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238. Karl Myrbédck und Elsa Leissner: Zuckerbestimmungen
mittels Kupferacetats.

{Aus d, Organ.-chem. Institut d. Universitit Stockholm.]
l(Eingegangen am 14. November 1942))

Die Zucker, welche stark alkalische Kupfer-Losungen (Fchlingsche Losung) redu-
zieren, zeigen auch cine mehr oder weniger ausgesprochene Wirkung gegeniiber schwach
sauren Kupferacetat-Losungen. C. T. Barfoed!?) fand, daB dabei ein wesentlichier Unter-
schied besteht zwischen Monosacchariden, z. B. Glucose cinerseits und Disacchariden
z. B. Maltose andererseits, indem die Ausfdllung von Kupferoxydul im Glucoseversuch
viel friiher ejnsetzt. Die Ausfillung ist im Glucoseversuch unter gecigncten Bedingungen
fast vollendet, wenn im Maltoseversuch erst Spuren von Oxydul ausgeschicden sind.
Hijerdurch ist eine Moglichkeit gegeben, jedenfalls halbquantitativ Mono- von Disaccha-
riden zu unterscheiden. Uber die Anwendbarkeit des Verfahrens haben sich spiter ver-
schiedene Forscher geéiuBert; im allgemeinen wurden dabei Glucose und Maltose ver-
glichen.

Bei Versuchen iiber die Spaltung der Stirke haben wir nach Methoden
gesucht, die eine Unterscheidung von Glucose, Maltose und héheren Saccha-
riden ermdglichen sollten. Da die Stirke nicht unbetrichtliche Mengen
von a-glykosidischen 1.6-Bindungen enthilt, mullte auch untersucht werden,
wie sich Zucker vom Typus der Isomaltose verhalten. Dabei wurde u. a.
beobachtet, dafl sich diese bei der Bestimmung mit dem Barfoedschen
Reagens anders verhalten als die Maltose.

Das urspriingliche Barfoedsche Reagens (Kupferacetat in sehr ver-
diinnter Essigsdure) ist schon aus dem Grunde fiir genauere Arbeit wenig
geeignet als die Essigsiure wihrend der Erhitzung teilweise verdampft.
Spiter wurde deshalb oft Milchsiure statt Essigsiure angewendet. Wir
haben die Essigsdure durch einen starken Acetat-Essigsidure-Puffer ersetzt
und die Erhitzung in siedendem Wasserbade unter RuckfluBkuhlung vor-
genomimen.

Noch bei py b ist in den Glucoseversuchen die Reduktlon sehr stark,
in saurer Ldsung nimmt sie ab um bei pj; 4 aufzuhoren (Tafel 1).

Die bei der Maltose oftmals beobachtete sehr schwache Reduktion ist
nun fiir Disaccharide iiberhaupt nicht charakteristisch. Vielmehr zeigt sich,
daB3 z. B. die Melibiose das Reagens fast so stark reduziert wie die Glucose
(Abbild. 1). Langsam reduziert aufer der Maltose auch dje Lactose. Schnell
reduziert, wie erwihnt, die Isomaltose?) die durch Reversion aus Glucose
dargestellt wurde, und die auch durch enzymatische Spaltung oder Saure-
hydrolyse3) von Stiarke gewonnen werden kann. In den Fillen, die bisher
gepriift werden konnten, zeigt sich, daB die 1.4-Zucker schwach, die 1.6-
Zucker stark reduzieren. Die Substitution in 6-Stellung hat also, wie ja
auch erklirlich ist, einen geringeren EinfluB3 auf das Verhalten eines Zuckers
als die Substitution in der 4-Stellung. Die vollstandig substituierte 2.3.4.6-
Tetramethyl-glucose reduziert bei p;; 5.7 Kupferacetat iiberhaupt nicht, was
auffallend ist, da sie Fehlingsche Losung zwar langsamer als Glucose,
aber ausgxeblg reduziert4). In der stark alkalischen Kupfer-Lésung tritt also

1) Lchrb d. qualit. org. Analyse, Kopenhagen 1881.

