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3. 3-Methyl-N-acetyl-glucosamin: 300 mg 3-Methyl-glucosamin-hydro- 
chloridls) wurden unter Zusatz von 0.2ccm Triiithylamin in 20ccm Methanol mit 
Ke ten  acetyliert (10 Min.). Der kristalline Abdampfriichtand wurde in 2-3 ccm absol. 
Methanol gelost und tropfenweise mit soviel trockenem Aceton versetzt, bis Kristalli- 
sation einsetzte (7-10 ccm), die durch Stehenlassen bei 4O vervollethdigt wurde. Nach 
Absaugen und Waschen mit Aceton, das wenig Methanol enthielt, wurden 82mg 
3-Methyl-N-acetyl-glucosamin vom Schmp. 183-185O erhalten. Es war papier- 
chromatographisch einheitlich; R G ~ ~ ~ ~ ~  = 1.60. 

4. Alkalische Entmethyl ie rung  des 3-Methyl-N-acetyl-glucosamins. 
a) Nachweis durchMethoxylbestimmung: 5.275 mg 3 -Methyl-N-acetyl-glucos- 
amin  wurden im Zeisel-Kolbchen in 5 ccm 0.025nNa2CO, 5 Min. in siedendem Wasser- 
bad erhitzt. Die erhaltene Lasung wurde mit verd. Salzsiiure voraichtig neutralisiert 
und danach gefriergetrocknet. Die im Exsiccator uber Diphosphorpentoxyd und Kaliom- 
hydroxyd nochmals 24 Stdn. getrocknete Substanz wurde der Methoxylbestimmung 
unterworfen. Gef. 0.19% OCH,. 

b) Na c hw eis d ur c h Pa pierc hroma tog  r a p  hie : Hienu wurde 3-Methyl-N-acetyl- 
glucosamin in der gleichen Weise alkalisch behandelt, wie wir dies fiir die AAG-Bildung 
aus N-Acetyl-glucosamin in unserer fruheren Arbbeits) beschrieben haben. Auf den Chro- 
matogrammen sah man reichlich AAG ( R G ~ ~ ~ ~ ~ ~  = 1.70) sowie eine Spur N-Acetyl- 
gluoosamin ( R G ~ ~ ~ ~ ~  = 1.24), dagegen weder restliches 3-Methyl-N-acetyl-glucosamin 
( R G ~ ~ ~ ~ ~ ~  = 1.60) noch eine schneller als AAG wandernde Substanz, die man ale Methyl- 
AAG hiitte ansprechen konnen. 

183. Richard Kuhn und Heinz Tiedemann: Enzymatische Spaltung 
von N-Acetyl-P-d-glucosaminiden 

[AUS dem Max-Planck-Institut fur Medizinische Forechung, Institut fur 
Chemie, Heidelberg] 

(Eingegangen am 6. Juni 1954) 

In der Hypodermis des Hummers h d e t  sich ein Ferment, das 
P-Glucoside des N-Acetyl-d-gluoosamins unter Bildung von N-Acetyl- 
d-glucosamin spaltet. N-Acetyl-P-d-glucosa~dase BUS AspergiUw 
oryzue wurde frei von L a c b e  erhalten. Sie hydrolysiert Methyl-, 
Athyl-, n-Propyl-, Benzyl- und Phenyl-N-acetyl-P-d-glucosaminid so- 
wie N.N'-Diacetyl-chitobiose und Lacto-N-biose 11, nicht aber Lacto- 
N-tetrmse und Lacto-N-bioseI. Das %-Optimum liegt bei h 4 ,  
die Michaelis-Menten-Konstante fur khyl-N-acetyl-/3-d-glucosaminid 
als Substrat betriigt - 0.005 Mol/Liter. Aus N-Acetyl-glucosamin + 
Athanol erhiilt man durch enzymattische Synthese P-Athyl-N-acetyl- 
glucosaminid frei von der a-Verbindung. 

