
Hier war die Verharzung schon bei 400 sehr bedeutend und noch vie1 star- 
ker bei IOOO, wie man leicht an dem starken Sinken der K-Werte bemerken 
kann. Als Produkt der Reaktion konnte nach V e r s e i f u n g bei 18O in 50 Stdn. 
1.8-Dinitro-4-naphthol (Schmp. 2080) isoliert werden. Die Verseifung lut 
sich auch durch Kochen mit wariger Natronlauge (20-proz.) ausfiihren. 
In 3 Stdn. wurden 29.11 % des Dinitro-brom-naphthalins verseift ; auch 
hier wurde I .8 - Di n i t r o - 4- n aph t h o 1 erhalten. 

Mit P i p e r  i d  in wurde die Reaktion ebenfalls wie bei den Nitro-brom-naphthalien 
durchgefiihrt . 

0.2238 g Sbst. erforderten 13.8 ccm Silbernitrat-Msung (Titer, auf Brom bezagen, 
0.00420), woraus sich dic Menge der umgesetzten Substanz zu 96.22% berechnet. 

Hier tritt die Reaktion d o n  bei niedrigeren Temperatwen leicht ein: 
bei 18O sind in 72 Stdn. 89.07% der Substanz umgesetzt worden (0.2226 g 
Sbst. erforderten 12.76 ccm Silbernitrat-I&ung). 

&eningrad, 30. November 1930. 

43. Arnold E. B a l l s  und Franz Ei5hler: Ober die Wirkungs- 
weise der Peptidasen (XXII. Mitteil. eur Spezifitgt tierischer Pro- 
teasen, in der von E. Waldschmidt-Leitz  und Mitarbeitern be- 

gonnenen Untersuchungsrelhe). 
[-Iuus d. Institut fur Biochemie d. Deutsch. Techn. Hochschule in Prag.] 

(Eingegangen am 20. Dezember 1930.) 
Kiirzlich haben wir iiber die Wirkungsweise der  Dipeptidase be- 

richtetl). Wir konnten zeigen, daI3 das Substrat mit zwei Haftstellen an das 
Enzym gebunden wird, so wie es schon H. v. Euler und K. Josephsona) 
in der , ,Zwei-Affin.itats-!Cheorie" angedeutet haben. Als die eine reaktions- 
f$ihige Gruppe haben E. Waldschmidt-Leitz und MitarbeiterS), sowie 
H. v. Euler4) die freie Amino-Gruppe des Dipeptids bezeichnet. Als 
zweite Haftstelle fur das Enzym konnten wir, auf Grund des Verhaltens von 
sog. Anilin-Peptiden, Peptiden aus Amino-siiuren und substituiertem Anilin, 
die Imino-Gruppe des Pept ids  feststellen. 

Wenn die Imino-Gruppe t a t s a d i d  als zweite Haftstelle fungiert, so 
miissen Korper, die zwar eine Peptid-Bindung, aber keine freie Amino-Gruppe 
besitzen, imstande win, die Enzym-Wirkung zu hemmen. Am Beispiel des 
Chloracetyl-tyrosins und der Acetursaure konnten wir in der voraufgegangenen 
Arbeit zeigen, daIj tatsachlich die Imino-Gruppe die erwartete Hemmungs- 
Erscheinung hervormft. 

Die Reaktionsfiihigkeit mit zwei aktiven Gruppen des Substrat-Molekiils, 
wie sie der Dipeptidase zukommt, ist indes nicht nur auf dieses Enzym be- 
schrankt; A. K. Balls konnte au& an der Carboxy-Polypeptidase des 
Pankreas W i d e  Hemmungs-Erscheinungen feststden, die eine Verbindung 

- - .. -_ 
l) A. I(. Bal ls  u. F. K o h l e r ,  B. 64, 34 [1g31]. 
z, H. v. E u l e r  u. K. J o s e p h s o n ,  Ztschr. physiol. Chem. 188. 279 LI923/24]; 

s, E. Waldschmidt -Lei tz ,  W. GraBmann u. A. S c h i f f n e r ,  B. 60, 359 [I927]. 
') 11. v. E u l e r  u. K. J o s e p h s o n ,  Ztschr. physiol. Chem. 167, 1 2 2  [1926]. 

