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Amylasen und ihre Wirkung 
Von Prof. Dr.  K U R T H .  M E  Y E R ,  Genf 

Laboratorien fiir organische und anorganische Chemie der Universitiif Genf 

Verschiedene a- und P-Amylasen konnen rein hergestellt werden. lhre Wirkung auf die Hauptbestandteile der  
Starke, Amylose und Amylopektin, die gleichfalls rein dargestellt werden konnten, wird beschrieben. Dabei wird 

besonders die Struktur  des Starkekornes berucksichtigt. 

1. Einleitung 

1831 fand Leuchsl), daB Speichel Starkekleister verfltissigt 
und dabei Zucker erzeugt; zwei Jahre spater stellten Payeh und 
Persoze) aus Malz eine feste, amorphe Substanz her, die rasch die 
Hiillen von gequollenen Starkekornern vom Inhalt trennte und 
deswegen , , D i a s t a s e "  (von ,,Diastasis" Abtrennung) genannt 
wurde. 

Mit diesen Arbeiten beginnt die wissenschaftliche Enzymolo- 
gie, in der Untersuchungen iiber starkespaltende Enzyme, die 
man heute meist als A m y l a s e n  bezeichnet, einen breiten Raum 
eingenommen haben, was sich durch ihre groBe biologische und 
technische Bedeutung erklart. Insbes. sind die durch die enzy- 
matisclie StLkespaltung entstehenden Produkte- Zucker und 
Dextrine, sowie die Kinetik der Spaltung vie1 bearbeitet worden. 
Nun ist aber in den meisten dieser Arbeiten die Vielheit der Fak- 
toren, die die Reaktion bestimmen, nicht gentigend berucksich- 
tigt worden. Es ist z. B. schon lange bekannt, daR das Malz zwei 
Enzyme enthilt,  die Starke in ganz verschiedener Weise angrei- 
fen. Weiter wei6 man, da6 die Wirkung der Amylasen von aller- 
hand Zusatzen, die als ,,A k t i v a  t o Ten" oder als , ,Hemms tof f  e" 
wirken, beeinfluRt wird. Man wird daher Versuche, die zu ein- 
wandfreien Schltissen fuhren sollen, am besten mit ganz reinen, 
moglichst kristallisierten Enzymen anstellen. Diese sind aber 
erst seit kurzem zug2nglich; uber ihre Darstellung und uber Ar- 
beiten mit ihnen wird im folgenden berichtet. 

Aber nicht n u r  die Enzyme, auch das Substrat, d i e  S t l r k e ,  
tragt das ihre dazu bei, dieKinetik des Abbaus zu komplizieren. 
St i rke ist namlich nicht, wie auch heute noch viele Chemiker 
annehmen, eine einheitliche chemische Substanz. Wie wir vor 
zehn Jahren fanden3), enthalten die gebrauchlichen Stirken als 
Hauptbestandteile zwei Polysaccharide oder besser Gruppen von 
Polysacchariden, die sich in ihrer Yonstitution und in ihrem 
physikalischen und chemischen Verhalten erheblich voneinander 
unterscheiden. Dies sind: erstens ein u n v e r z w e i g t e s  P o -  
l y s a c c h a r i d  oder besser eine Mischung unverzweigter Poly- 
saccharide, in denen 100-2000 Glucose-Reste durch a-1-4-Bin- 
dungen, wie sie auch in der Maltose vorkommen, zu Ketten ver- 
schiedener LBnge vereinigt sind 

und zweitens ein stark v e r z w e i g t e s ,  dessen Zweige an die C- 
Atome 6 durch a-l-6-Bindungen, ,, Isomaltose-Bindungen", an- 
geheftet4,S) sind. 

CII,OH 

Isornaltose Zweigstelle im Amylopektin 

Andere Zweigbindungen sind nicht vorhanden'). 

Bild 1 
Schema der Verzwelgung des Amylopektins o = Gluco6erestc, - - umfaOt Grenzdextrint 

A = aldehydische Endgruppe 

Ftir ersteres schlugen wir den alten, aber 4isher in anderem 
Sinne gebrauchten Namen ,,Amylase", fiir das zweite den eben- 
falls schon gebrauchten Namen , , A m y l o p e k t i n "  vor. Beide 
Substanzen werden von Amylasen angegriffen, aber in verschie- 
dener Weise, so da6 sich diese Reaktionen beim Starkeabbau 
tiberlagern. Man wird also den Abbau der reinen Amylose und 

den des reinen Amylopektins getrennt studieren 
CH,OII CI7,OH CH,OH miissen, urn den komplizierten Abbau der S t i rke  

verstehen zu konnen. 
Im allgem. wird n u n  nicht eine wirkliche Lo- 

sung von Starkebestandteilen, sondern der sog. 
,,Kleister" dem Abbau unterworfen. Im Kleister 
ist aber die m o r p h o l o g i s c h e  S t r u k 4 u r  des 
Yornes noch mehr oder weniger erhalten, und 

man wird daher auch sie berdcksichtigen mtissen, um ein klares 
~ Bild vom Vorgana des diastatischen Starkeabbaus zu erhalten. 

LH,OH 

H 

J O H  H OH H O H  H OH 

Formel der Amylose 

. , -  
l )  Poggendorffs Ann. d.  Phys. Chem. 22, 623 [1831]. 
*) Ann. Chim. Phys. 53, 73 118331. 
*) K. H .  Meyer ,  Naturwiss. 28, 397 [1940]; Adv. Colloid. Sci. 1, 143 1937 577. 

