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40. A. Bach: mer die Wirkungsweise der Tyrosinase. 
(Eingegangen am 9. Januar 1908.) 

In0 AnschluS an eine eingehende Untersuchung iiber melanotische 
Yigmente und fermentative Melaninbildung versuchten 0. v. P u r t h  
und E. J e r u s a l e m ' ) ,  auch die Wirkungsweise der Tyrosinase zu er- 
mitteln. Um die Wirkung des Ferments messend zu verfolgen, be- 
nutzten die Verfasser zwei Methoden : 1. Methode cler Sedimentierung, 
bei welcher die Schatzung der gebildeten Melaninmenge nach dem 
Volumen des entstandenen Pigmentniederschlags erfolgte, und 2. Spek- 
trophotometrische Methode, nach welcher die relativen Pigmentmengen 
nach den ermittelten Extinktionskoeffizienten der betreffenden Re- 
aktionsflussigkeiten geschatzt wurden. Erstere Methode gestattet nur, 
den Endzustand der Fermentreaktion in grober Anniiherung zu be- 
stimmen; mit Hilfe letzterer konnen dagegen nur die Anfangsphasen 
der Reaktion, bei welchen die Reaktionsflussigkeit noch homogen 
bleibt, genau untersucht werden . Unter Benutzung dieser Methoden 
erhielten v. F ii r t h und J e r u s a 1 e m  mit Pilztyrosinase ziemlich un- 
regelmaaige, schwer zu deutende Resultate, nus welchen diese Forscher 
den SchluS zogen, da13 bei der Tyrosinase die Verhaltnisse sich vie1 
komplizierter als bei anderen Fermenten gestalten. 

Wie in voranstehender Mitteilung angegeben wird, la fit sich die 
Wirkung der Tyrosinase durch Titrieren mit verdiinnter Kaliumper- 
manganatliisung in Gegenwsrt von Schwefelsaure mit grol3er Leichtig- 
keit messend verfolgen. Da mir andererseits ein sehr gutes tyrosinase- 
haltiges Material zur Verfugung stand, so versuchte ich, die genannte 
Nethode zur Ermittlung der Wirkungsweise der Tyrosinase anzu- 
wenden. 

Zunachst wurde die Abhangigkeit der hlelaninbildung yon der 
Tyrosinasekonzentration untersucht. 

Von dem aus jungeo, gesunden Pilzen (Russula delica) gewonnenen, klar 
filtrierten Saft (vergl. voranstehende Mitteilung) wurden 300 ccm in 1.5 1 
96-prozentigen Alkohol gegossen; der entstandene Niederschlag wurdc an der 
Wasserstrahlpumpe abfiltriert, mit Alkohol nachgewaschen und im Vakuum 
iiber Chlorcalcinm von dem Fallungsmittel befreit. Der trockne Niederschlag 
wurde mit 300 ccni Wasser verrieben, wobei nur ein geringer Anteil dcs Pra- 
parates in LBsung ging. Die filtrierte, fast vollkommen farblose Lnsung wurde 
fiir die im Nachstehenden beschriebenen Versuche angewandt. 

In eine Reihe von 8 Becherglasern murden je 10 ccni Tyrosinl6sung 
(0.05 O / o  Tyrosiu und 0.04 O/,, Natriumcarbonat enthaltend), steigende Mengen 
Fermentlosung und Wasser bis auf 50 ccm gegeben. Die Glaser enthielten 

') Beitrage zur Chcm. Physiologie und Pathologie 10, 4-6, 131 [1907]. 
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cler Reihe uach 0.5, 1, 1.5, 2, 5, 10, 15 und 20 ccm Fermentlosung. Die 
Reaktionsgemische wurden 24 Studen bei Zimmertemperatur atehen gelassen, 
dann mit je 1 ccm 10-prozentiger Schwefelsaure angesauert und mit 0.002-n. 
Permanganatlosung bis zur Entfiirbung titriert. Gleichzeitig mit der ersten 
Reihe wurde eine zweite Reihe yon Glhern unter genau gleichen Bedingungen 
mit den Reagenzien beschickt. Die Titration erfolgte hier nach 48 Stunden. 

Die erhaltenen Zahlen sind in folgender Tabelle angegeben: 
Verb r a u ch t e P e r m  a n g an a t 16 sung. 

I 11 111 IV 1- VI VII VIII 
Fernientkonzentration: 0.5 1.0 1.5 2.0 5.0 10.0 15.0 20.0 
A. 24 Stunden 10.8 14.2 17.3 19.8 25.8 30.4 33.6 35.8 ccm 
B. 48 )> 13.2 16.0 17.5 20.4 25.6 31.2 34.4 35.4 )) 

Aus diesem Versuch geht hervor, 1. daB die Menge des Re- 
aktionsproduktes mit der Fernientmenge, wenn auch langsamer d s  
letztere, steigt, und 2., daB die Reaktion um so schneller zu einem Still- 
stand koiiimt, je grofier die Fermentkonzentration ist. Die Tyrosi- 
nase verhalt sich in  dieser Hinsicht genau wie die von mir') fruher 
untersuchte Peroxydase aus Meerrettig. Tragt man die Fermentkon- 
zentrationen auf der Abszissen- und die Permanganatmengen auf der 
Ordinatenachse ab, so erhalt man die in nebenstehender Figur abgebildete 
Kurve. Zum Vergleich ist hier auch die yon v. F u r t h  und J e r u -  - 
s a1 e ni erhaltene Konzentrationskurve der Tyrosinase (nach 
langer Einwirkung) angegeben. 

