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analoge Gesetze wie fiir die verwandten Hydride gelten. Wir hoffen
dariiber in einiger Zeit berichten zu kénnen.

Anhangsweise michten wir noch erwihnen, dafl Versuche, die
wir gemeinsam mit Hrn, A. Marschall ausgefiihrt haben, dafiir
sprechen, daB auch ein gasférmiger Bleiwasserstoff existiert.
Er bildet sich aus der Magnesiumlegierung in noch wesentlich ge-
ringerer Menge als der Wismut- oder Zinnwasserstoff; bessere Aus-
beuten erzielten wir durch ein elektrolytisches Reduktionsverfahren,
das auch fiir die Gewinnung von Wismutwasserstoff empfehlenswert
ist. Niheres wird in einer demniichst erscheinenden Mitteilung an-
gegeben werden.

227. Hugo Haehn: Die Zerlegung der Kartoffel-Tyrosinase
in Komponenten.

[Vorlaufige Mitteilung.)
(Eingegangen am 24. September 1919.)

In einer langeren Arbeit iiber die »Melanin-Bildung im auto-
lysierenden KartoffelpreBsafte, die soeben in der Biochemischen Zeit-
schrift!) erscheint, habe ich kurz darauf hingewiesen, daB in der Tyro-
sinase vermutlich ein Enzymkomplex vorliegen miisse, so daB man
die Tyrosinase-Reaktion, die Umwandlung von Tyrosin in Melanin
durch die Tyrosinase, in 3 Phasen zerlegen miisse: erstens in eine
Oxydation des Benzolkerns, zweitens iu einen Abbau des Alanin-
restes nach der Streckerschen Reaktion, und drittens miisse eine
Synthese aus den Spaltprodukten zum groBen Melaninmolekiil statt-
finden. Diese drei Reaktionen wiirden drei verschiedene Enzyme
erfordern, und man miite in der Tyrosinase ein Genienge von En-
zymen annehmen, wie es auch schon Bach und Chodat®) getan
haben.

Die praktische Melanin-Reaktion zerfillt in zwei sichtbare Phasen.
Gibt man zu 5 cem einer 0.05-proz. Tyrosinlosung mit 0.04 %, Soda-
gehalt 3—5 Tropfen KartoffelpreBsaft, so erhilt man sebhr bald, in
etwa 30—60 Minuten, eine rosarote Farbung, die mit der Zeit stirker
wird. Diesen roten Stoff will ich mit Primelanin bezeichnen.
Spiiter, nach Stunden, aber gauz langsam, geht die rote Firbung in
Violett, dann in Briunung bis Schwiirzung iiber. Der schwarze Stoff,
das Melanin, bildet sich an der Oberiliche und erfiillt allmihlich das

1} Dort auch ausfithrliche Literatur.
Y C.Oppenheimer, Die Fermente, IT S, 770 [1913).



2030

ganze Glas. Je nach der Stiirke der Dispersion des kolloidalen Farb-
stoffes erhilt mau griinlich-schwarze, braun-schwarze und rein schwarze
Farbungen. L&At man 24 Stdn. und linger bei Zimmertemperatur
stehen, so bildet sich die grobdisperse, pechschwarze Phase, und das
Melanio fallt in Flocken aus.

Der gegebene Weg zur Zerlegung der Tyrosinase in Kompo-
nenten ist die Ultratiltration, da hier der Enzymsaft keine uner-
wiinschte Verdiinnung erleidet, wie es z. B. bei dem Dialysever-
fahren von Buchner und Antoni!) der Fall ist. Harden und
Young? benutzten hekanntlich zur Trennung der Zymase von ihrem
Ko-Enzym das Martin- Gelaticefilter, wihrend man jetzst zu solchen
Operationen die leicht zugénglichen Membranfilter der Firma de Haén
in Hannover anwenden kann. Wird der KartoffelpreBsaft nach
Zsigmondy miitels Membranfiiter Nr. 64 filtriert, so erhilt man ein
Filtrat, das die Tyrosinase-Reaktion ohne weiteres gibt. Die Filter-
poren sind also so weit, daB alle Komponenten hindurchgesaugt wer-
den. Benutzt man das Filter Nr. 100, so resultiert ein hellbraunes
Filtrat, das eine Tyrosinldsung nicht mehr in Melanin iiberfiihren
kann. Wird der Filterriickstand in Wasser anfgenommen und mit
Tyrosin gepriift, so tritt eine schwacbe, aber noch deutliche Tyrosi-
nase-Reaktion ein. Kommt ein Gemisch von Filterriickstand und
Fiitrat zur Reaktion, so haben wir wieder die typische starke Melanin-
bildung.

