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1. In Fusarium semitectum wird durch Kultivierung in Nahr- 
medien mit Zuso.tz vort Hippurat die Biosyn~hese eines Enzyms 
induziert, das bevorzugt die hydrolytisehe Spalttmg yon I-Iippur- 
saure in Benzoesaure und Glycin bewirkt. 

2. Es wurden die optimalen Kultivierungsbedingungen zur 
Gewinnung enzymreichen Myeelm~teriats studiert. 

3. Dutch Hitzedenatm-ierung inaktiver Begleitstoffe bei 
50 ~ C, fraktionier~e Fallung mit Ammoniumsulfat und selektive 
Adsorption an Caleiumphosphatgel wird eine 130fa,ch ange- 
reieherte Enzympraparation erhMgen. 

4. Auf Grund vergleiehender Studien fiber die Suhstratspezifi- 
tat gegenfiber N-Benzoylaminos~uren, N-Acetylaminosiiuren und 
verschiedenen Peptiden wird gezeigt, dab es sich hier um ein 
neues Enzym handelt, des im Gegensatz zu der urspranglich als 
,,ttippuricase" bezeiehneten Aminoacylase (E.C. Nr. 3.5.1.14) 
aus tierisehen Geweben spezifisch auf die Hydrolyse von I-Iippur- 
siiure und ahnlieh aufgebauten N-Benzoylaminosauren eingestellt 
ist. 

5. F/ir des Enzym wird der Trivialname Hippurathydrolase 
und die systematische Bezeichnung N-Benzoylaminos~ure-amido- 
hydrolase vorgeschlagen. 

When Fusarium semitectum is grown in media containing 
hippurate, the synthesis of an enzyme is induced, which effects 
hydrolytic splitting of hippuric acid to benzoic acid and glycine. 
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A 130-fold purified enzyme preparat ion is obtained from mycelial 
extracts  by  heat  t rea tment ,  ammonium sulfate fraetionation, 
and adsorpt ion on calcium phosphate  gel. Comparat ive studies 
of the substra te  specificity indicate the presence of a new enzyme. 
Contrary to aminoacylase (E.C. 3.5.1.14) and related enzymes, 
the  preferred substrates  of the  new enzyme are hippurie acid 
and similar N-benzoylated amino acids. The triviM name hip- 
purate hydrolase and the systematic  name N-benzoylamin.oacid 
amidohydrolase is proposed for this enzyme. 

Un te r  den  Enzymen ,  welche - - C O - - N H - B i n d u n g e n  hydro ly t i s eh  
spal ten,  s ind neben  den zahlre iehen am A b b a u  yon  Pro te inen  und  P e p t i d e n  
be te i l ig ten  P e p t i d h y d r o l a s e n  (Pro te inasen  und  Pep t idasen)  eine Anzah l  
wei terer  E n z y m e  bekann t ,  die in den versehiedens ten  Bere ichen des 
Stoffwechsels  eine Rolle  spielen. U n t e r  diesen g ib t  es eine Gruppe  yon 
Enzymen ,  deren gemeinsames  lVIerkmal die F/ /h igkei t  zur  Deaeyl ie rung  

N-aey l i e r t e r  na t i i r l i eher  Aminos/ iuren  is t  und  die Ms , ,Aminos/iure- 
acy lasen" ,  h/iufig auch kfirzer als , ,Aminoacy lasen"  (Smorodinzew 1) oder  
, ,Aeylasen"  (Abderhalden und  Schwab ~) bezeichnet  werden.  

Die erste Erwahnung einer Enzymwirkung dieser Ar t  finder sieh bei 
van Tieghem (1864) a, der darauf  hinwies, dag das yon ihm beschriebene 
Bacterium ureae, welches von Pasteur 4 im Zuge seiner bert ihmten Arbeiten zur 
Widerlegung der Urzeugungstheorie entdeckt  worden war, zur Spaltung yon 
Hippursi~ure in Benzoes~Lure und Glycin bef~Lhigt sei. 1881 land Schmiede- 
berg 5, dab in verschiedenen tierischen Organen, besonders in Niere und Leber, 
ein Enzym mit  der F~higkeit  zur Spaltung yon t t ippurs~ure wirksam ist, und 
nannte  dieses Enzym , , t t i s tozym";  spiiter schlug Clementi 6 dafiir den Namen 
, , II ippuriease" vor. Schmiedebergs Entdeekung wurde in der Folgezeit  yon 
zahlreichen Forsehern best/~tigt und erweitert  (vgl. die zusammenfassenden 
Darstellungen bei Oppenheimer ~, Kraut und Ko/ranyi s, Leuthardt 9 sowie 
Hanso~r176 Es wurde auch gcfunden, dab iihnliche Spattungsvorg/inge so- 
wohl bei Bakterien als auch bei Pilzen vorkommen. 

