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Ovganisch-chemische Anstalt der Un'z've;_'sitd; Basel (Schweiz)

(Eixlgegangen den 20. April 1959)

I. PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG DER HEXAMETHYLOSEN UND
DEREN 3- O-METHYL-DERIVATE

Von den theoretisch méglichen acht Paaren norma.ler He*ca.methylosen ist von ]edem
Paar mindestens ein Vertreter bekannt. Von den zugehérigen 3-O-Methylderivaten
kennt man Reprisentanten von 6 Paaren (unbekannt sind hier noch die Allo- und
die Gulo-Verbindungen). Fiir die Identifizierung solcher Zucker sind papierchromato-
graphische Methoden &usserst hilfreich. Die bisher in der Literatur angegebenen
Systeme sind aber fiir eine sichere Differenzierung*** aller Isomeren ungeniigend..

HIrST UND JoNEs! bestimmten im System n-Butanol-Athanol-Wasser (5: 1 :4)
die Rp-Werte von Fucose, Glucomethylose, Rhamnose und Talomethylose. Die
Unterschiede der Wanderungsgeschwindigkeiten sind aber fiir eine eindeutige Zu-
ordnung zu gering. Das gleiche gilt von dem System Athylacetat—Pyridin-Wasser
(2:2:1), das ISHERWOOD UND JERMYN? verwendeten. In diesem System lisst sich
héchstens Fucose sicher differenzieren. Die iibrigen Hexamethylosen bilden zwei
‘Gruppen, eine kiirzer (Gulomethylose, Allomethylose und Rhamnose) und eine rascher
wandernde (Altromethylose,Talomethylose und Idomethylose). Eine Zuordnuhg inner-
halb der Gruppen ist kaum méglich. Im System #-Butanol-Pyridin—-Wasser (3 :2 :1.5)
waren die Rp-Werte von Rhamnose, Glucomethylose, Gulomethylose und Allo-
methylose praktisch glelch3 4,

Versuche zur Trennung der verschiedenen 3-O-Methylhexamethylosen beschrink-
ten sich bisher auf Thevetose, Acofriose und Digitalose im System #-Butanol-Pyridin—
Wasser (3:2:1.5) sowie 3-O-Methyl-glucomethylose und 3-O-Methyl-altromethyloée
im System n-Butanol-Athanol-Wasser (5:I:4)! und schliesslich. ‘Digitalose und
Thevetose in verschiedenen Systemen durch KAISI:R5 Im zuerst erwahnten System
sowie in den von KAISI:R empfohlenen Systemen lasst sich Digitalose abtrennen
wiéhrend die Unterschmde zwischen den anderen untersuchten Zuckern zu gering smd

... ™32, Mitteilung: O, RENKONEN UND O. SCHINDLER, Helv. Chzm Acta, 39 (1956) 1490
** Auszug aus Diss. M. T. Kravuss, Basel, die demnichst erscheint.
*** Selbstverstindlich kann ein Zucker durch papxerchroma.tographxsche Methoden a,llcm nie
ganz sicher identifiziert - werden. Erreichbar und nbtlg ist aber eine emdeutlge leferenzlerung
aller acht Raumisomeren mit normaler Kette, soweit sie bekannt sind. . .
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" Den erWahnten Systemen ist gemeinsam, dass die Zucker darin eine relativ
grosse Wanderungsgeschwindigkeit besitzen. Fiir die Trennung nahe verwandter
Stoffe sind jedoch Systeme mit kleiner Wanderungsgeschwindigkeit und dement-
sprechend lingerer Dauer des Chromatogramms besser geeignet®. In Anlehnung an
frithere  erfolgreiche Versuche bei der Trennung der 2-Desoxy-3-O-methyl-hexa-
methylosen7 haben wir nach solchen Systemen gesucht Die drei folgenden haben sich
fiir die Unterscheidung der sechs 3-O- Methylhexamethylosen gut bewihrt*.

System I: Toluol-Methylithylketon (x :2)/Wasser”,
Laufzeit 30-40 Std.

System II: Toluol-n-Butanol (I I)/Wa,sser.
Laufzeit 24~28 Std.

System III: z-Butanol-Methylithylketon (1 :1)/Borsiure-Borax-Puffer”.
Laufzeit 40—50 Std.

