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des Diathyl-cyclobutandion-carbonsaure-athylesters mit Chloroform aus- 
geschuttelt. Es wurden 1.5 g des Diathyl-diathoxy-pyrons erhalten, Schmp. 
49 -500  (nach Umkrystallisieren aus I,igroin) ; die alkoholische Losung des 
Pyrons ergibt mit Goldcldorid-Losung einen gelben Niederschlag, Schmp. I 1 7 ~  
(nach Umkrystallisieren aus 50-proz., etwas HC1-haltigem Alkohol). 
0.1562 g Sbst.: o.037G g Au. - C,,H,,O,, HRuC1,. Ber. 4u 24.02. Gef. Au 24.0;. 

166. Hans Pringsheim und Jesaia Leibowitz: Uber die Spezifiat 
dsr Amylasen. (Beitrllge zur Chemie der Stilrke, XV.)l) 

[A4us d. Chein. Insiitut d. UniversitHt Berlin.] 
(Eingegangen ain zg Marz 1926.) 

Im vorigen Jahre haben wir mitgeteilt,2) daS die S t a r k e  durch die 
Kombina t ion  von  Pankreas -  und  Malz-Amylase weitgehend in Glu- 
.c o s e umgewandelt werden kann. Das Mischungsverhaltnis dieser von K u  h n s, 
a -  und p-Amylasen genannten Fermente war in unseren ersten Versuchen 
etwas willkiirlicher Art. Wir haben nunmehr nach einem Optimum der Fer- 
ment-Kombination fur die Glucose-Bildung gesucht, f anden es jedoch nicht 
in der Vereinigung von Pankreas- und Malz-Amylase gleicher Kinetik der 
Starke-Spaltung ; wir sind deshalb zu empirischen Zusammenstellungen 
ubergegangen und geben im Versuchsteil Ergebnisse an, welche unsere friiheren 
Resultate bestatigen und die im besten Falle die quantitative Verzuckerung 
der Starke zu Glucose beweisen. Die Ubertragung dieser optimalen Bedin- 
gungen auf die getrennten Starke-Bestandteile, Amylose und Amylo-  
p e k t i n ,  forderte keinen Unterschied gegenuber der Starke zutage. 

In  einer ausgedehnten Versuchsreihe haben wir nun auch die Speichel-  
Amylase mit der Pankreas- und Malz-Amylase kombiniert und gefunden, 
daS sie im Verein mit dem tierischen Ferment gleichfalls eine enzymatische 
Aufspaltung der Starke in Glucose gestattet. Jedoch ist es nicht angangig, 
daraufhin, was theoretisch am einfachsten gewesen ware, die Speichel-Amylase 
gleichfalls in die Reihe der P-Amylasen einzuordnen, da sie, wie fruhere 
Versuche zeigten4), und wie ihre Wiederholung bestatigte, nicht imstande 
ist, das charakteristische Substrat der @-Amylase, die Amylobiose5), zu 
spalten. 

Auf Grund dieses Ergebnisses sind wir gezwungeh, die Zahl der spezi- 
fischen Amylasen zu erweitern und die Annahme zu machen, da13 der Wirkungs- 
mechanismus der starke-spaltenden Fermente eine feinere Differenzierung 
fordert als die blol3e Einteilung in zwei Ferment-Typen. Nach diesem Er- 
gebnisse mussen wir auch die Frage als offen erklaren, ob das starke-spaltende 
Ferment des Emulsins6) ,  dessen von uns2) geforderte Verschiedenheit 

1) S I V .  Mitteilung: J .  Le ibowi tz  nnd S. H. S i ln iann ,  B. 58, 1889 [ I ~ z s ] .  
2, H. Pr ingshe im und J. Leibowitz ,  B. 68, 1262 [I925]. 
s, R. K n h n ,  B. 57, 1965 [Ig24]; A. 443, I [1g25]. 
4, H. Pr ingshe im und J. L e i b o o i t z ,  B.  57, 884 [I924]. 
6) I m  Gegensatz zur friiher am Rohprodukt beobachteten schwachen Spaltbarkeit 

durch Pankreas-Amylase erwies sich die gereinigte Amylobiose dieser a-Amylase gegen- 
iibcr als vollig rzsistent. 

