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ABSTRACT

The stereochemistry of the enzymatic cleavage of saccharose
and raffinose by invertase from Candida utilis, B-D-fructofuranosi-
de fructohydrolase (EC 3.2.1.26), was investigated. The experiments
show that both substrates are cleaved under retention of configu-
ration: fructose will be released as B-fructofuranose; the other
products of the hydrolysis - giucose from saccharose and melibiose
from raffinose - have the a-configuration. B-Fructopyranose and
B-glucose/ B-melibiose will be formed by mutarotation.

EINFOHRUNG

Eine der am ldngsten bekannten enzymkatalysierten Reaktionen
ist die Hydrolyse von Saccharose durch das Enzym Invertase, B-Fruc-
tofuranosidase (EC 3.2.1.26). Es darf als gesichert gelten, daB die
Glucose dabei in der a-Pyranoseform entsteht,1 es ist aber experi-
mentell noch nicht eindeutig gekidrt, in welcher Form die Fructose
primdr freigesetzt wird. Sie soll jedoch nach der Spaltung als
B-Fructofuranose vorliiegen, wie in einigen Arbeiten berichtet wur-
de. 277
reaktionen verdffentlichten NMR-Arbeiten diese Frage unberiicksich-
tigt 11'e[3en,8'11 berichten wir in der vorliegenden Arbeit Uber

Da die bisher zum Thema der Stereochemie von Glykosidase-

unsere speziell unter diesem Gesichtspunkt durchgefiihrten 1H-NMR-
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spektroskopischen Untersuchungen zur Spaltung von Saccharose durch
Invertase aus Candida utilis.

Als zweites Beispiel wdhlten wir die entsprechende Hydrolyse
von Raffinose, einem Trisaccharid, bei dem die Saccharose um eine
Galactoseeinheit verlangert ist. Wie bei der Saccharosespaltung
war auch Ziel dieses Experimentes: In welcher Form entsteht die
Fructose, und in welcher Konfiguration wird die Melibiose frei-
gesetzt?

Um diese stereochemischen Probleme zu i0sen, beschritten wir
folgenden Weg1%Das Substrat sollte mit hoher Enzymaktivitdt bei
moglichst tiefer Temperatur ( ca. 0° C ) innerhalb weniger Minuten
gespalten sein. Damit wollten wir erreichen, daB einmal im Spek-
trum keine Signale mehr vom Substrat erscheinen und zum anderen
die Umwandlungen der verschiedenen tautomeren Formen der Fructose
verlangsamt werden.

Diese Experimente sollen zur Aufklarung des immer noch weit-
gehend ungekldrten Reaktionsmechanismus beitragen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Fig. 1 und 2 zeigen Spektrenausschnitte der Reaktionsldsun-
gen, aufgenommen unmittelbar nach beendeter Spaltung (unten),
wdhrend der Gleichgewichtseinstellung (Mitte) und im Gleichgewicht
(oben). Abgebildet ist jeweils nur der Bereich, in dem die fir un-
sere Fragestellung interessanten charakteristischen Signale liegen:
von H-3 und H-4 der B-Fructofuranose ( 8= 4.11 und 4.10 ) und von
H-5 und H-6e der B-Fructopyranose ( &= 3.95 bis 4.05; Zuordnung

nach 13).

SACCHAROSE: Aus den Spektren ( Fig. 1 ) folgt: Direkt nach
beendeter Spaltung sind nur Signale von Fructose in der B-Furano-
seform erkennbar ( unten); das primdr nachweisbare Spaltprodukt
ist somit B-Fructofuranose, von der wir daher annehmen, daB sie
primdres Spaltprodukt ist. Grundsdtzlich kame hierfiir auch die
Fructose in der offenkettigen Ketoform in Frage. Nach den kiirz-
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Fig. 1:

Spektrenausschnitte (300 MHz)
einer Inkubationsldsung von
29 umol Saccharose und 850 U
Invertase in 10 mM Na-Acetat-
puffer pD 5.0, 8K gatenpunkte.
a) nach 3.5 min, OOC, 8 Impulse
b) nach 16 min, 0°C, 8 Impulse
¢) Gleichgewicht, 21°C,

656 Impulse.
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1ich von Goux 14 ausqt-NMR-Spektren ermittelten kinetischen Daten
sollten sich aber in diesem Fall nach beendeter Spaltung sehr
schnell a- und B-Fructofuranose im Verhdltnis von ungefahr 1:4
bilden. Wir finden jedoch in keinem der Spektren Signale der a-
Fructofuranose; wir schlieBen deshalb Fructose in der offenket-
tigen Form als primdres Spaltprodukt aus.

