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In  Fusar ium ist bei Ziichtung in N~ihrl6sungen mit  Zusatz 
yon Hippura t  oder Benzoat die Bildung einer Aminoacylase mit  
hoher Akt iv i tg t  gegeniiber I-Iippurs/iure und anderen N-Benzoyl- 
aminos~iuren induzierbar.  Die Enzymsynthese  zeigt eine deutliehe 
Abhangigkeit  yon der Induktorkonzent ra t ion  bis zum Erreichen 
einer fiir das Waehs tum der Organismen toxisehen Konzentrat ion.  
Die optimale Induktorkonzent ra t ion  unter  den angegebenen 
Kult ivierungsbedingungen liegt bei etwa 20 mMol/1 Benzoat 
bzw. Hippttrat .  Das induzierte Enzym ha t  ein pH-Opt imum bei 
7,5. :Die Enzymwirkung wird durch t temmstoffe  for Sulfhydryl- 
gruppen wie Jodaceta t ,  p-Chlormereuribenzoa.t und HgC12 
gehemmt.  

When fusarium is grown in nutr ient  media containing hippu- 
rate or benzoate, an aminoacylase with high ac t iv i ty  towards 
hippurie and other N-benzoylamino acids is induced. The enzyme 
synthesis is dependent  on the concentration of the inducer up 
to a level which is toxic to the organism. Under  the given g r o ~ h  
conditions the opt imum inducer concentration is approx. 
20 mmoles/1 of benzoate or hippurate.  The p i t  opt imum of the 
induced enzyme is 7.5. The enzyme can be inhibited by  SI-I 
reagents such as iodoacetate,  p-chloromercm'ibenzoate and 
mercuric chloride. 

Un te r  der  Bezeiehnung , ,Aminoacylasen"  is t  eine Gruppe  von E n z y m e n  
bekann~, die dureh  die F/~higkeit zur  Spa l tung  yon  N-Aeylaminos / iu ren  
gekennzeichnet  ist. 

N a e h d e m  Schmiedeberg 1 im J a h r e  1881 e r s tmal ig  gefunden haste ,  d a b  
t ier ische Gewebe Hippur sgu re  in Benzoes/~ure und Glyein  zu spal~en vet-  

10 .  Schmiedeberg, Arch. Exper.  Pathol .  Pharmakol .  14, 379 (1881). 
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mochten (,,Histozynl"'), wurde dieses sp~/ter als Hippuricase 2 bzw. Amino- 
acylase 3 bezeichnete Enzym bald auch in zahlreichen Mikroorganismen 
aufgefunden 4. In  Pilzen (vgl. 5) konnte Aminoacylasewirkung haupts/~ch- 
lich bei Aspergi]lus (z. B. Takadiastase) a und Penicillium 7 beobachtet 
werden. Neuberg und Mitarbeiter s erkannten, dab neben Hippursgure 
auch andere N-Acy]aminos/iuren, aber nur solche *nit L-Konfiguration des 
Aminos/iurenanteiles deacyliert wurden, und schlugen die Verwendung 
solcher Enzyme zur prgparativen Trennung racemischer Aminosgure- 
gemische vor. Diese AnwendungsmTglichkeit wurde in der Folge durch 
mehrere Autoren sowohl mit tierischen 9 als auch mit Aeylasen aus Pilzen ~0 
und Bakterien n studiert sowie Methoden zur Herstellung angereicher~er 
Enzymprgparate beschrieben. 

Eigene Untersuchungen ~ an Fusarium semitectum haben gezeigt, dab 
bei Ziichtung des Pilzes in Gegenwart v on Phenoxyessigsgure, die zur 
Induktion einer Penicillinamidase (Penicillinacylase) mit hoher Spalt- 
aktivitiit gegeniiber Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V) f0.hrt la, auch 
die Aktivitgt einer im Organismus nut in geringer Menge vorhandenen 
Aminoacylase gesteigert wird. In  der vorliegenden Arbeit wird nachge- 
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wiesen, dab in Fusa r ium dutch  Zi iehtung mit  Hippursgure  oder 

Benzoesgure die Bi ldung einer Aminoaeylase mit  hoher Akt iu  

gegeniiber Hippursgure  und  a.nderen N-Benzoyla.minosguren induzier t  

werden kann .  

