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1. Einleitung

In den letzteren Jahren haben sich mehrere Forscher mit der »in-vitrow
Synthese der Amvlose, also der Stdrkekomponente von nicht abzweigender
Struktur befafit. Die Synthese wurde nach drei Methoden durchgefiihrt;
es wurden verwendet:

a) Phosphorylase-Enzym und Glukose-1-Phosphat,

b} Uridindiphosphat-Glukose und sog. Stdrke-Synthetase-Enzym,

¢) D-Enzym und Maltooligosen.

Um die Rolle der drei Enzyme »in vivo« zu klidren, setzten wir uns die Auf-
gabe, die Rigenschaften der auf dreierlei Weise synthetisierbaren Amylose
zu vergleichen. In unserer vorliegenden Abhandlung befassen wir uns mit
der Darstellung der Phosphorylase und der mit ihrer Hilfe synthetisierbaren
Amylose.

Haxzs [1] untersuchte als erster die Gleichgewichtsreaktion von Glu-
kose-1-Phosphat — Stiérke -- anorganisches Phosphat. Diese Reaktion schrei-
tet solange nach einer Richtung voran, bis das Verhiltnis des anorganischen
Phosphats und des Esterphosphats einen Wert erreicht, der von der Ver-
dnderung der Stdrke- und der Esterphosphatkonzentration nicht mehr beein-
fluit wird. Der Gleichgewichtsquotient hingt von der Wasserstoffionen-
konzentration ab.

Der Mechanismus der Synthese ist folgender:

a) (CH,,0;)x + G-1-P — (CH,,O;5)y-1 + Phosphat,

b) (CGH,0:)xy + G-1-P — (C;H,,0,)x:2 -+ Phosphat.

Bei den Bindungen handelt es sich zur Ginze um a—1.4 Glukosidbindungen-
Die Kette wiichst auf Wiederholung dieses Prozesses bis zum Erreichen eines
Grenzwertes. Die Konversion von Glukose-1-Phosphat zu Polysaccharid und

51. Mitteilung des Lehrstuhls iiber die Untersuchung von Polysacchariden. Die Un-
tersuchungen wurden im Rahmen der technisch-wissenschaftlichen Zusammenarbeit mit dem
Institut fiir Ernihrung der Deutschen Akademie der Wissenschaften, Berlin, durchgefiihrt.
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anorganischem Phosphat zwischen py 6—7 ist etwa 809ig. Die Reaktion ist
bimolekular, aber kinetisch erstklassig. Corr und Mitarbeiter [2] fanden,
daB zur Synthese der Amylose auller dem Glukose-1-Phosphat auch sog.
»Starter«-Molekiile erforderlich sind. Nach Hipy und Day [3] hdngt die Akti-
vitdt des Starters von der Zahl der nicht reduzierenden Kettenenden ab:
der Starter braucht keine Abzweigung zu enthalten, und zum Aktivieren der
Synthese geniigen 6—8 Glukose-Einheiten je Molekiil. Spiter stellten WermBULL
und Tiserivs [4] fest, daBl bei der Amylosesynthese die Maltotriose jemer
Starter ist, der die wenigsten Glukose-Einheiten enthélt. Nach WHELAN und
Bartey [5] wirkt sich die Auswahl des Starters auf die Polydispersitit der
synthetischen Amylose aus. WHELAN und seine Mitarbeiter bestimmten bei
ihren Untersuchungen iiber das Ausmall der Synthese im Phosphorylase-
Starter-Komplex die Michaelis-Menten-Konstante. Sie stellten fest, dall der
reziproke Wert der Reaktionsgeschwindigkeit der Konzentration des Starters
direkt-proportional ist. Auch dies ist ein Beweis dafiir, dall die Reaktion
der Synthese bimolekular ist, und daB sich der Starter in der Reaktion als
Normal-Substrat benimmt.

Die Frage nach dem Mechanismus der Synthese ob es sich um einen Ein-
oder Mehrketten-Mechanismus handelt, ist noch nicht entschieden. Jedenfalls
ist die Mitteilung WHELANS interessant, dall die Synthese beim Gehrauch
der Maltotriose als Starter nach dem Einketten-Mechanismus erfolgt. Die
a-Amylase und auch die f-Amylase greifen die derart synthetisierte Amylose
nur schwer an. Dies erfuhr er nur bei der Maltotriose [6]. Nach HusEmany [7]
spielt sich die Phosphorylase und f-Amylase der natiirlichen Amylose nach
dem Einketten-Mechanismus, die der synthetischen Amylose mit hohem
Polymerisationsgrad hingegen nach dem Mehrketten-Mechanismus ab.

