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(Eingegangen am 25. Februar 1953)

Maisquellstirke wird mit stickstoffdioxyd- oder nitrithaltiger Sal-
petersaure bei 0—5° zu einem Polyuronid mit einem Uronsiurean-
hydridgehalt von 50—559%, oxydiert. Das Polyuronid (,,6-Carboxyl-
Stirke) wird mit n/, Salzsaure bei 1559 unter Druck hydrolysiert. Aus
dem Hydrolysat wird in 26-proz. Ausbeute kristallisiertes d-Glucuron-
siiure-lacton isoliert. Das Verfahren liBt sich auch auf native Stirken
sowie auf andere Polysaccharide, beispielsweise Cellulose, anwenden,
deren glykosidische OH-Gruppen durch Acetal-Bildung von Natur
aus geschiitzt sind.

An geeigneten Methoden zur praparativen Herstellung von Glucuronsiure mangelte
es bisher. Dic chemischen Verfahren zur Darstellung von Glucuronsdure gehen ausnahms-
los von Derivaten der d-Glucose aus. L. Zervas und P. Sessler!) oxydierten 1.2-Iso-
propyliden-3.5-benzyliden-glucose mit alkalischer Permanganat-Losung. Nach Abspal-
tung der [sopropyliden- und der Benzyliden-Gruppe durch Siurehydrolyse gelangten sie
zum d-Glucuronsaure-lacton. Eine weitere Vorschrift?) beschreibt die Oxydation von
1.2.3.4-Tetraacetyl-glucose mit Kaliumpermanganat in Eisessig. Die Acetyl-Gruppen
werden dann mit Barivmhydroxyd verseift und das Bariumsalz der Glueuronsiure isoliert.
Die Tetraacetyl-glucose muB jedoch erst iiber die entsprechende 6-Trityl-Verbindung dar-
gestellt worden. Beide Wege sind umstiindlich und kostspielig.

In einer Reihe von Arbeiten ist die Oxydation von Glykosiden und Polysacchariden
zu den entsprechenden Uroniden mit Distickstofftetroxyd beschrieben worden?). E. Hard-
egger und D. Spitz4) gelang es auf dicsem Wege, sowohl das «-Methyl-d-glucuropyrano-
sid als auch die entsprechende 8-Verbindung iiber das Bariumsalz herzustellen. Schwie-
rigkeiten machte jedoch die Hydrolyse dieser Glykoside zur freien Siaure bzw. ihrem Lac-
ton, die mit 90-proz. Ameisensaure nur in geringer Ausbeute gelang.

Die von K. Heyns und Mitarbb.5) beschriebene katalytische Oxydation von Kohlen-
hydraten unter Verwendung von geeigneten Edelmetall-Katalysatoren mit Luft oder
Sauerstoff, die unter geeigneten Bedingungen hinsichtlich Konzentration, Temperatur,
anwesender Begleitstoffe und py-Wert eine bemerkenswerte Spezifitit aufweist und die
Gewinnung von Carbonsiuren durch vorzugsweise Oxydation bestimmter Aldehyd- oder
primirer Alkohol-Gruppen in guter Ausbeute gestattet, wurde von C. L. Mehltretter,
B. H. Alexander, R. Z. Mellies und C. E. Rist®) zur Darstellung der 1.2-Isopropy-
liden-d-glueuronsiure iiber das Calciumsalz aus der entsprechenden Isopropyliden-Ver-
bindung der d-Glucose verwendet, aus dem die Glucuronsiure als Lacton nach Hydro-
lyse mit Oxalsaure echaltlich ist. Auch x-Methyl-d-glucosid, «-Athyl.d-glucosid, a-Methyl-
galaktosid und «-Methyl-mannosid lassen sich auf katalytischem Wege mit Luft oder
Sauerstoff zu den entsprechenden Uronsiure-Derivaten oxydieren?).

*) VI. Mitteil.: K. Heyns u. W. Koch, Chem. Ber. 88, 110 [1953].

) Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1326 [1933).

%) M. Stacey, J. chem. Soc. [London] 1939, 1529.

3) K. Maurer u. G. Drefahl, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1489 [1942] u. Chem. Ber.
80,94 [1947]; E. C. Yackel u. W. O. Kenyon, J. Amer. chem. Soc. 64, 121 [1942];
C. C. Unruh u. W. O. Kenyon, daselbst 64, 127 {1942]; R. W. Kerr, daselbst 72,
816 [1950]. ~ 4) Helv. chim. Acta 32, 2165 [1949] u. 38, 337 [1950].

