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240. Differenzierung simtlicher raumisomerer 6-Desoxyhexosen,
3-0-Methyl-6-desoxyhexosen und 6-Desoxyhexulosen
Desoxyzucker, 42. Mitt. [1]
von Heinz Kaufmann, P. Miihlradt und T. Reichstein
(6. X. 67)

1. Einleitung. 6-Desoxyhexosen und ihre 3-O-Methylderivate sind in der Natur
weit verbreitet. In den hoheren Pflanzen finden sich solche Zucker vor allem in Card-
enolidglykosiden [2] [3] [4], sowie in Glykosiden, die sich von Pregnanderivaten ab-
leiten [2Db] [5]; sie werden aber auch in Mikroorganismen angetroffen [6].

Aus diesen Naturprodukten konnen die Zucker durch hydrolytische Spaltung oft
nur in sehr geringen Mengen erhalten werden. Fiir die Identifizierung kommt in sol-
chen Fallen die priparative Isolierung meistens nicht in Frage, man ist dann auf
chromatographische Vergleiche angewiesen. Um geeignete Systeme aufzusuchen, die
es gestatten, alle solchen Zucker eindeutig zu identifizieren?), ist es notig, simtliche
theoretisch mogliche Isomeren zur Verfiigung zu haben.

Von den acht theoretisch méglichen Paaren von 6-Desoxyhexosen ist schon lin-
gere Zeit jeweils wenigstens ein Vertreter bekannt [2] [3] [4] (vgl. die Formeln 1-8).
Mit Ausnahme der 6-Desoxyidose, von der nur die synthetisch bereitete L-Form [7]
bekannt ist 2), sind alle anderen Konfigurationen auch in der Natur gefunden worden
{3].

Von den 3-O-Methyl-6-desoxyhexosen (vgl. die Formeln 9-16) sind die p-Form
mit Allo-Konfiguration (9) sowie die L-Formen mit L-Altro- (10), Gluco- (beide Anti-
poden) (11), Manno- (13), Galakto- (beide Antipoden) (14) und Talo-Konfiguration

1) Vorlidufig kann mit den iiblichen chromatographischen Methoden allein zwischen Antipoden
nicht unterschieden werden.
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(16) bereits aus Naturprodukten isoliert [3] [9] [10], und die meisten auch syntheti-
siert worden [3]. Uber die Synthese der 3-O-Methyl-6-desoxy-D-idose (15) wurde
schon friiher [11], iiber diejenige der noch fehlenden 3-O-Methyl-6-desoxy-D-gulose
(12) [12] und 3-O-Methyl-6-desoxy-D-allose (9) [13] kiirzlich berichtet. Damit stand
fiir die geplanten Untersuchungen ebenfalls je ein Vertreter aller acht theoretisch
moglichen Isomerenpaare zur Verfiigung.

Zur Vervollstindigung der Resultate schien es uns ferner nétig, auch die 6-Desoxy-
hexulosen (vgl. die Formeln 17-20) mit in die Untersuchung einzubeziehen. Dies war
auf Grund der erwihnten Angaben von WoLFROM und HANESsIAN [8]2) besonders er-
wiinscht, um bei den Aldosen 1-8 sicher zu sein, dass wir wirklich die Zucker mit der
angegebenen Struktur und nicht die isomeren Hexulosen 17-20 in Hinden hatten.
Von den vier theoretisch méglichen Isomerenpaaren der 6-Desoxyhexulosen war bei
drei Paaren jeweils wenigstens ein Vertreter (18, 19 und 20) bekannt. Uber die Syn-
these der noch fehlenden 6-Desoxy-L-psicose (L-Ribo-Konfiguration) (17) wird in vor-
stehender Mitteilung berichtet [1], so dass auch hier von simtlichen Isomerenpaaren
ein Vertreter zur Verfiigung stand.

2. Verwendetes Material. Uber die verwendeten Priparate orientiert Tabelle 1 (vgl.
auch Formelschema). Bei den kristallisierten Zuckern konnten die teilweise recht
alten Originalpriparate beniitzt werden; sie erwiesen sich in fast allen Fillen nach
Papierchromatogramm (PC), Diinnschichtchromatogramm (DC) und Papierelektro-
phorese (PE) als einheitlich. Amorphe Zucker sind in der Regel nicht haltbar; wir
haben das Material in solchen Fillen soweit als moglich frisch aus einem geeigneten
kristallisierten Derivat bereitet.