*) K. Myrbick, Svensk kem. Tidskr. §3, 264 {1941].

3) K. Ahlborg u. K. Myrbick, Biochem. Ztschr. 808, 187 [1941}].

) K. Myrbick u. E. Gyllensvird, Svensk kem. Tidskr. §3, 461 [1941].
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allméhlich der weitgehende Zerfall des Methyvlzuckers ein, der eine Voraus-
setzung fiir die Reduktion der ,Cu-Losung ist. In saurer Losung bleibt
dieser Zerfall aus, urd es tritt keine Reduktion ein, obgleich an sich eine
,,Teduzierende Gruppe vor-
handen ist. FEigentiimlich ist
in diesem Zusammenhang, dafl
z. B. die Diaceton-d-mannose,
die auch eine unbesetzte 1-
Stellung besitzt, nicht einmal
Fehlingsche Losung redu-
ziert. Ein Zerfall des Zucker-
molekiils tritt in diesem Falle
auch nicht in alkalischer Lo-
sung ein.

wn

Bei der modifizierten Bar-
foed-Bestimmung (pg des Puffers
5.7) reduzieren die verschiedenen
Zucker bei langem Frhitzen 6—9
Atome Cu. Dieentsprechende Zahl
fiir die Bertrand-Bestimmung
ist rund 6. Dies bedeutet, dafl
auch in saurer Lésung ein schr
weitgehender Zerfall des Zuckers
cintritt. Vergleicht man die Mo-
nosaccharide untercinander, so
findet man schon gewisse Unter-
schiede: Die Hexosen reduzieren
z. B. stdrker als dic Pentosen
(Tafel 2). Besonderes Interessc

~

L

0 10 20 30 40 50 60 verdjent das Verhalten des Glu-
Minuten cosamins. Das freie Glucosamin
Abbild. reduziert Fehlingsche Losung

genau so stark wie die Glucoscd);
dagegen verhilt es sich bei der Bestimmung mit Hypojodit nach Willstdtter-Schudel
gar nicht wie eine Aldose. Es verbraucht dabei 6—8 Atome Jod, zerfillt mit anderen
Worten weitgehend. Das N-Acetyl-glucosamin verhiilt sich dagegen gegeniiber Hypo-
jodit wie cine normale Aldosc; ¢s wird zur Glucosaminsiure oxydjert. Dagegen reduziert
das N-Acctyl-glucosamin die Fehlingsche Losung nur ganz langsam, vielleicht in dem
MaBe wie die Acetylgruppe abgespalten wird. Die Substitution der Aminogruppe durch
die Acetylgruppe stabilisiert also das Molekiil, so daf3 die fiir die Kupferreduktion not-
wendige tiefgreifende Umwandlung verlangsamt wird. Dies zeigt sich auch im Verhalten
gegeniiber dem Kupferacetat-Reagens: Freies Glucosamin reduziert ungefilir wic die
Glucose, N-Acetyl-glucosamin nur sehr langsam (Tafel 2).

Es ist nach dem obigen mdglich, mittels des Kupferacetat-Reagenses
festzustellen, ob ein Disaccharid eine 1.4- oder eine 1.6-Bindung enthilt,
unter der Voraussetzung, dal man nur zwischen diesen beiden Moglichkeiten
zu wéllen hat. Von groflerem Interesse wire, wenn es gelinge, durch das Rea-
gens festzustellen, obineinem Saccharid mit sowohl 1.4- alsauch 1.6-Bindungen,
z. B. in einem Stédrkegrenzdextrin, die Glykosidbindung, die den reduzierenden
Glucoserest bindet (im folgenden die ,,erste Bindung' genannt!) der einen oder
anderen Art ist. Selbstverstindlich ist nicht zu erwarten, dal man in dieser
Weise etwas iiber die anderen Bindungen erfahren kann. Wenn man z. B.
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nach Methylieren und Hydrolyse eines Trisaccharids je ein Mol. Tetramethyl-
2.3.6-Trimethyl- und 2.3.4-Trimethyl-glucose isoliert?), so weill man, daB das
Trisaccharid eine Maltose- und eine Isomaltosebindung enthilt, dagegen nicht,
ob das Trisaccharid die Formel (I) oder (IT) hat. Findet mnan nun, daBl das Tri-
saccharid die Barfoedsche Losung ebenso langsam reduziert wie die Maltose,
so mull man schlieBen konnen, dal es die Formel I hat. Reduziert es fast so
schnell wie Glucose, so hat es die Formel II.

