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Phenyl -magnes iumbromid  und  Cyan-ameisensaure-a thyles te r .  
6 g (I Mol.) des Esters wurden in Ather gelost und dann zu einer Gri-  

gnard-Losung aus 34 g (31/2 Mol.) Brom-benzol hinzugefiigt. Es trat eine 
sehr kraftige Reaktion ein; die Zersetzung des Produktes wurde in der iiblichen 
Weise vorgenommen und auch hier das Diphenyl mit Hilfe von Wasserdampf 
entfernt. Ausbeute an a-ma! aus rektifiziertem Alkohol umgelostem Produkt : 
3 g; hexagonale Prismen vom Schmp. 161-162O, die sich rnit Hilfe der bei 
dem Produkt aus Oxamathan benutzten Reaktionen als Tr iphenyl -carb inol  
charakterisieren lieBen. 

241. H. v. E u l e r  und K. J o s e p h s o n :  
ober die Spezifitat der Hefe- und Darm-Peptidasen. 

(5. Mitteilung uber Peptidasenl)). 
[Aus d. Chern. Laborat. d. Univer3itat Stockholm ; 

(Eingegangen am 6. Mai 1927 ) 
Durch Studium der Angreifbarkeit verschiedener Derivate des einfachsten 

Substrates der Pep t idase -  Wi rkung  (Glycyl-glycin) durch das Erepsin atis 
Schweinedarm haben wir die Frage betr. der S p e z i f i t at des bei der Spaltung 
des Glycyl-glycins wirksamen Enzyms in Angriff genommen. Wir haben 
dabei den Versuch eingeleitet mit der Untersuchung der verschiedenen An - 
gre i fbarke i t  von  S u b s t r a t e n ,  sowie mit dem Studium der Hemmung  
d e r  E n z y m -  Wi rkung  durch verschiedene Stoffe. Dadurch konnten wir 
Riickschliisse ziehen auf die Gruppen des Substrates und die Gruppen in dem 
Enzym, welche fur die Bindung eines einfachen Substrates rnit bekannter 
Konstitution in erster Linie verantwortlich sind. Aus unseren Versuchen 
schien uns die folgende SchluSfolgerung gezogen werden zu konnen: Die 
B indung  e ines  Dipep t ids  (Glycyl-glycin) a n  die Pep t idase  des  
Schweinedarms wird wenigs tens  zum Tei l  d u r c h  die  f re ie  Amino-  
g r u p p e  des  S u b s t r a t e s  v e r m i t t e l t ,  u n d  die Bindung dieser  Amino-  
g ruppe  a n  d a s  E n z y m  er fo lg t  rnit groBer Wahrsche in l ichkei t  a n  
c ine r  Carbonylgruppe  i n  dem Enzym.  

Piir diese Auffassung haben wir die folgenden experimentellen Befunde 
angefiihrt: Die S p a l t b a r k e i t  des  Glycyl-glycins  wird aufgehoben bei 
Substitution in der freien Aminogruppe d u r c h  Einf i ihrung des  Benzoyl-  
r e s t  es z ) .  Dabei verschwindet nicht nur die Spaltbarkeit durch die Peptidase, 
sondern die Af f in i t a t  zu dem Enzym wird gleichfalls aufgehoben, indem 
eine Hemmung der Glycyl-glycin-Spaltung bei Zusatz von Benzoyl-glycyl- 
glycin nicht eintritt. Ferner werden Acetursaure  und Hippur sau re  
von der Darm-Peptidase nicht gespalten oder gebunden. Dagegen hatten 
wir bei der optimalen Aciditat der Peptidase-Wirkung Hemmung durch 
Glykokol l  wie auch a-Alanin  gefunden3). Die Hemmung durch die Amino- 
sauren ist aber in hohem MaBe von der Aciditat bzw. Alkalinitat abhangig. 

l) I. Mitt.: H. v. E u l e r  und K. Josephson,  B. 59, 226 [1926]; 2 .  Mitt.: Ztscht. 
physiol. Chem. 157, 122 [1926] ; 3.  Mitt .  : Ztschr. physiol. Chem. 161, 270 [1926j ; 4. Mitt : 
K. Josephson und H. v. E u l e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 162, 85 [1926]. - Siehe awl1 
H. v. E u l e r ,  Chemie der Enzyme, 11. Teil, 2 .  Abschnitt, Miinchen 1927, S. 418ff .  

