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Amylasen und ihre Wirkung
Von Prof. Dr. KURT H. MEY ER, Genf
Laboratorien fiir organische und anorganische Chemie der Universitit Genf
Verschiedene a- und B-Amylasen kénnen rein hergestellt werden. Ihre Wirkung auf die Hauptbestandteile der

Stirke, Amylose und Amylopektin, die gleichfalls rein dargestelit werden konnten, wird beschrieben. Dabei wird
besonders die Struktur des Stirkekornes beriicksichtigt.

1. Einleitung

1831 fand Leuchs?), daf Speichel Stidrkekleister verflissigt
und dabei Zucker erzeugt; zwei Jahre spiter stellten Payen und
Persoz?) aus Malz eine feste, amorphe Substanz her, die rasch die
Hiillen von gequollenen Stidrkekdrnern vom Inhalt trennte und
deswegen ,,Diastase‘ (von , Diastasis’* Abtrennung) genannt
wurde,

Mit diesen Arbeiten beginnt die wissenschaftliche Enzymolo-
gie, in der Untersuchungen iiber stirkespaltende Enzyme, die
man heute meist als Amylasen bezeichnet, einen breiten Raum
eingenommen haben, was sich durch ihre grofe biologische und
technische Bedeutung erkldrt. Insbes. sind die durch die enzy-
matische Stdrkespaltung entstehenden Produkte, Zucker und
Dextrine, sowie die Kinetik der Spaltung viel bearbeitet worden.
Nun ist aber in den meisten dieser Arbeiten die Vielheit der Fak-
toren, die die Reaktion bestimmen, nicht gentigend beriicksich-
tigt worden. Es ist z. B. schon lange bekannt, da das Malz zwei
Enzyme enthilt, die Stdrke in ganz verschiedener Weise angrei-
fen. Weiter weiB man, daB die Wirkung der Amylasen von aller-
hand Zusitzen, die als,,Aktivatoren‘ oderals,, Hemmstoffe
wirken, beeinfluBt wird. Man wird daher Versuche, die zu ein-
wandfreien Schliissen fiihren sollen, am besten mit ganz reinen,
moglichst kristallisierten Enzymen anstellen. Diese sind aber
erst seit kurzem zuginglich; @iber ihre Darstellung und tber Ar-
beiten mit ihnen wird im folgenden berichtet.

Aber nicht nur die Enzyme, auch das Substrat, die Stdrke,
trigt das ihre dazu bei, die-Kinetik des Abbaus zu komplizieren.
Stidrke ist ndmlich nicht, wie auch heute noch viele Chemiker
annehmen, eine einheitliche chemische Substanz. Wie wir vor
zehn Jahren fanden?®), enthalten die gebrduchlichen Stirken als
Hauptbestandteile zwei Polysaccharide oder besser Gruppen von
Polysacchariden, die sich in ihrer Konstitution und in ihrem
physikalischen und chemischen Verhalten erheblich voneinander
unterscheiden. Dies sind: erstens ein unverzweigtes Po-
lysaccharid oder besser eine Mischung unverzweigter Poly-
saccharide, in denen 100-2000 Glucose-Reste durch «-1-4-Bin-
dungen, wie sie auch in der Maltose vorkommen, zu Ketten ver-
schiedener Linge vereinigt sind

und zweitens ein stark verzweigtes, dessen Zweige an die C-
Atome 6 durch «-1-6-Bindungen, ,,Isomaltose-Bindungen*, an-
geheftet4, 8) sind.

CH,0H CH,OH
|
0. ! o—
n/  H\H ll\n
/N H_HO /N /\H Ho/\ /
O odH OH Q oH H
CH, CH20H
H a—_
u/H H
OH\OH H \ \ ou H on H \ /
. o1 oH H o i ol o
Isomaltose lwelgstelle im Amylopektm

Andere Zweigbindungen sind nicht vorhandens®).

Bild 1

Schema der Verzweigung des Amylopektins, o = Glucosereste,
— —umfaBt Grenzdextrin

A = aldehydische Endgruppe

Fiir ersteres schlugen wir den alten, aber bisher in anderem
Sinne gebrauchten Namen ,,Amylose*, fiir das zweite den eben-
falls schon gebrauchten Namen ,,Amylopektin“ vor. Beide
Substanzen werden von Amylasen angegriffen, aber in verschie-
dener Weise, so daB sich diese Reaktionen beim Stdrkeabbau
tiberlagern. Man wird also den Abbau der reinen Amylose und
den des reinen Amylopektins getrénnt studieren
missen, um den komplizierten Abbau der Stirke

CH,OH CH,ou CH,0H CH,0H
|._0 j-—0 i‘o verstehen zu konnen.
VRN RN i\ Im aligem. wird nun nicht eine wirkliche Lo-
H H H ); . .
N / oH 1 \ OH H \ ot u /\ /\OH H/ \0/ sung'von Stirkebestandteilen, sondern der 'sog.
,,Kleister* dem Abbau unterworfen. Im Kleister
OH H OH B oM }li OH ist aber die morphologische Struktur des
Formel der Amylose Kornes noch mehr oder weniger erhalten, und
man wird daher auch sie beriicksichtigen missen, um ein klares
—_— - - Bild vom Vorgang des diastatischen Stirkeabbaus zu erhalten.
1y Poggendorffs Ann. d. Phys. Chem, 22, 623 [1831]. TK—F—d_b B | Ber. dtsch. ch G 73. 609 [1940].
2) Ann. Chim. Phys. 53, 73 [1833]. ) N reudenberg u, oppel, o sch, chem, Ges.
Ish d, J. Ch Soc. fLondon
%) K. H. Meyer, Naturwiss. 28, 397 [1940]; Adv. Colloid. Sci. 1, 143 Jozr sapr B L RS A Rnerwood, ). Cher. Soc. London)

{1942].
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%) G, C. Gibbons u. R, A, Botssonnas Helv. Chim, Acta 33, 1477 [1950}.
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2. Darstellung kristallisierter Amylasen

In der Wahl der Methoden zur Anreicherung und Reindar-
stellung ist man noch auf Herumprobieren angewiesen; frak-
tionierte Fallungen bei 0° mit Siure, Aceton, Ammonsulfat oder
anderen Salzen, ferner Erwdrmungs- oder Schiitteldenaturierung
zur Entfernung stdrender Proteine und andere Kunstgriffe wer-
den angewandt. Bei jedem Schritt wird die Anreicherung durch
Analyse des N-Gehaltes und der enzymatischen Aktivitit kon-
trolliert, und es wird auf Einheitlichkeit elektrophoretisch ge-
priifft. Ist letztere erreicht, so setzen geduldige Versuche zur Kri-
stallisation ein, und schlieBlich wird durch mehrfaches UmKri-
stallisieren das Enzym gereinigt.

