Redukcja blekitu metylenowego przez drozdze.
I. Wplyw koncentracji jonéw wodorowych
1 temperatury.

(On the reduction of methylene blue by yeast. — I. The
influence of hydrogen ion concentration and of temperature).
Napisal
ANTONI KOZLOWSKI.

Wstep.

Redukcja i utlenianie, zachodzace w komérce zywej, przedsta-
wiaja misternie utkang sie¢ reakeyj, ktére stanowia zasadnicze tlo
biologicznej przemiany materji. Tlen, wchodzacy tu w gre, pobierany
bywa z powietrza lub tez odczepiany zostaje od odpowiednich
zwigzkéw, wodér natomiast przenoszony zostaje z jednego zwigzku
na drugi. Reakcje uwarunkowane wolnym tlenem okreslono jako
oddychanie tlenowe, aerobijne, dwa za$ pozostale przypadki, jako
oddychanie beztlenowe, anaerobijne, $rédczasteczkowe. To ostatnie
moze wprawdzie zachodzi¢ takie w obecnosci wolnego tlenu, wy-
stepuje jednak wyrazniej, jakkolwiek w kierunku mniej lub wigcej
odmiennym, w nieobecnosci tlenu, jak n. p. w anaerobijnych kultu-
rach bakteryj i drozdzy, w kielkujgcych nasionach, w owocach, lis-
ciach i innych organach roélin lub tez w rozmaitych tkankach zwie-
rzecych pozbawionych wolnego tlenu.

Przenoszenie wodoru pocigga za sobg réwnoczesnie redukcie
i utlenianie; zwigzek bowiem odczepiajacy wodor staje sig przez to
sam wen ubozszy czyli utleniony, zwigzek za$ przylaczajacy ow
wodér staje sie przez to samo zredukowany. Proces odczepiania
wodoru od pewnych skladnikéw tresci komorki da sig sledzié, po
uprzedniem wyeliminowaniu wolnego tlenu, przy pomocy rozmaitych
odczynnikéw, ktérych produkt redukcji da sig¢ latwo obserwowaé
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przez stratg lub nabycie barwy (jak np. blekit metylenowy, m-dwunitro-
benzol, nitroantrachinon) lub tez da si¢ oznaczyé metodami posred-
niemi (jak np. azotyn oznaczony ilosciowo metodg [losvay-Lunge'go
przy redukcji azotanu). Zwigzki takie, latwo przylaczajace wodér,
nazwano ogélnie odbieraczami, akceptorami wodoru,
podczas gdy skladniki tresci komérki latwo odczepiajgce wodor
oznaczono ogdlnie jako wodorodawce, donatory wodoru,
kofermenty redukcyjne.

Wodorodawce sg czesto niezbyt trwale i sklonne sg do utlenia-
nia, izomeryzacji i rozkladu. Dadzg sie one z komdrki wyciagngé
i zastapi¢ przez zwiazki chemicznie okreslone jak n. p. w pewnych
przypadkach przez: 1) aldehydy (aldehyd mrowkowy, octowy,
salicylowy, benzoesowy, izowalerjanowy i inne; 2) aldozy (glukoza);
3) ketony (dwuhydroksyaceton); 4) ketozy (fruktoza); 5) kwasy
(mlekowy, tiomlekowy, bursztynowy, tioglykolowy); 6) aminokwasy
(alanina, glykokol, cysteina); 7) zasady purynowe (ksantyna, hypo-
ksantyna) 8) peptony; 9) bialka (globulina, albumina).

W niektérych przypadkach odbieracze wodoru reaguja z wodo-
rodawcami wprost bardzo latwo i dostrzegalnie; w pewnych za$
razach jest niezbednem przytem posrednictwo katalizatoréw maja-
cych wszystkie cechy enzyméw, ktére nazywano rozmaicie, jak np.
redukaza, reduktaza, aksydo-reduktaza, dehydraza, dehydrogenaza,
perhydraza, perhydrydaza i t. p.

