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gang vom definierten Molekiilgitter zum Gitter der Hochmolekularen ver-
mittelt.

Unscren technischen Assistentinnen, Frln. Eva Schmaida und Frln. Ursula
Kimpf, danken wir herzlich fiir ihre fleiflige Hilfe bei der Ausfithrung der Réntgen-
aufnahmen.

56. Kurt eB und Christa HeB: Uber eine colorimetrische Be-
stimmungsmethode fiir Tyrosinase und ihre Anwendung bei kauntschuk-
‘ fiihrenden Lowenzahnrassen.

[Aus Rubi, Post Langenwang i.Allgiiu, cingegangen am 14. April 1947.]

Es wurde gefunden, daBl die kautschukfiihrenden Wurzeln von
Taraxacum Kok-saghyz Rod. tyrosinasefreisind,wihrend der mit Kok-
saghyz nahe verwandte kautschukfreie Léwenzahn (Taraxacum offi-
cinale) Tyrosinase enthilt. Um festzustellen, welche Beziehung zwi-
schen Kautschuk und Tyrosinase besteht, wurden Hybriden aus bei-
den Rassen herangezogen, fiir deren Untersuchung ein colorimetri-
sches Verfahren angegeben wird, das auch sehr geringe Gehalte von
Tyrosinase mit geniigender Genauigkeit zu ermitteln gestattet.

Das Verfahren beruht auf einer kurzzeitigen Verfolgung der Bil-
dung des roten Farbstoffs aus Tyrosin durch Messung der Licht-
absorption mit dem Photozellencolorimeter nach R. Havemann, wih-
rend der die in Skalenteilen des Gerits tiber der Zeit aufgetragenen
Reaktionskurven einen geradlinigen Verlauf zeigen. Der Neigungs-
winkel der Geraden gegen die Abszisse bzw. seine Tangente ist in
einem geniigend groBen McfBbereich der Fermentkonzentration an-
nihernd proportional und kann als relatives Maf fiir die Aktivitit
der Fermentpriparate gelten. Kine durch Titration der Reaktions-
lésungen crmittelte Bezugskurve zwischen dem tg-Wert und dem
"Tyrosinase-Umsatz nach 2 Stunden fiihrt zu der scheinbaren Wir-
kungseinheit des Ferments, als die der Umsatz von 1 mg Tyrosin
gewithlt wird, woraus sich als absoluter Tyrosinasewirkungswert die
Zahl der Wirkungseinheiten/1 g Wurzeltrockensubstanz ergibt.

Aus dem Vergleich der Tyrosinasewirkungswerte mit den Kaut-
schukgehalten der Hybriden ergibt sich, dal eine Beziehung zwi-
schen Tyrosinasegehalt und Kautschukgehalt in den Wurzeln nicht
besteht. Dadurch ist die Annahme nahegelegt, dafl Kautschuk-An-
und Abwesenheit sowie Tyrosinase-An- und Abwesenheit fiir die bei-
den Stammarten je ein gegensitzliches Merkmalspaar darstellen, die
-— jeweils das eine unabhingig vom anderen — zur Bildung von
dihybriden Kreuzungen fiihren.

Das Kautschuk-Vorkommen in Taraxacum Kok-saghyz Rod.

Taraxacum Kok-saghyz ist ein urspriinglich als Gebirgspflanze (Turkestan, Ausliufer
des Tjan-schanj-Gebirges) vorkommender, von dem russischen Botaniker Rodin 1931
aufgefundener Kautschuktriiger!), der der reichgegliederten in Kuropa einheimischen Gat-
tung Taraxacum (Ldwenzahn), die kautschukfrei ist, nahesteht und zu ihr gezihlt wird.
Die Pflanze ist erfolgreich in der gemiBigten Zone kultiviert worden. Der Kautschuk
komint in der Wurzel (Pfahlwurzel) in Milchréhren vor, die dhnlich denen des l.éwen-
zahng konzentrisech um den zentralen Gefiflkérper der Wurzel angeordnet sind und aus
dencn er beim Anschneiden als weifle Milch ausflieft. Nach den Ergebnissen des Ozon-
abbaus, dem Vergleich der Rontgenbilder?), dem Vergleich der Viscosititskennzahlen []

) S. Iwanow, Einiges iiber das Studium der kautschukhaltigen Pflanzen und des
Kautschuks der U.d.S.8.R., Kautschuk 1930, S. 237, 256 (Moskau); A. A. Nitschi-
porowitsch, Physiology and Anatomy of plants (Collected volume), Moskau 1936; A.A.
Prokofjew,in B. A. Keller, Der Kautschuk und die Kautschuktriger, Moskau 1938.

) Unverdffentlichte Versuche von H. Kiessig.
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und der Aufnahme von FlieSkurven?) der Lisungen des koagulierten FlieBes sowie den Er-
gebnissen der technologischen Priifung?) gehdrt der Kok-saghyz-Kautschuk durchaus in
die Gruppe der bekannten Kautschuk-Kohlenwasserstoffe, doch fehlt ihm die Gelkompo-
nente (dtherunloslicher Anteil®)) und seine Alterungseigenschaften liegen etwas ungiin-
stiger?) als die von Hevea-Kantschuk.

Kautschuk- und Tyrosinasegehalt.

Die nahe Artverwandtschaft der kautschukhaltigen und kautschukireien
Taraxacumrassen bietet eine einzigartige Gelegenheit fiir den Versuch, im Zu-
sammenhang mit anderen chemischen Unterscheidungsmerkmalen der Frage
nach den fiir die Kautschukbildung mafigebenden Faktoren durch quanti-
tative Bestimmung dieser Merkmale in Mischrassen niherzukommen. Wir
haben zunichst gefunden, daB Kautschuk speichernde Wurzeln von mit
Loéwenzahn unvermischtem Kok-saghyz keine Tyrosinase enthalten, wiahrend
im kautschukfreien Lowenzahn (Taraxacum officinale) diese Oxydase ebenso
wie in anderen Kompositen und Kohlenhydrate speichernden Knollengewiich-
sen in verhiltnismiBig grofen Mengen vorkommt.

Um zu priifen, ob zwischen dem Gehalt an Kautschuk und Tyrosinase eine
nihere Beziehung besteht, wurden Bastarde zwischen beiden Rassen heran-
gezogen und eine fiir Reihenversuche geeignete Methode der Tyrosinasebestim-
mung ausgearbeitet, die es gestattet, den Oxydasegehalt auch bei geringen
Fermentkonzentrationen it geniigender Genauigkeit quantitativ zu ermitteln.
Der Kautschukgehalt wurde nach Entfernung der Harzbestandteile (mit Ace-
ton) durch Extraktion mit Chloroform bestimmt.

Aktivititsbestimmung von Tyrosinase durch Farb-
messung bei geringem Fermentgehalt?).

