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( Bingegangen am 9. Mdirz 1968)

Im Zusammenhang mit hydrothermalen Abbauversuchen von
cellulosehéltigen Substanzen wurde der Abbau von Glucose in
wilrigen Losungen unter neutralen Anfangsbedingungen unter-
sucht.

Der analytische Nachweis von Glucose wurde, nach papier-
ehromatographischer Auftrennung, iiber die Aktivitatsbestim-
mung der mit 14C markierten Verbindung durchgefithrt. Hs
konnte nachgewiesen werden, daB mit den kolorimetrischen
Methoden die erforderliche Genauigkeit nicht erzielt werden
kann.

Im Temperaturbereich von 200 bis 300° C folgt der Abbau
der Glucose bis zu 909, Umsatz einer Reaktionsgleichung erster
Ordnung. Die Aktivierungsenergie betrigt 28,9 keal/Mol, die
StoBkonstante ist 8,85 X 10? sec—!. Die kinetischen Reaktions-
daten lassen die Abbaugeschwindigkeit von Glucose in entspre-
chenden hydrothermalen Prozessen vorausberechnen.

Die in unserem Jahrhundert andauernde ,,Bevolkerungsexplosion®
und die damit zusammenhingende kritische Welternihrungslage haben
auch in Wissenschaft und Technik neue Interessen wachgerufen. Im
Vordergrund liegen die biochemischen Synthesen der lebenswichtigen
Aminossuren, in die sich bereits die Erdélindustrie intensiv einschaltet.
Ein noch fast ungeniitztes Reservoir an Nahrbodensubstanzen liegt in
den cellulosehaltigen Naturstoffen (Holz, Stroh usw.). Eine wirtschaftliche
Herstellung von Glucose aus diesen Substanzen war bisher auf Grund
der bekannten Nachteile der Siurehydrolyse noch nicht moglich.

* Herrn Prof. Dr. L. Schmid herzlichst zu seinem 70. Geburtstag gewidmet.
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In Vorversuchen, die bis in die ersten fiinfziger Jahre zuriickgehen, konnte
gezeigt werden, daf cellulosehaltige Substanzen bei sdurefreier hydrothermaler
Behandlung (wéfr. Suspension bei erhohten Temperaturen und Driicken)
abgebaut werden und dabei zu einem gewissen Teil Glucose liefern. Die gegen-
iiber der Cellulose geringe thermische Stabilitdt der Glucose legte dabei ein
Arbeitsverfahren nahe, das in der Erhitzung der Ausgangssubstanz und der
raschen Abkuhlung der Abbauprodukte, zur weitgehenden Erhaltung der
niedermolekularen Bestandteile, besteht!. Eine Voraussetzung fiir dieses Ver-
fahren war die Untersuchung der Kinetik beim hydrothermalen Abbau der
Glucose selbst.

Es liegen Untersuchungen vor, die sich mit der Hydrolyse von Glucose in
saurem Milieu? und mit dem Reaktionsmechanismus bei der alkalischen
Hydrolyse?® befassen. Eine Arbeit von Stelzig* beschiftigt sich mit dem
Saccharose- und Glucosezerfall in Abhangigkeit vom pH-Wert ber verschie-
denen Temperaturen. Uber die Kinetik der Reaktion von Glueose unter hydro-
thermalen Bedingungen liegen keine Angaben vor.

Quantitative Bestimmung der Glucose

Da unter den gegebenen Reaktionsbedingungen reduzierende Verbinduan-
gen auftreten®, sind die uiblichen titrimetrischen Glucosebestimmungen nach
Weillstdtter, Bertrand ete. nicht anwendbar. Die erhaltenen Ldsungen sind zu-
dem, je nach den Abbaubedingungen, gelb bis braun und meistens tritb, so daf
auch polarimetrische Analysen nicht in Frage kommen. Es war daher eine
chromatographische Abtrennung der Glucose von den Folgeprodukten er-
forderlich.