24 Stdn. 

Fermentmengen 

I) Diese Herichte 37, 3786 [1904]. 



223 

Urn die \Virkungsweise der Tyrosinase niiher kennen zu lernen, 
TI urde weiter die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Ty- 
rosinase 1. von der Fermentkonzentration, 2. von der Substratkon- 
zentration festgestellt. 

Drei breithalsige Erlenmeyerkolben von 750 ccm Inhalt, I ,  I1 und 
111, wurden mit ie 100 ccm TyrosinlBsung, steigenden Fermentmengen und 
Wasser bis auf 500 ccin beschickt. Kolben I erhielt dabei 10 ccm Ferment- 
Ks'ung, Kolben I1 erhielt 20 ccrn und Kolben I11 erhielt 30 ccm. Die Ge 
mische wurden bei Zimmertemperatur stehen gelassen; zu bestimmten Zeiten 
wurden dann von jedeni Gemisch 50 ccm abpipettiert, in der oben ange- 
gebenen Weisc angeskuert und titriert. Dabei n urden folgende Zahleu el'- 
Iialten. 

\-cr b r a u c h t e Per in an g a n a t 1 o s un g .  

Nach 1 Stunde 0.0 ccn~ 1.4 ccm 2.8 ccm 
>> 2 Stunden 0.0 >> 3.9 >> 5.7 >) 

>> 3 >> 1.6 >> 5.8 >) 8.5 >> 

)> 4 >) 2.7 >) 7.8 >> 11.1 >> 

>> 6 >) 5.5 >> 11.1 >) 16.1 >> 
>) 9 >) 9.4 >> 16.3 >> 20.8 >> 

>) 14 >> 15.9 >) 19.0 >) 22.3 x 
>> 24 )> 16.0 x 19.9 >> 22.8 )) 

1 I1 111 

Der  Uibersichtlichkeit wegen ist das erhaltene Zahlenniaterial liier 
in Kurvenform dargestellt. 

Vergleicht man die nach gleichen 
Reaktionszeiten verbrauchten Per- 
manganatmengen, so scheint hier 
keine bestimmte Proportionalitat 
zwischen Wirkung und Ferment- 
menge zu bestehen. Bei den An- 
fangsstadien der Reaktion wachst 
die Wirkung schneller als die Fer -  
nientkonzentration, nachyerlauf von 
6 Stunden ist die Wirkung der Fer-  
mentkonzentration genau direkt pro- 
portional, oberhalb dieser Reaktions- 
dauer wachst dagegen die Wirkung 
langsamer, als die Fermentkon- 
zentration. Vergleicht man aber nicht g l e i c h e  R e a k t i o n s z e i t e n ,  
soiidern g l e i c h e  U n i s i i t z e  mit einander, so kommt hier die umge- 
kehrte Proportionalitst zwischen Fermentmenge und Reaktionszeit mit 
voller Klarheit zum Vorschein : das Produkt aus Fermentmenge und 
Reaktionszeit ist hier eine Konstante. So hat man z. B. bei Ferment- 
konzentration I11 den Permanganatrer1)rauch 5.7 nach 2 Stunden, bei 
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Fermentkonzentration I1 den Perrnanganatverbrauch 5.8 nach 3 Stunden 
und bei Ferrnentkonzentration I den Perrnanganatverbrauch 5.4 nach 
6 Stunden: 

I11 x 2 = I1 X 3 = I  x 6. 
Dieselbe GesetzrnaBigkeit findet man auch bei I11 x 3 imd 

I x 9, bei 111 x 4 und I1 x 6, bei 111 x 6 und I1 x 9. Sie fehlt 
aber sowohl bei den Anfangs- wie bei den Endstadien der Reaktion. 
So entsprechen z. B. bei I1 X 1 und I x 3, bei I11 x 1 und I x 4, 
bei I1 x 9 und I % 14 gleichen Umsatzen ungleiche Produkte aus 
Fermentmenge und Reaktionszeit. Diese Erscheinung erkliirt sich 
dadurch, daB bei den uiederen Fermentkonzentrationen die Reaktion 
langsamer als bei den hoheren eintritt, bei den letzterrn nber anderer- 
seits das Ferment rascher als bei den ersteren aul3er Tatigkeit gesetzt 
wird (vergl. obige Geschwindigkeitskurven). Dementsprechend sind 
nur die mittleren Reaktionsstadien, bei welchen das Ferment sich in 
iToller Tatigkeit befindet, mit einander vergleichbar. Bei diesen aber 
kommt das Gesetz der Massenwirkung in unverkennbarer Weise zutage. 

