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442, Artturi I.Virtanen:
Die Cozymasen bel verschiedenen Girungen.
“Aus d. Laborat. d. Butter-Exportgesellschaft Valio m. b. H., Helsinki, Finnland.]
(Fingegangen am 30. September 1925.)

Das Coenzym der alkohol. Gérung, die sog. Cozymase, die von Harden
und Young') in der Hefe entdeckt wurde, hat in letzterer Zeit ganz be-
sonderes Interesse erweckt, da sie von Meyerhof? auch im Muskel auf-
gefunden und von Myrbick und Euler?) in einigen Mikroorganismen
nachgewiesen worden ist. Vor kurzem habe ich dann gezeigt, dal dic Milch-
sdure-Girung?*) durch Bakterien nicht ohne Mitwirkung der Cozymase
verlduft, und dasselbe gilt auch fiir die Propionsiure-Girung9).

Sind die Hefe-, Muskel- und Bakterien-Cozymase miteinander identisch?
Dies ist eine {iir das Verstindnis der biochemischen Zucker-Abbauprozesse
wichtige T'rage, die noch nicht geniigend klargestellt ist. Zwar kdnnte man
schon nach den fritheren Versuchen mit Hefe®) annehmen, daB dieselbe
Cozymase in pflanzlichen und tierischen Zellen vorkommt, doch scheinen
-einige neue Versuche dieser Annahme zu widersprechen. In einer Mitteilung?),
die vor wenigen Monaten in dieser Zeitschrift erschienen ist, habe ich be-
richtet, daB} Insulin die Cozymase in Milchsdure-Bakterien ersetzen kann
und folglich als Cozymase wirksam ist. Nach den Versuchen von Euler
und Myrback?®) ist dagegen keine Aktivierung der cozymase-freien Hefe
-durch Insulin zu erkennen. Die verschiedene Wirkungsweise des Insulins
bei der alkohol. Girung und der Milchsdure-Gdrung hat mich veranlaft,
die Identitit der verschiedenen Cozymasen niher zu priifen. Die einander
widersprechenden Resultate mit Insulin scheinen ohne die Annahme nicht
leicht erkldrbar zu sein, daB3 die Cozymasen in der Hefe und in den Milch-
sdure-Bakterien miteinander nicht identisch sind.

Die Versuche, welche ich zur Entscheidung dieser Frage mit den Co-
zymasen der Ilefe, der Milchsidure- und der Propionsiure-Bakterien an-
gestellt habe, fiihrten jedoch zu dem Resultat, daB in der Hefe, im
Muskel und in den Bakterien dieselbe Cozymase vorkommt.
Die cozymase-freien Milchsdure-Bakterien werden durch Cozymase-Extrakte
aus Hefe, Muskeln und Propionsiure-Bakterien, die Propionsiure-Bakterien
-durch einen Wasser-Extrakt aus Milchsdure-Bakterien aktiviert. Ferner
wird, wie mir Myrbédck mitteilte, die Hefe durch meine Trockenpriparate
von Bacterium casei ¢ und Propionsiure-Bakterien aktiviert. Die Cozy-
masen in tierischen und pflanzlichen Zellen kénnen also im
allgemeinen sich gegenseitig ersetzen.

Dall dieselbe Cozymase bei verschiedenen Gairungs-Spaltungen des
Zuckers titig ist, erscheint von erheblichem Interesse. Da die Cozymase
gerade bei der Veresterung des Zuckers mit Phosphaten (der ,,Phosphorylie-
rung) wirksam ist, darf man mit grofiter Wahrscheinlichkeit annehmen, dal}
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dieselbe Hexose-di-phosphorsidure bei verschiedenen Gédrungen entsteht.
Welche Bedeutung dieses ,,Zymo-phosphat’ bei den Girungen hat, ist
allerdings noch nicht klar. Durch die Veresterung wird der Abbau des
Zuckers in jedem Falle auf eine ganz bestimmte Richtung eingestellt, und
aus diesem Grunde kann man es fiir wahrscheinlich halten, daB die erste
Spaltung des Zuckers sowohl bei der Alkohol- als auch bei der Milchsdure-
Girung dieselbe ist. Welches die primidren Spaltprodukte sind — Glycerin-
aldehyd, Dioxy-aceton oder Methyl-glyoxal®) —, ist jedoch noch nicht geklért.

