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1. W. G r a s s m a n n ,  L. Z e c h m e i s t e r ,  R. B e n d e r  und G. T6 th :  
aber  die Chitin-Spaltung durch Emulsin-Praparate (111. Mitteil. iiber 

enzymatische Spaltung von Polysacchariden). 
[Aus d. Chem. Laborat. d. Brtyer. Rkademie d .  Wissenschaften in Miinchen u. d. Chem. 

Institut d .  Universitat P ~ c s ,  Ungarn.] 
(Eingegangen am 7 .  November 1933.) 

Theore t i scher  Teil. 
Chitin und seine dextrin-artigen Abbauprodukte werden, wie wir kurz 

berichtet haben, von Pilz-Ausziigen l) und von Emulsin-Praparaten 2, ge- 
spalten3). In der Fortfiihrung unserer Versuche wurden einerseits Chi to  - 
d e  x t r  in -Praparate verschiedener MolekulargroSe, sowie Praparate von 
Chi t  o b iose und Chit  o t riose , andererseits Emuls in  -Praparate ver- 
schiedener Herkunft und verschiedenen Reinheitsgrades zur Untersuchung 
herangezogen. Das von uns zunachst (1. c.) angewandte Mercksche Emulsin- 
Praparat zerlegt nach neuen Versuchen niedrigermolekulare Oligosaccharide 
aus Chitin erheblich langsamer als hohermolekulare  Glieder derselben 
Reihe; Chitobiose und -triose werden kaum gespalten. Das ist aber nicht 
das allgemeine Verhalten der Emulsin-Praparate. 

Vom rohen, lediglich entolten Mandel-Pulver  werden namlich die 
beiden N-haltigen Oligosaccharide nur wenig langsamer zerlegt als das hoher- 
molekulare Chitodextrin. Auch das nach B. Helfer ich und S. Winkler4) 
durch Tannin-Faillung gereinigte Emuls in  zeigt ihnen gegeniiber no& eine 
betrachtliche Wirksamkeit, dagegen erweisen sich die durch fraktionierte Fal- 
lung mit Silberacetat weitergereinigten Praparate als kaum wirksam. Zwischen 
dem Spaltungsvermogen fur Chitodextrin und dem fur die Biose und Triosc 
besteht also keineswegs Parallelitat. Das relative Spaltungsvermogen fur 
die beiden Substrate schwankt bei verschiedenen Enzym-Praparaten min- 
destens im Verhaltnis I : 30. 

Wir erblicken in diesen Ergebnissen einen Hinweis darauf, daL3 die 
Verhaltnisse hier ahnlich gelagert sein konnen, wie bei der enzymatischen 

l) A. 603, 174. Die dort (Tab. 2 )  mitgeteilten Versuche beziehen sich nicht, n i e  

z, B. 65, 1706 [1932]. 
3, Spaltung des Chitins durch den Darmsaft der Weitibergs-Schnecke, versl. 

4) Ztschr. physiol. Chem. 209, 269 [I932]. 

irrtiimlich angegeben, auf Chitodextrin, sondern auf Chitin. 

P. K a r r e r  u. Mitarb., Helv. chem. Acta12, 616, 986 [1gz9]. 
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Hydrolq-se der Cellulose, wo zwischen einer Polysaccharase (Spaltung hoch- 
molekularer Substrate) und einer Oligosaccharase (Hydrolyse niedermole- 
kularer Cellulose-Abbauprodukte) zu unterscheiden ist j). 

Der von uns friiher vertretenen Auffassung, wonach die Spaltbarkeit 
der Chitodextrine durch Emulsin als Argument fur die P-glucosidische 
N a t u r  des  Chi t ins  zu bewerten sei, wird, wie wir ausdriicklich betonen 
mochten, durch unsere neuen, umfassenderen Versuche die experimentelle 
S tiitze entzogen. Die Frage, welche Konfiguration voin chitin-spaltenden 
Znzym bevorzugt wird, bleibt also weiterhin offen. 

