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Enzyme-Catalyzed Reactions, 14''I. - Stereoselective Synthesis of Thiosugars from Achiral Starting Compounds by 
Enzymes 

A novel synthesis for thiosugars starting from achiral corn- or by the yeast transketolase-catalyzed reaction of 2-hydroxy- 
pounds by using enzymes as catalysts is described. 5-Thio-~- 3-mercaptopropanal (R/S)-6  with lithium 3-hydroxypyruvate 
threo-2-pentulofuranose (4), for example, is prepared either by (9). 6-Thio-~-arab~no-2-hexulopyranose (8 a) and 6-thio-~-xylo- 
the RAMA (rabbit muscle aldo1ase)-catalyzed reaction of mer- 2-hexulopyranose (8 b) are obtained by the RAMA-catalyzed 
captoacetaldehyde (1 b) with dihydroxyacetonephosphate (2) reaction of racemic (R/S)-6  with 2. 

Uber Eigenschaften und Synthesen von Thiozuckern ist 
im Vergleich zu den entsprechenden Stickstoffanaloga, die 
als Glyc~sidase-Inhibitoren[~~ grolje Bedeutung erlangt ha- 
ben, wenig bekannt [41. 

Thiozucker, uber deren biologische Wirkung berichtet 
wurde, sind z. B. 5-Thio-~-xylo-pyranose, die p-D-xylosi- 
dasen und Xylobiasen inhibiertr5], 5-Thio-~-fucopyranose, 
die ein mFucosidase-Inhibitor istC6], oder 5-Thio-~-glucal, 
das Glycosidasen inhibiertc7]. 5-Thio-~-glucopyranose 
hemmt die Insulinfreisetzung, den zellularen Transportme- 
chanismus fur Glucose, die Spermatogenese und fuhrt - 
kombiniert mit Hyperthermie - zur Tumorregression[*]. 5- 
Thio-D-mannopyranose war der erste aus Naturprodukten 
isolierte Thioz~cker[~! 

Bei der Synthese von Thiozuckern geht man in der Regel 
von natiirlich vorkommenden Zuckern aus, die uber eine 
Reihe chemischer Schritte in die gewunschten Thiozucker 
iibergefiihrt werdenL4]. So wurde z. B. 6-Thio-~-arabino-2- 
hexulopyranose ausgehend von D-Fructose in sechs Synthe- 
sestufen hergestellt [''I. 

Im Rahmen unserer Untersuchungen zur Anwendung von 
Enzymen in der organischen Synthese haben wir u.a. iiber 
enantioselektive C - C-Kniipfungsreaktionen zum Aufbau 
von Kohlenhydraten mittels Kaninchenmuskel-Aldolase 
(RAMA) und Hefe-Transketolase (Hefe-TK) berichtet[1',121. 
In der vorliegenden Publikation beschreiben wir die Dar- 
stellung einiger 5- und 6-Thiozucker, die wir durch die An- 
wendung der Enzyme RAMA bzw. Hefe-TK als Katalysa- 
toren einfach und in guter Ausbeute erhalten konnten. 

Enzym bezuglich des Dihydroxyacetonphosphats, als einem 
der beiden Edukte dieser Reaktion, sehr substratspezifisch 
ist, jedoch bezuglich des zweiten Reaktionspartners, einem 
Aldehyd, eine groJ3e Variationsbreite moglich Uber 
RAMA-katalysierte Umsetzungen von Dihydroxyaceton- 
phosphat (DHAP) mit Mercaptoaldehyden sollten deshalb 
auch Thiozucker einfach zuganglich sein. 