Bei allen Girungs-Spaltungen wird aber der Zucker nicht mit Phosphaten
verestert, und die Cozymase hat in diesen Fillen keine Bedeutung. Solche
Spaltungen sind nach meinen Untersuchungen die komplizierte, von Coli-
aerogenes-Bakterien hervorgerufene Girung!?), deren wichtigsten Endprodukte
Kohlendioxyd, Wasserstoff, Essigsiure und Bernsteinsiure neben einer
wechselnden, gewdhnlich sehr kleinen Menge Milchsiure sind, ferner die
neben der Propionsdure-Girung verlaufende Bernsteinsdure-Bildung!!). Es
ist sehr wahrscheinlich, daB3 die Hexose-Kctte in diesen Fillen ganz anders
als bei den wichtigen Alkohol- und Milchsdure-Girungen gespalten wird!2).
Einen Beweis fiir diese Annahme haben wir in der von Propionsidure-
Bakterien hervorgerufenen Gidrung. Nach meinen Untersuchungen wird
Glykose durch diese Bakterien bis zu etwa 709, nach der Gleichung

3CH,,0, = 4C,H,Op + 2C,H, 0, + 2CO, -+ 2H,0
Hexose  Propionsdure Essigsiure

zerlegt. Fiir diese Girung, welche wahrscheinlich tiber die Milchsdure
verlduft, ist die Cozymase unentbehrlich; hier wird der Zucker mit Phosphor-
siure verestert. Aufler der Propion- und Essigsdure entstehen bei dieser
Gédrung auch Bernsteinsdure und Acctaldehyd, entsprechend etwa
20—309, des Zuckers. Diese Bernsteinsiure-Bildung ist schon von den
Anfangsstadien ab eine selbstindige Gédrung. Sie erfordert keine Cozymase;
Zucker wird hierbei nicht mit Phosphorsidure verestert, wihrend die Hexose-
Kette wahrscheinlich nach der Gleichung

C,H,,0, = C,H,0, + CH,.CHO + H,0

Hexose Bernsteinsidure Acctaldehyd

in Verbindungen mit 4 und 2 Kohlenstoffatomen gespalten wird. Natiirlich
darf man nicht annehmen, daB3 die Hexose-Kette ohne Phosphorylierung
nicht auch in ihrer Mitte gespalten werden kann; dariiber haben wir aber
noch kein Tatsachenmaterial zur Verfiigung.

Das verschiedene Verhalten des Insulins bei der Alkohol- und bei
der Milchsiure-Girung kann man also bisher nicht geniigend erkldren. Die
Annahme, daB das von mir angewandte Insulin-Priparat (Welconie-
Insulin) Cozymase als Begleitstoff enthielt und dementsprechend die Milch-
sdure-Bakterien aktivierte, ist nicht richtig; denn ich habe mit einem
Priparat von Welcome-Insulin, das die Milchsdure-Gdrung aktivierte, bei
der Hefe keine Cozymase-Wirkung gefunden. Der Befund von Euler und

%) Uber die Vergdrbarkeit dieser Verbindungen durch Milchsiure-Bakterien werde
ich an anderer Stelle bald berichten.

10) nach ciner noch nicht verdffentlichten Arbeit.
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Myrbick, daB Insulin die cozymase-freie Hefe nicht aktiviert, ist gleich-
zeitig bestitigt worden.

In einer bald folgenden Mitteilung werde ich mit Hrn. Mag. Karstrom
iiber Kaninchen-Versuche mit der Cozymase aus Milchsdure-Bakterien
berichten.