2, vergl. 'i'. I rna i ,  Ztschr. physiol. Chem. 136, 205 119241. 
3, I m  Gegensatz zu den Angaben von K. G. D e r n b y ,  Biochem. Ztschr. 91, 107 

[1916/17;. 
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Wahrend, wie erwahnt, bei pH = 7.8-8 die Hemmung ziemlich groB ist,. 
scheint die Hemmung beim Neutralpunkt kaum mel3bar zu sein. Bei Ver- 
starkung der Alkalinitat wird die Affinitat der Amino-saure zu der Peptidase 
vergroBert. Eine Folge dieses Einflusses der Aciditat auf die Affinitat der  
Peptidase zu der Amino-saure ist, daS das Aktivitats-pll-0ptimum von der  
anwesenden Amino-saure abhangig ist. 

Die Anschauung, daS die Aminogruppe des Dipeptids und der Amino- 
saure fur die Bindung an das Enzym von grol3er Bedeutung ist, wurde dann 
weiter durch die Beobachtungen unserer 4. Mitteilung gestiitzt, daB die 
Peptidase-Wirkung des Darm-Erepsins durch gewisse Reagenzien auf Carbonyl- 
grnppen, namlich Pheny l -hydraz in ,  Cyankal ium und Su l f i t ,  stark 
gehemmt wird. Es wurde also durch diese Versuche wahrscheinlich gemacht, 
daB die Aminogruppe in dem einfachen Dipeptid oder der Amino-saure gerade 
durch eine Carbonylgruppe in dem Enzym gebunden wird. 

In der Zeit seit dem Erscheinen unserer Mitteilungen iiber das vorliegende 
Thema haben nun E. Waldschmidt -Lei tz ,  W.Gral3mann und 9. Schaff- 
ner4) sich mit der Frage iiber diespezifitat der Peptidasenbeschaftigt. Nachdein 
durch die Abgrenzung der  Pep t idase  (des Erepsins)  von  dem T r y p s i n  
die Frage aufgeworfen wurde, ,,wo man die Grenze zwischen ereptischer und 
tryptischer Spaltbarkeit zu suchen hat, etwa bei einer bestimmten Lange 
der Peptid-Ketten oder bei Einfiihrung besonderer Substituenten, und welche 
Gruppen in den spezifischen Substraten fur die Affinitat von Pep t idase  
einerseits und von P r o  t e a se  anderseits verantwortlich sind", haben sich die 
erwahnten Forscher der von uns in Angriff genommenen Frage hinsichtlich 
der Spezifitat der Peptidase zugewandt5). E. Waldschmidt -Lei tz ,  
11'. G r a B m a n n  und A. S c h a f f n e r  finden, daB die von uns unter- 
suchten Beispiele nicht zahlreich und nicht verschieden genug gewahlt 
sind, um sichere Unterlagen fur die von uns geauBerte Vorstellung zu 
ergeben. Wenn wir mit den Einwanden von E. W a 1 d s c h m i  d t - I, e i t z 
und seinen Mitarbeitern iiber die geringe Zahl der untersuchten Substrate 
Zuni Teil einverstanden sein konnen, so mochten wir doch betonen, daS die 
SchluBfolgerung hinsichtlich der fur die Affinitatsmessung zuganglichen 
Bindung des Dipep t ids  und der Amino-saure sich immerhin auf drei ganz 
verschiedenartige Beobachtungen stiitzt und zwar : I. Die Hemmung durch 
Glykokoll und Alanin, sowie die Nicht-hemmung durch Glykokoll-Derivate ; 
2 .  Die Unangreifbarkeit des Benzoyl-glycyl-glycins ; 3.  Die Hemmung der 
Peptidase-Wirkung durch Carbonyl-Reagenzien. 

Von besonders hohem Interesse erschienen uns die Beobachtungen iiber die 
verschiedene Angreifbarkeit der untersuchten Substrate durch tierisches und 
pflanzliches Erepsin, welche E. W a1 d s chmi d t -Lei t z , W. G r a S m a n n  und 
A. Schaf fner  mitgeteilt haben. Diese Beobachtungen fiihren die zitierten 
Autoren auf ,,einen spezif ischen,  qualitativen Unterschied  in der Spalt- 
barkeit der untersuchten P e p  t amine  durch t i e r  isc  hes  und pf lanz  l ic  h e s  
E r  epsin" zuriick. 

