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443. Artturi I. Virtanen: 
Die Coaymasen be1 verechiedenen Gitrungen. 

:.\us d. Laborat. d. Butter-Esportgesellschaft Valio m. b. H., Helsinki, Finnland.] 
(Eingegangen am 30. September 1925.) 

Das Coenzym der alkohol. Garung, die sog. C o z y m a s e , die von Harden  
und Young1) in der Hefe entdeckt wurde, hat in letzterer Zeit ganz be- 
sonderes Interesse erweckt, da sie von Meyerhofl) auch im Muskel auf- 
gefunden und von M y r b a c  k und E U 1 e r 3, in einigen Mikroorganismen 
nachgewiesen worden ist. Vor kurzem habe ich dann gezeigt, da13 die Milch- 
saure-Garung*)  durch Bakterien nicht ohne Mitwirkung der Cozymase 
verlauft, und dasselbe gilt auch fur die Propionsaure-GPrung5) .  

Sind die Hefe-, Muskel- und Bakterien-Cozymase miteinander identisch ? 
1 )ies ist eine fur das Verstandnis der biochemischen Zucker-Abbauprozesse 
wichtige Frage, die noch nicht genugend klargestellt ist. Zwar konnte man 
schon nach den fruheren Versuchen mit Hefe6) annehmen, da13 dieselbe 
Cozymase in pflanzlichen und tierischen Zellen vorkommt, doch scheinen 
einige neue Versuche dieser Annahme zu widersprechen. In  einer Mitteilung7), 
die vor wenigen Monaten in dieser Zeitschrift erschienen ist, habe ich be- 
richtet, da13 Insu l in  die Cozymase in Milchsaure-Bakterien ersetzen Lann 
und folglich als Cozymase wirksam ist. Xach den Versuchen von Eu le r  
und Myrback*) ist dagegen keine Aktivierung der cozymase-freien Hefe 
durch Insulin zu erkennen. Die verschiedene Wirkungsweise des Insulins 
bei der alkohol. Garung und der Milchsaure-Garung hat mich veranlafit, 
die Identitat der verschiedenen Cozymasen naher zu prufen. Die einander 
widersprechenden Resultate rnit Insulin scheinen ohne die Annahme nicht 
leicht erklarbar zu sein, da13 die Cozymasen in der Hefe und in den Milch- 
saure-Bakterien miteinander nicht identisch sind. 

Die Versuche, welche ich zur Entscheidung dieser Frage rnit den CO- 
zymasen der IIefe, der Milchsaure- und der Propionsaure-Bakterien an- 
gestellt habe, fuhrten jedoch zu dem Kesultat, da13 i n  de r  Hefe ,  im 
Muskel und  i n  den Bak te r i en  dieselbe Cozymase vorkommt.  
Die cozymase-freien Milchsaure-Bakterien werden durch Cozymase-Extrakte 
aus Hefe, Muskeln und Propionsaure-Bakterien, die Propionsaure-Xakterien 
durch einen Wasser-Extrakt aus Milchsaure-Bakterien aktiviert. Ferner 
wird, wie mir Myrback mitteilte, die Hefe durch meine Trockenpraparate 
von Bacterium casei E und PropionsaureiBakterien aktiviert. Die Coz y - 
masen in  t ie r i schen  und  pf lanzl ichen Zellen konnen also im 
al lgemeinen s ich  gegensei t ig  ersetzen.  

Da13 dieselbe Cozymase bei verschiedenen Garungs-Spaltungen des 
Zuckers tatig ist, erscheint \-on erheblichem Interesse. Da die Cozymase 
gerade bei der Veresterung des Zuckers rnit Phosphaten (der ,,Phosphorylie- 
rung") wirksam ist, darf man mit griil3ter Wahrscheinlichkeit annehtnen, da13 

l) Proc. Roy. SOC. 77, 4 0 j  [1906]: 
3, B. 57, 1073 [19241. 
5 )  V i r t a n e n ,  Comm. Phys. Math. 11, 20 19251. 
6 )  Meyerhof ,  loc. cit., Myrback nnd E u l e r ,  loc. cit. 
7 )  V i r t a n e n ,  B. 3, 696 [19rgl. 
s, Chemie d. Zelle U. Gewebe l?, 57 [1925j. 

