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Zeit mg N NH,-N Zuwachs 
mg in Min. h o b .  mg 
- 

0 6.16 3.08 __ 

57 7.9-1 3.97 0.89 
80 8.40 4.20 1.12 

I OG 8. j o  4.25 1.17 
131 S..j" 4.25 1.17 

Spaltung (%), bezog. anf 
Gesamt- freies 

Peptid Peptid 

- - 
19.5 28.9 
24.6 36.4 
25.7 38.0 
25.7 3.9 o 

104. Wolfgang  G r a f i m a n n  und H a n n s  Dyckerhoff  : 
abe r  die Spezifitat der Hefe-Peptidasen. (11. Abhandlung iiber 
Pflanzen - Proteasen in der von R. W i 11 s t at t e r und Mitarbeitern 

begonnenen Untersuchungsreihe) . 
\--1us d. Chein. Laborat. d. Bayer. Akademie d. Wssenschaften in Miinclieii. 

(Eingegangcn am 15. Febrnar 1928.) 

Theore t i s che r  Teil. 
Die proteolytischen Wirkungen der Hefe und ihrer Ausziige werden 

in einer wichtigen Untersuchung von K. G. Dernby l )  zuriickgefiihrt auf 
ein System a m  drei Einzelliomponenten, nanilich: I) dem ,,Hef e-Pepsin", 
das bei schwach saurer Reaktion (Optimum plI = 4.5) EiweiBstoffe bis zur 
Pepton-Stufe, aber nicht dariiber hinaus, hydrolysieren soll; z) dem ,,Hef e -  
T ryps i  n", das die Spaltung von Proteinen bei neutraler Reaktion (Optimum 
pH = 7) vollzieht, und 3) dem , ,Hefe-Erepsin",  dessen spezifische Wirkungs- 
weise und pi]-Abhangigkeit der des Darm-Erepsins entsprechen soll. 

K. G. D e r n by hat natiirlich keines der Einzel-Enzyme in proteolytisch ein- 
heitlichem Zustande untersuchen konnen. Seine Ansichten ergeben sich vielmehr 
lediglich aus Beobachtungen iiber die pH-Abhangigkeit der tryptischen und der 
ereptischen Wirkung, die an rohen Praparaten des Proteasen-Gemisches 
gewonnen waren. In  einer Untersuchung von R. W i l l s t a t t e r  und W. Grass-  
mann2)  ist es zum ersten Male gelungen, die dipeptid-spaltende Kornponente 
(,,He f e - E r e  p s i n") von der eiweil3-spaltenden, die im Folgenden kurz als 
,,Hef e -Pro  tease" bezeichnet werden soll, abzutrennen. Hinsichtlich des 
Hefe-Erepsins stehen die Beobachtungen W i l l s t a t  t e r s  mit den Annahmen 
D e r  nbys  in Ubereinstirnmung. Dagegen wird die Protein-Spaltung auf 

l) Biochem. Ztschr. 81, 107 [1917]. 
2) Ztschr. physiol. Chem. 153, 250 [r926]. 
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die Wirkung eines e inzigen Enzyms zuruckgefuhrt, das, abweichend 
sowohl vom Peps in  wie vorn tierischen Tryps in ,  EiweiBkorper und Peptone 
bei schwach saurer Reaktion (Optimum bei etwa pH = 5 )  angreift und am 
ehesten mit gewissen pflanzlichen Tryptasen, z. B. dem aktivierten P a p a i n  
oder aueh mit der P ro tease  de r  Milz (S. G. Hedin3), E. Waldschmid t -  
Le i t z  und W. Deutsch4)) ,  verglichen werden kann. Die Existenz eines 
dritten proteolytischen Enzyms, des ,,Hefe-Trypsins" von Dernby ,  
fanden W i l l s t a t t e r  und Grassmann ni&ht bestatigt; sie schien in den 
Untersuchungen D e r n  b y s durch das Zusammenwirken der beiden anderen 
Komponenten in den rohen Enzym-Losungen vorgetauscht zu sein. 

Aber auch in Bezug auf die dipeptid-spaltende Komponente, das Hefe-  
E reps in ,  war in der Folge die Auffassung Dernbys  einer Revision zu 
unterziehen. Die Spezifitat dieses Enzyms stimmt namlich durchaus nicht 
mit derj enigen des Darm-Erepsins uberein. Erste Befunde in dieser Richtung 
haben sich in einer Untersuchung von E. Waldschmidt -Lei tz ,  A. Schaf f -  
ne r  und W. Grassmann5) ergeben: Es zeigte sich, daB beim fraktionierten 
enzymatischen Abbau von EiweiBkorpern Zwischenprodukte erhalten werden 
konnen, die rasch und weitgehend durch Darm-Erepsin, aber keineswegs 
durch das dipeptid-spaltende Hefe-Enzym zerlegt werden. Ebenso findet 
man eine Reihe einfacher oder aliphatisch und aromatisch substituierter 
Amide der Amino-sauren spaltbar fur Darm-Erepsin, aber nicht fur das 
ereptische Enzym der Hefe (Waldschmidt -Lei tz ,  Gras smann  und 
S cha  f f ner  ")). Bin grundlegender Unterschied zwischen den beiden Pepti- 
dasen ist wenig spater von dem einen von uns7) aufgefunden worden: Der 
S p e zi f i t ii t s - B e r ei c h des  e r ep  t ischen H e  f e- E n z  y ms ist, in scharfem 
Gegensatz z u  demjenigen des Darm-Erepsins, auf die  S p a l t u n g  von  Di-  
pep t iden  besch rank t ;  eine Anzahl untersuchter Tri- und Tetrapeptide 
hat sich ausnahmslos als resistent gegenuber dem Enzym erwiesen. Das 
Spaltungsvermogen der Hefe-Autolysate fur die Tri- und Tetrapeptide 
findet sich dagegen bei dem angewandten adsorptiven Trennungsverfahren 
in dem leichter adsorbierbaren und in die Elutionen ubergehenden Anteil 
des Enzym-Materials, der - vollig wirkungslos gegen alle untersuchten 
Dipeptide - die auf naturliche Proteine einwirkende Komponente, die 
eigentliche Protease der Hefe, enthalt. Die in mehreren Enzym-Praparaten 
festgestellte annahernde Konstanz des Verhaltnisses zwischen Protease- und 
Polypeptidase -Wirkung lie13 es zunachst wahrscheinlich erscheinen, da13 
die Wirkungen gegen beide Klassen von Substraten auf ein einziges Enzym- 
Individuum zuruckzufuhren seien. ,,Indessen wird sich erst an einem umfang- 
reicheren und methodisch vollkommeneren Versuchsmaterial die Frage 
entscheiden lassen, ob das tryptische und das polypeptid-spaltende Enzym 
der Hefe identisch sind"8). 

In  der Tat konnen, wie wir vor kurzem mitgeteilt habeng), im Ver- 
haltnis der proteolytischen und der Polypeptidase -Wirkung erhebliche Ver- 
schiebungen angetroffen werden, ,,die mit der Annahme einer Identitat 

7 Ztschr. physiol. Chem. 34, 341. 531 [I~oI]; Journ. Physiol. 30, 155 [1904]; 

*) Ztschr. physiol. Chem. 167, 285 [1927]. 
5 ,  Ztschr. physiol. Chem. 166, 68 [1926]. 
') B. 60. 359 [19271. 
8 )  W. G r a a m a n n ,  a. a. O., S. 206. 

Biochem. Journ. 2. IIZ [1906/07]; Journ. biol. Chem. 54, 117 [1922]. 

