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103. Kurt Heyns und Gerd Qraele: Oxydative Umwandlungen an 
Kohlenhydraten, VII. Mitteil.*) : Synthcse von d - Glucuronsaure iiber 

Carboxyl- Starke 

- - 

[AUS dem Chemischen Institut der Universitiit Hamburg und der Wissenschaftlichen 
Abteilung der Deutache Maizena Werke GmbR., Hamburg] 

(Eingegangen am 25. Februar 1953) 

Maisquellstarke wird rnit stickstoffdioxyd- oder nitrithaltiger Sal- 
petersiiure bei &so zu einem Polyuronid mit einem Uronsiiurean- 
hydridqchalt von 33-55 yo oxydiert. Das Polyuronid (,,6-Carboxyl- 
Stiirke") wird mit n/* Salzslure bei 155O unter Druck hydrolysiert. Aus 
dern Hydrolysat wird in 26-proz. Ausbeuta kristallisiertes d-Glucuron- 
siiure-lscton isoliert. l h  Verfahren lit& sich auch auf native Stiirken 
sowie auf andere Polysaccharide, beispielsweise Cellulose, anwenden, 
deren glykosidische OH-Gruppen durch Acetal-Bildung von Natur 
aus geschiitzt sind. 

An geeigneteri Methoden zur priiparativcn Herstellung von Glucuronsiiure mangelte 
es bisher. Dic chemischen Verfahren zur Darstellung von Glucuronsiiure gehen ausnahms- 
10s von Derivaten der &Glucose aus. L. Z e r v a s  und P. Sossler l )  oxydierten 1.2-180- 
propyliden-3.5-benzyliden-glucose mit alkalischer Permanganat-Losung. Nach Abspal- 
tung der Isopropylidcn- und der Benzyliden-Gruppe durch Saurehydrolyse gelangten sie 
zum d-Glucuronshre-lacton. Eine weitere Vorschrift*) beschreibt die Oxydation von 
1.2.3.4-Tetraacetyl-glucose mit Kaliumpermanganat in Eisessig. Die Acetyl- Gruppen 
werden dann mit Bariumhydroxyd vcrscift und das Bariumsalz der Glucuronsiiure isoliert. 
Die Tetraacetyl-glucose muB jedoch erst uber die entsprechende 6-Trityl-Verbindung dar- 
gestellt wcrdcn. Beide Wege sind umstandlich und kostepielig. 

In einer Rsihe von Arboiten ist die Oxydation von Glykosiden und Polysacchariden 
zu den entsprechenden Uronidcn mit Distickstofftetroxyd beschrieben worden3). E. H a r d -  
egger  und D. Spitz4) gelang es auf dicsem Wege, sowohl das a-Methyl-d-glucuropyrano- 
sid als auch die entsprechende P-Verbindung uber das Hariumsalz henustellen. Schwic- 
rigkeiten machte jedoch die HydroIyse dieser Glykoside zur freicn Saure bzw. ihrcm Lac- 
ton, die mit 90-proz. Ameisensiiure nur in geringer Ausbeute gelang. 

Die von K. H c y n s  und Mitarbb.5) beschriebene katalytische Oxydation von Kohlen- 
hydraten unter Vcrwendung von .geeigneten Edelmetall-Katalysatoren rnit Luft oder 
Sauerstoff, die unhr geeigneten Bedingungen hinsichtlich Konzentration, Temperatur, 
anwesender Begleitatoffe und pH-Wert eine bemerkenswerte Spezifitat aufweist und die 
Gcwinnung von Csrbonsiiuren durch vorzugsweise Oxydation bestimmter Aldehyd- oder 
primher Alkohol-Gruppon in guter Ausbeute gostattet, wurde von C. L. M e h l t r e t t e r ,  
B. H. A l e x a n d e r ,  R. %. Mellies und C. E. Ris t s )  zur Darstellung der 1.2-Isopropy- 
liden-d-glucuronsiure iiber das Calciumsalz aus der entsprechenden Isopropyliden-Ver- 
bindung der d-Glucose verwendet, aus dem die Glucuronsaure als Lacton nach Hydro- 
lyse mit Oxalsiiure erhaltlich ist. Auch a-Methyl-d-glucosid, a-&hpl-d-glucosid, a-Methyl- 
galaktosid und a-Methyl-mannosid tassen sich auf katalytischcm Wcge mit Luft odor 
Sauerstoff zu den cntsprechenden Uronsiiurc-Dcrivaten oxydiercn'). 