4) K. Freudenberg 11. H .  Boppel  Ber. dtsch. chern. Ges. 73.  609 119401. 
b)  W. N. Haworth, E. L. Hirsi  A. F. A. Isherwood, J. Chem. SOC. rlondon] 

G. C.' Gibbons u. I?. A. Boissonnas, Helv. Chim. Acta 33, 1477 [19501. [1942]. 
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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 Oo mit  Saure, Aceton, Ammonsulfat oder 
anderen Salzen, ferner Erwarmungs- oder Schiitteldenaturierung 
zur Entfernung storender Proteine und andere Kunstgriffe wer- 
den angewandt. Bei jedem Schrit t  wird die Anreicherung durch 
Analyse dcs N-Gehaltes und der  enzymatischen Aktivitat  kon- 
trolliert, und cs wird auf Einheitlichkeit elektrophoretisch ge- 
pruft. 1st letztere erreicht, so setzen geduldige Versuche zur Kri- 
stallisation ein, und schlieBlich wird durch mehrfaches Umkri- 
stallisieren das Enzym gereinigt. 

P - A m y l a s e n ,  von R. Kuhn') so genannt, weil sie Maltose 
in der niedrig drehenden P-Form in Freiheit setzen, greifen nach 
Ohfssons) die Polysaccharide der Starke von den nichtaldehydi- 
schen Enden aus an;  sie bilden dabci sofort Maltose. Sie sind 
nur in Pflanzen nachgewiesen worden: im Malz, in  Bataten, in 
Sojabohnen. Aus Bataten (Ipamaea batatas, sweet potato) hat 

Bild 2. ,?-Amylase aus Malz ( x  900) 

Baflsg) I946 die erste kristallisierte Amylase' @-Amylase) erhal- 
ten ; die Reinigung und Kristallisation der vie1 langer bekannten 
P-Amylase des Malzes ist erst kurrlich im Genfer Arbeitskreis 
gelungenlo) (Bild 2). 

In einem Gemisch von a- und @-Amylase, wie es in1 Malz vor- 
liegt, kann man erstere durch 24-stiindige Behandlung mit Saure 
(pH 3,5) in der Yalte vollig zerstoren; aus diesem Produkt wurde 
durch vielfaches fraktioniertes Umfallen die reine p-Amylase her- 
gestellt. 

a - A m y l a s e n ,  so genannt, weil die freien Aldehyd-Gruppen 
in der hochdrehenden a-Form in  Freiheit gesetzt werden, spalten 

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

die Starkepolysaccharide zunachst in groBere Bruchstucke, dann 
in Oligosaccharide, Maltose und Glucose. 

Zunachst erhielten wir Schweinepankreas-Amylase in scho- 
nen Kristallchenllv (Bild 3); weiter wurden kristallisiert 
?jiiebigs Ann. Chem. 143 I [1925]. 

Hoppe-Seylers 2. physidl. Chem. ZBY, 17 [1930]. 
s, J. biol. Chemistry 163 ,  571 (1946). 

lo)  E d ,  H. Fischer, K .  H .  Meyer ,  G.  Noelting u. A. Piguet, Arch. Biochem. 
27 235 [19501. 

11) K. 'H.  Meyer ,  E d .  H .  Fischer u. P .  Bernfeld, Experientia 2, 362 119461; 
3 106 (19471. 

12) id. H .  Fischer u. P .  Bernfeld, Helv. Chim. Acta 31, 1831 [1948]. 

- -  

erhalten die ,,Ptyalin" genannte a-Amylase des menschlichen Spei- 
chels'3) (Bild 4) sowie menschliche Pankreasamylase14s 15) (Bild5). 

a h 
Bild 4 

+Amylase aus menschlichem Speichel. a : 200 :: : b = 730 x 

Beide sind voneinander nicht zu unterscheiden, aber von Schwei- 
nepankreas-Amylase deutlich verschieden, so daB wir annehmen, 
da6  es nur '- 'eine menschliche Amylase gibt. Die Art, nicht das 
Organzdes Lebewesens,"bestimmt also die Zusammensetzung des 
Enzyms. 

d h 
Bild 5 

u-Amylase aus menschlichem Pankreas. a = 910 x :  b = 730 x 

Von pflanzlichen a-Arnylasen sind die a-Amylase des Malzes 
von Schwimmer und Balls'6) (Bild 6) und a-Amylase aus Bacillus 

Bild 6 
n-Amylase aus Malz (350 Y )  

K.  H. M e y e r ,  Ed,  H. Fischer, A. Staub u .  P.  Bernfeld, ebenda . ? I ,  2'158 
I 1  OAR1 ~~" .-,. 
K. H .  M e y e r ,  Ed. If. Fischer, P .  Bernfeld u. F .  Duckert ,  Arch. Biochem. 
18 203 119481. 
Ed.  H .  Fischer, F .  Duckert u .  P. Bernfeld,  Helv. Chim. Acta 33,  1060 
[ 19501. 
J. biol. Chemistry 176, 465 [1948]. 
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,I-Amylasen aus I a-Amylasen aus  
-. - - .- / I  Malzc) I Bacillusll). I Schweinee) Mensch1.f) I Mensch1.g) 

II subtilis Pankreas Pankreas I Speichel 

Aktivitat* pro mg N. .................... 
Aktivitat pro rng Enzym . . . . . . . . . . . . . . . .  
yo N 
o/u P 
0; s . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
SH-Gruppen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
pIl-Optimum .......................... 
pll-stabilitat .......................... 
yo Loslichkeit bei 2O p11 7 . . . . . . . . . . . . . . . .  
Michaelis-Konst. (g/lOO cm5)i) . . . . . . . . . . .  
Aktivierungswarme ..................... 
Molekulargewich t . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Turnover numberk) ..................... 
Elektrophoret. Mobilitat ( p ~  7,9 { I  = 0, l )  

U . 10-5 c m ? .  volt-' sec-' . . . . . . . . . . . . . .  
Isoelektr. Punkt ........................ 
Absorptionsspektrum Maximum (m,,,) . . . . .  

Wendepunkt . . . . . . .  
Aktivierung durch CI- . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Aktivierung durch Ca'+ . . . . . . . . . . . . . . . . .  

2501") 
3 i 8") 

15,l 

4 -5 

1 j2030'") 
5x00") 

4 77 l') 

- 
- 

61 
Saccharogene 

Verhaltnis Dezrinogene Wirkung (40,2) l )  

Tabelle I .  

