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gang vom definier ten Molekulgitter z u m  Gitter der Hochmolekularen ver- 
mit  telt . 

C'iwercn techqischen Assistentinnen, Frln. E v a  S c h m a i d a  und Frln. U r s u l a  
Kiimpf, danken wir herzlicli fur ihre fleifligc Hilfe bri der Ausfuhrung der Rontgen- 
aufnahmen. 

-_ - 

56. Kurt  lIeB und Christa HeB: Uber sine colorimetrische Be- 
stimmungsmethode fur Tyrosinase und ihre Anwendung bei kautschuk- 

fiihrendcn Lowenzahnrasson. 
[AUS Rubi, Post Langenwang i.Allgau, eingegangcn am 14. April 1947.1 

L's wurdc geefunden, daR dic? kautschukfuhrenden Wuneln von 
Taraxacunl Kok-saghyz Rod. tyrosinasefreisind,withrcnd der mit Kok- 
saghyz nahe verwandk kautschukfrrie kwcnzahn (Taraxacum offi- 
cinale) Tyrosinase enthiilt. Um festzustellen, welche Beziehung zwi- 
schen Kautschuk und Tyrosinase besteht, w i d e n  Hybriden pus boi- 
den Rassen herangezogen, fur dcrea Untersuchung ein colorimetri- 
sches Verfahren angegeben wird, das auch sehr geringe Gehalte von 
Tyrosinase mit genugcnder Genauigkeit zu ermitteln gestattet. 

Das Verfahren beruht auf einer Itunxeitigea Verfolgung der Bil- 
dung des roten Farbstoffs aus Tyrosin durch Messung der Licht- 
absorption mit dem Photozellcncolorimeter nach H .  Havemann, wah- 
rend der die in Skalcnteilen des Gerats iiber der Zt4t aufgctragenen 
Reaktionskurvcn einen geradlinigen Verlauf zrigen. Der Neigungs- 
winkcl der Geraden gegen die Abszisse bzw. seine Tangente ist in  
oinem geniigend groBcn Mcl3t)ereic.h der Fernientkonzentration an- 
nahernd proportional und kann als relatives Mar3 fur die Aktivitat 
der Fermentpriiparate gelten. Eine durch Titration dcr Rcaktions- 
losungen rrmittelte Bezugskurve zwischen dem tg-Wert und dein 
'Cyrosinnse-Umsatz nach 2 Stunden fiihrt zu der scheinbtlren U'ir- 
kungseinheit des Ferments, als die der Unisatz von 1 mg Tyrosin 
gewilhlt wird, woraus sich als absoluter Tyrosinasewirkungswert die 
Zahl der Wirkungseinheiten/l g Wumeltroclrensubstanz ergibt. 

Aus dem Vcrgleich der Tyr0sinasewirkungswc:rte mit den Kaut- 
srh'ukgehalten der Hybriden ergibt Hich, dal) eine Beziehung zwi- 
schen Tyrnsinasegehalt und Kautschukgehalt in den Wurzeln nicht 
hesteht. Dadurch ist die Annahmc nahegelcgt, dafl Kautschuk-An- 
iind Abwesenheit sowie Tyrosinase-An- und Abwesenheit fur die bei- 
dcn Stammarten je oin ggensatxliches Merkmalspaar darstellen, die 
-- jeweils das eine unabhangig vom anderm - zur Bildung von 
dihyhriden Kreuzungen fiihrcn. 

Dsls K a u t s c h u k - v o l . k o m n i e n  i n  Taraxacuni  K o k - s a g h y z  Rod.  
Taraxarum Kok-saghyz ist cin ursprunglich als Cebirgspflanze (Turkestan, Auslaufer 

des Tjan-schanj-Gebirges) vorkommender, von dem russischen Botaniker R o d i n  1931 
aufgcfundcner Kautschuktriger'), der der reichgegliederten in Europa einheimischen Gat- 
tung Tarasacum (Loweazahn), die kautschukfrei ist, whcsteht und zu ihr gcziihlt wird. 
Die Pflame ist erfolgreich in  der gemaDigteii Zone kultiviert worden. Der Kautschuk 
kommt in der Wunel  (Pfahlwunel) in Milchrohren vor, die iihnlich denen des lhwen- 
zahns konzentrisch am den zentralen Gcf6Rkorper dcr W'urzel angoordnet sind und aus 
dencn er beini Anschneiden als weiRe Milch ausflieBt. Nacli den Ergebnissen des Ozoii- 
abbnus, dem Vergleich der R6ritgenbilder?), dem Vergleich der Viscositatskennzahlen [q] 

I )  S. I w a s o w ,  Einiges iiber das Studium der kautschukhaltigen Pflanzen und des 
Kautschuks der U.d.S.S.R., Kautschuk 1930, S. 237, 256 (Moskau); A. A. N i t s c h i -  
porowi tsch ,  Physiology and Anatomy of plants (Collected volume), Moskau 1936; A.A. 
P r o k o f j e w ,  in  B. A. Kel lc r ,  Drr Kautschuk und die Kautschuktrager, Moskau 1938. 

2 )  Unveroffentlichte Vewuche von H. Kiessig.  
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und der Aufnahmo von FlieBkurven*) dcr Lijsungen dcs koagulierten FlieBes sowie den &- 
gebnissen der technologischen Priifung4) gehort der Kok-saghyz-Kautschuk durchaus in 
die Gruppe der bekannten Kautschuk-Kohlenwasserstoffe, doch fehlt ihm die Gelkompo- 
nente (iitherunloslicher AnteiP)) und seine Alterungseigenschaften liegen etwas ungiin- 
stigefl) als die von Hevea-Kantschuk. 

K a u t s c h u k - un d T y r 0 s  in  as eg e h a 1 t. 
Die nahe Artverwandtschaft der kautschukhaltigen und kautschukfreien 

Taraxacumrassen bietet eine einzigartige Gelegenheit fur den Versuch., im Zu- 
sammenhang mit anderen chemischen Unterscheidungsmerkmalen der Frage 
nach den fur die Kautschukbildung maBgebenden Paktoren durch quanti- 
tative Bestimmung dieser Merkmltle in Mischrassen niiherzukommen. Wir 
haben zuniichst gefunden, daB Kautschuk speichernde Wurzeln von mit 
Lowenzahn unvermischtem Kok-saghyz kei  n e Tyrosinase enthalten, wiihrend 
im kautschukfreien Lowenzahn (Taraxacuni officinale) diese Oxydase ebenso 
wie in anderen Kompositen und Kohlenhydrate speichernden Knollengewiich- 
sen in verhaltnismiiiSig grol3en Mengen vorkommt. 

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

Akt iv i t i i t sbes t immung v o n  Tyros inase  d u r c h  F a r b -  
messung hei ger ingem Fermentgehillt ').  