®) K. Heyns, Liebigs Ann. Chem. 558, 177 [1947]; K. Heyns u. O. Stéckel, da-
selbst 558, 192 [1947]. ) J. Amer. chem. Soc. 78, 2424 [1951]. 7) Bisher unversffentlicht.
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Wir fanden einen einfachen Weg zur Herstellung von Glucuronséurelacton
in der Oxydation von polymeren Kohlenhydraten, deren glykosidische OH.
Gruppen durch Acetal-Bildung zwischen benachbarten d-Glucose-Molekiilen
von Natur aus geschiitzt sind, zu Polyuroniden, aus deren Hydrolysat d-Glu-
curon (d-Glucuronsiure-lacton) in kristallisierter Form erhalten wird8). Wih-
rend die bisher bekannten von der d-Glucose ausgehenden Verfahren zur Her-
stellung von Glucuronsidure mindestens 4 Stufen bendtigen (Stdrke -+ d-Glu-
cose + d-Glucosid + d-Glucuronid -+ d-Glucuron), erfordert unser Verfahren
lediglich 2 Stufen. Als besonders geeignetes Ausgangsmaterial erwiesen sich
Quellstirken, die durch gleichzeitige Verkleisterung von Stirke mit Wasser
und Trocknung auf einem Walzentrockner hergestellt wurden, sowie auch
handelsiibliche native Stidrken. Da in der Stirke (als Amylose-Amylopektin-
Gemisch) auf etwa 20 normale 1.4-(Maltose-)Bindungen eine 1.6-(Isomaltose-)
Bindung angenommen wird, sind theoretisch mindestens 59/, der Glucopyra-
nosebausteine am Kohlenstoffatom 6 nicht oxydierbar.

Fir die Oxydation der Stirke verwendeten wir Salpetersiure.

Schon C. Neuberg?) erhielt bei der Behandlung von d-Glucose mit 25-proz. Sal-
petersiiure ein Gemisch von d-Zuckersiure mit etwa 10% d-Glucuronsiure. Uber das
Bleisalz konnte er diese in Form des Bariumsalzes isolieren, allerdings nicht in reiner
Form. Vor einigen Jahren haben amerikanische Forscherl?) die Oxydation einer beson-
ders mit Phosphorsiure aktivierten Cellulose mit nitrithaltiger Salpetersiure zu einem
Polyuronid und von d-Galaktose zu Schleimsidure beschrieben.,

Als Ausgangsmaterial verwendeten wir zunichst handelsiibliche Maisquell-
stérke, die bereits in kaltem Wasser quellbar ist und in der die Stirke-Mole-
kiile in aufgelockerter, reaktionsfihiger Form vorliegen, ohne dabei gleich-
zeitig einen stidrkeren Abbau erlitten zu haben.

In systematischen Versuchen gelang es schlieBlich, bei einer Temperatur
von 0-—-5° Maisquellstirke bis zu einem Gehalt von 50--55 9, Uronséureanhy-
drid zu oxydieren. Die optimale Einwirkungszeit betrug 150—170 Stdn. Die
Abtrennung und Reinigung der Oxydationsprodukte von der Salpetersidure
erfolgte durch Ausfillen und Auswaschen mit Methanol. Der Verlauf der Oxy-
dation wurde durch die Uberfilhrung der Oxydationsprodukte in Furfurol
nach B. Tollens verfolgt. Diese Reaktion verlduft zwar nicht quantitativ,
jedoch entspricht nach A. C. Sloep?!!) ein Teil Furfurolphloroglucid im Mittel
2.97 Teilen freier Uronsdure oder 3.27 Teilen Uronsidureanhydrid. Wahrend
der Reaktion wurde gleichzeitig eine Zunahme an reduzierenden Zuckern von
0 auf 12—13 Gewichts- 9%, festgestellt, die auf eine allméhliche Aufspaltung des
Stirke-Molekiils zuriickzufithren ist (Abbild. s. S. 648).

Auch handelsiibliche native Mais-, Reis- und Kartoffelstirke lieBen sich
in gleicher Weise oxydieren. Durchschnittlich wurde gegeniiber den Versuchen
mit Maisquellstdrke aber nur ein etwas geringerer Oxydationsgrad von 45 bis
509, Uronsdureanhydrid erreicht.

8) Vergl. auch Dtsch. Bundespatent 849692 v. 21. 6. 1951. ?) Biochem. Z. 28, 356 [1910].

10) W. W. Pigman, B. L. Browning, W. H. McPherson, C. R. Calkinsu. R. L.
Leaf jr.,, J. Amer. chem. Soc. 71, 2220 [1949].