7 )  Ztschr. physiol. Chem. 167, 202 [I927]. 
9) Ztschr. physiol. Chem. (im Druck). 
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der tryptischen und der polypeptid-spaltenden Komponente nicht ohm 
besondere Hilfsannahmen zu vereinigen sind‘ ’ . Xeuere Ergebnisse iiiachen 
es  uns iiberzeugend, da13 man die Wirkung auf die beiden Klassen von Sub- 
straten scharf zu unterscheiden hat. Vor kurzeml0) ist iiber ein Verfahren 
zur Gewinnung dipeptidase-freier und ziemlich weitgehend gereinigter Trocken- 
praparate der Protease und der Polypeptidase berichtet worden, dessen 
wesentliche Schritte in der kurzen Autolyse der Hefe bei alkaiischer Reaktion, 
der Abscheidung des Enzyms durch Adsorption an saure-fallbare Protein- 
13estandteile des Hefe-Auszuges, kurzer und energischer Selbstverdauung 
unter Dialyse und Fallung mit Sceton bestehen. Geringfiigige und in ihrer 
Hedeutung noch nicht viillig geklarte Abweichungen von dein erprobten 
.Arbeitsverfahren, z. B. langere Dauer der Dialyse und energischere Ein- 
wirkung des Acetons, fiihren nicht selten zu Praparaten, die bei norinalein 
tryptischem 1,eistungsvermiigen in ihrer Polypeptidase-Wirksamkeit stark 
geschadigt erscheinen. lJnter zahlreichen Trockenpraparaten der beschriebe- 
neii Art fand sich - in einer fur die Durchfiihrung der unten angefiihrten 
Versuche mehr als ausreichenden Menge - eines, in dem wir auch bei langer 
Versuchszeit und niit groBen Enzym-Mengen keine Polypeptidase inehr 
iiachzuweisen vermogen. 

So spalten 0.4 ing eines normalen, gut gelungenen Polypeptidase-Trockenpraparates 
49 mg Leucyl -g lycyl -g lyc in  in I Stde. zu 6 ~ 7 6 ;  Ton dem erwahnten polypeptidase- 
freien Priparat dagegen bewirktrii 4 iiig in 54 Stdn. unter denselben Bedingnngen keine 
sicher nie0l)are Hydrolyse. l>abei war die proteolytische Wirksamkeit des zweiten 
Priparates eher ein wenig hiiher: 2.8 mg ergahen nariilich unter den Bedingungen der 
Hefe-Trypsin-Bestinitiiuiig eiiien -~ciditats-Zuwachs von o.6+ ccm n /,-KOH iin 1:alle 
des zweiten, von 0 .50  ccm im Falle des ersteii Praparates. 

Dieser Befund, der durch die Ausarbeitung sicher repioduzierbarer 
Verfahren zur Gewinnung polypeptidase-freier Protease-Praparate und um- 
gekehrt durch Versuche zur Darstellung der protease-freien Hefe-Pol\-- 
peptidase noch zu erganzen sein wird, stellt das polypeptid-spaltende 
Enzym als dritten Bestandteil des Gemisches neben das protein-spaltende 
und das dipeptid-spaltende. Fiir das protein-spaltende Enzym der Hefe 
sind synthetische Substrate gegenwartig nicht niit Sicherheit bekannt. Die 
Praparate der Hefe-Protease sind, ebenso wie diejenigen des Papains, un- 
wirksani gegen acylierte Dipeptide voni Typus des Naph tha l in su l fony l -  
g lycyl - tyros ins l l ) ,  die nach den letzten Befunden von Waldschmid t -  
I,ei t z und Mitarbeitern 12) zu den Substraten des Pankreas-Trypsins zu zahlen 
sind. Die Wirkungen polypeptidase-haltiger Praparate der Hefe-Protease 
gegeniiber einer Reihe untersuchter Tri- his Oktapeptide sind ausschliefllich 
auf ihren Gehalt an Polypeptidase, nicht auf die Protease, zuriickzufiihren. 
Dasselbe gilt hinsichtlich der Spaltung der untersuchten Peptid- und Amino- 
saure-Derivate. Es erscheint uns nicht sehr wahrscheinlich, da13 die -1b- 
grenzung zwischen den Spezifitats-Bereichen der Hefe-Polypeptidase und 
der Protease durch eine bestiminte Anz ah1 der Amino-saure-Bausteine 
gegeben sein wird ; eher wird man Beziehungen zu bestimmten Amino-saure- 
‘I‘ypen, etwa zu den Dicarbonsauren oder den Uiamino-sauren, veririuten 
konnen, deren Polypeptide hinsichtlich ihrer enzymatischen Angreifbarkeit 
noch nicht ausreichend untersucht worden sind. 

lo) U’. GraIJinann und. H. Dycker l iof f ,  a. a. 0. 
W. GraQmaii i i  und H. Dyckerhoff ,  a. a. 0. 

12) 15. 61, 299 [rg28). 
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Hinsichtlich der Abgrenzung des Spezifitats-Bereiches zwischen Di- 
peptidase und Polypeptidase hat sich ein spezifischer EinfluB bestiinmter 
Amino-saure-Bausteine bisher nicht auffinden lassen. Neue \:ersuche, iiber 
deren qualitatives Ergebnis die Tabelle I berichtet, bestatigen und erweitern 
die bisherigen Srfahrungen an einigen Beispielen, die neben hiiheren Poly-  
pep t iden  einige'Dipeptide des  Ser ins ,  Tyros ins  und  der  Glu tamin-  
sau r  e betreffen. In  allen Fallen erweisen sich die Dipeptide ausschliefilich 
als Substrate der Dipeptidase, wahrend hiihere Peptide ausnahmslos \-on 
der Polypeptidase gespalten werden. . 

Trotzdem lafit sich leicht der Nachweis fuhren, da13 nicht eigentlich 
die Anzahl der ilmino-saure-Bausteine, die , ,GroBe" des Peptid-Molekuls, 
fur die spezifische Angreifbarkeit einer bestimmten Peptid-Bindung durch Di- 
peptidase oder Polypeptidase maggebend ist. H. v. Xuler  und K. Joseph- 
so 11 13) haben als erste eine Hypothese ausgesprochen. wonach der Angriff 
der Peptidasen \.on1 'I'ypus des Dam-Erepsins durch die primare Anlagerung 
des Enzyms an die freie Aminogruppe des Substrates zustande kommen soll. 
Eine Anzahl scheinbar entgegenstehender Refunde der Literatur, auf die 
W a1 d s c h in i d t -Lei t z und Mitarbeiter 14) hingewiesen haben, ist inzwischen, 
wie aus einer gleichzeitig erscheinenden Mitteilung von E. Waldschmid t -  

und ITr. Klei ill5) hervorgeht, in andereni Sinne aufgeklart worden. 
bertragung einer solchen Auffassung auf den Fall der Hefe-Peptidase 

steht ein Befund von Waldschmidt-I ,e i tz ,  Grassmann und Schaf fner  
(a, a. 0.) ent.gegen, wonach Acetyl- jphenyl-alanyll-alanin durch Hefe-Di- 
peptidase zwar langsam, aber deutlich zerlegt wird. Dieser Refund ist ver- 
einzelt geblieben. In einer gemeinsani mit E. Waldschmidt -Lei tz  und 
W. K1 e i n durchgefiihrten Versuchssei-ie ist gegenuber einer groBeren Anzahl 
anders acylierter 1)ipeptide keine sicher nachweisbare Wirkung der Hefe- 
DiIieptidase geiunden worden. 

'I'abelle I. 

