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geraden Hals des Kolbens stand eine spindelférmige, gerade anliegende, federnde Draht-
spirale aus diinnem Messingdraht, deren engste Stelle etwa in der Mitte des Kolbens war.
Sie diente zum Auffangen eines kurzen Reagensglases mit der genau abgewogenen Menge
sorgfiltig gereinigten Ameisensdure-esters, das zundchst mit der Miindung an einen
passenden Korkstopfen mit Wachs geklebt wurde. Bis zum gleichmdBigen Sieden der
Athylat-Lésung bleibt der Kolben mit einem andern Stopfen verschlossen. Dann wird
der Stopfen gewechselt. In der Regel werden nun im MaBzylinder einige Gasblasen auf-
steigen. Der Ausgleich ist aber ldngst erfolgt, ehe die Befestigung des Reagensglases
abschmilzt, das Glas von der Drahtspirale aufgefangen wird, und nun der Ester allmahlich
verdampft und durch RiickfluB aus dem Kiihler in die Fliissigkeit gelangt. Hier wird er
dann zum Teil verseift, zum andern Teil zu Kohlenoxyd zersetzt.

Angewandt wurden 100 g Alkobol, 5 g Na, 7.1140 g Ester. Aufgefangen wurden
480 ccm Kohlenoxyd (red. Vol.). Von soo cem (Zimmer-Temperatur) aus ameisensdure-
ester-haltiger L,osung gleicher Konzentration entwickeltem Kohlenoxyd wurden nach
besonderen Versuchen!®) durchschnittlich 0.199 g Ester mitgefiihrt. Der verwendete
Ester selbst enthielt 0.0215 g Wasser. Unter Beriicksichtigung dieser Korrekturen wurden
gefunden: 1.275g Wasser, ber. 1.2500 g. Bei groBeren Wasser-Mengen als 2—3 9, wiirden
die anzuwendenden Ester- und Natrium-Mengen zu gro8 werden. Man miiBte also auch
hier eine kleimere Menge des zu untersuchenden Alkohols mit absol. Alkohol von be-
kanntem Wasse1-Gehalt entsprechend verdiinnen.

424. Endre Berner: Die vermeintliche Depolymerisation

des Glvkogens.

[Aus d. Institut fiir Organ. Chemie, Norges Tekniske Hoiskole, Trondhjem.]

(Eingegangen am 29. September 1930.)

Im Juni-Hefte dieser Berichte?l) habe ich gezeigt, dall die von H. Vogel
und A. Pictet?), sowie von H. Pringsheim, J. Reilly und P. P. Dono-
van?) beschriecbene Depolymerisation des Inulins nicht stattfindet,
und daB man die beobachteten Phinomene véllig als einen physikalisch-che-
mischen Vorgang erkliren kann. Das Inulin adsorbiert nimlich begierig Stoffe
wie Alkohol, Glycerin, Glykol und Acetamid und wird dadurch leicht 16slich
in kaltem Wasser. Durch Analyse der vermuteten Depolymerisate wurde
gezeigt, dall die adsorbierten Stoffe zusammen mit reinem Inulin quantitativ
den beobachteten, verhiltnismiBig groBen Gefrierpunkts-Depressionen ent-
sprachen.

In einer spiter erschienenen Abhandlung haben nun J. Reilly,
H. Pringsheim und P. P. Donovan?) Versuche mit Glykogen be-
schrieben, deren Deutung sie auf das Eintreten einer Depolymerisation dieses
Kohlenhydrats zuriickfithren. Sie haben gefunden, dafl Glykogen, in Acet-
amid gelsst, Gefrierpunkts-Depressionen hervorbringt, die mit Molekular-
grofen nach unten bis zu 1 X CgH, (O iibereinstimmen. Durch Fillen solcher
Losungen oder Losungen des Glykogens in Formamid mit absol. Alkohol
erhielten sie Priparate, die bei kryoskopischen Messungen in Wasser sofort
nach der Darstellung niedrige Molekulargewichte zeigten. Durch Liegen-
lassen solcher Priparate an der Luft nahm die in Wasser hervorgerufene

12) Absorption des Ester-Dampfes in 2 Waschflaschen mit amylalkohol. Natrium-
hydroxyd-Losung. B. 60, 272 [1927].