I660 
235 

14,l 

-1. 

4,7-5,3 
4,0-8,0 
>I5 

I 
19503 

2350 
315 

13.4 
<O,Ol 
<0,05l) 

- 1) 
4,7-5,41) 
4,9-9,1') 
>15 
>O,M 

7030') 
59500 
17 000 

~ 3600 
' 500 

14 

I 

' 5 , 3 4 , 8  
4,8-8,5 

I 0,063 

- 

6 

1 3  ' 3,11) 3,l 

- I /  1 

I 6 , O  5,71) I 
280 11 280 280 

292 292 

I 
- 

- 

62 11 918 I i .8 

I 
Eigenschaften der  kristallisierten Amylasen 

3 Kohlenstoffatomen ausfallbar ist. 
- ~. - 
17) K. H. Meyer, M. Fuld u. P. Bernfeld, Experientia 3, 41 I 
I*) K. H. Meyer u, P. Rathgeb, Helv. Chim. Acta 31, 1533 
Is) K. H. Meyer u .  G. C. Gibbons, ebenda 33, 210 [ISSO]. 
20) Cereal Chem. 18 ,  127 [1941]; Adv. Carbohydrate Chem 

*) Die Aktivitat ist gegeben durch die Menge (in mg) freigesetzter Mal- 
tose, wenn man l cms Enzymlosung auf 1 cmr l proz. Zulkowski-Starke- 
liisung bei ZOO, wahrend 3 min, beim p;l-Optimum d e s  Enzyms einwir- 
ken lafit. 

") A. K.-Balls.  R. L. Thompson u. M. K. Walden, J .  biol. Chemistry 163 
571 [1946]; I 7 3  Y 119481 

I))  Ed. H. Fischer, K. H .  Meyer G. Noelting A. Piguet,  Arch. Biochem. 2 7 ,  
235 [19501; K. H. Meyer. Ed: H. Fischer A. A. Pieuet. Helv. Chim. Acta, 
1111 blUCk. 

") S. Schwimmer u. A. K. Balls J. biol. Chemistry 179 1063 [1949]. 
) K. H. Meyer, M. Fuld u. P. 'Bernfeld, Experientia 3,'411 [l947]. u. iin- 

veroffentlichte Resultate. 
e, K. H. Meyer 11. P. Bernfeld, Helv. Chim. Acta 30,  611 [IY47]; Ed.  H .  

Bild 7 
a-Amylase ails 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 kurzlich die sog. Takadiastase aus Aspergillus 
orysae vcn Ed. H. Fisrher und R. de Montmallin in Genf kristal- 
lisiert erhalten worden. 

3. Reindarstellung von Amylose und Amylopektin 
Es 1aBt sich keine fur alle Starkesorten giiltige Vorschrift zur 

Abtrennung beider Komponenten geben; die Einzelheiten miis- 
sen fur jede Art ausprobiert werden. In jedem Fall ist es zweck- 
maBig, niedermolekulare (Amylose A und hochmolekulare 
Amylose (A2) getrennt darzustellen. Bei der grol3en Bedeutung 
der Kartoffelstarke halten wir es fur nutzlich, im folgenden eine 
Methode zur A u f a r b e i t u n g  d e r  K a r t o f f e l s t a r k e  anzuge- 
benl8V 19). In ihr wird von der wichtigen Becbachtung SchochsZ0) 
Gebrauch gemacht, daB Amylose durch Alkoholc rnit mehr als 

1947 
19481: 

I ,  247 19451. 

4000 
630 

15,8 
I <0,05 

0 

6,9 

076 

- 

7-8,5 

I 0,018 

45 OOOh ) 
25 000 

: 3,l 
I 5,2--5,6 

280 
292 

9,8 I ! 

~~ 

6200 
980 

15,8 
0 , O l  

0 
.- 

689 
4,8-11 

0,3 

16500 

3 7  
5 ,2  -5,6 

280 
292 
- 
- 

9,6 

6200 
980 

15,8 

0 
a,oi 

6,9 

- 

4,8-11 
0,3 

16500 

3,2 
5,2-5,6 

280 
292 

Fischer u .  P. Bernfeld, ebenda 3 1 ,  1831 19481. 

2165 [1948]. 

Druck. 

molekel. 

f ,  Ed. H. Fischer F. Duckert u. P. Bernfeld ebenda 33 1060 1064 [1950l. 
g) K. H. Meyer, kd. H. Fischer, A. Staub 11.' P. Bernfelh, ebehda 31, 2158, 

h,  C. E. Danielsson, Nature 160, 899 [1947]. 
i )  K. H. Meyer, Ed. H. Fischer u. C. If. Haselbach, Helv. Chim. Acta, im 

') P. Bernfeld u. H. Sluder-Pkha ebenda 30 1904 [1947]. 
k) Zahl der  gespaltenen glukosidikchen Bindhngen pro min.-und Enzym- 

l )  P. Bernfeld u. M. Fuld, Helv. Chim. Acta 31, 1423 [Is48]. 
m) S. Englard u. Th. P. Singer, J .  biol. Chemlstry 187, 213 119501 
n)  nach eigenen Versuchen. 