K. Josephson u. H. v. E u l e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 163, 85 [1926]. 



des Enzyms an einer zweiten Haftstelle beweisens). Es scheint so, daB die 
Imino-Gruppe der Peptid-Bindung, gegeniiber allen bisher niiher gekenn- 
zeichneten Peptidasen, eine gemeinsame Wirkung ausubt "). 

Die vorliegende Arbeit befdt sich mit dem Reaktions-Mechanismus 
der  Amino-Polypetidase des Darms. Es hat sich gezeigt, dal3 auch die 
Wirkung der Amino-Polypeptidase durch Verbindungen, die eine Imino- 
Gruppe besitzen, weitgehend gehemmt wird. Und zwar ruft nur diejenige 
Imino-Gruppe, die an eine sawe Gruppe gebunden ist, eine Hemmungs- 
Erscheinung henror. 

Tabelle I. 
Beobachtung der Hemmung an Amino-Polypeptidase. 

Substanz Hemmung 
Benzoyl-glycin ........... 
[Brom-isocapronyll-glycin . 
~-Nitro-benzoyl]-~lycin. . . .  
Acetursaure . . . . . . . . . . . . . .  
Phthalimid .............. 
Sarkosin . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Allantoin . . . . . . . . . . . . . . . .  
Kreatinin ................ 
Glycin-mhydrid .......... 

................................... + + 

................................... + 

.................................... + + + 

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

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

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

.................................... - 

................................... - 

.................................... - 
(Die Zeichen bedeuten: + = Hemmung; - = keine Hemmung.) 

Deshalb hemmen, wie aus der Tabelle I zu ersehen ist, Benzoyl-, [Brom- 
isocapronyl]-, [pNitro-benzoyll-glycin. Substanzen dagegen, die keinen 
Saure-Rest in direkter Bindung mit der Imino-Gruppe haben, wie beispiels- 
weise Kreatinin und Allantoin, hemmen nicbt. Auch Glycin-anhydrid, in 
welchem - wie wir glauben - der sawe Charakter durch Ringbildung ab- 
gesattigt ist, verhalt sich analog. Die Tatsache unterstutzt in auffdender 
Weise die Ansicht, d& die Reaktionsfahigkeit der Imino-Gruppe ab- 
hangig i s t  von ihrem sauren Charakter. 

Dasselbe ergibt sich aus dem Verhalten von Di- und Amino-Poly- 
peptidase gegenuber subst i tuier ten Di- und Tri-peptiden. Es iibt 
namlich nur die eine, dem Sawe-Rest benachbarte Peptid-Bindung eine 
hemmende Wirkung aus. Aquivalente Mengen von [Brom-isocapronyll- 
glycin, -diglycin und -triglycin ergeben die namliche H e k u n g .  Wird 
aber weiterhin in das Peptid-Molekiil eine saure Gruppe, beispielsweise Tyro- 
sin, eingefifbrt, so wird eine bedeutend erhohte Hemmung beobachtet; denn 
jetzt ist mehr als eine Imino-Gruppe befiihigt, mit dem Enzym in Reaktion 
zu treten. Die Imino-Gmppe, die der Carboxyl-Gruppe im [Brom-isocapronyl]- 
triglycin benachbart ist, kann mit dem Enzym nicbt reagieren, wiihrend die 
namliche Imino-Gruppe im [Br o m-isoc apr  on yl] - t ri gl y c yl- t yr osi n offen- 
bar eine groI3ere Reaktionsfiihigkeit aufweist. An diesem Beispiel sich 
erklaren, da13 die Carboxy-Polypeptidase nur solche Peptide zu spalten ver- 
mag, deren Peptid-Bindung einer stark sauren Gruppe benachbart ist. 