Die bekannten Methoden fiir die Tyrosinasc-Bestimmung wie die durch Titration des
entstandenen Melanins nach A. Bach®), durch jodometrische Bestimmung des unver-
brauchten Tyrosins nach H. S. Raper und A. Wormall®) u. ., durch Bestimmung des
aus Tyrosin hervorgehenden 3.4-Dioxy-phenylalanins nach L. Pincussen und T. Ham-
merich?®) oder schlieSlich nach M. Graubard und J. M. Nelson!!) durch manometrische
Bestimmung des bei der Tyrosinreaktion verbrauchten Sauerstoffs erwiesen sich infolge
Ungenauigkeit8), Umstindlichkeit®10) oder der Notwendigkeit zu groBer Substanzmengen
fiir den vorliegenden Zweck als ungeeignet.

3) Unveroffentlichte Versuche von W. Philippoff; vergl. dazu W. Philippoff,
Kautschuk 15, 191 [1939].

4) Untersuchung von Hrn. Dr. Kluckow im Materialpriifungsamt in Berlin-Dahlem.

5) R. Pummerer und H. Pahl, B. 60, 2152 [1927]. Von den Kautschuk-Kohlen-
wasserstoffen im frischen Latex von Kok-saghyz sind nach unversffentlichten\Versuchen
von Frau Dipl.-Chem. R. Caesar 98.9% in Benzol, 98.79% in Ather und 97.4%, in Petrol-
iither I16slich; dhnliche Loslichkeitsverhiltnisse haben wir auch nach der Koagulation
bcrsi den frisch hergestellten KautschukflieBen beobachtet (unverdffentlichte Versuche von
W. Wachs).

) Vermutlich infolge des relativ hohen Mangangehalts, der bei der Aufbereitung aus
dem kautschukfreien Wurzelgewebe in den Kautschuk wandert. Wihrend in Hevea-
Kautschuk nur etwa 0.2 mg%, Mangan enthalten ist, haben wir bei Kok-saghyz-Kaut-
schuk bis zu 1—3 mg%, gefunden. Die Wurzeln enthalten etwa 5.0—5.29, Asche, die
0.09% Manganoxyd enthilt. Im Latex haben wir kein Mangan gefunden (unverdffent-
lichte Versuche von E. Steurer und Frl. H. Meifiner sowie von Frau R. Caesar).

7) Auszug aus der Diplomarbeit Christa He B, Tiibingen 1947. ¢) B. 41, 221[1908].

%) Biochem. Journ. 17, 454 [1923]. 10y Biochem. Ztschr. 239, 273 [1931].

11) Journ. Biol. Chem. 112, 135 [1935].
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Wir haben ein colorimetrisches Verfahren entwickelt, das auf der Bil-
dung des roten chinoiden Farbkorpers IT aus Tyrosin (I), dessen Auftreten
s.Zt. zur Entdeckung der Tyrosinase gefiihrt hatte, beruht : ‘

" \~CH, CH(NH,)* C0,H 7 N--CH,
Lo ' — | | CH CO,H
Ho/\/,/ O,;"'\\/\N/
. H
O
L IL.

Schon Pincussen und Hammerich hatten sich fiir grobe Schitzungen bei Bestrah-
lungsversuchen an Tyrosinase im UV dieser Méglichkeit bedient und ebenso R. Weiden-
hagen!?) bei Versuchen fiir Vergleichsmessungen iiber eine Anreicherung des Ferments.
Die Zeit, die Tyrosinasepriparate unter vergleichbaren Bedingungen benétigen, um einen
bestimmten Farbton zu erzeugen, bezeichnet Weidenhagen als Firbungszeit und findet
sie annidhernd umgekehrt proportional der vorhandenen Tyrosinasemenge.

a0 Das im folgenden verwendete
A Verfahren ist ein Ndherungsver-
g fahren und beruht auf einer ver-
yd hiiltnisméaBig kurzzeitigenVer-

09 - x .
« folgung der Bildung des roten
Ve Farbstoffs aus Tyrosin bei der
<~ ‘,x/ Lichtabsorption mit dem Photo-
o i | zellencolorimeter nach R. Ha-
= vemann!d), wihrend der die in

e .
-5 Skalenteilen (Skt) des Gerits
w , iiber der Zeit aufgetragenen Re-
it aktionskurven einen geradlinigen
J J Verlauf zeigen, und die Bildung
von Melanin noch nicht ins Ge-
! S A ' wicht fillt (Abbild. 1). Durch
Verdiinnungsreihen des Ferments
Abbild. 1. Anfinglicher Kurvenverlauf fir die (vergl. Tafel 1) ergab sich in ei-
zeitliche Abhingigkeit der abgelesenen Skalenteile nem im Rahmen der vorliegen-
auf der Tromntel des Colorimeters bei der Messung
der Farbstoffbildung aus Tyrosin.

Jkaientene

den Untersuchung ausreichenden
MeBbereich annihernde Propor-
tionalitiit der Neigungswinkel der Geraden gegen die Abszisse mit
der Fermentkonzentration, so daB dieser Winkel bzw. seine Tangente tga
= Agkt/ O als ein relatives MaB fiir die Aktivitit der Fermentpriiparate in
erster Niherung gelten kann.

In der Abbild. 2 sind (durch x gekennzeichnet) die tg-Werte der Tafel 1 als
Ordinate iiber die Verdinnungsgrade als Abszisse fiir einen tyrosinreichen
KartoffelpreBsaft (Ausgangssaft = 100) aufgetragen, woraus hervorgeht, daBl
bei dem verwendeten Kartoffelsaft die angegebene Proportionalitit bis zu
Verdiinnungsgraden unterhalb etwa 15% besteht. Oberhalb dieser Grenze

_>1_2)—R. Weidenhagen und ¥. Heinrich, Ztschr. Ver. Dtsch. Zuckerind. 1928, 512.
13) Biochem. Ztschr. 301, 105 [1939]; 306, 224 [1940].
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verlangsamt sich die Zunahme des tg-Wertes mit zunehmender Fermentkon-
zentration erheblicher.

Tafel 1. Abhingigkeit der tg-Werte von der Verdiinnung (Kartoffel-
ausgangssaft = 100).

Verdiinnung in 9, Kartoffel- } r l |
ausgangssaft ............. | 25 20 14.29
T TP | 141 ]

Tafel 2. Abgelesene Skalenteile vor und nach Verdiinnung einer
MeBlésung zur Priifung des Beerschen Gesetzes.