1) Onderzoekingen over Pektinstoffen en hare enzymatische Outleding, Dissertat.
Delft, 1928.
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Die oxydierten Stirkeprodukte, fiir die wir die Bezeichnung ,,6-Carboxyl-
Starken" vorschlagen, stellen nach dem Trocknen und Mahlen nicht hygro-
skopische, in kaltem Wasser begrenzt quellbare, in siedendem Wasser l6sliche
Produkte dar. Aus wiBr. Lésung werden siec durch verdiinnte Séuren, Athanol,
Methanol und Aceton ausgefillt. Sie haben deutlich sauren Geschmack. Die

Carboxyl-Gruppen lassen sich in waBriger

T T T T1 Losung vollstindig gegen Phenolphtha-

60 “—T - ’1_ o '*"T‘l lein als Indicator titrieren. In organischen

sol— 4/L’_\t\ Losungsmitteln haben sie Austauscher-
1 _ | Eigenschaften.

y b f—#'”* 1 Der Grad der Oxydation kann durch

Nitrit - Zusatz1%) nicht weiter gesteigert

| werden, wenn man eine gelblich bis rétlich

20— — gefirbte, stickstoffdioxydhaltige Salpeter-
’____._1—— siure verwendet. Eine farblose Salpeter-
10 /7"7 ‘ ‘ sdure, die frei von Stickstoffdioxyd ist,

J | I eignet sich dagegen ohne gleichzeitige Ver-
E/nmr/{ufZgl'J'steii lggn_} _300 wendung von Nitrit nicht fiir die Oxy-
dation. Offensichtlich bewirkt also unter
; _hand den angewendeten Versuchsbedingungen
cher Maisquellstarke mit stickstoff- ;¢ gie Qalpetersiure, sondern das Stick-
dioxydhaltiger Salpetersdure (d 1.42) N i X L
bei 0° bis +5°, Bildung von Uronsiure- stoffdioxyd die Oxydation der primiren
anhydrid und von reduzierenden  Alkohol-Gruppen zu Carboxyl-Gruppen,
Zuckern (ber. als Glucose) ~—-~—- in  das dann nach der Einleitung der Reak-
Gew.-% tion laufend aus Salpetersiure nachge-
bildet wird.
Um die Hydrolyse der Carboxyl-Stirke so schonend wie méglich vorzu-
nehmen, wurden zunichst enzymatische Spaltungsversuche durchgefiihrt.
Mit handelsiiblichen Amylase-Priparaten (Biolase C 12 von Kalle & Co., Wiesbaden,
und Diastase puriss. von E. Merck, Darmstadt) gelang keine vollstindige Hydrolyse.
Auch mit einem hochkonzentrierten Pektinase-Priparat (Pectinol K dopp. konz. von
Rohm & Haas, Darmstadt), mit dem F. A. Henglein und M. Hann!?) erfolgreich Pektin
gespalten haben, wn daraus d-Galakturonsiaure zu gewinnen, gelang erst im Verlauf von
14 Tagen eine Teilhydrolyse.
Erfolgreicher verliefen die Versuche, die Hydrolyse der Carboxyl-Stirke
mit Séure zu erreichen, obwohl die zur Stirkehydrolyse iiblichen Bedlngungen
nicht ausreichten.

Abbild. Oxydation ven handelsiibli-

Auch das bereits von E. Fischer'?) zur Spaltung des x-Methyl-d-glucosids angewen-
dete Erhitzen mit der 10fachen Menge 5-proz. Schwefelsiure im siedenden Wasserbad
fiihrte nicht zum Ziel, obwohl es auf diese Weise gelingt, «-Methylgalakturonsaure zu
spalten®). Ohne Ergebnis verliefen auch Versuche mit methanolischer Salzsiure!s).
Ebemo fithrten die Bedingungen der technischen Stirkehydrolyse (Frhitzen auf 135 bis

12 ) Makromolekulare Chem. 2, 289 [1948].
13) Ber. dtsch. chem. Ges. 26, 2407 [1893].

14) F, Ehrlich u. R. Guttman, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 226 [1933).

