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ABSTRACT 

The preparation of low-molecular-weight amyloses with modified terminal 
groups in the range d.p. 10-20 was achieved by enzymic synthesis using phos- 
phorylase from a potato crude extract. 4-Nitrophenyl cr-D-maltooligoglycosides 
with a minimum chain length of five D-glucose units served as primers, providing 
good yields in a l&12-fold molar excess of a-r>-glucopyranosyl phosphate. Up to 
89% conversion was obtained after 4 h at pH 5.8,40”, and a phosphorylase activity 
of 30 units. The reaction products were analyzed by h.p.1.c. Elution profiles always 
revealed oligomers shorter than the primer. The preferred appearance of the 
maltotrioside after incubation of the primer with the enzyme crude extract 
indicated the presence of a disproportionation enzyme. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Niedermolekulare Amylosen mit modifizierten Endgruppen im Bereich D.p. 
10-20 wurden durch enzymatische Synthese mit Phosphorylase aus einem 
Kartoffelrohextrakt dargestellt . Als Starter dienten 4-Nitrophenyl-a-D-maltooligo- 
mere, die ab einer Lsnge von fiinf D-Glucoseeinheiten und einem lO-12fachen 
molaren ijberschul3 von a-D-Glucopyranosylphosphat nach 4 h bei pH 5.8,40” und 
einer Phosphorylase-Aktivittit von 30 Einheiten bis zu 89% Umsatz ergaben. Die 
Reaktionsprodukte wurden mittels H.p.1.c. analysiert. Das Auftreten von 
Oligomeren, die kiirzer waren als das Startermolekiil, und die bevorzugte Bildung 
des Maltotriosids nach Inkubation des Starters mit dem Rohextrakt deutet auf Ver- 
unreinigung mit einem Disproportionierungs-Enzym hin. 

EINLEITIJNG 

Fiir die Untersuchung der Struktur von Amylose und Strukturbereichen im 

8Korrespondenzautor. 
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Amylopektin benijtigt man Modellsubstanzen. Maltooligosaccharide mit 
definierter Kettenlgnge und Polymerisationsgraden (D.p.) von 10-20 erscheinen 
uns fiir diese Zwecke besonders geeignet. 

Sie wurden bisher meist aus Abbauprodukten von Amylose, Amylopektin 
oder Glycogen gewonnen. Entweder baute man Amylose sCurehydrolytisch’ oder 
mit Alpha-Amylase enzymatisch ab 2. Aus letzterem Verfahren erhalt man, z.B. 

mit Alpha-Amylase aus Bacilus subtilis3, iiberwiegend kurzkettige 

Oligomerengemische im Bereich von D.p. 3-8. Weiterhin wurden Amylopektin 
und Glycogen mit entzweigenden Enzymen behandelt4,“. Dieser ProzeB liefert, 
neben hijhermolekularen Produkten, Gemische mit der gewiinschten Oligomeren- 
verteilung, deren Zusammensetzung durch die LBnge der tiul3eren Zweige des 
Ausgangsmaterials vorgegeben ist . 

Unser Ziel ist die Herstellung von linearen Maltooligomeren mit definierter 
Kettenlgnge zur Strukturaufklgrung mittels Einkristall-RGntgendiffraktion. 

Wghrend nicht modifizierte Maltooligomere bisher nur Mikrokristalle ergaben, die 
mit R6ntgenpulverdiffraktion und Elektronendiffraktion untersucht wurden6,7, 
stellten wir fest, daI3 die mit einer 4-Nitrophenyl-Gruppe am reduzierenden Ende 
modifizierten und damit gegen Mutarotation geschiitzten Maltooligosaccharide 
erfolgversprechender sind. Die Kristallstrukturanalyse des 4-Nitrophenyl-a-D- 

maltohexaosids im Komplex mit Polyjodid wurde berichtet$ das Oktamer konnte 
kiirzlich in einer fiir die Rijntgeneinkristalldiffraktion geeigneten Form kristallisiert 
werden. 

Die Herstellung der 4-Nitrophenyl-a-D-maltooligosaccharide kann prinzipiell 
durch Umsetzung von Cyclodextrinen und 4-Nitrophenylglucosid unter Einwirkung 
von (l-4)-cY-D-Glucan-4-glucosyltransferase (EC 2.4.1.19) erfolgen9. Einfacher 
erschien uns jedoch die phosphorolytische Synthese, die zur Gewinnung von hiiher- 
molekularen Amylosen, such mit modifizierten Endgruppen, bereits untersucht 
wurdelOJ1. Sie lieferte in Umkehrung der physiologischen Reaktion, bei der Poly- 
saccharid-Abbau katalysiert wird, Produkte mit relativ einheitlicher Kettenltinge 
(Gl. 1). 