. ~ |T Auf Grund des
! Real;tuﬁnisdauer Skalenteile | Beerschen Gesetzes
j mam | ber. Skalenteile

Ausgangslésung 1 . ... 14.0 750 —
" 2.... 6.0 1063 —

Verd. Lésung 1.... 14.5 470 375
» ” 2.... 6.5 678 531

Die Ursache der Abweichung hingt wahrscheinlich mit einer gewissen Abweichung
der Farblésungen vom Beerschen Gesetz zusammen, die in der gleichen Richtung liegt,

wie die in Frage stehende Abwei-
chung von der Proportionalitiit 15

zwischen tg-Wert und Ferment- ¢
konzentration. /
Zur Priifung wurde die Reakti-

onslésung bei Erreichung eines be- :
stimmten Absorptionswertes auf
das doppelte Volumen verdiinnt;
die verdiinnte Lisung zeigte ent-
sprechend Tafel 2 einen héheren
Absorptionswert als unter ver-
gleichbaren Bedingungen dem
Beerschen Gesetz entspricht in

bereinstimmung mit der Fest-
stellung in Abbild. 2, nach der un- 5
terhalb 159, der Konzentration / x
des Ausgangssafts tga als Maf v
der Farbstoffkonzentration stiarker «©
zunimmt als oberhalb 159,.

1m iibrigen hilt sich die Ab-

weichung in den fiir die Bestim-
mungen bei Léwenzahn und den :
Hybriden mit Kok.-saghyz in Be- g / 2 N/
tracht kommenden Fermentkon- 4. Verdinoungsgrad m % Ausqangssaf? ——
zentrationen in durchaus ertriigli-

chen Grenzen. Dies ergibt sich apjiiq 9 g4 als MaB fir die Farbstoffzunahme
gﬁﬁcg‘:ffl;g}t;geﬁ ‘I,{ e‘;ﬁmﬁfgg: in Abhiingigkeit von der Fermentkonzentration (Aus.
reihen von PreBsiften mit ver. gangssaft = 100); x entsprechen den tg-Werten der
schiedener Fermentkonzentration, Tafel 1; o interpolierte Werte entsprechend den
z.B. durch Zuordnung des ermit- Ausfithrungen auf S. 344.

telten tg-Wertes des niedrigsten .

Verdiinnungsgrades einer zweiten Reihe zu der Konzentration des der Kurve in Abbild. 2
zugrundeliegenden PreBsafts als Bezugskonzentration, Ermittelung des Umrechnungsfak-

-

o —
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tors fiir die verglichene Konzentration und Ablesung des tg-Wertes zu der nichst nie-
deren Konzentration der zweiten Verdiinnungsreibe auf Grund des Umrechnungsfaktors.
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Abbild. 3. Kurvenverlauf fiir die zeitliche Abhiingigkeit der abgelesenen

Skalenteile Tyrosinumsatz auf der Tro

mmel des Colorimeters bei langerer

Reaktionsdauer.

Durch Untersuchung von14 verschiedenen PreBsiften wurde festgestellt,daB die durch-
schnittliche Abweichung der interpolierten tg-Werte (auf der Kurve der Abbild. 2 durch
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Abbild. 4 tga und Tyrosinumsatz (Tyro-

ginaseverbrauch) nach 120 Minuten; x beob-

achtete tg-Werte, o titrimetrisch ermittelter
Tyrosinumsatz in mg.

o gekennzeichnet) von den gemessenen
Werten dieser Reihen nur innerhalb von,
+69, abweichen.

Um mit Hilfe des tg-Wertes als
relativem MaB fiir die Aktivitat der
Fermentpriparate, das nur im Rah-
men der verwendeten MeBmethode
gilt, eine von dem verwendeten Ge-
riit unabhéngige Wirkungseinheit zu
gewinnen, wurde der tg-Wert mit
dem Tyrosinumsatz dadurch in Zu-
sammenhang gebracht,daf dieser fiir
eine Reihe von tg-Werten nach ei-
ner lingeren Reaktionszeit(120 Min.)
bestimmt wurde (vergl. Abbild. 3),
wiithrend welcher er so gro88 gewor-
den ist, daB er durch Titration
bequem ermittelt werden kann.
Auf diese Weise wurde eine Be-
zugskurve (Abbild. 4) aufgestellt,
aus der zu jedem in Frage kom-

menden tg-Wert der Tyrosinaseverbrauch nach 120 Min. entnommen werden

kann. Die Tyrosin-Bestimmung erfolgte

dabei in Anlehnung an die maBana-
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lytische Bestimmung nach H. Haehn und J. Stern't) mit der Abin-
derung, dal ebenso wie bei der colorimetrischen Bestimmung nicht Luft-
sauerstoff, sondern Wasserstoffperoxyd als Oxydationsmittel verwendet wurde,
was keine grundsitzliche Anderung bedeutet, da das Peroxyd durch die an-
wesende Katalase sehr schnell zersetzt wird und der entstehende Sauerstoff
wie Luftsauerstoff wirkt.

Als scheinbare Wirkungseinheit des Ferments wurde der nach 2-stdg. Ein-
wirkung einer 0.1-proz. Wasserstoffperoxyd-Losung bei 20° und py 6.81 er-
folgte Umsatz von 1 mg Tyrosin gewahlt, so daB sich als absoluter Tyrosinase-
Wirkungswert fiir die Enzymaktivitit eines Wurzelpriparats die Zahl der
Wirkungseinheiten je 1 g Wurzeltrockensubstanz ergibt.

Die quantitativen Ergebnisse.

In der Tafel 3 sind die Bestimmungsergebnisse fiir Tyrosinase, Kautschuk
und Harz in Wurzeln von 19 willkirlich herausgegriffenen einjihrigen unver-
mischten Kok-saghyz-Pflanzen zusammengestellt. Diese Wurzeln enthalten aus-
nahmslos keine Tyrosinase. Der Kautschuk-Gehalt zeigt eine Variations-
breite von 1.3—15.2% und betrigt im Durchschnitt 5.4%, je Wurzeltrockenge-
wicht. Diese Werte haben sich bei Massenanalysen!5) (GréBenordnung 10000)
mit nur unbedeutenden Abweichungen bestiitigt. Der Harzgehalt'®) liegt bei
einer Variationsbreite von 4.7-—15.8% im Durchschnitt bei 9.29% (9.1% im
Durchschnitt bei dem untersuchten Léwenzahn),

Entgegen der hin und wieder in russischen Arbeiten auftretenden Angabe!?),
daB Kautschuk- und Harzgehalt in einem annihernd reciproken Mengenver-
hiltnis vorkommen, sei darauf hingewiesen, daB sich dies nur auf Einzelfille,
wie z.B. Nr. 7 und 10 in der Tafel 3 beschrankt, wihrend mindestens ebenso
hiufig Fille vorkommen, die bei wenig Kautschuk auch wenig Harz (Nr. 8
und 14) und bei viel Kautschuk viel Harz (Nr, 3 und 13) aufweisen.

