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II. MOLEKULARE KONSTANTEN UND W I R K U N G S W E I S E  DES ENZYMS 

V. lt-~SI¢I.BARTH*, (;. V. SCHULZ UND H. SCHW|NN** 
lnslitz+t fiir physikalische Chemic der Universitiit Mainz, Maine (Deutschland) 

(Eingegangen am 14. August, 107 o) 

S U M M A R Y  

Studies on amylomaltase. I I .  Molecular constants and activity of the enzyme 
A preparation method for the enzyme, amylomaltase (a-I,4-glucan: I)-glucose 

4-glycosyl transferase, EC 2.4.I.3), is described giving a highly uniform protein as 
can be seen by sedimentation, chromatography and eleetrophoresis. Using sedimen- 
tation equilibrimn, sedimentation diffusion and Sephadex chromatography tile mole- 
cular weight is determined to 71 ooo (~  5o00). The isoelectric point lies at pH 5-57. 
The frictional ratio is 1.27. 

The equilibrium of oligonlers established by the enzyme is investigated starting 
from maltose, maltotriose and maltotetraose with the result that  the turnover rate 
increases in this order. I f  the enzyme is incubated by maltotetraose equal molar 
fractions of maltotriose and maltopentaose are formed primarily showing that tile 
enzyme transfers only one glucose unit from one to another oligomer. 

The equilibrium constant is I within the limits of error for all partial equilibria 
between four or three oligolners. However, the distribution of all oligomers reveals 
that the transfer reaction is combined by a slow hydrolysis, probably a side reaction 
of the same enzyme. 

I. EINLEITUNG 

Das v o n  MONOD UND TORRIANI 1,2 u n d  DOUDOROFF et al. ~ beschriebene Enzym 
Amylomaltase (a-I,4-Glucan:D-glucose 4-glycosyltransferase, EC 2.4.1.3) ist da- 
durch interessant, dass es durch einen Prozess, dessen freie Enthalpie nahe bei o 
liegt, h6here Oligomere der Maltosereihe--unter geeigneten Umst~inden bis zu Amy- 
losen--synthetisieren kann. Nach WIESMEYER UND COHN 4-6 ist dieses Enzym eine 
Glukosetransferase, welche das nicht reduzierende Ende der Glukose von einem Mal- 
tosemolekiil abtrennt und auf ein anderes tibertr~igt. Hierbei entstehen Glukose und 
h6here Oligomere. Die Autoren fanden nach der Archibald-Methode ein Molekulat- 

* Dissertation, Mainz, 1969. 
** Dissertation, I. Tell, Mainz, 1968. 
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gewicht von 12 4 ooo. SCHULZ et al. 7 zeigten, dass das Enzym nicht spezifisch Maltose, 
sondern auch die h6heren Oligomeren angreift, so dass das allgemeine Reaktions- 
schema durch die Gleichung 

Gm + Gn = Gn-1 + Gn+l 

wiedergegeben werden kann (G = Glukose, G 2 = Maltose usw.). 
Diese und die folgende Arbeit haben zum Ziel, Genaueres fiber den Wirkungs- 

mechanismus des Enzyms zu erfahren. Mit Hilfe einer PrAparationsmethode, die in 
stiirkerem Masse S~iulentechniken verwendet, wurde ein sehr einheitliches Enzym 
erhalten, dessen Molekulargewicht nach verschiedenen Methoden fibereinstimmen 
niedriger als bisher angenommen ist. 

Anschliessend wird die Gleichgewichtseinstellung untersucht, wobei folgende 
bisher noch nicht beantwortete Fragen gekl~.rt werden: 

(I) BenStigt das Enzym ffir seine Wirkung stets Maltose bzw. Amylose und 
Glukose, oder kann es auch bei Abwesenheit von Maltose und Glukose die hSheren 
Oligomeren der Maltosereihe umsetzen ? 

(2) Kann das Enzym ausser Glukose auch hShere Einheiten z.B. Maltose fiber- 
tragen ? 

(3) Welcher Art ist das vom Enzym eingestellte Gleichgewicht; insbesondere 
welche Molekulargewichtsverteilung stellt sich im Gleichgewicht ein? 

(4) Ist es mSglich, die hydrolytische Aktivitiit, welche bei unseren Versuchen 
stets die Gleichgewichtseinstellung tiberlagert, von der Transglukosidaseaktivitiit zu 
trennen, oder handelt es sich bei beiden Reaktionen um Wirkungen des gleichen 
Enzyms? 

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden chromatographisch reine Maltotriose 
und Maltotetraose hergestellt, und alle Versuche parallel mit Maltose, Maltotriose 
und Maltotetraose als Substrat durchgeffihrt. Gleichgewichtseinstellung und Kinetik 
wurden untersucht, indem die entstehenden Zucker yon der Glukose bis zur Pentaose 
und eine Restfraktion Re, welche alle hSheren Oligomeren enthielt, in Abhiingigkeit 
yon der Inkubationszeit chromatographisch bestimmt wurden. Die fiir das Gleich- 
gewicht zu erwartende Molekulargewichtsverteilung der Oligomeren wurde theore- 
tisch berechnet und mit dem Experiment verglichen. 

In der nachfolgenden Arbeit 8 werden dutch kinetische Messungen der Reak- 
tionsmechanismus und die Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten der 
Teilreaktionen ermittelt. 

I I .  BESTIMMUNG DER MOLEKULAREN KONSTANTEN 

Sedimentationsgleichgewicht in der Ultrazentrifuge 

Die Gleichgewichtsmessungen wurden nach dem Verfahren v o n  L/3TJE 9 und 
YPHANTIS 1° vorgenommen, wobei die Drehzahl so gew~ihlt wird, dass am Meniscus 
die Konzentration o vorliegt. Gemessen wird der Konzentrationsgradient in einer 
Zone yon 1-2 mm tiber einem kfinstlichen Zellenboden aus Silikon61 (Fa. Wacker, 
Typ 380). Daraus folgt die Konzentration c i m  Abstand r vom Rotationszentrum 
und welter das Molekulargewicht Mz,r  in Abh~ingigkeit von r nach der Gleichung 

Mz,r = d[ln(dc/dr)/dr] RT/(I -- ~20)o92br (i) 
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Abb. I. Aus dem Sed im e n ta t i ons g l e i c hge w ic h t  be rechne tes  Moleku la rgewich t  der A m y l o m a l t a s e  
in  AbhAngigke i t  von der K o n z e n t r a t i o n  c und  dem A bs t and  vom R o t a t i o n s z e n t r u m .  P h o s p h a t -  
puffer, p H  6.85; I =: o.5. 

