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Gesamt- Zahl der Ratten
Behandlung zahl der Blutzuckerwerte Naoh dor Bebandl
Ratten Niichtern ach der Behandlung
24 h 48 h 72 h
Alloxan < 70 mg/100 cm? 6 0 0 0
40 mg pro kg Kérpergewicht 9 70-140 mg/100 cm? 3 4 5 4
140-200 mg/100 cm® 0 3 3 2
> 200 mgf100 cm?® 0 2 1 3
Alloxan < 70 mgf100 cm? 3 0 0 -
80 mg pro kg Koérpergewicht . 3 70-140 mg/100 cm?® 0 0 0 -
140-200 mg/100 cm? 0 1 G
> 200 mg{100 cm? Q 2 2 -
Pyromekazon < 70 mg/100 cm? 8 6 1 4
40 mg pro kg Korpergewicht . 9 70-140 mg/100 cm?® 1 3 8 3
140-200 mg/100 cm3 0 0 0 1
> 200 mg{100 cm3 0 0 0 0
Pyromekazon < 70 mg/100 cm? 2 0 0 0
80 mg pro kg Kdérpergewicht 9 70-140 mg/100 cm? 7 4 4 3
140200 mg/100 cm? 0 3 3 3
> 200 mg/100 cm? Q 2 2 3

pyridins (I) hat und damit dem Alloxan (II) sehr d&hnlich
ist.
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‘Wir haben die diabetogene Wirkung des Pvromeka-
zons gepriift und mit dem bekannten Effekt des Allo-
xans verglichen. Beide Substanzen wurden ménnlichen
Ratten in Mengen von 40 und 80 mg pro Kilogramm
Kbrpergewicht intravends injiziert. Die Ergebnisse sind
in der Tabelle dargestellt,

Bei allen Ratten, die 80 mg Pyromekazon pro Kilo-
gramm Korpergewicht bekommen haben, trat Apnoe
ein, die aber leicht durch kiinstliche Atmung zu entfer-
nen war. Dieser Effekt fehlte bei derselben Alloxandosis.
Ratten, - bei denen Diabetes mit Pyromekazon hervor-
gerufen wurde, gingen nach etwa vier Tagen zugrunde,
obwohl die Blutzuckerwerte diejenigen der alloxandia-
betischen Tiere nicht iiberschritten. Histologische Be-
funde werden in der ausfiihrlichen Arbeit vertffentlicht.

Da viele in struktureller Hinsicht dem Alloxan sehr
dhnliche Verbindungen nicht diabetogen sind, ist die
diabetogene Wirkung des (I} bemerkenswert. Aus dieser
Tatsache und zusammen mit dem Befund, dass Mono-
alkylalloxane diabetogen sind, Dialkylalloxane aber
nicht!, kann der Schluss gezogen werden, dass fiir die
diabetogene Wirkung die Teilstruktur — NHCOCOCO -~
besonders wichtig ist. Wir beabsichtigen des weiteren,
azyklische Verbindungen mit dieser Teilstruktur auf
diabetogene Wirkung zu priifen.

N. ALLeGrRETTI, K. BALENOVIE,
V. Fi8tEr und R. MUNK.

Chemisches Institut und Physiologisches Institut dey
Universitit Zagreb, Jugoslawien, den 6. Juli 1953.

Summary
It is shown that 2, 3, 4-triketo-tetrahydropyridine (I}
exercises a diabetogenic activity on white rats when

1 Vergleiche zum Beispiel G. BRUCKMANN und E. WERTHEIMER,
J. Biol, Chem. 168, 241 (1947).
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given in a dose of 80 mg/kg body weight. It is suggested
that the group -COCOCONH- is responsible for this
activity. This is in accordance with the observation that
monoalkyl derivatives of alloxane show diabetogenic
activity, while dialkyl derivatives show none.

