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Tabelle 5.
(40 ccm des Reaktionsgemisches zu a) + 5.4 ccm polypeptidase- und trypsin-freie Losung
von Hefe-Erepsin (enthaltend 3.86 Hefe-Er.-E.) + 10 ccm Phosphat-Citrat-Puffer von
Pu=7-9 + 0.35 ccm n-NaOH; p,; = 8.0; 30°; Angaben beziehen sich auf die zur Analyse
entnommienen Proben von 5.0 ccm.)

o/
Zeit mg N NH,-N Zuwachs Spaltung (%), bezog.’ aut

in Min, beob. mg mg Gesamt- fre1e.s
Peptid Peptid

[ 6.16 3.08 —- — -

57 794 397 0.89 19.5 28.9
8o 8.40 1.20 1.12 24.6 36.4
106 8.50 4.25 I1.17 25.7 38.0
131 8.50 4.25 1.17 25.7 38.0

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel.

104. Woligang GraBmann und Hanns Dyckerhoif:
Uber die Spezifitit der Hefe-Peptidasen. (11. Abhandlung iiber
Pflanzen - Proteasen in der von R. Willstatter und Mitarbeitern

begonnenen Untersuchungsreihe).

TAus d. Chem. Laborat. d. Bayer. Akademie d. Wissenschaften in Miinchen.
(Eingegangen am 15. Februar 1928.)

Theoretischer Teil.

Die proteolytischen Wirkungen der Hefe und ihrer Ausziige werden
in einer wichtigen Untersuchung von K. G. Dernby?l) zuriickgefiihrt auf
ein System aus drei Einzelkomponenten, ndmlich: 1) dem ,,Hefe-Pepsin®,
das bei schwach saurer Reaktion (Optimum p; = 4.5) Eiweillstoffe bis zur
Pepton-Stufe, aber nicht dariiber hinaus, hydrolysieren soll; 2) dem ,,Hefe-
Trypsin®, das die Spaltung von Proteinen bei neutraler Reaktion (Optimum
Py = 7) vollzieht, und 3) dem , Hefe-Erepsin®, dessen spezifische Wirkungs-
weise und py-Abhingigkeit der des Darm-Erepsins entsprechen soll.

K.G.Dernby hat natiirlich keines der Einzel-Enzymein proteolytischein-
heitlichem Zustande untersuchen kénnen. Seine Ansichten ergeben sich vielmehr
lediglich aus Beobachtungen {iber die py-Abhingigkeit der tryptischen und der
ereptischen Wirkung, die an rohen Pridparaten des Proteasen-Gemisches
gewonnen waren. In einer Untersuchung von R. Willstidtterund W. Grass-
mann? ist es zum ersten Male gelungen, die dipeptid-spaltende Komponente
(,,Hefe-Erepsin“) von der eiweil3-spaltenden, die im Folgenden kurz als
. Hefe-Protease’ bezeichnet werden soll, abzutrennen. Hinsichtlich des
Hefe-Erepsins stehen die Beobachtungen Willstédtters mit den Annahmen
Dernbys in Ubereinstimmung. Dagegen wird die Protein-Spaltung auf

1) Biochem. Ztschr. 81, 107 [1917].
2) Ztschr. physiol. Chem. 133, 250 [1926].
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—

die Wirkung eines einzigen Enzyms zuriickgefiihrt, das, abweichend
sowohl vom Pepsin wie vom tierischen Trypsin, Eiweillkorper und Peptone
bei schwach saurer Reaktion (Optimum bei etwa p,; = 5) angreift und am
ehesten mit gewissen pflanzlichen Tryptasen, z. B. dem aktivierten Papain
oder auch mit der Protease der Milz (S. G. Hedin?®), E. Waldschmidt-
Leitz und W. Deutsch?)), verglichen werden kann. Die Existenz eines
dritten proteolytischen Enzyms, des ,Hefe-Trypsins® von Dernby,
fanden Willstitter und Grassmann nitht bestitigt; sie schien in den
Untersuchungen Dernbys durch das Zusammenwirken der beiden anderen
Komponenten in den rohen Enzym-Ldsungen vorgetduscht zu sein.

Aber auch in Bezug auf die dipeptid-spaltende Komponente, das Hefe-
Erepsin, war in der Folge die Auffassung Dernbys einer Revision zu
unterziehen. Die Spezifitit dieses Enzyms stimmt ndmlich durchaus nicht
mit derjenigen des Darm-Erepsins iiberein. Erste Befunde in dieser Richtung
haben sich in einer Untersuchung von E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaff-
ner und W. Grassmann?) ergeben: Es zeigte sich, dal beim fraktionierten
enzymatischen Abbau von Eiweilkérpern 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-sduren spaltbar fiir Darm-Erepsin, aber nicht fiir das
ereptische Enzym der Hefe (Waldschmidt-Leitz, Grassmann und
Schiffner®)). Ein grundlegender Unterschied zwischen den beiden Pepti-
dasen ist wenig spiter von dem einen von uns?) aufgefunden worden: Der
Spezifitits-Bereich des ereptischen Hefe-Enzyms ist, in scharfem
Gegensatz zu. demjenigen des Darm-Erepsins, auf die Spaltung von Di-
peptiden beschriankt; eine Anzahl untersuchter Tri- und Tetrapeptide
hat sich ausnahmslos als resistent gegeniiber dem Enzym erwiesen. Das
Spaltungsvermégen der Hefe-Autolysate fiir die Tri- und Tetrapeptide
findet sich dagegen bei dem angewandten adsorptiven Trennungsverfahren
in dem leichter adsorbierbaren und in die Elutionen iibergehenden Anteil
des Enzym-Materials, der — vollig wirkungslos gegen alle untersuchten
Dipeptide — die auf natiirliche Proteine einwirkende Komponente, die
eigentliche Protease der Hefe, enthilt. Die in mehreren Enzym-Priaparaten
festgestellte annihernde Konstanz des Verhiltnisses zwischen Protease- und
Polypeptidase-Wirkung lieB es zunichst wahrscheinlich erscheinen, dal
die Wirkungen gegen beide Klassen von Substraten auf ein einziges Enzym-
Individuum zuriickzufiihren 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 haben?), im Ver-
hiltnis der proteolytischen und der Polypeptidase-Wirkuing erhebliche Ver-
schiebungen angetroffen werden, ,,die mit der Annahme einer Identitit

3) Ztschr. physiol. Chem. 32, 341, 531 [1go1]; Journ. Physiol. 80, 155 [1904];
Biochem. Journ. 2, 112 [1906/07]; Journ. biol. Chem. 54, 117 [1922].

4) Ztschr. physiol. Chem. 167, 285 [1927].

8) Ztschr. physiol. Chem. 156, 68 [1926].

%) B. 60, 359 [1927]. %) Ztschr. physiol. Chem. 167, 202 [1927].

8) W. GraBmann, a. a. O., S. 206. #) Ztschr. physiol. Chem. (im Druck).

