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ABSTRACT

The time course of the (1—4)-a-D-glucopyranosyltransfer reactions catalyzed
by the cyclodextrin glycosyltransferase {(1—4)-a-D-glucan: [(1—4)-o-D-glucopyra-
nosyl Jtransferase (cyclizing), EC 2.4.1.19, CGT} from Klebsiella pneumoniae was
studied with several commercial amyloses, potato starch, and amylopectin, respec-
tively. Amyloses were poor substrates for the cyclization reaction. In the initial phase
of the transfer reactions, the CGT catalyzed a rapid shortening of the amylose chains.
The rate of this shortening reaction was significantly accelerated by addition of malto-
oligosaccharides. Maximum rate of cyclohexaamylose formation was reached with
amylose chains sufficiently short (<Glc,o,) for the cyclization reaction. Cyclo-
hexaamylose was formed with maximum rate from amyloses containing amylopectin
impurities in the initial phase of the transfer reactions, suggesting that the non-
reducing ends of the outer amylopectin chains serve as acceptors for the disproportion-
ation of the amylose. Accordingly, water-soluble, high-molecular-weight products con-
taining higher percentages of length=ned outer-chains were obtained from potato
starch or amylopectin. In the course of the transfer reactions, only traces of smaller
maltooligosaccharides were detected chromatographically.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Zeitabhingigkeit der durch die Cyclodextrin-Glycosyltransferase {(1—4)-
a-D-glucan: [(1—4)-a-D-glucopyranosyl]transferase (cyclizing), EC 2.4.1.19, CGT}
von Klebsiella pneumoniae M 5 al katalysierten Transferreaktionen wurde mit ver-
schiedenen kiuflichen Amylosen, mit Kartoffelstirke und mit Amylopektin unter-
sucht. Amylosen waren schlechte Substrate fiir die Zyklisierungsreaktion. In der

*5  Mitteilung iiber Cyclodextrin-Glycosyltransferase von Klebsiella pneumoniae M 5 al; 4. Mit-
teilung, siehe Zit. 1.
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initialen Phase der Transferreaktionen katalysierte die CGT eine rapide Verkiirzung
der Amyloseketten. Die Geschwindigkeit der Kettenverkiirzung wurde durch den
Zusatz von Maltooligosacchariden signifikant erhoht. Cyclohexaamylose wurde mit
maximaler Geschwindigkeit gebildet, nachdem die Amyloseketten auf eine fiir die
Zyklisierungsreaktion erforderliche Lange (< Glc,o¢) verkiirzt waren. Mit Amylosen,
die noch Verunreinigungen an Amylopektin enthielten, wurde Cyclohexaamylose
in der initialen Phase der Transferreaktion mit maximaler Geschwindigkeit gebildet.
Offensichtlich dienten die nicht reduzierenden Enden der Husseren Ketten des
Amylopektins als Akzeptoren fiir die Disproportionierung der Amylose. Dement-
sprechend wurden mit Kartoffelstirke oder Amylopektin hochmolekulare, wasser-
15sliche Produkte erhalten, die einen hoheren Prozentsatz an verldngerten dusseren
Ketten enthielten. Im Verlauf der Transferreaktionen konnten chromatographisch
nur Spuren an kiirzeren Maltooligosacchariden nachgewiesen werden.

EINLEITUNG

In einer vorhergehenden Arbeit' haben wir iiber die durch die Cyclodextrin-
Glycosyltransferase {(1—4)-o-D-glucan: [(1—4)-ox-D-glucopyranosyl]transferase
(cyclizing), EC 2.4.1.19, CGT} von Klebsiella pneumoniae M5 al mit (1-—-4)-a-D-
Glucopyranosylketten P, 16* katalysierten Transferreaktionen berichtet. Wir konnten
zeigen, daB das Enzym parallel zur Zyklisierungsreaktion eine Disproportionierung
des Substrates katalysiert, dic zu kiirzeren Maltooligosacchariden einerseits und zu
(1-4)-a-n-Glucopyranosylketten andererseits fithrt, deren Lingen signifikant iiber
denen des eingesetzten Substrates liegen. Aufgrund der erhaltenen Befunde konnte
nunmehr darangegangen werden, den Verlauf der Transferreaktionen mit den
Substraten Amylose, Amylopektin bzw. nativer Stirke eingehender zu studieren und
damit die vor zllem mit der CGT von Bacillus macerans durchgefithrten dlteren Ar-
beiten erneut aufzugreifen. Bei diesen Untersuchungen ging es hauptsichlich um
die mit den verschiedenen Stiarken bzw. Stirkeprodukten zu erhaltenden Ausbeuten
an zyklischen Transferprodukten. Es zeigte sich, dal die Menge an Cyclodextrinen
von den jeweils verwendeten Substraten abhingen?. Die grossten Ausbeuten wurden
erwartungsgemiss mit Amylosen erhalten (je nach Substratkonzentration®~> 70—
909%). Mit langkettigen Amylosen entsprachen dic Ausbeuten jedoch nicht der
Theorie, was u.a. damit erklart wurde, daB die langkettigen Substrate im Verlauf der
Inkubation durch Retrogradierung unléslich werden?. Fiir die verzweigten Amylo-
pektine und Glykogene wurden Ausbeuten von 40-509 an zyklischen Transfer-
produkten angegeben?® ™%,

Bei entsprechend langer Inkubation von Stirkesubstraten nahm der Gehalt
an niedermolekularen linearen Transferprodukten zu?, wobei jedoch nicht auszu-
schliessen war, daB die verwendete CGT (Bacillus macerans) noch Verunreinigungen
an a-Amylase enthielt®. Wie Untersuchungen mit der CGT eines Stammes von

*P,. durchschnittlicher Polymerisationsgrad.
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Bacillus megaterium zeigten, kann die Zunahme an Maltooligosacchariden durch
Zugabe von Glucose zu einem Transferansatz mit 16slicher Stiarke als Substrat stark
erh6ht werden’. Da die Ausbeuten an zyklischen Transferprodukten durch diesen
Zusatz nicht wesentlich beeinflusst werden, wurde auf einen Transfer von (1—>4)-a-D-
Glucopyranosylketten aus der Stiarke sowohl direkt auf den “Akzeptor” p-Glucose
wie auch iiber Cyclodextrine geschlossen.

Eine charakteristische Eigenschaft der CGTs ist es, Stirke- bzw. Amylopektin-
Gele rapide zu verfiiissigen® ~*°. Diese Tatsache wurde mit einer hydrolytischen
Aktivitit der Enzyme erklart>19-!*. French'? diskutiert eine mdgliche hydrolytische
Eigenschaft der CGTs vorsichtig: . . .“Alternatively a glucanosyl chain of any length
can react with a suitable acceptor. If the acceptor concentration is too low for reaction,
the glucanosyl-enzyme probably undergoes slow hydrolysis with the formation of a
new reducing group . ..”.