In der Tafel 4 (S. 347) sind die Analysenergebnisse fiir 48 Bastardexemplare
(ebenfalls einjdhrig) wiedergegeben. Der durchschnittliche Kautschukgehalt
liegt bei einer Variationsbreite von 0.6—10.4% je Wurzel mit durchschnittlich
4.6% nur etwa 169% niedriger als bei unvermischtem Kok-saghyz. Der Harz-
gehalt hiilt sich mit durchschnittlich 8.4%, (Variationsbreite 1.1—18.9%,) nahe-
zu auf der Hohe der Stammarten. Im Vergleich mit unvermischtem Léwenzahn,
dessen Tyrosinase-Wirkungswerte bei 14.0—23.2 (mittl. Wert bei etwa 18.6)
liegen, sind diese Werte bei den Hybriden auffallend niedrig; sie schwanken
zwischen 11.0 und 0 (mittl. Wert bei etwa 3.5).

Auf Grund der Verteilung der Tyrosinase und des Kautschuks in den
Stammrassen kénnte man einen Zusammenhang von Kautschukbildung und

14) Biochem. Ztschr. 184, 182 [1927].

15) Unverdffentlichte Versuche von E. Steurer.

18) Kine eingehendere Untersuchung des Harzes behandelt die Diplomarbeit von M.
Winiker ,,Versuche zur Feststellung der Inhaltsstoffe von Kok-saghyz-Wurzeln‘*, Berlin
1944.

17) Vergl. z.B. A. A. Prokofjew, Bull. Akad. Wissensch. der USSR, Abteil. Bio-
logie [1939].
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Tafel 3. Kautschukgchalt*), Harzgehalt und Tyrosinase-Wirkungswert
in Taraxacum Kok-saghyz (wahrscheinlich rcinrassig)**).

m— — — —

= ——— = —
Nr. tg J al\);’(i’::kll‘l};] rgo:‘lvﬁie Harz in 9 Kautschuk in 9
1 0 0 7.8 2.7
2 0 0 4.7 5.5
3 0 0 13.5 10.1
4 0 0 10.0 1.3
5 0 0 15.2 5.2
6 0 0 13.7 2.0
7 0 0 5.8 11.5
8 0 0 6.1 1.5
9 0 0 15.8 3.9
10 0 0 11.7 1.9
11 0 0 6.9 6.3
12 0 0 8.8 1.4
13 0 0 12.3 15.2
14 0 0 5.7 2.1
15 0 0 — 8.8
16 0 0 - 6.5
17 0 0 — 5.0
18 0 0 — 5.8
19 0 0 — 7.4

*) Alle Angaben auf absol. trockene Wurzeln bezogen.
*¥) Wir verdanken das Material Hra. Dr. R. W. B6hme vom Kaiser-Wilhelm-Institut
fiir Ziichtungsforschung, Abteil. fiir Kautschukpflanzen-Forschung, sowie Hrn. Dipl.-
Landw. Dr. Caesar.

Tyrosinasegehalt in dem Sinne erwarten, daBl der Kautschukgehalt und der
Tyrosinasewirkungswert in den Hybriden in einem reciproken Verhiltnis auf-
treten. Wie aber aus der Tafel 4 hervorgeht, ist dies in keiner Weise der Fall,
indem z.B. Hybriden auftreten, die neben einem héheren Tyrosinase-Wir-
kungswert einen verhiltnismiBig hohen Kautschukgehalt (Nr. 1, Tafel 4)
auiweisen, sowie Hybriden, denen neben einem geringen oder verschwindend
geringen Tyrosinase-Wirkungswert sowohl ein hoher als auch ein niedriger
Kautschukgehalt zugeordnet ist' (Nr. 27 bzw. Nr. 29, Tafel 4). Man gewinnt
also den Eindruck, da8 die beiden Eigenschaften nicht gekoppelt sind, son-
dern unabhéugig voneinander auftreten; die Kautschukbildung wird von der
Gegenwart der Tyrosinase entweder gar nicht oder nur in einem untergeord-
neten, jedenfalls bisher nicht erkennbaren MafBe beeinfluB3t.

Genetische Betrachtung: Sucht man nach einer Erklirung fiir die
scheinbar gesetzlos schwankenden Werte fiir Kautschuk- und Tyrosinasegehalt
in den Hybriden, so kénnte ein Zusammenhang in genetischer Richtung etwa
in dem Sinne bestehen, dalB3 eine Kautschukanwesenheit und -abwesenheit so-
wie Tyrosinasean- und abwesenheit je ein gegensitzliches Merkmalspaar dar-
stellen, die — jeweils das eine unabhiingig vom anderen — zur Bildung von
zweipaarigen (dihybriden) Kreuzungen fithren. Die Feststellung, da der beob-
achtete Kautschukgehalt in der tiberwiegenden Mehrzahl der untersuchten
Hybriden auf dhnlicher Hohe wie bei unvermischtem Kok-saghyz liegt, macht
es unter Beriicksichtigung des dritten Mendelschen Gesetzes iiber die freie
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Tafel 4. Kautschukgehalt, Harzgehalt und Tyrosinase-Wirkungswert
in Bastarden zwischen Taraxacum Kok-saghyz und Taraxacum

officinale*).

Nr: tga**) al‘);’?l.l'(ll‘ls;r g:::;i& Harz in % | Kautschuk in %
| 12.0 11.12 8.6 8.3
2 9.8 8.84 7.3 3.1
3 9.8 8.84 54 5.9
4 9.4 8.0 9.0 3.1
5 8.2 7.40 10.0 7.5
6 8.4 7.40 12.2 1.5
7 7.4 6.56 11.3 5.2
8 6.8 6.0 1.1 23
9 6.6 5.68 5.1 3.4

10 6.8 5.68 154 6.8 -
11 6.2 5.40 5.3 5.3
12 6.0 5.12 6.9 0.6
13 5.8 5.12 18.9 9.0
14 5.6 5.12 4.1 3.3
15 5.8 5.12 12.3 3.4
16 6.0 3.12 6.0 2.3
17 5.8 5.40 4.9 1.2
18 54 4.56 6.5 9.5
19 5.4 4.56 14.4 2.4
20 4.6 4.0 '10.5 3.8
21 48 4.0 8.7 9.4
22 4.8 4.0 54 1.7

23 44 3.68 7.9 3.0

24 4.0 3.40 3.8 3.4

25 4.2 3.40 10.9 0.7

26 4.2 3.40 4.5 2.8

27 3.4 2.84 10.7 7.4

28 2.8 2.28 5.9 2.5
29 2.8 2.28 12.3 0.8
30 2.0 1.68 8.2 2.0
31 2.12 1.68 5.6 0.46
32 1.8 1.60 5.2 2.8
33 1.68 1.40 5.6 1.7
34 1.7 1.40 9.0 6.7
35 1.6 1.12 7.2 7.9
36 - 1.4%%%) 1.12 10.3 5.7
37 1.4 1.12 18.3 10.0
38 1.28 d 1.12 9.8 5.5
39 0.96 0.84 6.6 2.7
40 1.12 0.84 12.3 9.6
41 1.2 0.84 5.3 2.6
42 0.6 0.56 2.8 2.6
43 0.8 0.56 9.1 7.0
44 0.48 0.56 14.6 4.3
45 0 0 8.3 5.7
46 0 0 6.1 8.5
47 0 0 5.1 4.7
48 0 0 6.5 5.0
*) Das Material stammte teils von Anbaufeldern, wofiir wir Hrn. Dipl.-Landw. Dr.

