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AN

Uber die Thermostabilitit des pflanzlichen Amylasezymogens.

Von
J. Bodnar und Iréne Villanyi.

(Aus dem kgl. ung. pflanzenbiochemischen Institut in Budapest, aus dem
medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen und aus dem
chemischen - Institut der Universitit in Szegedl).)

(Eingegangen am 4. Dezember 1925.)

Wir haben uns mit der Untersuchung des Amylasegehaltes ver-
schiedener Getreidesamen beschiftigt, um zu erfahren, ob zwischen
dem Amylasegehalt und der Keimfahigkeit der Samen ein solcher
Zusammenhang vorhanden ist?), dal man aus dem Amylasegehalt
auf die Keimfihigkeit der Samen schlieBen kénne. Eine Wahrnehmung
bei der Inangriffnahme unserer Untersuchungen lenkte uns vorldufig
von unserem Ziele ab und fithrte uns zur Erkennung der Thermo-
stabilitit des pflanzlichen Amylasezymogens.

Wir begannen unsere Untersuchungen mit Weizen, und zur Be-
stimmung der Amylase wurde der gemahlene Weizen mit Stirkelosung
vermischt, nach Zufiigung von Toluol in den Thermostaten gestellt, und
der entstandene reduzierende Zucker in gewissen Zeitintervallen be-
stimmt. Es ist bei den enzymatischen Untersuchungen die Einstellung
einer sogenannten Kontrollprobe stets notwendig; dies geschieht der-
artig, dafl die enzymenthaltende Loésung oder das Material zur Ver-
nichtung des Enzyms durch Hitze inaktiviert wird. Zur Inaktivierung
wurde das Weizenmehl mit Wasser vermischt, in einer Porzellanschale
auf kochendem Wasserbad eine Stunde lang erhitzt, der nach der
Verdampfung des Wassers erhaltene noch feuchte Brei auf eine Glas-
platte aufgeschmiert, im Wasserdampfschrank génzlich getrocknet
und nachher pulverisiert. Das auf diese Weise inaktivierte Mehl hatte

1) Die in dieser Mitteilung publizierten Untersuchungen wurden vom
Oktober 1922 bis August 1923 durchgefiihrt.
2) A. Némec et F. Duchon, Annal. de la Science Agronomique francaise
et etrangére 38, 320, 1921; 121, 1923; C. R. 174, 632, 1922.
Biochemische Zeitschrift Band 169. 1
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eine deutliche amylolytische Wirkung, zersetzte die Stirke unter
Bildung einer erheblichen Menge reduzierenden Zuckers.

Indem wir daran dachten, daBl bei der Temperatur der Inakti-
vierung und der Austrocknung (unter 100°) die Amylase des Weizen-
mehls nicht ginzlich inaktiviert wurde, fithrten wir die Inaktivierung
so durch, dafl das mit Wasser vermischte Mehl in einem Porzellan-
becherglas eine Stunde lang bei 100° im CaCl,-Wasserbad gekocht
wurde, und vollfiihrten den Versuch im iibrigen auf die schon beschrie-
bene Weise. Das gewonnene inaktivierte Mehl wirkte ebenfalls zer-
setzend auf die Stdrke ein. Mit diesem bei 100° in Gegenwart von
Wasser inaktivierten Mehle wurden die folgenden Versuche durch-
gefiihrt.

L. Versuchsreihe.

Es wurden je 2 g natives und inaktives Mehl mit je 100 ccm 1proz.
Kahlbaumscher 16slicher Stirkelosung vermischt, die erste Probe sofort
abfiltriert (Ostiindiger Versuch) und die iibrigen mit je 3 ccm Toluol
im Thermostaten bei 37° aufbewahrt. Nach Ablauf der Versuchszeit
wurde filtriert und in 20 ccm des Filtrats der reduzierende Zucker
nach Bertrand bestimmt und als Glucose berechnet. Die angegebenen
Glucosemengen beziehen sich auf 100 ccm Lésung und sind Mittel-
werte von untereinander gut iibereinstimmenden parallelen Be-
stimmungen.