Fur die Konstitutiomufilarung der aus Frauenmilch isolierten Oligosac- 
charide ist zunachst die pertielle Hydrolyse mit verd. Mineralsiiurel) heran- 
gezogen worden. Es war zu erwarten, daI3 mit Hilfe von Enzymen manche 
Spaltatucke in besserer Ausbeute zu gewinnen sein wiirden und daI3 ein ge- 
neuerer Einblick in die Verknupfungsweise mancher Bausteine (N-Acetyl-d- 
glucosamin, d-Glucose, d-Galaktose, Z-Fucose) euf diese Weise moglich wer- 
den konnte. 

Is) A. Neuberger, J. chem. SOC. [London] 1941,50. 
l )  R. Kuhn,  A. Gauhe u. H. H. Baer,  Chem. Ber. 87,289 [1954]. 
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Von der Vorstellung ausgehend, da13 die Bildung des Chitinpanzers bei den 
Crustaceen einen bedeutenden, vermutlich enzymatischen Umsatz von N- Ace- 
tyl-glucosamin-Resten zur Voraussetzung hat, haben wir gepriift, ob nicht die 
dem Panzer auf der Innenseite anliegende Gewebeschicht, die Hypodermis, 
Sitz von Fermenten ist, die (3-glykosidische Bindungen von N-Acetyl-glucos- 
amin-Resten zu losen bzw. zu kniipfen vermogen. 

Wir haben gefunden, da8 sich aus der Hypodermis  des  Hummers  
Enzymlosungen gewinnen lassen, die Methyl-(I), Xthyl-(11), n-Propyl-(111) und 
Benzyl-N-acetyl-f!d-glucosaminid (IV) unter Bildung von N-Acetyl-glucos- 
amin hydrolytisch spalten2). Das p,-Optimum liegt bei etwa 4.5. 

Ro\ p----, IH 
T I 

HC .NH-CO-CH, 
H O - C H  , 

HV.OH 1 
H e . 0  

CH,OH 

Wirksamer auf dieselben Substrate fanden wir Fermentlosungen, die aus 
Aspergillus oryzae gewonnen wurden. Da13 dieser Pilz ein Ferment enthalt, 
das Chitin spaltet, hatten bereits W. Grassmann  und H. Rubenbauer3)  
erkannt. In  den Handelspraparaten Luizym4) und Dyma15) wiesen wir Fer- 
mente nach, die gleichfalls die vier genannten p-Glucoside des N-Acetyl-d- 
glucosamins hydrolysieren. 

Zur Gewinnung groSerer Mengen fanden wir die Ziichtung von Aspergillus 
oryzae, S t a m m  Ehr l i ch ,  auf Weizenkleie + Glucose als besonders geeignet. 
Durch Ammoniumsulfat-Flillungen bei verschiedenem pH, durch Fallung von 
Begleitstoffen mit Hefenucleinsaure sowie durch fraktionierte Fallungen mit 
Aceton lie13 sich das Ferment reinigen und in einer unter gesattigter Ammo- 
niumsulfat-Losung bei - 15O recht haltbaren Form gewinnen. Auf solche Art 
gereinigte Praparate waren frei von Lactasewirkung, wenn der Pilz auf Weizen- 
kleie + Glucose geziichtet. war, wahrend gleichartig gereinigte Praparate aus 
Dymal Milchzucker hydrolysierten. 

Das gereinigte Enzym aus Aspergillus oryzae zeigt ein Wirkungs-Optimum 
bei etwa pR 4. Es spaltet von den gepriiften stickstoffhaltigen p-Glucosiden 
am besten die Phenylverbindung (V) 6) .  In  der Reihenfolge Methyl-, Athyl-, 
Propyl- nimmt die Spaltbarkeit zu. a-Methyl- 7 )  und a-Benzyl-N-acetyl-d- 

2,  Fiir die ijberlassung dieser Substrate, deren Darstellung von R. K u h n  u. W. 
K i r s c h e n l o h r ,  Chem. Ber. 86, 1331 119531 beschrieben wurde, danken wir Herrn W. 
K i r s c h e n l o h r  bestens. 

4 )  L u i t p o l d w e r k e ,  Miinchen. 6 ,  C . F . B o e h r i n g e r t  Sohne, Mannheim-Waldhof. 
6 ,  Bei den stickstofffreien Verbindungen ist gegeniiber Emulsin schon lange dasselbe 

bekannt. P-Phenyl-d-glucosid wird vie1 rascher als P-Methyl-d-glucosid gespalten (B. H e  1 - 
fe r ich ,  R. Gootz  u. G. S p a r m b e r g ,  Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 205,201 [1932]). 