(e ~ Dichte  der  L6sung ; b = A b s t a n d  des Bodens vom Ro ta t i onszen t rum,  (~ = Win-  
kelgesehwindigkei t ) .  F i i r  das  par t ie l le  spezifische Volumen des Prote ins  wurde  
~ 2  - -  o.74 gesetzt ,  ein Mit te lwer t  aus zahlre iehen anderen  Prote inen.  Eine Abwei-  
chung von o .o i  erg~ibe einen Fehler  in M von 5%.  

In  Abb.  I ist das bereehnete  Molekulargewicht  im Bereich un te rha lb  5 g/1 in 
Abh~ngigkei t  v o n d e r  Konzen t ra t ion  aufge t ragen  und nach der Konzen t ra t ion  o 
zur t ickext rapol ie r t ,  um Effekte der  Nichtideali t~it  zu el iminieren.  Bewer te t  man  allc 
Messpunkte  mit  gleichem Gewieht ,  dann  erh~tlt man  ftir das  Molekulargewicht  

Abb. 2. S e d i m e n t a t i o n  der A m y l o m a l t a s e  bei  66 77o U / m i n ;  p H  6.85; 1 = 0.5; c == 3.8 bzw. 
2.86 g/1. Bei den A u f n a h m e n  von 4o-48 rain be t r~g t  der Phasenwi nke l  7o°; ff~r die sp~teren  Auf- 

n a h m e n  (84-92 rain) 6o °. 
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M = 76 ooo; bei stArkerer Bewertung der Messpunkte niederer Konzentration er- 
gibt sich M = 66 ooo. Als wahrscheinlichsten Wert des durch Gleichgewichtsmes- 
sungen erhaltenen Molekulargewichts ergibt sich M = 71 ooo ± lO%. 

Sedimentationsgeschwindigkeit 
In Abb. 2 ist ein Sedimentationslauf der Doppelsektorzelle mit zwei Konzen- 

trationen dargestellt. Man erkennt einen gut ausgebildeten Peak, der auf eine ein- 
heitliche Substanz hinweist. Bei l~ngerer Sedimentationsdauer und Konzentrationen 
fiber 5 g/1 bilden sich geringe Mengen einer h6her molekularen Komponente, deren 
Sedimentationskonstante bei etwa 9-1o Svedberg-Einheiten liegt. Hierbei handelt es 
sich wahrscheinlich um dasselbe Denatufierungsprodukt, das in den Elutionskurven 
der Gelchromatographie und bei den Gleichgewichtsmessungen auffrat. Auch WIES- 
MEYER UND COHN 4-6 beobachteten bei der Ultrazentrifugierung in Phosphatpuffern 
niedrigerer Ionenst~irke schneller sedimentierende Anteile. 

Die unmittelbar im Puffer bestimmte Sedimentationskonstante s20 wurde unter 
Berficksichtigung der Viskosit/iten und Dichten von Wasser bzw. Puffer auf Wasser 
bezogen (s20,w). Das Ergebnis einer Reihe yon Auswertungen enthiilt Tabelle I. 

TABELLE I 

S E D I M E N T A T I O N S K O N S T A N T E  V O N  A M Y L O M A L T A S E  B E I  pH 6.85 (I = 0 . 5 ;  20 °) I N  A B H A N G I G K E I T  

V O N  D E R  K O N Z E N T R A T I O N  

I~on:entration s~o X 1013 S20,w X 1013  

(g/l) (sec) 

1.26 4.17 "4.79 
1.89 4.23 4.85 
1 . 9 5  4 . 2 5  4 , 8 8  

3.81 4.20 4.82 
7.56 4.14 4.75 

Mittelwert 4.19 4.81 ~: 0.04 

Wie Tabelle I zeigt, ist die Sedimentationskonstante innerhalb der Fehler- 
grenzen von der Konzentration unabh~ingig. Unter dieser Bedingung kann man aus 
der Sedimentationskurve nactl FAXEN 11 die Diffusionskonstante D berechnen. Da- 
nach gilt ffir ein molekular einheitliches Protein 

(~___)~ i i - s ~ t  
D = f~ 4~ t 

(2) 

Hierin ist A die F1/iche unter der Sedimentationskurve, H deren H6he und f der Ver- 
gr6sserungsfaktor. Bei Zutreffen yon G1. 2 erh/ilt man eine Gerade mit der Steigung 
4z~f2D, wenn man (A/H) ~ gegen t(i --  s~o2t) auffr/igt. 

Aus Abb. 3 ist zu entnehmen, dass die Methode von WAXEN auf unsere L6sungen 
von Amylomaltase anwendbar ist. Die Neigung der Geraden betriigt 1.8.10 -3. Daraus 
ergibt sich mit 4 ~ f  ~ = 3.oo" lO 3 D = 6.Ol. IO -~ cm 2.sec -1. Das Ergebnis yon drei 
solchen Versuchen ist in Tabelle I I  zusammengestelt. 
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A b b .  3. A u s w e r t u n g  e ines  S e d i m e n t a t i o n s l a u f e s  n a c h  Vaxen .  c =, l .(~5g/1; oJ ~ , :  2 . 8 2 3 . ~ o 7 ;  
o~2s "- 1 . 2 o ' I o - S s c c - 1 ; f  I5 .45 ;  tcorr = I - 6 7 3 s e c .  

Diffusionsmessungen 
Zur direkten Bestinmmng der Diffusionskonstante wurde das Diffusions- und 

Elektrophoreseger~it (Modell E) der Fa. Beckman verwendet. Die Konzentrations- 
gradientenkurve wurde mittels der Schlierenoptik nach Philpot-Svensson mit Licht 
der Wellenl~inge 540o A aufgenommen. Die Auswertung geschah in der iiblichen 
Weise. Tabelle I I I  enth~ilt das Ergebnis einiger Versuche. 