15) W. N. Haworth, E. L. Hirst u. F. A. Isherwood, J. chem. Soc. [London}
189, 794 [1937].
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140° mit 0.5%, Saure, auf Stirke berechnet) nicht zum Ziel. Es muB deshalb angenom-
men werden, daB die Carboxyl-Gruppen am Kohlenstoffatom 6 die oxydierte Stirke
gegen eine hydrolytische Spaltung besonders widerstandsfihig machen. Auch bei Pektol-
siure haben F. Ehrlich und R. Guttman!é) die Erfahrung gemacht, da8 sich Pektin-
stoffe wesentlich schwerer hydrolysieren lassen als Stirke. Sic verwendeten bei ihren
Versuchen zur Gewinnung von kristallisierter d-Galakturonsiure die etwa 17fache Menge
1-proz. Schwefelsdure bei einer Badtemperatur von 145—150°.

In systematischen Versuchen haben wir die giinstigsten Bedingungen fiir
die Saurehydrolyse der oxydierten Stirke untersucht. Wir verfolgten den
Verlauf an Hand der Abnahme der spezifischen Drehung, der Zunahme des
Reduktionswertes (ber. als d-Glucose) und der Zunahme des Gehaltes an freier
Glucuronsiure??). Durch lingeres Erhitzen unter RiickfluB konnte auch
bei Erhéhung der Siaurekonzentration kein befriedigendes Krgebnis erzielt
werden, weil dann der groite Teil der abgespaltenen Glucuronsdure bereits
zerstort wurde. Giinstiger verliefen die Versuche unter Uberdruck. Es zeigte
sich hierbei eindeutig, daB die vorteilhaftesten Bedingungen zur Gewinnung
von kristallisiertem Glucuron aus oxydierter Stirke auf eine maoglichst kurze,
aber intensive Behandlung hinauslaufen. Die besten Ergebnisse wurden mit
n/,- bis n/,-Salzsiure bei Temperaturen von 150—155° erhalten. Aus 5¢g
Carboxyl-Stirke mit 50.69%, Uronsdureanhydrid wurden jeweils etwa 3 g
Reaktionsprodukt der in der Tafel angegebenen Zusammensetzung gewonnen.

Tafel. Hydrolyse oxydierter Starke

Zusammensetzung des Hydrolysats
Bedingungen der Hydrolyse % red. Zucker (ber. 2 % d-Glucuron-
als d-Glucose) [?‘]D siurel”)
nf, HCl, 30 Min. bei 150° 50.1 ‘ 69.0 49.6
n/, HCl, 45 » > 1509 59.56 59.0 52.5
n/, HCl, 80 » » 150° 685.8 59.5 49.8
nfs HCl, 30 » » 150° 58.5 514 58.8
nfs HCl, 80 s » 150° 70.1 46.0 44.2
n/, HCL, 30 » » 140° 61.7 52.6 48.1
n/y HCL 80 » » 1400 | 69.3 38.2 45.4
nf, HCl, 15 »- » 150° 65.68 39.2 443
nje HCL, 30 » » 150° | 577 23.4 52.5
n/, HCL 15 » » 155° \ 62.3 38.1 54.8
nf; HCl, 30 » » 1400 ! 59.0 27.5 27.8
nf, HCL, 15 »  » 150° 31.1 11.1 24.0

Nach Behandlung von Carboxyl-Stirke mit einem (ehalt an Uronséure-
anhydrid von 53.09, mit r/, Salzsiure bei 155° im Autoklaven, Reinigung
des Hydrolysats mit n-Butanol und Carboraifin gelang es, aus Eisessig nach
dem Animpfen reines kristallisiertes d- Glucuronsiure-lacton zu isolieren.
Die Ausbeute betrug 26 Gewichts-9%, (bez. auf die eingesetzte Stirkemenge).
Es ist bemerkenswert, daB bereits etwa 50 9, d-Glucuron zerstort werden, wenn
man die reine kristallisierte Verbindung den gleichen Bedingungen unter-
wirft, wie sie bei der Hydrolyse vorliegen.

1) Biochem. Z. 259, 100 [1933].

1) Quantitative colorimetrische Bestimmung mit Hilfe der Tollensschen Naphtho-
resorcin-Reaktion.



Nach dem gleichen Verfahren lieB sich auch eine mit Phosphorsiure vor-
behandelte Cellulose!®) mit stickstoffdioxydhaltiger Salpetersiure zu einem
Polyuronid oxydicren und die Hydrolyse der oxydierten Cellulose durch-
fiihren. Die bei Stirke erhaltene Ausbeute an kristallisiertem Glucuron konnte
zwar nicht ganz crreicht werden, die Ausfillung und Reinigung der in Wasser
nicht loslichen oxydierten Cellulose war jedoch mit Wasser méoglich, withrend
bei der oxydierten Ntiarke Methanol eingesetzt werden mubBte.