Die in der Literatur angegebenen papierchromatographischen Trennun-
gonS 7 waren nur in beschrénktem MafBe anwendbar, da beim hydrothermalen
Abbau von Glucose zu einem betrachtlichen Teil o-Hydroxymethylfurfurol
(HM F) entsteht. Dieses verursacht durch weitere Reaktionen die Verfarbung
der Lésung®. Es entstehen zudem polymere Produkte, die sich auf den Chro-
matogrammen als braune Streifen vom Startpunkt bis zum Ort des HMF
hinziehen. Das HM F hat einen hohen Ry-Wert. Die braunen Streifen kénnen
als polymere Reihe gedeutet werden, die, beim HMF beginnend, zunehmend
gréBere Polymerisationsgrade aufweist. Am Startpunkt werden die unlds-
lichen Produkte festgehalten. Schon reines HMF zeigt bei der Chromato-
graphie schwache Streifenbildung.
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Die besten Resultate gab das von Stelzig? verwendete Laufmittel 1-Pro-
panol : Athylacetat : Wasser = 7:1: 2 (Vol). Glucose wird recht gut von den
Begleitstoffen getrennt.

Ry
Glucose 0,26
Glycerinaldehyd 0,49
Dihydroxyaceton 0,56
Methylglyoxal 0,69

Hydroxymethylfurfurol 0,80

Es wurde hauptséchlich nach der aufsteigenden Methode gearbeitet, die es
erlaubte, mit besonders groBen Papierbogen, Nr. 2043 b von Schleicher &
Schull, zu arbeiten. Die Laufzeiten fur eine Trennstrecke von etwa 35 em
lagen zwischen 17 und 22 Stunden, je nach herrschender Temperatur. Dabei
verschoben sich die Ry-Werte nur sehr wenig, die Rg-Werte, d. h., die auf den
Ry-Wert von Glucose bezogenen R-Werte, aber praktisch gar nicht. Auf
Bogen 50X 50 ¢ konnten nebeneinander gleichzeitig 10 verschiedene Hydro-
lysate und zweimal reine Glucoseldsung aufgetragen werden. Diese Bogen
wurden dann zu einem Rohr mit etwa 8 cmn Radius eingerollt und die Kanten
mit weillem Zwirn mit wenigen Stichen so zusammengeniht, daf sie einander
gerade noch nicht berithren konnten; wenn die Enden des Bogens einander
beim Zusammennihen tiberlappen, wird das Chromatogramm verzerrt, so daf
die Bg-Werte nicht mehr bestimmt werden kénnen.

Um Glucose und seine Abbauprodukte auf dem Chromatogramm sichtbar
zumachen, wurden viele der in der Literatur zitierten Reagentien®. ? ausprobiert.
AgNOjs ist zwar ein empfindliches Reagens, unterscheidet aber nicht zwischen
verschiedenen reduzierenden Substanzen. Anilin-Iydrogenphosphat oder
-phthalat unterscheidet zwischen Ketosen und Aldosen, der Farbton scheint
bei verschiedenen Zuckern verschieden zu sein. Ahnlich wirkt p-Anisidin-
Hydrochlorid.

Am empfindlichsten aber und in den Farben am unterschiedlichsten auf
verschiedene Substanzen ansprechend war eine Losung von 0,5 g Benzidin +
10 g Trichloressigsidure in 100 ml Butanol®. Nach dem Besprihen des getrock-
neten Chromatogramms wurde dieses 10 Min. im Trockenschrank bei 95 bis
105° C entwickelt. Glucose gibt einen braunen Fleck, Hydroxymethylfurfurol,
das schon in der Kilte farbbildend wirkt, erzeugt einen intensiv orangegelben
Fleck.

Die quantitative Bestimmung von Glucose in dem Reaktionsgemisch
nach chromatographischer Trennung bereitete anfangs erhebliche Schwie-
rigkeiten. Von den vielen in der Literatur angegebenen Moglichkeiten
erreichten wir mit keiner die notige Genauigkeit.

Pridham®. * verwendet p-Anisidin-Hydrochlorid als Reagens. Die
Flecken werden aus dem Chromatogramm ausgeschnitten und in SnCly—
Athylalkohol—Wasser eluiert. Die Extinktion der farbigen Losung wird
dann im Spektrometer bei 390 my gemessen. Wilson® verfihrt ganz
dhnlich mit dem Anilinreagens. Beide Methoden wurden iiberpriift. Dabei

® J. B. Pridham, Anal. Chem. 28, 1967 (1956).
10 0. M. Wilson, Anal. Chem. 31, 1199 (1959).
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zeigte sich, dafl sich der gebildete Farbstoff nicht vollig aus dem Papier
auswaschen liel, auch wenn wir das ausgeschnittene Stiick Papier in
einem Mikromixer in dem Losungsmittel zerfaserten. AuBlerdem war die
Extinktion der erhaltenen Losung abhingig von der Konzentration der
verwendeten Zuckerlosung, auch wenn gleiche Mengen Glucose auf-
getragen wurden.