*) VI. Mitteil.: K. H e y n s  u. W. K o c h ,  Chem. Ber. 88, 110 [1953]. 
I )  Ber. dtsch. (:hem. Ges. 66, 1326 [1933]. 
z, M. S t a c e y ,  J. chern. SOC. [London] 1939, 1529. 
3, K. Maurcr  u. G. D r e f a h l ,  Ber. dtsch. chem. G e s .  75,1489 [1942] u. Chem. Ber. 

YO,94 [1947]; E. C. Yackel  u. I+'. 0. K e n y o n ,  J. Amer. chem. Soc.f%, 121 [1942]; 
C. C. U n r u h  11. W. 0. K c n y o n ,  daselbst64,127 [1942]; R. W. K e r r ,  daselbst 52, 
816 Ll9501. 4) Helv. chim. Acta 32,2165 [1949] ti. 33.337 [1950]. 

6, K. H e y n s ,  Liebigs Ann. Chem. 558, 177 [1947]; K. H e y n s  u. 0. Stockel ,  da- 
s-lbst 658,192 [1947]. e, J. Amer. chem. SOC. 73,2424 [1951]. 7, Bisher unveroffentlicht. 
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Wir fanden einen einfachen Weg zur Herstellung von Glucuronsaurelacton 
in der Oxydation von polymeren Kohlenhydraten, deren glykosidische OH- 
Gruppen durch Acetal-Rildung zwischen benachbarten d-Glucose-Molekiilen 
von Natur aus geschiitzt sind, zu Polyuroniden, aus deren Hydrolysat d-Glu- 
curon (d-Glucuronsaure-lacton) in kristallisierter Form erhalten wirds). Wah- 
rend die bisher bekannten von der &Glucose ausgehenden Verfahren zur Her- 
stellung von GlucuronsLiure mindestens 4 Stufen benotigen (Stirke + d-Glu- 
cose + d-Glucosid + d-Glucuronid + d-Glucuron), erfordert unser Verfahren 
lediglich 2 Stufen. Als besonders geeignetes Auagangsmaterial erwiesen sich 
Quellstarken, die durch gleichxeitige Verkleisterung von Stiirke mit Wasser 
und Trocknung auf einem Walzentrockner hergestellt wurden, sowie auch 
handelsiibliche native Starken. Da in der Stiirke (als Amylose-Amylopektin- 
Gemisch) auf etwa 20 normale 1.4-(Maltose-)Bindungen eine 1.6-(1somaltose-) 
Bindung angenommen wird, sind theoretisch mindestens 5 yo der Glucopyra- 
nosebausteine am Kohlenstoffatom 6 nicht oxydierbar. 

_- __ 
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Fur die Oxydation der Starke verwendeten wir Salpetersaure. 
Schon C. XeubergO) erhielt bei der Behandlung von &Glucose mit 25-proz. Sal- 

petersaure ein Gemisch von d-Zuokersiiure mit etwa 10% d-Glucuroneiiure. ober das 
Bleisalz konnte er diese in Form des Bariumsalzes isolieren, allerdings nioht in reiner 
Form. Vor einigen Jahren haben amerikanische ForscherlO) die Oxydation einer beson- 
ders mit Phosphorskure aktivierten Cellulose mit nitrithaltiger Salpetedure zu einem 
Polyuronid und von d-Calaktose zu Schleimsiiure beschrieben. 

Als Ausgangsmaterial verwendeten wvir zuniichst handelsiibliche Maisquell- 
starke, die bereits in kaltem Wasser quellbar ist und in der die Stiirke-Mole- 
kiile in aufgelockerter, reaktionsfahiger Form vorliegen, ohne dabei gleiclr - 
zeitig einen starkeren Abbau erlitten zu haben. 