1) B. 63, 1356 [1930]. %) Helv. chim. Acta 11, 215 [1928]; B. 62, 2980 [1929].

3) B. 62, 2378 [1929]. 4) B. 68, 1093 [1930].
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Gefrierpunkts-Depression ab, was die genannten Forscher als Folge einer
Reassoziation der Depolymerisate deuten.

Ich habe einige ihrer Versuche wiederholt und gefunden, daf auch in
diesem Fall die Deutung der Phinomene als eine Depolymerisation des
Kohlenhydrates auf einem Irrtum beruht. Wird gut getrocknetes Gly-
kogen in wasser-freien Losungsmitteln, wie geschmolzenes Acetamid,
Formamid oder Glykol, geldst und dann durch absol. Alkohol ausgefillt,
so adsorbiert es reichliche Mengen dieser Stoffe. Die Adsorption erfolgt
auch in diesem Fall am besten, wenn das Wasser moglichst entfernt wird,
z. B. wenn man die Glykogen-Lésung vor dem Fillen einige Zeit im Vakuum
erhitzt. Die Menge des Amids, die adsorbiert wird, ist auch abhingig von
der Menge des Alkohols, welche zur Fillung benutzt wird — je mehr Alkohol,
desto weniger Amid wird adsorbiert. Die ausgefillten Priparate geben beim
Trocknen im Vakuum-Exsiccator iiber Calciumchlorid nur langsam den
Alkohol ab. Beim Liegen an der Luft dagegen zeigt.es sich, da8 die Alkohol-
Menge rascher abnimmt, was auf die Luft-Feuchtigkeit zuriickzufiihren ist,
die von den hygroskopischen Priparaten aufgenommen wird und dadurch
die Adsorption des Alkohols aufhebt. Dieses Verhalten erklirt daher auch,
weshalb das Wasser zuerst entfernt werden mu}, wenn eine gute Adsorption
erzielt werden soll. Bei kryoskopischen Messungen an wiflrigen Lésungen
der- ausgefillten Glykogen-Priparate habe ich, wie Rellly, Pringsheim
und Domnovan, Gefnerpunkts—Depresswnen gefunden, d.le niedrige Mole-
kulargewichte von einigen Hundert vortiuschen. Die Analysen der Pra-
parate ergaben aber Gehalte an Amid und Alkohol, die die beobachteten
Depressionen erkliren. Z. B. erhielt ich durch Loésen von Glykogen bei
gewohnlicher Temperatur in Formamid, Fillen mit absol. Alkohol, Waschen
mit absol. Alkohol und z-taglges Trocknen im Vakuum iiber Calcium-
chlorid ein Priparat mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 342. Das
Priparat enthielt dann 9.16%, Alkohol und 0.25% Formamid. Nach mehr-
stiindigem Stehen an der Luft war das scheinbare Molekulargewicht auf
610 und noch ein paar Stunden spiter auf gbo gestiegen. Das Prédparat ent-
hielt nunmehr nur 29, Alkohol. .

In einem anderen Fall wurde eine Lsung von § g Glykogén in 100 g
Formamid 1 Stde. im Vakuum auf 9o—gs5° erhitzt. Durch Fillen und
Waschen, wie vorher beschrieben, und 1-tigiges Trocknen im Vakuum-
Exsiccator iiber Calciumchlorid wurde ein Priparat erhalten, das ein schein-
bares Molekulargewicht von 255 besaB. Nach weiterem 1-tigigem Trocknen
veranderte sich die Gefrierpunkts-Depression in Wasser nicht. Das Pri-
parat wurde nun 2 Tage an der Luft stehen gelassen, dann wieder I Tag
getrocknet. Es zeigte nun eine Depression, der ein scheinbares Molekular-
gewicht von 317 entsprach. Die Analyse ergab einen Gehalt von 4.13%
Alkohol und 6.27%, Formamid. Eine wiBrige Losung, bereitet durch Auf-
16sen der bei der Analyse gefundenen Mengen von Glykogen, Alkohol und
Formamid, ergab eine Depression, der das scheinbare Molekulargewicht 364
entsprach.