Berichte d. D. Chem, Gesellschaft. Tahrg, LXI. 44
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der tryptischen und der polypeptid-spaltenden Komponente nicht ohne
besondere Hilfsannahmen zu vereinigen sind'’. Neuere Ergebnisse machen
es uns iiberzeugend, dafl man die Wirkung auf die beiden Klassen von Sub-
straten scharf zu unterscheiden hat. Vor kurzem?') ist iiber ein Verfahren
zur Gewinnung dipeptidase-freier und ziemlich weitgehend gereinigter Trocken-
priparate der Protease und der Polypeptidase berichtet worden, dessen
wesentliche Schritte in der kurzen Autolyse der Hefe bei alkalischer Reaktion,
der Abscheidung des Enzyms durch Adsorption an sdure-fillbare Protein-
Bestandteile des Hefe-Auszuges, kurzer und energischer Selbstverdauung
unter Dialyse und Fillung mit Aceton bestehen. Geringfiigige und in ihrer
Bedeutung noch nicht vollig geklirte Abweichungen von dem erprobten
Arbeitsverfahren, z. B. lingere Dauer der Dialyse und energischere FEin-
wirkung des Acetons, fithren nicht selten zu Préparaten, die bei normalem
tryptischem Ieistungsvermégen in ihrer Polypeptidase-Wirksamkeit stark
geschidigt erscheinen. Unter zahlreichen Trockenprdparaten der beschriebe-
nen Art fand sich — in einer fiir die Durchfithrung der unten angefithrten
Versuche mehr als ausreichenden Menge — eines, in dem wir auch bei langer
Versuchszeit und mit grolen Enzyvin-Mengen keine Polypeptidase mehr
nachzuweisen vermdogen.

So spalten 0.4 mg eines normalen, gut gelungenen Polypeptidase-Trockenpriparates
19 mg Leucyl-glyceyl-glycin in 1 Stde. zu 629, von dem erwadhnten polypeptidase-
freien Priparat dagegen bewirkten 4 mg in 54 Stdn. unter denselben Bedingungen keine
sicher mefBbare Hydrolyse. Dabei war die proteolytische Wirksamkeit des zweiten
Priparates eher ein wenig hoéher: 2.8 mg ergaben nidmlich unter den Bedingungen der
Hefe-Trypsin-Bestimmung einen Aciditdts-Zuwachs von 0.64 ccm n /5—KOH im TFalle
des zweiten, von o.50 ccm im Falle des ersten Priparates.

Dieser Befund, der durch die Ausarbeitung sicher reproduzierbarer
Verfahren zur Gewinnung polypeptidase-freier Protease-Priparate und um-
gekehrt durch Versuche zur Darstellung der protease-freien Hefe-Poly-
peptidase noch zu erginzen 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 gegenwirtig nicht mit Sicherheit bekannt. Die
Priparate der Hefe-Protease sind, ebenso wie diejenigen des Papains, un-
wirksam gegen acylierte Dipeptide vom Typus des Naphthalinsulfonyl-
glycyl-tyrosins!t), die nach den letzten Befunden von Waldschmidt-
Teitz und Mitarbeitern!?) zu den Substraten des Pankreas-Trypsins zu zdhlen
sind. Die Wirkungen polypeptidase-haltiger Praparate der Hefe-Protease
gegeniiber einer Reihe untersuchter Tri- bis Oktapeptide sind ausschlieBlich
auf ihren Gehalt an Polypeptidase, nicht auf die Protease, zuriickzufiihren.
Dasselbe gilt hinsichtlich der Spaltung der untersuchten Peptid- und Amino-
siure-Derivate. FEs erscheint uns nicht sehr wahrscheinlich, daBl die Ab-
grenzung zwischen -den Spezifitits-Bereichen der Hefe-Polypeptidase und
der Protease durch eine bestimmte Anzahl der Amino-siure-Bausteine
gegeben sein wird; eher wird man Beziehungen zu bestimmten Amino-sidure-
Typen, etwa zu den Dicarbonsiduren oder den Diamino-siuren, vermuten
konnen, deren Polypeptide hinsichtlich ihrer enzymatischen Angreifbarkeit
noch nicht ausreichend untersucht worden sind.

1) W. GraBmann und H. Dyckerhoff, a. a. O.
1) W. GraBmann und H. Dyckerlioff, a. a. O.
12) 1. 61, 209 [1928].
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Hinsichtlich der Abgrenzung des Spezifitits-Bereiches zwischen Di-
peptidase und Polypeptidase hat sich ein spezifischer EinfluBl bestimmter
Amino-siure-Bausteine bisher mnicht auffinden lassen. Neue Versuche, iiber
deren qualitatives Ergebnis die Tabelle 1 berichtet, bestitigen und erweitern
die bisherigen Erfahrungen an einigen Beispielen, die neben héheren Poly-
peptiden einige Dipeptide des Serins, Tyrosins und der Glutamin-
sdure betreffen. In allen Fillen erweisen sich die Dipeptide ausschlieBlich
als Substrate der Dipeptidase, wihrend héhere Peptide ausnahmslos von
der Polypeptidase gespalten werden.

Trotzdem 148t sich leicht der Nachweis fithren, dal nicht eigentlich
die Anzahl der Amino-siure-Bausteine, die ,,GroBe” des Peptid-Molekiils,
Hir die spezifische Angreifbarkeit einer bestimmten Peptid-Bindung durch Di-
peptidase oder Polypeptidase malgebend ist. H. v. Fiuler und K. Joseph-
son!? haben als erste eine Hypothese ausgesprochen, wonach der Angriff
der Peptidasen voni Typus des Darm-Erepsins durch die primére Anlagerung
des Enzyms an die freie Aminogruppe des Substrates zustande kommen soll.
Eine Anzahl scheinbar entgegenstehender Befunde der Literatur, auf die
Waldschmidt-I.eitz und Mitarbeiter!) hingewiesen haben, ist inzwischen,
wie aus einer gleichzeitig erscheinenden Mitteilung von E. Waldschmidt-
TLeitz und W. Klein'®) hervorgeht, in anderem Sinne aufgeklirt worden.
Der Ubertragung einer solchen Auffassung auf den Fall der Hefe-Peptidase
steht ein Befund von Waldschmidt-I,eitz, Grassmann und Schiffner
(a. a. O.) entgegen, wonach Acetyl-[phenyl-alanyl]-alanin durch Hefe-Di-
peptidase zwar langsam, aber deutlich zerlegt wird. Dieser Befund ist ver-
einzelt geblieben. In einer gemeinsam mit E. Waldschmidt-Teitz und
W. Klein durchgefiihrten Versuchsserie ist gegeniiber einer grofleren Anzahl
anders acylierter Dipeptide keine sicher nachweisbare Wirkung der Hefe-
Dipeptidase gefunden worden.

Tabelle 1.
Spezifitit der Hefe-Peptidasen.
(Angaben bedeuten: -+ == positive Hydrolyse, — = keine nachweisbare Hydrolyse,

o =mnicht untersucht.)