Fur die Darstellung der 5-Thio-~-threo-2-pentulofura- 
nose (4) (Schema 1) haben wir 1,4-Dithian-2,5-diol(l a), das 
in wal3riger Losung mit seinem Monomer, 2-Mercaptoacet- 
aldehyd (1 b), im Gleichgewicht vorliegt [I4], mit Dihydro- 
xyacetonphosphat (2) unter Zugabe von RAMA umgesetzt. 
1 b ist zwar Substrat fur die Aldolase, fiihrt aber selbst in 
starker Verdiinnung zu einer Enzym-Desaktivierung, so da13 
eine Nachdosierung an Enzym erforderlich ist. 
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Synthesen von Thiozuckern mit Kaninchenmuskel-Aldolase 
(RAMA) (EC 4.1.2.13) 

haben ausfuhrliche Untersuchungen gezeigt [I3], da13 dieses 
Bei der durch RAMA katalysierten C-C-Verknupfung HO OH 

a-4 (17%) 

3a: X = 2H 
b: X = B a  
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Das gebildete Thiofuranose-1-phosphat 3a wird rnit Ba- 
riumchlorid aus ethanolischer Losung als Bariumsalz 3 b 
ausgefallt und durch Hydrolyse rnit Phosphatase (EC 
3.1.3.2) in die gewunschte 5-Thiofuranose 4 ubergefuhrt. 

Die durch RAMA katalysierten C - C-Verknupfungen 
verlaufen stereochemisch eindeutig, und zwar unter Ausbil- 
dung der S-Konfiguration an C-3 und der R-Konfiguration 
an C-4 in den gebildeten 2-Keto~en[",'~]. Bei den Thiozuk- 
kern wird aufgrund der hoheren Prioritat des Schwefels ge- 
genuber dem Sauerstoff die R-Konfiguration an C-4 zur S- 
Konfiguration. Die trans-Stellung der Hydroxy-Gruppen an 
C-3 und C-4 in der 5-Thio-furanose 4 wird u.a. durch die 
Kopplungskonstanten von 9.3 Hz zwischen 3- und 4-H 
bestatigt [15]. 

Schema 2 
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Die Konfiguration an C-2 ist naturgemaB nicht festgelegt. 
Nach unseren 'H-NMR-Untersuchungen liegt das Anome- 
ren-Gleichgewicht fur die Thiofuranose 4 in waBriger Lo- 

Die fur Mercaptoacetaldehyd (1 b) beschriebene, Enzym- 
katalysierte Darstellung einer Thiofuranose lieB sich auch 
auf andere Mercaptoaldehyde ubertragen. So konnte race- 
mischer 3-Thioglycerinaldehyd [(R/S)d] mit DHAP (2) un- 
ter RAMA-Katalyse zu den stereoisomeren 6-Thiopyra- 
nosen 8a und 8b  umgesetzt werden (Schema 2). 

3-Thioglycerinaldehyd [(R/S)d] wird in situ aus 3-Thio- 
glycerinaldehyd-diethylacetal (5) durch Saure-katalysierte 
Hydrolyse erhalten und ohne Isolierung direkt rnit DHAP 
(2) unter Aldolase-Katalyse weiter umgesetzt. Da auch bei 
dieser Reaktion die Aldolase desaktiviert wird, ist eine 
Nachdosierung an Enzym wahrend der Reaktion notwen- 
dig. 

Die gebildeten Zuckerphosphate werden rnit Barium- 
chlorid aus ethanolischer Losung als Bariumsalze 7a/7 b 
ausgefallt und durch Hydrolyse mit Phosphatase (EC 
3.1.3.2) in die freien 6-Thiopyranosen 8a und 8 b  ubergefuhrt. 
Die beiden Thiozucker 8a und 8 b  wurden nach Chroma- 
tographie an Dowex 1x8 (Formiat) in einer Gesamtaus- 
beute von 48% bezogen auf eingesetztes 5 im Verhaltnis ca. 
1 : 1 ('H-NMR-spektroskopisch ermittelt) erhalten und 
konnten anschlieBend durch Chromatographie an Dowex 
50WX8 Ca2+ rnit Wasser getrennt werden (s. Exp. Teil). 