Der Versuch lehrt mithin, daB durch diese Art der Filtration
keine vollkommene Zerlegung in zwei inaktive Komponenten méglich
war. (Tab. 1.) Da nun augenblicklich die FiltergroBen zwischen 64
und 100 nicht zur Verfiigung standen, so benutzte ich den Bech-
holdschen Filtrierapparat mit dem Filter 4'/; °/o, weil sich 3 und 6 %,
nicht bewdhrt hatten. Ich habe bis jetzt den Iindruck, daB eine
rein mechanische Trennung allein nicht zur restlosen Fraktionierung
fibrt, sondern dafl eine chemische Spaltung zu Hiife genommen
werden mufBl. Ich habe deshalb den Kartoifelpre@saft erst einer
94-stiindigen Autolyse bei Zimmertemperatur unterworfen; die Selbst-
auflésung des Zellinhaltes soll den Plasmakomplex zerstoren, damit
die einzelnen Enzyme von gewissen Hiillen befreit und so der Tren-
nung leichter zuginglich werden. Darauf wurde ultrafiltriert, die
Komponenten sich wieder 1—2 Tage selbst iiberlassen zur weiteren
Seibstverdauung, alsdann durch gewdhnliche Filter 6fters geklirt und
nun erst die Prifung mittels Tyrosinldsung vorgenommen. Trotz Ein-

) Buchner u. Antoni, H. 46, 141 [1905].
%) Ausfithrliche Literaturangaben in Buchners Arbeit, Bio.Z. 8, 520,
522 [1908].
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baltens der genauen Vorschrift gelingt nicht immer die vollkommene
Trennung, auch wenn Salt von derselben Kartoffelsorte zur Verwen-
dung kam. Kleinere Variationen in der Zusammensetzung des
KartoffelpreBsaites scheinen die Ursache zu sein. Wenn die Fraktion I,
d. 1. der in Wasser aufgenommene Filterriickstand, pechschwarz aus-
sieht, also viel Melanin enthilt, so ist er in der Regel nicht brauchbar,
da das Pigment etwas voo der Fraktion |I, dem Filtrat, zuriickhalt.
Gelingt es durch Filtration das Melanin zu entfernen, so ist die Kom-
poneunte praktisch rein. Einmal trat vollkommene Sedimentierung
des schwarzen Stoffes ein, wodurch eine wasserhelle Fraktion I, voll-
kommen frei von Fraktion II, erhalten wurde. Durch all diese Ope-
rationen wird Jeider die Oxydationskraft der Enzyme merklich ge-
schwicht.

Ist die Trennung gegliickt, so gibt weder das Filtrat
{Fraktion II) noch der in Wasser aufgenommene Riickstand
{(FraktionI) mit Tyrosin eine Rotfarbung wund spitere
Schwirzung, wohl aber das Gemisch beider Kompo-
nenten. Die Fraktion I wird zundchst mit «-Tyrosinase, die
Fraktion II mit Aktivator bezeichpet, ohne dafl damit bestimmte
Eigenschaften schon ganz festgelegt werden sollen. Die meisten Ver-
suche sind so ausgefallen, dal in Fraktion I noch eine Spur von
Fraktion II zuriickblieb, so da8 Fraktion I, fiir sich gepriift, nach
laingerer Zeit eine schwache Rosafirbung gibt zu dem Zeitpuukte,
wenn das Komponentengemisch bereits sehr stark rot gefirbt und im
Begrill ist, in schwarz Uberzugehen. Auf Tabelle 2 sind die Ver-
suche zusammengestellt, die die beste Trennung bisher ergaben. Der
Kartoffelpreisaft der Knolle Silesia, der 24 Stdn. der Autolyse unter-
worfen worden war, gab zwei Fraktionen,.von denen die Fraktion I
noch mehrmals durch ein gewohnliches Filter filtriert werden mufte.
Auf Tyrosinlosung gepriift, gab sie in 2 Stdn. keine Rotung (Nr.1u.2).
Auch Fraktion II war in dieser Zeit wirkungslos geblieben (Nr. 3 u. 4).
Das Fraktionsgemisch hingegen zeigte in dieser Zeit eine starke Rot-
firbung. Nach 4 Stdn. war der Unterschied ebenfalls noch so gro8,
obgleich Fraktion I bereits eine ganz schwache Rdtung verriet, ein
Anzeichen, daBl winzige Mengen von Fraktion II noch zuriickgeblieben
waren. Nach 20 Stdn. Einwirkungsdauer sind die Unterschiede
scheinbar geringer geworden. Dies ist so zu erkliren, dafl die
Reaktion des Fraktionsgemisches bereits vor Ablauf dieser laugen
Zeit zum Stillstand gekommen ist, wihrend Fraktion I indessen Ge-
legenheit hatte, weiteres Melanin zu bilden, wodurch sich die Distanz
zwischen beiden Versuchen etwas ausgleichen konnte.