Tabelle I.
v KMnO,*) " Glucose
ersuchszeit :
Natives Mehl | Inaktiviertes Mehl | Natives Mehl | Inaktiviertes Mebl
Stunden ccm ccm mg mg
: —
0 185 40 195,0 55,0
24 215 7.3 3225 1025
48 | a1 85 4300 1200

*) 1ccm KMn Oy entspricht 56 mg Cu.

Diese I. Versuchsreihe wurde mehrmals mit verschiedenen in-
aktivierten Weizenmehlen mit &hnlichen Ergebnissen wiederholt.
Das native Mehl (2 g) enthielt urspriinglich keinen bestimmbaren Zucker,
der in dem Ostiindigen Versuch angegebene Zucker entstand, wihrend
das native Mehl mit der Stirkelosung vermischt und abfiltriert wurde.
Der in dem Ostiindigen Versuch bei dem inaktivierten Weizenmehl
gewonnene Zucker ist — im Gegensatz zum nativen Mehle — nicht
auf Amylasewirkung zuriickzufiihren, denn das inaktivierte Mehl
enthilt auch urspriinglich Zucker, welcher wiahrend der Inaktivierung
entsteht. Wenn das in der I. Versuchsreihe gebrauchte inaktivierte
Weizenmehl mit Wasser extrahiert wurde, fanden wir in dem wésserigen
Extrakt ebenfalls 55 mg Zucker, es entstand also auf Wirkung des
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inaktivierten Mehles nach 48 Stunden nicht 120 mg, sondern 120 — 55
= 65 mg Zucker. Daraus konnten wir daher folgern, da8 das inaktivierte
Weizenmehl urspriinglich keine aktive Amylase, sondern eine solche
Substanz — Amylasezymogen — enthélt, aus welcher die aktive Amylase
wihrend des Stehens mit Stirkelosung frei gemacht wird.

Falls wir das native Weizenmehl der Autolyse unterwarfen, zer-
setzte die Amylase des Mehles — wie aus den Daten der II. Versuchs-
reihe ersichtlich ist — die Stirke des Mehles und auch das inaktivierte
Mehl wirkte &hnlich.

II. Versuchsreihe.

Diese Versuchsreihe unterscheidet sich dadurch von der I. Versuchs-
reihe, daB statt 100 ccm Stirkelosung 100 cem Wasser genommen
wurden.

Tabelle I11.
v KMnO.*) Glucose
ersuchszeit -
Natives Mehl | Inaktiviertes Mehl || Natives Mehl | Inaktiviertes Mehl
Stunden ccm cem mg mg
0 0 2,7 0 37,5
24 1,7 51 250 70,0
48 42 5,6 575 71,6

*) 1 ccm KMn Oy entspricht 5,6 mg Cu.

Nach diesen Daten entstanden bei 2 g autolysiertem nativen Mehl
57,6 mg Zucker, bei 2g inaktiviertem Mehl 77,5 — 37,56 =40 mg
Zucker.

Der wisserige Extrakt des nativen Weizenmehls gab mit Jod-
lésung keine Farbung, der wésserige Extrakt des inaktivierten Mehles
farbte sich dagegen blau; demnach enthielt das inaktivierte Mehl
wasserlosliche Stirke. Es sollte aus dem inaktivierten Mehle wiahrend
des Extrahierens die aktive Amylase in Losung iibergehen, denn der
im Thermostaten erbaltene Extrakt ergab nach Ablauf einer gewissen
Zeit mit Jodlosung rote, sodann gelbe Fiarbung, und es erhéhte sich
auch seine reduzierende Fahigkeit, wie dies die Daten der ITI. Versuchs-
reihe beweisen. Als wir den Extrakt vorerst aufkochten, bemerkten
wir kein Verschwinden der Stérkereaktion und keine Erhchung der
reduzierenden Fihigkeit; es wurde demnach beim Kochen die aus
dem Amylasezymogen entstehende aktive Amylase vernichtet.