Die Spaltung von natiirlichen Peptiden, wie z. B. Glycyl-glycin, kann 
dann vielleicht so erklirt werden, daB die Carboxyl-Gruppe auf die Imino- 

') A. K. Balls, Habilitations-Schrift. Prag 1930. 
') vergl. E. Stiasny u. 11. Scotti ,  B. 68, 2977 [1930]. 



Gruppe einen fiir den Eintritt der Enzym-Reaktion notwendigen aktivierenden 
Einflul3 ausiibt. Die Hemmung der Amino-Polypeptidase-Wirkung dwch 
Sarkosin, das keine freie Amino-Gruppe, aber eine Imino-Gruppe besitzt, 
scheint diese Anschauung zu bestatigen. Indes wiirde dadurch die Spaltung 
eines Tripeptids nicht zu erUren sein; denn in diesem Falle diirfte der akti- 
vierende Einfld der Carboxyl-Gruppe auf die der Spaltung anheimfallende 
Peptid-Bindung keinen nennenswerten EinfluB haben. Viel wahrscheinlicher 
ist es, d& die notwendige Aktivierung der Imino-Gruppe durch das Enzym 
selbst hervorgerufen wird. Die Ansicht, d& die Verbindung des Enzyms 
mit der Amino-Gruppe des Peptid-Molekuls e r s t  die Imino- 
Gruppe befahigt,  als zweite Hafts te l le  zu fungieren, scheint uns der 
Diskussion wert. Darnach wiirde durch den Eintritt des Enzyms in die Amino- 
Gruppe deren basischer Charalcter so weit abgesiittigt, als zur Aktivierung der 
Imino-Gruppe notwendig ist. Die Zerfalls-Neigung dieser Enzym- 
Substrat-Verbindung ist nach unserer Ansicht nicht in einer erhohten 
Instabilitat gegeniiber der Wasserstoff-Ionen-Koxuentration zu suchen, 
sondern in einer erhohten Reaktionsfahigkeit  der Imino-Gruppe. 
Da13 die zweite Haftstelle tatsachlich in der Imino-Gruppe zu suchen ist, be- 
weist die Aufhebung der Hemmung, die man durch Substitution des Imino- 
Wasserstoffs erzielen kann. So iibt Benzoyl-glycin eine starke Hemmung 
am, wiihrend Benzoyl-sarkosin ohne Einfld auf die Spaltungs-Gescbwin- 
digkeit des Substrats ist. 

Die Hemmungs-Reaktionen an Dipeptidase und Amino-Polypepti- 
dase sind reversibel. Die Konkurrenz mixhen Hemmungs-Korper und 
Substrat fiihrt zu einem Gleichgewicht, das von dem Verhdtnis der Konzen- 
trationen beider abhhgig ist. Denn die Erhohung der Konzentration des 
Hemmungs-Korpers vermindert die Spaltung, die des Substrats erhoht Sie; 
&end die Veriinderung der Enzym-Konzentration bei Konstanz von 
Hemmungs-Korper- und Substrat-Konzentration, m i c h  wie im Falle, wo zwei 
schwache Siiuren um eine starke Base konkurrieren, keine Verschiebung des 

hervorruf t . Enzym-Substrat - Verbindung 
Enzym- Hemmungskorper - Verbindung Verhdtnisses 

Dipeptidase und Amino-Pol*epti&se gehen mitdem Imino-Wasserstoff 
dieselbe Reaktion ein; die Wirkung beider Enzyme wird durch dieselben 
Hemmungs-Korper herabgesetzt. Es lat sich zeigen, d& Dipeptidase und 
Amino-Polypeptidase zusammen um den nlmlichen Hemmungs-Korper kon- 
kurrieren. Die Hemmung der Dipeptidase. z. B. durch Benzoyl-glycin, kann 
durch Amino-Polypeptidase aufgehoben werden. 

