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261. Burckhardt Helferich and Edgar Weber: Die Synthese 
von P-d-Cellobiosid und PdMaltoaid dea Vanillins and die Einwir- 
kung von Wandel-Emnlsin auf diem Substanzen (-11. Mitteil. 

iiber Emnlsin')). 
[Aus d. Chem. Laborat. d. Universitat Leipzig.] 

(Eingegangen a m  20. Yai 1936.) 
Es ist bisher in der Literatur nur Aten ein Beispiel beschxieben dafiir, 

d& einfache Glykoside von Oligosacchariden durch fermentative Spaltung 
in Oligosaccharid und Aglykon gespalten werden: Nach Uteren Literatur- 
angaben werden Methyl- und Phenol-f34maltosid durch geeignetes Emulsin 
unter Bildung von Maltose hydrolysierte). Mehrfache, in letzter &it unter- 
nommene Versuchea) haben aber ergeben, daB wohl nicht die gewohnliche 
P-glukosidatische Wirkung des Emulsins fiir diese Spaltung verantwortlich 
zu machen ist. Abgesehen von der dwch quantitative Versuche einwandfrei 
festgestellten Langsamkeit der Maltosid-Spaltung mit den heute gebriiuch- 
lichen Mandel-Emulsin-Praparatena) spricht dafur, daL3 Phenol-p4maltosid 
kaum schneller gespalten wird als Methyl-$-&maltmid, wiihrend sonst beim 
Ubergang vom Methyl zum Phenyl eine erhebliche Steigerung der Spalt- 
geschwindigkeit durch f3d-Glucosidase auftritt . 

In letzter &it ist als besonders schnell spaltbar das Vanillin-f3d-glucosid 
aufgefunden worden'). Wir haben daher nochmals das Problem aufgenommen, 
Fermente zu suchen, die bei der Spaltung von Glykosiden der Disaccharide 
diese Disaccharide entsteben lassen. Es wurden das Vanillin-f3-d-cello- 
biosid und das Vanillin-P-d-maltosid ~ c h  bekannten Methoden, beide 
rein und in schon krystallisierter Form, dargestellt und die Einwirkung 
von SuBmandel-Emulsinb) auf diese beiden Substrate gepriift. 

Bei dieser Priifung verhalten sich, wie zu erw.arten, beide Substanzen 
grunddtzlich verschieden. Das Cellobiosid hat zwei glucosidische P-Bin- 
dungen im Molekiil,- eine zwischen den beiden Glucose-Bausteinen, eine 
zwischen dem Vanillin und einem Glucose-Baustein. Die erste ist genau so 
wie in der Cellobiose selbst dem Angriff P-d-glucosidatisch wirksamen Mandel- 
Emulsins zughgli&. Es konnte aber immerhin sein, da13 auch die zweite 
P-Bindung zwischen Zucker und Vanillin schon im Cellobiosid fiir Sumandel- 
Emulsin angreifbar ist und d&, wenn diese Angreifbarkeit der zweiten Stelle 
- v e r u t  durch das Vanillin - wesentlich grokr ist ah die Angreifbar- 
keit der ersten Stelle, sich doch Wobiose im Verlauf der Spaltung voriiber- 
gehend wiirde nachweisen lassen. 

Die Spdtversuche wurden in der ublichen Weise fiir verschiedene Zeiten 
durchgefiihrt und sowohl polarimetrisch wie auch reduktometrisch (Ber- 
t rand)  verfolgt. Wertet man in beiden F a e n  die Spaltung unter der Vor- 
aussetzung aus, dal3 nur Glucose entstanden ist, so stimmen die gefundenen 
prozentualen Spaltungen nach beiden Bestimmungsmethoden einigermakn 
iiberein. Sicher ist jedenfalls, daQ keinerlei Andeutung fur voriibergehendes 
Auftreten von Cellobiose gefunden wurde; denn sonst hatte die redukto- 
metrische Spaltung, ausgerechnet fur Glucose, einen sehr vie1 niedrigeren 
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Spaltungsgrad ergeben mussen als die fur diesen Fall wenig charakteristische 
polarimetrische Untersuchung . Es liegen aber - auf Grund unbekannter 
Versuchsfder - die reduktometrisch festgestellten Spaltungsgrade hoher als 
die polarimetrisch festgestellten. Anzeichen fur eine ,,cellobiosidatische 
Wirkung" (Entstehung von Cellobiose aus Cellobiosid) konnte also auch bei 
Venvendung dieses Vanillin-cellobiosids nicht aufgefunden werden. 