H. Stahl zu Dank verbunden, sind, teils von Versuchsfeldern unserer damaligen Instituts-
anlage in Lowenberg i. Schlesien. )

*#) Aus Griinden des MeBbereichs auf der Ablesetrommel des Colorimeters war der
tg-Wert in allen Fillen fiir 0.5 g Wurzeltrockengewicht bestimmt worden; die obigen
tg-Werte sind auf Grund der angegebenen Definition durch Verdoppelung der bestimmten
Werte erhalten worden. . .

#+%) Bei sehr Lleinen Werten fiir tga ist der Bestimmungsfehler grifier wie oben
angegeben.
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llombination der Gene verschiedener Erbanlagenpaare wahrscheinlich, da8
fir das Merkmalspaar Kautschukhaltigkeit (K) ~— Kautschukfreiheit (k) K
dominant iber k ist, Kautschukfreiheit also ein recessives Merkmal darstellt.

Andererseits scheinen auf Grund desselben Gesetzes die Tyrosinasemessun-
gen fiir die Annahme zu sprechen, dafl der Tyrosinasegehalt fiir den Erbgang
intermediiren Charakter hat, d.h., daB die Ausbildung des entsprechenden
Merkmals in den Hybriden zwischen den beiden Merkmalen Tyrosinasehaltig-
keit (Ty) und Tyrosinasefreiheit (ty) der Stammrassen steht. Hier wire aller-
dings nach den Angaben in der Tafel 4 auch die Annahme einer Dominanz
von ty diskutierbar. Die zur Klirung der genetischen Verhiltaisse notwendi-
gen Kreuzungs- und Riickkreuzungsversuche muBten bei der Aufgabe des
Lowenberger Instituts abgebrochen werden.

Durch die Auffindung eines zweciten chemischen Paares gegensitzlicher
Merkmale (Ty — ty) ist in der positiven Tyrosinase-Reaktion eine einfache
und wie es scheint eine sichere chemische Diagnose zur Unterscheidung von
stammreinen Kok-saghyz-Pflanzen von ihren Hybriden mit Lowenzahn gege-
ben, was um so erwiinschter ist, als Taraxacumarten zur Parthenogenesis nei-
gen'®), so dal — abgesehen von morphologischen Merkmalen — gegebenen-
falls erst durch die Tyrosinase-Reaktion im Zusammenhang mit dem Kaut-
schukgehalt der Erfolg einer Bastardierung entschieden werden kann.

Zur Kautschukbildung in der Pflanze,

0. Ambros') hat durch die Beobachtung eincr gegeniiber Blindversuchen erhohten
Kautschukbildung im Milchsaft (,,Serum‘) tropischer Kautschuktriger auf Zusatz von
Isopren-Emulsionen und sauerstofigesdttigtern Wasser wahrscheinlich gemacht, daB an
der Polymerisation des Isoprens in der Pflanze Oxydasen beteiligt sind. A. Frey-Wyss-
ling gibt an®), daB sich unter den Oxydasen des Milchsafts von Euphorbiaceen und
anderen tropischen Kautschuktriigern auch Tyrosinase befindet. Trifft diese Angabe zu,
deren Nachpriifung erwiinscht ist, so fillt sie gegeniiber der entgegenlaufenden Feststel-
lung hei dem Kautschuktriger Taraxacum Kok-saghyz auf, die zudem den einwandfreien
Beweis dafiir gibt, da8 die Gegenwart von Tyrosinase fiir die Biosynthese von Kautschuk-
Kohenwasserstoffen nicht erforderlich ist?!). Wir haben im Milchsaft von Kok-saghyz
und Lowenzahn Katalasc festgestellt. Fiir die Beobachtung von Ambros kommen daher
diese und andere Oxydasen in Frage.

Die Erscheinung, daB zwei so nahe verwandte Pflanzenrassen wie Kok-
saghyz und Lowenzahn sich durch den Gehalt an Kautschuk unterscheiden,
indem die eine bis zu hohen Betrigen, die andere tiberhaupt keine Kautschuk-

18) 8. Murbeck, Parthenogenesis bei den Gattungen Taraxacum und Hieracium, Bot.
Notiser. (Schweden 1904). S.285; H. Wink!ler, Verbreitung und Ursache der Partheno-
genesis im Pflanzen- und Tierreich (Jena 1920); O. Rosenberg, Apogamie und Partheno-
genesis bei Pflanzen im Handb. d. Vererbungswiss., Bd. 11 (Berlin 1930).

1) Revue générale du Caoutchoue, Paris 1937, S. 1022 (Congrés international du
Caoutchouc).

20y Dic Stoffausscheidung der héheren Pilanzen (Springer, Berlin 1935), S. 343.

21) Pabei bleibt die Moglichkeit, daf3 Unterschiede sekundirer Art zwischen Kok-
saghyz-Kautschuk und Kolonial-Kautschuk, wie z.B. der Farbcharakter der aufgearbei-
teten FlieBe auf Unterschiede in der Zusammensetzung der Oxydase-Komplexe sowie auch
der gegenwirtigen Phenol-Derivate zuriickgehen.
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Kohlenwasserstoffe??) erzeugen kann, scheint uns darauf hinzuweisen, daf§
Kautschukbildung nicht®®) zum allgemeinen Assimilations-Dissimilations-
Stoffwechsel der Pflanze gehort, wie z.B. die Bildung von Kohlenhydraten,
Eiweil, Fett-Wachs, Harzen, Chlorophyll, Carotinoiden wu. a., die in allen auto-
trophen Pflanzen vorkommen, sondern daB die Bildung von Kautschuk-
Kohlenwasserstoffen auf einen Spezialvorgang zuriickgeht, dhnlich wie wir
dies fiir zahlreiche andere Pflanzenprodukte annehmen miissen, von denen vor
allem die Alkaloide und die nur gelegentlich auftretenden Farbstoffe und Farb-
stoffbildner wie Alizarin und Indoxyl genannt seien. :

Aus der Untersuchung an den Taraxacum-Bastarden folgern wir, da die
Kautschukbildung offenbar von einem speziellen Erbfaktor abhéngt, der die
Veranlassung zu einer zusitzlichen physiologischen Leistung in der gleichen
Weise gibt, wie es z.B. fiir das Auftreten eines Anthocyans in den Blittern
der Bliitenhiille einer buntrassigen Bliitenpflanze gegeniiber ihrer anthocyan-
freien Abart seit. Gregor Mendels klassischen Kreuzungsversuchen an Erbsen
angenommen wird.

