Uber die Gentiobioee.

Von

Dr. Géza Zemplén.

(Aus dem chemischen Institute der Hochschule fiir Forstwesen in Selmcczbanya.)
(Der Redaktion zugegangen am It. Mai 1913)

Man kennt derzeit sieben Disaccharide, die aus je zwei
d-Glukose-Molekilen aufgebaut sind; nédmlich: Maltose, Isomal-
tose, Cellobiose, Gentiobiose, Turanose, Trehalose und Isotre-
halose. Die flnf erstgenannten Zucker unterscheiden sich scharf
von den zwei letzteren durch ihr Reduktionsvermdgen, ihre
Fahigkeit, Osazone zu bilden und bei der Oxydation mit Brom
12 atomige einbasische Bionsduren zu liefern. Unter diesen
reduzierenden Disacchariden sind eigentlich nur Maltose und
Cellobiose gut bekannt, die Isomaltose konnte bis jetzt nur in
Form ihres Osazones bezw. Osones isoliert werden; Gentio-
biose und Turanose sind ebenfalls wegen ihrer schweren Zu-
ganglichkeit wenig untersucht geblieben.

Um Aufklarung tber Konstitution bezw. Konfiguration der
Disaccharide zu gewinnen, ist es aber notig, moglichst genau
gerade die Eigenschaften der isomeren, aus gleichen Bausteinen
zusammengesetzten Zucker kennen zu lernen. Deshalb nahm
ich eine genauere Untersuchung der Gentiobiose vor, die bisher
nur von Bourquelot und Hérissey *) dargestellt wurde. Bei
der Gewinnung des Zuckers stieB ich auf grofle Schwierigkeiten,
indem die durch fraktionierte Extraktionen bezw. Fallungen mit
Alkohol erhaltenen Sirupe auch nach léangerem Stehen nicht
krystallisieren wollten.

Da ich gleichzeitig mich mit der Untersuchung von Cello-
biosederivaten ebenfalls beschaftigte, fiel mir die gute Krystal-

*) Bourquelot und H. Hérissey, Comptes rendus, Bd. 132,
S. 571 (1900); Bd. 135, S. 290, 399 (1901). — Journal de Pharmacie et
de Chimie [6], Bd. 16, S. 420 (1901).
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lisationsfahigkeit und Schwerl6slichkeit der Oktacetylcellobiose
auf, und da kam ich auf den Gedanken, ob es nicht mdoglich
waére, durch Acetylierung der rohen Gentiobiosepraparate eine
Reinigung der Produkte zu erzielen, eventuell die noch unbe-
kannte Acetvlverbindung in reinem Zustande zu gewinnen.

Meine Hoffnungen haben sich bei den Versuchen erfllt,
indem es mir gelang, die schwer Ilo6sliche, hoch-
schmelzende und gut krystallisierende Oktacetyl-
gentiobiose in reinem Zustande zu gewinnen. Das Pra-
parat ist leicht zu isolieren sogar aus stark wverun-
reinigten Rohprodukten, sodaR die Methode der Acetylierung
ein einfaches und rasches Verfahren der Gentiobiosegewinnung
darstellt.

Durch Verseifung der Oktacetylverbindung gewann ich
die freie Gentiobiose als Sirup. Ich zweifle nicht daran, daf
der Zucker nach mehrwoéchentlichem Stehen krystalliseren wird.
Dal es sich tatsachlich um Gentiobiose handelt, habe ich durch
die Darstellung des analysenreinen Phenylgentiobiosazons, durch
die Ermittlung des Reduktionsvermogens der bei der Verseifung
des Oktacetylkorpers erhaltenen Produktes und durch die Spal-
tung des Gentiobiosesirups mittels Emulsin bewiesen.

Die Krystallisationsfahigkeit der Acefylverbindungen der
Zucker wird noch wahrscheinlich in manchen Féllen bei sonst

schwer krystallisierenden Zuckern die Isolierung derselben er-
leichtern.

Experimenteller Teil.

Darstellung der Oktacetylgentiobiose aus gereinigten
Praparaten.

