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2l3. Karl MbyrbiLck nnd H a m  v,Enler; dber die Betsiligung 
der Kozymase a m  Zuokerabbau. 

[Aus d. Biochem. Laborat. d. Universitit Stockholm.] 
(Eingegangen am 3. hfai 1924.) 

Die vorliegende Unkrsuchung betrifft die in diesem Laboratorium wie- 
derholt bearbeitete Frage, zu welcher Phase des Zuckerabbaues, zudchst 
bei der alkohol. Hefegiirung und weiterhin im tierischen Muskel und im 
pflanzlichen Organismus, die Mitwirkung der Kozymase (des H a  r d e  n schen 
Koenzyms der Glrung) erforderlich ist. 

Me t h o d i k: ' Die Bestimmung der Hefen-Kozymase erfolgte wie in mwren frii- 
heren Mitteilungenl) durch volumetrische Messung der per Zeiteinheit von einw ge- 
gebenen Menge ausgewaschenen Trockenhefe aus einer glucose- und phospliat-halligen 
LBsung entwickelten Menge CO, also durch die Ermittlung der Aktivicrung ausge- 
waschener (an sich girungs-inaktivm) Trockenliele. BezQlich der Einzelheiten der 
Methodik kbnnen wir auf unsere frtiheren Mitteilungen verweisen. Das Volumeu der. 
Ldsung betrug 2 ccm und enthielt 0.2g ausgewaschene Hefe. Die Phosphat-bneen- 
tration betrug 2.50/,, die Glucose-Mengo 0.1 g, und die Acidititt der Lijsung er\tspr=h 

Von den untersuchten Mikroorganismen wurden sowohl lebende Zellen als auch 
Trockenpraparate angewandt lm ersten Falle wurde das Trockengewicht getrennt ge- 
stimmt. Die abgewogene Zellenmasse wurde in l ccm \\'asser aufgeschlhmt. N6tigwb 
falls wurde durch einen kleinen Tropfen sehr verdiinnter Salzshre eine AcidiW 
von PH 3-5 eingestellt. Die verschiossenen RBhren wurden momentan aufgeliocht und 
danach unter jeweiligem Schiitteln 15 Min. im Wasserbade bei 600 stehen gelassea 
Durch diese Behandlung werden die Zellen getdtet, ihr Inlialt wird Itrei, und die 
Kozymase kann ihre Wirksamkeit entfalten. . Eine meBbare ZerstBrung dcr Kozymasc 
durch die Erhitzung tritt nicht eins). Durch viele Versuche mit Here isl sicherge- 
stellt, daS die Gesamtmenge der Kozymase nach dieser Behaadlung wirksam ist. Es 
gelingt z. B. nicht, eine erhbhte Wirkung durch lingere Extraktion zu erzielen. 

Das Volumen der Girungs-Kohltmhm wurde bestimmt und der Gehalt an Kozyniase 

PH =6.5. 

Zum Vergleich scien zuerst einige Versuche mit dem gewbhniichen 
I. S a c c h a r o m y c e s c e r e v  i c i a e (Unterhefe H der Sanct-Eriks-Brauwei, Stockholm) 
angefiihrt. 

Zu den Versuchcn wurde 0.5Og Trische Hefe abgewogen (Trockengewichl 0.0163 gl 
und sut' Kozymase geprhlt. 

Tabel le  1. 
ccm CO9 nach 30 60 90 Min. 

ohne Koavmase 0.0 0.3 0.6 
5.0 7.6 
4.6 7.6 Hefen-Kozpmase 1 ;;: 

Wir fiuden: ccni CO,/Stunde (30-60 Min.) = 6.15; ACo =6.15/0.0163 =377. 

1) E ul e r  und My r b it c k, €1. 131, 179 [1923], 133, 2M [1924]. 
8) H. 123, 93 [1922], 136, 107 [1924]. 
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Hier sei bemerkt, daS dkse Hefeprobe ungewohnlich reich an Kozy- 
mase war. 

