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ROLA GLUTATIONU W FERMENTACJI ALKOHOLOWEJ.

I. Katalityczne utlenianie siarkowodoru przy pomocy drucika platynowego
w obecnosci alkoholu.

(On the part the glutathione plays in the alcoholic iermentation).

I. (A catalytic oxidation of sulfurhydrogen by means of a platinum wire
in the presence of alcohols).

(wplynelo 16,111 1935)
WSTEP.

Stosunkowo najobfitsze wystepowanie glutanionun w komor-
kach, w ktoryveh zachodzi intensywny metabolizm cukrow zapa-
sowveh (skrobi i glukogenu), jak np. w drozdzach, w nasionach
hogatyeh w o skrobie i biadka, w  tkankach merystematyeznyeh
(1), w watrobie i w miecgniach, wskazuje na czynny udzial owego
trojpeptydu w przerobee enkrow.,

Jednym z najobszerniej rozpatrywanyveh eyvklow przemia-
ny enkrow, zaleznej od wspoldzialania glutationu, jest fermenta-
cja alkoholowa, w ktorej glutation odgrywa role jednego z ko-
enzynow. Zauwazono nadto, ze wodny ekstrakf z nasion, z droz-
dzyv lub z micsni. zawierajacy ohok innyveh takze glutation, akty-
wije nietvlko zymaze drozdzy i nasion leez takze oddychanie
tkanek zwierzeeyeh (2). Mechanizm jednak owego dzialania gluta-
tionu nie jest jeszeze wyswictlony., Prawdopodobnie polega on
na aktywowanin wzglednie hamowanin pewnyeh enzymow  zy-
mazy oraz nicktoryeh produktow rozkladu cukrow i wynika prze-
dewszystkiem z oheenogel grupy wodorosiarkowej (— SH) w dro-
binie glutationu, jak o tem mozna wnioskowadé z faktu, ze takze
niektore inne zwigzki, posiadajacy grupe tiolows, jak np. kwas
tioglukolowy i kwas o —— tiomlekowy. moga dzialaé jako ko-zy-
zyvmaza, Dzicki owej grupie glutation moze dziala¢ jako przeno-
siciel ezynnego wodorn (2 GRH. GRRG + 2 H ') 1 moze wehodzi¢
w polgezenia z niektoremi skiadnikami tresei komorki.  Wodor.,
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uwalniany z grupy tiolowej glutationu, moze hy¢ przyiaczany do
wolnego tlenu a w brakn tego do pewnyeh produktow rozkiadu
cukrow i na odwrdot, woddr, odezepiany od pewnyeh  innyeh
zwigzkow, moze hyvé spowrotem przyvlaezany do odwodornionego
glutationu (GSSG).

Przemiana jednak cukrow w oddychaniu anaerobijnem za-
lezy nietylko od obecnosei przenosicieli czynnego wodorn lecz
takze od aktywowania drobiny cukru, ktore zachodzi na drodze
wigzania cukrow w estry kwasu fosforowego (3). Powstawanice
takich estrow jest niczbedne zarowno w procesach fermentaeji
alkoholowej drozdzy i nasion, jak tez w oddyehanin tkanek zwie-
rzecyeh (4). Heksoza bowiem w postaci monofosforanu moze Iat-
wo ulegaé w komoree rozkladowi na zwiazki o mmiejszej ilosei
atomow wegla a mianowicie na trioze (aldehyd glyeerynowy czy
tez dwuoksyaceton) i kwas glveervnofosforowy wzelednie kwas
fosforoglycerynowy. Jak wiadomo fosforany heksozy powstaja
pod dzialaniem enzymu fosfatezy a ulegaja hydrolizie pod wphy-
wem fosfotazy. Czynnosé tej ostatniej jest prawdopodobnie regu-
lowana w komorce przez glutation: na taka mozliwosé wskazujy
spostrzezenia poezynione przez Waldschmidt-Leitza (5), wedlug
Ktorych dzialanie fosfatazy, w przeciwstawieniu do tegoz fosfa-
tezy, jest hamowane przez siarkowodor i eysteine (leez nie przez
cystynel. Prawdopodobnie wiee takze glutation, dzicki zawarto-
fei w nim eysteiny, utrudnia w pewnych warunkach hydrolize
fosforanu heksozy 1w ten sposob kontroluje szyhkosé rozkiadu
cukrow.