In  systematischen Versuchen gelang es schlielilich, bei einer Temperatur 
von 0-5O Maisquellstarke bis zu einem Gehalt von 50 -55 Yo Uronsiiureanhy- 
drid zu oxydieren. Die optimale Einwirkungszeit betrug 150- 170 Stdn. Die 
Abtrennung und Reinigung der Oxydationsprodukte von der Salpetersaure 
erfolgte durch Ausfallen und Auswaschen mit Nethanol. Der Verlauf der Oxy- 
dation wurde durch die uberfuhrung der Oxydationsprodukte in Furfurol 
nach B. Tol lens  verfolgt. Diese Reaktion verlauft zwar nicht quantitativ, 
jedoch entspricht nach A. C. Sloepl l )  ein Teil Furfurolphloroglucid im Mittel 
2.97 Teilen freier Cronsaure oder 3.27 Teilen Uronsaureanhydrid. Wahrend 
der Reaktion wurde gleichzeitig eine Zunahme an reduzierenden Zuckern von 
0 auf 12-13 Gewichts-% festgcstellt, die auf eine allmahliche Aufspaltung des 
Starke-Molekiils zuriickzufiihrcn ist (Abbild. s. S. 648). 

Auch handelsiibliche native Mais-, Reis- und Kartoffelstarke lieBen sich 
in gleicher Weise oxydieren. Durchschnittlich ulirde gegeniiber den Versuchen 
mit Maisquellstarke aber nur ein etwas geringerer Oxydationsgrad von 45 bis 
50 yo Uronsaureanhydrid erreicht. 

8 )  Vergl. auch Dtsch. Bundespatent 849692 v. 21.6.1951. 9, Biochem. Z. 28,356 [1910]. 
10) W. W. Pigrnan, B. I,. Browning, W. H. McPherson, C. H. Calkinsu. R. L. 

Leaf jr., J. Amer. chern. SOC. 71,2220 [1949]. 
11) Onderzoekingen over Pektinstoffen en hare enzymatische Outleding, Dissertat. 

Delft, 1928. 

.____ ~ 
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Die oxydierten Starkeprodukte, fur die wir die Bezeichnung ,,6-Car boxyl- 
S t a rken"  vorschlagen, stellen nach dem Trocknen und Mahlen nicht hygro- 
skopische, in kaltem Wasser begrenzt quellbare, in siedendem Wasser losliche 
Produkte dar. Ails waBr. Losung uerdeil sie durch verdunnte Sauren, Athanol, 
Methanol und Aceton ausgefallt. Sie haben deutlich sauren Geschmack. Die 

~ __ -- - 
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50 ma ~ s o  200 
Einwirkunpzeif IStdn I - 

Ahbild. Oxydatinn von handelsubli- 
cher Maisquellstarke rnit stickstoff- 
dioxydhaltiger Salpetersaure (d 1.42) 
bei Oo I)is +5O. Bildung von Uronsiiure- 
anhydrid - und von reduzierenden 
Zuckern (her. als Glucose) ----- in 

Gew.-O, 

Carboxyl-Gruppen lassen sich in waDriger 
Losung vollstandig gegen Phenolphtha- 
lein als Indicator titrieren. In organischen 
Losungsmitteln haben sie Austauscher- 
Eigenschaften. 

Der Grad der Oxydation kann durch 
Nitrit - Zusatzlo) nicht weiter gesteigert 
werden, wenn man eine gelhlich bis rotlich 
gefarbte, stickstoffdioxydhaltige Salpeter- 
saure verwendet. Eine farblose Salpeter- 
saure, die frei von Stickstoffdioxyd ist, 
eignet sich dagegen ohne gleichzeitige Ver- 
wendung von Nitrit nicht fiir die Oxy- 
tlation. Offensichtlich bewirkt also unter 
den angewendeten Versuchsbedingungen 
iiicht die Salpetersaure, sondern das Stick- 
stofMioxyd die Oxydation der primaren 
Alkohol-(;riippen zu Carboxyl- Gruppen, 
das dann nach der Einleitung der Reak- 
tion laufend aus Salpetersaure nachge- 
bildet wird. 