Tabelle I enthélt die relativen '.WanderungsgeschWindigl<eiten der 3-O-Methyl-hexa-~
methylosen. Es geht daraus hervor, dass die Reihenfolge der Laufstrecken in den
Systemen I und II gleich ist. Die Unterschiede in den Wanderungsgeschwindigkeiten
geniigen auch fiir eine sichere Unterscheidung** ausser beim Paar 3-O-Methylaltro-
methylose und Acovenose. Die beiden letztgenannten Zucker kénnen aber im System
III eindeutig voneinander unterschieden werden. . - :

- Bei den freien Hexamethylosen, von denen Vertreter aller acht theoretlsch
moglichen Isomeren-Paare bekannt sind, waren die folgenden Systeme IV und V
fiir eine Vortrennung in Gruppen: geeignet.

| . ‘ ‘_ System IV: n-Buf:aLﬁdl/Wass'er. ‘
- Laufzeit 40-50 Std..

 System V: Methylidthylketon/Wasser.
- . Laufzeit 16~23 Std.

In diesen beiden'Systemen lassen sich jedoch Gulomethylose, Glucomethylose und
Rhamnose einerseits sowie Idomethylose und Talomethylose andererseits, nicht
sicher ‘voneinander unterscheiden** (vgl. Tabelle II). Die Trennung dieser Zucker
gelingt aber in den Systemen VI und VII, in denen wieder wie oben bei den statlonaren
Phasen das Wasser durch Borsiure-Borax-Pufferlésung ersetzt ist.
System VI: n-Buta.pol—Atha,nol Si*r) /Borsaure-—Borax-Puﬁer
: Laufzeit 28-48 Std.

System VII: n#-Butanol-Methylithylketon (1 : x) /Borsa.ure—Borax-Puﬁ’er ‘
» Laufzeit 48--68 Std. ‘

Es ist aus der Tabelle IT ersmhtllch dass die germgen Unterschiede, die 1nnerha.lb
der zwel Gruppen Rhamnose—Glucornethylose—Gulomethylose und Idomethy]ose—

* Das Papier wurde Jewells mit der ruhenden wissrigen Phase impriigniert. Genaue Ausfithrung
vgl Expenmenteller Teil dieser Arbeit.

* Wir betrachten zwei-Zucker als eindeutig unterscheldbar, wenn sich. 1hre La,ufstrecken im
Pa,pmrchroma.togra.mm um mindestens 10%, unterscheiden. -

*‘Genaue ‘Ausfithrung vgli ‘Experimenteller Teil dieser Arbeit. o
F*** Um-die Wanderungsgeschwindigkeit zu erhéhen, wurde in chesem System Whatman No. Vi
Papier an Stelle von Whatman No. 1 verwendet. ' o
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TABELLE I

LAUI"STRECKEN DER SECHS BISHER B"‘KANNTEN 3-U-METHYL-HEXAMETHYLOSEN
’ " BEZOGEN A.UF ‘D-THEVETOSE = 1,00

'Konstcllation d;-r HO- bzw.

: : - Konfiguralion = S Laufstyecken im System i CHO-Gruppen fir die C-x
Zuckey . dc( v;}rgg;dctm _ Smp, ‘ Form® d_er‘n'-ReiI’t‘cf'»u‘n
S /¢ 1r C-a  C-3(0CH,) C-¢
Digitalose? p-Galacto " 110° 0.37 '0.56 ' 0.83 e e a
Acofriosel® - L-Manno- . 111-114° .0.84 - ' 0.74 1.77 a e ...e
“Thevetosell D-Gluco 126-120° 1.00 1.00 1.00 e e e
.3-O-Methyl- o ‘
altromethylosel? . Dp-Altro 108-113° . 2.33 . 1.59 0.66 a a. . e
Acovenosel® ‘ 1-Talo amorph 2.49 1.69 0.83 a e a
- 3-O-Methyl- ‘ , " ' e I '
idomethylosel¢ p-Ido . amorph ' 2.86-2.97 - 2.33 . 0.60:. . .a Ca a

“ Um die Ubersicht zu erleichtern, wurde iiberall auf dle p-Form bezogen, auch. wehn nur die
L-I‘orm bekannt war. Nach der Definition von REEvES® ist das Spiegelbild der C-1 Form der p-Reihe

als 1-C Form in der L-Reihe zu bezeichnen. Bel der D-Glucose 1st also die C-1 Form und bei der
L-Glucose die 1-C Form stabiler. . !