M a t e r i a l  u n d  N e g h o d i k  

Zur Untersuchung gelangten vier Fusariumstfimme: iFus. semitectum, 
]?us. lini, Fus. solani, Fus. moniliforme. Diese win'den auf Saeeharose-Nitrat- 
Agar naeh Czapeh-Dox in Stammkulturen gehalten und monatlieh iiber- 
impft. Zur Gewinnung yon Sporensuspensionen for die Myeelvermehrung 
wurden 10 Tage Mte Kul turen auf Saeeharose-Nitrat-Agar naeh Czape]c-Dox 
oder auf Maisbrueh bzw. IRollgerste mit physiologiseher NaC1-LSsung abge- 
sehwemmt und mit  diesen Suspensionen 100 ml WeithMs-Erlenmeyer-Kolben 
mit  20 ml N/~hrlSsung beimpft.. Naeh viert/igiger Kultivierung am ]~otaVions- 
sehiit.t.ler (170 Upm) bei 26 ~ C wurden diese VorkuIturen auf 1000 ml XVeighals- 
Erlenmeyer-Kolben mit 100 bis 150 ml Nghrl6sung 6bert.r~gen und erneut 
4 Tage unt.er denselben Bedingungen kultiviert. Die verwendeten N~thr- 
15sungen sind bei den einzelnen Versuehen angegeben. Die erhaltenen Myeel- 
mengen wurden am Biiehnertriehter fittriert, mit  ]~2iswasser gewasehen und 
die Myeele dureh dreimalige Behandlmag mit  jeweils der zehnfaehen Menge 
Aeeton yon - -  15 ~ entwiissert. ])as feingepulverte, aeetonfreie Troekenmyeel 
wurde in versehlossenen GeffiBen bei @ 2~ aufbewahrt. Zur Untersuehung 
der enzymatisehen Hydrolyse yon ttippurs/~ure wurden Versuehsans~,tze 
mit  den bei den Versuehen angegebenen l~{engen Troekenmyeel und Substrat 
in Phosphatpuffer (pit 7,5) bei 38 ~ C inkubiert und naeh versehiedenen Zeiten 
Proben entnommen. Die qualitative Analyse erfolgte dureh papierehromato- 
graphisehe Trennung der Proben anf Sehleieher und Sehfill-Papier 2063 b 
im Fliegmittel Isopropanol -- Methanol @ Wasser + Ameisensiiure/ 
60 @ 2 0 +  20 § 8. 

Rf yon Hippurs~ure . .  0,96; Rf von Glye in . .  0,64. Der Naehweis der 
Hippurs~iure erfolgte naeh Gaff~).cy, Nchreier, Di Ferrante und Altmann) 4, der 
yon Glyein dureh l~eaktion mit  Ninhydrinreagens in iiblieher Weise. Zur 
quant i ta t iven Bestimmung der tIippurs~ure wurden genau gemessene Proben 
der Spaltans~tze auf Filterpapier aufgebraeht (etwa 10 bis 20 al), mit dem 
Spr~hreagens naeh Ga]]~tey u. a. 1~ gespr~iht und das Papier zwisehen vorge- 
heizten Glasplatten genau 1 Min. auf 160 ~ C erhitzt ; naeh Elut.ion mit reinem 
Methanol (5 oder 10 mI) wurde die Ext inkt ion bei 470 nm im Spektralphogo- 
meter (Zeig P~IQ II) bestimmt. In  derselben Weise gewonnene Eiehkurven 
mit  reinen I-Iippurs/~urel6sungen ergaben im Bereieh yon 10 bis 100 ~zg einen 
]inearen Verlauf. Versuehe, die AnMysenmethode yon Ga/]~ey u. a. 1~ in LS- 
sung durehzufflhren, ergaben sehleeht reproduzierbare Werte, die vermut.lieh 
auf ungleiehmfiBige Erhi~ztmg zuriiekzufiihren sind, weswegen die t leaktion 
am Papier vorzuziehen war. Bei den Versuehen zur Spaltlmg anderer 
N-Benzoylaminos/~uren wurden die Spaltungsraten dureh Bestimmung der 
papierehromatographiseh getrennten Aminos/iuren nach der Ninhydrin- 
Kupfer-Methode yon Fischer und DSr/el~a ermittelt. 