?) H.  101. IGj [191Sj, 102, I ir918:. 
4, X-irtanen, 11. 138, 136 [19241, 143, 71 [192j]. 
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dieselbe Hexose-d i -p  hosphorsaure  bei verschiedeneii Garungen entsteht. 
Welche Bedeutung dieses , ,Zymo-phosphat"  bei den Garungen 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 fur wahrscheinlich halten, daB die erste 
Spaltung des Zuckers sowohl bei der Alkohol- als auch bei der Milchsaure- 
Garung dieselbe ist. Welches die primaren Spaltprodukte sind - Glycerin- 
aldehyd, Dioxy-aceton oder Methyl-glyoxal g, -, ist jedoch noch nicht geklart. 

Bei allen Garungs-Spaltungen wird aber der Zucker nicht mit Phosphatcn 
verestert, und die Cozymase hat in diesen Fallen keine Bedeutung. Solche 
Spaltungen sind nach meinen Untersuchungen die komplizierte, von Coli- 
aerogenes-Bakterien hervorgerufene Garung Io),  deren wichtigsten Endprodukte 
Kohlendioxyd, , Wasserstoff, Essigsaure und Bernsteinsaure neben einer 
wechselnden, gewohnlich sehr kleinen Menge Milchsaure sind, ferner die 
neben der Propionsaure-Garung verlaufende Bernsteinsaure-Bildung ' I ) .  Es 
ist sehr wahrscheinlich, da13 die Hexose-Kette in diesen Fallen ganz anders 
als bei den wichtigen Alkohol- und Milchsaure-Garungen gespalten wird 12). 
Einen Beweis fur diese Annahme haben wir in der von P rop ionsaure -  
I? a k t e r  ien  hervorgerufenen G a r  u n g. Nach meinen Untersuchungen wird 
Glykose durch diese Bakterien bis zu etwa 70% nach der Gleichung 

3 C6H,,06 = 4 C3H602 + Z. C2H402 + 2 CO, -+ 2 HZO 
Hexose Propionsaure EssigsHure 

zerlegt. Fur diese Garung, welche wahrscheinlich uher die Milchsaure 
verlauft, ist die Cozymase unentbehrlich; hier wird der Zucker mit Phosphor- 
saure verestert. AuBer der Propion- und Essigsaure entstehen bei dieser 
Garung auch Berns t e insau re  und Ace ta ldehyd ,  entsprechend etwa 
20-30 yo des Zuckers. Diese Bernsteinslure-Bildung ist schon von den 
Anfangsstadien ab eine selbstandige Garung. Sie erforclert keine Cozymase ; 
Zucker wird hierbei nicht mit Phosphorsaure verestert, wahrend die Hexose- 
Kette wahrscheinlich nach der Gleichung 

C6H,,06 = C,H60, + CH, . CHO + H,O 
Hexose Bernsteinsaure Acctaldehyd 

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

Das verschiedene Verhalten des Insu l in s  bei der Alkohol- und bei 
der Milchsaure-Garung kann man also bisher nicht geniigend erklaren. Die 
Annahme, daB das von mir angewandte Insulin-Praparat (Welconie- 
Insulin) Cozymase als Begleitstoff enthielt und dementsprechend die Milch- 
saure-Bakterien aktivierte, ist nicht richtig ; denn ich habe mit einem 
Praparat von Welcome-Insulin, das die Milchsaure-Garung aktivierte, bei 
der Hefe keine Cozymase-Wirkung gefundcn. Der Befund von Eu le r  und 

9, Uber die Vergarbarkeit dieser Verbindungen durch Milchsaure-Bakterien werde 
ich an anderer Stelle bald berichten. 