1 I.  A.  Smorodinzew, Z. physiol. Chem. 124, 123 (1923). 
2 E. Abderhalden und E. Schwab, Fermentforsch. 10, 478 (1929). 
a p .  E. L. van Tieghem, C. 1". hebdomad.  Sd. Acad. Sci. 58, 210 (1864). 

L. Pasteur, Ann. Chim. Phys. 64, 6 (1862). 
O. Sehmiedeberg, Arch. exper. Pathol.  Pharmakol.  14, 379 (1881). 

6 A. Clementi, Att i  accad, naz. Lincei 32 I I ,  172 (1923). 
C. Oppenheimer, Die Fermente  und ihre Wirkungen, Bd. I I ,  780, Thieme : 

Leipzig 1926. 
8 H. Kraut und E. Ko/rdnyi, in: G. M. Schwab, I-Ib. Katalyse ,  Bd. 3, 272, 

Springer : Wien 1941. 
9 F. Leuthardt, in : J. B. Sumner und K. Myrb(~elc, The Enzymes,  1. Aufl., 

Bd. 4, 951, Academic Press:  New York 1951. 
lo H. T. Hanson, in:  Hoppe-Seyler/Thierfelders Hb. physiol.- und pathol.-  

chem. Analyse, 10. Aufl. (K. Lang und E. Lehnartz edit.), Bd. u  124; 
Berlin- Gtttingen-I-Ieidelberg, 1966. 
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Den Angaben van Tieghems folgend fanden Burri ,  Her]eldt und Stutzer n 
eine SpMtung yon Calciumhippurat  bei Eimvirkung von Bakterien aus 2vlist- 
jauehe. Von Yoshimura 12 win'de angegeben, dab Hippursgure im Ackerboden 
schneller in den oberen als in den unteren Schichten abgebaut  wird. v. Raei- 
borski 18 wies naeh, dag Hippura t  yon Penic i l l ium als Kohlenstoff- und Stick- 
stoffquelle genutzt werden kann, und Went la konnte zeigen, d~13 Monilia 

sitophila HippiLrat als Stiekstoffquelle verwertet. Sehellman~ 15 infizierte reine 
Hippursiiure--MineralsalzlSsungen sowie mensehlichen J-Iarn mit Jauche und 
isolierte aus den in ammoniaka]. Giirung geratenen Ansgtzen 25 Bakterien, 
die Hippurat unter Ammoniakbildung abbauten. Shibata Is sowie Ni/citinslci I~ 

gaben an, dab Aspergillus niger , ,Histozym" enthglt .  Bierema is wies eine 
Assimilation yon Hippura t  dm-ch Pilze (Cordyeeps, Septosporium) und ein 
Bakter ium (Bacter~ium erythrogenes) aus Erde nach. Dox 19 fand Spaltung yon 
I-Iippursiiure bei Peniei l l iumarten sowie bei Aspergillus niger und Hagem "~~ 
konnte bei 12 Arten der Ordnung Mucorales Wachs tum mit  H ippura t  als 
Stickstoffquelle nachweisen. Nach den Ergebnissen yon Kossowicz 21 k6nnen 
zahlreiche Pilze I-Iippursgure als Stickstoff- bzw. Stickstoff- und Kohlenstoff- 
nahrung nutzen. 1924 fanden Neuberg und Rosenthal % dab die aus Aspergillus 
o~wzae hergestellte , ,Takadiastase" I-Iippursgure spaltet .  Es konnte gezeigt 
werden, dab neben I-Iippursgure aueh andere benzoylierte Aminosg~wen 2* 
sowie andere N-Acylaminosguren 2a, wie z .B .  N-Acetyl- und N-Phenyl-  
aeetylaminosguren hydrolysier t  werden k6nnen..Neuberg and  Linharclt ~a, die 
die Beobaehtung maehten, dab bei der Spaltung N-aeylierter Aminosguren 
dm'ch Takadiastase stats nut die Derivate der natiirlichen L-Aminosguren 
hydrolysiert werden, schlugen die Verwendung dieses Enzyms zur prgpara- 
riven Trennung rac. Arninosguren iiber deren Aeylderivate in die optischen 
Antipoden vor. Diese Methode wurde in der Folge sowohl mit Enzymen aus 
tierisehen Geweben 2s Ms auch mit solchen aus Pilzen ~, 2~ und Bakterien 2s 