Ich habe auch Glykol als Lésungsmittel fiir Glykogen benutzt und
erhielt durch Fillen einer solchen Losung mit absol. Alkohol ein Préparat,
das nach 2-tigigem Trocknen eine groBe Gefrierpunkts-Depression hervor-
rief. Die Tatsache, daB diese, von Reilly, Pringsheim und Donovan
als Glykogesan bezeichneten. verunreinigter Clykogen-Priparate, in
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Wasser gelost, dieselbe Opalescenz wie reire Glykegen-Losungen besit.zen
und von Jod in derselben Weise gefirbt werden, steht in voller Ubereinstim-
mung mit meiner Auffassung, daB keine Depolymerisation stattfindet.

Das fiir meine Untersuchungen benutzte Glykogen wurde im hiesigen
Institut aus Kalbsleber gewonnen. Nach sorgfiltiger Reinigung — zuletzt
durch Elektro-dialyse — und Trocknen stellt das Glykogen ein lockeres
Pulver von der Zusammensetzung CgH,,O; dar. Der Aschen-Gehalt war
weniger als 0.02%,. In Wasser geldst, zeigte es die Drehung +194.5°. Durch
kryoskopische Messungen von Glykogen in Wasser wurden Depressionen ge-
funden, die umso kleiner waren, je besser das Glykogen vorher getrocknet war.
Dies deutet auf einen Gehalt des Glykogens an Alkohol, der also dhnlich
wie bei Inulin schwer zu entfernen ist. Auch die Entfernung des Wassers
bietet Schwietigkeiten — erst das Erhitzen auf 100—110% im Vakuum liefert
ein Glykogen von der Zusammensetzung C,H,,O;. Es ist daher erklirlich,
daB Reilly, Pringsheim und Donovan bei Verwendung ihres Glykogens,
das bei 80° getrocknet war, zu groBe Gefrierpunkts-Depressionen in Acet-
amid fanden.

Nachdem ich nun sowohl fiir Inulin wie fiir Glykogen gezeigt habe, daB
sich die Phincmene, die von verschiedenen Forschern als Depolymerisation
gedeutet sind, in einfacher Weise durch die Anwesenheit von Fremdstoffen
erkliren lassen, liegt es nahe anzunehmen, daBl auch die fiir andere Kohlen-
hydrate, wie Lickenin und Stirke, beschriebene Depolymerisation in derselben
Weise erklirt werden kann. Ich beabsichtige daher, zundchst Lichenin und
Stirke in dhnlicher Weise zu untersuchen.

Beschrefbung der Versuche.
Darstellung und Reinigung des Glykogens.

Das Glykogen wurde aus Leber von Mastkidlbern nach der Methode
von Piliiger®) gewonnen. Das rohe Glykogen wurde in Wasser gelost, zur
Bindung des Alkalis mit etwas Salzsidure versetzt, die Losung filtriert, der
kKleine UberschuB an Salzsiure mit Kalilauge neutralisiert urd das Glykogen
mit Alkohol ausgefillt. Das Glykogen wurde noch ein paarmal in Wasser
gelost und mit Alkohol gefillt. Es enthielt dann 1.29, Asche. Die weitere
Reinigung geschah mittels Elektro-dialyse nach der Vorschrift von W. N.
Haworth, E. L. Hirst und I. I. Webb®). Es ist dabei zu bemerken, da}
die Entfernung der Aschen-Bestandteile durch Elektro-dialyse bei Ver-
wendung von recht diinnem Pergamentpapier sehr glatt vor sich geht. Sogelang
-es, bei 220 Volt in 1 Stde. den Aschen-Gehalt auf 0.0x7%, herunterzubringen
(0.3730 g Sbst. gaben 0.030 mg Asche). Nach der Elektro-dialyse wurde
das Glykogen wieder mit Alkohol ausgefdllt und das Wasser durch mehr-
malige Erneuerung des Alkohols verdringt. Das Glykogen wurde abfiltriert,
auf dem Filter mehrmals mit Alkohol gewaschen und dann 2 Stdn. im Va-
kuum bei 78° getrocknet (Prap. 706b). Durch weiteres 2-stdg. Trocknen
im Vakuum bei 100° verlor dieses Praparat 3.7%, an Gewicht (Prip. 706c).