Die bekaanten Methoden fur die T,vrosinasc-Bestimmung wie die durch Titration des 
entstandesen Melanins nach A. Bachs), durch 'odometrische Bestimmung dcs unver- 
brauchten Tyrosins nach H. S. Rape r  und A. d o r m a l P )  u. a., durch Bestimmusg des 
am Tyrosin hcrvorgehenden 3.4-Dioxy-phenylalani~s qach L. P iscuesen  und T. Ham- 
merichlo) oder schlieBlich nach M. Gruubard und J. M. Nelsonll) durch manometrische 
Bcstimmung des bei der Tyrosinreaktion verbrauchten Sauerstoffs erwiescn sich infolge 
Ungenauigkeitn), Umstii~dlichkeit~>10) oder der Notwesdigkeit zu grodcr Substaszmengen 
fur den vorliegenden Zweck als ungeeignet. 

3) Unveroffentlichtc Versuche von W. Philippoff;  vergl. dazu W. Phi l ippoff ,  

4) Untersuchung von Hrn. Dr. Kluckow im Matorialpriifungsamt in Berlin-Dahlem. 
6, R. Pummerer und H. Pahl,  B. 60, 2152 [1927]. Von den Kautschuk-Kohlcn- 

wamerstoffen im frischen Latex von Kok-saghyz sind nach uqyer6ffentlichtewVersuchen 
voq Frau Dip1.-Chem. R. Caesar 98.9% in Benzol, 98.7% in Ather und 97.4% in Petrol- 
iither Ioslich; iihnliche LoelicNreitsvcrhiilt~sse haben wir auch nach der Koagulation 
boi den frisch hergestellten KautschukflieBen beobachtet (unveroffentlichte Versuche von 

Kautschuk 15, 191 r19391. 

- W. WachR). 
6,  Vermutlich infolge des relativ hohen Mangangehalts, der bei der Aufbereitung tlus 

dom kautschukfreien Wunelgewebe in den Kautschuk wandert. Wiihrcnd in Hevea- 
Kautschuk nur etwa 0.2 mg% Mangan enthaltea ist, haben wir bei Kok-saghyz-Kaut- 
schuk bis zu 1-3 mg% gcfunden. Die Wurzeln estha1t.w etwa 5.0-5.2% Asche, die 
0.09% Manganoxyd enthalt. Im Latex haben wir kein Mangan gefunden (unveroffent- 
lichte Versuche von E. S teu re r  und Frl. IT. MciUner sowie von Frau R. Caesar). 

8) B. 41,221 [1908]. 
la) Biochem. Ztschr. 239, 273 [1931]. 

') Auszug aus der Diplomarbeit Chr i s ta  HeU.Tiibingen 1947. 
9 Biochem. Journ. 17, 454 [1923]. 

11) Journ. Hiol. Chcm. 112, 135 [1935]. 
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Wir liaben ein colorimetrisches Verfahren entwickelt, das auf der E l -  
dung des roten chinoiden Farbkorpers J I  aus Tyro;in (I), dessen Auftreten 
s. Zt. zur Entdeckung der Tyrosinase gefiihrt hatte, heruht : 

PH 

I. 11. 

Schon I’incussen und H a m m e r i c h  hatten sich fur grobe Schiitzungen ei Beatrah- 
lungsversuchen an Tyrosinase im UV dieser Moglichkeit bedient und ebenso R. M’eiden- 
hagen12) bei Versuchen fur Vergleichsmessungen iiber eine Anreicherung des Ferments. 
Die Zeit, die Tyrosinasepriiparate unter vergleichbarea Bedingungen benotigen, um cinen 
bestimmten Farbton zu eneugen, bezeichqet W e i d e n h a g e n  a!s Fiirbungszeit und findet 
sie anniihernd unigekehrt proportional der vorhandenen Tyrosinasemenge. 

0 20 49 80 El 
b t  inUm -- 

Das in1 folgeriden verwendete 
Verfahren ist ein Naherungsver- 
fahren und beruht auf einer ver- 
hiiltnismaBig k u rz z ei t i g en Ver- 
folgung der Bildung des roten 
Farbstoffs aus Tyrosin bei der 
Lichtabsorption mit dem Photo- 
zellencolorimeter nsch It. Ha- 
vemann13), wiihrend der die in 
Skalenteilen (Skt) des Geriits 
iiber der Zeit aufgetragenen Re- 
aktionskurven einen geradlinigen 
Verlauf zeigen, und die Bildung 
\-on Melanin noch nicht ins Ge- 
wicht i’iillt (Abbild. l ) .  Durch 
Verdiinnungsreihen des Ferments 

Abbild. 1. Anfiinglicher Kurvenverlauf fur die (vergl. Tafel 1) ergab sich in ei- 
zeitliche Abhiingigkeit der abgelesenen Skalenteile nein iin Rahmen der vorliegen- 
suf der Trornniel des ~ l o r i m e t e r s  bei der Messung den Untersuchung ausreichenden 

MeBbereich annahernde Propor- 
tionditiit der Neigungswinkel der Geraden gegen die Abszisse mit 
der Fernientkonzentrstion, 60 daB dieser Winkel bzw. seine Tangente tg u 
.= nSkJ At 01s ein relatives MaR fur die Aktivitiit der Fermentprtiparate in 
erster Xiherung gelten kann. 

In der Abbild. 2 sind (durch x gekennzeichnet) die tg-Werte der Tafel 1 als 
Ordinate iiber die Verdunnungsgrade als Abszisse fiir einen tyrosinreichen 
Kartoffelprefisaft (Ausgangssaft = 100) aufgetragen, woraus hervorgeht, daR 
hei den1 verwendeten Kartoffelsaft die angegebene Proportionalitiit bis zu 
Verdunnnngsgraden imterhalb etwe 15% besteht. Oberhalb dieser Grenze 

12) R. W c i d e n h a g e n  und F. H e i n r i c h ,  Ztschr. Ver. Dtsch. Zuckerind. 1928, 612. 
13) Biochem. Ztschr. 301, 105 [1939]; 306, 224 [1940]. 

der Farbstoffbildung aus Tyrosin. 

- -- 



Nr. 4/1948] Bestimmungsmethode fur  Tyrosinase. 343 

verlangsamt sich die Zunahme des tg-Wertes mit  zunehmender Fermentkon- 
zentration erheblicher. 

Tafell. Abhiingigkeit de r  t g -Wer te  von der  Verdiinnung (Kartoffel- 
ausgangssaft  = 100). 

' Re'ktionsdauer 
1 in Min. I 

4 
Vcrdiisnung in % Kartoffel- I I I 
t ga  ...................... 1 14.1 
ausgasgssaft . .... ... .. . .. I 25 ' 14.29 I 10.08 1 '?.58 I !:? 1 3.35 

- I A u f G K d d T  
Skalenteilc 1 Bcerschen Gesetzes I bcr. Skalenteile 

Tafel 2. Abgelesese Skalenteile vor und s a c h  Vcrdiinnuqg einer 
MeOlosung zur Priifung des Beer schcn Gesetzes. 

Ausgangslosung 1 . . . . 
11 2 .... 

VedLosung 1 .... 
11 1 9  2 .... 

