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??? De voltooiing van dit proefschrift biedt mij de welkome gelegen-heid, U, Oud-Hoogleeraren en Hoogleeraren aan de Rijksuniversi-teit te Utrecht, van wie ik onderricht heb mogen ontvangen, daar-voor mijn welgemeenden dank te betuigen. Hooggeleerde \'^nt, Hooggeachte Promotor, ik beschouw hetals een groote eer, door U in de gelegenheid te zijn gesteld om ditonderzoek, waartoe Gij de aanleiding gaaft, in Uw Laboratoriumte verrichten. Daarvoor en niet minder voor debizondere belang-stelling, welke Gij steeds in mijn werk getoond hebt, ben ik U zeerdankbaar. De prettige sfeer in het Botanisch Laboratorium, degezellige uren ook, die ik in Uw gastvrij huis heb mogen door-brengen, hebben deze jaren tot de aangenaamste van mijn studie-tijd gemaakt. Hooggeleerde Kruyt, een groot voorrecht acht ik het. Uwe metzooveel geest voorgedragen colleges in de phasenleer en de kolloid-chemie te hebben kunnen volgen. Bovendien hebt Gij eenige urenvan Uw druk bezetten tijd willen afstaan voor enkele besprekingenbetreffende mijn

werk en voor het doorlezen van een deel van hetmanuscript van dit proefschrift, waarbij ik menige waardevolleraadgeving van U mocht ontvangen. Voor dit alles ben ik zeererkentelijk. Hooggeleerde Cohen, de eisch van exactheid in denken en han-delen, welke Gij steeds aan Uwe leerlingen stelt op Uw colleges enpractica in de physische chemie, is op mijn vorming van grooteninvloed geweest; ik dank U daarvoor zeer.



??? Hooggeleerde Ruzicka, aan U heb ik een groot deel van m\'jnpractische zoowel als theoretische vorming op hc. gebied van deorganische chemie te danken. Doch ook aan Uw colleges en practica, die ik in de eerste ^arenvan mijn studietijd gevolgd heb, Hooggeleerde Van Romburgh,behoud ik steeds de aangenaamste herinnering. Tenslotte zou ik een woord van dank willen richten tot het per-soneel van het Botanisch Laboratorium, dat mij in menig opzichtvan dienst is geweest; in het bizonder dank ik U, waarde A. deBouter, voor de fraaie uitvoering der teekeningen.
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??? INLEIDING 1 â€” In het jaar 1889 promoveerde te Amsterdam H. P. Wijs-man op een dissertatie, getiteld: â€žDe diastase, beschouwd als meng-sel van maltase en dextrinasequot;. Hierin werd op een geheel bizonderewijze aangetoond, dat moutextract twee, onafhankelijk van elkaarbestaande amylasen bevat. De methode van Wijsman berust ophet verschillend gedrag van de beide enzymen in zetmeelhoudendegelatine. Wanneer men in een Petrischaal een gelatineplaat giet,die behalve 8 % gelatine ongeveer l % oplosbaar zetmeel bevat enmen brengt daarop een druppeltje moutextract, dan diffundeertvan daar uit de amylase in de omringende gelatine en tast daarbijhet zetmeel aan. Het fraaiste krijgt men dit verschijnsel te zien,wanneer men na een diffusie van eenige dagen de plaat met eenverdunde oplossing van jodium in joodkalium overgiet. Er vertoontzich dan op een diepblauwe ondergrond een rond diffusieveld, datuit twee deelen bestaat: een kleurloos centrum, omgeven door eenpaarsen ring (fig. la). De begrenzing van de beide gebieden isscherp, wanneer men de proef op de

juiste wijze uitvoert i). Dit verschijnsel nu is volgens Wijsman als volgt te verklaren:moutextract bevat twee amylasen, die met verschillende snelheidin de gelatine diffundeeren. Het enzym, dat het snelst diffundeert,krijgt een voorsprong op het andere en de paarse ring geeft hetgebied aan, waar alleen dit enzym op het zetmeel heeft ingewerktHet laat daarbij een stof achter, die met jodium een paarse reactievertoont. Door het andere, langzamer diffundeerende enzym, wordtdeze stof vervolgens afgebroken tot een product, dat zich metjodium niet meer kleurt. 1) Zie pag. 2G.



??? Dat zich in den ring slechts ?Š?Šn der beide enzymen bevindtwordt aangetoond, door met een steriel mesje uit een ring di?Šmet met jodium behandeld is, een stukje uit te snijden en dit nuweer op een zetmeel-gelatineplaat te leggen. Er vertoont zich danna eemge dagen en behandeling met jodium om het stukje eenzuiver paars diffusieveld, zonder kleurloos centrum. De diffusiemethode kan, onder zekere voorzorgen, gebruikt wor-den om aan te toonen hoe de verhouding der beide amylasen ver-andert onder den invloed van verschillende omstandigheden. Im-mers zal een vermeerdering of vermindering van het eiizym datden paarsen ring vormt, de â€žmaltasequot;, een verbreeding resp ver-smalling van dien ring tengevolge hebben. Door Wijsman werden nu, met behulp van zijn methode devolgende feiten vastgesteld. a.nbsp;Verwarming van moutextract op 70Â° C. leidt tot het steedssmaller worden van den ring. Na een verhitting van ongeveer10.min. vertoont het extract nog slechts een kleurloos diffusieveld(fig. \\c). Het is dus mogelijk, door verwarming op

70Â° de â€žmaltasequot;grootendeels of misschien zelfs geheel uit het mengsel te verwijde-ren. Het ontbreken van den ring is echter geen zeker bewijs voorde enkelvoudigheid i) van het praeparaat. Een relatief geringehoeveelheid â€žmaltasequot; immers is welhcht niet in staat de grensvan het kleurlooze diffusieveld te bereiken. b.nbsp;Onder den invloed van zwakke zuren, b.v. van melkzuur,wordt de paarse ring naar verhouding breeder; daaruit blijkt, datin zwak zuur milieu de â€ždextrinasequot; sneller ge??nactiveerd wordtdan de â€žmaltasequot;. Wanneer men de amylase met alcohol van verschillende con-centratie neerslaat, dan vertoont de met verdunden alcohol neer-geslagen fractie smallere ringen dan het deel, dat pas doorgecon-centreerden alcohol wordt uitgevlokt; het is dus mogelijk, doorgefractioneerde praecipitatie met alcohol een gedeeltelijke scheidingder beide enzymen te bewerksteUigen. Â?. De belangrijkste ontdekking wellicht, die Wijsman met be-hulp van zijn methode heeft kunnen doen is de locahsatie der 1) Onder de .^enkelvoudigheidquot;

van een amylasepraeparaat wordt hieren in den vervolge verstaan, dat het slechts een der heide enzvmen bevat.



??? beide amylasen in de moutkorrel. â€žMaltasequot; en â€ždextrinasequot; wor-aen in verschillende weefsels aangetroffen. De â€žmaltasequot; ontstaatuitsluitend in het melige endosperm, de â€ždextrinasequot; in de aleuron-laag en m het cylinder-epitheel van het scutellum. De â€ždextrinasequot;treedt het eerst in de aleuronlaag op, later in de kiem; gedurendede kieming diffundeert zij naar het inwendige van de korrel en deoplossing van het zetmeel geschiedt onder den invloed der beideenzymen. Het rustende zaad bevat uitsluitend, of tenminste iniioofdzaak â€žmaltasequot;. Dit feit stelde Wijsman in de gelegenheidom een enkelvoudig praeparaat van dit enzym te bereiden. Hij gingÂ?iaarbij uit van geparelde gerst, d.w.z. van ongekiemde gerst, waar-van door een bepaalde wijze van malen de kiem en de aleuronlaagverwijderd zijn. Een dergelijk praeparaat vertoont enkel een paarsaitfusieveld (fig. 15). Gm na.te gaan, bij welke onderdeelen van het omzettingsprocesde maltose gevormd wordt, heeft Wijsman gebruik gemaakt vande door Bevehinck ontdekte

eigenschap van een lichtgevendebacterie {Photobaaerium phosphorescens, Beyerinck). om maltos!te verg-isten onder het vertoonen van een lichtverschijnsel, zetmeelen dextrine daarentegen niet. Cultiveert men nu deze bacterie opeen zetmeelhoudende vischgelatine-plaat en laat men hierin mout-amylase diffundeeren, dan ziet men een lichtverschijnsel op deplaats waar maltose ontstaat. Het bleek, dat dit het geval was



??? aan den buitenrand van den paarsen ring, niet echter aan den randvan het kleurlooze diffusieveld. Op grond van zijn proeven kwam Wijsman tot het onderstaandeschema voor de werking der beide enzymen. ?¤mylum (n.reduc. J )malt. irnbsp;dextr. maltose en erythrogranulose maltodextrine (reduc. J â€”)(n. reduc. J ) I dextr.nbsp;I malt. leukodextrinenbsp;maltose (reduc. J â€”) Tusschen haakjes staat aangegeven, of de producten al dan nieteen reduceerend vermogen bezitten en een reactie geven metjodium. Volgens Wijsman kunnen dus heide enzymen het zetmeelrechtstreeks aantasten onder vorming van reduceerende producten(maltose en maltodextrine). Daarbij doet echter alleen de â€ždextri-nasequot; de jodiumreactie verdwijnen, terwijl aan de andere kantalleen de â€žmaltasequot; tot de vorming van maltose aanleiding zoukunnen geven. Van de tusschenproducten verdient de erythrogranulose vermel-ding. Dit product ontstaat door zetmeeloplossing zoo lang metmaltasequot; te bewerken tot geen verdere omzetting plaats heeftMet alcohol kan het uit

het reactiemengsel worden neergeslagen alof met na verwijdering van de maltose door vergisting. In beidegevallen kan het geheel vrij van maltose verkregen worden. Doorâ€žmaltasequot; wordt het niet omgezet. Terecht noemt Wijsman heteen â€žgranul??sequot; en niet een dextrine, daar het alle kenmerken vanhet oorspronkelijke zetmeel bevat, terwijl men onder dextrinenajhraakproducten verstaat, welke altijd een reduceerend verm??genbezitten.nbsp;ÂŽ In den loop van onze beschouwingen zal blijken, dat dit productin meer of minder zuiveren toestand onder verschillende nameneen belangrijke rol heeft gespeeld bij het zetmeelonderzoek en datook wij er een bizondere aandacht aan hebben moeten besteden. Het onderzoek van Wijsman draagt er de sporen van, dat hetuit het werk van Beyerinck is voortgekomen; de voor de bac-



??? tenologie zoo vruchtbaar gebleken â€žauxanografische methodequot; iser duidelijk m te herkennen. Het is trouwens ook Beyerinck i)( geweest, die ontdekt heeft, dat men een mengsel van twee stoffensciieiden kan door diffusie in gelatine-gel. Op een cultuurplaat vaniU /O gelatine bracht hij een druppeltje ferrichloride. Er ontstondeen brum diffusieveld van ferrihydroxyde, omgeven door een ring^^elke zoutzuur bevatte, waarvan de aanwezigheid bleek uit eenverdieping in het oppervlak der gelatineplaat aan den buitenstenrand van den ring. Een nog merkwaardiger experiment was dat,waarbij hij een mengsel van zoutzuur- en zwavelzuuroplossing lietdiffundeeren. Ook hier was aan een verdieping in de gelatine tezien, hoe ver het zuur zich in de plaat had uitgebreid. Behandeldey nu zulk een plaat met een oplossing van bariumchloride, danon^tond alleen in het centrum een neerslag van sulfaat. De door Wijsman uit het diffusiebeeld van de moutamylase ge-bokken conclusie wordt door deze proeven wel gerechtvaardigdDe vraag, wat er nu in de gelatineplaat precies

gebeurt, is nietgemakkelijk te beantwoorden. Het verschijnsel laat zich op grondvan onze tegenwoordige kennis van de structuur der gelen nog hetbeste beschouwen als een soort â€žcapillair-analysequot;, zooals die doorGoppelskoeder xnet behulp van filtreerpapier is toegepast op TrSt rnbsp;^^ moutam\'ylasen zouden dan verschillend ver in de capillairen van het gel worden opgezogen Onze ervaringen bij de uitvoering der diffusie-proeven z^ Lt deze voorstelling wel in overeenstemming te brengen. Het werk van Wijsman, waarvan hier in het kort een overzichtgegeven werd, is door de meeste onderzoekers, die zich na 1890met de moutamylase hebben bezig gehouden, vrijwel niet opge- ^^^ ^^^ te bespreken pubhcatievan Beyerinck vindt men nergens iets vermeld omtrent een her-haling van de diffusie-proeven of een poging, daartoe gedaan Tochmoet aan deze proeven een bizondere beteekenis worden toegekendHet 18 herhaalde malen geconstateerd, dat moutamylase na ver\'hitting, of na het brengen op een betrekkelijk hoogen zuurgraad, 1)nbsp;M. W. Beyerikck.

Zts. ?’. Physikal. Chem 3 110 nsso^nbsp;\'Verzamelde Geschriften, Delft (1921], Deel II pag SS^ 2)nbsp;Fr. Goppelskoeder Verh, d. Naturf. Gesellsch. Basel, 17 (1901).



??? van eigenschappen verandert; deze feiten vormen echter nog geenbewijs voor de aanwezigheid van twee enzymen. Terecht merktKuhn i) hieromtrent het volgende op: â€žF??r katalytische Hydrierungen mit Platinmohr geht z.B. ausâ€žeiner Untersuchung von R. Willstaetter und D. Hatt hervor,â€ždass ein Katalysator, der zun?¤chst auf zwei Stoffe A und B Was-.,serstoff zu ??bertragen vermag, nach gewissen Ver?¤nderungen nurâ€žnoch A hydrieren kann, w?¤hrend er gegen??ber B vollkommenâ€žwirkungslos geworden ist. Diese Erscheinung, dass eine Ferment-â€žl??sung, die urspr??nghch den Umsatz von zwei Stoffen katalysiert,â€žnach dem Erhitzen oder anderen Ver?¤nderungen nur noch eine derâ€žbeiden Wirkungen aufweist, kann somit ohne n?¤here Pr??fungâ€žnicht als sicherer Beweis f??r das Vorhandensein von zwei Fer-â€žmenten mit verschiedener Stabilit?¤t, z.B. Amylase und Dextri-â€žnase, geltenquot;. De diffusieproef nu is tot dusver het eenige experiment, dat onsin staat stelt om zonder dergelijke

ingrijpende behandehngen, eenscheiding tusschen de beide bestanddeelen der moutamylase teweeg te brengen. In de tweede plaats hebben de snelheid en het gemak, waarmeede proef, gegeven een zekere routine, is uit te voeren en de uiterstgeringe hoeveelheid enzym, welke er slechts voor noodig is, het aanWijsman mogelijk gemaakt om een zoo groot gebied te bestrijken,als in geen ander onderzoek het geval is geweest.. Toen de doorhem in ?Š?Šn verband waargenomen verschijnselen later afzonderlijkdoor verschillende onderzoekers teruggevonden werden, is dezesamenhang weer verloren gegaan. De veronachtzaming van hetwerk van Wijsman, waarover Beyerinck reeds in 1895 klaagde,heeft de ontwikkehng der enzymchemie op dit punt dus wezenlijkvertraagd. Van minder belang moeten de proeven met lichtende bacteri??ngeacht worden. Zij geven ons slechts qualitatiev?Š resultaten, terwijlgebleken is, dat het juist de hoeveelheid gevormde maltose is, dieons een dieper inzicht in de werking der enzymen kan

verschaffen.Daar komt dan nog bij, dat die qualitatieve resultaten van Wijs-man, voor zoover zij de â€ždextrinasequot; betreffen, aan twijfel onder-_lt; 1) R. Kuhn, A. 443, 7-8 (1925). A = (Liebig\'s) Annalen der Chemie.



??? evig zijn. Volgens Wijsman zou de â€ždextrinasequot; uit zetmeel enkelmaltodextrine vormen, geen maltose. Toch heeft hij bij de werkingvan dit enzym een lichtverschijnsel waargenomen, dat hij echtertoeschreef aan een geringe hoeveelheid â€žmaltasequot;, die zich nog inzijn praeparaat zou hebben bevonden. Reeds Beyerinck kwam,zooals wij dadelijk zullen zien, tot een andere conclusie, terwijl uitonze ervaringen volgt, dat een volgens Wijsman bereid praeparaatvan â€ždextrinasequot; in het geheel geen â€žmaltasequot; meer bevat. Hetdoor Wijsman opgestelde reactieschema is dus op dit punt nietjuist gebleken. Het was trouwens al onwaarschijnlijk, dat het eind-resultaat van de inwerking verschillend zou zijn, al naar de volg-orde, waarin de beide amylasen werken.Aan de andere kant echter dient er op gewezen te worden, datijsman de eerste en tot 1925 de eenige is geweest, die de meeningheeft uitgesproken, dat heide amylasen in staat zijn rechtstreeks ophet zetmeel in te werken. Het is gebleken, dat deze voorstellingals juist moet worden beschouwd in

tegenstelling tot de lang ge-huldigde opvatting, volgens welke het eene enzym het zetmeel zouâ€žoplossenquot; tot de vorming van een dextrine, terwijl pas daarnahet andere enzym uit dit dextrine maltose zou kunnen vormen. omvangrijke literatuur over de moutamylasezal hier alleen dat deel besproken worden, dat zich bezig houdtquot; metde kwestie der beide enzymen of dat daarmee in nauw verband isgebleken te staan. Reeds in 1890 verkrijgt het onderzoek van Wijsman op eenenkel punt een bevestiging door het werk van Brown en Morris i)die, onbekend met Wijsman en onafhankelijk dus van de diffusie-methode, tot de ontdekking komen, dat het endosperm van onge-kiemde gerst een weinig werkzaam enzym bevat, dat niet zetmeel-oplossend werkt, terwijl bij de kieming door het epithelium vanhet scutellum een ander enzym wordt afgescheiden, dat het zet-meel gemakkehjk oplost. Het eerste enzym noemen zij â€žtranslo-catie-diastasequot;, het tweede â€žsecretie-diastasequot;. 1) H. T. Brown and G. H. Morris, J. Chem. Soc. London, 57, 505,\\ j- oyu).



??? In 1895 heeft Beyerinck i) een onderzoek gepubhceerd over hetvoorkomen van ,,glucasequot; (het enzym, dat wij tegenwoordig maltasenoemen) in verschillende organismen; daarbij wordt echter ookveel aandacht aan de zetmeelsplitsende enzymen besteed. Hetonderzoek van Wijsman wordt uitvoerig beschreven en een grootdeel der proeven herhaald. Beyerinck vindt, dat het enzym, datuit het scutellum diffundeert, naast maltodextrine ook maltosevormt. Hij noemt dit enzym ,,granulasequot; en meent, dat de ,.dextri-nasequot; van Wijsman als een daaruit door verhitting ontstaan kunst-product moet worden beschouwd. Door de verhitting zou hetsuikervormend vermogen verdwenen zijn en alleen het dextrine-vormende overgebleven. Het gelukte Beyerinck echter niet de,,granulasequot; van andere graansoorten door verhitting in ,,dextri-nasequot; om te zetten. Wij hebben reeds uiteengezet, dat ook uitde proeven van Wijsman tot de maltose vorming van ,,dextrinasequot;moet worden besloten. Wat echter aan allen twijfel, op dit

punt,een einde maakt, is het door mij geconstateerde verschijnsel, datverhitting van de ,,dextrinasequot; het suikervormend vermogen aan-zienlijk bevordert. ,,Granulasequot; en ,.dextrinasequot; zijn dus wel een enhetzelfde enzym. Een geheel andere twee-enzymen-theorie ontmoeten wij in eenartikel van Pottevin welke door alcohol neergeslagen amylaselaat inwerken op zetmeel en verschillende, door gefractioneerdepraecipitatie met alcohol van elkaar gescheiden, dextrinen. Hijkomt tot de conclusie, dat de reacties zetmeel-dextrine en dextrine-\'maltose door verschillende enzymen worden gekatalyseerd. Hetverschil met de opvatting van Wijsman bestaat voornamelijkhierin, dat volgens Pottevin slechts een der beide enzymen hetzetmeel rechtstreeks zou kunnen aantasten. Deze meening heeftlangen tijd voor de twee-enzymen-theorie van de moutamylase ge-golden, latere onderzoekingen hebben de onjuistheid ervan echterduidelijk aangetoond. In 1902 ontdekt Baker 3), onbekend met Wijsman, een verschiltusschen de

enzymen uit gekiemde en ongekiemde gerst. Hij laat 1)nbsp;M. W. Beyerinck, Centr. f. Bact. Abt. 2, Bd. 1, 221, 265, 329 (1895).Zie ook: Verzamelde Geschriften, Delft (1921), Deel III, pag. 128. 2)nbsp;H. Pottevin, Ann. Inst. Pasteur, 13, 665 (1899). 3)nbsp;J. L. Baker, J. Chem. Soe. London, 81, 1177 (1902).



??? gerstamylase werken op oplosbaar zetmeel bij 50Â° en vindt dan na^ uur 60 0/ van de theoretisch mogelijke hoeveelheid maltose enals rest een â€ždextrinequot;, dat een blauwe kleur geeft met jodium enzwak reduceert. Na lange inwerking werd de jodiumreactie violetHij noemt dit restproduct. dat met alcohol uit het reactiemengselkan worden neergeslagen a-amylodextrine. Het is een wit poedermoeihjk oplosbaar in koud, beter in kokend water, dat een soeci\'fieke rotatie vertoont van 190-195Â°. Door moutamylase wordthet omgezet onder verdwijning van de J-reactie. Klaarblijkelijkhebben wij hier dus met hetzelfde product te doen als de .erythrogranul??sequot; van Wijsman. De zwakke eigenreductie zar w?•?• hetgevolg geweest zijn van een geringe omzetting door de â€ždextrinas^\' Jetst^evtdf\' \'\'\'\'\' quot;nbsp;quot; Bij dit werk van Baker sluiten zich nu, behalve latere onder-zoekingen van Baker zelf, die van Ling en Sjoeberg aan Ter-wille van de overzichtelijkheid zullen deze pubhcaties hier bij elkaarbehandeld worden, al moet de chronologische volgorde

daardoorworden onderbroken. Baker en Hulton i) onderzoeken de amylase uit ongekiemderogge en haver. In beide gevallen vinden zij een verdergaandesuikervorming dan bij ongekiemde gerst. Met rogge ging de reactietot 72 %, echter trad bij 60 een sterke remming op. Met onge-kiemde haver werd zelfs een suikervorming tot 96 o/^ bereikt hierwas een remming bij 60 % niet meer te onderscheiden. Als substraatgebruikten zij oplosbaar zetmeel volgens Lintner. Het onderzoek van Ling en Nanji 2) is vooral van beteekenisvoor de chemie van het zetmeel. Zij zijn van meening, dat zetmeeluit twee chemisch verschillende componenten bestaat amylosequot;en .amylopektinequot; 3) en dat men deze componenten kan scheidenmet behulp van amylase uit ongekiemde gerst. Gerstamylase, ge-droogd met geconcentr. alcohol doet de â€žamylosequot; quantitatief inmaltose overgaan, terwijl de â€žamylopektinequot; nauwelijks wordt Gerst-extract, zonder droging met alcohol tast dequot; j- â€”-



??? â€žamylopektinequot; wel aan en vormt er een product uit, dat zij ge-polymeriseerdquot; a-^-hexa-amylosequot; noemen. Deze stof vertoontnagenoeg dezelfde eigenschappen als de a-amylodextrine van Bakeren de erythrogranulose van Wijsman, Ling en Nanji komen totde conclusie, dat â€žamylosequot; en â€žamylopektinequot; zich in het aard-appelmeel bevinden in de verhouding 2 : I of in procenten 66,6 %â€”33,3 %. Baker en Hulton (1929) oefenen kritiek uit op deze mee-ning naar aanleiding van hun proeven met ongekiemde haver,welke 96 % maltose vormde. Niet een van deze onderzoekers echteris bekend met Wijsman en heeft geweten, dat het gebruik van onge-kiemde granen volstrekt geen waarborg is voor het werken met eenenkelvoudig enzym. Niet zonder reden is Wijsman van gepareldegerst uitgegaan! Een derde onderzoeker, die van de tegensteUing gerstamylase:moutamylase uitgaat, is Sjoeberg i). Ook hij vindt, dat oplosbaarzetmeel door amylase uit ong?¨kiemde gerst voor 59â€”61 % inmaltose wordt

omgezet Dat dit werkelijk een afbraak-grens is engeen evenwicht, toont hij aan, door tijdens de omzetting te dialy-seeren. Daardoor wordt de maltose verwijderd, de vloeistof binnende membraan geeft na afloop van de omzetting echter nog eenzuiver blauwe jodiumreactie. â€žDie Enzyml??sung verh?¤lt sich alsoâ€žnicht wie diejenige, welche man gew??hnlich durch Extraktion vonâ€žMalz bekommt, sondern sie scheint einen Teil der enzymatischenâ€žT?¤tigkeit nicht zu habenquot;. Sjoeberg en Eriksson vinden dan,dat er twee enzymen moeten worden onderscheiden, waarvan heteene maltose vormt, terwijl het andere de jodiumreactie doet ver-dwijnen. Er is echter niet alleen verschil in ,,zetmeelsplitsendequot; en,,suikervormendequot; werking, maar ook de afkomst der praeparatendoet er toe. Zij hebben ook gewerkt met ,,amylosequot; en ,,amylopek-tinequot;, dat zij bereiden volgens Gatin-Gruszewska en vinden,in tegenstelling met Ling en Nanji, dat â€žamylosequot; niet volledigwordt omgezet door gerstamylase. Eenig

wezenlijk verschil tusschende beide ,,componentenquot; van het zetmeel vinden zij ook niet. Wij komen in het hoofdstuk over zetmeel en glycogeen op deze 1)nbsp;K. Sj??BERG, H. 131, IIC (1923); K. Sj??berg und E. Eriksson,H. 139,118 (1924). (H = Hoppe-Seyler\'s Zeitschr. f. Physiol. Chemie). 2)nbsp;Z. Gatin-Gruszewska, C. r. Ac. Sc. 146, 540 (1908).



