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BESTIMMUNG DES GLUTATHIONGEHALTES

MEDIZINISCH ANGEWANDTER TROCKENHEFEN.
Von
TH. SABALITSCHKA.

Berlin.

(Eingelangt am 13. September 1936.)

Dem Glutathion, einem aus den Aminoséuren Glykokoll, Cystein
und Glutaminséure bestehenden Tripeptid wird wegen seiner leich-
ten Oxydier- und Reduzierbarkeit eine Bedeutung fiir die Oxyda-
tions- und Reduktionsvorginge in der lebenden Zelle zugeschrieben;
es soll dabei die wichtige Rolle als Acceptor bzw. Donator fiir
Wasserstoff spielen. Ob diese Annahme voll berechtigt ist, konnen
erst weitere Forschungen kldren. Jedenfalls ist fiir verschiedene
Oxydationsvorgéinge und fermentative Umsetzungen eine Forde-
rung seitens des Glutathions festgestellt. Glutathion scheint den
Stoffwechsel der Zelle zu aktivieren, es besitzt ferner eine stark
entgiftende Wirkung sowohl bei akuter Vergiftung durch kiinst-
liche Zufuhr von Giften oder Infektionen, wie auch bei chronischen
Infektionen und Intoxikationen.
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Glutathion (y-Glutaminyl-Cysteinyl-Glycin).

In den lebenden Organismen kommt das Glutathion in redu-
zierter und oxydierter Form vor. Erstere ist die Sulfhydrylform
oder G-SH-Form, letztere die Disulfidform oder G-SS-G-Form.
Die Oxydation der ersteren in wisseriger Liosung zu letzterer be-
wirkt bereits die Luft. Reduktion mit naszierendem Wasserstoff
verwandelt die oxydierte Form wieder in die G-SH-Form.

Hefe enthilt betréichtliche Mengen Glutathion. Diesen Glu-
tathiongehalt brachten neuerdings C. T. BAUMANN und J. v.
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DEscHWANDEN !, ferner J. THOMANN?® zur therapeutischen Wir-
kung der Hefe in Beziehung. Hefe wird in der Therapie ja gegen
verschiedene Krankheiten angewandt, ohne dafl man die dabei be-
obachteten Heilerfolge immer hinreichend erklidren kann. Bei Ver-
abfolgung glutathionreicher Hefe in Rekrutenschulen beobachteten
die genannten Forscher eine Steigerung des Glutathiongehalts des
Blutes und damit der Widerstandsféhigkeit gegen Krankheiten.

So war ein Verfahren zur Ermittelung des Glutathiongehaltes
der medizinisch angewandten Hefen, sei es als Heilmittel oder als
difitetisches Prdparat, erwiinscht. Das Verfahren soll hinreichend
genau und auch einfach sein. Fiir die Ausarbeitung des Verfah-
rens standen zur Verfiigung die Beobachtungen von W. C. HEss?,
1. KNG, L. BAUMGARTNER u. I. H. PAGE?, MasoN?, J. KUBNAU®,
E. Bacu u. E. Baca’, M. Deraviiie u. L. Kowarski® R.
Wirtaem u. K. STErn®, G. E. Woopwarp u. E. G. FrY',
W. QUENSEL u. K. WacHHOLDER "' und K. WAcHHOLDER, K.
ANDERS u. K. UHLENBROOCK > bei der Bestimmung des Glut-
athion in Blut und Organen. Nach diesen Forschern ist die Ver-
wendung von Kaliumferricyanid, das nach der Methode H. (£
HAGEDORN u. B. N. JENSEN® zur Oxydimetrie von Zucker be-
nutzt wird, bei der stark sauren Reaktion der zu titrierenden Glu-
tathionlgsung nicht brauchbar. Um eine Autoxydation des Glu-
tathions zu verhindern, mufl man ja in stark saurer Losung arbei-
ten. Mit Hilfe der Siure lassen sich vorhandene Eiweillstoffe ent-
fernen. Hierbei bewihrte sich Sulfosalicylsdure, nicht z. B. Tri-

