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57. Kurt HeB und Christa HeB: Anreicherung von Tyrosinase durch
Zerschiiumung.

[Aus Rubi, Post Langenwang i.Allgdu, eingegangen am 14. April 1947.]

Die Eigenschaft der Tyrosinase, sich in wiBrigen Losungen bevor-
zugt im Schaum zu verteilen, wird benutzt, dieses Ferment mit Hilfe
einer von Wo. Ostwald beschriebenen kontinuierlich arbeitenden
Zerschiumungsvorrichtung anzureichern.

Die béqueme Methode zur quantitativen Bestimmung von Tyrosinase!) gab
uns Veranlassung, einige Anreicherungsversuche durchzufiihren.

Konzentrierungsversuche an Tyrosinase-Losungen sind bisher durch Kom-
bination von Alkoholfiallung, Diffusion und Adsorption-Elution durchgefiihrt
worden. M. Graubard und J. M. Nelson?) adsorbierten an Tonerdegel bei
Py 6.1, eluierten mit Dinatriumphosphat bei py 8 und erzielten nach mehr-
maliger Wiederholung der Operationen eine Anreicherung auf 300%,. R. Wei-
denhagen und F. Heinrich?) eluierten nach Adsorption an Phosphorwolf-
ramséure mit verdiinnter Ammoniak-Losung und konnten dabei auf das 7.3-
fache anreichern.

Wo. Ostwald und M. Mischke?) haben festgestellt, dal Lipase und Dia-
stase nach Zerschiiumung ihrer Losungen sich bevorzugt im Schaum verteilen.
Wir benutzten die von Wo. Ostwald und A. Siehr?) angegebene Anordnung,
bei der die Zerschiumung im Kreislauf erfolgt, und erzielten bei dem infolge
seines hoheren Eiweifigehalts gut schiumenden KartoffelpreBsaft eine An-
reicherung auf 335%, bei den eiweillirmeren Siften aus Lowenzahn und seinen
Bastarden mit Kok-saghyz auf 156 bzw.1839%,. Durch Erhshung der Schaum-
kraft dirften sich die Effekte steigern lassen.

Beschreibung der Versuche.

Zur Gewinnung der tyrosinasereicheren Priaparate ist die Schaumbestindigkeit so zu
wihlen, daB8 ein leichtes Schmelzen des Schaumes (Spumatbildung) erfolgen kann, da
schaumzerstérende Mittel, wie Ather, Fette usw., leicht zu einer Inaktivierung des Fer-
‘ments fithren. Bei KartoffelpreBsaft hat sich eine Verdiinnung des Preflsafts im Ver-
“hiltnis 1: 4 als zweckmiBig erwiesen, bei den Siften aus Lowenzahn und Kok-saghyz,
die eiweiBarmer sind, ist der Schaum weniger bestindig; in diesen Fillen wurden 2 Volum-
teile PrefBsaft mit nur 1 Teil Puffer-Losung verdiinnt.
Als Fritte in der Ostwaldschen Anordnung erwies slch Modell G, giinstiger als G,
(Schott und Gen., Jena):

tg o Ausgangssaft tg o Spumat Aktivitdtsinderung in 9%,
G, 2.68 3.5 +30
G, 3.65 2.81 -13

Als Zerschiumungsgas war Kohlensiure vorteilhafter als Stickstoff:
tg o Ausgangssaft tg « Riickstand tgo Spumat Aktivititssteigerung
Stickstoff 3.27 0.66 3.42 + 5
Kohlensiure 4 65 0 15.4 4231

Der Gasdruck wurde so eingestellt, da der Schaum gerade aus dem Zerschiumungs-
raum in den oberen Trichter der Anordnung iibergetrieben wurde (Wassersiule 230 mm).
Im ibrigen wurde der Gasdruck wihrend der Zerschiumung so reguliert, daBl sich bei
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konstantem Gasstrom ein Gleichgewichtszustand einstelit, bei dem das Volumen der
Fliissigkeit im Schaum dem Volumen des abflieBenden Spumats entspricht. Durch Ein-
stellen, des unteren Teils der Apparatur in Eiswasser wurde die Temperatur moglichst
tief gehalten (12°). Bei der Zerschiumung sank der py-Wert von 6.81 auf 6.06 im Spumat,
der noch innerhalb des optimalen py-Bereichs fiir das Ferment liegt.

Die Anreicherung wurde withrend des kontinuierlichen Arbeitens durch Probeentnahmen
zeitlich verfolgt. Bei Kartoffelsaft war das Ferment unter den angegebenen Bedingungen
praktisch nach 2 Stdn., bei den fermentérmeren Liowenzahnsiften nach etwa I Stde.
in den, Schaum iibergefiihrt.
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Abbild. 1. Farbiinderung eines KartoffelpreBsafts vor (Kurve 2) und nach
der Zerschiumung (Kurve 1: Spumat, Kurve 3: Riickstand).

In Abbild. 1 ist beispielsweise diec Anderung der tg-Werte!) bei der Anreicherung der
Tyrosinase fiir Kartoffelsaft wiedergegeben. Die Zusammenstellung in der folgenden Tafcl
1aBt erkennen, daBl man bei der Zerschiumung von tyrosinasehaltigen Siften in kurzer
Zeit eine beachtliche Fermentanreicherung erzielen kann, so daB es sich empfiehlt, bei
weiteren Anreicherungsversuchen von derartigen Spumaten auszugehen.

Tafel. Zerschiiumungsergebnissc fiir Tyrosinase-Lésungenaus
Kartoffeln und Taraxacum-Wurzeln.

- Y < 1T 7T 73 "
} Verdin- |7 piu. tga vor | tga der Aktivi-
P ngnfft /| mungs- der Zer- |riickstdn-| tga des tits-
| Ir’e ﬂs. - dauer schiu- digen | Spumats| steigerung
| lb};uzg- in Stdn. | mung | Ldsung in %,
I —_
Kartoffel ......... 1/4 2 4.65 0 | 154 1235
Loéwenzahn ....... 2/1 1 4.7 0 7.35 + 56
XKok-saghyz-Bastard 2/1 1 2.4 0 | 44 + 83