Im Gegensatz zu dem in der vorhergehenden Arbeit! verwendeten kdnnen die
hochmolekularen Substrate nur in wesentlich geringeren molaren Konzentrationen
eingesetzt werden. Da die CGT vom nicht reduzierenden Ende einer (1—4)-«-bD-
Glucopyranosylkette her Cyclohexaamylose abspaltet?, sollten die Bildungsge-
schwindigkeiten fiir das Cyclodextrin entsprechend geringer sein, wenn die molare
katalytische Aktivitdt des Enzyms mit den langkettigen Amylosen nicht signifikant
grosser ist. Mit Amylopektinen dagegen sollte die initiale Bildungsgeschwindigkeit
von Cyclohexaamylose grésser sein, da diese verzweigten «-D-Glucane eine — ver-
glichen zum Molekiilargewicht und damit zu reduzierenden Kettenenden — grosse An-
zahl an nicht reduzierenden Enden besitzen.

Vor allem die Verwendung von Amylosen als Substrate bringt experimentelle
Schwierigkeiten. Die in dehydratisierter Form kauflichen Priparate sind aufgrund
der eingetretenen Retrogradierung wasserunldslich. Sie konnen zwar in Dimethyl-
sulfoxid geldst werden'®~!°, retrogradieren jedoch bei Wasserzugabe mehr oder
weniger schnell, wobei die Geschwindigkeit der Retrogradierung von verschiedenen
Faktoren, z.B. Kettenlangen, Konzentration, pH-Wert oder der Anwesenheit be-
stimmter Ionen abhiingt (zu Ubersicht siehe 13). Exakte Versuchsergebnisse werden
dann in Frage gestelli, wenn die Retrogradierung in Verlauf der Inkubation der
Transferansitze eintritt. Die meisten Amylosen enthalten noch einen gewissen Anteil
an o-D-(1—6)-glucosidischen Bindungen, sie sind demnach nicht vollstindig
“linear” (zur Ubersicht siehe °). Unbekannt ist bei k#uflichen Amylosen auch der
Reinheitsgrad, z.B. die Mengen an verunreinigendem Amylopektin bzw. an Nicht-
Stiarke-Komponenten!3. Bewusst sollten fiir die geplanten Versuche kiufliche Pripa-
rate eingesetzt werden, um moglicherweise eine Verwendung der CGT zur Reinheits-
bestimmung aufzeigen zu kénnen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Material. — CGT wurde aus dem Kulturfiltrat von Klebsiella pneumonige M
5 al nach Vorschrift isoliert und bis zur slektrophoretischen Einheitlichkeit ge-
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reinigt®'S. Isoamylase (Amylopectin:6-glucanohydrolase, EC 3.2.1.9) wurde aus
dem Kulturfiltrat von Pseudomonas amyloderamosa ATCC 21 262 nach dessen
Konzentrierung durch Ultrafiltration (Diaflo Hollow Fiber-Patrone H 10 P 10 von
Amicon, Witten, BRD) nach Vorschrift gereinigt'’. Das Bakterium wurde in dem
angegebenen Medium?!® mit 1,2% Mor Sweet 01415 (Maltose-Sirup der Maizena
GmbH, Hamburg, BRD) als Kohlenstoffquelle kultiviert (Fermenterbedingungen:
200 L-Fermenter, Riihrgeschwindigkeit 150 r.p.m., Beliiftung 5000L Luft/h, pH, ...
6,5, Inkubationstemperatur 34°, Inkubationsdauer 30 h. f-Amylase [(l—4)-&-D-
glucan : maltohydrolase, EC 3.2.1.27] aus Bataten (500 U/mg, 3 x krist., reinst) war
von Serva (Heidelberg, BRD), Amyloglucosidase [(1—+4 bzw. 6)-a-D-glucan : gluco-
hydrolase, EC 3.2.1.3] von Boehringer (Mannheim, BRD).

Als Substrate fiir die Transferansitze dienten: Amylose 95 % rein aus Kartoffel-
starke, Mol.Gew. 150 000 (Katalog-Nr. 12470, Serva, Heidelberg, BRD): Eigene
Bestimmungen ergaben bei einem P,-Wert von 840 5% ein Mol. Gew. von 136 000
+5% (AmS). Amylose practical grade (Katalog-Nr. 0488, Baker Chemical Co.,
GroB-Gerau, BRD): Eigene Bestimmungen ergaben bei einem P,-Wert von 790
+5% ein Mol.Gew. von 128 000 +59% (AmB). Amylose, geeignet fiir biochemische
und bakterioiogische Arbeiten, aus Maisstirke (Katalog-Nr. 2-5520, Roth KG,
Karlsruhe, BRD): Eigene Bestimmungen ergaben bei einem P,-Wert von 580 +5%
ein Mol.Gew. von 94 000 4+59% (AmR). Amylose aus Kartoffelstirke, Praktikums-
praparat, gereinigt nach Zit. 14. Das Préparat enthilt noch ~159% an Amylopektin.
Die Bestimmung ergab bei einem P, -Wert von 1500 4 5% ein Mol.Gew. von 250 000
+5% (AmK). Kartoffelstirke von Henkel & Cie (Diisseldorf, BRD). Amylopectin
powder (Katalog-Nr. 0400 h, Koch-Light Laboratories Ltd., Colnbrook Bucks, UK).

Die Maltooligosaccharid-Mischung wurde aus Transferansidtzen der CGT mit
dem Substrat Cyclohexaamylose und dem Akzeptor Maltose nach gegebener Vor-
schrift isoliert und gereinigt’. Alle anderen verwendeten Substanzen waren in handels-
ublicher, falls erforderlich, in reinster Form.

Analytische Methoden. — Kohlenhydrate wurden mit Anthron'®-?® und radu-
zierende Aldehydgruppen mit dem Nelson-Reagens?* bestimmt. Die Bestimmung der
P,-Werte der (1—4)-x-D-Glucopyranosylketten (Amylosen) erfolgte nach Gunja-
Smith ez al.>2: Gesamtkohlenhydrate (als Glucose)/reduzierende Glucoseenden. Die
Bestimmung der Polymerisationsgrade Iangkettiger Amylosen nach dieser Methode
mag mit einem grosseren Fehler behaftet sein. Sie erwies sich jedoch fiir die im Ver-
lauf dieser Arbeit durchzufithrenden Vergleichsmessungen als ausreichend. b-Glucose
wurde enzymatisch bestimmit?3.

