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Einleitung 

Bei Fntersuchung der Wirkung der ungereinigten Phosphorylase-Prä­
parate auf das Glllkos~-l-Phosphat erhielten BOL:R:'>E und PEAT ein Produkt, 
'welches sich mit Jod rotbraun färbte [1]. Am: (lie"er Tatsache folgerten sie, 
daß diese Phosphorylasen imstande sind, eine die 1,6-ige Bindung enthaltende 
Stärkefraktion mit abz·weigender Kette aufzubauen. Die GegenwaTt eines 
solchen »Abzweige-Faktors« »branching factor« - wurde in Muskeln, 
in deI' Leber, im Herzen und auch in Pflanzen nachgewiesen [2]. H.HYORTH 
und PEAT erzeugten 1944 aus KaTtoffeln ein Enzym von hoher Reinheit und 
benannten es Q-Enzym [3]. Anfänglich hielten sie es für eine Phosphorylase­
Sorte und nannten es Iso-PhosphOTylase [4], nachdem sie aber ermittelt hatten, 
daß es auch in phosphatfTeiem Medium wüksam ist, bewiesen sie, daß es sich 
um eine Transglukosidase-Type handelte [5]. 

Nach BARKER, BouR:\"E und PEAT zersetzt das Q-Enzym die die a-l.-1 
Bindung enthaltenden Amyloseketten in kmze, etwa 20 gliedrige )Pseudo­
amylose«-Ketten, und baut aus diesen das Amylopektin auf [6]. Da;;; BemeT­
kenswerte an der Wirkung dieses Enzyms besteht darin, daß es nicht imstande 
ist, die von ihm synthetisierten Bindungen zu zersetzen. Dies vermag nur das 
im Jahre 1951 entdeckte R-Enzym [7]. 

Enzymdarstellungsmethoden 

Das Q-Enzym wmde nach zwei grundlegenden Methoden dargestellt. 
Bei der einen handelt es sich um eine alkoholische, bei der andeTen um eine 
fraktionierte Fällung mit Ammoniumsulfat. Sämtliche in deI' Literatm hehan­
elelte 'Vorgangsmethoden sind nur Kombinationen dieser heiden Methoden. 
HANEs [8] hat im Jahre 1944 aus Kartoffelsaft dmch Fraktionieren mit Ammo­
niumsulfat eine Enzymfraktion dargestellt, die die Jodfärbung der Amylose 

* 52. Mitteilung des Lehrstuhls über die Untersuchung von Polysacchariden. Die Fnter­
schungen wurden im Rahmen der technisch-"issenschaftliche Zusammenarbeit mit dem 
Instit';:;t für Ernährung der Deutschen Akademie der Wissenschaften, Berlin. durchgeführt. 
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verringert. Er stellte fest, daß die Fraktion keine Amylase ist, weil das :Molekül­
gewicht der gewonnenen Produkte nicht sank, sondern zunahm. 

~ach der :Methode von GXLBERT und PATRICK wurden die abgcschälten 
und zerschnittenen Kartoffeln mit Natriumdithionitlösung behandelt, dann 
nach Waschen und Verbreien hei einer Alkoholkonzentration zwischen 11 bis 
16% und hei -2~ C fraktioniert. Schließlich wurden sie mit Ammoniumsulfat 
bei 3,8 Ionenstärke und bei 0° C gefällt. Die Fällung wurde in Was;;:er gelöst 
und bis zu der hei 10° C heginnenden Trühung Ammoniumsulfat zugesetzt. 
Auf 0: C abgekühlt, kristallisiert sich aus der Suspension das Q-Enzym nach 
5- 6 stiindigem Stehen heraus. 

BARKER, BOl.iR:.\'E und PEAT [10] haben gleichzeitig mit GILBERTS eine 
neue :Methode ausgearbeitet, nach der sie aus dem Kartoffelsaft auch die 
Phosphoryla~e erhielten. Im ,\'esentlichen wt>rdt>n hei dieser :Methode die 
Proteine nach dem Schälen, Zerschneiden und Verhreien mit einer Bleiazetat­
lösung ausgefällt, Aus der Fällung t>xtrahierten sie das Q-Enzym ZU:3aInmen 
mit andercn Enzymen durch eine ~ atriumhydrokarhonatlösung, wonach :3ie 
nach dem Zt>ntrifugiercn die Q-Enzym-Fraktion aus der Supcrnatante mit 
Ammoniumsulfat r.usfälltcll. Die Enzym-Fraktion ,nudc dann wieder in flc:3til­
licrtcm Wasser gelöst und mit Ammoniu111sulfa t in gleicher \Veise wie oben 
ausgefällt. Da~ Enzym 'wurde in Zitratpuffer gelagert oder lyophilisiert. 