3, Miinchener Med. Wschr. 78, 1817 [1931]. 

') R. K u h n ,  F. Zi l l iken  u. A. Gauhe ,  Chem. Ber.86,466 [1953]. 
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glucosaminids) werden gar nicht angegriffen. Das Ferment erscheint somit 
als spezifisch fur P-glucosidische Derivate des iV-Acetyl-d-glucosamins. Zu 
diesen gehort auch die N .N -Diacetyl-chitobiosee), die glatt zu 2 Moll. N-Ace- 
tyl-d-glucosamin aufgespalten wird. Inwieweit der Acetyl-glucosamin-Rest 
auBer am C-Atom1 noch Substituenten trageri darf, bedarf noch der 1%- 
fung . Es ist jedenfalls bemerkenswert, daB die aus Frauenmilch gewonnene 
Lacto-N-tetramelo) nicht gespalten wird, wahrend die aus der Tetraose durch 
partielle Siiurehydrolyse erhaltene L a c t o -  N -  biose 111) vom Ferment in d-Ca- 
laktose + N-Acetyl-d-glucosamin zerlegt wird. Daa zweite stickstoffhaltige 
Disaccharid, das aus Lacto-N-tetraose durch partielle Siiurehydrolyse erhalten 
wurde, niimlich die isomere Lacto-N-biose 11), bleibt unangegriffen. 

Im allgemeinen haben wir den S p a l t  ungsgrad  dadurch bestimmt, daD 
das in Freiheit gesetzte N-Acetyl-glucosamin mit Hypojodit titriert wurde. 
Fur p - A t  h y l  - N-acetyl-d-glucosaminid als Substrat hat sich die Bestimmung 
des abgespaltenen Athanola - wie zur Bestimmung des Alkohols im Rlute 
ublich - mit Alkohol-Dehydrogenase als genau und sehr substrat-sparend 
erwiesen. Die @-hithyl-Verbindung ist dadurch fur kinetische Messungen mit 
dem Enzym besonders geeignet. Fur dieses Substrat ergab sich, daB die 
Anfangsgeschwindigkeiten der Hydrolyse den angewandten Fermentmengen 
im gepruften Bereich proportional sind und daB die Ferment-Substrat-Ver- 
bindung bei einer Molaritiit der hithylverbindung von 0.005 etwa zur Hiilfte 
dissoziiert ist. 

LiiBt man das Ferment auf eine 5-proz. Losung von N- Acetyl-d-glucosamin 
in 15-proz.Athano1 bei 30° mehrere Tage einwirken, so findet man, daD ein 
Teil in P -d t h y 1 - N - a ce t y l -  d - g 1 u c o s a m i n  id ( RGdactosc = 1.8) ubergegangen 
ist, wiihrend noch vie1 unveriindertes N-Acetyl-d-glucosamin vorhanden ist . 

Schwache Spaltung von Chitobiose durch Emulsinpriiparate hat  bereits Zechmei-  
ster11) featgestellt. Ob dieses Ferment bzw. das chitinspaltende'z) des Emuhins oder 
dasjenige, welchea die Bakterien'a) im Hepato-pankrens-Saft der Weinbergschnecke pro- 
duzieren, mit dem aus Asp. oryxae identisch ist, bedarf noch der Prufung. 

Frau H a n n e l o r e  Mahr le in  mochten wir fur ihre technische Mitarbeit bei einem 
Teil der Vemuche auch an dieser Stelle danken. 

Besehreibung der Versuche 

Die Enzymaktivitirt wurde aFf 2 Wegen bestimmt: 1) jodometrisch nach M. MacLeod 
und R. Robison'') (Fteduktionsvermogen des gebildeten Acstylglucosamins), 2) ferment- 
chemisch im Falle des @-Athyl-N-Acetyl-d-glucosaminids (enzymatische Dehydrierung des 

8 )  H e m  Dr. H. H. B e e r  danken wir fiir die oberlassung bestens. Fur Schmp. und 
Drehungsvermogen vergl. Chem. Ber. 86,1331 [1953]. 

