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STEREOCHEMIE DER ENZYMATISCHEN HYDROLYSE VON SACCHAROSE 
UND RAFFINOSE DURCH INVERTASE 

R .  Wajda und H .  Friebolin" 

Organisch-Chemisches Insti tut  der Universitat, 
Im Neuenheimer Feld 270, D-6900 Heidelberg 1 

Received December 10 ,  1985 - Final  Form February 26,  1986 

ABSTRACT 

The stereochemistry of the enzymatic cleavage of saccharose 
and raffinose by invertase from Candida u t i l i s  , B-Q-fructofuranosi- 
de fructohydrolase ( E C  3.2.1.26), was investigated: The experiments 
show t h a t  both substrates are cleaved under retention of configu- 
ration: fructose wi 11 be released as 8-fructofuranose; the other 
products of the hydrolysis - glucose from saccharose and melibiose 
from raff i nose - have the a-confi gurati on. B-Fructopyranose and 
13-91 ucose/ B-me1 i biose wi 11 be formed by mutarotat ion.  

EINFOHRUNG 

Eine der am langsten bekannten enzymkatalysierten Reaktionen 
i s t  die Hydrolyse von Saccharose durch das Enzym Invertase, B-Fruc- 
tofuranosidase ( E C  3.2.1.26). Es darf als gesichert gelten, dab die 
Glucose dabei in der a-Pyranoseform entsteht,' es i s t  aber experi- 
mentell noch nicht eindeutig geklart, i n  welcher Form die Fructose 
primar freigesetzt wird.  Sie sol1 jedoch nach der S p a l t u n g  als 
B-Fructofuranose vorliegen, wie in einigen Arbei ten berichtet wur-  
de . 2-7 Da die bisher zum Thema der Stereochemie von Glykosidase- 
reaktionen veroffentl i chten NMR-Arbei ten diese Frage unberucksi ch- 
t i g t  lieBen, 8-11 berichten wir i n  der vorliegenden Arbeit uber 
unsere speziell unter diesem Gesichtspunkt durchgefuhrten 'H-NMR- 
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242  WAJDA UND FRIEBOLIN 

spektroskopi schen Untersuchungen zur  Spal tung von Saccharose durch 

Inver tase  aus Candida u t i l i s .  

A l s  zwei t es  Be isp ie l  wahl t e n  w i r  d i e  entsprechende Hydrolyse 
von Raff inose, einem Tr isacchar id ,  be i  dem d i e  Saccharose um e ine  

Galactoseeinhei t ve r langer t  i s t .  Wie be i  der Saccharosespal tung 
war auch Z i e l  dieses Experimentes: I n  welcher Form e n t s t e h t  d i e  
Fructose, und i n  welcher Kon f igu ra t i on  w i r d  d i e  Me l ib iose  f r e i -  

gesetz t? 

Urn d iese stereochemischen Probleme zu losen, beschr i  t t e n  w i  r 
folgenden Wegl?Das Subst ra t  sol 1 t e  m i  t hoher Enzymaktivi  t a t  be i  
mog l ichs t  t i e f e r  Temperatur ( ca. 0' C ) innerha lb  weniger Minuten 

gespalten se in.  Damit w o l l t e n  w i r  er re ichen,  daR einmal i m  Spek- 
trum keine Signale mehr vom Subst ra t  erscheinen und zum anderen 
d i e  Umwandl ungen der  verschiedenen tautomeren Formen der  Fructose 

verlangsamt werden. 

Diese Experimente s o l l e n  zur  Aufk larung des immer noch w e i t -  

gehend ungeklar ten Reaktionsmechanismus be i  t ragen.  

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

F ig .  1 und 2 zeigen Spektrenausschni t t e  der  Reaktionslosun- 
gen, aufgenommen unmi t t e l  bar  nach beendeter Spal tung (unten)  , 
wahrend der  Gleichgewichtseinstellung ( M i t t e )  und i m  Gleichgewicht 
(oben). Abgebi ldet  i s t  j e w e i l s  n u r  der  Bereich, i n  dem d i e  f u r  un- 

sere Frages te l lung in te ressanten  cha rak te r i s t i schen  Signale l i egen :  
von H-3 und H-4 der  8-Fructofuranose ( 6 =  4.11 und 4.10 ) und von 

H-5 und H-6e der a-Fructopyranose ( 6 =  3.95 b i s  4.05; Zuordnung 
nach 1 3 ) .  

