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61. A.Kiesel und N. Semiganowsky:
Cellulose-Bestimmung durch quantitative Verzuckerung.
“Aus d. Phytochem. Abteil. d. Chem.-pharmazeut. Instituts in Moskau.]

{Eingegangen am 6. Dezember 1920.)

Die hichste Ausbeute von Glykose bei der Verzuckerung von Cellulose,
die bis jetzt erhalten wurde, blieb immer noch hinter der theoretischen zuriick.
In den Versuchen von Willstdatter und Zechmeister?), H. Ost?), sowie
Irvine und Hirst?) betrug die Differenz zwischen Theorie und Ausbeute
etwa 49;. Dabei konnte es sich entweder um eine teilweise Zerstdrung der
Glykose, um Reversions-lirscheinungen oder endlich auch daruin handeln,
daf Cellulose neben Glykose-Gruppen auch andersartig gebaute, nicht kohle-
hydrat-artige Gruppierungen enthilt.

Wihrend der Untersuchung eines anderen, schwer hydrolysierbaren,
deutlich von Cellulose unterscheidbaren Polysaccharids beobachtete der
cine von uns?) bei Vergleichsversuchen mit Cellulose, dal} letztere unter
gewissen Bedingungen ganz quantitativ verzuckert werden kann. Die an-
gewendete Verzuckerungs-Methode war eine Modifikation der alten Methode
von E. I'lechisig®), die auch den Untersuchungen von Ost und Wilkening?),
sowiec von G. W. Monier-Williams® zugrunde lag.

Iie Modifikation bestand darin, dal statt 7o-proz. Schwefelsiure
So-proz. angewendet wurde, und das Digerieren bei Zinnuer-Temperatur
mit dieser moglichst kurzzeitig war, wn bei volligem Auflésen der Cellulose
die nach langerem Einwirken eintretende I'arbung (zuerst rosa, dann braunlich)
zu vermeiden. Diesem Digerieren folgte nach entsprechendem Verdiinnen
mit Wasser eine Hydrolyse im kochenden Wasserbade.

Auf Grund zahlreicher Versuche, bei welchen als reine Cellulose runde
Filter Nr. 597 von Schleicher & Schiill, mit Korrektion auf Wasser-
und Asche-Gehalt verwendet wurden, kamen wir zu folgendem Verfahren
der quantitativen Verzuckerung der Cellulose, das gleichzeitig zur
quantitativen Cellulose-Bestimmung in pflanzlichen Objekten und
Materialien sehr zu empfelilen ist, da es Zeit und Miihe spart und wohl ge-
nauere Resultate gibt, als die meisten iiblichen Cellulose-Bestimmungs-
niethoden.

Das cellulose-haltige, trockne Material wird mit der 7 —10-fachen Menge
8o0-proz. Schwefelsiure 2%, Stdn. bel Zimmer-Temperatur stehen gelassen,
wobei bei schlechterem Benetzen die Zuhilfenalune eines GlaBstabes zu
empfehlen ist. Auf je 1 cem gebrauchter Schwefelsiure werden sodann
15 ccm Wasser zugesetzt. Die bei Anwendung reiner Cellulose vollstindig
farblose und klare Losung wird 58tdn. am RiickfluB-I,uftkiihler im kochenden
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Wasserbade erwdrmt. Die Cellulose geht bei dieser Behandlung quantitativ
in Glykose iiber und kann durch Multiplikation mit dem Faktor 0.9 nach
der in beliebiger Weise bestimmten Glykose berechnet werden.