Proez tego glutation moze, dzieki grupie tiolowej, aktyvwo-
waé bezposrednio przemiane pewnych produktow rozkladu en-
krow: przedewszystkiem karbonyle, jako najbardziej podatne
reakejom, moga tworzy¢ z glutationem odwracalne produkty do-
dania i w tej postaci ulegac¢ dalszym przemianom. Zdaniem Auha-
gena (6) takie zwiazki, czyli polmerkaptale, stanowia stadja po-
frednie w przemianie ketoaldehydow w oksykwasy pod dziala-
niem ketoaldehydomutazy: na tej drodze metvlglvoksal zostaje
przeprowadzony w kwas mlekowy:

L0
CH;.CO.COH + GSH=CH;.C0.C%-0H ~ -

SCHy . CH (O . CO,H - GSIH.

Taka wieloraka vola glutationu jest prawdopodobnie sku-
piona w preparacie ko-zyvmazy wyizolowanej z drozdiy przez
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Eulera i jego wspolpracownikow (7), ktory zawieral obok orga-
nieznie zwiazanej siarki takze ester kwasu fosforowego.

Powyzej wspomniane badania przedstawiaja pierwsze wy-
tyczne kroki w probie wyswietlenia roli glutationu. Autor zajal
sie w tym zakresie kwestja wystepowania’ glutationu w postaci
uwodornionej w nasionach poddanyeh kielkowanin w warunkach
anacrobijnyeh. Chodzi tu przedewszystkiemm o wyjasnienie, jakie
warunki wplvwaja na utrzymanie sie glutationu w postaci uwo-
dornionej. W zjawisku owem sa dwie mozliwodei a mianowicie:
elutation nwodorniony utrzymuje siec w komorce jako taki dzigki
temu, ze¢ w miare odstepowania wodoru pewnvm akeeptorom wo-
doru pokrywa swe straty kosztem wodorn odezepionego od in-
nych skladnikow tresei komorki, lub tez wskutek tego, ze pewne
produkty rozkiadu cukrow hamuja jego odwodornienie. W tym
ostatnim przypadku rola glutationu, jako przenosiciela ezynnego
wodorn, bylaby ograniezona. Takim hamujacym produktem prze-
miany cukrow w fermentacji alkoholowej byiby, miedzy innemi,
takze alkohol. Przypuszezenie to poparte jest faktem zauwazo-
nyvm przez autora, ze alkohol dodany do wodnego roztworn glu-
tationu utrudnia jego odwodornienie tlenem powietrza.

W celu wice zorjentowania sic w tem zagadnieniu, majacem
pierwszorzedne znaczenie w studjach procesu oddychania anaero-
hijnego wogdle a w procesie fermentacji alkoholowej w szezegol-
nosei, przeprowadzil autor nizej opisane doswiadezenia nad prze-
noszeniem czynnego wodoru z siarkowodoru gazowego (SH,) na
tlen powietrza, dzialajacy tu jako akeeptor wodoru, w obeeno$ei
katalizatora mineralnego a mianowicie drucika platynowego. Do-
Swiadezenie to uzasadnione jest tem. ze siarkowodor zachowuje
sie wobee akeeptorow wodoru zupelnie podobnie jak grupa tiolo-
wa o glutationu, a zageszezenie reagujaeveh czynnikow na po-
wierzehni platyny znajduje swa analogje w zageszezaniu tych
cvinikow na powierzehni micel koloidow enzymatyeznyceh.

EKSPERYMENTALNA.

METODA.

Do doswiadezen uzywano siarkowodorn  wywiazywanego
z siarezku zelazawego zapomocea kwasu solnego w aparacie Kippa.
Gaz przeplukiwano woda i wprowadzano w kolbe Erlenmeyera
pojemnogei 250 em®.
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Jako katalizatora, uzywano drucika platynowego, utwier-
dzonego w preciku szklanym i zagictego w o oczko, jakiego =i
zwykle uzywa w pracy bakterjologicznej.

Kolbe, napeliong siarkowodorem i ewentualnie rawierajaci
odpowiednie inne substancje badane, trzymano w pofozeniu nie-
mal poziomem w chwili wprowadzania w nig drucika platynowe

o, uprzednio nieco ogrzanego w plomieniu palnika gazowego.

a) Utlenianie siarkowodoru.

