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b) T r i a c e t a t  a u s  Haworth-Cel l i t .  Arbeitsgang wie unter a). 
Prakt. Menge n::." Pentamethyl-glucose 

1 2.35 1.45568 9.74 0.229 
2 1.3 S.45644 5.33 0.069 
3 1 .0 1.45665 4.08 0.041 

Nr. in g % g 

4 0.42 1.45688 2.72 0.011 
5 0.18 1.45712 1.34 0.002 

zusammen 0.352 g 

Pentamethyl-glucose aus 50 g Methyl-cellulose entsprechend 0.70 "/o Endgruppen und 
einer ,,Kettenlange" von -140 C,. 

Acetolysenprodukten verunreinigt war, die im Falle des Cellits eine hijhere 
Endgruppenzahl vortauschen als im Falle des gereinigten Triacetats. Da 
auch iur das von uns besonders gereinigte Triacetat keine Gewahr gegeben 
ist, daB es frei von Hydrolysenprodukten ist, so l aBt  selbst der fur dieses 
Praparat gefundene Endgruppenwert auch nicht naherungsweise einen 
SchluB auf das Molekulargewicht der Cellulose zu. 

Wir danken der I .-G. Fa rben indus t r i e  A.-G. fur Unterstutzung 
dieser und der folgenden Untersuchungen. 

F. Neuniann spricht der J u s t u s  v. Liebig-Gesel lschaft  zur  
E'orderung des  chemischen U n t e r r i c h t s  fur die Gewahrung eines 
Stipendiums seinen aufrichtigen Dank aus. 

133. Fritz  Neurnann und Kurt Hess:  Nachweis kleinster Mengen 
endstandiger Gruppen bei Polysacchariden. 

[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fur Chemie, Berlin-Dahlem.] 
(Eingegangen am 4. Marz 1937.) 

Nachdem in der vorangehenden Mitteilungl) gezeigt worden ist, daB 
eine quantitative Abtrennung von permethyliertem Zucker aus dem bei der 
Hydrolyse des methylierten Kohlenhydrates anfallenden Spaltzucker-Gemisch 
(lurch Destillation nicht moglich ist, wurde versucht, das Ziel auf chemischem 
Wege zu erreichen. 

Eine Veresterung der hydroxylhaltigen Bestandteile mit organischen 
Sauren wie p-Toluolsulfonsaure, Benzoesaure u. a. hatte nicht den gewiinschten 
Erfolg. Die Eigenschaften der Veresterungsprodukte erwiesen sich gegeniiber 
denen des perniethylierten Zuckers als noch nicht verschieden genug, um 
eine glatte, vollstandige Trennung zu ermtiglichen. Im besonderen stellte sich 
heraus, daW sogar in den Fallen, in denen die Veresterungsprodukte praktisch 
nicht destillierbar waren (p-Tosyl-Ester), Anteile des Pentaathers selbst his 
zur Zersetzungstemperatur des Esters vom Ruckstand festgehalten wurden, 
so daB eine quantitative Erfassung unmoglich war. Es wurde daher versucht, 
die Komponenten so zu verandern, daB sie auf Grund ihrer Lijslichkeits- 
eigenschaften getrennt werden konnten. 

l) K. Hess  u F S e u m a n n ,  B 70, 710 110371 
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Als bestgeeignet hierfur erwies sich das B a r i u ni s a 1 z des P h o s p h o r - 
saure-es te rs ,  das in Ather und besonders in Petrolather, von denen Penta- 
methyl-glucose spielend und vollstandig aufgenomnien wird, unliislich ist . 
Dieses Verfahren bietet aufierdem noch den grofien Vorteil, daB man bei 
der Wahl des Ausgangsmaterials nicht auf vollstandig methylierte Kohlen- 
hydrate angewiesen ist - die im Falle der Cellulose doch nicht unmittelbar 
gewonnen werden kiinnen,) - , indem durch die Phosphorylierung auch 
alle niindermethylierten Zucker in unlosliche Anteile iibergehen. In 
Losung verbleibt ausschliekllich die Pentamethyl-glucose, was namentlich fur 
die quantitative Erfassung kleinster Mengen von ausschlaggebender Be- 
deutung ist. 

