| DB Minster - Ber. Inst. Didaktik Biologie 5 (1996), 91 - 101 91

Einflufd von Kupfersulfat auf die Starkehydrolyse

Photometrische Messung der katalytischen Aktivitat der Diastase

Thomas Schroer und Helmut Vogt

Kurzfassung

Die von VocT & HessE (1992) beschriebene amyloklastische Methode zur photometri-
schen Messung des Starkeabbaues ist weiterentwickelt worden und ermdglicht exakte quan-
titative Messungen der Diastaseaktivitat. Diese Methode beruht auf der Anfarbbarkeit von
Sérke mit Lugolscher Losung. Die Extinktion der so hervorgerufenen Farbintensitat einer
lod-Sarke-Losung kann mit einem Photometer gemessen werden. Der durch Diastase kata-
lysierte Starkeabbau kann indirekt analysiert werden, da unter bestimmten Bedingungen
eine Konzentrationsproportionalitat der Extinktion dieser 1od-St&rke-Losung nachzuweisen
ist. Der hemmende EinfluR des lod-Sarke-Komplexes auf die Diastaseaktivitat wird mef3-
technisch genutzt.

So konnte der Einflufd von Kupfersulfat auf die katalytische Aktivitéat der Diastase analy-
siert werden. Die Messungen zeigen, dal? durch Kupfersulfat insgesamt eine Verzigerung
der durch Diastase katalysierten Starkehydrolyse bewirkt wird. Wéahrend die Gegenwart von
Kupferionen den Abbau der Stérke verzogert, fuhren die Sulfationen zu einem vollsténdigen
Abbau der St&rke durch Diastase.

1 Einleitung

Die dlteste Methode zur Bestimmung der Amylaseaktivitét basiert auf der visu-
ellen Beurteilung der lod-Starke-Reaktion und wurde von WOHLGEMUTH
(1908 a; 1908 b) entwickelt. Seit dieser Zeit sind tber 200 quantitative Verfah-
ren (HENKEL, 1982) zur Bestimmung der Amylaseaktivitét verdffentlicht wor-
den. Fur die Messung der Amylaseaktivitdt kommen auch heute noch unter-
schiedliche Methoden zur Anwendung. Es ist jedoch noch keine als Referenz-
oder Standardmethode anerkannt worden (GiBITz, 1982; SCHUMACHER, 1986).

Mit den relativ einfachen Methoden, welche in physiologischen Kursen ein-
gesetzt werden, konnte bisher der Kupfersulfateinflul auf die Diastaseaktivitét
nicht geklart werden.
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Deshalb wurde eigens fir diese Problemstellung eine modifizierte Vorge-
hensweise, beruhend auf bestehenden amyloklastischen Methoden, entwickelt.

2 Material und Methode

2.1 Grundlegendes Mef3prinzip

Das hierbei verwendete Mef3prinzip zur Bestimmung der katalytischen Aktivi-
tét der Diastase beruht auf dem direkten Nachweis von Stérke anhand der 1od-
Stérke-Reaktion. Dabel wird nicht - wie vielfach beschrieben (z.B.
STRASBURGER, 1991) - lod as Band innerhalb der Starkewindung eingelagert,
sondern lod assoziiert den Windungen folgend an der Starkehelix (THORN &
MoHAZZEB, 1990).

Fir die Messung der Amylaseaktivitét ist die direkte Bestimmung der Ab-
nahme des Substrates (Starke) mit Hilfe der lod-Stérke-Reaktion theoretisch
und praktisch zuverléssiger als die Messung der Zunahme der Spaltprodukte
(Maltose), da bei der Starkehydrolyse zunéchst grofRere Bruchstlicke entstehen
und nicht gleich Maltose, was nach RICHTERICH & CoLomBO (1962) zur Folge
hat, daf3 ,,die Bestimmung der reduzierenden Gruppen etwa 10 bis 100 mal we-
niger empfindlich ist as die direkte Bestimmung der Abnahme des Substrates*.
Auch MARCINIAK & KULA (1982) stellten in einem Methodenvergleich fest,
dai3 , die grofdte Genauigkeit der Bestimmung der Amylaseaktivitdt die auf der
Messung der Férbung des lod-Starke-Komplexes beruhende amyloklastische
Methode ist“. Die von VOGT & HESSE (1992) welterentwickelte amyloklasti-
sche Methode hat den Vorteil, dal3 mit relativ geringem zeitlichem und techni-
schem Aufwand, sowie mit preiswerten Materialien und Geréten, die dynami-
schen Messungen der Enzymaktivitédt durchgefihrt werden kdnnen.

