Zunahme der Atmung zu bewirken, und
daB die Zunahme ein Mehrfaches der Sauerstoffmenge be-
tragt, die fiir die Oxydation der zugesetzten Substanzen
notwendig ist (Tabelle 1). Zudem wurden die zugefiigten

Konzentration des| Mittlere Zunahme |Fiir die komplette Oxydation
zugesetzten der O,-Aufnahme | des zugesetzten Fumarats
Fumarats (beobachtet) (ul) | berechnete Oy,-Menge (ul)
0,0001 m 151 20
0,0002 m 235 40

Tabelle 1

KatalytischeWirkung von Fumarat auf die Atmung von gemahlenem
Taubenbrustmuskel (Stare und Baumann, 1936)

C,-Dicarbonsiauren bei der Stimulierung der Oxydation
nicht verbraucht und konnten anschlieBend im Medium
nachgewiesen werden. Es blieb demnach kein Zweifel, da8
die Siuren bei der Atmung als Katalysatoren fungieren
konnen, aber weder Szent-Gydrgyi noch Stare und Baumann
konnten eine befriedigende Erklarung fiir die katalytische
Wirkungsweise erbringen. Sie nahmen an, daB die Di-
carbonsduren als Wasserstoff-Ubertrager zwischen den
Nahrungsstoffen und Cytochrom fungieren,

Entscheidende Versuche

Der niachste Schritt war die in Sheffield Anfang 1937
gemachte Entdeckung, daB Citrat genau so wie Succinat
als Katalysator wirken kann. Einen entscheidenden Bei-
trag zu dem Problem lieferten im Méirz 1937 Martius und
Knoop®), die das Schicksal der Citronensdure bei ihrer
Oxydation im biologischen Material aufkldrten. Wahrend
schon lange bekannt war, daB Citrat in Pflanzen, Tieren
und Mikroorganismen oxydiert werden kann, waren die
Zwischenstufen unklar geblieben, bis Martius und Knoop
erkannten, daB a-Ketoglutarat ein Produkt der Citratoxy-
dation ist. Sie wiesen diese Reaktion in Extrakten aus
Leber und Gurkensamen nach und postulierten cis-Aconitat
und Isocitrat als Zwischenprodukte, wie es im Reaktions-
schema 1 formuliert ist. Diese Deutung war im Einklang

(IIOOH (IZOOH COOH
CH, CH, H,
I COOH l ‘
C-COOH CH-COOH
I OH —H,0 ﬂ + H,0
(|:H, > IH —_ (|:HOH
COOH COOH COOH
Citronensiure cis-Aconitsaure Isocitronensaure
(|:00H (|:00H
?H’ (':H:
CH—-COOH CH,
-2H | |
(120 —> C|=0 + CO,
COOH COOH

Oxalbernsteinsiure a-Ketoglutarsaure

Reaktionsschema 1

Oberfihrung von Citronensidure in o-Ketoglutarsdure nach Martius
und Knoop (1937§

4) F. J. Stare u, C. A, Baumann, Proc. Roy. Soc. [London]; Ser.

B 727, 338 [19361
5) C. Martius u. F. Knoop, Hoppe-Seylers Z. physlol Chem. 246,

1[1937]; C. Marttus, ebenda 247, {04[
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mit der vorhergehenden Entdeckung von Wagner-Jauregg
und Rauen®), daB Isocitrat sich in Extrakten aus Gurken-
samen ebenso verhilt wie Citrat.

