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Nichtenzymatische Synthese yon Penicillinen und 
Hippurs~ure mit S-Acylderivaten der Thioglykols[ture* 

Von 

R. Brunner, M. R@hr, W. Hampel und M. Zinner 
Aus d e n  Ins t i tu t  fiir Biochemische Technologie und Mikrobiologie 

der Technisehen Hochschule Wien 

(Eingegangen o/ra 25. Mai  1968) 

Es wm'de gefunden, dab die Synthese yon Penicillinen und 
yon Hippurs/~ure aus den entsprechenden S.Acylthioglykolaten 
und den Aminoverbindungen 6-Aminopenicillansiiure bzw. Glycin 
auch ohne Anwesenheit eines Enzyms, also auf rein chemischem 
Weg, erfolgt. I-Iierbei verl/iuft die Penicillinsynthese im pit-Be- 
reich yon 5 bis 8 relativ rasch und  unabh/ingig vom pH, w~ihrend 
die ttippursi~uresynthese im pH-Bereich yon 6 bis 10 zwar lang- 
sam abl~uft, aber urn so mehr beschleunigt wird, je mehr man 
sich d e n  pH-Wert  10 n~hert. Eine ErkliJ, rung fiir diese Befunde 
wird angefiihrt. Versuehe, dm'ch Zugabe eines Enzyms, wel- 
ches die hydrolytisehe Spaltung von Hippurs~ure veranlaBt, 
die Synthese yon Hippurs~iure zu beschleunigen, zeigten, 
dab die aus der l~eaktion yon S-]3enzoylthioglykolat und  Glycin 
entstandene I-Iippurs/iure stets schneller enzymatisch gespalten 
als ehemisch gebildet wird. 

Non enzymatic synthesis of penicillins and of hippuric acid 
is demonstrated by reacting 6-aminopenicillanic acid and glycine, 
resp., with the appropriate S-acylthioglycoIates. In  the pH range 
of 5 to 8 the formation of penicillins is relatively fast and inde- 
pendent of pH. The rate of synthesis of hippuric acid in the pH 
range of 6 to 10 is slow compared with the rate of penicillin 
formation but  increases as the pH approaches 10. An explanation 
of these results is given. Attempts to increase the rate of hippuric 
acid synthesis by the addition of a hippurate-splitting enzyme 
at different pH values always resulted in lower yields evidently 
caused by  a much faster enzymatic hydrolysis than chemical 
formation of hippuric acid. 

* Hcrrn Prof. Dr. L. Schmid zum 70. Geburtstag in Verehrung gewidmet. 
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Im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Spaltung yon Penicil- 
linen durch das Enzym Penicillinamidase (EC 3.5.1.11) 1 wurde yon 
einigen Autoren 2 auch die Frage der Reversibilit/~t dieser Enzym- 
wirknng studiert un4 die m6gliche Bedeutung dieses Enzyms fiir die 
biologische Synthese diskutiertL Es konnte gezeigt werden, dab unter 
bestimmten B e d i n g u n g e n -  Erniedrigung des pH-Wertes, Erh6hung 
der Konzentration der A u s g a n g s s t o f f e -  eine Synthese yon Penicil- 
linen bus 6-Aminopenicillans~ure (6-APA)  und Seitenkettens/iuren in 
Gegenwart yon Penieillinamidase m6glich ist. Kau[mann,  Bauer und 
O/[e ~ beriehteten fiber eine erhebliche Steigerung der Syntheserate, 
wenn bei Verwendung yon Zellsuspensionen yon Escherichia eoli, die 
eine aktive Penicillinamid~se enthalten, die Seitenkettens/iuren in Form 
aktivierter Verbindungen, insbesondere als S-Acylderivate der Thio- 
glykolsgure, eingesetzt wurclen. 