14.0 750 
6.0 1063 

14.5 470 
6.5 678 

- - 
375 
531 

Die Urnache der Abweichung hangt wahrscheinlich mit einer gewissen Abweichung 
der Farblosungen vom Reerschen Gesetz zusammen, die in der gleichen Richtung liegt, 
wie die in Frage stehcndc Abwei- 
chung von der Proportionalitat 15 
zwischen tg-Wert und Ferment - 
konzentration. 

Zur Priifung wurde die Reakti- 
onslosung bei Erreichung eines be- 
stimmteq Absorptionawertes auf 

die verdiimte =sung zeigte cnt. 
das doppelte Volumen verdunnt; 

sprechend Tafel2 einen hoheren 
Absorptionswert als unter ver- 
gleichbarea Redingungcn dem $, 
Bcerschen Gesctz estspricht in 
Ubereinstimmun mit der Fest- 
stellung in Abbilf. 2, sach der un- 
terhalb 15% der Konzcntration 
des Ausgangssafts tga als MaB 
der Farbstoffkonzentration starker 
zunimmt als oberhalb 15%. 

lm ubrigen hiilt sich die Ab- 
weichung in den fur die Bestim- 
mungen bei Loweszahn und den 

tracht kommenden Fermentkon- 
zentratioseq in. durchaus ertriigli- 

70 t 
5 

Hybriden mit Kok-saghyz in Be- D to 20 .iD 
-hn Vefduflnungsyfad in % AusjanpraSo/f - 

Dies Gch Abbild. 2. tg a als h[sB fur dte Farbstoffzunahme $ ~ \ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  t:$s@s: in Abhiingigkeit von der Fermentkonzentr+tion (Aus. 
h B s a f k n  mit ver. gangssaft = 100); x entsprechen den tg-Werten der 

schiedener Fermentkomentration. Tafel 1 ; o interpolierte Werte entsprechend den 
2.B. durchZuordnung des ermit- 
telten tgWertes des siedrigsten 
Verdiinnungsgrades einer zweites ReQe zu der Konzentration des der Kurve in Abbild. 2 
zugrundeliegenden PreBsafb als Bezugskonzentration, Ermittelung des Ummhnungsfak- 

Ausfuhnmgcn auf S. 344. 

Chemlsche Bericbte Jahrg. 81 24 
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tors fiir die verglichene Konzentration und Ablesung des tg-Wertes zu der M c b t  nie- 
deren Konzentration der zweiten Verdiinnungsreihe auf G w d  des Umrechnqsfaktors. 

Abbild. 3. Kurvenverlauf fiir die mitliche Abhiingigkeit der abgelesenon 
Skalenteile Tyrosinumsatz auf der Trommel des Colorimetere bei liingorer 

Reaktionsdauer. 

DurchUntemuchung von 14 verschiedenen Prensiiften wurde festgestellt,daB die dw&- 
aohnittliche Abweichung der interpolierteq tg-Werte (auf der Kurve der Abbild. 2 durch 

o gekeweichnet) von den gomessenen 
Werten dieser Reihen nur innerhalb von 
&6% abweichen. 

Um mit Hilfe des tg-Wertes a1s 
relativem MaB fur die Aktivitiit der 
Fermentpriiparate, das nur im Rah- 
men der verwendeten MeBmethode 
gilt, eine von dem verwendeten Ge- 
riit unabhiingige Wirkungseinheit zu 
gewinnen, wurde der tg-Wert mit 
dem Tyrosinumsetz dadurch in Zu- 

4 sammenhang gebracht,daB dieser fur 
eine Reihe von tgWerten nach ei- 
ner langeren Reaktionszeit( 120 Min.) 
bestimmt wurde (vergl. Abbild. 3), 
wiihrend welcher er so groB gewor- 
den ist, daB er durch Titration 

Abbild. 4 t g a  und T ~ o s i n u m a t z  bequem ermittelt werden kann. 
einaseverbrauch) nwh 120 Minuten; x hob-  

zugskurve (Abbild. 4) aufgestellt, &&tote tg-Werte, titrimetrisch ermittelter 
TyrosinumsaC in mg. 

&us der zu jedem in Frege kom- 
menden tg-Wert der Tyrosineseverbrauch nach 120 Min. entnommen werden 
kann. Die Tyrosin-Bestimmung erfolgte dabei in Anlehnung an die maBana- 

M 

If 

t 
t r 4  
E? 

a 5 10 l&5 
ijmsnmotc m q - 

Auf diese Weise wurde cine B ~ -  
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lytische Bestimmung nach H. H a e h n  und J. Stern14) mit der Abiin- 
derung , daB ebenso wie bei der colorimetrischen Jjestimmung nicht Luft- 
sauerstoff) sondern Waserstoffperoxyd ah Oxydationsmittel verwendet wurde, 
waa keine grundsatzliche h d e r u n g  bedeutet, da dwi 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. Wwserstoffperoxyd-Losung bei 20° und pH 6.81 er- 
folgte Umsatz von 1 mg Tyrosin gewiihlt, so daB sich als absoluter Tyrosinage- 
Wirkungswert fur die Enzymaktivitat eines WurzeIpraparats die Zahl der 
Wirkungseinheiten j e 1 g Wurzeltrockensubstanz ergibt. 

Die  q u a n  t i t a t i v  en E r g  e b niss  e. 
In dcr Tafel3 sind die Bestimmungsergebnisse fur Tyrosinase, Kautschuk 

und Harz in Wurzeln von 19 willkiirlich herausgegriffenen einjahrigen unver- 
mischten Kok-saghyz-Pflanzen zusammengestellt.Diese Wurzeln enthalten &us- 
nahmslos k e ine  Tyrosinme. Der Kautschvk- Gehalt zeigt eine Variations- 
breite von 1.3-15.2% und betriigt im Durchschnitt 5.4% je Wurzeltrockenge- 
wicht. Diese Werte haben sich bei Mas~enanttlysenl~) (QroBenordnung 10000) 
mit nur unbedeutenden Abweichungen bestiitigt. Der HarzgehalP) liegt bei 
einer Variationsbreite von 4.7-15.8% im Durchschnitt bei 9.2% (9.1 % im 
Durchschnitt bei dem untersuchten Lowenzahn). 

Entgegen der hin und wieder in russischen Arbeiten auftretenden Angabel'), 
daB Kautschuk- und Harzgehait in einem annahernd reciproken Mengenver- 
hiiltnis vorkommen, sei darauf hingewiesen, daB sich dies nur auf Einzelfiille, 
wie z.B. Nr. 7 und 10 in der Tafel3 beschrankt, wlhrend mindestens ebenso 
hiiufig Falle vorkommen, die bei wenig Kautschuk auch wenig Harz (Nr. 8 
und 14) und bei vie1 Kautschuk vie1 Harz (Nr. 3 und 13) aufweisen. 

