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Stufenweises Priifschema fiir Zuckeraustauschstoffe —
Vorpriifung mittels Enzymen. 1. a-Glucosidase aus Hefe

G. Siebert und S. C. Ziesenitz

Abteilung fiir experimentelle Zahnheilkunde, Universitat Wiirzburg

Zusammenfassung: o-Glucosidase aus Hefe wird an Hand ihrer katalytischen
Leistung unter verschiedenen Bedingungen charakterisiert. Michaelis-Konstanten
und Maximalgeschwindigkeiten fiir 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 von geringe-
rem Einflul auf die Substrateigenschaften als die Lage der Glykosidbindung;
hieraus werden Eignungsparameter fiir 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.

Schliisselwérter: Glucosidase, Maltase, Zuckeraustauschstoff, Palatinit®, Treha-
lulose

Einleitung

Einsatzgebiete fir Zuckeraustauschstoffe sind entweder nichtkariogene
SaBwaren und Schokoladewaren oder kalorienreduzierte Lebensmittel
oder beide, ferner ebenso diatetische Lebensmittel fir Diabetiker, je nach
Substanz.

Zuckeraustauschstoffe der zweiten Generation sind u. a. durch das Vor-
handensein von Glykosidbindungen gekennzeichnet (1). Eine Variation
der Lage der Glykosidbindungen ist ein strukturchemisches Element,
welches im allgemeinen (Palatinit® (2); Coupling sugars (3); Neosugars (4)),
jedoch nicht immer (Maltit (5); Lycasin® mit erhaltener a(1—4)-Bindung;
Lactit, T. H. Grenby, pers. Mitt.) die Eignung der jeweiligen Substanzen
als Zuckeraustauschstoff wesentlich bestimmt.

Prifmethoden auf Kariogenitit (6) und auf energetische Verwertung (7)
sind gut entwickelt, jedoch so aufwendig an Zeit und auch Material, daf3
Schnellmethoden zur Vorpriifung erforderlich sind, die ein stufenweises
Vorgehen erlauben. In den letzten Jahren haben wir uns mit der Entwick-
lung von In-vitro-Vorprifungen befafit. Wahrend die Schnellmethode der
anaeroben Vergirung von Priifsubstanzen durch Mundbakterien bereits
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beschrieben ist (8), werden in dieser und den nachfolgenden Arbeiten (9,
10) Carbohydrasen zur raschen Charakterisierung von potentiellen Zuk-
keraustauschstoffen verwendet. Diese Mitteilung betrifft a-Glucosidase
aus Hefe.

Material und Methoden

Die in dieser Arbeit verwendeten Disaccharide und Polyole entstammen folgen-
den Quellen: D-Glucosyl-a(l1—1)-D-fructose sowie deren Reduktionsprodukt, ein
Gemisch aus D-Glucosyl-a(1—1)-D-glucit und D-Glucosyl-a(l1—1)-D-mannit, ferner
Palatinit®, sowie dessen Komponenten D-Glucosyl-a(1—1)-D-mannit und D-Gluco-
syl-a(1—6)-D-glucit, von Dr. Schiweck, Neuoffstein; Saccharose und Maltose von
Merck, Darmstadt; Turanose und Isomaltose von Sigma, St. Louis; Leucrose von
Dr. Schwengers, Dormagen; Isomaltulose (Palatinose®) von Dr. Striter, Mannheim;
Maltit von Serva, Heidelberg.

a-Glucosidase aus Hefe wurde von Boehringer, Mannheim, bezogen, teils als
Suspension in Ammoniumsulfat, gelegentlich auch ,,mit Glycerin stabilisiert*. Zur
Entsalzung erwies sich eine kurze scharfe Zentrifugation in der Kahlzentrifuge mit
nachfolgender, sorgfiltiger Dekantierung und Auswischen der inneren Réhrchen-
wand uber dem Sediment als gleichwertig mit einer Entsalzung an einer Sephadex-
G-25-Saule, Der mittels Zentrifugation erhaltene Bodensatz wurde im Inkubations-
puffer 0,1 M Maleat, pH 6,0 geldst. Die zur Inkubation benétigten Enzymmengen
wurden ermittelt, nachdem jeweils der Proteingehalt nach Lowry et al. (11) festge-
stellt worden war, so daf3 vergleichbare Inkubationsansitze stets identische Men-
gen von a-Glucosidase enthielten.

Zur Inkubation wurde nach Dahlqvist (12) vorgegangen. Nach Abbrechen der
Enzymreaktion wurden freigesetzte Glucose (und wenn zutreffend, Fructose) enzy-
matisch mittels Glucose-6-phosphatdehydrogenase nach Standardvorschriften (13,
14) ermittelt. Bei jedem neuen Substrat wurden die Eichkurven fur freie Glucose
und Fructose auf Gultigkeit iberprift.