Da nach den Erfahrungen der vorangehenden Untersuchung die Frage 
nach der Existenz von Endgruppen nur an den Naturstoffen unmittelbar 
gepruft werden kann, kommt als Ausgangsmaterial fiir die Methylierung 
nur die natiirliche Faser in Frage. Um fur den vorliegenden Zweck stijrende 
Einflusse bei der Methylierung auszuschliefien, wurde ein Verfahren gewahlt, 
bei dern unter LuftausschluIj in moglichst kurzer Zeit (in einem einzigen 
Ansatz) ein moglichst hoher Methoxylgehalt (durchschnittlich 42 yo) er- 
reicht wird. 

Bei einem Methoxylgehalt von 42O/, sind nach der Mischungsregel bei 
etwa 72% der Cellulose alle freien Ilydroxylgruppen, also auch die der 
endstandigen Glucosereste verathert . Der gefundene Endgruppen-Wert ist 
infolgedessen nur auf 72 % des Ausgangsmaterials zu beziehen. 42 2) OCH, 
statt des theoretischen Gehaltes von 45.6 % reichen fur die Endgruppen- 
Betimmung aber vollstandig aus. Von einer Erhohung des Methoxyl- 
gehaltes, die in nennenswertem Umfange erwiesenermaflen nur durch 
mehrmalige Wiederholung der Pvlethylierung erfolgen kann, haben wir 
abgesehen, weil die dadurch vergrofierte Gefahr storender Einfliisse nicht 
von dem geringen Vorteil eines theoretischen Methoxylgehaltes aufgewogen 
wird. 

Der weitere Arbeitsgang geht aus folgender Ubersicht des gesaniten 
Verfahrens hervor : 

Kohlenhydrat -+ Methylierungsprodukt +- 42-proz. HCl-H,O, Spalt- 
zucker-Gemisch --f 1-proz. HC1- CH,OH, Methyl-glucoside --f Abtrennung 
der Hauptmenge mindermethylierter Zucker durch ein-, hochstens zweimalige 
fraktionierte Destillation --f Glucosidspaltung (5-proz. HC1- H,O) zwecks 
Abtrennung der Hauptmenge an 2.3.6-Trimethyl-glucose durch Krystalli- 
sation --f 1-proz. HC1- CH,OH, Methyl-glucoside des Mutterlaugen-Ruck- 
standes -+ POCI, - Pyridin, danach Ba(OH),, Ba-Salze der Phosphorsaure- 
Ester +- lither, Petrolather, Abtrennung des nicht veresterbaren Zucker- 
Anteiles (Endgruppen) . 

Zur volligen Reinigung wird der nicht veresterbare (weil vollig methylierte) 
Zucker in konsentrierter Benzol-Losung tnit metallischem Natrium behandelt 
und nach dem Abdestillieren des Losungsmittels uber Natrium im Vakuum 
(- mm, 4 0 4 0 °  Badtemp.) destilliert 

z ,  K. Hess,  G. B h e l ,  W. Schon u. W. K o m a r e w s k y ,  Cellulosechem. 16, 69 
ri9351. 
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Mischuiig : 
2.3.6-Trimethyl- 2.3.4.6-Tetramethyl- 

methyl-glucosid in mg methyl-glucosid in mg 

21451.3 10.6 
32 876.4 1 32.4 

I)a bei der Destillation Verluste durch Hangenbleiben von Substanz an 
den Kolbenwanden vermieden werden mufiten, wurden die in Fig. 1 und 2 
wiedergegebenen Vorrichtungen benutzt. Durch gleichmaoiges Erhitzen der 
gesainten Kolbenwand (Olbad bis Ansatzrohr !) wird erreicht, dali alle 

Wiedergewonnen 3) 

2.3.4.6-Tetramethyl- 
methyl-glucosid in mg 

6.2 (Verlust 4.4) 
28.7 (Verlust 3.7) 

W 

0 1 2 3 4 s  70cm 0 9 2 3 ' 5  rncm 

Pip. I .  ( k f i i I 3  zur quantitative11 Bestim- Fig. 2. GefaiW zur quantitativeu 
mung von 2.3.4.6- Tetramethyl - methyl- Bestimmung von 2.3.4.6-Tetrame 
glucosid durch Destillation bei Mengen thyl-methyl-glucosid durch Destil- 

Ton etwa 3-35 mg. lation bei Mengen iiber 35 mg 
(erprobt bis etwa 500 mg). 