Abb. 1 zeigt die mit folgender Methode erhaltenen Kurven: auf ein Chro-
matographiepapier wurden wachsende Volumina von je drei Glucoseldsungen
(0,1-, 0,5- und 1iproz.) aufge-
tragen; die Glucosemengen 4
variierten von 5 bis 100 pg.
Nach dem Chromatographieren
wurde mit Anilinphosphat be-
spritht, die ausgeschnittenen
Flecken im Mixer fein zerteilt
und mit Athanol-HCl ausge-
waschen. Die damit erhaltenen
Extinktionswerte waren aber L
bei gleichen Glucosemengen fiir g 70 20 30 # S0 60 0 B A 00
verschiedene Ausgangskonzen- //j Glukosemenge /70 %]
trationen der verwendeten Lo-
sungen verschieden. Daraus ist Abb. 1. Abhé,ngigkeit- der Extinktion des
zu schlieBen, daB sich der Glucose-Anilinphosphats (bei 390 myu) von
Farbstoff leichter eluieren 1a8t, der aufgetragenen Glueosemenge. Der
wenn wenig Glucose in einem Extinktionswert ist bei gleicher Glucose-
groBen Fleck enthalten ist, menge auch von der Konzentration der
d. h., daB die Extinktion und 2zum Auftragen auf das Papierchromato-
damit die scheinbare Glucose-  gramm verwendeten Lésung abhingig
menge von der Konzentration
der Glucose am Chromatographiepapier beeinflut wird. Eine neue Eich-
kurve wurde aufgestellt durch Auftragen von je 10 ul von 12 verschieden
konzentrierten Glucoseldsungen; dadurch waren alle Flecken am Start gleich
groB. Die erhaltenen Werte wiesen trotzdem Abweichungen von + 159, vom
Sollwert auf, auBerdem war die Extinktion nur im Bereich zwischen 10 und
60 pg Glucose eine lineare Funktion der Glucosemenge. Ahnliche Effekte
traten auf, wenn wir nach Jeffrey! zur quantitativen Bestimmung der Zucker,
auf Papierchromatogrammen die direkte Messung der Reflexion der mit
Anilin-Monochloracetat angeféirbten Flecken durchfithrten; die FleckengréBe
beeinflufite die MeBwerte in noch stirkerem MaBe.

In neuen Versuchsreihen wurde die Moglichkeit der Verwendung
eines radioaktiven Reagens fiir die Glucosebestimmung untersucht. Das
eingesetzte 110AgNQO3 (durch Neutronenbestrahlung im Reaktor iiber
die 109Ag[n, y]110Ag-Reaktion erhalten) gab zwar den Glucosefleck auf
dem Papierchromatogramm gut wieder, der aktive Hintergrund konnte

11 J. E. Jeffrey, E. V. Partlow und W. J. Polglase, Anal. Chem. 32, 1774
(1960).
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aber trotz groBer Sorgfalt nicht konstant genug gehalten werden, um zu
der erwunschten Analysengenauigkeit zu gelangen.

Bewidhrt hat sich schliefilich die Verwendung von 14C-Glucose. Die
gleichmaBige Verteilung der aktiven Substanz im Bereich des Fleckes
bringt allerdings eine teilweise Absorption der weichen B-Strahlung
(0,158 MeV) im Chromatogrammpapier mit sich. Der Absorptionsfaktor
erwies sich jedoch als sehr konstant und erlaubte eine MeBausbeute
von 189 in einem Friesecke-Hopfner-MethandurchfluBzihler. Eine
10proz. Glucoseldsung (spezif. Aktivitat 0,4 pCij/ml) wurde fiir die Ver-
suche verwendet. Damit konnte bei einer Auftragung von 20 pl noch
19, der Ausgangskonzentration mit entsprechender Genauigkeit (etwa
doppelier Leerwert der Zdhlanlage) bestimmt werden.