Versuche 7 und 8 zeigen, dafl das Enzymgemisch durch Kochen
zerstdrt wird. Von den einzelnen Fraktionen ist nur Il kochbestindig,
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wie aus Versuchen 9—12 hervorgebt. Demnach kann die Tyru-
sinase zerlegt werden in einen kochfesten (Aktivator) und
einen thermolabilen Stoff (e-Tyrosinase).

Dieser Versuch gab AnlaBl zu dem Gedanken, ob es nicht mig-
lich sei, mit dem Filtrat des aufgekochten OriginalpreBsaftes, kurzweg
Kochsaft genannt, den inaktiven Filterriickstand zu aktivieren. In
der Tat gelingt der Versuch, wie aus Tabelle 3 ersichtlich ist. Wir
beobachten zunichst, daB sowohl Fraktion I (Nr. 1 und 2) wie auch
der Kochsaft (Nr. 3 und 4) an sich in den ersten beiden Stunden
namentlich fast ohne Wirkung sind, wahrend das Gemisch beider
eine starke Rotung der Tyrosinlssung geben (Nr. 5 und 6).

Uberraschend wirkte nun der Versuch, der die Aktivierung des
Filterriickstandes mit der Asche des Kochsaftes zeigte {Tabelle 4).
Wihrend z. B. Versuche 1 und 2, nur mit Fraktion 1 angesetzt, in
den ersten beiden Stunden noch wasserhelle Losungen aufwiesen,
beobachtet man in dem Gemisch mit der Aschelisung eine sehr lebhafte
Reaktion (Nr.5 und 4). Nach 20 Stunden Reaktionszeit ist wieder
wie gewdhnlich das scharfe Resultat etwas verwischt, da mittier-
weile Versuche 3 und 4 vorzeitig zum Stillstand gekommen sind.
wihrend 1 und 2 in diesem langen Zeitraum (ielegenheit zur Bildung
winziger Melaninmengen hatten.

Wir haben also hier die interessante Beobachtung ge-
macht, daBl das Gelingen der I'yrosinase-Reaktion von einem
anorganischen Salz bezw. einem Salzgemisch abhéingig ist.
Dieses Ergebnis gibt natiirlich AnlaB zu wichtigen Schliissen, die aber
vor der lland nicht diskutiert werden sollen. Auch wird sich durch
diese Beobachtung die Methodik der Trennung der Komponenten er-
heblich vervollkommnen lassen.

Im Anschluf} hieran sollte noch gepriift werden, ob eine Steigerung
der Tyrosinase-Wirkung des OriginalpreBsaftes mit Hilfe von Kochsaft
moglich ist Mischt man gleiche Mengen von Pre8saft mit Kochsait,
50 ist eine Verstirkung der Reaktion kaum wahrzunehmen; wird das
Mischungsverhiltnis 1:4 gewihlt (Tabelle 5, Versuche 3 und 4), so
tritt der Vorteil des Kochsaftzusatzes hervor. Recht deutlich wird
dies, wenn man 0.03 ccm PreBsaft mit 0.4 cem Kochsalt versetzt
(Versuche 7 und 8). Aus diesen Experimenten ist zu ersehen, daf} die
Tyrosinase von Natur aus reichlich mit Fraktion II versehen ist und
sich deshalb nur ein ganz groBer UberschuB von Kochsaft bemerkbar
macht. Der Einwand, daB im Kochsaft nur ein schwaches Priparat
vorliege, wird hinfillig durch die Versuche der Tabelle 3, die eine
kriftige Wirkung des Kochsaftes auf Fraktion I gezeigt haben. Voll-
stindig ist diese Angelegenheit jedoch noch nicht geklart.
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Es ist anzunehmen, dafl die Aschensalze des Kochsaftes ebenfalls
so wirken und nun ergibt sich die Bedeutung dieser Beobachtung fiir
die Beurteilung der Melaninbildung in den verschiedenen Kartofielsorten.