Ein Vergleich der direkt best immten Diffusionskonstanten in Tabelle I I I  mit 
den nach FAXEN aus der Sedimentation berechneten Tabelle I I  zeigt, dass innerhalb 

TABE1AA£ I I  

D I F F U S I O N S K O E F F I Z I E N T  V O N  A M Y L O M A L T A S E ,  E R M I T T E L T  N A C H  [ ~ ' A X E N  11 A U S  I ) E M  S E I ) I M E N T A -  

T I O N S D I A G R A M M  

C D 2 0  X / ' 0 7  [ ) 2 0 , ~ ,  >'4 I O  7 

(gll) (cm~/sec) (cm~/sec) 

1.89 6.10 0.50 
1.95 6.O1 6.33 
3.81 6.51 6.86 

M i t t e l w e r t  6.2 6 . 5 5 : 4  o. 3 

der Fehlergrenzen Ubereinstimmung besteht. W~tre das Enzym uneinheitlich, so 
sollte die nach FAXEN berechnete Diffusionskonstante h6her als die direkt best immte 
sein, da das Zentrifugalfeld die Komponenten verschiedenen Molekulargewichts aus- 
einanderzieht. Der kleine Effekt in dieser Richtung liegt innerhalb der Fehlergrenzen. 

Molekulargewicht und Reibungsverhiiltnis 
Setzt man in die Svedbergsche Gleichung M = RTs /D(I  --  v2~) die Diffusions- 

konstante nach FAXEN ein (Tabelle II), so erh~ilt man M = 6 9 ooo, verwendet man 
den direkt best immten Wert (Tabelle I I I ) ,  so ergibt sich M = 71 ooo. Diese Werte 

Biochim. Biophys. Acta, 227 (197[) 296-3r2  
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T A B E L L E  I I I  .. ' 

DIREKT BESTIMMTE DIFFUSIONSKONSTANTEN VON AMYLOMALTASE BEI  2 0 %  p H 6 . 8 5 ;  I = 0.  5,  

P H O S P H A T P U F F E R  

c D~o × zo ~ D=o,vo X I0~ l 

(g/l) (cm=lsec) (cm21sec) 

0.43 6.3 6.7 
0.57 5-7 6.0 
0.63 5-9 6.2 

Mit te lwer t  6.0 6.3 :[: 0.30 

stimmen ausgezeichnet mit  dem Weft aus Gleichgewichtsmessungen M = 71 ooo 
tiberein. Die Gesamtheit der Messungen ergibt als wahrscheinlichsten Weft  ftir die 
Amylomaltase bei Berticksichtigung der Unsicherheit yon On M ----- 71 ooo -4- 5 ooo. 

Man kann das Reibungsverh~Itnis des Proteins nach der Gleichung 

. . . . . .  lO-~ ( 3 )  
To / 

berechnen. Dieses Verh~ltnis gibt die Reibung der Proteinmolekfile im Verhitltnis zur 
Reibung kugelf6rmiger Teilchen nach dem Stokes'schen Gesetz an. Nach Einsetzen 
der hier gewonnenen Zahlenwerte ergibt sich fifo = 1.27. Sowohl im Molekularge- 
wicht als auch im ReibungsverhAltnis entspricht demnach die Amylomaltase globu- 
l~ren Proteinen der Gr6ssenordnung yon Serumalbumin oder H~moglobulin. 

Elutionsvolumen an einer Sephadexsfiule im Vergleich zu anderen Proteinen 
Um das Molekulargewicht noch dutch eine unabNingige Methode zu sichern, 

wurde das Elutionsvolumen mit dem anderer Proteine an einer S~iule (2 cm × 50 cm), 

2o0 
'.It'\ + 

I00 " .  .o!i - .  
60 

,0 "x,., 

20 

~o m .  Vo,,% 
12 1.4 t6 1.8 20 2.2 2L, 

Abb. 4. Re la t ives  E l u t i o n s v o l u m e n  der  A m y l o m a l t a s e  ((2)) im Vergleich mi t  ande ren  P ro t e inen  
( + )  Alkoholdehydrogenase ,  Glukoseoxidase,  G l yce r i na ldehydphospha tdehyd rogenase ,  Rinder -  
s e r u m a l b u m i n ,  C h y m o t r y p s i n ,  C y t och rom c. 

die Sephadex G-2oo enthielt, verglichen. Die Elutionsvolumina Ve wurden auf das 
Elutionsvolumen Ve,o yon Blue Dextran bezogen. Das Ergebnis ist in Abb. 4 aufge- 
tragen. Die gemeinsame Gerade zeigt, dass sich die von uns pr~iparierte Amylomaltase 
auch hinsichtlich ihres gelchromatographischen Verhaltens gut in andere globul~re 
Proteine einffigt. 

Biochim.  Biophys.  A a a ,  227 (1971) 296-312 
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Elektrophoretische Einheitlichkeit und isoelektrischer Punkt  
Die Versuche wurden im Elektrophorese-Diffusionsger/it Modell E yon Beck- 

man bei I ° ausgefiihrt. Der Zellenquerschnitt  betr~igt q =- 0.75 cm 2, die L~inge des 
Lichtwegs war 2 × 2.5 cm. Die Auswertung geschah mit der Rayleigh-Interferenz- 
optik und der Schlierenoptik. Alle Messungen wurden bei der Ionenst~irke I ...... (~.2 vor- 
genommen.  Die elektrophoretische Beweglichkeit wurde auf  Wasser reduziert. 

Abb.  5. E lek t rophorese  von A m y l o m a l t a s e  bei p H  5.05 und  I °. L inks  aufs te igender ,  rcch ts  ab- 
s te igender  Peak .  Die Zei ten bez iehen sich a u f  das  U m p o l e n  der E lek t roden  w/~hrend des Imufes.  
Vorher  war  die E lek t rophorese  3 h in u m g e k e h r t e r  R i c h t u n g  gelaufen.  

Abb. 5 zeigt die Aufnahme eines Elektrophoreseverlaufes bei pH 5.o5. Die 
Gestalt sowohl des aufsteigenden als auch des absteigenden Peaks entspricht einem 
einheitlichen Protein. 