In  einer vorangegangenen Arbeit wurde in unserem Laboratorium 
die Existenz eines Biosyntheseweges yon Penicillin in Penicillium ehryso- 
genum aufgezeigt, der eine Aktivierung der Seitenkettensguren dureh 
Coenzym A und A T P  sowie die Ubertragung der Aeyl--Coermym-A- 
Verbindungen auf 6 - A P A  durch eine N-Aeyltransferase umfaBt 5. Bei den 
Versuchen zum Studium der N-Aeylierung dureh Acyl--Coenzym-A- 
Verbindung wurde festgestellt, dag eine niehtenzymatische Acylierung 
yon 6 - A P A  unter den angewandten Versuehsbedingungen praktiseh 
nicht nachweisbar war. Da in Penicillium chrysogenum nnter gewissen 
Bedingungen eine Penicillinamidase gebildet wird ~, wurde aueh die 
MJglichkeit einer Bildung yon Penieillinen bus 6 - A P A  und Seitenketten- 
s/~uren in Gegenwart yon Enzympr/~parationen bus Penicillium chryso- 
genum unter wri ier ten Bedingungen untersucht, wobei jedoch keine 
nennenswerte Synthesewirkung nachweisbar war. Wurden die Seiten- 
kettens//uren dutch ihre Thioglykolsgurederivate ersetzt, so konnte 

1 Enzyme Nomenclature, Recommendations 1964 of the International 
Union of Biochemistry, Elsevier, Amsterdam-London-New York 1965. 

W. Kau]mann und K. Bauer, Naturwissensch. 47, 474 (1960); F. R. 
Batchelor, E. B. Chain, M.  Richards und G. h r. t?olinson, Proc. t~oy. Soc. 
[London] Ser. B, 154, 522 (1961). 

a M. Cole, Appl. Mierobiol. 14, 98 (1966); A. Szentirmai, Acta microbiol. 
Acad. Sci. hung. 12, 395 (1965/66); t~. C. Erickson und L. D. Dean, Appl. 
Microbio]. 14, 1047 (1966). 

4 W. Kau/mann, K.  Bauer und H. A. Of]e, Antimierobial Agents Annual 
1960, 1. 

5 R. Brunner, M. RJhr und 1]/i. Zinner, Z. physiol. Chem. 349, 95 (1968). 
K. Sakaguchi und S. Murao, J. Agric. Chem. Soc. Japan 23, 411 (1950); 

S. Murao mid Y. Kishida, 1. e. 35, 607 (1961) ; R. C. Erickson und R. E. Bennett, 
Bacteriol. Proe. 65 (1961); Appl. Mierobio]. 13, 738 (1965); C. A.  Claridge, 
J. R. Luttinger und J. Lein, Proc. Soc. Exper. lV[ed, l l3, 1008 (1963); R. Brun- 
her, M. RJhr und M. Zinner, Mh. Chem. 97, 952 (1966). 
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jedoeh eine niehtenzymatisehe Synthese in erheblichem Ausmafie beob- 
aehtet werden, worauf bereits kurz hingewiesen wurde 5. ~hnliehe Be- 
funde wurden auch am Modell der Synthese yon ttippurs~ure aus 
Glyein und S-Benzoylthioglykolat erhalten. Uber diese Untersuchungen 
wird in der vorliegenden l~itteilung beriehtet. 

A. S y n t h e s e  y o n  P e n i e i l l i n e n  

In den naehfolgend beschriebenen Versuchen wurde die Bildung yon 
Phenoxymethyl- und Phenoxy/~thylpenicillin aus 6 - A P A  und den ent- 
spreehenden S-Aeylthioglykols/~urederivaten (vgl. ~) unter Variation der 
pH-Werte sowie der Konzentrationen der Ausgangsstoffe untersucht. 