In welcher Art die Zerlegung der 'I'yrosinase erfolgt ist, das hat
sich bis jetzt noch nicht erkennen lassen. Ob ein System Ko-Enzym
(= wire hier ein anorganischer Katalysator) und Hauptenzym wie bei
der Zymase vorliegt oder ob es sich um ein Oxydasesystem im
Bach-Chodatschen Sinne, nimlich um eine spezifische Oxygenase —+
anorganischem Katalysator neben anderen z. B. desamidierenden En-
zymen handelt, das werden weitere Versuche entscheiden. Es ist
auch moglich, daB beide Systeme nebeneinander wirksam sind. Nach
der in der Einleitung angefiihrten Theorie miiite ja die Tyrosinase
ein Enzymkomplex sein. Ob es gelingen wird, diesen in der ge-
wiinschten Weijse weiter zu zerlegen, das werden die kommenden
Versuche lehren.

Bei der Anstellung derartiger Versuche spielen antiseptische Mittel
eine wichtige Rolle und es war daher zu priifen, ob solche Reagen-
zien einen EinfluB auf den EnzymprozeB der Tyrosinase ausiiben.
Wihrend die Versuche mit Thymol genau so schnell verliefen wie ohne
Zusatz, so hatten Chloroform und Fluornatrium (0.3%, Zusatz)
hemmenden EinfluB. Uberschichtet man das Reaktionsgemisch mit
Toluol, so miiBte eigentlich wegen I.uftabschluB die Oxydation aus-
bleiben. Selbst wenn Toluol in Zentimeterhohe dariiber steht, tritt
trotzdem mit Tyrosinlisung und Prefsaft die Tyrosinase-Reaktion in
der gewohnlichen, nur etwas verlangsamten Weise ein. Offenbar ist
Toluol in der Lage, den Sauerstoff der Luft durch sich zu
iibertragen (Tabelle 6).

Um diese bisher unbekannte Eigenschaft des Toluols weiter zu
untersuchen, wurde luftfreie alkalische ’yrogallol- Losung mit To-
luol 2 ecm hoch iiberschichtet. In einer Stunde zeigte sich schon ein
deutlicher tief schwarzbrauner Ring an der Beriihrungsstelle mit dem
Toluol (Tabglle 7 Nr. 1 und 2). War die Toluolschicht 8 ¢m hoch,
50 verlief die Reaktion ebenfalls so gut positiv, nur etwas langsamer
(Nr. 3 und 4). FEin Abschluff mit farblosem Paraffinsl lieferte keine
Pyrogallol-Reaktion, wihrend Essigester eine kleine braune Zone
gab (Nr. 7—10). Terpentinsl ist als Sauerstofi-Ubertriiger bekannt
(Engler). Kam es hier in einer Schicht von Zentimeterhihe in
Anwendung, so beobachtet man keine Oxydation (Nr. 5 und 6).
Geht der Versuch 20 Stunden, so tritt zwar eine geringe Reaktion
ein, aber eine Wirkung wie bei dem Toluol wird bei weitem nicht
erreicht, Dort ist jetzt die schwarzbraune Schicht mebrere Zentimeter
breit. "Auch nach 40 Stunden bleibt das Resultat in diesem Sinne.
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Es sei noch bemerkt, dall ein zweiter Versuch mit besonders gerei-
nigtem Toluol ebenso verlief.

Dieses merkwiirdige Verhalten des Toluols im Vergleich zum
‘Terpentini! liel nun die Frage reifen: Ist Toluol wirklich ein Sauer-
stofi-Ubertr'ziger, namentlich in der 8 em hohen Schicht, oder kann es
anch hydroklastische Oxydationen ausiiben wie Chinon und Isatin in
der nach W. Traube modifizierten Streckerschen Reaktion? Is
miifite also Wasser in seine Komponenten zerlegen, den Sauerstoff
abgeben und den Wasserstoff vielleicht mit Ililfe von Katalysatoren
addieren. Dies zu priifen, wurde eine Pyrogallol-Reaktion in einer
Wausserstoff-Atmosphire angesetzt. Sie verliel negativ. Das Toluol
wirkt hier nicht oxydierend, folglich muBl es bei der anderen Ver-
suchsanstellung in der Luftatmosphire die Sauerstotf-Ubermittlung be-
wirken.