Die gemessene Beweglichkeit un2o wurde in Abb. 6 gegen den pH aufgetragen. 
Der Schni t tpunkt  der Interpolat ionskurve mit der Nullachse ergibt ffir die Ioncn- 
st/irke 0.2 den isoelektrischen Punkt  5.57 ~: o-03- 

Biochim. Biophys..4cta, 227 (I971) 206 312 
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Abb.  6. E l e k t r o p h o r e t i s c h e  B e w e g l i c h k e i t  v o n  A m y l o m a l t a s e  in  A b h ~ n g i g k e i t  v o m  p H  bei  I ° 
u n d  d e r  I o n e n s t ~ r k e  0.2. 

I I I .  E I N S T E L L U N G  DES OLIGOMERENGLEICHGEWICHTS UND BESTIMMUNG DER GLEICH-  

GEWICHTSKONSTANTEN 

Um die zur Einstellung des Gleichgewichts notwendige Zeit zu ermitteln und 
gleichzeitig zu erkennen, wie das Enzym mit h6heren Oligomeren reagiert, wurden 
reine Maltose bzw. reine Maltotetraose unter gleichen Bedingungen mit Enzym in- 
kubiert und die zeitliche Abnahme des 01igomeren gemessen. Abb. 7 zeigt das Er- 
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Abb.  7. K o n z e n t r a t i o n s a b n a h m e  des  O l i g o m e r e n  a ls  F u n k t i o n  de r  Z e i t  be i  28 °. A n f a n g s k o n z e n -  
t r a t i o n  de r  M a l t o s e  bzw.  M a l t o t e t r a o s e  c o = o.13 M; [El0 = 6.4" IO -~ M; o . I  M P h o s p h a t p u f f e r ,  
p H  6.9. 

gebnis. Man erkennt, dass beide Substrate umgesetzt werden und zwar das h6here 
Oligomere mit h6herer Geschwindigkeit. Die Transferreaktion findet offenbar an be- 
liebigen Oligomeren bis Polymeren statt. Unter den angewandten Bedingungen ist 
das Gleichgewicht nach ann~hernd I h erreicht. 

Grunds/itzlich w~re es denkbar, dass ausser Glukose auch h6here Glieder der 
Reihe, etwa Maltose fibertragen werden TM. Folgender Versuch wiederlegt diese An- 
nahme. Reine Maltotetraose wird mit dem Enzym inkubiert und die zeitliche Ent-  

B i o c h i m .  13iophys.  A c t a ,  227 ( i 9 7  I) 296 -312  
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TABELLE IV 

M O L A R E  A N T E I L E  n i  D E R  N 1 F D E R E N  O L I G O M E R E N  U N I )  GEXVICHTSP;RUCH [{1; DP2R HOHERP2N O L I ( i O -  

M E R E N  N A C t l  V E R S C H I E D E N E N  Z E I T E N  D E R  I N K U B A T I O N  VON M A L T O T E T R A O S E  MIT A M Y L O M A L T A S E  

[E]0 -- o.48 • to 7 M. Sonst wie in Abb. 7 (Mittelwerte aus jeweils 6 Einzelwerten). 

Z e i t  n I n., n a u t n~ R 6 
( r a i n )  ( ;vwichtsbruch 

o - 0 . 2 5 0  

2 o.ol 9 0 . 2 0 5  o.olS 0.o33 
5 O.OI (} ,O25 O . 1 5 8  0 . 0 2 2  O . 1 6 3  

IO (}.0I 0.015 0.028 O. lO6 o.o2(} o.34o 
20 0.038 0 . 0 3 8  o . o 3 1  0 . 0 6 4  o.027 o.-Ioo 
3 ° 0 . 0 5 1  0 . 0 4 9  0 . 0 3 5  0 . 0 4 {  ) 0 . 0 2 8  0 . 4 l l  

4 ° 0.054 o.o48 0 . 0 3 8  0 . 0 4 3  o.o29 o.418 
60 0.055 0 . 0 4 5  o.o4I 0 . 0 3 8  0.029 0.435 

18o 0.057 0.047 {).o41 0 . 0 3 5  o.o3o o.43I 

wicklung aller Zucker  v o n d e r  Glukose bis zur Pentaose,  sowie der Gewichtsbruch R,  

der h6heren Oligomeren vom Hexameren  ab aufw~irts gemessen. Das Ergebnis  ist in 

Tabelle  IV zusammengeste l l t .  
Tabelle  IV zeigt, dass zun/ichst in gleichen molaren Antei len das Tr imere  und 

Pen tamere  ents teht .  Es wird also nur ein Glukoserest  f ibertragen, wobei die Malto- 
te t raose  zugleich als Dona to r  und Acceptor  wirkt.  Im  weiteren Verlauf  en ts teh t  eine 

stat is t ische Vertei lung aller m6glichen (auch h6heren) Oligomeren, die, wenn keine 

Hydro lyse  eintr/ite (vergl. hierzu Abschni t t  V), einem the rmodynamischen  Gleich- 

gewieht  zustrebte.  
Das zu erwar tende Gleichgewicht muss folgende Eigenschaf ten haben:  Be- 

zeichnen wir mit  G1, G2, Ga usw. die Reihe Glukose, Maltose, Maltotriose usw. und 

mi t  n l ,  n 2, n 3 usw. die dazugehOrigen molaren Konzen t ra t ionen  oder Molzahlen* so 

entsprechen den Reak t ionen  

G 2 + G~ -= G 1 ~ ( ;a  
G 2 + G a - G1 J (i; 4 
Ga + Ga -- G2 t (;4 usw. 

die Gleichgewicht sbeziehungen 

K 1 3  " ( n  1 " /gg) /n2  2 

K 1 4  "-- ( n l , n 4 ) / ( j g 2 * n 3 )  (4)  
K,.~ - -  (us" n , ) / n : ?  

Allgemein entspr icht  der Reakt ion  

die Gleiehgewichtsbedingung 

K~e . . . . . . .  

Aus der Vertei lung der Oligomeren nach Eins te l lung des Gleiehgewiehts kann 

man  die Kons tan ten  K,~ aller Einzelgleichgewichte zwischen jeweils 4 bzw. 3 0 l i g o -  

* Da die Konstanten K~e dimensionslos sind, kann man zu ihrer Berechnung ebensogut 
normierte Molzahlen wie Konzentrationen verwenden. 