Weitere wesentliche Beobachtungen wurden zwischen
Marz und Juni 1937 im Sheffielder Laboratorium ge-
macht?). Es wurde gezeigt, daB die Reaktion, die Martius
und Knoop in der Leber demonstriert hatten, mit groBer
Geschwindigkeit in Muskeln und anderen Geweben ab-
14uft. Die Geschwindigkeit wurde groB genug gefunden,
um die Annahme zu rechtfertigen, daB die Reaktion ein
Teil des Hauptatmungsprozesses dieser Gewebe ist. Die
Bildung von Ketoglutarat aus Citrat konnte mit zwei
Methoden demonstriert werden, entweder durch Zusatz
von Arsenit oder durch Erhdhung der Citratkonzentration.
Arsenit hemmt bevorzugt die Oxydation von Ketosduren,
wahrscheinlich durch Reaktion mit der Sulfhydrylgruppe
des Coenzym A, das fiir den Abbau der «-Ketos3uren not-
wendig ist. Eine hohe Substratkonzentration hemmt
durch Konkurrenz-Reaktionen die Oxydation anderer Sub-
stanzen. Bei Zusatz von Malonat war Succinat das Haupt-
produkt der Citrat-Oxydation. Von besonderer Bedeutung
war eine andere Beobachtung: Citrat wird in Muskeln und
anderen Geweben nicht nur sehr schnell abgebaut, sondern
auch leicht gebildet, wenn man Oxaiacetat zufiigt. Dies
konnte durch die Annahme erkiirt werden, da6 ein Teil
des Oxalacetats zu Pyruvat oder Acetat abgebaut wird,

und daB die Citrat-Bildung das Ergebnis einer Kombina-

tion zwischen dem restlichen Oxalacetat einerseits und
Pyruvat oder Acetat andererseits sei. Die Entdeckung der
Citrat-Synthese aus Oxalacetat und einer Substanz, die
aus Kohlenhydrat entstehen kann, etwa Pyruvat oder
Acetat, ermdglichte es, ein vollstandiges Schema der Koh-
lenhydratoxydation zu formulieren?). Nach Reaktions-
schema 2 kondensiert Pyruvat oder ein Derivat des Pyru-
vats mit Oxalacetat zu Citronensdure. Durch eine Reak-
tionsfolge, bei der cis-Aconitat, Isocitrat, a-Ketoglutarat,

Kohlenhydrat

Triosephosphat oder M/lchsdure
-2H

Brenztraubensdure

+H0 -2H
Oxalessigsdure Citronensdure +C0,
-2H -0

AprelsGure Cis ~Aconitsdure

+ /6 0
Isocitronensdure

-2H -2H

0

Fumarsdure

Bernsteinsdure  +H,0 o -Ketogh /[
S 0 etog, gz‘qogmafe

=2H

Reaktlonsschema 2
Der urspriingliche Cltroncnsiure-Cgclus (Krebs u. Johnson, 1937;
Krebs, 1943)

¢ T agner-_lauregg u,

Rauen, ebenda 237, 228 [1936].
) H. A. Krebs u. W. A. Johnson, hlochem

. 31, 645 [1937].
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Bernsteinsaure, Fumarsiure, Apfelsiure und Oxalessig-
sdure Zwischenprodukte sind, wird ein Essigsiure-Aqui-
valent oxydiert und die Oxalessigsdure, die fiir die Kon-
densation notwendig ist, regeneriert. Diese Konzeption
erklarte die katalytische Wirkung der Di- und Tricarbon-
sduren, die Oxydierbarkeit dieser Sduren in Kohlenhydrat-
oxydierenden Geweben und die Ahnlichkeit der Oxydation
dieser Substanzen mit der Hauptatmung, die Bafelli und
Stern 1910 bereits bemerkt hatten, Das Schema gibt im
Detail das Schicksal der Kohlenstoffatome der Substrate
wieder und zeigt die Reaktionsstufen, bei denen Wasser-
stoff abgeldst und CO, freigesetzt wird.

Es ist zweckmiBig, einen kurzen Namen fiir dieses
Schema zu benutzen. Sein wesentlicher Inhalt ist die
periodische Bildung verschiedener Di- und Tricarbon-
sauren. Da es keinen Ausdruck als gemeinsame Bezeich-
nung aller dieser verschiedenen Siuren gibt, schien es
richtig, den Cyclus nach einer oder mehreren seiner cha-
rakteristischen und spezifischen Siuren zu benennen. Auf
Grund solcher Uberlegungen wurde 1937 der Name ,,Ci-
tronensidurecyclus* vorgeschlagen.