Spez i f i t a t  der  Hefe-Pept idasen .  

0 = niclit untersucht.) 
(Angahen 1)edenten : + -= positive Ilydrolyse, - = keine nachweisbare Hydrolyse, 

a) 1 ) i p t p t i d e :  
Glyq-I-glycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Alanyl-glycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1,eiicyl-glycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Manyl-tyrosin . . . . . . . . . . .  
Alanyl-serin . . . . . . . . . . . . .  

Gly cyl-lencin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

C1 ycyl-tyrosin . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . .  

-glutaminsanre . . . . . . . . . . . . . . . . .  
amino-buttersaure: . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . .  

Di- 
peptidase 

1 1 6 )  

I 16) 

t 16) 
+ 15) 
0 

-c 
-. 

t 
- 

_- 

Poly- 
peptidase 

- 16) 

- 16) 
- 16) 
-16) 

- 
0 

- 
- 
- 
- 

Protease 
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T a b e 11 e I (Fortsetzung) . 

b) T r i p e p t i d e :  
Diglycyl-glycin . . . . . .  . . . . . . . . . . . .  

d ,  I-Leuc yl-glyc yl-glycin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
d ,  I-Alanyl-glycyl-glyci 

Diglyc yl-Z-leucin ........................ 
Glycyl-d, I-leuc yl-glycin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
I-Lencyl-gl yc yl-Z-leucin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Glycyl-d-alanyl-glycin . 
Glycyl-tyros yl-gly cin . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  
d,  I -  Alanyl-diglyc 
I-Leuc yl-diglycyl- 

Leucyl-heptaglycin ...................... 
d) P e p  t id-es t e r  (Peptid-Bindung) : 

Glycyl-glycin-ester . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1,eucyl-glycin-ester . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Glycyl-d, I-leucin-ester 
Glycyl-d, I-alanin-ester . . 
Leucyl-glycyl-glycin-ester 
Diglycyl-glycin-ester . . . . .  

e)  P e p t i d -  u n d  Amino-saure-arn ide :  
Glycyl-leucin-amid . 
decarbosylierte Dipeptide, z. B. Glycyl-de- 

carbos y-leucin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

d, I-Leucin-amid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Glycin-amid ...................... :. . . . .  

f )  a c y l i e r t e  Pept i r le :  
Benzo yl-glyc yl-glycin .................... 
~lycyl-gl?.cin-carbonsaure . . . . . . . . . . . . . . . .  
Carbathosy-glycyl-d, I-leucin . . . . . . . . . . . . . .  
Acetyl- [phenyl-alanyl] -alanin . . . . . . . . . . . .  

Benzo yl-diglycyl-glpcin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Naphthalinsnlfonyl-glycyl-Z-tyrosin . . . . . . . .  

-- _ _ _ ~  
Di- 

peptidase 

- 16) 
- 16) 
-16) 

0 

0 

0 

0 

0 

- 
- 
-16) 

- 
0 

icht  unter- 
suchbar 

I 

- 

- 

- 18) 
- 18) 
- 18) 

- 
- 
L 

-c - 
- 

Poly- 
peptidase Protease 

-- 

Fur den Angriff der Hefe-Dipeptidase ist aber, anders als ir i i  Palle des 
Darm-Brepsins, auch die gleichzeitige Nachbarschaft einer freien Carboxyl- 
grappe in der fur die normalen Dipeptide charakteristischen Position zur 
Peptid-Bindung 1-oraussetzung. E: sind vier Klassen von Peptid-Derivaten, 
an denen dies anschaulich gemacht werden kann: die E s t e r  der  D ipep t ide ,  
die Amide de r  D ipep t ide ,  zii denen auch die Tr ipep t ide  und die hohe ren  

17) wrgl. li-. C, r a B i n  a n n u i d  H D pc k c r 11 off , Ztschr. physiol. Chem. (in1 Druck). 
l*) i-ergl. B. l ~ a l d s c l i i i i i d t - I , e i t z ,  XY. (:raBiiiann und A. S c h a f f u e r ,  B. 60, 

359 [IS;: l'') \err1 TT'. GraBniann und H. D y c k e r h o f f ,  a. a. 0. 
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Po lypep t ide  zu zahlen sind, die deca rboxy l i e r t en  Dipep t ide ,  aus 
denen durch Entalkylierung die gewohnlichen Amino-same-amide hervor- 
gehen, und schliel3lich die Dipep t ide  vom T y p u s  de r  Glycyl-  @-amino-  
b u t t  e r s a u r  e? , in denen die Carboxylgruppe zwar erhalten, aber hinsichtlich 
ihrer Stellung zur Peptid-Bindung verandert ist. Die bisher von uns gepriiften 
Dipeptid-ester finden wir beim Wirkungs-Optimum der Dipeptidase so wenig 
bestandig, d& sie fur die Untersuchung ausscheiden. Dagegen erweisen 
sich die untersuchten Vertreter der drei anderen Klassen gegeniiber der 
proteolytisch e inhe i t l i chen  Hefe-Dipeptidase ausnahmslos als resistent, 
wahrend vom Darm-Erepsin sowohl die decarboxylierten als auch die ami- 
dierten Dipeptide (einschliel3lich der hoheren Polypeptide) rasch zerlegt 
werden. 

Auch der Angriff der Hefe-Polypept idase scheint durch die An- 
wesenheit einer freien Aminogruppe  im Substrat vermittelt zu werden. 
Wie wir in der voranstehenden Abhandlung dieser Reihe an einer Anzahl 
von Beispielen durch Isolierung der Spaltstiicke nachgewiesen haben, erfolgt 
die Spaltung der Tri- und Tetrapeptide durch das Enzym immer und aus- 
schliel3lich in der Weise, dal3 die dem Amino-Ende der Peptid-Kette be- 
nachbarte Peptid-Bindung der Hydrolyse anheimfallt. Ubereinstimmend 
damit konnten wir bei einem acylierten Tripeptid, dem Renzoyl-diglycyl-  
gl yc in ,  keine Spaltung durch Polypeptidase beobachten. 

Bei der Untersuchung der Angriffsweise der Hefe-Polypeptidase ist 
bisher niemals, weder in den alteren Untersuchungen von E. Abderha lden  
und Mitarbeitern 20), noch in unseren eigenen, der Fall beschrieben worden, 
dal3 der Angriff des Enzyms auf ein Polypeptid an der dem Carboxyl -  
Ende benachbarten Peptid-Bindung eingesetzt hatte. Es konnte also er- 
wartet werden, dal3 die Anwesenheit einer freien Carboxylgruppe fur den 
Angriff des Enzyms nicht. erforderlich sein wiirde. I n  der Tat haben schon 
H. v. Eu le r  und K. Josephson (a. a. 0.) gezeigt, dal3 rohe Hefe-Ausziige 
- also Mischungen der beiden Hefe-Peptidasen - den Athylester des Tri- 
glycyl-glycins, die , ,Biuretbase" von Cur t iu s ,  zu spalten vermogen. 
Dieser Befund ist indessen aus dem Grunde nicht iiberzeugend, weil alle 
Praparate der Hefe-Polypeptidase, die wir bisher untersuchen konnten, 
auch gegeniiber einfachen Amino-saure-estern - nicht dagegen gegenuber 
hiederen Fettsaure-estern oder Fetten - ein recht deutliches Spaltungs- 
vermogen aufweisen. Die Angabe von Eu le r  und Josephsonzl) ist indessen 
zu bestatigen. Durch vergleichende Bestimmung des Zuwachses an Carboxyl- 
und an Aminogtuppen lafit sich leicht zeigen, dal3 die Hydrolyse von Tri- 
peptid-estern so gut wie ausschliefilich an der Peptid-Bindung erfolgt, und 
da13 erst zu Ende der Reaktion die Verseifung der Estergruppe einen be- 
trachtlicheren Umfang annimmt. 