Diese Eigenschalt des Toluols als Sauerstoff-Ubertrager zu kennen,
ist natiirlich beim Experimentieren mit Oxydasen voun groBer Bedeu-
tung. Meine Versuche haben bereits einen merkwiirdigen Fall ge-
liefert.

Is sei mir noch gestattet, Hrn. Prof. Wilhelm Windisch und
Hro. Victor Bermann auch an dieser Stelle fiir die gitige Uber-
lassung der Ultrafiltrierapparate bestens zu danken.

Experimenteller Teil,

Darstellung von KartoffelpreBsaft: Kartofiel werden ge-
wascheu und geschilt und in einer Kiichenreibemaschine zerkleinert.
Hierbei beginot schon die Verfiirbung des Salftes, die Melaninbildung
aus dem Tyrosin des Zellsaftes mittelst der Tyrosinase. Man prefit
in eiper Handpresse und befreit den nun dunkel gewordenen Saft
vop den Stirkekdrnern und anderen Teilchen mit Hilfe einer Zen-
triftuge.  Unter Toluol oder Thymol bei Zimmertemperatur gehalten,
bleibt das Enzym mehrere Tage wirksam. Hierbei tritt zwar Abbau
der Eiweiflverbindungen ein wie in einer anderen Arbeit nachgewiesen
wurde, aber die Tyrosinase leidet bei dieser Autolyse wenig.

Zerlegung der Tyrosinase in Komponenten. Die meisten
Trennungen wurden mit dem Bechholdschen Filtrierapparat unter
Luitdruck ausgefiibrt, da zu dem Zsigmondyschen Membracfilter-
saugapparat augenblicklich nicht die geeigneten T'iltergr6Ben zur Ver-
fiigung standen. Das Bechhold-Filter 41/;%, lieferte in etwa 1Y/,
—2 Stunden bei einem Luftdruck von 5—7 Atmospbiren aus 20 cem
24 Stunden lang bei Zimmertemperatur unter Thymol autolysiertem
OriginalpreBsaft ca. 18 cem klares briunliches Filtrat. Der Filter-
riickstand war daon pabezu »staubtrocken«. Er wurde vom Filter-
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blatt entfernt und in 18 ccm Wasser suspendiert. Es entsteht hierbei
eine pechschwarze Losung, die in der Regel noch durch Fraktion II
verunreinigt ist. Man 1dfit 24 Stunden unter Thymol stehen und
filtriert durch ein gewdhnliches Filter so oft, bis eine hellere kiare
Losung entstanden ist. Dabei bleibt das gebildete schwarze Pigment
mit den Resten der Fraktion II auf dem Filter zuriick. Zu dieser
Reinigung eignet sich auch Bechholds Filter 1'/3%,, wenn man zur
Filtration !/;—3, Atm. Druck anwendet.

Die Priifung der Fraktionen geschieht mit einer schwach alka-
lischen Tyrosinlosung (Kahlbaum), wie es in den Tabellen angegeben
wurde (Tab. 1 und 2).

Tabelle 1.

Zerlegung der Tyrosinase
mit Hilfe des Membraniilters Nr. 100.

Prifung der einzelnen Fraktionen und des Fraktionsgemisches mit Hilfe einer

Tyrosinlosung. — PreBsaft der Kartoffel Silesia, 48 Stunden urter Thymol

autolysiert. Die Fraktionen vor der Prifung 24 Stunden der Autolyse bei

Zimmertemperatur unterworfen, dann durch Filtration durch gewdhnliches
Filtrierpapier vom schwarzen Pigment befreit.

