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Uber die chemische Natur der Amylase bestand durch Jahre ein
Argument zwischen den Schulen von Willstatter und Sherman. Die
erstere behauptete(1) auf Grund Reinigungsversuche der Pankreas-amylase,
dass dieses Enzym kein Protein, die letztere dagegen(2) dass Amylase ein
Protein sei. Nishimura(3) hat Taka-amylase mit Hilfe der Adsorptions-
methode gereinigt und ein hochaktives Amylase-praparat gewonnen. Sein
Praparat gibt fast alle Eiweissreaktionen und enthalt 27% Kohlenhydrat.
Dagegen fehlen Eiweisseigenschaften bei den gereinigten Amylasen aus
Ipomoea Batatas nach Giri(4) und aus Reismalz nach Itoh.(5)

Wir haben die Wirkung von Trypsin und Papain auf teilweise
gereinigtes, proteinhaltiges Taka-amylase-praparat gepruft und konnten
feststellen, dass die Starkeverzuckerungswirkung dieser Amylase durch
die beiden proteolytischen Enzyme nicht zerstort wird, wahrend der
Proteinanteil deutlich verdaut wird. Taka-amylase geht bei der Dialyse
mit Kollodiummembran gegen 50% iges Methanol teilweise in die Aussen-
fliissigkeit. Aus dieser Flussigkeit gewinnt man durch Fallen mit
Methanol, Auflosen in Wasser, Adsorbieren an Tonerde und Eluieren mit
einer 0.1 N Losung von sekundarem Natriumphosphat ein Amylase-
praparat, das mit Trichloressigsaure keine Fallung, aber deutliche Molisch-
Reaktion gibt. Bei der Erepsinwirkung auf dieses Amylase-praparat lasst
sich auch keine Abnahme der Starkeverzuckerungswirkung beobachten.

Aus den obigen Resultaten kann man den Schluss ziehen, dass Taka-
amylase kein Protein oder Polypeptid ist.
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Beschreibung der Versuche.

Amylase-praparat-A. 50g. Taka-diastase wurden in 200c.c. Wasser gelost, mit
233c.c. Methanol versetzt und die von dem abgeschiedenen Niederschlag abfiltrierte
Losung wiederum mit 367c.c. Methanol versetzt (die Methanolkonzentration der
entstandenen Losung soll 70% sein). Der zweite Niederschlag wurde abzentrifugiert

und im Vakuum getrocknet. Das so erhaltene Praparat (Sf. 2.1-3.3) wurde in 75c.c.
Wasser gelost und bei pH=5 eine grosse Menge von gesattigter Ammoniumsulfat-
losung zugegeben. Der abgeschiedene Niederschlag wurde wiederum in Wasser
gelost und mittels einer Kollodiumhiilse dialysiert. Das durch Trocknen der Innen-
losung gewonnene proteinhaltige Praparat hat Sf. 12-22.

Verdauungsversuche mit Trypsin. Ansatze: <5% ige Losung des Amylase-praparats-
A>5c.c.+<1/5Mol Na2HPO4>2c.c.+<Trypsin-Losung>1c.c. (T(e)=0.6). Nach dem
Verlauf von 1 bzw. 5 Stunden wurde der Amino-N nach der van Slykeschen Methode
gemessen.

Amylase-Trypsin-Gemische, wie oben hergestellt, wurden auf das 100-fache ver-
dunnt und mit je 1c.c. dieser verdinnten Enzymlosungen deren Starkeverzuckerungs-
wirkung nach der Methode von Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Hesse(6) gemessen.

Verdauungsversuche mit Papain. Ansatze: <5% ige Losung des Amylase-proparats-
A>1c.c.+<1N Acetat (pH=5.0)>0.4c.c.+<mit Cystein aktivierte Papain-Losung>0.4c.c.
+<Wasser>3.2c.c. Nach ein bzw. funf Stunden wurde der Amino-N bestimmt.

(6) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und A.R.F. Hesse, Z. physiol. Chem.,
126 (1923), 143.
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Wie oben bereitete Amylase-Papain-Losungen wurde auf 20c.c. verdunnt und
mit je 1c.c. davon deren Aktivitaten in ublicher Weise gemessen.

Man ersieht also aus den obigen Resultaten, dass das Amylase-praparat-A ein

durch Trypsin und Papain spaltbares Protein enthalt, bei dessert Spaltung aber

keine Inaktivierung der Amylase selbst erfolgt.

Angylase-praparat-B. Das wie beim Amylase-praparat-A durch fraktionierende
Fallung teilweise gereinigte Amylase-praparat wurde in 50% igem Methanol gelost
und in diner Kollodiumhulse gegen 50% iges Methanol dialysiert. Die Aussenflussig-
keit wurde mit einer grossen Menge von Methanol versetzt, der Niederschlag ab-

getrennt, in Wasser gelost und bei pH=5.0 an Tonerde Cγ adsorbiert. Das Adsorbat

wurde mit 0.1 N Na2HPO4 eluiert und wieder mit Methanol gefallt. Die Menge des
getrockneten Niederschlags betrugt 0.5g. aus 50g. Taka-diastase. Sf. 17.6. Die
wassrige Losung dieses Praparats gab keine Fallung mit Trichloressigsaure, aber mit
basischem Bleiacetat einen weissen Niederschlag und deutliche Molisch-Reaktion.

Verdauungsversuche mit Trypsin. Ansatz: <3% ige Losung des Amylase-praparats-
B>5c.c.+<1/5 Mol Phosphat (pH=7.7)>2c.c.+<Trypsin-Losung>1c.c. (T(e)=0.45)+
<Wasser>2c.c. Nach verschiedenen Zeiten wurde jeweils 1.c.c. der Ansatzlosung her-
ausgenommen auf 50c.c. verdiinnt und mit 1c.c. davon die Starkeverzuckerungswirkung
gemessen.

Verdauungsversuche mit Erepsin. Erepsin-Losung wurde aus der Schleimhaut von
Schweinsdunndarm hergestellt und ihre Aktivitat mit Leucyl-diglycin und Leucyl-glycin
nachgewiesen. Ansdtze I: <1/5 Mol Tripeptid-Losung (pH=9)>5c.c.+<Erepsin-Losung>
2c.c. Ansatze II: <1/5 Mot Dipeptid-Losung (pH=9)>5c.c.+<Erepsin-Losung>2c.c.
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Aktivitat der Amylase-Erepsin-Losung: <3% ige Losung des Amylase-praparats-
B>5c.c.+<1/5 Mol Phosphat (pH=7.7)>+<Erepsin-Losung>1c.c.+<Wasser>2c.c.
Nach verschiedenen Zeiten wurde jeweils 1c.c. der Verdauungslosung herauspipetiert,
auf 50c.c. verdunnt und mit 1c.c. davon die Starkeverzuckerungswirkung gemessen.

Zum Schluss mochten wir der Taniguchi Kogyo-shoreikai (der Taniguchi-
Gesellschaft zur Forderung der technischen Industrie) fur die finanzielle Unter-
stutzung, die diese Versuche ermoglicht hat, unseren herzlichen Dank aussprechen.

Chemisches Institut der Kaiserlichen Universitat zu Osaka.