50 g KartoffPlstLrke werden in wenig Wasser suspendiert und in 
heiRes destilliertes Wasser einflieflen gelassen. Die geeignete Wasser- 
Teniperatur mulJ dureh Vorversuehe ermittelt werden, d a  die Korner 
im Laufe van etwa S tunde  moglichst quellen, aber  nicht platzen sollen 
und  die optimale Temperatur  (meistens innerhalb 65-.70°) van Alter und 
Vorbehandlung der Starke abh lng t .  Dureh mikroskopische Priifung der 
Suspension mu0 kontrolliert werden, ob  die Korner noeh in t ak t  sind, d a  
antlernfalls die Amylase A, nicht rein erhalten wird. Die heiDe Suspen- 
sion wird cine Stunde langsam geriihrt,, dann abgekiihlt und zentrifugiert. 
Die abzentrifugiert.cn gequollenen Korner werden im  Wasser aufge- 
schlarnmt und rrneut  abzentrifugiert. Die vereinigten Fliissigkeiten wer- 
den bpi vermindertem Druck auf 500 cm3 eingedampft und dann  in  
1200 cm3 Methanol eingegossen, Der Niederschlag (Amylase A,) wird 
gu t  mi t  Alkohol und troeknem Ather gewnschen. Die abzentrifugierten 
Kiirner werden in 3 I Wasser suspendiert und 2 h auf l l O o  erhitzt (oder 
2-3 Ma1 abweehselnd 30 min auf loOD erhitzt und dann  rnit einem , ,Wa- 
rin: I3lendor" 10 min so heftig geriihrt, daU alle Korner zerstort werden, 
was die Aufliisung erleichtert). Die LRsung, aus  der Spuren ungeliisten 
Materials dureh Zentrifugieren (in der KQlte) entfernt wer?en, wird au f  
goo erwarmt und iintpr heftigem Riihren Cyclohexanol i m  ubersehull zu- 
gefiigt. Aueh wahrend dcs Abkiihlens, das  en. 10 h dauern soll, wird 
weiter heftig geriihrt. S a c h  48 h bei 5O ist die Abeeheidung des Additions- 
produkts Amylase A,-Cyclohexanol beendet, es wird aufgeriihrt und 
zentrifugiert. I)er Niederschlag wird mit Wasser, gestittigt rnit Cyclo- 
hexanol, gewaschen und in  1500 cm3 kochenden, rnit Cyclohexanol ge- 
sattigten Wassers suspendiert und wie oben abgekiihlt und  weitar be- 
handelt. Dcr su umkristallisierte Niederschlag wird rnit Wasser, gesattigt 
mit  Cyclohexanol, gewaschen, darauf mit  Alkohol und Ather. 

Zur R e i n d a r s t e l l u n g  d e s  A m y l o p e k t i n s  wird aus der Xutter-  
lauge das Cyclohexanol unter  vermindertem Druck abgedampft  und  die 
Liisung auf 3 1 (d.  i. auf e twa 1%) rnit Wasser verdiinnt. 4 g Stearin- 
saure werden in  wenig he i l em Alkohol gelqst und  unter  heftigem Riihren, 
das 1 h fortgesetzt wird, zur Losung zugefiigt. Die ausgefiillte Stearin- 
siiure, die die letzten, sonst m h r  sehwer zu entfernenden Reste Amylase 
mitgerissen hat ,  wird abfiltriert und  die Lasung i n  diinnem Strahl  in  
das  doppelte Volumen Aeeton einflielen gelassen; der feinpulvrige Xie- 
dersehlag reinen Amylopektins wird rnit Alkohol und i t h e r  gewaschen. 

4. Analyse des durch enzymatische Spaltung 
erhaltenen Gemisches 

Den Abbau der Polysaccharide verfolgt man vor allern durch 
quantitative Bestimmung der durch Spaltung freigewordenen 
Aldehyd-Gruppen, sei es durch Titrieren rnit Jod nach Will- 
stutter-Schudel, oder durch Oxydation rnit Fehlingscher Losung 
nach Bertrand, oder rnit der kolorimetrischen Bestimmung rnit 
Hilfe von Dinitrosalizylsaure21). Die Spaltprodukte bestehen aus 
P')-Nozing u. P. Bernfeld, H'elv. Chim. Acta 31, 286 [1948]. 
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Polysacchariden mittleren und niederen Molekulargewichtes (Dex- Die Erklarung ist recht einfach. Das Enzym kann die un-  
trinen) einschlieblich Maltotetraose, Maltotriose und verzweigten verzweigte Amylose vom nicht aldehydischen Ende aus voll- 
Tri- und Tetrasacchariden, ferner aus Maltose, lsomaltose und kommen abbauen, wird aber durch die Z w e i g s t e l l e n  des 
Glucose. Amylopektins gehemmt. 

Um sie nebeneinander zu bestimmen, bedient man sich zweck- 
mi6ig der von KIuyverZ2) und Smits van WaesbergeZ3) angegebe- 
nen Methode der auswahlenden Vergarung der Zucker durch be- 
sondere Hefearten34). Die Amylase wird durch Erhitzen abgetijtet 
und dann Torula zugesetzt; sie vergart nur  . 
Glucose. Aus der Bestimmung des Reduktionswertes - - c> 0 0 0 0- d- 0 -0 0- (J>--o 

-0-0-0 0, 

T ,/ T / 
'u' 'v' 
,3 Ilalt 

Wirkung der $-Amylase auf Amylopektin 

- 
vor und nach Vergarung erhalt man durch Differenz- 
bildung den Glucosegehalt. Dann wird Saccharomyces ChodatP)  
zugesetzt, wodurch nur  Glucose und Maltose, sehr vie1 lang- 
samer auch lsomaltose vergart werden. 

Was iibrig bleibt, sind alsoTri-, Tetra- und hohere Saccharide, 
meist ,,Dextrine'' genannt. ihre molekulare Konzentration wird ' 

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

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

5. Bisherige Resultate an Starke 
Durch ?-Amylase wird Starke bis zu einem hochmolekularen 

Grenzdextrin abgebaut; daneben entstehen ca. 60% Maltose. 
Es wiirde viel zu weit fiihren, warden wir die Resultate der fruhe- 
ren, uberaus zahlreichen Arbeiten iiber den a-amylatischen Star- 
lteabbau aufzahlen. Als wesentlichstes Ergebnis wurde gefunden, 
dab etwa 80 yo der Starke in vergarbare Zucker verwandelt wer- 
den, wahrend etwa 20% unvergarbar sind. Doch nimmt der un- 
vergarbare Anteil erheblich ab, wenn die Abbauprodukte der 
gleichzeitigen Wirkung von Hefe. und Amylase ausgesetzt werden. 

