216

0.0902 g Sbst.: 0.0122 g Rh, 0.1100 g AgBr.
Cs2RhBrs. Ber. Rh 13.40, Br 52.02.
Gef. » 13.52, » 51.90.

4. Rubidium-pentabromorhodiat, Rbs{RhBrs].
Wie das Caesiumsalz erhalten und behandelt; etwas dunkler grin gefarbt.
0.1060 g Sbst.: 0.0163 g Rh, 0.1480 g AgBr.
RbyRhBr;. Ber. Rh 15.28, Br 59.34.
Gef. » 1537, » 5942,
Hrn. H. Gebhard sprechen wir auch an dieser Stelle unseren
herzlichsten Dank fiir die freundliche Unterstiitzung aus.

39. A. Bach: Zur Kenntnis der in Tyrosinase tidtigen
Peroxydase.

(Eingegangen am 9. Januar 1908.)

Vor einiger Zeit berichtete ich?) iiber Versuche, welche behuls
Abscheidung der in Tyrosinase vermutlich enthaltenen spezifischen
Peroxydase angestellt worden waren. Durch Verarbeiten von jungen
Kartoffelknollen auf Tyrosinase wurde ein Préaparat erhalten, welches
allein Tyrosin nur langsam oxydierte, dagegen in Anwesenheit von
Hydroperoxyd schon nach wenigen Stunden die charakteristische Me-
laninbildung bewirkte. Aus diesen Versuchen wurde der Schlufl ge-
zogen, dafl Tyrosinase, dhnlich der gewdhnlichen Oxydase, aus einer
Oxygenase, d. h. einem Korper, welcher Peroxyde unter Sauerstofi-
aufnahme bildet und durch Hydroperoxyd ersetzbar ist, und einer
Peroxydase, welche die entstehenden Peroxyde oder das zugesetzte
Hydroperoxyd aktivirt, zusammengesetzt ist.

R. Chodat?) wiederholte meine Versuche, konnte aber dieselben
nicht bestitigen. Er fand sogar, daB Hydroperoxyd auf die Titigkeit
der Tyrosinase nicht einen fordernden, sondern einen hemmenden Ein-
fluB ausiibt. Dieser Befund erklirt sich aber ganz einfach dadurch,
daB Chodat zu konzentrierte Hydroperoxydlésungen fiir seine Ver-
suche angewandt hatte. In meiner oben erwihnten Mitteilung?®) wird
ausdriicklich darauf hingewiesen, dal Tyrosinase, bezw. die in der-
selben titige Peroxydase gegen Hydroperoxyd sehr empfindlich ist,
und dafl die Versuche daber nur mit stark verdiinnten Hydroperoxyd-
losungen ausfiihrbar sind.

1) Diese Berichte 39, 2126 [1906].
?) Archives des Sciences phys. et nat. 34, 173 [1907].
3) Diese Berichte 39, 2128 [1906].
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DaB tatsiichlich die Wirkung der Tyrosinase durch Zusatz von
Hydroperoxyd in hohem MaBe beschleunigt wird, ist neuerdings von
O.v. Fiirth und E. Jerusalem?!) in einer umfangreichen Arbeit iiber
fermentative Melaninbildung mit voller Bestimmtheit bewiesen worden.
Diese Forscher stellten die Grenze fest, oberhalb welcher Tyrosinase
durch Hydroperoxyd geschidigt wird, und fithrten ihre simtlichen
Versuche mit Tyrosinase in Gegenwart von Hydroperoxyd aus,
dabei ausschlieflich die Wirkung der in diesem Ferment titigen Per-
oxydase ins Auge fassend.

Auf Grund obiger Tatsachen kann die Existenz einer Peroxy-
dase in Tyrosinase als ziemlich wahrscheinlich angesehen werden,
der direkte Bewels fiir die Richtigkeit dieser Annahme fehlt aber
noch. Ich bemiihte mich daher, durch weitere Versuche die Bedin-
gungen festzustellen, unter welchen die Trennung der Tyrosinase in
ihre Bestandteile bewirkt werden kann.