Ein Vergleich verschiedener Emulsin-Praparate in bezug auf ihr 
Spaltungsvermogen fur S a l i  c i n ,  C e 11 obi  o se  , Ce 11 ode s t r i n ,  Chi t  o - 
d e s t r i n ,  Chi to t r iose  und -biose (Tabelle I) zeigt namlich, dal3 nur die 
Cello biase-Wirksamkeit der Emulsin-Praparate einigermafien niit der 
Wirkung gegeniiber dem ,,Standard-Substrat" der p-Glucosidase6),. Salicin, 
parallel geht. Vergleicht man, wie dies in Tabelle I, I-IV geschehen ist, 
solche Mengen der einzelnen Praparate, die hinsichtlich der P-Glucosidase- 
bzw. Cellobiase -Wirksamkeit iibereinstimmen, so findet man die grofite 
Wirksamkeit gegeniiber Chitodextrin beim entolten Mandel-Pulver (F-Gluco- 
sidase-Wert 0.033), eine nur sehr geringfiigige bei den weitgehend nach 
Helfer ich und Winkler  (1. c.) gereinigten Praparaten (p-Glucosidase-Wert 
iiber 4), wahrend Praparate mittlerer Reinheit eine Zwischenstellung ein- 
nehmen. Der Trager des Spaltungsvermogens gegeniiber Chitodextrin, das 
im rohen Ausgangsmaterial demjenigen gegen Cellobiose groljenordnungs- 
mafiig gleich ist, wird also im Gange des von Helfer ich und Mitarbeiter 
(1. c.) ausgearbeiteten Reinigungsverfahrens zum allergrol3ten Teile ah- 
getrennt. 

Das  ch i t in -spa l tende  Fe rmen t  i s t  demnach of fenbar  n i ch t  
niit der  p-Glucosidase ident isch.  Es scheint sich von ihr auch hin- 
sichtlich der Verteilung im Mandelkern zu unterscheiden. Die Haute der 
Mandeln bzw. die ihnen benachbarten Teile des Kerns, die durch Abschalen 
oder durch Aussieben des mafiig fein gepulverten Materials leicht angereichert 
werden konnen, zeigen namlich eine verhaltnismafiig hohe Chitinase -Wirk- 
samkeit, der nur ein geringer (3-Glucosidase-Gehalt gegeniibersteht. Die 
verhaltnismd3ig chitinase-reichen Losungen, die bei der Extraktion dieses 
Materials erhalten werden, lassen sich, beispielsweise durch Tonerde C.,, 
ohne grofieren Verlust von der (3-Glucosidase, die leicht adsorbierbar ist, 
fast vollstandig befreien. Wir sind so zu Losungen gelangt, von welchen 
die Cellobiose rund 70-mal langsamer zerlegt wird als Chitodextrin, wahrend 
umgekehrt die nach Helfer ich und Winkler  gereinigten Praparate das 
Chitodextrin mindestens 50-mal langsamer spalten als Cellobiose. Die Ver- 
schiebung des Zeitwert-Quotienten im Verhaltnis I : 3500, die wohl leicht 
weiter gesteigert werden konnte, diirfte, auch unter Berucksichtigung mog- 
Zicher Affinitats-Unterschiede, fur die Nicht-identitat der beiden Enzyme 
beweisend sein. 

Es wird noch zu untersuchen sein, inwiefern N-haltige Kohlenhydrate 
in den Mandeln vorkommen. 

j j  IV. Grassmani l ,  I,. Z e c l i m e i s t e r ,  ti. '1'6th u .  K . S t a d l e r ,  A.  503, 167 I1933:. 
& )  R. TVeidenhagei i ,  Ztschr. T'er. I j tsch.  Zucker-Ind. 59, 596 :;19zg~. 
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Besehreibung der Versuehe. 
Tabel le  I :  Vergleich der  Chi t inase-  und  p-Glucosidase-Wirkung 

v e r s c h ie de  n e r E m u  1 s in - P r a p a r  a te .  
(Die -Ingaben heziehen sich auf die Titrationsprobe \-on 4 ccm; m/,,-Acetat-Puffer , 

Cellobiose 
Cellodestrin . . . . . . 
Chitodertrin I11 . . . 
Chitotriose . . . . . . .  

. . . . . . . . 

Enzyn-Material 

13.7 
1.3.  j 
13. j 
26.9 

1) 
Mandelpulver, entol 

0.0014 
0.0014 
0.0014 
o.0014 
o . o o r ~  

-- ._ ~~~~ -. .. 
111) 

Durch Tannin-Pal- 
lung rorgereinig- 
tes Praparat7) 

IV). 
Durch -1g-I)Bllung 

gereinigtes Pr l -  
parat s, . . . . . . . 