Die nicht vergarbaren ,,Dextrine" enthalten hau.ptsachlich 
verzweigte Oligosaccharide, wie u. a. Montgomeryzs) durch Iso- 
lierung der lsomaltose sowie M y r b i i ~ k ~ ~ )  in vielen Arbeiten ge- 
zeigt haben. Letzterer konnte auch zeigen, da6  die Affinitat der 
Amylasen zu Starke und ihren Abbauprodukten um so geringer 
ist, je niedriger das Molekulargewicht der letzteren ist. Damit 
erklart Myrbiick die Tatsache, daB die Spaltgeschwindigkeit im 
Laufe des Abbaus immer geringer und schliehlich unmebbar 
klein wird. 

Wie namlich allgemein heute angenommen wird, wird die 
Spaltgeschwindigkeit durch zwei Faktoren bestimmt: die Yon- 
zentration der Verbindung Enzyrn-Substratum (hier also: 
Amylase-Polysaccharid) und die Zerfallsgesshwindigke~it dieser 
Verbindung. ES, die Konzentration der Verbindung, hangt n u n  
nach dem Massenwirkungsgesetz von der Affinitatskonstante K, 
und den Konzentrationen beider Partner, Enzym E und Sub- 
stratum S ab: ES 

( G E  s: . (S-ES) 

Wenn nun  Y mit fallendem Polymerisationsgrad des vorhan- 
denen Substrats absinkt, so muD die Spaltgeschwindigkeit fort- 
laufend abnehmen, da  ja der Polymerisationsgrad durch die Spal- 
tung dauernd verringert wird. 

K ~ . 

6. Die Wirkung van P-Amylase auf Amylose 
und Amylopektin 

Amylose wird bei geeignet geleiteter Reaktion durch p- 
Amylase vollig abgebaut%I Aus Amylopektin entsteht hin- 
gegen neben 60 yo Maltose ein hochmolekulares ,,Grenzdextrin", 
das rnit Jod eine rotviolette Farbreaktion gibt. 
pp) Biochem. Sulkerbepalingen, Leiden, 1914. 
2J) These Delft 1941. 
14) Aus dkr Sahmlung des Centraalbureau voor Schimmelculturen. Delft 

'2s) Aus der Sammlung des lnstitut de Botanique der Universittt Genf 

**) J Amer. Chem. SOC. 69 2249 [1947]. 
*7) Ad". Carbohydrate Cheh.  3, 252 119481. 
1 8 )  M .  Samec u .  E .  Waldschrnrdf-Leltz, Hoppe-Seylers 2. physiol. Chem. 

as) P .  bernfeld u .  P .  Giirtler, Helv. Chim. Acta 31 ,  106 [1948]. 

(Prof. A. J.  Kluyvcr). 

(Prof. F .  Chodaf).  
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Es lie6 sich namlich zeigen, daR alle ,,Endgruppen" und damit 
auch alle ,,Zweigstellen" des Amylopektins noch im Abbauprc- 
dukt, dem ,,Grenzdextrin" vorhanden sind; das Enzym hat  also 
nur die au6eren langen Zweige abbauen konnen. Das ,,Grenz- 
dextrin" ist in  Bild 1 schematisch angegeben. 

Falls hohe Enzymkonzentrationen angewandt werden, wird 
Amylopektin vie1 rascher angegriffen als Amylose30), denn in 
einer Amylopektin-Losung ist infolge der Verzweigung die Yon- 
zentration der Endgruppen, an denen die Reaktion einsetzt, viel 
groDer als bei einer gleichkonzentrierten Amylose-Losung. Bei 

oder ,,Retrogradieren" der Amylose, bzw. Amylopektin-Losung, 
bemerkbar; die Losungen assoziieren und bilden submikroskopi- 
sche Aggregate, die enzymresistent sind; durch ,,Verjiingen", 
d. h. Alkalizusatz werden diese wieder aufgelost und nach dern 
Neutralisieren ist die Lasung wieder durch Enzym angreifbar. 
Diese Erscheinung, auf die bei den a-Amylasen noch naher ein- 
gegangen wird, ist bei Amylose vie1 ausgesprochener als bei 
Amy lopektin. 

geringen Enzymkon7entrationen macht sich das ,,Altern"28~ 31,32 ) 

7. Die Wirkung von reiner ?-Amylase auf Amylose 

Wir haben die Einwirkung r e i n e r  P a n k r e a s a m y l a s e  
(Schwein) sowie die reiner kristallisierter M a l z a m y  l a s e  auf 
Amylose u n t e r s ~ c h t ~ ~ ~  34). Wir priiften zwei Amyloseprapa- 
rate, A, (Yartoffel) vom mittleren Molekulargewicht 1 1  500 u n d  
A, (Mais) vom Molekulargewicht 40000. Reine Amylosen sind 
nur  in sehr niedrigen Konzentrationen in Wasser klar Ioslich; sie 
miissen deshalb in verdiinnter Lauge gelost und in die schwach 
saure Enzyrnlosung eingegossen werden, damit sie in molekularer 
Zerteilung rnit dern Enzym in Beriihrung kommen. Alle Ver- 
suche mit nicht iibermabig hohen Enzymkonzentrationen zeig- 
ten folgenden charakteristischen R e a  k t i o n s v e r  I a u f :  bis zu 
einem bestimmten Spaltungsgrad verlauft die Reaktion rasch; 
dann sinkt die Spaltgeschwindigkeit stark ab und wird schlie8- 
lich praktisch gleich Null. Der Abbaugrad, bei dem diese plotz- 
liche Verlangsamung eintritt, ist aber nicht konstant. Die Ver- 
langsamung der Reaktion t r i t t  bei der hoher molekularen Mais- 
Arnylrjse A ,  friiher ein als bei der von uns benutzten Kartoffel- 
Amylcse A,. Ferner geht der rasche Abbau um so weiter, je mehr 
Enzym und je aeniger Arnylose von Anfang an zugegen sind3" 31). 
Nachtraglicher Enzymzusatz beschleunigt die einmal verlang- 
samte Reaktion nicht. Wenn dagegen alkalisch gemacht wird, 
wodurch das Enzym abgetotet 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 rnit der gleichen hohen Geschwindigkeit wie die erste 
(Bild 8). Dieses Verhalten labt sich nicht durch die oben er- 
wahnte Theorie Myrbiicks erklaren; man mu8 es vielmehr dern 
,, A1 t e r n "  der Amylose ~ u s c h r e i b e n ~ ~ ) .  Reine Arnylose ist nam- 
lich ziemlich schwer loslich in kaltem Wasser, kann aber leicht 
durch Alkali und darauffolgendes Ansauern, sowie durch Er- 
warmen und Abkiihlen in iibersattigte Losung gebracht werden. 
In dieser Losung ,,altert" oder ,,retrogradiert" die Amylose lang- 
Sam, d. h. sie bildet zuerst kleine, dann gro6ere submikroskopische 
- - - - -. . 