TABELLE 1I
LAUFSTRECKEN DER HEXAME’IHYLOSEN BEZOGEN AUF L-RHAMNOSE 1 oo '

- Konstellation der HO-Gruppe

o ' " Relative Laufstrecken 7 1y die C-1 Foym dey D-Reihe,
Zucker Smp. bzw. 1-C Form der L-Reihe*™
v v v vIiIr C-2 C-3 C-¢
D-Fucose 140-146° 0.67 0.68 0.48 0.46 e e a
p-Allomethylosel®-17 146° 0.91 1.38 0.78 0.64 e a e
D-Glucomethylosel® 139—140° 0.99 0.08 0.78 - 0,78 e e e
- L-Rhamnose. . 122~-126° I.00 1.00 1.00 1.00 a e e
p-Gulomethylosel? 124—-125° 1.02 0.98 0.78 0.69 e a a
D-Altromethylose?? - amorph 1.13 1.84 0.42 0.40 a a e
L-Idomethylose2! 97—-100° 1.28 2,00 0.36 0.33 .a a a
L-Talomethylose?® 116—-118° . 1.37 1.84 - 0,72 0.77 . a e a

Um die. Wa,nderungsgeschwmdlgkext zu erhﬁhen, wurde in diesem System Wha.tma.n No. 7
Papler an Stelle von Whatman No. 1 verwendet.

* Siehe Fussnote zu Tabelle 1.

Talomethylose in den Systemen IV und V bestehen, mit Borat-Puffer als Stationéirér
~ Phase in den Systemen VI und VII soweit vergrossert werden, dass eine sichere
 Zuordnung méglich ist. Das Paar Glucomethylose und Gulomethylose 11ess s1ch

]edoch blsher nur im System VII gerade noch knapp dlfferenzmren.

I1. VERSUCH ZUR ERKLARUNG DER UN'I‘ERSCHIEDE IN DEN
WAND]:RUNGSGBSCHWINDIGKEITEN )

. Die Relhenfolge der Wanderungsgescthnngkelten in den ..:ystemen I II IV und A%
= mit Wasser als stationdrer Phase ldsst sich &hnlich deuten, wie dies frither fiir die
Hexosen und Pentosen geschehen ist23, Danach wird die Wanderungsgeschmndlgken

J. Clz1’oMatog., 3 (1960) 63~74
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raumisomerer Zucker in erster Linie vom Grad ihrer Hydratisierung bestimmt?224,25,
Je stirker hydratisiert’ das Molekiil ist, umso langsamer wandert es in den genannten
Systemen. Da bei he*cacychschen Stoffen iquatoriale HO-Gruppen in der Regel
stirker hydratlslert sind als axiale, sollte die Wanderungsgeschwindigkeit isomerer
Jucker in erster Anniherung der Anzahl axialer HO-Gruppen, die sie tragen, pro-
portxonal sein. In den Tabellen I und II sind die Konstellationen der verschiedenen
HO-Gruppen fiir die C-1 Form® der p-Reihe* angegeben**. Es ist dabei ersichtlich, -
dass die angegebene Regel tatsédchlich in erster Annidherung stimmt. Die Zucker mit -
Glucose-Konfiguration (Glucomethylose und Thevetose) verhalten sich aber auch
hier wieder nicht entsprechend der Regel. Obgleich bei diesen Isomeren simtliche
HO-Gruppen und die CHzO-Gruppe bei den 3-O-Methyl-derivaten dquatorial ange-
ordnet sind, zeigen sie nicht die kiirzeste Laufstrecke. Die geringste Wanderungs-
geschwindigkeit kommt vielmehr auch hier wieder den Vertretern mit Galactose-
Konfiguration (Fucose und Digitalose) zu***. Gewisse Differenzen gegeniiber den
analogen Hexosen?® zeigen jedoch die 4 letzten Vertreter der Hexamethylosen in
Tabelle II. Vor allem weist die Ido-Konfiguration in den Systemen IV und V nicht
unbedingt die grosste Laufstrecke auf. Dies ist aber leicht verstdndlich, denn die
Methylgruppe am C-Atom Nr. 5 bei den D- Hexamethylosen vermag den Pyranring
nicht so stark in der G-x Form zu fixieren wie die gréssere HOCH,-Gruppe der
-Hexosen"’"""’ D1e D-Idomethylose diirfte in Losung daher zu einem merklichen

: : - II
C-r Form 3 1-C Form

Prozentsatz in der 1-C Form (II) vorliegén, fiir die p-Formen der Altro-, Gulo- und
Talomethylosen kénnte dies auch noch zu einem geringeren Teil zutreffen. Vermutlich
ist dies ein Grund, warum sich die Altro-, Talo- und Idomethylose i im Paplerchroma-
togramm ohne Borat-Puffer relativ schlecht trennen.