Dieser charakteristische Cnterschied in der Spezifitat der Peptidasen 
a m  Hefe und aus Darm-Schleimhaut wird allerdings nicht bei den von uns 

u. E u l e r ,  J o s e p h s o n :  Uber die Xpezifitiit der Hefe- 
, 

'1 B. 60. 359 [I9271. 
6, vergl. hierzu auch H. v. E u l e r  und K. Josephson,  Ztschr. physiol. Chem. 157, 

112, ond zwar S. 139 [1926]. 
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fruher bei der Untersuchung der Spezifitat der Darm-Peptidase angewandten 
einfachen Substraten, Glycyl-glycin bzw. Benzoyl-glycyl-glycin oder auch die 
B iu re t  base ,  wiedergefunden. Das Benzoyl-glycyl-glycin wird namlich von 
unserern Hefe-Erepsin nicht gespalten, wahrend die Biuretbase glatt ge- 
spalten wird. Auch die Hemmung der Hefe-Peptidase-Wirkung durch 
Glykokoll und Alanin ist von ahnlicher GroBenordnung und in ahnlicher 
Weise von der Aciditat des Reaktionsmediums abhangig wie die Hemniung 
bei der Darm-Peptidase. 

Die Annahme, ,,daB fur die Bindung des Darm-Ereps ins  an dasSubstrat 
hauptsachlich eine f re ie  Aminogruppe,  fur die des Hefe-Enzyms aber 
besonders eine freie Carboxylgruppe gefordert werde, eine Unterscheidung, 
die an die Einteilung der rohrzucker-spaltenden Enzyme in Gluco- und in 
Fructo-Saccharasen nach R. K u h n  6, erinnern wiirde", erhalt also durch 
unsere Versuche keineswegs eine Stiitze. Vielmehr sprechen unsere Ergebnisse 
dafur, daB die Bindung des Glycyl-glycins an den beiden Peptidasen aus Hefe 
und aus Schweinedarm in iihnlicher Weise erfolgt. Eine Einteilung der 
Peptidasen in Amino -P ep  t i d a s e n und Car b o x y I- P ep  t i d a sen  in Analogie 
mit der Einteilung der Saccharasen in Gluco- und Fructo-Saccharasen scheint 
uns also noch nicht durchfuhrbar. E. Waldschmidt -Lei tz ,  W. GraS-  
m a n n  und A. Schaf fner  haben auch hervorgehoben, daU viele altere An- 
gaben der Literatur') kaum mit einer solchen Annahme vereinbar sind. Im 
Falle des von uns untersuchten Benzoyl-glycyl-glycins und der Biuretbase 
von T h. Cur t  i u s 8, konnten wir auch keine bemerkenswerten quantitativen 
Unterschiede im Wirkungsvermogen der angewandten Erepsin-Losungen aus 
Hefe einerseits und Darm anderseits feststellen. Auch bei dem von E. Wald-  
Schmidt-Lei tz ,  W. GraBmann und A. Schaf fner  gewahlten Beispiel 
eines acylierten Dipeptids (Acetyl-d, I-phenylalanyl-d, I-alanin) sind die Unter- 
schiede im Wirkungsvermogen der beiden Peptidasen nur quantitativer Art, 
indem beide Peptidasen Spaltung des acetylierten Dipeptids bewirkten, im 
Gegensatz zu dem benzoylierten Glycyl-glycin, welches wir nicht enzymatisch 
durch Peptidase spalten konnten. 

Wenn wir also eine absolute Verschiedenheit hinsichtlich der Spezifitat 
der Peptidasen der Hefe und des Darmes nicht als wahrscheinlich ansehen 
konnen9), so erhebt sich die Frage, worin die Verschiedenheit der relativen 
Spezifitat besteht, welche die beiden Peptidasen gegenuber verschiedenen 
Substraten zeigen, eine Verschiedenheit, wie sie E. Waldschmidt -Lei tz ,  
W. GraBmann und A. Schaf fner  beobachtet haben. Die envahnten 
Forscher wollen die Wirkung der beiden Peptidasen in jedem Falle auf mehr 

E ,  vergl. dazu R. K u h n  und G. E.  v. G r u n d h e r r ,  B. 59, 1655, und zwar S. 1658 
[1926]; ferner auch die dusfiihrungen von H. v. E u l e r  und K. Josephson,  Ztschr. 
physiol. Chem. [I9271 (im Druck). 

') E. F i s c h e r  und P. Berge l l ,  B. 36, 2592 [1903]; E. A b d e r h a l d e n  und 
A. H. K o e l k e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 54, 363 [1go7], 55 ,  417 [1908]; E. A b d e r h a l d e n  
und C. B r a h m ,  Ztschr. physiol. Chem. 67, 342 [1908]; T. I m a i ,  Ztschr. physiol. 
Chem. 136, 192, 205 [I924]. 