Die Bedeutung, die der freien Carboxylgruppe fur den enzymatischen 
Angriff zukommt, ist indessen mit dieser Feststellung nicht erschopft . Uber- 
raschenderweise findet man namlich auch die E s t e r der D ip  e p t i d e spaltbar 
fur die Hefe-Pol ypeptidase. Die Hydrolyse dieser Substrate erfolgt nicht 
langsamer als diejenige ahnlich gebauter Tripeptide und betrifft vorwiegend 
- zu Beginn der Reaktion so gut wie ausschliefllich - die Peptid-Bindung. 

20) Ztschr. phpsiol. Chem. 54, 363 [1907/08], 55,  416 [1908], 57, 342 [1908], 6P, 
14.j [I909', 66, '77 [IgIO!, 81, I [I~IZ!.  '') 8. 60, 1341 [I927]. 
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Dasselbe gilt von den Ijipeptid-amiden, die durch unsere Polj-peptidase- 
Praiparatc aul3erordentlicli rasch und, wie sich leicht zeigen laflt, gleichfalls 
primar an der Peptid-Bindung, gespalten werden, wahrend sie gegeniiber 
der Dipeptidase resistent sind. 

Es gibt also d r e i ,  d ie  Carboxylgruppe  be t r e f f ende  XTeranderun- 
gen eines Dipeptid-Molekuls, d ie  das  Dipep t id  aus  e inem S u b s t r a t  
de r  D ipep t idase  i n  e in  solches de r  Po lypep t idase  umwandeln: die 
I 'eresterung,  die Ainidierung und die Ver langerung de r  P e p t i d -  
K e t t e  an der Carbosylgruppe, d .  h. die jlberfiihrung in das Tripeptid. 
Diese 1:eststellung macht uns den Satz iiberzeugend: Die Kachbar s t e l lung  
e iner  f re ien  Carbosy lg ruppe  zu r  Pep t id -R indung  ve rh inde r t  
den  .ingriff de r  Polypept idase .  

Diese Auffassung wjrd weiter gestiitzt durch den Befund, daB auch 
die decarbosylierten Dipeptide und die noch urn einen Alkxlrest arnieren 
einfachen Amino-saure-amide von allen unseren Polypeptidase-Praparaten 
-- nicht dagegen von der Hefe-Dipeptidase 23) und der pol!-peptidase-freien 
Hefe-Protease - Zuni Teil mit sehr betrachtlicher Geschwindigkeit an- 
gegriffen werden. 1;s scheint also, als ob Glyc in-amid  und Leucin-amid  
als die einfachsten Substrate der Hefe-, ,Polypeptidase' ' zu betrachten seien. 

Die iiber die Spezifitat der beiden Hefe-Peptidasen bisher vorliegenden 
Befunde lassen sich, wie es scheint, in das folgende einfache Schema ein- 
ordnen, den1 man versuchsweise auch die Spezifitats-Refunde an1 Darm- 
Brepsin angliedern kann : 

Nachbarstellung einer freien 
XH,-Gruppe COOH-Gruppe 

Hefe-l)ipeptidase . . . . . . notig notig 
Hefe-Polypeptidase . . . . . notig hindert 
])arm-Erepsin . . . .  . . _ . .  nbtig enthehrlicli und ,uleicli,oiiltig 

t-nsere Untersuchung hat zii den1 Ergebnis gefuhrt, daB eine Reihe 
derjenigen Tt'irkungen des Darm-Erepsins, die bei der Hefe-Dipeptidase 
vermiflt werden, so die Spaltung der Polypeptide und ihrer Ester, der de- 
carbosylierten Peptide und der Amino-saure- und Peptid-amide, im Palle 
cler Hefe-Enzyme von der Polypeptidase iibernommen merden. Damit 
erklart es sich zwanglos, daB H. v. Eu le r  und K. J ~ s e p h s o n ~ ~ ) ) ,  die ihre 
I'ersnche mit Gemischen der beiden Hefe-Peptidasen durchgefiihrt haben, 
einen Unterschied zwischen Hefe- und Darrn-Peptidase nicht aufzufinden 
vermochten. Es ist denkbar, da13 die beiden Enzj-m-Individuen der Hefe, 
zwischen denen die Funktionen des Darm-Erepsins aufgeteilt erscheinen, 
geinafl dein angefiihrten Schema sowohl untereinander wie auch vom Darm- 
Erepsin verschieden sind. Aber die experimentellen Befunde waren auch 
niit der Annahine vereinbar, daB in dem trypsin-freien Darni-Erepsin ein 
Gemisch aus zwei Komponenten von der Art der Hefe-Peptidasen enthalten 
ist, das - ahnlich wie das Gemisch der Hefe-Polypeptidase und der Hefe- 

2 2 )  Die geringfiigige Spaltung von d,b-l,eucin-amid, iil)er die ~ ~ a l d s c h m i d t - I , e i t z ,  
( ;ral . l inann und S c h a f f n e r  (a.  a. 0.) friiher llerichtet haben, brruht ohne Zwifel  
anf einer Verunreinigung der beniitzten Enzym-Muterialien durch geringe Beimengungen 
an Polypeptidase, die sich, wie inzwischen festgestellt worden ist, ans clen Dipeptitlase- 
1 ,oaungen .' . weit schmerer als die Protease x-ollst5indif rntfernen lassen. 

2:t) B . 6 0 ,  1.341 .1g?71. 
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Protease - bei der Adsorption an Tonerde nicht aufgeteilt wird. Zu dieser 
Frage scheint uns gegenwartig noch kein entscheidendes esperimentelles 
Material vorzutiegen. 

Beschreibung der Versuche. 
I .  Das  Enzym-Mater ia l .  

Die in dieser Arbeit benutzten Praparate der Hefe-Dipeptidase waren 
Enzym-Losungen, die nach dem Verfahren der 8. Abhandlung 24) von Protease 
rind Polypeptidase befreit worden waren. Durch sehr haufig wiederholte 
-idsorption an kleine Nengen von Tonerde C y ist es uns gelungen, die 
1,iisungen von jeder nachweisbaren Beimengung an Polppeptidase zu hefreien. 

Z u  den Versuchen mit Protease und Polypeptidase kamen ausschliefllich 
Trockenpraparate zur Anwendung, die von Dipeptidase befreit und ziemlich 
meitgehend gereinigt worden waren : 

Das Praparat war nach dem in 
der 10. Ibhandlung2j) heschriebenen Verfahren der -1utolyse bei alkalischer Reaktion 
in dipeptidase-freiem Zustande gewonnen und durch Saure-Fallung und 20-stdg. Dialyse 
xereinigt worden. Die E'iillung mit -4ceton erfolgte wie friilier bei etwa -100,  jedoch 
in erheblich gro0erer Verdiinnung. wohei zur Erzielnng einer zentrifugierharen ..lhschei- 
dung ein Zusatz von etwas Essigsaure erforderlich war. 

Phosphat, plL = 7 .0 ;  Vol. = L ccrn; t = l o o )  zn 624;; (Aciditats-Zuwachs 1.23 ccm ) i i s 0 -  

KOH). - 2.8 nig spalten unter den Bedingungen der Hefe-Trypsixi-Bestixnniung (plr = 

j.0, nil,,-Dinatriumcitrat; 4oo) 0.60 g Gelatine in 24  Stdn., etitsprechend einem .-\ciditats- 
Znwachs von o . y ~  ccm ~ L / ~ - K C ) H .  