Mit der Hinzugabe von lod-Kaliumiodid (Lugolsche Ldsung) wird die Akti-
vitdt der Diastase gestoppt, da der lod-Stérke-Komplex einen kompetetiven
Hemmer dieser stérkehydrolysierenden Enzyme darstellt (VoGT & HESSE,
1992).

Grundsétzlich muf3 bei der photometrischen Messung der Farbintensitét des
|od-Stérke-Komplexes beachtet werden, dal3 sowohl die Temperatur als auch
das Licht auf die Extinktion des Farbkomplexes einen nicht unerheblichen Ein-
flul haben. Mit abnehmender Temperatur wird die Blauférbung des lod-
Stérke-Komplexes intensiver (KNUTSON et al., 1982). Da bekanntlich die Tem-
peratur einen Einfluld auf die Enzymaktivitét hat, missen die Messungen bei
einer konstanten Temperatur durchgefihrt werden.
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Die Zubereitung und Aufbewahrung der Lugolschen Lésung und die Mes-
sung der Enzymaktivitat miussen im Dunkeln erfolgen, da die ,, Extinktionslei-
stung” der Lugolschen Lésung und des |od-Stérke-Komplexes durch Lichtein-
wirkung abnimmt (VOGT & HESSE, 1992). Dartiber hinaus ist zu beachten, dal3
das Absorptionsspektrum des | od-Stérke-Komplexes von der Stérkeart, der Zu-
bereitung der StérkelGsung, von der Kettenlange der Makromolekile und dem
Amylopektinantell abhangt (THORN & MOHAZZzEB, 1990).

2.2 Material

Die Extinktionsmessungen erfolgten mit einem Digital-Photometer bei 578 nm
und mit Prazisions-Rundkiivetten der Firma Dr. Bruno Lange (Nr.: LZP028).

- Das Reaktionsgemisch setzte sich aus folgenden V olumina zusammen:

30 ml Stérkelsung

15 ml agua dest.

10 ml Kupfersulfatlésung (zur Kontrolle des Kupferioneneinflusses: Statt-
dessen 10 ml Magnesiumsulfatlésung; zur Kontrolle des Sulfationenein-
flusses: stattdessen 10 ml agua dest.)

5 ml Diastasel 6sung

Die Konzentrationen der eingesetzten Ldsungen des Reaktionsgemisches und
der Lugolschen Lésung missen so gewahlt werden, dal3 die Extinktionswerte
nicht 1,8 E Ubersteigen. Oberhalb von 1,8 E steigt die Ungenauigkeit des Mef3-
systems bedeutend an (KORTUM, 1962; L ANGE, 1985).

- Konzentrationen der L 6sungen:

- 0,05 %ige Starkelosung (sollte frisch angesetzt werden, da nach wenigen
Tagen der Aufbewahrung eine geringfiigige Extinktionsabnahme, d.h. eine
Hydrolyse der Starkelsung, mef3bar ist [SEIDEMANN, 1979; SCHULMANN
& KAMMIOVIRTA, 1991)).

- 0,1 M Kupfersulfatldsung (Merck Nr. 2790 as Stammldsung zur Herstel-
lung der Ubrigen Losungen geringerer Molaritét).
- 0,1 M Magnesiumsulfatlosung (Merck Nr.: 5886).

- 0,5 %ige Diastasel6sung (Fluka Nr.: 33470, a- und b-Amylasen aus Ger-
ste, Aktivitéat 2500 U/g; muld téglich frisch angesetzt werden).