Dodaé jednak tu nalezy, Zze mimo nawet obecnosci enzymoéw
redukcyjnych, reakcja nie zawsze da sie¢ przeprowadzié, gdyz przy
zastosowaniu pewnych odbieraczy wodoru niezbednem jest takze
dobranie odpowiednich wodorodawcéw; reakcja wigc ta jest czesto
specyficzng t. j. Scisle zalezng od natury chemicznej poszczegélnych
skladnikéw systemu redukcyjnego, a wigc od wodorodawcy, odbie-
racza wodoru i enzymu redukcyjnego. Da si¢ to wywnioskowaé
choéby z nastepujacego przykladu: enzym Schardingera, wy-
izolowany z mleka, redukuje blekit metylenowy w obecnosci alde-
hydéw .i azotany w obecnoéci aldehydéw lub zasad purynowych;
redukaza za$ ziemniaka moze wprawdzie redukowaé azotany w obec-
nosci aldehydéw, lecz weale nie w obecnosci tylko zasad purynowych
i nie ma zdolnosci odbarwiania blekitu metylenowego. Zauwazono
tez niejednokrotnie, ze pewne zwiazki, uzyte jako wodorodawece,
moga byé czynne w obecnosci enzyméw redukcyjnych drozdzy lub
watroby, lecz wcale nie przy zastosowaniu enzyméw redukcyjnych
bakterji — 1 odwrotnie. Co wigce], nawet izomeryczna budowa
zwigzku moze tu odgrywaé bardzo wazng role. 1 tak np. kwas
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winowy lewoskretny moze stuzyé jako wodorodawca, lecz wcale nie
prawoskretny; kwas a-tiomlekowy jest bardziej czynny niz 3-tiomle-
kowy: bioglukoza, zwigzana z kwasem fosforowym, jest aktywniejsza
niz czysta glukoza, (podobnie ma si¢ z fruktoza).

Jak przy wielu innych procesach biochemicznych, tak samo tu
obecnoéé pewnych zwigzkéw moze redukcje przyspieszaé lub tez
utrudniaé.

W celu wgladniecia w mechanizm systemu redukcyjnego droz-
dzy, autor podjal si¢ proby wyizolowania ko-enzymu i enzymu re-
dukcyjnego; uprzednio jednak, dla poréwnania aktywnosci prepara-
téw, chemicznie mniej lub wigcej oczyszczonych, przeprowadzono
ponize] opisane orjentacyjne badania redukcji blekitu metylenowego
przez drozdze calkowite.

Doéwiadczenia nad wplywem koncentracji jonéw wodorowych
i temperatury na redukcje blekitu metylenowego przez drozdze.

Roztwér blekitu metylenowego sporzadzono w sposéb nastepu-
jacy: 0'6 gm barwnika wyciagni¢to przy pomocy 10 gm letniego
alkoholu absolutnego: odcentryfugowany ekstrakt rozcieficzono obli-
czona iloscia (395 cm®) wody, tak by otrzymaé 1°/,-owy roztwor;
plyn ten przechowywano w ciemnosci w kolbkach szczelnie zatka-
nych, przed uzyciem sporzadzano $wiezy roztwér 0°05°/-owy przez
dodanie 19 ¢m® wody do 1 ¢m® roztworu barwnika.

Rurki préiniowe byly rozwidlone pod takim katem, ze dno
ramion moglo byé dosiggniete pipeta. Doszlifowane zatyczki rurek
uszczelniano mieszaning parafiny, gumy i wazeliny, stopionych razem
w stosunku 1:1:2.

W celu utrzymania warunkéw mozliwie jednostajnych, 5 rurek
prézniowych (zawierajacych badany materjal) dolaczano do rurki
mosieznej o 5-ciu odgalezieniach bocznych i uwalniano je od gazéw
réwnoczesnie.

Powietrze z rurek usuwane bylo stopniowo; najpierw przy po-
mocy stabej pompy a nastepnie (po uplywie 2 minut) przy pomocy
pompy olejowej; z poczatku rurki byly energicznie potrzasane i tylko
czesciowo otwierane, by uniknaé przerzucania plynu z jednego ra-
mienia w drugie. Usuwanie gazéw trwalo w kazdym razie 10 minut
z przerwami kilkoma co 2 minuty dla przywrécenia plynowi tempe-
_ ratury pokojowej. Lekkie podgrzewanie i potrzasanie przyspieszato
wydalenie gazéw.

