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Stufenweises Priifschema fiir Zuckeraustauschstoffe - 
Vorpriifung mittels Enzymen. 1. c~-Glucosidase aus Hefe 

G. S i e b e r t  und  S. C. Z i e s e n i t z  

Abte i lung  ffir exper imentel le  Zahnhei lkunde ,  Universit~it Wfirzburg 

Zusammenfassung: a-Glucosidase aus Hefe wird an Hand ihrer katalytischen 
Leistung unter verschiedenen Bedingungen charakterisiert. Michaelis-Konstanten 
und Maximalgeschwindigkeiten ffir 7 Disaccharide vom Glucosyl-fructose- oder 
Glucosyl-glucose-Typ, 4 Disaccharidalkohole und 2 Gemische aus je 2 Disaccharid- 
alkoholen werden angegeben. Reduktion einer Carbonylfunktion ist yon geringe- 
rem EinfluB auf die Substrateigenschaften als die Lage der Glykosidbindung; 
hieraus werden Eignungsparameter ffir potentielle Zuckeraustauschstoffe abge- 
leitet. 

Summary." a-Glucosidase from yeast was checked for its catalytic potency under a 
variety of experimental conditions. Michaelis constants and maximal velocities are 
reported for 7 disaccharides of the glucosyl-fructosyl or glucosyl-glucosyl type, 
4 disaccharide alcohols, and 2 mixtures of each 2 disaccharide alcohols. Reduction 
of a carbonyl group is of less importance for the substrate properties than the type 
of the glycoside bond; consequences for the suitability of potential sugar substitu- 
tes are derived. 

Schl~isselwdrter: Glucosidase, Maltase, Zuckeraustauschstoff, Palatinit | Treha- 
lulose 

E i n l e i t u n g  

Einsatzgebiete  ffir Zuckeraus tauschs tof fe  sind en tweder  n ichtkar iogene  
SfiBwaren und  Schoko ladewaren  oder kalor ienreduzier te  Lebensmi t te l  
oder  beide, ferner ebenso  difitetische Lebensmi t te l  for Diabetiker,  je nach  
Substanz.  

Zuckeraus tauschs to f fe  der  zweiten Genera t ion sind u. a. du rch  das Vor- 
handense in  yon  G lykos idb indungen  gekennze ichne t  (1). Eine Variation 
der Lage  der  G lykos idb indungen  ist ein s t ruk tu rchemisches  Element,  
welches  im a l lgemeinen (Palatinit | (2); Coupl ing sugars  (3); Neosugars  (4)), 
j edoch  nicht  i m m e r  (Maltit (5); Lycas in  | mit  erhal tener  a(1-~4)-Bindung; 
Lactit,  T. H. Grenby,  pers. Mitt.) die E ignung  der jeweil igen Subs tanzen  
als Zucke raus t auschs to f f  wesent l ich best immt.  

P r f i fme thoden  auf  Kariogenit/it  (6) und  auf  energet ische Verwer tung  (7) 
sind gut  entwickelt ,  j edoch  so aufwendig  an Zeit und  auch  Material, dab 
Schne l lme thoden  zur Vorprf i fung erforderl ich sind, die ein s tufenweises 
Vorgehen  erlauben.  In  den letzten Jah ren  haben  wir uns  mit  der  Entwick-  
lung von  In-vi t ro-Vorprf i fungen befaBt. W~ihrend die Schne l lme thode  der  
anae roben  Verg~irung yon  Prf i fsubstanzen durch  Mundbak te r i en  bereits 
875 
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b e s c h r i e b e n  i s t  (8), w e r d e n  in  d i e s e r  u n d  d e n  n a c h f o l g e n d e n  A r b e i t e n  (9, 
10) C a r b o h y d r a s e n  z u r  r a s c h e n  C h a r a k t e r i s i e r u n g  y o n  p o t e n t i e l l e n  Z u k -  
k e r a u s t a u s c h s t o f f e n  v e r w e n d e t .  D i e s e  M i t t e i l u n g  b e t r i f f t  a - G l u c o s i d a s e  
aus  Hefe .  