Zimmertemperatur.
Tyrosinlés.
Beobacht ch
0.05 g :r)" Zusatz von Prelsalt. eobach ungﬁx_m
Nr rosin ) l 20
*10.04 g Soda 0.2 cem 1 } 2 20
100 cem jeder Fraktion
Wasser Stunden
1. 5 eem Fraktion I nicht schwach |[;  rosa schwache
2. 5 » » I gekocht rosa ) » Melaninbildung
3. 5 » Fraktion II nicht |t wasserhell wasserhell % wasserhell
4. 5 » > 1I { gekocht { » »
. 5 » Frakt. I 4+ 1I} nicht rosa E stark rot starke
6. 5 » » I+ 1I'§ gekocht Melaninbildung
1. 5 » Frakt. I + II, gekocht t fast fast t fast wasserhell
8. 5 » » 1+11, » wasserhell |{ wasserhell | V' » >
3. 5 o» Frakt. I, .gelggcht.rund fast fast fast wasserhell
- gemuscht mit wasserhell |§ wasserhell » »
L0. 5 » Frakt. 11, nicht gekocht
11. 5 » Frakt. II,- g(lalkoch.t und rosa stark rot starke
gemischt mit Melaninbildung
12. 5 » Frakt. I, nicht gekocht »  »
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Tabelle 2.

Zerlegung der Tyrosinase
mit Hilfe des Bechhold-Filters 4!/3%.

Priffung der einzelnen Fraktionen und des Fraktionsgemisches mit Hilfe einer

Tyrosinldsung. — PreBsaft der Kartoffel Silesia, 24 Stunden unter Thymol

autolvsiert, Die Fraktionen vor der Priifung 24 Stunden der Autolyse bei

Zimmertemperatur unterworfen, dann durch Filtration durch gewdhnliches
Filtrierpapier vom schwarzen Pigment befreit.

Zimmertemperatar.

Tyrosinlds. Beobachtung nach
0us g Ty-
. rosin o . K N .
Ny 0.04 g Soda Zusitze von 0.2 ccm ) 4 20
100 cem
Wasgser Stunden
1. 5 ccm Frakt. I, nicht gekocht| wasserhell % ganz { Spur Melanin-
2. 5 » » I, » » schwachrosa) bildung
3. 5 » Frakt. I, niekt gekoeht{ wasserhell % wasserhell |j wasserhell
4, h o o» » ]], » » » » \ °
. starke Melanin-
d. H o Frakt.1 +1{ ) nicht stark rot |4 . rob mit Lildung; deutlich
[ 5 » L 411§ gekoeht » » jemem Stich beginuende Sedi-
: ' g ins Schwarze Sos
mentierung
7. ) Frakt. | 4-1I, gekocht then”m't‘ wie nach wie nich 2 Stdn,
8. 5 » T41I,  » CLWAS QTANLT| ¢ 9 Stunden » o» 2
Eigenfarbe
In je ein Gemisch von
9. 5 o» Frakt. I, gekocht und gwasserhcll  wasserhell wasserhel|
10 H o » 1l, nicht gekochr » \ » »
In je ein Gemisch von ) rot mit | starke Melunin-
1. H o Frakt. Il, gekocht und ]; stark rot - o bildung; dentlich
2 J » |, nicht gekocht > > sem Stich beginn?*udo Sedi-
h ! ’ s ins Schwarze L
mentierung

Darstellung von Kochsaft. KartoffelpreBsaft wird iiber
freier Flamme in ganz schwach essigsaurer Losung aufgekocht
und voun dem EiweiBigerinsel abfiltriert. Es resultiert eipe klare
dunkelgefirbte Losung, die nach dem Abkiiblen fertig zum Gebrauch
ist. Man bewahrt sie bei Zimmertemperatur unter Tolool oder
Thymol auf.

Dieser Kochsaft enthilt also das wirksame Prinzip von Fraktion 11,
wie aus den Versuchen von Tabelle 3 hervorgeht.
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Tabelle 3.
Ersatz der Fraktion IT durch Kechsaft.