Po wprowadzeniu do  kolby napehiionej  siarkowodorem
drucika platynowego, uprzednio rozzarzonego do CZeTWOnosel.
nastapilo natyehmiast zapalenie si¢ wybuchowe gazu z rowno
czesnem ogrzaniem sie Seiany  kolby, na ktorej utworzyl sig
wkrotee nalot siarki splywajacej wraz z kropelkami wody na dno
kolby. Po nastepnem dodaniu nieco wody otrzymano mleczno-bhia-
la zawiesine wraz z zoltym kwiatem siarczanym.

Wy Utlenianie siarkowodory w obeenosci wody.

Utlenianie katalityezne siarkowodorn w obeenosci 10 em?
wody. uprzednio nasyconej siarkowodorem, przebiegalo z cksplo-
zja nieco slabsza, niz reakeja samego gazu. Proces, zapoczatko-
wany w fazie gazowej, przenosil si¢ szybko na laz¢ plyna: woda
metniala w o ciggu kilkunastu sekund i tworzyla ptyn mleczno-
biaty. Ten, odsaczony od nieznacznej zreszia ilodei zoltego kwia-
tu siarczanego, zadano kilku Kroplami kwasu solnego i ogrzane
w celu odpedzenia ladow siarkowodoru i stracenia siarki ko-
loidalnej, ktora osadzifa sie w plynie zostawionym przez pewien
czas w spokoju. Filtrat klarowny i bezbarwny zadano Kilku krop-
fami 107, roztworu chlorku baru. Otrzymano nicco siarczanu ha-
ru, co dowodzi, ze dzialanie tlenu nie ograniczalo sie tu tylko do
odwodornienia siarkowodoru leez ezesciowo takze prowadzito do
jego utlenienia na kwas siarkowy.

Po ogolnem zorjentowaniu sie nad reakeja czystego siarko-
wodoru, poddano badaniu najpierw czyste substancje, ktoryceh
wplyw na Katalityezne utlenianie siarkowodorn miano  rozpa
trywac.
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a) Metanol,

10 em?® metanolu, uprzednio przedestylowanego z nad wap-
na palonego, umieszezono na dnie kolby. Drucik platynowy ogrza-
no do ezerwonosei a skoro zaezal gasnaé, wprowadzono go do
wnetrza kolhy poziomo trzymanej. Drucik zaczal sic spowrotem
rozzarzac az do biadogei, poezem nastapito zapalenie xi¢ pary me-
tanolu z silng eksplozja.

Podezas spontanicznego rozzarzania sic drucika zachodzilo
rozerzewanie sie feiany kolby w miejseu najblizej drucika poto-
zonem. o cksplozji pary metanolu, plynna jego ezesé nie ulegala
zapalenin. Kiedy niezwloeznie wiozono ponownie drucik, nawet
hardzo silnie rozzarzony, zapalenie sie pary nie nastapifo, a dru-
cik bardzo slabo lub nawet weale sie nie rozzarzyl. Jesli jednak
pozostawiono kolbe otwarty przez pewien czas w spokoju w po-
lozeniu pionowem, mozna bylo  ponownie wywola¢  eksplozje.
W ten sposob, uzywajace piecio- lub dziesicciominutowyeh przerw,
mozna bvlo powtarza¢ wielokrotnie wybuchowe zapalenie sie ga-
zu na tej samej probee metanoli. Przerwy spoezynkowe byly nie-
zhedne woeelu umozliwienia ulotnienia sie produktow spalenia,
ktore hamowaly dalsza reakeje. Jegli kolbe zatkano natychmiast
po eksplozji, zahamowanie dalszej reakeji trwato bez Zzmiany ca-
femi codzinami. Prawdopodobnie tlenek wegla byl owym produk-
tem reakeji, ktory uniemozliwial dalsze eksplozywne utlenianie
pary metanoht. Aldehyd mrowkowy i slady wody, jakie rowniez
w owej reakeji, powstawaly, nie hamowaly zbytnio eksplozji, je-
{ije oezywigeie dodano w nieduzej ilosci.