14 G. W. Ga]]ney, K. Schreier, N. ])i Ferrante und K. J. Altrna~n, J. Biol. 
Chem. 206, 695 (1954). 

15 F. G. Fischer und H. D6riel, Z. physiol. Chem. 324, 544 (1953). 
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V e r s u c h e  u n d  E r g e b n i s s e  

1. Wachstumsversuche mit Hippurat als einziger Kohlensto]]- bzw. Kohlenstol!- 
und Sticksto]]quelle 

I n  N~hrl6sungen mit  100mMol/1 Hippurs~ure (Mineralkomponenten 
KN03 �9 �9 �9 2 g/l; K 3 H P O 4 . . . 2  g/l; MgSO4 �9 7 H20 � 9  0,5 g/l; N a C 1 . . .  0,1 g/l; 
CaCl~ . . .  0,02 g/l; ZnSO4 �9 7 H 2 0 . . .  0,02 g/l; pH 7,0) wurden Kul turen der 
vier St~mme fiber vier Passagen stehend und submers gefiihrt und in a l l e n  
Passagen starke Vermehrung festgestel!t. Fus. semitectum und Fus. lini zeigten 
flockiges, Fus. solani ein kugelf6rmiges Mycel, w~hrend die Kul tur  von Fus. 
moniliforme ein hefeartiges Aussehen aufwies. Fus. moniliforme wurde daher 
in den folgenden; Versuehen ausgeschieden. Wurde aus der N~hrl6sung das 
Nitrat  weggelassen, so war nu t  ein geringer Abfall des Wachstums zu beob- 
achten. Alle St~mme k6nnen also Hippurat  als C- und N-Quelle verwerten und 
sind somit zur Spaltung von Hippurat  befi~higt. 

2. Versuche zur Spaltung yon Hippurat durch Mycelpraparate nach Vermehrung 
au] Hippurat 

Die Mycele aus der 4. Passage der vorangegangenen Wachstumsversuche 
wurden nach sechst~glger Verrnehrung in dem oben angegebenen N~hrmedium 
(I-Iippuratkonzentration erh6ht auf 200 mMol/1) zu einem Aeeton-Trocken- 
mycel verarbeitet and  in einem Versuchsansatz mit  10 mg/ml Trockenmycel 
und 25 ~Mol/ml Na-t t ippurat  bei pH 7,5 dutch qualitative papierchromato- 
graphische Untersuchung nach 0, 1, 2, 3, 4 und 6 Stunden auf die F~higkeit 
zur Spaltung yon Hippurat  untersucht. Es wurde bei Fus. semitectum nach 
einer Stunde, bei Fus. lini naeh zwei und Fus. solani naeh drei Stunden eine 
deutliche Abnahme der Hippuratkonzentrat ion beobachtet. 

3. Versuche zur Induktion yon Aminoacylase dutch Hippurat 

Die Ergebnisse der vorangegangenen Versuche 1leiden auf das Vorliegen 
einer Indukt ion  der Enzymbildung schlie]~en. Zur Best~ttigung dieser Vermu- 
tung wurde Fus. semitectum in einer N~hrl6sung mit 20 g/1 Saccharose, 20 g/1 
Glucose und  den Mineralsalzen der vorangegangenen Versuche mit  und ohne 
Zusatz von 11 mMol/1 Hippurs~ure fiber drei Passagen yon je drel Tagen sub- 

Tabelle 1. I n d u k t i o n  v o n  A m i n o a c y l a s e  d u r c h  H i p p u r a t  

Zeit Gespaltene Menge Hippurat in ~Mol/mt 
in Ziichtung ohne Ztichtung mit 

min. HiI)purat Hippurat 

30 0,4 5,i 
60 0,8 10,7 
90 1,6 14,1 

150 2,9 21,5 
210 3,7 = 13,3% 24,9 : 89,2% 

Versuchsansatz (5 ml) : 20 mg/ml Acetontroekenmyeel 
28 ~Mol/ml Na-Hippurat  
pH 7,5 38 ~ C. 
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mers kultiviert and  die aus der letzten Passage gewonnenen Aeeton-Trocken- 
mycele einem Spaltversuch unterworfen. Die Versuchsbedingungen und Er- 
gebnisse sind aus Tab. 1 ersiehtlieh. 