Tabelle 1. Die verwendeten Priparate

6-Desoxy-D-allose (1), Smp. 140-143°, synthetisch [14]

6-Desoxy-D-altrose {2), amorph, synthetisch, frisch aus dem krist. p-Bromphenylhydrazon berei-~
tet [15]

6-Desoxy-D-glucose (3) (= p-Chinovose), Smp. 139-140°, synthetisch [16]

6-Desoxy-D-gulose (4) (= D-Antiarose), Smp. 130°, synthetisch [17]

6-Desoxy-L-mannose (5) (= L-Rhamnose), Smp. 74-78° (Hydrat), Naturprodukt
6-Desoxy-L-galaktose (6) (= L-Fucose), Smp. 140-145°, Naturprodukt

6-Desoxy-L-idose (7), Smp. 107-108°, synthetisch [7] [1]

6-Desoxy-L-talose (8), Smp. 116-118°, synthetisch [18]

3-0O-Methyl-6-desoxy-p-allose {9), Smp. 119-121°, synthetisch [13]
3-0O-Methyl-6-desoxy-L-altrose (10) (= L-Vallarose), Smp. 106-110°, Naturprodukt [10]
3-O-Methyl-6-desoxy-L-glucose (11} (= r-Thevetose), Smp. 126,5-129°, Naturprodukt [19]
3-O-Methyl-6-desoxy-D-gulose (12), amorph, synthetisch [12], frisch aus dem reinen §-Methyl-
glykosid bereitet

3-O-Methyl-6-desoxy-L-mannose (13) (= L-Acofriose), Smp. 111-114°, Naturprodukt [20]
3-O-Methyl-6-desoxy-D-galaktose (14) (= D-Digitalose), Smp. 115°, Naturprodukt [21]

2) WoLrFroM und HaNEssIAN [8] erwidhnten kiirzlich, dass sie den freien Zucker durch milde saure
Hydrolyse von 1, 2-Mono-O-isopropyliden-6-desoxy-L-idose nicht erhalten konnten; unter den
genannten Bedingungen sollen mehrere Stoffe, vorwiegend aber 6-Desoxy-L-sorbose (20) ent-
standen sein. Falls dies zutrifft, wire die Struktur der von MEYER und REICHSTEIN [7] als L-
Idomethylose (= 6-Desoxy-L-idose) bezeichneten Kristalle fraglich geworden. Eine kiirzlich
erfolgte Kontrolle [1] zeigte aber, dass diese Kristalle einheitlich und von 6-Desoxy-L-sorbose
eindeutig verschieden waren.
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Die Zahlen mit Vorzeichen in eckigen Klammern geben die spez. Drehung fiar Na-Licht (End-
wert in Wasser) an.

3) Diese Zahlenangabe ist nicht ganz zuverlissig, da fiir die Messung das amorphe Rohprodukt
verwendet werden musste.
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3-0O-Methyl-6-desoxy-p-idose (15), amorph, synthetisch [11}, frisch aus dem kristallinen §-Methyl-
glykosid bereitet?)

3-O-Methyl-6-desoxy-L-talose (16) (= L-Acovenose), amorph, Naturprodukt [22a]5)
6-Desoxy-L-psicose (17) (= L-Ribo-6-desoxyhexulose), amorph, synthetisch [1]
6-Desoxy-D-fructose (18) (= p-Arabino-6-desoxyhexulose), amorph, synthetisch [23], frisch aus
dem kristallinen 2, 3-O-Isopropylidenderivat bereitet

6-Desoxy-L-tagatose (19) (= L-Lyxo-6-desoxyhexulose), amorph®), synthetisch [24], frisch aus
dem kristallinen O-Nitrophenylhydrazon bereitet

6-Desoxy-L-sorbose (20) (= L-Xylo-6-desoxyhexulose), Smp. 86-88°, synthetisch [25]

3. Methodik. Ein einziges System, das es gestatten wiirde, alle 20 oben genannten
Zucker in einem PC, DC oder PE eindeutig voneinander zu unterscheiden, liess sich
bisher nicht auffinden. Im folgenden beschreiben wir aber eine Kombination von vier
einfachen Manipulationen, die es gestattet, dieses Ziel sicher zu erreichen. Es handelt
sich um eine Farbreaktion in Verbindung mit DC, PC und PE in je einem System.