Di- Poly-
peptidase peptidase Protease
a) Dipeptide:

Glyeylglyein ... i L 16) —-16) — 16
Glyeylleuein ............ ... .. ......... - 16) —18) —1s)
Alanyl-glyein ... . ... oo -+ 16) —-16) —16)
Leucyl-glyein ... .. ... .. .. ...l L 16y — 15 —18)
Glycyl-tyrosin ........ ... ... ..o o —
Alanyl-tyrosin ......... ... oL + o o
Alanyl-serin ........... ... . oL - —
l-Leucyl-d-glutaminsdure ................. + — —
Alanyl-[%-amino-buttersdure. ........... .. — — —
Glyevl-‘e-amino-capronsaure: ............. —- — ! —

1) Ztschr. physiol. Chem. 157, 122 719206, 162, 85 [1926], 166, 204 [1927]; B. 60,
1341 (1927 ) B 69, 359 (1927 - 1% B. 61, 640 [1928].
16} vergl. W. GraBmann, Ztschr. physiol. Chem. 167, 202 [1927], u.zw. 8. 210
und 212,
44%*
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Tabelle 1 (Fortsetzung).

Di-
peptidase

Poly-
peptidase

Protease

b) Tripeptide:
Diglyeyl-glyein ...
d,l-Alanyl-glyceyl-glycin ..................
d,l-Lencyl-glycyl-glycin ..................
Diglycyl-l-leucin ........ ..ol
Glycyl-d,l-lencyl-glycin ..................
l-Leucyl-glycyl-l-leucin ...................
Glycyl-d-alanyl-glycin ....................
Glycyl-tyrosyl-glycin .............. e

¢) hohere Polypeptide:
Triglyeyl-glycin . ......... ... o ot
d,l-Alanyl-diglycyl-glycin . ................
I-Leucyl-diglycyl-glycin ............... e
l-Leucyl-triglycyl-l-leacin .................
Leucyl-heptaglycin ............ ... .......

d) Peptid-ester (Peptid-Bindung):
Glycyl-glycin-ester ......................

Leucyl-glycin-ester ......................
Glycyl-d,l-leucin-ester .. .......... .. ... ..
Glycyl-d,l-alanin-ester ...................
Leucyl-glycyl-glycin-ester ................
Diglycyl-glycin-ester .....................

e) Peptid- und Amino-sdure-amide:
Glycyl-leucin-amid ......................
decarboxylierte Dipeptide, z. B. Glycyl-de-

carboxy-leucin ............. ... ... ..
Glycin-amid ........... ... ... .00 AP
d,l-Leucin-amid ....... ... .. ... oLl

f) acylierte Peptide:

Benzoyl-glyeyl-glyein ........ .. ... L -

Glycyl-glycin-carbonsdure ................
Carbdthoxy-glycyl-d,l-leucin ..............
Acetyl-[phenyl-alanyl]-alanin .............
Naphthalinsulfonyl-glycyl-I-tyrosin ........
Benzoyl-diglycyl-glyvein ..................

O 0 0 0 O

____16)

<

nicht unter-
suchbar

S

[ = =
o @» o

-

t++++ ottt ttt+

A+ o+

4+ o+

Fiir den Angriff der Hefe-Dipeptidase ist aber, anders als i Falle des
Darm-Erepsins, auch die gleichzeitige Nachbarschait einer freien Carboxyl-
gruppe in der fiir die normalen Dipeptide charakteristischen Position zur
Peptid-Bindung Voraussetzung. Es sind vier Klassen von Peptid-Derivaten,
an denen dies anschaulich gemacht werden kann: die Ester der Dipeptide,
die Amide der Dipeptide, zu denen auch die Tripeptide und die hdheren

1) vergl. W. Graflmann und H. Dyckerhoff, Ztschr. physiol. Chem. (im Druck).
18) vergl. I Waldschmidt-T,eitz, W. GraBmann und A.Schiffuer, B. 60,

359 [1927..

¥y vergl. W. Graflmann und H. Dyckerhoff, a. a. O.



(1928)] Spezifitit der Hefe- Peptidasen. 661

Polypeptide zu zdhlen sind, die decarboxylierten Dipeptide, aus
denen durch Entalkylierung die gewdhnlichen Amino-sdure-amide hervor-
gehen, und schlieBlich die Dipeptide vom Typus der Glycyl-[f-amino-
buttersdurel, in denen die Carboxylgruppe zwar erhalten, aber hinsichtlich
ihrer Stellung zur Peptid-Bindung verdndert ist. Die bisher von uns gepriiften
Dipeptid-ester finden wir beim Wirkungs-Optimum der Dipeptidase so wenig
bestindig, daBl sie fiir die Untersuchung ausscheiden. Dagegen erweisen
sich die untersuchten Vertreter der drei anderen Klassen gegeniiber der
proteolytisch einheitlichen Hefe-Dipeptidase ausnabmslos als resistent,
withrend vom Darm-Erepsin sowohl die decarboxylierten als auch die ami-
dierten Dipeptide (einschlieBlich der hdheren Polypeptide) rasch zerlegt
werden.

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

Bei der Untersuchung der Angriffsweise der Hefe-Polypeptidase ist
bisher niemals, weder in den dlteren Untersuchungen von E. Abderhalden
und Mitarbeitern?®), noch in unseren eigenen, der Fall beschrieben worden,
daBl der Angriff des Enzyms auf ein Polypeptid an der dem Carboxyl-
Ende benachbarten Peptid-Bindung eingesetzt hitte. Es konnte also er-
wartet werden, daBl die Anwesenheit einer freien Carboxylgruppe fiir den
Angriff des Enzyms nicht- erforderlich sein wiirde. In der Tat haben schon
H. v. Euler und K. Josephson (a. a. O.) gezeigt, dal rohe Hefe-Ausziige
— also Mischungen der beiden Hefe-Peptidasen — den Athylester des Tri-
glycyl-glycins, die ,,Biuretbase von Curtius, zu spalten vermogen.
Dieser Befund ist indessen aus dem Grunde nicht iiberzeugend, weil alle
Priaparate der Hefe-Polypeptidase, die wir bisher untersuchen konnten,
auch gegeniiber einfachen Amino-siure-estern — nicht dagegen gegeniiber
niederen Fettsiure-estern oder Fetten — ein recht deutliches Spaltungs-
vermogen aufweisen. Die Angabe von Euler und Josephson?) ist indessen
zu bestitigen. Durch vergleichende Bestimmung des Zuwachses an Carboxyl-
und an Aminogruppen 148t sich leicht zeigen, daB} die Hydrolyse von Tri-
peptid-estern so gut wie ausschlieBlich an der Peptid-Bindung erfolgt, und
daB erst zu Ende der Reaktion die Verseifung der Estergruppe einen be-
trichtlicheren Umfang annimmt.