@) Fiir ein aus Oktaacetyl-chitobiow durch methanolisches Ammoniak gewonnenes 
Priiparat, das chromatographisch einheitlich war, haben wir Dr. A. Gauhe  vielmals zu 
danken. 

~ -- 

10) R. K u h n ,  A. G a u h e  u. H. H. Baer ,  Chom. Rer.86,466 [1953]. 
11) L. Zechmois te r  u. G. T o t h ,  Enzymologia [Dcn Haag] 7,165 [1939]. 
1 2 )  L. Zechmeis te r ,  G. T o t h  u. M. B a l i n t ,  Enzymologia [Den H a g ]  6,302 [1938]; 

1s) Ch. J e u n i a u  x, Arch. int. Physiol. 58,350 [ 19501 ; P. K a r r e r  u. A. H of f mann,  Helv. 
14) Biochem. J. 23,517 [1929]. 

L. Zechmeis te r ,  G. T o t h  u. E. V a j d e ,  ebenda 7,170 [1939]. 

chim. Acta 12,616 [1929]. 
Chemiiche Berichte Jahrg. 87 75 
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gebildeten Athanols zu Acetaldehyd durch Alkohol-Dehydrogens) nach Th. Biicher 
und H. RedetzkiIs). 

J o d o m e t r i s c h e r  Tes t :  2 ccm Fermentlosung + WaBser, 0.6 ccm Pufferlosung und 
0.4 ccm Substrat-Liisung (P-Phenyl- und P-Benzyl-N-acetyl-glumearninid wurden wegen 
der geringen Liislichkeit direkt eingewogen) wurden in 10-ccm-Erlenmeyer-Kolben rnit 
Glasstopfen bei 280 inkubiert. Durch Zugabe von 2.0 ccm 0.3nBa(OH), und 1.0 corn 
8-prOZ. Zinksulfatlosung wurde enteiweibt. Nach dem Zentrifugieren entnahm man 
3 ccm Zentrifugat und stellte die Waascrstoffionenkonzentration mit 5-proz. Natrium- 
carbonatlosung auf pH 9.0 ein. J e  nach dem %-Wed dea verwendeten Puffergemischa 
wurden 0.2 bis 0.4 ccm 6-proz. Natriumcarbonat-&sung benotigt. 

Wird P-Phenyl-N-acetyl-glucosaminid ale Substrat verwendet, so verbraucht euch 
das abgespaltene Phenol Jod. Es bildet sich Trijodphenol'e).Wir haben gepriift, wieviel 
Jod das Phenol unter den Bedingungen von Mac hod-Robison im Vergleich zur jodo- 
metrischen Phenolbeatimmung nach J. D'Ansle) verbraucht. Es ergab sich, daB die ge- 
fundenen Werte etwa um 4% hoher sind. Es wird auch etwaa mehr Lautemanusches 
Rot gebildet, daa die Erkennung des Endpunktes bei der jodometrischen Titration je- 
doch nicht stijrt. Vom gesamten Verbrauch an Hypojodit entfallen 25% auf N-Acetyl- 
glucosamin und 75% auf Phenol. 

F e r m e n t  c hem isc  he r T e s t  f iir N - Ace t y 1 - g 1 ucosa minidase  : Daa Substrat ist 
~-~thyl-N-acetyl-glu~osaminid~~). Der abgespaltene Athylalkohol wird durch Alkohol- 
Dehydrogenase's) zu Acetaldchyd dehydriert. Diphosphopyridin-nucleotid (DPN) nimmt 
den Wasserstoff nuf und wird zu Dihydro-diphosphopyridin-nucleotid (DPN H2), dessen 
Absorption bei 336 mp spektrophotometrisch bestimmt wird. 