Zrezygnowano tu z usuniecia Sladéw tlenu. gdyz chodzito tu
gltéwnie o orjentacje, a nie o ilosciowy pomiar redukcii.
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Do badania uzyto swiezych drozdzy piekarskich, zawierajgcych
nieco skrobi i okolo 70"/, wody.

A) Wplyw koncentracji jonéw wodorowych w rozmaitych
temperaturach.

Doswiadczenie: w jedno ramig rurki prézniowej wlozono
30 mgm $wiezych drozdzy i 1 em® roztworu fosforanéw (L. 1)
o oznaczonej koncentracji jonéw wodorowych (pH); w drugie ramie
rurki wpuszczono 1 cm® tego samego roztworu fosforanéw i 04 cm®
005"/, roztworu blekitu metylenowego.

Serje rurek z powyze] opisang zawartoscig uwolniono od gazéw
i wstawiono do kapieli wodnej o Scisle oznaczonej temperaturze;
po uplywie 3 minut, skoro plyn w rurkach przybral temperature
kapieli wodnej, zmieszano zawarto$¢ obu ramion przez ukosne prze-
chylenie rurek i notowano okresy czasu, w jakich blekit metylenowy
ulegl zupelnemu odbarwieniu.

Tabela 1.

Wplyw koncentracji jonéw wodorowych i temperatury na redukcje blekitu mety-
lenowego przez swieze drozdie piekarskie.

pH roztwo- Czas redukcji barwnika w temperaturach
row fosfo- podanych:
ranéw: | 400 I e
50 60’ L10740” | 710" 13/15”
60 2/ | v | 3 67"
70 | 127307 ! 2/ 55" | 212" 3157
g0 | 71 | 2w | v | 2
90 vs' | v | V0| 14
100 | 1/ 55" ! 176" 057" 17207

W tabeli I podane sa przecietne okreséw czasu otrzymane
z kilku pomiaréw; okresy czasu moga byé¢ nieco wyisze lub nizsze
od podanych w tabeli I; zaleza one, oczywista, od warunkéw
eksperymentalnych, jak np. od stopnia usuniecia tlenu, od ilosci
i $wiezosci drozdzy, od ilosci barwnika. W kazdym razie wykazujg
one bardzo wyrainie wplyw czynnikéw na wstepie tego rozdziatu
zaznaczonych a mianowicie pozwalaja one wnioskowaé, ze w tem-
peraturze 40°—55° redukcja blekitu metylenowego przez komorki
drozdzy przebiega tem szybciej im mniejszg jest koncentracja jonow
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wodorowych; w temperaturze 60° zaznacza sie juz pewne zahamo-
wanie procesu, jakkolwiek jeszcze nieznaczne, w kaidym razie juz
dostrzegalne zwlaszcza przy bardzie] kwasne] i zasadowe] reakcji
plynu.

W celu scislejszego okreslenia, jaka temperatura przyspiesza
a Jaka hamuje proces redukeji, przeprowadzono jeszcze nastepujgce
doswiadczenia:

B) Wplyw temperatury.

Serje doswiadczen przeprowadzono z taka samg iloscig materjalu
i w taki sam sposéb, jak w doswiadczeniu A. Koncentracja jonow
wodorowych byla jedna i ta sama a mianowicie pH = 7°0. Rezultaty
sg podane w tabeli IL

Tabela II

Wplyw temperatury na redukcje blekitu metylenowego przez drozidze Swieze

przy pH- 7:0.

Temp. | 10 | 100 | 200 | 300 | 400 ‘ 500 | 600 | 650 | 700 80" | 90°

| 1000 10 | 3 (2407 4 | 0 | 0 | O
| | | | |
0 — bez zmiany w ciagu 8 godzin.