11 R.  Burri ,  E .  Her/eldt und A .  Stutzer, J. Landw. 42, 329 (1894); Zbl. 
Bakt .  I I  1, 284 (1895). 

12 K .  Yoshimura,  College of Agrieult.  Bull. 2, 221 (t895). 
la M .  v. Raciborski, Flora  [Jena] 82, 107 (1896). 
14 2'. C. Went, Bet. dtseh, chem: Ges. 16, 158 (1896). 
15 W.  Sehellmann, Dissertat.  GSttingen 1992. 
1~ K .  Shibata, Ho]meisters Beitr. chem. Physiol. Pathol .  5, 384 (1904). 
17 j .  Nilcitinski, Jb.  wiss. Bet.  40, 1 (1904). 
is S. Bierema, Zbl. Bakt .  ] I  23, 672 (1909). 
19 A .  W.  Dox, J. Biol. Chem. 6, 461 (1909). 
~o O. Hagem, Vidensk. Selskab. Skrifter I Math.-naturwiss.  s 1910, 84. 
~1 A .  Kossowicz, Z. Ggrungsphysiol. 1, 60 (1912); 2, 51, 81 (1913). 
~ C. Neuberg und 0. Rosenthal, Biochem. Z. 145, 186 (1924). 
2a C. Neuberg und K .  Linhardt,  Biochem. Z. 147, 372 (1924). 
2~ A .  W.  Dox und R.  E .  Neidig, Z. physiol. Chem. 85, 68 (1913); C. Neu .  

berg und J.  Noguehi, Biochem. Z. 147, 370 (1924). 
~ J.  P .  Greenstein, Adv. Protein Chem. 9, 174 (1954). 
~ C. Neuberg und I .  Mandl ,  Enzymologia [den t taag]  14, 128 (1950). 
~7 K .  Mich i  and  H. Nonaka,  J.  Agric. Chem. Soc. J apan  28, 343, 346 

(1954); K .  Mich i  und H.  Tsuda,  Bull. Agric. Chem. See. J a p a n  21, 18, 235 
(1957); J .  Biochem. [Tokyo] 45, 745 (1958); J.  Chibata, A .  Watanabe und 
S. Yamada,  Bull. Agric. Chem. Soc. J apan  21, 291, 296 (1957). 

as G. Lucente, A .  Romeo und D. Rossi, Exper ient ia  [Basel] 21, 317 (1965). 
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studiert und fiir die technisehe Anwendung ausgearbeite~ (vgl. auch29). Die 
Verhgltnisse bei Takadiastase warden besonders yon japanisehen Arbeits- 
gruppen eingehend studiert und die prgparative Spaltung zahlreicher N-Aeetyl- 
aminos~uren, auch mit Prgparationen aus Penieillien, besehrieben~% Das 
wirksame Enzym diirfte der tierisehen Carboxypeptidase A nahestehen, wie 
aus Untersuehungen fiber die Substratspezifitgt sowie die Aktivierung dutch 
Metallionen hervorgeht. Gilbert und Frobisher a~ wiesen Wachstum in Hip- 
puratlSsungen bei einer Reihe aerober Bakterien hath, und Reis und Swensson 81 
fanden, dal] gewisse Streptokokken Hippurat zu hydrolysieren vermSgen, 
eine Eigensehaft, die aueh heute zur Differentialdiagnose yon Streptococcus 
agalaetiae herangezogen wird. Von Tomota und Saitoo a~ wurde Spalttmg von 
Hippurs~ure durch Bacillus subtilis, Staphylococcus und Sarcina festgestellt. 
Kameda und Mitarb. 3s fanden, dab ein aus Erde iso]ierter Stature yon Pseudo- 
monas zur Hydrolyse von benzoylierten L- und auch D-Aminos~uren befghigt 
ist; dies ftihrte in der Folge zur Isolierung einer sog. D-Acylase s4. Itschner, 
Drechsler, Warner und 2'ox s5 konnten in Wachstumsversuchen mit vier 
Bakterienstgmmen (Lactobacillus arabinosus und brevis, Leueonostoe mesen- 
teroides und Streptococcus ]aeealis) die Verwertung yon benzoylierten Amino- 
s~uren in Wachstumsversuehen beobachten (vgl. aueha6). 