In der Tafel4 (S. 347) sind die Analysenergebnisse fur 48 Bastardexemplare 
(ebenfalls einjiihrig) wiedergegeben. Der durchschnittliche Kautschukgehalt 
liegt bei einer Varistionsbreite von 0.6--10.4% je Wurzel mit durchschnittlich 
4.6% nur etwa 16% 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. ImVergleich mit unvermischtem Liiwenzahn, 
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 Tyrosinsse und des Kautschldrs in den 
Stammrsssen konnte man einen Zussmmenhang von Kautschukbildung und 

1') Biochem. Ztschr. 184, 182 [1927]. 
Is) 

Win1 ker ,,Verauche zur Featstellung der Inhaltsstoffe von Kok-aaghyz-Wuncln", Berlin 
1944. 

1') Vergl. 2.B. A. A. Prokofjew, Bull. Akad. Wisaensch. der USSR, Abteil. Bio- 
logic 119391. 

nveroffentlichte Versuche von E. Steurer. 
Id! E ine eingehcndere Untersuchung des Harzcs behandelt die Diplomarbeit voq 116. 
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Tafcl 3. Kautschukgchalt*), Harzgehalt und Tyrosinase-Wirkungswert 
ia Taraxacum Kok-saghyz (wahrscheinlich rcinrassig)**). 

1 0 
2 0 
3 0 
4 0 
5 0 
6 0 
5 

NI.. 

7.8 2.7 
4.7 5.5 0 

0 10.0 1 .3 

0 13.7 2.0 
0 5.8 11.5 

0 i 
0 ' 13.6 10.1 

0 1 15.2 6.2 

absol.Tyrosinase- 
Wirkungswert 

0 
0 0 

0 I :  I 
9 I 
8 

;; ! 0 

Ham in yL 

1.5 
3.9 

11.5 
6.9 

I Kautschuk in "/o 

8.8 
12.3 
5.7 

- 
- 
- 
- 
- 

1.4 
15.2 
2.1 
8.8 
6.5 
5.0 
5.8 
7.4 

I2 
13 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

14 
15 
16 
1 i  
18 
19 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

*) Alle Angaben auf absol. trockene Wuneln bezogen. 
**) Wir verdanken das Material Hra. Dr. R. W. Bohme vom Kaiser-Wilhelm-Institut 

fur Zuchtungsforschung, Abteil. fur Kautschukpflanzcn-Forschung, sowic Hrn. Dip1.- 
Landw. nr. Caesar. 

Tyrosinasegehalt in dem Sinne erwarten, dtt5 der Kautschukgehalt und der 
Tyrosinasewirkringswert in den Hybriden in einem reciproken Verhiiltnis auf- 
treten. Wie aber aus der Tafel4 hervorgeht, ist dies in lreiner Weise der Fall, 
indem z.H. Hybriden auftreten, die neben einem hoheren Tyrosinaxe-Wir- 
liungswert einen verhaltnismiifiig hohen Kautschukgehalt (Nr. 1, Tafel 4) 
aufweisen, sowie Hybriden, denen neben einem geringen oder verschwindend 
geringen Tyrosinase-Wirkungswert sowohl ein hoher als auch eiri niedriger 
Kautschukgehalt zugeordnet ist (Nr. 27 bzw. Nr. L3,  Tafel 4). Man gewinnt 
also den Eindruck, daB die beiden Eigenschaften nicht gekoppelt sind, son- 
dern unabhiirigig voneinander auftreten ; die Kautschukbildung wird von der 
Gegenwart der Tyrosinase entweder gar nicht oder nur in einem untergeord- 
neten, jedenfrtlls bisher nicht erkennbaren MaSe beeinflu&. 

Genet ivche B e t r a c h t u n g :  Sucht man nach einer Erklarung fur die 
scheinbitr gesetzlos schwankenden Werte fur Kautschuk- und Tyrosinasegehalt 
in den Hybriden, so kijnnte ein Zusammenhang in genetischer Richtung etwa 
in dem Sinne bestehen, da13 eine Kautschukanwesenheit und -abwesenheit so- 
wie Tyrosinasean- und abwesenheit j e ein gegensatzliches Merkmalspaar dar- 
stellen, die - jeweils das eine unabhiingig vom anderen - zur Bildung von 
zweipaarigen (dihybriden) Kreuzungen fiihren. Die Feststellung, daB der beob- 
mhtete Kautschukgehalt in der iiberwiegenden Mehrzahl der untersuchten 
Hybriden auf Lhnlicher Hohe wie bei unvermischtem Kok-saghyz liegt, mmht 
es unter Beriicksichtigung des dritten Mendelschen Gesetxes uber die freie 
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Tafel4. Kautschukgehal t ,  Harzgehal t  und Tyrosirlase-Wirkungswert 
in Bas ta rden  zwischen Taraxacum Kok-saghyz u a d  Taraxacum 

Nr; 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
14 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
2.5 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 

*) Das Mate 

tga**) 

12.0 
9.8 
9.8 
9.4 
8.2 
8.4 
7.4 
6.8 
6.6 
6.8 
6.2 
6.0 
5.8 
5.6 
5.8 
6.0 
5.8 
5.4 
5.4 
4.6 
4.8 
4.8 
4.4 
4.0 
4.2 
4.2 
3.4 
2.8 
2.8 
2.0 
2.12 
1.8 
I .68 
1 .7 
1.6 

1.4 
1.28 
0.96 
1.12 
1.2 
0.6 
0.8 
0.48 
0 
0 
0 
0 

I .4***) 

11 stammte teilr 

officinal e*). 

,bsol.Tyrosinase- 
Wirkungswort 

11.12 
8.84 
8.84 
8.0 
7.40 
7.40 
6.56 
6.0 
5.68 
3.68 
5.40 
5.12 
5.12 
.7.12 
5.12 
5.12 
-5.40 
4.56 
4.56 
4.0 
4 .O 
4.0 
3.68 
3.40 
3.40 
3.40 
2.84 
2.28 
2.28 
1.68 
1.68 
1.60 
1.40 
1.40 
1.12 
1.12 
1.12 
1.12 
0.84 
0.84 
0.84 
0.56 
0.56 
0.56 
0 
0 
0 
0 

8.6 
7.3 
5.4 
9.0 

10.0 
12.2 
11.3 

1.1 
5.1 

15.4 
5.3 
6.9 

18.9 
4.1 

12.3 
6.0 
4.9 
6.5 

14.4 
‘10.5 

8.7 
5.4 
7.9 
3.8 

10.9 
4.5 

10.7 
5.7 

12.3 

5.6 
5.2 
5.6 
9.0 
7.2 

10.3 

9.8 
6.6 

12.3 
5.3 
2.8 
9.1 

14.6 
8.3 
6.1 
5.7 
6.5 

8.2 

1 x.3 

on Anbaufeldern, wofiir wir Hrn 

iauhchuk in % 

8.3 
8.1 
5.9 
3.1 
7.5 
I .5 
5.2 
2.3  
5.4 
6.8 
5.3 
0.6 
9 .o 
3.3 
3.4 
2.3 
1.2 
9.5 
2.4 
3.8 
9.4 
1.7 
3.0 
3.4 
0.7 
2.8 
7.4 
3.5 
0.8 
2.0 
0.46 
2.8 
1.7 
6.7 
7.9 
5.7 

10.0 
5.5 
2.7 
9.6 
2.6 
2.6 
7.0 
4.3 
5.7 
8.5 
4.7 
5.0 

)ipl.-La~dw. Dr. 
H. Stahl zu Dank verbuqden sinc 
adage in Lawenberg i. Schlesicn. 