Es scheint uns wichtig, d& die oben beschriebenen Tatsachen eine be- 
merkenswerte Stiitze fur die Theorien bilden, d& die Imino-Gruppe als Haft- 
stelle fiir alle Peptidasen fungiert. Damit ist zum erstenmal ein gemein- 
sames Prinzip der Wirkungsweise von Peptidasen aufgefunden. Die eine 
der mit dem Enzym reagierenden Gruppen des Substrat-Molekiils ist fur die 
Dipeptidase, Amino-Polypeptidase, wie auch fur die Carboxy-Polypeptidase 
die nQmliche: die Imino-Gruppe. Unterschieden sind nach den bisherigen 
Ergebnissen die ereptischen Enzyme von der Carboxy-Polypeptidase in der 
Reaktions-Fiihigkeit mit der zweiten aktiven Gruppe des Substrats, die in 
dem einen Falle die Amino-, in dem anderen Falle die Carboxyl-Gruppe ist. 
Ein unterscheidendes Merkmal in der Wirkungs-Weise der Dipeptidase gegen- 
uber der Amino-Polypeptidase ist in bezug auf die zwei Haftstellen dcht fest- 
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zustellen. Bide Enzyme binden sich, wie aus den mitgeteilten Befunden 
ersichtlich ist, an die Amino- und an die Imino-Gruppe des Peptids. Vielleicht 
bietet indessen die Tatsache, daB Dipeptidase durch Amino-sauren gehemmt 
wird, Amino-Polypeptidase dagegen nicht, einen Hinweis auf die Verschieden- 
heit des Reaktions-Mechanismus der beiden Enzyme. Dieser Befund deutet 
nlmlich darauf hin, da13 der Eintritt der Reaktion zwischen einer Peptidase 
und der Amino-Gruppe eines Peptids von dem elektrochemischen Charakter 
der AminkGruppe abhiingig ist : denn nur die Amino-Gmppe der Polypeptide 
hat einen fiir die Anlagerung der Amino-Polypeptidase genugend basischen 
Charakter . 

Die Ursache der Spezifitats-Unterschiede zwischen Di- und Polypeptidase 
in Zusammenhang mit der Erscheinung der sterischen Spezifitlt eingehender 
kennen zu lernen, wird unsere nachste Aufgabe sein. 

BerchrcibW der Verruche. 
n a r s t e l l u n g  d e r  Enzyme.  

E r e p s i n  wurde aus ]>arm-Schleimhaut nach der Methode von W a l d s c h m i d t -  
L e i t z  und S c h a f f n e r  dargestellt. Nach der Adsorption an Tonerde wurde sehr gut ge- 
waschen und mit n/,,-Ammoniak (20 yo Glycerin enthaltend) eluiert, neutralisiert und 
dnrch Kieselgur abfiltriert. 

Amino-Polypept idase  wurde nach W a l d s c h m i d t - L e i t z  und Bal l s  durcli 
Behandlung mit gealtertem Eisenhydroxyd dargestellt und die so gewonnene Restlosung 
einer weiteren Reinigung unterworfen. Z u  diesem Zwecke wurde die Amino-Polypepti- 
dase-Losung auf -5O bis -IOO abgekiihlt und rnit dern gleichen Volumen gekiihltem 
Aceton gefallt. Die entstandene geringe Triibung wnrde rnit Kieselgur abfiltriert, mit 
eis-gekiihltem Aceton gut gewaschen und in 20-pro%. Glycerin suspendiert. Abermals 
von der Kieselgur abfiltriert. Im Filtrat befindet sich die .4mino-Polypeptidase, die 
eine 10-ma1 griikre Reinheit aufweist. als die urspriingliche Eisenhydroxyd-Restlosung. 
Uber das Verhalten dieser so gereinigten Amino-Polypeptidase werden wir spater be- 
richten. 

