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ABSTRACT 

D-Glucal and D-galactal were converted into the corresponding 2-deoxy-D- 

hexoses by /3-D-glucosidase and B-D-galactosidase, respectively_ The enzymic hydration 
of D-ghICa1 compared to that of D-galactal occured at a faster rate and also yielded a 

byproduct of yet unknown structure. In the presence of glycerol as acceptor, D-glucal 
as well as D-galactal formed glyceryl Z-deoxy-/3-D-glycosides. In this case also D-glucal 
yielded two byproducts which, according to preliminary investigations, seem to be 
glyceryl pseudoglucal derivatives. The enzymic hydration is irreversible. Glyceryl 
2-deoxy-/3-D-Zyxo-hexopyranoside was hydrolyzed by B-D-galactosidase to give 
glycerol and 2-deoxy-D-&xc-hexose. The mechanism of the enzymic hydration and 
glycosylation of glycals is discussed. 

ZUSAMMENFASSUNG 

D-Glucal und D-Galaktal werden durch /3-D-Glucosidase bzw. /3-D-Galaktosi- 
dase unter Bildung der 2-Desoxy-D-hexosen hydratisiert. D-Glucal reagiert dabei sehr 
vie1 rascher als D-Galaktal und ergibt im Gegensatz zu diesem neben 2-Desoxy-D- 
arabino-hexose ein weiteres Reaktionsprodukt bisher unbekannter Struktur. In 
Gegenwart von Glycerol als Acceptor werden sowohl aus D-Glucal als such aus 
D-Galaktal mit den entsprechenden /3-D-Glykosidasen Glyceryl-2-desoxy-B-D- 
glykoside gebildet. Auch hier treten bei der Umsetzung des D-Glucals neben Glyceryl- 
2-desoxy-/3-D-arabino-hexosid zwei Nebenprodukte bisher unbekannter Konstitution 
auf. Vorllufige Untersuchungen deuten darauf hin, dal3 es sich urn Glycerylpseudo- 
glucal-Derivate handelt. Die enzymatische Hydratisieruag ist irreversibel. Die 
Behandlung von Glyceryl-2-desoxy-/3-D-Zyxo-hexopyranosid mit /i-D-Galaktosidase 
liefert als Spaltprodukte 2-Desoxy-D-lyxo-hexose und Glycerol. Der Mechanismus 
der enzymatischen Hydratisierung und Glykosylierung wird diskutiert. 

*Teil VII, siehe Zit 8. 
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Perjodat sichtbar gemacht, radioaktive Substanzen durch Autoradiographie oder 
durch Austihlen in einem Radiopapierchromatographen. Die &-Werte sind in 
Tabelfe IL zusammengefaljt. 

1dentiJizieru3 radioakriu markierter Verbinduqen. - Die Auswertung der 
Papierchromatogramme mit radioaktiven Verbindungen erfolgte entweder durch 
Autoradio~apbie mit Kodak-Riintgenfilm (blauempfmdlich, einseitig beschichtet) 
oder durch Auszahlen im Packard 7200 Radiochromatogram Scanner System 
(2 fensterlose Gasdurch~~Bkamme~). Kristallisate wurden gemessen im Nuclear 
Chicago Liquid Scintillation System 720 Series. 

i%Giucai (l>-14C(U) und D-Gafaklal (2)-2-‘4C. - Z&r Prgparation im Mikro- 
mat3stab wurde die Literaturvorschrift 1 3 folgendermaBen modifiziert: Glucose- 

14C(U) (50 &i, spez. Akt. 2,B mCi/mMol; The Radioche~cal Centre Amers- 
ham) bzw. D-Galaktose-I- 14C (50 PCi, spez. Akt. 3,0 mCi/mMol; The Radiochemical 
Centre Amersham) wurden in Py~din-Essigs~urea~yd~d (200 ~1, I: 1) geliist, nach 
2 Std. im Vakuum zur Trockne eingedampft, mit einer gesattigten Losung (200 ~1) 
van Bromwasserstoff in Eisessig verse&t und wiederum wHhrend 2 Std. stehen 
gelassen. Unterdessen wurde Natriumacetat (Trihydrat, 200 mg) in Wasser (300 ~1) 
gel&t, Eisessig (200 /LI) zugefiigt, auf -20” gekiihft, Zinkstaub (110 mg) und darauf 
eine Liisung von krist. Kupfersulfat (11 mg) in Wasser (40 $1) zugegeben und diese 
Mischung schlieI3lich bei - 18” mit dem Bromierungsgemisch vereinigt. Unter gutem 
Riihren wurde w&rend f Std. bei -18’ und danach noch w%rend 3 Std. bei 0” 
gehalten. Nach Zugabe von Eis (3 g) wurde dreimal mit je 3 m1 Chloroform extrahiert, 
iiber ~alciumsulfat (Sikkon) getrocknet und unter vermindertem Druck eingedampft. 
Zur Entacetylierung wurde mit 5Om~ NatriummethylatlGsung in Methanol (2 ml) 
versetzt und nach 1 Std. auf Papier aufgetragen und neben einer inaktiven Probe 
chromatograpbiert. 