Die Bedeutung, die der freien Carboxylgruppe fiir den enzymatischen
Angriff zukommt, ist indessen mit dieser Feststellung nicht erschopft. Uber-
raschenderweise findet man nimlich auch die Ester der Dipeptide spaltbar
fiir die Hefe-Polypeptidase. Die Hydrolyse dieser Substrate erfolgt nicht
langsamer als diejenige dhnlich gebauter Tripeptide und betrifft vorwiegend
— zu Beginn der Reaktion so gut wie ausschlieflich — die Peptid-Bindung.

20y Ztschr. physiol. Chem. 54, 363 [1907/08], 55, 416 [1908], 57, 342 [1908], 62,
145 [1909., 66, 277 [ro10], 81, 1 [1012]. ) B. 60, 1341 [1927].



662 Grafmann, Dyckerhoff: Uber die Jahrg. 61

Dasselbe gilt von den Dipeptid-amiden, die durch unsere Polypeptidase-
Praparate aulerordentlich rasch und, wie sich leicht zeigen 148t, gleichfalls
primdr an der Peptid-Bindung, gespalten werden, wihrend sie gegeniiber
der Dipeptidase resistent sind.

Es gibt also drei, die Carboxylgruppe betreffende Verdnderun-
gen eines Dipeptid-Molekiils, die das Dipeptid aus einem Substrat
der Dipeptidase in ein solches der Polypeptidase umwandeln: die
Veresterung, die Amidierung und die Verlingerung der Peptid-
Kette an der Carboxylgruppe, d. h. die Uberfithrung in das Tripeptid.
Diese I'eststellung macht uns den Satz iiberzeugend: Die Nachbarstellung
einer freien Carboxylgruppe zur Peptid- Bmdung verhindert
den Angriff der Polypeptidase.

Diese Auffassung wird weiter gestiitzt durch den Befund, dafl auch
die decarboxylierten Dipeptide und die noch um einen Alkylrest drmeren
einfachen Amino-siure-amide von allen unseren Polypeptidase-Priparaten
— mnicht dagegen von der Hefe-Dipeptidase?) und der polypeptidase-freien
Hefe-Protease — zum 'Teil mit sehr betrichtlicher Geschwindigkeit an-
gegriffen werden. Iis scheint also, als ob Glycin-amid und Leucin-amid
als die einfachsten Substrate der Hefe-, Polypeptidase'’ zu betrachten seien.

Die iiber die Spezifitit der beiden Hefe-Peptidasen bisher vorliegenden
Befunde lassen sich, wie es scheint, in das folgende einfache Schema ein-
ordnen, dem man versuchsweise auch die Spezifitits-Befunde am Darm-
Erepsin angliedern kann:

Nachbarstellung einer freien

NH,-Gruppe COOH-Gruppe
Hefe-Dipeptidase ...... notig notig
Hefe-Polypeptidase ... .. nétig hindert
Darm-Erepsin .. ....... nétig entbehrlich und gleichgiiltig

Unsere Untersuchung hat zu dem FErgebnis geftihrt, daB eine Reihe
derjenigen Wirkungen des Darm-Erepsins, die bei der Hefe-Dipeptidase
vermiflt werden, so die Spaltung der Polypeptide und ihrer Ester, der de-
carboxylierten Peptide und der Amino-siure- und Peptid-amide, im Ifalle
der Hefe-Enzyme von der Polypeptidase iibernommen werden. Damit
erklirt es sich zwanglos, daBl H. v. Euler und K. Josephson?), die ihre
Versuche mit Gemischen der beiden Hefe-Peptidasen durchgefiihrt haben,
einen Unterschied zwischen Hefe- und Darm-Peptidase nicht aufzufinden
vermochten. Es ist denkbar, da3 die beiden Fnzym-Individuen der Hefe,
zwischen denen die Funktionen des Darm-Erepsins aufgeteilt erscheinen,
gemill dem angefiihrten Schema sowohl untereinander wie auch vom Darm-
Frepsin verschieden sind. Aber die experimentellen Befunde wiren auch
mit der Annahme vereinbar, dal in dem trypsin-freien Darm-FErepsin ein
Gemisch aus zwei Komponenten von der Art der Hefe-Peptidasen enthalten
ist, das — dhnlich wie das Gemisch der Hefe-Polypeptidase und der Hefe-

22y Die geringfiigige Spaltung von d,l-Leucin-amid, {iber die Waldschmidt-T.eitz,
GraBmann und Schiffner (a. a. O.) frither berichtet haben, beruht ohme Zweifel
auf einer Verunreinigung der beniitzten Enzym-Materialien durch geringe Beimengungen
an Polypeptidase, die sich, wie inzwischen festgestellt worden ist, ans den Dipeptidase-
T.bsungen weit schwerer als die Protease vollstindig entfernen lassen.

3y B.6, 1341 19271
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Protease — bei der Adsorption an Tonerde nicht aufgeteilt wird. Zu dieser
TFrage scheint uns gegenwirtig noch kein entscheidendes experimentelles
Aaterial vorzuliegen.

Beschreibung der Versuche.
1. Das Enzym-Material.

Die in dieser Arbeit benutzten Prdparate der Hefe-Dipeptidase waren
Enzym-Lésungen, die nach dem Verfahren der 8. Abhandlung %) von Protease
und Polypeptidase befreit worden waren. Durch sehr hiufig wiederholte
Adsorption an kleine Mengen von Tonerde Cvy ist es uns gelungen, die
Losungen von jeder nachweisbaren Beimengung an Polypeptidase zu befreien.

Zu den Versuchen mit Protease und Polypeptidase kamen ausschlieBlich
Trockenpriparate zur Anwendung, die von Dipeptidase befreit und ziemlich
weitgehend gereinigt worden waren:

Protease- und Polypeptidase-Priaparat A: Das Prdparat war nach dem in
der 10. Abhandlung?’) bheschriebenen Verfahren der Autolyse bei alkalischer Reaktion
in dipeptidase-freiem Zustande gewonnen und durch Sdure-Fillung und zo-stdg. Dialyse
gereinigt worden. Die Fillung mit Aceton erfolgte wie friilier bei etwa —10° jedoch
in erheblich gréferer Verdiinnung, wobei zur Erzielung einer zentrifugierbaren Abschei-
dung ein Zusatz von etwas Essigsdure erforderlich war.

0.4 mg des Pridparates spalten j9 mg d,l-Leucyl-glveyl-glycin in 1 Stde. (m/;,-
Phosphat, py =7.0; Vol. =2 com; t=40% zu 629;; (Aciditits-Zuwachs 1.23 cem n/yo-
KOH). — 2.8 mg spalten unter den Bedingungen der Hefe-Trypsin-Bestimmung (p; =
5.0, m/g,-Dinatriumecitrat; yo% o0.60 g Gelatine in 24 Stdn., entsprechend einem Aciditéts-
Zuwachs von 0.50 cem nj;-KOH.