III. Versuchsreihe.

Es wurden 4g inaktiviertes Weizenmehl mit 200 ccm toluol-
haltigen Wassers vermischt und nach 24stiindigem Stehen abfiltriert.
Das Filtrat wurde in zwei gleiche Teile geteilt, der eine aufgekocht
und der urspriingliche reduzierende Zucker bestimmt; dann nach Zu-
fiigung von je 8 ccm Toluol in den Thermostaten (37°) gestellt, und mit

1%*
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in gewissen Zeitintervallen entnommenen Proben die Stérkereaktion
und die Zuckerbestimmung durchgefiihrt.

Tabelle I11.
I = ungekochter Extrakt, II = gekochter Extrakt.
" Stirkereaktion KMnO.¥% Glucose
Versuchszeit

(N I i 1 1 1

Stunden | ccm ccm mg mg
0 blau blau 9,1 9,2 27,5 28,0

24 ” " — — — —
48 violett » — — — —
96 rotviolett ” — — — —
120 rot ) 11,8 9,0 36,5 27,5
144 ” ” - — —
168 gelb i — — — | =

*)-1ccm KMnO, entspricht 6 mg Cu.

Nach den Daten der IV. Versuchsreihe verliert der vorerst auf
800 erwiarmte Extrakt des nativen Weizenmehls die stiirkezersetzende
Eigenschaft, ahnlich verhalt sich der Extrakt des inaktivierten Weizen-
mehls.
IV. Versuchsreihe.

Es- wurden 24 Stunden hindurch 6g natives Weizenmehl mit
240 cem toluolhaltigen Wassers extrahiert, das Filtrat in zwei gleiche
Teile geteilt und der eine aufgekocht. Zu 80 ccm (= 2 g Mehl) jeden
Teiles wurden 100 cem 1proz. Stéarkelgsung und 3 cem Toluol gegeben,
in den Thermostaten gestellt und in nach gewisser Zeit entnommenen
Proben von 20 ccm der Zucker bestimmt. Eine dhnliche Reihe wurde
auch mit inaktiviertem Mehle eingestellt. Die angegebenen Zucker-
mengen sind auf 80 ccem urspriinglichen Extrakts berechnet.

Tabelle IV.
I = ungekochter Extrakt, II = gekochter Extrakt.
KMnO,*) Glucose
Versuchszeit
I 11 1 I
Stunden ccm ccm mg mg
Nativer Weizenmehlextrakt.
0 2.9 1,0 67,5 225
24 10,7 0,9 274.5 22,5
48 193 1,0 513,0 225
120 20,0 1,0 5355 22,5
Inaktiver Weizenmehlextrakt.
0 3,0 3,1 68,0 68,0
24 3,9 31 945 68,0
48 50 3,0 120,0 68,0
120 6,4 3,0 162,0 68,0

*) 1 ccm KMnOy entspricht 56 mg Cu.
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In der V. Versuchsreihe wurde die Wirkung der nativen und in-
aktivierten Weizenmehle derartig untersucht, da neben der Stiirke-
reaktion mit der Fehlingschen Lésung auf reduzierenden Zucker, und
mit dem Barfoéd-Reagens auf Glucose gepriift wurde. Sowohl bei
der Einwirkung des nativen wie des inaktivierten Weizenmehls auf
Stiarke gelang es, die Glucose nachzuweisen; so ist im bei 100° in-
aktivierten Mehle auch Maltose (in Form von Zymogen) vorhanden.

V. Versuchsreihe.

Es wurden 2 g natives und 2 g inaktiviertes Weizenmehl mit je
100 cem 0,5proz. Starkelosung vermischt, nach Zufiigung von je 3 cem
Toluol in den Thermostaten von 37° gestellt, und die Reaktionen mit
in gewissen Zeitintervallen entnommenen Proben von 3 bis 4 ccm
durchgefiihrt.