Die quantitative Bestimmung von Glucose und ihren Abbauprodukten
war nun sehr einfach, wenn auch zeitraubend. Auf jedes Chromatogramm
wurden zwei Punkte mit nicht abgebauter Glucoselésung aufgetragen,
sowie je ein Punkt von jedem Hydrolysat. Dann wurde in ublicher Weise
chromatographiert, entwickelt, die Flecken ausgeschnitten und ihre
Aktivitat im Methandurchflufzéhler mehrmals gemessen. Aus dem Ver-
héltnis der Zihlwerte der Hydrolysate und der unabgebauten Glucose
(gemittelt) ergab sich sofort die Restmenge an Glucose in Relativprozent.

Abbauversuche und MeBergebnisse

Vorversnche wiesen daranf hin, daB die kinetischen Untersuchungen im
Bereich von 200 bis 300° C vorgenommen werden muBten. Um die zu ex-
wartenden maximalen Driicke (der Sattigungsdampidruck von Wasser bei
300° C ist etwa 87 atm; zusdtzlich treten auch etwas gasformige Abban-
produkte aunf) von etwa 100 atm beherrschen zu konnen, wurden fiur die
Experimente kleine Edelstahl- Autoklaven verwendet.

Ein Antoklav bestand aus einem Rohr (Bdhler SAS 10) mit 8 mm AuBen-
und 6 mm Innendurchmesser. Das eine Ende des etwa 120 mm langen Rohres
war verschweiBt, das andere mit einer ERMETO-Schneidringverschraubung
verschlossen. Die Verschlisse konnten wiederholt gedffnet werden. Die
Dichtungsflichen wurden von Zeit zu Zeit nachpoliert, um ein dichtes Ver-
schlieBen zu gewahrleisten.

Da sich Wasser beim Erwérmen auf 300° C um etwa 309, seines Volumens
ausdehnt, lag das nutzhare Volumen dieser Autoklaven bei etwa 2,5 ml. Zur
Hydrolyse wurden 10 solcher Autoklaven mit einer 10proz. Ldsung radio-
aktiver Glucose gefiillt, in einen Rost gesteckt und somit alle gleichzeitig in
ein elektrisch beheiztes Metallbad eingetaucht. Das Metallbad, das mit einern
Rihrer umgewilzt wurde, gewiihrleistete einen vorziglichen Warmekontakt.
Allerdings war die Wérmekapazitdt der mit Wasser gefillten 10 Autoklaven
gegen die Kapazitit des Metallbades nicht zu vernachlissigen, da sich in
diesem beim Eintauchen ein Temperaturabfall von etwa 7° C ergab. Da alle
Autoklaven gleichzeitig eingetaucht wurden, waren die Temperaturbedingun-
gen fir alle Proben anfangs gleich. Durch Anfertigen einer genauen Eichkurve
war os anch moglich, die Heizung des Bades auf die nach dem Eintauchen der
Autoklaven sich einstellende Temperatur so einzuregeln, da sich im Verlauf
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der Hydrolyse niemals groBere Temperaturschwankungen als + 1° C ergaben.
Die Temperatur wurde mit eirern Thermoelement aus Ni—CrNi gemessen.
Nach genau gemessener Zeit wurde jeweils ein Autoklav dem Bad entnommen
und mit kaltem Wasser abgekiihlt, um die Reaktion sofort abzubrechen. Die
Autoklaven wurden sodann entleert und die meist braun gefdrbte, nach
Karamel riechende Losung analysiert.

In Tab. 1 ist eine der 20 durchgefithrten Versuchsreihen (240° C) wieder-
gegeben.

Tabelle 1. Glucoseabbau

1 ml Glucoselosung pro Autoklav; Reaktionstemp. 240° C; spezif. Aktivi-
tét 0,4 uCi/ml; ¢ = korrigierte Reaktionszeit in Min.; Imp/10 Min. = Impulse
pro 10 Min.; I—L = Impulse pro 10 Min.—Leerwert; %, Rest = die nach dem
Abbau gefundene Restmenge an Glucose in Prozent der Anfangsmenge.