-Urn die Hydrolyse  der Carboxyl-Starke so schonend wie moglich vorzu- 
nehmen, wurden zunachst enzymatische Spaltungsversuche durchgefiihrt. 

Mit  handelsublichen Amylase-Praparaten (Biolase C: 12 von Kalle t Co., Wiesbaden, 
iind Diastase puriss. von E. Merck, Darmstadt) gclang keine vollstandige Hydrolyse. 
Auch init einein hochkonzentrierten Pcktinase-Praparat (Pcctinol K dopp. konz. von 
Rohm & Haas, Darmstadt), mit dem F. A. Hengle in  und M. HannI2)  erfolgreich Pektin 
gespalten haben, nin daraus d-Galakturonsaure zu gewinnen, gelnng erst im Verlauf von 
14 Tagen eine Toilhydrolyse. 

Krfolgreicher verliefen die Versuche, die Hydrolyse der Carboxyl-Starke 
mit Saure zu erreichen, obwohl die zur Starkehydrolyse ublichen Bedingungen 
nicht ausreicht'cn. 

Auch das hereits von E. FischerI3)  zur Spaltung des a-Methyl-d-glucosids angewen- 
dete Erhitzen mit der 10 fachen Menge 5-proz. Schwefelsaure im siedenden Waseerbad 
fuhrte nicht Zuni Ziel, obwohl es auf diese Weise gelingt, a-Methylgalakturonslure zu 
spalten'4). O h e  Ergebnis verliefen auch Versuche mit methanolischcr Falzs&ure15). 
Ehenso fuhrtm die Bedingungen der technischen Starkehydrolyse (Erhitzen auf 135 bis 
. ~~~ -. ~ 

12)  Makromolclrulare Chem. 2, 289 [1948]. 
Is) Bur. dtsch. chem. Gcs. 26, 2407 [1893]. 
14) F. E h r l i c h  11. R. G u t t m a n ,  Bor. dtsch. chem. &s. 66,226 [1933]. 
15) W. N. H a w o r t h ,  E. L. H i r s t  u. F. A. I sherwood,  J. chem. SOC. [LondonJ: 

189,794 [1937]. 
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140° mit 0.5% Siiure, auf Starke berechnet) nicht zum Ziel. Es muB deshalb angenom- 
men werden, daB die Carboxyl-Gruppen am Kohlenstoffatom 6 die oxydierta Starke 
gegen eine hydrolytische Spaltung beaonders wideratandsfahig machen. Auch bei Pektol- 
siiure haben F. Ehr l ich  und R. Guttman"J) die Erfahrung gemacht, daB sich Pektin- 
etoffe wesentlich schwerer hydrolysieren lassen als Starke. Sie verwendeten bei ihren 
Versuchen zur Gewinnung von kristallisierter d-Galakturonsiiure die etwa 17 fache Menge 
1-proz. Schwefelsiiure bei einer Badtemperatur von 145-150O. 

In  systematischen Versuchen haben wir die gunstigsten Bedingungen fur 
die Saurehydrolyse der oxydierten Starke untersucht. Wir verfolgten den 
Verlauf an Hand der Abnahme der spezifischen Drehung, der Zunahme des 
Reduktionswertes (ber. als d-Glucose) und der Zunahmc des Gehaltes an  freier 
Glucuronsaure"). Durch langeres Erhitzen unter RuckfluB konnte auch 
bei Erhohung der Saurekonzentration kein befriedigendes Ergebnis erzielt 
werden, weil dann der groBte Teil der abgespaltenen Glucuronsaure bereits 
zerstort wurde. Gunstiger verliefen die Versuche unter Uberdruck. Es zeigte 
sich hierbei eindeutig, dal3 die vorteilhaftesten Hedingungen zur Gewinnung 
von kristallisiertem Glucuron aus oxydierter Starke auf eine moglichst kurze, 
aber intensive Behandlung hinauslaufen. Die besten Ergebnisse wurden rnit 
n/,- bis n/,-Salzsiiure bei Temperaturen von 150- 155O erhalten. Aus 5 g 
Carboxyl-Stiirke mit 50.6 oh Vronsaureanhydrid wurden jeweils etwa 3 g 
Reaktionsprodukt der in der Tafel angegebenen Zusammensetzung geaonnen. 