Zu diesem Zweek wurden Versuehsans~tze yon 10 ml mit den in Tab. 2 
und 3 angegebenen 1YIengen 6 - A P A  und S-Aey]thioglykolat in O, 15m-Phosphat- 
puffer (pH-Werte s. Tab. 2 und 3) bei 37 ~ C inkubiert, naeh den in den Tabellen 
angegebenen Zeiten jeweils zwei Parallelproben yon 10 ~1 entnommen und 
auf Chromatographiepapier (S & S 2043 b) aufgetragen. Nach Entwieklung 
der Chromatogramme im FlieBmittel 1-Propanol H- Wasser (2 : 1, Lauf- 
streeke 10 cm, Laufzeit 2,5 bis 3 Stdn.) wurdo jeweils in einer Probe die 
Position des Penieillins am Papier durch qualitativen Nachweis nach RShr  8 
ermittelt; die Rf-Werte der getrennten Substanzen sind in Tab. 1 zusammen- 
gestellt. In der Parallelprobe wurde an der so bestimmten Position des Penieil- 
lins ein quadratisehes Papierpl/~ttchen von etwa 2 em 2 herausgesehnitten und 
das Penicillin mit einer gemessenen Mengo sterilen Phosphatpuffers pH 7,2 
eluiert. Die quantitative Ermittlung des Penieillingehaltes in den Eluaten er- 
folgte durch Agardif/usionstest mit Staphylococcus aureus SG 511 als Test- 
organismus. Die Aufnahme yon Standardkurven mit bekannten Penieillin- 
konzentrationen wurde in analoger Weise durehgefiihrt. 

Die Ergebnisse der Vorsuche sind in den Tab. 2 und 3 zusammengestellt. 

Tabelle 1. R f - W e r t e  im F l i eBm i t t e l  1 - P r o p a n o I  -k Wasse r  (2:1) 

Substanz R~ 

Phenoxymethylpenieillin 0,72 
Phenoxy~thylpenieillin 0,72 
6-Aminopenieillans/iure 0,30 
Phenoxyaeetylthioglykols/~ure 0,31 
Phenoxypropionylthioglykols/~ure 0,31 

Wie aus den Ergebnissen ersiehtlieh, erfolgt die Synthese yon Penicil- 
linen im untersuehten pH-Bereieh (5 his 8) relativ unabh/ingig veto 
pH-Wert, und es ist besonders mit einer Steigerung der Konzentration 
yon Phenoxyaeetyl- bzw. Phenoxypropionylthioglykolat ein ann/~hernd 

H.  OjJe, K .  Bauer  u n d  W.  K a u J m a n n ,  DP-Auslegesehrift 1 151 803 
(4. Dezember 1959). 

s M .  R6hr,  Mikrochim. Aeta [Wien] 1965, 705. 
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Tabelle 2. S y n t h e s e  v o n  P h e n o x y m e t h y l p e n i c i l l i n  bus  6 - A m i n o -  
p e n i c i l l a n s ~ u r o  u n d  S - P h e n o x y a c e t y l t h i o g l y k o l a t  

6 - A P A  Phenoxy~cetyl- Yersuchs- :Phenoxymethyl- 
pI-I ixMol/ml thioglykola~ dauer penicilli~l ~ 

tzMol/ml Min. ~zlVfol/ml 

5 25 75 0 0 
60 3,3 

180 6,9 27,6 
360 6,9 

6 25 75 0 0 
60 4,7 

180 6,3 25,2 
360 1,5 

7 25 75 0 0 
60 2,7 

180 4,7 
360 6,9 27,3 

8 25 75 0 0 
60 4,7 

180 5,4 21,6 
360 1,9 

5 75 25 0 0 
60 3,3 

180 5,3 21,2 
360 2,7 

6 75 25 0 0 
60 3,3 13,2 

180 3,0 
360 2,0 

7 75 25 0 0 
60 2,7 

180 6,9 27,2 
360 2,9 

8 75 25 0 0 
60 1,5 

180 3,0 12,0 
360 1,0 

6 12,5 12,5 0 0 
5 0,9 

30 1,6 12,8 
60 0,8 

120 0,4 
180 0,4 
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Fortsetzung (Tabelle 2) 

6-APA Phenoxyacetyl-  Versuchs- Phcnoxymethyl-  
p H  ~xMol/ml thioglykolat  dauer penicillin ~ 