-—1.6—1.4---CHO —1.4--1.6-—-CHO
1. IT.

Eine Anzahl von Stirkeabbauprodukten wurde nun untersucht:

a) Durch Sidurehydrolyse gewonnene Priaparate,

Ein friither beschriebenes Produkt?®) mit dem (aus der Reduktion
von Hypojodit berechneten) Mol.-Gew. 395 (Nr. 1): Die niedrige Hydrolysen-
konstante und die niedrige spezif. Drehung (+100° zeigt, dal das Priparat
Isomaltosebindungen enthilt. Nach Methylierung konnte durch Vakuum-
destillation mnethylierte Isomaltose abgetrennt werden. Die Reduktion von
Kupferacetat (Tafel 2) deutet an, daB auch in dem Trisaccharid die erste
Glykosidbindung eine Isomaltosebindung ist.

Ein Produkt? mit dem Mol.-Gew. 540 (Nr. 2): Die normale Hydro-
lysekonstante und die normale spezif. Drehung (- 1569 zeigen, daB die
Substanz nur Maltosebindungen enthilt. Die Substanz besteht also haupt-
sdchlichst aus Maltotriose. Gegeniiber demm Barfoedschen Reagens ver-
hilt sich auch die Substanz genau wie Maltose (Tafel 2).

b) a-Dextrine.

Mit Dextrinogenamylase aus Kartoffelstirke®) erhaltenes
Produkt, Mol.-Gew. 1250 (Nr. 3): Die Spaltbarkeit durch Amylasen?) zeigt,
daB die Substanz fast normal gebaut sein mufB}. Sie enthilt also fast nur
Maltosebindungen. Iin Versuch mit Kupferacetat verhilt sie sich auch fast
wie die Maltose.

Ahnliches Produkt mit dem Mol.-Gew. 975 (Nr. 4): Wird enzymatisch
vollstindig in Maltose zerlegt?). Enthilt nur Maltosebindungen. Reduziert
Kupferacetat wie Maltose.

c¢) Mit Malzamylase erhaltene Grenzdextrine.

Alle enthalten Isomaltosebindungen, deren Lage im Molekiil jedoch nicht
bekannt ist.

Ein Grenzdextrin aus Maisstdrke, unter der Bezeichnung MM IV
frither besclirieben®) (Nr. 5): Mol.-Gew. nach der Reduktion 680, nach Diffusions-
versuchen 650. Ziemlich einheitliches Tetrasaccharid. Die Versuche mit
Kupferacetet zeigen, daBl die erste Bindung eine Maltosebindung ist.

%) K. Myrbiick u. K. Ahlborg, Biochem. Ztschr. 307, 69 [1941].

8 B. Ortenblad u. K. Myrbiick, Biochem. Ztschr. 807, 123 [1941].
) K. Myrbiick, Biochcm. Ztschr. 307, 132 [1941].

8 B, Ortenblad u. K. Myrbick, Biochem. Ztschr. 303, 335 [19407,
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Gleichartiges Dextrin, unter der Bezeichnung MM Vb beschrieben8)
(Nr1. 6): Mol.-Gew. 600. Die Versuche zeigen, dafl auch hier die erste Bindung
eine Maltosebindung sein mubB.