Material und Methoden 

Die in dieser Arbei t  verwendeten  Disaccharide und Polyole en ts tammen folgen- 
den Quellen: D-Glucosyl -a( lo l ) -D-f ruc tose  sowie deren Redukt ionsprodukt ,  ein 
Gemisch aus D-Glucosyl-a(1---~l)-D-glucit und D-Glucosyl-a(1-,1)-D-mannit ,  ferner 
Palat ini t  | sowie dessen Komponenten  D-Glucosyl-a(1---~l)-D-mannit und D-Gluco- 
syl-a(1-~6)-D-glucit, yon Dr. Schiweck, Neuoffstein; Saccharose und Maltose yon 
Merck, Darmstadt ;  Turanose und Isomaltose yon Sigma, St. Louis; Leucrose  yon 
Dr. Schwengers,  Dormagen; Isomaltulose (Palatinose | yon Dr. Strater,  Mannheim; 
Malti t  yon Serva, Heidelberg.  

a-Glucosidase aus Hefe wurde  yon Boehringer,  Mannheim, bezogen, teils als 
Suspension in Ammoniumsulfa t ,  gelegentl ich auch ,,mit Glycerin stabilisiert".  Zur  
Entsalzung erwies sich eine kurze scharfe Zentrifugation in der K(ihlzentrifuge mit  
nachfolgender,  sorgf/iltiger Dekant ierung und Auswischen der inneren R6hrchen- 
wand fiber dem Sed iment  als gleichwertig mit  einer Entsalzung an einer Sephadex-  
G-25-S~iule. Der mittels Zentr ifugat ion erhaltene Bodensatz wurde  im Inkubat ions-  
puffer 0,1 M Maleat, pH 6,0 gel6st. Die zur Inkubat ion  ben6tigten Enzymmengen 
wurden ermittelt ,  nachdem jeweils  der  Proteingehal t  nach Lowry et al. (11) festge- 
stellt worden war, so dab vergleichbare Inkubationsans~itze stets ident ische Men- 
gen yon a-Glucosidase enthielten. 

Zur  Inkubat ion  wurde  nach Dahlqvist  (12) vorgegangen. Nach Abbrechen  der  
Enzymreakt ion  wurden  freigesetzte Glucose (und wenn zutreffend, Fructose) enzy- 
mat isch mittels Glucose-6-phosphatdehydrogenase  nach Standardvorschr i f ten (13, 
14) ermittelt .  Bei j edem neuen Subst ra t  wurden die Eichkurven fflr freie Glucose 
und Fructose  auf  Gtil t igkeit  fiberprfift. 

Zur  Auswer tung wurden nur  Versuchsreihen herangezogen, bei denen jeweils  
Proport ional i t~t  zur Enzymmenge  (2- bis 4fach variiert) und Proportionalit~it zur 
Inkubat ionszei t  gew~ihrleistet waren. Da f(ir alle Angaben der Hydrolysegeschwin-  
digkei ten stets auch die Michael is-Konstanten ermit tel t  wurden,  wurden die 
Hydrolysera ten  als Maximalgeschwindigkei ten  ausgedrfickt.  Die kinet ische Aus- 
wer tung wurde  nach Lineweaver-Burk (15, 16) sowie - wenn anwendbar  - nach 
Cornish-Bowden (17), nach Dixon (15, 16) und nach Hanes-Woolf (15, 16) vorgenom- 
men. Nur  wenn nach mindes tens  zwei Verfahren Kompatibilit~it bestand,  wurden 
die Auswer tungsergebnisse  in die Tabellen aufgenommen.  

Ergebnisse 

D i e  b e i d e n  u n t e r  M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  b e s c h r i e b e n e n  E n t s a l z u n g s -  
v e r f a h r e n  s i n d  m i t  d e n  S t a n d a r d s u b s t r a t e n  M a l t o s e  u n d  S a c c h a r o s e  s o w i e  
m i t  M a l t i t  v e r g l i c h e n  w o r d e n  (Tab.  1). Es  e r g i b t  s ich ,  daB e i n e  T e i l e n t s a l -  
z u n g  d u r c h  Z e n t r i f u g a t i o n  a u s r e i c h t ,  u m  a k t i v i t i i t s m i n d e r n d e  E f f e k t e  v o n  
A m m o n i u m s u l f a t  zu  e l i m i n i e r e n ,  d a  b e i  v o l l s t a n d i g e r  E n t s a l z u n g  n a h e z u  
i d e n t i s c h e  s p e z i f i s c h e  A k t i v i t ~ t e n  u n d  km-Wer te  b e o b a c h t e t  w e r d e n  w i e  
n a c h  E n t s a l z u n g  d u r c h  Z e n t r i f u g a t i o n .  