Die Absorptionsspektren von Iodkomplexen der Substrate bzw. der Rest-
substrate wurden mit einem Shimadzu Einstrahl-Spectrophotometer (Shimadzu
Seisakusho Ltd. Kyoto, Japan) UV 100-02 gemessen. Zur Herstellung der Iodkom-
plexe wurde 10 mL von 0,0129 Lésungen der a-D-Glucane mit 0,15 mL einer 20mMm
Losung von I, in 20mMm KI versetzt, die Messungen erfolgten bei 25°. Bei Amylo-
pektin und dessen Restsubstrate wurden Iodkomplexe gemessen, die mit 0,06 mL
der Iod-Iodkaliuin-Losung gebildet wurden.



CYCLODEXTRINGLYCOSYLTRANSFERASE . 151

L. Papierchromatographie der Maltooligosaccharide wurde in Wasser—
Athanol-Nitromethan (5:8:7, v/v) dreimal absteigend auf Whatman Nr. 1 bei 25°
vorgenommen. Die getrockneten Chromatogramme wurden mitder Eintauchmethode
(AgNO; in Aceton, methanolische NaOH) entwickelt.

Durchfiihrung und Aufarbeitung der Transferanséitze. — Alle Transferansitze
wurden in 10mM Tris - HCI-Puffer, pH 7,2 (SmM an CaCl,), mit einer CGT-Konzen-
tration von 14 mg Protein/L und bei einer Inkubationstempsratur von 30° durch-
gefiihrt., Jeweils 100 mL der Ansitze wurden fiir einen Zeitwert eingesetzt. Die
wasserunldslichen Amylosen wurden 20%ig in Dimethylsulfoxid durch vorsichtig:s
Erhitzen geldst, die erhaitenen klaren, hochviskosen Losungen wurden mit heissem
Puffer auf dic gewiinschte Endkonzentration des Substrates verdiinnt. Sofort nach
Abkiihlung auf 30° wurden die Transferansitze durch Zugabe des Enzyms gestartet.
Vergleichsuntersuchungen zeigten, dafl Dimethylsulfoxid in der vorgegebenen
Konzentration die CGT nicht hemmt. Die nach Abkiithlung leicht tritben Amylose-
dispersionen erwiesen sich in Kontrollen ohne Enzym bei 30° {iber einen Zeitraum
von ~1 h als stabil. Die wasserloslichen Substrate Kartoffelstirke und Amylopektin
wurden direkt in Puffer durch vorsichtiges Erhitzen geldst.

Die enzymatische Reaktion wurde nach Erreichen der gewiinschten Inkubations-
zeiten durch schnelle Zugabe von Methanol (1,2 Vol.) gestoppt. Das fiir die Auf-
arbeitung der Transferansitze ausgearbeitete Schema! musste fiir die Dimethyl-
sulfoxidhaltigen LOsungen weiter modifiziert werden, da es sich zeigte, daB Cyclo-
hexaamylose und die Maltooligosaccharide in diesen Ansdtzen nicht quantitativ
fraktioniert werden konnten:

(a) Dasim Verlauf der Inkubation retrogradierte und das mit 1,2 Vol. Methanol
prizipitierbare Material wurde nach 24 h Stehen der Fillungen (0°) durch Zentrifu-
gation abgetrennt, dreimal nach Erhitzen in je 60 mL dest. Wasser mit Methanol
(1,2 Vol.) reprazipitiert und anschliessend lyophilisiert.

(b) Die vereinigten Uberstinde aus (@) wurden nach Einengung im Rotations-
verdampfer lyophilisiert. Das wasserfreie Lyophilisat wurde durch zweimaliges
Waschen mit reinem Aceton von Dimethylsulfoxid befreit und nach L&sen in je
30 mL dest. Wasser wie beschrieben weiter fraktioniert?.

Die Bestimmung der Ausbeuten an Transferprodukten und die Priifung der
Zuverlissigkeit der Fraktionierung wurden in der angegebenen Weise vorgenommen?.
Vor dem Abbau der Proben von moglicherweise verzweigten Restsubstraten zur
enzymatischen D-Glucosebestimmung durch Amyloglucosidase wurde mit Isoamylase
vorinkubiert.

Zur Bestimmung reduzierender Aldehvdgruppen bzw. zur colorimetrischen
Bestimmung des Gesamtkohlenhydrats mit Anthron wurden die wasserunldslichen
Restsubstrate durch Erhitzen 4%ig in Dimethylsuifoxid gelost und anschliessend
mit heissem dest. Wasser entsprechend verdiinnt.

Aus solchen, zunichst klaren L&sungen wurde auch eine Fraktionierung der
Restsubstrate vorgenommen: Das bei ldngerem Stehen der Losungen retrogradierende
Material wurde nach > min Erhitzen auf 98 ° durch Zentrifugation bei 50° abgetrennt.
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In gleicher Weise wurde das sich nach 24 h Stehen der 50°-UJberstiinde bei 4 ° bildende
Prizipitat abzentrifugiert. Gesamtkohlenhydrat und reduzierende Aldehydgruppen
wurden in allen erhaltenen Fraktionen in der beschriebenen Weise bestimmt.

Zur Spaltung von a-D-(1—6)-glucosidischen Bindungen (Verzweigungen) wurden
die Substrate bzw. Restsubstrate mit Isoamylase in 60mMm Acetatpuffer, pH 3,6,
inkubiert. Pro 500 mg Substrat wurden 20 Isoamylase-Einheiten eingesetzt. Die Ent-
zweigung war, wie die zur Kontrolle durchgefiihrte f-Amylolyse von Proben der
Ansitze ergab, nach 20 h bei 30° vollstdndig.

ERGEBNISSE

Zeitlicher Verlauf der (I—4)-a-D-Glucopyranosylitransfer-Reaktionen mit Amy-
lose Serva (AmS) und Amylose Baker (AmB). — Eine frisch zubereitete, leicht triibe
“Losung” von AmS in Puffer (Gehalt an Dimethylsulfoxid 16 9{) wird nach Zugabe
von CGT triiber und zidhfliissig. Diese im Verlauf der Inkubation fortschreitende
Verdickung der Transferansitze macht es unmdglich, mit héheren Substratkonzentra-
tionen als 2,59 zu arbeiten. Die Zyklisierung zu Cyclohexaamylose zeigt bei dieser
Anfangskonzentration des Substrates (~0,18mM) eine relativ lange Anlaufphase,
maximale Geschwindigkeit der Zyklisierungsreaktion wird erst nach 8,5 min In-
kubation erreicht (AmS,;, Abb. 1, Kurve 1); v_.. betrigt 0,6 kat - kg~! Protein.
Fiir p; in der ersten Minute der Inkubation ist dagegen ein Wert von nur 0,036 kat -
kg~! Protein zu bestimmen. Nach 5 h Inkubation ist mit 13,4mm die maximale
Menge an Cyclohexaamylose erreicht.