4. Farbreaktion mit Vanillin- Perchlorsdure [26]. Dieses Reagens gibt mit 6-Desoxy-
hexulosen intensiv vioclett gefirbte Flecke?). Die 6-Desoxy-aldohexosen und ihre
3-O-Methylderivate geben fast alle nur schwach braunrosa gefirbte Flecke, einzig die
Vertreter mit Ido-Konfiguration zeigen Flecke von einer dhnlichen Farbe wie sie die
6-Desoxyhexulosen liefern; die Intensitit ist jedoch bedeutend geringer. Diese Farb-
reaktion kann daher dazu dienen, die 6-Desoxyhexulosen von den Aldohexose-Deri-
vaten zu unterscheiden.

5. Diinnschichichromatographie [27]. Zur vollstindigen Differenzierung der Isome-
ren einer Zuckerreihe ist die Diinnschichtchromatographie zu wenig leistungsfihig.
Immerhin gestattet sie eine grobe Unterteilung, indem alle 3-O-Methyl-6-desoxy-
hexosen mit Ausnahme der Acovenose (16) gleich rasch oder rascher laufen als Rham-
nose (5), die meisten 6-Desoxyhexosen jedoch gleich rasch oder langsamer (Ausnahmen:
6-Desoxyidose (7) und 6-Desoxyaltrose (2), vgl. auch Tab. 2). Besonders geeignet ist
die Diinnschichtchromatographie jedoch zur Unterscheidung von Thevetose (11),
3-0-Methyl-6-desoxyallose (9) und 3-O-Methyl-6-desoxygulose (12). Diese drei Zucker
sind im PC im verwendeten System$) nicht voneinander zu unterscheiden, die zwei

4) Im Unterschied zu 6-Desoxy-L-idose (7) ist dieser Zucker bisher nicht in Kristallen isoliert
worden. Zu seiner Freisetzung aus dem krist. Methylglykosid sind zudem vielen ergischere
Bedingungen nétig als zur Freisetzung von 7 aus seiner Aceton-Verbindung. Es ist daher nicht
vollig sicher, dass der Zucker die angegebene Struktur 15 besitzt. Der entsprechende Keto-
zucker (die 3-O-Methyl-6-desoxy-D-sorbose) ist auch nicht bekannt und konnte daher zam Ver-
gleich nicht herangezogen werden. Die Farbreaktionen sprechen allerdings dafiir, dass es sich
bei dem als 3-O-Methyl-6-desoxy-D-Idose bezeichneten Zucker tatsichlich um eine 6-Desoxy-
aldohexose handelt.

Hier wurde das alte Priparat verwendet, es zeigte in samtlichen Chromatogrammen nur ¢inen

Fleck.

§) Der Zucker ist frither in Kristallen erhalten worden. Das Originalpriparat ging leider verloren
und es gelang nicht mehr, neue Priparate zu kristallisieren.

7) Das Reagens wird normalerweise zum Nachweis von 2-Desoxyzuckern verwendet [26], es gibt
mit diesen blauviolette Flecke.

8) Im System Toluol-Butanon-(1:4)/W (ca. 30 Std.) lassen sich auch diese drei Zucker im PC
voneinander unterscheiden. Auf Thevetose (Laufstrecke ca. 13 cm) bezogen, zeigen die zwei
anderen folgende relative Laufstrecken: 9, RTpey = 1,28; 12, RThey = 0,80. Wir danken
Herrn Dr. Ex. WEIss fur diese Angaben.

5

-
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erstgenannten zeigen auch bei der Elektrophorese gleiche Laufstrecken (vgl. Tab. 2).
Gleiches gilt fiir die zwei Ketosen 6-Desoxysorbose (20) und 6-Desoxypsicose (17).
Wir arbeiten nach der Methode von GAMP ¢t al. [28] auf Linienglas unter genau
festgelegten Bedingungen?). Die Reproduzierbarkeit ist hier weniger gut als bei den
anderen Methoden (vgl. Abschnitt 8). Der Grund dafiir diirfte sein, dass es sehr
schwierig ist, immer wieder Diinnschichtplatten genau gleicher Qualitit herzustellen.
Innerhalb einer Charge Platten ist die Reproduzierbarkeit jedoch ausgesprochen gut.
Fig. 1 zeigt ein Beispiel eines DC. Die Versuchsresultate sind in Tabelle 2 zusammen-

gestellt.
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Fig. 1. Essigester-Isopropanol-Methanol-
(70:15:15), 55 Min.

Beispiel fir die Diinnschichtchromatographie,
schematisiert aber massgetreu
Ausfiihrung aufsteigend auf Linienglas nach
fritheren Angaben [28]. Sichtbar gemacht
durch Besprithen mit einer 20-proz. Losung
von p-Toluolsulfonsiure in Alkohol und an-
schliessendes Erhitzen auf 120°.