1 2 3 4 5 6
Vers. t Imp/10 Min. Mittel I—L % Rest
1 1 23 896 23 768 23 474 78,3
23 640
2 2 17 299 17 576 17 282 57,6
17 854
3 3 13 865 13 922 13 628 45,4
13 979
4 4 9 986 10 136 9 842 33,8
10 286
5 5 6 979 6 928 6 634 22,1
6 877
6 6 5 801 5 664 5 370 17,9
5 526
7 7 Autoklav undicht
8 8 3676 3 536 3242 10,8
3 396
9 12 2512 2 360 2 066 6,9
2 208
10 18 2 023 1 946 1 652 5,5
1869
1009, — 29 787 30 304 30 010
30 821
Leerwert L 314
287
307
268 294

Die prozentuellen Restmengen an (lucose sind in Abhingigkeit von der
Reaktionszeit (¢) flir verschiedene Temperaturen in Abb. 2 dargestellt.

Bei der graphischen Auftragung stellte sich heraus, daB die Reaktion erst
nach 0,8 Minuten einsetzt. Die Anheizzeit betrug daher trotz giinstiger
Bedingungen fast 1 Minute. Sowohl in Tab. 1 als auch in der Abb. 2 wurde
daher die Anheizzeit (0,8 Min.) von der Gesamtreaktionszeit abgezogen und die
korrigierten Werte angegeben.
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Wie aus Abb. 2 hervorgeht, handelt es sich beim Glucoseabbau um eine

Reaktion erster
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Abb. 2. Die Abhéngigkeit der Glucosekonzentration von der Reaktionszeit
(¢ in Min.). Die Konzentration ist, in logarithmischer Auftragung, in Prozenten
der Ausgangskonzentration aufgetragen. Reaktionstemp. zwischen 202 und

NN
N D
T T

277° C

T T T

NR
3

T
o

277 267 Z(]lﬂ ZJZJ iﬂf’ Zilfilﬂi 1‘76'

407 —1— L

80 1 [ jﬂ’?i 200 Zo8 208
L
7

Abb. 3. Abhingigkeit der Reaktionskonstanten (k) des Glucoseabbaues als

Funktion der reziproken Temperatur (1/77)

diese Reaktionsordnung sehr gut erfallt. Nur bei den letzten 109, verlangsamt
sich der Glucoseabbau bedeutend. Unter den gebildeten Abbauprodukten be-

finden sich auch

verschiedene organische Sdauren, die den pH-Wert im Verlauf

der Reaktion erniedrigen. Da Gluecose in schwach saurem Bereich stabiler als
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in neutralem ist, erklért sich die Erniedrigung der Reaktionsgeschwindigkeit
bei hohen Abbaugraden.

Aus den Abbaukurven konnten die Reaktionskonstanten fir den Glucose-
abbau bei verschiedenen Temperaturen berechnet werden. In Abb. 3 sind die
Reaktionskonstanten als Funktion der reziproken Temperatur aufgetragen.
Aus der dabei erhaltenen Geraden errechnet sich eine Aktivierungsenergie
(E) von

E = 28,9 [keal/Mol]
und ein StoBfaktor (A) von
A = 8,3 109 [sec1].

Der niedere StoBfaktor ist durch die komplizierte intramolekulare Reak-
tion zu erklaren, die unter anderem mit etwa 509 Ausb. zu a-Hydroxymethyl-
furfurol fithrt. In Parallelreaktionen (siehe Stelzig* und Bishop?) werden
Glycerinaldehyd, Dihydroxyaceton u. a. m. gebildet.

Awus den Abbaukurven (Abb. 2) geht hervor, daB beim hydrothermalen
Abbau von Glucose bei 240° C in einer Minute schon 229%, zersetzt sind.
Bei einer Reaktionstemperatur von 277° C sind bereits nach 30 Sek. 50%,
der Glucose zerstort. Daraus kann ersehen werden, wie wichtig die genaue
Kenntnis der kinetischen Daten des Glucoseabbaues fiir die Erstellung
eines Verfahrens zur hydrothermalen Bildung von Glucose aus cellulose-
hiltigen Materialien?® ist.

Wir méchten nicht versdumen, dem Osterreichischen Forschungsrat
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zu danken.
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