**) Aus Griinden des Nelbereichs auf der Ablesetrommel des Calorimeters war der 
tgWert in. allen FaJlen fiir 0.5 g Wurxeltrockengewicht bestimmt worden; die obigen 
tg-Wcrte sind auf Grund der angegebenen Definition durch Verdoppelung der bestimmtes 
Wertc erhalten worden. 
***) Bei sehr kleines Werten fur t ga  ist der Bestimmungsfehler grijRer wie oben 

angegeben. 
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:;ombination der Gene verschiedener Erbanlagenpsare mahrscheinlich, daB 
fur das Merkmltlspaar Kautachukhultigkeit (K) - Kautschukfreiheit (k) K 
dominant uber k ist, Kautschukfreiheit also ein recessives Merkmul darstellt. 

AndPrerseits scheinen auf Grund desselben Gesetzes die Tyrosinasernmsun- 
gen fiir die Annalime zu sprechen, da13 der Tyrosinasegehalt fur den Erbgang 
interinediaren Charakter hat, d. h., dal3 die Ausbildung des, entsprechenden 
Merkmals in den Hybriden zwischen den beiden Merkmalen Tyrosinasehaltig- 
keit (Ty) und Tyrosinssefreiheit ( ty) der Stammrassen steht. Hier ware allcr- 
dings nach den Angaben in der Tafel 4 auch die Annahme einer Dominanz 
von t y  diskutierbar. Die zur Kliirung der genetischen Verhaltnisse notwendi- 
gen Kreuzungs- und Ruckkreuzungsversuche muBten bei der Aufgabe ded 
Lhwenberger Instituts abgebrochen werden. 

Durch die Auffindung eines zwciten chemischen Paares gegensatzlicher 
Merkniale (Ty - ty)  ist in der positiven Tyrosinwe-Reaktion eine einfache 
und wie es scheint eine sichere chemische Diagnose zur Unterscheidung von 
stammreinen Kok-saghyz-Pflltnzen von ihren Hybriden mit Lijwenzuhn gege- 
ben, was urn so erwunschter ist, als Taramcumarten zur  Parthenogenesis nei- 
gen‘s), so daB - abgesehen von morphologischen Merkmden - gegebenen- 
falls erst durch die Tyrosinase-Reaktion im Zusammenhang mit dem Kaut- 
schuk#ehalt der Erfolg einer Bastardierung entachieden werden kann. 

Z u r  K a i i t s c h u k b i l d u n g  i n  d e r  P f l a n z e .  

0. A m b  ros’”) hat  durch die Beobachtung eincr gegenuber Blindversuchen erhiihten 
Kautechukbildung in1 Milchsaft (,,Serum“) tropischer Kautechuktriigcr auf Zusatz von 
Isopren-Emulsioncn und sauerstoffgesiittigtrn Wasser wahrscheinlich gemacbt, da0 an 
der Polymerisation dcs lsoprens in der Pflsnzo Oxydasen hcteiligt sind. A. Froy-Wyss- 
l ing  gibt an?o), d;iB sich unter den Oxydasen des Milcheafts von Euphorbiaceen und 
andcrcn tropischen Kautschuktriigern auch Tyrosinaw befindet. Trifft dicse Anpabe zu, 
derm Sachpriifung erwiinscht ist, so fiillt sie gegenuber dcr entgcgenlaufendcn Yeststel- 
lung l x i  darn Kautmhuktrager Taraxncurn Kok-saghyz nuf, die zudorn den einwandfreien 
Beweis dafiir gibt. dnB die Cegenwart von Tyrosinase fur die Biosynthese von Kautschuk- 
Kohenwasserstoffcn nicht erforderlicb iat21). Wir Laben im Milchsaft von Kok-saghyz 
und Lowcnzahn Rntalase festgcstellt. Fur die Beohachtung von Ainbroa kornrnen dahcr 
diese und anderi: Oxydatwn in Frage. 

Die Erscheinung. daB zwei $0 nalie verwltndte Pflanzenrmsen wie Kok- 
sitghyz und Liiwenmhn sich durch den Gehult an Kautschuk unterscheidcn, 
indem die eine bis Z I I  hohen Hetriiigen, die andere uberhltupt keine Kautschuk- 

1 s )  S. Murl,eck, Parthenogenesis bei don Gattungeo Taraxacurn und Hieracium, Bot. 
Notiser. (Schweden 1904). S. 285; H. Winklcr ,  Verhreitung und Ureache dcr 1’;irthcno- 
genesis irn Pflanzen. und Ticrrcich (Jeno 1920); 0. l tosenborg ,  Apogamie und I’nrthcno- 
pcnesis Ijci Pflanzen im I h n d h .  d .  Vrrerbungswiss., Rd. 11 (Berlin 1930). 

19)  Revuc gbn6rnlc du Cnoutchouc, Paris 1937, S. 1022 (CongrBs international du 
Caoutchouc). 

20)  Dic Stoffausschcidung der hohcren E’flnnzen (Spr inger ,  Berlin 1935), S. 343. 
2 1 )  j h b e i  bleibt dic Illoglichkeit, don lJnterscbiede sckundiirer Art zwischen Kok- 

saghyz-Kautschuk und Iioloninl-Knutschk, wie z.B. der Farbcharakter der nufgearbci- 
tetkn Flielle auf Lnterschiedu in der Zusammenaetzung der Oxydase-Komplexc sowie aucli 
der gegcnwiirtigen Phenol- Dcrivate zuruckgehen. 
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Kohlenwarserstoffe22) erzeugen kann, scheint uns darauf hinzuweisen, daB 
Kautschukbildung nichtS3) zum allgemeinen Assimilations-Dissimilations- 
Stoffwechsel de r  Pflanze gehort, wie z.B. die Bildung von Kohlenhydraten, 
EiweiI3, Fett-Wachs, Harzen, Chlorophyll, Carotinoiden u. a., die in allen auto- 
trophen Pflanzen vorkommen, sondern daI3 die Bildung von Kautschuk- 
Kohlenwasserstoffen auf einen Spezialvorgang zuriickgeht, iihnlich wie wir 
dies fur zahlreiche andere Pflanzenprodukte annehmen miissen, von denen vor 
allem die Alkaloide und die nur gelegentlich ad t r e t enden  Farbstoffe und Farb- 
stoffbildner wie Alizarin und Indoxyl genannt seien. 