10) nach einer noch nicht veroffentlichten Arbeit. 
I * )  V i r t a n e n .  Comm. Phys. Math. 11, 20 [1925]. 
12) yergl. Myrback  und €$uler, loe. cit. 
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Zeit in 
Stunden 

Myr back ,  daB Insulin die cozymase-freie Hefe nicht aktiviert, ist gleich- 
zeitig bestatigt worden. 

In  einer bald folgenden Mitteilung werde ich mit Hrn. Mag. K a r s t r o m  
iiber Kaninchen -Versuche mit der Cozymase aus Milchsaure-Bakterien 
berichten. 

Beschreibuns der Versuche. 
H e f e - C o z y m a s  e u n d M i 1 c h s a u r e - B a k t e r i e n. ' 

Bei den Versuchen rnit Milchsaure-Bakterien kam stets ein aktives 
Trockenpraparat vom B a c t  e r i u m c a s e  i E in Anwendung. Die Glykose- 
Vergarung wurde in einer 0.5-n. Phosphat-Lijsung von pH = 6.2 in Gegen- 
wart von Toluol verfolgt. Die Versuchs-Temperatur war 42O. Die Zucker- 
Bestimmungen wurden in filtrierten Proben nach B e r t r a n d  ausgefiihrt. Zu 
jedem Versuch wmden 2 g des Trockenpraparates in 20 ccm Phosphat- 
Losung verwendet. 

Ungewaschenes Trockenpraparat I Gewaschenes Trockenpraparat 

Glykose in I ccm Zeit in Glykose in I ccm Verminderung 
d. Glykose in% 

g 

Stunden 

0.0408 
0.0288 

d.Glykosein% 

0.0345 0 

Gewaschenes Trockenpraparat + Cozymase-Hefe -Extrakt 

Zeit in 
Stunden ~~ 1 1 de?7:yg% 

Das durch Waschen vollstandig inaktivierte Trockenpraparat von Bac- 
terium casei hat also durch Zusatz von Wasser-Extra& aus Hefe .beinahe 
seine urspriingliche Aktivitat wieder erlangt. 

Muskelsaf t  und  Mi lchsaure-Bakter ien ,  In su l in  und  Milchsaure-  
Bakter ien .  

5 g Muskulatur vom Kalb wurden mit 5 g Wasser aufgekocht, sofort 
Die erhaltene Losung war der angewandte 

Als Insulin wurde ein frisches Praparat von Welcome- 

Glykose in I ccrn 

0.0294 
0.0221 

abgekiihlt und dann filtriert. 
Muskel-Kochsaft. 
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Gewaschenes Trockenpraparat 
+ 5 ccm Muskel-Kochsaft 

Zeit in Glykose in I ccm Verminderung 
Stunden d. Glykose in% 

g 

0 0.0276 - 

26 0.0186 32.6 

Gewaschenes Trockenpraparat 
+ 0.8 ccm Insulin 

Zeit in Glykose in I ccrn Verminderung 
Stunden d. Glykose in% 

- 

g - 
0 0.0352 - 

26 0.0236 3 3.0 

Gewaschenes Trockenpraparat I + Waschwasser voii Propionsaure-Bakterien Gewaschenes 'i'rockenpraparat 

d. Glykosein% Stunden 

0 - 

- 
Zeit in Glykose in I ccrn Venninderung 

Stunden d. Glykose in% 
g 

0.0269 - 0.0375 
20 0.0370 1.3 1 2: 0.0198 ZG.$ 
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Insulin, welches IOO Kaninchen-Einheiten pro 5 ccm enthielt, angewandt. 
Die Versuchslosung bestand bei allen Versuchen aus 20 ccm 0.5-n. Phosphat: 
Losung von pH = 6.2, die I ccrn Glykose, 2 g Trockenpraparat und I ccrn 
Toluol enthielt. - - 

Das angewandte, dreimal gewaschene Trockenpraparat hat noch be- 
deutende Mengen Cozymase enthalten. Aus den Versuchen geht jedoch 
ganz deutlich hervor, daB 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 Propionsaure-Bakterien und die Milchsaure- 
23 akterien.  

