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Stufenweises Priifschema fiir Zuckeraustauschstoffe - 
Vorpriifung mittels Enzymen.  2. [3-Fructosidase aus Hefe 

S. C. Z i e s e n i t z  

A b t e i l u n g  ffir  E x p e r i m e n t e l l e  Z a h n h e i l k u n d e ,  U n i v e r s i t f i t  W f i r z b u r g  

Zusammenfassung: Aul3er Saccharose sind keine D-Glucosylfructosen, weder  
das a(1 ~ 1)- noch das a(1 ~ 3)- oder  das a(1 ~ 5)- oder das a(1 ~ 6)-Disaccharid, 
Subs t ra te  der  [~-Fructosidase der  Hefe. Die beiden letztgenannten Zucker,  Leucrose 
und Isomaltulose,  reagieren jedoch  als n ichtkompet i t iver  (Leucrose) bzw. unkom- 
pet i t iver  (Isomaltulose, Palat inose | Inhibi tor  mit  ~-Fructosidase. Dieses Enzym 
hat  sich infolge seiner hohen Spezifi tat  als vorhersagetracht ig ffir kariologische 
Aspekte  von Zuckeraustauschstoffen mit  Glykosidbindung(en)  erwiesen. 

Summary: No D-glucosylfructoses except  sucrose, nei ther  the a(1 ~ 1)- nor the  
a(1 ~ 3)- or the a(1 --~ 5)- or the a(1 -~ 6)-disaccharide possess substrate  propert ies  for 
[Lfructosidase from yeast. The two latter ones, leucrose and isomaltulose,  however,  
are non-compet i t ive  (leucrose) or uncompet i t ive  (isomaltulose, Palat inose | inhibi- 
tors of ~-fructosidase from yeast. Due to the high substrate  specificity of inver tase ,  
assays of its activity have predict ive power  for cariological aspects  of sugar substi- 
tutes carrying glycoside bonds  between glucose and fructose. 

Sch1~sselwOrter: Glucosidase,  Maltase, Zuckeraustauschstoff ,  Palat ini t  | Treha- 
lose 

E i n l e i t u n g  

I n  e i n e r  v o r a n g e h e n d e n  M i t t e i l u n g  (1) i s t  d e r  E i n s a t z  y o n  C a r b o h y d r a -  
s e n  z u r  r a s c h e n  P r f i f u n g  y o n  D i s a c c h a r i d e n  u n d  i h r e n  R e d u k t i o n s p r o d u k -  
t e n  a u f  i h r e  E i g n u n g  als  m 6 g l i c h e  Z u c k e r a u s t a u s c h s t o f f e  b e g r f i n d e t  w o r -  
den .  D a b e i  w a r  a - G l u c o s i d a s e  a u s  H e f e  zu  e i n e r  e r s t e n  C h a r a k t e r i s i e r u n g  
v e r w e n d e t  w o r d e n  (1). A l s  e i n  w e i t e r e s  E n z y m  m i t  b e a c h t l i c h e r  A u s s a g e -  
k r a f t  f( ir  d i e  V o r p r f l f u n g  w i r d  v o n  u n s  w e g e n  s e i n e r  h o h e n  S u b s t r a t s p e z i -  
f i r s t  ] 3 -F ruc to s ida se  ( I n v e r t a s e )  a u s  H e f e  a n g e s e h e n .  ~ - F r u c t o s i d a s e  rea-  
g i e r t  m i t  S a c c h a r o s e  u n d  v e r w a n d t e n  G l y k o s i d e n  u n t e r  H y d r o l y s e  o d e r  
F r u c t o s y l - ( l b e r t r a g u n g ;  i m  S u b s t r a t  m u 6  e i n  t e r m i n a l e r ,  n i c h t  s u b s t i t u -  
i e r t e r  ~ - D - F r u c t o f u r a n o s y l - R e s t  s t e h e n  (2,3). D i e  m i t  I n v e r t a s e  e r h a l t e n e n  
E r g e b n i s s e  w e r d e n  in  d i e s e r  M i t t e i l u n g  da rges t eUt .  

Mater ia l  u n d  M e t h o d e n  

Die Herkunf t  der  in dieser  Arbei t  verwendeten  Disaccharide und Polyole ist in 
der  vorangehenden  Arbei t  verzeichnet  (1). ~-Fructosidase wurde yon Boehringer,  
Mannheim, bezogen. 