D a r s t e l l u n g  von Benzoyl -sarkos in :  2 g S a r k o s i n  wurden in 20 ccm Wasser 
gelost, mit 22.5 ccm a/,-NaOH versetzt, auf 5O abgekiihlt und mit 6.1 g Benzoylchlorid 
(gelost in 20 ccm Ather) und 53.0 ccm n/,-NaOH abwechselnd in 4 Portionen tugegeben 
(Dauer 30 Min.). Die Losung wirrde mit 5-n. HCl gegen Kongorot schwach angesauert 
und im Vakuum bis zur Sirup-Konsistenz eingedampft. Nun wurde in 100 ccm heil3em 
Aceton aufgenommen, abfiltriert. auf 15 ccm eingedampft und rnit 30 Tln. Petrolather 
gefiillt. Das ausfallende 8 1  wurde mehrmals rnit Petrolather behnndelt, im Vakuum iiber 
P,O, getrocknet, abermals in Ather gelost, abfiltriert und mit Petrolather gefiillt. Aus 
dem ausgeschiedenen 01 krystallisiert das Produkt, nach langerem Stehen, in schonen. 
langen Nadeln. Ausbeute: 1.3 g. 

158 mg Sbst.: 4.1 ccrn nlb-KOH (alkohol. Titration, Phenol-phthalein) ; ber. fur 
C,,HIIO,N 4.09 ccm.- 7.968 mg Sbst.: 2.9 ccm n/,,-H$O, (Pregl) = 0.58 mg X = 7.27% 
N, ber. 7.25% N. 

Hemmungs-Versuche: 
Um bei den Hemmungs-Versuchen vergleichbare Resultate zu erhalten, 

ist die Reinheit von Enzym und Substrat besonders wichtig. kucyl-glycin 
und Leucyl-diglycin wurden einigemale aus verd. Alkohol umkrystallisiert. 

Die Hemmungs-Versuche wurden folgendermal3en durchgefiihrt : der 
Hemmungs-Korper wurde in NaOH geliist, das pH a d  8.0 eingestellt und mit 
Substrat und Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer versetzt. SchlieBlich 
wurde das Enzym zugesetzt. Das PH dieser I&ung betragt 8.0. Die in den 



Tabellen stehenden Zahlen beziehen sich auf ein Volumen von 5 ccm, das zur 
alkohol. Titration nach Wil ls ta t ter  und Waldschmidt-Leitz verwendet 
wurde. 

Tabelle 11. 
W i r k u n g  verschiedener  H e m m u n g s - K o r p e r  auf Amino-Polypept idase .  

- 
Benzo yl-gl ycin . . . . . . . . . 
[Brom-isocapron yl]-glycin 

b-Nitro-benzoyll-glycin . . 
Acetursaure . . . . . . . . . . . . 
Phthalimid . . . . . . . . . . . . 
Sarkosin ............... 

Allantoin . . . . . . . . . . . . . . 
Kreatinin . . . . . . . . . . . . . . 
Glycin-anhydrid . . . . . . . . 

- 
- 

- 

-- 

- 

- 

Mol. 
Pro 

Titrat. 

0.0005 

0.0005 

0.0005 

0.0005 

0.0005 
0.0005 

0.0005 
0.0005 

0.0005 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Mol. dciditats- 
Mol. Zeit Zuwachs Pol. (e.) Substrat 

pro Titrat. Puffer Idin. ccm n/,-Lauge 
0.0148 
0.0148 
0.00858 
0.00858 
0.0078 
0.0078 
0.0091 
0.0091 
0.00858 
0.00858 
0.00858 
0.00858 
0.00858 
0.00858 
0.00858 
0.00858 

0.0005 
0.0005 
0.0005 

0.0005 
0.0005 

0.0005 
0.0005 
0.0005 
0.0005 
0.0005 
0.0005 

0.0005 
0.0005 
0.0005 
0.0005 
0.0005 

0.001 
0.001 
0.001 

0.001 
0.001 

0.001 

0.001 

0.001 

0.001 
0.001 

0.001 
0.001 
0.001 

0.001 

0.001 
0.001 

0.89 
0.24 
0.80 
0.42 
0.77 
0.43 
0.96 
0.68 
0.80 
0.42 
0.52 

0.73 
0.74 
0.68 
0.81 
0.82 

Tabelle 111. 
Vergle ichende  H e m m u n g s - W i r k u n g  an Dipept idase .  