Auch in den 6-Thiopyranosen 8 ist die Konfiguration an 
C-3 und C-4 durch die RAMA-katalysierte C - C-Knupfung 
fe~tgelegt['','~]. Wenn beide Enantiomere des eingesetzten ra- 
cemischen 3-Thioglycerinaldehyds [(R/S)-6] reagieren, muB- 
ten zwei Diastereomere entstehen, was auch der Fall ist. 
Man erhalt die beiden Thiopyranosen 8a und 8b rnit S- 
bzw. R-Konfiguration an C-5. Im 'H-NMR-Spektrum von 
8b erscheint das 4-H-Signal als ein Triplett rnit einer Kopp- 
lungskonstanten von 9.1 Hz. Somit sind 3- und 5-H trans- 
diaxial zu 4-H angeordnet, was mit der L-xylo-Form in Ein- 
klang steht. 

Die Konfiguration am anomeren Zentrum C-2 ist wie- 
derum nicht fixiert. 6-Thio-~-arabino-2-hexulopyranose (Sa) 
liegt nach 'H-NMR-spektroskopischen Untersuchungen in 
waBriger Losung zu 15% als cx-Anomer in einer 'Cz-Kon- 
formation und zu 85% als P-Anomer in einer 'C5-Konfor- 
mation V O ~ [ ' ~ ] .  Das Anomeren-Verhaltnis konnte durch ei- 
gene NMR-Untersuchungen bestatigt werden (Schema 2). 
Fur 6-Thio-~-xylo-2-hexulopyranose (Sb) haben wir im Ge- 
gensatz zu 8a nur die Signale eines Anomeren 'H-NMR- 
spektroskopisch nachweisen konnen. 8 b liegt demnach in 
waBriger Losung, im Rahmen der NMR-Nachweisgrenze, 
als P-Anomer vor. 

Untersuchungen zur Erweiterung des Substratspektrums 
fur RAMA-katalysierte Reaktionen mit Mercaptoaldehyden 
haben ergeben, daB 2-Thioglycerinaldehyd auf diese Weise 
nicht rnit DHAP (2) zur gewunschten 5-Thio-~-hexulofu- 
ranose umgesetzt werden kann. 

sung bevorzugt auf der Seite des P-Anomeren: 4 liegt zu 

stimmt mit Ergebnissen uberein, nach denen im dominie- 
renden Anomer von Furanosen die Hydroxymethyl-Gruppe 
an C-2 uberwiegend trans zu der Hydroxy-Gruppe an C-3 
angeordnet ist [I6]. 

83% als P- und zu 17% als R-Anomer vor (Schema 1). Dies Darstellung von 5-Thio-~-threo-2-~entulofuranose (4) 
mittels Hefe-Transketolase (EC 2.2.1.1) 

Oben wurde die Darstellung der 5-Thiopentulofuranose 
4 aus Dihydroxyacetonphosphat (2) und Mercaptoacetal- 
dehyd (1 b) in Gegenwart von RAMA beschrieben. Analog 
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zur Darstellung der stickstoffhaltigen 5- bzw. 6-Ring- 
Zucker['lb1 sollten Thiopentulosen auch aus 3-Thioglycerin- 
aldehyd und Lithium-3-hydroxypyruvat (9) in Gegenwart 
von Hefe-Transketolase zu erhalten sein. 

Uber die durch Hefe-Transketolase katalysierte Umset- 
zung einer Reihe von 2-Hydroxyaldehyden mit 9 haben wir 
kurzlich berichtet[lZ1. Neben einer vielseitig variierbaren 
Darstellung von 2-Ketosen kann diese Reaktion auch zur 
kinetischen Racemat-Trennung von 2-Hydroxyaldehyden 
dienen, da nur die D-Form der Hydroxyaldehyde fur die 
C - C-Knupfung mit 9 akzeptiert wird und dadurch die L- 
2-Hydroxyaldehyde in hoher optischer Reinheit im Reak- 
tionsgemisch zuruckbleiben['21. 