Aus de r  Untersuchung an den Taraxacum-Bastarden folgern wir, daB die 
Kautschukbildung offenbar von einem speziellen Erbfaktor abhhgt ,  der die 
Veranlwsung zu einer zusatzlichen physiologischen Leistung in de r  gleichen 
Weise gibt, wie es z.B. fu r  das Auftreten eines Anthocyans in  den Bliittern 
der Bliitenhiille einer buntrassigen Bliitenpflanze gegenuber ihrer anthooyan- 
freien Abart seit Gregor Mendels klassisohen Kreuzungsversuchen a n  Erbsen 
angenommen uird.  

Nimmt man die bckannte Hypothese als gegeben an, sach der der fonnale Zusammen- 
hangs4) der Isopren-Konstitutios mit den Konstitutiowbildem der allgemein vorkommen- 
den Mono-, Sesqui-, Di- und Triterpene, Hansiiuren, Sterise, Saponine, Carotinoide u. a. 

22) Ihre Abwesenbeit ist erwieaen : 1.) durch den aegativen Auafall der AMikromaktion 
8s Wurzeldiisnschnittm mit Brom in Glycerin zum Kautschuk-tetrabromid gernBl3 der 
Vorsehrift und mikroskopischen Beobachtung im Auflicht nach A. A. Prokof jew, dessen 
Unloslichkeit in Tetrachlorkohlonstoff t- Alkohol eide Unterscheidung von ungesiitt. Ham- 
anteilen ermoglicht (vergl. die ausfiihrliche Darstellung des Autors im Sammelwerk von 
A. A. Nitschiporowitsch ,,Die industriellen Kautschuktriiger der USSR", 3. Kap.. 
S. 114 usw.), 2.) durch Extraktionsvemuche mit Chloroform und Aceton; hierbei empfiehlt 
es sich, zumal im Falle eines groOercnHangehalts, nach dem Vorsehlag vos Igna t iew 
prim& mit Chloroform (bei Raumtemperatur) zu extrahieren und den Ruckstand zur  
Entfernung der Harm erschopfesd mit Aceton auszuziehen. AusschlieBlich auf Grund 
eines C%loroformriickstands, der nach einer Vorextraktion der Pflanzenteile mit Aceton 
erhalten wird, auf die Anwesenheit von Kautschuk-Kohlenwasserstoffen zu schliehn, iat 
uqstatthaft, auch wenn diescr Riickstand, wie in iilteren Arbeiten f i u  verschiedene ein- 
heimieche Kompositen und Euphorbia-Artes angegebcn ist, in Form einea ,,Hiiutchens" 
zuriickbleibt. 

Zur sicheren Entscheidung der &'rage, ob is derartigen Ruckstiinden tatsiichlich Kaut- 
schuk-Kohleswasserstoffe vorliegen, haben wir uns des rontgenographischen Dehungs- 
effekts (Auftreten der charakterietischen Kautschukinterferenzen beim Dehuen der Probe) 
bedient, d.h. den Riickstand schwach anvulkanisiert, auf Dehnbarkeit gepriift und goge- 
benenfalle im ungedehnten und gedehnten Zustand durcbstrahlt. Bei Lowenzahn verblieb 
uberhaupt kein vulkanisierbarer Ruckstand. 

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 Pflamen in B. A. Keller, Der Kautschuk und die Kautschuktriiger, Bd. I, S. 123 
(Moskau 1938) u. A. A.:Prokofjew, Bull. Akad. Wiss. d. USSR., Abteil. Biologic, 
1939. 

*I )  Vergl. u. a. besonders L. Ruzicka, Angew. Chem. 51,6[1938]; dal3 in diesem S w e  
dem Isopren eine Schliisselstellung fur verschiedene beeinflul3bare. biogenetische hihen 
zufiillt, kann durch die bemerkenawerte Heobachtung Prokof j ew s (F~0n.1~))  begriindet 
werden, da13 sich in jungen Pflanzes der kautechukfiihrenden Guajule das bia zu 70% 
a-Pines enthaltende tither. 01 schqeller ah der Kautschuk anhiiuft, wiihrend Zellenalte- 
rung sowie ungeniigende Wasserversorgung umgekehrt die Pinesbildung zugunsten dor 
Kautschuk-Kohlenwasserstoffe zuriicktreten liiBt. 
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auf einc gemeinsame Bildung aus Isopren*5) als intctrmediarem Stoffwechselprodukt zu- 
riickgeht, das selbst den ersten Assimilationsprodukten entstammt26), ist zu erwarten, daB 
der in Frage stehende Erbfaktor in  der Umwandlungsfolge: Kohlenhydrat -+ Isopren 
(bzw. Protoisopren) + Terpen usw. am Isopren bzw. dem Protoisopren unter Mobili- 
sierung entaprechender Katalysatoren eingreift und von diesem dir  Bildung von Kaut- 
schuk-Kohlenwasserstoffen als zusatzliche Reaktion ahzweigt. 

Reschreibung der Versuche. 
Das venvendrte Color imcter  nach R. H a v e m a n n  beruht auf der Kompensation 

zweier Photozellen, von denen die eise als Vergleichszelle dient, und eignet sich infolgu 
seiner einfdchcn Handhabung 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 (lie optische Kompensation der MeBzelle eine so grol3e Ableseskala zur Ver- 
fiigunp, da5 cine wesentlich grijBerc: Ablesegenauigkeit zu erreichen ist, als bei der kurzen 
Skala cines Zeigergalvanometers. 

Die L i c h t e m p f i n d l i c h k e i t ,  hestimint durch die l”/o Lichtabsorption entsprechende 
Anzahl Skalenteile, hetragt im vcrwendeten Extinktiongbereich E = 0.7-0.13 (entspr. 
930-231 Skelenteile auf der Ablesetrommel) 10-5 Skalenteilr, d. h. 1 Skalenteil cnt- 
spricht ciner Lichtempfindlichkeit von 0.10/--0.25% der gemessenen Lichhbsorption. 
Unter den gewahlten MeBbedingungen ergibt sich eine NeBgentluigkeit von i 0.4y0 bei 
E = 0.7 und von 

F e h l e r q u e l l e n :  I)a bei dem Gerat eine sehr intensive Lichtquelle (100-Watt-hmpe) 
verwendct wird, ist auf miiglichst k u n e  Belichtungsdauer zu achten, um die temperatur- 
strahlungs-empfindli~hez~) Fermentlosung vor Schiidigung der Aktivitiit zu schiitzen. Die 
Belichtungsdauer betrug bei jeder Ablesung 10 Sekunden. Netzschwankungen fiihren 
selbstverstiindlich zu erheblichrn MeBfehlern (gegebenenfalh Verweqdung eines Regulier- 
widerstandes). 