- 300fach verdinnte Lugolsche Losung (Stammldsung: 10 g Kaliumiodid
und 5 g lod in 100 ml agua dest).
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» EXkurs’: Theor etische Grundlagen zur photometrischen M essung der
Extinktion - das Bouguer-L ambert-Beer’ sche Gesetz

(KORTUM, 1962; LANGE €t a., 1980; PERKAMPUS, 1993; 1986)

Bezeichnet man die Intensitét des in ein absorbierendes Medium eindringen-
den Lichtes mit |, , die Intensitét des austretenden Lichtes mit |, so wird der
Quotient

/1, = J (mit0<J <1) (1)

as Transmissionsgrad definiert. Die Extinktion E;, ist der reziproke Log-
arithmus des Transmissionsgrades:

E. =1logl/J, =log(l/1) (2)

E,, bezeichnet man als dekadische Extinktion bei der Wellenlange | [nm].
Der dekadische Logarithmus des reziproken Transmissionsgrades J ist bel
konstanter Wellenlange | der Schichtdicke d (das ist die von dem Photome-
terlicht zu durchdringende Wegstrecke in der Ldsung, also der innere
Durchmesser der Rundkiivette) direkt proportional:

E, =1logl/J;, =my - d (3)

m,, wird als dekadischer Extinktionsmodul definiert: Dies ist eine den Stoff
charakterisierende Proportionalitéatskonstante, die die Dimension einer rezi-
proken Lange hat und in [cm™] angegeben wird.

Bel verdunnten Lésungen ist das Extinktionsmodul m;, der Konzentrati-
on ¢ der absorbierenden Ldsung proportional :

My =&, - C (4)

€, Stellt den molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten dar, der nicht
mehr von der Konzentration ¢ abhangig ist. (Konzentration ¢ in [Mol - 7],
Schichtdicke d in [cm] und ein Mol - It - cm®]. h der Literatur wird
der molare dekadische Extinktionskoeffizient Gberwiegend als reine Zahlen-
grofie angegeben. Den funktionellen Zusammenhang zwischen g, und der
Wellenlange | (nm) bezeichnet man a's das Absor ptionsspektrum einer Lo-
sung. Da der Extinktionskoeffizient von der Wellenlange des absorbierten
Lichtes abhangt, ermittelt man das Absorptionsspektrum der jeweiligen L6-
sung, indem man e als Ordinate gegen die Wellenlange als Abszisse auftragt.
Bel konstantem Produkt (c - d) ist die Extinktion E;, konstant. Daraus folgt
das Bouguer-Lambert-Beer’ sche Gesetz:
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E,=¢€,-¢c-d (5)

Da bei den hier beschriebenen photometrischen Messungen mit Kivetten
konstanter Schichtdicke d gearbeitet wird und der molare Extinktionskoeffi-
zient e bei monochromatischem Licht (konstante Wellenlange | = 578 nm)
eine Konstante ist, ist die Extinktion E, einer Lésung somit nur ihrer Kon-
zentration c proportional.

Das Bouguer-Lambert-Beer’ sche Gesetz setzt also zunéchst die Messung
des Verhatnisses der Lichtintensitdaten 1o und | voraus. Da bel der Extink-
tionsmessung ein Teil des Lichtes durch Reflexionen an der Kivettenober-
flache verloren geht, fihrt man vor jeder Mefdreithe eine Vergleichsmessung
gegen eine Klvette gleicher Schichtdicke durch, die statt der Mefl36sung
aqua dest. enthdlt. Der Betrag des durch die Referenzklvette tretenden
Lichtstrahls ist |; der Betrag des durch die Mel¥kivette, die die Probe ent-
halt, tretenden Lichtstrahls ist I. Die nun von Reflexionsverlusten unabhan-
gige Extinktion einer L6sung wird im Photometer digital als E angezeigt.

Das Bouguer-Lambert-Beer’sche Gesetz ist ein Grenzgesetz fur ver-
dinnte Ldsungen. KORTUM (1962) fordert, die Extinktionsmessungen nur
von Losungen mit einer Konzentration von weniger als 102 Mol - I** durch-
zufiihren, da der Extinktionskoeffizient g,, bei konzentrierteren Losungen
nicht mehr konstant ist, sondern vom Brechungsindex der Losung abhangt.
Bei entsprechend gering konzentrierten Losungen ist dieser Effekt zu ver-
nachlassigen; so ist die Mef3genauigkeit bel 0,430 E am grofdten, tber 1,8 E
wird der Mef3fehler relativ grofd (KORTUM, 1962; L ANGE, 1985).