Spontaniezne’ rozzarzanie sie drucika cieplem r akeji we-
wnatrz kolby, zawierajacej nieco metanolu, nie nastepowalo we
wszystkich dowolnyeh leez tylko w pewnych micjscach., Goracy
drucik. wprowadzony tuz nad powierzchnic metanolu, rozzarzal
sie bardzo powoli i gast w chwili dotkni¢eia nim plynu: w miare
zag podnoszenia go w gore, zaczynal sie spowrotem coraz to sil-
niej rozzarzac. Miejsee, w ktorem owe spontaniczne rozzarzanie
sie bylo najenergieznicjsze i prowadzito do eksplozji, byio w od-
legtosei okolo 1,5 em od dna i od gornej czesei kolby trzymanej
poziomo. Punkt ten nazwano tu, dla krotkosei, katalitycznem og
niskiem fazy gazowej. Polozenie tego ogniska zalezy od optyvinal-
nej koneentracji pary metanolu i tlenu powietrza wchodzacyeh
w reakeje na powierzehni drucika platynowego. W dalszyeh pro-
hach katalitveznego utlenienia pary metanolu wehodzy wgre tak-
e produkty uprzedniego spalenia, ktore hamuja reakeje i powo-
duja przesuniccie polozenia owego ogniska w kierunku wylotu
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kolby. Rozmiary katalityeznego ogniska sa stosunkowo nieduze:
fwiadezy o tem przesuwanie sie zarzacego sie pola na druciku od
konea ku jego nasadzie lub w kierunku odwrotnym podezas po-
wolnego posuwania drucika wewnatrz kolby poziomo trzymanej.
W pewnym miejseu mozna bylo wowezas spowodowadé roziarze-
nie sie drucika tylko na odeinku okolo 2 mm diugim i to posrod-
ku lub tez blizej konea drucika:; mozna tei hylo nastepnie prze-
sunaé owo fwiecenie drucika na jego oezko i przy znalezienin og-
niska wywolaé rozzarzenie sie do biadego zarn wiekszej czesei dru-
cika i spowodowaé eksplozje. Owo fluktuacja w polozeniu ogni-
ska katalityeznego, silnie sic zaznaczajaca po wielokrotnie po-
wtorzonych spaleniach tej samej probki metanolu, wiadezy o tem.,
ze faza gazowa nie jest jednolita lecz utworzona z kilku warstw,
w ktoryeh poszezegolne skladniki sq w rozmaitej koncentracji.
Ciagla dyfuzja gazow do wnetrza i nazewnatrz kolby powoduje
zaburzenia w owych koncentracjach i przez to samo zmiane w po-
lozeniu ogniska. Warstwa o optymalnej mieszaninie gazow ma
postac¢ splaszezonego stozka, ktorego szezyt skicrowany jest ku
szyjee Kolby. Ognisko lezy w poblizu podstawy owego stozka, kto-
raprzy pierwszej eksplozji lezy w poblizu dna i gornej czesei kol-
by poziomo trzymanej, a w nastepnyeh probach przesuwa sie ku
jej wylotowi. (Nie zdotano zauwazyé podobnego ogniska w kolbie
napelnionej siarkowodorem ani tez nie mozna bylo uchwyeic
W nim stopniowego rozzarzania si¢ drucika, gdyz do wybuchowe-
go utleniania tego gazu trzeba bylo wen wprowadzi¢ drucik juz
silnie uprzednio roziarzony).

by Etanol.

Pary etanolu absolutnego, $wiezo przedestyvlowanego z nad
wapna palonego i umieszezonego w kolbie, ulegaly tylko jeden
raz eksplozji. Ponowne proby zapalenia nawet po dhuzszych przer-
wach pocezatkowyeh nie udawaly sie.

¢) dmylol i propylol, badane w takich samych warunkach.

co powyzsze alkohole, nie nadawaly si¢ zapalenia ich pary.