Zimmertemperatur.
Tyrosin!ss, Beobachtung nach
0.05 g Ty- &
rosin " o 0
Nr. 0.04 ¢ Soda Zusitze 1, ) 20
100 cem e
Wasser Stunden
1. 5 cem 0.4 cem Fraktion T wasserhell | ganz violett gefirbt
2. ho» 04 » » I » {schwachrosa » »
3. 5 cem 0.4 ccm Kochsaft wasserhell | wasserhell wasserhell
4. 5 » 04 » » » » »
In jo ein Gemisch von ‘
5. 5 ecm 0.4 ccm Fraktion 1 stark rosa | stark rot Melanin-
6. 5 0.4 » Kochsalt » » »  » sedimentierung
Darstellung der Aschelésung aus Kochsaft. 35 cem Koch-
saft werden eingedampft, verkohlt und verascht. Der Riickstand 1dst
sich bis auf einen kleinen Rest in wenig Koénigswasser. Man ver-
diinnt mit 10 cem Wgsser und macht ganz schwach alkalisch. Hier-
bei scheidet sich Aluminiumhydroxyd aus. Man schiittelt gut durch
und setzt mit einer Probe den Aktivierungversuch an.
Tabelle 4.
Kann der Ascheriiekstand des Kochsaftes die Fraktion 11
ersetzen?
Asche von 35 com Kochsalt, in wenig Kinigswasser geldst und mit 10 cem
Wasser verdiinnt. Mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht.
Zimmertemperatur.
Tyrosinlés. Beobachtung nach
0.05 g Ty- Zusatz Zusatz
rosin von von ) | -
Nr 0.04 g Soda] Fraktion 1 |Aschel6sung 1 2 ' 20
100 cem in cem in cem
Wasser . Stunden
1. 5 cem 0.4 — wasserhell | wasserhell | Spur Melanin
2. 5 » 0.4 — » » » »
3. 5 cem 0.4 0.4 rosa violettrot % Melanin-
4 5 » 0.4 0.4 » » niederschlag
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Wir finden auf Tabelle 4, daB die Kochsaft-Asche die durch Ultra-

filtration unwirksam gemachte Tyrosinase wieder aktivieren kann.

Tabelle 5.

Steigerung der Tyrosinasewirkung des Kartolfelprefsaftes mit
Hilte von Kochsaft.

Prefisaft der Kartotfel Silesia, 4 Tage unter Toluol bei Zimmertemperatur

autolysiert.
Zimmertemperatur.
| Tyrosinlos. o
. Beobachtung nach

005 ¢ 'Ty Zusatz Zusatz °
‘ rosin von von S e
N (004 g Natri - prgor | Kochsaft oo VA 20

umecarbonat : . ‘

in cem in cecm
100 cem Stand
Wasser tunden
IR 5 cem 0.1 — schwach rosal rosa violett weidrht
2. 5 » 0.1 — » » » » »
5. H cem 0.1 0.4 stark rosa rotbraun Melanin-
4. » .01 0.4 » » > sedimentierung
|

i 5 cem 0.03 — wasserhell [schwach rosa -
[ 5 » (.03 — . » : » »
<. 5 cem 0.03 0.4 schwach rosa; rotbraun e
& 5 2 0.03 9_4 » » » o

Auf Tabelle 5 sehen wir, dafl die Tyrosinasewirkung des Ori-
ginalpreBsaftes durch Kochsaftzusatz noch gesteigert werden kann.
Trotzdem  der PreBsaft schon 4 Tage unter Toluol gelagert hatte,
war er noch duBerst wirksam. Es war beabsichtigt, ihn auf diese
Art zu schwichen, um dann die Wirkung des Kochsaftes mehr her-
vortreten zu lassen. Da dies nicht mdéglick war, so mullte eine kleine
Dose PreBsaft mit einer grileren Menge Kochsalt gemischt werden,
um einen sichtbaren Eifekt zu erzielen.

Tabelle 6.

EinflulB verschiedener Desinfektionsmittel auf die Tyrosinase.

PreBsaft aus der Kartoffel Silesia, die 9 Monate im Keller gelagert hatte.
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Zimmertemperatur.
Tyrosinlds. Beobachtung nach
0.05 g Ty- Zusatz Zusatz
N rosin von des 2
71004 g Soda] PreBsaft Anti- 13/ 20
100 ccm in cem gepticams [~
‘Wasser Stunden
1. 5 cem 0.2 Kontrolle stark rot | Schwarzfirbung
2, 5 » 0.2 ohne Zusatz » > »
3. 5 eem 0.2 ,Chlovoform l fast keine s:i};‘g:f:iﬁls'?:rig,
4. 5 » 0.2 \ Rétung wie bei 1
5. 5 cem 0.2 ; Thymol wie Kon- wie 1
6. 5 » 0.2 trollversuch »
Toluol- etwas violette Schwarz-
g g cc»m 8% % schicht : s:ll; wla(.co };]e_r % farbung, heller
Yia—"/s cem trollversuch wie 1
Fluor- Melaninflocken-
9. 5 cem 0.2 l | schwachrosall niederschlag,
10. | 5 » 02 |{ Bgo % > » Fliissigkeit
. wasserhell
Tabelle 7.

Gibt Toluol einen luftdichten AbschlafB?

