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164. Hans Pringsheim und Max LaBmann: Uber Inulin
und Glykogen. (Zweite Mittellung iiber Inulin.).
{Aus d. Chem. Institut d. Uhiversitét Berlin.]
(Eingegangen am 30. Marz 1922)

Die im vorigen Jahre ermittelte Molekulargrofie des Inu-
tinst) stellt die erste verlifliche Bestimmung des Molekular-
gewichtes cines Polysaccharides dar, das wie die Cellulose, die
Stirke, das Glykogen u.a. frither fiir duBerst hochmolekular ge-
balten wurde. Das Ergebnis, welches das Inulin als aus neun
Fructose-Resten 'zusammengesetzt erkannte, fiillt mit der Entwick-
fung der Polysaccharid-Chemie zusammen, die in den vorgenannfen
Naturprodukten nicht mehr langgezogene Ketten aneinandergereih-
ter Zuckerreste, sondern Polymere relativ niedrig molekularer An-
hydro-zucker sieht. Die Beziehung zu den schon mit den gewdhn-
lichen Laboratoriumshilfsmitteln als krystallinisch erkennbaren, in
Wasser echte Losungen gebenden Di-, Tri-, Tetra- usw. -Saccha-
tiden wird so in gewisser Beziehuug eine engere: Aus diesen
Grfinden scheint es kaum  angiingig, die letztgenannten Kérper
in eine gesonderte Klasse einzuordnen: wir wollen sie deshalb
als Polysaccharide .erster Ordnung bezeichnen, ‘wéhrend
die polymeren Anhydro-zucker von geringem Dispersionsgrad und
entsprechend kolloidalen Eigenschaften als Polysaccharide
zweiter Ordnung zusammengefaBt werden sollen.

Die Wichtigkeit des von uns ermittelten Befundes zwingt uns,
ihn nach Moglichkeit zw sichérn; wenn unsere kryoskopischen Be-
stimmungen am Inulinacetat auch in drei verschiedenen .Ld-
sungsmitteln Werte der gleichen GréBenordnung -ergaben, so schien
es doch angezeigt, in unseren Bestrebungen noch weiter zu gehen
und zum Vergleich auch die von Barger?) angegebene und neuer-
dings von Rast®) handlich gemachte Methode zur Molekular-
gewichts-Bestimmung heranzuziehen. Wir wihlten als Lo-
sungsmittel Eisessig und arbeiteten bei einer Verdiinnung, die
sowohl der Léslichkeit des Inulinacetats entsprach als auch der
Gefahr der Assoziation vorbeugte. So kamen wir bei der Ver-
gleiéhslﬁsung, die wir mit Azobenzol herstellten, auf Konzen-
irationen von nur t/g- und 1/-normal. Die von uns abgelesenen

1) H. Pringsheim u. A. Aronowsky, B. 54, 1281 [1921].
3) B. 87, 1754 [1904]; Soc. 85, 286 [1904].
3) B. 34, 1979 [1921].
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Ausschlige geniigten, um die Molekulargréfie des Inulinacetats ecr-
neut festzulegen; das Ergebnis entsprach dem {ritheren Befunde.
Dadurch ist gleichzeitig bewiesen, dafl die Barger-Rastsche
Methode auch fiir die Bestimmung relativ hoher Molekulargréfen,
in unserem Falle handelte es sich ja um ca. 2600, geeignet ist.
Bei einer derartigen Molekulargr§Be ist im allgemeinen die Grenze
fiir eine exakte Bestimmbarkeit auf kryoskopischem Wege cr-
réiéhfl); leider scheint, wie wir sehen werden, bei der auf iso:
thermer Destillation bernhenden Methode von Barger cine Re-
stimmung von MolekulargroBen iher 3000 praktisch ebenfalls nicht
mehr durchfiihrbar.

Der am Inulin gezeitigte Erfolg ermutigte uns, die Methodd
auch auf das Glykogen und die 16sliche Stdrke zu iber-
fragen, welche sich im Gegensatz zur Cellulose und zur Nafur:
Stiarke leicht mit Pyridin und Essigsdure-anhydrid acetylieren
lassen. Schiitzenberger?) gewann durch Erhitzen vou Glykogen
mil Essigsiure-anhydrid auf 155° das Acetat eines stark abge-
hauten Glykogens; auch der Acetylierungsversuch von v. Knaffl-
];enis) mit Essigsiure-anhydrid, das mit Chlorwasserstoff gesittist
war, filhrte zu einem Glykogen-Dextrin-Derivat. Wir crhielicn
zum ersten Male Acetylierungsprodukte, aus denen sich Glykogen
und lésliche Stirke ohne jede Spur von reduzierenden Beimen-
gungen zuriickgewinnen liefen; sie gaben die entsprechenden Jod-
firbungen wie die Ausgangsstoffe und wurden wie diese durch
Diastase fermentativ aufgespalten.