Borsdure-K omplexe

D1e Komplexe die Borsiure mit mehrwertlgen Hydroxy-Verbmdungen emgeht sind
eingehend untersucht?.2® und in letzter Zeit besonders ‘auch zur Zonen-Elektro-
phorese? beniitzt. worden. Sie bilden sich in reversibler Reaktion. Dabei liegt in
alkalifreier Borsﬁure-Lésung da.s Gleichgewicht meistens weitgehend auf der Seite

* Siehe l‘ussnote zu .l‘a.belle I
“* Die HO-Gruppe am- reduzierenden’ C-Atom ‘wurde nicht berucksxchtxgt, da hier nur das
Verhﬁ,ltms .a: B-Form massgebend ist.und dieses nicht in allen Fillen bekannt ist. |
:*** A hnliche Verh#ltnisse herrschen a.uch be1 den 2-Ammo-2-desoxyhexosen und 1hren N-Acetyl-
denvaten Vgl hierzu Kuun. et al28, . ..
¥ % 'Nach  PITZER 'UND. BEcxnr'r“W betragt dxe Energxedlﬁ'erenz zwxschen (a,)- und (e)-Methyl-
cyclohexa.n 1.8 kecal pro Mol ;
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der Komponenten, und erst durch Laugezusatz entstehen die Komplexe inhl‘nerklichevr
- Konzentration?®. Je nach Réa.ktionsbed,ingungen bilden sich die r:1-Komplexe (11I)

oder die spiranférmigen 2:1-Komplexe (IV), von denen nur IV viel starker sauer
sind als Borsiure selbst?, v

c-—o - c—0 c—o o—c -
c—o” \OH] i\cl:—o/B o l-— o--—c_l

111 ‘ v

In einzelnen Fillen wurden auch dreizihnige Komplexe . (entsprechend Formel V)
diskutiert, ihre Existenz scheint aber bisher nur bei Cycliten3:32 mit cés-stéindigen
"HO-Gruppen in 1,3,5 Stellung bewiesen zu sein*. Unter den von uns benutzten Be-
dingungen (sehr grosser Uberschuss an Borat) ist vorwiegend mit 1:3- Komplexen
(II1) zu rechnen Diese Bed_mgungen (insbesondere pH = ca. 8.8) entsprechen weit-
gehend den]emgen die rOSTDR2° 3 fiir die Elektrophorese verwendete. Obg1e1ch d1e

OH

5

o// ~o
o

v
Ergebnisse der Elektrophorese vermutlich nicht quantitativ auf die Verhéltnisse bei
der Papierchromatographie iibertragen werden diirfen**, sind doch weitgehende
Parallelen zu erwarten***. Nach FOSTER scheinen unter diesen Bedingungen alipha-
tische 1,2 und 1,3 Diole praktisch immer schwache Komplexe zu geben. Die Tendenz
zur Komplexbildung steigt mit der Anzahl anwesender HO-Gruppen.’ Die Frage ob
bei Zuckern die freie Aldehydo-Form massgebhch an der Komplexbildung beteiligt
ist, 1dsst er offen, da keine sicheren Beweise vorliegen. Es ist zwar bekannt, dass sich
der Anteil an offenkettiger Form in alkalischer L&sung vergrossert34; er bleibt aber
o gegenuber der pyranosiden Form immer noch sehr gering. Dazu kommt, dass FOSTER
V-_'bel drei. raumisomeren Hexiten (Galactit, Glucit und Mannit) nur sehr wenig ver-
”,schledene Laufstrecken fand. Zur Erklirung der Laufstrecken unserer Zucker 1m

- * FosTER (Ref.?), S. 101) macht darauf aufmerksam, dass die Bildung eines dreizihnigen
; ‘Komplexes an den HO -Gruppen von Cs, Cs5 und C6 in gew1ssen D-Gluco-furanosxden mégllch
. wire. 8
Yoo YY Bei der ]:lektrophorese diirfte schon ein kleiner Antell des Spu'a.ns IV wegen semer viel
stirkeren . Ladung die Laufgeschwindiglkeit erheblich vergréssern, Falls sich das Glelchgewwht
% zwischen 'III und IV jeweils rasch genug einstellt, sollte keine Aufspaltung in zwei Zonen erfolgen.
“ Bei der Papierchromatographie wiirde sich ein kleiner Anteil an IV viel weniger ‘auswirken,
;¥¥¥ Inreiner Borsiure, wie sic BOESEKEN?® meistens fur seme Messungen verwendet hat, herrschen
stark abweichende Gesetzmissigkeiten. ; ,