1 Mitt. a. d. Gebiete d. Lebensmittelunters. u. Hyg. 24, 1933, Heft 4—5;
Schweiz. med. Wochenschr. 64, 703 (1934).
Verhandl. d. Schweiz. Naturf.-Ges. 1934, 463.
Journ, Washington Acad. Sciences 19, 419 (1929); C. C. 1930, L, 867.
Biochem. Ztschr. 217, 389 (1930).
Journ. of biol. Chem. 86, 623 (1930).
Biochem. Ztschr. 230, 353 (1931).
Biochem. Ztschr. 236, 174 (1931).
Compt. rend. Soc. Biol. 106, 1220 (1931); C. C. 1931, II, 2362.
9 Biochem. Ztschr. 260, 180 (1933).
10 Journ. of biol. Chem. 97, 465 (1932); C. C. 1932, II, 2997.
t Ztschr. physiol. Chem. 231, 65 (1935).
2 Ztschr. physiol. Chem. 233, 181 (1935).
13 Biochem. Ztschr. 135, 46 (1923).
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chloressigsdure. Gibt man zur Oxydation des Glutathions Jod-
l6sung in Uberschull zu und titriert nach einiger Zeit den rest-
lichen Jodanteil zuriick, so ergibt sich dabei infolge weitgehen-
derer Oxydation ein groBerer Jodverbrauch als bei direkter Titra-
tion mit Jodlésung; deshalb ist nur letztere anwendbar. Da Jodat-
lésung sich einfacher zubereiten 1dQt und besser haltbar ist als
Jodlosung, ist Jodatlosung vorzuziehen. Man titriert direkt mit
Jodatlosung bei Gegenwart von Jodid, S#ure und Stirke. G-SH
regiert dabei mit dem durch das Jodat in Freiheit gesetzte Jod
folgendermalfien:

2G-SH + J, = G-SS-G + 2 HJ
Um das Gesamtglutathion zu ermitteln, reduziert man vor der
Titration mit naszierendem Wasserstoff vollkommen zum G-SH.

Aus der Differenz beider Titrationen iRt sich urspriinglich vor-
handenes G-SS-G berechnen.

Voraussetzung fiir einen obiger Gleichung entsprechenden Jod-
verbrauch ist eine Glutathionkonzentration des Reaktionsgemi-
sches von mindestens 6 mgy . Die untersuchten, bei 40° frisch-
getrockneten Bierhefen ergaben bei dem beschriebenen Verfahren
stets hohere Konzentrationen. Ist der Glutathiongehalt der Hefe
geringer, da die verwendete Hefe an sich weniger Glutathion ent-
hélt, oder ihr urspriinglicher Glutathiongehalt beim Trocknen oder
wihrend der Aufbewahrung absank, dann wire anstatt der nach-
stehend vorgeschriebenen 1,0 g Trockenhefe z. B. 2 g von vorn-
herein zu extrahieren, ohne dal dabei die Mengen der Extraktions-
fliissigkeit und der Reagentien gedindert werden.

Um Glutathion von anderen jodbindenden Substanzen zu unter-
scheiden, fithrt man noch eine besondere Titration aus, nachdem
man das Glutathion mit Formaldehyd ausschied, der dabei gefun-
dene Jodverbrauch ist von dem bei der Haupttitration gefundenen
abzuziehen.

Ausfiihrung der Bestimmung.