%) Vgl. Exper. Teil dieser Arbeit.
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Fig. 2. Toluol-n-Butanol-(1:2)/Wasser 24
Std. (Front abgetropft)

Beispiel fiir die Papierchromatographie, sche-
matisiert aber massgetveu
Ausfiihrung auf WHATMAN-Nr.1-Papier ab-
steigend nach fritheren Angaben [5] [29], ent-
wickelt mit PARTRIDGE-Reagens [30]. Um
eine gerade Front zu erreichen muss das Ab-
tropfen des Losungsmittels an einer Ecke des
Papiers vermieden werden. Dies wird am
einfachsten durch Abschneiden des unteren
Papierrands mit einer Zackenschere erreicht.
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6. Papierchromatographie [29]. Fir die meisten 6-Desoxyhexosen und ihre 3-O-
Methylderivate haben bereits Krauss et al. [5] brauchbare Fliessmittel angegeben.
Da jedoch damals noch nicht alle Isomeren zur Verfiigung standen und sich zudem
seither verschiedene Unstimmigkeiten bei den Zahlenwerten ergeben haben, schien
uns eine erneute Kontrolle niitzlich. Wir verwendeten wieder die absteigende Me-
thode, jedoch mit wassergesittigtem Toluol-Butanol-(1:2)-Gemisch als Fliessmittel
auf WHATMAN-NT. 1-Papier, das mit 35%, seines Trockengewichts Wasser beladen war.
Fig. 2 zeigt ein Beispiel eines Papierchromatogramms.

Die Reproduzierbarkeit war bei dieser Methode ausgezeichnet. Entscheidend fiir
gute Resultate sind: konstante Temperatur im Chromatographieraum, gute Kammer-
sittigung, genaue Kontrolle des Wassergehalts der Papiere beim Einhingen in den
Trog und das Auftragen von immer gleichen Mengen der durchwegs 1-proz. Zucker-
losungen?®). Zur Entwicklung der Papierchromatogramme wurde zunichst Anilin-
Hydrogenphtalat nach PARTRIDGE [30] verwendet, spiter das ebenfalls auf reduzie-
rende Zucker spezifische Reagens p-Aminohippursiure-Phtalsiure nach SCHEFFER
und KikuTH [31]. Die Versuchsresultate sind in Tabelle 2 zusammengestellt. Um die
Sicherheit der Methode zu erhéhen, haben wir fiir alle Berechnungen von relativen
Laufstrecken zwei Bezugssubstanzen, nimlich L-Rhamnose (5) und r-Thevetose (11),
verwendet. Das jedesmal bestimmte Verhéltnis der Laufstrecken dieser beiden Be-
zugssubstanzen diente gleichzeitig als Kontrolle fiir die Qualitit des betreffenden
Versuchs.

7. Paprerelektrophorese [32]. Da die Auftrennung der Zucker hier auf Grund von
ganz anderen Eigenschaften erfolgt als bei der Papier- und Diinnschicht-Chromato-
graphie, hat sich die Papierelektrophorese als erginzende Methode sehr gut bew#hrt.
Von grossem Vorteil sind auch die ziemlich kurzen Laufzeiten und der relativ geringe
Arbeitsaufwand. Wir verwendeten einen Apparat, der im wesentlichen nach der von
FosTER [32b] beschriebenen «enclosed-strips»-Methode arbeitet?). Fig. 4 zeigt eine
Ansicht der Apparatur, Fig. 5 ein schematisiertes Schnittbild.

Die Methode hat sich als sehr leistungsfihig erwiesen. Die Reproduzierbarkeit ist
sehr gut, hingt aber stark von der peinlich genauen Einhaltung konstanter Versuchs-
bedingungen ab. Folgende Punkte sind dabei von Bedeutung?):

— Das Papier muss jedesmal mit méglichst gleich viel Pufferlésung beladen werden.

— Es ist wichtig, dass immer gleiche Volumina der 1-proz. Zuckerlésungen aufgetragen werden
(am besten 0,005 ml entsprechend 0,05 mg Zucker.)

— Auf jeden Auftragspunkt soll anschliessend eine gleiche Menge (0,005 ml) der Pufferlésung
anfgetragen werden. So wird die durch das Auftragen der methanolischen Zuckerlosung weg-
gewaschene Pufferlgsung ersetzt.

