
216 

0.0902 g Sbst.: 0.0122 g Rh, 0.1100 g AgBr. 
CszRhBrs. Ber. Rh 13.40, Br 52.02. 

Gef. )) 13.52, )) 51.90. 

4. R u b i d i u m - p e n t a b r o m o r h o d i a t ,  Rbs[RhBrs]. 
\Vie das Caesiumsalz erhalten und behandelt; etwas dunkler griin gefirbt. 
0.1060 g Sbst.: 0.0163 g Rh, 0.1480 g AgBr. 

RbZRhBrs. ber. Rh 15.28, Br 59.34. 
Gef. )) 15.37, 59.42. 

Hrn. H. G e b h a r d  sprechen wir auch an dieser Stelle unseren 
herzlichsten Dank fur die freundliche Unterstutzung aus. 

39. A. Bach: Zur Kenntnia der in Tyrosinase tiltigen 
Peroxy dase. 

(Eingegangen am 9. Januar 1908.) 

Vor einiger Zeit berichtete ich ') iiber Versuche, welche behnfs 
Abscheidung der in Tyrosinase vermutlich enthaltenen spezifischen 
Peroxydase angestellt worden waren. Durch Verarbeiten yon jungen 
Kartoffelknollen auf Tyrosinase wurde ein Praparat erhalten, welches 
allein Tyrosin nur langsam oxydierte, dagegen in Anwesenheit von 
Hydroperoxyd schon nach menigen Stunden die charakteristische Me- 
laninbildung bewirkte. Ans diesen Versuchen wurde der SchluS ge- 
zogen , daB Tyrosinase, Hhnlich der gewohnlichen Oxydase, aus einer 
O x y g e n a s e ,  d. h. einem Korper, welcher Peroxyde unter Sauerstoff- 
aufnahme bildet und durch Hydroperosyd ersetzbar ist, und einer 
P e r o x y d a s e ,  welche die entstehenden Peroxyde oder das zugesetzte 
Hydroperoxyd aktivirt, zusammengesetzt ist. 

R. C h o d a t  z, wiederholte meine Versuche, konnte aber dieselben 
nicht bestltigen. E r  fand sogar, daB Hydroperoxyd auf die THtigkeit 
der Tyrosinase nicht einen fordernden, sondern einen hemmendeu Ein- 
fluB ausubt. Dieser Befund erklart sich aber ganz einfach dadurch, 
daS C h o  d a t  zu konzentrierte Hydroperoxydlosungen fur seine Ver- 
suche angewandt hatte. I n  meiner oben erwahnten Mitteilung 9 wird 
ausdrucklich darauf hingewiesen , daS Tyrosinase, bezw. die in der- 
selben tatige Peroxydase gegen Hydroperoxyd sehr empfindlich ist, 
und daS die Versuche daher nur mit stark verdiinnten Hydroperoxyd- 
losungen ausfuhrbar sind. 

I)  Diese Berichte 39, 2126 [1906]. 
a) Archives des Sciences phys. et nat. 34, 173 [1907]. 
3, Diese Berichte 39, 2128 [l906]. 
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Da13 tatsachlich die Wirkung der Tyrosinase durch Zusatz \-on 
Hydroperoxyd in hohem MaSe beschleunigt wird, ist neuerdings von 
0. v. F u r t h  und E. J e r u s a l e m ’ )  in  einer umfangreichen Arbeit uber 
fermentative Melaninbildung niit voller Bestimmtheit bewiesen worden. 
Diese Forscher stellten die Grenze fest, oberhalb welcher Tyrosinase 
durch Hydroperoxyd geschgidigt wird, uod fiihrten ihre simtlichen 
Versuche mit Tyrosinase in  G e g e n w a r t  v o n  H y d r b p e r o x y d  BUS, 

dabei ausschlie8lich die Wirkung der in dieseni Ferment tatigen Per- 
oxydase ins Auge fassend. 