Substanz ausschliel3lich an den1 tief in den Kolbenhals hineinragenden 
Kuhler kondensiert wird und nach dem Trocknen des Ruhlrohrs (durch- 
spiilen mit Aceton und Luft durchsaugen) nocli am Kuhler hangend, 
unmittelbar gewogen werden kann. 1st die destillierte Menge so groW, 
daB ein Teil vom Kiihler wieder herabtropft, so empfiehlt es sich, ent- 
sprechend Fig. 1 oder 2 ein AuffanggefaiB anzubringen. Zu Beginn der 
Destillation schlagt sich dann zwar etwas Substanz an der AuBenwand 
des nocli kiihlen Schalchens nieder, verdampft aber mit zunehmender 
Erwarmung von den Auflagestellen her und kondensiert sich am Kiihler. 
Durch die Vorrichtung entsprechend Fig. 1 ist man in der Lage, selbst menige 
ing Methyl-zucker quantitativ zu erfassen. 

Das beschriebene Verfahren wurde durch Untersuchung kunstlicher 
Mischungen zunachst aus reinem 2.3.6- Tr i me t h y 1 -me t  h y 1 - g lu  c o s i d und 
2.3.4.6 - T e t r a  m e t h y 1 - in e t h y 1 - g 1 u c o s i  d auf seine Leistungsfahigkeit ge- 
priift. 

s) Die wiedergewonnene Menge an Pentazucker 3-iirde einer Kettenlange in CS 
bei Versuchs-Nr. 1 von 2000, bei Versuchs-Kr. 2 von 1000 entsprechen. 
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Die Identifizierung der wiedergewonnenen Pentamethyl-glucose erfolgte 
durch den Methoxylgehalt 4), bei grof3eren Mengen auch durch den Brecliungs- 
index sowie den Methoxylgehalt des Verseifungsproduktes (Tetramethyl- 
glucose), das im Gegensatz zum Pentaather krystalljsiert ist und das zweck- 
maWig ebenfalls in einem GefaiQ entspr. Fig. 1 bzw. 2 destilliert wird. 

Die Methode gewalirleistet also unter allen Umstanden, zu entscheiden, 
ob und wieviel endstandige Gruppen in einem Polysaccharid enthalten sind. 
Unsere Erfahrungen, iiber die in der nachsten Mitteilung bericlitet wird, 
beziehen sich zunachst auf Cellulose. Selbstverstandlich lafit sich das Ver- 
fahren auch auf andere Kohlenhydrate anwenden, womit wir z. Zt. be- 
schaftigt sind. 

Beschreibung der Versuche. 

Methyl ierung6)  : Die Methylierung erfolgt zweckmal3ig unter Ver- 
wendung der in Fig. 3 schematisch wiedergegebenen Anordnung in 

Fig 3 Vorrichtung zum Methylieren 
T on Cellulosr unter AusschluLI ron Luft- 

sauerstoff 

Wasserstoff-Atmospliare. 20 g des in 
sauerstoffreier Atmosphare aufbe- 
wahrten und gegebenenfalls ebenso 
unter AusschluB von Sauerstoff 5, 

gereinigten Kohlenhydrates (bei Fa- 
sern 2 bis 3 mm lange Stapel) 
werden im Methylierungsgefaa im 
Wasserstoffstrom nochmals entliiftet 
(Gas-Zufiihrung bis auf den Boden 
des GefaWes, Dauer etwa 2 Stdn). 
Das Gas-Zufiihrungsrohr wird vor 
dem Zugeben der ebenfalls sorg- 
faltig entliifteten Lauge (2 I 45- 
proz. NaOH) hochgezogen. Bei 60') 
und einer Riihrgeschwindigkeit von 
etwa 700 Touren/Min. werden 200 ccm 
Dimethylsulfat in Portionen von 
je 20 ccm in Abstainden von 15 
Min. zugegeben. Nach der letzten 
Zugabe wird noch 1 Stde. bei 60') 
geriihrt. Dann wird iiber Nacht im 
langsanien Wasserstoff-Strom erkalten 
gelassen'). 