Gleichartiges Dextrin, unter der Bezeichnung MM Vi beschrieberd)
(Nr. 7): Mol.-Gew. nach der Reduktion 520, nach Diffusionsversuchen 540.
Umfraktioniert; fast einheitliches Trisaccharid mit einer Maltose- und einer
Isomaltosebindung. Die Versuche mit Kupferacetat zeigen, daB auch hier die
erste Bindung eine Maltosebindungist. Das Trisaccharid hat also die Formel (I).

Ein Grenzdextrin aus Arrowstirke (Nr. 8): Mol.-Gew. 760. Wird
ebenso langsam oxydiert wie die Maltose, die erste Bindung ist eine Maltose-
bindung.

Ein Grenzdextrin aus Kartoffelstidrke (Nr.9): Mol.-Gew. 575. Wird
genau so oxydiert wie die Maltose; erste Bindung eine Maltosebindung.

Gleichartiges Dextrin aus Kartoffelstiarke (Nr. 10): Mol.-Gew. 600.
Verhilt sich wie Nr. 9.

d) Mit Takadiastase erhaltene Grenzdextrine.
Alle enthalten, soweit wir wissen, Isomaltosebindungen.

Ein Grenzdextrin aus Gerstenstirke, Mol.-Gew. 800 (Nr. 11):
Wird ganz langsam oxydiert, woraus wir schlielen konnen, daf} die erste
Bindung in fast allen Molekiilen eine Maltosebindung ist.

Gleichartiges Grenzdextrin, Mol.-Gew. 520 (Nr. 12): Verhilt sich
genau wie Nr. 11.

Einaus Arrowstirke gewonnenes Grenzdextrin (Nr.13): Umfrak-
tioniert. Mol.-Gew. 500. Ziemlich einheitliches Trisaccharid. Verhilt sich,
wie die Tafel zeigt, gar nicht wie Maltose, sondern wie die Isomaltose. Wir
konnen schlieen, daB in diesem Falle das Trisaccharid die Formel II hat.

Die Grenzdextrine, die Trisaccharide sind, sind wahrscheinlich erst
sekundir durch die Wirkung dextrinspaltender Fermente aus den primir
entstandenen Grenzdextrinen hervorgegangen®). Das primdre Grenzdextrin
hat -vielleicht vier oder sechs Glucoseeinheiten; Hexasaccharide kommen
meistens sehr reichlich unter den Grenzdextrinen vor. Sie werden, wie die
Grenzdextrine iiberhaupt, gebildet, weil die gewdhnlichen Amylasen nur
normale, d. h. nach dem Maltosetypus gebaute Ketten in Maltose zerlegen. Es
ist also anzunehmer, daf3 in den primiren Grenzdextrinen die anomale Bindung
etwa in der Mitte liegt, so dal z. B. ein Hexasaccharid die schematische Formel
III und ein Tetrasaccharid die Formel IV hat. Die Formel 1V kénnten z. B.
die oben unter Nr. 5, 6 und 10 beschriebenen Dextrine haben. Durch Abspal-
tung von Glucose oder unter Umstidnden auch von Maltose kénnen aus Tetra-
bzw. Hexasacchariden dieser Art Trisaccharide vom Typus I bzw. II ent-
stehen, je nachdem, ob das dextrinspaltende Ferment die erste bzw. zweite
oder die dritte bzw. vierte Bindung 16st. Daf} die dextrinspaltenden Fermente
in verschiedenen Amylasepriparaten nicht iiberall identisch sind, ist bekannt?®).
Deshalb erkldrt sich, dal z. B. ein von Malzamylase erzeugtes Trisaccharid

% K. Myrbick u. K. Ahlborg, Biochem. Ztschr. 811, 213 [1942].
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(Nr. 7) die Formel I, ein von Takaamylase erzeugtes (Nr. 13) dagegen die
Formel II besitzt.