Weitere Beweise

Die Belege flir den angefiihrten Cyclus kénnen in zwei
Hauptgruppen eingeteilt werden: erstens sind alle Teil-
reaktionen des Cyclus in tierischen Geweben nachgewie-
sen worden, und die Reaktionsgeschwindigkeiten sind gro
genug, um die Ansicht zu rechtfertigen, daB sie Kom-
ponenten des Hauptatmungsprozesses sind; zweitens
wurde gezeigt, daf die Di- und Tricarbonsiuren unter
geeigneten Bedingungen Oxydationsprozesse katalysieren.

Eine dritte Gruppe von Experimenten, die die Theorie
stlitzen, verwendet als Hemmstoff Maionat, das erst-
malig von Quasfel®) als spezifisches Agens fiir Bernstein-
siuredehydrase erkannt worden war. Malonat hemmt
kompetitiv Succinat an der Reaktion mit dem Ferment,
ein Effekt, der auf die Ahnlichkeit der Strukturen dieser
beiden Verbindungen zuriickzufiihren ist.

Die Blockierung der Bernsteinsduredehydrase in irgend-
einem System, bei dem Succinat Zwlschenprodukt ist, ver-
ursacht eine Anhdufung von Succinat. Ein besonderer
Vorteil der Hemmstoff-Technik ist, daB sie ohne vorherige
Zerstérung des Gewebes, also ohne ernsthafte Storung der
natiirlichen Bedingungen, angewandt werden kann (ob-

wohl in einigen Féllen Permeabilititsschranken die Pene-

tration des Hemmstoffs zu den Fermenten verhindern).
Malonat hemmt die Atmung aller tierischen Gewebe, und
die erwartete Anhaufung von Succinat wird gefunden,
selbst wenn der Hemmstoff in intakte Organismen inji-
ziert wird® 10), Dijese Beobachtungen kdnnen als unab-
hangiger Beweis fiir die Beteiligung der Bernsteinsiure-
dehydrase an der Atmung tierischer Gewebe gewertet
werden.

Neuerdings hat Pefers'’) einen anderen wertvollen spe-
zifischen Hemmstoff entdeckt. Die Injektion von Fluor-
acetat in intakte Organismen filhrt bel tierischen Geweben
zur Anhaufung von Citrat. Der wirksame Hemmstoff ist
wahrscheinlich eine Fluortricarbonsiure, die aus Fluor-
acetat und Oxalacetat entsteht und anscheinend kompeti-
tiv den Abbau von Citrat verhindert. Die Anhiufung von
Citrat im vergifteten Organismus kann ganz analog der
Anhiufung von Succinat als Hinweis fiir die intermediire
Bildung gewertet werden.

8) J. H. Quastel u. A.. H. M. Wheatley, ebenda 25, 117 [1930].

') H. A. Krebs, E. Salvln u. W. A, johnson, ebenda 32, 113[1938].

33 Busch u. V. R. . Potter, J. blo Chemlst stry 798, 71 [1952].

1) R. A. Peters, R. W. Wakelin Buffa u. "Thomas, Proc.
Roy. Soc. Ser. B. 140, 497 [1653] Peters, Brit. Med. Bull,
g, 116 [1953].
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Weitere Zwischenstufen

Seit der urspriinglichen Formulierung des Cycius im
Jahre 1937 sind drei zusdtzliche Zwischenprodukte iden-
tifiziert worden. 1948 wiesen Ochoa'?) und unabhangig da-
von Lynen'?) endgiiltig Oxalbernsteinsdure als Zwischen-
produkt nach, wie es vorher von Martius und Knoop po-
stuliert worden war. Sie fanden eine spezifische De-
carboxylase, die Oxalsuccinat in «-Ketoglutarat umwan-
delt. Ein sehr wichtiger Fortschritt war die Identifizierung
des Brenztraubensidure-Derivates, das zusammen mit Oxal-
acetat Citrat bildet. Dank der Arbeiten von Lipmannt?),
Stern und Ochoa'¥) und Lynent- 18) st dieses jetzt als
Acetyl-Coenzym A bekannt. SchlieBlich haben Experi-
mente aus den Schulen von Ochéa’) und Green'8) gezeigt,