~ ~ ~ _ _ _ _  ~ ~ -__ - 

Tafel. Hydrolyse  oxydier te r  S t i r k e  

Bedingungen der Hydrolyse 

n/, HQ, 30 Min. 
n/, HCl, 45 ~9 

n/7 HCl, 60 $ 9  

nls HCI, 30 19 

nls HCI, 60 9 9  

nlZ HCl, 30 9 9  

nI2 HCI, 60 9 )  

nlz HCI, 15 ~ 9 .  

nlZ HCl, 30 39 

n/,HCl, 15 9 7  

nl, HCl, 30 9 1  

n/, H a ,  15 9 )  

Zusammensetzung des Hydrolysats 
yo red. Zucker (ber. 1 yo d-Glucuron- 

saure'7) 
~~ - 

als d-Glucose) I [ N I B  
~~ 

50.1 l 69.0 I 49.6 I 59.6 59.0 52.5 
65.8 I 59.5 1 49.8 
58.5 51.4 58.8 
70.1 46.0 I 44.2 

69.3 38.2 45.4 
65.6 39.2 44.3 

. 57.7 I 23.4 I 52.5 

I 61.7 I 52.6 1 48.1 

1 62.3 I 38.1 64.8 

I 

59.0 I 27.5 27.8 
31.1 11.1 24 .O 

Nach Behandlung von Carboxyl-Starke mit einem Gehalt an Uronsaure- 
anhydrid von 53.0% mit nlz Salzsiiure bei 1550 im Autoklaven, Reinigung 
des Hydrolysats mit n-Butanol und Carboraffin gelang es, aus Eisessig nach 
dem Animpfen reines kristallisiertes d-  Glucuronsaure- lac ton  zu isolieren. 
Die Ausbeute betrug 26 Gewichts-:/, (bez. auf die eingesetzte Starkemenge). 
Es ist bemerkenswert, daB bereits etwa 50 yo d-Glucuron zerstort werden, wenn 
man die reine kristallisierte Verbindung den gleichen Bedingungen unter- 
wirft, wie sie bei der Hydrolyse vorliegen. 
-~ 

l6) Biochem. Z. 259, 100 [1933]. 
17) Quantitative colorimetrische Bestimmung mit Hilfe dcr Tollenswhen Naphtho- 

resorcin-Reaktion. 
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Nach dern gleichen Verfahren lie0 sich auch eine mit Phosphorsiiure vor- 
behandelte C'olluloselo) mit stickstoffdiorydhaltiger Salpetersaure zu einem 
Polyuronid oxydieren und die H ydrolyse der oxydierten Cellulose durch- 
frihren. Die bei Starke erhaltene Ausbeute an kristallisiertem Glucuron konnto 
zwar nicht ganz erreicht werden, die Ausfiillung und Reinigung der in Wasser 
nicht liislichen oxydierten'Cellulosc war jedoch mit Wasser moglich, wiihrend 
bei der oxydierten Starkc Methanol eingesetzt werden muBte. 

- ~ - _ -___  __ - ~ ~ 

Bwehreibung der Vetsuehe 

O x y d a t i o n  von S t a r k e  m i t  S a l p e t e r s a u r c  
1.) 100g Maisquel ls t i i rke mit cincm Wassergehalt von 9.4% wurdcn unter Riihren 

in 200 ccm cincr auf - 100 gekuhlten Salpctcrsaure (d- 1.42) eingetragen. Die Sauce 
wurde vorher durch Verdunnen einer konz., sticketoffdioxydhaltigen Salpeters&ure (d= 
1.52) auf die vorgeschricbcne Ronzentration gebracht. ])as Reaktionsgcmisch wurde bei 
einer Tempcratur zwischen [J und -t 5O 168 Stdn. sich selbst uberlassen. Daraufhin wurde 
die clicke, schwach gelblich-grun gefhrbtc GaI1rrt.e unter Kuhlung mit Wasser in etwa 
600 ccrn Methanol eingeriihrt, wobei Rich die oxydiertc Starkc in komiger, gut filtrierbarer 
Form abschied. Sic wurde durch Filtration abgetrennt, mit reichlich Methanol gewa- 
when und lxi  50" i.V& gctrocknct. Auf ciiese \I'eisc wurden durchschnittlich 105 g 
trockcnes Oxpdationsprodukt rnit eineni Gehaltll) an U r o n s i u r e a n h y d r i d  von 50 bis 
5.5s/o erhalbn; Stickstolf-(khalt nach Dumas  0.3%. 