') B.  37, 1284 [1904]. 
g, Man beachte auch, daB die Aktivitats-pH-Optima fur die Hefe- und Darm-Pepti- 

dase zusammenfallen, was schon bei den absolut artverschiedenen Carbohydrasen nicht 
zutrifft. Vergl. ferner die interessanten Ergebnisse von P. A. L e v e n e ,  S imms  und 
P f a l t z ,  Journ. Biol. Chem. 70, 253 [1926]. 
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als nur eine Haftstelle im Substrate zuriickfiihren. Diese Anschauungen er- 
innern also an die von uns seit I924 diskutierte Moglichkeit uber die Existenz 
g e t r e n n t e r  A f f i n i t a t s g r u p p e n  in den Carbohydrasen, welche Affini- 
tatsgruppen verschiedene Wirkungen und verschiedene Spezifitat gegenuber 
den verschiedenen Substraten besitzen. Beziiglich der Affinitat unserer Darm- 
Peptidase zu Glycyl-glycin und zu dessen Spaltungsprodukt Glykokoll 
haben wir an anderer Stelle eine vergleichende Berechnung der Affinitaten 
zu den beiden Stoffen gegebenlO). Unter Zugrundelegung der schon in 
unserer ersten Mitteilung gegebenen Berechnung der Affinitatskonstante der 
Glycyl-glycin-Darm-I'eptidase haben wir aus Hemmungsversuchen bei der 
optimalen Aciditat der Peptidase-Wirkung die Affinitatskonstante der Glyko- 
koll-Peptidase-Verbindung zu schatzen gesucht. Unter Vorbehalt bzgl. der 
hypothetischen Berechnungsweise f anden wir die folgenden Werte fur die beiden 
Affinitatskonstanten: 

K y  = rund I j fur die Peptidase-Glycyl-glycin-Verbindung, 
KY = rund I 3 fur die Peptidase-Glykokoll-Verbindung. 

Die nahe Ubereinstimmung zwischen diesen Werten liefert unserer 
Ansicht nach keineswegs eine Stiitze fur die Auffassung, dafl andere Affinitats- 
gruppen als die, welche Glykokoll binden konnen, die der Affinitatsmessung 
zugangliche Bindung des Glycyl-glycins an der Peptidase bedingen. Es 
scheint uns also in dieser Berechnung ein neues Kriterium vorzuliegen fur die 
Bedeutung, welche den dem Glykokoll und dem Glycyl-glycin gemeinsameii 
Gruppen, und zwar besonders der Aminogruppe, als Affinitats-Vermittler zu- 
kommt. Inwieweit bei anderen Substraten und besonders bei Verlangerung 
der Peptid-Kette andere Affinitatsgruppen bei der Bindung starker aus- 
genutzt werden oder eingeschaltet werden konnen, ist noch unsicher ; eine 
solche Moglichkeit scheint uns jedoch keineswegs ausgeschlossen zu sein. 
Besonders in Riicksicht auf die noch ganz ungeklarte Frage der Organ- 
Spezifitat und der evtl. Mitwirkung von , ,Abwehrstoffen" wollen wir weiter 
auf obige Probleme zuruckkommen. 

Beschreibung der Versuche. 
Die Enzymlosung, welche wir bei der Priifung der Spezifitat der Hefe- 

Peptidase angewandt haben, wurde durch Autolyse von Oberhefe R aus 
S tockholms Nor ra  Ja s t f ab r ik  mit Essigester und folgender kurzer'l) 
Dialyse in der unten beschriebenen Weise erhalten. 

230 g Oberhefe R, welche von der Fabrik in abgeprefltem, sehr reinem 
Zustand geliefert wird, haben wir mit 50 ccm Wasser angeriihrt und dann 
15 ccm Essigester hinzugegeben. Unter Umriihren lieflen wir die Verflussigung 
der Hefe wahrend 15 Min. und bei Zimmer-l'emperatur fortgehen. Es wurde 
dann mit zoo ccm Wasser verdiinnt und durch Zusatz von verd. Ammoniak 
die Reaktion gegen Lackmus ganz schwach alkalisch gemacht. Wahrend 
der noch 45 Stdn. fortgesetzten Autolyse wurde von Zeit zu Zeit verd. 
Ammoniak zwecks Neutralisierung der freigemachten Saure hinzugegeben, 

lo) € I .  v. E u l e r  und K. J o s e p h s o n ,  Uber Enzymspezifitat, Ztschl. physiol. Chem. 
rIg27] (im Druck). 