Vollkommen anders verlduft die zeitabhdngige Zunahme an Cyclohexaamylose,
wenn dem Transferansatz bei der Anfangskonzentration des Substrates AmS von
~0,16mM Maltooligosaccharide (P, 8,4) in einer Konzentration von 2,8mm zugefiigt
werden (AmS,, Abb. 1, Kurve 2). Nach nur kurzer Anlaufphase ist dic maximale
Bildungsgeschwindigkeit des Cyclodextrins erreicht (v, 1,8 kat-kg~! Protein).
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Abb. 1. Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexaamylose und zeitabhiingiger Substratumsatz mit
Amylose Serva (AmS;) und Amylose Serva + Maltooligosaccharide (AmS:) im Verlauf 60 min
Inkubation (30°). Anfangskonzentration des Substrates AmS; 2,5%, AmS: 2,29, + 2,8mm Malto-
oligosaccharide P, 8,4, 14 mg CGT/L. Fiir die Aufarbeitung siche Experimenteller Teil bzw. Zit. 1.
Kurven 1 und 2: Verlauf der Zunahme an Cyclohexaamylose bei AmS: bzw. AmSz. Kurven 3 und 4:
Substratumsatz mit AmS; bzw. AmS;.
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Abb. 2. Zeitabhingige Abnahme der Pnr-Werte der Restsubstrate und Anderung der Absorptions-
maxima ihrer Iodkomplexe im Verlauf der Inkubation mit AmS: bzw. AmS2. Fiir die Aufarbeitung
der Restsubstrate, die Bestimmung ihrer Pn-Werte und die Herstellung der Iodkomplexe siche
Experimenteller Teil. Kurven 1 und 2: Px-Werte der Restsubstrate bei AmS: und AmS.. Kurven 3
und 4: Absorptionsmaxima der Restsubstrat-Todkomplexe bei AmS; und AmS..

Maximal ist nach 60 min Inkubation eine Konzentration an Cyclohexaamylose von
13,6mM zu bestimmen. Entsprechend der grésseren Bildungsgeschwindigkeit von
Cyclohexaamylose nimmt die Menge an offensichtlich nicht umgesetztem Substrat
bei AmS, schneller ab als bei AmS, (Abb. 1, Kurven 3 und 4). Wie die Analyse
ergibt, sinken die P,-Werte der aus den Zeitproben zuriickgewonnenen Restsubstrate
im Verlauf der Inkubation, vor allem in der initialen Phase der Transferreaktion,
wobei die Geschwindigkeit der Kettenverkiirzung bei AmS, signifikant grosser ist
(Abb. 2, Kurven 1 und 2). Die zeitabhéngige Abnahme der Kettenldngen bewirkt
eine Verschiebung der Absorptionsmaxima der mit den Restsubstraten erhaltenen
Iodkomplexe in den kiirzerwelligen Bereich des Spektrums (Abb. 2, Kurven 3 und 4)*.

Die Geschwindigkeit der Kettenverkiirzung ist sowohl bei AmS, wie auch bei
AmS, weit grosser, als es einer Abnahme der P,-Werte ausschliesslich durch Zykli-
sierungsreaktionen entsprechen wiirde. Trotz der Verschiebung der Absorptions-
maxima der Iodkomplexe kénnte eine Abnahme der durchschnittlichen Kettenldingen
zum Teil wenigstens durch eine Mischung von nicht umgesetztem Substrat und
wesentlich kiirzeren (1—4)-a-D-Glucopyranosylketten vorgetduscht werden. Eine
Fraktionierung des aus den Zeitproben zuriickgewonnenen Restsubstrats zeigt, daB
dies nicht der Fall ist: Bei AmS; nehmen die Gesamtmengen der bei 50° unloslichen
Amylosefraktion sowie deren P_-Werte im Verlauf der Inkubation stetig ab. Das bei
4° unlésliche Material nimmt im Verlauf 20 min Inkubation zu, seine Menge bleibt
aber dann annihernd konstant, die P;-Werte sinken von 120 auf 90 und verringern
sich erst in der spiteren Phase der Transferreaktionen {Abb. 3, Kurven 1 und 2).

*Die meisten Angaben iiber den Zusammenhang zwischen den Lingen von (1—4)-2-D-Gluce-
pyranosyliketten und den Absorptionsmaxima ihrer Iodkomplexe sind miteinander nicht vergleichbar,
da die Lage der Maxima vor allem durch die Konzentration an Kaliumiodid beeinflusst wird?4. Die
in dieser Arbeit erhaltenen Werte, die unter gleichen Bedingungen erhalten wurden, sind jedoch
miteinander vergleichbar25,26,
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Abb. 3. Fraktionierung der Restsubstrate aus AmS: und AmSs.. Fiir die Fraktionierung siehe
Experimenteller Teil bzw. Zit. 1. Kurven 1 und 3: bei 50° unlosliche Anteile der Restsubstrate aus
AmS; bzw. AmSs. Kurven 2 und 4: Bei 4° unlsliche Anteile der Restsubstrate aus AmS; bzw. AmSa.

Kurve 5: Im 4°-Uberstand nachweisbare (1 —4)-a-D-Glucopyranosylketten aus AmS.. Die Zahlen
iiber den Messpunkten geben die ermittelten Pp-Werte an.

Bei AmS, nehmen die Mengen an dem bei 50°- und dem bei 4 °-unléslichen Material
unter signifikanter Kettenverkiirzung in der initialen Phase der Transferreaktion
zunichst zu. Die P_-Werte pegeln sich bei der 50°-unléslichen Amylosefraktion auf
95-100, bei der 4°-unldslichen auf ~60 ein (Abb. 3, Kurven 3 und 4). Wihrend in
den 4°-Uberstinden von AmS, kiirzere (1—4)-a-D-Glucopyranosylketten nicht nach-
zuweisen sind, kénnen in den Uberstinden von AmS, in den zu spiteren Zeitpunkten
gezogenen Proben kleine Mengen an Ketten mit durchschnittlichen Lingen um 26
bestimmt werden (Abb. 3, Kurve 5).

Mit AmB erhielten wir gleiche Resultate wie mit AmS. Es kann deshalb darauf
verzichtet werden, niher auf diese Versuchsserie einzugehen.