J. Chromatog., 3 (1960) 63-74
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Pa.plerchromatogramm wollen wir uns daher auf die pyran051den ngformen be-
schrinken¥, da sie in Lésung bestimmt dominieren.. B T IE TV BT PN I
Zunachst kann aus. den Pa.plerchromatogrammen, wie erwa.rtet entnommen‘
werden, dass die Komplexbildung die-Wanderungsgeschwindigkeit des Zuckers ver-
kleinert. Die Verzdgerung ist umso grésser,’ je. giinstiger die :Bedingungen‘ fiir die
Komplexbildung liegen. Nach FosTER%? sind- bei Pyranosen zwei: benachbarte cis-
stindige HO-Gruppen nétig, damit ein Komplex entstehen kann**. Der Abstand
zwischen den O-Atomen  von zwei dquatorialen  #rans-stindigen HO-Gruppen in
Cyclohexan betrigt 2.83 A3637; dieser Abstand ist offenbar noch.zu gross, um-die
Komplexbildung mit Borat zu ermdéglichen. Bei benachbarten cis-stindigen Gruppen
ist dieser Abstand zwar praktisch.gleich gross, lisst sich aber durch eine leichte Aus-
flachung der Sesselform des 6-Ringes verkleinern** *..Aus den zwei Tabellen 11T und IV
glauben wir auch schliessen zu miissen, dass zwei fS-stindige cis-axiale HO-Gruppen
zur Komplexbildung befihigt sind. Der :Abstand ihrer: O-Atome betrédgt fiir die
Sesselform des Cyclohexans 2.51 A38: %, Die dreizihnigen Komplexe gew1sser Cychte
(III) miissen ja auch entsprechende Bindungen enthalten. - R :
. Um einen brauchbaren Vergleich zwischen:Laufstrecke und- Komplexblldung zu
erhalten, haben wir die Laufstrecken der 3-O-Methyl-hexamethylosen (Tabelle I) im
System III mit den Werten verglichen, die beim:Ersatz des Borats durch:einen: Na-
phosphat-Puffer von gleichem pH und moéglichst gleicher: Mola.ntat erhalten wurden‘f
-(vgl Tabelle I1I). Wir bezeichnen hier den Quotlenten SERINE

'Laufstrecke im Phospha.tsystern

Laufstrecke im Boratsystem ‘ = Verzbgerungsfa.ktor

Dlesen Verzogerungsfaktor betrachten wir als brauchbares Mass fur die Komplex--
bildung. v - / - : :
Bei den Hexamethylosen ha.ben wir auf d1e Bestlmmung der Laufsfrecken im:
Phosphatsystem verzichtet und direkt die Laufstrecken der Systeme IV und VI mit-
einander verglichen. Die so erhaltenen Ver/ogerungsfaktoren (vgl. Tabelle IV) sind
durch den ‘‘Salzeffekt” verfalscht aus diesem Grunde wurden. in Tabelle IV keine
‘Absolutwerte sondern nur Relativwerte angegeben*** ¥,

Bes;breclmng der 3-O-M ethyl—kexamethylosm

" Bei den Zuckern der Tabelle III' sind e-a-Komplexe (aquatonal-axml also solche
zwischen cis-stindigen benachbarten HO-Gruppen) nur unter Beteiligung der Hydro-
: xyle an.den ersten zwei C-Atomen mﬁglich. Fir die C-I'Form‘ deer-Reihe ‘ergibt‘sich

o FOSIER fa.nd bei Aldopentosen und Aldohexosen keme sxcheren Anha.ltspunkte daiur, dass.
clxe furanosnde Form massgeblich an der Komplexblldung betelllgt ‘whre,
, ¥ Bei Hexosen kann sich auch’ ‘die HOCH,-Gruppe (C6) ‘an der’ I\omplexblldung beteiligen, die’
. in unseren Zuckern fehlt. Hier herrschen daher andere Verhéﬂtmssé ‘Uber sterische Beeinflussung,
: dxeser 6- ng-I{omplexbxldung vgl. BARKER ef al.%%.

* Es ist wemger Energle nt)t:g um d1e Sesselforrn exnes 6 ngeq a.uszuﬂachen a.ls um s1e noch
mehr zu knicken. .

LYY Die relatlven Laufstrecken der Zucker andern L-nch nu.ht merkhch wenn ma,n von Wasser:
. zu Phosphat ubergeht ‘ o BN R