— Die Pufferlésung sollte nach ca. 10 Versuchen erneuert werden, evtl. schon frither, wenn der
Anfangs-pH-Wert von 10,4 4+ 0,1 unter 10,0 absinkt.

— Besondere Beachtung ist dem Zustand der Manschetten zu widmen. Neue Manschetten
miissen vor dem ersten Gebrauch wenigstens 16 Std. in Wasser eingeweicht und dann zwei- bis
dreimal in die Pufferlésung getaucht und wieder abgepresst werden. Meist ist es notig, die Man-
schetten nach 6-8 Versuchen zu erneuern, da das als Fiillmaterial verwendete WHATMAN-NT, 3-
Papier stark angegriffen wird und zu zerfallen beginnt. Die Manschetten diirfen nie austrocknen
und sind stets unter Wasser aufzubewahren. Vor jedem Gebrauch ist das Wasser abzupressen und
die Manschette kurz in die Pufferlésung einzulegen?®).

- Wichtig ist auch eine gute Kiihlung der Apparatur (kriftig stromendes Leitungswasser
geniigt).
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Die Anordnung der Auftragspunkte ist aus Fig. 3 zu ersehen. Substanzen, die
nicht zur Komplexbildung befihigt sind, wandern unter dem Einfluss der Elektro-
osmose gegen die Kathode. Um das sichtbar zu machen. liessen wir nach einem Vor-
schlag von FOSTER [32b] bei allen Versuchen 2, 3,4,6-Tetra-O-methyl-D-glucose mit-
laufen (T in Fig. 3). Da sich die Elektroosmose auch auf die als Borsiurekomplexe
wandernden Zucker auswirkt und die Wanderung gegen die Anode bremst, misst man
die Laufstrecken nicht von der Startlinie (scheinbare Laufstrecken), sondern von der
durch die Zentren der T-Flecke gezogenen Linie (in Fig. 3 gestrichelt angegeben) aus
(wahre Laufstrecken). So erhdlt man nach

wahre Laufstrecke von X
wahre Laufstrecke von Glucose

MGlu =

die auf Glucose bezogenen relativen Mobilititswerte [32b]. Durch diese Berechnungs-
methode wird die Elektroosmose beriicksichtigt. Da diese nicht von der Spannung
und der Stromstirke abhéngt, dafiir aber vom Puifergehalt des Papiers, vom Druck
mit dem die verschiedenen Schichten zusammengepresst werden und vom Zustand
von Manschetten und Pufferidsung, lassen sich auf diese Weise kleine Unregelmassig-

h 15,5¢cm

- = kD - 1 e

O 42cm

Fig. 3. Beispiel fiir die Papievelehtrophorese

?; 82 schematisiert, aber massgetren

» 3% Papier WHATMAN Nr. 3. Boratpuffer vom pH
: 322 . g 10,4, Lanfzeit 41/, Std. bei 1500 V und ca. 50
§ 583 g 3 bis 60 mAmp. Entwickelt mit dem Reagens
PR Y TR nach SCHEFFER und KikuTs [31]

A = p-Glucose, T = 2, 3,4,6-Tetra-O-methyl-
D-glucose zur Bestimmung der wahren Lauf-
strecken

®
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keiten in den Versuchsbedingungen ausgleichen. Tatsdchlich erhilt man auf diese
Weise viel besser reproduzierbare M-Werte als wenn man zur Berechnung nur die
scheinbaren Laufstrecken verwendet.

Zur Erhohung der Genauigkeit und Sicherheit haben wir zwei Bezugssubstanzen,
D-Glucose und r-Rhamnose, verwendet. Das Verhiltnis der wahren Laufstrecken die-
ser beiden Zucker diente dabei gleichzeitig als Mass fiir die Qualitit des betreffenden
Versuchs.

Entwickelt wurde auch hier mit dem Reagens nach ScHerrER und KigkuTts [31].
Sollen Elektropherogramme zum Nachweis von 6-Desoxyhexulosen mit Vanillin-
Perchlorsdure-Reagens [26] entwickelt werden, so ist es notig, das Papier zuerst
kraftig mit Perchlorsdurelésung allein und erst anschliessend mit dem Reagens zu be-
sprithen, da sonst die Farbreaktion auf dem stark alkalischen Papier ausbleibt.

"

Fig. 5. Schematisches Schnittbild dev Apparatur fiiv Papievelektvophoresel®) (die Bestandteile sind in
vertiRalev Richtung leichl auseinandergezogen).