B-Amylasen, von R. Kuhn') so genannt, weil sie Maltose
in der niedrig drehenden B-Form in Frejheit setzen, greifen nach
Ohlsson®) die Polysaccharide der Stdrke von den nichtaldehydi-
schen Enden aus an; sie bilden dabei sofort Maltose. Sie sind
nur in Pflanzen nachgewiesen worden: im Malz, in Bataten, in
Sojabohnen. Aus Bataten (/pomoea batatas, sweet patato) hat

Bild 2. 3-Amylase aus Malz (x 900)

Baiis®) 1946 die erste kristallisierte Amylase’ (3-Amylase) erhal-
ten; die Reinigung und Kristallisation der viel linger bekannten
B-Amylase des Malzes ist erst kiirzlich im Genfer Arbeitskreis
gelungen'?) (Bild 2).

In einem Gemisch von x- und B-Amylase, wie es im Malz vor-
liegt, kann man erstere durch 24-stiindige Behandlung mit Sdure
(Pg 3,5) in der Kalte vollig zerstoren; aus diesem Produkt wurde
durch vielfaches fraktioniertes Umféallen die reine 8-Amylase her-
gestelit.

a-Amylasen, so genannf, weil die freien Aldehyd-Gruppen
in der hochdrehenden «-Form ia Freiheit gesetzt werdea, spalten

Bild 3. ae-Amylase aus Schweinepankreas (x 170)

. die Stdrkepolysaccharide zunéchst in grofere Bruchstiicke, dann
in Oligosaccharide, Maltose und Glucose.

Zunichst erhielten wir Schweinepankreas-Amylase in sché-
nen Kristédllchen'®,12) (Bild 3); weiter wurden Kristailisiert
7y Liebigs Ann. Chem. 443, 1 [1025).

%) Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 189, 17 [1930].
9) J. biol. Chemistry 163, 571 (1946].

10) Ed, H. Fischer, K. H, Meyer, G, Noelting u. A, Piguet, Arch. Biochem.
27, 235 [1950].

11y K., H, Meyer, Ed. H, Fischer u. P. Bernfeld, Experientia 2, 362 [1946];

3, 106 (1947]. )
12y Ed, H. Fischer u, P. Bernfeld, Helv. Chim. Acta 31, 1831 [1948].
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erhalten die ,,Ptyalin‘‘ genannte a-Amylase des menschlichen Spei-
chels'®) (Bild 4) sowie menschliche Pankreasamylase'. 15) (Bild 5).

Bild 4

a-Amylase aus menschlichem Speichel. a = 200 x; b = 730 %

Beide sind voneinander nicht zu unterscheiden, aber ven Schwei-
nepankreas-Amylase deutlich verschieden, so daB wir annehmen,
daB es nur eine menschliche Amylase gibt. Die Art, nicht das
OrganYdes Lebewesens, bestimmt also die Zusammensetzung des
Enzyms.

a b
Bild 5
a-Amylase aus menschlichem Pankreas. a = 910 x; b = 730 x

Von pflanzlichen a-Amylasen sind die «-Amylase des Malzes
von Schwimmer und Balis*¢) (Bild 6) und «-Amylase aus Bacillus

Bild 6
a-Amylase aus Malz (350 x)

1) k._1é1. Meyer, Ed. H. Fischer, A. Staub u. P. Bernfeld, ebeada 31, 2i58
(1948].

) K. H. Meyer, Ed. H. Fischer, P. Bernfeld u. F. Duckert, Arch. Biochem.
18, 203 [1948].

1) Ed. H. Fischer, F. Duckert u. P. Bernfeld, Helv. Chim, Acta 33, 1060

950).
1%) . biol. Chemistry 176, 465 [1948].
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J-Amylasen aus

u-Amylasen aus

- Bacillusd) Schweine®) | Menschl.I) | Menschl.B)
: Batatent) Malzb) Malz€) | subtilis | Pankreas Pankreas | Speichel
|

Aktivitat* promg N. ... ... .. ... 2500™) 1660 2350 ‘ 3600 4000 6200 6200
Aktivitat pro mg Enzym ................ 3781 235 315 ! 500 630 . 980 980
O N i e e 15,1 14,1 13,4 14 15,8 15,8 15,8
A < f <<0,01 } 1 <0,05 0,01 0,01
L <0,05!) 0 0 0 0
SH-Gruppen ..........ocitiieneannnnnnns . -+ -1 | - - - -
PE-OPHMUM ..ot 4-5 4,7-5,3 4,7-54) | 5368 6,9 6,9 6,9
pyr-Stabilitat ..., 4,0-8,0 4,9-9,11) 4,8-85 7-8,5 4,8-11 4,8-11
9 Loslichkeit bei 20 py 7 .....ooennen.... >15 >15 s 6 0,6 0,3 ) 0,3
Michaelis-Konst, (g/100 cm®}) ........... [ >0,06 | 0,063 [ 0,018 .
AKLIVIErUNgSWAIME ... vovuneeeennenn. .. 15500 7050t) 16500 16500
Molekulargewicht .................c..... 132000™M) ' 59500 | 45000h)
Turnover numberK) ... .. ... ... ........ 53C00M) " 17000 . 25000 !
Elektrophoret. Mobilitat (pg 7,9 « = 0,1) ‘ ‘ :