Kohlenhydrar
Pyruvat

Acetyl-Cognzym A

Oxalacerar i
Citrat +Coenzym A
-Malat
+ /-/20
cis ~Aconitar + H,0
2H * Fumarat ’ 2
4 /,5 174
. Isocitrat
CoenzymA +Succinat
/20 Oxalsuccinar +2H
2H+C0, + Succiny/-Coenzym A
rloenzym A

a -Keroglutarat
*

Reaktlonsschema 3
Ausfithrliche Darstellung des Citronensjure-Cyclus

daB Coenzym A auch an der Uberfiihrung von a-Keto-.
glutarat zu Succinat teilnimmt, und daB Succinyl-Coenzym
A hierbei ein Zwischenprodukt ist. Die Stellung dieser drei
Zwischenprodukte im Cyclus ist im Reaktionsschema 3
wiedergegeben.

Gemeinsame Endstufen der Oxydation der Nahrungsstoffe

Das Konzept des Cltronensaurecyclus war urspriinglich
als Schema fiir die Oxydation der Kohlenhydrate ent-
wickelt worden. Es war jedoch schon von Anfang an klar,
daB der Cyclus auch bei der Oxydation betrichtlicher Teile
der Proteinmolekel eine wichtige Rolle spielen mlisse. Von
den 20 Aminosduren, die im allgemeinen als Bestandteile
der Proteine gefunden werden, bilden drei — Glutamin-
sdure, Asparaginsiure und Alanin — Derivate, die Zwischen-
produkte im Citronensdurecyclus sind. Von fiinf anderen
Aminosauren — Histidin, Arginin, Citrullin, Prolin, Oxy-
prolin — ist bekannt, daB sie im tierischen Organismus

18) S, Ochoa, J. blol. Chem. 174 115 58948]’ F. Lynen u. H, Scherer,
Liebigs Ann. Chem 500,

18) G, D. Novelli u. Lipmann, _] blol Chemistry 782, 213 [1950].

14) J. R. Stern u. S. Ochoa, ebenda 779, 491 [1949]; 7197, 161 [1951];

193, 691 [19511
1) F, Lynen u, E. Reichert, diese Ztschr. 63 47 [1951].
is) égR]S!em s Ochoa u. F. Lynen, ). blol. hemistry 798, 313
1") S !;aufman Feder. Proc. 72, 704 [1953
18)