Als Versuchsmaterial diente mir eine Pilzart (Russula delica), von
der mir etwa 2.5 kg zur Verfiigung standen. Das Material wurde in drei
Portionen getrennt verarbeitet: I. junge, tadellose Pilze, II. iltere,
mehr oder wenig geschidigte Pilze, und III. bereits in Fiulnis be-
griffene Pilze. Die in der Hackmaschine fein zerkleinerten Pilze wur-
den abgeprefit, der gewonnene schleimige Saft wurde mit Toluol iber-
sittigt und in gut verschliefbaren, bis zum Hals gefiillten Flaschen
aufbewahrt. Um die Wirkung der Tyrosinase quantitativ zu verfol-
gen, ging ich von einer bereits bei den friiheren Versuchen gemachten
Beobachtung aus, nimlich, daBl das schwarze Oxydationsprodukt,
welclies bei der Einwirkung von pflanzlicher Tyrosinase. auf Tyrosin
entsteht, sich durch verdinnte Kaliumpermanganatlosung in Gegen-
wart von Schwefelsiure leicht entfirben lafit. s zeigte sich, daf}
diese Reaktion einer ebenso genauen, wie einfachen Methode zur Be-
stimmung der relativen Melaninmengen zugrunde gelegt werden kann.
Es geniigt, das schwarze Reaktionsgemisch mit 0.002-normaler Per-
manganatlosung unter Zusatz von Schwefelsiure bis zur Entfirbung
zu titrieren, um gut iibereinstimmende Resultate zu erbalten. Unter
Benutzung obiger Titrationsmethode wurdeu zun#ichst die frisch aus-
gepreften Pilzsilte auf ihre Fihigkeit, Tyrosin zu oxydieren, unter-
sucht.

Von den auf das 10-fache mit destilliertem Wasser verdiinnten Siiften
wurden je 10 cem mit 10 cem Tyrosinlosung (0.05 ®/, Tyrosin und 0.04 9%,
Natriumecarbonat enthaltend) und 30 cem Wasser zusammengebracht, nach
Verlauf von 24 Stunden wurden die Proben mit je 1 cem 10-prozentiger
Sehwefelsdure angesivert nnd mit 0.002-normaler Permanganatlosung bis zur

) Beitr. zur Chem. Physiologie und Pathologie 10, 46, 131 [1907].
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Entfarbung titriect. Unter Abzug der Permanganatmengeén, welche zur Ent-
fairbung der ursprimglich braunlich gefarbten Fermentlosungen erforderlich
waren, wurden folgende Zahlen erhalten:

Saft 1 Saft II Saft 111
Aussehen der Reaktionsge- s fis%flfglg‘v:gsz, Schwarzviclett  Dunkelbraun
mische nach 24 Stunden Q Sediment — —
Verbrauchte Permanganat-
losung . . . . . . . 37.8 cem 13.6 cem 8.3 ccm.

Um weiter das Verhalten der Sifte gegen Hydroperoxyd zu priifen,
habe ich den Versuch in der Weise wiederholt, dall je 1 ccm 0.05-pro-
zentige Hydroperoxydlosung zu jedem Reaktionsgemisch gegeben wurde.
Obgleich die Sifte Katalase enthielten, hewirkte der Zusatz von Hydro-
peroxyd in den Proben II und III eine betréchtliche Beschleunigung
der Melapinbildung. Nach Verlauf von 24 Stunden waren auch diese
Reaktionsgemische tintig schwarz. Nachdem das etwa unverbraucht
gebliebene Hydroperoxyd durch Zusatz von je 1 ccm Katalaselésung
zerstort worden war (diese Menge geniigte, um 10ccm 1-prozentige Hydro-
peroxydldsung binnen 1 Minute zu zersetzen), wurden die Reaktions-
gemische angesduert und titriert.

Verbraunchte Kaliumpermanganatlosung:
Saft I 37.3 cem Saft II 26.7 cem Saft I 23.27cem.