U.10-3cm?2. volt-lsec™? .............. 1,8 y 3,1h ; 3,1 ; 3,1 3,2 3,2
Isoelektr, PUNKE .....ovueeeeninnnnnnnn. 47771y | 6,0 | 57) | | 52-56 . 5256 | 5256
Absorptionsspektrum Maximum (myg) ..... 280 280 ' 280 280 280 280

Wendepunkt ....... ’ 292 292 292 292 292
Aktivierung durch Cl~ .................. - - l, - 4 ! - -
Aktivierung durch Ca%+ ................. — — ’ 4 ! - - - -
Verhiltais Is)i%hr?:;izzz Wirkung (4:0,2)!) . 61 62 ! 9,8 | 0.8 ! 9,8 9,6 9,6
. I
Tabelle 1. Eigenschaften der kristallisierten Amylasen
*) Die Aktivitit ist gegeben durch die Menge (in mg) freigesetzter Mal- Fischer u. P. Bernfeld, ebenda 31, 1831}1948].
tose, wenn man 1 cm3 Enzymldsung auf 1 cm® 1 proz. Zulkowski-Starke- fy Ed. H. Fischer, F. Duckert u. P. Bernfeld, ebenda 33, 1060, 1064 [1950].

lbsunlg bei 20°, wahrend 3 min, beim py-Optimum des Enzyms einwir-
ken laft.

A. K. Balls, R. L. Thompson u. M. K. Walden, J. biol. Chemistry 163
571 [1946]; 173, 9 [1948].

Ed. H. Fischer, K. H. Meyer, G. Noelting, A. Piguet, Arch. Biochem. 27,
'235L[11950]; K. H. Meyer, Ed. H. Fischer u. A. Piguet, Helv. Chim. Acta,
im Tuck,

C) S. Schwimmer u. A. K. Balls, J. biol. Chemistry 179, 1063 [1949].

) K. H. Meyer, M. Fuld u. P, Bernfeld, Experientia 3, 411 [1947} u. un-

veroffentlichte Resultate. ’

€) K. H. Meyer u. P. Bernfeld, Helv. Chim. Acta 30, 611 [1947]; Ed. H.

a

~

b

~

.

Bild 7
a-Amylase aus Bacillus subtilis (» 85)

subtilis (Bild 7) (aus technischer ,,Biolase‘‘ isoliert) von uns rein
und kristallisiert erhalten worden!?). Tabelle 1 gibt eine Zusam-
menstellung der: Eigenschaften dieser Enzyme. Als letzte der
a-Amylasen ist kiirzlich die sog. Takadiastase aus Aspergillus
orysae von Ed. H. Fischer und R. de Montmallin in Genf kristal-
lisiert erhalten worden.

3. Reindarstellung von Amylose und Amylopektin

Es 14Bt sich keine fiir alle Starkesorten giiltige Vorschrift zur
Abtrennung beider Komponenten geben; die Einzelheiten miis-
sen fiir jede Art ausprobiert werden. In jedem Fali ist es zweck-
maBig, niedermolekulare (Amylose A;) und hochmolekulare
Amylose (A,) getrennt darzustellen. Bei der groBen Bedeutung
der Kartoffeistirke halten wir es fiir niitzlich, im folgenden eine
Methode zur Aufarbeitung der Kartoffelstdrke anzuge-
ben'8: 1), In ihr wird von der wichtigen Becbachtung Schochs?0)
Gebrauch gemacht, daB Amylose durch Alkohole mit mehr als
3 Kohlenstoffatomen ausfillbar ist.

17y K. H. Meyer, M. Fuld u. P. Bernfeld, Experientia 3, 411 [1947}.
18y K. H. Meyer u, P. Rathgeb, Helv. Chim. Acta 31, 1533 [1948].

1y K. H. Meyer u. G. C. Gibbons, ebenda 33, 210 [1950].

20) Cereal Chem. 18, 127 [1941];" Adv. Carbohydrate Chem. 1, 247 [1945].
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8) K. H. Meyer, Ed. H. Fischer, A. Staub u. P. Bernfeld, ebenda 31, 2158,
2165 [1948].

) C. E. Danielsson, Nature 160, 899 {1947]. i

1) K. H. Meyer, Ed, H. Fischer u. C. H. Haselbach, Helv. Chim. Acta, im
Druck.

3) P. Bernfeld u, H. Studer- Pécha, ebenda 30, 1904 [1947].

k) Zal}l der gespaltenen glukosidischen Bindungen pro min. und Enzym-
molekel. .

Yy P, Bernfeld u. M. Fuld, Helv. Chim. Acta 31, 1423 [1948].

m) S. Englard u. Th. P. Singer, J. biol. Chemistry 187, 213 11950].

n) nach eigenen Versuchen. O]

50 g Kartoffelstirke werden in wenig Wasser suspendiert und in
heiBes destilliertes Wasser einflieBen gelassen. Die geeignete Wasser-
Temperatur mufl durch Vorversuche ermittelt werden, da die Kérner
im Laufe von etwa !/, Stunde méglichst quellen, aber nicht platzen sollen
und die optimale Temperatur (meistens innerhalb 65-70°) von Alter und
Vorbehandlung der Stirke abhingt. Durch mikroskopische Priifung der
Suspension mufl kontrolliert werden, ob die Kérner noch intakt sind, da
andernfalls die Amylose A, nicht rein erhalten wird. Die heile Suspen-
sion wird eine Stunde langsam geriihrt, dann abgekithlt und zentrifugiert.
Die abzentrifugierten gequollenen Korner werden im Wasser aufge-
schlammt und erneut abzentrifugiert. Die vereinigten Flussigkeiten wer-
den bei vermindertem Druck auf 500 em?® eingedampft und dann in
1200 c¢m3 Methanol eingegossen. Der Niederschlag (Amylose A,) wird
gut mit Alkohol und trocknem Ather gewaschen. Die abzentrifugierten
Korner werden in 3 ) Wasser suspendiert und 2 h auf 110° erhitzt (oder
2—3 Mal abwechselnd 30 min auf 100° erhitzt und dann mit einem ,,Wa-
ring Blendor* 10 min so heftig gerithrt, daB alle Korner zerstort werden,
was die Auflésung erleichtert). Die Losung, aus der Spuren ungelssten
Materials dureh Zentrifugieren (in der Kilte) entfernt werden, wird auf
90° erwirmt und unter heftigem Riihren Cyelohexanol im Uberschul zu-
gefiigt. Auch wihrend des Abkiihlens, das ca. 10 h dauern soll, wird
weiter heftig gerithrt. Nach 48 h bei 5° ist die Abscheidung des Additions-
produkts Amylose A,-Cyelohexanol beendet, es wird auigerithrt und
zentrifugiert. Der Niederschlag wird mit Wasser, gesattigt mit Cyclo-
hexanol, gewaschen und in 1500 cm?® kochenden, mit Cyclohexanol ge-
sittigten Wassers suspendiert und wie oben abgekiihlt und weiter be-
handelt. Der sv umkristallisierte Niederschlag wird mit Wasser, gesittigt
mit Cyclohexanol, gewaschen, darauf mit Alkohol und Ather,