Auch die Einwirkung von SiiBmandel-Emulsin auf Vanillin-P-d-mal- 
t osi d ergab keine Sicherheit uber eine ,,maltosidatische Wirkung" (Ent- 
stehung von Maltose aus Maltosid) in dem angewandten Siifimandel-Emulsin. 
Im Gegensatz zu fruheren Versuchen, in denen das Auftreten von Maltose 
als Spaltprodukt der Einwirkung von Mandel-Emulsin auf andere Maltoside 
sehr wahrscheinlich gemacht werden konnte*), ist sogar im Fall des Vanillin- 
P-d-maltosids die bei Einwirkung von SuBmandel-Emulsin beobachtete sehr 
geringe und sehr langsame Spaltung auch erklarbar durch die im SiiDmandel- 
Emulsin stets vorhandene, sehr geringe Fahigkeit, a-glucosidische Bindungen 
zu losen. Alle Versuche, Maltose auch nur vorubergehend als Osazon zu 
fassen, sind in dieser Arbeit nicht gelungen. 

M a1 t osi d a s  en o d e r Cello b i osi d as e n  konnten im S u 13 m a n d e  1 - 
E m  ul  s i n demnach n i  c h t n a c hg  e w ie s e n werden. 

Der Rockefel ler  Founda t ion  und der Deutschen  Forschungs-  
gemeinschaf t  danken wir fur Unterstutzung bei dieser Arbeit. 

Besehreibong der Versmehe. 
Heptacetyl-vanillin-(3-d-cellobiosid. 

Man vermischt frisch bereitete Losungen von 11.9 g Aceto-brom- 
cellobiose (1 Mol.) in. 90 ccm Aceton und 8.0 g Vanil l in  (2.5 Mol.) in 
wd3r. Kalilauge (2.9 g KOH = 2.5 Mol. in 23 ccm Wasser). Die zunachst 
klare Losung farbt sich grun, dann braun. Nach 7-hdg. Aufbewahren bei 
Zimmertemperatur wird das Reaktionsprodukt durch EingieBen der Mischung 
in 1 1 Wasser und Ausschutteln mit im ganzen 200 ccm Benzol (in 3 Portionen) 
gewonnen. Nach mehrfachem Ausschiitteln mit 2-n. Natronlauge, Trocknen 
mit Chlorcalcium, Verdampfen des Benzols unter vermindertem Druck und 
Umkrystallisieren des Ruckstandes aus 75 ccm gewohnlichem Alkohol erhalt 
man das H e p  t a ce  t y 1 -van  i 1 li n - P - d - ce 11 obi  o s i d in feinen Nadelchen. 
Ausbeute 5.2 g, das ist etwa 40% d. Th. Die Substanz schmilzt bei 2060 
(unkorr.). Sie zeigt die Liislichkeiten der Acetylzucker. Zur Analyse und 
Drehungsbestimmung diente ein im ganzen 3-ma1 aus gewohnlichem Alkohol 
umkrystallisiertes und bis zur Gewichtskonstanz unter vermindertem Druck 
getrocknetes Praparat. 

3.830 m g  Sbst.: 7.499 mg CO,, 1.826 mg H,O. 

[a]E = -l.25°~5.2020/0.0917 x 1 . 4 7 4 ~  1 = 48.0, (in Chloroform). 
C,,H,,O,, (770). Ber. C 52.98, H 5.44. Gef. C 53.40, H 5.34. 