Der Einfluss minimaler Mengen Sauerstoff
auf die Vergéirung der Glukose durch die
Kulturweinhefe « Fendant»

Seit der Entdeckung Pastreurs!, dass sich gewisse
Hefen in Abwesenheit der Luft vermehren ktnnen, ist
die Korrelation zwischen dem Wachstum bzw. der Ver-
mehrung und der Atmung bzw. Gdrung (Dissimilation
des Zuckers mit bzw. chne Oyp-Aufnahme) der Hefezellen
in ihrer Abhéngigkeit von der Konzentration bzw. Zu-
fuhr des gasformigen Sauerstoffs der Gegenstand zahl-
reicher Untersuchungen gewesen. Es konnte dabei fest-
gestellt werden, dass die Assimilation der Glukose in
Gegenwart geeigneter Stickstoffverbindungen unter
Bildung von Plasma und Zellwandsubstanz (Wachstum
bzw. Vermehrung der Hefe) sowie die Speicherung des
Zuckers in Abwesenheit verwertbarer Stickstoffquellen
unter Synthese von hoheren Kohlehydraten (Trocken-
substanzzunahme ohne Erhéhung der Zellenzahl der
Hefe) durch reichliche Sauerstoffzufuhr gefordert wer-
den?, Bekanntlich gewinnt man heutzutage sowohl die
Bickerei- als auch die Futterhefe durch Ziichtung nach
dem Liiftungs- und Zulaufverfahren, wobei allerdings
der giinstige Einfluss der Liiftung auf die Vermehrungs-
geschwindigkeit der Hefe nicht nur auf die reichliche
Zufuhr von fein und gleichmissig verteiltem Sauerstoff
zuriickzufiihren ist, sondern auch dadurch bedingt ist,

1 L. PASTEUR, C. 1. Acad. Sci. Paris 52, 1260 (1861); Etudes sur la
bidre {Gauthier-Villars, Paris 1876); (Euvres de Pasteur, Bd. 5 (Mas-
son et Cie, Paris 1928), S. 206.

2 H. Evier und P. LinoNER, Chemie der Hefe und der alkokoli-
schen Gdarung {Akademische Verlagsgesellschaft, Leipzig 1915}). — H.
Lunpiv, Biochem. Z. 141, 310, 342 (1923); 142, 454, 463 {1923}, —
H. LUERs, Die wissenschaftlichen Grundiagen von Mdlzerei und Brawe-
rei (Verlag Hans Carl, Niirnberg 1950). — H. HaeuN, Biochemie der
Gdarungen (Walter de Gruyter & Co., Berlin 1952). — A. RIPPEL-
BaLDES, Grundriss der Mikrobiologie (Verlag Springer, Berlin 1952).
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dass die Anreicherung von Athylalkohol und Kohlen-
dioxyd im Substrat verhindert wird?.

In der Weinkelterei konnte festgestellt werden, dass
die Liiftung des mit Hefe geimpften Traubensafts im
frithen Stadium der Girung eine giinstige Wirkung auf
den Zuckerabbau ausiibt. Diese beruht nach RiBEREAU-
Gavox und Mitarbeitern? sowie AMERINE und JosLyn?
auf der Steigerung der Vermehrungsgeschwindigkeit der
Hefe in Anwesenheit von Sauerstoff.