Zur Reindarstellung des Amylopektins wird aus der Mutter-
lauge das Cyclohexanol unter vermindertem Druck abgedampft und die
Losung auf 31 (d. i. auf etwa 1%) mit Wasser verdiinnt. 4 g Stearin-
sdure werden in wenig heiBem Alkohol gelst und unter heftigem Riihren,
das 1 h fortgesetzt wird, zur Lésung zugefiigt. Die ausgefillte Stearin-
siure, die die letzten, sonst sehr schwer zu entfernenden Reste Amylose
nitgerissen hat, wird abfiltriert und die Losung in diinnem Strahl in
das doppelte Volumen Aceton einfliefen gelassen; der feinpulvrige Nie-
derschlag reinen Amylopekting wird mit Alkohol und Ather gewaschen.

4. Analyse des durch enzymatische Spaltung
erhaltenen Gemisches

Den Abbau der Polysaccharide verfolgt man vor allem durch
quantitative Bestimmung der durch Spaltung freigewordenen
Aldehyd-Gruppen, sei es durch Titrieren mit jod nach Will-
statter-Schudel, oder durch Oxydation mit Fehlingscher Losung
nach Bertrand, oder mit der kolorimetrischen Bestimmung mit
Hilfe von Dinitrosalizylsdure®'). Die Spaltprodukte bestehen aus

1y G. Noelting u. P. Bernfeld, Helv. Chim. Acta 31, 286 [1948].
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Polysacchariden mittleren und niederen Molekulargewichtes (Dex-
trinen) einschlieBlich Maltotetraose, Maltotriose und verzweigten
Tri- und Tetrasacchariden, ferner aus Maltose, Isomaltose und
Glucose.

Um sie nebeneinander zu bestimmen, bedient man sich zweck-
méBig der von Kluyver??) und Smits van Waesberge®) angegebe-
nen Methode der auswihlenden Vergidrung der Zucker durch be-
sondere Hefearten®!). Die Amylase wird durch Erhitzen abgetitet
und dann Torula monosa?*) zugesetzt; sie vergédrt nur
Glucose. Aus der Bestimmung des Reduktionswertes
vor und nach Vergdrung erhdlt man durch Differenz-
bildung den Glucosegehalt. Dann wird Saccharomyces Chodatis)
zugesetzt, wodurch nur Glucose und Maltose, sehr viel lang-
samer auch Isomaltose vergidrt werden.

Was iibrig bleibt, sind also Tri-, Tetra- und héhere Saccharide,

meist ,,Dextrine’” genannt. ihre molekulare Konzentration wird

in einer Probe durch den Reduktionswert ermittelt, da ja jede
Dextrinmolekel eine reduzierende Gruppe eathdlt. In einer zwei-
ten Probe wird durch Kochen mit 2 nHCI alles zu Glucose hy-
drolysiert und der Gehalt an Glucose reduktometrisch ermittelt.
Auf diese Weise erhilt man die Gewichtskonzentration des Dex-
trins, und aus dieser in Verbindung mit der molekularen Konzen-
tration seinen mittleren Polymerisationsgrad.

AuBer fortlaufenden reduktometrischen Messungen des Spal-
tungsgrades werden von Zeit zu Zeit Gesamtanalysen nach dieser
Methode ausgefiihrt.

5. Bisherige Resultate an Stirke

Durch 3-Amylase wird Stédrke bis zu einem hochmolekularen
Grenzdextrin abgebaut; daneben entstehen ca. 609, Maitose.
Es wiirde viel zu weit fiihren, wiirden wir die Resultate der friihe-
ren, itberaus zahlreichen Arbeiten tiber den a-amylatischen Stir-
keabbau aufzihlen. Als wesentlichstes Ergebnis wurde gefunden,
daf etwa 80 9%, der Stdrke in vergdrbare Zucker verwandelt wer-
den, wihrend etwa 209, unvergérbar sind. Doch nimmt der un-
vergirbare Anteil erheblich ab, wenn die Abbauprodukte der
gleichzeitigen Wirkung von Hefe und Amylase ausgesetzt werden.

Die nicht vergdrbaren , Dextrine‘ enthalten hauptsichlich
verzweigte Oligosaccharide, wie u. a. Montgomery?8) durch Iso-
lierung der Isomaltose sowie Myrbdck?’) in vielen Arbeiten ge-
zeigt haben. Letzterer konnte auch zeigen, daB die Affinitat der
Amylasen zu Stdrke und ihren Abbauprodukten um so geringer
ist, je niedriger das Molekulargewicht der letzteren ist. Damit
erklart Myrbdck die Tatsache, daB die Spaltgeschwindigkeit im
Laufe des Abbaus immer geringer und schlieflich unmefbar
klein wird.

Wie ndmlich allgemein heute angenommen wird, wird die
Spaltgeschwindigkeit durch zwei Faktoren bestimmt: die Kon-
zentration der Verbindung Enzym-Substratum (hier also:
Amylase-Polysaccharid) und die Zerfallsgeschwindigkeit dieser
Verbindung. ES, die Konzentration der Verbindung, hiangt nun
nach dem Massenwirkungsgesetz von der Affinitdtskonstante K
und den Konzentrationen beider Partner, Enzym E und Sub-
stratum S ab: - ES

(ETES;(5—ES)

Wenn nun K mit fallendem Polymerisationsgrad des vgorhan-
denen Substrats absinkt, so muf} die Spaltgeschwindigkeit fort-
laufend abnehmen, da ja der Polymerisationsgrad durch die Spal-
tung dauernd verringert wird.