Mol. Mol. Aciditats- Mol. Zeit Zuwachs 
Titrat. pro Titrat. Puffer ccm n/,-Lauge 

Hemmungs-Korper pro Di. (e.) Substrat 

0.00030 0.0005 0.001 180 0.54 - - 
Benzoyl-glycin . . . . . . . . . 0.00075 0.00030 0.0005 0.001 180 0.27 
Benzoyl-diglycin . . . . . . . . 0.00075 0.00030 0.0005 0.001 180 0.28 

Tabelle IV. 
Vergle ichende  H e m m u n g s - W i r k n n g  a n  Amino-Polypept idase .  

Mol. Mol. Aciditats- 
Hemmungs-Korper pro Pol. (e.) Substrat Zuwachs 

Titrat. pro Titrat. Min* ccm n/,-lauge 
- 

[Brom-isocapronyll-glycin 
[Brom-isocapronyll- 

[Brom-isocapronyl]- 
diglycin 

trigly C i n  . . . . . . . . . . . . . 
. . . . . . . . . . . . . 

- 
B-yl-glycin . . . . . . . . . 
Benzo yl-diglycin . . . . . . . . 
Benzoyl-triglycin . . . . . . . . 

- 
0.0005 

0.0005 

0.0005 

0.0005 
0.0005 
0.0005 

- 

0.00858 
0.00858 

0.00858 

0.00858 
0.0148 
0.0148 
0.0148 
0.0148 

0.0005 
0.0005 

0.0005 

0.0005 
0.0005 
0.0005 
0.0005 
0.0005 

0.001 
0.001 

0.001 

0.001 
0.001 
0.001 
0.001 
0.001 

90 0.80 
90 0.42 

90 0.44 

90 0.44 
60 0.89 
60 0.24 
60 0.28 
60 0.21 
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Tabelle V. 
Hemmung der Amino-Polypeptidase durch Benzoyl-glycin. bei wechselnder 

Substrat-Konzentration. 
Mol Benzoyl- Mol. Aciditiits- 

glycin pro Substrat Pol. (e.) Xol. Zeit Zuwachs 
Titrat. pro Titrat. Puffer Min. ccm n/,,-lauge 
- 

0.00025 

0.00025 

0.00025 

0.00025 
0.00025 

0.00025 

- 

- 

- 

0.00025 

0.00025 

0.0005 
0.0005 
0.001 
0.001 
0.002 
0.002 
0.00025 

0.00025 

0.0092 
0.0092 
0.0092 
0.0092 
0.0092 
0.009Z 

0.0092 
0.0092 
0.0092 
0.0092 

0.001 

0.001 

0.001 

0.001 

0.001 
0.001 
0.001 

0.001 

0.001 
0.001 

1,28 
0.37 
1.33 
0.41 
1 .33 
0.36 
1.38 

2.14 

4.13 

I .OO 

Md 5 u b s f . t  

Tabelle VI. 
Hemmung der Amino-Polypeptidase durch Benzoyl-glycin, bei wechselnder 

Enzym-Konzentration. 
Mol. Benzoyl- Mol. Aciditlts- 

Zeit Zuwachs Mol. 
Puffer glycin pro Substrat Pol. (e.) 

ccm n/,-I,auge Titrat. pro Titrat. 
- 0.0005 0.014 0.001 60 0.84 
0.001 0.0005 0.042 0.001 20 0.26 
0.001 0.0005 0.028 0.001 30 0.26 
0.001 0.0005 0.014 0.001 60 0.22 
0.001 0.0005 0.007 0.001 I20 0.22 



Tabelle VII. 
H e m m u n g  d e r  D i p e p t i d a s e  d u r c h  Benzoyl-glycin.  be i  wechse lnder  E n z y m -  

