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Uber die chemische Natur der Taka-Amylase. II. Uber das 

Molekulargewicht der Taka-Amylase. 

Von Shiro AKABORI and Katuhiko KASIMOTO. 

(Eingegangen am 31. Janur 1938.)

In der ersten Mitteilung(1) haben S. Akabori and K. Okahara in 
Bezug auf die chemische Natur der Taka-Amylase auf Grund der Tatsache, 
dass sie durch Proteinasen nicht spaltbar ist and durch Kollodiummem-
branen zu diffundieren vermag, den Schluss gezogen, dass sie weder ein 
Protein noch ein Polypeptid sein diirfte. 

Fur die weitere Entwicklung der Reinigungsmethode war es zunachst 
wunschenswert zu wissen, wie gross das Molekul der Taka-Amylase ist. 

fur die Molekulargewichtsbestimmung kann man selbstverstandlich 
bei den gewohnlichen Enzympraparaten die kryoskopische Methode nicht 
anwenden. 

Eine einfache, fur nicht ganz reine Enzympraparate anwendbare 
Methode ist die Berechnung aus dem Diffusionskoeffizienten nach der 
Gleichung DM = Konst. Die Gultigkeit dieser Regel fur mehrere 
organische Substanzen ist von v. Euler(2) and Oeholm(3) festgestellt

(1) Akabori and Okahara, dieses Bulletin, 12 (1937), 66. 

(2) v. Euler, Ann., 63 (1897), 273. 
(3) Oeholm, Z. physiol. Chem., 70 (1910), 378.
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worden. Mit dieser Methode erhielten v. Euler and Kullberg(4) fur Saccha-
rase das Molekulargewicht 20,000. 

Die Diffusionsgeschwindigkeit darf natiirlich nicht im Zusammen-
hang mit der stofflichen Menge des Enzympraparats, sondern muss im 
Zusammenhang mit der Enzymwirkung verfolgt werden. Fur diesen 
Zweck ist es unbedingt notwendig, die relative Enzymmenge, d 41. die 
Enzym-Einheiten moglichst genau zu bestimmen. Die Amylase-Einheiten 
werden gewohnlich durch die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten bei 
bestimmten Verdauungsbedingungen gegeben, unter der Annahme, dass 
die Verdauung in monomolekularer Reaktion verlauft. Unseren Experi-
menten nach ist jedoch these Annahme nur unter beschrankten Ver-
dauungsbedingungen giiltig. Wir haben deshalb zuerst versucht, die Be-
dingungen aufzufinden, bei denen die Maltosebildung in monomolekularer 
Reaktion verlauft and die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante genau der 
Enzymmenge proportional ist. Fur die Bestimmung der Enzym-Ein-
heiten wandten wir die Methode von Willstatter and Schudel(5) unter den 
Verdauungsbedingungen von Willstatter, Waldschmidt-Leitz and Hesse(6) 
an. Der zeitliche Verlauf der Maltosebildung mit wechselnden Mengen 
Takadiastase ist aus Abb. 1 ersichtlich. 

Zur Berechnung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k dient die 
Gleichung

worin t=die Versuchszeit in Minuten, α=die maximal entstehende

Menge der Maltose and χ=die zur Zeit t gebildete Maltosemenge.

Abb. 2 zeigt die Anderung von k in Abhangigkeit von Enzymmenge 
and Verdauungszeit. 

Man ersieht aus Abb. 2, dass die Geschwindigkeitskonstante unter den 
Verdauungsbedingungen von Willstatter, Waldschmidt-Leitz and Hesse 
bei kleineren Mengen Enzym (weniger als A. E. = 0.016) and kiirzeren 
Zeiten (5 bis 10 Minuten) der Enzymmenge proportional ist (Abb. 3). 

Die Diffusionsgeschwindigkeit konnten wir in einfacher Weise mit 
Hilfe des Northrop- and Ansonschen Immersionsfilters(7) messen. Die 
Methode soil hier kurz erwahnt werden. Der angewandte Apparat wird 

in Abb. 4 wiedergegeben. L1: konzentrierte Losung. L2: verdiinnte

(4) v. Euler and Kullberg, Z. physiol. Chem., 73 (1911), 335. 
(5) WillstStter and Schudel, Ber., 51 (1918), 780. 
(6) Willstatter, Waldschmidt-Leitz and Hesse, Z. physiol. Chem., 126 (1923), 143. 
(7) Northrop and Anson, J. Gen. Physiol., 12 (1926), 543.
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Abb.1. Abb.2.