Beschrefbung der Versuche,
Hefe-Cozymase und Milchsdure-Bakterien.

Bei den Versuchen mit Milchsiure-Bakterien kam stets ein aktives
Trockenpriparat vom Bacterium casei ¢ in Anwendung. Die Glykose-
Vergiarung wurde in einer o.5-n. Phosphat-Losung von py = 6.2 in Gegen-
wart von Toluol verfolgt. Die Versuchs-Temperatur war 429 Die Zucker-
Bestimmungen wurden in filtrierten Proben nach Bertrand ausgefiihrt. Zu
jedem Versuch wurden 2 g des Trockenpriparates in 2o ccm Phosphat-
Losung verwendet.

Ungewaschenes Trockenpriparat Gewaschenes Trockenpriparat
Zeit in | Glykose in 1 com | Verminderung | Zeit in | Glykose in 1ccm | Verminderung
Stunden g d.Glykosein 9,1 Stunden g d.Glykose in9%,

o 0.0408 — o 0.0347 —

17 0.0288 29.4 18 0.0345 o

Gewaschenes Trockenpriparat 4 Cozymase— Hefe - Extrakt

Zeit in Glykose in 1 ccm Verminderung
Stunden g der Glykose in %,
o 0.0294 —
18 0.022I 24.8

Das durch Waschen vollstindig inaktivierte Trockenpriparat von Bac-
terium casei hat also durch Zusatz von Wasser-Extrakt aus Hefe .beinahe
seine urspriingliche Aktivitdt wieder erlangt.

Muskelsaft und Milchsdure-Bakterien, Insulin und Milchsiure-

Bakterien.

5 g Muskulatur vom Kalb wurden mit 5 g Wasser aufgekocht, sofort

abgekiihlt und dann filtriert.

Muskel-Kochsaft.

Die erhaltene Losung war der angewandte
Als Insulin wurde ein frisches Prdparat von Welcome-

Ungewaschenes Trockenpriparat

Gewaschenes Trockenpridparat

Zeit in | Glykose in 1 ccm | Verminderung | Zeit in | Glykose in 1 com | Verminderung
Stunden g d.Glykose in9, | Stunden g d. Glykose in 9,
o 0.0425 —_ o 0.0352 —
26 0.0263 38.1 26 0.0307 19.2
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Insulin, welches 100 Kaninchen-Einheiten pro 5 ccm enthielt, angewandt.
Die Versuchslosung bestand bei allen Versuchen aus 20 ccm 0.5-n. Phosphat-
Losung von py = 6.2, die T ccm Glykose, 2 g Trockenpriparat und 1 ccm
Toluol enthielt.

Gewaschenes Trockenpriparat Gewaschenes Trockenpréaparat
-+ 5 ccm Muskel-Kochsaft -+ 0.8 ccm Insulin
Zeit in | Glykose in 1 cem | Verminderung | Zeit in | Glykose in1ccm | Verminderung
Stunden g d. Glykose in9, | Stunden ¢ d. Glykosein%,
) 0.0276 — o 0.0352 —
26 0.0186 32.6 26 0.0236 33.0

Das angewandte, dreimal gewaschene Trockenpriparat hat noch. be-
deutende Mengen Cozymase enthalten. Aus den Versuchen geht jedoch
ganz deutlich hervor, daBl sowohl Muskel-Kochsaft wie auch Insulin als Co-
zymase wirksam sind, denn der fehlende Teil Cozymase ist von beiden er-
setzt worden.

Die Cozymase von Propionsiure-Bakterien und die Milchsdure-
Bakterien.

Das Trockenpriparat von meinem Propionsiure-Bacterium wurde mit
Wasser bei Zimmertemperatur im Morser verrieben und zentrifugiert. Die
abgeschiedene klare Idsung wurde dann abgegossen. Mit dem Riickstand
wurde diese Behandlung dreimal! wiederholt. Die vereinigten Losungen
wurden im Vakuum konzentriert.