B i o c h i m .  B i o p h y s .  Ac ta ,  227 (1971) 296-312 
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TABELLE V 

V E R T E I L U N G  DER E N T S T A N D E N E N  OLIGOMEREN NACH 3 h INKUBATION YON MALTOSE, MALTO- 

TRIOSE UND MALTOTETRAOSE 

Bedingungen wie in Tabelle IV. 

Substrat Maltose Maltotriose Maltotetraose 

n 1 0.265 0.082 0.057 
n 2 o.123 0.060 0.047 
n 3 0.059 o.o51 o.o41 
n~ 0.030 0.043 0.035 
n~ o.o16 0.036 0.030 

5 
n, 0.493 0.272 o.21o 

R 6 O.ll 7 0.290 0.432 

meren nach diesen Gleichungen ausrechnen. Die so gefundenen Kons t an t en  sollten 
unabh~tngig davon sein, ob man  van  Maltose, Maltotriose oder Maltotetraose ausgeht. 
Eine entsprechende Versuchserie ist in Tabelle V dargestellt.  Die Molzahlen n, sind 

auf  I Grundmol  Ausgangssubstanz normiert .  
Zur Berechnung der Gleichgewichtskonstanten K,k nach G1. 6 stehen uns  ftir 

jeden Ausgangsstoff, wenn wir die ersten 5 0 l i g o m e r e n  zugrundelegen, 6 Gleichge- 
wichte zur Verftigung, insgesamt also bei Verwendung van  Maltose, Maltotriose und  
Maltotetraose 18 Kons tan ten .  Diese wurden aus den Messwerten der Tabelle V aus- 
gerechnet und  sind in Tabelle VI zusammengestel l t .  

TABELLE VI 

GLEICHGEWICHTSKONSTANTEN K~k DER EINZELGLEICHGEWICHTE,  B E R E C H N E T  NACH GL.  6 AUS DEN 

MOLZAHLEN DER T A B E L L E  V Ft~R DREI  VERSCHIEDENE AUSGANGS-OLIGOMERE 

Einstellzeit 3 h, Temperatur 28 °. 

K ~  Maltose Maltotriose Maltotetraose Mittelwert 

/4x~ 1.o3 1.15 1.o 5 1.o 7 
1414 1.o9 1.15 1.o 3 1.o9 
Kls 1.o3 1.14 1.o9 1.o 7 
K24 1-o5 0.99 0.98 I .oi 
K~5 I.IO 0.99 0.98 1.o2 
K35 1.05 0.99 I .oo I .oi 

Gesamtmittel: 1.o 4 4- 0.o 4 

Tabelle VI zeigt, dass der Wert  aller Gleichgewichtskonstanten K , k ,  unab-  
h/ingig davon,  van  welchem Oligomeren man  ausgeht, nahe bei I liegt. Der im Durch- 
schni t t  etwas h6here Wer t  1.o 4 liegt nahe an der Fehlergrenze der Messungen. I b m  
kommt  jedoch eine reale Bedeutung  insofern zu, als in den ersten 3 h bereits eine 
leichte Hydrolysereakt ion mit  der Gleichgewichtseinstellung konkurr ier t  (vergl. Ab- 
schni t t  IV). Diese Reakt ion erh6ht den Glukoseanteil  und  dami t - - sche inbar - - -d ie  
Gleichgewichtskonstanten,  an welchen Glukose beteiligt ist (K13, K14, KI.~). Die drei 
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Kons tan ten ,  an welchen Glukose nicht  betei l igt  ist (K24, K25, Kas), liegen wie Tabelle 
VI zeigt,  fast  genau bei I.O. 

Wi r  k6nnen daher  annehmen,  dass der  kor rek te  W e r t  aller Gleiehgewichtskon-  
s t an t en  K,k prak t i sch  gleich I.O ist. Das ist zu erwar ten ,  da  beiln Transfer  einer Glu- 
koseeinhei t  nur  eine a-glukosidische Bindung gegen eine andere ausge tauscht  wird, 
rein chemiseh also fast n ichts  geschieht.  Da bei  jeder  Einze l reakt ion  die Anzahl  der 
Molekfile e rha l ten  ble ibt ,  s ind auch keine erhebl ichen Entropie~tnderungen zu erwar-  
ten. Die freie S t anda rden tha lp i e  ist somit  A G  ° - -  RT In K,~ , (). Voraussicht l ich 
s ind auch A H  ° u n d / 1 5  ~'~ sehr nahe gleich o. In  einer frtiheren Arbe i t  7 haben wit  aus 
der  Tempera tu rab ld ing igke i t  von Kla endliche Wer te  fiir ~lH ° und ,L~; ° abgcschStzt .  
Obgleieh diese nicht  sehr weit von o lagen, erscheinen sic uns auf  Grund  der neueren 
Ergebnisse  als noch zu hoch. 

IV. MOLEKULARGEWICHTSVERTEILUNG UND HYDROLYSEREAKTION 

Aus den Einzelgle ichgewichten ergibt  sich eine definierte Gesamtver te i lung  der 
Oligomeren,  falls sich kein i r revers ibler  Vorgang i iberlagert .  Im folgenden wird zu- 
erst  die theore t i sch  zu e rwar tende  Vertei lung abgele i te t  und diese sodann mi t  dem 
exper imente l len  Befund vergliehen. 

F o r m a l e  B e z i e h u n g e n  

Nach Eins te l lung des Oligomerengleichgewichtes  befinden sich im Sys tem n~ 
Mole Glukose,  n 2 Mole Maltose . . . .  np Mole des Oligomeren mi t  deln Polymer i sa t ions-  
g rad  P.  Die Molzahlen n, s ind normier t  auf  I Mol Glukoseeinhei ten  des Gleichge- 
wichtsgemisches.  Es s ind also in I Mol Glukoseeinhei ten insgesamt  

co 
nl + %  i-~';a... ~ , ,  .... + n ~  = X n;~ (7) 

P ' : t  

Mole Subs tanz  en tha l ten .  Hieraus  ergibt  sich der mi t t l e re  Po lymer i sa t ionsgrad  /gn 
(Zahlenmit te l)  zu 

P,, = t/ ~, % (s) 
P = I  

Das P r o d u k t  

mp -- P n v (9) 

ist  der  Gewichtsbruch  des Oligomeren mit  dem Po lymer i sa t ionsgrad  P in i ( ; r amm 
Glukoseres ten  (nicht Glukose).  Die Summe aller Gewichtsbrf iche ist 