[xMol/ml Min. [xMol/ml 

6 25 25 0 0 
5 1,2 

30 2,4 9,6 
60 2,4 

120 0,9 
180 0,6 

6 50 50 0 0 
5 1,8 

30 5,6 11,2 
60 3,6 

120 2,0 
180 2,0 

6 25 50 0 0 
5 5,9 

60 7,8 31,2 
180 7,7 

6 25 75 0 0 
5 7,7 

60 9,0 
180 lO,O 40,0 

6 25 100 0 0 
5 13,0 

60 18,0 72,0 

l inearer  Anst ieg  der  Syn these ra t en  verbunden .  Bei der  h6ehsten ange- 
w a n d t e n  K o n z e n t r a t i o n  yon  P h e n o x y a e e t y l t h i o g l y k o l a t  erre iehte  die 
Ausbeu te  a,n Phenoxymethy lpen ic i l l i n ,  bezogen auf die l imi t ie rende  

APA-Konzentration, einen W e r t  yon  72% in 60 Minuten.  

]3. S y n t h e s e  y o n  H i p p u r s / i u r e  

Die Versuehe wurden  in ~naloger Weise  wie die zur  Synthese  yon 
Peniei l l inen durehgef i ihr t  : 

Versuehsans/itze (10 ml) wurden mit  den in Tab. 4 angegebenen Mengen 
Glyein und S-Benzoylthioglykolat  in 0,15 m-Phosphatpuffer  (plK-Werte 
s. Tab. 4) bei 37 ~ C inkubiert ,  naeh den in Tab. 4 angegebenen Zeiten jeweils 
zwei Paral lelproben yon 10 V.1 entnommen und auf Chromatographiepapier  
(Sehleicher & Sehfill 2043 b) aufgetragen. Zur Trennung yon den Ausgangs- 
produkten wurde jeweils eine Parallelprobe im Fliel lmit tel  Isopropylalkohol -~ 
Methanol + Ameisens~ure + Wasser/60 + 20 + 8 + 20 entwiekelt.  Die 
Identifizierung der Hippurs~ure (Rf = 0,96) erfolgte naeh der Methode yon 
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Tabelle 3. S y n t h e s e  y o n  P h e n o x y / ~ t h y l p e n i e i l l i n  a u s  6 - A m i n o -  
p e n i e i l l a n s ~ i u r e  u n d  S - P h e n o x y p r o p i o n y l t h i o g l y k o l a t  

6-APA Phenoxypropionyl-  Versuehs- Phenoxy~ithyl- 
p t I  ~zMol/ml thioglykolat  dauer, penicillin 

~Mol/ml Min. ~Mol/ml 
% 

6 12,5 12,5 0 0 
5 1,3 10,4 

60 1,1 

6 25 25 0 0 
5 3,3 

30 4,7 
60 5,7 22,8 

180 3,7 

6 50 50 0 0 
5 7,5 

60 7,6 15,2 

6 25 50 0 0 
5 7,5 

60 7,7 30,8 

6 25 75 0 0 
5 8,4 

30 9,8 
60 l l , 0  44,0 

180 6,7 

6 25 100 0 0 
5 12,0 48,0 

60 10,0 

Ga]]ney et al. ~ in leieht modifizierter Form 1~ dutch Bespriihen mi t  einer 
4proz. L6sung yon p-Dimethylaminobenzaldehyd in Ac20 mit  Zusatz einiger 
Krista]le Nat r iumaeeta t  und Erhi tzen durch 2 Min. zwischen auf 140 ~ C auf- 
geheizte Glasplatton. Zur quant i ta t iven Best immung der t t ippurs~ure wurden 
die getrennten Fleeken bzw. die ohne chromatographisehe Trennung auf 
Papier  aufget, ragenen Proben naeh Reakt ion mi t  dem angegebenen Reagens 
mi t  je 5 ml Meghanol extrahier t  und soforg die Ext ink t ion  bei 170 nm im 
Spektralphotomeger (Zeiss PMQ II)  gemessen. Die Aufnahme yon Standard- 
kurven erfolgte in analoger Weise. 

Die Ergebnisse  der  Versuche,  bei denen wieder  sowohl die qua n t i t a t i ve  
Zusammense t zung  der  Versuchsansgtze  als auch  deren  p H - W e r t e  var i ie r t  
wurden,  s ind in  Tab.  4 zusammenges te l l t .  