W. Littlefield, ] b‘o) Chemistry 207, 103
[1953].

Sanadi u, J.
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Glutaminsiure bilden, und sie kénnen deshalb iiber «-
Ketoglutarsiure in den Citronensdurecyclus eintreten. Fiinf
weitere Aminosduren — die drei Leucine, Tyrosin und Phe-
nylalanin — ergeben Acetyl-Coenzym A und Apfelsiure.
Die 13 aufgefiihrten Aminosduren machen einen groSen
Teil der gewdhnlichen Proteine aus; im Falle des Casein sind
es mehr als 759,. Das Stoffwechsel-Schicksal der Kohlen-
stoffkette der meisten iibrigen Aminoséduren ist noch nicht
vollstandig aufgeklart, wahrscheinlich werden aber zu-
kiinftige Arbeiten weitere Beziehungen zwischen diesen
Aminosiuren und dem Citronensaurecyclus aufdecken. Es
wird so offensichtlich, daB ein gewichtiger Anteil der Pro-
teine bei der Oxydation den Citronensdurecyclus durchlauft.
Seit 1943 ist klar geworden, da der Citronensdurecyclus
auch bei den letzten Stufen der Fettsdure-Oxydation mit-
spielt. Die klassischen Arbeiten iiber die -Oxydation der
hoheren Fettsduren hatten gezeigt, daB das Kohlenstoff-
skelett der Fettsduren durch Freisetzung von C,-Korpern
abgebaut wird und daB Acetessigsdure und p-Oxybutter-
sdure Oxydationsprodukte sind. Von diesen ,Ketonkor-
pern* war angenommen worden, daB sie aus den letzten
vier Kohlenstoffatomen der Kette stammen. Friihere Ar-
beiten mit isolierten Geweben von Quastel'®), Edsont®),
Stadie?') und anderen erbrachten neben vielen bestitigen-
den Befunden fiir die p-Oxydation zusdtzlich die neue
Beobachtung, dal im Gegensatz zu é&lteren Annahmen
mehr als eine Molekel Ketonkdrper aus einer Fettsdure-
molekel entstehen kann. Weiterhin miissen hier die Hemm-
stoffexperimente mit Malonat von Quasfel und Wheailey")
und Edson und Leloir*®) erwahnt werden, die schon 1935
wahrscheinlich machten, daB der oxydative Ketonkdrper-
abbau mit dem Stoffwechsel der C,-Dicarbonsduren ver-
kniipft ist. Entscheidende Fortschritte auf diesem Gebiet
wurden von 1943 an erzielt, In diesem Jahr berichteten
Breusch?®) und Wieland und Rosenthal*®) unabhangig von-
einander, daB Acetacetat in tierischen Geweben zur Bil-
dung von Citronensdure fiihren kann, wenn Oxalacetat an-
wesend ist. Die von diesen Forschern vorgelegten Befunde
waren nicht beweiskraftig, denn Oxalacetat bildet auch
allein viel Citrat, und die Zunahme der Ausbeute kénnte
man erklaren, ohne eine direkte Teilnahme von Acetacetat
an der Bildung der Tricarbonsauren anzunehmen?). Die
von amerikanischen Bearbeitern ab 1944 durchgefiihrten
Isotopenversuche beseitigten jedoch jeden Zweifel. ~Sie
bewiesen, daB die Kohlenstoffatome von den Fettsduren
und von Acetacetat in den Sduren des Citronensdurecyclus
erscheinen, und daB diese Sauren deshalb Zwischenpro-
dukte der vdlligen Oxydation der Fettsduren sind?).
Dies wurde durch neuere Untersuchungen mit Ferment-
praparaten der Scgulen von Lynen, Lipmann, Ochoa, Stern
und Green?®-30) bestatigt, die die Details des von den Fett-
sauren zum Citronensdurecyclus filhrenden Weges de-
monstrieren. Acetyl-Coenzym A ist die Form, in der alle
Kohlenstoffatome der Fettsiduren in den Cyclus eintreten.
Es ist in der Tat bemerkenswert, daB die Endstufen der
Verbrennung aller Nahrungsstoffe in einer gemeinsamen
Reaktionsfolge bestehen. Etwa 2/; der Energie, die von

1) M. Jjoweit u. _I H. Quastel, Biochem. J. 29, 2159 {1935]; J. H.
Quastel u. A. M. Wheatley, ebenda 29, 2713 [1935
20) N, L Edson u L. F. Leloir, Blochemgj 30, 2319 [1 36]
) W, Stadie, Physiol. Rev. 25, 395
22) [I;g 13.] Breusch Science 97, 490 [1943);
23) H. Wieland u. C. Rosenthal, Liebigs Ann. Chem, 554 241 [1943].
") H A. Krebs u. L. V. Eggleslon Biochem. J. 39, 408 [1945].
. A. Krebs, Harvey Lecture Series 44, 165 (1 950]
16) F Lynen u. ’S. Ochoa, Blochim, biophyslca Acta 72, 299 [1953],
"’) F. Lynen, Feder. Proc. 12, 683 [1953].
28) H. R. Mahler, ebenda 12, 694 [1953].