P r o t e a s e -  u n d  P o l v p e p t i d a s e - P r a p a r a t  B :  Ilas Praparat xar  durch 1-malige 
Adsorption an 'I'onerde Cy und Elution mit Diammoniumphosphat bzn-. lmmnniak 
yon Dipeptidase praktisch frei erhalten und durch ;ibdiinsten hei Zixxirxier- Tetnperatur 
iixi F a  u s t - H eim schen Apparat in trockne Forni gebracht worden. 

0.8 mg spalten 49 mg d ,  I-Leucyl-glycyl-glycin in I Stde. zu 72 9 ,  IAciditats-Zu- 
wachs 1.44 ccni n/,,-KOH). - 1 mg spalten o.On g Gelatine in 14 S t d n ,  entsprechend 
eineni Aciditats-Zuwachs von 0.42 ccm n/5-KOH. - 8 mg ergehen unter den Bedin- 
gungen der Dipeptidase-Restimmung in 6 'is Stdn. einen Aciditats-%u~~~achs ron 0.06 ccni 
17 J5-KOH. 

P r o t e a s e -  und P o l ) - p e p t i d a s e - P r a p a r a t  A :  

0.4 mg des Praparates spalten 49 nig d ,  I-Leucyl-gl 1-glj-cin in I Stde. 

Pro tease-Pr i ipara t  C, po lypept idase- f re i :  Das Praparat war Zlinlich \vie -4 
gewonnen, jedoch durch Dialyse von 4-taigiger Ilaiier und diirch Aceton-Fallung hei 
Zimmer-Temperatur gereinigt. 

l .S  nig spalten 0.6 g Gelatine unter den iiblichen Bedingungen, entsprechend eineiu 
~~ciditats-Zuwachs von 0.  j n  (wiederholt 0.70; 10 Monate spater wiederholt 0.64) ccni 
1 1  ,5-KOH. - 4 mg spalten 49 mg d,Z-leucyl-glycyl-gnlycin a) in 1 2  Stdn., h i  in j4 Stdn., 
entsprechend einem ilcirlitats-Zuwachs von a) 0.00 (wiederholt -0.01 I ,  11) 0.02 ccni 
I I  f20-I<OH. 

2 .  Versuche  m i t  Pep t iden  
Fur die Versuche dieser Arheit stand uns unter anderein eine Anzaht 

\.on Peptid-Praparaten aus der Samnilung E. F ischers  zur Verfiigung, 
fiir deren iiberlassung wir Hrn. Dr. Hern iann  0. I,. F i sche r ,  Berlin, sowie 
auch Hrn. Prof. Dr. Waldschmidt -Lei tz  zu groflem Danke verpflichtet sind. 

24) Ztschr. physiol. Chem. 167, 188 [1927:, 11. zw. S. 198. 
2 3 )  Ztschr. physiol. Cheni. (im Drnck). 
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Praparat X 
(polypeptidase- 

haltig) Hydrolyse 

Tabelle 2.  

E i n w i r k u n g 1- on  p o 1 y p ep t i d a s e - ha 1 t ig e n u n d p o 1 y p ep t i d a s e - 
freien Praparaten der Hefe-Protease auf Peptide. 

(In der Titrationsprobe von 2 ccm sind enthalten: 1.2 mg Trockenpraparat -4 bzw. C 
(0.07 bzw. 0.10 Hefe-Trppsin-Einheiten enthaltend), 0.16 ccm m/,-Phosphat prl = 7.0;  

I Stdn. bei 40O.) 

Praparat C 
(polypeptidase- 
frei) Hydrolyse Substrat 

0.65 
1.28 

1.80 

0.00 

-0.01 

~~ ~ ~~~~ ~ ~~ ~~~~ 

Gly cyl-Z- tyrosin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
d ,  2-Alanyl-serin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Z-leucyl-d-glutamins~ure . . . . . . . . . . . .  
[d, 2-Phenyl-alanyl]-d-glutaminsaure . . 
rZ-Alanyl-~~-amino-n-butters~ure] .... 
GIycyl-'&-amho-capronsaure] . 
Gly cyl-Z-tyros yl-glycin . . . . . . . . . . . . . .  
Glyc yl-d-alanyl-gly cin . . . . . . . . . . . . . .  
d ,  I-Alanyl-glycyl-glycin . . 
I-Leucyl-glycyl-Z-leucin . . . . . .  

d,  I-9lanyl-diglycyl-glycin . . . . . . . . . . .  
Trig1 y cyl-gly cin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
I-Leucyl-diglycyl-glycin . . . . . . . . . . . . .  
2-Leucyl- triglycyl-2-leuc 
d,  I-Leucyl-heptaglycin 

Diglycyl-glycin .................... 

- 

__ 
- 

- 
._ 

mgew. 
Milli- 
mol. 26) 

0.10 

0.10 

0.10 

0.10 

0.10 

0. I 0  

0.015 
0.10 

0 . 1 0  

0.10 

0.10 

0.10 

0.10 

0.10 

0.05 
0.035 

:cm nIzo- 
KOH 

0.00 

-0.01 

-0.03 

-0.02 

-0.01 

-0.01 

-- 
0 . 7 2  
+ 28) 

1 .23 + 28) 
2.13 + 29) + 28) 
1.14 
0.13 

- 

- O I 0.00 

61 I - -- 
+ Z S )  -0.01 

I 06 0.00 + 29) 0.02 + 28) 0 .01 

114 0.01 
- I9 

Tabelle 3. 
Ei n w i r k 11 11 g v o n He f e - D i p e p t id as e a u f Yep t i d e.  

(0.10 Millimol Peptid; 0.2 Dipeptidase-Einheiten; Vol. = 2 ccm; pri = 7.8, eingestellt 
mit n/,,-r2mmoniumchlorid-Ammoniak-~~ischung. Spaltung gemessen in ccm n/,,-KOH ; 
der ;Ibspaltung einer Carboxylgruppe entspricht ein rlciditats-Zumachs von 2 .no ccni. 

Spaltung nach 

3 Stdn. I 2.1 Stdn. I I 

Substrat 
- 

I 
d,  Z-dlanyl-serin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
d-Alanyl-Z- tyrosin . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
I-Leuc yl-d-glut aminsawe . . . . . . . . . . . .  
tE, Z-.~lanyl-[p-amiiio-n-buttersaure' . . .  
Gly cyl-[E-amino-capronsaure] . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
d, 2-~~lanyl-diglycyl-glycin . . . . . . . . . . .  
Trigly cyl-gly cin 

26) Bei Racematen bezieht sich die Aliigabe auf die anwesencle Menge dcs spalt- 

27) Bezogen auf die Hydrolyse e i n e r  Peptid-Bindung pro Mol. 
vergl. 9. Abhandlung dieser Reihe, S. 212. 

29) rergl. 10. Ahhandlung dieser Reihe. 

baren Peptids der I-Reihe. 
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3.  Versuche m i t  Amino-saure-  und  Pept id-es te rn .  
a) Bes t and igke i t  von  Amino-saure-  u n d  Pep t id -e s t e rn  i n  waSr iger  

Losung. 
I n  waSrigen, insbesondere schwach alkalischen Losungen unterliegen 

die Ester der Amino-sauren und der Peptide zwei Arten von Umwandlungen: 
der Verseifung der Estergruppe und der Kondensation zwischen Ester- und 
Aminogruppe, die in erster Linie zum Ubergang in das Diketo-piperazin 
f ~ r t .  Die fur Peptid-ester mogliche dritte Reaktion, die Hydrolyse der 
Peptid-Bindung, kommt bei den Aciditats-Bedingungen und Reaktionszeiten 
unserer Versuche nicht wesentlich in Frage. 