BAu;\I und GILBERT [111 gingen yom lyophiJi:"ierten Kartoffd~aft au:" 
Sie ließen das Q-Enzym aus der wii.ßrigen LiisUll!! hei II %iger Athanolkonzen­
tration an retrogradierter Amyl05e hei 0: C adsorhieren. Aus der Fällung extra­
hierten :::ie das Enzym mit einem Zitrat puffer von 0,05 :\1 (PH 6,0), worauf 
sie es mit Ammoniumsulfat au~fänten. Das ausgeschiedene Q-Enzym wurde 
in wenig Wasser gt'löst und im Kühlschrank gelagert. 

Synthese des Amylopektins 

Amylopektin wurde er:-tmalig 194·9 von BARKER, Born:"E und PEAT [10] 
synthetisiert. Später haben :\"l.iSSE:.\'BA'DI und IL.\.sSTD [12] sowie BECK:.\!A:.\':.\' 
und ROGER [13] da!" Verfahren modifiziert. Das W-esen dEr :\Iethode hesteht 
darin, daß sie Amylose in Natriumhydroxyd lösten und dem Gemisch nach 
Neutrali"ierung einen Azetat- oder Zitratpuffer und eine Enzymlösung zuga­
hen. Die Inkubation führten sie hei 20: C dureh. In den nach verschiedenen 
Zeitinteryallen entnommenen Prohen maßen sie die Abnahmen der Farhinten­
sität des Amylose-Jodkomplexes an einer Kaliumjodid-Jodlösung, die den 
Fortsehritt der Reaktion anzeigte. ::\ ach Ahlauf der Reaktion ,nude die gewon­
nene Fällung (bei der es sich um eine retrogradierte Amylose handelt) zentri­
fugiert. Die nach dem Aufkoehen des Supernatans gewonnene Enzym-Protein­
fällung entfernten sie durch Zentrifugieren, "'onach sie das Produkt nach Dialy-
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8Ieren mit .Äthylalkohol bzw, nur die nicht reagierte Amylose mit Pentazol 
ausfällten, Das synthetisierte Amylopektin wurde jedoch nach dem Ent­
fernen des Pentazols mit ;Ühylalkohol ausgefällt. 

Experimenteller Teil 

Im Laufe unserer Versuche haben wir das Kartoffel-Q-Enzym nach der 
modifizierten Methode von BARKER, BOUR:'<E und PEAT dargestellt, doch war 
das so hergestellte Produkt nicht entsprechend rein. Vor allem war es die 
Gegenwart von R-Enzym, die die weiteren Versuche störte. Die Gegenwart 
des R-Enzyms ließ sich daran erkennen, daß die Farbintensität des Amylose­
Jodkomplexes nach einer einstiindigen Abnahme wieder zuzunehmen begann. 
Zur Entfernung des R-EnzYl11:;: arheiteten wir auf Grund der Angahen 'von 
HOBso:\', WHELA~ und PEAT [7} so'wie von GILBERT und PATRICK [9] eine 
Methode zur Reinigung des Q-Enzyms au:;:, Da:;: ,Vesen des Verfahrens besteht 
darin, daß das R-Enzym bei einer 20%igen }Ühylalkoholkonzcntration noch 
in Lösung gehalten werden kann, obwohl doch das Q-Enzym schon hei einer 
16 (I~igen .Äthylalkoholkonzentration ausfällt. 

Die Enzympräparationsvorgänge haben wir vom Pressen angefangen 
hei 0: C durchgeführt. 