') vergl. F. Ncuninnn,  B. 70, 734 19371 ! 
;) Uber eine von Dr. E. 1,eckzyck in unserem Laboratorium ausgearbeitrte 

Methode zur Durchfiihrung von Faser-Reinigungen unter praktisch volligem AusschluQ 
von Luft wird gelegentlich einer der spateren Veroffentlichungen iiber die Endgruppcn- 
Tintersuehung an Polysacchariden berichtet. 

6, vergl. hierzu die fur die rerschiedenen Zwrcke angegebenen Methylierungs- 
vorrchriften bei K. Hess,  G. Abel ,  W. Schon u. XV. Koniarewsky,  1. c., S. 69/70, 

') Es ist zweckniaiUig, die Xachtpause in dieser Weise zu benutzen, da erfahrungs- 
gemafi hei langerem Stehenlassen des Ansatzes nach ~ollzogener Methylierung noch 
eine gewisse Zunahme des Methoxylgehaltes erfolgt. 
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Aus Fig 4 geht hervor, 
daB nach Zugabe von ins- 
gesamt 200 ccni Dimethyl- 3o 

sulfat die Methoxylaufnahme 
unter diesen Bedingungen prak- 
tisch beendet ist Das Methy- e,o 
lierungsprodukt wird nach den1 b 
Abpressen der 1,auge 4- ma1 
mit je 1 1 heiBem Wasser. 

0 i o  720 I60 roo 210 2ao 320 JSO 600- 
cm30imelh~lwlid - 

dann mit A ~ ~ ~ ~ ~ ,  zuletzt mit Pig 4 Jlethylnufnahnie durch Celliilosefawrti 
(T)imetliylsulfat -Natronlauge bei 60") I ~ e i  

Ather Trocknen an \'ern endung der Vorrichtung entspr Pig 3 
der Luft unter den angegebenen Hectingunqen 

'l 'abelle 1 

J Ie t l i y l i e r i i ng  x o n  C e l l u l o s e f a s e r n  ( B a u m w o l l e ,  R a m i e )  
i ur d i e  En  d g r  u p p e n - 13 e s  t i m m u n g 

1 1  
1 2  
13 
I4  
15 
I 6 

Allusbeute in 7; d.  Th, 
95.5 
95.0 
95.5 
94.0 
92.0 
94.0 
94.0 
93.0 
04.0 
93.0 

%.0 
98.0 
96.3 
07.6 
97.6 
98.5 

O O  OCH,") 
40 8 
39 9 
42 9 
42 5 
40 4 
42 3 
40 7 
42 4 
41 5 
42 8 

42.0 
41.7 
42.3 
42.6 
41.X 
42.8 

") Mit Ausnahme ron Versucli-Nr 1 ,  2 und 3 wurden die illethoxyl-Hestimrnungen 
nach Clem auf S 734 u iedergegebenen Verfahren ausgefuhrt 

Die Versuche Nr. 1 bis 10 sind ohne AusschluO von Sauerstoff durch- 
gefiihrt worden. Man erkennt deutlich, daB in diesem Falle die Ausbeuten 
niedriger liegen (2-3 7"). 

Zur Durchfiihrung einer Endgruppen-Bestimmung sind die Reaktions- 
produkte von 5 bis 10 derartigen Pulethylierungsansatzen notwendig. Die 
Spa l tung  u n d  Glucosidif iz ierung umrde genau nach der Vorschrift 
von Hess  und Neumanns)  ausgefiihrt. 