Unter Umstdnden tritt bei gutem Benetzen die Auflésung der Cellulose
auch frither als in 21/, Stdn. ein; praktisch ist es aber bequemer, die an-
gegebene Zeit einzuhalten. Auch kann reine Cellulose trotz dabei auftretender
schwacher Rosafarbung der Losung ohne Gefahr 4—5 Stdn. mit Siure di-
geriert werden, was jedoch als {iberfliissig befunden wurde. Bedeutend
verlingertes Digerieren fithrt zum Abfall der Glykose-Ausbeute wegen
Zerfalls unter allmihlicher Schwirzung. Schon 4-stdg. Erwirmen nach
dem Verdiinnen gab uns die namlichen Resultate, doch ist ein 5-stdg. der
Sicherheit wegen mehr zu empfehlen. Der bei der Hydrolyse von Filtrier-
papier oft in Spuren auftretende, weille Niederschlag rithrt vom Asche-Gehalt
des Materials her und wirkt bei direkter Zucker-Bestimmung keineswegs
storend.

Um Sicherheit dariiber zu erlangen, dall bei dieser Behandlung die
Cellulose tatsichlich Glykose gibt und keine Zufalligkeiten FEinfluf haben,
mulliten die von uns nach der Methode der Xupfer-Reduktion nach
G. Bertrand erhaltenen Glykose-Zahlen noch anderweitig nachgepriift
werden.

Zuerst wurden die nach der Reduktions-Methode erhaltenen Zahlen
durch jodometrische Bestimmungen nach Willstatter und Schudel?)
verifiziert, wobei ganz iibereinstimmende Resultate erhalten und im Bereich
der iiblichen Fehlergrenzen auch nach dieser Methode aus Cellulose stets
der theoretische Wert (111.19) an Glykose gefunden wurde.

Weiter wurden zwei groBere Verzuckerungs-Versuche mit Cellulose vor-
genommen und in dem einen Versuch neben polarimetrischen Messungen
Glykose auch in Substanz erhalten.

I. 5.2851 g Rundfilter Nr. 507 von Schleicher & Schiill, die nach Abzug vom
Wasser- und Asche-Gehalt (zusammen 6.52 %) 4.9405 g Reincellulose enthalten muften,
wurden mit 30 ccm 8o-proz. Schwefelsdure 31/, Stdn. stehen gelassen. Dabei wurde
mit Hilfe eines Glasstabes fiir gute Benetzung gesorgt. Die Cellulose 16ste sich vollstindig
im Laufe von 21/, Stdn. auf. Nach Zusatz von 750 ccm Wasser wurde die Lésung dann
5 Stdn. im kochenden Wasserbade erwirmt. Es resultierte eine schwach gelblich gefirbte
Losung mit einer geringen Triibung, die wiederum nur durch die Asche-Bestandteile
der Filter bedingt war. Verkohilte Teilchen waren nur inn Spuren vorhanden und muften
von Beimengungen in den Filtern herstammen. Die filtrierte Losung war optisch voll-
stindig klar und leB sich direkt nach Auffiillen bis zu 1 1 zur polarimetrischen Unter-
suchung verwenden.

Zwei Bestimmungen in je I5ccm ergaben nach der Reduktions-Methode nach
G. Bertrand 0.0816 und 0.0825 g, im Mittel o.0821 g Glykose. Fiir die ganze Menge
berechnen sich daraus 5.467 g statt der theoretischen 5.489 g, d. h. 99.6 9, der Theorie.

Drehung im zzo-mm-Rohr + 0.62% [o)20=51.3°.

Bei der geringen Zucker-Konzentration konnte die Bestimmung der spez. Drehung
selbstverstiandlich nicht geniigend genau sein.

Die Schwefelsdure wurde mit Baryt ausgefillt, der ganz geringe Uberschufl von
Baryt mit Kohlensiure abgestumpft und entfernt, die Losung und das Waschwasser
nach getrenntem Einengen auf dem Wasserbade vereinigt, das noch ausgescliiedene
Bariumcarbonat abfiltriert und die I,6sung auf z5 ccm gebracht.

?) B. 81, 780 [1918].
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Die Drehung im 220-mm-Rohr ergab den Ablesungswinkel + 19.65°, [a]}? = 42.54".