11) Uber die Aktivitats-Verminderung der Hefe-Peptidase bei l a n g e r e r  Dialyse 
und Reaktivierung durch das Dialysat vergl. H. v. Euler  und K. Josephson,  Ztschr. 
physiol. Chem. 161, 270 [1926]. 
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Substrat 

-_ 
Acid.-Zuwachs Zeit 

Versuchs- in Min. 0.2-n. NaOH 
beginn l4) ccm 

pH bei 

0.45 1 ::: 1 0.28 

0. I -m. Glycyl-glycin . . . . . . . . . . . . , . . 
0. I-m. Glycyl-glycin + 0. I-m. Glykokoll 

T a b e l l e  2. 

H e m m u n g  d e r  H e f e - P e p t i d a s e - W i r k u n g  d u r c h  Glykokol l .  

Substrat 
pH bei Acid.-Zuwachs 

0.2-n. NaOH 
ccm 

0.34 

1 185 0.14 
1 0.07 

0. I -m. Glycyl-glycin 

0.1-m. Glycyl-glycin + 0.2-m. Glykokoll 

. . . . . . . . . , , . . . . 7.7 

7.8 

12) H. v. E u l e r  uud K. Josephson,  B. 59, 226 [1926]. 
13) H. v. E u l e r  und K. Josephson,  Ztschr. physiol. Chem. 167, 122 [1926]. 
l4) In diesem und den folgenden Versuchen elektrornetrisch mit Platin-Wasserstoff- 

Eiektroden bestimmt. 
Berichte d. D. Chem. Cesellschaft. Jahrg. LX. 86 
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wobei die Reaktion immer ganz schwach alkalisch gegen Lackmus gemacht 
wurde. Die darauf folgende Filtration des Autolysates durch Faltenfilter 
lieferte innerhalb 6 Stdn. rund IOO ccm klares Filtrat, welches wiihrend 
24 Stdn. in einer Kollodium-Membran gegen destilliertes Wasser dialysiert 
wurde. Bei der fortgesetzten Filtration wurden dann noch 175 ccm Autolyse- 
saft aus den autolysierten 230 g Hefe gewonnen. 

Die dialysierte Enzymlosung wurde durch Zusatz von etwas Ammoniak 
wieder gegen Lackmus ganz schwach alkalisch gemacht. Das Trocken- 
gewicht dieser Losung betrug O.OIOO g pro ccm. I n  3 Stdn. bewirkten 5 ccm 
der Erepsin-Losung 14-proz. Spaltung von 25 ccm 0. I-m. Glycyl-glycin- 
Losung bei einer Thermostaten-Temperatur von 30°. Die bei dieser Tem- 
peratur gemessene Glycyl-glycin-Spaltungsfahigkeit (Gl. f )  wurde zu rund 
0.008 berechnet 12). 

Zu den im Folgenden beschriebenen vergleichenden Versuchen mit 
Darm-Peptidase, iiber welche wir an anderer Stelle ausfiihrlicher berichtet 
habenls), wurde teils ein aus der gewaschenen uad abgeschabten Schleimhaut 
des Diinndarms vom Schwein gewonnener Glyceria-Extrakt, welcher eine 
hohe Erepsin-Wirkung, aber nur ein kaum mefibares Spaltungsvermogen 
gegeniiber Pepton Wi t  t e besal3, teils ein aus diesem Glycerin-Extrakt durch 
Alkohol-Fallung gereinigtes Praparat benutzt. 

Hemmung  de r  Glycyl-glycin-Spal tung d u r c h  Glykokol l  bei der  
op t ima len  Ac id i t a t  de r  Pept idase-Wirkung.  

Bei den Versuchen verwendeten wir Reaktionsmischungen von 25 ccm 
Totalvolumen. Zu jeder Versuchsmischung in den Versuchen in Tab. I und 2 

T a b e l l e  I .  

Hemmung d e r  H e f e - P e p t i d a s e - W i r k u n g  d u r c h  Glykokol l  

12) H. v. E u l e r  uud K. Josephson,  B. 59, 226 [1926]. 
13) H. v. E u l e r  und K. Josephson,  Ztschr. physiol. Chem. 167, 122 [1926]. 
l4) In diesem und den folgenden Versuchen elektrornetrisch mit Platin-Wasserstoff- 

Eiektroden bestimmt. 
Berichte d. D. Chem. Cesellschaft. Jahrg. LX. 86 
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8.4 

o I-m. Glycyl-glycin . . . . . . . . . . . . . . . 