|
'Czas red. 0 0 | 180/
i

W doswiadczeniach tych zauwazono, ze w temperaturze niskiej,
1°—10° blekit metylenowy nie ulegl odbarwieniu w ciggu 8 go-
dzin, nawet gdy uiyto bardzo malo barwnika (01 cm® 07008"/,
roztworu na 80 mgm drozdzy). Dopiero przy 20° blekit metyle-
nowy zaczgl ulegaé bardzo powolnemu odbarwianiu, ktére wystepo-
walo ze zwrastajgcg szybkosciag w miare dalszego podwyiszania tem-
peratury od 30°—60°; przy 70° i wyzej redukcja barwnika byla
zahamowana zupelnie. Jesli jednak nie stosowano ogrzewania przez
3 minuty przed zmieszaniem zawartosci rurek, odbarwienie blekitu
nastepowalo przy 70° w ciggu 2'/; minuty. Widocznie wigc nawet
krotkie ogrzanie droidzy do 70° niszezy ich system redukcyjny. Ow
szkodliwy wplyw wyiszej temperatury (70°—90°) nie da si¢ zauwazy¢,
jesli uzyto bardzo malej ilosci blekitu. W celu $cislejszego okreslenia,
jaka temperatura jest szkodliwa dla systemu redukcyjnego drozdzy
przeprowadzono jeszcze nastepujgce doswiadczenie:

Probki 30 mgm drozdiy zawieszono w 1 c¢cm’ roztworu fosfora-
néw o koncentracji jonéw wodorowych pH = 50—100 i ogrzewano
w otwartych rurkach préiniowych w ciagu jednej godziny do tem-
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peratury a) 509 &) 55% c¢) 60° i d) 65°; inne takie same serje ogrze-
wano: a) przez 15 minut w temperaturze 60° b) przez 30 minut
przy 60°% c) przez 30 minut przy 65°; poczem wprowadzono w dru-
gie ramie rurek prézniowych 04 cm® 0°05°/, roztworu blekitu oraz
1 cm® roztworéw fosforanéw (pH = 5:0—10'0). Rurki uwolnione od
gazéw wstawiono do kapieli wodnej o temperaturze 55°; po uplywie
3 minut zawarto$é obu ramion rurek zmieszano i notowano czas
odbarwienia; wyniki zestawione sg w tabeli Il

Tabela III.

Czas redukeji blekitu metylenowego w 55 przy pH — 70 przez droidze uprzednio
ogrzewane w podanych czasach, temperaturach i pH.

o T e m per at u ry
pH roztwo-?_ 500 l 550 600 | 650
réow fosfo- — _ e e e
ranéw ‘ B Czas ogrzewania.
|60 60 |15 i 30’ 60 | 30 | e
50 |0 sy 5 60 | w0 |0
60 | 627 | 9 1330”7 | 17 25 | 0o | 0
70 || 3107 | 5 6 97 3000 0 0
80 | ¥ | % 100 | o o | 0 0
90 | 150’ | 2307 | 3 | 0 0 0
100 || 2307 | ¥ 0 | o | 0o | o0 0

0 = bez zmiany w ciagu 8 godzin.

Poréwnanie szybkosci reakcji przy 55° dokonanej przez drozdie
swieze (t. I.) i przez droidze uprzednio ogrzewane wykazalo bardzo
wyraznie, ze szkodliwy wplyw temperatury wyzsze] spotegowany
zostaje przez kwasy a zwlaszcza przez zasady. Na uwage tez zastu-
guje fakt, ze alkaliczne roztwory, ktére przyspieszajg redukcje blekitu
metylenowego ponizej 60° potegujg destruktywny wplyw wyzsze]
temperatury (ponad 60°) o wiele energicznie] niz kwasne roztwory.

Wnioski.

Szybkosé redukcji blekitu metylenowego przez drozdie wzrasta
w miarg podwyzszania temperatury od 20°—55° oraz w miare obni-
zania koncentracji jonéw wodorowych od pH = 50 do pH = 10°0.
Optymalna temperatura owej redukcji jest w poblizu 50° przy reakcji
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obojetnej. System redukcyjny drozdzy ulega destrukeji, jakkolwiek
jeszcze nieznacznej, juz przy 55° a juz bardzo wyraznej przy 70°.

W temperaturze niskiej, 1°—10° reakcja przebiega bardzo po-
woli i jest trudno dostrzegalna.

Conclusions.

The reduction of methylene blue by fresh yeast is accelerated
by raising the temperature up to 55° C and by decreasing the
hydrogen ion concentration from pH =50 to 10°0. The optimal
temperature of that reduction is near 50° C in a neutral solution.
The reducing system of yeast is affected, although not yet so markedly
at 55° C, but very distinctly at 70° C.

The reduction progresses very slowly and is almost indiscernible
at temperatures between 1 and 10° C.
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