Die polarisierte Losung wurde weiter zumn orange-farbigen, klaren, dicken Sirup
eingeengt, welcher schon am néichsten Tage eine reichliche Krystallisation aufwies.
In 48 Stdn. war die Krystallisation des ganzen Sirups vollendet. FEs bildete sich eine
harte, kornige Krystallmasse.

Diese leichte, rasche und vollstindige Krystallisation aus wéilriger
Losung ist ein deutlicher Beweis fiir die Reinheit und FEinheitlichkeit der
erhaltenen Glykose und zugleich fiir die alleinige Beteiligung von Glykose-
Gruppen am Aufbau des Cellulose-Molekiils. Schon frither wurde von H. Ost
auf die leichte Krystallisierbarkeit der aus Cellulose erhaltenen Glykose
aus Wasser hingewiesen. Die bedeutend vom iiblichen Gleichgewicht von
«- und B-Glykose abweichende spezif. Drehung ist vermutlich dem Ein-
engen in Gegenwart von Bariumcarbonat zuzuschreiben. Ost erhielt
[«]%-Werte, die sogar zwischen 29.4° und 44.8° lagen.

II. 6.9750 g derselben Filter, die nach Abzug von 6.54 9 Wasser- und Asche-Gehalt
6.5188 g Cellulose enthielten und theoretisch 7.2431 g Glykose geben mufiten, wurden
zum Vermeiden groflerer, ein stirkeres Verdiinnen verlangender Schwefelsiure-Mengen
nur mit 25 ccm 8o-proz. Schwefelsdure angesetzt und weiter in iiblicher Weise behandelt.
Selbstverstindlich erforderte in diesem Fall die Auflésung der Cellulose gréBere Auf-
merksamkeit und Miihe. In der auf 500 ccm aufgefiiliten Lésung wurde Glykose nach
der Reduktionsmethode nach G. Bertrand und nach dem jodomnetrischen Verfahren
von Willstdtter und Schudel bestimmt.

5 ccm enthielten nach der Reduktionsmethode o.0725 g Glykose, das (Ganze mit-
hin 7.25 g. 20 ccm enthielten nach der jodometrischen Methode o.2909 g (= 32.3 ccm
1/.0n. ]}, das Ganze dementsprechend 7.27 g. Somit wurden in beiden Fillen Zahlen
erhalten, die den theoretischen sehr nahe kommen.

Die polarimetrische Bestimmung im 220-mm-Rohr bei 21° ergab fiir die erhaltene,
nicht neutralisierte, schwefelsaure Losung 1.58°, demmnach [a]2&=49.42°.

Das Ergebnis dieser Versuche scheint die quantitative Umwandlung
von Cellulose in Glykose bei der angegebenen Behandlung auBer Zweifel
zu stellen; bei dieser Behandlung verliuft die Umwandlung leicht, ohne
daB dabei unerwiinschte sekundire Nebenprodukte, wenigstens in nach-
weisbarer Menge, erscheinen.

Ohne die zahlreichen Bestimmungen hier anzufiihren, die uns schlieBlich
zu dem oben beschriebenen Verfahren der quantitativen Verzuckerung von
Cellulose gefithrt haben, wollen wir doch einige FEinzelheiten hervorheben,
die uns im Laufe der Arbeit entgegentraten.

60-proz. Schwefelsiure 16st Cellulose bei mehrtigigein Stehen nicht
vollstindig auf. 70-proz. 16st zwar Cellulose in 2%/, Stdn. auf, gibt jedoch
bei nachtriglicher Hydrolyse im Wasserbade mnach 15-fachem Verdiinnen
nur etwa 949, d. Th., was gut mit den fritheren Angaben von Ost (95.3%
bei stirkerem Verdiinnen und Erwidrmen unter Druck) iibereinstimmt?).
go-proz. Schwefelsaure gibt bei 21/,-stdg. Stehenlassen eine geringe
Schwiirzung, jedoch wurden nach Verdinnen 15:1 und 2z-stdg. Erwidrmen
im Wasserbade 99.3 %, der Theorie erhalten. g5-proz. Schwefelsiure gibt unter
den gleichen Bedingungen eine dunkle Firbung mit nachtriglicher Ab-
scheidung von schwarzen Flocken. Die Ausbeute an Glykose war hier nur
79.8 9%, der Theorie.