Bei Mikroorganismen ist eine Mare Unterseheidung zwischen Amino- 
sgureacylasen und i~hnliehen Enzymen infolge der zu beobaehtenden 
breiten Substratspezifiti~ten/iugerst sehwierig. Es wurden daher aneh alle 
oben angefiihrten Spaltungsvorg/inge der Wirkung eines mit der ,Hip- 
puricase' Schmiedebergs identisehen bzw. eng verwandten Enzyms zuge- 
sehrieben. 

1952 gelang es Birnbaum, Levintow, Kingsley und Greenstein aT, eine 
Enzympr~paration mit Aminos~ureaeylasewirkung aus Schweineniere 
erstmals in einem fiir genauere Studien brauehbaren AusmaB zu reinigen. 
Im Zuge der Fraktionierung wurden zwei Ettzymindividuen gef~gt, eine 
sog. Aeylase I (Aminoaeylase = N-Acylaminosgure-amidohydrolase, E. C. 
Nr. 3.5.1.14ss), deren Substratspezifitgt haupts/~chlieh N-Acetylamino- 
s/iuren, ausgenommen N-Aeetylasparagins~ure, umfaBt, und eine sog. 

~9 T. Tosa, T. Mori, N. Fuse und I.  Chibata, Enzymologia $1, 214, 225 
(1966); 32, 153 (1967). 

so I.  Gilbert und M. Frobisher, Bull. John Hopkins ttosp. 47, 55 (1930). 
sl I .  Reis und A.  Swensson, C. r. soe. biol. 107, 647 (1931). 
32 S. Tomota und H. Saitoo, Tohoku J. exper. Med. 39, 211 (1940). 
sa Y.  Kameda, E. Toyoura, H. Yamazoe, Y.  Kimura  und Y.  Yasuda, 

Nature [London] 171}, 888 (1952). 
3~ y .  Kameda, E. Toyoura und Y. Kimura,  Nature [London] 181, 1225 

(1958). 
3~ K.  F. Itschner, E. R. Drechsler, C. Warner und S. W. Fox, Arch. Bio- 

chem. Biophys. 53, 294 (1954). 
86 R. W. Parle und S. W. Fox, J. Biol. Chem. 235, 3193 (1960). 
av S. M.  Birnbaum, L. Levintow, R. B. Kingsley und J. P.  Greenstein, 

J. Biol. Chem. 194, 455 (1952). 
ss I~ep. Commiss. on Enzymes of the Internat. Union of Biochemistry, 

Elsevier 1964. 
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Acylase I I  (Aspartoaeylase = N-Acylaspartat-amidohydrolase, E .C.  
Nr. 3.5.1.158s), die bevorzug~ N-Acetylasparaginsaure umsetzt. Es wurde 
vermutet,  dab Acylase I mit der ,Hippuricase' identiseh sei. Diese Au~- 
Iassung wurde durch die Arbeiten yon Bruns  und Schulze 39, denea eine 
hShere Anreieherung des Enzyms gelang, experimentell bewiesen. Die 
Autoren best~tigten den bereits vom Arbeitskreis um Greenstein und 
Birnbaum erhaltenen :Befund, dag Aeylase I bevorzugt N-Aeetyl- bzw. 
halogenierte N-Acetylaminos/iuren angreift, wghrend Hippurs/~ure nut  in 
erheblieh geringerem Mage gespalten wird, und bewiesen, ,,dag ein beson- 
deres, auf Hippurs/iure eingestelltes Enzym (,ttippuriease') nieht existiert, 
sondern dal3 dieses Enzym mit Acylase I identiseh ist . . . .  Wit miissen 
somit Schmiedeberg die Entdeekung der Aeylase I zusehreiben, deren 
katalytisehe Funkt ioa er als erster beobachtet und gemessen hat, wenn 
aueh am wenig bevorzugten Substrat.." 

In jiingster Zeit wurde nun jedoeh vom Verfasser gefunden (R6hr und 
Hampel4~ RShr41), dab in versehiedenen Pilzen durch Ziiehtung in N/ihr- 
medien mit Zusatz yon Hippurs/~ure oder Benzoes/iure die Synthese einer 
Aminos/iureacylase hoher Aktivit/~t induzierbar ist, die bevorzugt Hippur- 
s/iure und andere N-Benzoylaminos//uren hydrolysiert und damit der 
friiheren Bezeiehnung ,,Hippuriease" entspricht. Die in der vorliegenden 
Arbeit besehriebenen Untersuehungen an einer gereinigten Enzym- 
pr/iparation aus Fusar ium semitectum beweisen, dab bier ein neues, von 
den bereits besehriebenen Aminos//ureacylasen verschiedenes Enzym vor- 
liegt, ftir das die Bezeiehnung , ,Hippurathydrolase" bzw. N-Benzoylamino- 
s//ure-amidohydrolase vorgesehlagen wird. 