6. Die Wirkung von 3-Amylase auf Amylose
und Amylopektin
Amylose wird bei geeignet geleiteter Reaktion durch -
Amylase villig abgebaut?® 2?). Aus Amylopektin entsteht hin-
gegen neben 609, Maltose ein hochmolekulares ,,Grenzdextrin®,
das mit Jod eine rotviolette Farbreaktion gibt.

) Biochem. Suikerbepalingen, Leiden, 1914.

23) These, Delft, 1941.

) Aus der Sammlung des Centraalbureau voor Schimmelculturen, Deift
(Prof. A, J. Kluyver).

2%) Aus der Sammiung des lnstitut de Botanique der Universitat Genf
(Prof. F. Chodat).

2¢) [, Amer. Chem. Soc. 69, 2249 [1947].

27) Adv. Carbohydrate Chem. 3, 252 [1948].

) M. Samec u. E. Waldschmidt-Leitz, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem.
203, 16 [1931].

39) P, Bernfeld u. P, Giirtler, Helv. Chim. Acta 31, 106 [1948].
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Die Erkldrung ist recht einfach. Das Enzym kann die un-
verzweigte Amylose vom nicht aldehydischen Ende aus voll-
kommen abbauen, wird aber durch die Zweigstellen des

Amylopektins gehemmt.
FTOOO O
\\// \\__/'
CJ

3 Palt

feXeTotoToTe Yo rototene

3 Halt
Wirkung der g-Amylase auf Amylopektin

Es lie8 sich ndmlich zeigen, daB alle ,,Endgruppen‘* und damit
auch ale , Zweigstellen'* des Amylopektins noch im Abbauprc-
dukt, dem ,,Grenzdextrin‘* vorhanden sind; das.Enzym hat also
nur die duBeren langen Zweige abbauen kdnnen. Das ,,Grenz-
dextrin‘‘ ist in Bild 1 schematisch angegeben.

Falls hohe Enzymkonzentrationen angewandt werden, wird
Amylopektin viel rascher angegriffen als Amylose3?), denn in
einer Amylopektin-Losung ist infolge der Verzweigung die Kon-
zentration der Endgruppen, an denen die Reaktion einsetzt, viel
groBer als bei einer gleichkonzentrierten Amylose-Losung. Bei
geringen Enzymkonzentrationen macht sich das ,,Altern‘‘® 31,32)
oder ,,Retrogradieren‘ der Amylose, bzw. Amylopektin-Losung,
bemerkbar; die Ldsungen assoziieren und bilden submikroskapi-
sche Aggregate, die enzymresistent sind; durch ,,Verjungen*,
d. h. Alkalizusatz werden diese wieder aufgelost und nach dem
Neutralisieren ist die Losung wieder durch Enzym angreifbar.
Diese Erscheinung, auf die bei den x-Amylasen noch nidher ein-
gegarigen wird, ist bei Amylose viel ausgesprochener als bei
Amylopektin.

7. Die Wirkung von reiner x=-Amylase auf Amylose

Wir haben die Einwirkung reiner Pankreasamylase
(Schwein) sowie die reiner kristallisierter Malzamylase auf
Amylose untersucht3? %), Wir priiften zwei Amyloseprdpa-
rate, A; (Kartoffel) vom mittleren Molekulargewicht 11500 und
A, (Mais) vom Molekulargewicht 40000. Reine Amylosen sind
nur in sehr niedrigen Konzeatrationen in Wasser klar 15slich; sie
massen deshalb in verdiinnter Lauge geldst und in die schwach
saure Enzymlgsung eingegossen werden, damit sie in molekularer
Zerteilung mit dem Enzym in Berithrung kommen. Alle Ver-
suche mit nicht iibermafig hohen Enzymkonzentrationen zeig-
ten folgenden charakteristischen Reaktionsverlauf: bis zu
einem bestimmten Spaltungsgrad verlduft die Reaktion rasch;
dann sinkt die Spaltgeschwindigkeit stark ab und wird schlieB-
lich praktisch gleich Null. Der Abbaugrad, bei dem diese pldtz-
liche Verlangsamung eintritt, ist aber nicht konstant. Die Ver-
langsamung der Reaktion tritt bei der héher molekularen Mais-
Amylose A; frither ein als bei der von uns benutzten Kartoffel-
Amylcse A . Ferner geht der rasche Abbau um so weiter, je mehr
Enzym und je weniger Amylose von Anfang an zugegen sind?®: 34).
Nachtriglicher Enzymzusatz beschleunigt die einmal verlang-
samte Reaktion nicht. Wenn dagegen alkalisch gemacht wird,
wodurch das Enzym abgetdtet und die Losung, falls sie opalescent
geworden ist, wieder aufgehellt wird, und wenn sodann neutrali-
siert und frisches Enzym zugesetzt wird, dann beginnt die neue
Reaktion mit der gleichen hohen Geschwindigkeit wie die erste
(Bild 8). Dieses Verhalten 148t sich nicht durch die oben er-
wiahnte Theorie Myrbdcks erkldren; man muB es vielmehr dem
,, Altern‘ der Amylose zuschreiben®). Reine Amylose ist ndm-
lich ziemlich schwer loslich in kaltem Wasser, kann aber leicht
durch Alkali und darauffelgendes Ansduern, sowie durch Er-
wirmen und Abkiihlen in iibersdttigte Ldsung gebracht werden.
In dieser Losung ,,altert oder , retrogradiert’ die Amylose lang-
sam, d. k. sie bildet zuerst kleine, dann groB8ere submikroskopische

) K. H. Me}er, P. Bernfeld, P. Rathgeb u. P. Gilrtier, ebenda 31, 1536
[1948].

31) R. A. Hopkins, E. G. Stapher u. D. E. Dolby, J. Inst. Brewing 46, 426
1940} .

3y K, H..Meyer, P. Bernfeld u. J. Press, Helv. Chim. Acta 23, 1465 [1940].