2. Darstellung des Phosphorylase-Enzyms

Die verschiedenen Forscher bemiihten sich, Verfahren auszuarbeiten,
die als Endprodukt ein reines oder der Muskelphosphorylase dhnlich kristalli-
siertes Enzym von grolier spezifischer Aktivitdt liefern. Dies ist bisher iiber-
zeugend noch niemand gelungen.

Zuerst erzeugten Hanes [8], dann GREEN und Stumer [9], Hipy und
Day [10], WeiBULL und Tiserivs [4] Enzyme durch Fraktionieren des Kar-
toffelsafts mit Ammoniumsulfat. Spéter stellten BARKER und seine Mitarbei-
ter {11] Enzym durch Fillen mit Bleiazetat und Fraktionieren mit Ammo-
niumsulfat dar. BAuM und GiuBERT [12] gewannen als erste »kristallisiertec
Phosphorylase durch Adsorption auf retrogradierter Amylose, hatten aber
dabei eine so kleine Ausbeute, daB sie an ihr nicht einmal die Enzymaktivitiit
messen konnten. Ubrigens haftet diesen Methoden ganz allgemein der Mangel
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an, dal} sie weder die Verinderung der spezifischen Aktivitdit wihrend der
Reinigung, noch die spezifische Aktivitdt der Endprodukte mitteilen. Ya-Pix-
LeE konnte das BsuyM— GiLBeRT-Verfahren nicht wiederholen, es gelangte thm
jedoch, durch Elektrophorese einer Zellulose-Kolonne ein Enzyvm von hoher
spezifischer Aktivitdt zu erhalten, doch war dieses nicht kristallisiert [13].

Nach den Untersuchungen HusEMANNs kann synthetische Amvylose nur
aus einem amylasefreiem Enzympréparat gewonnen werden, weshalb der
Kartoffelsaft zur Inaktivierung der Amvylase vor dem Fraktionieren mit
Ammoniumsulfat auf 54—56° C erwidrmt werden muf} [14].

Im Laufe unserer Versuche erprobten wir mehrere Methoden., Wir konn
ten hierbei die Kartoffel Phosphorylase unter Modifikation und Kombination
der Methoden von BArRkER, Bour~yEe, WiLkinsox und PEAT sowie von HusEk-
MANN darstellen.

Die Kartoffeln hielten wir nach dem Abschilen und Zerschneiden 20
Minuten lang unter 0.5%igem Natriumdithionit, wodurch die Phenoloxydase
inhibitiert wird, worauf wir sie nach griindlichem Auswaschen in Breiform
brachten und den Kartoffelsaft durch ein Leinwandfilter rasch hindurchpref-
ten. Danach zentrifugierten wir die Suspension ab und warfen die Fallung weg.
Das py; der Supernatante stellten wir mit 0.02n Natriumhydroxyd auf 7.2 ein
und setzten eine Bleiazetatlosung zu (30 ml Bleiazetat/100 ml Kartoffelsalft).
Die ausscheidende gelbe Bleiproteinfillung zentrifugierten wir. Das TFiltrat
iiberschwemmten wir und suspendierten die Fallung in einer Lésung von
0.2n Natriumhvdrokarbonat auf 100 ml Original Kartoffelsaft. Nach finf
Minuten langem Rithren lieflen wir durch die Suspension 2.5 Minuten lang
Kohlendioxyd in Blischen hindurchstrémen. Dann zentrifugierten wir sie
und setzten der Supernatante (die das P- und Q-Enzym enthilt) eine 509%;ice
Ammoniumsulfatlssung von py = 7.0 zu, um dadurch die Konzentration
der Lésung auf 18°% (bezogen auf das Ammoniumsulfat) zu bringen. Die aus-
geschiedene Fillung (Q-Enzym) zentrifugierten wir und stellten die Konzentra-
tion des Supernatante-Ammoniumsulfats auf 359, mit einer 509, igen Ammo-
niumsulfatlésung von py = 7.0 ein. Nach dem Zentrifugieren lésten wir die aus-
geschiedene Fillung, die das Phosphorylase-Enzym ist, in destilliertem Wasser
auf (20 ml destilliertes Wasser auf 100 ml Original-Kartoffelzaft). Die frithere
Fraktionierung mit Ammoniumsulfat wiederholten wir noch zweimal. Die
gereinigte Enzymfillung I8sten wir in 0,01n Zitratpuffer von py = 7.0 (2 ml
Puffer/100 ml Original-Kartoffelsaft) und lagerten sie in einem Kiihlschrank.
Die spezifische Aktivitdt des so gewonnenen Enzyms betridgt 34 Enzvm-
einheiten/'mg Protein. Sdmtliche Vorginge nach dem Pressen fithrten wir
bei 0° C durch. Den Amvlasegehalt der gereinigten Kartoffel-Phosphorylase
inaktivierten wir durch Wirmebehandlung. Die Enzvmlésung inkubierten
wir 15 Minuten lang bei 56° C. Die warmbehandelte Probe zeigte keine Amylase-
Aktivitdat und ihre Phosphorvlase-Aktivitit verringerte sich auf 529,.
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Die Enzymaktivitit wurde von uns nach der Methode von GREEN und
StuMPF [9] mit der Modifikation gemessen, daf} wir die dem Reaktionsgemisch
zu verschiedenen Zeitpunkten entnommenen Proben analysierten, was uns in
die Lage versetzte, aus der so erhaltenen Konversionskurve die Enzymakti-
vitdt genauer zu bestimmen. Den im Laufe der Reaktion frei gewordenen
anorganischen Phosphor bestimmten wir nach der Methode von FIske
und SUBBAROW [15] kolorimetrisch. Die Einheit der Enzymaktivitdt ist das
in 3 Minuten frei werdende 0,1 mg anorganische Phosphat bei 20 C und bei
einem py = 6,0,