1 kg gepulverter Enzianwurzeln (Radix gentianae gfcr-
manicae pulv.) werden in 8,5 | siedendes Wasser, das Calcium-
carbonat suspendiert enthélt, eingetragen, und die FlUssigkeit
10 Minuten gekocht. Die Masse wird koliert, dann unter
200 Atmospharen gepreRt. Das braungrine Filtrat wird jetzt
mit etwa 3,5 kg einer 5°/oigen Ldésung von kolloidalem Eisen-
hvdroxyd stark geriihrt, wobei ein voluminéser Niederschlag
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entsteht. Diese Methode zur Kléarung von stark verunreinigten
und Kolloide enthaltenden Flissigkeiten wurde zuerst von
L. Michaelis und P. Ronal) vorgeschlagen. Um die notige
Menge der Eisenhydroxydlésung zu ermitteln, vermischt man
die Masse mit wenig reiner Tierkohle und pruft, nach zeit-
weisem Zusatz von Eisenhydroxyd, ob das Filtrat einer Probe
durch die Tierkohle getribt und schlecht filtrierbar ist. Diese
Eigenschaften zeigen sich bei der Filtration der Flussigkeit,
wenn nicht geniigende Mengen der Eisenhydroxydldsung zu-
gegen sind. Ist die notige Menge erreicht, so gelingt die Fil-
tration sehr leicht, das Filtrat ist vollkommen klar und ent-
héalt kaum nachweisbare Eisenmengen. Man muf} sich hiten
vor einem Uberschul} der Eisenlésung, denn der ausgeschiedene
Niederschlag geht dann teilweise wieder in Losung. Die Fllssig-
keit wird jetzt auf groRe Filter gegossen, und wenn nichts mehr
abtropft, wird der Rlckstand unter 200 Atmospharen abge-
prelt. Das Filtrat wird mit wenig Tierkohle aufgekocht, filtriert
und unter vermindertem Druck auf atwa 1 | verdampft. Die
Flussigkeit enthalt nach der Titration mit Fehlingscher Ldsung
78 g Zucker auf d-Glukose berechnet. Sie wird mit gewohn-
licher Béackerhefe bei Zimmertemperatur in Garung gesetzt,
und nach etwa 24 Stunden, wenn die Garung nachlafl3t, werden
die Proteine wiederum mit kolloidalem Eisenhydroxyd entfernt,
dann mit Tierkohle gekocht, und das Filtrat, das jetzt bei der
Titration 32 g Zucker auf d-Glukose berechnet enthalt, unter
vermindertem Druck verdampft. Eine Probe der nach der
Géarung erhaltenen gekléarten Flissigkeit wurde mit Phenyl-
hydrazinchlorhydrat und Natiumacetat V* Stunden im Wasser-
bade erwdrmt. In der Hitze war keine Ausscheidung von
Osazon zu beobachten, dagegen gab das Filtrat nach dem
Erkalten eine kraftige Féallung von amorphem Phenylgentio-
biosazon.

Der Abdampfrickstand wurde mit 1 1 90Poigern Alkohol
ausgekocht. Beim Erkalten der Flussigkeit wurde eipe amorphe

¥) Biochem. Zeitschrift, Bd. 2, S. 219 (1906); Bd. 5, S. 365 (1907);
Bd. 7, S. 329 (1908); Bd. 8, S. 356; Bd. 13, S. 121; Bd. 14, S. 476 (1908);
Bd. 16, S. 60; Bd. 18, S. 375, 514 (1909).
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Masse ausgeschieden, die sparliche Krystallisation zeigte. Die
Flussigkeit wurde verdampft, der Rickstand mit Calciumcar-
bonat vermischt und im Soxhletapparat mit Methylalkohol
extrahiert. Die methylalkoholische Ldsung wurde unter Um-
rihren in absoluten Alkohol gegossen, der ausgeschiedene
flockige Niederschlag mehrmals durch Dekantation mit abso-
lutem Alkohol gewaschen, endlich abgesogen und unter ver-
mindertem Druck Uber Phosphorpentoxyd getrocknet. Aus-
beute 16 g. Das Praparat lieferte bei der Osazonprobe bei
der Abkihlung der ersten Mutterlauge gleich krystallisiertes
Phenylgentiobiosazon. Da eine weitere Fraktionierung des
Praparates nicht zu krystallisierenden Zuckersirupen fihrte, ver-
suchte ich die Acetylierung.