Durch den Zusatz von Hydroperoxyd wurde also Saft 1 in seiner
Wirkung nicht beeinfluflt, die Wirkung des Saites II wurde verdoppelt,
die des Saftes III beinahe verdreifacht. Demnach wirkt Hydroper-
oxyd auf die Titigkeit der T'yrosinase um so mehr fordernd, je
schwiicher die urspriingliche Fermentlosung ist. Am einfachsten 1d3t
sich dieser Befund in der Weise erkliren, daB die Abschwiichung der
Tyrosinase auf eine teilweise Zerstorung ihrer durch Hydroperoxyd
ersetzbaren Oxygenase zuriickzufiihren ist.

Saft IIT geriet nach einigen Tagen in eine widrige Fiulnis und
wurde zerstort, Saft II, von dem nur etwa 100 ccm vorhanden waren,
wurde beiseite gestellt, und Saft I (470 ccm) wurde weiter verarbeitet.
Die schleimige, braune Fliissigkeit reagierte sauer und konnte ihrer
Beschaffenheit wegen nicht filtriert werden. TUm die Siure abzu-
stumpfen und zugleich die Schleime zu koagulieren. habe ich die Fliissigkeit
mit 10 g Magnesiumecarbonat durchgeschiittelt und filtriert. Das klare,
hellbraune Filtrat lieB nach einiger Zeit auf den Winden der Flasche
einen geringen krystallinischen Uberzug erscheinen. Die Fliissigkeit
wurde moglichst vollig entfernt, der Uberzug wurde abgeschabt und
mit 30 cem Wasser behandelt. Er erwies sich als sebr wenig 16slich
in Wasser. Von dem abgegossenen Wasser wurden 10 cem mit
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dem gleichen Volumen Tyrosinlosung vermischt. Nach 24 Stunden
war das Gemisch vollkommen farblos. Als ich aber dasselbe mit
0.5 cem 0.05-prozentiger Hydroperoxydlosung versetzte, beobachtete
ich eine ziemlich rasche Oxydation des Tyrosins. Nach Verlauf von
10 Stunden war das Gemisch schwarz gefarbt. Der Versuch wurde
mit dem Rest des wiBrigen Auszuges wiederholt und ergab dasselbe
Resultat. In Gegenwart von Hydroperoxyd féirbte sich das Reaktions-
gemisch schon nach verhiltnismifBig kurzer Zeit schwarz, wihrend in
Abwesenheit von Hydroperoxyd dasselbe sich erst am 3. Tage zu
firben begann. Es schien demnach, als ob beim Behandeln des Pilz-
saltes mit Magnesiumcarbonat eine schwer l8sliche Verbindung ent-
stiinde, welche von den Bestandteilen der Tyrosinase betrichtlich
mehr Peroxydase als Oxygenase zuriickhielte. Dementsprechend
diirfte auch der abfiltrierte Magnesiumecarbonatschlamm mehr Per-
oxydase als Oxygenase enthalten. Diese Voraussetzung erwies sich
als richtig.

Der klare Saft wurde nochmals mit 10 g Magnesiumcarbonat ausge-
schiittelt und das Gemisch an der Wasserstrahlpumpe filtriert, um den
Sehlamm moglichst scharf von dem anhaftenden Saft zu befreien. Der luft-
trockne Schlamm wurde dann mit 100 ccm Wasser verrieben und der
wasserhelle, beinahe farblose Auszug untersucht.

A. 20 eem Auszug, 10 cem Tyrosinlosung, 29 cem Wasser, 1 cem Hydro-
peroxydlosung.
B. 20 cem Auszug, 10 cem L'yrosinlosung, 30 ccm Wasser, kein Hydro-
peroxydzusatz.

Nach 30 Minuten zeigte Probe A eine deutliche Braunfirbung, welche
rasch zunahm. Nach 10 Stunden erschien das Reaktionsgemisch tintig schwarz.
Nach Zusatz von 1 cem Katalaselosung wurde dasselbe angesiuert und mit
0.002-normaler Permanganatlosung titriert. Verbraucht: 18.4 cem Permanga-
natlosung. Probe B begann am 3. Tage sich langsam zu firben, am 7. Tage
war sie schwarz gefirbt. Die Titration ergab dann 20.1 cem Permanganat-
l6sung.