Die Kartoffeln hielten wir nach dcm Schälen und Zer8chneiden (zur 
Hemmung der Phenoloxydase) 20 Minuten lang unter einer 0,5%igen Natrium­
ditionitlösung. Nach dem Waschen, Verhreiell und Pressen zentrifugierten 
wir die Lösung, stellten wir das PH des Supernatans mit 0,02 n Natriumhydro­
xyd auf 7,2 ein und setzten schließlich 30 ml Bleiazetatlösung zu 100 ml 
Kartoffelbriihe zu. Die gelbe Bleiproteinfällung zentrifugicrten wir, ,vährencl 
die Supernatante ausgegossen wurde. Die Fällung behandelten wir 5 Minuten 
lang mit einer Lösung von 0,2 MIIO ml Natriumhydrokarbonatlösung in 100 ml 
Original-Kartoffelsaft; danach leiteten wir 2,5 Minuten lang Kohlendioxyd 
durch die Suspension, zentrifugierten diese und gaben dann zur Supernatante 
eine Ammoniumsulfatlösung mit einer Konzentration von 50 gjlOO ml (PH = 

= 7,0) dazu, so daß die Konzentration der Lösung von Ammoniumsulfat 
einen Wert von 19 gjlOO ml erreichte. Die ausgeschiedene Fällung (Q-Enzym­
Fraktion) lösten wir in destilliertem Wasser (20 ml dest. Wasser/lOO ml Ori­
ginal-Kartoffelsaft) und gahcn dann wiederholt soviel besättigte Ammonium­
sulfatlösung zu, daß sich die Lösung auf eine Ammoniumsulfatkonzentration 
von 18 g/lOO ml stellte. Die Fällung (Q-Enzym) zentrifugierten wir und reinig­
ten sie von R-Enzym auf folgende \'Veise: die gewonnene Q-Enzymfällung 
lösten wir in einem Natriumzitratpuffer von 0,01 Ionenstärke bei _2° C 
(PH = 6,0). Die Lösung stellten wir zuerst auf eine 11 %ige Athylalkohol­
konzentration ein, und zentrifugierten dann die ausgeschiedene Fällung. 
Die im Wasser schwer lösliche Fällung zeigte keine Enzymakti-vität. N achdel1l 
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wir die Athylalkoholkonzentration der Supernatante auf 20% erhöht hatten, 
zentrifugierten wir das aw'geschiedene :Material, und maßen dann die Aktivität 
des in 500 1111 destilliertem Wasser aufgelösten Enzyms. Sie betrug 4 Enzym­
einheiter .~ 1111 Lösung. Die weiteren Untersuchungen zeigten, daß das auf 
diese Weise gereinigte Kartoffel- Q-Enzym kein R-Enzym enthielt. 

Messung der Enzymakthitä t 

An der Abnahme der Farbe des Amylose-J odkomplexes kann die Reak­
tionsgeschwindigkeit gemessen werden. Die Untersuchung führten wir mit 
einem Pulfrich-Photometer durch. Zur Unter5uchung verwendeten "wir einen 
Amylose-Butanol-Komplex, an;:: welchem wir das Butanol durch Sieden ent­
fernten. :Mit Zum<>ssung stellten wir <>ine Lösung von 2 mg/mI Konzentration 
her. Von dieser Amylose-Lösung gehrauchten wir zur :Messung der Aktivität 
5 ml und von der Enzymlösung ebenfalls 5 m1. Als Kontrollprobe gebrauchten 
'wir 5 ml Amyloselösung und 5 ml destilliertes 'Wasser. Das Reaktionsgemisch 
setzten wir in ein Wasserbad von 20~ C, und entnahmen ihm in 0,15, 30, 60 
und 120 :Minuten Proben von je 1 m1. Die herausgenommenen Proben legten 
'wir vor dem Photometrieren 10 lVIinuten lang in siedendes Wasser, um das 
Enzym zu inakti...-ieren. Nach Zentrifugieren des ausgeschiedenen Enzym­
proteins gossen wir die Supernatante in einen 100 ml Normalkolben, und stell­
ten das PH der Lösung mit 0,01 n Salzsäure auf 5,0 ein, dann gaben "wir 1 ml 
Jodlösung (5 g J~ + 7,5 g KJ/I00 ml desto Wasser) dazu und füllten mit destil­
liertem 'Wasser bis zum Zeichen auf. Die Farbintensität der Lösung maßen 
,vir auf dem Pulfrich-Photometer mit d<>m Filter S-66. Die Aküdtätseinheit 
des Q-Enzyms ist jene Enzymmenge, die die Farbintensität des Amylose­
Jodkomplexes unter den obigen lTmständen in 1 Minute um 1 % verringert [14]. 