Material und IViethodea 

P i l z s t a m m  

Fiir die Versuche wurde ein Stature yon Fusarium semitectum BC 805 ver- 
wendet, der abweehselnd auf Sabouraud-Agar (Difco) und Saceharose--Nitrat- 
Agar nach Czapek~Dox bei 24~ in Sehr~gagarkultur gehalten und monat- 
lieh tiberimpft wurde. 

Analysenmethoden 

In den I~ul~m~medien wurde der Glueosegehalt jodometrisoh mit .Fehling- 
sober LSsung in der bei Bernhauer 42 angegebenen Ausftihrung nach Lehmann- -  
Maquenne--Schoorl bestimmt. Die Ermittlung der lViyceltroekengevAchte er- 

39 F.  H.  Bruno und C. Schulze, Biochem. Z. 336, 162 (1962). 
4o M.  t~6hr und W. Hampel, Mh. Chem. 97, 1787 (1966). 
41 M.  RShr, Allgem. u. prakt. Chem. 18, 6 (t967); Zbl. ]3akt. I. Referate 

210, 323 (1968). 
42 K.  Bernhauer, G~rungschem. Praktikum, Springer: Berlin 1939. 
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folgte gravimetrisch naeh einer noeh Lmver6ffentlichten Sehnellmethode 4a. 
Bei der Ermitblung der spezif. Enzymaktivit/~ten im VerIauf der Isolierung 
und Reinigung des Enzyms wurde der Proteingehalt photometriseh naeh 
Warburg und Christian 44 sowie naeh der Methode von Lowry, Rosebrough, 
Farr und Randall 45 bestimmt. Die quantit .  Bestimmung der Hippurs~ture bei 
der Ermit t lung der Enzymakt ivi t~ten im Zuge der l~einigung des Enzyms 
erfolgte nach der Methode yon Ga]]ney und Mitarb. as in ]eicht modifizierter 
Form 4~ dureh Bespriihen yon auf Chromatographiepapier aufgetragene~ Pro- 
ben (10 ~1 mit  10 bis 100 ~g Hippurs~ure) mit  dem Reagens von Ga]]ney 
(4% p-Dimethyl~minobenzaldehyd in AcuO) 46, Erhitzen des Papiers durch 
2 Minuten auf 140 ~ C zwischen zwei Glasplatten im Trockensehr~nk, Elut ion 

Tabelle 1. U n t e r s u e h t e  N - A e y l a m i n o s / i u r e n  

N-Aeylaminos~ure Sehmp., ~ Sehmp., ~ 
Lit. * Gel. 

Herkunft  
H = Handelsware 
P = Pr~p. Darst. 

N-Benzoyl-D,L-alanin 161--163 163 
N-Benzoyl-D,L-arginin 290--300 290--295 
N-Benzoyl-D,L-asparagins~ure 164---165 170 
N-Benzoyl-D,L-glut amins~ure 155--157 155--157 
N-Benzoyl-glycin 187--188 187 
N-Benzoyl-D,L-histidin 247 Zers. 247 Zers. 
N-Benzoyl-D,L-Mlo-isoleucin 118--119 118--120 
N-Benzoyl-D,L-leucin 141--142 139--140 
N-Benzoyl-D,L-methionin 152 149 
N-Benzoyl -D, L-phenylalanin 187--188 186 
N-Benzoyl-D,L-serin 168--169 167 
N-Benzoyl-D,L-threonin 143--144 143--144 
N-Benzoyl-D,L-tryptophan 193 193--194 
N-Benzoyl-L-tyrosin 165--166 166--168 
N-Benzoy1-D,L-valin 128--130 128 
N-Benzoyl-S-benzyl-D,L-eystein - -  112 
17-Acetyl-D,L-Manin 136 130--135 
N-Acetyl-o,L-asparagins~ure 150 150 
N-Acetyl-~-cystein 108--109 108 
N-Acetyl- L-glut amins~ure 185 180--185 
N-Acetyl-glycin 206--207 206--209 
N-Acetyl-D,L-methionin 112 111--113 
N-Acetyl-D, L-phenylManin 146 138--145 
N-Aeetyl-D,L-tryptophan 205 203--206 
N-Aeetyl-D,L-valin 148 144--148 

H 
H 
P 
P 
H 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
P 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
P 
H 
H 

* Beztiglich der Schmp. yon N-Benzoylaminos~uren vgl. 45. Bezfiglich der 
Schmp. yon N-Acetylaminos~uren vgl. $7. 

aa R. Brunner, M.  RShr und J. Teller (in Vorbereitung). 
44 O. Warburg und W. Christian, Biochem. Z. 310, 384 (1941). 
45 O. H. Lowry, N.  J.  Rosebrough, A.  L. ~'arr und R. J.  Randall, J. Biol. 