Ein Teil derselben Hefe wurde getrocknet: &ach Abpressen wurde die 
Hefe ohne besondere Vorsicht an dec Luft getrocknet, wk es gewohnlich 
beim Herstellen groderer hlengen Trockenhefe zu geschehen pflegt. Die 
Trockenhefe wurde dann wie gewiihnlich auf Kozymase gepriift. Dam 
wurde 0.05 g benutzt. Trockengewicht 0.046 g. 

T a b e l l e  2.' 
ccm COS nach 30 46 60 75 90 120 1 9 0 M i n  

ohne Kozymase 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
mit 3.5 6.1 9.0 11.0 12.3 14.3 17.8 

ccm CO?/Stunde i30--90 Min.) = 8.8; .\CO = 8 8/0.046 = 169. 

Daraus eraehen wir, daS die Kozymase durch diese Trocknung eine 
Schwachung von etwa 55QjO erlitten hat. Indessen gelingt es durch vorsich- 
liges Trocknen leicht eine Trockenhefe darzustellen, ohne wesentliche Zer- 
starung der Kozymase zu verursachen. Dabei werden kleinere Mengen 
frischer Hefe kriiftig auf Ton abgepreSt und in diinnster Schicht getrocknet; 
indem man dann und wann die KZIrner zedriickt. 

11. E i n e  a l k o h o l b i l d e n d e  Toruta a u s  Kef ir. 
Die Reinkulturen dieser Hefe, wie auch die der folgenden und die dea 

Bacillus aerogenes M e n  aus dem bakteriolagischen Laboratorium des 
DCentralanstalten for forsoksvasendet pH jordbruksornrikietcc erhalten. Hm. 
Prof. Chr. B a r t h e l  iind Hrn. Assistenten E. S a n d b e r g  sei dafiir herz- 
lichs t gedankt. 

Die Hefe wurde in sterile Molke iibexgeimJpft. Bald begann die GBrung unter 
starkem Schiiumen. Nach 6 Tagcn wurde die Hefe abzentrifugiert, gewaschen und 
auf Ton abgeprebt. Unter dem Mikroskop zeigten sich die Zellen als beinahe kugelig, 
ziemlich klein, etwa 3 p  lang und 2p breit. Von der Zellenmasse - Trockengewicht 
300/o - wurde 0.lg auf Kozymase geprfift. Nachdem der Rest vollkommen getrocknet 
war, wurden davon 0.05 g geprfift. Trockengewicht 0.049 g. 

ccm CO9 nach 50 60 90 120 150 210 450Jdin. 
T e b e l l e  3. 

0.1 
&us friacher Hefe - 5.5 7.7 8.3 8.7 9.2 - 

aua Trockenhete 3.7 7.6 9.8 12.0 13.4 15.9 20.8 

Fiir frischc Hefe ist ccmCO,/Stunde (60-120 Min.) = 3.8, !fir Txockenhefe 
(30-90 Min.? = 6.1 und ACo = 127 bzm. 121. 

- ohm Rozymase 0.1 - * - 0.1 - 

E s  w u r d e  a l s o  a u c h  i n  d i e s e r  M i l c h z u c k e r  v e r g i i r e n d e n  
Die Kozymase ist durch die schonende H e f e  K o z y m a s e  g e f u n d e n .  

Trocknung nicht geschadigt worden. 
111. E i n e  M i l c h z u c k e r  v e r g a r e n d e  Torula. 

Die Hefe war aus sog. Molkeneisaure reingcziichtet. Die Pu'atur der 
Glrung des Zuckers ist nicht bekannt; jedoch durfte kaum dlkohol ge- 
bildet werden. Die Hefe wurde in Molke weitergezuchtet; dabei wurde keine 
Gasbildung beobachtet. Die Hefe bildete einen Bodensatz, und die uber- 
stehende Msung war vollkommen klar. 

Von der frischen 
Here wurde 0.15g - Trockengewicht 0.05g - genommcn und der Kozymase-Gehalt 
bestimmt. 