Protease- und Polypeptidase-Prdparat B: Das Priparat war durch 2-malige
Adsorption an Tonerde Cy und Elution mit Diammoniumphosphat bzw. Ammoniak
von Dipeptidase praktisch frei erhalten und durch Abdunsten bei Zimmer-Temperatur
im Faust-Heimschen Apparat in trockne Form gebracht worden.

0.8 mg spalten 49 mg d,l-Leucyl-glycyl-glycin in 1 Stde. zu 729, (Aciditdts-Zu-
wachs 1.44 cemi n/y,,-KOH). — 4 mg spalten 0.60 g Gelatine in 24 Stdn., entsprechend
einem Aciditdts-Zuwachs von o.42 ccmm n/,-KOH. — 8 mg ergeben unter den Bedin-
gungen der Dipeptidase-Bestimmung in 6!/, Stdn. einen Aciditits-Zuwachs von 0.06 ccm
n’s-KOH.

Protease-Pridparat C, polypeptidase-frei: Das Priparat war dhnlich wie A
gewonnen, jedoch durch Dialyse von 4-tdgiger Dauer und durch Aceton-Fillung bei
Zimmer- Temperatur gereinigt.

2.8 mg spalten 0.6 g Gelatine unter den iiblichen Bedingungen, entsprechend einem
Aciditdts-Zuwachs von o.70 (wiederholt 0.70; 10 Monate spiter wiederholt 0.64) cem
n/;-KOH. — 4 mg spalten 49 mg d,l-Leucyl-glycyl-glycin a) in 22 Stdn., by in 54 Stdn.,
entsprechend einem Aciditdts-Zuwachs von a) o.0o (wiederholt —o.011. b) 0.02 ccm
nlye-KOH.

2. Versuche mit Peptiden.

Fir die Versuche dieser Arbeit stand uns unter anderem eine Anzahl
von Peptid-Priaparaten aus der Sammlung E. Fischers zur Verfiigung,
fiir deren Uberlassung wir Hrn. Dr. Hermann O. L. Fischer, Berlin, sowie
auch Hrn. Prof. Dr. Waldschmidt-Leitz zu grofem Danke verpflichtet sind.

24} Ztschr. physiol. Chem. 167, 188 [19277, u. zw. S. 198.
23) Ztschr. physiol. Client. (im Druck).
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Tabelle 2.
Einwirkung von polypeptidase-haltigen und polypeptidase-
freien Priparaten der Hefe-Protease auf Peptide.
(In der Titrationsprobe von 2 ccm sind enthalten: r.2 mg Trockenprdparat A bzw. C

(0.07 bzw. o0.10 Hefe-Trypsin-Einheiten enthaltend), 0.16 ccm m/;-Phosphat py = 7.0;
2 Stdn. bei 40°)

Priparat A Priaparat C
angew. (polypeptidase- (polypeptidase-
Substrat Milli- haltig) Hydrolyse | frei) Hydrolyse

mol.?) | cem n/,yy- op27) cenl nfyy- o

KOH /0 KOH °

Glycyl-l-tyrosin ................ ..., 0.10 0.00 o —_ —
d,l-Alanyl-serin .................... 0.10 —o0.01 o — —
l-Leucyl-d-glutaminsaure ............ 0.10 —0.03 o — —
d,l-Phenyl-alanyl]-d-glutaminsiure .. 0.10 —0.02 o — —
d-Alanyl-[B-amino-n-buttersdure] .... 0.10 —0.01 o — —
Glycyl-"e-amino-capronsdure] ........ 0.10 —o0.01 o) — —
Glycyl-l-tyrosyl-glycin .............. 0.015 — — 0.00 o
Glycyl-d-alanyl-glycin .............. 0.10 0.72 36 —o0.02 o)
d,l-Alanyl-glyeyl-glycin ............. 0.10 +- 28) =+ 28) —0.02 0
{-Leucyl-glycyl-l-leucin ............. 0.10 1.23 61 —_— —
Diglycyl-glyein . ................... 0.10 + %) +- 28) —o0.01 o
d,l-Alanyl-diglyeyl-glyein ........... o.10 2.13 106 0.00 0
Triglycyl-glycin ................... 0.10 + 29) -+ 28) 0.02 o
I-Leucyl-diglyeyl-glycin ............. 0.10 =+ 28) +-28) 0.01 o
l-Leucyl-triglycyl-l-leucin ........... 0.05 1.14 114 0.01 o
d,l-Leucyl-heptaglycin .............. 0.035 0.13 19 — —

Tabelle 3.

Einwirkung von Hefe-Dipeptidase auf Peptide.

(o.10 Millimol Peptid; o.2 Dipeptidase-Einheiten; Vol. =2cem; py =7.8, eingestellt
mit »/,;-Ammoninmchlorid-Ammoniak-Mischung. Spaltung gemessen in ccm n/,-KOH;
der Abspaltung einer Carboxylgruppe entspricht ein Aciditits-Zuwachs von 2.00 ccm.

Spaltung nach
Substrat
3 Stdn. 24 Stdn.
d,l-Alanyl-serin ........... ... ..., 0.65 —
d-Alanyl-l-tyrosin .................. 1.28 —
I-Leucyl-d-glutaminsiure . ........... 1.80 —
d,l-Alanyl-[f-amino-n-buttersiure’ ... 0.00 —
Glycyl-[e-amino-capronsdure] ........ —o0.0I —
Triglycyl-glyein ................... 0.00 0.01
d,l-Alanyl-diglycyl-glycin ........... —o.01 ¥ o0

26) Bei Racematen bezieht sich die Angabe auf die anwesende Menge des spalt-
baren Peptids der I-Reile.

%) Bezogen auf die Hydrolyse einer Peptid-Bindung pro Mol

28) vergl. 9. Abhandlung dieser Reihe, S. 212.

2%) vergl. 10. Abhandlung dieser Reihe.
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3. Versuche mit Amino-siure- und Peptid-estern.
a) Bestindigkeit von Amino-siure- und Peptid-esternin wéBriger
Losung.

In walrigen, insbesondere schwach alkalischen Lésungen 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
fiihrt. Die fiir Peptid-ester mdgliche dritte Reaktion, die Hydrolyse der
Peptid-Bindung, kommt bei den Aciditits-Bedingungen und Reaktionszeiten
unserer Versuche nicht wesentlich in Frage.