2.) 1OC)g handelsiibliche K a r t o f f e l s t a r k e  rnit einem Wasaocgehalt von 16.1% wur- 
den unter Riihren in einc auf -loo gekiihlte Losung von 20 g Natriumnitrit in 200 ccm 
Sdptersaure (d I .42) eingetragen. Das Reaktionsgemisch wurde bei einer Temperatur 
zwisclien 0 und .1-50 Rirh selbst iiberlnmn; nach 168 Stdn. wurde wie unter 1.) aufge- 
arbeitet; Es nurdcn 102 g Osydntionsprodiikt mit. eineni U r o n s l u r e a n h y d r i d -  Gchnlt 
von 4 9 . 2 x  erhalten. 

S a u r c h y d r o l y s e  von o s y d i c r t u r  S t a r k e  und Gewinnung v o n  
k r i s  ta I 1  i s i e r  t r i n  d -  G lucu  ron  

1 .) 20 g oxydiertc Stiirkc mit cinrm CTronsaureanhydricl-Gehalt. uon 53.00,b wurden 
in 200 cciu n/,HCI suspcndicrt und die Suspension im Autoklaven auf 155O erhitzt (10 Min. 
steigend, 15 Min. Iwi IRFiO, I 5  Min. fallend). Ilas dunkelbraun gcfarbte. verkohlte Sub- 
s tmz entlialtcntlc Hydrolysat wurde noch heiD unter Nachwaschen mit Wasser filtriert. 
zur Heinigung necheinander cinmal rnit 75ccm und zwsimal mit jc 50ccm n-Hutanol 
auugcschuttelt, anschlieCend 15 Min. im siedcncten Waascrbad mit Carborafh erwarmt, 
erneut filtriert iind t A  50° i.Vak. zii rinem dundussigcn Sirup eingedampft. Der nur 
noch hlaB gelbe Siivp wurde mit der doppelten Mengc Eisessig versetzt und weiter i.Vak. 
bei 50° bis zur bcginnenden Trubung eingeengt. h'ach dern Animpfen mit reinem d-Glu- 
curon wurden nach dsm Stehen uber Nacht bei -t5O und Auswaechen der Kristslle rnit 
Methanol nnd h h o r  3.9 g reincs krist. d -  G l u c u r o n  erhalten (26 Gewichts-%, hez. auf 
Starkc). Die Impfmenge wird vorteilhaft reichlich bemessen, um gut ausgebildote Kristalle 
zu erzielen, (la diose sich b e w r  ahtrennen lasscn. Dae auf diese Weise erhaltene Glu- 
curon wics hereits rine hohe Reinheit auf. Schmp. (korr.) 17%-175O, Misch-Schmp. mit 
reinem Cluciirori lXO; [alp;: -I-18.0° (2 clm; c 1.0 in WesaPr). Naphtboreeorcin-Probe"): 
Einc I -proz. Losung zaigtc im Vergleich zu reinem d-Clucuron die gleiche Farbintcnsitiit. 

C6HI.0,, (176.1) Ber. C40.90 H 4.58 Oof. C40.97 H4.52 
2.) 20 g oxydierte Starke rnit eincm Uronsiiureanhydrid-Gehalt von 51.3% wurden 

in 200 ccm n/? HCI suspendiert und linter Druck auf 1500 im Autoklaven erhitzt (10 Min. 
steigend, 40 Min. hci l.Wo, 15 Min. fallend). Xach der wie unter 1.) erfolgten Aufarbei- 
tung wurden aus l<imssig nach drm Aniniplen 3.0 6 reines, kriet. d - G l u c u r o n  erhal- 
ten, entqrechcnd ciner Ausheute von 30 Cewichts-o/, , bez. aiif Starke. 