??? onderzoekingen terug en zullen daar zien, dat door verschillendeonderzoekers onder â€žamylopektinequot; zeer verschillende stoffen ziinverstaan. Keeren wij nu weer tot de oudere publicaties terug, dan vindenwij allereerst een mededeeling van Fraenkel en Hamburg i) welkevermeldmg verdient. Het schijnt hen namelijk gelukt te zijn biidialyseeren van een oplossing van moutamylase tegen steriel watereen scheidmg te krijgen tusschen de beide enzymen In het watergaat m hoofdzaak de â€žversuikerendequot; werking, terwijl de â€žzetmeel-oplossende bhmen de membraan blijft. Het suikervormend enzym(de â€žmal ase ) vertoont dus ook blijkens deze proeven de grootstebeweeglijkheid of de geringste neiging om geadsorbeerd te worden Chrzaszcz 2) heeft de beide werkingen gescheiden door gefrac-tioneerde praepicitatie van moutextract met ammoniumsulfaatIn de eerste fractie gaat meer de â€žzetmeeloplossendequot; werking, inde middelste en hoogste meer de â€žsuikervormendequot;. Dit komt dusvolkomen overeen met wat door Wijsman gevonden is bij de

ge-fractioneerde praecipitatie met alcohol, Sherman en Schlesinger die zeer actieve praeparaten heb-ben gemaakt door praecipitatie van gedialyseerd moutextract metalcohol of aceton, onderscheiden twee werkingen of â€žkrachtenquot; inde amylase, de â€žzetmeeloplossendequot; (amyloclastic power) en deâ€žsuikervormendequot; (saccharogenic power) en schrijven die toe aan deaanwezigheid van twee enzymen, waarvan het eene het zetmeelafbreken zou tot dextrine, het andere de dextrine tot maltose. Eenopvatting dus, welke met die der Fransche onderzoekers (Potte-vin), niet met Wijsman, in overeenstemming is. De werking vanhet â€žzetmeeloplossendquot; enzym wordt gemeten met de jodium-methode, waarbij wordt nagegaan, hoeveel enzym in 30 min. bij40Â° C. de jodiumreactie geheel doet verdwijnen; die van het â€žsuiker-vormendquot; enzym door bepaling van het reduceerend vermogen vanhet reactiemengsel, 30 min. na het begin van de reactie. Zij komentot de conclusie, dat er geen quantitatief verband is tusschen de 1)nbsp;S. Fraenkel und M.

Hamburg, Beitr. Chem. Physiol u Path 8389 (1906).nbsp;^ â€? ^ â€? 2)nbsp;T. Chrzaszcz, Woch. f. Br. 28, 510 (1911). 3)nbsp;H. C. Sherman and M. D. Schlesinger, J. Am. Chem Soc 35 1617 1784, (1913).nbsp;â€? . , /,



??? zetmeelsplitsing en de suikervorming; het verdwijnen van dejodiumreactie is geen maat voor de hydrolyse van het zetmeel(amylum solubile volgens Lintner). Hierbij kan worden opgemerkt, dat het resultaat van dit onder-zoek schijnbaar in overeenstemming is met de theorie. Het is latergebleken, dat beide enzymen suiker vormen (zooals Wijsmantrouwens al vermeldt), terwijl echter slechts bij de werking van het?Š?Šne de jodiumreactie verdwijnt. Het spreekt wel vanzelf, dat mendeze verschijnselen niet kan onderscheiden, zoolang men met eenmengsel der beide enzymen werkt. Eenige latere onderzoekingenvan Sherman zullen elders besproken worden. De opleving der enzymchemie na 1920 onder invloed van dedoor Willstaetter i) ingevoerde methode der selectieve ad-sorptie, doet zich ook gelden op het gebied der moutamylase. Ditenzym schijnt zich echter voor de genoemde methode slecht teleenen, de meeste onderzoekers werken met, al dan niet door dialysegezuiverd, moutextract. Hizume 2) doet vergelijkende

proeven tusschen de â€žoplossendequot;werking op zetmeelstijfselpap en de â€žsuikervormingquot; van mout-extract (zonder verdere zuivering). Hij acht het resultaat vanFraenkel en Hamburg niet juist, omdat zij slechts een gedeel-telijke scheiding tusschen de beide werkingen konden verkrijgen.Bij activeerings-proeven met verschillende zouten vindt hij eenvolledig parallehsme tusschen de â€žsuikervormendequot; en de â€žzet-meeloplossendequot; kracht. Wij komen dan tot een publicatie van Syniewski de eenige,die meer dan een oppervlakkige beschouwing wijdt aan het werkvan Wijsman. De meeste onderzoekers nemen aan, dat er naasteen zetmeeloplossend-dextrinevormend enzym een dextrineafbre-kend-suikervormend bestaat. Dit is geen ware twee-amylasen-theorie, want alleen het eerstgenoemde enzym zou met recht eenamylase mogen heeten. Een ware twee-amylasen-theorie vinden webij Wijsman. Wijsman had echter weinig succes door zwakke be- 1)nbsp;R. willst?¤tter, Ber. Chem. Ges. 55, 3G01 (1922), zie

ook M. Grass-mann, Neue Methoden und Ergebnisse der Enzymforschung, M??nchen(1928). , 2)nbsp;K. Hizume, Bloch. Zts. 146, 52 (1924). 3)nbsp;V. Syniewski, Biochem. Zts, 158, 87; 162, 228 (1925).



??? wysvoenng en door de onwaarschijnlijkheid van zijn reactieschema.Syn ewski neemt met Wijsman aan. dat er twee enzymen zijn,die allebei maltose vormen. Het enzym uit de ongekiemde gers billeen ^^ \'nbsp;dâ„? op amylum solLle bhjft een met-reduceerend â€žgrensdextrinequot; over. dat zich met jodinm blauw kleurt. Eerst door het mouten ontstaat â€ž^-diastaS\' deze IS te krijgen door verhitting van moutextract op 60-/oÂ° en mrera:^ ~nbsp;^^^ -t gerst- In Wij hebben reeds vermeld, dat het onjuist is, een niet reducee-rend product een dextrine te noemen. Verder is het wel ITwaardig, dat Synikwski niets meedeelt omtrent een herhal n^vande ^eproeven, die toch de kern van Wijsman\'s onderzoek u?•tmaken en dat hij zonder nadere contr?´le aanneemt, dat onge-kiemde (met geparelde) gerst een volkomen enkelvoudig enzvm-praeparaat oplevert. Bovendien vermeldt hij bij zijn activiteits-bepahngen niets omtrent den zuurgraad, waarbij zij geschieddenHeel veel wijzer worden we dus niet door Syniewski Hetzelfde kan niet gezegd\' worden van het werk van Ohlsson

i)dat als een der belangrijkste onderzoekingen van den laatsten tijd ZlZlm^^^^^^nbsp;â„? ^^^nbsp;van Boni. guELOT (1887), heeft hij het gedrag van moutextract bij verschil-ende temperaturen en zuurgraden aan een zeer nauwkeurironde .zoek onderworpen. De activiteit van het dextrinevormende enzymdoor hem dextrmogeen-amylasequot; genoemd, werd bepaald met d^jodmmmethode van Wohlgemuth 2), die van het suiLrvormendeenzym, de , saccharogeen-amylasequot;, met de methode der quantita-tieve suikerbepahng volgens Bang 3). De enzymen vertogen eenoodanig verschillende gevoeligheid voor verhooging van te \' e r T -gehjk^s^rengtTn daarnaâ„?^^^^^^^nbsp;PH 3,3 en voegt men Cl pnospnaat toe tot pH 6,0, dan is nog 70â€”80 0/ vanlt;ie oorspronkelijke â€žsuikervormingquot; over, tegen slelts I-sTvan de â€ždextrmevormingquot;. Verhit men daarentegen het extract 1)nbsp;Enm Ohlsson. C. r du Lab. Carlsberg, Vol. 16, Nr. 7 p 1 (1926) 2)nbsp;J. Wohlgemuth, Biochem, Zts. 9, 1 (1908)nbsp;quot; P- ^ 3)nbsp;I. Bang, Biochem. Zts, 32, 417 (1911).



??? gedurende 15 min. op 70Â° C. dan is van de â€ždextrineerendequot; werkingnog 75 % over, terwijl de â€žsuikervormingquot; zeer gering geworden is.Geheel verdwijnen doet zij echter niet, ook niet bij voortgezetteverhitting. Van deze beide praeparaten heeft Ohlsson vervolgensde pH-kromme bepaald. De werking van de â€žsaccharogeenamylasequot;is optimaal bij ca. pH 4,9 met een langzame daling naar de alka-lische zijde, de â€ždextrinogeen-amylasequot; vertoont haar hoogstewerking bij pH 5,75 met een veel steiler verloop van de kromme.. Hier hebben wij dus een nieuw en zeer belangrijk argument voor detwee-enzymen-theorie. Bovendien blijkt uit dit onderzoek, datbeide enzymen rechtstreeks op het zetmeel vermogen te werken endat ook de â€ždextrinogeen-amylasequot; in staat is suiker te vormen, zijhet in geringere hoeveelheid dan de â€žsaccharogeen-amylasequot;. Tochzijn er nog wel eenige bezwaren tegen het werk in te brengen. Omte beginnen wijkt de â€žsaccharogeen-amylasequot; hierin af van

deâ€žmaltasequot; van \\vijsman, dat zij op den duur de jodiumreactie doetverdwijnen; welHcht is zij dus niet geheel enkelvoudig. Verder kan ,het feit, dat gewerkt werd met ongedialyseerd moutextract, dataltijd een meer of minder groote hoeveelheid suikers bevat, op hetgedrag der enzymen van invloed zijn geweest. Wel heeft Ohlssontelkens blanco-bepalingen gedaan, maar de reeds bij voorbaat aan-wezige maltose in het reactiemengsel zal stellig remmend gewerkthebben op de suiker vorming, wat vooral bij de â€ždextrinogeen-amylasequot; van beteekenis kan zijn geweest Een tegenstander van de twee-enzymen-theorie vinden we inNishimura 2). Terwijl,Ohlsson met oplosbaar zetmeel werkte, doetNishimura zijn proeven met gewoon aardappelmeel en bepaalt het,.oplossendquot; vermogen van zijn amylase-praeparaat (moutextract)door meting van de viscositeit. Bij verwarming van het enzymneemt de â€žversuikeringquot; sneller af dan de â€žoplossingquot;, de beidewerkingen zijn echter niet te splitsen. Verschuift men den

zuur-graad, waarbij de reactie verloopt, van pH 6,0 naar pH 3,0 danwordt daarentegen de â€žoplossendequot; kracht sterk geremd, de â€žsui-kervormendequot; weinig. Zooals men ziet dezelfde feiten, die Ohlssongeconstateerd heeft. Dat de beide â€žwerkingenquot; niet te splitsen zijn, 1)nbsp;Zie voor verdere beschouwingen over dit werk Hoofdstuk III. 2)nbsp;S. Nishimura, Biochem, Zts, 200, 81 (1928).



??? ligt in den aard van het â€žoplossendquot; enzym, dat ^...Â?sversmkerend werkt. Nishimura komt tot de slotsom, dat er niet twee enzymenzi^ maar ?Š?Šn, met een â€žactivatorquot;. De â€žactivatorquot; wordt bijpH 3 ge??nactiveerd, bij pH 7,4 is hij weer actief. Bij 70Â° wordt heteigenlijke enzym sterk beschadigd, de.â€žactivatorquot; blijft intact dat een dusgenaamde stof op ztchze f geen enzymatische werking uitoefent. Nemen wii ditin acht, dan komt de voorstelling van Nishimura op hetzelfde neerals die van Ohlsson. Een andere en zeer heftige tegenstander van de twee-enzymen-theor IS SABAUTSCHKA^). Ook hij werkt met moutextrJcT endrukt zoowel de â€ždextrineerendequot; werking als de â€žversuikerendequot;. mt in den vorm van reactiesnelheidskonstanten k. en kd, waartoenij met alleen let op het verdwijnen-van de jodiumreactie maarook op een aantal tusschentinten, die hij reproduceert met behulpvan orgamsche kleurstoffen. Het quotient kz: kd vindt hij nagenoeggehjk aan 1. Na adsorptie van de amylase aan kaoline bij pH 4 4en elutie bij pH 7,6 is de

werkzaamheid 15-17 maal zoo groot alsdie van het oorspronkelijke moutextract, zonder dat het quotientk^ : kd veranderd is. Dit pleit dus volgens Sabalitschka voor deeenheid der beide werkingen. Een voorbehandehng van het extractfnbsp;\' ^^^ quotient evenmin veranderen. Alleen in â€žgeheel bizondere gevallenquot; is de k van de monomoleculaire reactiemet konstant en krijgt ook het quotient een hoogere waarde (tot1180 toe). Dit gebeurt bij moutextracten, die aan een zuurgraadhooger dan pH 4,0 blootgesteld waren, bij door ouderdom ver-^urde praeparaten en bij versehe extracten van ongekiemde gerstHier wordt slechts 60 van de theoretische mogelijke hoeVeelheidmaltose gevormd, terwijl de jodiumreactie pas tegen\' het eind dersuikervormmg een kleuromslag vertoont. Het â€ždextrineeringsver-mogen is hier volgens S. echter slechts schijnbaar sterker vermin-derd, dan de suikervorming. â€žSolange die Verzuckerungskinetik denvon uns a s â€žnormalquot; angenommenen Typ zeigt, liegt auch derâ€žQuotient kz: kd stets nahe am 1quot;. Het zal duidelijk zijn,

dat de redeneering van Sabalitschkaberust op een willekeurig gebruik van het begrip â€žnormaalquot;. Voor 1) Th. Sabalitschka, Biochem. Zts, 207, 476; 215, 267; 211, 229 (1929).



??? het overige zijn ook hier de meeste feiten weer dezelfde als diedoor andere onderzoekers geconstateerd werden. Wat de adsorptie-proeven betreft, deze zouden onder veel meer gevarieerde omstan-digheden uiJ;gevoerd moeten zijn, om iets te kunnen bewijzen. Wij komen nu tot de bespreking van enkele publicaties, die welniet rechtstreeks betrekking hebben op het twee-enzj^men-pro-bleem, maar die daarmee toch in nauw verband zijn gebleken testaan. De oudste betreft een onderzoek van Mlle. Philoche i)waaruit wij alleen dat deel zullen lichten, dat voor ons van belang, is. Mlle. Philoche vergelijkt de hydrolyse van oplosbaar zetmeelen glycogeen door moutamylase en pankreas-amylase. Een be-paalde hoeveelheid moutamylase geeft met glycogeen een veel ge-ringer maltose-vorming, dan met een zelfde hoeveelheid zetmeelonder gelijke omstandigheden. Om gelijke hoeveelheden maltose tekrijgen, was met glycogeen 20â€”100 maal zooveel amylase noodig,als met zetmeel. Bij pankreas-amylase doet zich dit verschil

nietvoor. Beide enzymen werken in nagenoeg dezelfde mate op zet-meel, met glycogeen daarentegen vertoont pankreas-sap een veelsterkere werking dan moutextract. De schrijfster geeft in de vol-gende bewoordingen een mogelijke verklaring van dit verschijnsel:â€žCe r?Šsultat est int?Šressant puisqu\'il d?Šmontre l\'existance d\'uneâ€žadaptation de l\'amylase animale vis-? -vis du glycog?¨ne, produitâ€žqu\'elle hydrolyse habituellement, tandis que l\'amylase v?Šg?Štaleâ€ždu malt, ne rencontrant jamais de glycog?¨ne au cours de la vieâ€žde la plante, n\'est pas adapt?Še ?  l\'hydrolyserquot;. ,,Nous semblons donc retrouver dans les amylases elles-m??mes uneâ€žsorte de sp?Šcificit?Šquot; (curs. van mij). Deze veronderstelling van een verschillende specificiteit vanmoutamylase en pankreas-amylase op grond van de verschillendestoffen, welke zij hydrolyseeren, vindt nu een merkwaardige beves-tiging in een onderzoek van Richard Kuhn 2) betreffende de ver-schillende producten, die door de genoemde enzymen gevormd

wor^den bij de hydrolyse van oplosbaar zetmeel. Uitgaande van eenontdekking van Brown en Morris bestudeert I^uhn de rotatie 1)nbsp;Ch. Philoche, Journ. de Chim. Phys. 6, 355, 394 (1908). 2)nbsp;Richard Kuhn, Ber. Chem. Ges. 57, 1965 (1924); A. 443, 1 (1925). 3)nbsp;H. T.\' Brown and G. H. Morris, J. Chem. Soc. London, 67, 309 (1895).



??? van de bij de reactie gevo^nde maltose. Maltose bestaat, evenalsde monosacchariden in tw^^rmen, die een verschillend draaiings-vermogen bezitten, a-ma%gt;^ en ^-maltose, die in oplossing inelkaar overgaan tot een evenwichtstoestand bereikt is. Kuhn laatnu verschillende amylasen bij matige temperatuur (20Â° C) snelreageeren met een zeer heldere, door electro-dialyse gezuiverdezetmeeloplossing en bepaalt dan de verandering van het draaiingsvermogen van het reactieproduct, voor en na de toevoeging vaneen weinig Na-carbonaat. Door alkah wordt de omzetting der beidemaltose-vormen in elkaar n.1. zeer versneld. ffij vindt dan, dat pankreas-amylase en â€žTakadiastasequot; (Asper-gillus-amylase) een maltose vormen, waarvan het draaiingsver-mogen daalt na toevoeging van alkali, terwijl het product van demoutamylase (gedialyseerd moutextract) een stijging vertoont. Dezeverschijnselen kunnen verklaard worden, door aan te nemen, datbij de werking van pankreas-amylase en Aspergillus-amylase ineerste instantie a-maltose ontstaat, welke dan onder den

invloedvan alkaH overgaat in a-^-maltose, terwijl moutamylase tot hetontstaan van ^-maltose aanleiding geeft, dat dan eveneens in??-^-maltose overgaat. Op grond hiervan onderscheidt Kuhn a-amy-lasen en ^-amylasen. Het blijkt dus, dat pankreas-amylase enmoutamylase ook wat hun reactie-producten betreft, een verschil-lende specificiteit bezitten. Bovendien gedragen zij zich nog in eenander opzicht verschillend. Bij de werking van moutamylase opoplosbaar zetmeel is de jodiumreactie nog blauw, wanneer reeds60 % maltose gevormd is, bij 80 % is zij onder omstandigheden nogbruin. Daarentegen verdwijnt met pankreasamylase de jodium-reactie al bij 30â€”35 % maltose. Dit verschil kan volgens Kuhnmet verklaard worden door een depolymeriseerend (amyloclastisch)enzym naast een versuikerend aan te nemen; het onderscheid ligtin een verschillend verloop der beide hydrolysen. Wij zullen nog wel inde gelegenheid zijn op het werk van Kuhn en Philoche terug tekomen. Hier zij tenslotte nog iets vermeld omtrent het jongsteonderzoek van Ohlsson i), dat bij Kuhn

aansluit. Nadat Ohlsson heeft opgemerkt, dat het gedrag van de dex-trinogeen-amylasequot; zeer veel gelijkt op dat van pankreas- en Asper- 1) Erik ?–HLssoN, H. 189, 17 (1930).



??? gillus-amylase, gaat hij de mutarotatie van de reactieproducten derbeide moutamylasen aan een nauwkeurig onderzoek onderwerpen.Het bhjkt, dat de â€ždextrinogeen-amylasequot; een neerwaarts rotee-rende maltose vormt, dus tot de a-amylasen behoort; terwijl de,,saccharogeen-amylasequot;, blijkens de opwaartsche mutarotatie vande door haar gevormde maltose, tot de /S-amylasen gerekend wordenmoet. Daarmee is dus de verschillende specificiteit der heide moutamy-lasen aangetoond. Het is mij gelukt langs een anderen weg een bevestiging van ditresultaat te verkrijgen en ook het verband te vinden tusschen deuitkomsten van KuHN en Ohlsson eenerzijds en die van Philocheanderzijds. Beschouwen wij nu de hier besproken publicaties in het lichtvan het werk van Wijsman, dan zien wij dat dit, juist door zijnveelomvattendheid, in staat is een verband te leggen, dat aan alleonderzoekers ontgaan is, n.1. dat tusschen de amylase uit onge-kiemde gerst en het zgn. ,,suikervormendequot; bestanddeel der moutamy-lase.

Het zal duidelijk zijn, dat de â€žtranslocatie-diastasequot; vanBrown en Morris, de â€žgerstamylasequot; van Baker, Ling en Sjoe-berg en de ,,saccharogeen-amylasequot; van Ohlsson in hoofdzaakidentiek zijn met de â€žmaltasequot; van Wijsman. Hetzelfde geldt voorde â€žsecretie-diastasequot;, de â€ždextrinogeen-amylasequot;, het ,.zetmeel-oplossend enzymquot; en de â€ždextrinasequot;. Het probleem der moutamylase verliest daarmee reeds een goeddeel van zijn gecompliceerdheid. 3 â€” Ons onderzoek nu had in de eerste plaats tot doel, de be-langrijkste diffusie-proeven van Wijsman te herhalen en op grondvan zijn voorschriften droge praeparaten van de beide amylasente vervaardigen. Met deze praeparaten konden dan de resultatenvan Ohlsson aan een controle worden onderworpen. Bovendienwas het noodzakelijk, de enkelvoudigheid der praeparaten op eenmeer overtuigende wijze, dan door Ohlsson gedaan was, aan tetoonen, wat vooral bereikt zou kunnen worden door beide enzymenvolgens de zelfde

methode, die der quantitatieve maltosebepaling,te bestudeeren. Een bizondere moeilijkheid bij het onderzoek der amylasen wordtopgeleverd door de substraten, zetmeel en glycogeen. Deels omdat



??? deze stoffen in water slechts een kolloide oplossing geven, eenoplossing dus, waarvan de eigenschappen niet alleen door de con-centratie worden bepaald en deels ook door onze onvolkomenkennis van hun chemische structuur. Door de meeste zetmeelchemici wordt aangenomen, dat het zet-meel uit twee componenten bestaat, ,,amylosequot; en ,,amylopektinequot;.Omtrent de vraag of wij hier te maken hebben met verschillendekolloide toestanden â€” sol en gel â€”, dan wel met stoffen van ver-schillende chemische structuur, loopen de meeningen uiteen. Naastdeze componenten of vermeende componenten wordt veel gebruikgemaakt van zgn. â€žoplosbaar zetmeelquot;, meestal bereid volgensLintner i). Op grond van overwegingen, die in het laatste hoofd-stuk gegeven zullen worden, besloot ik enkel ,,oplosbaar zetmeelquot; gebruiken. Het is gebleken, dat zoowel van de diffusieproeven van Wijsman,als van de resultaten van Ohlsson een goede bevestiging verkregenkon worden en dat de volgens Wijsman bereide

praeparaten alsvolkomen enkelvoudig mochten worden beschouwd. Het verloopvan de werking der beide amylasen bracht mij verder tot de over-tuiging, dat zich in de zetmeeloplossing twee componenten van ver-schillende chemische structuur moesten bevinden, een conclusie die,in verband gebracht met de onderzoekingen van Kuhn en Phi-loche tot enkele proeven met glycogeen als substraat leidden,waaruit volgde, dat een van de beide zetmeelcomponenten waar-schijnlijk identiek is met glycogeen. Een en ander maakte het ge-wenscht om aan de beschrijving van de proeven, zooals die gegevenzal worden in de hoofdstukken II t/m VI, een korte beschouwingover den huidigen stand van het zetmeelonderzoek toe te voegen. 1) 1. c. pag. 25.



??? II BEREIDING DER AMYLASE EN ZETMEEL-PRAEPARATEN 1 â€” Nomenclatuur der heide enzymen De willekeur die er een tijd geheerscht heeft bij de naamgevingder enzymen, heeft tengevolge gehad, dat voor verscheidene en-zymen meer dan een naam in omloop is of geweest is. Tegenwoordig â€?huldigt men den regel, dat men het enzym noemt naar zijn sub- \'straat, dwz. naar de stof, wier omzetting hij katalyseert, gevolgddoor den uitgang \'ase. De enzymen, die de hydrolyse van het zet-meel katalyseeren, of meer precies van het amylum, dat zich in dezetmeelpraeparaten bevindt heeten dus amylasen. Een ouderebenaming is diastase. In het fransch verstaat men onder â€ždiastasesquot;ook andere dan zetmeelsplitsende enzymen. Wij zullen ons aan demoderne terminologie houden. De door Wijsman voor de beide componenten der moutamylasegebruikte namen â€žmaltasequot; en â€ždextrinasequot; hebben betrekking opde bij de reactie gevormde producten. Het enzym, dat de hydrolysevan maltose tot

glucose katalyseert, heette toen ,,glucasequot;, laterwerd dit echter eveneens ,,maltasequot; genoemd, wat tot misverstandaanleiding geven kon, te meer, daar moutextract ook â€žmaltasequot; inden hedendaagschen zin des woords bevat. Een voorstel vanWent 2), om dit enzym ,,malto-glucasequot; te noemen heeft geeningang gevonden. Ohlsson tracht aan de moeilijkheden tegemoet 1)nbsp;Dit voorbehoud is noodzakelijk, daar verscheidene zetmeelsoortennog een ander polysaccharide schijnen te bevatten, hemicellulose, dat alleendoor een bizonder enzym, de hemicellulase wordt aangetast. Aardappelmeelbevat geen hemicellulose. 2)nbsp;F. A. F. C. Went, Jahrb. wiss. Bot. 36, 618 (1901). 3)nbsp;1. c. pag. 13.