Zeitlicher Verlauf der (I —4)-a-D-Glucopyranosyltransferreaktionen mit Amylose
Roth (AmR) und Amylose aus Kartoffelstirke (AmK). — Bei einer Anfangskonzentra-
tion des Substrates AmR von 1,8 % (~0,195mm) ist fiir die initiale Bildungsgeschwin-
digkeit von Cyclohexaamylose ein Wert von 4,8 kat - kg~! Protein zu bestimmen
(Abb. 4, Kurve 1). Im Gegensatz zu den Ansdtzen mit AmS und AmB sinken die
P_-Werte des entsprechend der Bildung von Cyclohexaamylose abnehmenden Sub-
strates (Abb. 4, Kurve 2) nur geringfiigig und nehmen im Verlauf der weiteren
Inkubation zu. Die Fraktionierung der aus den Zeitproben zuriickgewonnenen
Restsubstrate ergibt, dafl deren 16slicher Anteil im Verlauf 40 min Inkubation stetig
zunimmt (Tab. I). Die Wasserloslichkeit der aus der spiteren Phase der Transfer-
reaktion zuriickgewonnenen Restsubstrate, ihre zu ermittelnden P,-Werte und die
Absorptionsmaxima ibrer Iodkomplexe stimmen fiir Amylosen nicht iiberein und
unterscheiden sich grundsitzlich von den flir AmS und AmB erbaltenen Daten. Es
lag der Schluss nahe, dal AmR durch gréssere Mengen an Amylopektin vernnreinigt
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Abb. 4. Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexaamylose und zeitabhangiger Substratumsatz mit
Amylose Roth (AmR) und Amylose aus Kartoffelstirke (AmK) im Verlauf von 60 min Inkubation
(30°). Anfangskonzentration der Substrate 1,8% (AmR) und 3% (AmK), 14 mg CTG/L. Fiir die
Aufarbeitung siche Experimenteller Teil bzw. Zit. 1. Kurven 1 und 3: Verlauf der Zunahme an
Cyclohexaamylose mit AmR bzw. AmK. Kurven 2 und 4: Substratumsatz mit AmR bzw. AmK.

TABELLE I

ZEITABHANGIGER SUBSTRATUMSATZ MIT AmR UND CHARAK TERISIERUNG DER AUS DEN ZEITPROBEN
ZURUCKGEWONNENEN RESTSUBSTRATE®

Inkubations- Restsubstrat B-Amylolyse Fraktionier: ng, bei 50° und 4°

. . b 0/ ic 1073 b,d
zeit (min) (mg) (%) Laslich (mz) Unlostick® (mg) Entzweigung
0 (Kontr.) 1830[580] 71 384(617) 1446(607)
1 1230[575] 62 467(602) 763(395)
3 930[5501 57 428(605) 502(578)[600]1 — [991(597)
10 620[595] 39 329(604) 291(576)
20 460[640]
(587 34 313(594) 147
40 370[740} 31,3 315(593) 55
(585) [760] - [54]1(594)

aFiir die Fraktionierung der Restsubstrate und die Herstellung ihrer Iodkomplexe siehe Experimen-
teller Teil. ?In eckigen Klammern ermittelte Po-Werte; in runden Klammern, Absorptionsmaxima
der Iodkomplexe (nm). ¢Zur B-Amylolyse wurden 20 mg Substrat mit 10 ug f-Amylase in 50 mL
60mwm Citratpuffer, pH 6,2, bei 30° solange inkubiert, bis keine Zunahme an reduzierenden Aldehyd-
gruppen mehr festzustellen war. Der Prozentsatz der -Amylolyse errechnet sich aus den pro mg
Substrat gebildeten Mengen an Maltose. Zur Entzweigung wurden die aus den Restsubstraten
erhaltenen Fraktionen (500 mg) mit 20 Isoamylase-Einheiten in 100 mL 60mmM Acetatpuffer, pH 3,6,
20 h bei 30° inkubiert.

ist. Neben der Viskosititsbestimmung ist der Grad der f-Amylolyse ein wichtiges
Kriterium zur Charakterisierung einer Amylose (70-909% p-Amylolyse fiir ver-
schiedene reine Amylosen'?'1%). Im Gegensatz zu AmS (86-88 % B-Amylolyse) wird
AmR nur zu 719 durch f-Amylase abgebaut. Der Grad der f-Amylolyse des aus
den Zeitproben der Transferansidtze zuriickgewonnenen Restsubstrates verringert
sich stetig (Tab. I). Die bei 50°-unidsliche Fraktion des nach 3 min Inkubation
zuriickgewonnenen sowie der losliche Anteil des nach 40 min Inkubation zuriick-
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_gewonnenen Restsubstrates wurden mit Isoamylase inkubiert (Tab. I). Die Bestim-
mung der P,-Werte nach der Entzweigung ergibt, daB die unl6sliche Fraktion pro
Molekiil 6, die 16sliche Fraktion pro Molekiil 14 a-D-(1 - 6)-glucosidische Bindungen
enthilt*.

Es war zu erwarten, daB die Transferreaktion mit AmK wie mit AmR verlduft,
da wir wissen, daB AmK noch etwa 15 74 an Amylopektin enthilt. Bei einer Anfangs-
konzentration dieses Substrates von 3 %, (~0,12mm) betragt v, fiir Cyclohexaamylose
4,2 kat - kg~ ! Protein (Abb. 4, Kurve 3). Die P_-Werte des aus den Zeitproben zuriick-
gewonnenen Restsubstrates (Abb. 4, Kurve 4) steigen im Verlauf 40 min Inkubation
auf iiber 3000 an, die Absorptionsmaxima der Iodkomplexe verschieben sich von
630 nm (Kontrolle) in den kiirzerwelligen Bereich des Spektrums um 570 nm.

Zeitlicher Verlauf der (I1—4)-u-D-Glucopyranosyltransfer-Reaktionen mit Kar-
taffelstirke und Amylopektin. Wie einleitend erwihnt, werden die viskosen L&-
sungen beider Polymere (“Gele”) durch die CGT sehr rasch verfliissigt®:®. Diese
Verfliissigung, die mit einer hydrolytischen Aktivitit des Enzyms in Zusammenhang
gebracht wurde!®, ist bei 3,5 %igen L&sungen unter den von uns angewandten Be-
dingungen nach etwa 70 s Inkubation erreicht.