V e r g l e i c h t  m a n  t e i l e n t s a l z t e  a - G l u c o s i d a s e  a u s  H e f e  m i t  d e r  in  G l y c e r i n  
s t a b i l i s i e r t e n  E n z y m p r ~ i p a r a t i o n  (Tab.  2), so l i e g e n  f t i r  d a s  G l y c e r i n  e n t h a l -  
t e n d e  E n z y m  d i e  M i c h a e l i s - K o n s t a n t e n  d u r c h g ~ n g i g  h 6 h e r ,  i m  M i t t e l  d e r  
D i s a c c h a r i d e  u m  d a s  2 f ache  g e g e n f i b e r  d e m  t e i l e n t s a l z t e n  E n z y m .  A u c h  
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Tab. 1. a-Glucosidase  aus Hefel). 

entsalzt fiber Sephadex  G-25 entsalzt durch Zentr ifugation 
Subs t ra t  km Vm~• (~tmol/min km Vm~x (pmol/min 

(mM) x 1 mg Protein)% (mM) • 1 mg Protein)% 

Saccharose  2) 40 28 133 50 26 124 
Maltose 2) 33 21 100 46 21 100 
Maltit  3) 70 7 33 83 7 33 

1) Boehringer,  Mannheim 
2) Merck 
3) Serva 

d i e  H y d r o l y s e r a t e n  l i e g e n  h b h e r ;  d i e  Spezif i t~i t  d a g e g e n  h a t  s i c h  n i c h t  
ver~inder t .  R e d u z i e r t e  D i s a c c h a r i d e  ( D i s a c c h a r i d a l k o h o l e )  d e r  u n t e r e n  
H~ilfte d e r  T a b e l l e  2 v e r h a l t e n  s i c h  i m  P r i n z i p  w i e  D i s a c c h a r i d e ,  w e n n  s ie  
a u c h  b e i  V e r g l e i c h  y o n  G l y c e r i n -  u n d  t e i l e n t s a l z t e n  E n z y m p r ~ p a r a t i o n e n  
e t w a s  l a n g s a m e r  h y d r o l y s i e r t  w e r d e n .  D i e  n a c h f o l g e n d e n  V e r s u c h e  s i n d  
a l l e  m i t  t e i l e n t s a l z t e r  a - G l u c o s i d a s e  u n t e r n o m m e n  w e r d e n .  

T a b e l l e  3 enth~il t  d i e  k i n e t i s c h e n  A n g a b e n  f t i r  d i e  S p a l t u n g  v o n  7 D i s a c -  
c h a r i d e n  s o w i e  v o n  4 D i s a c c h a r i d a l k o h o l e n  u n d  2 S u b s t a n z g e m i s c h e n .  
M i t  e r h e b l i c h e r  G e s c h w i n d i g k e i t  g e s p a l t e n  w e r d e n  S a c c h a r o s e ,  T u r a n o s e  
u n d  M a l t o s e ,  f e r n e r  Mal t i t .  A l l e  a n d e r e n  V e r b i n d u n g e n  s i n d  n u r  ge r ing f t i -  
g ig  s p a l t b a r .  B e i  d e n  M i c h a e l i s - K o n s t a n t e n  f~ll t  d i e  g e r i n g e  Af f in i t~ t  d e s  
E n z y m s  zu  M a l t i t  u n d  M a l b i t  | auf ,  d i e  s i c h  b e i  k e i n e r  a n d e r e n  S u b s t a n z  
f i nde t .  S i e h t  m a n  y o n  M a l t i t  ab ,  so  h a t  d i e  C a r b o n y l r e d u k t i o n  z u m  D i s a c -  

Tab. 2. a-Glucosidase  aus Hefel). 