??? te komen door te spreken van â€žsaccharogeen-amylasequot; en â€ždextri-nogeen-amylasequot;. Deze namen hebben, buiten hun lengte, het be-zwaar dat zij het gedrag der beide enzymen niet juist weergeven.\'De dextnnogeen-amylasequot; dankt haar naam daaraan, dat zij.aanleidmg geeft tot een snelle verdwijning van de jodiumreactiegepaard gaande met een geringe suikervorming. Het is echter ge-bleken m den loop van ons onderzoek, dat dit enzym, wanneer Ltmaar m voldoende hoeveelheid aanwezig is,aanleiLg tot een zesnelle en aanzienlijke suikervorming geven kan, wafrbij een Tercentage aan rnaltose kan worden verkregen, dat met de , siccharogeen-amylasequot; met te bereiken is. Het zou dus. evengoed deTnaamâ€žsuikervormend-enzymquot; verdienen. stehln\'nbsp;^^ gelegenheid stelt een eenvoudige en doeltreffende benaming voor de beide com-ponenten m te voeren. Wanneer, zooals uit het jongste werk vanuhlsson^en ook uit ons onderzoek blijkt, de eene component totde a-amylasen, de andere tot

de /5-amylasen gerekend moet wordendan hgt het voor de hand van a-moutamylase en ?Ÿ-moutamylase t?Šspreken, waarbij dan de a-moutamylase overeenkomt met deâ€ždextrinase de i^-moutamylase met de â€žmaltasequot; van WijsmanIn het vervolg zullen deze namen steeds worden gebruikt. 2 - Bereiding van a-moutamylase en a-?Ÿ-moutamylase Wijsman heeft de beide enzymen in den vorm van droge prae-paraten m handen gehad. Door nagenoeg alle onderzoekers na Lmmet uitzondering van Sherman, is met extracten gewerkt Ex-tracten bieden het voordeel van snel en gemakkelijk te bereiden te zijn, zij dienen echter, ter verwijdering van minerale bestanddeelen en reduceerende suikers gedialyseerd te worden, waarbij dikwijlseen deel van het enzym verloren gchijnt te gaan. Droge praeparatenzijn langer houdbaar,gt;at een groot voordeel is, daar verschillendeextracten, ook wanneer zij oogenschijnlijk op dezelfde wijze bereidworden, nooit in alle opzichten met elkaar overeenkomen Eendroog praeparaat

vergemakkelijkt ook de doseering van het enzymdaar een extract wel verdund, maar niet op een eenvoudige wijzegeconcentreerd kan worden. 1)nbsp;1. c. pag. 16. 2)nbsp;Zie Hoofdstuk IV.



??? In het geheel werden drie praeparaten gemaakt en wel een vana-moutamylase, een van ^-moutamylase en een van a-?Ÿ-mont-amylase, het natuurlijke mengsel der beide enzymen. Voor de bereiding van a-moutamylase en a-^-moutamylase werduitgegaan van zgn. â€žhelles Malzquot;, afkomstig van de N.V. Export-mouterij â€žNederlandquot; te Wageningen. Door Wijsman was hetmoutextract met alcohol in vijf fracties neergeslagen, waarvanechter alleen de eerste en de laatste voor de proeven werden ge-bruikt. Ik besloot daarom, de amylase in twee fracties neer te slaan,een tot 60 % alcohol en een van 60â€”80 %. De extractie van hetmoutmeel en de droging der praeparaten geschiedden volgensSherman en Schlesinger i). Het mout werd in een handmolen zoo fijn mogelijk gemalen enbij porties van 500 gram verwerkt. Deze werden gedurende 2â€”3uur bij 10â€”15Â° C. en onder voortdurend krachtig roeren ge??xtra-heerd met L. water, dat per L. J gr. KH^PO^ bevatte. Na afloopwerd de massa door een kaasdoek

geperst en de zeer troebele vloei-stof aan de waterstraal-luchtpomp gefiltreerd door gehard filtreer-papier (Schleicher en Sch??ll Nr. 575, dat bij alle hier beschrevenfiltraties gebruikt werd). Om een volkomen heldere vloeistof tekrijgen was het noodig, tweemaal te filtreeren, de tweede maaldoor een filter, dat met een zeer dun laagje talcum bedekt was. Bij de verkregen vloeistof werd nu gekoelde aethylalcohol van96 % gevoegd, tot de concentratie van het mengsel 60 % bedroeg,Dit geschiedde in hooge cylindrische maatglazen van 1 L. Na ver-loop van eenige uren had het ontstane neerslag zich onder in hetmaatglas opgehoopt, waarna de bovenstaande vloeistof voorzichtigafgeheveld werd. De rest werd aan de waterstraalluchtpomp ge-filtreerd en wel door een groote B??chner-trechter, aangezien kleinefilters spoedig geheel verstopt raakten. Bovendien bleek het ge-wenscht om niet de volle zuigkracht van de pomp te gebruiken.Zoodra de vloeistof door het filter heengezogen was, werd dit methet daarop klevende neerslag uit den

trechter verwijderd, het neer-slag met een spateltje van het filtreerpapier afgelicht, op een glazenschaaltje gebracht en dadelijk gedroogd in een vacuum-exsiccatorboven geconcentreerd zwavelzuur. Laat men het op het filter 1) 1. c. pag. 11.



??? drogen, dan hecht het zich daarop zoo vast, dat het er niet meervan te verwijderen is zonder meenemen van papiervezels. Denvolgenden dag konden de hoornachtig uitziende stukjes in eenmortier gepoederd worden. De opbrengsten der verschillende por-les werden tenslotte samengevoegd en goed gemengd. Deze Ltefrac??e, waarvan ca. 12 gr. verkregen werd uit 4 KG mo^t^^vertoonde bij diffusie in zetmeelhoudende gelatine slechts een zeersmalle ring Zij diende daarom voor de bereiding van aZ^t amylase Dit geschiedde als volgt: het poeder werd\'n met water aangewreven om het te bevochtigen vervol Jn. \'nkolf ^et 300 ccm. gedest. water van ca. 60Â° g^b??lb ^g ng daar^j niet meer in oplossing. Zonder dat gefiltreerd was^weTdnu de kolf m een op 70Â° gehouden waterbad geplaatst en nadat de inhoud, onder voortdurend omroeren, op temperatuur gekomen was, wat ongeveer 8 min. duurde, nog 15 min. daarin gelaten ver-volgens snel afgekoeld, gefiltreerd en uit het filtraat de a-mout-amylase op de beschreven wijze

met alcohol tot 60 % neergeslagengefiltreerd en gedroogd. Opbrengst: 2 gr. van een licht bruin ge-kleurd poeder, dat een volkomen kleurloos diffusieveld geeft en biioplossing in water slechts een geringe rest achterlaat Bij het filtraat van de eerste fractie werd opnieuw alcohol ge-voegd tot een concentratie van 80 o/^. Het daarbij gevormde neer-slag zette zich spoediger af en was ook gemakkelijker te filtreerendan dat van de eerste fractie. De behandeling geschiedde overigensop geheel dezelfde wijze. De opbrengst bedroeg ca. 20 gr Terverdere zuivering werd deze tweede fractie nog eens opgelost ingedest. water en met alcohol neergeslagen. Een deel der begeleidendeeiwitten ging niet meer in oplossing, nadat hiervan was afgefil-treerd, werd gekoelde alcohol van 96 % toegevoegd, eerst tot 60 %,waarbij geen noemenswaardige uitvlokking optrad en vervolgenstot 80 %. Daarbij deed zich het verschijnsel voor, dat de amylaseaanvankelijk in het geheel niet wilde uitvlokken, wel ontstond eensterke opalescentie. Na toevoegen van

een weinig KHoPO^ tradspoedig uitvlokking op. Klaarblijkelijk werd de oplossing door hetphosphaat bij het iso-electrisch punt van het aanwezige eiwit ge-bracht, waardoor ontlading optrad van het reeds door den alcoholgedehydrateerde sol. i). Het neerslag werd op de beschreven wijze1) Zie H. R. Kruyt, Colloids, New-York (1927), pag. 197-\'8.



??? gefiltreerd en gedroogd. Bij de diffusie in zetmeelhondende gelatinevertoont de tweede fractie een breeden paarsen ring, zooals infig. la afgebeeld is. Het oorspronkelijke moutextract geeft onderdezelfde omstandigheden een veel smalleren ring, zoodat, in over-eenstemming met Wijsman, een gedeeltelijke scheiding der beideenzymen heeft plaatsgevonden. De tweede fractie diende alspraeparaat van a-^-moutamylase. Het stelt een roomkleurig poedervoor, dat in water restloos oplost. De opbrengst, na.de tweedepraecipitatie, bedroeg 5,5 gr. 3 â€” Bereiding van ^-moutamylase Voor de bereiding van een droog praeparaat van /S-moutamylasewerd uitgegaan van parelgort uit den kleinhandel. Een drietalmonsters werd gemalen, met water ge??xtraheerd en een druppelvan elk der extracten op een zetmeel-gelatineplaat gebracht.Tweemonsters vertoonden nog een duidelijk kleurloos veld met een zeerbreeden ring, bij het derde monster was het kleurlooze veld slechtsuiterst klein. Van het laatste werden daarom 3 KG.

aangeschaften gesorteerd, dwz. alle vreemde bestanddeelen en slecht gepeldekorrels werden eruit verwijderd. De rest werd gemalen en mettweemaal zijn gewicht aan alcohol van 50 % gedurende 2 uur ondervoortdurend roeren ge??xtraheerd. Uit het gefiltreerde extract werdde amylase neergeslagen met alcohol tot 80 %, het neerslag gefil-treerd en gedroogd. Vervolgens werd het opnieuw opgelost in alco-hol van 50 %,â€? van het niet in oplossing gegane deel afgefiltreerd enuit het filtraat op de beschreven wijze het droge praeparaat ver-vaardigd. Ook hier bleek bij de tweede praecipitatie toevoegingvan een weinig zuur K-phosphaat noodzakelijk voor de uitvlok-king. Het was daardoor niet te vermijden dat dit praeparaatevenals trouwens dat van a-^S-moutamylase een weinig van ditzout bevatte. De /3-moutamylase vertoont bij diffusie geen spoor meer van eenkleurloos veld. Opbrengst: 5,2 gr. van een nagenoeg wit poeder,dat bij oplossing in water slechts een geringe rest achterlaat. Alle praeparaten werden in een vacuum-

exsiccator tot constantgewicht gedroogd, daarna in kleine fleschjes van bruin glas in eengewonen exsiccator boven geconc. HgSO^ gezet en daarin bewaard.



??? Hun eigenschappen (kleur, reuk, activiteit) zijn in den loop vaneen jaar met merkbaar veranderd. Zij zijn vrij van maltase, watgeconstateerd werd, door ze bij een oplossing van maltose te voegenDe^draaung van het mengsel veranderde niet in verloop van 48 Lr Een enzymoplossing werd op de volgende wijze bereid. Daar depoeders eenigszins vettig zijn, zijn zij moeilijk te bevochtigen enmoeten daarom met water worden aangewreven. De afgewogenhoeveelheid, m een bepaald geval b.v. 100 mgr., werd dus in Snmortier geschud, met weinig gedest. water aangewreven, vervolgdmeer water toegevoegd en gewreven totdat alles, wkt aan denbodem van het mortier en aan den stamper kleefde, was opgelostDe oplossing werd dan gespoeld in een Erlenmey er-kolf je vL bekend gewicht en nog zooveel water toegevoegd tot het gewicht vanden inhoud 100 gr. bedroeg, daarna gefiltreerd. Een dergelijke op-lossing zal in het vervolg als een â€ženzymoplossing Vioooquot; wordenaangeduid. Voor iedere proef, of bij elkaar

behoorende serie vanproeven, werd een versche oplossing gemaakt. De oplossingen wer-den, gedurende den tijd, dat zij niet in gebruik waren, in een koel-kast (5â€”8Â° C.) bewaard, nadat er een weinig thymol aan was toe-gevoegd. 4 â€” Bereiding van oplosbaar zetmeel Bij de meeste proeven werd als substraat oplosbaar zetmeelgebruikt, en wel een praeparaat, dat volgens een eenigszins gemodi-ficeerde methode van Lintner i) uit aardappelmeel van de â€žPhar-maceutische Groothandelquot; te Utrecht bereid werd. Wijsman heeftreeds opgemerkt, dat men een beter oplosbaar product verkrijgt,wanneer men het zetmeel i.p.v. 7 dagen, zooals Lintner voor-schrijft, 10 dagen bij kamertemperatuur met zoutzuur van 7-i-behandelt. Daarbij is het van belang, dat men het zuur om denanderen dag ververscht. Door mij werd ook op deze wijze te werk gegaan; 400 gr. aard-appelmeel werden in een bekerglas met zooveel zuiver zoutzuurvan 7J % overgoten, dat de vloeistof eenige centimeters boven hetbezonken meel kwam te staan.

De kamertemperatuur bedroeg ge-middeld 20Â° C. Om den anderen dag werd nu dit zuur afgeschonken 1) C. J. Lintner, J. f. Prakt. Chem. N. F. 34, 378 (1886).



??? en door versch vervangen, waarbij de massa flink werd doorgeroerd.Het zuur nam de eerste malen een eenigszins gele tint aan, laterbleef het volkomen kleurloos. Na 10 dagen (5x ververschen) werdhet meel, dat nu veel minder â€žpaktequot; dan v????r de behandeling,herhaalde malen met water, daarna eenige malen met aethylalcoholvan 96 % gewasschen, afgefiltreerd, met aether gedroogd en ten-slotte ter definitieve droging gebracht in een vacuum-exsiccatorboven geconc. HgSO^. In het volgende hoofdstuk zal worden be-schreven, hoe het gehalte van dit praeparaat aan zuiver amylumwerd bepaald en op welke wijze de gebruikte oplossingen werdenbereid. Waarop de werking van het zoutzuur berust is niet met zeker-heid bekend. Op grond van later te vermelden ervaringen i) kwamik er toe, nog eenige andere praeparaten te maken, die van heteerste alleen hierin verschilden, dat zij langer met zuur behandeldwerden, n.1. resp. 12 en 14 dagen, met telkens eenmaal meer ver-verschen. Deze praeparaten, welke zeer

heldere oplossingen gaven,vertoonden met /5-moutamylase een grootere reactiesnelheid danhet eerste en werden door dit enzym ook iets verder afgebroken.Toch bezaten alle praeparaten dezelfde, g?Šringe, eigenreductie,zoodat de oplosbaar-makende werking van het zoutzuur niet hetgevolg kan zijn van een steeds verder gaande hydrolyse. Op eenen ander zal in het laatste hoofdstuk worden teruggekomen. 5 â€” Omtrent de uitvoering der diffusieproeven mogen hier tenslotte nog enkele bizonderheden volgen. De benoodigde hoeveelheid gelatine werd met een weinig wateropgesmolten in een warmwaterbad en het zetmeel afzonderlijk inkokend water opgelost. De oplossingen werden dan bij elkaar ge-goten, zooveel water toegevoegd als noodig was en het mengseleven opgekookt. Vervolgens werd het uitgegoten in gesteriliseerdePetri-schalen, zoo, dat de bodem even bedekt was. Op de opper-vlakte van de gestolde plaat werd dan een weinig van het amylase-poeder gebracht, b.v. met behulp van een vochtig glazen staafje.

Aanvankelijk gelukte het mij niet het ring verschijnsel scherp tezien te krijgen. De proeven werden in den zomer uitgevoerd en de 1) Zie pag. 53.



??? kamertemperatuur was steeds boven 20Â° C. Toen een zeer warme fvnbsp;tÂŽ bewaren, bemerkte Ik. dat bij lage temperatuur de randen der diffusie-velden en ringenzeer scherp begrensd verschenen. Denbsp;fractie, v????r de ver- quot; \'\'\'\'nbsp;by temperaturen boven 20 geen nng te constateeren was geweest. Hoe Ljver degelatme, hoe nauwer de capillairen van het trpinbsp;u ^ ^ blijkbaar het verschijnsel uiLu. met zetmed-gelatineplaten, welke slechts 2 % gelatine W,Â?De verschiUende amylase-praeparaten gaven ti^^Z^^Itt,\'dezelfde vage diffusiebeelden te zien als in platen van 8 o/ bifÂ?Â?n het vervolg liet ik de diffnsie daarom steeds in de koeikasJ ver



??? III DE INVLOED DER H-IONEN OP DE REACTIE-SNELHEID DER BEIDE AMYLASEN I â€” Inleiding Aangezien de kromme, die men verkrijgt door de beginsnelheidvan de reactie af te zetten tegen de H-ionen-concentratie in hetreactiemengsel en die hier kortweg de pH-kromme zal worden ge-noemd, tot de meest belangrijke karakteristika van een enzymgerekend moet worden, besloot ik mijn praeparaten in de eeirsteplaats op dit punt te onderzoeken. Een verklaring van het verband, dat er bestaat tusschen reactie-snelheid en pH, heeft Michaelis i) trachten te geven. De theorievan Michaelis, welke in de eerste plaats is opgesteld voor desaccharase (invertine), vindt men in alle handboeken en monogra-fie??n over enzymen uitvoerig behandeld 2); hier moge met het vol-gende worden volstaan. Wanr^er men een ampholyt, dus een electrolyt, die zoowel H als OH vermag af te splitsen, b.v. een aminozuur, in oplossingenvan verschillenden zuurgraad brengt, dan treedt in de meeste ge-vallen dissociatie op, dwz. men heeft in de

oplossing naast onge-sphtste (ongeladen) moleculen negatief geladen moleculen enH-ionen, of wel positief geladen moleculen en OH-ionen. Zet mennu het percentage ongesplitste moleculen af tegen de pH, dan krijgtmen een kromme, die een maximum vertoont bij het iso-electrischpunt van het gebruikte ampholyt. Verschillende ampholyten geveneen verschillend verloop van de kromme, in sommige gevallen is 1)nbsp;L. Michaelis und H. Davidsohn, Biochem. Zts, 35, 386 (1911). 2)nbsp;Zie o.m..H. v. Euler, Chemie der Enzyme (1925), Teil I, pag. 62 enJ. B. S. Haldane, Enzymes (1930), pag. 12.



??? een ^^f quot;Tnbsp;Tnbsp;^^^ken van de kromme een steil verloop, m andere gevallen is er een vlak maximum dwz ov^ een zeker pH-traject vindt nagenoeg geen dissociatie pfa\'ats Bij vele enzymen neemt men nu iets dergelijks waar wanneermen de ^reactiesnelheid tegen de pH afzet. MLAEL^\'kwaTzoodoende toe, een enzym te vergeliiken met P.r, t ,veronderstellen, dat allL de onUdquot;werkzaam kunnen zijn. Dit houdt natuurlijk in dat Lt on ^der enzymatische werking overeen moet kLen m t h tTsoTe^tnsch punt van de enzymoplossing, dat door kataroretV^en bepaald. Voor de gezuiverde Sst-saccharavan Michaeus vrijwel op te gaan, tenminste wat d h^ingTanhet optimum en het verloop van de pH-kromme aan de aSschezijde van het optimum betreft. Aan de zure zijde treden dScomplicaties op. In de meeste gevallen echter komt het iso-ellc-trisch punt met overeen met het punt van optimale activiteit Ditzou dan zoo verklaard moeten worden, dat het hier de negatief ofpo^tief geladen enzymmoleculen zijn, welke

katalytisch werken De theorie heeft later een zekere wijziging ondergaan 2), doordataangenomen wordt dat, zooals reeds door vroegere onderzoekers Tdir; fzich tusschen enzym en substraat een ver!binding vormt en dat het de dissociatie .an verbinding is diehet verloop van de pH-kromme bepaalt.nbsp;s - ^le Van moutamylase is het verloop van de pH-kromme door ver-scheidene onderzoekers uitvoerig bestudeerd. Adler gebruiktedaarbij verschillende bufferstoffen en vond een optimum tusschenpH 4,7 en 5,15, eenigszins afhankelijk van den aard der buffer (phosphaat en acetaat). In het bizonder wordt door hem de nadruk gelegd op de rol, die de anionen der toegevoegde zouten spelenkunnen bij de bepahng der pH-krommen. 1)nbsp;Daar de enzymen kolloide oplossingen vormen, komen hier natuurlijkalleen de moleculen in aanmerking, die zich aan de oppervlakte der deeltjesbevmden. Door de meeste physiologen wordt dit over het hoofd .ez??en 2)nbsp;L. Michaeus und M. L. Menten. Biochem. Zts 49 333 ngr})\' 3)nbsp;A. J.

Brown, Trans. Chem. Soc. London, 81, 373 (1902) en V HenriTh?¨se. Paris (1903).nbsp;\\ 1 . ni^iNKj, 4)nbsp;L, Adler, Biochem. Zts. 77, 146 (1910).



??? Sherman, Thomas en Baldwin i) vinden een optimum bij pH4,4â€”4,5 en een zeer langzame daling van de kromme naar de alka-ische zijde. Later hebben Sherman, Caldwell en Adams 2) aangetoond, dat het optimum hij verhooging van temperatuur, vfa.a.rhiimen de reactie laat verloopen^ waar de alkalische zijde verschuift.Bij 40Â° C. vinden zij het optimum tusschen pH 4,5 en 5,0; bij 70Â°ligt dit tusschen pH 5,3 en 5,8 (phosphaatbuffer). DitresuHaat isvan belang, aangezien immers bij 70Â° de /5-moutamylase snel ver-nietigd wordt, terwijl in het oorspronkelijke mengsel de werkingvan deze component op den voorgrond treedt, zoodat de doorSherman waargenomen verandering dus neerkomt op een ver-schuiving van het optimum van de /?-moutamylase naar dat van dea-moutamylase. Wij zullen zien, dat de door mij verkregen resul-taten zich bij die van Sherman goed aansluiten. Ook Euler en Svanberg hebben de pH-kromme van mout-amylase bepaaldÂŽ). Zij vinden een optimum bij pH 5,0 en aan dealkalische zijde

daarvan een verloop van de kromme, dat goed inovereenstemming te brengen was met de theorie van Michaelis. Erik Ohlsson is de eerste en tot nog toe de eenige geweest,die de pH-krommen der heide moutamylasen afzonderlijk heeft be-paald. De wijze, waarop hij de enzymen scheidt, is reeds in heteerste hoofdstuk besproken. Door hem is gewerkt met phosphaat-mengsel als bufferstof en de pH werd gemeten met de qWhydron-electrode. De activiteit van de â€žsaccharogeen-amylasequot; (^-mout-amylase) werd bepaald volgens de methode der quantitatieve sui-kerbepaling. Dit enzym vertoont een groot gebied van hooge werk-zaamheid, met een optimum bij pH 4,9 ongeveer. De â€ždextrinogeen-amylasequot; (a-moutamylase), waarvan de activiteit bepaald werd metde jodiummethode volgens Wohlgemuth, waarbij wordt nagegaanin hoeveel tijd de jodiumreactie omslaat van blauw in paars of welgeheel verdwijnt, bezit daarentegen slechts een smal gebied vanoptimale werkzaamheid bij pH 5,75. Bovendien is het verloop

der â€? 1) H. C. Sherman. A. W. Thomas and M. E. Baldwin, J. Am. Chem. Soc., 41, 231 (1919). 2)nbsp;H.,C. Sherman. M. L. Caldwell and Mildred Adams, J. Am. \'^Chem. Soc, 49, 2000 (1927). 3)nbsp;H.-v. Euler und O. Svanberg, H. 112, 193 (1920). 4)nbsp;1. c. pag. 13.



??? enrrâ€žt7quot;\'nbsp;..-ccharogeen-amylasequot;. De enzymen vertoonen dus op dit punt een aanzienlijk verschil Ohlsson heeft ook nog getracht de pH-kromme vaquot;1 dexTrta??geen-amylase gt; te bepalen uit het reduceerend vermoge;; â„?nTtreacfemengsek De zoo verkregen kromme viel nietrmÂ? Tet dtwelke volgens de jodmmmethode bepaald was ziimin identiek met die van de ..saccharogeen^amlquot;? Hef^duidelijk, waaraan dit gebrek aan overiZemmt^ â€žff Ttoegeschreven. Tenslotte zij nog vermeld, d ie â„? Tttteen eenigszms ander verloop van de dHnbsp;â„?â„?tte extract z^de van het optin.. m de oorspronkehjke moutoplossing. Ohlsson kon dit veXren lemLTnf Tquot;\'/^\' zoutoplossing een stof bevat dt bquot;:lemmerend op de â€ždextrinogeen-amylasequot; werkt. Deze stof wordtbij verwarmmg vernietigd. De voornaams^zwaren. die men tegen het werk van Ohlssoninbrengen kan ^en reeds in het eerste hoofdstuk naar vorengebracht. Zij zijn hierin samen te vatten: ten eerste heeft Ohlssonen ten tr.