Zur Auswertung wurden nur Versuchsreihen herangezogen, bei denen jeweils
Proportionalitiat zur Enzymmenge (2- bis 4fach variiert) und Proportionalitat zur
Inkubationszeit gewéihrleistet waren. Da fiir alle Angaben der Hydrolysegeschwin-
digkeiten stets auch die Michaelis-Konstanten ermittelt wurden, wurden die
Hydrolyseraten als Maximalgeschwindigkeiten ausgedriickt. Die kinetische Aus-
wertung 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 mindestens zwei Verfahren Kompatibilitat bestand, wurden
die Auswertungsergebnisse in die Tabellen aufgenommen.

Ergebnisse

Die beiden unter Material und Methoden beschriebenen Entsalzungs-
verfahren sind mit den Standardsubstraten Maltose und Saccharose sowie
mit Maltit verglichen worden (Tab. 1). Es ergibt sich, daB eine Teilentsal-
zung durch Zentrifugation ausreicht, um aktivititsmindernde Effekte von
Ammoniumsulfat zu eliminieren, da bei vollstandiger Entsalzung nahezu
identische spezifische Aktivitdten und k,,-Werte beobachtet werden wie
nach Entsalzung durch Zentrifugation.

Vergleicht man teilentsalzte a-Glucosidase aus Hefe mit der in Glycerin
stabilisierten Enzympraparation (Tab. 2), so liegen fiir das Glycerin enthal-
tende Enzym die Michaelis-Konstanten durchgéngig hoher, im Mittel der
Disaccharide um das 2fache gegenuber dem teilentsalzten Enzym. Auch
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Tab. 1. a-Glucosidase aus Hefe!).

entsalzt (iber Sephadex G-25 entsalzt durch Zentrifugation
Substrat ki, Vinax (umol/min ke, Vmax (kmol/min
(mM) x 1 mg Protein)% (mM) x 1 mg Protein)%

Saccharose?) 40 28 133 50 26 124
Maltose?) 33 21 100 46 21 100
Maltit®) 70 7 33 83 7 33
!y Boehringer, Mannheim

%) Merck

%) Serva

die Hydrolyseraten liegen hoher; die Spezifitdt dagegen hat sich nicht
verandert. Reduzierte Disaccharide (Disaccharidalkohole) der unteren
Hailfte der Tabelle 2 verhalten sich im Prinzip wie Disaccharide, wenn sie
auch bei Vergleich von Glycerin- und teilentsalzten Enzympréiparationen
etwas langsamer hydrolysiert werden. Die nachfolgenden Versuche sind
alle mit teilentsalzter a-Glucosidase unternommen werden.

Tabelle 3 enthilt die kinetischen Angaben fir die Spaltung von 7 Disac-
chariden sowie von 4 Disaccharidalkoholen und 2 Substanzgemischen.
Mit erheblicher Geschwindigkeit gespalten werden Saccharose, Turanose
und Maltose, ferner Maitit. Alle anderen Verbindungen sind nur geringfii-
gig spaltbar. Bei den Michaelis-Konstanten fillt die geringe Affinitat des
Enzyms zu Maltit und Malbit® auf, die sich bei keiner anderen Substanz
findet. Sieht man von Maltit ab, so hat die Carbonylreduktion zum Disac-

Tab. 2. a-Glucosidase aus Hefe!).

Substrat kn, Vinax (#mol/min
(mM) x 1 mg Protein) %

glca(l—1)fru Glucosylfructose 31 2,4 6
gle a (1 — B2) fru } Saccharose 47 34,4 79
glco(1—3) fru Turanose 36 36,2 83
glea(l1—4) gle Maltose 83 43,7 100
gle a (1 — 6) fru Isomaltulose 31 1,4 3
ilc a(—1)gut reduzierte 31 0.33 0.8
gle a (1 1) mtl Glucosylfructose ’ !
glca(l— 1) mtl Glucosylmannit 19 0,20 0,5
glc a (1 —4) gut Maltit 31 5,1 12
glc a (1 — 4) gut Malbit® 122 12,7 29
glc a (1 - 6) gut Glucosylsorbit 31 0,96 2,2
glea(l—=1)mtl

