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Note

Verwendung der vernetzten Amylose zur selektiven Bestimmung der a-
Amylase mittels Radialdiffusion

MIR(IAA MAIIFSCt .1 -IoRSI1) St III fFI,NUTRAIANBiNIIA

Instant fur Biologicche i3'nvsensrhatten -u Buharevt, 4btethtng tar %lolekularhrologte - '774S Buharest
17, SpltaulIndependen(ei Nr 2{)h IS R Rurnanren)

i Eingegangen am 23 Juh 1482, an,;enurnmen in Ievidierter Form ari 11) November 1 )82 i

In letzter Zeit wird den auf radialer Diffusion in Gelen fussenden biochemi-
schen Analysenverfahren .zinc stetig wachsende Beachtung gcschenkt, da sic nor
allem als Screening-Vertahren in der Mikrohiologle, dann in der immunochemi-
schen Analyse"!, in der Fnzymologie zur Aufdeckung katalvtischer Aktivit iten'
Bowie zur halhquantitativen Bestimmung von Enzvmaktivitaten t '

	

von Vorteil
sin d .

Die Bestimmung der a-Amylase (t[C' 3 .2 .1 .1) mittels Radialdiffusion hildete
den Gegenstand schon zahlreicher L'ntersuchungen" 7 '" 11' Die verhaltnrsmassig
hohe Zahl der ant diesem Crehret veroffentlichten Arbeiten ist sot! herechtigt, zieht
man das hesondere Interesse in Betracht, weiches diesem Fnz~m rnit semen Ver-
flechtungen mit der pharmazeutischen and I_ehensmittelindustrie . mit der
praparativen and analytischen Chemie and Biochemre soaNic curt dcr klinischen
Chemie and Diagnostik' I gesehenki wird . Die erwahnten Arheiten schen die Ver-
wendung von loslichcr Starke als Substrat . in Agar oder cinern anderen gelhilden-
den Medium--wie z .13 . Agarose--verteilt, vor . Die Anwendung der radiaten
Diffusion erlaubt die Bestnnmung der amylolytischen Enzyme in Hirer (jesanitheit
((t-Amylase, /S-Amylase . Glucoarnylase), die stark rniteinander Interterieren' , ,
indem sic alle auf die glerchen Substrate einwirken and ott nehenemander in den
verschiedenen biologischen Materialien vorkommen I ;

In der vorliegenden Arhcit herichten wir uber die Anwendung von Am\ lose
and vernetzter Amylose als Substrat zur selektiven Bestimmung tier a-Amylase
mittels Radialdiffusiun . In friiheren Arbeiten" - ' zergten wir, lass die mit 1-
Chloro-2,3-epoxypropan (Epichlorhydrin) vernetzte Amylose cin spezrtisches Sub-
strat fur die a-Amylase (Fndoamytase) darstellt, ohne aher auch cin Substrat fur
die l3-Amylase and Glucoamylase (Exoamylasen) zu sern Dicse Eigenschatt er-
laubte es tins, die a-Amylase in Anwesenhett von ,(3-Arnylasc" odcr von Gluco-
amylase l ' zu bestimmcn oder sic atfinitatschromatographisch an vcrnctzler
Arnylose von den heglertenden Exoamylasen zu trennen a ' i `' ahnlich, wic es
Weher et al . "' an vernetzter Starke verwirklichten,
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EXPERIMENTELLER TELL

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Praparate verwendet : a-
Amylase (Karl Roth), /3-Amylase (Sigma), Amylose (Koch-Light) and mit 1-
Chloro-2,3-epoxypropan vernetzten Amylose 220 .21 . Die Vernetzung der Amylose
mit 1-Chloro-2,3-epoxypropan wurde in basischem Milieu, wie fruher be-
schrieben20,21 , vorgenommen, wobei unterschiedliche Amylose-1-Chloro-2,3-
epoxypropan Verhaltnisse beachtet and folgende Praparate erzielt wurden :
Amylose X-10*, Amylose X-50, Amylose X-90, Amylose X-100 and Amylose X-
110 . Die Amylose X-100, die den fur unsere Zwecke gunstigsten Vernetzungsgrad
aufweist, wird wie folgt erhalten : Amylose (10 g) in Pulverform wurde in auf 0-5°
abgekuhlte 5M Natriumhydroxidlosung (30 mL) eingetragen and unter Ruhren
portionsweise mit 1-Chloro-2,3-epoxypropan (10 g) versetzt . Sodann wird das
Reaktionsgemisch 1 h auf dem Wasserbad zunachst bei 40-50° and dann abschlies-
send noch 2 h bei 60-75° erhitzt . Das erhaltene bruchige Gel wird nun im Reak-
tionsgefass zerkleinert and mit Wasser ausgiebig bis zur vollstandigen Entfernung
des Natriumhydroxids gewaschen and auf Sieben mit entsprechender Maschen-
weite granuliert . Die erhaltenen Praparate wurden nach Entwasserung mit Aceton
an der Luft getrocknet 22 .