\'nbsp;praeparaten niet overtuigend bewezen schZnbsp;\'\' \'nbsp;hoeverre de eigen- df vTZr.T P^Pr\'^^ be??nvloed zouden kunnen zijn Lrde voorbehandehng (verhitten of aanzuren) Dit alles maakte een contr?´le met de volgens Wijsman bereidde praeparaten zeer wenschelijk. Ik had daarbij dadeli k het voordeel dat de ^-moutamylase zonder een zoo krachtdadige behandeling als het brengen op een hoogen zuurgraad, verkregen was In het volgende zal nu eerst een beschrijving gegeven worden van de door mij gevolgde methode bij de bepaling der reactiesnel-heden. 2 â€” Methodiek Alle reacties vonden plaats bij een temperatuur van 40Â° C Daar-toe werd gebruik gemaakt van een, van een roerder voorzienenwaterbad-thermostaat, welke door een tetrachlooraethaan-kwik-regulateur op de genoemde temperatuur werd gehouden met afwij-kingen van ten hoogste 0,02Â° naar boven of naar beneden. In den thermostaat bevond zich een koperen ring met klemmen,waarin de reactiekolven (Erlenmeyerkolven van 100 of 200 ccm.)



??? zoo met den hals konden worden vastgeklemd, dat zij zich geheelonder water bevonden; verder een in 0,1Â° verdeelden thermometer,welke bij 40Â° met den normaal thermometer vergeleken en zondernoemenswaardige afwijkingen bevonden was. \' De maltose-bepalingen geschiedden volgens Schoorl i). Daar-voor worden in een Erlenmeyerkolf van Jenaglas van 300 ccm.10 ccm. CuS04-oplossing, welke 69,278 gr. CUSO4.5H2O ,,pro Ana-lysequot; per L. bevat, gepipeteerd en vervolgens 10 ccm. Seignette-natron (346 gr. Seignettezout en 100 gr. NaOH in 1 L.). Hierbijwordt dan 10 of 25 ccm. van het te onderzoeken reactiemengselgepipeteerd en zooveel water toegevoegd, dat het totale volumen50 ccm. bedraagt. De vloeistof wordt in 3 min. tot koken verhiten gedurende precies 2 min. aan de kook gehouden, waarbij dekolf op een gaasje staat, bedekt met asbest, waarin een voor dekolf passende opening is uitgesneden. Dan wordt snel in koud watergekoeld tot ca. 25Â°, 10 ccm. KJ-oplossing van 30 %

toegevoegdendaarna 10 ccm. H2SO4 van 25 %. Het vrij gekomen jodium wordtmet 0,1 N. Na-thiosulfaat getitreerd, waarbij een zetmeeloplossingvan 2 % als indicator dienst doet. Men bepaalt op deze wijze hetrestant cupri. Dit wordt van een bepaling in blanco afgetrokken enuit het verschil in ccm. 0,1 N. thio met behulp van een tabeP)de hoeveelheid maltose berekend. Als bufferstof werd citraatmengsel gekozen. Uit 0,1 N. sec.Na-citraat, dat een pH vertoont van 5,0 is door toevoeging van0,1 N. HCl resp. 0,1 N. NaOH gemakkelijk een serie buffermengselssamen te stellen, welke het te onderzoeken traject bestrijken. Debepaling van de aciditeit geschiedde colorimetrisch en wel met denâ€žDoppelkeil-Kolorimeterquot; volgens Bjerrum-Arrhenius. Dit appa-raat bestaat uit een lang rechthoekig glazen bakje, dat door eendiagonaalsgewijs geplaatste glazen plaat in twee wigvormige helftenverdeeld is. In beide helften bevindt zich een gelijke hoeveelheidindicator-oplossing. D????r toevoeging van 10 druppels 0,1 N. NaOHin de eene

helft, wordt hierin de extreem-alkalische kleur van denindicator opgewekt; in de andere helft wordt de extreem-zure kleur 1)nbsp;N-. Schoor], Chem. Weekbl., 9, 678 (1912). 2)nbsp;Chem. Jaarboekje der Ned. Chem. Vereen., Deel II, pag. 107 (19S0).



??? te voorschijn gebracht met 10 druppels 0,1 N. HCl. Bij doorzichtm horizontale richting krijgt men dus alle overgangen tusschendeze twee kleuren te zien. Langs het bakje kan een prisma-com-parator geschoven worden, waarin zich een reageerbuisje bevindtmet 5 ccm. van de te onderzoeken vloeistof, voorzien van den-zelfden indicator. De verhouding van de hoeveelheid indicator inhet bakje tot die in het buisje staat vast en moet zorgvuldig inacht genomen worden om vergelijking mogelijk te maken Heeft devloeistof een eigen kleur of is zij troebel, dan kan zij zonder indi-cator, m een reageerbuisje van dezelfde wijdte, zoo in den comparator geplaatst worden, dat de verschillen in kleur of intensiteitworden gecompenseerd. Achter het bakje staat een belichtings-apparaat, bestaande uit een metalen kastje met matglazen ruitwaarbinnen zich twee Philips daglichtlampen bevinden. Op dencomparator bevindt zich een pijltje, dat langs een schaalverdeelingschuift, waarvan het nulpunt correspondeert met het midden vande wig; op dit

punt ziet men dus, in de onderste beeldhelft, deneutrale kleur van den indicator; de pH van dit punt is voor elkder gebruikte indicatoren bekend, zij bedraagt b.v. voor methyl-rood 5,1. De comparator wordt nu zoo lang verschoven tot quot;dekleuren van de beide beeldhelften met elkaar overeen komen en destand van het pijltje afgelezen; staat dit nu bij gebruik van methyl-rood op het cijfer 2 aan de rechterzijde van het nulpunt, dan is depH van de onderzochte vloeistof 5,1 0,2 = 5,3; staat het op2,5 aan de linkerzijde, dan is de pH 5,1 â€”0,25 = 4.85. De wigwordt steeds zoo geplaatst, dat de alkalische kleur zich aan derechterzijde bevindt. Verschillen van 0.05 zijn direkt af te lezen,0,01 kunnen worden geschat; daar de nauwkeurigheid echter nietzoo ver gaat, heb ik de gevonden waarden steeds afgerond op 0,05. Een serie citraat-mengsels werd nu gemaakt, waarvan de pH bijbenadering bekend was. De nauwkeurige bepalingen geschieddenmet de met driemaal hun volumen gedest. water verdunde oplos-singen, aangezien de

oplossing in het reactiemengsel ook in dezeverdunning aanwezig was. Bovendien werd, na afloop der suiker-bepalingen, de pH van het reactiemengsel zelf onderzocht. Steedswerd een goede overeenstemming gevonden, met uitzondering vaneenige reactiemengsels, alkalischer dan pH 6,9; hier was blijkbaarde buffercapaciteit van het mengsel zoo gering, dat de eigen zuur-



??? graad van zetmeel en enzym (dat immers een weinig KH.PObevat) een rol ging spelen. In deze gevallen is natuurlijk alleen metden zuurgraad van het reactiemengsel rekening gehouden.^ Daar de temperatuur een niet geheel te verwaarloozen invloed^ heeft, werden de buisjes met vloeistof en indicator in den ther-mostaat op 40Â° gebracht, daarna vlug in den comparator geplaatsten de bepaling zoo snel mogelijk uitgevoerd. 3 â€” Vervolgens zullen eenige voorbereidende werkzaamheden wor-den beschreven. Een voorraadsoplossing van 6 L. Na-thiosulfaat, welke per L.100 mgr. kwikcyanide bevatte ter conserveering, bevond zich ineen flesch, voorzien van een hevel met klemkraan en een buisjemet natronkalk. De titer van de thio werd bepaald met 0,1 N.KJOg â€žpro Analysequot; en bedroeg 0,098, zij werd van tijd tot tijdgecontroleerd doch vertoonde geen merkbare verandering. Vooralle bepahngen werd dezelfde geijkte buret gebruikt, eveneensvoorzien van een natronkalkbuisje; verder werd gebruik gemaaktvan geijkte

pipetten van 1,5, 10 en 25 ccm. Van de CuSO^-oplossing werd 1 L. gemaakt, bij vernieuwingdaarvan moest natuurlijk telkens een blanco-bepaling worden ver-richt. Bepaling van het gehalte van het zetmeel aan zuive^amylum Van het zetmeelpraeparaat werden 5 gr. in een morfier met wateraangewreven en gespoeld in een kolf van bekend gewicht met150 ccm. gedest. water, dat even van de kook was. Vervolgens werdde oplossing weer tot koken verhit en gedurende i uur zachtjes aanden kook gehouden, daarna afgekoeld ?Šn ingewogen tot 250 gr. Van deze oplossing werden 20 ccm. gevoegd bij 20 ccm. zuiverzoutzuur van 5 % in een Erlenmeyerkolfje van 100 ccm. en hetmengsel 3 uur aan een terugvloeikoeler in een kokend waterbadverhit, na afkoeling geneutrahseerd met vast Na-carbonaat, in eenmaatkolfje van 100 ccm. gespoeld en tot de streep aangevuld metgedest. water. Hiervan werden 10 ccm. gevoegd bij de versch-bereide /,Fehlingquot; en op de beschreven wijze het restant cupribepaald.



??? blanc?§ bepalingnbsp;teruggetitreerd 27,05 cem. thio.nbsp;,4^86 ccm. thio. 1482 Verschil: 12 24 ccm. 0,098 N. thio = 12,00 ccm^O,l N wat overeen Wt met 35,5 mgr. amylum. Opgelost was in het zelfde volumen40 mgr. van het praeparaat, zoodat het gehalte dus bedroeg 88 8 o^ zetmeeloplossing (2 gr zefmeSm 100 gr. opl.) te maken, moesten dus 22 52 ct wordi 1dit geschiedde op de zoo juist beschrevenb:j kamertemperatuur bewaard, nadat er eL weinig thyllT^was toegevoegd. Haar zuurgraad bedroeg pH 4,2. Eigenreductie van het zetmeel Van de 2 o/, zetmeeloplossing gaven 10 ccm. een titratieverschilvan 0,76 ccm. 0,98 K. thio. Bij de maltosebepalingen werd hier-mede rekening gehouden door dit bedrag, of een deel ervan, van deblanco-bepaling af te trekken. Eigenreductie der enzympraeparaten Van elk der gebruikte enzympraeparaten gaven 20 mgr eentitratieverschil van ca. 0,1 ccm. thio; gezien de geringe hoeveelheidenzym, welke zich in de reactiemengsels bevond beh\'oefde dTt n tm rekening te worden gebracht.

^ 4 â€” Dg pH-kromme van ^-moutamylase Aangezien de gang van zaken bij alle reactiesnelheidsbepahngendezelfde was, zal deze slechts eenmaal uitvoerig worden beschrevenHet reactiemengsel zonder enzym en de enzymoplossing werdenafzonderlijk in den thermostaat gehangen totdat zij de temperatuurvan het water aangenomen hadden, wat na 20â€”30 min. het gevalwas. Vervolgens werd op een nauwkeurig bekend tijdstip de be-noodigde hoeveelheid enzymoplossing in het reactiemengsel gepipe-teerd, waarbij als beginpunt van de reactie werd beschouwd hetoogenblik, dat de pipet voor de helft was leeggevloeid. De goed ge-sloten kolf werd daarna even flink omgeschud. Na een bepaaldentijd werd met een droge pipet een hoeveelheid (10 ccm. of 25 ccm )uit de kolf genomen en dit gevoegd bij de, eenige minuten van te



??? voren bereide â€žFehlingquot;, waardoor de reactie onmiddelijk tot stil-stand kwam. Dit geschiedde zoo, dat het eindpunt van de reactieook weer viel op het oogenblik, dat de pipet voor de helft was leeg-geloopen. Vervolgens werd onmiddelijk op de beschreven wijze demaltose bepaald. De reactiesnelheid van de /^-moutamylase werd bij 14 verschil-lende zuurgraden bepaald. Het reactiemengsel had daarbij de vol-gende samenstelling. 50 ccm. 2 % zetmeelopl. 25 ccm. 0,1 N. citraatmengsel. 15 ccm. aq.dest. 10 ccm. enzymopl. Viuoo- Aan de hand van eenige ori??nteerende proeven was vastgesteld,hoeveel enzym moest worden toegevoegd, om de reactie in een ge-schikt tempo te doen verloopen. Bij iederen zuurgraad werden 3â€”6 suikerbepalingen verrichtmet tusschenpoozen van 1â€”2 uur. De resultaten vindt men in detabellen I t/m XIV (zie pag. 37 en 38). Vermeld zij nog, dat bij allebepalingen dezelfde enzymoplossing en dezelfde zetmeeloplossinggebruikt werden. In de eerste kolom van iedere tabel is de tijd

aangegeven in uren,in de tweede de hoeveelheden maltose in mgr. per 10 ccm. van hetreactiemengsel. In de derde vindt men de reactiesnelheid V vermeld,uitgedrukt in mgr. maltose per uur. De gemiddelde reactiesnelheidover de eerste 2 of 2 J uur diende voor het opstellen der pH-kromme,afgebeeld in fig. 2. Men ziet daaruit, dat de /S-moutamylase haargrootste werkzaamheid vertoont tusschen pH 4,55 en 5,15. Naar dezure zijde vindt een veel snellere vermindering plaats, dan naar dealkalische. Klaarblijkelijk wordt bij een H-ionen-concentratie, hoo-ger dan pH 4,5, het enzym langzamerhand vernietigd. Dit komtook in de tabellen tot uiting. Binnen het gebied van optimale werk-zaamheid vertoont de V een langzame daling, naar de zure zijdegaat deze daling steeds sneller, naar de alkalische zijde wordt zijdaarentegen geringer, dwz. de reactie krijgt hier steeds meer deneiging om rechtlijnig te verloopen. Vergelijkt men b.v. tabel IIImet tabel X dan ziet men duidelijk het verschil. Bij pH 4,20 is debeginsnelheid van de reactie tamelijk

hoog, om dan vrij .snel te



??? Tabel I pH 3,60 t X V uren mgr. malt. x/t 1 3,8 3,8 2 3,5 1,8 3 3,6 1,2 Tabel III pH 4,20 t X V uren mgr. malt. x/t 1 8,9 8,9 2 15,6 7,8 4 28,6 7,1 5 33,3 6,7 6 36,4 6,1 7 40,6 5,8 Tabel V p H 4,80 t X V uren mgr. malt. x/t 1 9,6 9,6 2 18,5 9,2 4 33,6 8,4 5 39,8 8,0 6 44,0 7,3 7 47,8 6,8 Tabel VII pH 5,35 t X V uren mgr. malt. x/t 1 9,5 9,5 2 17,8 8,9 4 32,7 8,2 5 37,9 7,6 6 43,3 7,2 7 47,5 6,8 Tabel II pH 3,85 t X V uren mgr. malt. x/t 1 7,7 7,7 2 12,7 6,4 4 19,6 4,9 5 22,2 4,4 6 23,8 4,0 Tabel ^^ pH 4,55 t X V uren mgr. malt. x/t H 14,5 9,7 22,3 8,9 4 32,0 8,0 ^ 41,2 7,5 8 50,7 6,3 Tabel VI pH 5,15 t uren X mgr. malt. Vx/t H 48 14.5 22.6 33.2 41.351,6 9,79,08,37,56,5 Tabel VIII pH 5,85 t X V uren mgr. malt. x/t 1 8,9 8,9 2 15,3 7,7 4 29,1 7,3 5 35,3 7,1 6 39,5 6,6 .



??? pH 6,20 Tabel IX t X V uren mgr. malt. x/t 1 8,3 8,3 2 15,4 7,7 3 22,6 7,5 4 29,2 7,3 5 34,9 7,0 6 39,8 6,6 Tabel XI pH 6,90 t X V uren mgr. malt. x/t 1 7,4 7,4 2 14,4 7.2 4 Â?6.6 6,7 5 31,4 6,3 6 37,2 6,2 Tabel XIII pH 7,35 t X V uren mgr. malt. x/t 1 6,1 6,1 3 19,0 6,3 4 24,5 6,1 5 28.6 5,7 Tabel X pH 6.65 t X V uren mgr. malt. x/t 1 7,2 7,2 2 15,5 7,7 3 21,9 7,3 4 28.3 7,1 5 33,3 6,7 Tabel XII pH 7,10 t X V uren mgr. malt. x/t 1 6,8 6,8 2 13,5 6,7 4 25,6 6,4 5 30,8 6,2 Tabel XIV pH 8,15 t X V uren mgr. malt. x/t H 7,3 4,9 12,5 5,0 16,2 4,6 H 20,3 4,5 H 23,6 4,3 Tabel XV pH 4,80 t X V k. 10Â? k\'. lOV uren mgr. malt. x/t a = 100 a = 62 1 23,5 23,5 40,5 67,0 2 45,3 22,7 41,0 70,0 3 65.5 21,8 41,0 74,0 4lt; _. 82.7 20,7 40,7 76,5 H 103,8 18,9 39,4 79,4 22 164,4 70 163,7 = 62%



??? dalen; bij pH 6,65 daarentegen is de V van den beginne af veel geringer, zij blijft hier echter gedurende eenige uren nagenoegconstant.nbsp;amp; 5 Een meer volledig beeld van de reactie krijgt men in tabel XVte zien^In dit geval bedroeg het reactiemengsel 200 ccm terwiilvoor iedere bepahng 25 ccm. gebruikt werd. De eerste drie kolon^-men komen overeen met die van de andere tabellen. Er is uit te Tccm\'d i T/o!quot;nbsp;\'i!nbsp;â„? ^^ --Itose per Shnbsp;. â„? theoretisch mogelijke hoeveelheid L bedrag, dat m de buurt ligt van de door Baker, Lino en Sjoe;erc (I.e.) gevonden afbraakgrens bij gebruik van amylase uit onTeKiemde gerst.nbsp;quot;nbsp;^quot;gc- Toevoegen van versch enzym had geen verhooging van de opbrengst tengevolge, zooals uit de volgende proef blijkt. Drie kolfjes van 100 ccm. werden elk voorzien van:10 ccm. 2 % zetmeelopl.5 ccm. O,IN. citraatmengsel. pH 5,403 ccm. aq.dest.2 ccm. enzymopl. i/iooo Alle kolfjes werden in den thermostaat gezet, na 20, resp. 26 uurde inhoud van twee er van

gespoeld in de kolf met â€žFehlingquot; enhet maltose-gehalte bepaald. a) 129,8 mgr. malt. 61,5 % v. d. theorie.0)130,4 â€ž â€ž 61,8 â€ž ,, Bij het derde kolfje werd opnieuw 2 ccm. enzymoplossing gevoegden 24 uur later het maltose-gehalte bepaald.c) 130,8 mgr. malt. 62 %. In de vierde en vijfde kolom van tabel XV vindt men de reactie-snelheids-constante van de monomoleculaire reactie op twee manierenberekend. vSherman en Walker i) vinden n.1. voor met alcohol neergeslagenmoutamylase (a-;3-moutamylase) een nagenoeg constante k, bijgebruik van een geringe enzymconcentratie (hoogere concentratiesgaven een dalende k), wanneer zij in de formule k â€” â€” l^. t Â° a 1) H. C. Sherman and J. A. Walker, J. Am. Chem. Soc., 39, 1489 (1917).



??? voor a de tn totaal aanwezige hoeveelheid zetmeel nemen aan hetbegin van de reactie; is de in den tijd t omgezette hoeveelheidberekend uit de gevormde hoeveelheid maltose. Daarnaast vindenEuler en Svanberg bij een dergelijk praeparaat een bij benade-rmg constante k, wanneer zij a gelijk stellen aan de in maximoomgezette hoeveelheid zetmeel, dat was in hun geval 75 %. In de vierde kolom nu vindt men de k, vermenigvuldigd met 10^berekend voor Â? = 100 %; in de vijfde kolom k\' voor a = 62 y\'waarbij dus verondersteld is, dat slechts 62 o/^ van het in den be-ginne aanwezige zetmeel als substraat mag worden beschouwdZooals men ziet is k nagenoeg constant, terwijl k\' een stijgingvertoont. Wij moeten echter wel bedenken, dat wij hier met eenheterogene reactie te doen hebben, zoodat het constant zijn vande k ons niets zegt omtrent het werkelijke verloop van de hydrolyseBovendien is gebleken, dat k alleen maar constant is bij een be-paalde enzymconcentratie, welke hier toevallig gekozen werd voorde bepaling

van de pH-kromme. Bij verlaging van de enzym-con-centratie vertoont k een stijging, bij verhooging een dahng, zooalsm hoofdstuk V blijken zal. Daar zal ook op deze kwesties naderworden teruggekomen. Het reactiemengsel vertoont na afloop der maltose-vorming nogsteeds een intensieve jodiumreactie. De kleur hiervan wordt doorWijsman als paars opgegeven, door Baker en Sjoeberg (1 c) alsblauw. Het is mij gebleken, dat de Meur afhankelijk is van de rela-tieve hoeveelheid jodium, die men toevoegt. Vult men een reageerbuismet het uitgereageerde mengsel en voegt men hieraan een druppel0,02 N. jodiumopl. in KJ toe, dan ontstaat een zeer donkere kleurdie bij verdunning blauw blijkt te zijn. Voegt men nu bij dit zeerverdunde mengsel opnieuw een druppel van de genoemde jodium-oplossmg, dan wordt de kleur paars. Het zelfde verschijnsel kanmen ook reeds in zekere mate te zien krijgen bij het oorspronkelijkeoplosbare zetmeel, dat in groote verdunning niet meer een zuiverblauwe, maar een violette kleur met jodium geeft

Het restproduct, dat de blauwe of paarse jodiumreactie geeftis natuurlyk niets anders dan de â€žerythrogranulosequot; van Wijsman\'Volgens diens ervaring wordt het door ^^-moutamylase (â€žmaltasequot;) 1) H. v. Euler und O. Svanberg, H. 112, 193 (1920).



??? met aangetast, wel door a-moutamylase (â€ždextrinasequot;). Het leekZnbsp;r ÂŽnbsp;Â?^\'\'\'quot;ken bij de bepaling Thnbsp;o-moutamylasepraeparaat, aangezien bevintn ÂŽ quot;quot;nbsp;Iheid /i-moutamylase zou kLnen Bereiding van erythrogranulose Van het oplosbare zetmeel werden 100 gr. opgelost in ^ T v i ^water en na afkoeling een oplossing van\'sOoCT^u^^toegevoegd bovendien een weinig thymol, terwij fdepH m t behZvan atraatmengsel op 4,8 werd ingesteld. Nadat het mengsemuur m den thermostaat bij 40Â° gestaan had, werd opnieuw 500 rngr^-moutamylase toegevoegd en weer 24 uur later de vloeistof Tvenopgekookt en gefiltreerd. Vervolgens werd onder verminderden drukby 45 C. mgedampt tot ca. \\ van het oorspronkelijke volume endaarna alcohol toegevoegd tot een concentratie van 60 % Hetrestproduct sloeg in groote vlokken neer. Het neerslag werd afge-filtreerd, uitgeperst en opgelost in 300 ccm. kokend water, Naafkoeling werd weer met alcohol tot 60 neergeslagen en vervol-gens de bewerking

nog eens herhaald. Tenslotte werd de massaSfeC.nbsp;^fnbsp;fijnkorrdig werd, daarna bovef^SOnbsp;rnbsp;quot; vacuum-exsiccator Doven H2SO4 gedroogd tot constant gewicht Van het zoo verkregen poeder werd 1 gr. opgelost in 100 ccmkokend water en van deze oplossing de eigenreductie en de werkingmet ^-moutamylase onderzocht. Een reduceerend vermogen konniet geconstateerd worden. 10 ccm. erythrogranulose -f 5 ccm. citraatmengsel pH 5,10 5 ccm. enzymopl. Viooo gaven na 6 uur een titratieverschil van O 62cmm. thio; na 24 uur 1,22 ccm. thio. Om te zien of deze werking nog te verminderen was, werd deerythrogranulose opnieuw opgelost in 1 L. water en 250 gr ^-mout-amylase toegevoegd. Na 24 uur werd opgekookt en de zoo juistbeschreven bewerkingen herhaald. Het nu verkregen product ver-toonde nog steeds een geringe werking met ^-moutamylase (titratie-verschil 0,42 ccm. thio in 24 uur). Reeds door schudden met koud water vormt het een troebeleoplossing, gemakkelijker lost het op in kokend water,

hoewel ook



??? daarin de opalescentie blijft bestaan, wat bij het oorspronkelijkeoplosbare zetmeel niet het geval was. Het gehalte aan zuiver amylum werd op dezelfde wijze als bijoplosbaar zetmeel bepaald en bedroeg 91 %. Een oplossing van1 % diende als voorraadsoplossing voor de bepaling der pH-krommevan de a-moutamylase. 5 â€” pH-kromme van de a-moutamylase Ori??nteerende proeven leerden al spoedig, dat de reactie van dea-moutamylase geheel anders verliep, dan die van de p. Na eensnel begin vond spoedig een sterke remming plaats, zoodat het uit-voeren van een lange serie bepalingen bij iederen gebruikten zuur-graad weinig zin zou hebben. Besloten werd twee bepalingen tedoen, de eene 15, de andere 45 min. na het begin van de reactie.