Das Versuchsergebnis zeigt eine deutl iehe Induk t ionswi rkung  der bei 

der Vermehrung des Mycels zugesetzten Hippurs/~ure, I n  einem weiteren 
Versueh wurde der Einflul3 vari ierter  Induk to rkonzen t r a t i onen  unter-  
s u c h t  

Die Vermehrtmg erfolgte (lurch Schiittelkultur in einer Nfi.hrl6sung ghnlich 
der von Hockenhul l  1~ angegebenen. 

g/1 g/l 

Lactose 25 Na2SO4 - 10 H 2 0  0,5 
Sacehaxose 20 ZnSO4 �9 7 H 2 0  0,01 
Essigs~ure 2,5 CuSO4 �9 5 HsO 0,01 
KNOa 2 MnSO4 0,01 
K~HPO4 5 FeS04 - 7 I120 0,05 
I-Iefeextrakt Difco 2 Co(NOs).9 0,005 
MgSO4 �9 7 H20 0,5 NaC1 0,001 

p i t  7,0 (mit NaOH eingestellt). 
Die nach viertiigiger Kultivierung hergestellten Acetontrockenmycele 

wurden in analoger Weise untersueht. Versuchsbedingungcn und Ergebnisse 
sind in Tab. 2 angefiihrt. 

Tabelle 2. I n d u k t i o n  y o n  A m i n o a c y l a s e  d u r c h  v a r i i e r t e  H i p p u r a t -  
k o n z e n t r a ~ i o n e n  

Zeit Induktorkonzentration in mI~:[ol/I 
in 0 0,05 0,5 5 20 50 100 

rain. Gespaltene Menge t!ippurat in ~zMol/ml 

15 . . . . .  41,0 43,5 47,4 
30 - -  - -  - -  t4,4 48,5 52,9 54,9 
60 - -  - -  10,0 28,6 . . . .  

120 - -  3,5 19,2 51,8 - -  --- - -  
240 2,6 6,8 36,2 . . . .  

Versuchsansatz (5 ml) : 20 mg/ml Acetontrockenmycel 
56 b~Mol/ml Na-Hippurat  
pH 7,5 38 ~ C. 

Wie die Daten  von Tab.  2 e rkennen  lassen, bewirk~ eine Erh6hung  der 
Induktorkonzent ra~ ion  eine Zunahme  der Enzymsynthese .  Ab einer 
Induk to rkonzen t r a t i on  yon  20 mMol/1 ist jedoch kein wesentlicher Effekt 
mehr  erzielbar. 

4. Versuche zur  I n d u k t i o n  yon Aminoacy la8e  durch Be,J~zo~,t 

In  derselben Weise wie bei den Versuchen zm" Induk~ion nqit ttippura~ 
wurden nun  Kut turen rnit gesbuften ~engen  Na-Benzoat (vgl. Tab. 3) nach 

16 D.  J .  D.  Hockenhul l ,  in Progress in Indus~r. Microbiol. Bd. 1, 4, 5, 
London (1959). 
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vier Tagen Vermehrung in der modifizierten NahrlSsung des vorangegangenen 
Versuehes und Herst, ellmag yon Aceton-Trockenmyeelprgparaten in analogen 
Spaltversuehen untersueht.  Die Versuehsbedingungen und Ergebnisse zeigt 
Tab. 3. 

Tabelle3,  I n d u k t i o n  v o n  A m i n o a c y l a s e  d u r e h  B e n z o a t  

Zeit Induktorkonzentration in mMoI/l 
in 0 0,05 0,1 0,5 1.0 2,0 4,0 l0 

rain. Gespaitene l~[enge Hippurat in ~zMol/mI 

60 - -  - -  - -  7,2 8,2 9,9 25,0 25 
120 1,3 3,1 3,6 14,3 16,8 20,4 38,2 52,5 
240 2,7 4,3 11,3 28,5 32,4 41,4 - -  - -  
360 4,1 7,3 15,6 43,8 49,4 - -  - -  - -  

Zeit Induktorkonzent.ra.tion in mSiol/l 
in 20 50 80 100 200 

mil~. Gespaltene Menge HipDurat in ~Mol/m] 

15 12,5 11,8 21,7 16,1 11,7 
30 25,1 25,9 38,2 32,3 30,6 
45 38,0 35,5 45,2 47,7 43,8 
60 49,6 45,2 52,8 --- - -  

Versuchsansatz (5 ml): 20 mg/ml Aeetontroekenmycel 
56 tzMol/ml Na-Hippura t  
pI-I 7,5 38 ~ C. 