Chem. 193, 265 (1951). 
as G. W. Ga]]ney, K .  Schreier, N.  Di Ferrante und K.  J.  Altmann, J. Biol. 

Chem. 206, 695 (1954). 
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mit  5 ml Methane] und Messung der Ext ink t ion  bei 470 nm im Spektralphoto-  
meter  (Zeiss PMQ I I ,  1-em-Kfivette). 

Die Ermi t t lung  der Enzymakt iv i t~ ten  bei den Untersuch~mgen zur 
Substratspezifit~it erfolgte dureh Ti t ra t ion der bei der Hydrolyse  der ein- 
gesetzten N-Acylaminos~iuren und Pept ide frei werdenden Aminos~uren 
mittels einer automatischen Titrat ionseinrichtung (Radiometer  A/S, Copen- 
hagen), bestehend aus pH-MeBgerat PH1V[ 25, Ti t ra tor  TTT 11, Autobiire~te 
ABU 1 (Biire t tenkapazi ta t  2,5 ml, Ablesegenauigkeit  0,001 ml) und Mikro- 
t i t rat ionseinrichtung TTA31  mit  Glaselektrode G2222C nnd Kalomel- 
elektrode K 4112, mit  0, l n -NaOH unter  Registrierung des Ti t rantverbrauches  
durch den Recorder SBR 2 in der von l~6hr, B a u m a n n  und Brunner  ~7 be- 
schriebenen Weise. 

S u b s t r a t e  

Die untersuchten N-Acylaminos~uren waren z.T. Handelsware (F]uka, 
Buehs; Th. Sehuehardt, Miinehen), oder sie wurden pr~iparativ hergestellt. 
Die Darstellung der N-Benzoylaminosa~u.en erfolgte durch Aminolyse yon 
Benzoylehlorid analog der Methode yon Scho#en und Baumann in alkal. 
LSsung. Ihre Reinigung erfolgte dureh Umf~illung sowie Behandlung mit 
Petrol~ither zur Entfernung allenfalls vorhandener Benzoes~ure. N~Acetyl- 
aminos~uren wurden analog dem Verfahren yon Edsal l  4s dargestellt .  Die 
Reinheit  der Pr~iparate wurde papierchromatographisch (frei yon Amino- 
s~iuren) sowie dutch Best immung der Schmelzpunkte iiberpriift  (Tab. 1). 

Die fiir orientierende Untersuchungen eingesetzten Peptide waren Handels- 
ware. 

V e r s u c h e  u n d  E r g e b n i s s e  

1. K u l t i v i e r u n g s v e r s u c h e  z u r  G e w i n n u n g  e n z y m r e i c h e r  M y c e l -  
pr~iparate 

Konid iensuspens ionen  

Z~r Gewinnung grSBerer Konidienmengen als Impfmater ia l  ha t  es sigh 
bewiihrt, analog der Praxis  bei indus~riellen Pilzgiirungen Oberfl~chen- 
kul turen auf Rollgerste anzulegen. Hiezu wurden z .B .  100g Rollgerste 
nach sorgf~ltigem Waschen in f]ie•endem Wasser in 100 m] einer LSsung 
nachstehender Zusammensetzung durch 30 Min. geweicht: Lactose 30 g/l, 
KHePOa 3g/ l ,  K2HPO4 3g/l ,  MgSO4-7H~O  0,1g/l ,  Cornsteep-liquor 
solids 0,85 g/1. Nach Abgiel3en der LSsung wurde die feuchte Gerste in 1 bis 
2 cm hoher Schicht in 300 ml-Erlenmeyerkolben mit  Watteverschlu~ ver- 
teilt  und bei 120 ~ C frakt ionier t  s~erilisiert. Nach Beimpfung mit  etwa 1 ml 
einer Konidiensuspension aus einem Sehr~gagarrShrehen wurde etwa eine 
~r fang unter gelegentHehem Aufsehiitteln bei 25~ bebrtitet. Dureh 
Sehfitteln mit 150 ml steriler physiolog. NaCi-LSsung wurde eine Konidien- 
suspension erhalten, die naeh Abtrennung yon der Rollgerste bei ~~ C mehrere 
Woehen fang haltbar ist. :Die Ermittlung der ]~onidienkonzentration erfolgte 
dureh Zghlung in der Thomaschen Zghlkammer. 