3.;8}'nthese der Amylose mit Phosphorylase

Haxgs [1] publizierte als erster die Synthetisierung der Amylose. Als
Starter gebrauchte er eine Stiirkelssung. WHELAN und seine Mitarbeiter beniitz-
ten als Starter statt der Stirke Maltooligosaccharide [5]. Der Polymerisations-
grad der nach diesen zwei Methoden dargestellten Produkte schwankt zwischen
50 und 200.

Erstmalig synthetisierte HusEMaANN Amylose von mehreren Tausend
Polymerisationsgraden [14]. Er legte hierbei das zur Synthese erforderliche
Glukose-1-Phosphat, Maltooligosaccharid, den Zitratpuffer, das Ammonium-
molybdat, Quecksilberchlorid und die amylasefreie Phosphorylase in ein aus
dialysierenden Zellen bestehendes Gefdf}, welches 0.1 M Glukose-1-Phosphat
und 0,2 M (py = T7,0) Zitratpuffer enthielt. Nach dieser Methode ldBit sich
das Gleichgewicht in Richtung der synthetischen Amylose von héherem
Polymerisationsgrad verschieben, weil das frei gewordene anorganische Phos-
phat durch die dialysierende Folie hindurch nach aulen, das Glukose-1-Phos-
phat hingegen durch die dialysierende Folie einwirts diffundiert. Nach der
Mitteilung HusEmAnNs entsteht auf diese Weise nicht nur ein Produkt mit
hobem Polymerisationsgrad, vielmehr erfolgt bei diesem Verfahren auch keine
Retrogradation der Amylose.

Im Laufe unserer Versuche priiften wir den Verlauf der Amylosesynthese
parallel in Gegenwart von Maltotriose, Maltotetraose und Maltopentaose als
Starter. Die Reaktionsgemische wurden wie folgt zusammengestellt:

12 ml Glukose-1-Phosphat von 0,1 M (py = 7,0); 1 ml Zitratpuffer von
0,2 M (py = 7,0): 0.4 ml 8,39 ige Ammoniummolybdatlésung: 0,12 ml 0,015
mmoliges Quecksilberchlorid; 1 ml Enzymlésung.

Als Starter wogen wir zu den einzelnen Proben 2.48 1072 mmol Malto-
triose, 33X 1073 mmol Maltotetraose bzw. 3,3 x 1073 mmol Maltopentaose ein.
Die Proben wurden mit destilliertem Wasser auf 20 ml aufgefiillt. Die Reak-
tion spielte sich bei 20° C thermostiert ab.

Um den Reaktionsablauf zu verfolgen, nahmen wir um 1.2, 3,4 und
23 Uhr Proben von je 0,3 ml, die wir mit destilliertem Wasser auf 5 ml auf-
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filllten. Zur Inaktivierung des Enzyms hielten wir die Proben 10 Minuten lang
im heiflen Wasserbad, kiihlten sie danach ab und entfernten die ausgeschiedene
Proteinfillung durch Zentrifugieren. Die supernatante Losung fillten wir mit
destilliertem Wasser auf 25 ml auf. Von ihr verbrauchten wir 5 ml zum Messen
des frei gewordenen Phosphors, 5 ml nach Zugabe von 1 ml 0.01 n Jodlésung
zum Messen der Farbintensititszunahme des synthetischen Amylose-Jod-
komplexes. Die Resultate sind in den Tabellen I und II zusammengefafit.