Auf Grund obiger Tatsachen kann die Existenz einer Perory- 
dase in  Tyrosinase als ziemlich wahrscheinlich augesehen werden, 
der clirekte Beweis fur 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 (Russnla delica), von 
der mir etwa 2.5 kg zur Verfiigung standen. Das Material wurde in drei 
Portionen getrennt verarbeitet : I. juoge, tadellose Pilze, 11. 5ltere, 
mehr oder wenig geschadigte Pilze, und 111. bereits in  Piulnis be- 
griffene Pilze. Die in der Hackmaschine fein zerkleinerten Pilze wur- 
den abgepregt, der gewonnene schleimige Saft wurde rnit Toluol iiber- 
sattigt und in  gut verschliegbaren, bis zum Hals  gefullten F lahhen  
aufbewahrt. Urn die Wirkung der ‘Yyrosinase quantitativ zii verfol- 
gen, ging ich von einer bereits bei den fruheren Versnchen gemacliten 
Reobachtung aus, namlich , tlaB das schwarze Oxydationsprodiikt, 
welches bei der Einwirkung von pflanzlicher Tyrosinase. :tuf Tyrosin 
entsteht, sich durch verdunnte I~aliumpermang,znatlii.sung in  Gegen- 
wart von Schwefelsaure leicht entfarben 1aBt. Es zeigte sich, da8 
diese Reaktion einer ebenso genauen, wie einfachen Methode ziir Re- 
stimmnng der relativeu Melaninmengeii zugrunde gelegt werden kann. 
Es geniigt, clas schwarze Reaktionsgemisch mit 0.002 -normaler Per- 
mauganatliisung unter Zusatz von Schwefelaiiure bis zur Entfiirbung 
z u  titrieren, uni gut iibereinstimmende Resultate zu erhalten. Unter 
Benutzung obiger Titrationsrnethodr wurtleu zunkchst die frisch aus- 
gepre8ten Pilzsafte aaf ihre Fshigkeit, Tyrosin z ~ i  osydierw , unter- 
sucht. 

\-on den auf tlas 10-faclie rnit destilliertem Wasser verdiinnten SiiEten 
wurden je 10 ccni mit 10 ccm Tyrosinlosung (0.05 
Natriumcarbonat enthalteiid) nnd 30 ccm Tasser  zusammengebracht , nach 
Verlauf yon 2 1  Stunden murden die Proben mit je 1 ccm 10-prozentiger 
Schwefelsaure angesiiiiert nnd mit 0.002-normaler Pei-maiiganatliisung bis ziir 

Tyrosin und 0.04 

1) Eeitr. zur Chem. Physiologie und Pathologie 10, 46, 131 [19Oi]. 
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Entfiirbung 'titriert. Unter Bbzug der Permanganatnicngh, melche zur Ent- 
firbung der ursprknnglich briiunlich gef3rbten Fermentlosungen erforderlich 
waren, \vurdeii folgende Zahlen erhalten: 

Saft I Saft I1 Saft I11 
Tiefschwarz, Ychwarzviolett Dunkelhraun Xussehen der lieaktionsge- \ schmarzes 

mische nach 24 Stunden 1 - - 

Verbrauchtc Permanganat- 
losung. . . . . . . 37.6 ccm 13.6 ccm 8.3 ccm. 

Uni weiter das Verhalteu der Safte gegen Hydroperosyd zu priifen, 
habe ich den Versuch in der Weise wiederholt, dafi je 1 ccm 0.05-pro- 
zentige Hydroperoxydlosung zu jedem Reaktionsgemisch gegeben wurde. 
Obgleich die Safte Katalase enthielten, hewirkt,e der Zusatz von Hydro- 
peroxyd in den Proben I1 und 111 eine betrachtliche Bescbleunigung 
der Melauinbildung. Nach Verlauf von 24 Stunden waren auch diese 
Reaktionsgemische tintig schwarz. Nachdem das etwa unverbraucht 
gebliebene Hydroperoxyd durch Zusatz von je 1 ccm Katalaselosung 
zerstort worden war (dieseMenge geniigte, urn lOccm 1-prozentigeHydro- 
peroxydlosung binnen 1 Minute zn zersetzen) , wurden die Reaktions- 
gemische angesauert und titriert. 

Verb rail c h t e J\: a lium perm an g ana t 1 ij s u 11 g: 
daft I 37.3 ccm Saft 11 26.7 ccm Saft Ill' 23.2'ccni. 