Beschreibung der Versuche

Oxydation von Stirke mit Salpetersdaure

1.) 100 g Maisquellstirke mit cinem Wassergehalt von 9.49, wurden unter Riihren
in 200 ccm ciner auf - 10° gekiihlten Salpeterssure (d-= 1.42) eingetragen. Die Siure
wurde vorher durch Verdiinnen einer konz., stickstoffdioxydhaltigen Salpetersiure (d=
1.52) auf die vorgeschriecbcne Konzentration gebracht. 1as Reaktionsgemisch wurde bei
ciner Temperatur zwischen 0 und - §° 168 Stdn. sich selbst iiberlassen. Daraufhin wurde
die dicke, schwach gelblich-griin gefiarbte Gallerte unter Kiihlung mit Wasser in etwa
600 ccm Methanol eingeriihrt, wobei sich die oxydierte Stirke in korniger, gut filtrierbarer
Form abschied. Sie wurde durch Filtration abgetrennt, mit reichlich Methanol gewa-
schen und bei 50¢ i.Vak. getrocknet. Auf dicse Weise wurden durchschnittlich 105 g
trockenes Oxydationsprodukt mit einecm Gehalt!') an Uronsaureanhydrid von 50 bis
559%, erhalten; Stickstoff-Gehalt nach Dumas0.39%,.

2.) 100 g handelsiibliche Kartoffelstirke mit einem Wassergehalt von 16.19, wur-
den unter Rilhren in eine auf —10° gekiihlte Losung von 20 g Natriumnitrit in 200 cem
Salpetersiure (d 1.42) eingetragen. Das Reaktionsgemisch wurde bei einer Temperatur
zwischen 00 und -}-5° sich selbst iiberlassen: nach 168 Stdn. wurde wie unter 1.) aufge-
arbeitet; Es wurden 102 g Oxydationsprodukt mit einem Uronsdureanhydrid- Gehalt
von 49.29% crhalten.

Sdurchydrolyse von oxydierter Starke und Gewinnung von
kristallisiertem d-Glucuron

1.) 20 g oxydierte Stirke mit einem Uronsaureanhydrid-Gehalt von 33.0%;, wurden
in 200 ccm n/, HCI suspendiert und die Suspension im Autoklaven auf 155° erhitzt (10 Min.
steigend, 15 Min. bei 155% 15 Min. fallend). Das dunkelbraun gefirbte, verkohlte Sub-
stanz enthaltende Hydrolysat wurde noch heiB unter Nachwaschen mit \Wasser filtriert,
zur Reinigung nacheinander cinmal mit 75 cem und zweimal mit je 50 cem #-Butanol
ausgeschiittelt, anschlieBend 15 Min. im siedenden Wasserbad mit Carboraffin erwarmt,
erncut filtriert und bei 50° i. Vak. zu einem diinnfliissigen Sirup eingedampft. Der nur
noch blaB gelbe Sirup wurde mit der doppelten Menge Eisessig versetzt und weiter i. Vak.
bei 50° bis zur beginnenden Triibung cingeengt. Nach dem Animpfen mit reinem d-Glu-
curon wurden nach dem Stehen iiber Nacht bei -+5° und Auswaschen der Kristalle mit
Mcthanol und Ather 3.9 g reines krist. d-Glucuron erhalten (26 Gewichts-%, bez. auf
Starke). Die Impfmenge wird vorteilhaft reichlich bemessen, um gut ausgebildote Kristalie
zu erzielen, da diese sich besser abtrennen lassen. Das auf diese Weise erhaltene Glu-
curon wies bereits eine hohe Reinheit auf. Schmp. (korr.) 173—175°, Misch-Schmp. mit
reinem Glucuron 175%; [«]§3: +18.0° (2 dm; ¢ 1.0 in Wasser). Naphthoresorcin-Probe!?):
Eine I-proz. Losung zeigte im Vergleich zu reinem d-Glucuron die gleiche Farbintensitit.

CeH Qg (176.1) Ber. C40.90 H 4.58 Gof. C40.97 H 4.52

2.) 20 g oxydierte Stirke mit einem Uronsiureanhydrid-Gehalt von 51.3%, wurden
in 200 cem n/, HCl suspendiert und unter Druck auf 150° im Autoklaven erhitzt (10 Min.
steigend, 40 Min. bei 150° 15 Min. fallend). Nach der wie unter 1.) erfolgten Aufarbei-
tung wurden aus Nisessig nach dem Animplen 3.0 g reines, krist. d-Glucuron erhal-
ten, entsprechend einer Ausbeute von 20 Gewichts-9, bez. auf Stirke.