Die Konstante v; fiir Cyclohexaamylose ist mit Kartoffelstirke zu 2,7 kat - kg~ *
Protein zu bestimmen, die maximale Konzentration an dem Cyclodextrin ist nach
60 min Inkubation mit 13,2mM erreicht (Abb. 5A, Kurve 1). Nach 40 min Inkubation
sind noch 629 des eingesetzten an Restsubstrat nachzuweisen (Abb. 5, Kurve 2).
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Abb. 5. Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexaamylose und zeitabhangiger Substratumsatz mit
Kartoffelstairke und Amylopektin im Verlauf voa 40 min Inkubation (30°). Anfangskonzentration
der Substrate 3,5%, 14 mg CGT/L. Fiir die Aufarbeitung siche Experimenteller Teil bzw. Zit. 1.
A, Kurven 1 und 3: Verlauf der Zunahme an Cyclohexaamylose mit Kartoffelstirke bzw. Amylo-
pektin, Kurven 2 und 4: Substratumsatz mit Kartoffelstirke bzw. Amylopektin. B, Absorptions-
spektren der Iodkomplexe: (1) Kartoffelstirke (Kontrolle), (2) Kartoffelstirke (Restsubstrat nach
20 min Inkubation), (3) Amylopektin (Kontrolle), (4) Amylopektin (Restsubstrat nach 3 min
Inkubation).

v

*Auch bei AmS verringert sich der Grad der 8-Amylolyse im Verlauf der Inkubation geringfiigig:
Die aus der Zeitprobe rsp min zuriickgewonnene Restamylose wird nur mehr zu 80%, durch S-Amylase
abgebaut. Wihrend in AmS selbst eine Spaltung von o«-b-(1—6)-glucosidischen Bindungen durch
Iscamylase exakt nicht nachzuweisen ist, Idsst sich in dem nach 60 min Inkubation erhaltenen
Restsubstrat pro Molekiil 1 x-p-(1-—-6)-glucosidische Bindung bestimmen.



CYCLODEXTRIN-GLYCOSYLTRANSFERASE . 157

TABELLE II

ZEITABHANGIGER SUBSTRATUMSATZ MIT KARTOFFELSTARKE UND CHARAKTERISIERUNG DER AUS DEN
ZEITPROBEN ZURUCKGEWONNENEN RESTSUBSTRATE®

Inkubations- Restsubstrat® Fraktionierung, bei 50° und 4° Entzweigung, bei 4° ¢
zeit (min) (mg) Unlgslich Laslich Unloslich Laslich
(mg) (mg)e (mg) (mg)
0 (Kontr.) 3500(626)°
1,2 3200(597)
3 2900(592)
10 . 2450(581) 200 2250(582) 1570(598) 680
[~ 6500} — fa6] [11,8]
20 2300(562) 23 2280(564) 1700(586) 580
[~ 6500] - 37,41 [9.8]
40 2240(561)

oFiir die Fraktionierung der Restsubstrate und die Herstellung ihrer Yodkomplexe siche Experimen-
teller Teil. »Zur Entzweigung wurden die aus den Restsubstraten erhaltenen, bei 50°- und 4°-16slichen
Fraktionen (500 mg) mit 20 Isoamylase-Einheiten in 100 mL 60mMm Acetatpuffer, pH 3,6, 20 h bei
30° inkubiert. ‘<In runden Klammern, Absorptionsmaxima der Iodkomplexe; in eckigen Klammern,
ermittelte Po-Werte.

Bis zu 10 min Inkubation steigen die Reduktionswerte der aus den Zeitproben zuriick-
gewonnenen Restsubstrate leicht an, bei den zu spiteren Zeitpunkten der Inkubation
zuriickgewonnenen Restsubstrate sind keine reduzierenden Aldehydgruppen mehr
zu bestimmen. Die Absorptionsmaxima der Iodkomplexe verschieben sich mit zu-
nehmender Inkubationsdauer in den kiirzerwelligen Bereich des Spektrums (Tab. I1),
wobei dic Absorptionspeaks flacher werden (Abb. 5B, Kurven 1 und 2). Es war
anzunehmen, daB es sich bei den aus den spiteren Zeitproben zuriickgewonnenen
Restsubstrate um Amylopektin handelt. Die nach 10 min bzw. nach 20 min Inkubation
erhaltenen Restsubstrate wurden durch Isoamylase entzweigt (Tab. II). Nach der
Entzweigung erhdlt man den grossten Teil der Restsubstrate als bei 4° unlGsliche
(1-4)-«-D-Glucopyranosylketten mit P -Werten von 46 (f;0,.;x Restsubstrat) bzw.
37,4 (t20 min Restsubstrat). )

Bei einer Anfangskonzentration von 3,5%, Amylopektin betrigt v, fiir Cyclo-
hexaamylose 2,1 kat - kg~ ! Protein, die maximale Konzentration an dem zyklischen
Transferprodukt ist nach 40 min Inkubation mit 11,2mM erreicht (Abb. 5A, Kurve 3).
Nach dieser Inkubationszeit sind noch 649 des eingesetzten an Restsubstrat zu
bestimmen (Abb. 5A, Kurve 4). Reduzierende Aldehydgruppen sind in keinem der
aus den Zeitproben zuriickgewonnenen Restsubstrate nachzuweisen. Die Absorp-
tionsmaxima ihrer Iodkomplexe verschieben sich geringfiigig in den langerwelligen
Bereich des Spektrums. Gleichzeitig vergrossera sich Iodbindungskapazitit und damit
die Extinktionswerte (Tab. III und Abb. 5B, Kurven 3 und 4). Nach der Entzweigung
des aus den Zeitproben f,o, und ?,4,.;, zuriickgewonnenen Restsubstrates bzw.
einer Amylopektin-Kontrolle mit Isoamylase erhdlt man das folgende Verteilungs-
muster der linearen (1—4)-o-D-Glucopyranosylketten (Tab. III): Der Prozentsatz
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TABELLE 111

ZETTABHANGIGER SUBSTRATUMSATZ MIT AMYLOPEKTIN UND CHARAKTERISIERUNG DER AUS DEN ZEIT-
PROBEN ZURUCKGEWONNENEN RESTSUBSTRATE

Inkubations- Restsubstrat Extinktion Entzweigung, Methanol-Fraktionierung®
; i b
zeit (min) (mg) In 60% Methanol
Unléoslich Laslich
Bei 4° (mg)¢
Unldslich Laslich
(mg)¢ (mg)¢
0 (Kontr.) 3500(532) 0,28 700[37,5] 1880[18,2] 920[13,4]
1,2 2850(547) 0,66 627[40,3] 111221) 1111f10,2}
3 2700(551) 0,71
10 2460(553) 0,82
20 2360(553) 0,87 566[41] 567[21,6] 1227[9,5]
40 2300(553) 0,89

aZur Entzweigung wurden die Restsubstrate (500 mg) mit 20 Isoamylase-Einheiten in 100 mL 60mm
Acetatpuffer, pH 3,6, 20 h bei 30%, inkubiert. Die in 609 Methanol unléslichen Anteile des ent-
zweigten Materials wurden durch Zentrifugation abgetrennt und in Wasser gelost. Aus der wissrigen
Losung wurde das bei 4° unlosliche Material abzentrifugiert. *In runden Klammemn, Absorptions-
maxima der Todkomplexe (nm). Fiir die Herstellung der Iodkomplexe siehe Experimenteller Teil.
In eckigen Klammern, ermittelte Pn-Werte.

an kiirzeren Ketten nimmt mit der Inkubationsdauer zu. Ebenso vergrdssert sich im
Vergleich zur Kontrolle der Anteil an lingeren (1—4)-¢-D-Glucopyranosylketten.