Bei der Titration in alkoholischer Losung wird der Ubergang zum Diketo- 
piperazin nicht erfaot. Weder die freien Amino-saure- und Peptid-ester, noch 
die daraus gebildeten Peptid-anhydride verbrauchen in alkoholischer Liisung 
meSbare Mengen von Alkali. Um ein vollstandiges Bild von der Bestandig- 
keit der Amino-saure- und Peptid-ester zu gewinnen, ist es daher notwendig, 
die Bestimmung der durch Verseifung entstehenden freien Carboxylgruppen 
zu erganzen durch ein zweites Verfahren, das die verschwindenden basischen 
Gruppen erfaat. Fur diesen Zweck steht zunachst die gasometrische Methode 
von v a n  S lyke  zur Verfiigung. Da aber die Amino-saure-ester keine am- 
photeren Substanzen, sondern starke Basen sind, geniigt es in diesem Falle, 
den vorhandenen Amino-saure-ester, ahnlich wie etwa Ammoniak, durch 
Titration mit Saure in waSriger Losung unter Anwendung eines im schwach 
sauren Gebiet umschlagenden Indicators zu bestimmen. Fur den vorliegenden 
Zweck, wo es sich teilweise um die Verfolgung sehr rasch verlaufender 
Reaktionen handelte, war ein solches Verfahren vorzuziehen. Als Indicator 
diente mit Riicksicht auf die Anwesenheit von Phosphat B r o m-phenol-  
B lau.  Anwesende Amino-sauren storen die Titration nicht, Peptide nicht 
wesentlich, da sie keine in Betracht kommenden Mengen von Saure ver- 
brauchen, wenn man die Titration beim ersten erkennbaren Umschlag des 
Indicators beendet (vergl. dazu auch I,. J. Harris30)). 

-411.5 den Versuchen der Tabellen 4 und 5, in denen einerseits die ver- 
schwundene Ester-Xenge (Abnahme des Titers gegen Brom-phenol-Blau), 
andererseits der durch Titration in alkohol. Losung ermittelte Zuwachs 
freier Carboxylgruppen verzeichnet ist, geht hervor, daS sowohl der Gly - 
kokol l -a thyles te r  als auch der Glycyl-glycin-athylester in dem 
Bereich von etwa pH = 5 bis etwa pH = 6.4 praktisch bestandig ist. Mit 
steigender Hydroxyl-Ionen-Konzentration beobachtet man im Falle des 
Glykokoll-esters in zunehmendem MaSe das Verschwinden des basischen 
Esters, das unter den eingehaltenen Konzentrations-Bedingungen zum 
Teil auf Verseifung und zum Teil auf die Anhydrid-Bildung entfallt. 
Wesentlich anders ist das Verhalten des Dipeptid-esters. Die Zerstorung 
des Esters ist in auflerordentlich hohem MaSe von der Hydroxyl-Ionen- 
Konzentration abhangig: Wahrend man bei pH = 7 innerhalb einer Stunde 
IZ :(, der vorhandenen Ester-Menge umgesetzt findet, genugen bei pF = 9.4 
schon wenige Minuten, um mehr als die Hdfte  des anwesenden Dipeptid- 
esters in Reaktion zu bringen. Die Reaktion verlauft in scharfem Gegensatz 
zu den Verhaltnissen beim Glykokoll-ester praktisch ohne Bildung freier 
Carboxylgruppen, fiihrt also so gut wie ausschlieBlich zum Peptid-anhydrid. 
Die Bestandigkeit eines Tripeptid-esters, Leu  c yl-  g 1 y c yl-g 1 y c in-  e s t e r  , 
finden wir erheblich grofler: nach I Stde. waren bei ptl = 8.3 erst 4'{,, bei 

30) Proceed. Roy. SOC. London B 96, 500 [1gz31 
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I>,, -= 9.2 12 n , l  des Esters verschwunden, und zwar ausschliefllich unter 
Verseifung. 

'I'abelle 4. Uestar idigkei t  des  G lykoko l l - e s t e r s in  wal3riger J,iisung. 
(Die Titrationsprohe ~ o i i  j cciii enthielt 34.7 nix ~:1~kokoll-athylester-Chlorhydrat 
( = 0.25  Millimol) untl I ccni ',-Pliosphat-I'uffer. Bestitntnu~ig der rerscliw-undenen 
TCster-?ilenge durch Titration in w80riger Losung mit u/20-HCl (Indicator Broin-phenol- 
Blau) : Restiinmun:: drr gebildeten Carbosyle durch Titratioti in alkoholischer Liisung 

tilit n /*"-KOH (Indicator Thymol-phthalein).) 

p" . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Ester \-erscliwnnden 0;) . . . . . . .  
Carhosyl gebildet '!" . . 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Carbosyl gebildet ".;, . . . . . . . . .  

p,, . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Ester Terschwunden O,') . . . . . . .  
Carbosyl gehildet . . . . . . . . .  

p', . . . . . . . . . . . . . .  . .  
Ester verschwundcn . . . . . . .  
Carbosyl gehildet . . . . . . . . .  

PI( . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Ester verschwunden o;, . . . . . . .  
Carliosyl gebildet O O  . . . . . . . . .  

Reaktioiiszeit in Stdn. 

I 

5.3  
0 

0 

6.4 

6.9 

- 

5 
2 

8.0 
16 
7 

9 . 3  
41 
47 

Tabe l l e  j. V e r h a l t e n  von  G l y c y l - g l y c i n - e s t e r  i i iwaBriger  Li isung.  
(Die Titrntionsprobe Ton 5 ccm enthiilt 0. 2 j Millimol Ester-Chlorhydrat, mit Axnmoniak 
auf das gewiinschte pH gebracht neben I ccm m/,-Phosphat. Titration wie in 'I'abelle 4.'  

pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Ester wrschwunden 9; . . . . . . .  
Carbosyl gebildet '?A . . . . . . . . .  

pH . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Ester verschw-uiiden 0; . . . . . . .  
PI, . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Ester verschwunden 0,; . . . . . . .  
Carbosyl gebildet 06 . . . . . . . . .  

pkl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Ester Terschwunden 06 . . . . . . .  

Ester verschwuiiden . . . . .  
Carlioq-1 gebildet 9 ;  . . . .  

Reaktionszeit 

Min 

I 0  I 2 0  

Stdn 



b) S p a 1 t u n g s -V e r s u c h e. 
Hefe-Autolj-sate, sowie alle von uns gepruften Praparate der Hefe- 

Polypeptidase zeigen, wie aus den Beispielen der Tabelle 6 hervorgeht, eine 
recht deutliche, wenngleich nicht sehr erhebliche, verseifende Wirkung 
gegenuber Amino-saure-estern. Eine Wirkung auf M e t h y l b u t y r a t  oder 
auf Olivenol  konnte dagegen in einer Anzahl von Versuchen, fiir deren 
Durchfiihrung wir Hrn. Dr. E. Bamann  zu groBem Danke verpflichtet 
sind, unter mehrfach geanderten Redingungen niemals festgestellt werden. 

Wir helegen dies an einetii Versuclt init 3Iethylbutyrat : 
0,179 g M e t l i y l b u t y r a t .  G ing Trocketipraparat -1, 7 ccni ? I /  .,-Phosphat, =;.o 

im Ivoluinen you LO ccm. 