??? De samenstelling van het reaetiemengsel was als volgt. 50 ccm. 1 % erythrogr. opl. 25 ccm. 0,1 N. citraatmengsel. 20 ccm. aq.dest. 5 ccm. enzymopl. Vsooo-Voor iedere bepahng werd 25 ccm. gebruikt In tahpl Vvt â€?men in de eerste kolom de pH, in de twee^d^ti ^fnde derde het in den aangegeven tiid leZZ^^ fnbsp;quot; mogen, berekend als maltoL, in mgr. \'^25nbsp;quot;quot; mengsel Het voorbehoud dient Â? te t den^^hjkheid bestaat, dat het geconstateerde reduceerende verm^^^^^^^^ Tabel XVII pH t min. X mgr. malt. 4,80 45 15,5 5,00 45 18,2 5,75 45 26,6 5,95 45 25,4 Tabel XVI pH t X min. mgr. malt. 4,50 15 6,8 45 7,1 5,00 15 10,0 45 12,3 5,45 15 11,1 45 17,2 5,65 15 11,2 45 17,8 5,85 15 10,5 45 17,8 6.05 15 9,9 45 16,4 6,40 15 7,1 45 12,5 6,75 15 4,3 45 4,7 Uit de in 45 min. gevormde hoeveelheden maltose is de pH-kromme berekend (fig. 2). Om de pH-krommen van de beide enzy-men met elkaar te kunnen vergelijken, werd de grootste hoeveelheid



??? maltose gelijk aan 100 gesteld en de overige waarden van dezelfdeproef in procenten van dit verhoudingsgetal uitgedrukt. Men ziet, dat de a-moutamylase tusschen pH 5,65 en 5,85 degrootste werkzaamheid vertoont. Het gebied van optimale activi-teit is smaller, dan dat van de /5-moutamylase, bovendien heeft dekromme een veel steiler verloop, wat vooral aan de alkalische zijdeduidelijk tot uitdrukking komt. Beide krommen komen vrij nauw-keurig met die van Ohlsson overeen, alleen schijnt de â€žsaccharo-geen-amylasequot; een grootere weerstand tegen zuur gehad te hebben,-dan de /S-moutamylase. De overeenstemming bewijst, dat het zeerwel mogelijk is om met de methode der suikerbepaling tot hetzelfderesultaat te komen als met de jodiummethode, bij het onderzoekvan de a-moutamylase. Bovendien blijkt uit het feit, dat Ohlssonphosphaatmengsels als bufferstof gebruikte, dat het anion der toe-gevoegde zouten geen noemenswaardigen invloed heeft op het ver-loop der pH-krommen, tenminste wat citraat en phosphaat

betreft. Uit de figuur is verder te zien, dat in het gebied van grootstewerkzaamheid der j8-moutamylase, de a-moutamylase slechts eenbetrekkelijk geringe activiteit heeft. Wanneer dus het praeparaatvan a-moutamylase nog een zekere hoeveelheid /S-moutamylasebevat, dan moet dit, bij gebruik van oplosbaar zetmeel als substraattot uiting komen door een afwijking van de met erythrogranulosebepaalde kromme in het gebied van optimale activiteit der ^S-mout-amylase. Om dit na te gaan, werden een viertal bepahngen gedaan meteen reactiemengsel, dat in plaats van erythrogranulose 50 ccm. I %oplosbaar zetmeel bevatte. Voor het overige was de samenstellingals die bij de vorige proef. De bij pH 5,75 gevormde hoeveelheidmaltose (zie tabel XVH) werd gelijk aan 100 gesteld en de anderehoeveelheden in verhouding daartoe berekend. De gevonden waar-den zijn in de pH-kromme van de a-moutamylase\'met kruisjes aan-gegeven. Zooals men ziet vallen deze kruisjes precies op de meterythrogranulose bepaalde kromme. Hieruit

blijkt dus: a)nbsp;dat het praeparaat van a-moutamylase geen op deze wijze aan-toonbare hoeveelheid ^-moutamylase bevat en b)nbsp;dat de keuze van het substraat {erythr.gr. of opl.zetmeel) geen in-vloed heeft op het verloop van de pH-kromme. Dit laatste is met het oog op de volgende proeven van belang.



??? 6 â€” pH-kromme van a-^-moutamylase Uit de ervaring van de meeste, in de inleiding genoemde, onder-zoekers blijkt, dat bij de werking van â€žmoutamylasequot; (a-^-mout-amylase) op oplosbaar zetmeel, de werking van de /5-moutamylasedomineert, dwz. de pH-kromme, die zij vinden, lijkt nog het meestop die van de /5-moutamylase. Laat men nu echter a-^-moutamylasewerken op erythrogranulose, dan kan men verwachten, dat in ditgeval de pH-kromme van de a-moutamylase te voorschijn komt. De beteekenis van een dergelijke proef ligt hierin, dat demoutamylase niet verhit is geweest, zoodat dus op deze wijze kanworden nagegaan, in hoeverre de eigenschappen van de a-mout-amylase door de verhitting bepaald werden. Tabel XVIII a-j3-moutamylaseopl. zetmeel. Tabel XIX a-^-moutamylaseerythrogranulose t X V pH t X V pH min. j 1 mgr. malt. rel. min. mgr. malt. rel. 3,70 30 62,8 61,9 4,60 30 64,1 93,5 4,GO 30 99,6 98,1 5,00 30 67,9 99,0 5,00\' 30 100,3 99,0 5,30 30 67,8 99,0 5,30 30 101,5 100,0 5,75 30 68,6

100,0 5,75 30 99,5 98,0 6,00 30 64,3 94,0 0,00 30 98,6 97,0 6,45 30 47,8 69,6 G,45 30 96,8 95,4 6,85 30 39,5 57,5 6,85 30 91,8 90,5 Om een en ander te onderzoeken werd een gedeeltelijke pH-kromme bepaald van a-;5-moutamylase met oplosbaar zetmeel,resp. erythrogranulose als substraat. Bij iederen zuurgraad werdslechts^?Šn suikerbepaling verricht en wel 30 min. na het begin vande reactie. De samenstelling der reactiemengsels was als volgt:20 ccm. 2 % opl. zetmeel.nbsp;20 ccm. 2 % erythr. gr. 10 ccm. 0,1 N. citraatmengsel. 10 ccm. 0,1 N. citraatmengsel.5 ccm. aq. dest.nbsp;10 ccm. enzymopl. Visoo- 5 ccm. enzymopl. Veooo- Voor iedere bepaling werden 25 ccm. van het reactiemengsel ge-analyseerd. De resultaten ziet men uit de tabellen XVIII en .XIXen uit fig. 3.



??? De als Zap aangeduide kromme is die, welke met opl. zetmeelwerd verkregen, elke bepaling is hier door een cirkeltje aangegeven.Ea/5 is de kromme met erythrogranulose, hier wordt iedere bepalingdoor een kruisje voorgesteld. De dunne lijn a is de pH-krommevan de enkelvoudige a-moutamylase. Men ziet, dat de kromme Zapeen optimum vertoont bij pH 5,3 en van daar naar de alkalischezijde zeer langzaam afloopt. De kromme EayS heeft een optimum bij pH 5,75, dus overeenkomend met dat van de a-moutamylase, endaalt van daar zeer steil, imarbij zij grootendeels met de a-krommesamenvalt. Alleen aan de zure zijde komt de Eo/S niet met dea-kromme overeen. Verder blijkt uit de tabellen en uit de samenstelling van dereactiemengsels, dat met erythrogranulose als substraat een naar ver-houding zeer groote hoeveelheid enzym moet worden toegevoegd, om eeneenigszins aanzienlijke suikervorming te krijgen. Er vertoonen zich bij gebruik van de twee substraten dus aan-zienlijke verschillen. Deze mogen niet aan den

invloed der substratenworden toegeschreven (zie de vorige proef!) en kunnen alleen daar-door verklaard worden, dat zich in de niet verhitte a-?Ÿ-moutamylasede a-component reeds met haar specifieke afhankelijkheid van denzuurgraad bevindt.



??? De afwijking aan de zure zijde, bij tiet optimum der /S-mout-amylase, moet worden toegeschreven aan het optreden van een\'Samenwerking tusschen de beide enzymen, dwz. de erythrogranu-lose wordt, na voorafgaande behandeling met a-moutamylase, ookvoor de /^-component aantastbaar, wat uit de volgende proevenblijkt. 40 ccm. reactiemengsel, bevattende:20 ccm. 2 % erj^throgranulose10 ccm. 0,1 N. citraatmengsel pH 5,7510 ccm. a-moutamylase-opl. ^/moowerden gedurende 2|- uur in den thermostaat geplaatst. Vervolgenswerd opgekookt en nagegaan hoeveel maltose zich in 10 ccm. vanhet mengsel bevond: 10 ccm. bevatten 32,0 mgr. maltose. Daarna werden in een kolfje van 100 ccm. bij 10 ccm. van ditmengsel 5 ccm. /5-moutamylase-opl. 7iooo gevoegd en 48 uur laterde inhoud geanalyseerd: 48,0 mgr. maltose.dus 16,0 mgr. erbij gevormd, terwijl 5 ccm. /?-moutamylase-opl. uit100 mgr. erythrogranulose, zonder voorbehandeling met a-mout-amylase in denzelfden tijd slechts 2,8 mgr. maltose deden ontstaan.

Een andere dergelijke proef leverde: met a-moutamylase na 2|- uur 32,8 mgr. malt.na opkoken en toevoegen vannbsp;50,4 â€ž dus 17,6 mgr. erbij. Samenvattend kunnen wij dus wel zeggen, dat bij de in dit hoofd-stuk beschreven proeven de aanwezigheid van twee verschillendeamylasen in de mout definitief is komen vast te staan.



??? IV DE INVLOED VAN Â?-MALTOSE EN yS-MALTOSE I â€” Inleiding In het algemeen wordt de reactie van een enzym belemmerd doorproducten, die verwant zijn met het substraat van dit enzym; inde eerste plaats dus door de producten, welke bij de reactie ontstaan.Voor de moutamylase is hieromtrent een uitvoerig onderzoek inge-steld door WoHL en Glimm Zij voegden o.m. verschillende hoe-veelheden maltose toe bij een mengsel van zetmeeloplossing enenzymoplossing en bepaalden dan de toeneming van de suiker. Zoovonden zij, dat bij aanwezigheid van 15 % maltose in het reactie-mengsel, geen toeneming meer te constateeren viel, dwz. de reactiewerd voor 100 % geremd. Een concentratie van 10 % maltose gafeen remming van 67 %; 10 % fructose en 15 % saccharose haddenechter in het geheel geen invloed. Sjoeberg vond, dat de reactievan amylase uit ongekiemde gerst reeds door 0,5 % maltose ver-langzaamd werd. Richard Kuhn heeft de invloed van a-maltoseen /5-maltose op de reactiesnelheid van a-

amylasen en jS-amylasenonderzocht. Dit is mogelijk, doordat een versche oplossing vanmaltose nagenoeg uitsluitend /3-maltose bevat. Laat men de op-lossing staan, dan gaat een deel van de /5-maltose over in a-maltose,totdat een evenwicht bereikt is. De snelheid, waarmee de omzettingplaats vindt, is vooral afhankelijk van den zuurgraad. Door alkaliwordt zij zeer versneld, terwijl zij in een oplo,ssing, zuurder danpH 6, slechts langzaam \\^erloopt. Men noemt deze wederzij dscheomzetting, die geconstateerd wordt uit de daarbij optredende ver- 1)nbsp;A. WoHL und E. Glimm, Biochem. Zts. 27, 349 (1910). 2)nbsp;1. c. pag^ 10. 3)nbsp;1. c. pag. 16.



??? ^ andering van het draaiings-vermogen, mutarotatie. Kuhn vond nu,dat de reactie van â€žTakadiastasequot;, een a-amylase, door a-|3-maltose(het evenwichtsmengsel) 2 X zoo sterk geremd werd dan door een-zelfde hoeveelheid /?-maltose. Bij moutamylase, volgens Kuhn een)S-amylase, waren de bepalingen met verschillende enzympraepa-raten (extracten) niet allen met elkaar in overeenstemmingquot;. Overhet algemeen remde de (3-modificatie sterker dan a-yS-maltose; zoowerd een extract van groenmout door /?-maltose l|-x zoo sterkgeremd dan door het evenwichtsmengsel. Bij ?Š?Šn extract waren deeffecten nagenoeg gelijk. De verschillende amylasen worden dus het sterkst geremd doordie vorm van maltose, die zij zelf doen ontstaan. Wanneer dus,zooals uit de polarimetrische proeven van Ohlsson i) volgt, heteene moutenzym een a-amylase, het andere een /^-amylase is, danmoet dit ook tot uitdrukking komen in een verschillenden invloedvan en a-/?-maltose op de reactiesnelheid. Daarom werd beslotendeze

invloed te bepalen. 2 â€” Uitvoering der proeven Voor alle proeven werd ,,Maltose Kahlbaumquot; gebruikt. Hiervanwerden oplossingen gemaakt van 2 %, 4 % en 6 % in gedest. water.Van te voren was nagegaan, hoeveel daarvoor moest worden afge-wogen, daar de maltose water bevatte.Bovendien werd bij iedereproef de concentratie nauwkeurig bepaald, zoodat precies bekendwas, hoeveel maltose aan het reactiemengsel werd toegevoegd. Detoevoeging geschiedde voor de bepaling van den invloed van /5-mal-tose onmiddelijk na het oplossen, voor de bepaling met a-/3-maltosewerd de oplossing in den thermostaat bij 40Â° geplaatst en minstens24 uur daarin gelaten. Ter vergelijking werd natuurlijk ook eenbepaling zonder toevoeging van maltose verricht en alle bepalingen,die tot dezelfde proef behoorden, vonden plaats onder dezelfdeomstandigheden van temperatuur en zuurgraad. De gang van zakenwas overigens dezelfde als bij de in de vorige hoofdstukken beschre-ven bepalingen van de reactiesnelheid. 1) E. Ohlsson,

H. 189, \\1 (19.30).



??? Tabel XX pH 5,15 Tabel XXIII pH 5,75 t in uren i 1 remming t in min. 15 r. zonder maltose0,2 % a-i3-malt.0,2 % ^-malt. 12,812,512,4 25.024,5 24.1 0,30,4 0,50,9 zonder maltose0,4 % a-iS-malt.0,4 % /?-malt. 25,623,524,4 2,11,2 Tabel XXI pH 4,90 Tabel XXIV P??i [ 5,75 t in uren 1 2 remming t in min. 15 r. zonder maltose0,4 % a-i5-malt.0,4 % i9-malt. 11,110,110,2 20,219,218,7 1,00,9 1,01,5 zonder maltose0,4 % a-/3-malt.0,4 % ^-malt. 29,726,428,0 3,31,7 Tabel XXII pH 5,00 t in uren li H remming zonder maltose0,6 % o-^-malt.0,6 % j3-malt. 32,229,729,1 46,944,143,4 2,53,1 2,83,5 In de tabellen vindt men het verschil tusschen de bepaalde hoe-veelheid maltose en de van te voren toegevoegde hoeveelheid, uit-gedrukt in mgr. per analyseproefje (10 ccm., behalve bij de proef,vermeld in tabel XX, waarbij 25 ccm genomen werd).De samen-stelling van het reactiemengsel was bij alle bepahngen als volgt:50 ccm. 2 % opl. zetmeel25 ccm. 0,1 N. citraatmengsel 15 ccm. aq.dest., of 5 ccm. aq.dest.- en 10 ccm. maltoseopl. 2 %, 4 % of 6

%. 10 ccm. enzymopl. Viooo (tabel XXII: De tabellen XX, XXI en XXII geven de proeven met j8-mout-amylase; XXIII en XXIV die met a-moutamylase. Men ziet, dat over het algemeen de reactie van de ^^-moutamylasesterker geremd wordt door ;S-maltose, dan door a-^-maltose; inenkele gevallen komt het effect overeen met het door Kuhn ge-vonden verschil bij een extract van groenmout. Het is echter nietbij alle bepahngen hetzelfde.



??? Bij de a-moutamylase daarentegen oefent de a-/?-maltose eenduidelijk sterkere remming uit dan de ;S-maltose en wel zijn debeide bepalingen niet alleen onderling in goede overeenstemming,maar bovendien komen zij vrij nauwkeurig overeen met het doorKuhn gevonden verschil bij ,,Takadiastasequot;, hetgeen er dus welop wijst, dat wij hier met een a-amylase te doen hebben. Het is nog niet gelukt a-maltose in zuiveren toestand in handente krijgen. Hudson en Yanowsky echter hebben vastgesteld,dat het evenwichtsmengsel van maltose is samengesteld uit 64 %^-maltose tegen 36 % a-maltose. Dit stelt ons in staat te berekenen,hoe groot het aandeel geweest is, dat de a-maltose in het evenwichts-mengsel aan de remming gehad heeft en welke remming wij ge-kregen zouden hebben, indien wij met enkel a-maltose hadden kun-nen werken. De resultaten van deze berekeningen vindt men in de tabellenXXV en XXVI; de verschillen komen hier, zooals men ziet, duide-lijker te voorschijn. Tabel XXVI Tabel

XXVnbsp;;3-moutamylasenbsp;a-moutamylase a-maltose 0 0,1 1.4 1,6 a-maltose 6,1 3,7 ^-maltose 0,9 1,5 3,1 3,5 jS-maltose 1,7 1,2 Samenvattend kunnen wij dus zeggen, dat deze proeven: a)nbsp;een nieuw argument vormen voor de ongelijksoortigheid der beideamylasen en b)nbsp;een bevestiging zijn van de -polarimetrische onderzoekingen vanOhlsson. 1) C. S. Hudson and E. Yanowsky, J. Am. Chem. Soc. 39, 1031 (1917).



??? V INVLOED VAN DE ENZYMCONCENTRATIE OP DEREACTIESNELHEID EN DE GRENS VAN DEAFBRAAK DER BEIDE MOUTAMYLASEN 1 â€” Proeven met ^-moutamylase Het feit, dat mijn praeparaten van a- en ;8-moutamylase alsenkelvoudig mochten worden beschouwd, stelde mij in staat dewerking van de beide enzymen op hetzelfde substraat â€” oplosbaarzetmeel â€” en met behulp van dezelfde methode voor de bepaling vande activiteit te bestudeeren. Daartoe werd de reactiesnelheid en degrens van de afbraak bepaald bij verschillende enzymconcentraties,terwijl de concentratie van het zetmeel steeds dezelfde bleef, n.1.1 %. Op deze manier konden de eigenschappen der beide amylasenhet duidelijkst tot uitdrukking komen. Reeds in hoofdstuk IH zijn proeven vermeld, die bewijzen, datde grens van de zetmeelafbraak, veroorzaakt door /3-moutamylase,niet verschuift bij langdurige inwerking of bij toevoegen van verschenzym, terwijl het restproduct, bevrijd van maltose, nagenoeg geenwerking meer met dit enzym

vertoont. Hieruit blijkt, dat wij dusniet met een evenwichtstoestand, maar met een werkelijke grens van deafbraak te doen hebben. Bij een van de proeven nu, die enkel dien-den om de grens van de afbraak nauwkeurig te bepalen, werd gebruikgemaakt van een zetmeeloplossing van 2%, die gedurende eenigentijd in de koude gestaan had en een melkwit uiterlijk vertoonde,terwijl ook de viskositeit merkbaar grooter geworden was. Klaar-blijkelijk was gelatineering ingetreden, zonder dat zich echter eenvaste massa had gevormd, aangezien daarvoor de concentratie tegering was.\' Deze zetmeel-oplossing nu gaf met (J-moutamylase ineen etmaal slechts 52,2 % maltose. In drie etmalen werd 53,5 %



??? gevormd, terwijl 6 etmalen na toevoeging van het enzym 55,6 %maltose ontstaan was. De reactie werd dus tegen het eind aanzienlijkverlangzaamd. Bij verwarming van de zetmeeloplossing aan eenopstijgenden koeler om verandering van de concentratie te voor-komen, begon de troebelheid bij 60Â° te verdwijnen. Bij 70Â° was devloeistof weer geheel helder geworden. Na afkoeling werd opnieuwde grens van de afbraak bepaald en 60,9 % gevonden in 24 uur,dus weer nagenoeg het oorspronkelijke percentage van 62 %. Hetwas nu de vraag, in hoeverre dit percentage be??nvloed zou kunnenzijn door onvolkomen peptisatie van het zetmeel, dwz. of niet eenbeter â€žoplosbaarquot; zetmeel verder, wellicht voorquot; 100 %, door(5-moutamylase zou kunnen worden gehydrolyseerd. Immers hetwas wel gebleken uit het gedrag van de gegelatineerde zetmeelop-lossing, dat om aan een gevonden afbraakgrens eenige beteekeniste mogen toekennen, men er zeker van moet zijn, dat de kolloidetoestand van het substraat geen rol

heeft gespeeld. Om nu het gemakkelijkst-oplosbare deel van het zetmeel inhanden te krijgen schudde ik ca. 20 gr. van het praeparaat met300 ccm. water van 60Â° C. gedurende ca. 20 min. Daarna werd vanhet niet in oplossing gegane deel (verreweg het grootste deel) afge-filtreerd en het filtraat uur langzaam gekookt. Het stelde eenglasheldere oplossing voor, welke ook na dagen bij kamertem-peratuur te hebben gestaan nauwelijks eenige opalescentie ver-toonde. Toch bevatte zij, blijkens analyse (hydrolyse met 2|- %HCl op de beschreven wijze) ruim 0,8 % amylum. Hiermee werdnu de afbraakgrens bepaald.Reactiemengsel: 50 ccm. zetmeelopl. 25 ccm. 0,1 N. citraatmengsel pH 5,15. 15 ccm. aq. dest. 10 ccm. enzymopl. ^/looo25 ccm. van het reactiemengsel bevatten v????r de hydrolyse: 101,6 mgr. amylum, wat overeenkomt met 107,5 mgr. maltose.^na 20 uur werd gevonden: 68,7 mgr. maltose 64 % v. d. theorie. 68 â€ž â€ž â€ž 68,2 â€ž â€ž 63,5 % â€ž Er heeft dus slechts een geringe verhooging van de

afbraakgrensplaats. \' Vervolgens ging ik er toe over eenige nieuwe praeparaten van



??? oplosbaar zetmeel te maken uit denzelfden voorraad aardappel-meel, vi^aaruit het eerste praeparaat bereid was. Het verschil methet eerste praeparaat bestond hierin, dat het aardappelmeel i.p.v.10 dagen, 12, resp. 14 dagen met 7i % zoutzuur bij kamertempera-tuur behandeld werd i). Beide praeparaten bezaten een gehalte aanzuiver amylum van 89 % en vertoonden dezelfde eigenreductie alshet eerste. Hun oplossingen waren, tenminste kort na de bereiding,zeer helder. Een volledige oplossing van heide praeparaten werd door^-moutamylase voor 64 7o gehydrolyseerd. Ik meen daarom te mogen zeggen, dat dit percentage de werkelijkegrensafbraak van de ^-moutamylase voorstelt. Bij de in het vervolg te beschrijven proeven is steeds het tweede,12 dagen behandelde, zetmeelpraeparaat gebruikt. De tabellen XXVII t/m XXX (zie pag. 55) en fig. 4 geven een over-zicht van de proeven met verschillende concentraties (^-moutamylase,die alle bij pH 5,00 en 40Â° C. werden uitgevoerd, terwijl de concen-tratie van het zetmeel in het

reactiemengsel 1 % bedroeg. De ge-tallen bij de krommen en rechts boven de tabellen geven de rela-tieve hoeveelheden /3-moutamylase aan, â€ž1quot; beteekent daarbij,dat 100 ccm. reactiemengsel 5 ccm. enzymoplos.sing V^ooo bevatten.In de eerste kolom vindt men weer de tijd in uren, in de tweedede hoeveelheid maltose in mgr. per 10 ccm., in de derde kolomde hoeveelheid maltose in % van de theorie. V, k\' en k in de vierde,vijfde en zesde kolom stellen resp. voor de reactiesnelheid in mgr.maltose per uur, de reactiesnelheidsconstante van de monomoleculairereactie met a = 64 % en dezelfde constante voor a = 100 %2). In de eerste plaats blijkt dat, onafhankelijk van de enzymconcen-tratie, de reactie na korteren of l?¤ngeren tijd bij de vorming vanca. 64 % van de theoretisch mogelijke hoeveelheid maltose stopt. V?Šrder, dat de beginsnelheid van de reactie nagenoeg evenredig ismet de enzymconcentratie en ten derde, dat hij een geringe enzymconcentratie, de reactie een nage-noeg rechtlijnig verloop heeft. De

enzymconcentratie â€ž2quot; komt overeen met die, welke bij debepaling van de pH-kromme gebruikt was. Vergelijkt men tabel 1)nbsp;Zie ook pag. 25. 2)nbsp;Zie ook pag. 40.



??? Tabel XXVII t x % V. d. v k\'. 10* k. 10* uren mgr. malt. theorie x/t a = 64 a = 100 1 5,3 5,0 5,3 35 22,0 3 16,4 15,5 5,5 40 24,3 4 21,3 20,2 5,3 41 24,5 5 25,2 24,9 5,0 43 24,9 8 37,3 35,4 4,7 24 62,6 59,4 48 67,2 63,7 Tabel x: k:viii 2 t x % V. d. v k\'. 10* k. 10* uren mgr. malt. theorie x/t a = 64 a = 100 1 12,0 11,4 12,0 85 52,5 2 22,2 21,0 11,1 86 51,3 4 40,4 38,3 10,1 99 52,5 5 46,9 44,5 9,4 103 51,1 6 51,5 48,8 8,1 48,5 7 55,9 53,0 24 67,1 63,5 Tabel x] icix 5 t x % V. d. v k\'. 10* k. 10* uren mgr. malt. theorie x/t a = 64 a = 100 1 28,6 27,1 28,6 239 137,0 2 48,7 46,2 24,3 278 134,5 3 60,5 57,3 20,2 327 123,4 5 66,0 62,6 13,2 6 66,8 63,3 8 66,8 63,3 N 24 68,5 64,8 Tabel x? cx 10 t x % v. d. v uren mgr. malt. theorie x/t 1 51,0 48,3 51,0 2 64,1 60,7 32,0 3 66,4 63,0 22,1 5 66,8 63,3 24 68,3 64,7 *



??? gevallen een stijging, dwz. de reactie heeft niet een logarithmischverloop. De /5-moutamylase vertoont, in tegenstelling tot wat algemeenvoor de â€žmoutamylasequot; gevonden is i), een zoodanige regelmatig- 1) Zie J. B. S. Haldane, Enzymes, London 1930, pag. 140, die als,,abnormale verschijnselenquot; opgeeft: â€žthe dependence of the endpoint onthe amount of amylase, and the lack of proportionahty between quantityof amylase and reaction velocityquot;.