7;9 
0.1-m. Glycyl-glycin + o 2-rn. Glykokoll 

8.1 

kamen 5 ccni der oben beschriebenen Hefe-Erepsin-Losung. Die Bestimmungs- 
proben von je 5 ccm pipettierten wir in 20 ccm Methylalkohol und titrierten 
mit 0.2-n. alkoholischer Lauge nach R. W i l l s t a t t e r  und E. Waldschmid t -  
Leitzl5) in der von E. Waldschmidt-I ,e i tz  und A. SchaffnerlG) an- 
gegebenen Modifikation des Verf ahrens. Bei den alteren Versuchen mit der 
Darm-Peptidase haben wir die Formol-Titration nach S. P. I,. Sorensen 
benutzt 17). 

Zum Vergleich fuhren wir die folgende Versuchsreihe uber die Wirkung 
des Glykokolls auf die Glycyl-glycin-Spaltung durch die Darm-Peptidase an. 
Zu jedem Versuch verwendeten wir 2 ccm Glycerin-Extrakt in 25 ccm 
Reaktionsmischung. Zur Formol-Titration je 5 ccm. 

Tab e 11 e j. 
H e m  m u n g d e r D arm - P e p t i d a s  e - W i r k u n g d u r c 11 G 1 y k o k o 11. 

~ _ _  
I I I 

0 - 
50 1 0.50 

65 ~ 0.65 
I j O  I I .09 

50 0.24 
65 0.29 

150 0.52 

0 - 

Substrat  

- 
PH 

7.52 
7.59 
7.87 
8.09 
8.39 
8.40 

Acid.-Zuwachs 
0.2-n. Ba(OH), 

ccm 

Acid.-Zuwachs 
ccm 0.2-n. XaOH Zeit i n  Min. 

-- 
0.19 1 
0.17 

i I 80 
i I 80 

I 80 0.15 

I80 0.10 
180 0.05 
I 80 0.03 
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PH 

7.09 
7.61 
7.87 

8.44 
8.16 

_ _  
Zunahme des Alkaliyerbrauchs nach 

70 Min. I 180 Min. I 280 Min. 

0.76 
0.52 

- 
- 
- 

i 0 30 0.63 
0.2j 0 46 
0.21 0 44 
0.11 0 . 2 5  

0.00 0 0 2  

Substrat  

0.1-m. Glycyl-glycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . I80 1 0.65 
0.1-m. Glycyl-glycin + 0.1-m. cr-Alanin . . . . 1 

Bei der Hefe-Peptidase war also die Hemmung durch i41anin und durch 
Glykokoll nahew gleich grofi. Bei der Darm-Peptidase haben wir friiher eine 
etwas grofiere Hemmung durch u-Alanin als durch Glykokoll gefunden. 
Friiher an anderer Stelle beschriebene Versuche zeigten, daB der Einflu13 der 
Aciditat auf die Hemmung der Darm-Peptidase-Wirkung durch Alanin von 
ganz ahnlicher Art wie bei Glykokoll ist. 

V e r h a 1 t e n  d e r b e i d e n P e p  t i d a s e n z u B e n  z o y 1 - g 1 y c y 1 - g 1 y ci n. 
Die Unspaltbarkeit des benzoylierten Glycyl-glycins durch die Peptidase 

aus Schweinedarm hat schon T. I m a i  nachgewiesen; den Befund dieses 
Forschers konnten wir bestatigen. Die Priifung des Verhaltens der Hefe- 

I80 0.42 

80% 
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Bei Gegenwart von Glykokoll in der Reaktionsmischung wird also das 
Optimum der Peptidase-Wirkung naher an den Neutralpunkt heranver- 
schoben. 

Die Verhaltnisse bei der Hefe-Peptidase liegen also ahnlich wie bei der 
Darm-Peptidase. Die folgende Tabelle enthalt eine Versuchsreihe mit Darm- 
Peptidase. 

'l'abelle 5 .  
A c i d i t a t  u n d  H e m m u n g  d u r c h  Glykokol l .  

In jeder Versuchsmischung von z j ccm Totalvolumen: 0.1-m. Glycyl-glycin + 
NaOH, 0.2-m. Glykokoll, 2 ccm des in1 Verhaltnis I : 2 verd. Glycerin-Estraktes. Vo- 
lumen des Bestimmungs-Ansatzes 5 ccm. 