Bei der Titration in alkoholischer I,dsung wird der Ubergang zum Diketo-
piperazin nicht erfafit. Weder die freien Amino-siure- und Peptid-ester, noch
die daraus gebildeten Peptid-anhydride verbrauchen in alkoholischer Losung
meBbare Mengen von Alkali. Um ein vollstindiges Bild von der Bestindig-
keit der Amino-siure- und Peptid-ester zu gewinnen, ist es daher notwendig,
die Bestimmung der durch Verseifung entstehenden freien Carboxylgruppen
zu ergidnzen durch ein zweites Verfahren, das die verschwindenden basischen
Gruppen erfaft. Fiir diesen Zweck steht zunichst die gasometrische Methode
von van Slyke zur Verfiigung. Da aber die Amino-sdure-ester keine am-
photeren Substanzen, sondern starke Basen sind, geniigt es in diesem Falle,
den vorhandenen Amino-siure-ester, dhnlich wie etwa Ammoniak, durch
Titration mit Siure in wiBriger Losung unter Anwendung eines im schwach
sauren Gebiet umschlagenden Indicators zu bestimmen. Fiir 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 Brom-phenol-
Blau. Anwesende Amino-siuren storen die Titration nicht, Peptide nicht
wesentlich, da sie keine in Betracht kommenden Mengen von Sdure ver-
brauchen, wenn man die Titration beim ersten erkennbaren Umschlag des
Indicators beendet (vergl. dazu auch L. J. Harris?0)).

Aus den Versuchen der Tabellen 4 und 5, in denen einerseits die ver-
schwundene Ester-Menge (Abnahme des Titers gegen Brom-phenol-Blau),
andererseits der durch Titration in alkohol. Losung ermittelte Zuwachs
freier Carboxylgruppen verzeichnet ist, geht hervor, daB sowohl der Gly-
kokoll-dthylester als auch der Glycyl-glycin-dthylester in dem
Bereich von etwa py = 5 bis etwa py = 6.4 praktisch bestindig ist. Mit
steigender Hydroxyl-Ionen-Konzentration beobachtet man im Falle des
Glykokoll-esters in zunehmendem MaBe das Verschwinden des basischen
Esters, das unter den eingehaltenen Konzentrations-Bedingungen zum
Teil auf Verseifung und zum Teil auf die Anhydrid-Bildung entfillt.
Wesentlich anders ist das Verhalten des Dipeptid-esters. Die Zerstorung
des Esters ist in auBerordentlich hohem MafBle von der Hydroxyl-Ionen-
Konzentration abhingig: Wihrend man bei py = # innerhalb einer Stunde
129, der vorhandenen Ester-Menge umgesetzt findet, geniigen bei py; = 9.4
schon wenige Minuten, um mehr als die Hilfte des anwesenden Dipeptid-
esters in Reaktion zu bringen. Die Reaktion verliuft in scharfem Gegensatz
zu den Verhiltnissen beim Glykokoll-ester praktisch chne Bildung freier
Carboxylgruppen, fiihrt also so gut wie ausschlieflich zum Peptid-anhydrid.
Die Bestindigkeit eines Tripeptid-esters, Leucyl-glycyl-glycin-ester,
finden wir erheblich gréfer: nach 1 Stde. waren bei p,; = 8.3 erst 4°, bei

30) Proceed. Roy. Soc. London B 95, s00 [1923".
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P, =9.2 12°, des Esters verschwunden, und zwar ausschlieSlich unter
Verseifung.

Tabelle 4. BestindigkeitdesGlykokoll-estersinwialiriger Losung.

(Die Titrationsprobe von 3 cem  enthielt 34.7 mg Glykokoll-dthylester-Chlorhydrat

(=o0.25 Millimol) und 1 ccm m/y;-Phosphat-Puffer. Bestimmung der verschwundenen

Tister-Menge durch Titration in wiBriger Losung mit n/,,-HCl {Indicator Brom-phenol-

Blau); Bestimmung der gebildeten Carboxyle durch Titration in alkoholischer Lésung
niit n/,,-KOH (Indicator Thymol-phthalein).)

Vers.- Reaktionszeit in Stdn.
Nr.

1 2 4 24 48

1 Pl 5.3 — 5.1 — —_
TSter verschwunden ©) ....... 0 — o - 2
Carboxyl gebildet ©, ......... o — o - 1

2 PIl »rrovmmeeee e 6.4 [ 6.4 — --
Carboxyvl gebildet 9, ......... — o o 1

3 PH rrrrrrer e 6.9 6.9 6.9 — 6.3
Eister verschwunden ©, ....... 5 31 18 58 69
Carboxyl gebildet ¢, ......... 2 4 10 — 01

4 L TR T 8.0 8.0 8.0 —_ 7.5
Tister verschwunden 95 ....... 16 26 50 - - 97
Carboxyl gebildet ©;, ......... 7 — 35 — 75

3 PRl v cvrre e 9.3 9.3 9.2 9.1 -
Ester verschwunden ©, ....... 41 04 84 90 -
Carboxyl gebildet © ......... 17 70 92 102 —_

Tabelles. Verhaltenvon Glycyl-glycin-esterinwidfriger Lésung.
{Die Titrationsprobe von 5 cem enthidlt o.25 Millimol Lster-Chlorhydrat, mit Ammoniak
auf das gewiinschte p,; gebracht neben 1 ccm m/;-Phosphat. Titration wie in Tabelle 4.

K Reaktionszeit

“

@ Min. Stdn.

@

= 3 5 10 | 20 1 2 | 4 | 2y
1T S 53 — | — | — 53| - 5.3 3.3
Ester verschwunden 9%, ....... — — R o —— a 0
Carboxyl gebildet S, ......... — | = | — | — o — o 1

B O 6.4 | — -— - — 6.4 06.3] 61
Ester verschwunden ©, ....... R R B R 2 4 (T2

3 Pl 7.0 - - — — 6.9 68| 6.6| 6.3
Lister verschwunden 9 ....... —- —-- — — 12 20 28 43
Carboxyl gebildet ©, ......... — —- —_— ] 1 e 1 2

B S - 6.7 |- - 74 —- 7.2 [ — -
Ester verschwunden ©; ....... - 8 16 28 46 58 -— —
Carboxyl gebildet % ......... T T B 1 — s —

S PH oo 8.4 - — — 82| — — —
Ester verschwunden 9, ....... — | 38 60 76 93 — e -

O Pl - - 9.4 1 — 9.4 9.3 . - —
Ester verschwunden .......... 52 69 88 91 —— - —- —
Carboxyl gebildet ¢, ......... - — o I — 4 | 46
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b) Spaltungs-Versuche.

Hefe-Autolysate, sowie alle von uns gepriiften Pridparate der Hefe-
Polypeptidase zeigen, wie aus den Beispielen der Tabelle 6 hervorgeht, eine
recht deutliche, wenngleich nicht sehr erhebliche, verseifende Wirkung
gegeniliber Amino-sdure-estern. FEine Wirkung auf Methylbutyrat oder
auf Olivendl konnte dagegen in einer Anzahl von Versuchen, fiir deren
Durchfithrung wir Hrn. Dr. E. Bamann zu groflem Danke verpflichtet
sind, unter mehrfach geinderten Bedingungen niemals festgestellt werden.

Wir belegen dies an einem Versuch mit Methylbutyrat:

0.179 g Methylbutyrat, 6 mg Trockenprdparat A, 2 ccm m /y-Phosphat, p; =7.0
im Volumen von 20 cem.