Vanillin-P-d-cellobiosid. 
Die Entacetylierung wurde nach Zemplen durchgefiihrt: 4 g H e p t -  

ace ty l -Verb indung in 10 ccm absol. Chloroform werden mit 10 ccm 
Natriummethylat-Liisung (2 g Natrium auf 100 ccm absol. Methanol) 
zunachst in Kaltemischung (-2OO), dann bei Zimmertemperatur aufbewahrt. 
Eine Stde. nach Beginn einer gallertartigen Abscheidung wird mit 15 ccm 
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Eiswasser versetzt, durch vorsichtigen Zusatz von Essigsaure neutralisiert 
(Lackmus) und die von der Chloroform-Schicht getrennte waBr. Liisung 
auf  OO abgekuhlt. Ein Teil des Cellobiosids scheidet sich gallertartig, aber 
in filtrierbarer Form (absaugen) ab, die Mutterlauge liefert durch Eindampfen 
unter vermindertem Druck a d  etwa l/* ihres Volumens einen weiteren Anteil. 
Die gesamte Glykosid-Menge wird (ohne vorheriges Trocknen) durch Um- 
krystallisation aus 30 ccm warmem Wasser, dann (ohne trocknen) durch 
25 ccm absol. Alkohol (nur gelinde bis zur Losung erwarmt) umkrystallisiert. 
Durch Verreiben mit Ather kann die Substanz als weiJ3es, sehr fein und meist 
undeutlich krystallisiertes Pulver erhalten werden. Ausbeute 1 g (40 yo 
d. Th.). Die Substanz beginnt sich von etwa 1700 ab zu verfarben und schmilzt 
unter vollstandiger Zers. bei 214-216O. 

Die Substanz ist unloslich in Chloroform, sehr schwer loslich in Aceton, 
scliwer loslich in Methanol und Alkohol, ebenso in kaltem Wasser. In  heiBeni 
\\'asser ist sie leicht liislich. Die Loslichkeit in Alkohol und Wasser erklart 
es, daB beim Trocknen der alkohol- oder wasserfeuchten Substanz eine horn- 
artige Masse zuruckbleibt, die sich nur sehr langsam wieder auflost. 

3.304 mg Sbst.: 6.275 mg CO,. 1.852 mg H,O. 
C,,H,,O,, (476). Her. C 50.42. H 5.88. Gef. C 50.42, H 6.11. 

:%-?' - 

%ur Charakteristik des Glykosids, speziell zum Nachweis der intakteti 
Aldehyd-Gruppe im Vanillin, wird eine Lijsung von 0.1 g Cellobiosid in 5 ccni 
Warmwasser mit einer Losung von 0.06 g p-Ni t rophenylhydraz in  in 
3 ccm Alkohol 1 Stde. auf 800erhitzt. Die beim Abkiihlen sich abscheidende rote 
Gallerte wird durch 2-maliges Verreiben mit wenig absol. Alkohol, dann 
ebenso niit Ather als pulvrige Substanz erhalten. Ausbeute fast quantitativ. 
Schmp. 251-252O (unt. Zers.); unloslich in Ather, nur sehr wenig liislicli 
in Wasser und absol. Alkohol, nicht erkennbar krystallin. 

6 .- -1.76O x 4.%74/0.0594 x 1.002 x 2 = -73O (in M'asser). 

3.135 1°K Sbst.: 0.190 ccm N, (18O, 752 mm). 
CIIIil3Ol4NS (611). Rer. S 6.88. Gef. N 7.03. 

Heptacetyl-vanillin-3-d-maltosid. 
Die Substanz wird wie beim entsprechenden Cellobiosid beschrieben 

hergestellt. Nur genugen fur die Losung der Aceto-brom-maltose 66 ccm 
Xceton (statt 90 ccni). Der nach Verdampfen des Benzols verbleibende 
Ruckstand wird aus 25 ccm gewohnlichem Alkohol umkrystallisiert (wenn 
notig Entfarbungskohle) und so die Heptacetyl-Verbindung in feinen Nadel- 
chen erhalten. Ausbeute 7 g (540/, (1. Th.); Schmp. 144-145O. Die Sub- 
stanz zeigt die Loslichkeit der Acetylzucker. 