Die zur Diffusion notwendigen Gele wurden durch homogene Verteilung
von Amylose bzw . vernetzter Amylose (1 g) in auf 60--70° erwarmter 1%-iger
Agarlosung (100 mL) mit einem pH-Wert von 6,5-6,8 erhalten . Die erhaltene Sus-
pension wurde dann auf Platten (8 x 8 cm) gegossen, so daB eine Gelschicht mit
gleichmassiger Dicke von 0,3 mm entstand (20 mL Suspension fur Platten von 8 x
8 cm) . Der Durchmesser der Ausbohrungen betrug 3,5 mm . In these wurden je 30
µL a-AmylaselOsungen mit Konzentrationen von 0,003-1 mg/mL, bzw . /3-Amyla-
selosungen mit Konzentrationen von 0,001-0,30 mg/mL eingetragen . Die gewohn-
lich angewandte Diffusionszeit betrug 20 h bei 25° in feuchter Kammer, jedoch
wurden in einigen Versuchen die Proben auch erst nach 62 h entwickelt . Zur Ent-
wicklung wurde 0,1 Iodlosung verwendet .

Die spezifischen reduktometrisch mit 3,5-Dinitrosalizylsaure-Reagens 23 be-
stimmten Enzymaktivitaten der verwendeten Enzyme betrugen 20,4 µmoI
freigesetzte Maltose • min - ' . mg- ' Protein im Falle der a-Amylase and 52,3
µmol freigesetzte Maltose • min -- ' . mg- ' Protein im Falle der /3-Amylase .

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

In Abb . I and 2 sind die mit 0,1M Iodlosung entwickelten Gelplatten nach 20-
h Diffusion der Enzyme widergegeben . Man bemerkt, daB sich die a-Amylase so-
wohl in dem Gel mit Amylose, als ouch in dem mit vernetzter Amylose in ahnlicher

*Der Buchstabe X weist darauf hin . dale die Amylose vernetzt ist, wahrend die darauffolgende Zahl die
Menge des zur Vernetzung von 100 g Arnylose verwendeten 1-Chloro 2,3-epoxypropan in Grammen
ausdruckt .
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Abh i Diftusion der a-Atnvlasc aut mit Amylose (a), b/w. vernetzter Amylose (h) beschrckten
Gclplatten Aufgctragene Fnzvmmengt 3() µ1 . von Fnzymlosungen, deren Konzenlrnrlumen hei 1-
(1,003 mg'mL lagcn

a

e

Abh . 2 Diffusion der /3-Amylasc ant mit Amylose (a), hzw vernetzter AmyIose (h) besehickten
Gelplatten Autgetragenc Fnzvmmcnge 30 µL run Fnz_smIosungen, deren Konzentr,rtronen her 0,3-
11,1)1)1 mg mL lagen

Weise verhalt, wahrend die $3-Amylase ausschliesslich in Gel mit Amylose, ihrem
naturlichen Substrat, ihre Aktivitat zur Geltung bringen kann . Auch hei relativ ho-
hen a-Amylasekonzentrationen wird im Gel mit vernetzter Amylose keine amylo-
lvtische Aktivitat beobachtet .

Stellt man die Durchmesser der Diffusionszonen, die sich hei den mit Amylo-
se, bzw . mit vernetzter Amylose heschickten Gelplatten gebildet hahen in Abhan-
gigkeit von dem Iogarithmischen Wert der angewandten a-Amylasekonzentratio-
nen graphisch dar, so kann cine Linearitat fur das gesamte Gehiet der verwendeten
a-Amylasekonzentrationen heohachtet werden (Abb . 3) . Was die P-Amylase an-
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Abb. 3. Graphische Darstellung der Werte der Diffusionszonendurchmesser in Abhangigkeit von den
Iogarithmischen Werten der angewandten a-Amylasemengen im Falle der mit Amylose
bzw. mit vernetzter Amylose (O---O) beschickten Platten, nach 20 and 62 h .