??? heid in haar gedrag, dat het, naar mijn meening, zin heeft om devraag te stellen hoe wij ons de werking van dit enzym moetendenken. Aangenonnen wordt, dat zich bij alle enzymwerkingen tusschenenzym en substraat een verbinding vormt en dat, onder overigensgelijkblijvende omstandigheden, de per tijdseenheid gevormde hoe-veelheid reactieproduct, dus de reactiesnelheid, evenredig is met deconcentratie van deze verbinding. Er kunnen zich dan in hoofdzaaktwee gevallen voordoen a)nbsp;Wanneer weinig enzym in staat is veel substraat te binden ende substraat-concentratie is gering, dan zal de hoeveelheid enzym-substraat-verbinding evenredig zijn met de concentratie van het sub-straat. Daar deze gedurende de reactie vermindert, krijgen we indit geval dus een logarithmisch verloop. b)nbsp;Het enzym bindt zoo weinig substraat of de substraat-con-centratie is zoo hoog, dat er tot kort voor het einde van de reactiesteeds overmaat substraat aanwezig is. In dit geval is de hoeveel-heid enzym-substraat-verbinding evenredig met de

enzymconcen-tratie-, wanneer deze niet verandert heeft de reactie dus een recht-lijnig verloop. De zaak wordt echter gecompliceerder wanneer de reactiepro-ducten een remmende werking uitoefenen, wat meestal het geval is.Dan zal zoowel de reactiesnelheid V als de k van de monomole-culaire reactie een daling vertoonen. Een stijging van de reactie-snelheidskonstante is onder geen omstandigheden te verwachten. Beschouwen we nu de werking van de ^-moutamylase, dan zalduidelijk zijn, dat we hier te doen hebben met het onder b ver-melde geval. De reactiesnelheid daalt door de remmende werkingvan de maltose. Hoe verder wij ons van de grens van afbraak be-vinden en hoe langzamer de reactie plaats vindt, des te meer be-nadert haar verioop de rechtlijnigheid. Wij hebben dit reeds gezienin de tabellen Iâ€”XV, waar de rechtlijnigheid steeds duidelijker tevoorschijn komt, naarmate wij in meer alkalisch milieu werken,dwz. naarmate de reactie langzamer gaat. 1) Ibidem, pag. 74.



??? 2 â€” Proeven met a-moutamylase In fig. 5 en in de tabellen XXXI t/m XXXVII is de werking vanverschillende hoeveelheden a-moutamylase op een 1 % zetmeel-oplossing bij pH 5,75 en 40Â° C. weergegegeven. Ook hier wordendoor de cijfers boven de tabellen en bij de krommen de relatieveenzymconcentraties aangeduid, â€ž1quot; beteekent in dit geval, dat zich in 200 ccm. reactiemengsel 5 ccm. enzymoplossing 1 /3000 be-vonden. Bij iedere bepaling werden 25 ccm. geanalyseerd. [ Van de regelmatigheden, die de i?-moutamylase vertoont, vindenwij hier niet veel terug. Alleen bij geringe hoeveelheden enzym isde beginsnelheid- van de reactie evenredig met de enzymconcen-



??? Tabel XXXI Tabel XXXII t X % t X 0//o uren mgr. malt. v. d. th. uren mgr. malt. v. d. th. k 15,0 5,7 i 30,5 11,5 1 23,8 9,0 1 44,6 17,0 H 28,3 10,7 H 52,1 19,7 2 32,2 12,2 2 56,3 21,3 15 37,2 14,1 2i- 58,0 22,0 40 37,4 14,2 21 62,3 23,6 Tabe ;L XXXIII 5 Tabi iL XXXIV 12-1 t X 0//o t X % uren mgr. malt. v. d. th. uren mgr. malt. v. d. th. i 60,7 23,0 1Â? 73,2 27,7 1 77,0 29,2 i 89,4 33,8 H 81,9 31,0 1 93,2 35,3 2i 84,7 32,1 H 99,5 37,7 18 87,0 33,0 2 101,0 38,2 2i 102,4 38,8 20 10.5,2 39,9 Tabel XXXV Tabel XXXVI 20 16v. t uren X mgr. mait. 0//o v. d. th. t uren X mgr. malt. 0/ /O V. d. th. 1 T 86,9 33,0 i 79,6 ,30,2 â– k 98,9 37,4 i 93,4 35,4 li 109,3 41,3 H 104,6 39,6 2i 113,7 43,0 2i 108,1 â€? 41,0 60 114,2 43,3 60 151,5 1) 57,5 Tabel XXXVII 40v. t X % uren mgr. malt. v. d. th. 1 T 94,4 35,8 i 106,2 40,2 H 124,1 47,0 H 133,2 *) 50,5 36 198,3 *) 75,2 1nbsp; Bepaald met 10 ccm. en de gevonden hoeveelheid vermenigvuldigdmet 2,5.



??? tratie. Bij de concentratie â€ž5quot; echter is de gevormde hoeveelheidmaltose naar verhouding reeds te gering (nl 4). Wanneer \'^ d^Tnbsp;^^^^ buiten beschouwing laten dan wekt het verloop der hydrolyse den indruk, dat het b^de werkmg der ..-moutamylase overblijvende deel van het zetmeel /oj, door de a-moutamylase wordt omgezet. Die indruk wordt nog versterkt door het feit, dat de ioMuJeactie b:j de werking de a-moutamylase vrij snel verdwijnt (n.1. bij ca. 15-20 % maltose) terw,^ zy ..nbsp;,,,,nbsp;^ij de werking der /moutamy- aaank^rnbsp;??nbsp;^^ tabellen bhjkl afhankelijk van de hoeveelheid amylase en blijft bij geringe enzvm ^f ^ \'\'nbsp;verhooWvan d\'e eL^m- concentratie komt geen scherpe grens te voorschijn, hoewel de maltosevorming klaarblijkelijk slechts met moeite de 36 overschrijdt.nbsp;^^ uver- Aanvankelijk veronderstelde ik, dat een zeer gering gehalte vanhet praeparaat aan /9-moutamylase, niet aantoonbaar op de inhoofdstuk III beschreven wijze, de overschrijding van de ver-wachte grens veroorzaakte. Een

oplossing van (reeds door ver-hi^tting verkregen) a-moutamylase Vaoo werd daarom gedurende15 mm. op 70Â° C. verhit, vervolgens snel afgekoeld en gefiltreerdMet deze pas verhitte oplossing werden nu eenige bepalingengedaan, waarbij zich 10 ccm. resp. 25 ccm. bevonden in 100 ccmreactiemengsel i). De zoo gevonden krommen, in fig. 4 gestippeldsluiten zich goed bij de andere aan, tenminste geduLd! de eersturen van de reactie. Van het optreden van een scherpe grens is geensprake zoodat de veronderstelling van een verontreiniging met^-moutamylase dus niet juist blijkt te zijn. Uit de ligging van dekromme, bepaald met 10 ccm. enzymoplossing werd de relatieveconcentratie op ,16quot; geschat, de â€žvquot; geeft aan, dat hier met deverhitte enzymoplossmg gewerkt is. Voor de andere bepaling volgtdaaruit een relatieve concentratie van â€ž40vquot;nbsp;e ?? _Bij^ere inwerking echter, vertoont het gedrag van de ver- slecits^\'s ^Trnbsp;dat aan 100 ccm. reactiemengsel aan^eLn nnbsp;^^nbsp;^ suikerbepalingen aangeven^ Deze

proeven werden echter 2 X onder gelijke omstandigheL tTd vS:quot;\'nbsp;--tr61e, twee bepaliigen op denfelfden



??? hitte enzymoplossing een merkwaardig verschil met dat van deniet verhitte. Terwijl met de laatstgenoemde na 2â€”3 uur vrijwelgeen verdere maltosevorming meer optreedt, gaat met de verhitteoplossing de reactie verder en wel, zooals uit de tabellen XXXVIen XXXVII blijkt, met de enzymconcentratie ,,16vquot; in 60 uur tot57,5 %, met de concentratie â€ž40vquot; in 36 uur zelfs tot 75,2 o/.Bovendien werd bij de bepaling â€ž16vquot; na 2|- uur, dus nadat 41 \'%maltose gevormd waren, bij 10 ccm. van het reactiemengsel 5 ccm.van de verhitte enzymoplossing gevoegd en na 40 uur de gevormdesuiker bepaald: 82,9 mgr. maltose = 78,5 % van de theorie. Hieruit blijkt dus, dat de a-moutamylase, dus die component,welke in de literatuur ,,dextrinevormendquot; of ,,zetmeeloplossendquot;genoemd wordt, wanneer zij maar in groote hoeveelheid aanwezigis en door verhitting geactiveerd, in staat is meer maltose te vormen,dan de ^-moutamylase, die altijd als het ,,suikervormendequot; enzymbeschreven wordt. Toch blijkt ook bij gebruik van de

concentratie.,,40vquot; een aanzienlijke remming van de reactie in de nabijheid van36 % op te treden. In het volgende hoofdstuk zal getracht wordenvan deze verschijnselen een verklaring te geven. â–  Het ligt voor de hand, de gevonden activeering van de a-mout-amylase door verhitting, in verband te brengen met Ohlsson\'sontdekking van een in de mout, die de werking van dit enzymbelemmert en die door verhitting vernietigd wordt Dit verklaartook, waarom bij gebruik van moutextract zonder meer, de werkingvan de i?-moutamylase zoo sterk op den yoorgrond treedt. 3 â€” Proeven met a-^-moutamylase Het is mij niet gelukt, door gelijktijdige of achtereenvolgendewerking der beide amylasen, het zetmeel voor 100 % in maltoseom te zetten. In alle gevallen kwam de reactie tot stilstand bij devorming van 78â€”80 % maltose. Dit was ook, zooals wij zoo juistgezien hebben, de grootste opbrengst, welke door de geactiveerdea-moutamylase all?Š?Šn verkregen kon worden. Door de meesteonderzoekers is deze gedeeltelijke versuikering

geconstateerd. Kuhn(l.c.) vermeldt echter, dat sommige moutsoorten, na langdurigeextractie, een enzym leveren, dat een volkomen versuikering tot 1) Zie pag. 31.



??? stand brengt. Pringsheim i) heeft gevonden, dat de maltose-vormmg eveneens verder gaat dan 78 o/â€ž wanneer men aan hetreactiernengsel bepaalde afbraakprodukten van eiwitstoffen toe-voegt, die men krijgen kan door autolyse van gist of door kippen-eiwit met pepsine te behandelen. Hij noemt deze stof, of verzame-ling van stoffen, â€žkomplementquot;. Door K??hn en door SjoebergIS het bestaan van dit â€žkomplementquot; bevestigd; echter schijnenniet alle gistsoorten het te bevatten. Daar ik vermoedde, dat alleende a-moutamylase door het â€žkomplementquot; zou worden be??nvloedheb Ik getracht het te bereiden, wat mij echter niet is mogen ge-lukken. Noch versche bakkersgist, noch versche biergist fafkomstijjvan de Brouwerij d\'Oranjeboom te Rotterdam) bleken het te be-vatten. Wel vond een verhooging van het reduceerend vermogenplaats; die moest echter toegeschreven worden aan de aanwezigheidvan maltase in het gistautolysaat, daar na verhitting op 75Â° gedurende eenige minuten het effect verdwenen was, terwijl

Ltâ€žkomplementquot; thermostabiel heet te zijn. Ook kippeneiwit metpepsme behandeld bij pH 2,0 en 30Â° C. gedurende 24 uur gaf eenverhooging van het reduceerend vermogen, dit bleek hier te moetenworden geweten aan een eigenreductie van het toegevoegde prae-paraat. Bracht ik deze in rekening, dan bleef voor de werking vande a-^-moutamylase niet meer dan 78 % over. 1)nbsp;H. Pringsheim u. A. Beiser, Biochem. Zts. 148, 336 (1924) H. Pringsheim u. G. Otto, Biochem. Zts. 173, 399 (1926) H. Pringsheim u. M. Winter, Biochem. Zts. 177. 406 (1926). 2)nbsp;sj??berg, H. 159, 468 (1925), zie ook L. de Hoop u. J. A vanLaer, Biochem. Zts. 155, 235 (1925). 3)nbsp;H. Pringsheim, H. Borghard und H. Hupfer, Biochem. Zts. 238iib, (1931) vermelden, dat glutathion dezelfde activeerende werking uit-^â€?efent als het â€žkomplementquot; (noot bij de corr.).



??? VI VERKLARING DER AFBRAAKGRENZENPROEVEN MET GLYCOGEEN 1 â€” Verklaring der afbraakgrenzen Wij hebben dus gezien, dat de beide moutamylasen, in den vormvan enkelvoudige praeparaten, een zeer verschillende gevoeligheidvoor den zuurgraad van het milieu bezitten; dat de werking der^-moutamylase het sterkst door /3-maltose, die der a-moutamylasehet sterkst door a-maltose geremd wordt en dat een volkomen op-losbaar (peptiseerbaar) zetmeel door de ^ff-moutamylase voor 64 %wordt gehydrolyseerd, waarbij een scherpe grens van afbraak op-treedt, terwijl bij de werking van de a-moutamylase .36 % van hetzetmeel met groote snelheid wordt omgezet, de rest veel langzamer.Daarnaast mogen de volgende feiten naar voren worden gebracht.Door Hudson en Yanowsky is aangetoond, dat zich in de even-wichtsoplossing van maltose 64 % ;5-maltose naast 36 % a-maltosebevinden. Verder is uit het specifieke draaiingsvermogen vana-glucose ([a]p = 109,6Â°) en i9-glucose ([aj^ =-f 20,5Â°) enuit dat van het

evenwichtsmengsel ([a]n = -f 52,3Â°) te bereke-nen 2), dat in een oplossing van glucose na afloop der mutarotatie^4 % iS-glucose naast 36 % a-glucose voorkomen. De merkwaardige overeenstemming tusschen de afbraakgrenzender beide moutamylasen en de samenstelhng van het evenwichts-mengsel van maltose en glucose, beiden typische afbraakproductenvan het zetmeel, heeft mij nu tot de overtuiging gebracht, dat hetzetmeel, tenminste in de door mij gebruikte oplossing, uit een even- 1)nbsp;1. c. pag. 51. 2)nbsp;Deze getallen zijn overgenomen uit P. Karrer, Lehrbuch der orga-nischen Chemie, Leipzig (1928) pag. 320.



??? wtchtsmengsd van twee, chemisch verschillende oomponentenhestaat die Ik naar de amylasen, waardoor zij worden aangetast, a-zetmeel en ,^-.etmeel, 36 a-zetmeel voor. Het ^-zetmeel wordt alleen (oftenmmste m de eerste plaats) door de ^-moutamylase gehydroly-seerd, daarbij ontstaat de maltose in eerste instantie als ^-maltoseHet rest-product van de werking van /^-moutamylase, de stof, dieWijsman erythrogranulose heeft genoemd, is dus a-zetmeeh ditwordt alleen door de a-moutamylase aangetast, waarbij de maltosein eerste mstantie als a-maltose ontstaat. Uit het feit dat eenscherpe grens van afbraak optreedt en dat het a-zetmeel op zichzelfdoor ^-moutamyla.se .slechts weinig wordt aangetast, volgt, dat dezecomponent onder de omstandigheden waarbij gewerkt werd quot;slechtsvoor een zeer gering deel in ^-zetmeel overgaat. Deze moeilijke om-zetting, m tegenstelling tot wat wij bij a-maltose en a-glucosevinden, wordt wel begrijpelijk wanneer wij bedenken, dat wij hiermet met betrekkelijk kleine moleculen in ware oplossing,

maar metgroot-moleculaire verbindingen in kolloide oplossing te makenhebben. Het schijnt overigens, dat een gedeeltelijke omzettingplaats vindt tijdens de inwerking van a-moutamylase, gezien hetfeit, dat daarna ook de ^-moutamylase een zekere werking ver-toont i). Hoe moeten wij nu de werking van a-moutamylase opoplosbaar zetmeel verklaren? Een mogelijke verklaring is dezedat de nawerking, die dit enzym vertoont, wanneer 36% zijn om-gezet, het gevolg is van een nalevering van substraat, dwz van eenomzetting van het ^-zetmeel in a-zetmeel, wanneer het evenwichtverbroken is. Een andere mogelijkheid is, dat de a-amylase in staatis ook ^-zetmeel langzaam te hydrolyseeren. Wij komen dus tot de voorstelling, dat met de twee moutamy-las^en, of meer in het algemeen, met de twee typen van amylasen \'twee vormen van het zetmeel correspondeeren en dat de verschil-lende specificiteit van deze beide typen van amylasen dus nietalleen daarm bestaat, dat zij verschillende stoffen vormen (a-maltoseâ– en ^-maltose), maar ook hierin,

dat zij verschillende stoffen afbreken(a-zetmeel en ^-zetmeel). Deze voorstelling nu, is op de volgendewijze uit te breiden. lt; 1) Zie pag. 47.



??? Kuhn vindt, dat pankreas-amylase (als vertegenwoordiger vande dierlijke amylasen) en Aspergillus-amylase (als vertegenwoor-diger van de amylasen uit schimmels) tot de a-amylasen behooren.Moutamylase (als vertegenwoordiger van de amylasen uit de groeneplant) bestaat uit een mengsel van a- en /^-amylase. Daar nu deamylasen niet alleen hydrolyseeren, maar natuurlijk ook bij desynthese der polysacchariden werkzaam zijn, ligt het voor de handom aan te nemen, dat in het dierlijk lichaam en in de schimmels alleena-zetmeel kan worden gevormd. Daar deze component moeilijk inde andere overgaat, kunnen wij verwachten, dat wij haar als zoo-danig zullen aantreffen. Inderdaad komt nu in het dierlijk lichaamen in vele Fungi een polysaccharide voor, het ,,dierlijk zetmeelquot; ofglycog:een, waarvan bekend is, dat het in zeer nauwe verwantschaptot het zetmeel staat, zonder daarmee in alle opzichten identiekte zijn. Daardoor is de mogelijkheid gegeven om onze voorstelling tecontr??leeren. Immers is zij juist, dan moet het a-zetmeel {de

erythro-granulose) identiek zijn met glycogeen. Om dit na te gaan heb ik eenigevergelijkende proeven gedaan met oplosbaar zetmeel, erythrogra-nulose en glycogeen, waarbij het gedrag van deze drie stoffen ten-opzichte van de beide moutamylasen werd vergeleken. Tabel XXXIX ^-moutamylase substraat t uren Xmgr.malt. opl. zetmeel 123 24,143,557,5 er. granul??se 1 23 1,61,82,1 glycogeen 123 2,95,17,1 Tabel XXXVIII a-moutamylase substraat t uren Xmgr.malt. glycogeen i 22,0 1 27,3 H 29,3 er. granul??se l 30,3 1 32,5 H 33,8 opl. zetmeel i 46,6 1 49,0 li 50,0 2 â€” Proeven met glycogeen. Gebruikt werd â€žGlycogen puriss. Merckquot;, dat als zeer zuiver be-kend staat. Samenstelhng van het reactiemengsel:



??? 1 K- T.M IS 75 uiteevoerd. Voor iedere bepaling werd rcÂ?nbsp;in^^e tabellen XXXVm XXXIX ziet men de in de opgegeven Â?Tftloop ^^^^^^heden maltose, terwijl fig 6 eennbsp;^^^ reacties. De als Za, Ec, en Ga aangeduidenbsp;e kingen van quot;-quot;tamylase op .tmee,^^^^^^^^^^^nbsp;SJ ^^ geen voor; de krommen Z^, t.li en w ncproeven met j??-moutamylase.



??? Men ziet, dat i3-moutamylase met glycogeen slechts een zeer geringewerking vertoont, evenals met erythrogranulose. In beide gevallenblijft de jodiumreactie bestaan, evenals bij de werking op oplosbaarzetmeel. De a-moutamylase doet met glycogeen niet alleen dejodiumreactie verdwijnen, maar vormt daarbij ook een vrij aanzien-lijke hoeveelheid maltose, welke meer overeenkomt met de hoeveel-heid, die onder dezelfde omstandigheden uit erythrogranulose ge-vormd wordt, dan met die, welke uit oplosbaar zetmeel ontstaat.In de figuur is verder aangegeven, welke hoeveelheid maltose over-eenkomt met 36 % v. d. theorie; men ziet, dat ook bij deze proefde werking van de a-moutamylase met oplosbaar zetmeel in denabijheid van dit percentage tot stilstand komt. Bij de werking van i0-moutamylase op glycogeen had zich na24 uur 19,6 mgr. maltose gevormd. Ook bij langdurige inwerkingvindt dus niet een aanzienlijke suikervorming plaats. Om te zien, of bij gebruik van glycogeen als substraat soms eenverschuiving van het optimum der a-

moutamylase zou plaatsvinden,werden de bepalingen, vermeld in tabel XXXX verricht. De samen-stelling van het reactiemengsel was als bij de vergelijkende proeven,alleen was de enzymoplossing verdund tot ^/gooo- Tabel XXXX pH t min. X mgr. malt. 4,20 45 7,1 4,60 45 16,1 5,10 45 17,8 5,40 45 18,3 5,75 45 18,9 6,15 45 15,8 6,55 45 10,4 Het optimum ligt, zooals men ziet, ook hier bij pH 5,75. Aan dealkalische zijde valt de kromme volkomen samen met die, welkebepaald was met erythrogranulose als substraat, aan de zure zijdeis er een afwijking (fig. 7). Het is niet duidelijk, waaraan deze moetworden toegeschreven, wellicht speelt hier de verschillende afkomstder praeparaten een rol. Wanneer wij de zeer verschillende afkomst der beide substraten



??? in aanmerking nemen, dan blijkt er dus wel een merkwaardige over-eenkomst t?Š zijn tusschen glycogeen en erythrogranulose of a-zet-meel, wat hun gedrag ten opzichte van de beide moutamylasenbetreft. Doch ook in andere opzichten vertoonen zij gelijkenis. Beide stoffen gaan reeds bij schudden met koud water eenigszins in â€žop-lossingquot;, bij verhitten tot koken lossen zij gemakkelijk op tot eenbetrekkelijk sterk opalesceerende vloeistof, echter zonder de voorgewoon aardappelmeel zoo typische stijfselpap te vormen. Ook het specifiek draai??ngsvermogen [aj^ van erythrogranuloseligt zeer nabij dat van glycogeen. In het geheel heb ik van driestoffen de draaiing onderzocht: van oplosbaar zetmeel, van erythro-



??? granul??se en van glycogeen. De bepalingen geschiedden met een zgn.â€žHalbschatten-apparatquot; volgens Laurent; als lichtbron werd eennatriumlamp gebruikt (D-lijn). Oplosbaar zetmeel Een oplossing van 2 % vertoonde in een buis van 2 dM. bij 20Â°een draaiing van 8,62Â°; 8,62Â° (twee bepahngen). 100. a Uit de formule [a]i, = -â€”waarin a de afgelezen draaiings- l.p.d hoek voorstelt, l de lengte van de buis in dM., p de concentratievan de stof in gr. per 100 gr. oplossing en d de dichtheid (die hier = 1zal worden genomen), valt dan te berekenen: k Erythrogranulose Een zorgvuldig gefiltreerde oplossing werd eerst zoo ver verdund,dat de draaiing ervan in een buis van 2 dM. nauwkeurig kon wordenafgelezen. Vervolgens werd deze oplossing op gehalte onderzochtdoor hydrolyse met HCl op de beschreven wijze. Draaiing: 1,68Â°; 1,64Â°; 1,66Â°; 1,66Â°; gem. 1,66Â°. Gehalte: 0,427 %. Daaruit is te berekenen:[a]i, = _194Â°. Glycogeen Een werkelijke 1 %-oplossing werd met zijn volume water ver-dund en gaf in een buis van 2 dM.:

Draaiing: 1,95Â°; 1,98Â°; 1,98Â°; gem. 1,97Â°. Daaruit volgt: [a], _197Â°. Huppert!) yond voor leverglycogeen [ajn = 4- 196,6Â°, eenwaarde die, naar hij opmerkt, zeer dicht nabij komt aan die vanâ€žerythrodextrinequot;, een stof, die Lintner en Duell kregen doorzetmeeloplossing met moutamylase {a-?Ÿ) te behandelen tot dejodiumreactie roodbruin was en het restproduct met alcohol neerte slaan; zij geven hiervoor [a]â€ž = 196Â°. Deze stof vertoondeslechts een zeer gering reduceerend vermogen en kan als nagenoegidentiek\'met erythrogranulose beschouwd worden. Het zelfde geldt 1)nbsp;H. Huppert, H. 18, 137 (1893). 2)nbsp;C. J. Lintner u. G. D??ll, Ber. Chem. Ges. 26, 2533 (1893).