Z-L)esoxy-D-arabino-hexose (3)- ’ “C(U) und 2-~~~~xy-I1-lyxo-hexase (4)-l- ’ 4C. 
- Die Darstellung erfolgte durch Hydratisierung der entsprechenden Glykale 
Bhnhch wie in der Literatur l4 beschrieben: Die gewiinschte Menge Glykal-14C 
wurde mit Wasser vom Papier eluiert, mit so vie1 kalter 50 % iger Schwefelsaure 
verse&%, daI3 die resultierende L&sung 5 % ig an SchwefelsHure war, und wahrend 
24 Std. im Kiihlschrank aufbewahrt. Anschliegend wurde mit der entsprechenden 
Menge Natriumacetat abgestumpft und sofort neben einer authentischen Probe der 
jeweifigen 2-Desoxyhexose auf Papier aufgetragen und chromatographiert. 

Enzymafische Umsetzrmgeen. - Enzyme. a-D-Glucosidase (Maltase) aus Hefe 
(Boehringer, Marmheim); Kristallsuspension, 2 m&ml; spez. Aktivitat ccz. 50 U/mg 
(Maltose). P-D-Glucosidase aus Siif3mandeIn (Boehringer, Mannheim); Kristahsus- 
pension, 5 mgml; spez. Aktivitgt ca. 40 U/mg (Salicin). @-D-Galaktosidase aus 
Escherichia coli (Boehringer, Mannheim); Kristallsuspension, 5 mg/mI; spez. Aktivitgt 
cu. 30 U/mg (Lactose). Die E~ms~spens~onen wurden wie vom Hersteller geliefert 
eingesetzt. Die Aktivitaten der a-D-Glucosidase, B-D-Glucosidase und B-D-Galakto- 
sidase, getestet mit ~-Ni~ophenyl-ff-D-g~ucopyrano~d, o-Nitropheny~-~-D-gluco- 
pyranosid und o-Nitrophenyl-/3-n-galaktopyranosid nach Lederbergl 5, verhielten 
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sich wie 1:0,1:2 (bezogen auf Protein) oder wie 1:0,5:5 (bezogen auf gleiche Volumina 
der verwendeten Kristallsuspensionen). 

Acceptmen. Glycerol- 1 4C (U), spez. Aktivitgt 5,4 mCi/mMol (New England 
Nuclear Corp.). Methanol- ’ 4C, spez. Aktivitat 0,9 mCi/mMol (Farbwerke Hoechst 
AG). Phenol-14C(U), spez. Aktivitat 25,9 mCi/mMol (The Radiochemical Centre, 
Amersham). 

Bedilzgungen. Puffer: O,~M Natriumphosphat, pH 6,8; 40”. 
Ansl&ze: a) Glykal (10 mg, 68 pMol), Puffer (50 ,~l), Enzym (5 ~1); b) Glykal-14C 
( 1 bzw. 2) (30 nCi, 10 nMol), Puffer (50 pl), Enzym (5 ~1); c) Glykal(l0 mg, 68 ~Mol), 
Glycerol-l 4C(U) (10 ,uCi, 1,9 ~Mol), Puffer (50 pl), Enzym (5 ~1); d) Glykal (10 mg, 
68 ~Mol), Methanol-i4C (6,2 &i, 7 ~Mol). Puffer (50 ~1). Enzym (5 ~1): e) Glykal 
(10 mg, 68 ~Mol), Phenol- 14C (U) (3,l ,uCi, 120 nMol), Puffer (50 pl), Enzym (5 ~1) 
f) Glykal-14C (1 bzw. 2) (30 nCi, 10 nMol), Glycerol (10 mg, 92 ~Mol), 
Puffer (50 /rl), Enzym (5 ~1); g) Glykal- i4C (1 bzw. 2) (30 nCi, 10 nMol), Glycerol- 
14C (U) (10 &i, 1,9 ~Mol), Puffer (50 [tl), Enzym (5 ~1). Den Inkubationsgemischen 
a-g wurden von Zeit zu Zeit 5 pl-Proben entnommen (je nach Umsatz erste Probe 
15 Min. bis 1 Std. nach Start, letzte Probe nach 1 bis 14 Ta8en), auf Papier aufgetragen 
und chromatographiert. h) 2-Desoxyhexose- 14C (Z-Desoxy-D-arcbin@hexose 3 bzw. 
2-Desoxy-D-Zyxo-hexose 4) (100 nCi, 33 nMol), Puffer (30 PI), Enzym (B-D-Glucosi- 
dase bzw. P-D-Galaktosidase) (20 ~1); i) Glyceryl-2-d esoxy-/?-D-lyxo-hexopyranosid- 
1-l 4C (eluiert) (ca. 4 nCi), Puffer (30 pl), P-D-Galaktosidase (20 ~1). Nach 1, 8 und 
14 Tagen wurden je 10 ~1 entnommen, auf Papier aufgetragen und chromatographiert. 