(1) Aluminiumblécke mit eingegossener Kiihlschlange aus Stahlrohr. (2) Polyithylenfolie?).

(3) Papierelektropherogramm, Papier WHATMAN Nr. 3, 15,5X 57 cm. (4) Manschette aus Dialysier-

schlauch, gefilllt mit WHaTMAN Nr. 3 Papier?). (5) Kleine Aluminiumblécke, die dazu dienen, die

Polydthylenfolien (2), das Elektropherogramm (3) und die Manschetten (4) fest aufeinander zu

pressen. Sie werden mit 2 Schrauben befestigt. (6) Behilter aus Kunststoff fir Pufferlésung,

Zwischenwand am Grunde perforiert. (7) Pt-Elektrode, in perforierter Glasflasche montiert.
(8) Anschlisse fiir 1500 V Gleichstrom.

10) Der Apparat wurde in der Werkstatt unseres Instituts unter der Leitung von Herrn W. ARNOLD
entworfen und gebaut. Herrn Prof. M. BRENNER moéchten wir fiir die zeitweilige Uberlassung
der Apparatur auch hier bestens danken.
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Die Resultate dieser Messungen sind in Tabelle 2 zusammengestellt, Interessant
ist noch, dass gewisse Zucker immer runde, andere aber immer langgestreckte Flecke
ergeben. Nach FosTer [32b] ist das darauf zuriickzufithren, dass auch beim relativ
hohen pH-Wert von ca. 10,4 das pH-abhingige Gleichgewicht zwischen den Zucker-
Borsdure-(1:1)- und (2:1)-Komplexen nicht bei allen Zuckern ganz auf der Seite des
(2:1)-Komplexes liegt. Das gleichzeitige Vorliegen der beiden Komplexe, die natiirlich
verschiedene Laufstrecken aufweisen, fithrt dann bei diesen (in Tab. 2 mit * bezeich-
neten Zuckern) zu linglichen, oft etwas verschmierten Flecken (vgl. z.B. 1, 3 und 11
in Fig. 3).

Tabelle 2. Vergleich dev Laufstrecken, bezogen auf Rhamnose, Thevetose oder Glucose

Zucker [4] [5] Diinn- Papierchromato- Papierelektro-
schicht- graphie®) phorese?)
chromato-
graphie?)

RRhamnose RRhamnose RThevetose MRhamnose MGlucose

6-Desoxy-D-allose *) 0,44 1,05 0,44 . 1,27 0,73

6-Desoxy-D-altrose *) 1,28 1,41 0,56 1,64 0,94

6-Desoxy-D-glucose *) ) 0,99 0,96 0,38 1,48 0,86

6-Desoxy-L-mannose (= L-Rhamnose) 1,00 1,00 0,41 1,00 0,57

6-Desoxy-D-gulose 0,43 1,06 0,42 1,15 0,66

6-Desoxy-D-idose *) 7] 1,29 1,71 0,70 1,64 0,95

6-Desoxy-D-galaktose (= D-Fucose) 0,70 0,69 0,28 1,65 0,95

6-Desoxy-L-talose 0,49 1,89 0,76 1,13 0,64

3-0O-Methyl-6-desoxy-D-allose [10] 1,29 2,56 1,02 1,03 0,60

3-O-Methyl-6-desoxy-L-altrose 1,54 3,35 1,36 1,16 0,66

(= L-Vallarose) [10]

3-O-Methyl-6-desoxy-L-glucose 1,53 2,47 1,00 0,99 0,56

(= L-Thevetose) *)

3-O-Methyl-6-desoxy-L-mannose 1,35 2,12 0,85 0,72 0,41

(= r-Acofriose) .

3-O-Methyl-6-desoxy-D-gulose *) [12] 1,03 2,48 1,01 0,89 0,52

3-0O-Methyl-6-desoxy-D-idose [11] 1,54 4,45 1,78 1,08 0,63

3-O-Methyl-6-desoxy-D-galaktose 1,04 1,42 0,57 0,99 0,56

(= p-Digitalose) *)

3-O-Methyl-6-desoxy-L-talose 0,94 3,85 1,55 1,03 0,59

(= L-Acovenose) [22]

6-Desoxy-L-psicose [1] 0,55 1,72 0,67 1,20 0,69

6-Desoxy-D-fructose [23] 1,17 1,33 0,52 1,15 0,67

6-Desoxy-L-sorbose [25] 1,26 1,83 0,72 1,16 0,67

6-Desoxy-D-tagatose [24] 0,48 1,54 0,60 1,64 0,95

*) Diese Zucker geben im Elektropherogramm langgestreckte Flecke.