%) B. 46, 2995 [1913].
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Tler Gebrauch von grilleren Mengen So-proz. Schwefelsdure (2zo:1 und
J0:1) ergibt keine besonders in Betracht kommende Beschleunigung der
Verzuckerung, ist dabei
unbequem, da die resul-
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[P -y d_lf ’:’ l. ?1erende Glykose-Lisung
90t - R L s in demse'lben Ma[&g ver-
Pk i . diinnt wird und dic Be-
80 T T T T stimmungen ohne listiges
» L : |0 Einengen weniger genau
s 5 7§ 9 W werden.

o Daver dges Erwarmens in Sturden Der Gang der Ver-
5 zuckerung nach dem Di-
% 50 gericren mit Schwefelsdure ist aus nel enstehender
§ Kurventafel zu ersehen, in der 1 den Gang der
&0 Verzuckerung nach dem empfohlenen Verfahren, II

den Gang der Verzuckerung bei gréflerer Verdiinnung
ey beim Frwirmen, 49:1 statt 15:1, und I1II den-

704— selben Gung bei Anwendung von 70- statt So-proz.

Schwefelsdure wiedergibt. Ein Vergleich der Kurven

w ; zeigt deutlich die Vorteile der Anwendung So-proz.

i ! Schiwefelsdure und des geringeren Verdiinnens beiin

0 7 7 5 ¢ FBErwirmen. Zugleich  sehen wir, daBl schon

wilirend des Digerierens bel Zimumier-Temperatur
mit der starken Sdure gegen 20— 289, reduzierenden Zuckers in der Iosung,
wohl neben Hydro-cellulose und Cellulose-Dextrinen, erscheinen.

Versuche, durch Digericren mit So-proz. Schiwefelsiiure bei etwas erhihter Tem-
peratur (37%) cine Beschleunigung der Verzuckerung hervorzurufen, schlugen fehl: Die
Ausbeute an Glvkose wurde stark vermindert, was durch Zerfall derselben unter Schwér-
7ung der Iosung bedingt war.

Nachdemn die Bedingungen der hequemsten und vollstindigsten {iber-
fithrung von Cellulose in Glykose festgestellt waren, mullte untersucht werden,
ob und wie diese Verzuckerung der Cellulose zn eciner Cellulose-
Bestimmmungsmethode ausgebildet werden kann. Dabei war an die
Beimengungen zu denken, mit denen man es hei jeder Cellulose-Bestimmung
zu tun hat, besonders an undere Kolhlehvdrate und an Eiweil3.

Da sich beim lrwinuen von Zuckerarten mit Amino-sduren und
iweill nach vielen Angaben komplizierte Kondensationsprodukte bilden,
welche die aus der Cellulose entstammende Gliykose in Beschlag nehimen
und dadurch fiir Cellulose zu niedrige Zahlen ergeben konnen, wurden einer-
seits Versuche wit Filtrierpapier, das mit einer bekannten Menge Gelatine
durchtrinkt war, und andererseits Versuche unter Zugabe von Casein
angestellt. Fs erwies sich dabei, dafl unter diesen Bedingungen kein Verlust
an Glykose eintritt und somit Fiweiflstoffe kein Hindernis bel Auwendung
der Verzuckerungs-Methode fiir die Cellulose-Bestiinmung  bilden, selbst
wenn die zugesetzte Liweil-Menge der Cellulose-Menge gleichkommt. Selbst-
verstandlich wurden gleichzeitig Kontrollversuiche mit Fiweifl oline Cellulose
angestellt.