Die Zcllen warm langgestreckt, etwa 5 p lang und 2.5 p breit. 
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T a b e l l e  4.  
ecm COp nach 30 60 90 I20 210 Min. 

ohm Kozymase 0.1 - 0.4 - 1 .o 
0.05 g Hefe 5.6 5.6 7.6 9.2 12.8 

5.6 ccm CO, wurden wdhrend tler erdrn Stuiidc entwickclt. ACo =56/0.%5 = 112. 
Der Kozymase-Gehalt ist also etwa dterselbe wie bei der Alkohol bil- 

dender bIilclizuckerhefe. Leider sind die Giirprodukte der letztbesprochenen 
Hefe unbekannt, und die Angaben iiber den Kozymasc-Gehalt sind meniger 
verwertbar. 

IV. Penieillium ghmwn. 
Der Pilz war als weib-griine Deck auf Molke gewachsen. Zur Kozymase- 

Bestimmung wurde ein Teil a b g e p d t  und 0.1 g abgpwogen. Wie aus der 
T a b e l l e  5 hervorgeht, aktiviert der Kochsaft des Pilzes nicht. Der Ver- 
such mit Hefekochsaft zeigt, da8 die ausgewaschene Hefe nicht irgendwie 
gescmigt  war. T a b e l l e  5. 

ccm C& nach 60 90 120 490MIin. 
ohne Kozymsae 0 2  0.3 0.4 2.0 

Penicillium 0.4 0.5 1.0 3.0 
Hefekochsaft 3.5 5.0 6.5 14.0 

Im P e n i c i l l i u m  g l a u c u m  i s t  k e i n e  Kozy inase  v o r h a n d e n .  
Dabei erinnert man sich, da8 Penicillium als ein Erreger der ausgesprochenen 
Oxydationsglrung zu betrachten ist. 

V.  Bacterium lactis aerogents. 
SchlieBlich haben wir zwei gut bekannte Sauiuregiirung erregende Bak- 

terien untersucht, und zwar eims, das die Hexosen-Kette in zwei Dreikohlen- 
stoff-Ketten sprengt (MiIch&liure-Bacterium) und eines, das ein andere Auf- 
teilung bewirkt (Bacillus aerogenes). 

Unter den Gllrungsprodukten des Bacillus nerogenes findet man haupt- 
&chlichst E s s i g s L u r e  und B e r n s t e i n s a u r e .  Denkbar ist, da8 die 
Sprengung der Hexosen-%tte so verlauft: 

CsHisOs = CiHs01  + CHa CHO + H90 
IJeiose 5 BernsteinsBure f Acetnldehyd f Waaser3). 

Die auftretende Essigsaure, Ameisensaure usw. muSten also als Um- 
wandlungsprodukte des Aldehyds angesehen werden. Wie dem auch sei, 
so ist auch bei oberfllchlicher Betrachtung die G h n g  dos Aerogenes eine 
ganz andere als die, welche nur Milchsiiure durch eine Zweiteilung der 
Hevose erzeugt 4). 

Eine kriiftige Gas- 
bildung begann bald. Nach 5Tagen wurde abzenk.ifugiert und die Bak- 
terienmasse auf Ton gepre8t. Die Kultur war rein (kurze Stabchen). 

Von der nocli eiii weiiig feochten Masse - Trockengewicht j O o / o  - (vurde 0 1 g 
auf liozymase geprfifl. 

Der Bacillus aerogenes wurde in Molke gezuchtet. 

T n b e l l e  6. 
ccm CO9 nach 30 60 90 I20 150 180 210Min. 

ohne Kozymase 0.1 0.2 - - 0.2 - 0.3 
li. aerogenes 0.3 - - 0.3 - - 0.3 
Hefekochsaft 0.8 5.5 8.2 9.8 10.7 11.5 1?.1 

B a c t e r i u m  a e r o g e n e s  e n t h a l t  k e i n e  Kozymase .  

3) V i r t a n e n , Soc. Scient. Femnica. Comni. Phys. Jlalh. 1, 36. 
'j N e u b e r g  und H i r s c h ,  loc. cit. S.429. 