Parallel zu jedem Enzymansatz wurde eine Probe ohne Enzym unter den gleichen 
Bedingungen inkubiert. Die Aktivitat der Enzyme wurde jeweils nach Beendigung der 
Inkubation mit den entsprechenden o-Nitrophenylglykopyranosiden getestet. Bei 
Ansatzen von mehr als 3 Tagen Inkubationsdauer wurde die Enzymaktivitat such 
zwischendurch kontrolliert und, wenn nijtig, entsprechend der Aktivitstsabnahme 
Enzym erggnzt. (Bei der a-D-Glucosidase traten regelmagig bereits nach 2 bis 3 Tagen 
erhebliche Aktivitatsverluste ein.) 

Untersr&mng der Verbindmg 6. - Auf einem Bogen Chromatographiepapier 
Whatman Nr. 1 wurde das Inkubationsgemisch 2-Desoxy-D-l’xo-hexose-p-n- 
Galaktosidase chromatographiert, ein Streifen quer zur Laufrichtung mit der Zone 
6 ausgeschnitten und der Bereich 6 dreimal im Abstand von 10 Min. mit einer Lijsung 
von Osmiumtetroxid (40 mg) in abs. 2-Methyl-2-propanol (2 ml) bespriiht. Wahrend 
der drei lo-Min.-Intervalle wurde das Papier in einer gesattigten 2-Methyl-2-propanol- 
Atmosphare aufbewahrt. Ein Papierstreifen mit o-Galaktal-I-i4C (2) (ca. 5 nCi) 

wurde in gleicher Weise behandelt, anschlieDend wurde chromatographiert. Die 
Galaktalprobe war zu iiber 90% umgesetzt, 6 blieb unverandert. Verbindung 6 
(ca. 3 nCi) wurdc eluiert und das wal3rige Eluat mit Wasser auf 60 ~1 aufgefiillt. Zu 
dieser Lijsung wurde Natriumborhydrid-r4 (0,5 mg, spez. -Aktivitgt 480 mCi/mMol, 
The Radiochemical Centre, Amersham) gegeben und wahrend 1 Std. stehen gelassen. 
D-Glucose (0,l mg) wurde in gleicher Weise behandelt. Die Liisungen wurden quanti- 
tativ auf Papier aufgetragen und chromatographiert. Wahrend die Glucose fast 
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vollst&dig zu D-Ghicitol-I-t reduziert worden war, blieb 6 unvergndert. Verbindung 6 
(ca. 3 nCi) wurde mit Wasser eluiert und das Eluat mit dem gleichen Volumen 2~ 
SalzsZure versetzt. Die Mischung wnrde wghrend 15 Min. bei 95” gehalten, anschlie- 
Bend auf Papier aufgetragen und chromatographiert. Die gesamte RadloaktivitZt 
blieb am Start zuriick. 

Untersuchung der Verbindungen 7 und 8. - Die Verbindungen 7 und 8 (je ca. 

4 nCi) wurden mit Wasser eluiert und die Eluate gefriergetrocknet. Die Riickstgnde 
wurden mit einer Mischung aus 90 % iger Ameisensgure (30 ,ul) und 30 % igem Wasser- 
stoffperoxid (1~1) versetzt, wtihrend 1 Std. auf 40” erw&mt und 16 Std. Stehen gelas- 
sen. AnscblieBend wurden Wasser (50 ~1) und cont. Salz&ure (10 ~1) zugegeben und die 
Lijsung wHhrend 20 Std. bei 95’ gehalten, danach auf Papier anfgetragen und chro- 
matographiert. D-Gl~cal-‘~C (1) (30 nCi, 10 nMo1) wnrde mit 30% iger EssigsiNre 
(50~1) wghrend 2 Tage bei 40” aufbewahrt, anschlieI3end eine Probe (10~1) auf 
Papier aufgetragen und chromatographiert. 

Cokristaliisation. - Die Radioaktivitit wurde vom Papier eluiert, mit authen- 
tischem inaktivem Material (200 mg) versetzt und gefriergetrocknet. Die Riickstinde 
(ausgenommen D-GaIaktal) wurden mit Pyridin-Essigs&ueanhydrid oder Pyridin- 
Benzoylchlorid acyliert und aEs einem geeigneten LSsungsmittel (vgl. Tabelle II) 
bis zn konstanter speziticher NctivitZit umkristallisiert. 
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