Der auffallende Unterschied in der Jodfédrbung von Gly-
kogen und Stdrke ist noch ungeklirt. Karrert) hal dies-
heziiglich soeben eingehende Erwiigungen vorgetragen: er kommt
sn der Auffassung, daB die Differenz in der Jodfirbung nicht
duf eine Verschiedenheit' des Polymerisationsgrades zuriickz:
fiihren sci, ‘welche .das Glykogen den Erythro-dexirinen an die
Seite stellen wiirde, die sich mit Jod echenfalls braunrot fi
ben; wahrseheinlicher sei die Abweichung von der Blaufirbung
der Jodstirke auf gewisse Beimengungen zuriickzufiihren, da
nachweislichk dem' phosphorhaltigen Amylopektin  keine Blau
firbung,” sondern eine- violettrote und nicht, wie Karres
schreibts), cine ‘weinrote Farbe zukommis). TUnsere desdcety

1) vergl. L. Fischer u. K. Freudenberg, B. 46, 1136 [1813],

2) A. 160, 74 [1872]. 3 v. Knaffl-Lenz, H.-46, -203 [1905].

4) Helv. chim. acta 4; 994 [1921].

5) Samec u. v. Hoefft, Kolloidchem. Bceihefte &, 141 {1918]; wvi-
tere Literatur bei Karrer, a.a.O.
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lietfen. Glykagen- und Stirke-acetate waren sicher von solchen
Asche- und anderen Bestandteilen frei. DaBl sie ihre Jodfirbungen
in charakteristischer Weise beibehielten, scheint gegen die -obige
Annahme zu sprechen, zumal auch das elektrolytfreie Amylo-
pektin, das Samec Erythro-amylose nennt, keine blaue
sondern eine weinrote Jodreaktion gibt. Die Frage nach der Ur-
sache der Verschiedenheit der Jodfirbung ist nach unserer Meci-
.nung noch nicht spruchreift).

Leider ist es uns nicht gelungen, die MolekulargréBe des
Glykogenacetats festzustellen. Wir versuchten Eisessig und
Bremoform fiir die kryoskopische, Aceton fiir die ebullioskopische
Bestimmung, ohne eine Erniedrigung des Gefrierpunkts oder Fir-
héhung des Siedepunkts feststellen zu konnen; auch waren die
Eosungen nicht ganz klar, sondern elwas opalescierend. Nicht
besder ging es uns bei der Anwendung der Bargerschen Me-
thode, fiir die wir neben Eisessig und Benzol in 3-proz. Objekt-
lgsung, Pyridin in 3t/,-proz. Ldsung versuchten. Trotzdem die
Losungen in Pyridin ganz klar erschienen, verhiclten sie sich
wie reine Losungsmittel: eine isotherme Destillation war auch
Pyridin allein gegeniiber nicht zu bemerken.

Znm Vergleich slellten wir uns auf analogen Wege ein
‘Acetal der l1oslichen Stdrke her und versuchlen, die Mole-
kulargréBe zu ermitteln: doch sind wir auch hier zu keinem
Ergebnis gelangt. Das Assozialionsvermigen dieser Acetate seheint
demnach, entsprechend den kolioidalen Ligenschaften von Glykogen
und Stirke, ein recht groBes zu sein. Auch Karrcr?) will sich
nicht auf eine enge Grenze des Molekulargewichts seines Methylo-
glykogens festlegen, withrend er fiir Methylo-stirken 900—1200
angibts).

Beschreibung der Versuche.
Molekulargewichts-Bestimmung des Inulinacetats
nach Barger-Rast.

Fir die Molekulargewichts-Bestimmung verwandten wir dax
nach der fritheren Vorschrift) hergestellte Inulinacetat. Aun
telle des von Rast vorgeschlagenen Haares eignet sich wegen
der schirferen Riinder noch besser ein Haar von Glaswolle uls

1y Beziglich des Vergteichcs zwischen Glykogen und Urythro-amylose
sergl. 1. Pringsheim uo Goldstein, B. 55, 11§ [1922]

%) Helv. chim. acla 4, 994 [1921].