Enzymologia 71, 169

) J. R. Stern, M. J. Coon’ u. A. Del Campillo, Nature [London]
771 28[1953], J. Amer. Chem. Soc. 75, 1517 [19
30y M. 'E. Jones, S. Black, R. M. Flynn u, F. Lipmann, Biochim,

biophysica Acta 72, 141 [1953].
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hoheren Lebewesen aus der Nahrung gewonnen werden
kann, wird beim Durchlaufen dieser gemeinsamen Reak-
tionsfolge freigesetzt; etwa 1/, stammt aus den Reak-
tionen, die die Nahrungsstoffe fiir die Einschleusung in den
Citronensdurecyclus vorbereiten. Die biologische Bedeu-
tung dieses gemeinsamen Weges konnte in der Tatsache
zu suchen sein, daB eine solche Anordnung eine Okonomie
des notwendigen chemischen Apparates gew#hrleistet. Eine
Analyse der energieliefernden Reaktionen (die hier nicht
im Detail gegeben werden kann, siehe dazu Zitat3!)) zeigt,
daB trotz der Vielzahl der Energiequellen die Zahl der
Schritte, bei welchen Energie ausgeniitzt wird, erstaunlich
klein ist: es sind nur sieben. Der gemeinsame Oxydations-
weg ist eine der Vorrichtungen, die die Zahl der Schritte
reduzieren, bei denen chemische Mechanismen fiir die
Energietransformierung bendtigt werden.

Der Citronensdurecyclus in verschiedenartigen Zellen und
Organismen

Die wichtigsten Experimente, die fiir das Konzept des
Citronensdurecyclus grundlegend waren, wurden mit
quergestreiften Muskeln, hauptsachlich Taubenmuskel, und
mit Taubenleber ausgefiihrt. Sie sind mit vielen anderen
tierischen Materialien wiederholt worden und sprechen da-
fiir, daB der Cyclus in allen atmenden Geweben aus allen,
Tierarten, von den Protozoen bis zu den hochsten Sduge-
tieren, dieselbe Rolle spielt. Zwar erhielt man bei einigen
Geweben und Materialien anfangs negative Ergebnisse, doch
fand man spater, daB dies auf spezielle Komplikationen,
wie Permeabilitdtsschranken oder Zerstdrung von Enzym-
systemen durch die Aufarbeitung der Gewebe, zuriickzu-
fithren ist. Diese experimentellen Schwierigkeiten sind in
vielen Fillen durch verbesserte Methoden der Handhabung
atmenden Materials iiberwunden worden und, wo immer
dies moglich war, konnte die Existenz des Cyclus demon-
striert werden.

Teilreaktionen des Citronensdurecyclus wurden auch in
vielen Mikroorganismen®) und in pflanzlichem Material
nachgewiesen. In einigen Materialien sind die Geschwin-
digkeiten der einzelnen Schritte grofl genug, um die durch
Isotopenversuche gestiitzte Annahme zu rechtfertigen, da
der Cyclus den Hauptweg der terminalen Oxydation re-
prasentiert. Dies trifft fiir Organismen von so verschiede-
nem Typus wie Azofobacter, Micrococcus leisodeicticus, Rho-
dospirillum rubrum und Bohnen- und Erbsenkeimlinge
zu®¥). Es gibt aber auch andere Materialien, bei denen die
Befunde, die fiir den Cyclus sprechen, zur quantitativen
Deutung der Atmung nicht ausreichen. In Hefen z. B.
ist die Aktivitat der Enzyme, die Malat und Citrat oxy-
dieren, hdchstens 5259, der erwarteten GriBe. Zudem
bleiben die intrazelluliren Dicarbonsiuren unmarkiert,
wenn man “¥C-markiertes Acetat mit Backerhefe oxydiert,
eine Beobachtung, die gegen die Beteiligung der Dicarbon-
sduren an der Acetatoxydation spricht3?), Diese Ergeb-
nisse diirfen jedoch nicht als sichere Beweise betrachtet
werden, denn Permeabilitatsschranken kdnnten die Durch-
mischung der Substanzen, die als Intermedidrprodukte
auftreten, mit jenen, die in anderen Bezirken der Zelle vor-
handen sind, verhindern. Zur Zeit ist es am besten, das
Problem der terminalen Oxydation in Hefe und gewissen
anderen Mikroorganismen, z. B. E. coli, offen zu lassen,
obgleich die Reaktionen des Cyclus in diesen Materialien
ablaufen.