T r e n n u n g d e r  Methyl-glucoside:  Bei der Beschreibungder l'rennung 
der Spaltzucker beschranken m-ir uns hier auf die kunstlichen Mischungen 
und verweisen fur die Anwendung der Methode auf Cellulose auf die in der 
folgenden Mitteilung wiedergegebenen Reispiele. Die Mischung Nr. 1, be- 

*) B. 68, 1365 [1935]. 
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stehend aus 21.4513 g 2.3.6-Trimethyl-methyl-glucosid und 10.6 mg 
2.3.4.6 - T e t r a  m e t h y 1 -me t  h y 1 - glu c o s i d wurde mit der 20-fachen Menge 
ii-proz. wafiriger Salzsaure 15 Stdn. bei 1000 hydr~lysier t~) .  Der nach der 
Aufarbeitung erhaltene Zucker-Sirup wurde, mit Ather iiberschichtet, der 
Krystallisation iiberlassen. Die nach etwa 2 Tgn. in harten Krusten aus- 
krystallisierte 2.3.6 - T r  inie t 11 yl-  gluco se  wurde unter der Mutterlauge zer- 
rieben, abfiltriert, einmal mit kaltem Ather gewaschen und zur Herausliisung 
etwa eingeschlossener 2.3.4.6- T e  t r ame  t h yl-  gluco se einmal in der friiher 
beschriebenen Weise10) im Soxhlet unikrystallisiert. Alle Mutterlaugen und 
Waschlosungen wurden vereinigt und hinterlieoen beim Eindampfen 5.1 g 
Sirup, der, in iiblicher Weise glucosidifiziert, eine Ausbeute von 5.1 g ergab. 

Zur Phosphorylierung wurden die Glucoside in 12.5 ccm trocknem 
Pyridinll) gel6st, auf -ZOO gekiihlt und mit einer ebenso kalten Losung von 
3.97 g (1.2 Mol.) Phosphoroxychlorid12) in 20 ccm Pyridin vermischt, 30 Min. 
in der Kaltemischung und nachfolgend iiber Nacht bei Raumtemperatur auf- 
bewahrt (reichliche Abscheidung von Pyridin-Salz-Krystallen) . 

Zur Zerstorung von iiberschiissigem Phosphoroxychlorid wurde unter 
starker Kiihlung mit 5 ccm einer Pyridin-Wasser-Mischung (4 : 1) versetzt. 
Nach 30 Min. wurde die Losung mit 100ccm Wasser verdiinnt und mit 
24.5 g fein gepulvertem kzba ry t  (entsprechend der Gesamtmenge des ver- 
wendeten Phosphoroxychlorids) his zur schwach alkalischen Reaktion (Phenol- 
phthalein) geschiittelt. Vom ungelosten Bariumhydroxyd wurde abfiltriert, 
gewaschen, das Filtrat durch Einleiten von CO, neutralisiert, und die von 
den Bariumsalzen milchig getriibte Losung im Vak. eingedampft, wobei 
zur Verhinderung des Schaumens Xylol zugesetzt wurde. 

Der trockne Riickstand wurde mit kaltem Aceton verrieben, wobei die 
anorganischen Bariumsalze ungelost blieben. Auf Zusatz von 1 1 Ather fie1 
die Hauptmenge des Bariumsalzes der 2.3.6 - Tr ime  t h yl-  me t h yl-glucosi  d -  
4-phosphorsaure  als feines weil3es Pulver aus. Das klare Filtrat von den 
Bariumsalzen wurde stark eingeengt, mit 1 1  Petrolather (Sdp. 30-50O) 
versetzt, wobei sich der Rest der organischen Bariurnverbindung abschieci. 
Der Riickstand der Petrolather-Losung wurde in das in Fig. 1 abgebildete 
Destillierkolbchen iibergefiihrt und in Benzol-Losung 1 Stde. mit frisch ge- 
schnittenen Natrium-Spanchen unter RiickfluB erhitzt. Nach dem Abdunsten 
des Benzols bei Atmospharendruck wurde der Kolbenruckstand unverziiglich 
und ohne Entfernung des mit einem braunlichen Beschlag bedeckten Natriums 
im Hochvak. (3 x lo-, nim, 4 0 4 0 O  Badtemperatur) destilliert. 