P = I  

Aus diesen Defini t ionen und den Gleichgewichtsbeziehungen des vorigen Ab-  
schni t tes  ergeben sich, wie im Anhang  nachgewiesen,  folgende Verte i lungsgleichungen 

U p  --- ( I / P n  2) ( I  - -  I / P n )  j ' ,-1 (1 I )  

m l  ' = ( p i p ,  2)(~ _ 1 / p n ) v - 1  (12) 
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Ferner ist wegen G1. 6 der Gewichtsbruch aller Polymeren vom/ - t en  ab aufwArts 

i - - 1  
R~= I -- ~ mp (I3) 

p = I  

In Tabelle VII sind die nach G1. I I  und 13 abgeleiteten Verteilungsdaten ffir 
30 l igomere  als Substrate zusammengestellt. Der mittlere Polymerisationsgrad fin 
des Gemisches ist bei ungest6rter Einstellung des Gleichgewichts identisch mit dem 
Polymerisationsgrad des als Substrat verwendeten Oligomeren. 

T A B E L L E  V I I  

B E R E C H N E T E  M O L E K U L A R G E W I C H T S V E R T E I L U N G E N  F O R  3 S U B S T R A T E  N A C H  E R R E I C H U N G  D E S  

G L E I C H G E W I C H T S  

Substrat 

n 2 

n3 

n 4 

n 5 

~. np 
p = l  

Maltose Ma#otriose Maltotetraose 
P n  = 2 Pn = 3 Pn -- 4 

9.250 o . I I I  0.0625 
o.125 0.o74 0.0470 
0.0625 0.0495 0.0350 
o.o312 0.037 o.o265 
o.o156 0.022 o.o189 

0.484 0.2895 o.19o8 

R 6 O.lO8 0.349 0.535 

Vergleich mit dem Experiment und Langzeitversuche 
Ein Vergleich der experimentellen Werte der Tabelle V mit den bereehneten in 

Tabelle VII ergibt folgendes : Bei Maltose als Ausgangsstoff ist die ~bereinstimmung 
recht gut; bei den h6heren Oligomeren ergeben sich aber Abweichungen, die sich be- 
sonders in den zu kleinen Werten des Betrages R e zeigen. Zur Erkl~irung dieses Ef- 
fektes k6nnte man annehmen, dass bei den h6heren Oligomeren nach 3 h die Gleieh- 
gewichtseinstellung noch nicht beendet ist, da bei diesen die Gesamtverteilung breiter 
ist und damit mehr Einzelreaktionen erfordert. Um dies zu kliiren, wurden mit Mal- 
totetraose Versuche mit l~tngeren Inkubationszeiten (6 und 24 h) durchgeffihrt, deren 
Ergebnis in Tabelle VI I I  zusammengestellt ist. 

Das Ergebnis entspricht nicht der Erwartung, denn die gemessenen Zahlen- 

T A B E L L E  V I I I  

L A N G Z E I T V E R S U C H E  M I T  M A L T O T E T R A O S E  

Versuchsbedingungen wie in Tabelle IV bzw. Abb. 7. 

Substrat Zeit." 6 h 24 h 

nl o.o71 o . i5 i  
nz 0.062 o.o91 
n3 0.056 0.067 
n4 0.046 0.049 
n5 0.040 0.040 
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werte entfernen sich mit zunehmender Inkubationszeit von den berechneten. Die 
zunehmenden Molzahlen der niederen Oligomeren und der Glukose zeigen, dass der 
mxttlere Polymerisationsgrad des Gemisches mit der Zeit abnimint, d.h. dass sich der 
Einstellung des Transferasegleichgewichts eine--wenn auch langsame--Hydrolyse- 
reaktion tiberlagert. Ein Mass fiir diese ist die Abnahme des mittleren Polymerisa- 
tionsgrades Pn. 

Dieser ist auf direktem Wege kaum zug/inglich; man kann ihn aber aus den 
Daten der vorangehend beschriebenen Messungen in folgender Weise absch/itzen. 
Nach G1.8 ist 

P;'~ : :  "~" t111 i [)t,~/tr~n(6} 1 (14 )  

P 1 

wobei /sn(~) der mittlere Polymerisationsgrad der im Gewichtsanteil R~ enthaltenen 
Oligomeren ist. Fiir ihn gilt in Umkehrung von G1. 14 

G , < ~ , , = R , / ( l l P  '~" ) , - ~ n j ,  ( I 5 )  

I ' =  1 

Fiir das Gleichgewicht ltisst sich/5n(6 ) aus den Zahlenwerten der Tabelle VII berech- 
nen. Das ergibt fiir Maltotetraose als Ausgangsmaterial/5n(6 ) --  9.1. Fiir das Nicht- 
gleiehgewicht ist dieser Wert nicht ganz korrekt, doch bleibt der Fehler gering, so- 
lange die Teilgleichgewichte naeh G1. 6 ann~ihernd erhalten bleiben (vergl. Tabelle 
VI). Tabelle IX zeigt den Verlauf des so bereehneten hydrolytischen Abbaus wfihrend 

der ersten 24 h. 

TABELLE 1X 

M I T T L G R E R  P O L Y M E R I S A T I O N S G R A D  /:~n BEI  W A C H S E N D E R  I N K U B A T I O N S Z E I T ,  A U S G E H E N D  VON 

M A L T O T E T R A O S E  (P ' t ( 6 )  = 9 " I )  

Zeit ." • h 3 h 6 h 24 h 

R, o..t35 o.432 0.300 o. 12~ 

~/,p O . 2 0 ~  0 . 2 1 0  0.275 0.398 
1 ' =  1 

Pn nach G1. 14 3.95 3.!) 3.24 2"42 

(;leichgewichtswerte 
nach GI. 12 
l*nd r 4 

0.535 

0. [91 

4.00 

Das Ergebnis der Gleichgewichtsmessungen in Abschnitt IV und die in Tabelle 
IX  zusammengestellten Versuchsergebnisse fiber den Abbau scheinen sich zu wider- 
sprechen. Die Konzentrationen benachbarter Oligomerer stehen mit guter N~iherung 
im richtigen Gleichgewichtsverh/iltnis, zugleich aber ist der Anteil R6 zu niedrig und 
der Anteil der niederen Oligomeren zu hoch. Der Befund kann folgendermassen ge- 

deutet werden. 
In einer langsamen hydrolytischen Reaktion wird Glukose aus den Oligomeren 

abgespalten. Die so erzeugte Glukose wird sodann unter nochmaligem Abbau der 
Oligomeren in Maltose umgesetzt und geht dadurch von unten her wieder in das 
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Transferasegleichgewicht ein. Da die Hydrolyse erheblich langsamer verlituft als die 
Transferasereaktion, k6nnen sich die niedrigen Oligomeren immer wieder annAhernd 
ins Gleichgewicht setzen, jedoch der mittlere Polymerisationsgrad Pn f~llt wegen der 
thermodynamisch bedingten Irreversibilit~t der Hydrolyse stetig ab. 