Terpentingl, Essigester, Paralfinil zum Vergleich.

Reagensgliser werden mit ausgekochter 3-proz. Pyrogallollosung gefillt und
mit der Abschlulilissigkeit itberschichtet. Jetzt iiberall Zusatz von 1 cem
auegekochtez konzentrierter Natronlauge.

Zimmertemperatur.

AbschluBiliissigkeir
in Hohe nach cem

Resuliat nach

1 Stunde

25 Stunden

40 Stunden

e N

S XN e

—

Toluol 2 cm

> 2 »
Toluol 8 em
» 8 »

Torpentingl 1.5 cm

> 15 »
Essigester 4.0 em
> 40 »

Paraffinol 3.0 em
» 3.0 »

E keine Oxydation

2 keine Oxydation

)schwarzbrauner Ring
svon ca. 4 mm Stiirke
an der Grenzzone

Ischwarzbra uner Ring
\von ca. 3 mm Suirke

brauner Ring von
ca. 3 mm Siirke

Berichte d. D. Chem, Gesellschaft. Jahrg, LII

starke schwarz-
brasne Zone,
6 cm breit

starke schwarz-
braune Zone,
2,5 cm breit

lichtbraune Zone,
1.5 ecm breit

braune Zone,
1.0 em breit

sehr geringe

Briunung an der

Berthrungszone

starke schwarz-
braune Zone,
8 ¢cm breit

starke schwarz-
braune Zone,
3.5 em breit

braune Zone,
1.5 em breit

braune Zone,
1.5 cm breit

sehr geringe

Briunung an der

Beriihrungszone

138
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Tabelle 6 zeigt den EinfluB verschiedener Desinfektionsmittel auf
die Tyrosinase. Die Versuche wurden wie alle anderen Experimente
in Reagensglisern angestellt bei Zimmertemperatur. Auch dieses
Ergebnis wurde durch einen Parallelversuch kontrolliert. Die weiteren
Einzelheiten sind aus der Tabelle ersichslich.

Die Versuche der Tabelle 7 zeigen, daB Toluol ein ausgezeich-
neter Luftiibertriger ist. Weitere Einzelheiten dort.

Zusammenfassung.

1. Die Kartoffel-Tyrosinase liBt sich zerlegen in einen thermolabilen
Filterriickstand (a-Tyrosinase) und ein kochfestes Filtrat (Aktivator), die,
beide fiir sich gepriift, die Tyrosinasereaktion nicht geben.

2. Das Gemisch der beiden Komponenten ist wieder aktiv.

8. Der inaktive Filterriickstand 148t sich durch Kochsaft aktivieren.

4. Auch die Kochsaft-Asche, in Wasser gelost, vermag den unwirksamen
Filterriickstand wieder zur normalen Titigkeit anzuregen.

5. Toluol ist eiv Sauerstofi-Ubertriger.

Berlin, Institut fir Girungsgewerbe.

228, W. Dilthey und Th. Béttler: Hnol- und Ketoformen
ungesittigter 1.5-Diketone. (Uber Pyryliumverbindungen, V.)
[Aus dem Chemischen Universititslaboratorium Erlangen.]
(Eingegangen am 9. Oktober 1919.)

Vor zwei Jahren hat der eine von uns?) mitgeteilt, dafl das durch
Anlagerung von Benzal-acetophenon an Desoxy-benzoin
entstehende 1.5-Diketon (I.)?») beim Kochen mit Eisenchlorid in
Acetanhydrid-Losung ein PyryliumsalzIl liefert. Wir haben dieses

_CH;.CO.CsH; B _~CH—=—=C.C¢H;
I. C¢H;.CH II. | CGsH;.C }0— X
~~CH(CsH;).CO.CsH; ==C(CsHj;).C. Cs H5_1

Salz und seine Pseudobase niher untersucht und sind dabei zu be-
merkenswerten Ergebnissen gelangt.

Da die Bestindigkeit dieser Salze gegeniiber hydrolysierenden
Mitteln gering ist, gelingt die Isolierung der zugehdrigen Pseudo-
base leicht, die aus Ather in fast farblosen prismatischen Nadeln vom
Schmp. 112—113°%) erhalten wird.

1y J. pr. [2] 95, 113 [1917).

?) Knoevenagel, A. 302, 236 {1898).

%) Diese Verbindung wird im folgenden der Kiirze halber mit »Schmp. 112%
bezeichnet.