3) Helv. chim. acta 3, 620 [1920; 4, i85 [1921],

4 B. 54, 1284 [1921].
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Strichmarke. Zumn Festkleben der Capillarrohren auf der Mes-
platte fanden wir feine Streifen von Leukoplast geeigneter als
Wachs, da sich letzteres bei lingerem Verweilen in Wasser oft
losléste. Der Einfachheit wegen haben wir auch das Glaswollhaar
mit Leukoplast festgeklebt. Das Aquivalentgewicht des Inulin-
acetats ist gleich 288. Wir stellten uns zunichst eine Losung von
2.88g in 100 ccm Eisessig her. Als' Vergleichslésungen verwand-
ten wir t/g- und */i00-22. Azobenzol-Lésung in Eisessig. Nach 24 Stdn.
war das Volumen der Objektlosung der n/g-Losung gegeniiber
(als der stirkeren) um 22 Teilstriche unseres Okularmikremeters
kleiner und gegen die n/j-Liosung um 84 Striche groSer gewor-
den. Bei 11/;-mal so grofler Konzentration, also bei 4.32 g Inulin-
acetat in 100ccm Eisessig und t5/g- und 1.8/y-2. Azobenzol-Lo-
sungen, waven die Ausschlige allerdings kleiner, und zwar nur
3.5 resp. 2.5Striche. Die Genauigkeit der Methode mag fir so
hohe MolgréBen und entsprechend groBe Verdiinnungen versagen.
Im Prinzip kommt es aber nur darauf an, den Umkehrpunkt der
Ausschldge festzusteHen: das ist uns in unzweifelhafter Weise
gelungen. Das Molekulargewicht unseres Inulinacetats war dem-
entsprechend grofier als 8-mal 288 und kleiner als 10-mal 288
und kann nur 9-mal 288 sein. Damit ist die MolekulargroBe des
Inulinacetats definitiv bewiesen und zwar umsomehr, als wir fiir
sie in der nichsten Abhandlung iiber Inulin noch andere Be-
weise beibringen werden.

Glykogenacetat.

Kauflich war einwandfreies Glykogen iiberhaupt nicht zu
erhalten. Unser Glykogen wurde aus der Leber von Kaninchen
gewonnen, die 2—3 Stdn. vor der Tétung 10g Traubenzucker  mit
der Schlundsonde erhalten hattent). Die Aufarbeitung geschak
nach der Methode von Briicke; aus einer Leber gewannen wir
so im Durchschnitt 7g eines weilen, staubférmigen Glykogens,
das sich im Wasser zu einer opalescierenden Fliissigkeit 18ste.
3g Glykogen wurden mit einem Gemisch von 20ccm iiber Kali
destilliertem Pyridin und_14 cem Essigsiure-anhydrid hergossen
und auf dem Wasserbade bis zur Losung erwidrmt. Das Fic-
setzen einer Acetylierungsreaktion wie beim Inulin konnte hier
nie beobachtet wevden. Die Ldsung wurde in Eiswasser einge-

1) Diese Operalionen wurden von Frau Dr. Lichtenstein und

Hrn. Dr. Dieter vom hiesigen Physiologischen Institut vorgenommen.
wofiir wir auch hier bestens danken.
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gossen und das ausfallende Produkt, nach mehrfachem Waschen
mit Wasser und Dekantieren auf der Nutsche, gesammelt und
im Vakuum-Exsiccator getrocknet. Die Reinigung geschah durch
Losen in Essigester und Ausfillen mit Alkohol, in dem das
Glykogenacetat ebenso wie in Methylalkohol praktisch unlds-
lich ist. Der Schmelzpunkt lag unscharf bei 1659.

Da das Produkt stark hygroskopisch ist, muBte es fir die Analyse
im Schiftchen bei 78 iiber Phosphorpentoxyd und 14 mm Druck im zu-

sammenschicbbaren Wigegliaschen Dis zur Gewichiskonstanz getrocknet
werden.

0.1456 g ‘Sbsl.: 0.2661 g CO,, 0.0744 g 11,0.

C;;Hyg O (288.12). Ber. € 50.00, H 5.60.
Gef. » 49.85, » 5.72.

Zur Acelyl-Bestimmung wurden 0.4664g mit 10ccm n-NaOH,
20cem Alkohol und 30 cem Wasser bis zur Losung auf dem Wasserbade
erwirmt und dann mit 7/,;-HCl und Lackinus als Indicator titriert.

Verbraucht 5i.3cem  7/,-HCL.  Durch die Acetylgruppen neutrali-
siert 48.7 com 7/,,-Na(OH).