9 G. W. Ga]]ney, K .  Schreier, N.  Di Ferrante und K.  J. Altmann, J.  Biol. 
Chem. 206, 695 (1954). 

lo M. _~6hr und W. Hampel, Mh. Chem. 97, 1787 (1966). 

Monatshefte ffir Chemie, 99]6 143 
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Tabelle 4. S y n t h e s e  v o n  H i p p u r s K u r e  a u s  G l y c i n  u n d  S - B e n z o y l -  
t h i o g l y k o l a t  

Glycin S-Benzoyl- Versuchs- t-Iippurs/iure 
p i t  ~Mol/ml thioglykolat  dauer, ~Mol/ml % 

~Mol/ml Std. 

7,5 200 50 

400 lOO 

2000 500 

4000 1000 

7,5 100 100 

400 100 

1000 100 

6,0 100 100 

6,5 

7,0 

7,5 

8,0 

8,5 

9,0 

9,5 

2 1 
4 1,5 3,0 
6 2,2 4,4 
2 1,3 1,3 
4 2,7 2,7 
6 5,4 5,4 
2 9,2 1,8 
4 17,8 3,6 
6 25,9 5,2 
2 18,2 1,8 
4 36,7 3,7 
6 53,9 5,4 
3 0,8 0,8 
6 1,6 1,6 

20 5,4 5,4 
3 2,0 2,0 
6 5,4 5,4 

20 13,8 13,8 
3 5,1 5,1 
6 9,8 9,8 

20 29,9 29,9 
3 0 0 
6 0 0 

20 1 1 
3 0 0 
6 1 1 

20 1,1 1,1 
3 1 1 
6 1,1 1,1 

20 2,7 2,7 
3 1 1 
6 1,6 1,6 

20 5,4 5,4 
3 1,1 1,1 
6 2,7 2,7 

20 8,6 8,6 
3 1,6 1,6 
6 3,2 3,2 

20 11,8 11,8 
3 2,2 2,2 
6 4,3 4,3 

20 16,2 16,2 
3 2,7 2,7 
6 6,5 6,5 

20 21,6 21,6 
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Fortsetzung (Tabelle 4) 

225i 

Glyein S-Benzoyl- Versuehs- Hippm~s~ur e 
pi t  [zMol/ml thioglykolat dauer, F.Mol/ml 

tzMol/ml Std. 
% 

10,0 3 3,2 3,2 
6 7,5 7,5 

20 25,9 25,9 

Im Gegensatz zur Penieillinsynthese wurde bei der Hippursgure- 
bildung eine deutliehe Abh~ngigkeit vom pI-I-Wert festgestellt; wie 
ersichtlieh, waren mit steigenden pH-Werten der Versuehsans/itze ent- 
spreehend steigende Syntheseraten zu beobaehten. Gegeniiber der S3nlthese 
yon Penieillinen verlief die Synthese der Hippurs/~ure relativ langsam. 

Es wurde nun untersueht, ob die Gesehwiadigkeit der Einstellung des 
Reaktionsgleiehgewiehtes dureh die Wirkung eines Enzyms besehleunigt 
werden kann, welches zur hydrolytisehen Spaltung von I-Iippurs//ure 
bef/~higt ist. Ein solehes Enzym ist in verschiedenen lVIikroorganJsmen ~0, n 
dutch Ziiehtung in Gegenwart yon Hippurat oder Benzoat spezifiseh 
induzierb~r. Be/dem aus Fus~rium semiteetum isolierten und eingehender 
studierten Enzym liegt das pH-Optimum bei 7,5. 

Versuehsans~tze mit 0,1m S-Benzoylthioglykolag und 0,4~n-Glycin unter 
Zusatz yon Phosphatpuffer (pH 7,5) warden mit Myeeltroekenpr/iparationen 
yon Fusarium semiteetum (200 rag/5 ml) versetzt, die dutch Zfiehtung in 
Gegenwart gestufter Induk~orkonzentrationen gewormen worden waren und 
dementspreehend gestufte Mengen des Hippurat spaltenden Enzyms ent- 
hielten. 

Die nach Versuchszeiten yon 6 und 24 Stdn. erhaltenen Resultate im 
Vergleieh zu denen eines Parallelversuches ohne Enzymzusatz sind in 
Tab. 5 zusammengestellt. 