0.1 ccm p-Athyl-N-acetyl-glucosaminid (30 mg/lO ccm) 
0.3 ccm m/15 Phosphatpuffer, pH 5.0 
0.1 ccm Fermcntlosung 

gekiihlten &sung wurden zugegeben 
2.88 ccm Semicarbazidlosung 
0.1 ccm Co-Zymase (20 mg 75% DPN/ccm) 
0.02 ccm Alkoholdehydrogenase (30 mg/ccm in 4o-proz. (NH,),SO,-LCisung) 

3.5 ccm Gesamtvolumen 1 -cm-Kiivette 

Zuean~mcnsetzung der Teatlosung : 

Die lteaktion wurde durch 4 Min. langes Erhitzen auf 80° abgestoppt. Zu der ab- 

.. - -. .- -. -- 

Semicarbazidlosung : 3.30 g Semicarbazid-hydrochloridlQ) und 10 g Natriumpyrophos- 
phat werden in Wasser gelost, 24 ccm n-NaOH zugegeben und mit Waaser auf 300 ccm auf- 
gefiillt (pR 8.6). Auf die Reinheit des Semicarbazid-hydrochlorids mu13 beaonders Wert 
gelegt werden, da altere Priiparate oft Verunreinigungen enthalten, die DPN reduzieren. 
Dieser Test itlt gegeniiber der jodometrischen Bestimmung des fermentativ abgespaltenen 
N-Acetyl-glucosaminids wesentlich empfindlicher. Es werden nur 0.3 mg Substrat beno- 
tigt. Dcr Test eignet sich besonders fur kinetische Messupgen. 

Gcwinnung u n d  p s r t i e l l e  R e i n i g u n g  d e s  F e r m e n t e s  aus H u m m e r - H y p o -  
dermis:  Ein Hummer wurde mit Kohlensiiureschnee erstickt und gefroren, die Hypo- 
dermis von der Chitinhiille abgelost und mit deem Fleischwolf zerkleinert. 30 g Hypo- 
dermisbrei wurden 1 Stde. mit 100 ccm Wasser von 00 extrahiert. Die Extraktion wurde 
mit der gleichen Menge Wasser wiederholt. 200ccm der klar zentrifugierten Losung 
haben wir mit 70 g Ammoniumsulfat versetzt und 10 Min. bei ZOO00 g zentrifugiert. Der 
Niederschlag wurde in 60ccm Wasser von Oo gelost und rnit 30 ccm Citrittpuffer von pH3.0 
- . . . .. - - __ 

15) Klin.Wschr.29,156 [1961]. 
16) Z. analyt. Chem. 96,4 [1934]. 
1 ' )  R. K u h n  u. W. Kirschenlohr ,  Chem. Ber. 86,1331 [1953]. 
la) C. F. Boehr inger  & Sohne ,  Mannheim-Wddhof. 
1B) Riedel -de-Haen.  Seehe bei Hannover. 
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vereetzt (?)II der Lijsung etwa 4.5). Es bildete sich ein Niederschlag, der daa gesuchte 
Ferment nicht enthielt und abzentrifugiert wurde. Den Uberstand haben wir langaam 
mit Ammoniumsulfat bis zu eO'-)o der Sattigung versetzt und nach lstdg. Aufbewahren 
bei 0 0  die Firllung abzentrifugiert. Die fur einen Test benotigte Menge der Fiillung war 
etwa ' Iso der gessmten Enzym-Ausbeute aus einem Hummer. 

P a r t i e l l e  R e i n i g u n g  d e s  F e r m e n t e s  & u s  Asperg i l lus  oryzae: Als Ausgangs- 
material dienten Extrakte aus Aepergdlw, oryule. der auf Weizenkleie gewachsen war. 
F i r  einen Teil der Versuche verwendeten wir das Praparat DymaP) als Ausgangsmaterial. 
Je 1 kg Weizenkleie wurde rnit 4 1  6-proz. Glucoselosung vermischt, auf 1 0 0 O  erhitzt 
(30 Min.) und mit einer Suspension von Asperqd~us oryzae-Sporen beimpft. Die Kolben 
blieben bei 35O unter guter Luftzufuhr stehen. Nach 6 bis 8 Tagen war die Weizenkleie 
reichlich von einem grauweiBen Mycel durchwachsen. Weizenkleie und Mycel wurden 
durch eine Fruchtpresse abgepreBt und der PreB-Ssft bei 2200g zentrifugiert'). Zur 
Gewinnung der Sporen wurde AepergiUw oryure, Stamm Ehrlich (Baarn, Holland, Central- 
bureau vmr  Schimmelcultuxw) auf Bier-Wune-Agar gezuchtet. 