Tabelle V.
+ schwach positiv, + -+ positiv, -+ + -+ stark positiv.
N . f Reaktion mit l Reakti
Versuchs: || Stirkereaktion Fehli:; sciﬂe‘: Lmi;sung | mit Ba;%éd?lgeagens
zeit Natives Inaktiviertes Natives Inaktlvlertes Natives Inaktiviertes
Stunden Mehl Mehl Mehl Mehl Mehl
0 blau blau + 44 + negativ | negativ
24 violett ” 44+ + T ,
48 rotviolett ,, +++ ++ +4+ +
72 rot blaulich- | -4+ ++ ] R +
: violett
120 gelb violett 44+ + + 1‘ + T+
168 ” » +4++ | o+t ++

Die Daten der VI. Versuchsreihe beweisen, daB auch das mit Wasser
ausgelaugte, also zuckerfreie inaktivierte Weizenmehl die Starke
zersetzte.

VI. Versuchsreihe.

Es wurde diese Versuchsreihe mit dem extrahierten inaktivierten
Mehle, der ersten Versuchsreihe &hnlich, eingestellt.

Tabelle V1.
Versuchszeit KMnO.*) Glucose
Stunden ccm mg
0 0 0
24 22 30
48 4 7 65

*) 1cem KMnOy entspm,ht 56 mg Cu.

Als wir in einer Flasche mehrere Monate hindurch aufbewahrtes
Weizenmehl inaktivierten, wirkte das gewonnene inaktivierte Mehl
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nicht zersetzend auf die Stirke ein. Dieses Mehl stammte aus der
Oberfliche des in der Flasche aufbewahrten Mehles; das aus den unteren
Schichten genommene Mehl gab ein solches inaktiviertes Mehl, welches
schwach, aber bestimmt auf die Starke wirkte. Auf Grund dieser
Erfahrungen schien der Gedanke naheliegend, daB in erster Reihe das
“frisch gemahlene Mehl die Eigenschaft besitzt, bei 1000 in Gegenwart
von Wasser inaktiviert, nicht seine stérkeverzuckernde Eigenschaft
zu verlieren. Zum Beweis dieser Vermutung wurde aus dem Weizen-
muster, von dem das aufbewahrte Mehl stammte, frisch gemahlenes
Mehl bereitet, und davon ein solches inaktiviertes Mehl erhalten, welches
die Starke energisch zersetzte. Aus alledem kann man folgern, daB
das Weizenmehl in Beriihrung mit der Luft jene Eigenschaft verlor,
in inaktivierendem Zustande auf die Stdrke einzuwirken. Die dies-
beziiglichen Versuchsdaten enthilt die VII. Versuchsreihe - (a = aus
der Oberfliche des abgestandenen Weizenmehles, b = aus der Mitte
desselben Mehles, ¢ = aus demselben Weizen gewonnenes, aber aus
frisch gemahlenem Mehle stammendes inaktiviertes Weizenmehl).

VIL. Versuchsreihe,

Die Einstellung der Versuchsreihe geschah shnlich der I. Versuchsreihe.
Die Daten sind Mittelwerte von untereinander gut iibereinstimmenden
parallelen Bestimmungen.

Tabelle VII.

v N KMnO,* ‘1 Glucose
zeit a b c | :‘ a ‘b c
Stunden ccm cem ccm i mg mg mg
Il I
0 38 45 0 | 600 | 125 115
24 '3,6 56 190 | 575 90,0 330
48 37 6,3 210 | 600 1025 370

*) 1ccm KMnO, entspricht 6,5mg Cu.

Nach den Daten der VIII. Versuchsreihe verhalten sich die aus
frisch gemahlenem Roggen und Gerste bereiteten inaktivierten Mehle
ahnlich dem inaktivierten Weizenmehl.

VIIIL. Versuchsreihe.

Die Bereitung und die Untersuchung der Wirkung des inaktivierten
Roggen- und Gerstenmehls geschah nach den beim Weizenmehl
beschriebenen Methoden.
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Tabelle VIII.