Aus 1,0 g feingepulverter Trockenhefe (genau gewogen) und
36 ccm Wasser (genau gemessen mit Biirette) bereitet man unter
allméhlichem Anriihren in einer Porzellanschale eine Suspension,
mischt diese mit 4 ccm 227 iger wisseriger Sulfosalicylséurelésung
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(genau gemessen mit Biirette) und lilt das Gemisch unter mehr-
fachem Umriihren eine halbe Stunde bedeckt stehen. Dann saugt
man durch ein doppeltes Filter auf einer kleinen Nutsche (Durch-
messer ca. 5 cm) scharf ab. ZweckmifBig feuchtet man das Filter
vor dem Filtrieren der ganzen Suspension vorsichtig mit dieser an,
damit nicht Hefeteile in das Filtrat iibergehen. Von dem klaren
und schwach gelb gefdrbten Filtrat nimmt man 10 cem mit der
Pipette auf, gibt sie in einen Erlenmeyer von 50 cem Inhalt, setzt
dort 1 cem 107 ige, frisch bereitete Jodkaliumlésung und 20 Trop-
fen 17 ige Stérkelosung, bereitet mit konzentrierter Kochsalz-
l6sung, zu und 14Bt unter gutem Umschwenken dann sofort aus
einer Mikrobiirette n/1000 Kaliumjodatlosung zuflieBen, bis die
schwach gelb gefdrbte Fliissigkeit einen schwachen Umschlag nach
rosa-violett zeigt. Gegen Ende der Titration verschwindet die
rosa-violette Férbung langsam; daher ist vor der Beendigung durch
einige Minuten langes Warten zu priifen, ob die Férbung bestehen
bleibt. Steht das Titriergefil auf weiller Unterlage und vor einem
weillen Hintergrund, so ist das Bestehenbleiben der rosa-violetten
Farbung hinreichend genau zu beobachten. Nicht darf bis zum
Auftreten der Blaufirbung der Stdrke titriert werden.

Weitere mit der Pipette entnommene 10 cem Filtrat versetzt
man in einem Erlenmeyer von 50 ccm Inhalt mit 5 cem 407 iger
Schwefelséiure und Zinkspinen in solcher Menge, dall eine 2 Stun-
den lange Wasserstoffentwicklung stattfindet. Zweckméfig ist
der wiederholte Zusatz kleiner Anteile der Zinkspine, sodafl auch
nach zwei Stunden noch ungeldostes Zink vorhanden ist. Die Ent-
wicklung von Wasserstoff mull hinreichend lebhaft sein, damit die
Flissigkeit dadurch dauernd leicht in Bewegung gehalten und das
zu reduzierende Glutathion dauernd an den Entstehungsort des
aktiven Wasserstoffs herangespiilt wird. Nach zwei Stunden giel3t
man die Fliissigkeit von dem noch nicht gelosten Zinkanteil durch
ein kleines Filter in einen Erlenmeyer von 50 cem Inhalt ab,
wiischt Gefil}, Zink und Filter noch mit wenig Wasser wiederholt
nach, und bestimmt sofort das Gesamt-Glutathion in der oben an-
gegebenen Weise.

Zur Ermittlung der nicht dem Glutathion zukommenden Jod-
bindung ist in gleicher Weise ein Versuch mit 0,5 g Hefe (genau
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gewogen) auszufiihren, bei welchem anstatt 18 cem Wasser 18 cem
einer Mischung von 1,0 cem 357%iger Formaldehydlosung mit
100 cem Wasser zur Herstellung des Hefeauszuges benutzt werden.
Man zieht zuerst mit dieser Losung eine halbe Stunde wie oben
die Hefe aus, mischt hierauf 2 cem 227 ige Sulfosalicylsdurelosung
zu, 10t nochmals 15 Minuten stehen und verfihrt weiter wie oben.
Es sei darauf hingewiesen, daBl bei einem Zufiigen von Formal-
dehyd nach dem Zusatz der Sulfosalicylsdure und vor der Filtra-
tion die Ausscheidung des Glutathions nur mehr teilweise gelingt;
gibt man Formaldehyd zu dem bereits mit Sulfosalicylsdure ver-
getzten und filtrierten Hefeauszug und titriert dann, so findet
iiberhaupt keine Ausscheidung des Glutathions fiir die Jodbindung
mehr statt, d. h. man benotigt in diesem Falle bei der Titration
dieselbe Menge Jodat wie ohne Formaldehyd. Deshalb ist in der
angegebenen Reihenfolge zu verfahren.