V o r b e r e i t u n g  d e s  F e r m e n t s a f t s :  Die Wuneln wurden moglichst unmittelbar 
nach der Ernte untersucht. Liingere Transporte, zumal in der warmeren JehreRzeit sind 
unbedingt zu vermeiden. Vor der Verarbeitung wurdeq die Wuneln unter Wnsser griind- 
lich geschrubbt, mit RieBpapier abgetrocknet, mit einem Rasiermesser in  etwa 1 mm 
dicke Scheiben geschnitten und gewogen. Zur Bestimmung des Wassergehalts wurde 1 g 
des geschnittenen Materials im Aufhauser-Apparat nach der Xylolmethode analysiert und 
zur Gewinnung des Fermentsafts etwa 4-5 g mit dem gleirhen Gewichtsteil Quan und 
der dreifachen MengePuffer-Lijsung (PH 6.81) im Mower zu ciner cremeartigen Masse zer- 
rieben. Durch Zentrifugieren wahrend 15 Min. wurden Gewebereste und Stirkekijrner 
abgetrennt. Die gelb-hraunliche Fliissigkeit mu13 unmittelbar gemesses werden, da  naeh 
mehrstdg. Stchcnlassen Triibungen auftreten, die einen Teil der Tyrosinase enthalten, 
der dann der Messung entgeht, wenn vor der Messung abzentrifugiert wird. 

Die vcrgleichsweise heraxgezogenen Kartoffeln wurden vor der Untersuchung geschalt, 
auf einer Reibe zerrieben und der Saft nach dem Einschlagen der Reibsel in  ein Leinen- 
tuch mit der Hand ausgepre5t und zentrifugiert. 

D i e  opt imalen  Reakt ionsbedingunge’n:  Diese entsprechen den Angaben von 
Htlehn und SternI4)  mit der Abhderung, dad Wasserstoffperoxyd statt Luft verwendet 
wird, deren Durehleitung sich bei der colorimctr. Messung verbietet. Als Reaktionstempe- 
ratur wurde 20° gewiihlt, bei der sich eine Zersetzung des Ferments wahrend der Messung 
nicht benierkbar macht. Zur Einstellung des p H  wurde eine Phosphatpuffer-Liisung nach 
S o r e n s e n  (n/15 Kaliumbiphosphat, n/,6 Natriummonophosphat) verwendet. Wcgen 

25)  F p r e n  ist bisher aus Pflanzen noch nicht isoliert wordcn. Es wird daher einc 
labile Ioirrtufc mit dem C-Geriist drs Isoprens diskutiert, die Rich u n m i t t e l b a r  zu den 
verschicdenen Dissimilationsprodukten stabilisiert; vergl. dezu C. H a r r i e s ,  Vntersuchung 
iiber die natiirlichen und kiinstlichen Kautschuknrten (J. Springer, Berlin 1919); P. Q. 
FiNrher, R.  61, 30 [1931] u. andere Autoren; von besonderer Bedeutung ist der von 
H. l’opovici gefiihrte Nachwcis, da5 Terpene im Zellplasma gebildet werden (Conipt. 
rend. Acad. Sriences 183, 143 [1926]). 

ze)  H. F i t t i n g ,  Tropenpflanzer 10, Beih. 1 [1909]; F. P. M a s a n k o ,  Physiologie 
und Riochemie der Kautschuktrager, Moskau 1939; Kuutsrhuk und Curnmi (Moskau), 
Nr. 6 [1939]. 

27) 1,. P i n c u s s e n  u. T. H a m m e r i c h ,  Riochem. Ztschr. %%, 373 r19311. 

O.9y0 bei E = 0.13. 
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dcr Liislichkeitsverhiiltnisse des Tyrosins kann die Tyrosinkonzentration 0.03% nicht 
iiberachreiten; da sich O.Olo/, als zu gcrhg envies, wurdc 0.02% gewkhlt. 

Dic Verwendung von Wasserstoffpcroxyd ist in seiner Wirkung umstritten. Wiihrend 
A. Bath**) bei ciner Konzentration von 0.01% und 0. FiihrtPQ) fiir 0.05% eine reaktions- 
beachleunigende Wirkung auf die Tyrosinase-Reaktion festRtellen konnten, glaubtc R. 
C h o d a P ) ,  daB bereits kleinste hlengen einen hemmenden Einflun ausiiben. Zur Prii- 
f u y  des Widempruchs wurdcn unter vergleichbaren Bedingungen (0.02% Tyrosin, 0.5% 
Kartoffelrcibsel (ber. Trockensbst.)) die Reaktionsansatze mit 0.01, 0.1, 0.29 und 0.5% 
Wasserstoffperoxyd in der Gesamtlosung gemessen und gemiiB Abbild. 5a und 5 b  feat- 
gcstellt, daR nur die 0.5-proz. M’asserstoffperoxyd - Losung die Tyrosinase-Reaktion ver- 

hindert, wahrend bei den tie- 

14 W I 48 w 
1.t mm. - 

Abbild. 5a. EinfluB der Wasscrstoffperoxyd-Konzen- 
tration auf die Faxbstoffbildung (gemcssen in Ska- 
lenteilen). Kurve 1: O.Ol%,  Kurve 2: 0.10,!,, Kurve 3: 

0.2906, Xurve 4: 0.5% Wasserstoffperoxyd. 

fcren Peroxyd-Konzentratio- 
nen nur geringe bzw. keine 
Unterschiede in der Ge- 
schwindigkeit der Farbstoff- 
bildung auftreten. Da nach 
Abbild. 5b  0.1-proz. Peroxyd 
bcsonders giinstig wirkt, wur- 
de diese Konzentration ge- 
wiihlt. 

0 91 $t @ 
nlo, - x i  M % - 

Abbild. 5b. tg a in Abhiin- 
gigkeit von der Wasserstoff- 

peroxyd- Konzentration. 

Von besonderem EinfluR auf die colorimetr. Werte envies sich der bei den Messungen 
eingehaltene Verdunnungsgrad des Ferrnentsafts. Aus Abbild. 6 geht hervor, d a B  der 
tg-Wcrt nur bis zu einem bestimmten VerdiinnungRgrad des Fermentsafts mit der Kon- 
zentration des Ferments zunimrnt, d. h. d a B  oberhalb einer bestimmten Konzentration 
die Beziehung tg a = A s k t /  A nicht rnehr besteht. Bei den fermentiarmeren Taraxacum- 
rassen wurde dime Grenzkonzentration in keinem Fall erreicht. Bci dem tyrosinasereichen 
YreBsaft der Kartoffel dagegen rnuB fur die angegcbene Beziehung der Saft mit Puffer- 
IBsung auf mindeatens 1 : 3 VerduMt werden. 

Die Beobachtungsdauer der E’arbbildung ist nach ohen durch das Auftreten von Me- 
lanin beschriinkt. Da zur Ermittlung der tg-Werte nur vcrhaltnismiifiig kleine Beob- 
achtungszeiten notwendig sind, spielt die Melanjnbildung keine Rolle. Im allgemeinen 
wurde wiihrend eines Zeitintervalls von 10-40 Min. nach Zusammcngeben der Reak- 
tionsteilnehmer beobachtet. 

Durchfiihrung einer colorimetr. Messung: A u s g a n g s l o s u n g e n :  walls Phos- 
phatpuffer (prim. Phosphat : sek. Phosphat = 1 : I ) ,  0.03-proz. Tyrosin-Puffer-Lijsung. 
0.1 -proz. Wasserstoff peroxyd-Lkjsung, Enzymsaf t . 