15 g des amorphen gentiobiosehaltigen Praparates wurden
mit 60 ccm Essigsaureanhydrid und 8 g Natriumacetat auf dem
Wasserbade erwérmt. Die Reaktionsmasse wurde nach vollstan-
diger Losung noch etwa 5 Minuten weiter erhitzt und in 3U! kaltes
Wasser gegossen. Es schied ein rotlichgelbes Ol aus; die Mutter-
lauge wurde abgegossen, mit frischem Wasser ersetzt, und die
Operation unter Reiben und Umrihren wiederholt. Bald wurde
das Produkt fest und krystallinisch. Die erste Mutterlauge
schied Uber Nacht nahezu farblose, mit bloBem Auge sichtbare
Nudelchen aus. Die Niederschldage wurden abgesaugt und jede
fur sich verarbeitet. Das aus der Mutterlauge gewonnene Pro-
dukt lie sich durch Umkrystallisieren zunédchst aus konzen-
triertem, dann aus 50°/oigem Alkohol leicht rein gewinnen.
Ausbeute 0,5 g. Die Hauptmenge des Niederschlages bot bei
den Reinigungsversuchen groéRere Schwierigkeiten. Beim Um-
I6sen aus heiBem Alkohol nahmen ndmlich die sonst schon ats-
gebildeten Krystallnadeln farbende Verunreinigungen mit sich,
die in alkoholischer Losung mit Tierkohle nicht zu beseitigen
waren. Endlich flihrte wiederholtes Umkrystallisieren aus heifem
50®/igem Alkohol zum Ziele. Ausbeute 0,7 g. Wie wir spater
sehen werden, laRt sich die Reinigung des Produktes viel leichter
und mit besserem Erfolge ausfihren durch Anwendung von
Methylalkohol. .

Das Praparat bestand aus nahezu farblosen, seidengléan-
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zenden langen Nadeln. Im Kapillarrohr erhitzt, begann es bei
186° zu sintern und schmolz vollstdndig bei 193° zu einer
schwach gelben Flussigkeit. .

Fur die Analyse wurde unter vermindertem Druck Uber
Phosphorpentoxyd bei gewohnlicher Temperatur getrocknet.

0,1559 g gaben 0,2836 g CO, und 0,0839 g H,O.

Berechnet fir Oktacetylgentiobiose C,sHsgO19 (676,29):

49,54°/0 C; 5,65°/0 H.

Gefunden: 49,61 °/o C; 6,02°/0 H.

FurdieoptischeBestimmungdientedieLdsunginChloroform.

0,1693 g Substanz; Gesamtgewicht 9,825; spezifisches
Gewicht 1,473; drehte Natriumlicht im 1 dm-Rohr bei 20n um
— 0,17° nach links; mithin

Md = — 5,3° in Chloroform.

Nach der Verseifung gab das Praparat ein Osazon, das

samtliche Eigenschaften des spéater zu beschreibenden Phenyl-
gentiobiosazons zeigte.

Gewinnung der Oktacetylgentiobiose aus stark
verunreinigten Rohprodukten.

Fir die Versuche diente als Ausgangsmaterial ein Enzian-
extrakt, Extractum Gentianae spirituosum aquosum spissuin der
Firma Thallmayer u. Seitz in Budapest. 1 kg des Extraktes
wurde in 51 Wasser gelost, mit Backerhefe ausgegoren, die
Flussigkeit einnfal mit Tierkohle aufgekocht und das Filtrat
unter vermindertem Druck unter mehrmaligem Zusatz von ab-
solutem Alkohol moglichst stark verdampft.

Der Rickstand wird mit 96°/oigem Alkohol, nachher mit
Methylalkohol ausgekocht. Der &athylalkoholische Auszug wurde
verdampft, der Rickstand mit Methylalkohol ausgekocht und
die vereinigten methylalkoholischen Ausziige in absoluten Al-
kohol geriihrt. Der flockige Niederschlag wurde mehrmals mit
Alkohol dekantiert, dann abgesaugt und unter vermindertem
Druck getrocknet.

Um zu erfahren, ob das Praparat Gentiobiose enthalt,
unterwarf ich es der Osazonprobe. Beim Abklhlen der heiRen
Flissigkeit waren nur geringe Mengen eines amorphen Osazons
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ausgeschieden zum Zeichen dafir, dal} die Gentiobiose nur einen
kleinen Bruchteil des Pr&parates ausmachen konnte.

Durch zweckmaélRlige Durchfihrung der Acetylierung und
Reinigung des erhaltenen Rohproduktes gelang es mir doch
leicht, aus dem obigen Praparat Oktacetylgentiobiose zu ge-
winnen und zwar in reinerem Zustande als vorher bei der Ver-
arbeitung der reineren Praparate, wegen der besseren Methodik,
die ich in diesem Falle anwandte.