Wie  die Ergebnisse  dieser Versuche zeigen, ist  auch durch Benzoa t  
eine I n d u k t i o n  der  Aminoacy lase  erzielbar ,  wennglcich un te r  vergleich- 
ba ren  Versuchsbedingungen  H i p p u r a t  eine bessere I nduk t i onsw i rkung  
ausi ibt .  E ine  Ste igerung der  I n d u k t o r k o n z e n t r a t i o n  bewirk te  im Bereich 
bis 20 mlV[ol/1 wiederum eine gesteiger te  E n z y m s y n t h e s e ;  bei  hSheren 
I n d u k t o r k o n z e n t r a t i o n e n  war  jedoch berei ts  eine deut l iche  H e m m u n g  der  
~ y c e l v e r m e h r u n g  zu beobachten ,  die sich auch in einer A b n a h m e  der  

I n d u k t o r w i r k u n g  ausdr i ickte .  
Das  Vorl iegen einer Aff ini t / i t sbeziehung zwischen dem ] n d u k t o r  und  

dem Repressor  der  E n z y m s y n t h e s e  analog der  Wechse lwi rkung  zwischen 
E n z y m  und  Subs t r a t  (oder Inh ib i to r )  nach  der  Theorie  yon  Michaeli8 und  
Menten, wie sie z . B .  fiir die I n d u k t i o n  der VMindecarboxylase  durch  
Leucin  in Pro teus  vu]garis  yon  Haughton und  King 17 gefunden wurde,  
konn te  auch bei  der  Auswer tung  der  Induk t ionsve r suche  mi t  Benzoa t  
im Bereich yon  1 bis 80 mMo]/] Benzoa t  Ms i n d u k t o r  gezeigt werden.  
Trggt  man  (vgl. Tab.  4) die Keh rwer t e  der  I n d u k t o r k o n z e n t r a t i o n e n  
gegen die Kehrwer t e  der  aus den Akt iv i t /~ t /Ze i t -Kurven  e rmi t t e l t en  

,aMol H i p p u r a t  t 
In i t i a lgeschwindigke i ten  mb.  Stdnn- m g  ~ m y c e l ] '  die als Mal] fiir 

17 B. G. Haughton und H. K. Ki~2g, Bioehem. J. 80, 268 (1961). 
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die Enzymbildungsgesehwindigkeiten anzusehen sind, in einem Koordi- 
natensystem auf, so erhglt man (vgl. Abb. 1) eine Gerade entspreehend der 
Darstellung na.ch Lineu,  eaver und Burk ,  deren Sehnittpunkt mit  der 
Abszisse eine Affinit/~tskonstante der Induktorwirkung zu ermitteln 
gestattet .  

$2 

-0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 
.1_ 

[IJ 

Abb. 1. Abh~ngigkeit der Enzymbildungsgesehwindigkeit v B (~3~oI !~ippt~rat/ml, Stdn., 
mg Trockemnycel) yon der Induktorkonzentratlon t (m~ol/1). 

Die aus dieser Darstellung ermittelte Affinit//tskonstante der Induk- 
tion K I  yon 6 mMol/1 sagt aus, dab bei Induktion mit 6 mMol Benzoat 
pro Liter die Enzymsynthese mit  halbmaxima.ler Gesehwindigkeit vet- 

Tabelle4. Abhgng i .gke i t  der E n z y m b i l d u n g s g e s c h w i n d i g k e i t  yon  
der  I n d u k t o r k o n z e n t r a t i o n  

Induktorkenzentrat,ion 1 :Enzymbildungsgeschwindigkei t 1 

m)fol/l /-  VB * VB 

1,0 1,0 0,41 2,44 
2,0 0,50 0,50 2,00 
4,0 0,25 1,25 0,80 

10 0,10 1,40 0,71 
20 0,05 2,50 0,40 
50 0,02 2,60 0,38 
80 0,0125 3,80 0,26 

* ausgedritckt als spezif. Enzymaktivi~,~t in ,~:Vlol Itippura~ 
ml �9 Stdn � 9  Trockemnycel 

]/iuft. Eine Induktorkonzentration yon 20 mMol/l entsprieht e~wa 90 
bis 95% der maximalen Enzymbildungsgeschwindigkeit; diese fiir die 
Enzymbildung optimale Konzentration wurde daher in allen folgenden 
Versuchen angewandt. 