So haben wir unter anderem auch 3-Thioglycerinaldehyd 
[(R/S)d] rnit 9 in Gegenwart von Hefe-Transketolase um- 
gesetzt und neben 5-Thio-~-threo-2-pentulofuranose (4) in 
80proz. Ausbeute den L-Hydroxyaldehyd (R)-6 erhalten['*]. 
Im Gegensatz zu den anderen hergestellten L-2-Hydroxyal- 
dehyden ist es in diesem Fall nicht gelungen, den Mercapto- 
hydroxyaldehyd (R)-6 in reiner Form aus dem waDrigen 
Reaktionsmedium zu isolieren["]. Wir haben deshalb die 
Moglichkeit untersucht, den im Reaktionsgemisch vorlie- 
genden Aldehyd (R)-6 uber eine Folgereaktion zu erfassen 
und diese Reaktion gleichzeitig fur die Darstellung eines 
Thiozuckers zu nutzen. 

Nach beendeter Hefe-TK-katalysierter Reaktion von 
(R/S)-6 rnit 9 wurde das angefallene Reaktionsgemisch rnit 
DHAP unter Zugabe von RAMA umgesetzt, wobei (R)-6 
unter C - C-Knupfung zum Thiozucker-Derivat 7 reagiert. 
Nach vollstandigem Umsatz konnten die Zuckerphosphate 
rnit Bariumchlorid aus ethanolischer Losung als Barium- 
salze 7a und 7b ausgefallt werden, wahrend die Furanose 4 
aus dem Uberstand nach Chromatographie in 'i'oproz. Aus- 
beute isoliert werden konnte. Die Barium-Zuckerphosphate 
7 wurden rnit Phosphatase zu den freien 6-Thiozuckern 8a, 
8 b hydrolysiert, die nach Chromatographie in 49proz. Ge- 
samtausbeute bezogen auf 5 erhalten wurden. 

Schema 3 

L 
9 

+ 2  1. RAMA 
2. BaCI, 
3. Phosphatase I 

8a (7%) + 8b (93%) 

Die Voreinstellung des pH-Wertes der DHAP-Losung auf 
pH 6.5 bei dieser Reaktion ist wichtig, da sonst bei der 
Zugabe eine Racemisierung des Aldehyds (R)-6 erfolgt. 
Trotz Desaktivierung der Aldolase wahrend der Reaktion 
wurde das Enzyrn nicht nachdosiert. 

Nach den 'H-NMR-Spektren betragt das Isomeren-Ver- 
haltnis 8a:Sb = 7:93. Daraus kann nun auch auf die Ef- 

fizienz der kinetischen Racemat-Trennung bei der durch 
Hefe-TK katalysierten Umsetzung von 3-Thioglycerinalde- 
hyd [(R/S)d] rnit 9 geschlossen werden[l2I. Es besteht weit- 
gehende Ubereinstimmung der beschriebenen optischen 
Reinheit von (R)-6[Iz1 und dem Verhaltnis der beiden uber 
die Folgereaktion gebildeten Stereoisomere 8 b bzw. 8a. 

Mit dem zuletzt angefuhrten Beispiel wird die aus pra- 
parativer Sicht interessante Moglichkeit aufgezeigt, in einer 
Eintopfreaktion mittels Hefe-Transketolase 3-Thioglycerin- 
aldehyd [(R/S)d] unter Bildung der Thiofuranose 4 um- 
zusetzen und anschliel3end das angereicherte (R)-6 unter 
RAMA-Katalyse fast vollstandig in das entsprechende L- 
xylo-Ketose-Derivat 8 b zu uberfuhren. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschuft und dem 
Fonds der Chemischen Industrie fur die finanzielle Unterstutzung 
dieser Arbeit. 