H. A. Krebs, Brit. med. Bull. 9, 97 [1953].
H. A. Krebs, S. Gurin u, L. V Eggleslon, Biochem. J. 57 614

[1952].
33) A. Millerd, J. Bonner, B, Axelrod u. R. Bandurski, Proc. Nat,

Acad. Sci., USA, 37, 855 (1951}; D. D. Davies, J. exp. Bot. 4
173 [1953]. ' ! J !
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Die Bedeutung der Zwischenstufen des Cyclus fiir Synthesen

Wenn wir annehmen, daB in einigen Zellarten der Cyclus
nicht der Hauptmechanismus ist, durch den Energie er-
zeugt wird, aber die Enzymsysteme, die fiir Teilreaktionen
des Cyclus verantwortlich sind, trotzdem vorliegen, dann
ergibt sich die Frage, welche physiologische Bedeutung
dem Cyclus in diesen Materialien zukommt. Im Hinblick
auf dieses Problem ist bedeutungsvoll, daB es zusitzlich zu
den energieliefernden Mechanismen eine andere wichtige
Gruppe von chemischen Reaktionen in schnell wachsenden
Organismen gibt: die synthetischen Prozesse, die mit
dem Wachstum verkniipft sind.

Beziiglich des Kohlenstoff-Umsatzes konnen beide Reak-
tionstypen von derselben GréBenordnung sein. Die Reak-
tionen des Cyclus stellen ein wichtiges Zwischenprodukt
fiir eine Anzahl von Synthesen zur Verfiigung, namlich
a-Ketoglutarsdure, die eine Vorstufe fiir Glutaminsiure
und andere Aminosduren ist, sowie fiir die Porphyrine,
die fiir die Synthese der Cytochrome und der Blutpigmente
gebraucht werden. Viele Beobachtungen3?), insbesondere
Isotopenversuche, stiitzen die Ansicht, daB bei einigen
Mikroorganismen der Cyclus primdr eher fiir die Lieferung
von Intermedidrprodukten verantwortlich ist, als fiir die
Energieerzeugung, wahrend er bei den Tieren und vielen
anderen Organismen beides liefert, Energie und Inter-
mediarprodukte.

Gemeinsame biochemische Eigenschaften verschiedener
Lebensformen

Bevor ich schlieBe, mochte ich einen Abstecher in die
allgemeine Biologie machen, angeregt durch die bemerkens-

werte Tatsache, daB die Reaktionen des Cyclus in Vertre-
tern aller Lebensformen aufgefunden wurden, von einzelli-
gen Bakterien und Protozoen bis zu den hichsten Siduge-
tieren, Wir sind schon lange mit der Tatsache vertraut,
daB die Hauptbestandteile der lebenden Materie, wie
Aminosduren und Zucker, in allen Lebewesen im wesent-
lichen dieselben sind. Das Studium des Intermedidrstoff-
wechsels zeigt, daB die grundlegenden Stoffwechselpro-
zesse, insbesondere die enérgieliefernden und die zur Syn-
these von Zellsubstanz fithrenden, ebenfalls bei allen For-
men des Lebens gleich sind,

Die gemeinsamen Grundziige in verschiedenen Formen
des Lebens weisen auf Bezlehungen zwischen den verschie-
denen Organismen hin, und im Einklang mit der Entwick-
lungslehre sind diese Beziehungen darauf zuriickzufiihren,
daB die hdheren Organismen sich stufenweise im Verlauf
von Jahrmillionen aus primitiveren Organismen entwickelt
haben. Die Entwicklungslehre postuliert, daB die lebenden
Organismen einen gemeinsamen Ursprung haben. Die
Existenz gemeinsamer Grundziige im chemischen Ge-
schehen ist eine gewichtige Stiitze fiir dieses Konzept der
Entwicklungslehre. Die Existenz eines gemeinsamen Me-
chanismus der Energieproduktion in allen Lebensformen
fithrt zu zwei weiteren Konsequenzen: erstens, daf der
Mechanismus der Energieproduktion sehr frith im Evolu-
tionsprozeB entstanden ist und zweitens, da das Leben,
zumindest in seinen heutigen héheren Formen, nur einmal
entstanden ist.