Abb.3. Abb.4.

Losung. W : Diffusionswand aus Glasfiltermasse. Wenn man einen ganz 

kleinen Bruehteil der gelosten Substanz durch die Diffusionswand dif-

fundieren lasst, ist die Diffusionskoeffizient D durch folgende Formel 

gegeben:

(1),

wo m Menge der gelosten Substanz, die in der Zeit t von der Losung Ll 

in die Losung L2 diffundiert, h Dicke der Diffusionswand, Q Quer-

schnitt der Diffusionswand, Cl Konzentration der Losung Ll, C2 Kon-
zentration der Losung 1,2, t Diffusionsdauer bedeutet.
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Wenn man fur L2 reines Losungsmittel anwendet, wird GI. (1) wie 
folgt :

(2),

(3).

Wird F fur eine bekannte and eine unbekannte Substanz gemessen, 
so kanin das Molekulargewicht (Mx) der letzteren, auf dem Grund der
GleRChung D√M=Konst., each folgender Gleichung (4) berechnet

werden

(4).

Als Standardsubstanz nahmen wir d-Glukose, da deren Menge jodo-
metrisch schnell bestimmt werden kann, and pruften die Genauigkeit der 
Methode bei Maltose and Methylstrychninbetain mit einem Immersions-
filter von 50 c.c. Inhalt bei 4°.(lierr Prof. M. Kotake hatte die grosse

Freundlichkeit, uns Methylstrychninbetain zur Verfiigung zu stellen, 
wofur wir zu besten Dank ve:rpflichtet sind.)

Man sieht also, dass die Diffusionsmethode mit befriedigender Genauig-
keit anwendbar ist. 

Reinigung der Taka-Amylase. Wie in der ersten Mitteilung be-
schrieben wurde, lasst sich der wirksame Bestandteil der Handelstaka-
diastase nicht durch 50%iges, sondern durch 70%iges Methanol ausfallen 
and geht bei der Dialyse mit einer Kollodiumhulse teilweise in die Aussen-
flussigkeit. Das aus der Innenlosung gewonnene Amylasepraparat be-
zeichnen wir als Amylase-A and das aus der Aussenlosung gewonnene als 
Amylase-B. Das Reinigungsverfahren wird im folgenden Schema an-

gegeben:
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Die Molekulargewichtsbestimmung bei den Amylasepraparaten A,, 

A2, B1 and B2 gibt nach der Diffusionsmethode folgende Resultate :

Unseren Resultaten bei dieser Molekulargewichtsbestimmung kann 

natiirlich noch kein grosses Gewicht beigelegt werden. Es ist aber wohl 

sicher, dass das Taka-Amylase-Molekul viel kleiner als ein gewohnliches 
Eiweissmolekul ist. Merkwurdigerweise scheint der Trager der Taka-

Amylase, im Gegensatz zum Falle des Flavinenzyms, keine grosse Rolle 
bei der Enzymwirkung zu spielen, denn bei dem Zusammenbringen der 
Aussen- and Innenflussigkeit der Dialyse findet weder Aktivierung noch 

Hemmung statt.
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Versuchsergebnisse.(a)UiffusionderGlukose.Anfangskonz.der
Losung16.11qo.C1=161.1mg./c.c.

(b) Diffusion der Maltose. Anfangskonz. der Losung 33.6%. C1 = 
336 mg./c.c.

(c) Diffusion des Met hylstrychninbetains. Die Bestimmung des 
Methylstrychninbetains wurde durch Messung der Intensitat der mit kon-
zentrierter SchwefelsAure and Kaliumbichromat erhaltenen Farbung mit 
Hilfe eines Kolorimeters ausgeftihrt.

(d) Amylasepraparat-B. (i) B, im Schema. C1 = 0.2064 A.E./c.c.
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(ii) B2 im Schema. Ci = 0.343 A.E./c.c.

(e) Amylasepra parat-A. (i) A2 im Schema.

(ii) Al im Schema. C1 = 0.930 A.E./c.c.

Bei dieser Bestimmung haben wir ein anderes Immersionsfilter (FG = 0.0651) benutzt 
als bei den iubrigen Experimenten.
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Zum Schluss mochten wir der Taniguchi Kogyo-Shoreikai (der Tani-

guchi-Gesellschaft zur Forderung der technischen Industrie) fur die finan-
zielle Unterstutzung, die these Versuche ermoglicht hat, unseren herzlichen 
Dank aussprechen. 

Chemisches Institut der Kaiserlichen Universitdt zu Osaka.