6, R. K u h n ,  H. 135, IZ [1924]. 
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von der P-Glucosidase von Josephson') bestatigt worden ist, dem Typus 
der or-Amylasen zuzurechnen ist, da fur diesen kein spezifisches Substrat 
bekannt ist. Ohne die Beteiligung eines Maltose oder Amylobiose spaltenden 
Fermentes wird die Starke auch durch die sog. ,,Biolase", uber die wir an  
anderer Stelle ausfuhrlich berichten *) , direkt in Glucose umgewandelt, nnd 
dasselbe gilt fur die Fermente des Saccharomyces  Ludwigi i  iiach Go t t -  
schalks), welcher Hefepilz nach den Angaben dieses Forschers, die wir 
bestatigten, maltase- und nach unseren Vntersuchungen auch amylobiase- 
frei ist. 

Die SchluRfolgerung G o t t s c h a l k s ,  daL3 in1 G 1 y k o g e n keine &laltose-Bindunge:z 
prriforiniert sind, bestatigt nur unsere friiheren Ergebnisse an der Starke, da die Identitat 
der Kohlenhydrate des Amylopektins und des Glykogens von uns schon bewiesen wurde'o) . 
Iui iibrigen ist die Annahnie Got  t s c h a1 k s  , da13 es sich beim Saccharomyces I,nd\\?igii 
um die kombinierte Wirkung von cc- und p-Amylasen handelt, angesichts der eben dar- 
gelegten NichtSpaltbarkeit der Amylobiose nicht aufrecht zu erhalten. Es liegt hier 
ein neuer TVeg des amylolytischen Abbaus vor, der rielleicht mit dem der Biolase analog 
sein konnte. Dagegen strauben wir ucs gegen irgendwelche SchluRfolgerungen, welche 
beziiglich des Sufbauweges ails der Konstitution der Assimilate von Mikroorganisnien 
gezogen werden konnen, also im speziellen gegen die Theorie G o t t s c h a l k s ,  daf3 auch der 
Aufbau des Glykogens durch einen maltase-freien Pilz aus Glucose einen Beweis fur 
die Abtyesenheit \'on Maltose-Bindungen im Glykogen darstellt. 

Wie unklar in Wahrheit der ganze Mechanismus der elzzymatischen 
Starke-Spaltungen noch ist, geht aus der Tatsache hervor, da13 die doch offen- 
bar spezifisch verschiedenen Amylasen, die des Pankreas, des Speichels und 
des Malzes, in ihrer Wirkung gegeniiber demselben Substrat, namlich dem 
Grenzdext r in  oder Tr ihexosan ,  durch denselben Aktivator, das Rom- 
plement der Amylasen, aktiviert werdenll). 

Von besonderem Interesse ist, daS der tierische Organismus zwei spezi- 
fisch verschiedene Arnylasen in der Speichel- und in der Bauchspeicheldriise 
ausgebildet hat, ebenso, wie er im Dunndarm und im Pankreas zmei spezifisch 
verschiedene Maltasen besitzt 12). 

Zur Erklarung der Variationsmoglichkeiten des amylolytischen Abbaus 
wurde zunachst auf die Verschiedenheit der Angriffspunkte hingewiesen, 
die das konfigurativ-asymmetrische Starke-Molekiil den verschiedenen 
,$mylasen bietet, und auf die Resynthesen, denen die primaren Abbauprodukte 
unterworfen sind 13). Diese an sich richtigen Hinweise genugen angesichts 
der Mannigfaltigkeit der Endprodukte, die durch die Stabilisierung gleicher 
Spaltstucke der Starke entstehen, nicht mehr. Es liegt nahe, die Betrach- 
tungen, die Eu le r  14) kurzlich an dem zymochemischen Mechanismus der 
Garungsreaktionen angestellt hat, nun auch auf den gleichfalls komplesen 

7)  K. Josephson,  B. 58, 2726 [I925]. 
v, A. G o t t s c h a l k ,  H. 152, 132 [1926]. 

lo) H. Pr ingshe im und Golds te in ,  B. 55,  1446 [1922]; H. Pr ingshe im nnd 
A. Beiser ,  Bio. 2. 148, 336 [ ~ g q ] ;  H. Pr ingshe im,  B. 68, 1581 [rgq].  

11) H. Pr ingshe imund F u c h s ,  B. 56, 1762 [Ig23]; H. Pr ingshe imundSchmalz ,  
Bio. 2. 142, 108 [1gz3]; H. Pr ingshe im und A. Beiser ,  Bio. 2. 148, 336 [ ~ g q ] ;  
H. Pr ingshe im und G. O t t o ,  Bio. 2. (im Dryck). 