120 g des Rohproduktes wurden mit 480 ccm Essigsaure-
anhydrid und 00 g wasserfreiem, geschmolzenem Natriumacetat
eine halbe Stunde auf dem Wasserbade erwarmt. Die dunkel-
braune Flussigkeit wurde in 4 | Wasser gegossen, die Mutter-
lauge des ausgeschiedenen Niederschlages oft erneuert und
stark gerihrt. Nach einiger Zeit erstarrte die ganze Masse
und liel sich leicht zerpulvern. Sie wurde abgesaugt, mit
Wasser gewaschen, unter 200 Atmospharen ausgepref3t und in
HOO ccm warmem Methylalkohol gelést. Aus der dunkelbraunen
Flussigkeit schieden sich innerhalb 10 Tagen hellgelbe, sphérische,
krvstallinische Aggregate aus. Die Mutterlauge wurde abge-
gossen, der Niederschlag mit kaltem Alkohol gewaschen, dann
in 250 ccm heillem Alkohol geltst und erkalten gelassen. Die
Oktacetylgentiobiose schied sich hierbei in langen, etwas ge-
farbten Nadeln aus. Sie wurden abgesaugt und in 250 ccm
50°/oigem heilBen Alkohol gel6st und nach Zusatz von wenig
Tierkohle filtriert. Die Verbindung fallt beim Erkalten der
Flussigkeit in analysenreinem Zustande in farblosen, langen,
seidenglanzenden Nadeln aus. Ausbeute 3,5 g.

Das Produkt sintert beim Erhitzen im Kapillarrohr bei
192° und schmilzt volistdandig bei 195° zu einer farblosen
Flussigkeit. Es 16st sicht leicht in Chloroform, Aceton, heillem
Benzol, heiBem Essigather, weniger in heiBem Alkohol; schwer
lslich in kaltem Alkohol und in Ather, nahezu unléslich in
Petrolather und in heilBem Wasser. In wasserhaltigem Alkohol
I6st es sich leichter als in absolutem.

Fur die Analyse wurde unter vermindertem Druck Uber
Phosphorpentoxyd bei gewdhnlicher Temperatur getrocknet.

0,1383 g gaben 0,2495 g CO, und 0,0716 H,O.
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Berechnet fur Oktacetylgentiobiose Ci8H35019 (676,29):
49,54°/o C; 5,65°/0 H.

Gefunden: 49,20°0 C: 5,79°0 H.

FUr die optische Bestimmung diente die Lésung inChloroform.

0,2694 g; Gesamtgewicht der Ldésung 13,8234 g spezi-
fisches Gewicht 1,472: drehte Natriumlicht im 1 dm-Rohr bei
20° um —0,16° nach links; mithin

Md = — 5,6°

Um das Reduktionsvermdgen der freien Gentiobiose zu
bestimmen, verfuhr ich wie folgt: 0,1828 g Oktacetylgentiobiose,
die nach der Theorie 0,0925 g Gentiobiose entsprechen, wurden
in ein Gemisch aus 10 ccm Wasser und 10 ccm Alkohol warm
gelost, dann 1 ccm 33°/oiger Kalilauge zugesetzt und. mit
Fehlingscher Losung auf dem Wasserbade erwarmt. Nach
dem Verdampfen der Hauptmenge des Alkohols kann man die
Reduktion gut beurteilen. Zun&chst gab ich auf einmal 10 ccm
P ehlingsche Ldsung hinzu, und nachdem diese vollig reduziert
waren, setzte ich nach und nach je 0,2 ccm zu der Flissigkeit.
Im ganzen wurden 12,0 ccm Fehlingsche Loésung verbraucht.
Demnach reduziert 1 g der freien Gentiobiose 130 ccm Feh-
lingsche Losung. Nach den Angaben von Bourquelot und
Heérissey steht das Reduktionsvermdgen der Gentiobiose nahe
demjenigen der Maltose. Diese Forscher fanden 0,081 g Gen-
tiobiose auf 10 ccm Fehlingsche Losung. Auf 1 g des Zuckers
berechnet sind das 123,5 ccm, wahrend ich etwas mehr, 130 ccm,
fand. Die Maltose reduziert 128,5, die Cellobiose 153 ccm
Fehlingsche Losung auf 1 g Zucker berechnet.

Phenylgentiobiosazon.

0,7 g Oktacetylgentiobiose werden in ein Gemisch aus
45 ccm Wasser und 45 ccm  Alkohol hei gel6st, rasch abge-
kihlt und mit 2,5 ccm 33°/oiger Kalilauge vermischt. Es ent-
stent eine klare, schwach gelbliche Ldsung, die genau mit
Essigsaure neutralisiert und unter vermindertem Druck auf
etwa 10 ccm eingeengt wird. Jetzt wird 0,7 g Phenylhydrazin-
chlorhydrat und 0,5 g Natriumacetat zugesetzt und 5U Stunden
im Wasserbade erwarmt. Die hellgelbe Flussigkeit scheidet
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beim Abkulhlen sternartig geordnete, kompakte, citronengelbe,
krystallinische Komplexe aus, die abgesaugt, mit Ather gewaschen
und unter vermindertem Druck Uber Natronkalk getrocknet
werden. Ausbeute 0,11 g.