Bildung von Maltooligosacchariden im Verlauf der von der CGT mit den
hochmolekularen Substraten katalysierten (l—4)-a-D-Glucopyranosyltransfer-Reak-
tionen. — Nach den mit der Versuchsserie AmS, erhaltenen Ergebnissen sollten in
den Transferansitzen reduzierende kleinere Transferprodukte, die theoretisch nach
Gleichungen' (7) und (2) entstehen konnten, zumindest in der Anfangsphase der
Transferreaktionen nicht nachzuweisen sein. Das in den Zeitproben der Ansitze
AmS; und AmS, nach Abtrennung der Restsubstrate bzw. der Cyclohexaamylose
zu bestimmende Anthron-positive Material besteht zu 649, aus einem durch frak-
tionierte Acetonfillung abzutrennenden Kohlenhydrat, fiir das P -Werte >60 zu
ermitteln sind. Da dieses Material keinerlei “Iodfarbe” zeigt (es enthilt keine zy-
klischen Transferprodukte) und offensichtlich kein Substrat fir f-Amylase bzw.
fiir Amyloglucosidase ist, kann angenommen werden, daB es sich dabei um eine
Nicht-Stirke-Verunreinigung des Amylose-Praparats handelt. Fiir das verbleibende
Anthron-positive Material der Uberstinde ist in allen Fallen ein P,-Wert von 13 zu
ermitteln.

Unter Zugrundelegung dieser durchschnittlichen Kettenlingen nimmt die
Konzentration an dieser Saccharidfraktion bei AmS, von 0,04mM nach 1 min In-
kubation im Verlauf von 20 min Inkubation auf 0,28mM zu und bleibt dann an-
nihernd konstant. Bei AmS, ist nach 1 min Inkubation eine Konzentration von
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0,44mM zu bestimmen. Bei dieser Saccharidfraktion handelt es sich, wie das Chro-
matogramm zeigt, noch weitgehend um Reste der vorgelegten Maltooligosaccharide.
Im Verlauf der Inkubation sinkt die Konzentration auf einen annihernd konstant
bleibenden Wert von 0,29mMm ab. Chromatographisch lassen sich neben hoéheren
Sacchariden Spuren an Zuckern nachweisen, die sich wie b-Glucose bzw. wie Homo-
loge der Maltosaccharidreihe Glc, bis Glcg verhalten. Die mit den anderen Substraten
erhaltenen Befunde entsprechen den fiir AmS mitgeteilten, so daB im einzelnen darauf
nicht weiter eingegangen zu werden braucht.

DISKUSSION

Unsere Versuche zeigen, daB die anndhernd reinen Amylosen AmS und AmB
hinsichtlich der Zyklisierung zu Cyclohexaamylose relativ schlechte Substrate fiir
die CGT von K. pneumoniae M 5 al sind. Erst nach einer primir erfolgenden Ver-
kiirzung der Amyloseketten, die durch Zugabe von Maltooligosacchariden signifikant
beschleunigt wird, verldauft die Zyklisierungsreaktion mit maximaler Geschwindigkeit*.
Es ist naheliegend, eine Abhiangigkeit der Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexa-
amylose von der Anzahl der vorliegenden nicht reduzierenden Kettenenden anzu-
nehmen. Deren Gesamtmenge erhoht sich (entsprechend der Erh6hung der molaren
Konzentration des Restsubstrates) in der initialen Phase der Transferreaktion auf-
grund der festzustellenden Kettenverkiirzung. Aus der graphischen Darsteliung von
1/(S) gegen 1/v nach Lineweaver und Burk?7 ergibt sich jedoch keine lineare Ab-
hangigkeit der Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexaamylose von der Substrat-
konzentration (Masszahl fiir die nicht reduzierenden Kettenenden bei linearen
Substraten). Eine Gerade erhilt man jedoch bei der graphischen Darstellung von
1/v gegen 1/(S"), wobei (S’) der Konzentration an den aus den Zeitproben von AmS,
bis 15 min Inkubation bzw. AmS, nach 1 min Inkubation erhaltenen, bei 50° 15s-
lichen, aber bei 4° unldslichen Anteile der Restsubstrate entspricht (Abb. 6). Dem-
nach scheinen fiir die Zyklisierungsreaktion offensichtlich Ketten <Glc,q, erforder-
lich. Mit dieser Folgerung ndhern wir uns wieder der fritheren Vermutung, daf3 ein
Zusammenhang zwischen der helikalen Konformation des Substrates und der
Zyklisierungsreaktion bestiinde?8-29: Wihrend die langkettigen Amylosemolekiile in
wissriger Losung als lockere, langgestreckte Helices vorliegen3?~33, sollen kiirzere
Amyloseketten (Glcso—Glcgg) auch in wissriger Losung eine offensichtlich stabilere
Helix bilden®*. Aus der graphischen Darstellung von I/v gegen 1/(S’) (Abb. 6)
ergibe sich fiir (1—4)-a-D-Glucopyranosylketten P, ~70 fiir " ein Wert von 2 kat -

*Die im Verlauf der Inkubation einsetzende Triibung und Verdickung der Transferansidtze mit AmS
und AmB ist demnach eine Folge der einsetzenden Kettenverkiirzung (zur Ubersicht siehe Zit. 13, 15).
Da wir nicht wissen, ob vor allem in der spiteren Phase der Transferreaktionen die fiir die Umset-
zungen effektive (losliche) Substratkonzentration der insgesamt bestimmbaren entspricht, soll darauf
verzichtet werden, auf Gleichgewichtslagen zwischen linearen und zyklischen Transferprodukten
sowie auf die Ausbeuten an Cyclohexaamylose in Abhingigkeit von der Substratkonzentration aus-
fiihrlicher einzugehen.
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Abb. 6. Bildungsgeschwindigkeit von Cyclohexaamylose in Abhéngigkeit der Konzentration an
50° l6slichem, 4° unislichem Material der Restsubstrate (S). Darstellung von 1/v gegen 1/(S")
nach Zit. 27. Fiir die Berechnung liegen die bei AmS: bis 15 min bzw. bei AmS:z nach 1 min Inkubation
ermittelten Werte zugrunde. Fiir die Fraktionierung der Restsubstrate siche Experimenteller Teil.