ITT;
WPLYW ALKOHOLI NA UTLENIANIE SIARKOWODORLU.
1) 10 em® metanolu nasycono siarkowodorem w kolbie po-

jemnosei 250 em®. Drucik, rozzarzony do ezerwonosei, wywolal la-
godne zapalenie w poblizu wylotu kolby lecz nie w glebi naczy-
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nia. Po 10-cin minutowe] przerwie spoezvnkowej zdolano po-
nownie wywolaé¢ spalenie sic plomienne pozostalej reszty siarko-
wodoru. W pierwszych kilku takich reakejach zachodzito lagod-
ne spalenie sie i to przewaznie samego siarkowodoru. Nalot siar-
ki tworzyvt <ic slabo. Po wyezerpaniu wickszosei siarkowodoru za-
czelo wystepowad w nastepnyveh probach katalizy coraz to ener-
ciczniejsze wybuchowe spalanie sie metanolu tak, iz ostatecznie
po kazdej przerwie spoezyvnkowe] wystepowalo eksplozywne za-
palenie sie pary metanolu, poprzedzane przez charakterystyczne
samorozzarzanie sie drueika. jakiego nie obserwowano w pierw-
szych Kilku probach.

2) Etanol hamowal zapalenie sie siarkowodoru o wiele sil-
niej, niz metanol. Wprawdzie przy pierwszem wprowadzenin roz-
rarzonego drucika nastapilo. bardzo slabe zreszta, zapalenie sie
siarkowodorn u wylotu kolby, nastepne jednak proby daly wy-
niki ujemne nawet po dingich przerwach.

3 Altkohol amylowy nie hamowal zapalenia sie
dorn w fazie gazowej.

+ siarkowo-

Katalitvezne utlenienie siarkowodorn bylo bardzo silnie ha-
mowane przez aldehyd mrowkowy i octowy oraz przez aceton.
Reakeje te hedg rozpatrywane poiniej.

DYSKUSJA T WNIOSKL

Wyze] opisane doswiadezenia wykazaly, ze utlenianie siar-
kowodoru jest hamowane przez pary alkoholi i viee versa. Z tego
mozna wnioskowac, ze obok innyeh produktow rozkladn eukrow
takze alkohol moze utrudniac¢ przenoszenie wodoru z grupy tio-
lowej elutanionu na odpowiednie akeeptory wodoru. powstajace
woprocesie fermentacji alkoholowej cukrn i ze na odwrot alkohol
moze byé chroniony przed swem utlenianiem si¢ przez elutation
nwodorniony.

Mamy w tym przypadku t. zw, konkurencje substratu, za-
nwazong tez woniektoryveh innyeh doswiadezeniach. Pevwng ana-
iogje znajdujemy pod tym wzgledem w przemijajacem hamowa-
nin dziadania oksydazy ziemniaka na 2 - naftol i p-fenylendwu-
amin przez glutation uwodorniony, jak to zauwazyl Bersin (8)
oraz. woutrudnianin samoutleniania sie adrenaliny w obeenosei
glutationu, opisanem przez Welcha (9. W obu tyeh razach
utlenianie bhadanyeh substaneyj nastepuje dopiero po zupelem
nuprzedniem utlenienin glatationn,
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SUMMARY.

A hot platinum wire, put into an open flask containing sulfur-
hydrogen, caused immediately an explosive combustion of the gas.

A warm platinum wire. put into an open 250 ce. Erlen-
meverflask containing ea. 10 ce. of methanol, was spontancously
heated to a white glow by the heat of the reaction which was fol-
lowed by an explosive combustion of methanol vapors. A further
explosive oxidation of methanol vapors could he produced first
after a 5 to 10 minutes pause.  An optimal concentration of the
gazeous reagents inside the flask which facilitated an explosion
was called a catalytic focus. 1t was localized at a certain point
inside the flask and was afterwards displaced towards the outlet
of the flask in the further series of the combustions.

A catalytie oxidation of sulfurhydrogen in an open 250
ce. Erlenmeyer flask, contaning ca, 10 ce. of methanol, was manre
kedly retarded, and the eatalytic focus was at first displaced to
wards the neck of the flask.  First after a several times repeated
combustion of sulfurhydrogen a catalvtic combustion of the va-
pors of methanol could be continued.

The eatalvtic oxidation of sulfurhvdrogen was much more
inhibited by the vapors of ethanol than by those of methanol.

Sincee the thiol-groupe of elutathione and the sulfurhydro-
gen behave similarly towards the acceptors of hvdrogen it can he
from the above observations coneluded that a dehvdrogenation
of glutathione in the process of an aleoholic fermentation can he
inhibited by ethanol and, viee versa, the oxidation of alcohol can
be retarded in the presence of glutathione.
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