(Obersetzt von Dr. H. Holzer, Hamburg)
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Uber die Trennung der Seltenen Erden durch Verteilen

zwischen zwei Losungsmitteln”

Von Prof. Dr. WERNER FISCHER, Dipl.-Chem. G. BRAUNE, Dr. W.DIETZ,
Dr.O0. JUBERMANN,Dr.GOTTHARD KRAUSE, Dipl.-Chem. K.-E. NIEMANN, Dr.G. SIEKEMEIER

Institut fiir Anorganische Chemie der T. H. Hannover**)

Eine Trennung der Seltenen Erden durch Verteilen lifit sich unter Verwendung verschiedener Erd-
verbindungen und zahireicher Lésungsmittel prinzipiell verwirklichen. Aber nur wenige dieser Stoff-
systeme sind fiir die priparative Praxis brauchbar. Es werden die Grundlagen des Verfahrens, eine
geeignete Apparatur und einige Beispiele priparativer Trennungen beschrieben. Der Trenneffekt eines
Einzelschrittes erreicht bei der Verteilung die gleiche GroBenordnung wie bei den Verfahren der frak-

tionierten Kristallisation.

Diesen ist die Verteilung aber {iberlegen wegen ihres geringeren Zeit- und

Arbeitsaufwandes.

I. Einleitung

Die Trennung der Seltenen Erdelemente im engeren
Sinne (Sc, Y und La bis Lu) bereitet besondere Schwierig-
keiten. Nur die wenigen Glieder dieser Reihe, die in ver-
schiedenen Wertigkeitsstufen auftreten kdnnen, lassen sich
leichter isolicren; auf diesem Gebiet sind in letzter Zeit
verschiedene Fortschrittel) erzielt worden. Die meisten
Seltenen Erden kommen aber ausschliefilich 3 wertig vor,
und nur von der Trennung der 3wertigen Erden soll hier
die Rede sein. Sie konnen wegen ihrer geringen Unter-
schiede nur durch vielfache Wiederholung einzelner Tren-

*) 11. Mitteilg. iiber die Trennung anorganischer Stoffgemische
durch Verteilen, — 10. Mitteilg.: W, Fischer u. W. Harre mit
W. Freese u. K.-G. Hackstein, diese Ztschr. 66, 165 [1954].

*+) Ein Teil der Versuche wurde im Chemischen Laboratorium der
Universitdt Freiburg i. Br. ausgefiihrt,

1) vgl. den Bericht von R. Bock, diese Ztschr, 62, 375 [1950].
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nungsschritte voneinander geschieden werden. Bis vor
kurzem bediente man sich hierzu allein der klassischen
Methoden der fraktionierten Fallung und Kristallisation.
Wir konnten 1937 erstmals zeigen? * 4), daB sich die
3wertigen Seltenen Erden vorteilhaft auch durch Ver-
teilenzwischen zwei Losungsmitteln trennen lassen.
Da die Patentschrift?), die die ausfiihrlicheren Angaben
iiber unsere Versuche brachte, wegen der Kriegsumstinde
nicht mehr im Druck erschien, ist ihr [nhalt in Deutschland
wenig bekannt geworden. Wir berichten im folgenden tiber
einige Versuche im praparativen MaBstab, die z. T. 1937
bis 1939, z. T. nach langer Unterbrechung der Arbeiten

seit 1951 ausgefithrt worden sind. Von anderer Seite sind
‘%) W. Fischer, W. Diefz u. 0, Jitbermann, DRP 752865 v. 10, 4. 1937 .
8) W. Fischer, W. Dietz u. O, Jilbermann, Naturwiss, 25, 348 [1937].

4) Vgl: Naturforsch. u. Medizin in Dtschl. 193946, FIAT-Rev.
2.3, 29— 34 [1949], Wiesbaden,
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