8. Diskussion der Resultate. Alle in der Tabelle enthaltenen Werte sind Mittelwerte
von wenigstens 6—8 Messungen. Die Abweichungen der Messwerte vom angegebenen
Mittelwert betrugen dabei bei der Diinnschichtchromatographie bis zu 4 0,0811), bei

1) Innerhalb einer Serie gleichzeitig hergestellter Diinnschichtplatten betragen die Abweichungen
oft nur 4 0,02.
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den Papierchromatogrammen bis zu 4- 0,04 (mit Ausnahme der grossen Rgpamaose
Werte von iiber 3, wo die Abweichungen grésser sind) und bei den Papierelektrophero-
grammen bis zu +- 0,03 (bei den Zuckern, welche runde Flecke liefern, sind die Abwei-
chungen zum Teil noch geringer). Ausgemessen wurden in allen Fillen die Mittel-
punkte der Flecke.

Ein Vergleich der fiir die Papierchromatographie und die Papierelektrophorese
angegebenen Werte zeigt, dass fast immer Zucker, die beim einen Verfahren gleiches
Verhalten zeigen, mit der andern Methode gut getrennt werden kénnen. Einzig zur
Differenzierung von Thevetose und 3-O-Methyl-6-desoxyallose sowie von 6-Desoxy-
psicose und 6-Desoxysorbose, die sich auf diese Weise nicht unterscheiden lassen,
muss noch die Diinnschichtchromatographie (z.B. 9 und 11 in Fig. 1) zugezogen
werden.

Die genannte Kombination der drei Systeme ist die bisher einfachste Methode, um
alle 20 genannten Zucker cindeutig zu unterscheiden, sie benétigt aber eine ge-
eignete Apparatur fiir die Elektrophorese. Es diirfte zwar wohl gelingen, auch noch
eine geniigende Anzahl verschiedener Systeme zu finden, die es gestatten wiirden,
das genannte Ziel auch chne Elektrophorese, durch Papierchromatographie allein zu
erreichen. Dabei wire auf jeden Fall mit einem erheblich grdsseren Zeitaufwand zu
rechnen. Als Erginzung kdme vor allem auch die Komplexbildung durch Imprignie-
rung des Papiers mit Boratpuffer [5] oder Na-Molybdat [33] in Frage. In gewissen
Spezialfillen, so zur Differenzierung der 6-Desoxyhexosen mit allo-, gluco- und gulo-
Konfiguration, ist das Molybdatsystem besonders bequem [33]. Aber auch mit diesem
System arbeitet die Papierelektrophorese rascher [34].

‘Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFT~
LICHEN FoRSCHUNG fiir einen Beitrag an die Kosten dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Fir alle Untersuchungen wurden 1-proz. Losungen der Zucker in Methanol verwendet, Im
Gegensatz zu den 6-Desoxyhexosen und ihren 3-O-Methylderivaten, die in diesen Losungen wih-
rend langer Zeit unverindert bleiben, beobachtete man bei den 6-Desoxyhexulosen meist schon
nach wenigen Tagen zwei oder mehr Flecke. Es empfiehlt sich deshalb, diese Zucker nicht wihrend
lingerer Zeit in methanolischer Losung aufzubewahren. '

1. Diinnschichtchromatographie. Das Linienglas wurde mit Kieselgel G « MERCK» wie folgt be-
schichtet: Fir 12 Platten (Grosse wie in Fig. 1) wurden 60 g Kieselgel mit einer Mischung von 60 ml
Wasser und 60 ml Methanol kurz geschiittelt. Der dunnflissige Brei wird mit einem Spachtel
rasch auf die Platten aufgetragen. Die ca. !f, Std. luftgetrockneten Platten werden im Heiz-
schrank bei 120° wihrend 1 Std. aktiviert und dann unter Feuchtigkeitsausschluss aufbewahrt.

Die Substanzen wurden 2 cma vom unteren Rand aufgetragen und zwar 0,05 mg pro Zucker.
Als Chromatographietroge dienten Sterilisierglaser. Es erwies sich als praktisch, die Versuche dann
abzubrechen, wenn die Losungsmittelfront 14 cm zuriickgelegt hatte. Dabei ergaben sich Lauf-
zeiten von 55 + 5 Min. Zum Entwickeln wurden die getrockneten Platten mit einer 20-proz. L5~
sung von p-Toluolsulfonsdure in Alkohol bespriiht und kurze Zeit auf 120° erhitzt.

