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SUMMARY. 

The kinetics of complex formation reactions have been studied 
with Tetraphenylporphine. In the presence of Ng2+ and Cu2+ first 
the unstable Mg2+ complex is formed and afterwards an exchange 
reaction, yielding the more stable Cu2+ complex, takes place. 

The possible meaning of stability and rate of formation in 
biochemistry is discussed. 

Anstalt fiir Anorganische Chemie der Universitat Basel. 

179. Papierchromatographische Trennung der naturlichen 
2-Desoxyhexamethylosen und deren 3-Methylather. 

Desoxyzucker, 32. Mitteilung l) 

von 0. Renkonen und 0. Schindler. 
(7. VII. 56.) 

Fur die papierchromatographische Unterscheidung der 2-Deaoxy- 
hexamethylosen und deren 3-Methylather, insbesondere f i i r  die in digi- 
taloiden Glykosiden vorkommenden Vertreter dieser Gruppe, wurden 
in der Literatur die folgenden Lijsungsmittelsysteme beschrieben2). 

Hirst &Jones3) haben L-Oleandrose und D-Cymarose im System n-Butanol-hhanol- 
Wasser (5:1:4) verglichen, wobei sich die Rf-Werte nur um ca. 1% unterschieden. 
Tschesche & Grimmer4) konnten im System n-Butanol-Pyridin-Wasser (3 : 1 : 3) D-Diginose 
(Rf: 0,69) einerseits von D-Digitoxose (Rf: 0,60) und D-Boivinose (Rf: 0,6l) und anderer- 
seits von den drei ubrigen, annahernd mit gleichen Rf-Werten (0,754,76) wandernden 
2-Desoxyhexamethylose-3-methylathern (D-Sarmentose, D-Cymarose und L-Oleandrose) 
unterscheiden. Im System Essigester-Pyridin-Wasscr (2 : 1 : 2) wurden von ihnen4) fol- 
gende Rf-Werte geniessen : D-nOiTinose 0,625, D-Digitoxose 0,665, D-Diginose 0,685, 
D-Sarmentose 0,74, I,-Cymarose 0,755 und L-Oleandrose 0,78. Die gleiche Abtrennung 
der langsamer wandernden D-Dighose vou den drei iibrigen Methylathern wurde auch 
in dem erstmals von Chargaff und Mitarbeitern5) beschriebenen n-Butanol-Pyridin- 
Wasser-(3 : 2 :  1,5)-System erreicht6). Kuiser7) hat acht Systeme beschrieben, von denen 
zwei (n-Butanol-Wasser und n-Butanol-tert. Butanol-Wasser 1 : 1 : 1) auch die Unter- 
scheidung von L-Oleandrose und D-Cymarose erlauben sollen. Ebenso sol1 das System 
n-Butanol-Wasser zur Trennung von D-Dighose einerseits von den obengenannten zwei 
Zuckern sowie anderseits auch von D-Digitoxose geeignet sein8). - 

31. Mitteilung: H.  Muhr & T .  Reichstrin, Helv. 38, 499 (1955). 
z, G. N .  Kowkubuny. Advances in Carbohydrate Chemistry 9, 303 (1954). 
3, E. L. Hirst Ce- J .  K .  N .  Jones, Disc. Faraday SOC. 7, 268 (1949). 
4 ,  R. Tschesche & G. Grimmer, Chcm. Ber. 87, 418 (1954). 
5, E. Chargaff, C. Levine & G. Green, J. biol. Chemistry 175, 67 (1948). 
6 ,  J .  v. Euw, H.  Hegedus, Ch. Tumm & 7'. Reichstein, Helv. 37, 1493 (1954). 
7 )  F.  Kaiser, Chem. Ber. 88, 556 (1955). 
8 )  Bei der Wiederholung seiner Versuche im System n-Butanol-Wasser konnten wir 