Wie aus den Ergebnissen zu ersehen, wurdein keinem Fall die S3mthese- 
rate des Versuehsansatzes ohne Enzymzusatz erreieht. Vielmehr zeigen die 
Versuchsdaten, denen zufolge mit steigenden Enzymkonzentrationen ent- 
spreehend erniedrigte Ausbeuten an Hippursgure verbunden waren, dal] 
die aus der l~eaktion yon Benzoylthioglykolat und Glyein entstandene 
Hippurs/~ure stets schneller enzymatiseh gespalten als ehemiseh gebildet 
wird. 

Wurden analoge Versuehsans/~tze bei pH 4,5 angestellt, so konnte in 
keinem Falle eine I-Iippurs/iuresynthese beobaehtet werdea. 

DaB bei diesen Versuehen keine enzymatisehe Hydrolyse der einge- 
setzten S-Benzoylthioglykols/~ure eintritt, die zu einem Verlust des energie- 

n M .  RShr ,  Allgem. u. Prgkt. Chemie 18, 6 (1967). 

143" 
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reichen Reaktanten  fiihren wiirde, wurde in parallelen Versuchen sicher- 
gestellt. 

Tabelle 5. S y n t h e s e  von  H i p p u r s g u r e  aus  S - B e n z o y l t h i o g l y k o l a t  
und  G lyc i n  in G e g e n w a r t  y o n  E n z y m p r i i p a r a t i o n e n  

u (Stdn.) 6 24 

Enzymgohalt des Gebildete Menge ttippurs~uro 
Acetontrockenmycels 

in Einheiten/g* in txMol/ml (= %) 

0,5 5,5 9,6 
1,0 3,6 5,1 
2,0 0,6 1,8 
6,9 0,2 1,2 

21,5 0,1 0,8 
41,0 0,1 0,6 
44,0 0,1 0,4 

Kontrolle ohneEnzym 5,8 12,8 

* 1 Einheit spMtet 1 ~xMol/Min. Hippurat bei pH 7,5 und 38 ~ C. 

Die Wirkung des Enzyms in Richtung einer Spaltung der chemisch 
gebildeten tIippurs/iure wurde besonders deutlich durch einen Versuch 
gezeigt, bei dem in einem Yerg]eichsansatz die Spaltaktivit/i* durch Zu- 
satz des Hemmstoffes Parachlormercuribenzoat (pCMB) beobachtet  
wurde. In  diesem Fall konnte auch in Gegcnwart des Enzyms ann/ihernd 
die g]eiche Syntheserate erzielt werden wic in einem Yersuchsansatz ohne 
Enzymzusatz,  w/ihrend bei Zusatz des Enzyms ohne I-[emmstoff keine 
Hippurs/iurebildung nachweisbar war. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind aus Tab. 6 ersichtlich. Es wurde ein durch Ziichtung unter Zusatz 
einer sehr hohen Induktorkonzentrat ion yon 60 mMol/l Kippura t  gewon- 
nenes Troekenenzymprgparat  aus Fusarium semiteetum (100 mg/5 ml 
Versuchsansatz) bei Konzentrat ionen yon 0,1 m-S-Benzoylthioglykolat 
und 0,4m-Glycin sowie einer Konzentra~ion von 3 - 1 0  .3 3s pCMB 
eingesetzt. 

Tabelle 6. Synthese yon Hippurs~ure aus S-Benzoylthioglykolat 
und Glycin in Gegenwart yon Enzyrnpr~iparationen unter Zus~tz 

y o n  pCMB 

Versuchsdauer, 
Stdn. 