An der wahrend der Destillation von Eiswasser durchstromten Kiihl- 
schleife sammelten sich 6.2 mg eines farblosen, leicht beweglichen Oles. 
Nach Reinigung des Kdbchens wurde das Destillat mit einigen Tropfen 
Benzol heruntergespiilt und nach Zusatz eines frischen Natrium-Spanchens 
die Operation wiederholt: 4.9 mg Destillat; gef. 62.2% OCH,, her. 62.0%13). 

Um festzustellen, wie grol3 der Substanz-Verlust bei einer Destillation 
iiber Natrium in dem benutzten Destillier-Kolbchen der Fig. 1 ist, wurden 

9 )  Bei kiirzerer Zeitdauer ist die Hydrolyse unvollstandig. 
10) K. H e s s  u. F. Neuniann ,  1. c .  
11) Mit Atzkali getrocknet, destilliert und iiber P,O, aufbewahrt. 
l*) Frisch iiber Calciumcarbonat destilliert. 
13) Methoxylbestimmung nach Verfahren auf S .  734 ausgefuhrt. 
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16.2 mg reine Pentamethyl-glucose mehrmals der gleichen Behandlung unter- 
worfen. Aus Tab. 2 geht hervor, daB der durchschnittliche Substanzverlust 
bei einer Destillation unter diesen Bedingungen etwa 1.1 mg betragt. 

Tabel le  2 
Brni i t t lu i ig  des S u b s t a n z - V e r l u s t e s  be i  d e r  D e s t i l l a t i o n  von 

re iner  Penta ine thyl -g lucose  iiber N a t r i u m  i m  Dest i l l ierkolbcheri  
e n t s p r e c h e n d  Fig .  1. 

mg im Kolben mg Verlust 
Einwaage . . . . . . . . . . . . . . . . .  16.2 
1. Destillation . . . . . . . . . . .  15.0 1.2 
2. Destillation . . . . . . . . . . .  13.8 1.2 
3. Destillation . . . . . . . . . . . .  12.9 0.9 
4. Destillation . . . . . . . . . . . .  11.8 1.1 

Da bei der kunstlichen Mischung bei der zweiten Destillation nur 
62-4.9 = 1.3 mg verlorengegangen waren, darf man annehmen, da13 praktisch 
mindestens 6.2 mg von den 10.6 mg, die die Mischung urspriinglich enthielt, 
wiedergefunden worden sind. 

Die in der gleichen Weise aufgeteilte Mischung Nr. 2 ergah von den 
eingefiihrten 32.4 mg Pentamethyl-glucose 28.7 mg zuruck. Der Verlust bei 
der Aufarbeitung ist also praktisch unabhangig von der eingefuhrten Menge 
an Pentamethyl-glucose. 

B a r i u in s a 1 z d e r 2.3.6 - T r i m e t h y l  - met  h y 1 g 1 LI c o si d - 4 - p 11 o s p h or  - 
s a u r  e : Aus dem Gemisch der hei den beschriebenen Versuchen erhaltenen 
organischen und anorganischen Barium-Verbindungen wurde die organische 
Koniponente durch Ausziehen mit Aceton und Fallen mit Petrolather (ge- 
gebenenfalls Wiederholung der Operation) als weiBes amorphes Pulver ge- 
wonnen, das sich durch fraktionierte Fallungsversuche nicht weiter auf - 
teilen lie& 

n/,,,-Na,S,O,. 
20.778 riig Shst. : 6.356 nig BaSO,, 5.694 rng Mg,P,C),. - ~ -  3.512 mg Sbst. : 6.02 ccrn 

C20H4001Y1’ZHa (767.7) lL). Iler. Ba 17.90, P 8.08, OCH, 32.30. 
Gef. ,, 18.01, ,, 7.64, j ,  29.55. 

14) Verbindung bestehend 311s 2 Nol. Tetramethyl-methyl-~Iuucosid, 2 3101. Phusphor- 
Das Praparat ist schm-ach cliln~hnltig (0.44/,) ; nuf eirie Rein- saurc und 1 A t .  Barinm. 

darstellung haben wir vorlaufig verzichtet. 