Reaktionszeit in Stdn. ....... 2 4 24
Spaltung (cem n/,i-KOH) .... o.02 0.0I 0.03

{Der vollstindigen Hydrolyse des angewandten Esters hitte ein Zuwachs von 8.8 cem
Lauge entsprochen.)

Die Wirkung auf Amino-siure-ester fehlt in den polypeptidase-freien
Priaparaten der Hefe-Dipeptidase und der Protease. Man wird unter diesen
Umstinden die Moglichkeit zu priifen haben, ob die Spaltung der Amino-
sdure-ester nicht von der Polypeptidase selbst katalysiert werden kann.
Fine solche Annahme, die mit den im theoretischen Teil entwickelten Vor-
stellungen iiber die Spezifitit des polypeptid-spaltenden Fermentes nicht
vollig unvereinbar erscheint, entspricht einer Auffassung, die vor lingerer
Zeit durch O. Warburg3?) in Bezug auf die Natur des Leucin-ester spaltenden
Enzyms der Pankreasdriise vertreten, in der spiteren Literatur aber verlassen

Tabelle 6.
Finwirkung von Enzym-Priparaten aus Hefe auf Amino-sdure-
ester.

{Die Titrationsprobe von 2 cem enthidlt o.ro Millimol Ester; m/g-Phosphat-Mischung;
40%  Titration mit n/,-KOH in afkoholischer Ldsung; 100 9, Spaltung = 2.00 ccm Lange.)

Priparat Pu Spaltung nach Stdn.
Enzym und Ester 3 -
3 o-
Men . D 2 .
enge ginn FEnde 1 L
Rohlésung . ......... 0.8 com Glycin-ester 3.3 5.2 - 0.45 —
Tolvpeptidase ....... T.2mg A . Oy 6.2 0.15 | 0.22 } 0.28
1.2mg A Alanin-ester 6.4 6.3 0.10 0.17 0.21
. 1.2mg A | I-Leucin-ester 6.4 5.4 0.28 | o.41 | 0.5%
Kontrolle ohne Iinzym — . 6.4 6.2 — 0.03 | o.10
Dipeptidase ........ 0.2 Einh.| Glycin-ester 7.0 6.9 0.01 | 0.0 | 0.22
Kontrolle ohne Enzym - - . 6.9 6.9 0.04 | 0.08 | o.z0
Dipeptidase ........ 0.2 Einh. | l-Leucin-ester 7.0 7.0 0.00 | 0.09
Protease ........... 1.2mg C Glycin-ester 6.4 6.4 — 0.01 | 0.00
1.2 mg C { I-Leucin-ester 6.3 6.1 — 0.00 | o.10

a1y B. 88, 187 [19037; Ztschr. physiol. Cliem. 48, 2035 T1906].
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meme———— —

worden ist (vergl. dazu E. Abderhalden3??), R. Willstdtter und
F. Memmen?33)). :

In den Versuchen der Tabelle #, die sich auf die enzymatische Angreif-
barkeit der Peptid-Bindung in Dipeptid- und Tripeptid-estern beziehen,
wurde mit Riicksicht auf die Moglichkeit einer priméiren Verseifung der
Estergruppe die Hydrolyse sowohl durch Bestimmung des Carboxyl-Zu-
wachses als auch durch Ermittlung der Aminogruppen nach van Slyke
verfolgt. Die Hydrolyse entfallt, wenigstens zu Beginn der Reaktion, fast
ausschlieBlich auf die Auflésung von Peptid-Bindungen. Die nach der Methode
von van Slyke ermittelten Werte liegen zum Teil sogar deutlich hoher
als die Carboxyl-Zahlen. Dies beruht auf einer Eigentiimlichkeit der Peptide
mit endstindigem Glycylrest, die bei der van-Slyke-Bestimmung durchwegs
etwas zu hohe Werte liefern (vergl. dazu E. Abderhalden und D. D. van
Slyke3%)).

Tabelle 4.
Einwirkung von Enzym-Priparaten aus Hefe auf Peptid-ester.
(Versuchsbedingungen wie Tabelle 6; m/,;-Phosphat. Die Ergebnisse der van-Slyke-~

Bestimmungen sind auf com n/,-Losung umgerechnet. Der Aufldsung einer Peptid-
Bindung pro Mol entspricht ein Zuwachs von 2.00 cem.)

E?zym- Pu Reaktionszeit (Stdn.)
Praparat| Zuwachs
Ester
und Be- End an
Menge | ginn | ¢S 1 2 6 24
a) Versuche mit Polypeptidase:

Glycyl-glycin-ester ........ 1.7mgB| 6.4 | 6.2 | COOH jo.16 [0.28 [ 0.70 | 1.64
NH, — {0.22 [0:58 | 1.28

Glycyl-d,l-alanin-ester ..... 1.7mgA;j 6.4 | 6.2 | COOH | — — | 1.82 | —

NH, — — | 1.06 | —

Glycyl-d,l-leucin-ester ..... 1.7mgA| 64| 62 ) COOH | — | — |2.44| —

NH, — — | I.I12| —

d,l-Leucyl-glycin-ester ..... 1.7mgA| 6.4 | — COOH |1.70 | 197 | — | —

NH, 1.80 [1.76 | — —
Diglycyl-glycin-ester ...... 1.zmgA| 6.2 | 5.5 COOH |0.83|1.48 |3.00 | 3.70
NH, 1.06 | 1.62 | 2.84 | 3.50
d,1-Leucyl-glycyl-glycin-ester j1.2mg A | 6.4 | 6.1 COOH |1.97|2.38]3.58]4.85
NH, 2.16 | — — | 4.10

b} Versuche mit Protease (polypeptidase-frei):

Glycyl-glycin-ester ........ 1.8mgC| 6.4 ] 6.4 | COOH | -— |o.01|o0.01 o001

Leucyl-glycin-ester ........ 1.2mgC | 6.4 | 6.4 COOH [0.0T |0.00 | — | —
Glycyl-d, l-alanin-ester ... .. 1.8mgC}l 6.4 | 6.4 { COOH | — |o0.00/|0.00]0.03

Diglycyvl-glycin-ester ...... 1.2mgC| 62 | 6.2 | COOH |oo02! — |0.02 i —
d,l-Leucyl-glycyl-glycin-ester | 1.2mgC | 6.4 | 6.4 | COOH | — ‘ 0.06 | — I 0.05

c¢) Versuch mit Dipeptidase:
d,l-Leucyl-glycyl-glycin-ester [o.2 Einh.| 7.0 | 7.0 | COOH Joor| — | — | —

i I |

32) Tehrbuch d. physiol. Chemie, 5. Aufl, II. Teil, S. 295 [1923]. — E. Abder-
halden, H. Sickel und H. Ueda, Fermentforsch. 7, 91 {1923".

83y Ztschr. physiol. Chem. 138, 216 {19241, u. zw. S, 222.