Synthese 
G-1-P + G-(G),-4Np @ G-G-(G),-4Np + P (1) 

Abbau 

G-l-Z’, cr-D-Glucopyranosylphosphat; 4Np, 4-Nitrophenyl; G, a-D-Gluco- 
pyranosylrest; P, anorg. Phosphat; n 2 4 

Zur Darstellung niedermolekularer Amylosen mit modifizierten Endgruppen 
wurde dieses Verfahren bisher nicht verwendet. Urn den Syntheseverlauf in Bezug 
auf einen gr6Btmbglichen Umsatz zu beeinflussen, war es notwendig;das Verhalten 
der Kartoffelphosphorylase (EC 2.4.1.1) bei der Synthese der 4-Nitrophenyl-cu-o- 
maltooligosaccharide anhand verschiedener Parameter wie pH-Wert, Temperatur 
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und Enzymkonzentration zu untersuchen. Weiterhin wird tiber die Kettenlangen- 
Verteilung der erhaltenen Produkte im angestrebten D.p.-Bereich und bisher nicht 
beobachtete enzymatisch katalysierte Disproportionierungserscheinungen des 
Startermolekiils berichtet. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Fur die phosphorolytische Synthese von 4-Nitrophenyl-a-D-maltooligo- 
sacchariden envies sich ein Starter mit weniger als ftinf D-Glucoseeinheiten pro 
Molektil als nicht geeignet. Wie in friiheren Arbeiten festgestellt wurde, wirkt sich 
die Modifizierung am reduzierenden Ende des Molekiils auf die Bildung des 
Enaym-Substrat-Komplexes iu der Weise aus, da13 sich z.B. Aldonamido-cY-D- 
maltotetraosid kinetisch wie eine unsubstituierte Maltotriose verhahlO~ll. Eine 
Probesynthese mit CNitrophenyl-Lu-D-maltotetraosid als Starter bestatigte diese 
Ergebnisse. Die Reaktionsgeschwindigkeit war anfangs deutlich langsamer, der 
Umsatz lag nur bei 34% des eingesetzten cr-o-Glucopyranosylphosphats, turd eine 
Analyse der Reaktionsprodukte zeigte die charakteristische Verteilung der 
Oligomeren analog zur Synthese mit Maltotriosel”. Urn zu besseren Ausbeuten an 
hiiheren Oligomeren zu gelangen, mul3te das 4-Nitrophenyl-cw-D-maltopentaosid 
eingesetzt werden . 

Der von uns hergestellte und fur die Reaktion geeignet erscheinende Roh- 
extrakt der Kartoffelphosphorylase hatte eine Aktivitat von 10 EinheitemmL und 
enthielt nachweislich keine Alpha-Amylasen. 

In der Literatur differieren die Angaben fiber einen optimalen pH-Wert fur 
die phosphorolytische Synthese. Leei gibt einen pH-Wert von 6.6, Ho116 und 
Mitarbeiter14 von etwa 6.0 an. Letztere ermittelten such, da13 erhohte Tempera- 
turen und Enzymkonzentrationen eine hohe Anfangsgeschwindigkeit bewirken, 
und dal3 bei pH 6.0 etwa 90% des eingesetzten ar-D-Glucopyranosylphosphats 
umgesetzt werden14. 

Da wir auf den Einsatz von Citratpuffer verzichteten, urn die Trennung der 
anfallenden Syntheseprodukte nicht durch erhdhte Salzkonzentrationen zusatzlich 
zu erschweren, mu&en die Reaktionsparameter pH-Wert, Temperatur und 
Enzymkonzentration unter den von uns gewahlten Bedingungen in Bezug auf 
grbfitmbglichen Umsatz in kurzer Zeit neu optimiert werden. Dazu wurden 
zunachst Probereaktionen mit geringen Mengen Starter durchgeftihrt. Aus Tabelle 
I ist ersichtlich, dag beim Einsatz von 2.4 pm01 4-Nitrophenyl-a-o-maltopentaosid, 
5.3 mmol a-D-Glucopyranosylphosphat und 30 Einheiten Phosphorylase bei 
erhohten Temperaturen nach 2 h bereits ein relativ hoher Umsatz such ohne 
Konstanthalten des pH-Werts zu erreichen ist (Abb. 1). 