2.3 Durchfihrung einer Mef3reihe - Arbeitsanleitung

Nach dem Ansetzen der fir die Melreihen bendétigten Ldsungen und der Kon-
trolle der auf¥eren Bedingungen (konstante Raumtemperatur und Raumabdun-
kelung), wurde mit einer 4 ml agua dest. enthaltenen Rundkiivette jewells vor
Versuchsbeginn im Photometer eine Nullpunktabgleichung der Extinktion
durchgefihrt. Daraufhin konnten die Messungen der Diastaseaktivitdt nach
demin Abb. 1 dargestellten Schema erfolgen.

Zur Messung der Ausgangsextinktion (Reaktionsgemisch ohne Diastase, al-
so zum Zeitpunkt Null der Diastaseaktivitét) wurden 3,67 ml des Reaktionsge-
misches in eine Rundkiivette pipettiert. Anschlief3end wurde in diese Rundki-
vette statt Diastase 0,33 ml aqua dest. und finf Sekunden vor der Extinktions-
messung 0,2 ml Lugolsche Lésung zugegeben. Die Extinktion der so ange-
farbten L 6sung wurde mit dem Photometer bei 578 nm bestimmit.
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5ml 30 ml 15ml 10 ml Kupfer-, oder
Diastase- Starke- aqua Magnesiumsulfatlésung
[6sung |6sung dest. oder aqua dest.
1. 2.
-
6.
0,2 ml
Lugolsche
55 mi 5. Losung (5 s vor 7
Reaktions- 4. ' 0,33 ml Aqua der photo- e.rste hoto-
misch 3,67 ml Reaktions- || dest. (statt metrischen P
gemisc isch : metrische
ohne gemisc > Diastase) - Messung) - Messung
Diastase - - (Ausgangs-
extinktion)
10.
0,2 ml
Lugolsche
8. Losung (5 s vor
Diastasezugabe, derphoto- 11.
Beginn der 9. metrischen photo-
Zeitmessung alle 30 s 4 ml Reaktionsgemisch Messung) metrische
> ~N D N D Messung
- ~
der
Reaktionsgemisch Diastas-
ohne Diastase aktivitat

Abb. 1: Verlaufsschema einer Mefl3reihe.

Anschlief3end wurden 5 ml Diastasel6sung in das verbleibende Reaktions-
gemisch pipettiert. Nach leichtem Durchmischen wurden genau 4 ml dieses
Reaktionsgemisches in eine weitere Rundkivette pipettiert. Exakt 25 Sekunden
nach der Diastasezugabe wurde 0,2 ml Lugolsche Lésung mit der Mikropi pette
in die Rundkiivette gegeben und funf Sekunden spéter, also 30 Sekunden nach
der Diastasezugabe, die Extinktion des Reaktionsgemisches mit dem Photo-
meter ermittelt. Daraufhin wurde erneut 4 ml des Reaktionsgemisches in eine
weitere Rundkivette pipettiert, 55 Sekunden nach der Diastasezugabe mit
0,2 ml Lugolsche Lésung ,angefarbt® und funf Sekunden spéter, also 60 Se-
kunden nach der Enzymzugabe, die Extinktion ermittelt. Dieser Vorgang ist
jewells ale 30 Sekunden wiederholt worden, bis nach sechs Minuten 12 Ex-
tinktionsmessungen durchgefihrt worden sind.
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3 Ergebnisseund Diskussion