Versuch einer prgparativen Trennung der hydrolytischen Aktivitiit von der Transferase- 
aktivitdt 

Es gelang uns durch keine pr~tparative Massnahme, die beiden Aktivit~ten 
voneinander zu trennen, so dass die Annahme gerechtfertigt erschien, dass beide 
Wirkungen vom gleichen Enzym herrtihrten. Um das nachzuprfifen, wurde ein ge- 
reinigtes EnzymprAparat an einer mit DEAE-Sephadex geffillten Austauschers~ule 
mit einem linearen Salzgradienten in 3 Fraktionen unterteilt, wobei die mittlere 
Fraktion (II) aus dem Maximum, die beiden anderen Faktionen (I und II) aus den 
Randbezirken der Elutionskurve (vergl. Abb. 8) entnommen wurden. Die Fraktionen 
wurden auf gleiche Enzymkonzentration gebracht und 5 h mit Maltosel6sung (1.1o -3 
M) inkubiert. 

Nach dieser Zeit sind 15% der Maltose umgesetzt. Ohne Hydrolyse litge dann 
gleich viel Glukose und Maltotriose vor. Der relative l~berschuss der Glukose fiber 
die Maltose ist daher ein Mass ffir das Verh~ltnis der Hydrolase- zur Transferaseakti- 
vit~tt. Tabelle X zeigt das Ergebnis. 

TABELLE X 

VERH~.LTNIS DER BILDUNG VON GLUKOSE ZU MALTOTRIOSE NACH 5 H INKUBATION VON MALTOSE 

MIT DREI  V E R S C H I E D E N E N  FRAKTIONEN VON AMYLOMALTASE 

Fraktion --A[G2J7 [Gx] [G37 [G17/[G3] 

I o.14 o. ii 0.06 1.84 
II o.17 o.13 0.07 1.84 
IiI o. 14 o.12 0.07 1.74 

Man sieht, dass durchschnittlich 8o% mehr Glukose als Maltotfiose entsteht, 
und dass das Verh~ltnis der beiden entstehenden Zucker auch unter versch~rften 
Fraktionierbedingungen praktisch konstant bleibt. Daher ist es sehr wahrscheinlich, 
dass die Hydrolyse eine Nebenwirkung der Amylomaltase ist. In der nachfolgenden 
Arbeit wird gezeigt, in welcher Weise die beiden Reaktionen ineinandergreifen. 

V .  E X P E R I M E N T E L L E S  

A ktivitiitsbestimmung 
Die Aktivit~ttsbestimmung erfolgte nach der Vorschrift yon MONOD UND TOR- 

RIANI ~. Eine etwas andere Vorschrift geben WIESMEYER UND COHN 4 an. Unter Be- 
rficksichtigung der kinetischen Ergebnisse der nachfolgenden Arbeit entspricht eine 
Monod-Einheit (ME) etwa 1.67 Wiesmeyer-Cohn-Einheiten (WE). Der Proteingehalt 
der L6sung wurde withrend der Preparation nach RIEDER 15 mit Folin-Ciocalteu- 
Reagenz bestimmt. An reinen Proben wurde der Proteingehalt mit Hilfe eines mitt- 
leren Brechungsinkrements (dn/dc = o.185) aus Ultrazentrifugen- oder Elektropho- 
reseaufnahmen berechnet. Die spezifische Aktivit~t rechnen wir in ME/mg Protein 
als Einheit. 

Biochim. Biophys. Acta, 227 (1971) 296-312 



31o V. H~'g, S E L B A R T H  ~'t c/]. 

T A B E L L E  X [  

EFFEKTIVIT~'&T DER TRENNSTUFEN 

f - -  A n r e i c h e r u n g s f a k t o r  b e z o g e n  a u f  G e s a m t p r o t e i n .  

Trennschritt M E /g A usbeute ME/ml  ME/rag f 

( l)  N u c l e ins i iu re f~ i l lung  2280  S8 54 ° 44 (I) 
(2) I.  ( ; r a d i e n t e n e l u t i o n  t 7 o o  73 i 95 ° 184o  4 ° 
(3) A1203 t o 4 7  45 6 8oo  454  o 95 
(4) 2. ( ; r a d i e n t e n e l u t i o n  860  37 9 o o o  5 7 6 o  12o 
(5) 3. G r a d i e n t e n e l u t i o n  790  34 7 5 ° o  61oo  132 
(6) U l t r a f i l t r a t i o n  051 28 71 2o0  6 1 o o  I32 

Pr@aration des Enzvms 
Die Ziichtung von Escherichia coli, Stamm ML wurde in Tauchkulturen nach 

MONOD UND TORRIANI 2 vorgenomnaen*. IO 1 N/ihrl6sung ergaben nach 20 h 3o-35 g 
Bakterien. Nach dem Ultraschallaufschluss und der Nucleins~uref~tllung erhielt man 
eine L6sung der Aktivit~t 54 ° ME/ml entsprechend 2280 ME/g Bakterien bzw. 
44 ME/nag Protein. Die weitere Anreicherung geschah durch dreimalige Elution aus 
einer mit DEAE-cellulose (A 50 coarse bzw. medimn) geftillten S~iule mit HiKe eines 
linearen NaC1-Gradienten und eine zwischengeschaltete Adsorption-Desorption an 
A1203 nach WIESMEYER UND COHN 4 (vergl. Tabelle XI). Nach Konzentrierung der 
Enzyml6sung an einem LKB-Ultrafilter wird sie an Sephadex G-2oo (S~tule 2 cm ;, 
4 ° cm) in ein definiertes Puffermilieu iiberfiihrt. Das Elutionsdiagramm zeigt einen 
symmetrischen Peak mit einem kleinen inaktiven Vormaximum, das denaturiertem 
Protein entspricht (vergl. Abb. 8). Ftir die in Abschnitt II  beschriebenen Messungen 
wurde jeweils der mittlere Teil des Peaks herausgeschnitten. 