1794 M. R6hr und W. Hampel: [Mh. Chem., Bd. 97 

Die Vermehrung des Pilzes in Gegenwart von Na-Benzoat und damit  
die anwendbaren Induktorkonzentrat ionen sind sehr stark yon den sieh 
im Verlauf der Zfichtung einstellenden pH-Werten abh~ngig, wie in 
Vorversuehen festgestellt worden war.  

Wurde n/imlieh in dem verwendeten modifizierten N/ihrmediun der 
pH-Wer t  vor Beimpfung auf 5,0 eingestellt, so konnte in Gegenwart yon 
Na-Benzoat keine Zellenentwicklung erzielt werden. Bei Einstellung des 
p H  auf 6,0 wutde nur bis zu einer Benzoatkonzentration yon 4 mMol/1 
ungehemmtes Wachstum beobachtet,  und bei p H  7,0 war eine Yermeh- 
rung im gesamten Konzentrationsbereieh von 0 his 200 mMol/1 Benzogt 
mSglich. Im  letzten Fall stiegen die p t t -Wer te  am Ende der Vermeh- 
rung his fiber 9 an. Diese hohen pH-Werte  bedingten jedoeh eine schleehte 
Lagerstabilit/it der Enzympriiparate.  So ~arde  bei Aufbewahrung in 
versehlossenen Gef/~gen bei @ 2~ naeh zwei Monaten ein Aktivit/its- 
abfall yon 75% festgestellt. In  einem vereinfaehten N~hrmedium (8aceha- 
r o s e . . .  30 g/l; Glucose . . .  10 g/l; A m m o n i u m a e e t a t . . .  5 g/l; Ammonium- 
sulfat . . .  2 g/l; Hefeextrakt  Difeo . . .  1 g/l; MgS04" 7 H~.O . .. 0,2 g/I; 
ZnSO~- 7 H~O. . . 0 ,02  g/l; KH2P04 . - �9 6,0 g/l) war es nun m6glich, 
yon einem eingestellten p H  von 6,2 ausgehend mit Induktorkonzen- 
trationen his zu 20 mMol/1 - -  entsprechend einer in den vorangegangenen 
Versuchen ermittelten optimMen Induktorwirkung - -  gute Mycelent- 
wieklung zu erreieheu, wobei am Ende der Zfiehtuug ein p H  yon 7,5 
nieht fibersehritten wurde. Aeetonmyeele aus so angestellten Ziichtungs- 
versuchen zeigten die in Tab. 5 angeffihrten Aktivit/~ten, die auch naeh 
Lagerung fiber mehrere Mon~te keinen Abfall aufwiesen. 

T a b e l l e  5 

Indukt ion  mit  
Zeit 20 m~ol / l  20 mMol/1 
in t t i ppura t  Benzoat  

rain. gespaltene IVIenge Hippurs~ure in ~zMol/rnl 

5 15,3 9,5 
10 29,2 19,1 
20 48,5 31,2 
30 55,8 49,4 

Versuehs~nsatz (5 ml): 20 mg/ml Acetontrockenmycel 
56 vMol/ml Na-Hippurat 
pH 7,5 38 ~ C. 

Mit in dieser Weise gewonnenen Pr/~paraten wurde aueh das pH-Opt i -  
mum der Enzymwirkung mit  7,5 ermittelt  sowie orientierende Unter- 
suchungen fiber die Spalt~ktivit/~ten gegenfiber anderen N-Benzoylamino- 
s~uren durehgeffihrt. 
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5. Ve r suehe  zur S p a l t u n g  a n d e r e r  N - B e n z o y l a m i n o s g u r e n  

In orientierenden Spaltversuehen (20rag/m1 Aeetontroekenmycel, 
56 ~Mol/ml Substrat, pH 7,5 ; 38 ~ C) wurde die Spaltung yon N-Benzoyl- 
derivaten folgender Aminos/~uren untersueht: Alanin, Glutamins/~ure, 
Asparaginsgure, PhenylManin, Methionin, Leucin. Es wurde deutliehe 
Spaltung der Derivate yon Alanin, Asparagins/iure und Methionin, 
sehw/iehere Spaltung der Derivate yon Phenylalanin, Leuein und Glu- 
tamins~ure festgestellt. 