Zahlreiche Forscher haben sich mit der Umsteuerung
des Zuckerdissimilationstypus der Hefen beschiitigt. In
gewissen Fillen gelang es dabei, gdrschwache Hefen
durch Ziichtung bei schlechtem Luftzutritt in gérstarke
Hefen umzuwandeln. Anderseits konnte das kriftige
Gérvermogen zymasereicher Rassen durch Ziichtung
unter starker Liiftung praktisch ganz zum Verschwinden
gebracht werden?. Eine solche Verschiebung im Verhilt-
nis der Atmung zur Girung je nach der Grisse der Luft-
zufuhr wihrend der Vermechrung der Hefen wird von
einigen Forschern bestritten. Sie konnten zwar einen
deutlichen Einfluss der Liiftungsbedingungen auf den
Gasstoffwechsel der untersuchten Hefen feststellen, aber
mit einer Steigerung des Girvermégens lief immer eine
Erhohung der Atmungsintensitit parallel. Eine Ver-
minderung der Garungsgeschwindigkeit war ferner stets
mit einer Abnahme der Atmungsgeschwindigkeit ver-
kniipft. Eine Umsteuerung oder Umstimmung des
Kohlehydratstoffwechsels der Hefen in dem Sinne, dass
einer von diesen Prozessen zugunsten des anderen zu-
riicktritt, konnte nicht nachgewijesen werden. Das Ver-
hiltnis der Girungsgeschwindigkeit zur Atmungsge-
schwindigkeit stellte bei den betreffenden Hefen einen
konstanten Wert dar®.

Die girstarken Hefen, zum Beispiel untergirige Bier-
hefe, sind bekanntlich wesentlich reicher an Vitamin B,
als die girschwachen Typen, zum Beispiel die nach dem
Liftungsverfahren erzeugte Torula-Futterhefe. Werden
die ersten unter reichlicher Luftzufuhr geziichtet, so
nimmt ihr Aneuringehalt betridchtlich ab, wahrend bei
den letzten durch Vermehrung unter schlechtem Luft-
zutritt eine erhebliche Steigerung des Aneuringehalts
erzielt werden kann®.

Es konnte gezeigt werden, dass der Typus des Cyto-
chromspektrums bei den Hefen sehr stark von den
Liiftungsbedingungen, unter welchen die Ziichtung statt-
findet, abhingig ist?. Beispielsweise werden unter- und
obergirige Brauereihefen, welche das zweibandige
Cytochromspektrum (Gédrungshefetypus) aufweisen,
durch langere Fortziichtung unter reichlichem Luftzu-
tritt so verdndert, dass sie das vierbandige Spektrum
der nach dem Liiftungsverfahren erzeugten Bickerhefe
(Atmungshefetypus) annehmen. Diese Umwandlung des

1 W. Braux und R. Prunpr, Biochem. Z. 287, 115 (1936). - R.
Prunpr, Biochem. Z. 291, 237 (1937); 294, 300 (1937). — G. MENzIN-
sky, Ark. Kemi (Stockholm) 2, 1 {1950), — H. Fink, R, LecuNER und
E. Hemviscy, Biochem. Z. 278, 23 (1935); 283, 71 {1936). — H. Finx
und R. LECHNER, Biochem. Z. 286, 83 (1986). — K. BERNHAUER,
Garungschemisches Prakithum (Verlag Springer, Berlin 1939).

2 1. RigkREAU-GAYON, S. Larourcape und M. Larow, Ind.
Agricol. Alim. 67, 477 {1950}. — J. Risfreav-Gavon, E. PEYNAUD
und S. LAFOURCADE, Ind. Agricol. Alim. 68, 141 (1951).

3 M. A. AmeriNe und M. A. Josuyw, Table wines {University of
California Press, Berkeley 1951).

1 F.Havpuck und H, Harux, Biochem. Z. 128, 568 (1922). —
O. MeEVERHOF, Biochem. Z. 162, 43 (1825), — O. WARBURG, Biochem.
Z. 189, 350 {1927).

5 K. TrAUTWEIN und J. WasserMANN, Biochem. Z. 229, 128
(1930). — F. WinDiscH, Biochem. Z. 246, 332 (1932).

€ H. Fink und F. Just, Biochem. Z. 308, 15 (1941).