=Q) K .  H .  Meyer,  P. Bernfeld, P. Rathgeb u. P. Giirfler, ebenda 31,  1536 

3') R .  A. Hopkins, E.  G .  Sfapher u.  D. E.  Dolby, J .  Inst. Brewing 46, 426 

a*)  K .  H. Meyer P .  Bernfeld u.  J .  Press Helv. Chim. Acta 2 5 ,  1465 [1940]. 
'3) P .  Bernfeld d. H .  Studer-Pccha, ebenda 30 ,  1895 [1947]. 
34) K .  H. Meyer u. W .  F .  Gonon, ebenda, im Erscheinen. 

[1948]. 
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kristalline Aggregate, die vom Enzym nur sehr langsam an- 
gegriffen werden, darauf tritt  Trilbung und schlie6lich ein Nieder- 
schlag auf. Die Aggregate werden durch Alkali zerstort, was wir 
als ,,Verjiingung" bezeichnen, und die verjiingte Losung wird 
wieder leicht vom Enzym angegriffen. Falls vie1 Enzym von An- 
fang an zugegen ist, verlauft der Abbau so rasch, da6 die Losung 
keine Zeit hat, zu altern; der Unterschied im Verhalten gegen 
nieder- und hohermolekulare Amylose erklirt sich dadurch, da6 
letztere schwerer loslich ist und rascher kristallisiert (altert). 

I I : l  

Zeit in Stunden - 
Bild 8 

EinfluB der Enzymkonzentration [ZOO] und der Verjungung 
auf den Verlauf des  Abbaus von Amylose durch Pankreas- 

Amylase. 
t Verjiingung; R [20] nach Verjungung liergestellte Enzyrn- 

konzentration 

Falls dieslosung wlhrend 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 envahnte Verminderung der Affinitat des 
Enzyms zum Substratum, wenn dieses allmahlich niedermoleku- 
lar wird, deli entgegengesetzten Effekt: Die Mischung wird 
homogener, da zuerst alles Hochmolekulare verschwindet, bevor 
die Bruchstucke weiter abgebaut werden. Diese Homogenisierung 
tritt aber bei sehr groOen Enzymkonzentrationen nicht ein; denn 
dann werden alle, auch die niedermolekularen Substrate, d. h. 
die Dextrine, mit Enzym abgesattigt. In diesem Falle fallt auch 
die auffallende Verlangsamung im Abbau fort, und man erhllt 
sehr schnell ein Gemenge von Maltose und Triose; der Verlauf 
der Abbaukurve nahert sich dann dem einer monomolekularen 
Reaktion (Bild 8). 

Sowohl Malz- wie Speichel- und Pankreas-=-Amylase bilden 
aus Amylose zunachst gro6ere Bruchstiicke; nach einer gewissen 
Zeit findet man Maltotriose, Maltotetraose und Maltose; Malto- 
tetraose wird langsam in Maltose, Maltotriose in Maltose und 
Glucose gespalten. Endprodukte sind 13% Glucose und 87% 
Maltose. Es geht daraus hervor, da6 Bindungen, an denen end- 
standige Glukose-Reste beteiligt sind, sehr vie1 langsamer auf- 
gespalten werden als die mittelstandigen Bindungen und daO 
die von zwei endstandigen Glucoseresten eingerahmten Bindun- 
gen der Maltose lberhaupt  nicht angegriffen werden. Dies liegt 
nun  sicher nicht an der geringen Affinitat des Enzyms zur Mal- 
tcse, sondern daran, da6 die Verbindung Amylase-Maltose nicht 
hydrolytisch zerfallen kann. Eine solche inaktive Verbindung 
ist tatsachlich 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 
verdrangen; diese Erscheinung wird als ,,nicht competitive" 
Hemmung bezeichnet. 

Aus der Tatsache, da6 das Substrat die Maltose aus dieser 
Verbindung mit dem Enzym nicht verdrzngen kann, mu6 man 
schlieBen, dab Maltose an einer anderen Gruppe des Enzyms 
angelagert wird als das Substrat. Dies erklart auch, da6 Maltose 
iiberhaupt nicht gespalten wird ; denn die hydrolytische Spal- 
tung des Yomplexes Enzym-Substrat mu6 wohl darauf zuriick- 
gefuhrt werden, dab in diesem Kornplex eine glucosidische Bin- 
dung verzerrt und dadurch dem Angriff des Wassers zuganglich 
gemacht ist. Da Maltose aber anders als das spaltbare Substrat 
gebunden wird, fallt bei der Verbindung Maltose-Enzym die 
Voraussetzung fur  die hydrolytische Spaltung fort34). 