zwar D-Digitoxose (Rf : 0,40) und D-Boivinose (Rf : 0,40) von D-Diginose (Rf : 0,52), und 
diese von den iibrigen natiirlichen 2-Desoxyhexamethylose-3-methylathern (Rf : 0,63 bis 
O,66) trennen. Zwischen den Laufstreeken von L-Oleandrose und D-Cymarose konnten 
wir jedoch Unterschiede von hochstens 1-2% beobachten, wobei D-Cymarose wahr- 
scheinlich etwas rascher lief als L-Oleandrose. Moglicherweise sind diese unterschicdlichen 
Resultate auf Verschiedenheiten im angewendeten Papier zuriickzufiihren. 
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I n  allen bisher beschriebenen Systemen sind die Rf-Werte der 
besprochenen Zucker grosser als 0,60. Jermyn & Isherwoodg) haben 
aber beobachtet, dass die papierchromatographische Trennung der 
yon ihnen untersuchten Bucker in Systemen niit kleinen Rf-Werten 
und entsprechend langeren Laufzeiten besser gelingt als in Systemen 
mit grossen Rf-Werten. Aus diesem Grund habon wir versucht, 
Systeme xu finden, in denen die erwahnten Zucker mit kleineren 
Rf-Werten waiidern. Die folgenden Losungsmittelsysteme erfullen 
diese Bedingung und erlauben tatsachlich eine Trennung und sichere 
Unterscheidung der untersuohten 2-Desoxyhexamethylosen und deren 
3 -Methylather. 

System I: Toluol-n-Butanol (1 :9) : Wasser 
System 11: Toluol-n-Butanol (4: 1) : Wasser 
System 111: Toluol-Methylathylketon (1 :I) : Wasser 

Die Rf-Werte der untersuchten Bucker in diescn drei Systemen 

D-Boivinose . . . 0,39 
D-Digitoxose . . . 0,39 

D-Diginose . . . . 0,53 
D-Sarmentose. . . 0,665 
D-CymFiTOse . . . 0,625 
L-Oleandrose . . . 0,625 

~- 

sind in der Tab. 1 zusammengestellt. 

Tabelle 1. 

0,Ol 0,006 
0,Ol 0,Ol 

0,06 0,04 
0,10 0,05 
0,lO 0,08 
0,oe 0,06 

I Rf-Werte 
Zucker 

System I I System 11 1 System 111 

In  den Systemen I1 und I11 sind die Rf-Werte sehr von der 
Methode des notwendigen Impragnierens mit der stationaren Phase 
a>bh&ngig und sind deshalb als absolute Werte fur die Identifizierung 
ungeeignet. Ausserdcm sind sie in diesen Systemen so klein, dass man, 
um eine sichtbarc Trennung zu erreichcn, die Lcsungsmittelfront 
uber das Papierende laufen lassen muss. Die so erhaltenen Resultate 
sind in der Tab. 2, wie ublich, in Forni von Vcrhaltniszahlen der 
Laufstrecken (D-Cymarose = 1) dargestellt. Diese Verhdtniszahlen 
sind vie1 weniger als die Rf-Werte von der Tmpragnierungsmethode 
abhangig und sind mindesteiis bei konstanter Laufstrecke der Ver- 
glcichssubstanz reproduzierbar. 

Es geht aus der Tab. 2 hervor, dass im System I11 alle unter- 
suchten Bucker ausser D-Sarmentose und 1,-Oleandrose eindeutig 
voneinander trennbar sind. Die letzteren lassen sich aber im System I1 
gut trennen. Die  K o m b i n a t i o n  d e r  S y s t e m e  IT u n d  I11 e r l a u b t  
somi t  e ine  s ichcre  U n t e r s c h e i d u n g  d e r  u n t e r s u c h t e n  Zuk- 

s, M .  A.  Jermyn & F. A.  Isherwood, Biochem. J. 44,402 (1949). 
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k e r  lo). Dabei bildet die Umkehr der Reihenfolge zwischen D-Sarmen- 
tose, D-Cymarose und L-Oleandrose in den Systemcn I1 und I11 cine 
zusatzliche Sicherheit in der Zuordnung der Flecken. Der Unter- 
schied in der Reihenfolge dieser drei Zucker in den untersuchten 
Losungsmittelsystemen bildet eine Ausnahme zu Gesetzmassig- 
keiten, die Isherwood und Jermynll) beobachtet haben. 