Synthetisierung von Amylopektin 

Zur Synthese gebrauchten wir einen Amylose-Butanol-Komplex, df'r 
einer Amylosemenge ...-on 1,5 gentspricht. j\" ach Entfernen des Butanols füllten 
,vir die Lösung auf 650 ml auf, dann gaben "wir aus der Q-Enzymlösung mit 
der oben angegebenen Akth-.ität 250 ml (4. Enzymeinheitenj5 ml Emzym­
lösung) zu und füllten sie schließlich mit destilliertem "Wasser auf 1500 ml auf. 
Puffer gebrauchten wir keinen, weil wir im Laufe der Voruntersuchungen 
erfahren hatten, daß sich da;; PH des Reaktionsgemisches während der Synthese 
nicht ändert. Dies hat den großen Vorteil, daß die Dialyse aushleihen kann, 
so daß keine Retrogradation eines Teils der Substanz erfolgt, die bei einer 
Dialysierung hestimmt eintreten würde. 

In Intervallen von je 30 Minuten nahmen wir Proben von 1 ml, und 
maßen den Fortschritt der Reaktion ähnlich wie hei der Akti,"itätsmessung. 
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Sobald der anfängliche Extinktionswert auf 80% gesunken war, nahmen wir 
eine Probe von 300 ml und kochten sie bis zum Sieden. Das ausgeschiedene 
Enzymprotein zentrifugierten wir und dampften die Supernatante bei 35°-
40° C im VakllUm auf etwa 20 ml ein. Die aus der eingedampften Lösung au;::­
geschiedene Fällung zentrifugierten wir und setzten der Supernatante 60 ml 
96%igen Athylalkohol zu. Das gewonnene Produkt wuschen wir mit Alkohol 
und trockneten es im Vakuum-Exsikkator. 

Synthese des Amylopektins aus linearen Dextrinen 

Die linearen Dextrine gewannen wir durch sch'wefelsäurige Hydrolyse 
der Amylose. Der Polymerisationsgrad der drei verschiedenen Dextrinproben 
betrug 180, 165 und llO. Aus den Dextrinen haben 'wir je 0,5 g eingemessen 
lmd in 450 ml destilliertem \Vasser gelöst. Nach der Auflösung setzten wir 
aus der Q-Enzymlösung mit der oben angegebenen Akthität 50 ml zu und 
nahmen 4stündlich Proben, worauf die Jodverfärbung gemessen 'wurde. Die 
Reaktion endete nach 16 Stunden. Die Probe koehten 'wir bis zum Sieden und 
zentrifugierten das ausgesehiedene Enzymprotein. Die Supernatante dampften 
'wir bei 40° C im Vakuum auf 20 ml ein, um hierauf mit 60 ml 96%igem Alkohol 
das synthetisierte Produkt zu fällen. Schließlich wuschen wir es mit Alkohol 
und trockneten es im Vakuum-Exsikkator. 

Analyse des Produktes 

Wir untersuchten die Produkte durch Perjodatoxydation [15] und 
prüften an den Proben, die aus der Amylose während der Synthese zu ver­
schiedenen Zeitpunkten genommen worden waren, mit dem Spektrophotome­
tel', welches den Fortschritt der Reaktion in Richtung deI' synthetisierten 
Amylopektins deutet. 

1. Untersuchung des synthetischen Amylopektins mit dem 

Spektrophotometer 

:Methode: In einen Achatmörser wurden 3 mg Material ein gemessen und 
mit 96%igem Alkohol verrieben. Das ganze überwuschen 'wir dann mit destil­
liertem Wasser in eine Epruvette, wonach "\\ir es im Wasserbad bis zum rest­
losen Entweichen des Alkohols und his zur Auflösung des Produktes kochten. 
Nach Abkiihlung wuschen "ir es in einen 100 ml Normalkolhen durch und 
setzten 1 ml Jodlösung zu und füllten es mit destilliertem Wasser his zum 
Zeichen auf. Das Spektrum hahen wir mit einem Spektrophotometer Type 
Zeiss Universal aufgenommen (Ahb. 1). Wie ersichtlich, nimmt die Ahsorption 
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mit fortschreitender Reaktion ab. Auch verschiebt sich das Maximum der 
Kurve in Richtung der niedrigen Wellenlängen. Dies allein be, .. -eist aber nicht, 
daß im Laufe der Reaktion tatsächlich Amylopektin entstanden ist. Hierzu 
muß auch die Zunahme der Anzahl der Abzweigungen gemessen werden. 