7 H. Fivk und E. BErwaLp, Biochem. Z. 258, 141 (1933). - B.
Erpnrussi und P, P, Svonimski, C. r. Acad. Sci. Paris 230, 685 (1950).
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Die Abhingigkeit der Girgeschwindigkeit im approximativ gerad-

linigen Abschnitt der Girkurve von der Dauer der N,-Gasung und

vom Zusatz minimaler Mengen Sauerstoff unmittelbar vor dem Ein-
kippen der Glukoseldsung

Behandlung . Gérgeschwindigkeit
der Hefesus- Zelts}.‘{anne ml Kohlendioxyd pro 300 mg
pension (Vgl. min feuchte Hefe und Stunde
Abb. 4 und B
Zellen aus 17 h alten Kulturen

1 30— 160 15,2

2 60 200 13,0

3 30160 14,9

4 130320 8,9

5 70210 131

6 200 — 450 6,6

7 120 - 260 11,2

8 240 - 600 5,1

9 140 — 320 9,6

Zellen aus 66 h alten Kulturen

1 60 — 220 12,1

2 100 - 230 11,5

3 90210 12,4

4 100~ 240 11,1

5 100230 11,5

6 100~ 240 11,1

7 100230 11,5

8 100 - 260 10,9

9 100 — 240 11,1

Spektraltypus ist aber nicht unbedingt an eine Ver-
mehrung der Hefe gebunden, sondern kann auch in
ruhenden Hefezellen (rvesting cells) stattfinden®.

In den obenerwidhnten Untersuchungen iiber den Ein-
fluss des Sauerstoffs auf die Wechselwirkung zwischen
Vermehrung, Atmung und Gérung bei den Hefen ent-
hielt die Gasphase praktisch reinen Stickstoff oder
Sauerstoff bzw. native oder synthetische Luft (1 Vol.
O, + 4 Vol. N,). Der Gasstoffwechsel der aeroben Hefe-
suspensionen wurde somit durchgehend bei hohen Sauer-
stoffkonzentrationen untersucht. In Zusammenhang mit
unseren eigenen Untersuchungen iiber die Physiologie
der Weinhefen? schien es nun von Interesse, die Wir-
kung minimaler Mengen Sauerstoff auf die Vergirung
der Glukose durch ruhende Zellen der Kulturweinhefe
«Fendant» aus Kulturen verschiedenen Alters zu stu-
dieren. Dabei wurde auch die Bedeutung der Dauer der
N,-Gasung fiir die physiologische Aktivitit der Hefe-
zellen untersucht.

Die zur Gewinnung des Zellmaterials beniitzten N&hr-
15sungen, Kulturgefisse und Erntemethoden sowie die
Details der in den Girversuchen verwendeten Methodik
wurden bereits in einem anderen Zusammenhang aus-
fithrlich beschrieben®. Hier sei nur erwidhnt, dass das
Hefematerial in der Nahrldsung C geziichtet wurde.
Diese enthilt nebst Mineralsalzen und Kaliumzitrat-
Puffer vitaminfreies Kaseinhydrolysat als Stickstoff-
quelle und Glukose als Kohlenstoff- und Energiequelle®.

1 C. H. Cun, Nature 165, 926 (1950).

2 T. Wikzn und Q. RicHARD, Antonie van Leeuwenhoek 17, 209
(1951); 18, 31, 298 (1952); 19, im Druck (1953); Schweiz. Z. allg.
Path. Bakt. 14, 560 (1951].

3 T. Wiken und O. RicHarp, Antonie van Leeuwenhoek 19, im
Druck (1953).

4 T. WikéN und O. RicHARD, Antonie van Leeuwenhoek 17, 209
(1951); 18, 31, 298 (1952); 19, im Druck (1958); Schweiz. Z. allg.
Path. Bakt. 14, 560 (1951).
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Abb. 4. Zellen aus 17 h alten Kulturen.

Die Abhingigkeit der Vergirung der Glukose von der Dauer der N,

Abb. B, Zellen aus 66 h alten Kulturen

g-Gasung und vom Zusatz kleiner Mengen O, unmittelbar vor dem

Einkippen der Glukoselésung. Kurven 1-9: CO,-Produktion. Kurve 10: O,-Aufnahme.

Behandlung der Hefesuspension vor dem Zusetzen der Glukoseldsung:

. 40 min Schiitteln mit ruhender Luft.

