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Stufenweises Priifschema fiir Zuckeraustauschstoffe —
Vorpriifung mittels Enzymen. 2. $-Fructosidase aus Hefe

S. C. Ziesenitz

Abteilung fiir Experimentelle Zahnheilkunde, Universitit Wiirzburg

Zusammenfassung: Auller Saccharose sind keine D-Glucosylfructosen, weder
das a(l — 1)- noch das a(1l — 3)- oder das a(l — 5)- oder das a(l — 6)-Disaccharid,
Substrate der f-Fructosidase der Hefe. Die beiden letztgenannten Zucker, Leucrose
und Isomaltulose, reagieren jedoch als nichtkompetitiver (Leucrose) bzw. unkom-
petitiver (Isomaltulose, Palatinose®) Inhibitor mit p-Fructosidase. Dieses Enzym
hat sich infolge seiner hohen Spezifitat als vorhersagetrichtig fiir kariologische
Aspekte von Zuckeraustauschstoffen mit Glykosidbindung(en) erwiesen.

Summary: No D-glucosylfructoses except sucrose, neither the a(l — 1)- nor the
o(1 — 3)- or the a{l — 5)- or the a(l — 6)-disaccharide possess substrate properties for
p-fructosidase from yeast. The two latter ones, leucrose and isomaltulose, however,
are non-competitive (leucrose) or uncompetitive (isomaltulose, Palatinose®) inhibi-
tors of B-fructosidase from yeast. Due to the high substrate specificity of invertase,
assays of its activity have predictive power for cariological aspects of sugar substi-
tutes carrying glycoside bonds between glucose and fructose.

Schliisselworter: Glucosidase, Maltase, Zuckeraustauschstoff, Palatinit®, Treha-
lose

Einleitung

In einer vorangehenden Mitteilung (1) ist der Einsatz von Carbohydra-
sen zur raschen Priifung von Disacchariden und ihren Reduktionsproduk-
ten auf ihre Eignung als mogliche Zuckeraustauschstoffe begriindet wor-
den. Dabei war a-Glucosidase aus Hefe zu einer ersten Charakterisierung
verwendet worden (1). Als ein weiteres Enzym mit beachtlicher Aussage-
kraft fiir die Vorpriufung wird von uns wegen seiner hohen Substratspezi-
fitat B-Fructosidase (Invertase) aus Hefe angesehen. B-Fructosidase rea-
giert mit Saccharose und verwandten Glykosiden unter Hydrolyse oder
Fructosyl-Ubertragung; im Substrat muB3 ein terminaler, nicht substitu-
ierter p-D-Fructofuranosyl-Rest stehen (2,3). Die mit Invertase erhaltenen
Ergebnisse werden in dieser Mitteilung dargestellt.

Material und Methoden

Die Herkunft der in dieser Arbeit verwendeten Disaccharide und Polyole ist in
der vorangehenden Arbeit verzeichnet (1). B-Fructosidase wurde von Boehringer,
Mannheim, bezogen.

Inkubations-, Analyse- und Auswertungsverfahren flir enzymatische Spaltan-
sitze sind in der vorangehenden Arbeit (1) ausfiihrlich beschrieben.
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Ergebnisse

Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, daf3 in der Tat keine der neben Saccharose
gepriften Substanzen durch Invertase hydrolysiert werden kann. Eine
Substanz wird als nicht spaltbar — chne Substrateigenschaften — angese-
hen, wenn keine Freisetzung der Monosaccharide Glucose und Fructose
unter Bedingungen erfolgt, unter denen Saccharose das mehr als 10%10°-
fache dieser Monosaccharide liefert.

In einer Reihe von Fallen ist geprift worden, ob ein Disaccharid, wenn
es nicht Substrat der B-Fructosidase ist, gleichwohl die Enzymaktivitit zu
beeinflussen vermag. Das ist laut Tabelle 2 der Fall: Leucrose und Isomal-
tulose (Palatinose®) erweisen sich als Inhibitoren der Invertase und kén-
nen diese Wirkung nur entfalten, wenn B-Fructosidase die Fahigkeit zur
Bindung der Disaccharide besitzt. Entsprechende Befunde mit Palatinit®
sind schon frither erhoben worden (4). Damit ordnen sich D-Glucosylfruc-
tosen so, daB3 das o1 — 1)-Disaccharid (,,Trehalulose) gegeniiber Inver-
tase inert ist, das a(l — 5)- Disaccharid (Leucrose) Inhibitorwirkung von
nicht kompetitivem Charakter aufweist, wiahrend das ol — 6)-Disaccha-
rid (Palatinose® einen unkompetitiv wirkenden Hemmstoff darstellt.
Auch das Reduktionsprodukt von Palatinose®, nidmlich Palatinit®, ist (4)
ein nichtkompetitiver Inhibitor.