Reaktionszeit in Stdn. 4 2-l 
Spaltuiig (ccni TI , '~~- I (OH)  . . . . 0.01 0.01 0.03 

( T k r  vollstandigen Hydrolyse des angel\-apdten asters hatte eiri Zuwachs \-on S.S ccni 
Lauge entsprochen.) 

Die Wirkung auf Amino-saure-ester fehlt in den polypeptidase-freien 
Praparaten der Hefe-Dipeptidase und der Protease. Man wird unter diesen 
t-nistanden die Moglichkeit zu priifen haben, ob die Spaltung der ,%mino- 
saure-ester nicht von der Polypeptidase selbst katalysiert werden kann. 
Eine solche Annahme, die mit den im theoretischen Teil entwickelten Vor- 
stellungen iiber die Spezifitat des polypeptid-spaltenden Fernientes nicht 
vollig unvereinbar erscheint, entspricht einer Auffassung, die vor langerer 
Zeit durch 0. Warburg3I) in Bezug auf die Katur des Leucin-ester spaftenden 
Enzyns der Pankreasdriise 1-ertreten, in der spateren Literatur aber \-erlassen 

Tabel le  6. 
Z inwi rkung  von E n z y m - P r a p a r a t e n  aus  Hefe auf Amino-saure-  

es ter .  
(Die Titrationsprobe ron 1 ccxii enthalt 0.10 Millimol Ester; m/,,-Phosphat-Mischun::; 
400. Titration rnit ,~L/,,-KOH in afkoholischer Losung; Ion 7; Spaltung = 2.nn ccm Lauge.) 

I 
GTycin-ester 5 j 

6.4 
Alanin-ester 6 .4  

I-1,euciii-ester G.4 
6 4  

I 

j.2 

6.2 

6 j 
j.4 
6.2 

ISnzyxn 

Glycin-ester 

I-Leiicin-ester 

Gtycin-ester 
l-leucin-ester 

Praparat 
und 

Menge 

7.0 6.9 
6.9 6.9 
7.0 7.0 

6 . 4  6.4 
6.3 6.1 

~ 

Rolilosutig . . . . . . . . . . 
I'ol \-pepticlase . . . . . . . 

Iiotitrolle ohne ISiizgm 

I jipeptidase . . . . . . . . 
Koiitrolle ohne Enzyni 
1)ipeptidase . . . . . . . . 
Protease , . . . . . . . . . . 

0.8 cciii 

I . L " g  -1 
I ,  2 111:: '1 
1 .2mg- l  
- 

n.2 Einh 

0 .2  Einh 

1.2 ing C 
I .2 111:: C 

. -  

I 
lpaltung nach Stdn. - 
I 
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Enzym- 
Praparat 

Menge 
und Ester 

Reaktionszeit (Stdn.) 
Zuwachs 

ginn Be- l E n d e  an 

Glycyl-glycin-ester . . . . . . . . 

Glycyl-d, Z-alanin-ester . . . . . 

Glycyl-d, Z-leucin-ester . . . . . 

d,  2-Leucyl-glycin-ester . . . . . 

Diglpcpl-glycin-ester . . . . . . 

d, I-Lencyl-glyc 1.1-glycin-ester 

Glycyl-glycin-ester . . . . . . . . 6.4 
Leucyl-glycin-ester . . . . . . . . 6.4 
Glycyl-d, I-alanin-ester . . . . . 6.4 
Diglycpl-glych-ester . . . . . . 6.2 
d, I-Leucyl-glycyl-glycin-estel. 6.4 

1.7 mg B 

1.7 mg A 

1.7 mg A 

1.7 mg X 

1.2 mg -4 

1.2 mg A 

COOH - 0.01 

COOH 0.01 
COOH - 
COOH 0.02 

COOH - 10.06 

6.4 

6.4 

6.4 

6.4 

6.2 

6.4 

6.2 

6.2 

6.2 

- 

5.5 

6.1 

0.16 
- 
- 
- 
- 
- 

1.70 
1.80 

0.83 
I .06 

1.97 
2.16 

0.28 

0.22 

- 
- 
- 
- 
1.97 
1.76 

1.48 
1.62 

2.38 
- 

0.70 
0.58 

1.82 
I .06 

2.44 
1.12 

- 
- 
3.00 
2.84 

3.58 
- 

0.01 
- 
0.00 

0.02 
- 

1.64 
1.28 
- 
- 
- 
- 

- 
- 

3 . 7 0  
3.50 

4.85 
4.10 

0.01 
- 
0.03 

0.05 
- 

c )  Versuch  i n i t  D i p e p t i d a s e :  
d,Z-Leucyl-glycyl-glycin-ester 10.2 Einh. I 7.0 ~ 7.0 I COOH 10.01 ~ - ~ - 1 - 

3z) Lehrbuch d. physiol. Cheinie, j. Aufl., 11. Teil, S. 295 [19r3j. - E. A b d e r -  
l i a l d e n ,  H. S icke l  und H. U e d a ,  Fermentforsch. 7, 91 [1923;. 

33)  Ztschr. physiol. Chem. 138, 216 :19241, u. zw. S. 2 9 2 .  

3 % )  Ztschr. physiol. Chem. 74, 505 -19112. 

worden ist (vergl. dazu E. L4bderhalden32), R. W i l l s t a t t e r  und 
F. Memmen33)). 

I n  den Versuchen der Tabelle 7, die sich auf die enzymatische Angreif- 
barkeit der P e p  t i d - Bindung in Dipeptid- und Tripeptid-estern beziehen, 
wurde mit Rucksicht auf die Moglichkeit einer primaren Verseifung der 
Estergruppe die Hydrolyse sowohl durch Bestimmung des Carboxyl-Zu- 
wachses als auch durch Ermittlung der Aminogruppen nach v a n  S lyke  
verfolgt. Die Hydrolyse entfallt, wenigstens zu Beginn der Reaktion, fast 
ausschliefllich auf die Auflosung von Peptid-Bindungen. Die nach der Methode 
von v a n  S lyke  ermittelten Werte liegen zum Teil sogar deutlich hoher 
als die Carboxyl-Zahlen. Dies beruht auf einer Eigentiimlichkeit der Peptide 
mit endstandigem Glycylrest, die bei der van-Slyke-  Bestimmung durchwegs 
etwas zu hohe Werte liefern (vergl. dazu E. Abderha lden  und D. D. v a n  
S 1 y k e ”)). 

Tabel-le 7. 
E inwi rkung  von E n z y m - P r a p a r a t e n  a u s  Hefe  auf Pep t id -e s t e r .  

(Versuchsbedingungen wie Tabelle 6 ; m /,,-Phosphat. Die Ergehnisse der v a n  -S 1 y k e - 
Bestimmungen sind auf ccm n/,,-I,iisung umgerechnet. Der Auflosung einer Peptid- 

Bindung pro Mol entspricht ein Zuwaclis von 2.00 ccm.) 
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Glycin-amid, HC1 . . . . . . . . . . . . . . . . .  
d, Z-1,eucin-amid, HBr . . . . . . . . . . . . .  
Glykyl-d, Z-leucin-amid, HC1 . . . . . . . .  
Glycyl-decarbosy-leucin . . . . . . . . . . .  

Auch die Spaltung der Tripeptid-ester erfolgt, entsprechend den bei der 
Hydrolyse der Tripeptide selbst festgestellten Verhaltnissen, stets in der 
Weise, daS zunachst die am Amino-Ende stehende Amino-saure abgespalten 
wird. Dies ergibt sich mit Sicherheit daraus, daS die Hydrolyse zur Auf- 
losung der be iden  Peptid-Bindungen fuhrt. Denn etwa gebildetes freies 
Dipeptid wurde von dem angewandten dipeptidase-freien Material nicht 
weiter zerlegt werden. 