. 40 min Schiitteln mit strémendem N,.

. 40 min Schittteln mit strémendem N,, Zusatz von 0,6 ml O,.

. 40 min Schiitteln mit strémendem Ny, 20 min Schitteln in ru-
hender N,-Atmosphére.

. 40 min Schiitteln mit strémendem Ny, 20 min Schiitteln in ru-
hender N,-Atmosphire, Zusatz von 0,6 ml O,.

6. 40 min Schiitteln mit strémendem Ny, 40 min Schiitteln in ru-

hender N,-Atmosphire.

W 00 0 e
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Die Geschwindigkeit der Kohlendioxydproduktion der
Hefezellen wurde volumetrisch in der Apparatur nach
voN EULER, MyrBAcCK, Nirssonw und ArLm! bei 25°C
gemessen, wobei die Schiittelgeschwindigkeit 100 volle
Schwingungen (je 100 Hin- und Herbewegungen) pro
Minute betrug. Als Girgefidsse dienten Erlenmeyer-
Kolben von etwa 50 ml Gesamtvolumen mit einer seitlich
eingeschliffenen Ampulle. Diese enthielten 2,0 ml Hefe-
suspension im Hauptraum und 1,0 ml Glukoselosung in
der Seitenampulle. Dies entsprach 300 mg frischer,
gewaschener Hefe bzw. 200 mg wasserfreiem Zucker.
Zur Herstellung der Hefesuspension bzw. Glukoseldsung
benutzten wir einen 0,16 M Bernsteinsdure-Natriumsuc-
cinat-Puffer vom pH 4,9. Der zur Gasung der Gérkolben
verwendete Stickstoff wurde von Sauerstoff befreit,
indem wir das Gas durch alkalische Pyrogalloliésung
und nachher iiber rotgliihendes reduziertes Kupfer im
elektrischen Ofen bei 400-450°C stromen liessen.

Die Ergebnisse zweier typischer Versuche sind in den
Abbildungen 4 und B und in der Tabelle dargestellt. Es
ist ersichtlich, dass die Geschwindigkeit der Vergdrung
der Glukose durch die ruhenden Hefezellen, welche aus
den 17 h alten Kulturen stammten, unter anaeroben
Bedingungen sehr stark von der Art der N,-Gasung ab-
hingig ist, indem sie kriftig abnimmt (13,0 bzw. 8,9,
6,6 und 5,1 ml CO, pro 300 mg feuchte Hefe und Stunde},
wenn die Dauer der N,-Behandlung grésser wird
(40 bzw. 40 -+ 20, 40 + 40 und 40 + 60 min). Es geht
ferner hervor, dass durch den Zusatz einer kleinen Menge
Sauerstoff (3,0 ml Luft oder 0,6 ml O,) eine giinstige
Wirkung auf die Girung hervorgerufen wird, indem die
Geschwindigkeit der Kohlendioxydproduktion wesent-
lich gesteigert wird {von 13,0 bzw. 8,9, 6,6 und 5,1 auf
14,9 bzw, 13,1, 11,2 und 9,6 ml CO, pro 300 mg feuchte
Hefe und Stunde). Beim Zellmaterial aus den 66 h alten

1 R. NiLssoN, Meth. Fermentforschung (hg. von Bamaxn und
MyYRBACK) 3, 2150 (1941).

27*

7. 40 min Schiitteln mit strémendem N,, 40 min Schiitteln in ru-
hender Ny-Atmosphdre, Zusatz von 0,6 ml O,.

8. 40 min Schiitteln mit strémendem N,, 60 min Schiitteln in ru-
hender Ny-Atmosphire.

9. 40 min Schiiiteln mit strdmendem N,, 60 min Schiitteln in ru-
hender N,-Atmosphire, Zusatz von 0,6 ml O,.

10. 40 min Schiitteln mit ruhender Luft.