Palatinit® 37 0,76 1,7

+
glc a (1 — 6) gut

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

Substrat Kn Vmax (Wmol/min
(mM) x 1 mg Protein) %
glca(l— 1) fru Glucosyl-a (1 - 1)-fructose?) 14 1,3 6
gle o (1 - f2) fru Saccharose?) 37 23 105
gle a (1 — 3) fru Turanose?) 23 21 95
glca(l - 4) gle Maltose®) 30 22 100
glea (11— 5) fru Leucrose®) 17 0,22 1
gle a (1 - 6) glc Isomaltose*) 35 0,6 3
gle a (1 — 6) fru Isomaltulose”) 14 0,8 4
glea(l— 1) mtl Glucosylmannit?) (A) 22 0,23 1
glca(l1—1)gut reduzierte 25 05 9
gle a (1 — 1) mtl Glucosyl-a(l — 1)-fructose?) ’
gle a (11— 4) gut Maltit® 80 8,7 40
glca(l— 4) gut Malbit 102 10,5 48
gle a (1 — 6) gut Isomaltit?) (B) 9 0,56 3
gg g 8 Z 3 Ig‘:;‘tl } Palatinit®?) *** 11 0,40 2
Bezugsquellen: ***) 1:1-Gemisch aus (A) und (B)
!y Boehringer, Mannheim %) Dr. Schwengers, Dormagen
) Dr. Schiweck, Griinstadt % Serva
% Merck " Dr. Straeter, Mannheim
% Sigma

charidalkohol in keinem Fall zu einer Erhéhung der Michaelis-Konstanten
gefiihrt; dagegen sind die Hydrolyseraten (v.,,,) infolge Reduktion um
etwa den Faktor 2-8 niedriger, wie die Beispielpaare D-Glucosyl-a(1—1)-
D-fructose gegen reduzierte Verbindung, Maltose gegen Maltit, sowie
Isomaltulose gegen Palatinit® zeigen.

o-Glucosidase aus Hefe ist unter passenden Bedingungen zur Katalyse
von Transferreaktionen imstande (18, 19). So konnte u. a. dinnschicht-
chromatographisch bei Inkubation von Maltose mit Xylit die Bildung von
drei Glucosylxyliten, mit Erythrit von zwei Glucosylerythriten, mit Glyce-
rin von Glucosylglycerin gezeigt werden. Die Nachweisbarkeitsgrenze auf
der diinnen Schicht legt nahe, dal jeweils wenige Prozente der eingesetz-
ten Maltose unter Glucosyltransfer auf Polyole umgesetzt worden sind.

Diskussion

Die Bedeutung der a-Glucosidase aus Hefe liegt neben ihrem Einsatz fur
analytische Zwecke (20) vor allem darin, daf} sie gegeniiber den spiter (10)
zu behandelnden Carbohydrasen aus Jejunalmucosa ein hochgereinigtes
Enzym darstellt, welches die generelle Substrateignung einer neuen Ver-
bindung abzuschitzen gestattet, insbesondere bei Gegentberstellung der
mit Invertase (9) und Jejunalmucosa (10) erhaltenen Resultate.

Die Daten der Tabelle 3 mit kinetischen Werten fiir 13 Substrate legen
die Frage nach der Spezifitit der a-Glucosidase nahe. Eine Reduktion der
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Carbonylgruppe #ndert offenbar nichts Prinzipielles an der Substrat-
eignung einer Substanz, da k,, nur wenig, v,,,, um weniger als das 10fache
verandert werden. Wenn eine o-Glucosidase-katalysierte Transferreaktion
auf einen Akzeptor wie z. B. ein Polyol nachgewiesen ist, schlieBt dies die
Moéglichkeit einer enzymatisch katalysierten Hydrolyse des betreffenden
Transferproduktes ein. Daher sind in Spezifititstiberlegungen die in
Tabelle 3 genannten Substanzen und die bei Transferreaktionen beobach-
teten Produkte einzubeziehen. Solche neuen Disaccharid-artigen Sub-
stanzen sind frither (18, 19) mit anderer Zielsetzung bereits beschrieben
worden.

Solange jedoch keine dreidimensionalen Strukturen fir alle gepriiften
Substrate und die entsprechenden Orte des Enzyms bekannt sind, soll von
einer eingehenden Spezifitits-Diskussion an dieser Stelle abgesehen wer-
den. Fur die in dieser Mitteilung verfolgten praktischen Zwecke ist die
eingehende Kenntnis der Spezifitit der Hefe-a-Glucosidase keine unab-
dingbare Voraussetzung. So werden sich auch andere Substanzen als
Palatinit® der enzymatischen Analyse mittels a-Glucosidase (20) zufiihren
lassen. Jedenfalls wirde die Vereinbarkeit der hier mit a-Glucosidase
gemessenen Werte mit den Ergebnissen der §-Fructosidase aus Hefe (9)
und der Jejunalmucosa (10) die Feststellung sichern, ob ein Disaccharid
oder ein Disaccharidalkohol ein potentieller Zuckeraustauschstoff ist. Als
mogliche Kandidaten zeichnen sich fir weitere Vorprifungen (9, 10) ab:
Leucrose, Isomaltose und Isomaltulose sowie Palatinit® und seine Kom-
ponenten, einschlieflich D-Glucosyl-a(1—1)-D-glucit.
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