3.1 Ausgangsextinktion in Abhangigkeit von der Stérkekonzentration

Die Abbildung 2 stellt eine lod-Séttigungskurve dar. Bis zu einer Starkekon-
zentration von 0,05 % besteht eine anndhernd lineare Beziehung zwischen der
Konzentration der Starkeldsung und der (Ausgangs)Extinktion. Die 0,05 %ige
Starkekonzentration bezieht sich auf die dem Reaktionsgemisch hinzupipet-
tierte Starkelésung und entspricht demnach einer Stérkekonzentration in der
Rundkivette von 0,0238 %. Der geringere Anstieg der Extinktionswerte bel
einer Stérkekonzentration von tber 0,05 % kommt dadurch zustande, dal3 nicht
genligend lod-Kaliumiodid in dem Reaktionsgemisch vorhanden ist, um die
gesamten Starkeketten komplett ,, anzufarben” (VoGT & HESSE, 1992). Sowohl
Kupfersulfat, as auch Magnesiumsulfat verursachen gegentiber den mit agua
dest. durchgefiihrten Messungen eine geringfligige Erhéhung der Ausgangsex-
tinktion. Die Proportionalitét der Extinktion zur Konzentration der lod-
Starkel 6sung wird jedoch durch die Kupfer- und Magnesiumsulfatl6sung nicht
wesentlich beeinfluét. Kupfersulfat und Magnesiumsulfat konnten die Asso-
ziation von lod und Stérke fordern, welches die Erhéhung der Ausgangsex-
tinktion gegentber lod-Starke-
Losungen ohne Kupfer- und Ma
gnesiumsulfat  erklaren  wirde
(BHIDE et al., 1981).

3.2 Einflufd von Kupfersulfat
auf die katalytische
Aktivitat der Diastase

Anhand der Messungen (Abb. 2)
wird deutlich, dal3 eine Verringe-

Extinktion

o : rung der Starkekonzentration im

z o2 82 2 2 Z Reaktionsgemisch, also auch ein

c g & 8 8 =9 : .

€« 5§ S o o o enzymatischer Abbau der Stérke,

o . .

®  Konzentration der zugegebenen direkt anhand der gemessenen Ex-
Starkelosung tinktion nachgewiesen ~ werden

—— mit 0,01 M Kupfersulfatlésung kann (Vgl EXkUFS) Die Diastase-

—A— mit 0,01 M Magnesiumsulfatlésung LI ) T i

—O— Kontrolle ohne Metallionen aktivitat &%t sich mittels der in

Abb. 3 dargestellten Extinktions-

Abb. 2: EinfluR der Konzentration der Starkelg-  a@bnahme  des  lod-Stéarke-Kom-

sung auf die Ausgangsextinktion. Gemittelte plexes genauer analysieren.
Werte aus je drei Mel3reihen.
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Vergleicht man die Dynamik der Extinktionsabnahme der mit Kupfersulfat
durchgeftihrten Mefsreihen mit den zur Kontrolle mit Magnesiumsulfat durch-
gefuhrten Meldreihen, 1813 sich festgestellten, dal3 Kupferionen eine Verzoge-
rung der Extinktionsabnahme, also eine Verringerung der katalytischen Akti-
vitdt der Diastase, bewirken. Durch Kupfersulfat wird jedoch die Starkehydro-
lyse nicht verhindert: Sechs Minuten nach der Diastasezugabe ist keine Starke
mehr nachzuwei sen.

Anhand der Kontrollmessungen mit aqua dest. statt Kupfersulfat wird deut-
lich, dai3 die Starkehydrolyse ohne Sulfationen nicht vollsténdig erfolgt. Die
Sulfationen sind demzufolge fir die katalytische Aktivitdt der Diastase von
Bedeutung. Im Gegensatz zu den Kupferionen hemmen die Magnesiumionen
nicht den Stéarkeabbau.

Die Intensitdt der Verzogerung der Starkehydrolyse hangt sowohl von der
Diastasekonzentration (Abb. 4) als
auch von der Kupfersulfatkonzen-
25 tration (Tab. 1) ab.

Die Extinktion des Reaktionsge-
misches ohne Kupfer- bzw. Magne-
siumsulfat, also nur mit Starke- und
\t‘\ Diastaselosung, lag bei allen einge-

setzten Diastaselsungen nach sechs
Minuten (und auch nach 60 Minu-
ten!) mit 0,2 E noch Uber dem als
Reaktionsende definierten (HELD,
1966) Wert von 0,02 E. Je hoher die
Konzentration der Diastasel 6sung
ist, desto geringer ist die durch Kup-
fersulfat bewirkte Verzogerung der
Starkehydrolyse und desto schneller
erfolgt auch ein vollstandiger Abbau
der Starke (vgl. Abb. 4).