.
‘.
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fiir die Acovenose und fiir die 3-O-Methyl-idomethylose ausserdem noch die Méglich-
keit zur Bildung eines a-a-Komplexes (di-axial zwischen den HO-Gruppen an den
C-Atomen 2z und 4). Diese zwei Zucker zeigen auch einen besonders grossen Ver-
zogerungsfaktor*. Es ist ferner zu beachten, dass die Ausbildung eines Komplexes
durch eine benachbarte cis-stindige CH,O-Gruppe erschwert wird33. Eine zum
Boratkomplex ?(rans-stindige CHzO-Gruppe ist ohne Einfluss. Der Vergleich der
Zahlen zeigt diesen Effekt deutlich. So besitzt z.B. Acofriose ein gleich giinstig ge-
legenes Paar von HO-Gruppen wie 3-O-Methyl-altromethylose, bei der Acofriose ist
aber die Komplexbildung durch die cis-stindige CHzO-Gruppe gehemmt. Ahnlich
ist der Unterschied zwischen Acovenose und 3-O-Methyl-idomethylose erklirbar, die
beide je zwei Paare von giinstig gelagerten HO-Gruppen besitzen. Bei der Acovenose
stort die CH3;O-Gruppe die Ausbildung beider Komplexe. Der im Vergleich zu Theve-
tose und Digitalose sehr grosse Verzdgerungsfaktor von 3-O-Methyl-altromethylose
lisst sich aber mit diesem Einfluss der CH;O-Gruppe allein nicht erkldren. Alle drei
Zucker kénnen nimlich nur einen e-a-Komplex (an den C-Atomen 1 und 2) bilden,"
der in allen drei Fillen frans-stindig zur CH;O-Gruppe angeordnet ist. Hingegen
haben wir bisher den Einfluss des in Lésung vorhandenen Gleichgewichtes zwischen
den «- und B-Formen gar nicht beriicksichtigt. Bei der Thevetose und bei der Digita-
lose ist jeweils nur das «-Isomere, dessen HO-Gruppe am ersten C-Atom in der C-r
Form der D-Reihe axial gelegen ist, zur Komplexbildung befihigt. Auf Grund der
Drehung enthalten Thevetose ca. 35% und Digitalose caz. 30% der zur Komplex-
bildung giinstigen «-Form. Bei der 3-O-Methyl-altromethylose ist fiir die Komplex-
bildung nur die S-Form geeignet. Beniitzt man hier wieder den Vergleich der Drehung
des Gleichgewichtsgemisches und der reinen Methyl-glykoside** als Mass fiir den
Gehalt an 8-Form, so kommt man auf ca. §3%. Wir zweifeln aber, ob diese Art der
Rechnung hier zuldssig ist. D-Thevetose und D-Digitalose sollten in Analogie zu D-
Glucose und p-Galactose nach REeEVES® in Lésung praktisch ausschliesslich in der
C-1 Form vorliegen. Bei 3-O-Methyl-D-altromethylose diirfte in Lésung jedoch ein
Gleichgewicht zwischen C-r und 1-C Form vorhanden sein, die stark verschiedene
Drehung besitzen miissen, so dass man aus der Drehung nicht mehr so gut auf den
Gehalt-an «- und g-Form zuriickschliessen kann. Es ist aber aus dem rdumlichen Bau
leicht ersichtlich, dass fiir die C-1 Form das g-Isomere stark beglinstigt sein muss.
Das axiale «-Isomere ist ndmlich durch die ebenfalls axiale Methoxylgruppe in
3-Stellung besonders stark benachteiligt. Hier diirfte die Methoxylgruppe somit die
bevorzugte Ausbildung der fiir die Komplexbildung giinstigsten -Form erzwingen. -

‘Dieselben Verhiltnisse finden wir auch bei der 3-O-Methyl-idomethylose, nur
dass hier ausserdem noch die Méoglichkeit zur Ausbildung eines a—a-Komplexes
gegeben ist. Bei der Thevetose und bei der Digitalose liegt die CHz;O-Gruppe dquato-
rial und sollte demnach keinen merklichen Einfluss auf das «, #-Gleichgewicht haben.
Bei den zwei noch unbekannten Isomeren, der 3-O-Methyl-allomethylose sowie der

* Bei der Altromethylose ist er noch grésser, vielleicht weil die Komplexbildung bei der Aco-.
venose in beiden Fdllen durch die CH4,0O-Gruppe gehemmt ist.
** Zur Abschitzung dienten die Werte der entsprechenden Hexosen.
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3-O-Methyl-gulomethylose, die beide in der C-r Form der p-Reihe axiale CH,O-
Gruppen tragen, sollte die Ausbildung der fiir die Komplexbildung giinstigeren
a-Isomeren stark erschwert sein. Dabei widre auch wieder zu beriicksichtigen, dass
3-O-Methyl-gulomethylose in Losung teilweise in 1-C Form vorliegen diirfte. -

Die Papierchromatogramme mit Boratpuffer deuten darauf hin, dass die Dp-
Formen aller 6 hier untersuchten Zucker im Boratsystem vorwiegend in der C-x
Form vorliegen, wobei sogar die sonst instabilen C-r Formen der 3-O-Methyl-altro-
methylose und besonders der 3-O-Methyl-idomethylose (Formel I) durch die Komplex-
bildung weitgehend stabilisiert werden. Bei der Idomethylose sollte in der 1-C Form
der pD-Reihe (Formel II) wegen der axialen Methylgruppe an C3 die fiir die Komplex-
bildung benétigte B-Form sehr stark behindert sein, so dass fiir die 1-C Form der
D-Reihe nur ein sehr geringer Verzégerungsfaktor zu erwarten gewesen wire*.