KMnO.*) Glucose
Versuchszeit
Natives Mehl | Inaktiviertes Mehl || Natives Mehl | Inaktiviertes Mehl
Stunden " ccm ccm mg mg
Roggenmehl.
0 15,8 36 270 515
24 241 75 432 1225
48 — 9,2 — 152,5
‘ Gerstenmehl.
0 15,7 29 270 450
24 214 70 385 115,0
48 2.5 9,0 442 1475

*) 1 ccm entspricht 6,5 mg Cu.

Der wasserige Extrakt des inaktivierten Roggenmehls farbte
sich mit Jodlsung rot, der des inaktivierten Gerstenmehls blau. Der
wasserige Extrakt des Gerstenmehls mit Toluol im Thermostaten
aufbewahrt, gab, wie es aus der IX. Versuchsreihe ersichtlich ist, nach
Ablauf einer gewissen Zeit mit Jodlosung eine rote Farbung.

IX. Versuchsreihe.

Die Einstellung dieser Versuchsreibe geschah auf die in der ITI. Ver-
suchsreihe beschriebene Weise.

Tabelle IX.
I = ungekochter Gerstenextrakt, IT = gekochter Gerstenextralt.
Versuchszeit Stirkereaktion Versuchszeit Stirkereaktion
Stunden 1 11 Stunden I I
0 blau blau - 96 rot blau
24 ” ” 120 - ”
48 violett ” 168 — ”

Nach den Daten der Versuchsreihen I bis IX verlieren die Weizen-,
Roggen- und Gerstenmehle, in Gegenwart von Wasser lingere Zeit
auf 100° erwirmt, ihre starkeverzuckernde Eigenschaft nicht. Dem
entgegen verlieren die aus Mehlen bereiteten wisserigen Extrakte,
schon auf 80° erwirmt, génzlich ihre amylolytische Wirkung. Die
“Amylase ist demnach in den Samen in zweierlei Formen vorhanden,
und zwar als wasserlosliche thermolabile Amylase und als wasser-
unlésliches thermostabiles Amylasezymogen; aus diesem Zymogen
entsteht die wasserlosliche und hitzeunbestindige Amylase. Trotzdem
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die pflanzliche Amylase zu den besser bekannten und sehr viel studierten
Enzymen gehért, ist in der Literatur iiber die Thermostabilitat des
pflanzlichen Amylasezymogens keine Mitteilung zu finden. Das ist
auch leicht begreiflich, nachdem zum Studium der Eigenschaften der
pflanzlichen Amylase der aus den pflanzlichen Objekten, so in erster
Reihe aus Gerste (Malz) bereitete wisserige Extrakt gebraucht
wurde; dieser Extrakt enthilt aber nur die thermolabile Amylase,
da das thermostabile Amylasezymogen wasserunloslich und dadurch
nicht extrahierbar ist, und daher in der mit Wasser extrahierten Sub-
stanz zuriickbleibt.

Zuletzt fithrten Palladin und Popoffl) mit verschiedenen Blattern
(Roggen, Ricinus, Akazie, Riiben) solche Untersuchungen durch, aus
denen man folgern kann, dafl in den Blittern nur ein geringer Teil
der Amylase in freier wasserlgslicher Form vorhanden ist, der andere
groBere Teil zum Protoplasma gebunden ist und aus dieser gebundenen
Amylase die wasserlgsliche aktive Amylase frei gemacht wird. Genannte
haben die zerriebenen Blatter mit chloroformhaltigem Wasser einige
Tage autolysiert, filtriert, die zuriickgebliebene Substanz ausgepreft,
mit Wasser gut ausgewaschen und wieder ausgepreBt. Trotzdem,
daB die wasserlosliche Amylase aus den Blattern ginzlich entfernt
wurde, zeigte die ausgewaschene Blittersubstanz eine grofie amylo-
lytische Wirkung. Nachdem die gekochten Blatter die Stérke nicht
zersetzten, wurde die an das Protoplasma gebundene Amylase durch
Hitze vernichtet. Demgegeniiber beweisen unsere spater bekannt-
zumachenden Versuche, daB nicht nur die Samen, sondern auch die
griinen Blatter thermostabiles Amylasezymogen enthalten.