Je geringer die Kupfersulfatkon-
zentration im Reaktionsgemisch ist,

Extinktion

L

05

0 -t
0 1 2 3 4 5 6
Zeit in Minuten nach Diastasezugabe

—{}— Diastase mit Kupfersulfat
—A— Diastase mit Magnesiumsulfat
—O— Diastase mit aqua dest.

—l— Kontrolle mit Kupfersulfat
—&A— Kontrolle mit Magnesiumsulfat
—@— Kontrolle mit aqua dest.

Abb. 3: Einflul3 von Kupfersulfat im Ver-
gleich zu Magnesiumsulfat auf die katal yti-
sche Aktivitdt der Diastase; dargestellt al's
Extinktionsabnahme des | od-Stérke-
Komplexes. (Gemittelte Werte aus je drel
Mefdreihen; 0,01 M Kupfer- u. Magnesium-
sulfatlésungen)

desto geringer ist auch die Verzoge-
rung zu Beginn der Starkehydrolyse,
da der hemmende Einflul® der Kup-
ferionen schwacher ist. Allerdings
nimmt bei einer Verringerung der
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Kupfersulfatkonzentration die Dauer bis zum vollstdndigen Abbau der Starke
zu, da auch der fordernde Einfluld der Sulfationen auf die Enzymaktivitdt ge-
ringer ist (Tab. 1).

Dauer der Starkehydrolyse
in Minuten

20
16

12 A

O T T
1,00 % 0,50 %

mit
Kupfersulfat

mit Magne-
siumsulfat

Konzentration der Diastaselésung

0,25 %

0,125 %

Abb. 4: Dauer der Stérkehydrolyse in Abhangigkeit von der Diastasekonzentration unter
Einwirkung von Kupfer- bzw. Magnesiumsulfat. Gemittelte Werte aus je drei Mefdreihen.

Tab. 1. Beeinflussung der Diastaseaktivitét durch

unterschiedliche Kupfersulfatkonzentrationen.

Konzentration| Extinktionsab- | Dauer' der
der hinzuge- [ nahmeinnerhalb|  Stérke-
gebenen Kup-| der ersten 30 s | hydrolyse?
fersulfat- nach der Diasta-| [Minuten]

[6sung [M] sezugabe [E]
0,1 0,53 6
0,01 0,597 6
0,001 0,868 15
0,0001 1,258 20
agua dest. 1,382 -

'Durchschnittswerte aus je drei Mef3reihen.

’Die Starkehydrolyse wird bei einer Extinktion
von weniger als 0,02 E als beendet angesehen

(HELD, 1966).

Es liegt die Vermutung nahe,
dal3 die Kupferionen eine chemi-
sche Blockierung der reaktiven
SH-Gruppen im aktiven Zentrum
des Enzyms bewirken und diese
weniger spezifischen Inhibitoren
die fur die Enzymaktivitdt es
sentiellen  Metalle  blockieren
(KARLSON et al., 1994; SCHEL-
LENBERGER et a., 1989). Be
Untersuchungen Uber die Reakti-
onsbedingungen der a-Amylase
in vitro wurde festgestellt, dal3
das Metalloenzym Chloridionen
und Calciumionen fur die Akti-
vierung benttigt (Hsiu et a.,

1964; BERGMEYER & GRASSEL, 1983). Diese lonen sind sehr stark an das En-
zym gebunden und kénnen im Falle eines Mangels auch aus den Reagenzien
bzw. dem Glasmaterial entzogen und an das Enzym angelagert (HENKEL, 1982)
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oder durch Magnesiumionen bzw. auch durch Sr2+, Ba2* und Be?+ ersetzt wer-
den (Hsiu et al., 1964; SOGAARD €t a., 1993).

Anmerkung

Die vorgestellte Methodik fihrt aufgrund der mefdtechnisch schwierigen
Handhabung nur bei gelibten Personen und unter sorgféltiger Einhaltung der
Versuchsbedingungen zu reproduzierbaren Ergebnissen. Dennoch eignen sich
solche Messungen fir die Durchfihrung im universitéren Bereich sowie in ver-
einfachter Form in der Sekundarstufe |1 zur Bearbeitung enzymkinetischer Fra-
gestellungen.
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