Bespreckﬂng der Hexamethylosen

In Tabelle IV sind die Verzégerungsfaktoren sowie sdmtliche Moglichkeiten der
Komplexbildung fiir e-a- und a-a-Komplexe fiir die C-1 und die 1-C Formen der
D-Reihe zusammengestellt.

Wenn die Komplexbildung an einem Paar von HO-Grugpen die weitere Komplex-
bildung an einem zweiten Paar nicht hindern oder verunmoglichen wiirde, sollte
derjenige Zucker den gréssten Verzogerungsfaktor aufweisen, der die meisten Paare
geeigneter HO-Gruppen enthilt. Dies ist offensichtlich nicht der Fall, und der Grund
ist auch leicht ersichtlich. Wenn z.B. bei der C-1 Form der bp-Allomethylose, welche
total 4 geeignete Paare von HO-Gruppen enthilt, an 2-3 Komplexbildung erfolgt,
so kann an 162, 3—4 und 18-3 keine weitere Komplexbildung stattfinden. Bei Fucose,
die nur zwei geeignete Paare enthilt, kénnen prinzipiell beide gleichzeitig eine Kom-
plexbildung eingehen. Komplexe mit zwei Boratmolekiilen kann auch Altromethyl-
ose bilden, die insgesamt nur 3 geeignete Paare von HO-Gruppen enthélt. Dies macht
es verstidndlich, dass Fucose und Altromethylose einen grésseren Verzégerungsfaktor
zeigen als Allomethylose.

Aus den Werten der Tabelle IV lidsst sich weiter ableiten, dass Komplexe mit
zwei Boratgruppen pro Zucker nur dann mdglich sind, wenn sie sich gegenseitig nicht
behindern. Dies setzt voraus, dass sie frans-stéindig sind. Der merklich grossere Ver-
zogerungsfaktor von Fucose, die nur zwei Paare geeigneter HO-Gruppen enthilt
im Vergleich zu Rhamnose (2 Paare), Allomethylose (4 Paare!) und Gulomethylose
(3 Paare) wird so leicht erklirbar. Wir glauben daher auch, dass der besonders grosse
Verzégerungsfaktor bei der Idomethylose durch die Bildung des Komplexes mit zwei
trans-stindigen Boratgruppen an 1e~3 und 2—4 der C-1 Form der p-Reihe (Formel I)
bedingt ist und dass diese sonst unstabile Form durch diese Komplexbildung stabili-
siert wird. Fiir die 1-C Form der D-Reihe wire, wie aus Tabelle IV ersichtlich, nur ein

15-2-Komplex und damit ein viel kleinerer Verzégerungsfaktor zu erwarten.
Die beobachteten Verzogerungsfaktoren lassen vermuten, dass auch von den

¥ Die verschiedenen, von REEVES UND BLOUIN"B abgele:teten Wa.nnen-l"ormen wurden
vernachlissigt. : :
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anderen drei Zuckern, deren C-1 Form der p-Reihe in Wasser teilweise mit der 1-C
Form in Gleichgewicht steht (Altromethylose, Gulomethylose und Talomethylose in
ungefihr abnehmender Reihenfolge), die Altromethylose und Talomethylose in
Boratlésung vorwiegend auch in der C-1 Form (als Komplex stabilisiert) vorliegen.
Fiir die Gulomethylose ist dies dagegen unsicher.

KKonfig.

Freie Hexamethylose
(R = H)

3-O-Methylderivat
(R = CH,)

Konfig.

Freie Hexamethylose
(R = H)

3-O-Methylderivat
(R = CH,;)

Konfig.