Nimmt man die bekannte Hypothese als gegeben an, nach der der formale Zusammen-
hang?) der Isopren-Konstitution mit den Konstitutionsbildern der allgemein vorkommen-
den Mono-, Sesqui-, Di- und Triterpene, Harzsiuren, Sterine, Saponine, Carotinoide u. a.

22) Thre Abwesenheit ist erwiesen: 1.) durch den negativen Ausfall der Mikroreaktion
an Wurzeldiinnschnitten mit Brom in Glycerin zum Kautschuk-tetrabromid gemaf der
Vorschrift und mikroskopischen Beobachtung im Auflicht nach A. A. Prokofjew, dessen,
TUnldslichkeit in Tetrachlorkohlenstoff 4- Alkohol eirie Unterscheidung von ungesitt. Harz-
anteilen erméglicht (vergl. die ausfiihrliche Darstellung des Autors im Sammelwerk von
A. A. Nitschiporowitsch ,,Die industriellen Kautschuktriger der USSR", 3. Kap.,
S.114 usw.), 2.) durch Extraktionsversuche mit Chloroform und Aceton; hierbei empfiehlt
es sich, zumal im Falle eines groBeren Harzgehalts, nach dem Vorschlag von Ignatiew
priméir mit Chloroform (bei Raumtemperatur) zu extrahieren und den Riickstand zur
Entfernung der Harze erschopfend mit Aceton auszuziehen. AusschlieBlich auf Grund
eines Chloroformriickstands, der nach einer Vorextraktion der Pflanzenteile mit Aceton
erhalten wird, auf die Anwesenheit von Kautschuk-Kohlenwasserstoffen zu schlieBen, ist
ungtatthaft, auch wenn dieser Riickstand, wie in #lteren Arbeiten fiir verschiedene ein-
heimische Kompositen und Euphorbia-Arten angegeben ist,in Form eines ,,Hautchens**
zuriickbleibt.

Zur sicheren Entscheidung der Frage, ob in derartigen Riickstiinden tatsichlich Kaut-
- schuk-Kohlenwasserstoffe vorliegen, haben wir uns des rontgenographischen Dehnungs-
" effekts (Auftreten der charakteristischen Kautschukinterferenzen beim Dehnen der Probe)

bedient, d.h. den Riickstand schwach anvulkanisiert, auf Dehnbarkeit gepriift und gege-
benenfalls im ungedehnten und gedehnten Zustand durchstrahlt. Bei Lowenzahn verblieb
iiberhaupt kein vulkanisierbarer Riickstand.

23} Im russischen Schrifttum ist die Auffassung dariiber geteilt; vergl. z.B. G. J.
Borissow u. W. N. Lubimenko, Lokalisation und Physiologie der Kautschukbildung
in den Pflanzen in B. A. Keller, Der Kautschuk und die Kautschuktriger, Bd. I, S. 123
(Moskau 1938) u. A. A. Prokofjew, Bull. Akad. Wiss. d. USSR., Abteil. Biologie,
1939.

%) Vergl. u. a. besonders L. Ruzicka, Angew. Chem. 51, 6[1938]; daB in diesem Sinne
dem Isopren eine Schliisselstellung fiir verschiedene beeinfluBlbure, biogenetische Reihen
zufillt, kann durch die bemerkenswerte Beobachtung Prokofjews (Fuin.'?)) begriindet
werden, daB sich in jungen Pflanzen der kautschukfiihrenden Guajule das bis zu 70%
a-Pinen enthaltende ather. Ol schneller als der Kautschuk anhiuft, wihrend Zellenalte-
Tung sowie ungeniigende Wasserversorgung umgekehrt dic Pinenbildung zugunsten der
Kautschuk-Kohlenwasserstoffe zuriicktreten laBt.
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auf eine gemeinsame Bildung aus Isopren??) als intermediirem Stoffwechselprodukt zu-
riickgeht, das selbst den ersten Assimilationsprodukten entstammt?¢), ist zu erwarten, daf
der in Frage stehende Erbfaktor in der Umwandlungsfolge: Kohlenhydrat — Isopren
(bzw. Protoisopren) — Terpen usw. am Isopren bzw. dem Protoisopren unter Mobili-
sierung entsprechender Katalysatoren eingreift und von diesem die Bildung von Kaut-
schuk-Kohlenwasserstoffen als zusiitzliche Reaktion abzweigt.

Beschreibung der Versuche.

Das verwendete Colorimeter nach R. Havemann beruht auf der Kompensation
zweier Photozellen, von denen die eine als Vergleichszelle dient, und eignet sich infolge
seiner einfachen Handhahung zur Ausfiihrung von Reihenversuchen besonders gut. Da
das Geriit nach der Nullmethode arbeitet, die eine vollkommene Ausnutzung der Emp-
findlichkeit des zur Messung benutzten Galvanometers gestattet, besitzt es eine Empfind-
lichkeit, die selbst zur Erfassung sehr kleiner Tyrosinasemengen ausreicht. AuBerdem
steht durch die optische Kompensation der MeBzelle eine so groBe Ableseskala zur Ver-
fiigung, daB cine wesentlich groBere Ablesegenauigkeit zu erreichen ist, als bei der kurzen
Skala eines Zeigergalvanometers.

Die Lichtempfindlichkeit, bestimmt durch die 19, Lichtabsorption entsprechende
Anzah)] Skalenteile, betrigt im verwendeten Extinktionsbereich E = 0.7—0.13 (entspr.
920231 Skalenteile auf der Ablesetrommel) 10—35 Skalenteile, d. h. 1 Skalenteil ent-
spricht ciner Lichtempfindlichkeit von 0.19%—0.259% der gemessenen Lichtabsorption.
Unter den gewihlten MeBbedingungen ergibt sich eine MeBgenauigkeit von + 0.4%, bei

B = 0.7 und von + 0.99 bei E = 0.13.

Fehlerquellen: Da bei dem Gerit eine sehr intensive Lichtquelle (100-Watt-Lampe)
verwendet wird, ist auf moglichst kurze Belichtungsdauer zu achten, um die temperatur-
strahlungs-empfindliche?’) Fermentlosung vor Schidigung der Aktivitit zu schiitzen. Die
Belichtungsdauer betrug bei jeder Ablesung 10 Sekunden. Netzschwankungen fiihren
selbstverstindlich zu erheblichen MeBfehlern (gegebenenfalls Verwendung eines Regulier-
widerstandes).

