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62. A. Bach: Zur Theorie der Oxydasewirkung.
I. Mangan- und eisenfreie Oxydasen.
(Fingeg. am 17. Januar 1910; mitgeteilt i. d. Sitzung v. Hrie. G. Locke maun.)

Nach der von G. Bertrand’') aufgestellten Theorie sind Oxy-
dasen als organische Manganverbindungen anzuselies, aus denen nach
der Gleichung R"Mn + Hy0 = R”H: + MnO Mangaunoxydul hydro-
Ivtisch leicht abspaltbar ist. Die Oxydasewirkung kommt iv der
Weise zustande, daB das inerte Sauerstoffmolekill durch das Mangan-
oxydul unter Intbiudung von atomistischem Sauerstoff einerseits und
Bilduug von Mangandioxyd andererseits aufgespalten wird. Letzteres
gibt seiven disponiblen Sauerstoff unter Regenerierung der urspriing-
lichen Manganverbindung an oxydierbare Stoffe ab. Das Maogun-
oxydul ist also das wirksame Agens der Oxydasen (Laccasen), indem
es zugleich die Sauerstoff-Aktivierung und die Sauerstoff-Ubertragung
herbeifiihrt.

In den letzten Jahren sind Tatsachen bekanut geworden, die mit
der obigen Auffassung nicht gut vereinbar sind. ln seiner ersten
Mitteilung dullerte Bertrand?) die Ansicht, dafl bei dem Zustande-
kommen der Oxydasewirkung das Mangan durch kein anderes Metall
ersetzbar sei. Nun wurden von Slowtzow?), Sarthou?) und
Issajew?®) véllig manganireie, aber eisenhaltige Oxydasen dargestellt,
deren Wirkung mit der der Bertruundschen manganhaltigen Oxydasen
identisch war. Nach Issajew wird die Wirksamkeit der mabgan-
freien Oxydase durch Zusatz von Mangansalzen picht erhéht. Ls
wurde weiter von Rosenfeld?), de Sticklin?), sowie Bach und
Tscherniack?®) festgestellt, daB die Peroxydase, deren nahe Bezie-
linng zn den Oxydasen unverkepubar ist, weder Mangan noch Eisen
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enthilt, Auf Grund obiger Tatsachen ist man wohl zu der Frage
berechtigt, ob iiberhaupt die genannten Metalle an der eigentlichen
Oxydasewirkung beteiligt sind. Die experimentale Entscheidung der
Frage scheiterte aber an groBen Schwierigkeiten, die ich erst durch
die Anwendung der in voranstehender Mitteilung beschriebenen Methode
iberwinden kounte: es ist mir gelungen, aus Pilzen sehr wirk-
same Oxydasepriparate darzustellen, die véllig mangan-
und eisenfrei sind.

Als Versuchsmaterial wurden Pilze (Lactarius vellereus) wegen der grolen
Bestindigkeit der darin enthaltenen Oxydasen gewahlt Im Herbst 1908
wurden von mir 12 kg Pilze aut Oxydasen verarbeitet, wobei die Priparate
durch wiederholtes Auflosen in Wasser und Ausfallen mit Alkohol gereinigt
wurden. Die Untersuchung der unldslichen Rickstinde, die bei den auf ein-
ander folgenden Operationen erhalten wurden, ergab, dal der 1. Rickstand
leicht nachweisbare Mengen Mangans und groBe Mengen Eisens enthielt, in
den 2. und 3. Riickstinden war Mangan nur spurenweise vorhanden, der
5. Riackstand war vollig manganfrei, aber noch stark eisenhaltig. Ein Anteil
des dem letzteren Riickstand entsprechenden léslichen Priparates wurde
verascht und auf Mangan und Eisen untersucht. Er . erwies sich ebenfalls
als vollig manganfrei und stark eisenhaltig. Die Reinigung wurde fortge-
setzt, aber in dem MaBe wie diese fortschritt, verringerte sich die Fallbarkeit
der Priparate durch Alkohol. Beim Vermischen der wilrigen Losungen der
reineren Priparate mit Alkohol entstanden feine Emulsionen, aus denen die
Oxydasen sich erst nach lingerem Stehenlassen (2—4 Wochen) in Form einer
zarten, flockigen Masse abschieden, In dieser Weise wurden 0.987 g (Trocken-
substanz) sehr aktive Oxydase erhalten, die bei der Veraschung 0.0791 g =
8.01 9/, Asche lieferte. Letztere war vollig manganfrei, aber noch eisenhaltig.