kg~! Protein. Da mit (1—4)-a-D-Glucopyranosylketten P, 16 fiir ¥ 6,2 kat - kg~*
Protein ermittelt wurden’, scheint die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (bezogen
auf die Anzahl der nicht reduzierenden Kettenenden) mit den beiden Substraten
nicht wesentlich zu differieren. Die rapide Verkiirzung der Amyloseketten in den
Transferansdtzen AmS, ist durch Disproportionierungsreaktionen' (2) zwischen
den Amyloseketten und den Maltooligosacchariden gut erklirbar, wobei entsprechend
der “Kupplungsreasktion™ (J) die Maltooligosaccharide allerdings mit grosser
Effektivitit als “Akzeptoren” langer Kettenreste fungieren miissen: Die Fraktionie-
rung der Restsubstrate zeigt, daB in der initialen Phase der Transferreaktion der
Gehalt an Amyloseketten mit P,-Werten von 70 sprunghaft ansteigt, widhrend zum
gleichen Zeitpunkt von den vorgelegten Maltooligosacchariden nur noch Spuren
nachzuweisen sind. Eine Erkldrung fiir die Kettenverkiirzung in den Ansidtzen AmS,
muss im Augenblick spekulativ bleiben. Die Disproportionierung des hochmoleku-
laren Substrates selbst kann ausgeschlossen werden, da auch nach Fraktionierung
der Restsubstrate keine signifikant lingeren Amyloseketten ermittelt werden k6nnen
und die Kettenverkiirzong schneller erfolgt, als sie durch Disproportionierung bzw.
aufgrund von Zyklisierungsreaktionen erkldrbar wire. Geht man davon aus, daB das
Amylosepriaparat keine als “Akzeptoren™ dienende Saccharide enthilt (auch eine
Fraktionierung von AmsS liefert keine Hinweise auf das Vorhandensein einer solchen
Verunreinigung), so bleiben zwei Moglichkeiten fiir die Erklirung: (a) Bei einem
Gleichgewicht zwischen der zyklischen und der linearen Form eines Enzym-gebunde-
nen Maltohexaosylrestes konnte dieser in linearer Form als “Akzeptor™ fiir die
Disproportionierungsreaktion dienen. (Amylosen sind polydispers, d.h. auch AmS
wird kiirzere Ketten enthalten, die fiir Zyklisierungsreaktionen geeignet sind; in der
Tat lassen sich auch in der initialen Phase der Transferreaktion mit AmS,; geringe
Mengen an Cyclohexaamylose bestimmen). (b) Wie frither bereits vermutet?-1°~12,
besitzi die CGT hydrolytische Aktivitit. Wir werden diese Frage noch eingehender
zu priifen haben.
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Fiir das hinsichtlich des Verlaufs der Zyklisierungsreaktion vdllig andere
Verhalten mit den Substraten AmR und AmK k&nnen die im Vergleich zu AmS
unterschiedlichen P,-Werte nicht als Erklirung dienen. Alle erhaltenen Befunde
lassen keinen anderen Schluss zu, als daB die nicht reduzierenden Kettenenden der in
diesen Amylosepriparaten nachzuweisenden Amylopektin-Verunreinigungen als
“Akzeptoren’ fiir die Disproportionierung nach Gleichung! (2) fungieren, um die
fiir die Zyklisierung erforderlichen Kettenldingen (sowohl verkiirzte Amyloseketten
wie auch die entsprechend verldngerten Zusseren Ketten des Amylopektins) bereit-
zustellen. Diese Annahme wird durch die mit Kartoffelstirke und Amylopektin
erhaltenen Ergebnisse erhirtet: Alle bisher untersuchten Amylopektine enthalten
nach Entzweigung eine kleinere Population an lingeren linearen (1-—4)-o-D-Gluco-
pyranosylketten, z.B. Maniok-Stirke etwa 13 % der gesamten linearen Ketten (unit
chains) mit einem P_,-Wert3°-3¢ von 45. Bei dem aus unseren Transferansitzen mit
Kartoffelstirke zu isolierenden wasserloslichen Restsubstrat kann es sich demnach
nicht um natives Amylopektin handeln. Unter der berechtigten Annahme, daB das
Material keine Amyloseketten mehr enthilt, kann geschlossen werden, daf3 es sich
um ein Amylopektin handelt, dessen dussere Ketten durch Transferreaktionen aus
Amylose verlingert wurden®.

Es wire damit mdoglich, mit Hilfe der CGT aus Stiirke mit etwa 609, Ausbeute
ein quasi weniger hoch verzweigtes Amylopektin herzustellen. Mit der rapiden Ab-
nahme des Amylose-Anteils und der Anderung der Molekiilstruktur von Amylo-
pektin kann die schnelle Verfliissigung eines Stirkegels erklart werden. Auch die
Ergebnisse der mit Amylopektin durchgefithrten Transferansitze sprechen dafir,
daB die CGT parallel zur Zyklisierung einen Transfer linearer Teilstiicke zwischen
den Ketten des Amylopektins katalysiert. Wie bei der Gesamtstirke mag diese
Umnstrukturierung Ursache fiir die Verfliissigung eines Amylopektingels sein.

Bei allen, mit den hochmolckularen Substraten durchgefithrten Transferan-
sétzen sind auch nach mehrstiindiger Inkubation héchstens Spuren an reduzierenden,
niedermolekularen Transferprodukten nachzuweisen. Dieses Ergebnis deckt sich mit
der in der vorhergehenden Arbeit’ gemachten Feststellung, daB die Gesamtmenge
an Maltooligosacchariden mit zunckmender Kettenléinge des Substrates abnimmt.
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*{Jber die Transferreaktionen der CGT mit verzweigten «-D-Glucanen soll an anderer Stelle aus-
fiihrlicher berichtet werden. Es werden deshalb nur Paten angegeben, die fiir das Verstindnis der
dieser Arbeit zugrunde liegenden Fragestellung von Bedeutung sind. Es sollte erwahnt werden, da
die nach der Entzweigung zu ermittelnden Pn.-Werte der linearen (1—4)-a-D-Glucopyranosylketten
mit grésster Wahrscheinlichkeit nicht durch “bp-Glucose-Stubs™, die von der Isoamylase nicht
abgespalten werden konnen, verfalscht werden.
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