Subs t ra t  km Vmax (~mol/min 
(mM) x 1 mg Protein) % 

glc a (1 --~ 1) fru | Glucosylfructose 31 2,4 6 
glc a (1 ~ ~2) fru / Saccharose 47 34,4 79 
glc a (1 --, 3) fru Turanose 36 36,2 83 
glc a (1 --~ 4) glc Maltose 83 43,7 100 
glc a (1 ~ 6) fru Isomaltulose  31 1,4 3 

glc a (1 ~ 1) gut  reduzier te  
+ 31 0,33 0,8 
glc a (1 --* 1) mtl  Glucosylfructose 
glc a (1 --~ 1) mtl  Glucosylmanni t  19 0,20 0,5 
glc a (1 --* 4) gut Malti t  31 5,1 12 
glc a (1 ~ 4) gut  Malbit  | 122 12,7 29 
glc a (1 --~ 6) gut  Glucosylsorbi t  31 0,96 2,2 
glc a (1 --* 1) mtl  
+ i Palat ini t  | 37 0,76 1,7 
glc a (1 ~ 6) gut 

1) Boehringer,  Mannheim (mit Glycerin stabilisiert) 
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Tab. 3. a-Glucosidase aus Hefe'). 

Substrat km Vm~x (~tmol/min 
(mM) x i mg Protein) % 

glc a (1 ~ 1) fru Glucosyl-a (1 ~ 1)-fructose 2) 14 1,3 6 
glc a (1 ~ [~2) fru Saccharose 3) 37 23 105 
glc a (1 ~ 3) fru Turanose 4) 23 21 95 
glc a (1 ~ 4) glc Maltose 3) 30 22 i00 
glc a (1 ---, 5) fru Leucrose  ~) 17 0,22 1 
glc ~ (1 ~ 6) glc Isomaltose 4) 35 0,6 3 
glc a (1 ---, 6) fru Isomaltulose 7) 14 0,8 4 

glc a (1 ~ 1) mtl  Glucosylmanni t  2) (A) 22 0,23 1 
glc a (1 --, 1) gut  ~ reduzierte 
glc a (1 --~ 1) mtl  ] Glucosyl-a(1 --~ 1)-fructose 2) 25 0,5 2 
glc a (1 ~ 4) gut Maltit  6) 80 8,7 40 
glc a (1 ~ 4) gut Malbit  102 10,5 48 
glc a (1 --~ 6) gut Isomalt i t  2) (B) 9 0,56 3 

glc a (1 --~ 1) mtl  ~ Palat ini t  | *** 11 0,40 2 
glc a (1 ~ 6) gut J 

Bezugsquellen:  
') Boehringer,  Mannheim 
2) Dr. Schiweck,  Grt instadt  
s) Merck 
4) Sigma 

***) l : l -Gemisch  aus (A) und (B) 
5) Dr. Schwengers,  Dormagen 
6) Serva 
7) Dr. Straeter, Mannheim 

c h a r i d a l k o h o l  in  k e i n e m  F a l l  zu e i n e r  E r h S h u n g  d e r  M i c h a e l i s - K o n s t a n t e n  
ge f f ih r t ;  d a g e g e n  s i n d  d i e  H y d r o l y s e r a t e n  (Vma• i n f o l g e  R e d u k t i o n  u m  
e t w a  d e n  F a k t o r  2 -8  n i e d r i g e r ,  w i e  d i e  B e i s p i e l p a a r e  D - G l u c o s y l - a ( l ~ l ) -  
D - f r u c t o s e  g e g e n  r e d u z i e r t e  V e r b i n d u n g ,  M a l t o s e  g e g e n  Mal t i t ,  s o w i e  
I s o m a l t u l o s e  g e g e n  P a l a t i n i t  | z e igen .  

a - G l u c o s i d a s e  a u s  H e f e  i s t  u n t e r  p a s s e n d e n  B e d i n g u n g e n  zu r  K a t a l y s e  
y o n  T r a n s f e r r e a k t i o n e n  i m s t a n d e  (18, 19). S o  k o n n t e  u. a. d f i n n s c h i c h t -  
c h r o m a t o g r a p h i s c h  b e i  I n k u b a t i o n  v o n  M a l t o s e  m i t  X y l i t  d i e  B i l d u n g  v o n  
d r e i  G l u c o s y l x y l i t e n ,  m i t  E r y t h r i t  y o n  zwe i  G l u c o s y l e r y t h r i t e n ,  m i t  G l y c e -  
r i n  v o n  G l u c o s y l g l y c e r i n  g e z e i g t  w e r d e n .  D ie  N a c h w e i s b a r k e i t s g r e n z e  a u f  
d e r  d f i n n e n  S c h i c h t  l eg t  n a h e ,  d a b  j e w e i l s  w e n i g e  P r o z e n t e  d e r  e i n g e s e t z -  
t e n  M a l t o s e  u n t e r  G l u c o s y l t r a n s f e r  a u f  P o l y o l e  u m g e s e t z t  w o r d e n  s ind .  