12) H. B i e r r y ,  C. r. 149, 314 [IgOg]; J. Le ibowi tz  und P. Mechl inski ,  H. (im 
Druck) . 

13) H. Pr ingshe im,  Naturwiss. 13, 1084 [1g25]. 
l*) H. v. Euler, Naturwiss. 13, 938 [1gz5]. 

siehe die nachfolgende Mitteilun~g. 
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und in Stufenreaktionen verlaufenden diastatischen Abbau zu iibertragen. 
EuIer  nimmt an, dal3 den Zuckern oder ihren Spaltprodukten wahsend der 
Dauer ihrer Verkniipfung rnit der ,,Zymase" bzw. ihren Teil-Fermenten 
eine von der normalen abweichende Reaktionsfahigkeit zukommen mu13 : 
Die Eigensthaften der Substrat-Ferment-Verbindung konnen - wie die 
jeder Verbindung - von denen ihrer Komponenten abweichen. In ahnlicher 
Weise ist es denkbar, da13 ein und dasselbe Spaltstuck der Starke durch seine 
Verkniipfung mit dem einen oder dem anderen Ferment in statu nascendi, 
d. h. im Augenblick seiner Freisetzung aus dem Starke-Molekiil, auf sehr 
verschiedene Bahnen der weiteren Abwandlung gedrangt werden kann. 
Diese gewi13 noch sehr vagen Vorstellungen scheinen uns gegenwartig die einzige 
Deutungsmoglichkeit fur die Tatsache, da13 sich die y-glucosidischen Radikale 
aus der Starke bei der getrennten Einwirkung von Malz-, Emulsin-, Speichel- 
oder Pankreas-Amylase zu Maltose stabilisieren, dagegen bei Anwesenheit 
bestimmter Kombinationen aus diesen Fermenten Umlagerung in normale 
Glucose stattfindet, wahrend das durch Alkohol-Fallung modifizierte 
Malz-Ferment 15), zu dem also kein neues Teilferment hinzugetreten sein 
kann, Veranlassung zur Tr i sacchar id-  Bildung gibt. 

Beschreibung der Versuche. 
Kombina t ion  von  Malz- und  Pankreas-Amylasen.  

(Mi t b e a r b e i t e t v o n R a h e 1 P e re  w o s k y.) 
Als P-Amylase wurde eine nach den Angaben von H. Pringshei in ,  

A. Genin und R. Perewosky16) durch Adsorption gereinigte und von Maltase 
befreite Malz-amylase-Losung (M) verwandt. Als Pankreas -  Amylase  
dienten stets frisch dargestellte Ausziige auspankreatin (Mer ck) : 3 g Praparat, 
16 Stdn. bei 00 mit IOO ccm Wasser ausgelaugt und filtriert (P). Auch diese 
Ferment-Losung war gegenuber Maltose selbst bei langer Ausdehnung des 
Versuchs vollig wirkungslos. 

Ansatze: 20 ccni I-proz. Starke-Losung + 6 ccni Puffer-Losung + 4 ccni Ferment- 
Losung (n ccm M + (4-4 ccm P ;  n = 0, I, 2, 3, 4 ccm) bei 37O; Titrationen nach Ber-  
t r a n d  rnit je 5 ccm. Das Reduktionsvermogen der Pankreatin-Losung ist stets in 
Abzug gebracht. Die Kupfer-Menge ist in allen F a e n  auf Maltose umgerechnet; 
Glucose-Bildung zeigt sich an durch ein Reduktionsverniogen, welches das fiir eine 
quantitative Umwandlung in Maltose berechnete uberschreitet. 

EinfluB der Aciditat: Versuche rnit 2 M + 2 P: 
_________ -__. 

I PH 

Zeit in Stdn. 6.0 6.8 

102.1 143.3 23.6 60.8 

Is) R. A. L i n g  und D. R. N a n j i ,  Soc.128, 2666 [1g23]. 
16) Bio. Z. 164, 117, und zwar S. 124 [1gz5]. 
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I. 24 20.4 
48 31.9 
96 33.2 

I Z O  33.2 

In den Losungen pEr 4.8 und pH 6.0 1ieS sich nach der Spaltung die 
Glucose als unlosliches Glucosazon (Schmp. 2 0 5 ~ )  nachweisen. 