Uurch den Zusatz von Hydroperoxyd wurde also Saft I in seiner 
Wirkung nicht beeinflufit, die Wirkung des Saftes I1 wurde verdoppelt, 
die des Saftes I11 beinahe verdreifacht. Demnach wirkt Hydroper- 
oxyd auf die Tatigkeit der 'J'yrosinase um so mehr fordernd, je 
schwacher die ursprungliche Fermentlosung ist. Am einfachsten lafit 
sich dieser Befund in der Weise erklaren, dal3 die Abschwachung der 
Tyrosinase auf eine teiiweise Zerstorung ihrer durch Hydroperoxyd 
ersetzbaren Oxygenase zuriickzufuhren ist. 

Saft I11 geriet nach einigen Tagen in eine widrige FCulnis und 
wurde zerstort, Saft 11, Yon dem nur etwa 100 ccni vorhanden waren, 
wurde beiseite gestellt, und Saft I (470 ccm) wurde weiter verarbeitet. 
Die schleimige, braune Fliissigkeit reagierte sailer und konnte ihrer 
BeschafEenheit wegen nicht filtriert werden. Uni die Siinre abzu- 
stumpfen und zugleich die Schleinie zu koagulieren, habe ich dieFlussigkeit 
mit 10 g Magnesiumcarbonat durchgeschuttelt und filtriert,. Das klare, 
hellbraune Filtrat lie6 nach einiger Zeit auf den Wanden der Flasche 
einen geringen krystallinischen Gberzug erscheinen. Die Fliissigkeit 
wurde moglichst yollig entfernt, der uberzug wurde abgeschabt und 
mit 30 ccni Wasser behandelt. E r  erwies sich als sehr wenig lijslich 
in Wasser. Yon dem abgegossenen Wasser wurden 10 ccni niit 



219 

gleichen Volumen Tyrosinlosung vermischt. Xach 24 Stunden 
war  das Gemisch ~ol lkommen farblos. Als ich aber dasselbe mit 
0.5 ccrn 0.05-prozentiger Hydroperoxydlosnng 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 madrigen Auszuges wiederholt und ergab dasselbe 
Resultat. I n  Gegenwart von Hydroperoxyd fiirbte sich da.s Reaktions- 
gemisch schon nach verhiiltnismadig kurzer Zeit schwarz, wahrend in 
Abwesenheit von Hydroperoxyd dasselbe sich erst am 3. 'L'age zu 
flrben begann. Es schien demnach, als ob beim Behandeln des Pilz- 
sakes mit Magnesiumcarbonat eine schwer liisliche Verbindung ent- 
stiinde, ivelche yon den Bestandteilen der Tyrosinase betrachtlich 
mehr Yeroxydase als Oxygenase zuruckhielte. Dementsprechend 
diirfte auch der abfiltrierte Magnesiumcarbonatschlamm mehr Per- 
oxydase als Oxygenase enthalten. Diese Voraussetzung erwies sich 
als richtig. 

Der klare Saft wurde nochmals mit 10 g Magnesiumcarb0na.t ausge- 
schiittelt und das Gemisch an der Wasserstrahlpumpe filtriert, urn den 
Schlamm mbglichst scharf von Clem anhaftenden Saft zu befreien. Der luft- 
trockne Schlamm wurde dann mit 100 ccm Wasser rerrieben und der 
wasserhelle, beinahe farblose Auszug untersucht. 

A-\. YO ccm A U S Z U ~ ,  10 can  Tyrosinliisung, 29 ccm Wasser, 1 ccm Hydro- 
peroxydlikmg. 

11. 20 ccm Auszug, 10 ccm Tyrosinl6sung, 30 ccm Wasser, kein Hydro- 
peroxydzusatz. 