belangt, so stellt man ebenfalls eine lineare Abhangigkeit der Diffusionszonen-
durchmesser von den logarithmischen Werten der betreffenden Enzymkonzen-
trationen fest, doch nur in den mit einfacher Amylose beschickten Gelplatten . Das
Fehlen einer Enzymaktivitat der /3-Amylase (Exoamylase) in mit vernetzter Amy-
lose beschickten Gelplatten ist auf die Unterbindung der hydrolytischen Einwir-
kung dieses Enzyms an den durch 2-Chloro-1,3-epoxypropanvernetzung gebilde-
ten Glycerolatherbriicken zuruckzufuhren (Abb . 4) . Diese interkatenaren Ouer-
verbindungen fuhren zu ahnlichen Strukturen, wie sie die Verzweigungspunkte
(branching points) aus der Struktur der Starke darstellen, an denen die /3-amyloly-
tische Aktivitat unterbrochen wird . Wir mochten hiermit auch erwahnen, daB das
Amylopektin (wie auch die Amylose) bekanntlich sowohl fur die a-Amylase, als
auch fur die /3-Amylase ein Substrat darstellt-wie auch zusatzliche, von uns auf
Gelplatten ausgefiihrte Versuche gezeigt haben-zum Unterschied von der durch
Glycerolatherbrucken hochvernetzten Amylose X-100, die mit ihrem dichten
Netzwerk nur fur die a-Amylase, aber nicht auch fur die /3-Amylase ein abbauba-
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Abb . 6 . Diffusionszonen verschiedener (3-Amylasemengen 0,28 mg/mL (a), 0,14 mg/mL (h), und 0,07
mg/mL (c) in Abwesenheit (1) und in Gegenwart von I mg (2) oder 2 mg Rinderserumalbumin/mL (3)
bei mit Amylose (A), bzw . mit vernetzter Amylose (B) beschickten Gelplatten .

res Substrat bildet. Die erzielten Ergebnisse sind in voller Ubereinstimmung mit
denen aus frithreren Arbeiten" , ' 8 , in welchen gezeigt wurde, dab die vernetzte
Amylose nur fur die a-Amylase ein Substrat darstellt und so die selektive Bestim-
mung dieses Enzyms ermoglicht .

Wird die Diffusionszeit auf 62 h verlangert, so werden dementsprechend
grossere Diffusionsdurchmesser erhalten (Abb . 3 und 4) . Es ist bekannt, class Ei-
weisstoffe-und unter gewissen Bedingungen auch einige Detergentien-auf die a-
Amylase eine aktivierende Wirkung ausuben konnen, wenn sie durch die gewohn-
lichen Methoden bestimmt wird'`' . Um festzustellen, ob dieses auch bei der bier
vorgeschlagenen diffusiometrischen Methode der Fall ist, bestimmten wir die Akti-
vitat der a- und /3-Amylase auch in Anwesenheit von unterschiedlichen Rinderse-
rumalbuminmengen . So wurde die Aktivitat verschiedener a-Amylasekonzentra-
tionen (0,25-1 mg/mL) in Abwesenheit und Gegenwart von 1 bzw . 2 mg Rinderse-
rumalbumin/mL bestimmt . Bei der /3-Amylase lagen die hetreffenden Enzymkon-
zentrationen zwischen 0,07 und 0,28 mg/mL . Aus Abb . 5 und 6 geht hervor, daB
die Anwesenheit von Rinderserumalbumin nicht den geringsten Finfluss auf die
diffusiometrisch bestimmte Aktivitat dieser Enzyme ausubt, auch nicht einmal
dann, wenn seine Konzentration die der a-Amylase um das 8-fache und die der /3-
Amylase um das 30-fache ubersteigt . Dadurch kann these Methode ohne weiteres
zu Serienanalysen von Gesamtproteinextrakten, z .B . bei der Auslese von hochpro-
duktiven amylaseerzeugenden Mikroorganismengruppen oder zu Analysen ver-
schiedener biologischer Flussigkeiten herangezogen werden .

Bei der Anwendung von Amylose X-100 liegen die Grenzen des vorgeschla-
genen Nachweisverfahrens bei 0,05 µg Enzym/Probe und Bind mit denen anderer
radialdiffusiometrischer Methoden vergleichbar . Wird eine Amylose mit dichte-
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rem oder loserem Vernetzungsgrad verwendet . verringert sich die Empfindlichkeit
der Methode .
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