??? voor de â€ža-amylodextrinequot; van Baker i) met [aj^ = 190â€”195Â°en de â€ža-;8-hexa-amylosequot; van Ling en Nanji 2) met [aj^ = 193Â°. 3 â€” Resultaten van andere onderzoekers Gaan wij nu verder na in hoeverre de resultaten van andereonderzoekers in dezelfde richting wijzen als de onze, dan kunnenwij, wat het gedrag van de ^S-moutamylase betreft, opmerken, datover het algemeen bij de hydrolyse met â€žmoutamylasequot;, waarvande werking grootendeels bepaald wordt door de |3-component, eenmeer of minder sterke remming geconstateerd is, wanneer 60â€”65 %van de theorie maltose gevormd was. Heel sterk trad de remmingop bij gebruik van amylase uit ongekiemde gerst (Baker; Ling;Sjoeberg; Sabalitschka); de door de verschillende auteurs op-gegeven grens van de afbraak varieert van 60â€”67 %. In alle ge-vallen bleef de jodiumreactie bestaan. Uit onze ervaringen blijkt,dat 64 % als de werkelijke grens moet worden beschouwd. Wat degrensafbraak van de a-moutamylase betreft, hieromtrent heb ikslechts ?Š?Šn

mededeeling kunnen vinden en wel bij Polak en Ty-chowsky 3), die vermelden, dat moutextract, dat gedurende 15 min.op 70Â° C. verhit was, uit â€žamylosequot; volgens Sherman en Baker,zeer snel 35 % maltose vormt, waarbij de jodiumreactie verdwijnt,terwijl verdere versuikering veel langzamer volgt. Volgens onze voorstelling moet natuurlijk iedere a-amylase in denabijheid van 36 % een remming vertoonen. Aanwijzingen daarom-trent vinden wij in eenige tabellen van Kuhn Bij de werking vangezuiverde pankreas-amylase op â€žamylosequot; (volgens Sherman enBaker ), vertoont de reactie een sterke remming nadat 40 %suiker is gevormd; bij de ,,Takadiastasequot;, werkende op door elec-trodialyse gezuiverd oplosbaar zetmeel (volgens Lintner), treedtdeze remming op bij 35â€”36 %. In fig. 8 zijn deze tabellen in denvorm van de krommen a en b weergegeven. De kromme c heeftbetrekking op onze a-moutamylase en is ontleend aan tabel XXXVII 1)nbsp;1. c. pag. 8. 2)nbsp;L c. pag. 9. 3)nbsp;F. Polak u. A. Tychowsky, Biochem. Zts. 214,

216 (1929). 4)nbsp;Richard Kuhn, A. 443, en wel pag. 33 en 61 (1925). 5)nbsp;Zie pag. 76.



??? (deze diss. pag. 59). De figuur toont wel aan, dat de a-moutamylasezich in haar gedrag zeer goed bij de andere a-amylasen aansluit. Uit onze proeven, beschreven op pag. 45, blijkt, dat erythro-granulose veel moeilijker dan oplosbaar zetmeel versuikerd wordtdoor a-;3-moutamylase. Hetzelfde verschijnsel is voor glycogeen ge-constateerd, zoowel door Mlle. Philoche i) als door Eadie 2). Wij hebben gezien, dat dit aan de ;S-component van de moutamylasemoet worden toegeschreven. Mlle. Philoche vond bovendien,dat glycogeen gemakkelijk wordt aangetast door pankreas-amylase (a-amylase). Het verband tusschen deze verschijnselen 1)nbsp;1. c. pag. 16. 2)nbsp;G. S. Eadie, Bioch. Journ. 20, 1016 (1926).



??? wordt duidelijk, wanneer wij aannemen, dat zoowel glycogeen alserythrogranulose uit a-zetmeel bestaat. Verder eischt onze voorstelling, dat het voorkomen van glycogeensteeds zal samengaan met de aanwezigheid van enkel a-amylase,terwijl overal waar zetmeel voorkomt, a-|8-amylase moet wordenaangetroffen. Van pankreas-amylase en Aspergillus-amylase staatde natuur als a-amylase vast. Speeksel-amylase vertoont evenalsa-moutamylase alleen een kleurloos diffusieveld in zetmeel-gelatineen gedraagt zich ook in andere opzichten als een a-amylase. Beye-rinck vond, dat de amylase van een bacterie Granulohacter even-eens slechts een kleurloos diffusieveld gaf. Beyerinck heeft ookzeer veel plantaardige amylasen onderzocht met de diffusie-methodevan Wijsman. Genoemd worden de amylasen uit kiemende zadenvan tarwe, rogge, mats en vele andere Gramineen) Vicia faba, Pisumsativum en vele andere Papillionace??n] verder de amylase uit dewanden der vruchtbeginsels van Phaseolus en Cytisus; de bladstelenvan Robinia,

knollen van Sagittaria sagittaefolia, etc. Met uitzon-dering van de amylase uit mais vond hij, dat alle plantaardige amy-lasen een meer of minder breeden paarsen ring gaven. Van deze proeven heb ik die met kiemende zaden van tarwe,haver, rogge, mais, Pisum sativum, Vicia faba en Phaseolus multi-florus herhaald. De gekiemde zaden werden stukgesneden of gepleten met weinig water ge??xtraheerd. Zoowel druppels van het extract,als deelen van het weefsel werden op gelatine-zetmeelplaten ge-bracht. De diffusie vond plaats in de koelkast gedurende 6 dagen.Alle praeparaten, ook die van mais, vertoonden een meer of minderbreeden paarsen ring. De ?Ÿ-amylase is dus klaarblijkelijk een typischenzym van de groene plant, zooals ook het zetmeel een typisch plant-aardig product is. 4 â€” Eenige bezwaren Vervolgens komen wij er toe, eenige feiten te beschouwen, die alsbezwaren tegen de voorstelling van een a- en een i??-zetmeel kunnenworden opgevat. Wanneer de a-moutamylase uit oplosbaar zetmeel 36 % mal-tose vormt, dan mogen

wij verwachten, dat een praeparaat van 1) 1. c. pag. .8.



??? a-zetmeel door dit enzym volledig zal worden omgezet. Dat isechter niet het geval, de a-moutamylase ondervindt bij de werkingop erythrogranulose blijkbaar een aanzienlijke belemmering. Uitfig. 6 is zelfs te zien, dat een bepaalde hoeveelheid a-moutamylaseuit oplosbaar zetmeel meer maltose vormt, dan uit eenzelfde hoe-veelheid erythrogranulose, hoewel het eerstgenoemde substraatslechts voor 36 %, het laatstgenoemde voor ca. 100 % uit a-zetmeelbestaat. Wanneer alleen de concentratie van het substraat het ver-loop van de reactie bepaalde, dan zou onze voorstelling moeilijkjuist kunnen zijn. Wij moeten echter bedenken, dat niet alleen hetsubstraat, maar ook het enzym in kolloide oplossing aanwezig is,terwijl bovendien het enzympraeparaat niet vrij is van begeleidendestoffen, voornamelijk van eiwit-achtigen aard, die onder omstandig-heden een rol kunnen spelen. Merkwaardig is, dat met glycogeendezelfde belemmering optreedt als met erythrogranulose. Kuhnvindt, dat glycogeen door gezuiverde pankreasamylase gemakkelijkvoor

100% in maltose kan worden omgezet, zoodat de belemmeringdus niet karakteristiek is voor de a-amylasen in het algemeen. Eenonderzoek naar de oorzaak van het verschijnsel is door mij nietingesteld, aangezien dit een werk op zichzelf zou zijn geworden.Waarschijnlijk zullen, nadat een oppervlakkige hydrolyse heeftplaatsgehad, de onzuijyerheden, die zich in de a-moutamylase be-vinden, aan de deeltjes (micellen) van het a-zetmeel, die blijkbaareen groote neiging hebben stoffen te adsorbeeren (jodiumreactie!),worden geadsorbeerd, waardoor de omzetting tot stilstand komt.Daarop wijst ook het verschijnsel, dat bij de werking van de a-moutamylase na korten tijd een uitvlokking optreedt, die des tesneller ontstaat, naarmate de reactie sneller verloopt. Dat de 36 %a-zetmeel, die zich in het oplosbare zetmeel bevinden, zooveel ge-makkelijker in hun geheel worden gehydrolyseerd, zou dan zooverklaard kunnen worden: de moleculen a-zetmeel vormen hier niet?Š?Šn compakte massa, maar liggen verspreid tusschen een bijna 2 Xzoo groot aantal

/3-zetmeelmolekulen, waardoor het enzym eengrootere werkzame oppervlakte aangeboden wordt. Een ander feit, dat niet in overeenstemming is met wat wijzouden mogen verwachten is, dat het specifieke draaiingsvermogenvan glycogeen en erythrogranulose (a-zetmeel) lager ligt, dan datvan het oplosbare zetmeel (a-^-zetmeel) en dus ook lager dan dat



??? van zetmeel, terwijl zoowel a-nialtose, a-glucose en de a-gluco-siden een hooger specifiek draaiingsvermogen hebben, dan de ;3-com-ponenten van deze stoffen. Het is de vraag, in hoeverre de eigen-schappen van de zetmeelen en die van de eenvoudige glucosidenmet elkaar vergeleken kunnen worden, m.a.w. of het draaiingsver-mogen der zetmeelen all?Š?Šn bepaald wordt door den aard derglucosidische bindingen, die er in voorkomen, of dat ook anderestructuureigenaardigheden deze grootheid be??nvloeden. Wij komenop deze kwestie in het volgende hoofdstuk nog even terug. Wat de kleuring met jodium betreft, die bij glycogeen roodbruin,bij erythrogranulose blauw of paars is, daaraan kan naar mijn mee-ning niet een groote beteekenis worden toegekend. Vrij zeker speelthier de voorgeschiedenis der praeparaten een rol. Wanneer menn.1. erythrogranulose of ook oplosbaar zetmeel behandelt meta-moutamylase, dan ziet men de paarse kleur zeer snel in roodbruinovergaan. De hier geformuleerde bezwaren maken natuurlijk, dat de

twee-componenten-theorie van het zetmeel, in den door mij gegevenvorm, een zeker speculatief karakter behoudt. Het komt mij echtervoor, dat niet een van deze bezwaren als een positief bewijs tegende theorie beschouwd mag worden en dat de argumenten pro zekertegen de contra-argumenten opwegen. In het volgende, laatste hoofdstuk ,zal worden nagegaan, in hoe-verre a-zetmeel en i9-zetmeel in verband kunnen staan met â€žamy-losequot; en ,,amylopektinequot; en of uit de hiervoor beschreven proevenmet de moutamylasen ook iets omtrent de structuur der beide zet-meelen kan worden afgeleid.



??? VII DE BEIDE COMPONENTEN VAN HET ZETMEELEN HUN VERHOUDING TOT GLYCOGEEN , I â€” Amvlose, amylopektine en glycogeen De literatuur van het zetmeel is zoo omvangrijk, gecompliceerden vol van tegenstrijdigheden, dat het niet mogelijk is om in eenkort bestek een ook maar bij benadering volledig overzicht te geven.Ik moet mij daarom beperken tot eenige kwesties, die in nauw ver-band staan met het hiervoor beschreven onderzoek. Voor een meervolledig overzicht kan ik b.v. verwijzen naar H. Pringsheim, DiePolysaccharide i), waarin de huidige stand van onze kennis vrijnauwkeurig, hoewel weinig critisch, wordt samengevat. Reeds Naegeli heeft twee zetmeelcomponenten onderscheiden.\\^olgens hem ontstaan de zetmeelkorrels door intussusceptie, debuitenste laag is de oudste en droogste en bestaat uit â€žzetmeel-cellulosequot;, de inhoud noemt hij â€žzetmeel-granulosequot;. Deze opvat-ting werd bestreden door Schimper s) en later door ArthurMeyer die aantoonden, dat de zetmeelkorrels door appo.sitiegroeien

t??t laagsgewijs gebouwde sphaerokrystallen. Toch onder-scheidt ook Arthur Meyer twee componenten, een die de bui-tenste laag van de korrel vormt, ^-amylose,gt;en een, die de inhouduitmaakt, a-amylose. Het verschil hgt volgens hem niet in de che-mische structuur, maar in den graad van hydratatie. Volgens Hugode Vries s) zou het zetmeel niet uit twee verschillende koolhydra-ten, maar uit ?Š?Šn stof in verschillende graden van dichtheid bestaan. 1)nbsp;H. Pringsheim, Die Polysaccharide, 3. Aufl. Berlinpag. 174. 2)nbsp;C. N?„GELI, Die St?¤rkek??rner, Z??rich (1858). 3)nbsp;A. F. W. Schimper, Bot. Zeit. 38, 881 (1880). 4)nbsp;A. Meyer, Untersuchungen ??ber die St?¤rkek??rner, Jena (1895). 5)nbsp;Hugo de Vries, Opera e per. collata. Vol. 4, pag. 471 (1878).



??? Uitvoerig is de kwestie daarna onderzocht door Maquenne metverschillende medewerkers en Roux i), die de namen â€žamylosequot; enâ€žamylopektinequot; hebben ingevoerd voor resp. de inhoud en het om-hulsel. De â€žamylosequot; geeft een heldere, niet viskeuze oplossing, zijkleurt zich met jodium blauw en wordt door moutamylase geheelin maltose omgezet. De ,,amylopektinequot; vormt bij verwarming de,,stijfselquot;; de zeer viskeuze pap, die men krijgt, wanneer men aard-appelmeel in kokend water tracht op te lossen, bestaat dus uit ver-stijfselde ,,amylopektinequot;, vermengd met ,,amylosequot;-oplossing. De,,amylopektinequot; geeft geen kleuring met jodium en wordt door het,,suikervormendquot; enzym van de moutamylase niet aangetast, weldoor het ,,zetmeeloplossendequot; enzym, dat men dan ook feitelijk,,amylopektinasequot; zou moeten noemen. In aardappelmeel komen80â€”85 % â€žamylosequot; voor, naast 15â€”20 % â€žamylopektinequot;. Metbehulp van moutamylase kunnen ze gescheiden worden. Een

andere scheidingsmethode geeft Gatin-Gruszewska aan.Zij behandelt aardappelmeel met 1 % NaOH-oplossing, waardoorhet â€žomhulselquot; springt; de inhoud, â€žamylosequot;, gaat in oplossing,terwijl de â€žamylopektinequot; in den vorm van leege zakjes neerslaat.Volgens haar zou het aardappelmeel 55â€”60 % â€žamylosequot; naast40â€”45 % ,,amylopektinequot; bevatten. Sherman en Baker s) trachten een scheiding tot stand te bren-gen door aardappelmeel bij 80Â° C. te verstijfselen onder toevoegingvan een weinig NaCl, vervolgens worden de componenten doorcentrifugeeren gescheiden. Er ontstaan dan twee lagen, waarvande bovenste de ,,amylosequot; bevat, deze wordt afgeheveld, de restmet water vermengd en vervolgens opnieuw gecentrifugeerd. Opdeze wijze wordt de ,,amylosequot; uit de â€žamylopektinequot; ge??xtra-heerd. Beide vloeistoffen worden tenslotte in een autoclaaf verhit.De opbrengst aan ,,amylopektinequot; blijkt eenigszins af te hangenvan den duur der verstijfseling, na 2â€”4 uur werden 66 % ver-

kregen. Samec en Haerdtl voeren weer een andere scheidingsmethode 1)nbsp;L. Maquenne et E. Roux, Buil. Soc. Chim. France (3) 33, 723 (1905). L. Maquenne, Buil. Soc. Chim. France, (3) 35, Iâ€”XV (1906). 2)nbsp;Z. Gatin-Gruszewska, C. r. Acad. Sc. 146, 540 (1908). 3)nbsp;H. C. Sherman and J. C. Baker, J. Am. Chem. Soc. 38, 1885 (1916). 4)nbsp;M. Samec Tind H. Haerdtl. Koll. Beih. 12, 281 (1920).



??? in, n.1. door electrodialyse van zetmeelstijfsel. Daarbij gaat deâ€žamylopektinequot; naar de positieve pool, waarbij het in den vormvan een gel bezinkt, de â€žamylosequot; blijft in oplossing. Verschillendezetmeelsoorten bevatten de beide componenten in verschillendeverhoudingen, in aardappelmeel is volgens Samec de verhouding:83 % â€žamylopektinequot; tegen 17 % â€žamylosequot;. I.ing en Nanji bevriezen een zetmeel stijf selpap van 5% enhouden die dan gedurende 12 uur bij â€” 10Â° C. Bij het opwarmenslaat de â€žamylopektinequot; als een wolhge massa neer, terwijl deâ€žamylosequot; in oplossing blijft. Men krijgt op deze manier 14 %quot;amylosequot;, dit is echter veel minder dan in werkelijkheid aanwezigis, aangezien de â€žamylosequot; moeilijk uit de gelatineuze â€žamylopek-tinequot; is te extraheeren (Na-carbonaat bevordert de extractie). Eengoede scheiding krijgt men door zetmeelstijfselpap bij 50Â° C. tebehandelen met door alcohol neergeslagen en gedroogde amylaseuit ongekiemde gerst, die de

â€žamylosequot; geheel in maltose omzet,terwijl de â€žamylopektinequot; achterblijft. Volgens deze methode vm-den zij 66,6 % â€žamylosequot; tegen 33,3 % â€žamylopektinequot;. Bij ge-bruik van gerstextract zonder droging met alcohol krijgen zij nietâ€žamylopektinequot; maar â€ža-i3-hexa-amylosequot;, Â?en stof, die alle eigen-schappen vertoont van ons a-zetmeel. Waar het verschil tusschenâ€žamylopektinequot; en â€ža-^-hexa-amylosequot; precies op neerkomt is nietduidelijk, van een suikervorming bij de overgang van de eene stofin de andere wordt niet gesproken, evenmin verdwijnt de jodium-reactie. Waarschijnlijk beschouwen Ling en Nanji de laatstge-noemde stof als depolymerisatieproduct van â€žamylopektinequot;. Men ziet dus, dat het door verschillende onderzoekers opgegevengehalte van aardappelmeel aan â€žamylopektinequot; uiteenloopt van15â€”20 % bij Maquenne tot 83 % bij Samec. Pringsheim be-schouwt de door Samec opgegeven verhouding als juist: â€žWenn,,gelegentlich ganz andere Zahlen f??r den Gehalt

der St?¤rke anâ€žH??ll- und Inhaltssubstanz angegeben werden, dann handelt esquot;sich entweder nicht um Kartoffelst?¤rke oder es wurden Trennungs-quot;methoden herangezogen, die zu falschen Ergebnissen f??hrtenquot;Door een dergelijke willekeurige besUssing wordt echter het feitder uiteenloopende resultaten volstrekt niet verklaard. Merkwaardig 1)nbsp;a.r. Ling and D. R. Nanji, J. Chem. Soc. London, 123, 2666 (1923). 2)nbsp;Die Polysaccharide, pag. 186.



??? is bovendien, dat Pringsheim vasthoudt aan de voorstelhng vaneen â€žinhoudquot; en een â€žomhulselquot; van de zetmeelkorrel, hoewel 83 quot;/voor een â€žomhulselquot; toch rijkelijk veel genoemd mag worden. Hetkan zijn, dat de buitenste lagen van de zetmeelkorrel door indrogingeen grootere resistentie verkrijgen tegenover sommige Chemikaliendan het inwendige, maar met chemisch verschillende componentenkunnen wij hier onmogelijk te maken hebben, daar de zetmeel-korrels in de plant steeds verder â€žgroeienquot; en dus steeds nieuwebuitenste lagen krijgen i). Wat de kwestie omtrent de chemische natuur der beide zetmeel-componenten betreft, daarbij moeten wij in de eerste plaats be-denken, dat de scheiding volgens twee, principieel verschillendemethoden is uitgevoerd: door Maquenne en door Ling enNanji met behulp van amylase, al dan niet uit ongekiemde gerstwaarbij, zooals wij met het oog op onze eigen proeven kunnenzeggen, inderdaad een chemische scheiding zal hebben plaats gehadâ€” en door Gatin-

Gruszewska, Sherman en Samec langs zuiverkolloidchemischen weg Beschouwen wij eerst de laatstgenoemdemethode, dan kunnen wij zeggen, dat deze in alle gevallen neer-komt op de scheiding van een sol en een gel, dus van twee verschil-lende toestanden, waarbij de verdunde loog en het keukenzout alspeptisator hebben gefunctioneerd. Daarom wisselt de door Sher-man gevonden verhouding met de wijze van behandeling en vindtGatin-Gruszewska een volgens Pringsheim te groote hoeveelheidâ€žamylosequot;. Toch stelt Samec zich op het standpunt, dat zijn â€žamylopektinequot;zich onderscheidt van zijn â€žamylosequot; ook wat de chemische samen-stelhng betreft 3). De â€žamylopektinequot; bevat n.1. een geringe hoe-veelheid phosphaat (gem. 0,175 %, uitgedrukt als P^O^), die daarinmet aanwezig zou zijn als een verontreiniging, maar in den vormvan een phosphorzure ester, welke de hooge viskositeit van zetmeel-stijfselpap zou veroorzaken. Tegen deze voorstelling bestaan echterernstige bezwaren. Zoo geeft glycogeen, dat

meer dan 4x zooveelphosphaat bevat, dan â€žamylopektinequot;, in het geheel niet die zeer 1) Zie ook Benecke-Jost, Pflanzenphysiologie, 4. Aufl. Jena (1924)Bd. I pag. 256.nbsp;â– gt; ^ h Zie ook J. J. Lijnst-Zwikker, Ree. Trav. Bot. N?Šerl. 18, 1 (1921)3) M. Samec und F. v. Hoefft, Koll. Beih. 5, 141 (1913).



??? viskeuze pap, welke karakteristiek is voor aardappelzetmeel enandere zetmeelsoorten. Andere bezwaren zijn naar voren gebrachtdoor v. d. Hoeve op grond van viskositeitsmetingen aan ver-stijfseld aardappelmeel. De zetmeelkorrel moeten wij ons denkenals te zijn opgebouwd uit micellen, dwz. complexen van een meerof minder groot aantal moleculen, waartusschen zich capillairenbevinden, die met water gevuld zijn; in dat water komt het phos-phaat als verontreiniging voor. In het zetmeelsol, de ,,amylosequot;,zijn de micellen vrij in de oplossing aanwezig, in de verstijfseldekorreldeelen, de â€žamylopektinequot;, zijn zij aan elkaar gekit. Oplos-baar zetmeel volgens Lintner geeft bij oplossing eveneens vrijemicellen en wordt door v. d. Hoeve dan ook eveneens Â?,amylosequot;genoemd. Het zal duidelijk zijn, dat het bij een dergelijke stand van zakengeen zin had â€žamylosequot; en â€žamylopektinequot; volgens Samec, Sher-man of Gatin-Gruszewska te bereiden. Zoo bleef dan de bewerkingvolgens Lintner over als de eenvoudigste manier

om over eengroote hoeveelheid zetmeeloplossing (sol) van gelijke qualiteit tekunnen beschikken. Wat er nu precies gebeurt bij deze bewerkingvan het aardappelzetmeel is, zooals reeds in het tweede hoofdstukwerd opgemerkt, niet met zekerheid bekend. Het waarschijnlijkstis, dat zich in het aardappelmeel een of meer stoffen bevinden, diede stijfsel-(gel-)vorming bevorderen of wellicht meer precies: depeptisatie belemmeren, en dat deze stoffen door het verdunde zout-zuur worden weggenomen. Keeren wij nu terug tot de eerstgenoemde categorie van schei-dingsmethoden. Het spreekt vanzelf, dat de â€žamylopektinequot; vanLing en Nanji (om het verouderde onderzoek van Maquenne ver-der onbesproken te laten) een geheel ander product is, dan de â€žamy-lopektinequot; van de drie zooeven genoemde onderzoekers. Uit debereidingswijze en uit de eigenschappen volgt wel, dat het in hoofd-zaak dezelfde stof moet zijn als de erythrogranulose van Wijsman,door mij a-zetmeel genoemd. Het behoeft dan ook niet te verwon-deren, dat zij tot een

verhouding van de beide componenten komen,die zeer nabij de mijne ligt, n.1. 67â€”33 ongeveer, waarin zij deâ€žmooiequot;, maar nietszeggende verhouding 2 : 1 bespeuren. I) J. A. v. d. Hoeve, Verstijfseling van aardappelzetmeel. Diss. Utrecht(1930).



??? Dit alles nu is van belang met het oog op de door Pringsheimuitgesproken meening, dat â€žamylopektinequot; in â€žoplosbarenquot; toe-stand, dwz. (altijd volgens Pringsheim!) bevrijd van phosphaat,identiek zou zijn met glycogeen i). Pringsheim is de eenige, die dezeidentiteit aangeeft en hij grondt zijn opvatting ten deele op degelijkheid van de jodiumreactie, de gemiddelde deeltjesgrootte envan het specifieke draaiingsvermogen, maar vooral op de resul-taten van de chemische afbraak. Bij de verhitting van glycogeenin glycerine ontstond â€žtrihexosaanquot;, dat met een uit â€žamylopek-tinequot; verkregen â€žtrihexosaanquot; overeenkwam. â€žAmylosequot; leverdebij deze bewerking â€ždihexosaanquot;. Door koud geconc. zoutzuurwerd uit glycogeen evenals uit â€žamylopektinequot; een trisaccharideâ€žamylotriosequot; verkregen, terwijl â€žamylosequot; een disaccharide,\'.amylobiosequot;, gaf. Hoewel de meeningen uiteen loopen over debetrouwbaarheid van de door Pringsheim gebruikte methode bijde bepaling van de

constitutie van zijn afbraakproducten (bepahngvan het moleculairgewicht uit de vriespuntsdaling), mogen wij tochwel aannemen, dat het dezelfde producten geweest zijn, die hij uitâ€žamylopektinequot; en glycogeen kreeg. Uit de ervaringen van Sherman en Baker daarentegen blijkt,dat het door hen vervaardigde â€žamylopektinequot; in ieder geval nietidentiek geweest kan zijn met glycogeen. Het werd n.1. door mout-amylase met vrijwel dezelfde snelheid gehydrolyseerd als â€žamylosequot;en oplosbaar zetmeel; het eenige verschil was, dat het wat minderver dan deze praeparaten werd afgebroken. Daarentegen staatglycogeen bekend als een slecht substraat voor moutamylase, zooalsreeds in het vorige hoofdstuk werd vermeld. Tot dezelfde conclusie komt men naar aanleiding van het onder-zoek van Sjoeberg en Eriksson 2), die amylase uit ongekiemdegerst en uit mout lieten werken op â€žamylosequot; en â€žamylopektinequot;volgens Gatin-Gruszewska, juist met de bedoeling om na te gaan;of de beide zetmeelcomponenten ook in eenig

verband zouden staantot de beide soorten van amylase. Niets van dien aard kon wordenaangetoond; zoowel gerstamylase als moutamylase maakte uitâ€žamylopektinequot; minder maltose vrij, dan uit â€žamylosequot;, wat vol-quot; 1) H. Prin?“sheim, Ber. Chem.Ges. 57. 1581 (1924). Zie ook Die Poly-saccharide, pag. 214. 2) 1. c. pag. 10.