In je 500 ccm zentrifugierten PmOsaft werden bei 4O langsam 192 g Ammoniumsulfat 
eingeriihrt. Nach 1 stdg. Stehenlassen wird zentrifugiert. Den Niederschlag von je 500 ccm 
PreBBeft nimmt man in 50 ccm Wasser auf. Zu der etwaa triiben Losung werden 0.3 ccm 
Nucleinsiiurelosung (500 mg HefenucleinGure in 20 ccm Waaser + 0.8 ccm n NaOH, *4.5) 
hinzugefigt, worauf man mit TZ Eseigsirure auf p H  3.0 bis 3.1 ansiiuert; bei 25000 g 
wird 20 Min. zentrifugiert. Die klare uberatehende Liisung bringt man mit ~t NaOH auf 
% 6.0 bis 6.1 und ruhrt dann langeam festes Ammoniumsulfat ein, bia 55-proz. Sirtti- 
gung erreicht ist. Nach lstdg. Aufbewahren bei Oo wird das ausgefallene Protein ab- 
zentrifugiert. Den Niederschlag lost man in 30 ccrn Waaser. Nach dem Abzentrifugieren 
einea unloslichen Rucketandes gibt man aus einer Burette 90ccm Aceton (0-4O) zu. 
Der Niederschlag wird abzentrifugiert und gleich wieder in 20ccm Wasser gelost. Zu 
der Losung gibt man 60 ccm kaltgeGttigte Ammoniumsulfatlosung und zentrifugiert. 
Der iiberstehenden Lijsung werden weitem 20 ccm Ammoniumsulfatlosung zugesetzt. 
Nach 2stdg. Sfahenlaasen wird der Niederschlag abzentrifugiert. Daa Protein, dae die 
Hauptmenge der Fermentwirkung enthitlt, kann bei -15O in gesiittigter Ammonium- 
sulfatlosung ohne Wirkungsverlust mehrere Wochen auf bewahrt werden. Bei der letzten 
Ammoniurnsulfat-Fraktionierung empfiehlt es sich, alle Niederschliige auf Fermentakti- 
vit&t zu testen, da ea von noch vorhandenen Verunreinigungen abhiingt, bei welcher 
Amrnoniumsulfatkonzentration die Hauptmenge des Ferrnentes ausfallt. 

Zur Gewinnung aus Dymal wurdcn 50 g zerriebene Dymaltabletten 1 Stde. mit 400 ccm 
Waascr bei 4 O  unter hiiufigcm Umriihren extrahiert und anschlieBend zentrifugiert. 
320 ccm oberstand wurden rnit 140 g Arnmoniumsulfat versetzt. Die abzentrifugierte 
Ammoniumeulfatfa~ung wurde in 60 ccm Wasser arifgenommen. Die Fallung der Nucleo- 
proteine erfolgte in der oben beschriebenen Weise. Nach der zweiten Fallung mit Amrno- 
niumsulfat (50-proz. Sittigung) wurde daa Abzentrifugierte wieder in 50 ccm Wasser 
gelost und mit 55 ccm Aceton versetzt. Das Ferment fie1 Bus, wahrend der Hauptteil 
der gefitrbten Verunreinigungen in Liisung blieb. AnschlieBend wurde, wie oben beschrie- 
ben, fraktioniert mit Ammoniumsulfat gefiillt. So erreichte man eine ungefiihr 25fache 
Fkinigung des Fermentes. 

Die Restimmung der Ausbeute war nicht sehr genau wegen der hohen Blindwerte 
fur die rohen Fermentextrakte. In  dieaen wurden die Proteine nach FUung mit Trichlor- 
essigeiiure (Endkonzontration 10%) durch Begtimmung des Kjehldahl-Stickstoffs ermit- 
telt. Den Proteingehalt der ammoniumulfathaltigen Losungen haben wir mit Hilfe der 
Biuret-Reaktion ermitteltPO). 