6. V e r s u e h e  mi t  H e m m s t o f f e n  ffir S u l f h y d r y l g r u p p e n  

Zur Orientierung fiber die Existenz aktiver Sulfhydrylgruppen wurde 
die Spaltung yon Itippurat. in Yersuehsans/~tzen (10 mg/ml Aeetontroeken- 
myeel; 28 ~Mol/ml Hippurat; pH 7,5; 38 ~ C) mit Zusatz der in Tab. 6 an- 
geffihrten Hemmstoffe untersueht. Die ermittelten Spaltaktivitgten 
Q xMol Hippurat pro ml, rain, mg Troekenmyeel) sowie die daraus erhal- 
tenen relativen Aktivit/~ten, bezogen auf eine mit 100% angenommene 
Aktivit~t im Versueh ohne Hemmstoffzusatz, sind in Tab. 6 angeffihrt. 

Tabelle6. Verhal ten gegeniiber Hemmstof fen  

Konzentration Aktivit i i t  relative 
Hemmstoff  ~Iol/l , )  Aktivit~t  

% 

- -  - -  0,19 100 
J o d a c e t a t  2 .  10 -3 0,08 42 

2 .  10 -2 0,01 5 
p - C h l o r m e r c u r i b e n z o a t  3-  10 -4 0,19 100 

3 .  10 -3 0,0 0 
Quecks i lbe r - I I -eh lo r id  10-3 0,0 0 

* ~3Iol I{ippurat pro ml, rain, mg Troekenmyeel 

Die Tatsaehe, dag sowohl Jodaeetat als auch p-Chlormereuribenzoat 
eine hemmende Wirkung ausiiben, deutet darauf bin, dab die Enzym- 
wirkung mit dem Vorhandensein aktiver Sulfhydrylgruppen verkniipft ist. 

D i s k u s s i o n  

Wie die vorliegenden Untersuehungen zeigen, ist die Bildung einer 
sehr aktiven, Hippursgure und andere N-Benzoylaminosguren spaltenden 
Aminoaeylase dutch Ziiehtung des Pilzes iI1 Gegenwart des Substrates 
HipIours/~ure bzw. des Spaltproduktes Benzoesgure induzierbar. Als op- 
timale Induktorkonzentration kann eine Menge yon 10 his 20 mMol/1 
angegeben werden. Wegen der starken Abhs yon dan jeweiligeI1 
Zfiehtungsbedingungen sJnd die optimalen Induktorkonzentrationen sowie 
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die dadurch erzielbaren Enzymaktivitgten nut unter definierten Ver- 
suchsbedingungen reproduzierbar. Ob Hippurs/~ure selbst als lnduktor  
wirkt oder erst die aus ihr entstehende Benzoes/~ure, l~;gt sieh aus den 
vorhandenen Versuchsdaten nieht entnehmen, da vergleichende Versuche 
zur Kurzzeitinduktion bisher nicht erfolgreich waren, mit welchen die 
Klgrung dieser Frage mSglich w~/re. Der Zusammenhang zwischen der 
Induktorkonzentration und der induzierten Enzymaktivitgt  zeigte, wie 
im Beispiel der Induktion mit Benzoat dargestellt wurde, eine Gesetz- 
m//Bigkeit, wie sie im Falle der Beziehung zwischen Enzym und Substrat 
naeh der Theorie yon Michaelis und Menten besteht; dies deutet, wie 
bereits Haughton und King 17 gezeigt haben, auf eine analoge Bindung 
zwischen dem Induktor und dem spezifischen Repressor der Enzym- 
synthese. Inwieweit eine besondere Spezifitgt der Induktion vorliegt, 
sollen weitere Versuche erweisen. Die Tatsache, dab auch mit Phenoxy- 
essigs/~ure im selben Organismus eine Enzyminduktion mSglich ist, 1/~Bt 
darauf schlieBen, dab mehrere Induktionsmechanismen existieren. Uber 
die Sloezifitgt dieser Induktionen wird an anderer Stelle beriahtet werden. 