Wenn das Weizenmehl simtliche Amylase in wasserloslicher Form
enthalten wiirde, konnte das mit Wasser extrahierte Mehl auf die
Starke nicht einwirken. Als wir die Wirkung des mit Wasser mehrmals
extrahierten Mehles auf die Stirke untersuchten, erfuhren wir, daf3
es anfangs kaum eine Wirkung auf die Starke ausiibt, spiter zersetzte
es jedoch die Stirke ebenso energisch wie das mit Wasser nicht extra-
hierte Weizenmehl. So ist aus dem Weizenmehl nur die aktive Amylase
auslosbar; der groBte Teil der Amylase ist in Form von wasserunloslichem
Zymogen vorhanden, und es ist eine gewisse Zeit zur Freimachung der
wasserloslichen aktiven Amylase aus dem Zymogen erforderlich. Es
ist nun fraglich, ob das Wasser nicht derartige Bestandteile (Salze)
auslost, welche zur Tatigkeit der Amylase notwendig sind. Nach den
Untersuchungen von Bierry, Preti, Kendall und Shermann?) hat die
gewohnliche Dialyse (Auswaschen) auf die Malzdiastase keine Wirkung.

1) W. Palladin und H. Popoff, diese Zeitschr. 128, 487, 1922.
2) F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, II. Aufl., 1913, S. 437.
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Lisbonne und Vulquint) fanden, da nur mit elektrischer Dialyse
die anorganischen Salze in solchem Mafe extrahiert werden kénnen,
dafl man inaktive Amylase gewinnt, welche sodann bei Zugabe von
Salzen sich reaktiviert.

Uber die starkehydrolysierende Eigenschaft des nativen und
extrahierten Weizenmehls geben die Daten der X. Versuchsreihe
zahlenmifige Aufklirung.

X. Versuchsreihe.

Es wurden 2g natives Weizenmehl mit 50 cem toluolhaltigen
Wassers in ein Zentrifugenrohr gebracht, nach ofterem Schiitteln
eine halbe Stunde lang stehen gelassen und sodann zentrifugiert. Dieser
ProzeB3 wurde mit 50 ccm Wasser sechsmal wiederholt, und so wurden
2 g Weizenmehl siebenmal mit Wasser extrahiert. Die Einstellung
der Versuchsreihe geschah in der bei der I. Versuchsreihe beschriebenen
Weise, und die gewonnenen Daten sind Mittelwerte von untereinander
gut iibereinstimmenden parallelen Bestimmungen.

Tabelle X. ;
a = natives Weizenmehl, b = mit Wasser extrahiertes Weizenmehl.
KMnOy* i Glucose -
Versuchszeit
a b ! a b
Stunden | cem cem il mg mg
0 i 145 i 0 | 220 0
24 i 240 | 23,4 380 3675

#) 1cem KMnO, entspricht 58 mg Cu.

XI. Versuchsreihe.

Diese Versuchsreihe wurde &dhnlich der V. Versuchsreihe ein-
gestellt, mit dem Unterschied, daf} statt inaktivierten Weizenmehls
mit Wasser extrahiertes natives Weizenmehl verwendet wurde.