4~ M .  RShr,  F. B a u m a n n  und R.  Brunner ,  Mh. Chem. (ira Druck). 
~s Z.  Edsall ,  J.  Amer. Chem. Soc. 59, 2245 (1937). 
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Kult ivieru~ W am Kreisschi~ttler 

1000 ml-Weithals-Erlenmeyerkolben mit  Wattehaubenverschlug naeh 
Jant~e 49 und 150 ml Nahrl6sung der naehstehenden Zusammensetzung wurden 
naeh der Sterilisation mit 5--10 ml Konidiensuspension beimpft und bei 
25--26 ~ C am Kreisschtittler bei 150 U/rain inkubiert. 

Zusammensetzung der N~ihrl6sung: 

(g/Liter) 

Glucose 40 
Ammoniumaeetat 3 
Natriumaeetat 2 
Hefeextrakt (Difco) 1 
(NH4)2SO4 2 
MgSOa �9 7 H20 0,2 
K2HPO4 2 
ZnS04 - 7 H~0 0,02 
Natriumhiiopurat 3,58 = 20 mMol 
pI-I (vor der Sterilisation) 6,5 

Nach einer Kultivierungsdauer yon 72 bis 96 Stdn. wurde das erhaltene 
Submersmycel auf Trockenpr/~parate aufgearbeitet. 

Troclcenmycelprgparate 

Zur Bereitung yon Troekenmycelpr~paraten wurde das Mycel nach 
Ahtrennung der N~ihrl6sung durch einen Bfichnertrichter und Waschen mit  
Eiswasser dutch dreimalige Behandlung mit  der zehn- his zwanzigfachen 
Menge Aceton yon - - 2 0 ~  unter  weitgehender Zerkleinerung entw~ssert 
und nach Entfernung des anhaftenden Acetons im Luftstrom eines Ventilators 
in verschlossenen Gef/igen fiber Silicagel bei l~aumtemp, gelagert. Zur Ermitt-  
lung des Enzymgehaltes wurden Proben yon 100 mg in 5 ml einer L6sung 
yon Natr iumhippurat  bei pI-I 7,5 und 37 ~ C inkubiert,  in Absti~nden von 
1--5 Min. Proben von 10 ixl gezogen und  die Spaltungsgeschwindigkeit mi t td s  
der modifizierten Methode yon Ga]Jney ~6 aus der jeweils noch vorhandenen 
Menge I-Iippurat bestimmt. Der Enzymgehalt  wird zweckm~Big in Enzym- 
einheiten pro Gramm Trockenmycel angegeben, wobei 1 Enzymeinheit  (1 E E )  
die Enzymmenge angibt, die die ttydrolyse von 1 ~Mol t t ippura t  pro Min. 
bei pH 7,5 und  37~ bewirkt. Die unter den angegebenen Bedingungen 
erhaltenen Pr~parate batten Enzymgehalte, die zwischen 70 und 140 EE 
pro Gramm Troekenmycel sehwankten. In dem Bestreben, die l~eproduzier- 
barkeit der induzierten Enzymbildung zu verbessern, insbesondere aber mit 
dem Ziel einer genaueren Kenntnis  des Zeitpunktes der maximalen Enzym- 
produktion wurde eine Reihe yon Untersuchungen zm �9 Kl~trung der zwisehen 
den Kulturbedingungen und der Enzymsynthese bestehenden Zusammenh~nge 
durehgeftihrt. 

Ein]luf i  der Einsaatmenge  

Vorversuche hat ten ergeben, dab die hinsichtlich einer befriedigenden 
Enzym~usbeute und -st~bilit/~t anzustrebenden pH-Werte am Fermentations- 

a9 A .  Janke ,  Arch. Mikrohiol. 17, 155 (1952). 
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ende offenbar stark yon den bei der Beimpfung eingesetzten Menge an Konidien 
beeinflug~ werden. Es wurden daher parallele Kultivierungsversuehe in der 
bereits beschriebenen Weise durchgefiihrt, bei denen gestufte Einsaatmengen 
angewandt wurden, so dag am Versuchsbeginn folgende Konidienkonzen- 
trationen vorlagen: 1,5. 103; 1,5. 104; 1,5- 105; 1,5.106 Konidien/ml. Im 
Verlauf der Versuehe wurden in Intervallen yon 6 Stdn. die pI-I-Werte der 
Fermentationsmedien gemessen und nach Beendigung der Versuehe (72 Stdn.) 
die erhaltenen Enzymaktivit~ten bestimm~ (Abb. 1). 