Gebildete Hippurs~ure in [zMol/ml (= ~o) 
ohne mit .Kontrolle ohne 

pC M B pC M B Enzymzusatz 

0 0 0 0 
3 0 1,6 2,0 
6 < 0,1 4,2 5,4 

20 < 0,1 9,8 13,8 
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D i s k u s s i o n  

Bei den hier untersuchten N-Acylierungsreaktionen wird durch den 
Einsatz der energiereiehen S-Aeylthioglykolate die Entstehung der 
Syntheseendprodukte stark begfinstigt. Die Synthese der Hippurs/iure 
verl/Luft relativ langsam und wird um so mehr besehleunigt, je h6her im 
untersuchten pFI-Bereieh (6--10) der pH-Wert liegt, w//hrend die Ge- 
schwindigkeit der analogen Penieillinsynthese im pH-Bereieh 5--8 ziem- 
lich unabhs vom pH-Wert ist. Dies k6nnte etwa wie Iolgt erklgrt 
werden: 

Die Umsetzung des reaktionsf/ihigen Aeylthioglykolats ist eine yon 
Protonen besehleunigte I~eaktion, da die Protonierung der Carbonyl- 

gruppe ()Ce--~_--H) den nukleophilen AngrifI dutch den nukleophilen 
Partner (6-APA bzw. Glyein) begfinstigt. Andererseits wird das Proton 
um so mehr vom nukleophilen Partner, der Base, beansprueht, also die 
reaktionsf/~hige Ntt2-Gruppe bloekiert, je st/~rker die Base ist. Im all- 
gemeinen wird daher eine optimale Gesehwindigkeit bei jenem pH-Wert 
liegen, der in der N/~he des pK2-Wertes (die Base als S/~ure betraehtet) des 
nukleophilen Partners liegt. 

Das pK~ der 6-APA liegt um 6, daher ist im ptI-Gebiet 5--8 keine 
grote ~nderung der t%eaktionsgesehwindigkeit zu erwarten, w/~hrend 
beim Glyein n i t  seinem pK2-Wert yon etwa 10 die Reaktionsgeschwindig- 
keit um so grSl3er ist, je mehr man sieh yon unten diesem pit-Weft nghert. 

Vielleieht steht hiermit, unabh/ingig yon etwaigen sterisehen Be- 
hinderungen, aueh in Zusammenhang, dab die Penieillinsynthese aus der 
aktivierten Aeylverbindung relativ raseh, die der I-Iippurs/iure abet lang- 
saner verlguft. 

Bei Erh6hung des pH-Wertes fiber das pkg. hinaus wird zwar die Base 
wieder aus der 1%NH3%Form in die reaktionsfghigere t~NtI2-Verbindung 
fibergeffihrt, andererseits abet das Aeylthioglykolat reaktionstr/~ger, so dab 
der nukleophile Angriff ersehwert wird; as kann Mso hiebei die ~eak- 
tionsgesehwindigkeit wieder vermindert werden, mater Umst//nden abet 
aueh ziemlich konstant bleiben. 

Orientierende Versuche bei der I-Iippurs//uresj~athese, die oberhalb 
pI-I 10 angestellt wurden, deuten in ]%iehtung eines leiehten Absinkens der 
i~eM~tionsgesehwindigkeit. 

Der Versueh, die Reaktion yon S-Benzoylthioglykolat mit Glyein 
dureh ein Enzym, welches die hydrolytisehe Spaltung yon I-Iippurs/iure zu 
katMysieren vermag, in unspezilischer Weise zu beschleunigen (vgl. 
Schema), ffihrte zu keinem Erfolg; in seinem Stabilitgts- und Aktivit~ts- 
bereieh yon pi t  6 bis 8 bewirkte vielmehr das Enzym, dab die Hippur- 
s~ure stets sehneller enzymatiseh gespalten als aus der Synthesereaktion 
n i t  S-Benzoylthioglykolat nachgebildet wurde. 
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S-Benzoyl thioglykolat  + Glycin . - - -  - - ~  Hippurs/iure ~ Thioglykols~ure 

1' | 
Enzym ! 4- H0H 

L 
Benzoes/~ure ~- Glyein 

I m  Falle der Penicillinsynthese verlief im untersuchtem Bereich yon  
p H  5- -8 ,  der aus Griiaden der Stabilit/it des Penicillins weder fiber- noeh 
unterschr i t ten wurde, die Reakt ion  so rasch, dab eine unspezifische Be- 
einflussung der Syntheserate  dutch  eine Penieillinamidase nicht  zu er- 
warren war. 