Tabelle XI. )
a = natives Weizenmehl, b = mit Wasser extrahiertes natives Weizenmehl.
s . Reakti it Reakti
Ver::i‘éhs’ Starkereaktion I Fehh"/ezg scll?:r III,ltlisung mit Baref?)éd‘—(l){neagens
Stunden a l b ! a \ b a i b
0 blau | blau || +++ ‘[ negativ || negativ ‘ negativ

24 violett | violett } +++ 1 ++ -+ +(?)
48 rotviolett | rotviolett e e e R o e +4+ ++

72 rot I rot I e e +++ } +++

1) Le.
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Es ist bekannt, dafl die keimenden Samen viel mehr Amylase
als die ruhenden Samen enthalten; die Amylase entsteht aus dem
Amylasezymogen wihrend der Keimung. Auf Grund der Unter-
suchungen von Bach und Oparin) verhilt sich der Amylasegehalt
der ruhenden Weizensamen zu den keimenden Samen wie 1:23.
Wihrend der Keimung wird das Zymogen zersetzt, und so ist es hochst-
wahrscheinlich, daf die keimenden Samen im Gegensatz zu den ruhenden
Samen kein Amylasezymogen enthalten. Nachdem auf Grund unserer
Untersuchungen nur das Zymogen der Amylase thermostabil ist, schien
es interessant, Untersuchungen in der Richtung zu vollfiihren, ob das
aus keimendem Weizen bereitete inaktivierte Mehl die Stirke zersetzte.
Nach den Daten der XII. Versuchsreihe gab das aus keimendem Weizen
bereitete, urspriinglich sehr stark aktive Mehl ein solches inaktiviertes
Mehl, welches iiberhaupt auf die Stidrke nicht wirkte; so enthilt der
keimende Weizen kein Amylasezymogen, es bildete sich wihrend der
Keimung die wasserlgsliche thermolabile Amylase aus dem Zymogen.

XII. Versuchsreihe.

Es wurde der Versuch mit aus keimendem Weizen bereitetem,
inaktiviertem Mehle der I. Versuchsreihe ahnlich eingestellt, und
wir geben nur die Menge der verbrauchten KMnO,-Losung an, aus
welcher im Ostiindigen Versuch ebensoviel verbraucht wurde als nach
Verlauf von 48 Stunden.

Tabelle X11.
Versuchszeit KMnOy4
Stunden ccm
0 28,8, 28,3
48 28,0, 285

Das inaktivierte Mehl des keimenden Weizens mit verdiinnter
Stiarkelosung vermengt, ergab auch nach Tagen mit Jodlosung eine
reine blaue Firbung.

Kurz erwihnten wir schon, daB es uns gelungen ist, nicht blo8
in Samen, sondern auch in griinen Blittern die Gegenwart des thermo-
stabilen Amylasezymogens nachzuweisen.  Diese Untersuchungen
wurden auf folgende Weise durchgefiihrt: Es wurden 5 g frische Blatter
in einem Porzellanmorser mit 1 bis 2 g Merckscher Quarzsplitter gut
zerrieben, der Inhalt des Morsers mit 80 bis 100 ccm Wasser in einem
Erlenmeyerkolben gespiilt, auf einer Asbestplatte 10 Minuten lang
gekocht, sodann in eine Porzellanschale gebracht und auf dem Wasser-
bade zur Trockne eingedampft. Die auf diese Weise gewonnene Sub-

1) 4. Bach und A.Oparin, diese Zeitschr. 134, 183, 1922.
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stanz wurde fein pulverisiert, mit 100 ccm Wasser und 2 bis 3 cem
Toluol vermischt, im Thermostaten bei 37° aufbewahrt, nach 24 Stunden
abfiltriert, das Filtrat in zwei Teile geteilt und der eine Teil aufgekocht.
Dann wurden zu beiden Teilen 5 cem 1proz. Stiarkelosung und 2 bis
3cem Toluol hinzugefiigt; aus den im Thermostaten aufbewahrten
Losungen wurden zeitweise Proben von 3 bis 4 ccm entnommen und
auf Stirke gepriift.
XIII. Versuchsreihe.

Nach den Daten der XIII. Versuchsreihe enthalten die unter-
suchten Blatter mit Ausnahme der Gurken -und Traubenblitter thermo-
stabiles Amylasezymogen. Nachdem die Stérkereaktion der auf-
gekochten Losungen selbst nach 120 Stunden keine Anderung zeigte,
kann die Starkezersetzung nicht auf die Wirkung der in den Blittern
vorhandenen Séuren zuriickgefithrt werden.