Die Gieichgewichtslage der Reaktion ist, wie Hanes und Maskell im Jahre 
1942 bereits feststellte15, stark abhiingig vom Verhtiltnis des entstehenden anor- 
g&nschen Phosphats zum eingesetzten organisch gebundenen Phosphat. Dieses 
Verhaltnis wird bei niedrigerem pH-Wert zugunsten der Entstehung hoherer 
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TABELLE I 

EINFLUB DER TEMPERATLJR, PHOSPHORYLASFf.AJSTIVITAT UND pH-WERT AUF DEN UMSATZ BEI DER PHOS- 

PHOROLYTISCHEN SYNTHESE“ 

Temperatur Phnsphnrylme PH PH umsatz 

(Grad) CmL) Start nach 3 h W) 

20 2 6.20 
20 2 5.90 
20 1 6.20 
20 3 6.33 
25 3 5.88 
37 3 5.92 

6.15 
6.52 
6.64 
6.23 
6.25 (2 h) 

43.4 
48.3 
28.8 
53.8 
65.1 
85.9 

*4-Nitrophenyl-a-o-maltopenEaosid (2.4 pmol) als Starter, cu-o-Glucopyranosylphosphat (5.3 mmol) 
und Phosphorylase (Aktivitit 10 Einheiten/mL). Umsatz ermittelt durch kolorimetrische Phosphat- 
bestimmung. 

Mengen Orthophosphats verschoben. Das Verhaltnis Hydrogenphosphat zu LY-D- 

Glucopyranosylphosphat bleibt jedoch tiber einen pH-Bereich von 5.0 bis 7.0 

konstant. So war ein pH-Optimum fiir einen grdgtmoglichen Umsatz zwischen pH 

5.7 und 6.2 zu erwarten. Wir fanden dieses Optimum unter pH-Stat-Bedingungen 

bei einem pH-Wert von 5.8, einer Temperatur von 40” und der Phosphorylase- 

aktivitat von 30 Einheiten pro Ansatz mit einem Umsatz von 89% (Tab. II). 
Das molare Verhtiltnis von Monomer zu Starter wurde fiir die Darstellung 

von mit 4-Nitrophenylgruppen modifizierten niedermolekularen Amylosen im 

D.p.-Bereich 10-20 zunachst auf 1O:l gesetzt, urn dadurch eine Oligomerenver- 

pH t 

Abb. 1. Anderung des pH-Werts bei der phosphorolytischen Synthese ohne Pufferzusatz: 25” (A) und 
37” (0). Bei erhiihter Temperatur verl;iuft die Reaktion deutlich schneller. Der Gleichgewichtszustand 
ist nach 2.5 h erreicht. 
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TABELLE II 

O~IhiIERUNG VON TEMPERATUR UND pbVERT BEI DER PHOSPHOROLYTISCHEN SYNTHESE” 

Tempera&r 
(Grad) 

pH-Wert Umsatz 

(“h) 

31 

37 
40 
4.5 

37 5.9 83.4 
40 5.9 85.4 

37 
40 

37 

5.7 81.2 

5.8 85.3 
5.8 89.2 
5.8 89.3 

6.0 81.6 
6.0 83.9 

6.1 80.0 

%-Nitrophenyl-a-D-maltopentaosid (2.4 pmol) als Starter, cr-D-Glucopyranosylphosphat (5.3 mmol) als 
Monomer und Phosphorylasemenge von 30 Einheiten je Ansatz. Umsatz nach 4 h war ermittelt dorch 
kolorimetrische Phosphatbestimmung. 

teilung in dem gewtinschten Bereich zu erhalte@. Nach 4 h bestimmten wir den 
Umsatz und brachen die Reaktion ab. Nach Entfernen des Proteins und Entsalzen 
des Lyophilisats untersuchten wir die erhaltenen Prod&e mittels H.p.l.c.17. 

Abbildung 2 zeigt ein typisches Oligomerengemisch nach einer Reaktion mit 
84% Umsatz. Offensichtlich wird der angestrebte D.p.-Bereich durch die Synthese 
zuganglich. Bemerkenswert ist die relativ breite Verteilung, wobei das Maximum 
bei D.p. 9 liegt. Diese unerwartete Verbreiterung des Spektrums der auftretenden 
Oligomeren und besonders die Anwesenheit von Spezies unter D.p. 5 veranla&e 
uns zu weiteren Untersuchungen. Durch Erhohung der eingesetzten Menge (u-D- 

Glucopyranosylphosphat (12: 1) und der Phosphorylaseaktivitat (60 Einheiten) war 
eine Verschiebung des Maximums in Richtung hoherer D.p. zu erreichen (Abb. 