Experimenteller Teil 
'H-NMR: Bruker WP 80, AC 250 F sowie CXP 300, TMS als 

interner Standard. - Drehwerte: Perkin-Elmer Polarimeter 241 
LC, verbunden mit thermostatisierbarer Glaskuvette ( I  = 10 cm) 
rnit AnschluB fur DurchfluBmessungen. - EI-MS: Varian Mat 711. 
- Praparative Saulenchromatographie: Glassaulen verschiedener 
GroBe, gepackt rnit Dowex 1x8 sowie Dowex 50WX8, KorngroDe 
jeweils 0.037 - 0.075 mm (Serva). - Hefe-Transketolase: (EC 
2.2.1.1), 20 U/mg (Sigma). - Kaninchenmuskel-Aldolase (RAMA): 
(EC 4.1.2.13), 15 U/mg (Sigma). - Phosphatase: (EC 3.1.3.2), 2 U/ 
mg (Boehringer, Mannheim). 

S-Thio-~-threo-2-pentulofurunose-f -phosphat (3 b): Unter N2 lost 
man unter Erwarmen 0.70 g (4.6 mmol) l a  in 500 ml Wasser, gibt 
7 mmol 2["a2b1 dam, stellt rnit 2 N NaOH auf pH 6 ein, fullt rnit 
Wasser auf 700 ml auf und inkubiert nach Zugabe von 1800 Units 
RAMA bei 39°C. Nach 3.5 h werden nochmals 1700 Units RAMA 
zugegeben, und 48 h wird inkubiert. AnschlieDend gibt man 2.7 g 
(11.1 mmol) BaC12 . 2 H20,  gelost in wenig Wasser, zu, kuhlt 5 h 
bei 0°C und zentrifugiert. Der Uberstand wird auf ca. 300 ml ein- 
geengt, mit 700 ml Ethanol versetzt, 16 h bei 0°C gekuhlt und zen- 
trifugiert. Der Riickstand wird i. Hochvak. getrocknet; Rohausb. 
2.05 g (77%). - 'H-NMR (DzO): 6 = 2.65 und 3.07 (2 dd, J5,s = 

IH,  3-H), 3.93 und 3.97 (AB-System, J = -10.8, JpoCH = 5.7 Hz, 

S-Thio-~-threo-2-pentulofurunose (4): 2.0 g (5.24 mmol) 3 b werden 
unter Zugabe von Dowex 50WX8 H+ in Wasser gelost. Der Io- 
nenaustauscher wird abfiltriert und das Filtrat rnit 2 N NaOH auf 
pH 4.5 eingestellt (50 ml Gesamtvolumen). Man gibt 5 mg 
Natriumazid zu und inkubiert nach Zugabe von 50 Units saurer 
Phosphatase (EC 3.1.3.2) 60 h bei 37°C. AnschlieBend wird die 
Reaktionslosung i. Vak. eingeengt, zentrifugiert und der Uberstand 
an Dowex 1x8 (Formiat) (Saule 3 cm x 40 cm) rnit Wasser chro- 
matographiert. Die drehwertaktiven Fraktionen werden gesammelt; 
Ausb. 0.68 g (78%), Schmp. 84-86"C, [a]g = -103.8 (c = 3.23, 

8-4: 'H-NMR (D20): 6 = 2.63 und 3.08 (2 dd, J5,5 = -10.4, 
J4,5 = 7.1, J4,5 = 9.1 Hz,2H, 5-H), 3.66(nicht aufgelostesAB,Jl,l = 

-10.4, J4,5 = 7.2, J4 ,5  = 9.1 Hz, 2H, 5-H), 3.85 (d, J3.4 = 9.3 Hz, 

2H, 1-H), 4.33 (ddd, 1 H, 4-H). 

n o ) .  

-19.2 Hz, 2H, I-H), 3.79 (d, J3,4 = 9.3 Hz, l H ,  3-H), 4.34 (ddd, 
1 H, 4-H). 