??? komen begrijpelijk is, wanneer het eene een gel, het andere een solvoorstelt. Ziehier dus een tegenstrijdigheid, die echter begrijpelijk wordt,wanneer we nagaan op welke wijze Pringsheim zijn ,,amylopek-tinequot; bereidde. Hoewel hij zich met Samec op het standpunt stelt,dat aardappelzetmeel 83 % â€žamylopektinequot; bevat, heeft hij tochvoor de bereiding daarvan in navolging van Ling en Nanji gebruikgemaakt van amylase uit ongekiemde gerst: ,,Um das Amylopektinâ€žfrei von Amylose zu erhalten, behandle ich es im Verfolge einesâ€žVorschlages von Ling bei Zimmertemperatur mit einer mit Alko-â€žhol gef?¤llten Amylase aus ungekeimter Gerste, durch welche dieâ€žAmylose schneller als das Amylopektin gespalten wird Unterâ€žVerzicht auf einen Teil des Amylopektins kommt man so in ver-â€žh?¤ltnissm?¤szig kurzem Arbeitsgange zu einem amylosefreienâ€žPraeparat, etc.quot; 2). Het resultaat van zijn experiment is echtermoeilijk te vereenigen met deze redeneering; als opbrengst krijgthij n.1. slechts 28 % â€žamylopektinequot;

3), dwz. tegelijk met de 17 %â€žamylosequot; zouden 55 % â€žamylopektinequot; verdwenen zijn ,wat nietop een snellere omzetting van de â€žamylosequot; wijst! Terecht makenLing en Nanji in een latere publicatie Pringsheim op dezetegenspraak opmerkzaam. Het blijkt dus wel, dat men de beide beteekenissen van het begripâ€žamylopektinequot; zorgvuldig onderscheiden moet. Doen wij dit enbedenken wij dus, dat de â€žamylopektinequot; van Pringsheim ookweer niets anders is geweest dan ons a-zetmeel, dan zien wij, datonze resultaten met die van Pringsheim volkomen overeenstem-men. Wat echter aan hem zoowel als aan Ling ontgaan is, dat ishet verband tusschen de beide typen van amylasen en de beidecomponenten van het zetmeel. En dit zou wellicht niet het gevalzijn geweest, indien zij bekend geweest waren met het reeds doorWijsman ontdekte feit, dat de amylase uit ongekiemde gerst iden-tiek is met ?Š?Šn van de beide moutamylasen. Zoo komen wij danweer terug tot de reeds op pag. 18 gemaakte opmerking, dat dekennis

van het werk van Wijsman vandaag nog in staat is, ons 1)nbsp;Curs. van mij. 2)nbsp;Die Polysaccharide, pag. 186. 3)nbsp;Ber. Chem. Ges. 57, 1583 (1924). 4)nbsp;A. R. Ling and D. R. Nanji, J. Chem. Soc. London 127, 629 (1925).



??? inzicht in den samenhang der verschijnselen op dit zoo gecompli-ceerde gebied te verhelderen. 2 â€” De structuur der zetmeelmoleculen Een tiental jaren geleden huldigde men de opvatting, dat zet-meel, cellulose, caoutchouc en andere niet- of alleen kolloidaal op-losbare stoffen slechts een betrekkelijk klein molecule in den eigen-lijken zin des woords zouden bezitten en dat de bizondere eigen-schappen van deze stoffen hun oorzaak vonden in het feit, dat dezemoleculen in hooge mate zouden zijn gepolymeriseerd, dwz. dat de,,deeltjesquot;, waar wij in de praktijk mee te maken hebben, zoudenbestaan uit een groot aantal van zulke eenvoudige moleculen, welkedoor moleculaire krachten (cohaesie) tot een stevig complex zoudenworden samengebonden. Voor het zetmeel is deze voorstelling o.m.door Karrer verdedigd. Door afbraak van zetmeel met Bacillusmacerans ontstaan gekrystalliseerde dextrinen, zgn. polyamylosen,en de studie van deze stoffen leidde Karrer tot de overtuiging, dathet eigenlijke zetmeelmolecule uit niet meer dan 6

glucoserestenzou kunnen bestaan, dwz. dat in de bruto-formule van het zetmeel(CeHjoOg)!! de n hoogstens 6 zou zijn. Voor â€žoplosbaar zetmeelquot;komt hij tot een nog eenvoudiger structuur, dit praeparaat be-schouwt hij als een polymeer van diamylose, dat een anhydride vanmaltose is; hier zou de n dus niet grooter zijn dan 2. De werkingder amylase is dan volgens Karrer een dubbele : eerst wordt hetzetmeel gedepolymeriseerd tot diamylose, vervolgens vindt hydro-lyse plaats van dit product, welke tot maltose voert. Deze omzet-tingen zouden door twee enzymen kunnen worden gekatalyseerd. Het zal duidelijk zijn, dat wij hier terecht komen bij de twee-enzymen-theorie, zooals die door Pottevin naar voren is gebrachten ook door andere fransche onderzoekers, b.v. door Maquenne,wordt aangehangen. Om te beginnen is het reeds zeer onwaarschijnlijk, dat een depo-lymerisatie, dus niet een eigenlijke chemische reactie, door eenenzym zou worden gekatalyseerd; maar bovendien heeft het onder-zoek der amylasen, met name het reeds

door Wijsman, later doorOhlsson en nu ook door mij verkregen resultaat aangetoond, dat 1)nbsp;P. Karrer und C. Nageli, Helv. Chim. Acta, 4, 169, 684 (1921); 2)nbsp;1. c. pag. 8.nbsp;.nbsp;,



??? een depolymerisatie, welke dan tot uiting zou komen door het ver-dwijnen van de jodiumreactie zonder suikervorming, niet optreedt.W?¨l verdwijnt, onder invloed van de a-amylasen de jodiumreactie,echter alleen, nadat een zekere hoeveelheid maltose is gevormd, dusnadat het eigenlijke molecule is aangetast. Ook van andere zijden hebben zich in den loop der laatste jarende bezwaren tegen de polymerisatie-theorie opgestapeld. Het zoumij te ver voeren, daarover in bizonderheden te treden, hier mogeslechts worden vermeld, dat R??ntgenografische onderzoekingendaarbij een belangrijke rol hebben gespeeld. Tegenwoordig is mener vrij algemeen van overtuigd, dat zetmeel en dergelijke stoffeneen groot molecule hebben dat, bij het zetmeel, bestaat uit eenketen van glucosidisch gebonden glucose-resten, dwz. de glucose-resten zijn hier niet door moleculaire krachten, maar door hoofd-valenties aan elkaar gekoppeld Hoe lang deze ketens zijn enwelken vorm zij hebben, recht, of gesloten, of ook vertakt, dit zijnvragen, die op het oogenblik

nog niet kunnen worden beantwoord;zeker schijnt het echter wel te zijn, dat bij een en dezelfde stof deketens niet allen dezelfde lengte hebben. Het .begrip â€žmoleculequot;komt daardoor eenigszins in het gedrang, daar wij onder eenmolecule steeds een atoomcomplex van bepaalde, constante samen-stelling verstaan; Kurt H. Meyer slaat daarom voor van â€žhoofd-valentieketensquot; te spreken. Wat nu de fijnere bouw van de hoofdvalentieketens van het zet-meel betreft, daarvan is nog vrijwel niets met volkomen zekerheidbekend. Met verdund zuur worden alle glucosidische bindingen ge-splitst en er ontstaat glucose; met de amylasen worden zij om denander aangegrepen, waardoor men maltose als eindproduct ver-,krijgt. De structuur van deze suiker is door Haworth en mede-werkers met volkomen zekerheid bepaald Maltose (zie de for-mule) bestaat uit twee, glucosidisch gebonden glucose-resten. In 1)nbsp;Zie echter: P. Karrer, Ueber Strukturfragen bei Polysacchariden;Union Internationale de Chimie: Rapports sur les hydrates de

carbone(glucides), 1930, pag. 139. 2)nbsp;Kurt H. Meyer und H. Mark, Der Aufbau der hochpolymeren orga-nischen Naturstoffe, Leipzig (1930), waarin men nadere bizonderheden overdeze kwesties vindt. . 3) W. N. Haworth, The Constitution of Sugars, London (1929).



??? beide glucose-resten komt een O-atoom voor, dat deel uitmaaktvan een zesring (pyraanring). De glucosidische binding verbindt heteerste C-atoom van de eene glucose-rest met het vierde C-atoomvan de andere, zij is van a-glucosidischen aard, onverschillig, ofmen met a- of met ^-maltose te maken heeft. Men drukt dit uit door te zeggen, dat maltose is een a-l,4-glucosido-glucose.* CH2.OH a- of /?-maltose CH.OHO CH.OHCH.OH I _CH CH^.OHa- of iS-glucose Het C-atoom, dat de reduceerende groep (aldehydgroep) draagt,is met een sterretje aangeduid. Van de plaats die de OH-groep aandit C-atoom inneemt ten opzichte van het vlak van den zesring metO van deze glucose-rest, hangt het af, of wij met a- of ^-maltosete maken hebben. Het verschil is natuurlijk alleen in een ruimte-lijk model weer te geven. De aard van de glucosidische binding blijkt eenerzijds uit hetspecifiek draaiingsvermogen, anderzijds uit het gedrag tegenoverbepaalde enzymen, glucosidasen genaamd. Maltase (in den heden-daagschen zin des woords!) een a-

glucosidase, is een katalysatorvoor de hydrolyse van maltose tot glucose; een ^-glucosidase be-zitten wij in de emulsine uit bittere amandelen. Bij het zetmeel nu, doet zich o.m. het probleem voor van welkenaard de glucosidische bindingen in de hoofdvalentieketens zijn ende vraag, die hier tenslotte behandeld zal worden is deze, in hoe-verre de door mij verkregen resultaten bij de enzymatische analys?Štot de oplossing van dit probleem kunnen bijdragen. Ik moet reedsdirekt beginnen met te z?Šggen, dat een definitieve oplossing, bijden huidigen stand van onze kennis, niet mogelijk is. Van ver-



??? i t schillende kanten komt men tot verschillende waarschijnlijkhedenen de moeilijkheid ligt steeds bij de vraag, welk experiment nueigenlijk als beslissendquot;tnag worden beschouwd. Het ligt natuurlijk voor de hand om aan te nemen, dat onsa-zetmeel a-glucosidische bindingen bevat, ons ;8-zetmeel daaren-tegen /9-glucosidische. Gaan wij nu na welke bezwaren tegen eendergelijke voorstelling bestaan, dan komen wij terug op het reedsin het vorige hoofdstuk besproken specifieke draaiingsvermogenvan q-zetmeel, of glycogeen ([aj^ = 194â€”197Â°) en a-^-zetmeel(oplosbaar zetmeel): [a]n = 215Â°. Daaruit zou volgen dat^-zetmeel een hooger draaiingsvermogen heeft dan a-zetmeel, terwijlalle j3-glucosiden, voor zoover bekend, een lagere [a] hebben, dande correspondeerende a-glucosiden. Kurt H. Meyer i) heeft vol-gens den regel van Hudson 2) uit het verschil van het moleculairedraaiingsvermogen (d.i. het spec. draaiingsvermogen vermenigvul-digd met het moleculairgewicht) van /?\'-maltose en 3-glucose, hetmol. draaiingsvermogen en

daaruit weer het spec. dr.-vermogenberekend van een keten, die enkel a-1, 4-glucosidische bindingenbevat. Hij komt daarbij tot [a]j, = 226â€”222Â°, een waarde, dieslechts weinig hooger ligt, dan die welke men meestal voor oplos-baar zetmeel vindt. Dit\'is de eene kant van de zaak. Daartegenover staat Kuhn\'sontdekking van het bestaan van a-amylasen en ^-amylasen. Kuhnlegt er den nadruk op, dat deze amylasen hun naam ontleenen aanden vorm van maltose, die zij doen ontstaan, en niet aan den aardder bindingen, die zij hydrolyseeren; dit in tegenstelling tot de a- pn^-glucosidasen. Wanneer wij echter zien, dat de a-glucosidasen uita-glucosiden a-glucose doen ontstaan, de ^-glucosidasen uit /?-glu-cosiden /?-glucose, dan is de verleiding toch wel zeer groot om aante nemen, dat ook met de amylasen op verschillende glucosidischebindingen wordt gereageerd. Kuhn doet dit in zooverre, dat hij inhet zetmeel afwisselend een^a- en een ;8-binding aanneemt. Bij dewerking van de amylasen zouden dan niet alleen glucosidische bin-dingen

worden gesplitst, maar tevens omkeeringen en versprin-gingen van den zuurstofring in de glucoseresten plaatsvinden op 1)nbsp;Meyer-Mark, pag. 210. 2)nbsp;C. S. Hudson, J. Am. Chem. Soc. 32, 338 (1910); zie voor critiekhierop Haworth, Const. of Sugars, pag. 10.



??? zoodanige wijze, dat tenslotte uit hetzelfde substraat met a-amy-lase, a-maltose en met ^ff-amylase, ;f/-maltose ontstaat. Ons onderzoek nu, waaruit blijkt, dat de beide amylasen nietalleen verschillende maltosen vormen, maar ook verschillende zet-meelen aantasten, doet hun gelijkenis met de beide glucosidasen nogsprekender worden en maakt dus ook de waarschijnlijkheid grooter,dat in een der beide zetmeelcomponenten ?Ÿ-glucosidische bindingenaanwezig zijn. De voorstelhng, die op de eenvoudigste wijze het gedrag deramylasen verklaren kan, is m.i. deze, dat het a-zetmeel enkela-glucosidische bindingen bevat, het ^-zetmeel afwisselend eena- en een ^-binding. In de onderstaande formules is dit schematischaangegeven. a-maltose -a-a -a^-a ...... Inbsp;I â–  a-zetmeel De horizontale strepen stellen de glucose-resten voor, de pijlengeven de bindingen aan, welke worden gehydrolyseerd. Zooals menziet kan uit a-zetmeel direct a-maltose ontstaan, terwijl de ;9-amy-lase op deze component niet kan inwerken. i8-maltose . -i3| iff-zetmeel

-?Ÿ -a i In de formule voor /?-zetmeel geven de getrokken pijltjes de wer-king van ^-moutamylase aan, daarbij ontstaat direct ;8-maltose.Het ^-zetmeel is echter wellicht ook aantastbaar voor a-mout-amylase; deze veronderstelling hebben wij reeds als een mogelijkeverklaring voor het overschrijden der afbraakgrens naar vorengebracht. Door de gestippelde pijltjes is deze werking aangeduid;zooals men ziet zou daarbij de a-vorm van een j3-disaccharide ont-staan. Een dergelijke suiker, bekend als â€žisomaltosequot; of â€ždextri-nosequot; schijnt door verschillende onderzoekers verkregen te zijn i). Tenslotte moge ^.worden vermeld, dat Ling en Nanji (I.e.), wat 1) Zie hieromtrent: Pringsheim, Die Polysaccharide, pag. 236 e.v.



??? de structuur der zetmeelcomponenten betreft, tot een andere voor-stelling komen, dan die, welke hier is aangegeven. â€žAmylosequot;, onsi8-zetmeel, zou volgens hen enkel a-bindingen bevatten, â€ža-jff-hexa-amylosequot;, ons a-zetmeel, afwisselend een a- en een ^-binding, zooalsde naam reeds aanduidt. Onze ervaring, dat a-zetmeel door /3-mout-amylase niet wordt gehydrolyseerd, pleit niet voor een dergelijkestructuur; bovendien blijkt uit hun eigen onderzoekingen, dat,,a-i3-hexa-amylosequot; w?¨l door maltase (a-glucosidase), maar nietdoor emulsine (iS-glucosidase) wordt aangetast. Zoo zien wij dus dat, terwijl bij maltose en andere eenvoudigeglucosiden de resultaten van het polarimetrisch onderzoek en vande enzymatische analyse in dezelfde richting wijzen, bij het zgtmeeleen tegenstrijdigheid blijft bestaan. Het wil mij echter voorkomendat wij, bij een zoo gecompliceerd gebouwde stof als het zetmeel,waarvan de structuur nog niet tot in bizonderheden bekend is(b.v. wat den aard der zuurstofringen betreft), aan de resultatenvan de

enzymatische analyse de grootste beteekenis mogen toekennen.



??? VIII SAMENVATTING i) Uitgangspunt van h?Št onderzoek vormde de dissertatie van H. P.Wijsman: â€žDe diastase, beschouwd als mengsel van maltase endextrinasequot;. In overeenstemming met Wijsman werd gevonden,dat de aanwezigheid van twee amylasen in gerstemout door middelvan diffusie in zetmeelhoudende gelatine kan worden aangetoond(fig. 1). Om het verschijnsel duidelijk te zien te krijgen bleek hetgewenscht, de diffusie bij lage temperatuur (5â€”10Â° C.) te laten ver-loopen. De beide amylasen, in de literatuur bekend als ,,zetmeeloplos-dendquot;- of â€ždextrinevormendquot; enzym en ,,suikervormendquot; enzymwerden op grond van hun gedrag a-moutamylase en ^-moutamylasegenoemd. Uit een waterig moutextract werd de amylase met alcohol intwee fracties neergeslagen; een eerste fractie, welke uitvlokte metalcohol tot 60 % en een tweede, die uitvlokte tusschen 60 en 80 %.Uit de eerste fractie werd door verwarming op 70Â° C. gedurende15 min. en neerslaan met alcohol tot 60 % een droog praeparaatvan a-

moutamylase gemaakt. De tweede fractie diende als praeparaatvan a-^-moutamylase, het mengsel der beide enzymen. Een droogpraeparaat van i3-moutamylase werd bereid door geparelde gerst(parelgort) met 50 % alcohol te extraheeren en vervolgens metalcohol tot 80 % neer te slaan. Als substraat diende â€žoplosbaar zetmeelquot;, uit aardappelmeel be-reid volgens een eenigszins gemodificeerde methode van Lintner.Van beide amylasen werd het verloop van de werking bestudeerd 1) Een beknopte beschrijving der belangrijkste proeven is reeds, gepu-bhceerd in Proc. Kon. Acad. v. Wetensch. Amst. 34, 893 (1931).



??? met de methode der quantitatieve suikerbepahng volgens Schoorl.De pH-bepahngen geschiedden colorimetrisch, als bufferstof.werdenmengsels van sec. Na-citraat met NaOH of HCl gebruikt. Allereacties vonden plaats bij een temperatuur van 40Â° C. Bij de bestudeering van de eigenschappen der enzympraeparatenwerd het volgende vastgesteld. 1.nbsp;De /3-moutamylase vertoont haar grootste activiteit tusschenpH 4,55 en 5,15 (fig. 2). Haar werking wordt door j5-maltose sterkergeremd dan door a-maltose. Bij geringe enzymconcentratie heeft dereactie aanvankelijk een rechtlijnig verloop, de afwijking daarvanbij gebruik van hoogere concentraties kan aan de remmende wer-king van de gevormde maltose worden toegeschreven. De begin-snelheid van de reactie is nagenoeg evenredig met de enzymconcen-tratie. Onafhankelijk van de enzymconcentratie komt de reactiebij de vorming van ca. 64 % van de theoretisch mogelijke hoeveel-heid maltose uit een zetmeeloplossing van 1 % tot stilstand (fig. 4).De jodiumreactie blijft daarbij steeds

bestaan. Het restproduct, de erythrogranulose van Wijsman, wordt metalcohol uit het reactiemengsel neergeslagen. Het blijkt geen redu-ceerend vermogen te bezitten en kleurt zich met jodium blauw ofpaars al naar de relatieve hoeveelheid jodium, die toegevoegdwordt. 2.nbsp;De a-moutamylase vertoont met erythrogranulose als sub-straat een gebied van optimale activiteit tusschen pH 5,65 en 5,85.De kromme heeft aan de alkalische zijde daarvan een veel steilerverloop dan bij jff-nioutamylase (fig. 2). Met oplosbaar zetmeel alssubstraat ontstaat dezelfde kromme, waaruit blijkt, dat het enzym-praeparaat geen i3-moutamylase meer bevat. De werking vana-moutamylase wordt door a-maltose sterker geremd dan doori?-maltose. De beginsnelheid van de reactie is evenredig met deenzymconcentratie wanneer deze laatste gering is. Bij verhoogingvan de enzymconcentratie verschuift de grens van de afbraak,echter treedt in de nabijheid van 36 % een sterke remming op.Gebruikt men een enzymoplossing, die gedurende 15 minuten op70Â° C.

verwarmd was, dan worden ca. 36 % maltose met grootesnelheid gevormd, waarna de reactie langzaam verder gaat, onderomstandigheden tot 78 % toe (fig. 5). De jodiumreactie verdwijntbij de werking van dit enzym snel.



??? 3 De a-i??-moutamylase geeft met oplosbaar zetmeel als sub-str^t een pH-kromme met een optimum bij 5,30 en een zeer lang-zame daling naar de alkalisqhe zijde. Met erythrogranulose ligt hetoptimum bij pH 5.75, terwijl de kromme in dit geval een even steiledahng vertoont als die van de a-moutamylase (fig. 3), waaruit volgt,dat dit enzym reeds als zoodanig in het mengsel voorkomt. Een: quantitatieve versuikering kan met dit mengsel niet worden ver-kregen in totaal wordt 78-80 % van de theorie maltose gevormd. Uit de literatuur bleek, dat het evenwichtsmengsel van a- en^-maltose en van a- en ^-glucose 36 % van de a-vorm bevat naast64 % van de iJ. De afbraakgrenzen van de beide moutamylasenwerden hiermee in verband gebracht en de meening werd uitge-sproken dat de zetmeeloplossing een evenwichtsmengsel voorsteltvan 36 % a-zetmeel naast 64 % ^-zetmeel. De erythrogranulose isdus a-zetmeel en wordt alleen door a-amylasen aangetast. Aan-gezien in het dierlijk lichaam en in schimmels alleen a-amylasenvoorkomen,

kunnen wij in die organismen enkel a-zetmeel ver-wachten, daar deze component zeer moeilijk in de ^-vorm overgaat.Inderdaad blijkt het â€ždierlijk zetmeelquot;, glycogeen, m vele opzichtenovereen te komen met erythrogranulose; beide stoffen gedragen zich op dezelfde wijze ten opzichte van de beide moutamylasen (fig 6) en zij bezitten nagenoeg hetzelfde specifieke draaiings-Urmogen. In de groene plant, waarin de beide zetmeelcompo-nenten naast elkaar voorkomen, vindt men ook steeds een mengselvan a- en ^-amylase. Verder blijkt uit een onderzoek van R. Kuhn,dat ook bij de werking van andere a-amylasen, dan a-moutamylase,een remming in de nabijheid van 36 % optreedt (fig. 8). Tenslotte werden beide zetmeelcomponenten voorgesteld alsketens van glucosidisch gebonden glucose-resten, waarbi] in heta-zetmeel slechts a-glucosidische bindingen voorkomen, terwijl het^-zetmeel afwisselend een a- en een ^-glucosidische bmding bevat.



??? STELLINGEN De draaiing van de sporangi??ndragers van Phycomyces staat niet in direct verband met den groei van deze organen. A. J. P. OoRT, Proc. Kon. Acad. v. Wetensch. A\'dam, 34, 564 (1931). II Het is in het algemeen niet geoorloofd de grootte der deeltjesbij lyophiele solen te berekenen met behulp van de formule van Von Smoluchowsky. H. R. Kruyt en H. J. C. Tendelog, Koll. Beih. 29, 413 (1929). III Tegen de bepalingen van de dichtheid van anorganische zouten,uitgevoerd door Wulff en Heigl, zijn ernstige bezwaren te be-denken. P. Wulff en A. Heigl, Zeitschr. phys. Chem. 153, 187 (1931). IV Het is niet waarschijnlijk, dat het lupinine uit een mengsel van twee isomeren bestaat. K Winterfeld en F. W. Holschneider, Ber. 64, 137, 692 (1931).p. Karrer, Ber. 64, 942 (1931). G. A. van Klinkenberg



???



??? Het is niet waarschijnlijk, dat het â€žtrihexosaanquot; een trisaccha- ride-anhydride voorstelt. H. Pringsheim, Die Polysaccharide, pag. 205 (1931), VI De gedragingen der vrije radicalen van het type triphenyl-methyl kunnen het volledigst verklaard worden met behulp vanhet principe der ge??nduceerde, afwisselende polariteit van Robin-son, Kermack en Lapworth. VII Aan de bepaling van het moleculairgewicht van vitamine-A doorBruins, Overhoff en Wolff kan niet een groote waarde worden toegekend. ^^^^^^^ ^ qverhoff en L. K. Wolff, Biochem. Journ. 25,430 (1931). VIII De beteekenis van de experimenteele wetenschappen voor deontwikkeling van den menschelijken geest wordt door de meestecultuurhistorici onderschat.
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