50 

Abb. 1 

2. Bestimmung des Polymerisationsgrades durch Perjodatoxydatioll 

JJethode: Aus der Messung der Menge der im Laufe der Perjodatoxy­
{lation frei gewordenen Ameisensäure kann der Polymerisationsgrad hcstimmt 
werden. Die frei gewordene Amei;:ensäure wurde nach einer von uns früher 
ausgearbeiteten Mikroameisensäure-Bestimmungsmcthode gemessen [15]. Aus 

TaheIJe I 

Perjodatoxydatioll der bei der Amylopektin-Synthe,.e aus Amylose gewonnenen Produkte 

Geprüftes ~faterial 

Ausgangs-Amylose ............... . 

Probe I. ...................... . 

11. 

III. 

IV. 

Y. 

Einmessung 
(mg) -

79.0 

43.1 

.58.8 

38.9 

46.4 

79.4 

Auf frf'ic Ameisensäure 
t ntfallcllde Gluko~c~ 

Anhydrid.EiIlheit 

202 

183 

159 

127 
,10 

34· 

Auf gebunden/;' Ameisen­
säure entfallend!.' 
Glukos('~Anh'\"drid~ 

Einheit 

197 

172 

220 

812 

1800 

.5140 

dieser Messung berechneten wir den Polymerisations grad. Die Perjodatoxy­
dation führten wir auf folgende Weise durch: 50 mg Probe lösten wir in 3 ml 
destilliertem Wasser, worauf wir 2 ml Natriummetaperjodatlösung zusetzten 
(40 mg Natrium-metaperjodatj1 ml destilliertes Wasser). Die Reaktion wurde 
bei 2° C durchgeführt. Aus dem Reaktionsgemisch nahmen wir zeitweise 
Proben von je 2 ml, denen wir 1 ml Äthylenglykol zusetzten. 
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Im Dunkeln ließen wir sie 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen, 
worauf die frei gewordene Ameisensäure gemessen wurde. 

Die Zahl der auf eine Ahzweigung auffallenden Glukose-Einheiten berecll­
neten wir hei Synthese des Amylopektins aus Amylose aus den 'während der 
Reaktion genommenen Prohen, und ehenso hei Synthese des Amylopektins 
aus linearem Dextrin. Die hei der Synthese des Amylopektins aus Amylose 
ge-wonnenen Ergebnisse sind in Tahelle I zusammengefaßt. Aus der Tabelle ist 
ersichtlich, daß der Polymerisations grad des Produktes und die Zahl der nicht 
reduzierenden Endgruppen, d. h. die Zahl der Abzweigungen im Laufe der 
Reaktion zunimmt. 

Die bei der Synthese aus Dextrinen gewonnenen Resultate sind zusam­
men mit dem Polymerisationsgrad der Ausgangs-Dextrinen in Tahelle II 

Tabelle II 

Perjodatoxydation der bei d~r Amylopektin-Synthese aus Dextrinen gewonnenen Produkte 

G prüftf5- :\IatC'rial 

Ausgangs-Dextrin ............... . 

Pr3be 1. ...................... . 

11. ...................... . 

In. 
Synthetisches Amylopektin 

aus Dextrin 

Probe I. ...................... . 

n. 
m. 

Einmesi'ung 
(mg) -

100.0 

100.0 

103,6 

105.2 

50.0 

36.9 

43.3 

Auf frei:- AmE'j"t'llsäure 
entfallend' Gluko:;.e~ 

Anhydrid- Einhdt 

180 

165 

110 

40 

36 

29 

I 
i Auf gebund~ne Ameisen .. 

SäUf(> entfallend!." 
Glukos.',-Anh .... drid­

Einheit 

182 

159 

92 

14-20 

1310 

1030 

zusammengefaßt. Aus der Tabelle ist ersichtlich, daß der Verzweigungsgrad 
des natürlichen Amylopektins bei Verwendung von Dextrin mit kleinerem 
Polymerisationsgrad rascher erreicht werden kann. 

Zusammeufassung 

Nach der modifizierten Methode von BARKER. BOuR!\'E. PEAT erzeugten wir Kartoffel­
Q-Enzym, dessen Verunreinigung durch R-Enzym ~ach einem von uns arisgearbeiteten Ver­
fahren entfernt wurde. Mit diesem Enzym synthetisierten wir aus Amylose und aus linearem. 
Dextrin mit einem Polymerisationsgrad von 180, 165 und llO Amylopektin. Die auf diese 
Weise dargestellten Produkte untersuchten wir durch J odfärbung- und durch eine Perjodatoxy-
da tionsanalyse. • 

5 Periodica Polytechnica eh. YlIIj3. 
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