8. Die Wirkung reiner u-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. 4OOOO unter- 
suchP4). Die Reaktion verlauf t prinzipiell gleich wie bei Amylose. 
Auch hier beobachtet man einen durch ,,Altern" und ,,Ver- 
jungen" beeinfluBten Reaktionsverlauf. Die Geschwindigkeit des 
Abbaus ist aber geringer als bei Amylose, was wohl darauf be- 
ruht, da6 Amylopektin in Form von Teilchen in Losung geht, 
die aus vielen miteinander verfilzten Molekeln bestehen und 
daher dem Angriff des Enzyms weniger zuganglich sind. 
Ferner sinkt die Affinitat des Enzyms zum Substrat bei fort- 
schreitendem Abbau desselben starker a b  als bei Amylose, und 
zwar besonders stark bei Malz-a-Amylase. Wie schon M y r b i i ~ k ~ ~ ' )  
und hop kin^^^^) erkannten, ist ihre Affinitat 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 Affinitat verursacht. Bei 
sehr gro6en Enzymkonzentrationen geht aber auch hier die 
Reaktion rasch zu E I I ~ ~ ~ ~ ) .  

Als S p a l t p r o d u k t e  der ersten, schnellen Etappe findet man 
kaum Glucose, vie1 Maltose, ca, 20% andere Oligosaccharide, 
darunter Isomaltose und unverzweigte und verzweigte Tri- und 
Tetrasaccharide. Tri- und Tetrasaccharide werden sehr langsam 
weiter gespalten; als Endprodukte findet man ca. 19% Glucose, 
72% Maltose und 8-9% lsomaltose; alle Zweigstellen finden 
sich schlie6lich in der lsomaltose 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, d a  Maltose und von gewissen Hefearten 
auch Isomaltose vergart werden und dadurch die von ihnen aus- 
geiibte Hemmung wegfgllt. 

Werden Starkelosungen, d. h. Starkekleister, die durch Auto- 
klavieren oder durch Kochen unter starkem Ruhren in wirkliche 
Losung gebracht sind, dem Angriff von Malz ausgesetzt, so ver- 
laufen die oben besprochenen Reaktionen, p- und a-amylatischer 
Abbau, nebeneinander. Dabei wird der p-amylatische Angriff 
sich starker auswirken konnen und mehr Maltose entstehen, als 
dem blof3en Nebeneinander entsprechen wiirde; denn wo immer 
durch a-Amylase eine nichtaldehydische Endgruppe freigelegt 
wird, greift die p-Amylase an und bildet Maltose. 

9. Der Abbau von Starke und Starkekleister 

Um die beim Abbau von unversehrten Starkekornern sowie 
von Kleister auftretenden Erscheinungen zu verstehen, wird man 
sich zunachst uber den molekularen F e i n b a u  d e s  K o r n s  im 
nativen und gequolienen Zustand informieren miissen, tiber den 
man jetzt sehr genaue und begriindete Vorstellungen hat. 

Durch die polarisationsoptischen Untersuchungen von Naegeli 
und A. Meyer35) sowie die Rontgeninterferenzaufnahmen von 
KutzS8) war nachgewiesen worden, da6 das Starkekorn grol3en- 
teils aus radiar angeordneten nadelformigen, sehr kleinen Kri- 
stalliten besteht, also den Bau eines ,,Sphariten" hat. Die ela- 
stische Deformierbarkeit des Korns und die Qudlungserscheinun- 
gen waren aber damit nicht zu erklaren. Dazu mu6te eine Theorie 
herangezogen werden, die sich fur alle Yettenpolymeren als giiltig 
erwiesen hat und in aller Klarheit wohl zuerst von Huller37) aus- 
gesprochen worden ist. Sie besagt, dab die Teile einer hochpo- 
lymeren Fadenmolekel thermodynamisch sich so benehmen kon- 
nen, als ob sie voneinander unabhangig waren. Die Warmebe- 
wegungen der ,,Segmente" an einem Ende der Molekel sind z. B. 
uoabhangig von denen am anderen Ende der Molekel. Die un-  
regelma6igen thermischen Bewegungen der Segmente fiihren un- 
ter anderem dazu, daR eine durch au6eren Zwang gestreckte Fa- 
denmolekel die Tendenz hat, sich zusammenzukriimmen und zu 

1. 
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verkurzen (Theorie der Kautschukelastizitat von K .  H .  Meyer, 
v. Susich und Valk038). Auch beim Kristallisieren konnen sich 
die Segmente wie unabhangige Molekeln benehmen: Segmente 
einer Molekel konnen sich rnit Segmenten benachbarter Molekeln 
zum Raumgitter zusammenlegen, wahrend andere Segmente noch 
geldst, d. h. von Losungsmittel umgeben sind. Auf diese Weise 
erklart sich die Bildung zusammenhangender Gele beim Abkuhlen 
der Losungen von Gelatine, Pektin usw. Die Molekelfaden wer- 
den durch kristalline Partien miteinander zu einem elastischen, 
mit Fliissigkeit gefiillten dreidimensionalen Netz verkniipft. Um- 
gekehrt hangen die Kristallite, von G e r n g r o s ~ ~ ~ ) ,  der dieses Bild 
zuerst gezeichnet hat, als ,,Fransenmicelle" bezeichnet, mit- 
einander durch Molekelfaden zusammen. Nach dem gleichen 
Prinzip ist  auch das Starkekorn aufgebaut : Naegelis kristalline 
Micellen sind Fransenmicellen, die durch Molekelfaden mit- 
einander verkniipft sind"0). Die Zweigstellen der Amylopektin- 
molekeln, die nicht in das regelmaDige Raumgitter der Yristallite 
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 Starkekorns 

Wenn n u n  A m y l a s e  auf Starkekorner einwirkt, so wird sie 
zunachst die nicht kristallinen Partien angreifen konnen. Es ent- 
stehen die sog. Speichelskelette, die noch Spharite sind, aber 
leicht in einzelne Kristallnadelchen zerfallen, d a  die verbindenden 
Molekelfaden zerschnitten sind. Anders wie in der wasserigen 
Losung wird Amylose hier langsamer angegriffen als Amylopek- 
__ .~ 

38) Ebenda 59, 208 [1932]. 
38) Biochem. Z. 228, 409 [1930]. 
' O )  K .  H .  Meyer u. P.  Bernfeld, Helv. Chim. Acta 2 4 ,  389 [1941]. 