Freie Hexamethylose
(R = H)

3-O-Methylderivat
(R = CH,)

CHO

OR

CH,
Allo

I. Allomethylose
F. 146°
[a]p = — 1.0°18

IX. Unbekannt

CHO

— OR

CH,
Gulo

IV. Gulomethylose
F. 124~125°
falp = —35.7°Y
XII. Unbekannt

CHO

RO —

CH,
Talo

VII. Talomethylose™
F.116-118°
[alp = - 18.9°2%2

XV. Acovenose”
amorphld

CHO

—OR

CH,
Altro

II. Altromethylose
amorph
[¢lp = - 16°20
X. 3-O-Methyl-
altromethylose
F. 108-113°
[alp = + 22.3°12

CHO

RO —

CH,
Manno

V. Rhamnose*
F. 122-126°

[alp = — 8.9°
XIII. Acofricose™
F.r11-114°

[a]lp = — 39.1°10

CHO

CH,
Ido

VIII. Idomethylose"”

F. 95-98°

[alp = + =26°22

XVI. 3-O-Methyl-
idomethylose

amorph

[alp == -+ 22.1°1

CHO

RO—

CH,
Gluco

III. Glucomethylose
T. 139—~140°
lalp = + 29.7°18
XI. Thevetose
F. 110-120°
[alp = + 35.5°%°

CHO

RO —

CH,
Galacto
VI. Fucose
F. 140-146°
[alp = + 76.3°
XIV. Digitalose
F.119°
[a]lp = -+ 106°?

Formeln der hier untersuchten Zucker mit Angaben der Smp. Die angegebenen optischen
Drehungen geben die spez. Enddrehung in Wasser. Von den mit * bezeichneten Zuckern ist nur
die L-Form bekannt. Wir geben fiir die p-Form denselben Smp. und die umgekehrte Drehung.
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EXPERIMENTELLER TEIL

Die Chromatogramme wurden zwischen 23° und 25° Raumtemperatur absteigend
ausgefiihrt.

Fiir das System VII (n-Butanol-Methyldthylketon (1 :1)/Borat-Pufferlésung)
wurde Whatman No. 7 Papier verwendet. Alle iibrigen Chromatogramme wurden
auf Papier No. 1 durchgefiihrt.

Zur Sidttigung der mobilen Phase wurde diese wihrend 3 Std. mit gleichem
Volumen stationédrer Phase geschiittelt und nach der Trennung der Schichten die
mobile Phase abgetrennt.

Wenn Wasser als stationdre Phase diente, wurden die Papiere durch eine
Mischung von Wasser—Aceton (I :2) gezogen und dann zwischen Filtrierpapier ausge-
presst. Hierauf wurden die Substanzproben aufgetragen, und dann das Papier so
lange an der Luft getrocknet, bis die Gewichtszunahme gegeniiber dem trockenen,
unbehandelten Papier 509% betrug. Im Falle von Pufferlésung als stationédrer Phase
wurde das Papier durch die Lésung gezogen, zwischen Filterpapier abgepresst und
nach Auftragen der Substanzprobe so lange an der Luft trocknen gelassen, bis auch
hier die Gewichtszunahme 50% betrug. Nach dem Einhingen der Papiere in den
Trog wurde unmittelbar mit dem Entwickeln begonnen.

Nach Abschluss der Chromatographie wurden die Papiere so lange bei Raum-
temperatur einem schwachen Luftstrom ausgesetzt, bis sie sich trocken anfiihlten
(ca. 20 Min.). Zum Lokalisieren der Zucker diente entweder Blautetrazolium4? (durch
die Reagenslésung gezogen) oder Anilinphtalat nach PARTRIDGE4 (bespriitht). Um
das Zerreissen der mit dem Reagens imprignierten Papiere zu vermeiden, wurde das
Papier auf diinne, entsprechend dimensionierte Glasplatten gelegt und durch schwache
Erwidrmen derselben die Farbreaktionen erzeugt.

Herstellung der Pufferlésung: 3.814 g Borax (Na,B,0,-10H,0) und 0.618 g
Borsédure wurden in je 100 ml Wasser gelost; fiir die Bereitung der stationdren Phase
wurden gleiche Volumteile der beiden Lésungen vermischt; pH (potentiometrisch
bestimmt) : 8.94.

Herstellung der Phosphatlésung: 1.166 g 84% H;PO, (= 0.685 ml) wurden mit
20.8 ml 0.3 N NaOH versetzt; pH (potentiometrisch bestimmt): 8.8.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es werden Methoden zur papierchromatographischen Unterscheidung der Hexa-
methylosen sowie deren 3-O-Methyl-derivate beschrieben., Die Rp-Werte, die erhalten
werden, wenn eine Natriumboratlésung als stationédre Phase diente, wurden mit den
stereochemischen Faktoren der Xomplexbildung in Bezichung gebracht.
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SUMMARY

Methods are described for the paper-chromatographic separation of hexamethyloses
and of their 3-O-methyl derivatives. The Rp values obtained when a sodium borate -

solution was used as stationary phase were correlated with the stereochemical factors
involved in complex formation.
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