Nach 30 Minuten zeigte Probe A eine deutliche Braunfarbung, welche 
msch zunahm. Nach 10 Stunden erschien das Reaktionsgemisch tintig schwarz. 
Nach Zusatz von 1 ccm Katalaselbsung wurde dasselbe angesauert und mit 
0.002-normaler Permanganatlosung titriert. Verbraucht : 18.4 ccm Permanga- 
natliisung. Probe B begann am 3. Tage sich langsam zu farben, am 7. Tage 
war sie schwarz gefiirbt. Die Titration ergab dann 20.1 ccm Permanganat- 
liisung. 

b u s  Obigem geht hervor, da13 durch Ausschutteln des Pilzsaftes 
niit Magnesiumcarbonat die in der Tyrosinase enthaltene Peroxydase 
yon ihrer Oxygenase getrennt werden kann; indem das Magnesium- 
cnrbonat bei weitem mehr Peroxydase als Oxygenase zuriickhalt. 

Eine teilweise Trennung der Bestandteile der Tyrosinase kann 
weiter dnrch M e t h y l a l k o h o l  erzielt werden. 

100 ccm Pilzsaft wurden in 500 ccm starken Methylalliohol gegossen; der 
entstandene Niederschlag wurde rasch filtriert, mit Methylalkohol nachge 
ivaschen uncl ini Vakuum iiber Chlorcalcium vom F&llungsmittel befreit. Der 
trockne Niederschlag wurde mit 100 ccm Wasser verrieben, wobei nur ein 
geringer Anteil der Substanz in Liisung ging, und die filtrierte Fliissigkeit 
in abiger Weise mit Tyrosinliisung in Gegenwart nnd Abwesenlieit von 
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Hydroperoxyd zusammengebracht. Wihrend nun die mit Hydroperoxyd yer- 
setzte Probe schon nach 12 Stunden die charakteristische Schwanfirbung 
zeigte, blieb die hydroperoxydfreie Probe beinahe zwei volle Tage unveriindert. 
Permanganatverbrauch zur Entfirbung der ersten Probe nach 12 Stunden: 
17.6 ccm. 

AuBer diesen Methoden zur mehr oder weniger weitgehenden 
Trennung der Bestandteile der Tyrosinase sol1 hier noch auf eine 
unter gewisseu Umstanden freiwillig eintretende, noch nicht naher er- 
ijrterte 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 gepruft. Dabei ergab sich, daB der Saft seine Fabig- 
keit, schon fur sich Tyrosin zu oxydieren, fast vollkommen verloren hatte. 
Die mit Tyrosinlosung zusammengebrachte Flussigkeit begann sich erst 
nach Verlauf von 24 Stunden langsam zu farben, wahrend die mit 
Hydroperoxyd versetzte Probe nach 24 Stunden vollkommen schwarz 
erschien und zur Entfarbung 25.3 ccm Permanganatlosung erforderte. 
Vor 6 Wochen war der Permanganatverbrauch nach 24 Stunden: in 
Gegenwart von Hydroperoxyd 27.6 ccm , in Abwesenheit von Hydro- 
peroxyd 13.6 ccm. Die in der Tyrosinase enthaltene Peroxydase 
blieb also beim Aufbewahren beinahe unverandert, wahrend die ent- 
sprechende Oxygenase bis auf einen kleinen Rest veruchwand. 

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

In passender Verdunnung ubt Hydroperoxyd auf die Wirkung 
frischer, n o r m  a l e r  Tyrosinase keinerlei EinfluS aus. Bei gewissen 
Veranderungen der Tyrosinase, welche kunstlich erzeugt werden konnen 
oder freiwillig eintreten, wird clagegen die Wirkung derselben bei der 
Oxydation des Tyrosins durch Zusatz vou verdunntem Hydroperosyd 
auBerordentlich beschleunigt. I n  normaler Tyrosinase scheinen also 
die aus der Oxy-genase entstehenden Peroxyde zur vollen Ausniitzung 
der entsprechenden Peroxydase ausznreichen. Bei den Veranderungen 
der Peroxydase wird aber die Oxygenase, welche a priori als ein sehr 
unbestandiger Korper aufzufsssen ist, zunachst geschadigt und kann 
daher durch entsprechende Nengen Hydroperoxycls bei der Oxydation 
des Tyrosins ersetzt werden. Diese Erklarung steht mit den in letzter 
Zeit beliannt gewordenen. auf das Gebiet der Osydationsfermcnte be- 
zuglichen Tatsachen in vollem Einklang. 

C+ enf. Priratlaboratoriuni. 