Inkubations- ,  Analyse- und Auswertungsverfahren ffir enzymatische Spaltan- 
s~tze sind in der vorangehenden Arbei t  (1) ausffihrlich beschrieben.  
876 
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Ergebnisse 

Aus Tabel le  1 ist ersicht l ich,  dab  in der  Tat  ke ine  der  n e b e n  Saccha rose  
geprf i f ten  S u b s t a n z e n  du rch  Inve r t a se  hydro lys ie r t  we rden  kann.  Eine 
Subs t anz  wi rd  als n icht  spa l tba r  - ohne  Subs t r a t e igenscha f t en  - angese-  
hen,  w e n n  ke ine  Fre i se tzung  der  Monosaccha r ide  Glucose  und  F ruc tose  
un t e r  B e d i n g u n g e n  erfolgt,  un te r  denen  Saccha rose  das  m e h r  als 104105- 
fache  d ieser  Mo nos accha r i de  liefert. 

In  e iner  Re ihe  von  F~illen ist geprfif t  worden ,  ob ein Disacchar id ,  w e n n  
es n ich t  Subs t r a t  der  ~-Fructos idase  ist, g le ichwohl  die Enzymaktivit~it  zu 
bee in f lussen  ve rmag .  Das  ist laut  Tabel le  2 der  Fall: Leuc rose  und  Isomal-  
tu lose  (Pala t inose  | e rweisen  sich als Inh ib i to ren  der  Inve r t a se  und  k6n- 
nen  d iese  Wirkung  n u r  entfal ten,  w e n n  ~-Fructos idase  die Ffihigkeit  zur  
B i n d u n g  der  Di saccha r ide  besitzt.  E n t s p r e c h e n d e  Be funde  mi t  Pala t in i t  | 
s ind schon  fr t iher  e r h o b e n  w o r d e n  (4). Dami t  o rdnen  sich D-Glucosy l f ruc-  
tosen  so, dab  das  a(1 --* 1)-Disaccharid (, ,Trehalulose") gegenf iber  Inver -  
tase  iner t  ist, das  a(1 --, 5)- Disacchar id  (Leucrose)  I n h i b i t o r w i r k u n g  yon  
n ich t  k o m p e t i t i v e m  C h a r a k t e r  aufweis t ,  w~ihrend das  a(1 ---) 6)-Disaccha- 
rid (Pala t inose  | e inen  u n k o m p e t i t i v  w i r k e n d e n  H e m m s t o f f  darstell t .  
Auch  das  R e d u k t i o n s p r o d u k t  von  Pa la t inose  | nfimlich Pala t in i t  | ist (4) 
ein n i c h t k o m p e t i t i v e r  Inhibi tor .  

Diskussion 

Wie an ande re r  Stel le  b e s c h r i e b e n  (5), bes i tzen zur  Verg~irung yon  
Z u c k e r n  bef~ihigte S . -mutans-Ze l len  u. a. eine Inver tase -a r t ige  E n z y m a k t i -  
vit~it. Z u m  Teil ist diese intrazellul~ir anzutreffen,  u. a. bei  S. m u t a n s  (6-11), 
S. m i t i s  (12) und  B. subti l ls  (13); sie wird  als mi t  d e m  Z u c k e r t r a n s p o r t  in 
die Bakter ienze l le  h inein  funkt ionel l  ve rknf ip f t  angesehen  (8) ode r  gar  
d i rek t  ftir ident i sch  mi t  Suc rose -6 -phospha t -Hydro la se  gehal ten  (6). Extra-  
zellul~r v o r k o m m e n d e  Inve r t a se  wird  u. a. ffir S. m u t a n s  und  S. salivarius 
(14) sowie  ffir A. y iscosus  (15) beschr ieben ,  wobe i  zu b e d e n k e n  ist, dab  
extrazellulfir  w i r k e n d e  Glycos idasen  bei  S. mit is ,  S. sanguis  und  S. 
m u t a n s  hfiufig anzu t re f fen  s ind (16). I nve r t a se -Be funde  in Plaque-Flf lss ig-  
ke i t  (17-20) vervollst~indigen das  Bild. 

Tab. 1. ~-Fructosidase aus Hefe. 

Substrat km (mM) Vm,x (~nol/min x mg Enzym) 

Saccharose 10-12 140 

Keine Substrat-Eigenschaften: 
glc a(I ~ 1) fru 
glc a(1 ---) 3) fru 
glc a(1 --, 4) fru 
glc a(1 ~ 5) fru 
glc a(1 ~ 6) fru 
glc a(1 ~ 1) mtl + glc a(1 ~ 6) gut 

Trehalulose 
Turanose 
Maltose 
Leucrose 
Isomaltulose 
Palatinit | 
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Tab. 2. Inhibitoren der 6-Fructosidase. 