33y P, Bernfeld u. H. Studer-Pecha, ebenda 30, 1895 [1947],
3) K. H. Meyer u. W. F. Gonon, ebenda, im Erscheinen.
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kristalline Aggregate, die vom Enzym nur sehr langsam an-
gegriffen werden, darauf tritt Trilbung und schlieBlich ein Nieder-
schlag auf. Die Aggregate werden durch Alkali zerstort, was wir
als ,,Verjiingung‘‘ bezeichnen, und die verjingte Losung wird
wieder leicht vom Enzym angegriffen. Falls viel Enzym von An-
fang an zugegen ist, verlduft der Abbau so rasch, daB die Lésung
keine Zeit hat, zu altern; der Unterschied im Verhalten gegen
nieder- und hohermolekulare Amylose erklirt sich dadurch, da3
letztere schwerer 1oslich ist und rascher kristallisiert (altert).
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Bild 8

EinfluB der Enzymkonzentration [200] und der Verji'mguﬁg
auf den Verlauf des Abbaus von Amylose durch Pankreas-
Amylase.

t Verjingung; R [20] nach Verjiingung hergestelite Enzym-
konzentration

Falls die Losung widhrend des Abbaus altert, wird die Mi-
schung der Spaltprodukte sehr inhomogen; denn neben stark
abgebauten finden sich in ihr auch fast unversehrte Molekeln.
Dagegen hat die oben erwdhnte Verminderung der Affinitét des
Enzyms zum Substratum, wenn dieses allm&hlich niedermoleku-
lar wird, den entgegengesetzten Effekt: Die Mischung wird
homogener, da zuerst alles Hochmolekulare verschwindet, bevor
die Bruchstiicke weiter abgebaut werden. Diese Homogenisierung
tritt aber bei sehr groBen Enzymkonzentrationen nicht ein; denn
dann werden alle, auch die niedermolekularen Substrate, d. h.
die Dextrine, mit Enzym abgeséttigt. In diesem Falle fiilt auch
die auffallende Verlangsamung im Abbau fort, und man erhélt
sehr schnell ein Gemenge von Maltose und Triose; der Verlauf
der Abbaukurve né&hert sich dann dem emer monomolekularen
Reaktion (Bild 8).

Sowohl Malz- wie Speichel- und Pankreas-x-Amylase bilden
aus Amylose zunichst groBere Bruchstiicke; nach einer gewissen
Zeit findet man Maltotriose, Maltotetraose und Maltose; Malto-
tetraose wird langsam in Maltose, Maltotriose in Maltose und
Glucese gespalten. Endprodukte sind 139, Glucose und 879
Maltose. Es geht daraus hervor, daB Bindungen, an denen-end-
stindige Glukose-Reste beteiligt sind, sehr viel langsamer auf-
gespalten werden als die mittelstdndigen Bindungen und daB
die von zwei endstindigen Glucoseresten eingerahmten Bindun-
gen der Maltose iberhaupt nicht angegriffen werden. Dies liegt
nun sicher nicht an der geringen Affinitat des Enzyms zur Mal-
tcse, sondern daran, daB die Verbindung Amylase-Maltose nicht
hydrolytisch zerfallen kann. Eine solche inaktive Verbindung
ist tatsdchlich nachgewiesen worden; sie bildet sich beim Zusatz
von Maltose zum diastatischen Ansatz und entzieht dadurch
einen Teil des Enzyms seiner Wirkung. Das Substrat kann auch
in hoher Konzentration die Maltose aus dieser Verbindung nicht
verdrdngen; diese Erscheinung wird als ,,nicht competitive’
Hemmung bezeichnet.

Aus der Tatsache, daB das Substrat die Maltose aus dieser
Verbindung mit dem Enzym nicht verdrdngen kann, muB man
schlieBen, daB Maltose an einer anderen Gruppe des Enzyms
angelagert wird als das Substrat. Dies erkldrt auch, daB Maltose
itberhaupt nicht gespalten wird; denn die hydrolytische Spal-
tung des Komplexes Enzym-Substrat mu wohl darauf zuriick-
gefithrt werden, daB in diesem Komplex eine glucosidische Bin-
dung verzerrt und dadurch dem Angriff des Wassers zugédnglich
gemacht ist. Da Maltose aber anders als das spaltbare Substrat
gebunden wird, fillt bei der Verbindung Maltose-Enzym die
Voraussetzung fiir die hydrolytische Spaltung fort3s).
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8. Die Wirkung reiner «-Amylasen auf Amylopektin

Auch hier wurde die Wirkung von Pankreas sowie Malz-
Amylase auf Kartoffel-Amylopektin, dessen Molekulargewicht
reduktometrisch zu 180000 ermittelt wurde, und andererseits auf
Mais-Amylopektin vom Molekulargewicht ca. 40000 unter-
sucht?), Die Reaktion verlduft prinzipiell gleich wie bei Amylose.
Auch hier beobachtet man einen durch , ,Altern‘ und ,,Ver-
jiingen‘* beeinfluBten Reaktionsveriauf. Die Geschwindigkeit des
Abbaus ist aber geringer als bei Amylose, was wohl darauf be-
ruht, daB Amylopektin in Form von Teilchen in Ldsung geht,
die aus vielen miteinander verfilzten Molekeln bestehen und
daher dem Angriff des Enzyms weniger zuginglich sind.
Ferner sinkt die Affinit4t des Enzyms zum Substrat bei fort-
schreitendem Abbau desselben stidrker ab als bei Amylose, und
zwar besonders stark bei Malz-a-Amylase. Wie schon Myrbick®?)
und Hopkins3ib) erkannten, ist ihre Affinitdt zu den verzweigten
Oligosacchariden sehr gering. Anders als bei Amylose wird hier
die auffallende Verlangsamung der Abbaureaktion weniger durch
das Altern als durch die Minderung der Affinitdt verursacht. Bei
sehr groBen Enzymkonzentrationen geht aber auch hier die
Reaktion rasch zu Ende34).