17) 
Restlosg. iiach Xd- 

sorption an Ton- 
erde C y  (vergl. 
Vers.), 0.8 ccm 

tlesgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 

Cellortertrin . . . . . .I 13.7 
Chitodestrin 111.. . 13.7 
Chitodestrin 111 . . . 13. j 
Chitotriose . . . . . . . 26.9 
Chitohiose . . . . . . . . 18.2 

0.23 j 
0.235 
0.7'35 
0.235 
0.7'35 . __ 

4.8 
4.8 
i . 8  

4.8 
4.8 

2.4 

P h  = 4.45; t = ~ o O . )  - iiluco-1 ~ 1;; ~ 

sidase- Substrat 
Wert7) 

. . . . . . . . 13.7 

0.03 Chitodestrin 111 13.7 
. (hohermolekular) 

0.03 Chitotriose . . . . . . . . 26.9 
0.03 Chitobiose . . . . . . . . 18.2 

I - - -  - 
-~ ~ ~ .. 

I 
0.2 

0 . 2  

0.17j 
0.175 
0.175 
0.17j 
0 . 1 7 j  
~ - 

0.49 
0.49 
0.49 
0.49 
0.49 .~ __  

4.17 
4.17 
4.17 
4.17 

Chitodestrin I 13.7 

Chitodestrin I1 13.7 

Cellobiose . . . . . . . . 13.7 
Cellodestrin . . . . . . 13.7 

(hahermolekular) 

(niedermolekular) 

Chitodestrin 111.. . 13.7 
Chitotriose . . . . . . . 26.9 
Chitobiose . . . . . . . . 18.2 ~- . I - -  - 

Cellobiose . . . . . . . . 13.7 
Cellodestrin . . . . . . 13.7 
Chitodestrin 111. . . 13.7 
Chitotriosc . . . . . . . . 26.9 
Chitobiose . . . . . . . . 18.2 

~- - - _ _ _ ~  
Npaltung (ccm f i /60-  

odlosg.) nach Stdn 
2 I 8  I Z d  

_ _ .  

0.78 i 
0.03 
0.621 1.17 

0.50' 0.92 
0.42 o 80 

2.44 
0.76 
2.28 

1.41 
1.4.3 

1.26 

0.07 1 0.35 1 0.40 

0.78 ~ 2.07 2.98 
0.01 '-0.01 , 0 .21  

0.36; 0.61 I 1.04 
0.041 0.04 I 0.07 
0.00 ~ 0.00 ~ -0.04 __ 

1 , 
I '  0.98 I 2.27 i 3.35 

0 . 0 4 '  0.32 z:;: j 0.59 1.03 
0.041 E:J; 
0.00 
- , 

j 

~ 1.0qi 2 .72  

0.02 1 O . O 4  

i 

0.041 0.09 

0.03 I 0.06 
0.03 0.03 

I 

0 . 0 2 :  0.06 
0 .02  0.07 

0.20 1 0.50 

-0.14 ---0.07 

0.27 0 . 7 j  

-0 .20  --0.12 

0.30 
0.54 __ 

3.59 
0.34 
0.27 
0.13 
0.10 

-- __ 

0.08 

1.07 
0.78 
0.05 

0.10 

0.00 

cergl. R. W e i d e n h a g e n ,  Ztschr. Ver. Dtsch. Zucker-Ind. 

J .  S .  K i n k l e r ,  Ztschr. physiol. Chcm. 209, 269 [1932]. 
1* 
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I. Enzym-Prapa ra t e  und  Subs t r a t e .  a) 750 g side Mandeln wurden 
in der Mandel-Miihle zerkleinert, unter 350 Atm. abgepreBt und der wieder 
gemahlene PreBkuchen mit k h e r  2-ma1 gewaschen. Wir erhielten hieraus 
320 g rohes, entoltes t roches  Mandel-Pulver (Tabelle I, I). Aus dem Mandel- 
Pulver stellten wir nach B. Hel fe r ich  und S .  Winkler  (1. c.) durch frak- 
tionierte Tannin-Fallung und Ag-Acetat-Fallung Emulsin-Praparate ver- 
schiedenen Reinheitsgrades dar. Die Ergebnisse enthalt Tabelle I, I11 und 
IV, sowie Tabelle 2. 

b) C h i t o d e x t r i n  I. 6.88% N, Jodzahl 20.9'). ungefahr der Pentaose-Stufe ent- 
sprechend. - C h i t o d e x t r i n  111: Jodzahl und MolekulargroBe wie bei I, jedoch aus 
einer anderen Darstellung stammend und sicher nicht vollkommen identisch. - C h i t o -  
d e x t r i n  11: 6.63% N, Jodzahl 34.09), entsprechend der Tetraose bis Triose, wohl 
eher Tetrasaccharid-Stufe. - C h i t o  t r i o s e ,  dargestellt durch Verseifen eines noch 
nicht gereinigten Acetates; moglicherweise etwas biose-haltig. - Chitobiose.  Stammt 
aus analysen-reinem Octaacetat und diirfte rein sein, wenn auch nicht krystallisiert. 
(Allc diese Praparate enthalten Acetyl am Stickstoff) 