Substrat k~ (mM) Hemmtyp 

glc a(1 ~ 5) fru Leucrose 10-12 nichtkompetitiv 
glc a(1 ~ 6) fru Isomaltulose 18 unkompetitiv 
glc a(1 --* 1) mtl + glc a(1 --* 6) gut Palatinit | 60 nichtkompetitiv 

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

In  d ieser  Arbe i t  d ient  Inve r t a se  aus Hefe  als Modell;  wird  sie g e h e m m t ,  
wie  es laut  Tabel le  2 du rch  L e u c r o s e  u n d  I soma l tu lose  in unterschiedl i -  
che r  Weise geschieht ,  so e rheb t  sich die Frage,  ob diese Disacchar ide  auch  
die Saccha rose -Verg~rung  du rch  S. m u t a n s  zu h e m m e n  ve rmbgen .  Dies 
ist inzwischen  e xpe r i m en t e l l  e rwiesen  w o r d e n  (G. S ieber t  und  P. Thim,  
unver6ffent l icht ) .  I n so fe rn  hat  die e ingehende  U n t e r s u c h u n g  der  [3-Fruc- 
tos idase  mi t  neua r t igen  Disaccha r iden  eine wicht ige  B e d e u t u n g  ffir die 
Vorhe r sage  ihrer  evtl. ka r iogenen  oder  n i ch tka r iogenen  Eigenschaf ten .  

Zucker ,  we lche  du rch  Inve r t a se  gut  hydro lys ie r t  werden ,  wie  z. B. 
N ys to se  (5), s ind auch  mi t  S. m u t a n s  kr~iftige S~iurebildner. D a g e g e n  sind 
mi t  I n v e r t a s e  n ich t  spa l tba re  Z u c k e r  sch lechte  oder  gar  ke ine  S~iurebild- 
ner  (21). Die kar io log isch  re levan te  Aussage  bes t eh t  also hier  in e inem 
nega t iven  Befund ,  der  Uns pa l t ba rke i t  du rch  Inver tase .  Diese  Ube r l egung  
m a c h t  klar,  daf~ Inve r t a se  hier  n icht  G e g e n s t a n d  der  Un te r suchung ,  son- 
de rn  Werkzeug  ist, u m  Subs t r a t e  zu charak te r i s i e ren  und  potent ie l le  Zuk-  
ke r aus t auschs to f f e  zu e rkennen .  

Wegen  der  Wicht igkei t  nega t ive r  B e f u n d e  sind auch  solche Disaccha-  
r ide in die S tud ie  e inbezogen  worden ,  ftir die zwar  au fg rund  der  Spezifi-  
t~itsangaben ffir I nve r t a se  (2,3) feh lende  Subs t r a t e ignung  a n g e n o m m e n  
w e r d e n  mufJte, Me/3daten abe r  noch  n icht  vorlagen.  Die Spezifit~itsanga- 
ben  ffir I n v e r t a s e  (2,3) w e r d e n  du rch  die Be funde  der  Tab. 1 insofern  
best~tigt ,  als , ,Trehalulose" [a(1--~l)], Tu ranose  [a(1--+ 3)], Leuc rose  
[a(1---~5)] und  Pa la t inose  | [a(1--~6)] ke ine  Subs t r a t e  des  E n z y m s  sind. 
Diese  Spezifit~itsregeln gel ten n icht  mehr ,  w e n n  es u m  die H e m m u n g  der  
I n v e r t a s e  geht;  , ,Trehalulose" h e m m t  nicht,  Leuc rose  u n d  I soma l tu lose  
h e m m e n  mi t  un t e r s ch i ed l i chem  H e m m t y p  (Tab. 2), und  auch  reduzier te  
I s o m a l t u l o s e  (Palat ini t  | ist  Inhibi tor ,  aber  y o n  a n d e r e m  H e m m t y p  als 
Pa la t inose  | 

Zun~chs t  unerkl~irt b le iben  muf3 es, w a r u m  Leuc rose  und  I soma l tu lose  
un t e r s ch i ed l i chen  H e m m t y p  zeigen. Zwar  ist Leuc rose  (22) c h e m i s c h  gut  
charakter is ier t ,  abe r  ein Verg le ich  mi t  I soma l tu lose  k a n n  n ich t  wei t  genug  
gefi ihr t  werden ,  u m  aus  der  D i saccha r id -S t ruk tu r  ohne  e ingehende  
Kenn tn i s  des  ak t iven  Ortes  der  [~-Fructosidase u n d  seiner  U m g e b u n g  zu 
t i e fe rem Verst~indnis der  H e m m e f f e k t e  zu gelangen.  So muf~ es e instwei-  
len  of fenble iben ,  w a r u m  I soma l tu lose  als u n k o m p e t i t i v e r  Inh ib i to r  nu r  
m i t  d e m  E n z y m - S u b s t r a t - K o m p l e x  zu reagieren  ve rmag ,  w~hrend  Leu-  
crose  wie  auch  Pala t in i t  | an  das  E n z y m  und /ode r  an den  E n z y m - S u b s t r a t -  
K o m p ] e x  g e b u n d e n  w e r d e n  k6nn ten .  
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