Aus Obigem geht hervor, dafl durch Ausschiitteln des Pilzsaftes
mit Magnesiumcarbonat die in der Tyrosinase enthaltene Peroxydase
von ihrer Oxygenase getrennt werden kann, indem das Magnesium-
carbonat bei weitem mehr Peroxydase als Oxygenase zuriickhilt.

Eine teilweise Tremnung der Bestandteile der Tyrosinase kann
weiter durch Methylalkohol erzielt werden.

100 cem Pilzsaft wurden in 500 cem starken Methylalkohol gegossen; der
entstandenc Niederschlag wurde rasch filtriert, mit Methylalkohol nachge-
waschen und im Vakuum iber Chlorcalcium vom Fillungsmittel befreit. Der
trockne Niederschlag wurde mit 100 cem Wasser verrieben, wobei nur ein
geringer Anteil der Substanz in Lésung ging, und die filtrierte Flissigkeit
in obiger Weise mit Tyrosinlosung in Gegenwart und Abwesenheit von
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Hydroperoxyd zusammengebracht. Wihrend nun die mit Hydroperoxyd ver-
setzte Probe schon nach 12 Stunden die charakteristische Schwarzfarbung
zeigte, blieb die hydroperoxydfreie Probe beinahe zwei volle Tage unverindert.
Permanganatverbrauch zur Entfirbung der ersten Probe nach 12 Stunden:
17.6 cem.

AuBer diesen Methoden zur mehr oder weniger weitgehenden
Trennung der Bestandteile der Tyrosinase soll hier noch auf eine
unter gewissen Umstinden freiwillig eintretende, noch nicht nédher er-
orterte Zerstorung der in Tyrosinase enthaltenen Oxygenase hinge-
wiesen werden. Saft III (vergl. oben) wurde nach 6 Wochen langem
Aufbewahren in Gegenwart von Toluol auf die Wirksamkeit der Tyro-
sinase wiederum gepriift. Dabei ergab sich, dafl der Salt seine Féhig-
keit, schon fiir sich Tyrosin zu oxydieren, fast vollkommen verloren hatte.
Die mit Tyrosinlésung zusammengebrachte Fliissigkeit begann sich erst
nach Verlauf von 24 Stunden langsam zu firben, wihrend die mit
Hydroperoxyd versetzte Probe nach 24 Stunden vollkommen schwarz
erschien und zur Entfirbung 25.3 cem Permanganatlésung erforderte.
Vor 6 Wochen war der Permanganatverbrauch nach 24 Stunden: in
Gegenwart von Hydroperoxyd 27.6 cem, in Abwesenheit von Hydro-
peroxyd 13.6 cem. Die in der Tyrosinase enthaltene Peroxydase
blieb also beim Aufbewahren beinahe unverindert, wihrend die ent-
sprechende Oxygenase bis aul einen kleinen Rest verschwand.

Die Ergebnisse der im Obigen mitgeteilten Versuche lassen sich
folgendermaBen zusammenfassen:

In passender Verdiinnung ibt Hydroperoxyd auf die Wirkung
frischer, normaler Tyrosinase keinerlei Einflu8 aus. Bei gewissen
Verinderungen der Tyrosinase, welche kiinstlich erzeugt werden kdnnen
oder freiwillig eintreten, wird dagegen die Wirkung derselben bei der
Oxydation des Tyrosins durch Zusatz vou verdiinntem Hydroperoxyd
auferordentlich beschleunigt. In normaler Tyrosinase scheinen also
die aus der Oxygenase entstehenden Peroxyde zur vollen Ausnutzung
der entsprechenden Peroxydase auszureichen. Bei den Veriinderungen
der Peroxydase wird aber die Oxygenase, welche a priori als ein sehr
unbestindiger Korper aufzufassen ist, zuniichst geschidigt und kann
daher durch entsprechende Mengen Hydroperoxyds bei der Oxydation
des Tyrosins ersetzt werden. Diese Erklirung steht mit den in letzter
Zeit bekannt gewordenen, aul das Gebiet der Oxydationsfermente be-
ziiglichen Tatsachen in vollem Einklang.

Genf. Privatlaboratorium.