2. Abt rennung  der  P-Glucosidase von de r  ,,Chitinase": 10.4 g 
des entolten Pulvers wurden mittels eines Haarsiebes in 1.15 g eines groberen, 
vorwiegend aus Hauten bestehenden Pulvers (reich an Chitinase, aber relativ 
arm an P-Glucosidase, Tab. 2, Vers. 6) und in 9.24 g eines feineren, vor- 
wiegend aus dem Inneren der Mandelkerne stammenden Pulvers, das den 
Hauptteil der P-Glucosidase enthalt, zerlegt (vergl. Tab. 2,  Vers. 7). z g 
des Haute-Pulvers wurden mit 25 ccm Toluol -Wasser extrahiert und nach 
12-stdg. Stehen abgeschleudert. Der gewonnene Extrakt enthielt annahernd 
das gesamte chitin-spaltende Enzym, die Ruckstande waren nur noch wenig 
wirksam (Tab. 2, Vers. 8). 

Tabel le  2: Chi todext r in-Spal tung  d u r c h  Bmuls in -P rapa ra t e  v e r -  
sc  hie  den  en  Rein he  i t s  g r  ades. 

(Die Angaben beziehen sich auf die Titrationsprobe von 4 ccm, 
Bedingungen wie Tabelle I ,  V.) - 

~ 

Vers 
Nr. 
- 
I 
2 

3 
4 
5 

G 
7 

8 

I P-Glucosidase- 
I Wert 
I 

Enzym-Material 

~ 

Rohes, entoltes Pulver I ' 
~ Tannin-Vorfallung . . . . . . . . . .  i 

Tannin-Hauptfallung . . . . . . . . .  
desgl. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Mit Ag - Acetat gereinigtes ' 
Emulsin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Abgesiebte Haute . . . . . . . . . . . .  
Pulrer, nach Xbsieben der 

Haute .................... 
Toluol-Wa~ser-~4uszug aus den 

Hainten.. . . . . . . . . . . . . . . . . .  ~ 

. . . . . .  0.0189 
0 . 0 3 3  
0 . 3 0  
o.;o 

3.9 
0.0049 

0.0234 

0.08 

--- __-- 
1 Chitodextrin-Spaltung 

(ccm Jodlosg.) 
mg I nach 7 Stdn. 

') Die Jodzahlen in der Reihe der N-haltigen Polysaccharide schwanken merklich 
mit den Versuchs-Bedingungen und sind meist etwas grofler als es dem tatsachlichen 
Mo1.-Gew. entspricht. Die Schatzung der Kettenlange auf Grund der J-Zahl fiihrt 
also hier zu Maximalwerten; bsi der Anwcndung vou 0.02-w.  Jodlosg. bzw. NaOH wird 
diese Fehlerquelle stark eingeschrlnkt. 
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- (Rohlosg.) . . . .  1 -  

A10.0H'O). . . . . . .  i 20 

Kaolin . . . . . . . . . .  1 IOO 

Bauxit.. . . . . . . . . .  ~ 100 
Tonerde Cy . . . . . .  ' 20 

I 0 0  0 .84  

- 0.71 

0.80 

1 
o.ao 

48 0.73 

I - 

~ 12  

2. Paresh Chandra Dutta:  Untersuchungen iiber indigoide 
Farbstoffe, IV. Teil: 2.1-Naphthathiophen-phenanthren-indigos. 

[Aus d. Laborat. d. G. B. B. College, Muzaffarpur, Bihar u. Orissa (Indien).] 
(Eingegangen am 25. September 1933.) 