Hem mu n g d e r G 1 y c y 1 - g 1 y c i n -S p a1 t u n g d u r c h u - -4 1 a n  in. 
Das a-Alanin hat eine ahnliche Wirkung auf die Peptidase wie Glykokoll. 

Dieser Satz, welchen wir schon friiher hinsichtlich der Darm-Peptidase aus- 
gesprochen haben, scheint auch fur die Hefe-Peptidase Giiltigkeit zu besitzen. 
Die folgende Tabelle zeigt, da13 die Hemmung der Hefe-Peptidase-Wirkung 
durch die besprochene Amino-saure von ahnlicher Grofienordnung ist, wie 
die Hemmung durch Glykokoll bei der optimalen Aciditat der Enzym-Wirkung 
ohne Gegenwart von hemmenden Amino-sauren. 

T a b e l l e  6. 
H emmun g de r H e f e -P e p t i d ase  - W i r k un g d u r  ch ct - A 1 an in. 

j ccm Hefe-Peptidase-Losung in 2 j ccm Reaktionsmischung. pH = 7.7. Yolumen 
des Bestimmungs-Ansatzes 10 ccm. 

Bei der Hefe-Peptidase war also die Hemmung durch i41anin und durch 
Glykokoll nahew gleich grofi. Bei der Darm-Peptidase haben wir friiher eine 
etwas grofiere Hemmung durch u-Alanin als durch Glykokoll gefunden. 
Friiher an anderer Stelle beschriebene Versuche zeigten, daB der Einflu13 der 
Aciditat auf die Hemmung der Darm-Peptidase-Wirkung durch Alanin von 
ganz ahnlicher Art wie bei Glykokoll ist. 

V e r h a 1 t e n  d e r b e i d e n P e p  t i d a s e n z u B e n  z o y 1 - g 1 y c y 1 - g 1 y ci n. 
Die Unspaltbarkeit des benzoylierten Glycyl-glycins durch die Peptidase 

aus Schweinedarrn hat schon T. I m a i  nachgewiesen; den Befund dieses 
Forschers konnten wir bestatigen. Die Priifung des Verhaltens der Hefe- 

80% 
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Peptidase zu dem Benzoyl-glycyl-glycin 18) hat nun ergeben, daB auch diese 
Peptidase das Benzoyl-glycyl-glycin nicht zu spalten vermag. 

l’abelle 7. 

Pr i i fung  d e r  G n s p a l t b a r k e i t  d e s  Benzoyl -g lycyl -a lyc ins  
d u r c h  Hefe-Pept idase .  

0. I+. Benzoyl-glycyl-glycin, 5 ccm Hefe-Peptidase-losung in 2 j ccm Reaktiotis- 
mischung. Volumen des Bestimmungs-Ansatzes 5 ccm. 

Pn = 7.23 

Zeit verbrauchte 
in Stdn. ! ccrn 0.2-n. NaOH 

PH = 7.87 

Zeit 1 verbrauchte 
in Stdn. 1 ccm 0.2-n. XaOH 

0 

I 

I7 
66 

0.22 

0.23 

0.23 

0.22 

0 

4 
24 
70 

0.17 
0.16 
0.23 
0.18 

S p a  1 t u n  g d e r B i u r e t b as e NH,.CH,. CO. [NH. CH,.CO],.XH. CH2.COOC,H, 
d u r c h  Hefe-  und  Darm-Pept idase .  

Die Biuretbase haben wir nach den von Th. Curtius19) angegebenen 
Vorschriften durch Kondensation des reinen Glykokoll-esters in trockner 
Ather-I,osung dargestellt. Zur Einstellung der optimalen Aciditat der 
Peptidase-Wirkung haben wir zu der alkalischen Losung der Biuretbase Salz- 
saure bis zur neutralen Reaktion zugegeben und dann durch Zusatz von 
geringen Mengen Natronlauge die erwiinschte Aciditat erreicht. 

Wie schon fruher bei Prufung der Spaltbarkeit der Biuretbase durch die 
Darm-Peptidase bemerkt wurde, bekundet sich die Spaltbarkeit der Base 
aul3er durch dnderung des Alkali-Verbrauchs bei der Formol-Titration oder 
Titration in alkoholischer Losung auch durch die dnderung der Aciditat. 
Diese Aciditats-dnderung geht von starkerer Alkalinitat zu starkerer Aciditat, 
verlauft also in der umgekehrten Richtung wie bei der Spaltung des Glycyl- 
glycins. 