!O* 
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V l .  Streptococcus lactis. 
Das Trockenpriiparat v e h n k e n  wir Hrn. Dr. A. V i r t a n e n ,  welcher 

es beschrieben hate). Das Praparat, war etwa einen Monat d t  und war 
Reinlrultur. Nachdem sich gezeigt hatte, 
di48 die Bakterien g r o D e Me n g e n von Kozymase enthielten, wurden 
mehrerc Versuche ausgefuhrt. Einige davon sind in der folgenden Tabelle 
zusammengefaflt : 

Es enthielt z. B. keine Katalase. 

Tabe l la  7. 
ccm CO, nach 30 60 90 120 150 180 Min.. 

ohne Kozymese 0.1 - - 0:l - 0.2 
Q.02 g Bakterien 0.6 2.1 3.7 5.3 6.5 - 
0.06 0.7 3.3 5.8 - 10.5 - 
0.05 B 1.2 3.3 5.8 8.0 - 10.9 

AGO. Bus Versuch 2 (30-90 Min.): 3.110.02 = 155. 
Dql3, wie eben gezeigt ist, d a s  P r a p a r a t  v o n  S t r e p t o c , o c c u s  

l a c  t i s ebensoviel Kozymase enthdt, wie sehr gute Priiparate VOIL Trocken- 
hefe H, i s t  gewiD e i n e  b e m e r k e n s w e r t e  T a t s a c h e .  Wenn nian 
nichk annehrnen will, daD die Kozwase auch eine andere Aufgabe in der 
Zelle hat, lie$ der Gedarike nahe, daD d i e  A l k o h o l -  i ind d i e  M i l c h -  
s a u r e - G i i r u n g  i n  i h r e n  e r s t e n  S t u f e n  u i i t e r  d e r  M i t w i r k u n g  
d e r  K o z y m a s e  i d e n t i s c h  v e r l a u f e n .  Dabei mird es auch sogleich 
auffallen, dal3 die durch den Bacillus aerogenes und den Schirnmelpilz er- 
zeugten Garungen von deiien des Sacclaroniyces uttd des Streptococcus 
lactis grundverschieden sein miissen. 

Nach N e U b e r g  6) verlauft die ersk  Phase der Gai,ung nach der Forme1 : 

Aus dem M e t h y l - g l y o x a l  entstehen bei der dkohol. Garung B r e n z -  
t r a u b e n s a u r e  und daraus A c e t a l d e h y d ,  bei der Milchsaure-Garung 
findet eine innere Umlagerung des Brenztraubenaldehyds stzftt. Aber auch 
die Garungen, bei welchen z. B. Vierkohlenstoff-Ketten gebildet werden, 
will N e u b e r g  mit demeelben Schema e r u r e n .  Aus dem Aldehyd sollten 
n h l i c h  durch Aldol-Kondensation langere Ketten gebildet wcrden konnen. 
So er&en z. B. N e U b e r g  und A r  i n s te i n die Butterslure-Giirung durch 
den Bacillus butylicus Fitzianus 7 ) .  Indessen scheint aus den obigen Ver- 
suchen hervorzugehen, d a D  z. B. bei der Entstehung von Be r n s t e i n s 2 U r e 
die Garung v o n  B e g i n n  a n  auf eine andere Weise verlauft als bei den 
A1 ko ho 1 - und M i l c  h s a u  r e - Garungen. 

Weitere Versuche iiber die Beteiligung der Kozymase und des Zymo- 
phosphates an der Milchsiiuke-Giirung wird Hr. A. V i r  t a n  e n  im AnschluS 
an seine friiheren Versuche 8 )  mitteilen. Die Versuche werden fortgestzt. 

C6 Hls OB = 2 H,O + 2 CH8. CO. COH (Methyl-glyoxal). 

5 )  l i .  lS4, 300 [1924]. 6 )  loc. cit., S .  165. 
8 )  V i r t a n e n ,  H. 134, 300 [1924]. 

7) Bio. Z. 117, 269 [1921j 