Tabelle 2. 
Verhaltniszahlen der Laufstrecken, bezogen auf die Laufstrecke von D-cymarose 

System I System I1 

D-Digitoxose 
0,11 -+- 0,01 
0,15 & 0,Ol 

0,58 f 0,02 
1,06 & 0,03 
0,70 & 0,03 
1,oo 

0,16 & 0,02 
I 

0,45 :t 0,04 
0,69 0,04 
0,75 :+ 0,04 
1 ,oo 

Wir danken Herrn Prof. T. Reichstein fiir die Anregung zu dieser Arbeit. 
Der eine von uns (0. R.) dankt dem Suomen Kulttuurirashasto-Fonds (Helsinki) fur 

ein Stipendium, das ihm die Ausfiihrung dieser Arbeit ermoglichte. 

E x p er i m e n t e 11 er T e il. 
Reinigung d e r  beni i tz ten  Losungsmi t te l :  n-Butanol wurde 16 Std. rnit 

CaO gekocht, abgekiihlt, filtriert und destilliert, wobei je ca. 5% Vor- und Nachlauf 
abgetrennt wurden. 

Hethylathylketon wurde 16 Std. mit gegliihter Pott,asche auf der Maschine ge- 
schiittelt, abfiltriert und wie oben destilliert; S ~ P . , , ~  : 78-78,5O. 

Toluol wurde mit konz. H,SO, 4mal wahrend je ca. 5-10 Min. gut durchgeschiittelt, 
mit Wasser und 50% KOH gewaschen und iiber festem KOH wie oben destilliert. 

Aceton wurde iiber KMnO, langsam destilliert, 16 Std. iiber gegliihter Pottasche 
getrocknet, abgegossen und destilliert. 

Wasser: Es wurde das in einer Kupfer-Blase destillierte Wasser verwendet. 
P r a p a r i e r e n  d e r  als mobile  P h a s e  d ienenden  Losungsmit te lgemische:  

System I: Es wurden Toluol, n-Butanol und Wasser im Verhaltnis 1:9:212) gut durch- 
geschiittelt und im Chromatographieraum iiber Nacht trennengelassen. Die obere, 
leichtere Schicht wurde als mobile Phase verwendct. 

System 11: Es wurden Toluol, n-Butanol und Wasser im Verhaltnis 8:2:1 wie oben 
geschiittelt und trennengelassen. Die obere Schicht diente als mobile Phase. 

System I11 : Es wurden Toluol, Methylathylketon und Wasser im Verhaltnis 
12: 12: 1 geschiittelt, wie oben trennengelassen, und wieder die obere Schicht gebraucht. 

lo) Herr Dr. X. E. Wright hat neben den hicr gepriiften Zuckern auch 2-Desoxy- 
L-rhamnose und 2-Desoxy-L-fupose im System I1 untersucht. Er erhielt dabei die fol- 
genden Resultate, fur deren Uberlassung wir auch hier bestens danken: S-Desoxy-~- 
rhamnose: R ~ ~ i ~ i ~ ~ ~ ~ :  1,20; 2-Desoxy-~-fucose: RBoivinose : 0,85. Wenn man diese Werte 
in die hier benutzten RCy,,-Werte mit Hilfe des Faktors (0,11) aus Tabelle 2 umrechnet, 
so ergeben sich die folgenden Zahlen: 2-Desoxy-~-rhamnose: Rcym,: 0,13 ; 2-Desoxy-L- 
fucose: RCym, : 0,09. 

3’. A .  Isherwood & X. A.  Jermyn, Biochem. J. 48, 515 (1951). 
12) Die Verhaltniszahlen beziehen sich immer auf Volumenteile. 
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Auf den Boden der Chromatographie-Troge wurde zur Sattigung der Atmosphare 
etwas von der mobilen Phase und Wasser gegeben und mittels Filterpapierstreifen an 
die Wilnde des Troges aufgezogen. Erst nach einer Sattigiingszeit von wenigstens 24 Std. 
wurde der Trog als fertig fur die Chromatographie betrachtet. 

Vorbehandlungdergebrauchten  W h a t m a n N r .  1-Papiere .  Fiirdas System1 
wurden die Substanzen auf das nicht vorbehandelte, kiiufliche Whatman Nr. 1 -Papier 
aufgetragen, das Papier in den Trog gehangt und unmittelbar chromatographiert. 