Als Spaltprodukte der ersten, schnellen Etappe findet man
kaum Glucose, viel Maltose, ca. 209, andere Oligosaccharide,
darunter Isomaltose und unverzweigte und verzweigte Tri- und
Tetrasaccharide. Tri- und Tetrasaccharide werden sehr langsam
weiter gespalten; als Endprodukte findet man ca. 199, Glucose,
72%, Maltose und 8-9%, Isomaltose; alle Zweigstellen finden
sich schlieBlich in der Isomaltose wieder. Weder im Speichel,
noch im Pankreas findet sich Maltase; einmal gebildete Maltose
wird erst im Darm gespalten.

Auch hier wirkt Maltose als Hemmstoff, indem ein Teil des
Enzyms gebunden wird. In Gegenwart von Hefe geht der Abbau
schneller vonstatten, da Maltose und von gewissen Hefearten
auch Isomaltose vergidrt werden und dadurch die von ihnen aus-
geiibte Hemmung wegfillt.

Werden Stirkelosungen, d. h. Stirkekleister, die durch Auto-
klavieren oder durch Kochen unter starkem Rihren in wirkliche
Lgsung gebracht sind, dem Angriff von Malz ausgesetzt, so ver-
laufen die oben besprochenen Reaktionen, B- und a-amylatischer
Abbau, nebeneinander. Dabei wird der B-amylatische Angriff
sich stidrker auswirken kénnen und mehr Maltose entstehen, als
dem bloBen Nebeneinander entsprechen wiirde; denn wo immer
durch a-Amylase eine nichtaldehydische Endgruppe freigelegt
wird, greift die -Amylase an und bildet Maltose.

9. Der Abbau von Stirke und Stirkekleister

Um die beim Abbau von unverschrten Stdrkekdrnern sowie
von Kleister auftretenden Erscheinungen zu verstehen, wird man
sich zunéchst iiber den molekularen Feinbau des Korns im
nativen und gequollenen Zustand informieren miissen, tiber den
man jetzt sehr genaue und begriindete Vorstellungen hat.

Durch die polarisationsoptischen Untersuchungen von Naegeli
und A. Meyer®) sowie die Rontgeninterferenzaufnahmen von
Katz*%) war nachgewiesen worden, dal das Stdrkekorn groBen-
teils aus radiar angeordneten nadelférmigen, sehr kleinen Kri-
stalliten besteht, also den Bau eines ,,Sphériten‘ hat. Die ela-
stische Deformierbarkeit des Korns und die Quellungserscheinun-
gen waren aber damit nicht zu erkldren. Dazu muB8te eine Theorie
herangezogen werden, die sich fiir alle Kettenpolymeren als gilltig
erwiesen hat und in aller Klarheit wohl zuerst von Haller®?) aus-
gesprochen worden ist. Sie besagt, daB die Teile einer hochpo-
lymeren Fadenmolekel thermodynamisch sich so benehmen kon-
nen, als ob sie voneinander unabhidngig wiren. Die Wéarmebe-
wegungen der ,,Segmente’ an einem Ende der Molekel sind z. B.
unabhéngig von denen am anderen Ende der Molekel. Die un-
regelméBigen thermischen Bewegungen der Segmente fithren un-
ter anderem dazu, daf eine durch duBeren Zwang gestreckte Fa-
denmolekel die Tendenz hat, sich zusammenzukriimmen und zu
343y Arkiv kem. Mineral. Geol. 20A Nr. 6[1945] Svensk Kem. Tidsk. 56,

142 [1944]; Arkiv Kem. I, Nr I {1949]
345y Adv. in Enzymolcgy 6, 383 [1946].

35) Untersuchungen iiber die Starkekorner, Jena, 1895.

3¢) Z. physik. Chem. (A) 150, 100 [1930].
37) Kolloid-Z. 56, 257 {1931].
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verkiirzen (Theorie der Kautschukelastizitit von K. H. Meyer,
v. Susich und Valkg®®). Auch beim Kristallisieren kénnen sich
die Segmente wie unabhdngige Molekeln benehmen: Segmente
einer Molekel kénnen sich mit Segmenten benachbarter Molekeln
zum Raumgitter zusammenlegen, wihrend andere Segmente noch

gelost, d. h. von Lgsungsmittel umgeben sind. Auf diese Weise -

erkldrt sich die Bildung zusammenhingender Gele beim Abkiihlen
der Losungen von Gelatine, Pektin usw. Die Molekelfdden wer-
den durch kristalline Partien miteinander zu einem elastischen,
mit Flissigkeit gefiillten dreidimensionalen Netz verkniipft. Um-
gekehrt hangen die Kristallite, von Gerngross®®), der dieses Bild
zuerst gezeichnet hat, als ,,Fransenmicelle’* bezeichnet, mit-
einander durch Molekelfiden zusammen. Nach dem gleichen
Prinzip ist auch das Stirkekorn aufgebaut: Naegelis kristalline
Micellen sind Fransenmicellen, die durch Molekelfiden mit-
einander verkniipft sind4?). Die Zweigstellen der Amylopektin-
molekeln, die nicht in das regelmiBige Raumgitter der Kristallite
hineinpassen, werden sich dabei in den freien , Fadenteilen‘* des
Korns befinden (Bild 9).

Bild 9

Schema der Anordnung der kristallinen Micelle (dick gezeichnet)
und der sie verbindenden Hauptvalenzketten in einer Schicht
des Stirkekorns

Wenn nun Amylase auf Stirkekdrner einwirkt, so wird sie
zundchst die nicht kristallinen Partien angreifen konnen. Es ent-
stehen die sog. Speichelskelette, die noch Sphérite sind, aber
leicht in einzelne Kristallnddelchen zerfallen, da die verbindenden
Molekelfdden zerschnitten sind. Anders wie in der wisserigen
Losung wird Amylose hier langsamer angegriffen als Amylopek-

38) Ebenda 59, 208 [1932].
39) Blochem Z. 228, 409 [1930].

€0) K. H. Meyer u. ‘p. Bernfeld, Helv. Chim. Acta 24, 389 [1941]},

tin, da erstere sich fast ausschlieBlich in kristallisierter Form be-
findet.