Diskussion

Wie an anderer Stelle beschrieben (5), besitzen zur Vergirung von
Zuckern befahigte S.-mutans-Zellen u. a. eine Invertase-artige Enzymakti-
vitat. Zum Teil ist diese intrazellular anzutreffen, u. a. bei S. mutans (6-11),
S. mitis (12) und B. subtilis (13); sie wird als mit dem Zuckertransport in
die Bakterienzelle hinein funktionell verknipft angesehen (8) oder gar
direkt fiir identisch mit Sucrose-6-phosphat-Hydrolase gehalten (6). Extra-
zelluldr vorkommende Invertase wird u. a. fiir S. mutans und S. salivarius
(14) sowie fur A. viscosus (15) beschrieben, wobei zu bedenken ist, daf}
extrazellular wirkende Glycosidasen bei S. mitis, S. sanguis und S.
mutans hiufig anzutreffen sind (16). Invertase-Befunde in Plaque-Fliissig-
keit (17-20) vervollstindigen das Bild.

Tab. 1. B-Fructosidase aus Hefe.

Substrat k,, (mM) Viax (umol/min X mg Enzym)
Saccharose 10-12 140

Keine Substrat-Eigenschaften:

gle ofl —» 1) fru Trehalulose
gle a(l = 3) fru Turanose
glc a(l — 4) fru Maltose

gle a(l — 5) fru Leucrose
gle a(l — 6) fru Isomaltulose

gle a(l = 1) mtl + glc a(l — 6) gut Palatinit®




250 Zeitschrift fiir Erndhrungswissenschaft, Band 25, Heft 4 (1986)

Tab. 2. Inhibitoren der p-Fructosidase.

Substrat k; (mM) Hemmtyp
gle a(l — 5) fru Leucrose 10-12 nichtkompetitiv
gle a(l — 6) fru Isomaltulose 18 unkompetitiv
glc a(l — 1) mtl + glc a(1 — 6) gut Palatinit®*) 60 nichtkompetitiv

Keine Hemmung mit D-Glucosyl-a(1 — 1)-D-fructose
*) aus U. Grupp und G. Siebert, Res. Exp. Med. (Berl.) 173, 261-278 (1978)

In dieser Arbeit dient Invertase aus Hefe als Modell; wird sie gehemmt,
wie es laut Tabelle 2 durch Leucrose und Isomaltulose in unterschiedli-
cher Weise geschieht, so erhebt sich die Frage, ob diese Disaccharide auch
die Saccharose-Vergérung durch S. mutans zu hemmen vermégen. Dies
ist inzwischen experimentell erwiesen worden (G. Siebert und P. Thim,
unveroffentlicht). Insofern hat die eingehende Untersuchung der p-Fruc-
tosidase mit neuartigen Disacchariden eine wichtige Bedeutung fiir die
Vorhersage ihrer evtl. kariogenen oder nichtkariogenen Eigenschaften.

Zucker, welche durch Invertase gut hydrolysiert werden, wie z. B.
Nystose (5), sind auch mit S. mutans kraftige Saurebildner. Dagegen sind
mit Invertase nicht spaltbare Zucker schlechte oder gar keine Saurebild-
ner (21). Die kariologisch relevante Aussage besteht also hier in einem
negativen Befund, der Unspaltbarkeit durch Invertase. Diese Uberlegung
macht klar, daBB Invertase hier nicht Gegenstand der Untersuchung, son-
dern Werkzeug ist, um Substrate zu charakterisieren und potentielle Zuk-
keraustauschstoffe zu erkennen.

Wegen der Wichtigkeit negativer Befunde sind auch solche Disaccha-
ride in die Studie einbezogen worden, fiir die zwar aufgrund der Spezifi-
tatsangaben fiir Invertase (2,3) fehlende Substrateignung angenommen
werden mulite, MeBdaten aber noch nicht vorlagen. Die Spezifititsanga-
ben fir Invertase (2,3) werden durch die Befunde der Tab. 1 insofern
bestitigt, als ,Trehalulose” [a(l1—1)], Turanose [a(l—3)], Leucrose
[a(1—5)] und Palatinose® [a(l — 6)] keine Substrate des Enzyms sind.
Diese Spezifititsregeln gelten nicht mehr, wenn es um die Hemmung der
Invertase geht; ,,Trehalulose“ hemmt nicht, Leucrose und Isomaltulose
hemmen mit unterschiedlichem Hemmtyp (Tab. 2), und auch reduzierte
Isomaltulose (Palatinit®) ist Inhibitor, aber von anderem Hemmtyp als
Palatinose®.

Zundichst unerkliart bleiben muB es, warum Leucrose und Isomaltulose
unterschiedlichen Hemmtyp zeigen. Zwar ist Leucrose (22) chemisch gut
charakterisiert, aber ein Vergleich mit Isomaltulose kann nicht weit genug
gefiihrt werden, um aus der Disaccharid-Struktur ohne eingehende
Kenntnis des aktiven Ortes der -Fructosidase und seiner Umgebung zu
tieferem Verstindnis der Hemmeffekte zu gelangen. So mull es einstwei-
len offenbleiben, warum Isomaltulose als unkompetitiver Inhibitor nur
mit dem Enzym-Substrat-Komplex zu reagieren vermag, wahrend Leu-
crose wie auch Palatinit® an das Enzym und/oder an den Enzym-Substrat-
Komplex gebunden werden kénnten.
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