Kulturen konnte dieser Einfluss der Dauerder N,-Gasung
bzw. des Zusatzes einer kleinen Menge Sauerstoff nicht
oder nur in geringem Ausmasse festgestellt werden (von
11,5 bzw. 11,1, 11,1 und 10,9 auf 12,4 bzw. 11,5, 11,5 und
11,1 ml CO, pro 300 mg feuchte Hefe und Stunde).

Der N,- bzw. O,-Effekt wurde durch die Ergebnisse
zahlreicher weiterer Versuche bestitigt. In einigen von
diesen wurde die alkalische Pyrogallolldsung, welche zur
Absorption des im Bombenstickstoff vorhandenen
Sauerstoffs diente, durch eine alkalische Losung von
Natriumhydrosulfit (Natrinmhyposulfit, Na,$,0,) er-
setzt. Die gleichen Effekte konnten auch nach Gasung
mit Argon festgestellt werden.

Der Zusatz von 3,0 ml Luft oder 0,6 ml Sauerstoff
entspricht einer O,-Konzentration in der Gasphase von
etwa 1 Vol.%. In Experimenten mit synthetischen Ge-
mischen von Stickstoff und Sauerstoff konnte der er-
wihnte Effekt bereits in Anwesenheit von 0,01 bis 0,05
Vol. %, Sauerstoff eindeutig nachgewiesen werden.

In ruhenden Zellen der Weinhefe «Fendant» aus sehr
jungen Kulturen scheint somit eine oder mehrere Kom-
ponenten des Zymasesystems durch Gasung mit Stick-
stoff oder Argon inaktiviert zu werden. Die Inaktivie-
rung wird durch minimale Mengen Sauerstoff ganz oder
teilweise aufgehoben. Bei ruhenden Zellen aus alten
«Fendant»-Kulturen kénnen diese Effekte nicht oder
nur in geringem Ausmasse festgestellt werden.

Diese Arbeit gehért in den Rahmen der Untersuchungen iiber die
Physiologie der Weinhefen, welche von der Abteilung fiir Landwirt-
schaft des Eidgendssischen Volkswirtschaftsdepartements aus dem
Weinbaufonds unterstiitzt werden. Den zustidndigen Behrden sind
wir zu grossem Dank verpflichiet. Friulein R. BucHMANN danken
wir bestens fiir sorgfiltige Assistenz.

T. WisEN und O. RICHARD

Institut fiiy landwirtschaftliche Bakieriologie und Gd-
rungsbiologie, Eidgendssische Technische Hochschule,
Ziirich, den 14, Juli 1953.
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Summary

This study deals with the effect of minute amounts of
oxygen upon-the fermentation of glucose by resting cells
of the tame wine yeast Fendant grown for 17 and
66 h, respectively, in a synthetic substrate containing
glucose, vitamin-free casein hydrolysate, citrate buffer
and mineral salts. The results prove conclusively the
dependence of the metabolic activity of the yeast cells
from young cultures on the duration of flushing with
oxygen-free nitrogen or argon before the addition of
glucose, the rate of carbon dioxide production in the
approximately linear phase of fermentation decreasing
considerably with increasing flushing times. This in-
activation of the cells is removed, as a whole or partly,
at oxygen tensions greater than 0-01-0-059% by volume.
Resting cells from old Fendant cultures show the effects
mentioned only to a very small extent. It is assumed
that in resting cells from young Fendant yeast cultures
one or more components of the zymase system are in-
activated on flushing with nitrogen or argon. The
activity is restored, quantitatively or partly, by minute
amounts of oxygen introduced prior to the addition of
glucose.

The Level of Blood Cocarboxylase after
Administration of Thiamine and its
Phosphoric Esters

Various aspects of thiamine and diphosphothiamine
{(DPT). metabolism have been investigated by several
authors!. Since MarkEEs and MevER? pointed out the
therapeutical importance of DPT, the fate of this
coenzyme, when administered parenterally, has been
taken into account. The level of blood cocarboxylase
was studied after thiamine? and DPT4 injection. The
excretion of thiamine by the kidneys after administra-
tion of thiamine and DPT was studied by TaTsuo ABg5,
According to this author, the administration of both
thiamine and DPT is followed by the excretion of free
thiamine, and it bas been found that when DPT is
injected, the elimination of thiamine is extended over
a longer period of time.