Fur die Systeme I1 und 111 wurde die folgende Methode des Impragnierens gewahlt, 
wobei das genaue Einhalten der angegebenen Bedingungen fur reproduzierbare Resultate 
von Bedeutung ist : Das trockene Papier wurde durch eine Losung von 1 Teil Wasser in 
2 Teilen Aceton im Laufe von 3-5 Sek. durchgezogen und wahrend 5 4  Min. rnit Start- 
linie nach unten hangend das Aceton bei 22O verdunsten gelassen. Nach Auftragen der 
betreffenden Substanzen wurde das Papier so lange bei 22O liegengelassen, bis der untere 
Teil des Bogens sich trocken anfiihlte. Dies war nach ca. 10 Min. der Fall; der obere Teil 
des Papiers (mit der Startlinie) war dann noch schwach feucht. Dann wurde das Papier 
in den Trog gehangt und unmittelbar chromatographiert. 

D a s  A u f t r a g e n  d e r  S u b s t a n z e n :  Es wurden pro Startfleck je 0,05-0,1 mg 
von reinem Zucker in 1-proz. Losung in Aceton auf die Papiere pipettiert. 

Die untersuchten krist. Zucker-Praparate waFen : 
D-Digitoxose : Smp. 105-1130 (aus Aceton-Ather), durch saure Hydrolyse eines 

D-Boivinose: Smp. 92-97O (aus.Aceton-Ather), aus Strobo~id'~). 
D-Diginose: Smp. 72-80O (aus Ather-Pentan), aus AmbosidlG). 
D-Sarmentose: Smp. 5 7 4 7 O  (aus Ather-Pentan), aus Sarment~cymarinl~). 
D-Cymarose: Smp. 74-89O (aus Ather-Pentan), aus Cymarin18). 
L-Oleandrose: Smp. 55-63O (aus Ather-Pentan), synthet i~chl~) .  
Die C h r o m a t o g r a p h i e  erfolgte absteigcnd bei 21O f lo. Die Laufzeiten fiir das 

System I betrugen ca. 15 Std., wobei die Losungsmittelfront ca. 30 cm wanderte. Die 
in der Tab. 2 aufgefiihrten Verhaltniszahlen fur das System I1 wurden mit Laufzeiten von 
16 Std. gemessen, wobei D-Cymarose einen Weg von ca. 14 cm zuriickgelegt hatte. Die ent- 
sprechenden Zahlen fur das System 111 wurden ebenfalls mit Laufzeiten von 16-17 Std. 
gemessen. Die Laufstrecke von D-Cymarose betrug dabei durchschnittlich 17 cm. 

E n t w i c k l u n g  d e r  Chromatogramme:  Fur den Nachweis der Zucker wurden 
die Papiere wahrend ca. 5 Min. in einem starken Luftstrom bei 220 getrocknet, mit saurem 
Anilinpbtalat in n-Butano120) bespriiht und ca. 1-3 cm uber einer heissen elektrischen 
Kochplatte gehalten, bis die gelbbraunen Flecken sichtbar wurden. Die Papiere wurden 
dann zusatzlich noch unter einer UV.-Lampe gepriift, wobei die Flecken besser sichtbar 
wurden als im gewohnlichen Licht. - Der ungefahre Mittelpunkt der Flecken diente fur 
die Messung der Laufstrecke. 

rohen Digito~in-Praparatesl~)~4) erhalten. 

Z u s a m  m e nf a s sung. 
Die papierchromatographische Trennung und sichere Unter- 

scheidung der naturlichen 2-Desoxyhexamethylosen und deren 3-Me- 
thylather durch Renutzung von 2 verschiedenen Losungsmittel- 
systemen wird beschrieben. 

Organisch-chemische Anstalt der Universitat Basel. 
13) H.  Kiliani, Arch. Pharmaz. 233, 311 (1895); 234, 481 (1896). 
14) Wir danken der CIBA Aktiengesellschaft bestens fur die iiberlassung von Mutter- 

Is) 0. Schindler & T .  Reichstein, Helv. 35, 730 (1952). 
16) H .  Hegedus, Ch. Tamm & T .  Reichstein, Helv. 37, 2204 (1954). 
17) W. A.  Jacobs & M .  J .  Heidelberger, J. biol. Chemistry 81, 765 (1929). 
la) A. Windaus & L. Hermanns, Ber. deutsch. chem. Ges. 48, 979 (1915). 
Is) F.  Blindenbacher & T .  Reichstein, Helv. 31, 2061 (1948). 
20) S. M .  Partridge, Nature 164, 443 (1949). 

laugen der Digitoxin-Fabrikation. 