Vorbereitung des Fermentsafts: Die Wurzeln wurden moglichst unmittelbar
nach der Ernte untersucht. Lingere Transporte, zumal in der wirmeren Jahreszeit sind
unbedingt zu vermeiden. Vor der Verarbeitung wurden die Wurzeln unter Wasser griind-
lich geschrubbt, mit FlieBpapier abgetrocknet, mit einem Rasiermesser in etwa 1 mm
dicke Scheiben geschnitten und gewogen. Zur Bestimmung des Wassergehalts wurde 1 g
des geschnittenen Materials im Aufhéuser-Apparat nach der Xylolmethode analysiert und
zur Gewinnung des Fermentsafts etwa 4—5 g mit dem gleichen Gewichtsteil Quarz und
der dreifachen Menge Puffer-Lésung (py 6.81) im Mérser zu einer cremeartigen Masse zer-
ricben. Durch Zentrifugieren wihrend 15 Min. wurden Gewebereste und Stirkekorner
abgetrennt. Die gelb-briaunliche Fliissigkeit mu8 unmittelbar gemessen werden, da nach
mehrstdg. Stchenlassen Triibungen auftreten, die einen Teil der Tyrosinase enthbalten,
der dann der Messung entgeht, wenn vor der Messung abzentrifugiert wird.

Die vergleichsweise herangezogenen Kartoffeln wurden, vor der Untersuchung geschiilt,
auf einer Reibe zerrieben und der Saft nach dem Einschlagen der Reibsel in ein Leinen-
tuch mit der Hand ausgepret und zentrifugiert.

Dije optimalen Reaktionsbedingungehn: Diese entsprechen den Angaben von
Haehn und Stern) mit der Abanderung, daB Wasserstoffperoxyd statt Luft verwendet
wird, deren Durchleitung sich bei der colorimetr. Messung verbietet. Als Reaktionstempe-
ratur wurde 20° gew#hlt, bei der sich eine Zersetzung des Ferments wihrend der Messung
nicht bemerkbar macht. Zur Einstellung des py wurde eine Phosphatpuffer-Lisung nach
Sorensen (n/y; Kaliumbiphosphat, n/,; Natriummonophosphat) verwendet. Wegen

25) Isopren ist bisher aus Pflanzen noch nicht isoliert worden. Es wird daher eine
labile Vorstufe mit dem C-Geriist des Isoprens diskutiert, die sich unmittelbar zu den
verschiedenen Dissimilationsprodukten stabilisiert; vergl. dazu C. Harries, Untersuchung
tiber die natiirlichen und kiinstlichen Kautschukarten (J. Springer, Berlin 1919); F¥. G.
Fischer, B. 64, 30 [1931) u. andere Autoren; von besonderer Bedeutung ist der von
H. Popovici gefithrte Nachweis, daB Terpene im Zellplasma gebildet werden (Compt.
rend. Acad. Sciences 183, 143 [1926)).

%) H. Fitting, Tropenpflanzer 10, Beih. 1 [1909); F. P. Masanko, Physiologie
und Biochemie der Kautschuktriger, Moskau 1939; Kautschuk und Gummi (Moskau),
Nr. 6 [1939].

"‘7)[L. P:!neussen u. T. Hammerich, Biochem. Ztschr. 23, 273 [1931].
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der Loslichkeitsverhiltnisse des Tyrosins kann die Tyrosinkonzentration 0.03%, nicht
iiberschreiten; da sich 0.019, als zu gering erwies, wurde 0.029, gewihlt.
Die Verwendung von Wasserstoffperoxyd ist in seiner Wirkung umstritten. Wihrend
A. Bach?®®) bei einer Konzentration von 0.019% und O. Fiihrt?®) fiir 0.05%, eine reaktions-
beschleunigende Wirkung auf die Tyrosinase-Reaktion feststellen konnten, glaubte R.
Chodat®), daB bereits kleinste Mengen einen hemmenden EinfluBl ausiiben. Zur Prii-
fung des Widerspruchs wurden unter vergleichbaren Bedingungen (0.029% Tyrosin, 0.5%,
Kartoffelrcibsel (ber. Trockensbst.)) die Reaktionsansitze mit 0.01, 0.1, 0.29 und 0.59,
Wasserstoffperoxyd in der Gesamtlésung gemessen und gemii8 Abbild. 5a und 5b fest-
gestellt, dafl nur die 0.5-proz. Wasserstoffperoxyd - Losung die Tyrosinase-Realktion ver-
hindert, wiahrend bei den tie-

w feren Peroxyd-Konzentratio-
nen nur geringe bzw. keine
/ Unterschiede in der Ge-
schwindigkeit der Farbstoff-
bildung auftreten. Da nach
g Abbild. 5b 0.1-proz. Peroxyd
o besonders giinstig wirkt, wur-
‘9/ de diese Konzentration ge-
t / x withlt.
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Abbild. 5a. EinfluB der Wasserstoffperoxyd-Konzen-  Abbild. 5b. tg « in Abhin-

tration auf die Farbstoffbildung (gemecssen in Ska- gigkeit von der Wasserstoff-

lenteilen). Kurve 1: 0.01%, Kurve 2: 0.19,, Kurve 3: peroxyd-Konzentration.
0.29%, Kurve 4: 0.5% Wasserstoffperoxyd.

Von besonderem Einflul auf die colorimetr. Werte erwies sich der bei den Messungen

eingehaltene Verdiinnungsgrad des Fermentsafts. Aus Abbild. 6 geht hervor, daB der
tg-Wert nur bis zu einem bestimmten Verdiinnungsgrad des Fermentsafts .mit der Kon-
zentration des Ferments zunimmt, d. h. daB oberhalb einer bestimmten Konzentration
die Beziehung tg @ = Asky/ A nicht mehr besteht. Bei den fermentirmeren Taraxacum-
rassen wurde diese Grenzkonzentration in keinem Fall erreicht. Bei dem tyrosinasereichen
PreBsaft der Kartoffel dagegen muB fiir die angegcbene Beziehung der Saft mit Puffer-
L.osung auf mindestens 1 : 3 verdiinnt werden.
Die Beobachtungsdauer der Farbbildung ist nach oben durch das Auftreten von Me-
lanin beschrinkt. Da zur Ermittlung der tg-Werte nur verhiltnismiBig kleine Beob-
achtungszeiten notwendig sind, spielt die Melaninbildung keine Rolle. Im allgemeinen
wurde wihrend eines Zeitintervalls von 10—40 Min. nach Zusammengeben der Reak-
tionsteilnehmer beobachtet.

Durchfihrung einer colorimetr. Messung: Ausgangslésungen: m/,s Phos-
phatpuffer (prim. Phosphat : sek. Phosphat = 1:1), 0.03-proz. Tyrosin-Puffer-Losung,
0.1-proz. Wasserstoffperoxyd-Losung, Enzymsaft.