Dasselbe Produkt kann direkt aus den gereinigten Flussig-
keiten nach der Garung der Enzianextrakte erhalten werden.
Allerdings ist das so erhaltene Praparat weniger rein.

Zur weiteren Reinigung wird das rohe Osazon in wenig
Essigather gelost und mit absolutem Ather bis zur Triibung
versetzt. Nach einiger Zeit beginnt die Ausscheidung von
citronengelben, sternformig geordneten Nadeln. Diese lassen
sich jetzt schon bequem auch aus heilem Wasser umldsen,
ohne an der Luft sich braunende Préaparate zu liefern. Aus
heiRem Wasser krystallisiert das Osazon in schénen, kurzen,
zugespitzten Prismen.

Im Kapillarrohr rasch erhitzt, schmilzt das Produkt zwischen
160 und 170° unter Braunfarbung und Zersetzung. Der beob-
achtete Zersetzungspunkt hangt stark von der Art des Erhitzens
ab. Bourquelot und Herissey geben den Schmelzpunkt 142°
an. Allerdings habe ich keine gereinigten Praparate des Gen-
tiobiosazons beobachtet, die nach dem vorschriftsmaigen Ver-
fahren der Schmelzpunktbestimmung der Osazone einen tieferen
Schmelzpunkt als 160° gezeigt hatten.

Fur die Analyse wiurde unter vermindertem Druck uber
Phosphorpentoxyd bei 80° getrocknet.

0,1763 g Substanz gaben 0,3599 g C02 und 0,0979 g H20.

0,2012 g gaben 19,8 ccm Stickstoff tber 33°/0ige Kali-
lauge (b = 712 mm, t =t 18°).

Berechnet fur Phenylgentiobiosazon C24H3209N4 (520,30):

55,350/0 C; 6,20°/0 H; 10,77°/o N.

Gefunden: 55,68°0 G; 6,21 °0 H; 10,670/0 N.

b Ur die optische Bestimmung diente die Ldsung in Pyridin
und Alkohol, um die erhaltenen Werte mit den von Neubergl)
vorgeschlagenen Zahlen vergleichen zu kdénnen.

") C. Neuberg, Uber die Reinigung der Osazone und zur Bestim-
mung ihrer optischen Drehungsrichtung. Ber. d. Deutsch, chem. Ges.,
Bd. 32, S. 3:184—3388 (1899 .
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0,1532 g in 4 ccm Pyridin und 6 ccm Alkohol gelost;
Gesamtgewicht der Losung 8,7868 g; spezifisches Gewicht0,874;
drehte Natriumlicht bei 20° im 1 dm-Rohr um — 1,16° nach
links; mithin

Wi = — 76,10 in Pyrin und Alkohol.

Versuch zur Isolierung der freien Gentiobiose.

2 g Oktacetylgentiobiose wurden in 80 ccm absolutem
Alhohol suspendiert und mit 5 ccm 33°/oiger Kalilauge ge-
schuttelt. Die Krystalle der Oktacetylgentiobiose verwandeln
sich dabei rasch unter Auftreten von Essigéathergeruch in eine
kornige, rasch zu Boden sinkende Substanz, die die Kalium-
verbindung der Gentiobiose darstellt. Sie wird nach dem Ab-
setzen mehrmals mit absolutem Alkohol gewaschen, in Wasser
gelost, mit Essigsdure neutralisiert (Lackmus) und die LOsung
unter vermindertem Druck auf einige Kubikzentimeter verdampft,
dann auf dem Wasserbade bis zur Tribung mit absolutem
Alkohol versetzt und stehen gelassen. Nachdem Erkalten scheidet
sich ein farbloser Sirup aus, der nach einigen Tagen zu opali-
sieren beginnt. Ich zweifle nicht daran, daR der, Zuckersirup
nach einigen Wochen krystallinisch erstarrt.

0,2 g des Sirups wurden in Wasser gelést und mit 0,1 g
Emulsin in Gegenwart von Toluol 48 Stunden bei 32° aufbewabhrt.
Nach Entfernung der Proteine mit Natriumacetat schieden sich
bei der Osazonprobe aus der heil3en Flissigkeit lange, citronen-
gelbe Nadeln von Phenylglukosazon aus. Schmelzpunkt gegen
205°. Der Versuch stimmt ebenfalls mit der Beobachtung von
Bourquelot und Hérissey Uberein, wonach die Gentiobiose
durch Emulsin hydrolysiert wird.