Tabelle XII1.

a = mit ungekochter Lésung, b = mit gekochter Losung.
Versuchszeit, Stdn. 0 24 48 120
Versuchsblitter von a b a b a b a b
Gurken. . . .| blau | blau | blau | blau | blau | blau | blau | blau
Mais . .. .. ” ” ” » rot ” — ”
Kraut . . . . ” ” gelb » — ” — ”
Bohnen. . . . ” ” rot ” rot I ”
Sojabohnen . . ” » || violett » | violett | | violett |
Rettig . . . . » ” blau ” blau » | TOt ”
Ricinus. . . . ” ” violett , | violett » | violett ”
Zuckerriibe . . ” » blau ” rot y o— ”
Kartoffel . . . ,, » rot » gelb w 1 — ”
Trauben . . . ” » blau » I blau » | blau ”

Bekanntlich sind die Enzyme in Gegenwart ihrer Substrate auf
duBere schiadliche Einfliisse weniger empfindlich; nun ist es fraglich,
wie die Abwesenheit der Starke die Thermostabilitit des Amylase-
zymogens beeinflufit. Zur Untersuchung dieser Frage sind die Amylase-
zymogen enthaltenden Bléitter besonders geeignet, nachdem die Blatter
leicht stérkefrei zu machen sind. Die mit den vorher im Dunkeln
aufbewahrten Blattern durchgefiihrten Untersuchungen beweisen, daB
die Thermostabilitit des in Blattern vorhandenen Amylasezymogens
nicht an die Gegenwart der Stirke gebunden ist.

In letzterer Zeit machte Biedermann?) die interessante Entdeckung,
daB gekochte Stirkelosung wéihrend des Stehens unter Bildung von
Dextrin und Zucker gespalten wird. Dieser Vorgang, welchen Bieder-

1) W. Biedermann, Fermentforsch. 1, 385, 474, 1916; 2, 488, 1919;
4, 1, 359, 1921.
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mann die Autolyse der Stirke benannte, wurde von Speichelasche,
NaCl, CaCl,, KCl stark stimuliert. Diese Erscheinung erklirte Bieder-
mann vorerst so, dafl wihrend der Autolyse aus der Stirke sich Amylase
bildet; spater dnderte er diese Meinung derartig, daB die Stérke bei
der Autolyse durch die Wirkung jener Amylase zersetzt wird, die aus
den an den Stédrkekornern anhaftenden thermostabilen Amylase-
zymogenspuren entsteht. Zur Entstehung der Amylase aus dem Zy-
mogen sowie zur Reaktivierung einer gekochten Speichellosung ist
Sauerstoff (Berithrung mit Luft) unerldBlichl). Die auf den Starke-
koérnern haftenden Amylasezymogenspuren stammen aus dem pflanz-
lichen Objekt, aus welchem die Staike hergestellt wurde; so miissen
auch die pflanzlichen Objekte (Mehle der Stirkesamen) Amylase-
zymogen enthalten, und zwar in groBerer Menge als die aus ihnen
gewonnene Stirke. Dies wurde durch unsere Versuche bestétigt.

Die Hydrolyse der Stirke wird neuerdings nach Biedermann?)
sowie nach Haehn3) und Iljin%) bloB durch einfache Salze und Salz-
mischungen (Alkalichloride und -phosphate) durchgefithrt, und bei
diesem ProzeB hat der Luftsauerstoff auch eine entscheidende Bedeutung.
Nach unseren im Gange befindlichen Untersuchungen scheint der
Sauerstoff bei der Entstehung der Getreideamylase aus ihrem thermo-
stabilen Zymogen keine Rolle zu spielen.

1) W. Biedermann, diese Zeitschr. 129, 582, 1922.

2) Derselbe, ebendaselbst 185, 282, 1923; 137, 35, 1923.
3) H. Haehn, ebendaselbst 185, 587, 1923.

4y W. S. Iljin, ebendaselbst 145, 14, 1924.
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