0.1314 g des Priparats 706c: 0.2132 g CO,, 0.0740 g H,0.

Ce¢H,yO0;5. Ber. C 44.42, H 6.22. Gef. C 44.25, H 6.30.

5) Abderhaldens Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, Bd. II, S. 163-
¢) Journ. chem. Soc. I.ondon 1929, 2483.
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Als Mittel von 2 Bestimmungen wurde fiir das Drehungsvermégen folgender Wert
erhalten: ]} = 4194.5°%.

Das bei 78° im Vakuum getrocknete Priparat zeigte in Wasser die folgende Gefrier-
punkts-Depression: 0.208 g Glykogen in 20 g Wasser: A = 0.0075°

Nachdem das Priparat zuerst 2 Stdn. bei 100° und dann 2z Stdn. bei 111° im Vakuum
getrocknet war, wurde folgender Wert erhalten: o0.211 g in 20 g Wasser: A = 0.0045°.

Glykogen und Formamid bei gewohnlicher Temperatur,

2.5 g zuerst bei 78° und dann 2 Stdn. bei 100° im Vakuum getrocknetes
Glykogen wurden in oo g Formamid, das vorher 1 Stde. im Vakuum
auf go—9g5° erhitzt worden war, gelost. Nach 2-stdg. Stehen bei gewéhn-
licher Temperatur wurde die Losung unter gutem Riihren in 500 ccm absol.
Alkohol gegossen. Der Niederschlag wurde auf der Nutsche filtriert, mehr-
mals mit absol. Alkohol gewaschen und dann 2 Tage im Vakuum-Exsiccator
iiber frischem Calcitimchlorid getrocknet. Gewicht 2.55 g.

0.176 g Sbst., in 20 g Wasser geldst, gaben eine Gefrierpunkts-Depression von
0.049°. — Das scheinbare Molekulargewicht ist folglich 342.

Die Analyse des Priparats wurde in der folgenden Weise durchgefiihrt: 2.0 g Sbst,
wurden in 50 ccm Wasser geldst, 3 ccm 2-n. Schwefelsdure zugesetzt und 25 cem iiber-
destilliert. Beim Destillieren ohne Zusatz von Siure geht ein wenig Ammoniak iiber,
da das Formamid schon von dem kochenden Wasser etwas hydrolysiert wird. Das
Destillat enthielt daher auBler Alkohol Ameisensdure und muflite nach Zusatz von Lauge
noch einmal destilliert werden. 1m Destillat (25 ccm) wurde nun der Alkohol mittels der
Jodoform-Probe nachgewiesen und seine Menge durch Bestimmung des spezif. Gewichtes
ermittelt: d? = 0.99685. Das Destillat enthielt folgh’ch 7.33 g Alkohol pro Liter oder
in 25 cem 0.1833 g Der Alkohol-Gehalt des Glykogen-Priparates ist also 9.169;. Im
Riickstand von der ersten Destillation wurde nun Ammoniak durch Destillation mit
Natronlauge bestimmt. Verbrauch 1.10 ccm nf,-HCl. Dies entspricht einer Menge von
0.00495 g Formamid oder o0.25%, des Glykogen-Priparats.

Wenn dieses Priparat, das also nach 2-tigigem Trocknen im Vakuum-
Exsiccator iiber Calciumchlorid noch 9.16%, Alkohol enthielt, an der Luft
aunfbewahrt wurde, verlor es den Alkohol sehr rasch.

Nach 3 Stdn. fand ich: 0.193 g Sbst. in 20 g Wasser: A = 0.030° und nach weiteren
2 Stdn.: 0.172 g Sbst. in 20 g Wasser: A = 0.017°. — Das scheinbare Molekulargewicht
ist 610, bzw. 960. Wegen Substanzmangel konnte nur die mittlere Alkohol-Menge nach
3-und 5-stdg. Stehen bestimmt werden, indem die beiden zu den kryoskopischen Messungen
benutzten Lisungen zusammen destilliert wurden. Es ergab sich ein Gehalt des Glykogen-
Préparates an 2.3 9% Alkohol.

Erhitzen des Glykogens mit Formamid im Vakuum.