Werden die Stirkekorner in Wasser erwarmt, so schmelzen
oder 10sen sich die kristallinen Kniipfstellen teilweise auf. Die
konzentrischen Schichten des Stirkekorns werden weitmaschige
Netze (vgl. Bild 10), durch dic Wasser ins Innere stromt. Die

Bild 10

Schematische Darstellung des losen Netzwerks der gequollenen
Amylopektinschicht. Die kristallinen Kniipfstellen dick gezeichnet

Korner werden zu riesigen, wassergefiillten Blasen, die beim
FlieBen des Kleisters einen groBen Widerstand bilden und die
hohe Viscositdt des Kleisters hervorrufeni'). Wenn die Netz-
hiille dieser Blasen durch Amylase zerschnitten wird, so sinkt
die Viscositat plotzlich stark ab. Schon bei sehr geringer Hy-
drolyse kann dies eintreten, was zu der Annahme gefiihrt hat,
daB ein besonderes verfliissigendes Enzym im Speichel enthalten
ist. Doch hat sich diese Annahme als falsch erwiesen??. 42),

In den iiblichen Kleistern finden sich Korntriimmer neben
gelosten Stdrkebestandteilen: wie die einzelnen Reaktionen in
ihnen verlaufen, hingt u. a. von dem Grad des Aufschlusses
der Kleister ab.

Somit tdfit es sich nicht von vornherein sagen, wie der Starke-
abbau in den technischen Ansitzen verliuft, z. B. beim Malzen
oder in der Spritfabrikation. Dies miBte fiir jeden Fall mit Hilfe
geeigneter Methoden, z. B. den hier benutzten, festgestellt werden.

Eingegangen am 18. Oktober 1950 [A 321]

4y K. H. Meyer u. M. Fuld, ebenda 24, 375 [1941].
42) K. H. Meyer, F. Duckert'u. Ed. H. Fxscher ebenda 33, 207 [1950}).

Mikrochemie in den Vereinigten Staaten
Von Prof. Dr. A. A. BENEDETTI-PICHLER, Queens College, Flushing, N. Y.

Es sollen hier die bemerkenswertesten Ziige mikrochemischer Arbeit in den USA gezeigt werden. Da es unmoglich

ist, auf Einzelheiten einzugehen, sind die Literaturhinweise so gewihit, daB sie zur ErschlieBung der US.-Fach-

literatur benutzt werden kénnen. Die Kenntnis der deutschen Entwicklungen hingegen wird, als durch Spezial-
zeitschriften und Verdffentlichungen dieser Zeitschrift bekannt, vorausgesetzt.

Einleitung

Jeder Wissenszweig wird sich in allen westlichen Léndern
zwangsliufig gleichartig entwickeln. Ortliche Unterschiede m §-
gen durch spezielle Bediirfnisse, qualitative oder quantitative
Verschiedenheiten in den verfiigharen Mitteln, oder durch eine
wirkungsvolle Personlichkeit hervorgerufen werden. Alle diese
Umstdnde scheinen in den Vereinigten Staaten zusammengewirkt
zu haben, um der Entwicklung mikrochemischer Arbeit nach
urspriinglicher Verzogerung einen besonderen Ansporn zu geben.

Waihrend des ersten Viertels des Jahrhunderts stand die Ent-
wicklung unter dem EinfluB vor Emile Monnin Chamot, der
Heinrich Behrens mikroanalytische Methoden in Delft studiert
mische Mikroskopie aus. Zusammen mit C. W. Mason')
lehrte er chemische Mikroskopie als Fachgebiet an der Cornell
hatte, dann aber seinen eigenen Weg ging. Er bildete die che-
University in Ithaca, N. Y., und manche andere Schule ist dem
Beispiel gefolgt. Diese Spezialausbildung im Mikroskopieren er-
weist sich fiir die Bearbeitung mancher industricller Probleme
sehr wertvoll.

‘) E M Chamot u. C. W. Mason: Handbook of Chemical Microscopy,
Volume I, Principles and Use of Microscopes and Accessories; Physical
Methods for the Study of Chemical Problems. John Wiley a, Sons New
York, N. Y., 2. Aufl., 1938. — Der zweite Teil beschaftigt sich haupt-
sachlich mit' dem mlkroskoplschen Nachweis anorganischer lonen und
ist mit Behrens-Kley: Mikrochemische Analyse, 1. Teil, zu vergleichen,
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So sei eine geringe Menge eines Sedimentes die Ursache
einer Betriebsstérung. Durch mikroskopische Untersuchung kann
man rasch und mit verhaltnismaBig geringer Mithe Metallteilchen,
Haare, Fasern, Pflanzenteile, oder Teile von Insektenkdrpern
erkennen und damit auch die Herkunft des Sedimentes auf-
kldren. Dazu braucht man eine Spezialausbildung, ebenso wie
besondere Fihigkeit, gleich dem bildenden Kiinstler: Beobach-
tungsgabe und Gedichtnis fiir Form und Farbe. Der Spezialist
wird gewohnheitsmdBig zum Studium der Feinstruktur
schreiten, das oft den einzigen Weg zur einfachen L&sung einer
anscheinend unverstindlichen Erscheinung bictet. Erfahrung in
solchen Arbeiten erleichtert auch die zuweilen notwendige me-
chanische Abtrennung mikrokopischer Objekte zur nachfolgen-
den mikrochemischen Analyse.

Das Polaris'ationsmikroskép wird heute noch an erster
Stelle zur Untersuchung von Gesteins- und Bodenproben?), von
Mineralstaub und von in Gemdilden verwendeten Pigmenten?)

¢y W. H. Fry, Petrographic Methods for Soil Laboratories, U. S Despart-
ment of Agnculture Technical Bulletin No. 344, 1933. M. "N. Short
Microscopic Determination of the Ore Minerals, U. ’S. Geological Survey
Bulletin 825, benutzt einfache chemische Nachweise unter dem Mikros-
kop. Erhaltlich vom Superintendent of Documents, Washington, D. C.,
gegen von 0.15 bzw. 0.60 §.

3} R. J. Gettens, Technical Studies 7, 200~243 u. 8, 12—60 [1939].
ausfiihrliche Beschreibung der Pigmente.
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