K o n z e n t r a t i o n .  
Mo~. Bazoyl- Mol. Aciditats- 

Zeit Zuwachs 
)din. ccm nl5-Lauge 

Mol. 
Puffer 

glycin pro Substrat Di. (e.) 
Titrat. pro Titrat. 
- 0.0005 0.0033 0.001 60 0.92 

0.001 0.0005 0.0033 0.001 60 0.33 
0.001 0.0005 0.0066 0.001 30 0.52 
0.001 0.0005 0.0132 0.001 I 5 0 . 5 2  
0.001 0.0005 o.org8 0.001 I 0  0 . j j  

Tabelle VIII. 
A u f h e b u n g  d e r  Hemmui ig  v o n  Benzoyl -g lyc in  a n  D i p e p t i d a s e ,  m i t  -1tnino- 

P o l y p e p  t idase .  
Leucyl-glycin Mol. Aciditats- 

Pol. (e.) Di. (e.) Mol . Mol’ Benzoyl- Ez. Zuwachs 

-- 0.00033 0.0005 0.001 -_ 180 0.68 

0.00715 0.00033 0.0005 0.001 0.000~ I40 0 .41  
0.0143 0.00033 0.0005 0.001 0.0005 I80 0.47 

ccm n/,-laugc Puffer glyc,, pro Titrat. 

0.00033 0.0005 0.001 0.0005 180 0.25 - 

0.0286 0.00033 0.000.j 0.001 0.0005 I80 0.49 

Tabelle IX. 
Verhal ten  von  Benzoyl -sarkos in  gegeni iber  D i p e p t i d a s e  u n d  Amino-Yoly- 

pept idase .  
Mol. Mol . Aciditats- 

Pol. (e.) n i .  (e.) Substrat ,MO1. Benzoyl- Zuwachs 
pro Titrat. “Iffer sarkosin Min’ ccm n/,-laugc 

0.0142 - 0.001 - 
0.0142 - 0.0005 0.001 0.000.j 60 0.78 

0.0025 0.0005 0.001 0.000.5 bo 0 . 7 3  

60 0.83 

0.0025 0.0005 0.001 60 0.73 

0.0005 

-_ 
__ 

Tabelle X. 
V e r h a 1 t e n  e i n ig  e r Amino - s a ti r e  n ge g en Am in o -1’0 1 y p e p t i  d a s  e 7 ) .  

Mol. Amino- Mol. Aciditats- 
zeit Zuwachs 
Min. ccm n/,-T,auge 

Mol . 
Puffer Amino- saure pro Pol. (c.) Substrat 

Titrat. pro Titrat. same 

Glykokoll . . . . 0.001 0.0071 0.0005 0.001 I20 0.86 
a-Alanin . . . . . 0.001 0.0071 0.0005 0.001 I20 0.85 
l-leucin.. . . . . 0.001 O.OOi1  0.0005 0.001 I20 0.84 
d-Glutaminsaure 0.001 0.0071 0.000.5 0.001 I20 0.85 

- - 0.00jI 0.0005 0.001 I20 0.86 -___ 
’) W. GraDmann,  Habilitations-Schrift, Miincheu (1928), hat gefunden, daD die 

Hefe-Polypcptidase-Wirkung auf Triglycin durch I-Leucin gehemmt wird. Die Spaltung 
anderer Peptide wird dagegen durch l-Leuciu nicht beeinflufit. E. A b d e r h a l d e n  u. 
0. H e r m a n n ,  Ferment-Porsch. 10, 610 [1928]. finden keine hemmende Wirkung von 
Glykokoll auf Dipeptid-Spaltung (mit Erepsin), dagegen eine schwache Hemmung der 
Spaltung von d,Z-Leucyl-glycyl-d.2-leucin. DaD bei schwer spaltbaren Substraten die 
Amino-sauren eine schwache Hemmung ausiiben konnen, also eine geringe Affinitat zur 
Amino-Polypeptidase haben diirften, scheint uns der obigen Ansicht nicht zu wider- 
sprechen. Die geringe, aber deutliche Spaltbarkeit der Glycylp-amino-benzoesaiure durch 
Amino-Polypeptidase zeigt, dafi nicht alle Dipeptide unangegriffen von Amino-Poly- 
peptidase bleiben. 
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Tabelle XI. 
Verhalten einiger Amino-sauren gegen Dipeptidase'). 