T a b e l l e  6. 

S p a l t u n g  d e r  B i u r e t b a s e  d u r c h  Hefe-Pept idase .  
0.1-m Biuretbase. 5 ccm Hefe-Peptidase-Losung in 2 j ccm Reaktionsmischung. l-olumen 
des Bestimmungs-Ansatzes 5 ccrn. 

Acid.-Zuwachs 
in Zeit Stdn. I pH ccm 0.2-n. NaOH 

- 
2.86 
3.21 
4.2 j 

1%) Das Praparat von Benzoyl-glycin-glycin, welches den Schrnp. 2080 hatte, haben 
wir nach der von E. F i s c h e r ,  B. 38, 608 [190j], atlgegebenen Methode dargestellt. 

19) B. 37, 1284 [I904]. 
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\-ersuch A 
- 

Zeit in Stdn. I pH ! ccm Ba(OH), 

T a b e l l e  9. 
S p a l t u n g  d e r  B i u r e t b a s e  d u r c h  Darm-Pept idase .  

0. I-rn. Biuretbase. z ccm Dam-Peptidase-Msung in 25 ccrn Reaktionsmischung. 
Formol-Titration mit o.zog-n. Ba (OH),. Tolumen des Bestimmungs-Ansatzes 5 ccm. 

Versuch B 

Zeit in Stdn. ~ pH I ccm Ba(OH), 
_ _  

242. Erhard Glaser und Oscar Kahler: Zur Kenntnis der 
Rubierythrinsaure. 

EAus d. Chem. Laborat. d .  Pharmakognost. Instituts d. Universitat Wien.2 
(Eingegangen am 7. Mai 1927.) 

In der Rubia tinctoruni, welche friiher bei der englischen Krankheit 
innerlich verabreicht, andererseits zur Erzeugung der als Tiirkischrot be- 
kannten, waschechten und lichtbestandigen Farbe verwendet wurde, ist 
das Glucosid Rub ie ry th r insau re  enthalten, welches von Schunkl)  und 
R o c h l  e d e r  z, zuerst dargestellt und von Pe rk  i n und H u m  m e 1 3, auch 
in der Wurzel von Oldenlandia umbellata aufgefunden wurde. Die Ru- 
bierythrinsaure wird von denselben als gelbe, seidenglanzende Prismen 
\-om Schmp. 258-260° beschrieben, welche wenig in kaltem, leicht in heiBem 
1Lrasser und Alkohol, schwer in Ather und Benzol loslich sind. Atzalkalien 
losen sie mit dunkelroter Farbe. Beim Kochen mit verd. Salzsaure oder 
-ilkalien bzw. bei der Einwirkung von Fermenten zerfallen sie nach Gr ae be  
und I,iebermann4) in Glucose und Alizar in:  

(&&23O14 + 2HzO == 2C6H1206 f C14H804. 
Doch scheinen beziiglich der Konstitution schon Lieberrnann und 

Berg ami5), welche dieselbe genauer untersuchten, Bedenken in der Hinsicht 
gehabt zu haben, da13 beide Alizarin-Hydroxylreste durch Traubenzucker 
ersetzt sind. Dagegen wurde angefiihrt, da13 die Rubierythrinsaure eine 
rerhaltnismaisig starke einbasische Saure ist, welche nicht a k i n  mit Car- 
bonaten der Alkalien, mit Sminoniak, mit alkalischen Erden sofort Salze 
bildet, sondern sogar Losungen essigsaurer Alkalien zerlegt. I m  iibrigen 
ist bei ihr im allgemeinen nur ein Hydroxyl-Wasserstoff durch Metalle er- 
setzbar, und es gleichen die Salze der Rubierythrinsaure auBerlich durchaus 
den charakteristischen Salzen der zucker-freien Farbstoffe der Dioxy-anthra- 
chinon-Gruppe, bei denen die Salz-Bildung auf den Phenol-Hydroxylen 
beruht. 

l) S c h u n k ,  A. 66, 176; Jahresber. Cheni. 1855, 666. 
2, Rochleder ,  9. 80, 324. 

4) Graebe  und Z i e b e r m a n n ,  A. Suppl. 7, 296. 
5 )  L i e b e r m a n n  und Bergztni ,  B. 20, 2241 [1887]. 

P e r k i n ,  I-Iummel, Joiirn. chem. SOC. London 63, 1130. 