Mikrochemie in den 

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

Werden die StarkekBmer in W a s s e r  erwarmt, so schmelzen 
oder losen sich die kristallinen Kniipfstellen teilweise auf. Die 
konzentrischen Schichten des Starkekorns werden weitmaschige 
Netze (vgl. Bild lo), durch die Wasser ins Innere stromt.  Die 

Bild 10 
Schematische Darstellung des losen Netzwerks der gequollenen 

Arnylopektinschicht. Die kristallinen Knupfstellen dick gezeichnet 

Korner werden zu riesigen, wassergefullten Blasen, die beim 
FlieBen des Kleisters einen groDen Widerstand bilden und die 
hohe Viscositat des Kleisters hervorrufen4'). Wenn die Netz- 
hulle 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 verflussigendes Enzym im Speichel enthalten 
ist. Doch ha t  sich diese Annahme als falsch erwiesenZ7, **). 

In den iiblichen Kleistern finden sich Korntrummer neben 
gelosten Starkebestandteilen : wie die einzelnen Reaktionen in 
ihnen verlaufen, h lng t  u. a. von dern Grad des Aufschlusses 
der Kleister ab. 

Somit IafJ t  es sich nicht von vornherein sagen, wie der Starke- 
abbau in den technischen Ansatzen verlauft, z. B. beim Malzen 
oder in der Spritfabrikation. Dies mubte fur jeden Fall rnit Hilfe 
geeigneter Methoden, z. B. den hier benutzten, festgestellt werden. 

Eingegangen am 18. Oktober 1950 [A 3211 
_ - _  _ _  - 

r l )  K .  H. Meyer u. M. Fuld ebenda 24  375 [1941]. 
4 2 )  K .  H. Meyer, F. Duckert'u. E d .  H. kischer, ebenda 33 ,  207 [1950]. 

Ve re i n i g t e n Staaten 
Von .Prof. Dr. A. A. B E N  E D E T T I -  P I C  H L E R ,  Queens College, Flushing, N .  Y .  

Es sollen hier die  bemerkenswertesten Zuge mikrochemischer Arbei t  in den USA gezeigt werden. Da es unmoglich 
ist, auf Einzelheiten einzugehen, sind die Literaturhinweise so gewahlt, daB sie z u r  ErschlieOung d e r  US.-Fach - 
l i teratur benutzt  werden konnen. Die Kenntnis d e r  deutschen Entwicklungen hingegen wird, als durch Spezial- 

zeitsch riften und Veroffentl ich u ngen d ieser, Zeitsch rift bekan n t .  vorausgesetzt. 

Einleitung 
Jeder Wissenszweig wird sich in allen westlichen Landern 

zwangsliufig gleichartig entwickeln. drtliche Unterschiede m 6- 
gen durch spezielle Bedurfnisse, qualitative oder quant i ta t ive 
Verschiedenheiten in den verfiigbaren Mitteln, oder durch eine 
wirkungsvolle Personlichkeit hervorgerufen werden. AIle diese 
Umstande scheinen in den Vereinigten Staaten zusamrnengewirkt 
zu haben, urn der Entwicklung rnikrochemischer Arbeit nach 
urspriinglicher Verzogerung einen besonderen Ansporn zu geben. 

Wahrend des ersten Viertels des Jahrhunderts stand die Ent- 
wicklung unter dem EinfluD vom s m i l e  Monnin Chamat, der 
Heinrich Behrens mikroanalyti~che Methoden in Delft studiert 
n i i s c h e  M i k r o s k o p i e  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 c h e -  
University in Ithaca, N. Y., und manche andere Schule ist dem 
Beispiel gefolgt. Diese Spezialausbildung im Mikroskopieren er- 
weist sich fur die Bearbeitung mancher industrieller Probleme 
sehr wertvoll. 
- -~ - .- 

I )  E .  M. Chamnt u .  C. W. Mason: Handbook of Chemical, Microscopy, 
Volume I ,  Prlncioles 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 mikroskopischen Nachweis anorganjscher ionen und 
ist mit Behrens-Kley: Mikrochemische Analyse, I .  Teil, zu vergleirhen. 

So sei eine geringe Menge eines S e d i m e n t e s  die Ursache 
einer Betriebsst6rung. Durch mikroskopische Untersuchung kann 
man rasch und mit verhaltnismabig geringer Muhe Metallteilchen, 
Haare, Fasern, Pflanzenteile, oder Teile von Insektenkorpern 
erkennen und damit auch die Herkunft des Sedimentes auf- 
klaren. Dazu braucht man cine Spezialausbildung, ebenso wie 
hesondere Fahigkeit, gleich dern bildenden Kunstler : Beobach- 
tungsgabe und Gedachtnis fiir Form und Farbe. Der Spezialist 
wird g e w o h n h e i t s m a b i g  zum Studium der Feinstruktur 
schreiten, das oft den einzigen Weg zur einfachen Losung einer 
anscheinend unverstandlichen Erscheinung bietet. Erfahrung in 
solchen Arbeiten erleichtert auch die zuweilen notwendige me- 
chanische Abtrennung mikrokopischer Objekte zur nachfolgen- 
den mikrochemischen Analyse. 

Das P o l a r i s a t i o n s m i k r o s k b p  wird heute noch an erster 
Stelle zur Untersiichung von Gesteins- und Bodenprobenz), von 
Mineralstaub und von in Gemalden verwendeten Pigmenten?) 

2) W. H. Fry Petrographic Methods for Soil Laboratories U.S .  De art 
ment of Airiculture, Technical Bulletin No. 344, 1933.' M. -N. ghori 
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 0. 

Eine 
ausfuhrliche Heschreibung der Pigmente. 

3) R .  J. Gettens, Technical Studies 7 ,  200-243 11. R ,  12-60 [1939]. 
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