Diskussion 

D i e  B e d e u t u n g  d e r  ~ - G l u c o s i d a s e  aus  H e f e  l i eg t  n e b e n  i h r e m  E i n s a t z  f t i r  
a n a l y t i s c h e  Z w e c k e  (20) v o r  a l l e m  da r in ,  d a b  s ie  g e g e n f i b e r  d e n  spf i te r  (10) 
zu  b e h a n d e l n d e n  C a r b o h y d r a s e n  a u s  J e j u n a l m u c o s a  e i n  h o c h g e r e i n i g t e s  
E n z y m  d a r s t e l l t ,  w e l c h e s  d i e  g e n e r e l l e  S u b s t r a t e i g n u n g  e i n e r  n e u e n  Ver -  
b i n d u n g  a b z u s c h f i t z e n  g e s t a t t e t ,  i n s b e s o n d e r e  b e i  G e g e n ~ i b e r s t e l l u n g  d e r  
m i t  I n v e r t a s e  (9) u n d  J e j u n a l m u c o s a  (10) e r h a l t e n e n  R e s u l t a t e .  

D i e  D a t e n  d e r  T a b e l l e  3 m i t  k i n e t i s c h e n  W e r t e n  ffir  13 S u b s t r a t e  l e g e n  
d i e  F r a g e  n a c h  d e r  Spez i f i t f i t  d e r  ~ - G l u c o s i d a s e  n a h e .  E i n e  R e d u k t i o n  d e r  
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Carbony lg ruppe  ~indert offenbar  nichts  Prinzipielles an der Substrat-  
e ignung  einer Substanz,  da k m n u r  wenig, V~ax u m  weniger  als das 10fache 
ver~nder t  werden.  Wenn eine a-Glucosidase-katalysier te  Transferreakt ion 
auf  e inen Akzep tor  wie z. B. ein Polyol  nachgewiesen  ist, schlieBt dies die 
M6glichkei t  einer enzymat i sch  katalysier ten Hydrolyse  des bet ref fenden 
Trans fe rp roduk tes  ein. Daher  sind in Spezifit~itsfiberlegungen die in 
Tabelle 3 genann ten  Subs tanzen  und  die bei Transferreakt ionen beobach-  
teten P r o d u k t e  einzubeziehen.  Solche neuen  Disaccharid-ar t igen Sub- 
s tanzen sind frfiher (18, 19) mit  anderer  Zielsetzung bereits beschr ieben  
worden.  

Solange  j edoch  keine dre id imens ionalen  S t ruk turen  ffir alle geprfiften 
Subs t ra te  und  die en t sp rechenden  Orte des Enzyms  bekann t  sind, soll von  
einer e ingehenden  Spezifi t~ts-Diskussion an dieser Stelle abgesehen  wer- 
den. F(ir die in dieser Mittei lung verfolgten prakt i schen  Zwecke  ist die 
e ingehende  Kenntn is  der Spezifit~it der  Hefe-a-Glucosidase  keine unab- 
d ingbare  Voraussetzung.  So werden  sich auch  andere  Subs tanzen  als 
Palat ini t  |  enzymat i schen  Analyse  mittels a-Glucosidase (20) zufOhren 
lassen. Jedenfal ls  wOrde die Vereinbarkei t  der hier mit  a-Glucosidase  
gemessenen  Werte mit  den Ergebnissen  der  [3-Fructosidase aus Hefe (9) 
und  der J e juna lmucosa  (10) die Fests te l lung sichern, ob ein Disacchar id  
oder  ein Disacchar idalkohol  ein potentielIer Zuckeraus tauschs to f f  ist. Als 
m6gl iche  Kand ida ten  ze ichnen sich ffir weitere Vorprf i fungen (9, 10) ab: 
Leucrose ,  I somal tose  und  Isomal tu lose  sowie Palatinit  | und  seine Kom- 
ponenten ,  einschlieBlich D-Glucosyl -a( lo l ) -D-gluc i t .  
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