Von Interesse war noch, die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwin- 
digkeit der Tyrosinase von der Substratkonzentration zu ermitteln. 

3 Kolben, I, I1 und 111, wurden mit je 30 ccm Fermentlosung, steigenden 
Mengen Tyrosinlcsung und Wasser his auf 500 ccm bcschickt. Kolben I er- 
hielt dabei 25 ccm, Kolben I1 50 ccm und Kolben I11 75 ccm Tyrosinl6sung. 
Titration wie oben angegeben. 

Ver brau c h t e P e r m  an gena t l  o s u n  g. 
I I1 I11 

Nach 1 Stunde 1.0 ccm 1.9 ccm 3.0 ccm 
)) 2 Stunden 2.1 )> 4.2 )) 6.0 )) 

2 3 )) 3.1 )) 6.3 )) 9.2 )> 

>> 4 )> 4.1 )) 8.4 )) 11.7 )) 

>) .i 2 4.8 )) 9.4 )) 13.9 )> 

)> 6 )) 5.8 )) 10.8 )) 14.4 )) 

)) 8 )) 7.0 )) 12.4 )) 14.7 D 

)) 12 )) 8.5 )) 12.5 )) 15.1 )) 

~ 2 4  )> 8.4 )) 12.6 )) 16.2 x 

Aus obigen Zahlen ist ohne 
weiteres ersichtlich, daS bei gleichen 

15 Tyrosinasemengen und steigenden 
t Tyrosinmengen die Reaktionszeiten 

tlcn Substratkonzentrationen genau 5 

GesetzrnaBigkeit gilt sowohl fur die 
anfanglichen, wie fur die inittleren 
Stadien der Reaktion, nicht abpr 

0 5 10 15 2 0  % fur die Endstadien dersellen. Uenn 
nuch hier ivircl die Tatigkeit des 

3 umgekehrt proportional sind. niese 

' 5  

$0 
ID 

Stunden 
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Fermentes um so rascher erschopft, je gro13er die Substratkonzen- 
tration ist. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung konnen dahin zusammen- 
gefaBt werden, daB die Tyrosinase i n  ihrer Wirkungsweise dem 
Massengesetz unzweifelhaft gehorcht. Die bei den spateren Reaktions- 
stadien zu beobachtenden Abweichungen von demselben sind dadurch 
bedingt, da13 die Tatigkeit des Ferments im Laufe der Reaktion er- 
schiipft wird, und zwar erfolgt die Erschiipfung um so schneller, je 
gr2iBer die Ferment- oder Substratkonzentration ist, d. h. je schneller 
die  Reaktion verlluft. 

C, e n f ,  Privatlaboratorium. 

41. A. Bach: ther dae Verhalten der Peroxydase 
gegen Licht. 

(Eingegangen am 9. Januar 1908.) 
Ini AnschluB an friihere Versuche uber das Verhalten der Peroxy- 

dase gegen physikalische und chemische Agenzien ') wurde auch die 
Einwirkung des Lichtes auf dieses Ferment untersucht. 

200 ccm Peroxydaseextrakt wurden in einem groleren, gut verschliea- 
baren Erlenmeyerkolben der Einwirkung des direkten Sonnenlichtes ausge- 
setzt. Zn verschiedenen Zeiten wurden dem Inhalt je 20 ccm entnommen 
und mit 1 g Pyrogallol in 50 ccm Wasser + 30 ccm I-prozentiger Hydro- 
peroxydlosung zusammengebracht; der entstandene Purpurogallinniederschlag 
wurde nach 24 Stunden a d  einem tarierten Filter grsammelt, mit 200 ccm 
Wasser gewaschen, bei 105O bis Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. 
In dieser Weise wurden folgende Zahlen erhalten. 
Dauer der Belichtung: 0 Stdn. 4 Stdn. 8 Stdn. 15 Stdn. 40 Stdn. 76 Stdn. 
Purpurogslllin : 0.198 g 0.197 g 0.201 g 0.187 g 0.165 g 0.166 g. 

Ein nnderes Extrakt  ergab folgende Resultate: 
Dauer der Belichtung: 0 Ytdn. 4 Stdn. 22 Stdn. 50 Stdn. 76 Stdn 
Purpurogallin: 0.227 g 0.222 g 0.202 g 0.190 g 0.183 g 

Unter dern vereinigten Einflusse des Sauerstoffs und des Lichtes 
findet also eine langsame Abnahme der hktivitiit der Peroxydase statt. 
In dieser Hinsicht unterscheidet sich die Peroxydase nicht von anderen 
Permenten, wenn sie auch im allgemeinen als eines der bestandigsten 
Enzyme anzusehen ist. 

G e n f .  Priratlaboratoriiirn. 

I )  Diese Berichte 40, 230 [1907]. 