. Ber. COCH; 44.73. Gef. COCH; 44.93.

18 4+ 2.4 < 7.2637 o & (3 .
lalp = 101131 < 09758 — -+ 159.6° (in Pyridin).
1.6 >< 6.9
[a]‘bs = + 097 = e 158.80 (in Pyridin).

1>< 0.0717 >< 0,9710

Das Acetat gab bei der Verseifung mit alkoholischer Kali-
lauge wieder ein weifles, staubformiges Glykogen, das sich mit
Jod braunrot firbte und in Gegenwart von Toluol ebenso wie
das urspriingliche ‘Glykogen nach 10-stiindigemn Stehen bei 37°
durch das Diastase-haltige Priparat Fermas ol D.S. der Schwei-
zer Ferment A.-G., Basel, zu ciner Fehlingsche Losung stark
reduzierenden Flissigkeit aufgespalten wurde.

Stirkeacetat.

Zur Anwendung gelangte durch Erhitzen in Glycerin auf 190°
nach der Methode von Zulkowsky?) ldoslich gemachte Stirke,
dic Fehlingsche Losung nicht reduzierte. Die Verarbeitung ge-
schah wie beim Glykogen, das Verhalten war das gleiche; die
Reinigung geschah durch Ausfillen der Chloroform-Lésung mit
Petroldther. Da wir das Molekulargewicht nicht bestimmen konn-
ten, sind wir in keine weiteren Details gegangen. Die Lbslich-
keitsverhiltnisse des Acetats wichen von denen des Glykogen-
acetats etwas ab; es war auch schwer l6slich in Alkohol und

1y B. 13, 1395 [1880].
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leicht 16slich .in Disessig und Lssigester, dagegen in Aceton im
Gegensatz zum Glykogenacetat nur in der Hitze etwas Idslich.
Beim Acetylieren entsteht also .aus 10slicher Stirke ein anderes
Produkt als aus Glykogen, wihrend die Methylierungsprodukie
identisch befunden worden warent). Jedoch wurde festgestelli,
daB das verseifte Stirkeacetat ebenso wie die l0sliche Stirke
durch das Schweizer Ferment gespalten wurden.

165. Hans Pringsheim und Alexander Aronowsky:
Uber Inulin. (Dritte Mitteilung.)
[Aus d. Chem. Institut d. Universitit Berlin]
(Eingegangen am 30. Marz 1922)

In den beiden ersten Mitteilungen?) konnte der Beweis erbracht
werden, da8 dem durch Acetylierung mit Pyridin und Essigsiure-
anhydrid gewonnenen und auf besondere Weise gereinigten Tri-
acetyl-inulin neun Fructose-Reste zugrunde liegen. Es galt
nun, dieses Ergebnis weiter zu festigen und den Grundkorper des
Inulin-Molekiils aufzufinden; denn es konnte wohl keinem Zweifcl
unterliegen, dal auch dieses Polysaccharid, wie das fir die Stirke
bowiesen worden ist, aus polymeren Komplexen eines niedriger
molekularen Anhydro-zuckers besteht, die, durch Nebenvalenzen
gusammen gehalten, das Inulin-Molekiil ausmachen.

Fiirs erste lag uns daran, den Beweis, den wir bisher der
Réntgen - spektroskopischen Untersuchung verdanken, daf das
verseifte Inulinacetat mit dem urspriinglichen Inulin identisch ist,
weiter zu erhdrten. Da anderen, als den von uns erbrachten, rein
-chemischen Vergleichsmoglichkeiten in diesem Falle nicht auf dic
Spur zu kommen war, dachten wir daran, die exakte Messung
der fermentativen Spaltung bei gleicher Wasserstoff-ionen-
Konzentration beziiglich ihres Zeitwertes zu priifen und so die
beiden Préparate zu identifizieren. Bisher hat uns jedoch der
Spaltungsversuch mit »Inulase« ein iiberraschendes Resultat ge-
liefert.

Die von Greens) entdeckte Inulase findet sich bei hoher
organisierten Pflanzen mit dem als Reservematerial dienenden
Inulin vergemeinschaftet z. B. in Dahlia- und Helianthus-Knollen.

1) Karrer, Helv. chim. acla 4, 994 [1921].

® Pringsheim u. Aronowsky, B. 54, 1281 [1921}; H. Prings-
feim u. LaBmann, B. 55, 1409 [1922).

3) Anu. Botany 1, 223 [1888].