14 14-—1.6—14--14—CHO —1.4—1.6- -1.4- -CHO
IT1. IV.

Beschreibung der Versuche.

10 ccru Zucker-Losung (10—100 mg Glucose entsprechend), 20 ccm
Kupferacetat-Losung (66.5 g kryst. Salz prol) und 20 ccm 2-n. Na-
acetat-Essigsiure-Puffer wurden gemischt und erhitzt. Das Cu,0 wurde ab-
filtriert, gewaschen, in Ferrisulfat-Schwefelsdure nach Bertrand gelost und
mit Permanganat titriert.

Tafel 1.
Reduktion bei verschiedenen Acidititen des Acetatpuffers. 50 mg Glucose. Auf dem
Drahtnetz 5 Min. unter Riickflull erhitzt.

pE des Puffers ......... 405 445 498 531 598 6.40 Fehlingsche Lsg.
Atome Cu/Mol. Glucose.. 0.90 231 505 3532 562 551 5.40
Tafel 2.

Vergleich verschiedener Kohlenhydrate: 50 mg Glucose bzw. dquivalente Mengen der

anderen Zucker. Von den Dextrinen wurde so viel genommen, daf cje Reduktion bei der

Bertrand - Bestimmung 100 mg Maltosemonohydrat entsprach. pg des Puffers 5.73.
Erhitzen unter RiickfluB im siedenden Wasserbade.

Atome Cu/Mol. Zucker

Erhitzungszeit in Min. . . 5 10 15 20 30 40 60
Glucose .............. 3.87 5.99 0.68 6.93 7.35 7.64 7.84
Fructose ............. 6.03 7.68 — 8.22 — 8.59 —
Mannose ... ..... [P 4.37 7.04 — 7.82 — 8.01 —
Galaktose ... .......... 4.13 5.75 6.35 6.59 6.69 7.13 7.42
Xylose................ 4.69 6.59 6.70 6.82 — 7.06 7.10
Arabinose ............ 2.06 3.96 4,62 5.05 5.78 5.91 6.38
Rhamnose ............ 1.65 4.28 5.05 5.63 — 6.46 7.01
Maltose . .... e 0.06 0.54 1.26 1.69 2.24 2.81 3.58
lactose . .....: P 0.01 0.07 0.33 0.50 1.09 1.68 242
Melibiose. . ............ 1.06 3.56 4.66 4.90 5.53 6.00 6.85
Isomaltose ............ 0.68 2.61 3.52 3.90 4.49 4.84 5.60
Glucosamin ........... 3.45 6.01 6.33 641 . 6.96 7.09 7.26
Acetylglucosamin ...... 0 0.51 — 1.26 1.80 1.99 2.65
Tetramethylglucose .... 0 0. — 0 - - 0 0
Dextrin Nr, 1 ........ - - —- 4.48 —- 5.73 6.65
Dextrin Nr. 2 ........ —— - - - - 2,10 - 3.34 3.84
Dextrin Nr, -3 ........ — — —- 2.32 — 3.42 4.31
Dextrin Nr, 4 ........ - - — — 2.29 — 3.63 4.66
Dextrin Nr. 5 ........ - - - — 1.73 — 3.04 3.89
Dextrin Nr, 6 ........ - C— — 1.92 - 3.21 4.07
Dextrin Nr. 7 ........ —- —- — 1.96 —— 2.95 3.85
Dextrin Nr. 8 ........ - - —- 1.89 — 3.10 4.02
Dextrin Nr, 9 ... ... . -— - — 1.64 — 2.78 3.56
Dextrin Nr. 10 ........ — -— — 1.79 — 3.02 3.87
Dextrin Nr. 11 ..,..... — - - 2.18 - . 330 4.32
Dextrin Nr. 12 .. ...... — — —— 2.46 —_— 3.64 4.19

Dextrin Nr. 13 . ....... —_ — — 3.32 - 4.56 5.15