3). Eine signifikant engere Verteilung war jedoch nicht zu beobachten. Deshalb lag 
die Vermutung nahe, da6 im verwendeten Phosphorylase-Rohextrakt eine Fremd- 
aktivitat vorhanden war, die einen unerwtinschten EinfluR auf das Ergebnis der 
phosphorolytischen Synthese hatte. 

Diese Annahme bestatigte sich nach Inkubationsversuchen des Enzyms mit 
4Nitrophenyl-Lu-D-maltopentaosid ohne Zusatz von cr-u-Glucopyranosylphosphat. 
Nach 24 h bei pH 5.8 und Raumtemperatur war der urspriinglich hochreine Starter 
deutlich disproportioniert und die H.p.l.c.-Analyse zeigte eine Oligomerenver- 
teilung mit einem Maximum bei D.p. 3 (Abb. 4). Da das ebenfalls im Kartoffelsaft 
vorhandene D-Enzym als Ursache fur diese Disproportionierung in Frage kam, 
und dessen pH-Optimum nut pH 6.7 angegeben wird 18, inkubierten wir den Starter 
mit dem Enzymextrakt bei diesem pH-Wert unter den o.g. Bedingungen. Das 
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Abb. 2. Reaktionsprodukte der phosphorolytischen Synthese 4-Nitrophenyl-modifizierter nieder- 
molekularer AmyIosen (H.p.1.c. Bedingungen s. Zit. 17). 4-Nitrophenyl-a-D-maltpentaosid als Starter, 
a-D-Glucopyranosylphosphat ah Monomer und Monomer-Starter-Verhaltnis 10: 1. Die Zahlen be- 
zeichnen den Polymerisationsgrad (D.p.) der Oligomeren. 

Ergebnis dieses Versuchs zeigt das H.p.l.c.-Elutionsprofil in Abb. 5. Eine noch 
deutlichere Disproportionierung mit Spezies bis D.p. 15 war zu beobachten, wobei 
das Maximum wiederum bei D.p. 3 liegt. 

Das Muster der Oligomerenverteilung stimmt mit der von Jones und 
WhelarC9 gefundenen Verteilung der Produkte aus Reaktionen von radioaktiv mar- 

5 

k; J 
mm 50 LO 20 10 0 

Abb. 3. H.p.l.c.-Elutionsprofil der Reaktionsprodukte einer Synthese mit &em Monomer-Starter- 
Verhlltnis van 12: 1 und erhohter PhosphorylaseaktivitIt. 

E300 
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‘500 

Abb. 4. Oligomerenverteihmg nach der Inkubation des dNitrophenyl-a-D-msltopentaosids mit dem 
Rohextrakt der Kartoffelphosphorylase bei pH 5.8. 

kierten Maltooligosacchariden mit D-Enzym (EC 2.4.1.25) tiberein. Fur dieses 
Enzym existieren auf Grund seiner Spezifitat sogenannte “verbotene” Bindungen 
(Schema l), die nicht gespalten werden. Dies sind die glucosidische Bindung am 
nichtreduzierenden und die vorletzte Bindung vor dem reduzierenden Ende des 
Molektils, soda6 ein Substrat mit nur drei glucosidischen Bindungen nicht vom 
D-Enzym gespalten wird. Versuche mit dem von uns hergestellten Phosphorylase- 
Rohextrakt an 4-Nitrophenyl-cu-p-maltosid, -maltotriosid und -maltotetraosid be- 
st&&ten, da13 tatsachlich dieser Disproportionierungsmechanismus auftrat. Das 

‘I , 4 
min 30 20 10 

Abb. 5. Verteilung der Oligomeren nach der Inkubation des Starters mit dem Enzym-Extrakt bei pH 
6.1. 

E 300 
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HOFH, t40cH2 HOCH, 

nicht reduzierendcs 

Ende 

I I 
..verboiene Bindungen” 

reduzierendes 

Ende 

0 
\ 

HOCHZ HOCH 
I I 2 

OH OH OH 

Schema 1. “Verbotene” Bindungen ftir das D-Enzym am 4-Nitrophenyl-rr-o-maltotriosid und an der 
Maltotetraose’9. 

Maltosid und das Tetraosid zeigten deutliche Disproportionierung, das Triosid 
wurde nur schwach angegriffen. 