*) Ziichtung der Pilze in Weinsiiure und glucosehaltiger Salzlosung l(Rau1insche 
Liisung) und Homogenieieren des gewaachenenPilzmyceh fur 3bfjn. im Starmix gab 
wesentlich geringere Enzymausbeuten. 

8 0 )  G. Beisenherz ,  H. J. Bol tze ,  Th. B u c h e r ,  R. Czork, K. H. G a r b a d e ,  E. 
Meyer-Arendt  u. G. Pf le iderer ,  Z. Naturforsch. Sb, 576 [I9531 (Biuret-Bestimmung). 
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c Athylverbindung (g/l) 0.3 0.6 1.8 
log i,/i 0.143 0.238 0.429 

Abbild. 1. Substrat-Konzentration 
und Reaktionsgeschwindigkeit 

7 t  

Die Anfangsgeschwindigkeit der Substratspaltung ist proportional der Fermentkonzen- 
tration (Substrat : P-Athyl-N-acetyl-glucosaminid). 

Fermentverdiinnung 1 : 15 1:30 1:60 1:120 I 0.263 1 0.151 I 0.075 I 0.038 

I 0.276 I 0.419 
~ 0.664 ~ 

log io/i 
Zeitlicher Verlauf der Spaltung von ~-&hyl-N-acetyl-glucosaminid 

Minuten 5 10 15 
log i,/i 

Das Auftreten von Syntheseprodukten bei der Spaltung von iV.N'-Diacetyl-chito- 
biose lie13 sich papierchromatographisch nachweisen. Die Versuchsansitze enthielten 20 rng 
N.N'-Diacetyl-chitobiose und 0.2 ccm Ferment (die Ammoniumsulfatsuspension des Fer- 
mentes wurde zentrifugiert, die uberstehende Ammoniumsulfatlosung sorgfriltig entfernt 
und das Protein in der gleichen Menge Wasser gelost). % mit verd. Eaaigsriure eingestellt. 
Zum Abstoppen der Fermentreektion wurde 4Min. auf 80° erwiirmt. Nach dem Ab- 
kiihlen wurde auf ca. 2 ccm mit Wasser verdiinnt, Ionenaustauscher Amberlib I R  120 
und Amberlite I R  45 zugegeben und etwa 30 Min. geschuttelt. Das Filtrat wurde i.Vak. 
auf ein'kleines Volumen eingeengt. Papier: Schleicher & Schiill 2043b. Mit Pyridin: 
Essigester : Wasser = 1 : 2 :2 (obere Phase nach dem Schiitteln des Gemisches) wurde das 
Chromatogramm absteigend 36 Stdn. entwickelt. Die reduzierenden Zucker wurden mit 
Anilinphthalat, daa N-Acetyl-glucosamin wurde durch die Morgan-Elson-Reaktion ez) und 
das P-Athyl-N-acetyl-glucosaminid nach dem Prinzip von H. N. R y d o n  und P. W. G.  
Smith") nachgewiesn. 

Nach 9stdg. Inkubation bei pH 6 war die N.N'-Diacetyl-chitobiose fast vollstiindig 
geapalten und neben vie1 N-Acetyl-glucosamin ein neues, langsamer wanderndes Produkt 
aufgetreten ( R ~ ~ l ~ ~ t o ~ ~  = 0.8). 

Nach 14stdg. Inkubation bei pH 6 und nach 9stdg. Inkubation bei a 4 waren keine 
Syntheseprodukte mehr nachzuweisen. Bei dem neuauftretenden Produkt konnte es sich 
um eine Verbindung mit 3 N-Acetyl-glucosamin-Resten, Triacetyl-chitotrios, handeln. 
Chitotriose-undekaacetat wurde durch partielle Hydrolyse von Chitin mit Salzsiiure ge- 
wonnenP1). Nach ammonolytischer Abspaltung der an Sauerstoff gebundenen Acetyl- 
resta war R ~ d ~ ~ t - , ~ ~  = 0.75. 

=) L. A. Elson u. W. T. J. Morgan,  Biochem. J. 28,988 [1934]. 
") Nature [London] 169,922 [1963]. 
=) L. Zechmeis te r  u. G.  T o t h ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 86,161 [1952]. 