~ - 4 :  'H-NMR (DzO): 6 = 3.00 (dd, J5,5 = - 11.2, J4,5 = 6.2 Hz, 
1 H, 5-H), 3.78 (d, J3.4 = 9.7 Hz, 1 H, 3-H). Die iibrigen Signale sind 
von fL4-Signalen iiberlagert. 

C5HI0O4S Ber. 166.0299 Gef. 166.0299 (MS) 
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3-Thioglycerinaldehyd-diethylacetal(5): In die Losung von 3.83 g 
(68.4 mmol) Kaliumhydroxid in 15 ml Methanol leitet man bei 0°C 
1 h H2S ein. Dann tropft man eine Losung von 5.0 g (34.2 mmol) 
2-(Diethoxymethyl)oxiran['~ in 10 ml Methanol innerhalb 0.5 h un- 
ter H2S-Einleiten zu, 1aBt unter Ruhren auf Raumtemp. erwarmen 
und noch 1 h nachruhren und gieBt das Reaktionsgemisch auf 150 
ml Eiswasser. Unter Eiskuhlung wird rnit 5 N H2S04 auf pH 2 ein- 
gestellt und funfmal rnit jeweils 50 ml Dichlormethan extrahiert. 
Die vereinigten Extrakte wascht man rnit jeweils 20 ml Natrium- 
hydrogencarbonat-Losung und Wasser, trocknet mit Natriumsulfat 
und engt ein; Ausb. 5.8 g (95%). - 'H-NMR (CDCI3): 6 = 1.25 (t, 
6H, CH3), 1.65 (t, IH,  SH), 2.45-3.00(m, 3H, CH2CH), 3.45-3.90 
(m, 5H, 2 CH2, OH), 4.50 [d, 1 H, CH(OC&)z]. 

C7HI6O3S (180.3) Ber. C 46.64 H 8.95 S 17.79 
Gef. C 46.87 H 8.75 S 17.70 

6-Thio-~-arabino-2-hexulopyranose (8a) und 6-Thio-~-xylo-bhe- 
xulopyranose (8b): Zur Losung von (R/S)-6 [in situ hergestellt aus 
1 g (5.54 mmol) 5 und 0.8 g Dowex 50WX8 H +  in 32 ml Wasser; 
nach 24stdg. Riihren bei Raumtemp. wird der Ionenaustauscher 
abfiltriert] gibt man 5.4 mmol2, stellt rnit 2 N NaOH auf pH 6 ein, 
fullt rnit Wasser auf 500 ml auf und inkubiert nach Zugabe von 450 
Units RAMA bei 25°C. Nach 2 h werden nochmals 1000 Units 
RAMA zugegeben, und es wird 21 h inkubiert. Dann engt man das 
Reaktionsgemisch auf 100 ml ein, gibt 3.0 g (12.3 mmol) BaC12 . 
2 H20,  gelost in wenig Wasser, zu, kiihlt 2 h bei 0°C und zentri- 
fugiert. Der Uberstand wird rnit 400 ml Ethanol versetzt, 10 h bei 
0°C gekuhlt und zentrifugiert. Der Ruckstand (7a, 7b) wird ge- 
trocknet, unter Zugabe von Dowex 50WX8 H +  in Wasser gelost 
und mit 2 N NaOH auf pH 4.5 eingestellt (100 ml Gesamtvolumen). 
Man gibt 5 mg Natriumazid und 50 Units Phosphatase zu, inku- 
biert 40 h bei 40"C, stellt mit Barytwasser auf pH 7 ein und zen- 
trifugiert. Der Uberstand wird eingeengt und an Dowex 1x8 (For- 
miat) rnit Wasser chromatographiert (polarimetrische Detektion bei 
365 nm); Gesamtausb. 0.50 g (48%) 8 a  und 8 b  im Verhaltnis 1 : 1 
('H-NMR-spektroskopisch durch Integration des 6-H-Signals er- 
mittelt). Das Gemisch wird eingeengt und 0.25 g an Dowex 50WX8 
Ca2+ rnit Wasser chromatographiert (polarimetrische Detektion bei 
436 nm). 