Zu den Versuchen der Tabelle 7 dienten die Losungen der krystallisierten Ester- 
Chlorhydrate, die durch Zusatz von NaOH auf das gewiinschte pr r  eingestellt waren. 
Nur im Palle des Leucyl-glycin-esters waren wir gezwungen, das Ester-Chlorhydrat. 
das durch 'wiederholtes Abdampfen im Vakuum vom Uberschul3 an Alkohol und HC1 
nach Moglichkeit befreit worden war, in sirupijser Form zu verwenden. 

1.2 mg C 
I .z mg C 
I .2  mg C 
I .2 mg C 

4. Versuche mi t  Amino-saure-  u n d  Pept id-amiden .  
Die gepruften einfachen und substituierten Amino-saure- und Peptid- 

amide enveisen sich ausnahmslos als Substrate der Polypeptidase. Von 
polypeptidase-freien Praparaten der Dipeptidase 35) und der Protease wird 
keines von ihnen gespalten. Die beim d,  1-Leucin-amid gefundene End- 
spaltung weist auf asyrnmetrischen Verlauf der Hydrolyse hin. Die Spaltung 
des GI ycyl-leucin-amids durch Hefe-Polypeptidase fiihrt gemail3 dem ge- 
fundenen Aciditats-Zuwachs, ahnlich wie im Falle der Ester, zur Hydrolyse 
der Peptid-Bindung und der Amid-Bindung. 

Tabel le  8. 
E inwi rkung  von E n z y m - P r a p a r a t e n  a u s  Hefe  auf Amino-saure-  

und  Pept id-amide .  
(Die Titrationsprobe von 2 ccm enthalt 0.10  Millimol optisch einheitliches bzw. 0.20 Milli- 
mol racemisches Peptid. ptI = 7.0, m/,,-Phosphat-Puffer. Der Abspaltung einer Carboxyl- 

gruppe entspricht ein Aciditats-Zuwachs ron 2.00 ccm n12,-KOH.) 
- .~ 

Enzym- Spaltung nach Stdn. I und Men@ 1 3 1 6 1 24 

Amid Praparat (ccm n12,-KOH) 

a) Versuche m i t  Polypept idase :  

Glycin-amid, HC1 . . . . . . . . . . . . . . . . .  
d, I-Leucin-amid, HBr . . . . . . . . . . . . .  
Glycyl-d, I-leucin-amid, HC1 . . . . . . . .  
Glycyl-decarboxy-leucin . . . . . . . . . . .  

Diglycyl-[p-amino-benzoesaure] . . . . .  

1.2 mg A 
1.2 mg A 
1.2 mg A 
1.2 mg A 
3.0 mg B 
0.6 mg A 

0.14 
1.22 

I 5 3  
0.18 

0.04 
0.11 

- 
1.59 
2.19 
- 
0.20 

0.18 

b) Versuche  m i t  po lypept idase- f re ie r  Hefe-Pro tease :  

0.02 

-0.02 

0.04 

0.00 

0 . 0 2  

-0.01 
- 
0.00 

0.22 

2.02 

3.05 

0.28 

0.30 

- 

0.02 

0.00 

0.08 

0.02 

c) Dipept idase :  

Glycyl-leuciu-amid, HCl . . . . . . . . . . .  I 0.2 Einh. I 0.00 I 0.00 ! - 
36) vergl. E.  W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  W. G r a n m a n n  und 3. Schaffner ,  a. a. 0. 
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5. Yerl ia l ten der  Hefe-Dipept idase  gegeniiber acy l i e r t en  Pep t iden .  
(Nach Versuchen niit E. Waldschmid t -Le i t z  und W. Klein.) 

Trotz der Anwendung grol3er Enzyni-Mengen und langer Spaltungs- 
zeiten ergab sich bei keineiii der neugepriiften Substrate ein sicher auklerhalb, 
der Fehlergrenze gelegener Aciditats-Zuwachs. Dagegen ist die friiher mit- 
geteilte 35) Beobachtung zu bestatigen, wonach Acetyl-[phenyl-alanyll-alanin 
von Hefe-Dipeptidase-Priiparaten, wenngleich sehr langsani, hydrolysiert wird. 

Tabel le  9. 
E inwi rkung  der  Hefe -Dipep t idase  auf acy l i e r t e  Pept ide .  

(Die 'Jitrationsprobe Ton 10 ccin enthalt I l>ip.-Einh.; plr = 7.8; 18 Stdn. bei p o i  
Titration niit t t  leo-KOH. j 

Substrat 

I 
Benzoyl-glyc yl-glycin . . . . . . . . . . . . . . . . .  
(:lycyl-glycin-carboiisa~ire . . . . . . . . . . . . .  

~aphthalinsulfonyl-filgcyl-tyrosin . . . . . .  

Benzoyl-diglvcyl-glvciii . . . . . . . . . . . . . . .  

Carbathoxyl-glycJ-I-d, I-leucin . . . . . . . . . .  

Xcetyl-[phenpl-alanpl--alanin . . . . . . . . . .  

0.128 

O . T O 3 0  

0.0901 

0.1290 
0.0839 

0.147 

0.00 

0.10 

0.09 
0.04 
0.23 
0.00 

0 

,. 
3 
3 
6 

l o  
Der N o t  ge mei n s c h a f t d e r D eu t s c he  n Wi s s e ns  c h a f t danken wir 

ergebenst fur die Forderung unserer -4rbeit durch die zur Verfiigung ge- 
stellten Mittel. 

105. H. G a l l  und G. L e h m a n n :  
nber Oxydation von Alkalicyaniden durch Permanganat. 

[Aus d. Anorgan. Laborat. d .  Techn. Hochschule Miinchen.] 
(Eingegangen am 13. Juli 1927.) 

Nachdem Baudr imon t l )  hei der O s y d a t i o n  von Cyaniden  d o r c h  
P e r m a n g a n a t  sowohl in alkalischem wie saureni Medium eine game Reihe 
von Reaktionsprodukten beobachtet hatte, war es Vol h a r d2) gelungen, 
indirekt Ka l iumcyana t  als Hauptprodukt der Keaktion festzustellen, 
in dem das interniediar entstehende Cyanat durch Ammoniumsulfat in 
Harnstoff iibergefiihrt und in dieser Form isoliert wurde. - h f  diesem Wege 
lassen sich 68 "/o des angewandten Cyanids als Harnstoff gen.innen. Messungen 
des Permanganat -Verbrauchs bei dieser Osydation des Cyanids sind aus 
den Angaben Vol h a r d s  nicht z u  ersehen, weshalb wir zunachst anniihernd 
den Verbrauch an Permanganat bei der Osydation des Cyanids festgestellt 
haben. In  stark alkalischeni Medium entspricht der Permanganat -Verhr:Luch, 
bezogen auf die angewandte ALerige Cyanid, ungefahr 3 Xquivalenten Sauer- 
stoff. Die Osydation erfordert jedoch mehrere Stunden mid ist mit umt'ang- 
reichen Nebenreaktionen verkniipft, so da13 diese direkte Orydntion in 
analytischer Hinsicht volllioninien ausscheidet. 11.k \-ei-.;uchten deshalb, 

1) B a u d r i m o n t ,  Compt. rentl. Acad. Sciences 89, 1II.j. 

z, Volhard ,  A. 2.59, 377. 