SACCHAROSE: Aus den Spektren ( F i g .  1 ) f o l g t :  D i r e k t  nach 
beendeter Spaltung s i n d  nur  S igna le  von Fructose i n  der  R-Furano- 

seform erkennbar ( unten) ; das pr imar  nachweisbare Spal tp roduk t  
i s t  somit R-Fructofuranose, von der  w i r  daher annehmen, daR s i e  
primares Spal tp roduk t  i s t .  Grundsatz l i ch  kame h i e r f u r  auch d i e  
Fructose i n  der o f f e n k e t t i g e n  Ketoform i n  Frage. Nach den k i i rz-  
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STEREOCHEMIE DER ENZYMATISCHEN HYDROLYSE VON SACCHAROSE 

H d e  H-5 
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Fig. 1: 

Spektrenausschnitte (300 MHz) 
einer InkubationslBsung von 
29 wol Saccharose und 850 U 
Invertase i n  10 mM Na-Acetat- 
puffer pD 5.0, 8K gatenpunkte. 
a) nach 3.5 min, 0 C, 8 Impulse 
b) nach 16 min, O°C 8 Impulse 
c) Gleichgewicht, 21 C, b 

656 Impulse. 
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244 WAJDA UND FRIEBOLIN 

1 ich von Goux l4 aus'%-NMR-Spektren emi t te l  ten kinetischen Daten 
sollten sich aber i n  diesem Fa l l  nach beendeter S p a l t u n g  sehr 
schnell a- und O-Fructofuranose i m  Verhaltnis von ungefahr 1:4 
bilden. Wir finden jedoch i n  keinem der Spektren Signale der a- 
Fructofuranose; wir schlieBen deshal b Fructose i n  der offenket- 
tigen Form a1 s primares Spal  t p r o d u k t  aus. 

Durch Mutarotation b i  ldet sich aus der B-Fructofuranose da- 
nach 0-Fructopyranose, deren Signale ( d =  3.95 b i s  4.05 ) sich 
bis zum Erreichen des Gleichgewichtes verstarken ( oben). 

Die Spal t u n g  der Saccharose durch Invertase erfolgt somit 
unter Retention der Konfiguration an C-2 der Fructose. 

Mi t diesem Experiment konnten w i  r auch die bisherigen Befun- 
de bestatigen, da13 Glucose bei der Hydrolyse in der a-Konfigura- 
tion entsteht. In dem nach 3.5 min aufgenommenen Spektrum ( i n  
F ig .  1 nicht abgebildet ) erscheint fur H-1 von Glucose nur ein 
D u b l e t t  bei 6 = 5.23 mit der Kopplungskonstante J (1 ,2)=  3.7 Hz. 

RAFFINOSE wird durch Invertase in Fructose und Melibiose ge- 
spa1 ten. Obwohl Signaluberlappungen die Auswertung etwas erschwe- 
ren ( Fig. 2 ), i s t  das Ergebnis ebenfalls eindeutig: A l s  prima- 
res Spal t p r o d u k t  entsteht B-Fructofuranose; die Spal t u n g  erfol g t  
somit - wie bei der Saccharose - unter Retention der Konfigura- 
t i o n  an C-2 der Fructose. B-Fructopyranose bi ldet si ch anschl ie- 
Bend durch Mutarotation. Das zwei t e  Spal tprodukt, die Me1 i biose, 
wird  i n  der a-Konfiguration freigesetzt, wie aus dem Dublett fur 
das anomere Proton H - 1  bei 6 = 5.24 mit J(1,2)  = 3.8 Hz f o l g t  
( nicht abgebildet). 

Die Ergebnisse unserer Experimente sind i n  dem folgenden 
Reaktionsschema zusammengefaBt; a1 s primare Spal tprodukte ent- 
s tehen : 

Saccharose 
G 1  cal-2OFru 

a-G1 ucose + 8-Fructofuranose 
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STEREOCHEMIE DER ENZYMATISCHEN HYDROLYSE VON SACCHAROSE 245  

Raffi nose 
Gal al-6G1 cal-2BFru Galal-6Glc 

a-Me1 i biose t B-Fructofuranose 

H 4  a )  

4.0 6 

Fig. 2: 

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

200 Impulse. 
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246 WAJDA UND FRIEBOLIN 

EXPERIMENTELLER TEIL 

Substrate und Enzyme. Saccharose , Raffinose, Invertase aus 
Candida u t i l i s  und D20 (99.8%) stammen von der Fa. Sigma GmbH, 
Munchen, Essigsaure-d4 von der Fa. Merck, Darmstadt. 

Spa1 tansatze. Invertase konnte a1 s Lyophi 1 i s a t  e i  ngesetzt 
werden. Dabei wurden 29 pmol Saccharose bzw. 20.2 umol Raffinose 
mit 850 bzw. 1700 Einheiten Invertase versetzt .  Als Losung dien- 
t e  10 mM Na-Acetatpuffer pD 5.0. Bei allen Spaltansatzen betrug 
das Probevolumen 0.5 ml . 

'H-NMR-Spektroskopie. Alle Messungen wurden mit einem Spek- 
trometer vom Typ WH 300 (MeRfrequenz 300 MHz) der Fa. Bruker, 
Karlsruhe-Rheinstetten, durchgefuhrt. Die MeBbedingungen sind 
den Legenden von Fig. 1 und 2 zu entnehmen. Als innerer Standard 
diente Trimethyl s i  lyl -Na-propionat-d4 (TSP) . 
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