3) Ztschr. physiol. Chem. 74, 505 [1g911].
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Auch die Spaltung der Tripeptid-ester erfolgt, entsprechend den bei der
Hydrolyse der Tripeptide selbst festgestellten Verhiltnissen, stets in der
Weise, dal zunichst die am Amino-Ende stehende Amino-siure abgespalten
wird. Dies ergibt sich mit Sicherheit daraus, daf3 die Hydrolyse zur Auf-
16sung der beiden Peptid-Bindungen fithrt. Denn etwa gebildetes freies
Dipeptid wiirde von dem angewandten dipeptidase-freien Material nicht
weiter zerlegt werden.

Zu den Versuchen der Tabelle 7 dienten die Ldsungen der krystallisierten Ester-
Chlorhydrate, die durch Zusatz von NaOH auf das gewiinschte pj eingestellt waren.
Nur im Falle des Leucyl-glycin-esters waren wir gezwungen, das Ester-Chlorhydrat,
das durch wiederholtes Abdampfen im Vakuum vom Uberschuf an Alkohol und HCI
nach Méglichkeit befreit worden war, in sirupdser Form zu verwenden.

4. Versuche mit Amino-sidure- und Peptid-amiden.

Die gepriiften einfachen und substituierten Amino-siure- und Peptid-
amide erweisen sich ausnahmslos als Substrate der Polypeptidase. Von
polypeptidase-freien Priparaten der Dipeptidase®) und der Protease wird
keines von ihnen gespalten. Die beim d,l-Leucin-amid gefundene End-
spaltung weist auf asymmetrischen Verlauf der Hydrolyse hin. Die Spaltung
des Glycyl-leucin-amids durch Hefe-Polypeptidase fiihrt gemifl dem ge-
fundenen Aciditits-Zuwachs, dhnlich wie im Falle der Ester, zur Hydrolyse
der Peptid-Bindung und der Amid-Bindung.

Tabelle 8.

Einwirkung von Enzym-Priparaten aus Hefe auf Amino-sdure-
und Peptid-amide.
(Die Titrationsprobe von z ccm enthilt o.10 Millimol optisch einheitliches bzw. 0.20 Milli-

mol racemisches Peptid. p,; = 7.0, m/;-Phosphat-Puffer. Der Abspaltung einer Carboxyl-
gruppe entspricht ein Aciditdts-Zuwachs von 2.00 ccm n/f,-KOH.)

Enzym- Spaltung nach Stdn.
Amid Priparat (ccm n/fy-KOH)
und Menge 3 ' 6 | 24

a) Versuche mit Polypeptidase:

Glycin-amid, HCl ................. 1.2 mg A 0.14 — 0.22
d,l-Leucin-amid, HBr ............. 1.z2mg A 1.22 1.59 2.02
Glycyl-d,l-leucin-amid, HCl ........ I.z2mg A 1.63 2.19 3.05
Glycyl-decarboxy-leucin ........... 1.2 mg A 0.18 — —_
3.omg B 0.IT 0.20 0.28
Diglycyl-{p-amino-benzoesdure] ... .. 0.6 mg A 0.04 0.18 0.30

b) Versuche mit polypeptidase-freier Hefe-Protease:

Glycin-amid, HCL ................. 1.2mg C 0.02 0.02 0.02
d,l-Teucin-amid, HBr ............. 1.2mg C —-0.02 —0.01 0.00
Glyeyl-d,l-leucin-amid, HCL ........ r.2mg C 0.04 — 0.08
Glyceyl-decarboxy-leuein . .......... 1.2mg C 0.00 0.00 0.02

¢) Dipeptidase:
Glycyl-lencin-amid, HCI ........... | o.z Binh. | o.00 ooo | —

3) vergl. E. Waldschmidt-Leitz, W. GraBmann und A. Schédffner, a. a.O.
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5. Verhalten der Hefe-Dipeptidase gegeniiber acylierten Peptiden.
(Nach Versuchen mit E. Waldschmidt-Leitz und W. Klein.)

Trotz der Anwendung grofler FEnzym-Mengen und langer Spaltungs-
zeiten ergab sich bei keinem der neugepriiften Substrate ein sicher auBlerhalb
der Fehlergrenze gelegener Aciditdts-Zuwachs. Dagegen ist die frither mit-
geteilte®) Beobachtung zu bestdtigen, wonach Acetyl-[phenyl-alanyl}-alanin
von Hefe-Dipeptidase-Priparaten, wenngleich sehr langsam, hydrolysiert wird.

Tabelle q.
Einwirkung der Hefe-Dipeptidase auf acylierte Peptide.
{Die 7Titrationsprobe von 1o ccm enthdlt 1 Dip.-Einh.; py =7.8; 18 Stdn. bei 30°;
Titration mit n/,-KOH.)

Substrat angew. g Spaltung

cem n/,-KOH 9
Benzoyl-glycyl-glyein ................. 0.128 0.00 o
Glycyl-glycin-carbonsdure ............. 0.1030 0.10 2
Carbidthoxyl-glycyl-d,l-lencin ....... ... 0.0901 0.09 3
Naphthalinsulfonyl-glycyl-tyrosin ...... 0.0839 0.04 3
Acetyl-[phenyl-alanyli-alanin .......... 0.1290 0.23 6
Benzoyl-diglveyl-glvein ... ... ... 0.147 0.00 [

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir
ergebenst fiir die Forderung unserer Arbeit durch die zur Verfiigung ge-
stellten Mittel.

105. H. Gall und G. Lehmann:
Uber Oxydation von Alkalicyaniden durch Permanganat.
[Aus d. Anorgan. Laborat. d. Techn. Hochschule Miinchen.]
(Fingegangen am 13. Juli 1927.)

Nachdem Baudrimont?') bei der Oxydation von Cyaniden durch
Permanganat sowohl in alkalischem wie saurem Medium eine ganze Reihe
von Reaktionsprodukten beobachtet hatte, war es Volhard? gelungen,
indirekt Kaliumcyanat als Hauptprodukt der Reaktion f{festzustellen,
in dem das intermediir entstehende Cyanat durch Ammoniumsulfat in
Harnstoff {ibergefiithrt und in dieser Form isoliert wurde. Auf diesem Wege
lassen sich 68 %, des angewandten Cyanids als Harnstoff gewinnen. Messungen
des Permanganat-Verbrauchs bei dieser Oxydation des Cyanids sind aus
den Angaben Volhards nicht zu ersehen, weshalb wir zundchst annihernd
den Verbrauch an Permanganat bei der Oxydation des Cyanids festgestellt
haben. In stark alkalischem Medium entspricht der Permanganat-Verbrauch,
bezogen auf die angewandte Menge Cyanid, ungefihr 2 Aquivalenten Sauer-
stoff. Die Oxydation erfordert jedoch mehrere Stunden und ist mit umfang-
reichen Nebenreaktionen verkniipft, so daBl diese direkte Oxydation in
analytischer Hinsicht vollkommen ausscheidet. Wir versuchten deshalb,

1) Baudrimont, Compt. rend. Acad. Sciences 89, 1115,
2} Volhard, A. 259, 377.