The purpose of this work was to investigate the modi-
fications of the content of blood cocarboxylase when
thiamine or one of its phosphoric esters (mono-, pyro-,
tri-) was administered.

The experiments were performed on 6 male dogs kept
on a standard diet. The amount of blood cocarboxylase
in each animal was determined by the method of WEs-
TENBRINK® before intravenous injection of free thiamine
(3 mg/kg) and at different times after this administra-
tion over a period of 24 h. At one week intervals, the
same type of experiment was repeated by injecting intra-

1 S Ocuoa, in The biological action of the vitamins, by E. A.
Evans Jr. (University of Chicago Press, 1944), p. 17. - B. C. P.
Jansexn, Vitamins and Hormones 7, 83 (1949). -~ H. G. K. WESTEN-
BRINK, Expos. ano. bioch. méd. 12, 121 (1951},

2 S, Marxees and F. W, MeveRr, Schweiz, med, Wschr. 78, 931
(1949).

3 H. Van Marxen Licutensert and E. FLorijw, Bioch. bioph.
Acta &, 349 {1952). — N. Smipranpi, F. Navazio, and M. LovETTI,
Boll. Soc. it. Biol. Sper. 28, 263 (1952).

4 H. Va~x Marken Licureneert and E. Froryw, Bioch. bioph.
Acta 8, 349 {1952). — D. Sirpranpt and F. Laviano, Boll. Soc. it.
Biol. Sper. 28, 264 (1952),

5 Asg Tatsvo, J. Japan. Soc. Food Nutr. 1, 175 (1949).

6 H. G. K. Westensring and E. SteyN PArvE, Inter. Rev.
Vitam. Res. 21, 461 (1950).
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venously monophosphothiamine (4 mg/kg), diphos-
phothiamine (5mg/kg) and triphosphothiamine (6 mg/kg)
respectively. The results of these experiments are given
in the Figure where the points of the curves represent
the average of the results obtained for all 6 animals.
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The content of blood cocarboxylase in dogs after intravenous in-
jection of thiamine, monophoshothiamine, diphosphothiamine, and
triphosphothiamine.

From the Figure it can be seen that the administration
of thiamine and monophosphothiamine brings about an
increase in blood cocarboxylase, its maximum being 2h
after injection. Furthermore, monophosphothiamine
appears to be somewhat more active than free thiamine.
The administration of diphosphothiamine and triphos-
phothiamine is immediately followed by a sharp increase
in blood cocarboxylase activity. However, between the
first and the third hour, the level of blood cocarboxylase
is lower than when thiamine and monophosphothiamine
are injected.

These results indicate that the administration of all
three thiamine phosphoric esters is more effective than
that of thiamine itself in maintaining the level of blood
cocarboxylase higher than in normal conditions for at
least 24 h. The Figure shows clearly that triphosphothi-
amine has the same behaviour as DPT. This fact provides
strong evidence that iz vivo triphosphothiamine is not
immediately split into monophosphothiamine and
pyrophosphate, as was observed in vifrol.

The thiamine phosphoric esters used in this work were pre-
pared according to VIscoNTINI ¢f al.2, We are indebted to Prol
VisconTin: for his suggestions in the preparation of these substances.

Dacmar SivipranDi and F. LavianNo

Tustitute of Biological Chemistry, University of Rome,
June 15, 1953.

1 M. ViscoNTINI, G. BonNeTTl, C. EBROTHER, and P. KARRER,
Helv. chim. Acta 34, 1388 (1951),

2 M. VisconTinI, G. BoNerTl, and P. KARRER, Helv. chim. Acta
32, 1478 (1949).