Als Fortsetzung meiner Arbeiten iiber T h  io n a p  h t h e n -p  he  n a n t  h r en  - 
indigos,  die im I. Teill) und in dem kiirzlich in den ,,Berichten"2) ver- 
offentlichten 11. Teil iiber I .z - N a p h t h a  t h io p hen  - p hen  a n t  h r  e n - in  d ig  os 
niedergelegt sind, begann ich die vorliegende Untersuchung in der Absicht, 
den EinfluR der  S te l lung  des  Schwefels im Naph tha l inke rn  auf 
die  F a r  b e d e r N a p h  t h a t  h io p hen  - p hen  a n t  hr en - in d ig  o s zu priifen. 
Es handelt sich um indigoide Farbstoffe, die durch Kondensa t ion  von 
2.1 -Nap  h t h o xy - t h i  o p h  e n mi  t Phen  a n t  h r a c h in on und seinen ver- 
schiedenen Der iva t en  gewonnen wurden. Diese Kondensation wurde 
meistens in der eisessigsauren Losung der Komponenten durch Salzsaure 
erreicht. Die hier beschriebenen Verbindungen s k d  allgemein kraftiger 

l o )  vergl. R. W i l l s t a t t e r ,  H. K r a u t  u.  0 .  E r b a c h e r ,  B. 54, 2458 [1925]. 
l )  Journ. Indian chem. SOC. 9, 99 [I932]. 

.- 

z, B .  66, 1 2 2 6  [1933j. 
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14 ccm Extrakt, mit 8 ccm n/,-Acetat-Puffer, ph = 4.0 und einer Suspension von 
40 mg Tonerde C y versetzt, wurden abgeschleudert und erneut mit 20 mg Tonerde C y 
vermischt und nochmals abzentrifugiert. - 0.5 ccm der Rohlosung spalten 198 mg 
Salicin im Vol. von 5 ccm (Bedingungen nach Weidenhagen ,  1. c.) in 60,zlin. zu 29%, 
die entsprechende Xenge der Restlosung in 130 Min. zu nur 0.7 yo. - 0.4 ccrn der Roh- 
losurig bewirken hei der Einwirkung auf 13.7 g Chitodextrin in 7 Stdn. Spaltung entspr. 
0.84 ccm Jodlosung, die entsprechende Menge der Restlosung unter den gleichen 
Bedingungen 0.69 ccm ?tiso- Jodlosung. 

Auch anderen Adsorbenzien gegeniiber scheint die Chitbase, im Gegen- 
satz zur p-Glucosidase, verhaltnismafiig schwer adsorbierbar zu sein (Tab. 3). 

Tabel le  3 :  Adsorpt ionsversuche zur  T rennung  von (3-Glucosidase 
und  Chitinase. 

(Im Adsorptions-Ansatz von ~ o c c m  sind enthalten j ccm Rohauszug nach Tabelle 2, Nr. 8;  
ph = 4.0, eingestellt mit n/,,-Acetat-Puffer.) 

Der Einhundert jahres-St i f tung der  Miinchener Un ive r s i t a t ,  
sowie der Miin c hen er  Un ivers  i t a t s - Ge se 11s c h a f t danken wir ergebenst 
fur Unterstutzung unserer Arbeit. 

2. Paresh Chandra Dutta:  Untersuchungen iiber indigoide 
Farbstoffe, IV. Teil: 2.1-Naphthathiophen-phenanthren-indigos. 

[Aus d. Laborat. d. G. B. B. College, Muzaffarpur, Bihar u. Orissa (Indien).] 
(Eingegangen am 25. September 1933.) 

Als Fortsetzung meiner Arbeiten iiber T h io  n a p  h t h en -p he  n an  t b  r en  - 
indigos, die irn I. Teill) und in dem kiirzlicb in den ,,Berichten"2) ver- 
offentlichten 11. Teil uber I .z -Naph tha  t h io  p hen - p hen a n t  h r  e n - in  d ig  os 
niedergelegt sind, begann ich die vorliegende Untersuchung in der Absicht, 
den EinfluR der  S te l lung  des  Schwefels im Naph tha l inke rn  auf 
die F a r  b e d e r N a p h  t h a t  h io p hen  - p hen a n t  h r  en - in dig o s zu priifen. 
Es handelt sich um indigoide Farbstoffe, die durch Kondensa t ion  von 
2.1-Naphthoxy-thiophen mi t  Phenan th rach inon  und seinen ver- 
schiedenen Der iva ten  gewonnen wurden. Diese Kondensation wurde 
meistens in der eisessigsauren Losung der Komponenten durch Salzsaure 
erreicht. Die hier beschriebenen Verbindungen s k d  allgemein kraftiger 

.- 

l o )  vergl. R. W i l l s t a t t e r ,  H. K r a u t  u.  0. E r b a c h e r ,  B. 54, 2458 [1925]. 
l )  Journ. Indian chem. SOC. 9, 99 [1932]. z, B .  66, 1 2 2 6  [1933j. 