Die sowohl fiir die direkt vorhandene G-SH-Form, wie fiir die nach
der Reduktion vorhandene G-SH-Form, wie auch fiir die ,,Restjod-
bindung* verbrauchten Jodatmengen beziehen sich stets auf 0,25 g
Hefe. Man zieht den fiir die Restjodbindung verbrauchten Jodat-
anteil von den bei den ersten beiden Titrationen verbrauchten
Jodatmengen ab und ermittelt aus den Differenzen die vorhandene
G-SH-Form und das Gesamt-Glutathion, das ebenfalls als G-SH
berechnet wird. Multipliziert man die jeweils gefundenen Diffe-
renzen mit 123 (= 0,307 X 400), so erhiilt man den mg7 -Gehalt
der Hefe an direkt in reduzierter Form vorhandenem Glutathion,
bzw. Gesamt-Glutathion. Die Differenz beider Werte ergibt
weiter den Gehalt an G-SS-G-Form, ausgedriickt durch die daraus
erhiltliche G-SH-Menge.

Die n/1000 Jodatlosung erhilt man durch Verdiinnen von n/100
Jodatlésung vor der Titration. Die n/100 Jodatlésung ist nach
unseren Erfahrungen im geschlossenen Gefdl mehrere Monate un-
verdndert halthar. Man bereitet sie durch Liésen von 0,3567 g
reinem KJO auf 1 Liter Wasser. 1 cem n/1000 Jodatlésung ent-
spricht 0,307 mg G-SH.

Fiir frische bei 40° getrocknete Bierhefe fanden wir nach Abzug
der Restjodbindung durchschnittlich einen Verbrauch von 4—5 ccm
Jodat fiir die in 10 ccm Hefeauszug vorhandene G-SH-Form, der
Verbrauch an Jodat nach der Reduktion war nur wenig hoher. Der
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auf die Restjodbindung entfallende Jodatanteil war gering, er be-
trug bei unseren Versuchen 0,2—0,3 cem, also weniger als 10%
der Gesamtjodatmenge. Aus obigem Jodatverbrauch berechnet
sich der Gehalt der frischen, bei 100° getrockneten Bierhefe an
G-SH-Form zu 490 bis 615 mg¥%. Dies stimmt hinreichend iiber-
ein mit dem von J. THOMANN ! nach einer anderen Methode ge-
fundenen Glutathionmittelwert von 450 mg% in bestrahlter Bier-
hefe. Bei lingerem Lagern der Trockenhefe erfihrt die G-SH-Form
eine Oxydation und nimmt auch der Gesamt-Glutathiongehalt,
allerdings in geringerem Male ab. Dieser Ubergang von G-SH in
G-SS-G und die Abnahme des Gesamtglutathions verlaufen in ver-
schiedenen Hefen ungleichmiiig rasch. Nach J. THOMANN be-
schleunigt der Feuchtigkeitsgehalt der Hefe diese Wertverminde-
rung. In PreBhefe fand jener Autor z. B. nur 20—50 mg¥%
Glutathion. Das Trocknen der Hefe bei 100° setzt ebenfalls deren
Gehalt an Gesamtglutathion und an G-SH herab, und zwar den
letzteren stidrker, da G-SH dabei zum Teil in G-SS-G iibergeht.
In einer aus dem Handel bezogenen sog. Vitaminhefe fanden wir
hochstens Spuren von Glutathion.

Diese Verschiedenheit des Glutathiongehaltes der Hefen macht
die Ermittlung des Glutathiongehaltes in den in der Therapie be-
nutzten Trockenhefen angezeigt. Seine Ermittlung 140t zugleich
erkennen, ob die Hefe bei niederer Temperatur, wie es D. A.-B. VI
fiir medizinische Hefe vorschreibt, getrocknet ist, ob sie sachgemify
lagerte und ob sie nicht zu sehr gealtert ist. Ein auffallend nie-
derer Glutathiongehalt deutet auch eine Abnahme oder ein Ver-
schwinden anderer therapeutisch wirksamer Inhaltsbestandteile der
Hefe infolge unsachgeméfBer Herstellung oder Aufbewahrung der-
selben an.

14 Verhandl. d. Schweiz. Naturf.-Ges. 1934, 463.