Durch Mutarotation bildet sich aus der B-Fructofuranose da-
nach B-Fructopyranose, deren Signale ( &= 3.95 bis 4.05 ) sich
bis zum Erreichen des Gleichgewichtes verstdrken ( oben).

Die Spaltung der Saccharose durch Invertase erfolgt somit
unter Retention der Konfiguration an C-2 der Fructose.

Mit diesem Experiment konnten wir auch die bisherigen Befun-
de bestdtigen, daB Glucose bei der Hydrolyse in der a-Konfigura-
tion entsteht. In dem nach 3.5 min aufgenommenen Spektrum ( in
Fig. 1 nicht abgebildet ) erscheint fiir H-1 von Glucose nur ein
Dublett bei § = 5.23 mit der Kopplungskonstante J(1,2)= 3.7 Hz.

RAFFINOSE wird durch Invertase in Fructose und Melibiose ge-
spalten. Obwohl Signaliiberlappungen die Auswertung etwas erschwe-
ren ( Fig. 2 ), ist das Ergebnis ebenfalls eindeutig: Als primad-
res Spaltprodukt entsteht B-Fructofuranose; die Spaltung erfolgt
somit - wie bei der Saccharose - unter Retention der Konfigura-
tion an C-2 der Fructose. B-Fructopyranose bildet sich anschlie-
Bend durch Mutarotation. Das zweite Spaltprodukt, die Melibiose,
wird in der «-Konfiguration freigesetzt, wie aus dem Dublett fiir
das anomere Proton H-1 bei & = 5.24 mit J(1,2) = 3.8 Hz folgt
( nicht abgebildet).

Die Ergebnisse unserer Experimente sind in dem folgenden
Reaktionsschema zusammengefaBt; als primare Spaltprodukte ent-
stehen:

Saccharose _ a-Glucose + B-Fructofuranose
Glcal-2BFru o
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Raffinose a-Melibiose + B-Fructofuranose

Galal-6Glcal-2RFru Galal-6Glc
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Fig. 2:

Spektrenausschnitte (300 MHz)
einer Inkubationsldsung von
20.2 umol Raffinose und 1700 U
Invertase in 10 mM Na-Acetat-
puffer pD 5.0, 8K Datenpunkte.
a) nach 3 min, 0°C, 8 Impulse
b) nach 23 min,OOC, 8 Impulse
c) Gleichgewicht, 20°C,

200 Impulse.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Substrate und Enzyme, Saccharose, Raffinose, Invertase aus
Candida utilis und DZO (99.8%) stammen von der Fa. Sigma GmbH,

Miinchen, Essigséure-d4 von der Fa. Merck, Darmstadt.

Spaltansdtze. Invertase konnte als Lyophilisat eingesetzt
werden. Dabei wurden 29 umol Saccharose bzw. 20.2 umol Raffinose
mit 850 bzw. 1700 Einheiten Invertase versetzt. Als Ldsung dien-
te 10 mM Na-Acetatpuffer pD 5.0. Bei allen Spaltansdtzen betrug
das Probevolumen 0.5 ml.

'H-NMR-Spektroskopie. Alle Messungen wurden mit einem Spek-
trometer vom Typ WH 300 (MeBfrequenz 300 MHz) der Fa. Bruker,
Karlsruhe-Rheinstetten, durchgefiihrt. Die MeBbedingungen sind

den Legenden von Fig. 1 und 2 zu entnehmen. Als innerer Standard
diente Trimethy]si1y1-Na-propionat-d4 (TSP).
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