2. Papierchromatographie. Es wurde nach der absteigenden Methode mit WaaTMAN-NI. 1-
Papier und Toluol-z-Butanol-(1:2)/Wasser als Fliessmittel gearbeitet. Zum Impragnieren wurden
die gewogenen Papiere kurz durch ein Aceton-Wasser-(2:1)-Gemisch gezogen. Sobald das Aceton
verdampft war, wurde von jedem Zucker 0,03 mg als 1-proz. methanolische Losung aufgetragen.
Auf einem breiten Papier konnten gut 5 Zucker nebeneinander aufgebracht werden (vgl. Fig. 2).
Diese Papiere wurden an der Luft solange (ca. 10-20 Min.) liegen oder hingen gelassen, bis ihr
Wassergehalt moglichst genau 359%, des Papiertrockengewichts entsprach, und dann sofort in den
Trog eingehingt.
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Zum Entwickeln diente das Reagens nach ScHEFFER und Kikurth [31]1%). Die getrockneten
Papiere wurden rasch durch die Losung gezogen und dann kurze Zeit auf 120° erwarmt. Die Flecke
sind bei allen 6-Desoxyhexosen und ihren 3-O-Methylderivaten braun, bei der Glucose rotbraun
und bei den 6-Desoxyhexulosen ocker bis orange-braun.

3. Papierelektrophorvese. — Pufferlésung aus 95,3 g Borax und 20,2 g NaOH auf 5 1 Losung, er-
gibt ein pH von 10,4 4 0,1.

Die verwendete Polydthylenfoliel®) ((2) in Fig. 5) war 0,2 mm dick und etwas grésser als die
Aluminiumblécke geschnitten.

Die Manschetten bestanden aus einem 16 cm langen Stiick Dialysierschlauch), das mit einem
Stiick WrATMAN-NT. 3-Papier (15,5X 15,5 cm) gefiillt war. Das eine offene Ende wird ca. 2-3 cm
breit umgelegt (vgl. (4) in Fig. 5).

Beim Zusammenfiigen der Apparatur ist darauf zu achten, dass die Befestigungsblscke ((5) in
Fig. 5) beim Anschrauben gut nach unten gedriickt werden.

Die Spannung wurde auf 1500 V eingestellt. Dabei ergaben sich Anfangsstromstirken von
60-70 mAmp. Innerhalb von 1/,~1/, Std. sank die Stromstirke jeweils auf ca. 55-50 mAmp. ab
und blieb wihrend der restlichen Versuchszeit konstant.

Als Laufzeit wihlten wir 41/, Std. Die Glucose erreicht dabei eine wahre Laufstrecke von 32
bis 34 cm. Damit die in der Tabelle angegebenen M-Werte reproduziert werden kénnen, empfiehlt
es sich, bei anders gebauten Apparaturen oder anderen Spannungen die Laufzeit so zu wihlen;
dass die Glucose wieder ca. 30-35 cm zuriicklegt.

Die aus WaaTMaN-Nr. 3-Papier geschnittenen Papierstreifen wurden zuerst durch die Puffer-
16sung gezogen und dann zwischen zwei Gummiwalzen (Mange von einer Waschmaschine) abge-
presst. Dabei wird das Papier mit ca. 1509, seines Trockengewichts Pufferldsung beladen. Nun
wurde von jedem Zucker 0,05 mg als 1-proz. Lésung (0,005 ml) aufgetragen. Auf jede Auftragsstelle
brachte man anschliessend noch 0,005 ml der Pufferlosung.

Die in Wasser gelagerten Manschetten werden vor dem Einbau in die Apparatur zuerst abge-
presst, in die Pufferlésung eingelegt und nochmals zwischen den Gummiwalzen abgepresst.

Nach dem Trocknen wurden die Papierelektropherogramme wie die Papierchromatogramme
mit dem Reagens nach ScHEFFER & Kixutn [31] entwickelt.

SUMMARY

The separation of isomeric sugars with the aid of thin-layer and paper chromato-
graphy, as well as paper electrophoresis, has been reported. Under certain fixed
experimental conditions and by a combination of the above mentioned methods, it
has been possible to differentiate with certainty between all theoretically possible
6-deoxyhexoses, 3-O-methyl-6-deoxyhexoses and 6-deoxyhexuloses.

Institut fiir Organische Chemie
der Universitdt Basel
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