Versuchslésung: 20 ccm o.5-n. Phosphat von py=6.2, 1 g Glykose, 2 g Trocken-
priaparat und 1 cem Toluol.

Gewaschenes Trockenpridparat

Gewaschenes Trockenpriparat . L \
pPrap +- Waschwasser von Propionsdure-Bakterien

Zeit in | Glykose in 1 ccm | Verminderung | Zeit in | Glykose in 1 ccm | Verminderung
Stunden . d. Glykosein9, | Stunden - d. Glykose in9%,
=
o 0.0375 _ o 0.0269 —
20 0.0370 1.3 20 0.0198 26.4

Die Aktivierung von Milchsiure-Bakterien durch die Cozymase der
Propionsiure-Bakterien ist also stark.

Die Cozymase von Milchsdure-Bakterien und die Propionsdure-
Bakterien.

Bei der durch Propionsiure-Bakterien hervorgerufenen Girung ver-
laufen zwei Spaltungsreaktionen nebeneinander, wie schon oben erwihnt
wurde. Die Bernsteinsiure-Bildung erfordert keine Cozymase, und die
Glykose wird daher durch Propionsiure-Bakterien auch ohme Cozymase
abgebaut. Bei der Propionsdure-Bildung ist die Cozymase dagegen un-
entbehrlich. Hier wird der Zucker zuerst mit Phosphorsidure verestert, und
auf die Cozymase-Wirkung wihrend der Girung l4Bt sich deshalb aus der
Menge des freien Phosphats schlieBen.
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Versuchslésung: 20 ccm 0.54-n. Phosphat-Lésung von py =6.2, 0.85 g Glykose,
2.0 g eines dreimal mit Wasser gewaschenen Trockenpridparats vom Propionsiure-
Bacterium, 1 ccm Toluol.
Ohne Zusatz.

Zeit in [ Mg,P,0, in 1 ccm | Verminderung des | Glykose in 1 ccm | Verminderung der

Stunden g Phosphats in 9 . Glykose in 9,
o 0.04372 — 0.0302 -
90 0.04374 8 0.0188 37.7

Cozymase-Zusatz von 2z g Trockenpridparat des Bacterium casei &.

Zeit in | Mg,P,0, in 1 ccm | Verminderung des | Glykose in 1 cem | Verminderung der

Stunden g Phosphats in 9 g Glykose in 9,
o 0.0372 — 0.0258 —
90 0.0338 9.1 0.0129 50.0

Das Resultat ist eindeutig: Ohne Cozymase ist keine, mit Cozymase
aus Milchsdure-Bakterien dagegen eine bedeutende Phosphorylierung zu
erkennen.

Insulin und Hefe.

Der Einflufl des Insulins auf die alkohol. Girung wurde mit Hilfe von
ausgewaschener Hefe untersucht. Hierbei kamen zwei verschiedene unter-
girige Hefen zur Anwendung, von welcher ich die eine Hrn. Dr. Myrbick
verdanke. Die Resultate mit beiden Hefen waren die gleichen. Die Girung
wurde nach Euler in einer 2.5-proz. Phosphat-Losung von py = 6.4 ver-
folgt. Gesamtes Girungsvolumen 20 ccm, darin 1 g Glykose und 2 g 6-mal
gewaschene Trockenhefe.

Die Resultate gehen aus folgender Tabelle hervor:

oem CO,mach ...oveevn i, 30 60 90 125 180 Min.
ohne Zusatz ..........covinvninieienas. o o o o o
Hefe-Cozymase (entspr. 2 g Trockeuhefe) . 5.7 22.8 56.0 86.3 127.7
Teem Insulin Lol iiaiiian e o o o o o

Insulin hat also bei der Hefe keine Cozymase-Wirkung ausgeiibt. Das
angewandte Welcome-Insulin war dasselbe Priparat, welches bei dem oben
erwahnten Versuch mit Milchsiure-Bakterien in Anwendung gekommen war.