52.6 16.6 42.8 
82.2 23.0 59.3 
85.6 29.4 75.8 
85.6 34.5 88.9 

Versuche bei PH = 6.0: 

22.4 57.7 

39.0 100.5 
46.7 120.4 

31.9 82.2 
25.6 

43.4 
53.1 

31.3 
66.0 
80.7 

118.8 
136.9 

30.0 77.3 
31.3 80.7 
53.1 136.9 
73.5 189.4 

Der Versuch I M + 3 P ergibt, auf Glucose umgerechnet, 101.2% 
Spaltung. Aus dieserI,osung, sowie aus 2 M + 2 P konnte reichlich Glucosazon 
(Schmp. 204~) isoliert werden. 

2. 24 26.2 G7.5' 31.9 
72 28.8 74.2 35.8 
96 29.3 75.8 35.8 

3. 4 26.9 69.3 21.8 
78 27.5 71.0 32.6 

I20 29.3 75.8 31.3 

82.2 
92.3 
92.3 

56.1 
84.0 
80.7 

29.3 75.8 
42.8 110.3 
41.6 107.2 

31.3 80.7 
35.8 92.3 
37.7 97.3 

33.9 
40.3 
40.3 

36.4 
45.4 
48.6 

V e r g l e i c h  d e r  E i n w i r k u n g  d e r  o(- u n d  P - A m y l a s e n -  
K o m b i n a t i o n  au f  S t a r k e ,  A m y l o s e  u n d  A m y l o p e k t i n :  
Die Starke-Bestandteile wurden nach der von Pr ingshe im und Wolf- 

sohnl') modifizierten Methode von L ing  und Nanjils) getrennt. Ansatze 
und Umrechnung der Versuchsergebnisse wie oben. 

8i.5 
103.9 
103.9 

93.8 
117.0 
125.3 

Stdn. 

- 
24 
48 
96 

'44 
216 

32.6 84.0 
43.5 112.1 

53.7 138.4 

33.2 85.6 
39.0 100.5 
53.7 138.4 

1 2 M + 2 P  I 3 M f 1 P  

1 Starke I Amylose I Arnylopektin I Starke 

88.9 33.2 85.6 130.7 79.1 
93.8 40.9 105.4 32.6 84.0 

107.2 40.3 103.9 35.8 93.3 
132.0 48.0 123.7 42.2 108.8 
132.0 48.0 123.7 50.5 130.2 

Ainylose Amylopektin I 

32.0 82.2 35.2 90.7 
39.0 100.5 37.1 95.6 

49.2 126.8 37.1 95.6 
52.4 135.1 39.6 102.1 

38.4 99.0 37.1 95.6 

l') B. 67, 887 [Ig24]. 
la) SOC. 123, 2666, und zwar S. 2673 [1923]. 
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Stdn. 

24 
48 
96 

I44 
216 

Starke Amylose Amylopektin 

mg cu  1 % 1 mg Cu % m g  Cu Yo 

33.9 87.5 33.2 8 5.6 34.5 88.9 
40.9 105.4 41.6 107.2 34.5 88.9 
40.9 105.4 41.6 107.2 35.2 90.7 
41.6 107.2 41.6 107.2 35.2 90.7 

41.6 107.2 35.2 90.7 - - 

4 M  4 p  

% 

24 27.9 72.0 31.4 81.1 28.9 73.7 

144 31.7 81,4 35.8 92.6 34.2 88.0 
48 31.7 81.4 35.8 92.6 31.4 81.1 

192 35.1 90.6 40.4 104.9 36.0 192.9 

____ 
4Sp 2 S p f 2 M  z S p + 2 P  2 M + 2 P  ___- ______ 

mgcu % mgcul % mgcul % m g ~ u l  % 

28.2 72.9 28.6 73.1 33.0 85.1 32.7 84.0 
28.2 72.9 28.6 73.1 33.0 85.1 32.7 84.0 
31.0 79.4 28.6 73.1 37.0 95.7 37.4 96.6 
35.4 91.2 30.4 78.3 42.1 109.4 43.0 111.4 

35.6 91.4 
42.1 109.2 

53.4 138.6 
52.5 136.6 

~~ ~~ 

86.6 37.1 96.0 
86.6 40.3 104.3 

42.1 I 109.4 51.8 134.6 
94.3 50.6 131-5 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die uns bei 
der Ausfiihrung der Arbeit unterstiitzte, sind wir zu Dank verpflichtet. 

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LIX. 