Mol. Mol . ACiditiit.9- 
Amino- Amino-saure Di. (e.) Substrat Mol' Zeit Zuwachs 

pro Titrat. pro Titrat. Puffer Min. ccm n/,-~auge saure 

Glykokoll . . . . 0.001 O . O O I ~  0.0005 0.001 I20 0.50 
a-Alanin . . . . . 0.001 0.0013 0.ooO.j 0.001 I20 0.50 
d-Glutaminsaure 0.001 0.0013 0.ooO.j 0.001 I20 0.38 

0.001~ 0.0005 0.001 I20 0.77 - - 

Der Deutschen Forschungs-Gemeinschaft danken wir ergebenst 
fiir die zur Verfugung gestellten Mittel. 

44. Paul Baumgarten and I l se  Marggraff: Zur Kenntnis 
der Carbamido-sulfons&iaen. 

[.4us d. Chem. Institut d. Universitlit Berlin.] 
(Eingegangen am 20. Dezember 1930.) 

Sulfonsauren des Harnstoffs,  des Carbamids, konnten bisher nicht 
dargestellt werden. Die Mittel, der man sich fiir gewohnlich bei der Ein- 
fiihrung von Sulfogruppen in Verbindungen bedient, versagten im FaUe 
der Sulfonierung des Harnstoffs. Do& gelingt es ohne weiteres, unter  Zu- 
hilfenahme der aus Pyridin und scbwefeltrioxyd, Chlorsulfonsaure oder 
deren Estern entstehenden N- P yr i d i ni u m- s ulf o n s aur  el) der Formel 
C,H5N+. SO,.O-, Schwefeltrioxyd auf Harnstoff zu ubertragen und Carb- 
amido-sulfonsauren zu erhalten. 

Carbamid vermag bei Monosubstitution seiner Amidogruppen zwei 
S ul f o ns a ur e n zu bilden : eine Car b a mi do - mo n o sulf o ns aur  e , H a .  CO 

NH.SOsH (I), und eine Carbamido-disulfonsaure, CO(NH.SO,H), (11). 
ZUI Gewinnung der Monosulfonsaure wird man ein Mol. und 

zur Darstellung der Disulfonsaure zwei Mol. Schwefeltrioxyd auf 
ein Mol. Harnstoff iibertragen miissen, d. h. man mu13 auf ein Mol. Harn- 
stoff ein Mol. bzw. zwei Mol. N-Pyridinium-sulfonsaure einwirken lassen. 
Zu diesem Zwecke wird ein Gemisch aus Harnstoff und N-F'yridinium-sulfon- 
same bei einer geeigneten Temperatur verschmolzen. Es tritt hierbei 
sofort Reaktion ein, und nach den Gleidungen: 

NH,.CO.NH, + C,H&N+.SO,.O- = NH,.CO.NH.SOs((CsH&N, H), 

entstehen als Reaktionsprodukte das Pyridiniumsalz der Carbamido- 
monosulfonsaure bzw. das der Carbamido-disulfonsaure. Diese 
Pyridiniumsalze sind gut krystallisierende Stoffe. Aus k e n  sind die anderen 
Salze der beiden Sauren leicht zuganglich. So erhalt man die Alkali- 
oder  E r d a l k a l i s a l z e  d u r c h  U m s e t z u n g  der Pyridiniumsalze m i t  den 
berechneten Mengen A1 k a1 i- o d e  r E r  d a1 k a l i  h y d r  o x y d in wariger 

NH,.CO.NH, + 2C,H5N+.SO,.O- = C O W  .SOs(CsH5N, H)],, 

Lijsung. 

1) P. Baumgarten, B .  69, 1166, 1976 [1926]. 