Tabelle 1

Zunahme des freien Phosphatgehaltes in Gegenwart verschiedener
Maltooligosacchariden-Starter

Mit
Zeit der Probe- | :
entnzhme ; Maltotriose Maltotetraose Maltopentaocse
{Stunde) IS .
als Starter gemessene Extinktion
1 0.13 0,29 0,24
2 0,20 0.41 0.35
3 0.28 0.48 0.42
4 0.32 0,52 0.47
23 0,48 0,52 148

Tabelle 11

Zunahme der Farbintensitit des Amvlose-Jodkomplexes in Gegenwart
vom Maltooligosacchariden-Starter

Mit
Zeit der Probe- ; G

| |
entnahme Maltotriose Maltotetraose . Maltopentaose
(Stunde) — -

als Starter gemessene Extinktion

1 ' 0.08 0.41 0.21
2 0.11 0.75 : 0.49
3 0,15 0.78 0.75
4 0.21 0.79 0.81

23 0.22 0,91 . 0.88

Zur Festsetzung des Polymerisationsgrades nahmen wir um 2,4 und
23 Uhr aus dem Reaktionsgemisch Proben von je 4 ml. Nach Zentrifugieren
der ausretrogradierten Amylose inaktivierten wir das Enzym in der Super-
natante durch Erwidrmen und zentrifugierten die ausgeschiedene Protein-
féllung abermals. Der Supernatante setzten wir 3 Volumina 96%igen Athyl-
alkohol zu. Die ausgeschiedene synthetische Amylose und die retrogradierte
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Amylose wuschen wir mit Alkohol, dann mit Ather und trockneten sie im
Vakuum.

Den Polymerisationsgrad der Proben bestimmten wir durch Perjodatoxy-
dation. Die Menge der entstandenen Ameisenséure wurde nach einer von uns
schon frither ausgearbeiteten Mikro-Ameisenséure-Bestimmungsmethode [16]
gemessen. Aus den gemessenen Ameisensdure-Mengen berechneten wir den
Polymerisationsgrad der Proben. Die gewonnenen Ergebnisse sind der Tabelle
IIT zu entnehmen.

Tabelle 111

Zunahme des durchschpittlichen Polymerisationsgrades der mit verschiedenen Maltooligo-
sacchariden-Startern synthetisierten Amvlose im Laufe der Reaktion.

Durch Perjodatoxydation
bestimmte

Proben chnittliche
tionsgrade
Maltotriose
aus 2stitndiger Probe ... ... ... E 93
.4 " e e 14
.23 e e 233
Muaitotetraose
aus 2stiindiger Probe ...... ... .. 182
4 p e 197
23 . - ; 197
Maltopentaose
aus 2stiindiger Probe .......... .. } 138
P e 180
.. 23 . e e | 183

Amylose mit hohem Polymerisationsgrad synthetisierten wir wie folgt:
In eine Epruvette wogen wir 3.6 m! Glukose-1-Phosphatlésung von 0.1 M und
0.3 ml Zitratpuffer von 0.2 M (py = 7.0), in den dialysierenden Sack hingegen
1,2 ml Glukose-1-Phosphat von 0.1 M, 0,25 ml in Wasser geldste 3x10~¢
mmolige Maltotetraoselésung, 1 ml hei 56° C amylasefrei gemachte Phosphory-
lase, 0,1 ml Zitratpuffer von 0,2.M, 0.05 ml 8,2%ige Ammoniummolybdat-
Iosung und 0,12 ml 0,0153 mmolige Quecksilberchloridlésung ein. Danach
setzten wir den dialysierenden Sack in die in der Epruvette befindliche Losung
und hielten sodann das ganze 30 Stunden lang bei 20° C im Thermostat. Auch
in dieser Versuchsserie bildete sich retrogradierte Amylose.

Wie oben beschrieben, priparierten wir auch hier sowohl die geloste als
auch die retrogradierte Amylose und ermittelten ihren Polymerisationsgrad
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gesondert durch Perjodatoxvdation. Fiir die retrogradierte Amylose erhielten
wir einen durchschnittlichen Polymerisationsgrad von 250, fiir die geléste
Amvlose dagegen einen durchschnittlichen Polymerisationsgrad von 555.

Die so gewonnenen Amvloseproben verwendeten wir dann zu Vergleichs-
versuchen, tiber deren Ergebnisse wir spiter berichten werden.

Zusammenfassung

Die Kartoffelphosphorylase haben wir durch Modifizierung und Kombination der Me-
thoden von Barker, Bourne, Wilkinson und Peat sowie Husemann hergestellt. Die spezifische
Aktivitit des gereinigten Enzyms betrug 34 Enzymeinheiten/mg Protein. Mit dem nach dieser
Methode gewonnenen Enzym erzeugten wir synthetische Amylose mit Polymerisationsgraden
von durchschnittlich 180—230 bzw, 5535. Als Starter verwendeten wir Maltotriose, Malto-
tetraose und Maltopentaose.
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