Das Trockenpraparat von meinem Propionsaure-Bacterium wurde mit 
Die 

Mit dem Riickstand 
Die vereinigten Losungen 

Versuchslosung: 20 ccm 0.5-n. Phosphat von pR = 6.2, I g Glykose, z g Trocken- 

Wasser bei Zimmertemperatur im Morse, verrieben und zentrifugiert. 
abgeschiedene Mare Losung wurde dann abgegossen. 
wurde diese Behandlung dreimal wiederholt. 
wurden im Vakuum konzentriert. 

praparat und I ccm Toluol. 

I I I I I 

Die Aktivierung von Milchsaure-Bakterien durch die Cozymase der 
Propionsaure-Bakterien ist also stark. 

Die Cozymase von Milchsaure-Bakterien und die Propionsaure- 
Bakterien.  

Bei der durch Propionsaure-Bakterien hervorgerufenen Garung ver- 
laufen zwei Spaltungsreaktionen nebeneinander, wie schon oben erwahnt 
wurde. Die Bernsteinsaure-Bildung erfordert keine Cozymase, und die 
Glykose wird daher durch Propionsaure-Bakterien auch ohne Cozymase 
abgebaut. Bei der Propionsaure-Bildung ist die Cozymase dagegen un- 
entbehrlich. Hier wird der Zucker zuerst mit Phosphorsaure verestert, und 
auf die Cozymase-Wirkung wahrend der Carung 1aBt sich deshalb aus der 
Menge des freien Phosphats schlieoen. 
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Zeit in 
Stunden 

Mg,P,O, in I ccm 

g 

0 0 043 7 2  
90 ".043i4 

Verminderung des Glykose in I ccm Verminderung clrr 

a Phosphats in y0 Glykose in 7; 

- 0.0302 
0 0.01 88 37.7 

Zeit in 
Stunden 

0 

90 

Das 

MgZP207 in I CCIII 

F: 

Verminderung des Glykose in I ccin Verminderung der 
Phosphats in Glykose in :b 

g 

0.0372 
0.0338 

Kesultat ist eindeutig: Ohne Cozymase ist keine, mit Cozyniase 
aus Milchsaure-Bakterien dagegen eine bedeutende Phosphorylierung zu 
erkennen. 

Insu l in  und  IIefe. 
Der Einfluf3 des Insulins auf die alkohol. Garung wurde mit Hilfe von 

ausgewaschener Hefe untersucht. Hierbei kamen zwei verschiedene unter- 
garige Hefen zur Anwendung, von welcher ich die eine Hrn. Dr. Myrback  
;-erdanke. Die Resultate mit beiden Hefen waren die gleichen. Die Garung 
wurde nach Eu le r  in einer z.5-proz. Phosphat-Liisung von pH = 6.4 ver- 
folgt. Gesamtes Garungsvolumen 20 ccm, darin I g Glykose und z g 6-mal 
gewaschene Trockenhefe. 

Die Resultate gehen aus folgender Tabelle hervor : 
w m  CO, nach .......................... 30  60 90 125 180 Min. 
ohne Zusatz ........................... o o o o 0 

Hefe-Cozymase (entspr. 2 g Trockenhefe) . 5.7 22.8 56.0 86 .3  1 2 7 . 7  
I ccm Insulin ......................... o o o o 0 

Insulin hat also bei der Hefe keine Cozymase-Wirkung ausgeiibt. Das 
angewandte Welcome-Insulin war dasselbe Praparat, welches bei dem oben 
crwahnten Versuch mit Milchsaure-Rakterien in Anwendung gekommen war. 