3 715 mg Sbst.: 7 231 mR CO,. 1.839 mg H,O 
Her. C 52.98, €1 5 44. Gef. C 53.04, I i  5 49 

a - $0 790x7 219110 1400x1 4 7 2 x 1  = +27.7O (in Chloroforin) 
C,,H,,O,, (770) 

Vanil l in-P-d-maltosid.  
Die Ihtacetylierung erfolgt ebenso wie beim Cellobiosid. Das Maltosid 

krystallisiert mit 4 Mol. Krystallwasser. Ausbeute aus 4 g Heptacetyl- 
\.erbindung 2 g Maltosid (70 O/" d. Th.). Die krystallwasserhaltige Substanz 
schmilzt bei 8S0, die wasserfreie (bei 1-2 mm bei der Siedetemperatur des 
hIetlianols iiber CaCl, getrocknet) zunachst bei 1530, dann nach dem Wieder- 
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erstarren schliel3lich und endgultig bei 2200 (unt. Zers.). Die getrocknete 
Substanz ist recht hygroskopisch. In kaltem Wasser ist sie mal3ig leicht 
loslich, in heil3em Wasser, ebenso in Methanol und Alkohol leicht loslich. 

3.275 mg Sbst.: 6.106 mg CO,, 1.714 mg H*O. 

iajg = +0.43°x5.3158/0.0674x1.002x2 = f16.90 (in Wasser; c = 1.250/b). 
Zur Darstellung eines p- N i t r o p h e n y 1 h y d r a  z on s (Nachweis der 

Aldehydgruppe im Vanillin) werden 0.06 g p -Ni t ropheny lhydraz in  und 
0.1 g Maltosid in 6 ccm absol. Alkohol 2 Stdn. bei Zimmertemperatur auf- 
gehoben. Die Aufarbeitung erfolgt wie beim entsprechenden Cellobiosid. 
Ausbeute 0.1 g. Schmp. nach Sintern bei 208-2090 (unt. Zers.). Unloslich in 
.Ither, schwer lijslich in Alkohol, loslich in Wasser, nicht erkennbar krystallin. 

CPOH1801S. Ber. C 50.42, H 5.88.  Cef. C 50.85, If 5.86. 

3.628 mg Sbst.: 0.230 ccm N, (2l0,  749 mm). 
C,,H,Ol,N, (611). Ber. N 6.88. Gef. N 7.25. 

Spa l tungen .  
Die Spaltungen wurden bei 300 im Thermostaten .durchgefuhrt. 

S p a l t u n g  des  P-Vanil l in-cel lobiosids  m i t  Emuls in .  
Spaltansatz: 0.4500 g (3-Vanill in-cellobiosid wurden in 45.0 ccm 

Acetatpuffer ( p ~  = 5 )  gelost. Davon wurden 42.0 ccm, enthaltend 0.4200 g 
Cellosid, zu 21 .O ccm einer 0.20-proz. Rohferment-Lijsung gegeben. Kach 
25, 60 und 90 Min. wurden je 18.0 ccm Spaltungsgemisch entnommen und 
die Einwirkung des Ferments durch Zusatz von 2.0 g Kaliumcarbonat. unter- 
brochen. Es dienten 3.0 ccm zur Drehungsbestimmung und 15.0 ccm m r  
Keduktion nach Ber t rand .  

9-Vanillin-cellobiasid : [r ]g = - -72.G0. Anfangdrehung : her. - 0 . 4 S 0 ,  beob. 
-0.500, beides ohne Beriicksichtigung des .Ferments uncl fiir ein Spaltungsgemisch, das 
0.1000 g P-Vanillin-cellosid in 15.0 ccm Liisung enthielt. 

Enddrehung fur Cellose als Endprodukt: +0.17O. 
Enddrehung fur Glucose als Endprodukt : +0.2G0. 
Eigendrehung des Ferments iru Spaltungsgemisch : --O.0Zo. 
Ferment-Ruckstand in 1 ccm Ferment-Losung : 0.0016 g. 
Eigenverbrauch des Ferments h i  der reduktometrischen Bestimmung : 0.03 cefn 

n!,,-KMnO,. 

25 ---0.32 6.77 22 28.3 
GO - 0 . 1 7  10.57 42  45.2 
(90 4 . 0 5  13.77 58 6 0 . 2  

Unter Beriicksichtigung der Drrhung des Perments. 
** Unter Beriicksichtigung des Eigenverbrauchs des Ferments. 