28) B. 39, 2126 [1906]. 
30) Arch. Sei. physiques natur. Gt&vc IV, Per. 24. 

2 9 )  Beitr. Chern. Physiol..Pathol. 10, 131 [1907]. 
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Reaktionsansatz:  In  einen 50-ccm-MeBkolben werden 30 ccm Tyrosin-Lijsung, 
5 ccm Wasserstoffperoxyd-Lijsq und die vorgoschriebene Menge Enzymsaf t gegeben, 
die sach dem in einom Parallelversuch ormittelten Wassergehalt einem Trockengewicht 
von 0.5 g Wunelmenge eqtspricht. Nach Auffiillcn mit Puffer-TAsung und Durchschiittoln 
ist die Reaktiom-Usung, die sich langsam rot zu fiirben begisnt, meBbereit. 

16 

t !I' 
b e 

8 

4 
lb a # # 11 

obn &rdunnmysyrad in % Ausganpnft - 
Abbild. 6. tga in Abhgigkeit  von der Fermontkonzentration (bei vier 

vcmchiedenen KartoffelpreBsiiften: *-a, 0-0, A-A x-x ). 

Messuag: Zur E r m i t t l q  des Nullwertes wird die mit Puffer-Losung gefiillte Cuvette 
(20 mm Schichtdicke) eingesetzt, die MeBtrommel auf Null gestellt und durch Kinstellen 
der Vergleichsblende bis zur Einspielung des Galvanometers auf den Nullpunkt Ver- 
gzichaintensitiit und wirksame Intensitiit in uberein,stimmung gebracht. Der nach Fiil- 
lung der Ciivette mit der MeBlosung sich gemtiB der Lichtabsorption einstellende Gal- 
vanometercrusschlag wird durch Stollungsanderung der MeBzelle durch Drehen der MeB- 
trommel ausgeglichen (Riickgang des Qalvanometerausschlags auf Null), wobei die Farb. 
intensitit der Losung der Anzahl der Skalentoile entspricht. 

Zur Ermittlung der Farbvertiefung als MaB fur die vorliegende Fermentkonzentration 
wird die Messung nach entsprechenden Zeitea wiederholt (1. Messung nach 10 Min., 2. Mes- 
sung nach weitereu 30 Min.). Da sich die Anzahl Skalenteile aus der Differenz zweier 
Ablesungen egibt, ist die Einstellung des Nullwertes nur einmal orforderlich. Der Null- 
wert ist daher zweckmiiBig so zu justicren, d a B  cis moglicbst groler Nefibereich auf der 
Trommul zur Verfiigung steht. I 

Zwei an demelbea Enzymsaft untor vergleichbaren Bedingungen durchgefiihrte Mes- 
suigeq zeigen inaerhalb der aqegebenen Genauigkeit liegende Ubereinstimmung : 1) be- 
obachtet nach 10 Mia.: 80 Skalenteile, nach insgesamt 40 Min.: 455 Skalenteile; tga = 
ASkt /nt  = 375/30 = 12.5; 2.) beobachtct nach 10 Min.: 75 Skalenteile, nach insgesamt 
40 Min. 440 Skalenteile; tga = 365/30 = 12.2; mittlere Abweichung 51.2%. Um auf 
einc Eigenfiirbung des Safts zu priifen, wurden AnsatzlBsungen ohm Tyrosin gemessen 
und ausnahmlos festgestellt, duB tg a = 0 ist. 

Tyrosin - Jiestimmung: Vor der malianalytischen Bestimmung des unverbrauchtcn 
Tyrosins niuUte das iibenchiistt. Wasserstoffpcroxyd eqtfernt werden, wobei sich die Ver- 
wendung voq kolloidalem Platin als zwcckmiiBig erwies. Das Pliltinsol wurde durch Licht- 
bogewerstiubung nach 13redig hergestellt (zwoifach dest. Wasser, 110 V Gleichstrom, 
3 4  Amp., Elektrodonabstaad 2-3 mm). Es wurde festgestellt, daB eine ausreicheqde 
Zerstiirung des Peroxyds in der dem Reaktionsansatz jeweils entnommenen Probe nach 
Zusatz von 5 ccm der frisch hergcstelltea Platin-%Rung durch 6 Min. Ianges Aufkochea 
erfolgt. Dio anschlieBende Tyrosintitration erfolgte geuau nach der Vorschrift von Haehn 
und Stern14). 

EinfluB dor Kata lase :  Hierfiir wurdc die Zersetzung des Wasserstoffperoxyda durch 
den Fermentkompbx bei Ab- und Anwesenheit von Tyrosin durch jodomotrische Bestim- 
mung zeitlich verfolgt und feetgestellt, daR bereits in 30 Min. die Wasserstoffperoxyd- 
Konzentration urn 65% absinkt (Kurve 1, Abbild. 7) .  Der Abfall der Pcroxyd-Konzen- 



tration ist in Ggw. von Tyrosin etwas geringer (Kh , % % ~ & Y ) $ K i W ~ k ~  um 
etwa 50% ab. Aber auch diese Geschwindigkeit genugt, um den fur die Tyrosinorrydation 
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. 

Kine t i sche  Untersuchung: R a p e r  und WormalP) haben angegeben, da13 die 
Tyrosinasereabion in bezug auf das Verschwinden des Tyrosins monomolekular verliiuft. 
Auch Haehn  und Stern31) beobachteten eine befriedigende Konstanz der k-Werte fur 
den monomolekularen Reaktionsverlauf. R. Weidenhagen und F. Heinrich12) konntes 
den Befund nicht bestatigen; sie beobachteten auch bei vielfaltig 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 Weidenhages 
und Heinrich gemail3 der Tafel 5 ein starker Gang von k bei Annahme einer monomole- 
kularen Reaktion gefunden. 

Tafel5. Die Reakt ion  im System Tyrosin-Wasserstoffperoxyd in  
Gegenwar t  v o s  Tyrosinase bei Annahme eines monomolekularen 

Reaktionsverlauf s IKartoffelDreBsaf t). 
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Der Reaktionsverlauf i. Ggw. von Wasserstoffperoxyd scheint also durchnus mit dem 
bei Luftgegenwart vergleichbar zu sein, vermutlich infolge der Gegenwart von Katalase, 
die aus dem Peroxyd den notwendigen Sauerstoff abspaltot. Leider haben unsere Versuche, 
die Katalase aus dem System durch selektive Adsorption xu entfernen, wodurch eine wei- 
tere Klarung der Reaktion ermoglicht wiire, noch nicht zum Ziel gefiihrt, da bei deq ver- 
wendeten Adsorptionsmitteln, wie frisch gefiilltem Trical~iumphosphat~~), nach unseren 
Feststellungen auch Tyrosinase vollstandig adsorbiert wird. 

31) Fermentforsch. 9, 395 [1928]. 
32) K. Agner, Ztschr. physiol. Uhem. 23j, Nr. 3/4 [1935] (C. 1935 11, 3120). 