Weiter wurde das Verhallen einier Reihe der wichtigsten Kobhlehydrate
zu Schwefelsdure unter den in Betracht kommenden Bedingungen gepriift.
Nach 2Y,-stdg. Digericren bei Zimmer-Temperatur mit 8o-proz. Schwefel-



(1927)] Cellulose- Bestimmung durch quantitative Verzuckerung. 337

siure und darauffolgendem 5-stdg. Erwdrmen im Wasserbade nach Zusatz
von 15 Tln. Wasser, ergaben Glykose (Merck) 99.7%, Mannose (Kahl-
baum) 97.7%, Galaktose (Merck) 99.9%, Lavulose (Merck) 26.09,
Invertzucker 66.06%, Xylose®) 72.2%, Arabinose!) 84.59, ihres
urspriinglichen Wertes. Demnnach werden aufler den bekanntlich sehr sdure-
empfindlichen Ketosen noch die fiir sdure-fest gehaltenen!!) Pentosen stark
durch die verwendete 8o-proz. Schwefelsdure angegriffen.

Das FErgebnis dieser Versuche ist iiberzeugend genug, um die Un-
moglichkeit einer Cellulose-Bestimmung in pflanzlichen Objekten durch
Berechnung der Cellulose aus der Differenz zwischen Gesamt-kohlehydraten
(direkte Behandlung des Materials mit 8o-proz. Sdure) und leichter hydro-
lysierbaren Kohlehydraten (z. B. durch Kochen mit 2-proz. Salzsiure) klar
zu legen, wenn Ketosen und Pentosen im Material anwesend sind (s. unten).
Bei deren Abwesenheit 148t sich jedoch die Cellulose-Bestimmung in ein-
fachster Weise ausfiihren.

Freilich bleibt auch bei der vorgeschlagenen Verzuckerungs Methode
immer noch die Schwierigkeit, eine streng gezogene Grenze zwischen
Cellulosen und Hemi-cellulosen zu finden. Beide Korpergruppen
sind durch eine Reihe von Zwischengliedern in Bezug auf Sdure-Resistenz
verbunden, so dall sich wohl keine Siure-Konzentration feststellen 1iBt,
bei der nur die eigentliche Cellulose unangegriffen bleibt. Andererseits ist
Cellulose auch nicht vollstdndig sdure-fest, selbst bei geringer Saure-
Konzentration, wie dies schon mehrfach gezeigt worden ist und wovon auch
wir uns selbst {iberzeugen konnten.

Wihrend eines 25-stdg. Erwirmens des in Rede stehenden Cellulose-
Materials mit jedesmal nach 5 Stdn. erneuten Sduremengen im kochenden
Wasserbad > wurde bei Anwendung von 2-proz. Salzsiure ein stetiges Auf-
treten von 0,3%,, bei Anwendung von 3.6-proz. (norm.) Salzsiure von 1.5%,
des Materials in IForm reduzierenden Zuckers in der Losung nachgewiesen,
wobel aullerdem in den ersten 5 Stdn. eine 4.4—4.69, betragende Zucker-
menge, die aus dem leichter hydrolysierbaren Anteil der Filter stammen
mullte, auftrat??).

Praktisch kann die Verzuckerungs-Methode zur Bestimmung von
Cellulose in folgenden Arten angewendet werden:

I. Pflanzliche Objekte.

a) Naclt 3-3-stdg. Erwédrmen des Materials im Wasserbade mit etwa 100 Tln.
2-proz. Salzsdure wird der ungeliste Riickstand im Gooch-Tiegel auf Asbest gesammelt,
mit heilem Wasser, Alkohol und Ather zum Entfernen der Fett-Reste ausgewaschern
und dann getrocknet ). Der am Boden des Tiegels haftende Riickstand wird samt dem
Tiegel in ein Kolbchen gestellt, mit etwa 10 Tln. So-proz. Schwefelsdure im Tiegel iiber-
gossen und mit einem Glasstab nach einiger Zeit mit der S#ure gut verrieben. Nach

4

Aus Olivenkernen von A. Kiesel, dargestellt.