5.0 g Glykogen, in 100 g Formamid gelést, wurden 1 Stde. im Va-
kuum auf go—g5® erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde die Losung unter
gutem Riihren in 500 ccm absol. Alkohol gegossen, der Niederschlag dann
durch mehrmaliges Dekantieren und Zusatz von absol. Alkohol gereinigt,
zuletzt auf der Nutsche mit absol. Alkohol und wasser-freiem Ather ge-
waschen. Nach 16-stdg. Trocknen im Vakuum-Exsiccator iiber Calcium-
chlorid wog das Prdparat 5.5 g (Prip. 710a).

0.157 g Sbst. in 20 g Wasser: A = 0.085°. — Scheinbares Molekulargewicht 255.

Nach weiterem 24-stdg. Trocknen in derselben Weise zeigte die kryoskopische
Messung (Prip. 710b): 0.144 g Sbst. in 20 g Wasser: A = 0.054°. — Scheinbares Mole-
kulargewicht 253.
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Das Priparat 710b wurde analysiert, wie vorher beschirieben. 2.0 g in 50 ccom Wasser
gaben 23 ccm Destillat vom spezif. Gewicht d2® = 0.99702. Alkohol-Menge gleich 0.161 g
oder 8.059,. Bei der NH;-Destillation verbraucht: 31.1 ccm n/-HCI, was o.140 g oder
7.09, Formamid entspricht.

Das Priparat 710b wurde nun 2 Tage an der Luft belassen und wieder 1 Tag im
Vakuum-Exsiccator getrocknet (710¢): 0.170 g Shst. in 20 g Wasser: A = 0.051°%. —
Scheinbares Molekulargewicht 317.

Analyse: 2.0 g Sbst. in 50 ccin Wasser. 23 cem Destillat mit d° = 0.99761. Bei
der NH -Destillation verbraucht: 27.4 cem n/,,-HCl. Das Priparat 710c¢ enthielt folglicli:
4.13 9% Alkohol und 6.27 % Formamid, oder in o.170 g (der fiir die kryoskopische Messung
benutzten Menge): 0.0070 g Alkohol und o.01065 g Formamid. Eine Ldsung, bereitet
durch Lésen von o.1523 g Glykogen, 0.0070 g Alkohol und o.01065 g Formainid in 20 g
Wasser, zeigte die Gefrierpunkts-Depression A = 0.0445% -— Scheinbares Molekular-
gewicht 364.

Das Priparat wurde jetzt in einem Exsiccator iiber konz. Schwefelsdure anfhewahrt.
*Yach 10 Tagen gab die kryoskopischie Messung folgendes Resultat: 0.196 g Shst. in 20 g
Wasser: A = 0.036%. — Scheinbares Molekulargewicht 518.

Die Analyse ergab einen Gehalt von 6.0% Formamid. Die Alkohol-
Menge war sehr gering und wurde nur qualitativ nachgewiesen.

Nach 2-stdg. Erhitzen dieses Priparats im Vakuum bei 1oo® zeigte es folgende
Depression: 0.1504 g Sbst. in 20 g Wasser: A = o0.0145%. — M = 985. Die Analyse ergab
2.99% Formamid.

0.1890 g Sbst. in 49.80 g Losung zeigten imn g.47-cm-Rohr (3= 1.000):
[2]3 = (0.67°X 40.80) : (0.047 X 0.189) = +186.5".
Wird die Drehung auf formamid-freie Substanz umgerechnet, so ergibt sich ()P =
+192°.
Glykogen mit Glykol.

1.0 g Glykogen in 20 g Glykol wurde !/, Stde. auf 9o—9g5° im Vakuum
erhitzt. Ausfillen und Waschen mit absol. Alkohol, wie vorher beschrieben.

Nach 2-tigigem Trocknen im Vakuum-Exsiccator iiber Calciumchlorid: ¢.164 g
Sbst. in 20 g Wasser: A = 0.0445% — Scheinbares Molekulargewicht 351.

0.66 g Sbst. in 50 ccm Wasser gaben 25 cem Destillat vom spezif. Gewicht d? =
0.99776.

Das Priparat enthielt daher 9.49% Alkohol, welcher auch qualitativ
mittels der Jodoform-Probe nachgewiesen wurde.