Anhand dieser Untersuchungen kann die nicht vorhergesehene breite 
Oligomerenverteilung sowie die Verschiebung des D.p.-Maximums erklart 
werden. Ein hiiherer Reinheitsgrad der Kartoffelphosphorylase miiflte diese uner- 
wtinschten Erscheinungen weitgehend unterdrticken und es sollte moglich sein, die 
Oligomerenverteilung im gewtinschten D.p.-Bereich enger zu gestalten. Dies und 
such die Gewinnung der 4-Nitrophenyl-a-o-maltooligosaccharide mit definierter 
Kettenlange im praparativen Ma&tab werden der Gegenstand weiterfuhrender 
Arbeiten sein. 

EXPERIMENTELLERTHL 

Allgemeine Methoden. - Die Herstellung eines fur die Synthese geeigneten 
Rohextrakts der Kartoffelphosphorylase erfolgte nach Literaturangaben*O, ebenso 
die Bestimmung der Enzymaktivitat 21. Diejenige Menge Enzym, die 1 pmol Phos- 
phat .min-’ bei 25” und pH 6.0 freisetzt, wird als eine Einheit definiert. Der Extrakt 
wurde auf eventuell vorhandene cr-Amylaseaktivitat gepriift’*. 

Standardanstitze zur Optimierung von Temperatur, pH-Wert und Phos- 

phorylaseaktivittit. - 4-Nitrophenyl-cu-D-maltopentaosid (2.4 /-Lmol, 2 mg; 
Boehringer Mannheim GmbH, D-6800 Mannheim 31, B.R.D.) wurden mit 
Dinatrium-a-o-Glucopyranosylphosphat (5.3 mmol, 2 g) (Boehringer) und ver- 
schiedenen Phosphorylasemengen in einem Endvolumen von 30 mL Wasser unter 
Riihren bei verschiedenen Temperaturen und pH-Wert inkubiert und der Umsatz 
nach 2 h bzw. 3 h bestimmt. 
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pH-Wert und Temperaturkontrolle. - Der pH-Wert wurde elektronisch mit 
einem Mel3system Glaselektrode-Kalomelelektrode (Amagruss) gemessen und mit 
2~ Essigstiure eingestellt. Unter pH-Stat-Bedingungen fi.ihrte eine durch einen 
Titrator TIT1 gesteuerte Autobiirette ABU 13 (Radiometer Kopenhagen) die 
Stiure entsprechend dem Reaktionsverlauf zu. Das ReaktionsgefB;B wurde auf 
kO.1” genau thermostatiert (Julabo, C-5B). 

Umsatzbestimmung. - Das bei der Reaktion freiwerdende Phosphat wurde 
als Molybdatophosphat-Komplexzl kolorimetrisch bei 689 nm (Spektrophotometer 
DU 6, Beckmann) bestimmt und der Umsatz in Bezug auf die eingesetzte Menge 
a-D-Glucopyranosylphosphat ermittelt. 

Phosphorolytische Synthese der 4-Nitrophenyl-a-D-maltooligosaccharide im 
Bereich D.p. 10-20. - 4-Nitrophenyl-a-D-maltopentaosid (0.53 mmol, 500 mg) 
und Dinatrium-a-D-Glucopyranosylphosphat (5.3 bzw. 6.3 mmol; 2 g bzw. 2.68 g), 
werden in Wasser mit Kartoffelphosphorylase (30-60 Einheiten) in einem End- 
volumen von 35 mL bei 40” und einem pH-Wert von 5.8 fiir 4 h inkubiert. Das 
Protein wird koaguliert (loo0, 15 min), das Filtrat lyophilisiert, iiber Bio-Gel P-2 
(200-400 mesh; Bio-Rad Labs) entsalzt und die Kettenltingenverteilung mittels 
H.p.1.c. an einer aminierten Kieselgel-Phase (Hypersil APS-2, Shandon) mit einem 
linear absteigenden Gradienten Acetonitril-Wasser bestimmt17. 

Disproportionierungsreaktion im System Starter-Enzym. - 4-Nitrophenyl-a- 
D-maltosid, -maltotriosid, -maltotetraosid und -maltopentaosid (je 10 mg; 
Boehringer) werden 24 h bei pH 5.8 bzw. 6.7 mit Phosphorylase (30 Einheiten) in 
Wasser (30 mL) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abtrennen des Proteins 
(s.o.) wird das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt und mit Hilfe der H.p.1.c. 
untersucht . 
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