1% Aus Kirschgununi von A. Kiesel dargestellt.

1) E.v. Lippmann, Chemie d. Zuckerarten, S. 71 und 134.

1%} Leider ist es wohl nicht mdéglich, den gleichen Versuch mit einem garantiert
einheitlichen Priparat von Cellulose anzustellen. Jedes Rohmaterial kann neben Cellulose
andere Polysaccharide in derselben Art enthalten. FEin ans Kupferoxyd-Ammoniak-
Losung dargestelltes Praparat von Cellulose ist noch weniger anwendbar, da die Celtulose
durch dieses Reagens stark veridndert wird (s. Pringshcim, Die Polysaccharide, 1923).

13) Iiine absolute Trocknung ist nicht ratsam.

22*



338 Cellulose- Bestimmung durch quantitative Verzuckerung. [Jahrg. 60

21/, Stdn. folgt Verdiinnen mit 15 cem Wasser auf je 1 com Sdure und 5-stdg. Erwdarmen
im kochenden Wasserbade, wobei der ‘liegel nicht entfernt zu werden braucht. Das zu-
zufiigende Wasser dient zugleich zum Abspiilen des Glasstabes, eventuell auch des Tiegels
im Falle sciner Entfernung. Der Asbest bleibt in jedem Falle wihrend des Erwirmens
in der Ldsung und wird spéter samt dem Ungeldsten nach Auffiillen bis zum passenden
Volumen abfiltriert. Die klare Fliissigkeit wird direkt oder, wenn nétig, nach Ent-
eiweilung fiir eine der bekannten Zucker-Bestimmungen verwendet. Durch Multi-
plikation mit dem Faktor 0.9 berechnet sich die Cellulose.

b) Die nach einer der iiblichen Methoden ethaltene , Rohfaser* wird in der be-
schriebenen Weise verzuckert und die Rein-cellulose aus der Glykose-Menge berechnet
(x0.9).

II. Cellulose-haltige Produkte.

Direkte Verzuckerung nach Ya. Abzug der durch Hydrolyse mit 2-proz. Salzsiure
erscheinenden Glykose, wenn nétig.

Zur Veranschaulichung der Anwendbarkeit der Verzuckerungs-Methode
und zum Vergleich mit anderen Methoden der Cellulose-Bestimmung mogen
hier einige Beispiele angefithrt werden.

Cellulose-Gehalt in 9.

Rohfaser b0 Verzuckerungs-Verfahren
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Roggenkleie ............... 8.3 82| — 3.93] 5.70 { 461 — |5.70| 2.52
Kiefernholz ............... 63.4 . 46.0136.7 | 29.5 | 37.98 | 30.0 |33.2}37.3| 37.5
Frucht von Lappa vulg. ... | 61/ — | — | — 33 1 — | — | — 3.2
Maisstengel ............... — ’|28.3 — | — — | — | — |266]| 14.1
Blatt von Victoria regia ... |16.8 1163 16.6 [ 15.2 | 14.9 | 162 — | 15.0 14.6
Rhizom von Taraxacum off. | — 114.3| — — — ! — — l13.6 6.30
Baumwolle ............... e et e — | = — i — | 08.441%)
Papier (Packpapier) ........ — = | = |- — ' —_ - — [ 80.454)

Aus den angefithrten Zahlen ist deutlich die Anwendbarkeit der Methode Ia
und Ib in allen, der Methode II nur in ganz speziellen Fillen ersichtlich.
Nur bei Abwesenheit von in Betracht kommenden Ketosen- und Pentosen-
Mengen ist die vereinfachte Methode II anzuwenden.

14} Direkte Verzucketung ohne Korrektion.