28) B. 39, 2126 [1906]. 28) Beitr. Chem. Physiol.. Pathol. 10, 131 [1907].
30) Arch. Sci. physiques natur. Genéve 1V, Per. 24.
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Reaktionsansatz: In einen 50-ccm-MeBkolben werden 30 ccm Tyrosin-Lisung,
5 ccm Wasserstoffperoxyd-Losung und die vorgeschriebene Menge Enzymsaft gegeben,
die nach dem in einem Parallelversuch ermittelten Wassergehalt einem Trockengewicht
von 0.5 g Wurzelmenge entspricht. Nach Auffiillen mit Puffer-Lésung und Durchschiittoln
ist die Reaktions-Losung, die sich langsam rot zu firben beginnt, meBbereit.
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Abbild. 6. tga in Abhsngigkeit von der Fermentkonzentration (bei vier
verschiedenen KartoffelpreBsiften: e—e, 0—0, A—A x—x).

Messung: Zur Ermittlung des Nullwertes wird die mit Puffer-Lisung gefiillte Ciivette
(20 mm Schichtdicke) eingesetzt, die MeStrommel auf Null gestellt und durch Finstellen
der Vergleichsblende bis zur Einspielung des Galvanometers auf den Nullpunkt Ver-
gzichsintensitit und wirksame Intensitit in Ubereinstimmung gebracht. Der nach Fiil-
lung der Ciivette mit der MeBlosung sich gemaB der Lichtabsorption einstellende Gal-
vanometerausschlag wird durch Stellungsinderung der MeBzelle durch Drehen der MeB-
trommel ausgeglichen (Riickgang des Galvanometerausschlags auf Null), wobei die Farb.
intensitit der Losung der Anzahl der Skalentoile entspricht.

Zur Ermittlung der Farbvertiefung als MaB fiir die vorliegende Fermentkonzentration
wird diec Messung nach entsprechenden Zeiten wiederholt (1. Messung nach 10 Min., 2. Mes-
sung nach weiteren 30 Min.). Da sich die Anzahl Skalenteile aus der Differenz zweier
Ablesungen ergibt, ist die Einstellung des Nullwertes nur einmal erforderlich. Der Null-
wert ist daher zweckmiiBig so zu justieren, daB cin moglichst groBer Meflbereich auf der
Trommel zur Verfiigung steht.

Zwoi an demselben Enzymsaft unter vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrte Mes-
sungen, zeigen innerhalb der angegebenen Genauigkeit liegende Ubereinstimmung: 1) be-
obachtet nach 10 Min.: 80 Skalenteile, nach insgesamt 40 Min.: 455 Skalenteile; tga =
Askt/ oy = 375/30 = 12.5; 2.) beobachtet nach 10 Min.: 75 Skalenteile, nach insgesamt
40 Min. 440 Skalenteile; tga = 365/30 = 12.2; mittlere Abweichung +1.29%. Um auf
eine Eigenfirbung des Safts zu priifen, wurden Ansatzlésungen ohne Tyrosin gemessen
und ausnahmslos festgestellt, daB} tga = O ist.

Tyrosin-Bestimmung: Vor der maflanalytischen Bestimmung des unverbrauchten
Tyrosins muBite das iiberschiiss. Wasserstoffperoxyd entfernt werden, wobei sich die Ver-
wendung von kolloidalem Platin als zweckmiBig erwies. Das Platinsol wurde durch Licht-
bogenzerstiubung nach Bredig hergestellt (zweifach dest. Wasser, 110 V Gleichstrom,
3—4 Amp., Elektrodonabstand 2—3 mm). Es wurde festgestellt, daBl eine ausreichende
Zerstsrung des Peroxyds in der dem Reaktionsansatz jeweils entnommenen Probe nach
Zusutz von 5 cem der frisch hergestellten Platin-Losung durch 6 Min. langes Aufkochen
erfolgt. Dic anschlieBende Tyrosintitration erfolgte genau nach der Vorschrift von Haehn
und Stern'4).

EinfluB der Katalase: Hierfiir wurde die Zersetzung des Wasserstoffperoxyds durch
den Fermentkomplex bei Ab- und Anwesenheit von Tyrosin durch jodometrische Bestim-
mung zeitlich verfolgt und festgestelit, dafl bereits in 30 Min. die Wagserstoffperoxyd-
Konzentration um 65% absinkt (Kurve 1, Abbild. 7). Der Abfall der Peroxyd-Konzen-
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tration ist in Ggw. von Tyrosin etwas geringer (Klia8 sAbliile? ;B IRMEM L} un
etwa 5095 -ab. Aber auch diese Geschwindigkeit geniigt, um den fiir die Tyrosinoxydation
notwendigen Sauerstoff zur Verfiigung zu stellen.
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Abbild. 7. Wasserstoffperoxyd- Zersetzung durch Katalase in Kartoffel-
preBsaft in Abwesenheit (Kurve 1) und Anwesenheit (Kurve 2) von Tyrosin.

Kinetische Untersuchung: Raper und Wormall®) haben angegeben, da die
Tyrosinasereaktion in bezug auf das Verschwinden des Tyrosins monomolekular verlguft.
Auch Haehn und Stern?) beobachteten eine befriedigende Konstanz der k-Werte fiir
den monomolekularen Reaktionsverlauf. R. Weidenhagen und F. Heinrich!?) konnten
den Befund nicht bestéitigen; sie beobachteten auch bei vielfiltig variierten Versuchs-
bedingungen mit zunehmender Reaktionsdauer eine starke Zunahme der k-Werte.

Entsprechend der bei der colorimetr. Bestimmung notwendigen Verwendung von
Wasserstoffperoxyd wurden auch diese kinetischen Versuche in Gegenwart von Peroxyd
statt Luft durchgefiihrt und in Ubereinstimmung mit den Angaben von Weidenhagen
und Heinrich gemiB der Tafel 5 ein starker Gang von k bei Annahme einer monomole-
kularen Reaktion gefunden.

Tafel 5. Die Reaktion im System Tyrosin-Wasserstoffperoxyd in
Gegenwart von Tyrosinase bei Annahme eines monomolekularen
Reaktionsverlaufs (Kartoffelpreflsaft).

k== 2.303/t,~t, x log aja—x

t to— 1ty a—X k x 10
0 — 52.87 —
30 30 51.93 5.20
60 30 50.83 7.17
90 30 49.31 9.95
- 120 30 48.21 7.59

Der Reaktionsverlauf i.Ggw. von Wasserstoffperoxyd scheint also durchaus mit dem
bei Luftgegenwart vergleichbar zu sein, vermutlich infolge der Gegenwart von Katalase,
die aus dem Peroxyd den notwendigen Sauerstoff abspaltet. Leider haben unsere Versuche,
die Katalase aus dem System durch selektive Adsorption zu entfernen, wodurch eine wei-
tere Kliarung der Reaktion erméglicht wire, noch nicht zum Ziel gefiihrt, da bei den ver-
wendeten Adsorptionsmitteln, wie frisch gefélltem Tricalciumphosphat?®?), nach unseren
Feststellungen auch Tyrosinase vollstindig adsorbiert wird.

31) Fermentforsch. 9, 395 [1928].
32) K. Agner, Ztschr. physiol. Chem. 235, Nr. 3/4 [1935] (C. 1935 11, 3120).