Die Vorsuche wurden im November des vergangenen Jahres mit einem
vorritigen Pilzsaft (Gemisch von Lactarius vellereus und Russula delica)
unter Benutzung der inzwischen ausgearbeiteten, in voranstehender Mitteilung
beschriebenen Fraktionierungsmethode fortgesetzt. Von den vereinigten oxy-
dasereichsten Fraktionen, die bei einem Alkoholgehalt von 65—75 °/o erhalten
wurden und sich als manganfrei und eisenhaltig erwiesen, wurden ca. 8 g
durch dreifaches Fraktionieren in 3 Anteile (50, 70 und 759/, Alkohol) zer-
legt. Die letzte Fraktion (759, Alkohol) erwies sich wiederum als die
oxydasercichste. Sie oxydierte rasch Tyrosin, Pyrogallol, Phenol und p-Kresol,
langsamer Hydrochinon. Auf Jodwasserstoffsiure und aromatische Amine
abte sie keine Einwirkung aus. Durch Erhitzen auf 80° konnten die Oxy-
dasereaktionen vollig aufgehoben werden. Von dieser Fraktion wurden 1.68 g
(Trockensubstanz) verascht, wobei 0.631 g==86.99 ¢/, schneeweille Asche er-
halten wurden. Letztero wurde unter Zusatz von Salzsiure in Wasser gelist
and auf Eisen untersucht. Die Kaliumferrocyanidprobe fiel vallig
negativ ans. Mit Kaliumrhodanat wurde eine duBerst schwache, unbestimm-
bare Farbung- erhalten, die colorimetrisch von der Kontrollflissigkeit (Rea-
genzien fir sich in Wasser) kaum zu unterscheiden war. Die Asche der
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2. Fraktion (709, Alkohol) gab eine sehr schwache, aber noch deutliche
teaktion auf Eisen.

Aus obigen Versuchen ergibt sich, daB die Anwesenheit von
Mangan- und Eisenverbindungen fiir das Zustandekommen
der Oxydasewirkung keineswegs ausschlaggebend ist. Dieser
Befund, der die Bertrandsche Auffassung hinfillig macht, stimmt
dagegen mit der von mir?!) vor 13 Jahren zuerst aufgestellten und
jetzt von mehreren Forschern vertretenen Peroxydtheorie der
Oxydasen vollkommen iiberein. Schon damals betonte ich, daf} in
der Oxydation des Indigoblaus durch den Luftsauerstoff in Gegen-
wart von Benzaldehyd das Bild der Oxydasewirkung vorliegt. Da-
mit ist aber nicht gesagt, daBl die im PHanzen- und Tierkorper vor-
kommenden Meifallverbindungen auf die Oxydasewirkung keinen Ein-
flul ausiiben. Wie in vachstehender Mitteilung bewiesen wird, be-
schleunigen sie die weitere Umwandlung der primér entstehenden
Oxydationsprodukte, wodurch indirekt die Oxydasewirkung be-
schleunigt werden kann.

Genf, Privatlaboratorium,

63. A. Bach: Zur Theorie der Oxydasewirkung.
II. BinfluB der Metallsalze auf die weitere Umwandlung
der Produkte der Oxydasewirkung.

(Eingeg. am 17.Jan. 1910; mitget. in der Sitzung von Hrn. G. Lockemann.)

Wir verdanken G. Bertrand? die ersten Beobachtungeun iiber
den Einflufl der Metallsalze auf die Oxydasewirkung. Er fand, da3
die Wirkung der manganarmen Luzerne-Oxydase durch Zusatz von
Mangansalzen betréchtlich erhibt werden kann. Da er das Mangan
als das einzig wirksame Agens der Oxydasen ansah, so koonte er
patitrlicher weise diesen Befund pur im Sinne seiner Ansicht deuten.
Viel klarer und wichtiger sind die vou C. Gessard®) gemachten
Beobachtungen iiber den Einflul der Metallsalze auf die Wirkung der
Tyrosinase. Bekanntlich entstehen bei der Einwirkung von Tyrosinase
auf Tyrosin rot gefiirbte Produkte, die sich allmihlich in schwarze,
melaninartige Korper umwandeln. Gessard fand nun, dall bei ge-
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