I .  Fraktion: Ausb. 72 mg (29%) 8b, Schmp. 160- 161 "C, [a]g = 

-103.7 ( C  = 0.8, H2O). - 'H-NMR (DZO): 6 = 2.68 (dd, J6,6 = 

- 13.0, J5,6 = 4.4 Hz, l H ,  6-H), 2.89 (dd, J5.6 = 11.0 Hz, 1 H, 6-H), 
3.61 (dd, J4.5 = 9.1 Hz, l H ,  4-H), 3.69 (d, Jl,i = -11.0 Hz, l H ,  1- 
H), 3.74 (d, J3,4 = 9.1 Hz, l H ,  3-H), 3.74 (ddd, l H ,  5-H), 3.82 (d, 
1 H, I-H). 

C6HlzOSS (196.2) Ber. C 36.73 H 6.16 S 16.34 
Gef. C 36.54 H 6.11 S 16.16 

2. Fraktion: Ausb. 86 mg (34%) 8a, Schmp. 59°C (Lit.['8] 
63-64"C), [a]g  = -192 (c = 0.6, D 2 0 )  [Lit.['81 -194 (c = 1.0, 
H20)]. - 'H-NMR-Spektren von B-8a und a-8a identisch mit 
Lit'[''1 C6HI2o5S Ber. 196.0405 Gef. 196.0405 (MS) 

Kombinierte Darstellung von 4, 8a  und 8 b  Die Losung von ( R /  
S)-6 [wie oben beschrieben in situ hergestellt aus 0.20 mmol 51, 
25.6 mg (0.23 mmol) 9[19], 2.4 mg (20 pmol) Magnesiumsulfat und 
9.9 mg (20 pmol) Thiaminpyrophosphat in 20 ml Tris(hydroxy- 
methy1)aminomethan-HC1-Puffer (5 mM, pH 7.8) wird auf 30°C er- 
wiirmt, und nach pH-Kontrolle wird die Reaktion durch Zugabe 
von 9 Units Hefe-Transketolase gestartet. Nach 71 h (keine Dreh- 
wertiinderung mehr beobachtbar) gibt man die auf pH 6.5 gepufferte 
Losung von 0.15 mmol 2 zu, stellt auf pH 7 ein, erwarmt auf 25°C 
und startet die Reaktion rnit 225 Units RAMA. Nach 18 h setzt 
man 0.12 g (0.5 mmol) BaC12 . 2 H20,  gelost in wenig Wasser, zu, 

kiihlt 4 h bei 0°C und zentrifugiert. Man engt den Uberstand auf 
10 ml ein, gibt 40 ml Ethanol zu, kuhlt 16 h bei 4°C und zentri- 
fugiert. Der uberstand wird eingeengt, der Ruckstand in Wasser 
aufgenommen und rnit Dowex 50WX8 H +  und Dowex 1x8 
HCO, entsalzt. Man engt ein und chromatographiert an Dowex 
50WX8 Ca2+ (Saule 3 cm x 85 cm) rnit Wasser (polarimetrische 
Detektion bei 365 nm); Ausb. 11.7 mg (70%) 4, [a]g = -95.5 (c = 
0.6, H20). - 'H-NMR-Daten s. oben. Der Ruckstand (7) wird in 
Wasser unter Zugabe von Dowex 50WX8 Hi gelost, der Ionenaus- 
tauscher abfiltriert und das Filtrat rnit 2 N NaOH auf pH 4.5 ein- 
gestellt (50 ml Gesamtvolumen). Man setzt 1 mg Natriumazid und 
5 Units Phosphatase zu, inkubiert 48 h bei 4 0 T ,  stellt dann mit 
Barytwasser auf pH 7 ein und zentrifugiert. Der Uberstand wird 
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