~9 
0.8 
O.7 

[i"° 0.5 T ,~ 0 
0/, 0.8 

03 

~Q2 o / 
._o i°\ Q2 

t 0 J .  ° I 
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A b b .  8. E l u t i o n s k u r v e  u n d  M e s s p u n k t e  d e r  A k t i v i t g t  o d e s  g e r e i n i g t e n  E n z y m s .  l ) e r  Tei l  z w i s c h e n  
d e n  P f e i l e n  w i r d  f i i r  d ie  V e r s u c h e  v e r w e n d e t .  

Prdparation und Analyse der Oligomeren 
6 g reine Maltose wird in 60 ml einer L6sung mit IOOO ME/ml Amylomaltase 

* D e r  S t a t u r e  w u r d e  u n s  f r e u n d l i c h e r w e i s e  y o n  P r o f .  J .  M o n o d  z u r  V e r f i i g u n g  g c s t e l l t ,  
wof i~r  w i r  a u c h  a n  d i e s e r  S te l l e  v i e l m a l s  d a n k e n .  
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2 Tage bei 28 ° inkubiert. Die Trennung erfolgt in einer S~ule (4-5 cm × 16o cm) von 
Sephadex G-25 mit einer Geschwindigkeit von 12o ml/h im ersten Lauf. Die Spitzen- 
fraktionen der Elutionskurve wurden sodann noch zweima! dutch die S/iule geschickt. 
Ausbeute chromatographisch reiner Oligomerer: 415 mg Maltotriose, 254 mg Malto- 
tetraose, lO8 mg Maltopentaose. 

Die Analyse des Oligomerengemisches geschah durch D~nnschichtchromato- 
graphie mit Kieselgel G (Merck), impr/igniert mit B(OH)3. Schichtdicke 25o#m. 
Laufmittel Essigester-Eisessig-Wasser (IO:14:3.5, Volumina). Aufgetragene Menge 
0.5 mg/mm 2. Sichtbarmachung der Zonen durch Besprfihen der Platten zuerst mit I M 
methanolische NaOH, dann mit 4% L6sung von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid 
in I M methanolische NaOH (bei 60°). Die Farbzonen wurden in eine Standardl6sung 
yon 2,3,5-TriphenyltetrazoIiumchlorid gebracht und colorimetrisch naeh einer Eich- 
kurve ausgewertet. 

V I .  DISKUSSION 

Durch Verwendung der Austauscherchromatographie an Sephadexgelen konnte 
ein sehr einheitliches Enzym gewonnen werden, das nach verschiedenen Methoden 
fibereinstimmend ein Molekulargewicht von 71 ooo hat und nach seinem allgemeinen 
Verhalten den globul/iren Proteinen dieses Molekulargewichtsbereiches zuzuordnen 
ist. In Konzentrationen fiber 5 g/1 wird es instabil und neigt zu Aggregationen und 
Aktivit/itsverlusten. M6glicherweise h/ingt damit das h6here Molekulargewicht zu- 
sammen (124 ooo), welches WIESMEYER UND COHN gefunden haben. 

Die scheinbaren Diskrepanzen in der Oligomerenverteilung, fast korrekte 
Gleichgewichtseinstellung zwischen benachbarten Oligomeren bei zunehmend zu nie- 
drigem Polymerisationsgrad der Gesamtverteilung, erkl/iren sich durch l~berlagerung 
einer schnellen Einstellung des Transferasegleichgewichtes dutch eine vom gleichen 
Enzym ausgel6ste langsamere Hydrolysereaktion. Das Ineinanderspiel dieser Reak- 
tionen untersucht die nachfolgende Arbeit. 

ANHANG 

Ableitung der Gleichungen r1 his /313,14 
Aus den Gleichungen des Abschnittes III  folgt 

n 3 = Kla  n2z/nl  : n2K13(n2/nl) 

n 4 = K14 n2n3/nl : n~K13K14(nJn1) 2 

und allgemein ffir den Polymerisationsgrad P 

P 
nlo : (nZ/nl) P-2 / ~  Kip (a) 

P = l  

Sind alle Gleichgewichtskonstanten gleich: K18 ---- K14 . . . .  + K,p : K, so verein- 
facht sich G1. a zu 

n p :  n ~ ( K n J n l ) P - 2  (b) 

Mit Hilfe der Gl. 7 bis 9 k6nnen die Molenbrfiche n 3 und n 2 eliminiert werden. 
Hierffii setzt man 
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der D e u t s c h e n  F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f t  fiir dim U n t e r s t t i t z u n g  

3 1 2  

K n J n  1 - a u n d  n2(Kn~/nl) c o n s t  

Dies eingesetzt  in G1. b ergibt  

n v - -  c o n s t  a P; (c) 

und  ffir die Gewichtsbrf iche gilt  dann  wegen (;1. q 

m v - -  c o n s t  P a  P (d) 

W e g e n  G I .  i o  i s t  

(/ (/2 (1 
1 / c o n s t  - a ~- 2 a  2 t 3 a a  t ... - q . . . . . . .  

1 6/ ( I  a )  2 ( I  - -Ct) 2 

Setzen wir das in G1. c u n d  d ein, so e rha l ten  wir 

*lp (I (l)2 (ip 1 Ull(1 mp : -  (I ( l )2p(lp 1 (c) 

Unter  Ber i ieks icht igung von G1.8 k6nnen wir a durch  das  Zah lenmi t t e l  des 
Po lymer i sa t ionsgrades  ersetzen.  Aus G1.8 und c fl)lgt n~imlich 

1 / P , - ~ ( 1 - ( ~ ) ~ ( 1  I a t-a ~ ~ - - . ) :  (1 a) 

~1 1 -  l / P , ,  (f) 

D A N K  

W i t  danken  
dieser Arbei t .  
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