8 

I I J 
0 I~ q8 5/uns/eN 71 

Ze/Y 

Abb. I. Einflul~ der Einsaatmenge auf pI-I-Verlauf und Enzymausbeuten 

Enzymaktivit&t in 
Kurve Konidien/ml EE/g nach 72 Stdn. 

1 1,5- 103 37 
2 t,5. 104 59 
3 i ,5. 105 102 
4 1,5. 106 87 

Wie die Versuchsergebnisse ersehen lassen, zeigen die pH-Kurven 
unter den gegebenea [Bedingungen einen charakteristisehen Verlauf, der 
sich im Durchschreiten eines pI-I-Minimums b;ui}ert, das sich mit geringerer 
Einsaat infolge der langsameren ~ycelvermehrung spgter einstellt, sowie 
einem darauffolgenden Anstieg, der, wie aueh spL~tere Versuche zeigten, 
bei niedriger Einsaat sehr gering sein karm, bei hoher Einsaat hingegen bis 
zu pH-Werten fiber 8 ffihrt, bei denen das Enzym bereits sehr geringe 
S~abilitgt aufweist. Dementsprechend wurden auch bei der Konidien- 
konzentration yon 1 ,5 .10  3 nnd 1 ,5 .10 4 geringe, bei 1,5 �9 10 5 maximale 
und bei 1,5 �9 10 6 wieder etwas geringere Enzymaktiviti/ten erhalten. 
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Enzymbildungsverlau[ 

Die foIgenden Versuehe sollten nun :Einblick in den Verlauf der 
Enzymbildung in Zusammenhang mit den w//hrend der Kultivierung sieh 
/~ndernden Bedingungen, wie pH-Wert, Glucose- und Hippuratgehalt 
sowie dem Mycelgewieht, geben und damit auch Daten, die eine einfaehe 
Ermitt lung des Zeitpunktes der maximalen Enzymproduktion erlauben. 

�9 - 5 "  

/a, /i- 

i 40- 

Ze zlB 7Z ~'/U/Td'e/7 ~oG 
Zc# ,- 

Abb. 2. Enzymbildungsverlau/in Abhi~ngigkeit yon den Kulturbedingungen. 

Kurve 1 : Glucosegchalt in mg/ml; Kurve 2 : pH-Wert; Kurve 3 : Enzymgehalt 
in EE/g  Trockenmycel; Kurve 4: Myeeltrockengewicht in ir~g/ml. In dem auf 
der Abszisse dureh einen Pfeil kenntlieh gemachten Zeitpunkt war im N/~hr- 

medium kein I-Iippurat mehr nachweisbar 

1O00 ml-Weithals-Erlenmeyerkolben mi~ je t00 m[ der oben angegebenen 
NghrISsung wurden so beimpft, dab die Anfangskonzentration an Konidien 
5,5" 105 betrug. In Abst~tnden yon 8 Stdn. wurde aus einem Kolben nach 
Bestimmung des Glueosegehattes und des ptI-Wertes sowie Pr/ifung auf 
I-Iippurat im NS.ttrmedium des ~[ycel zu einem Acetontrockenpr~pa,rat auf- 
ge~rbeitet und dessen Gewieht sowie der Enzymgehalt in der bereits be- 
schriebenen Weise ermittelt (Abb. 2)- 

Wie aus den :Ergebnissen ersichtlich, beginnt die Enzymbildung in der 
Phase der exponentiellen Vermehrung und verl/~uft optimal in der darauf- 
folgenden Phase abnehmender Vermehrungsgeschwindigkeit. Der Zeit- 
raum der maximalen Enzymproduktion ist einerseits dadurch gekenn- 
zeichnet, dab die pH-Kurve nach Durchschreiten des Minimums den 
NeutrMpunkt iiberschreitet, andererseits dadurch, dab im N/~hrmedium 
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kein Kippurat  mehr nachgewiesen werden kann. Durch diese Daten ist 
eine einfache Ermitt lung des Zeitraumes der maximalen Enzymprodnk- 
tion mSglich. Die hier erhaltenen Ergebnisse wurden in einer l~eihe analo- 
ger Versuche reproduziert. 

?r der angegebenen Arbeitsweise gelang es, in der oben angefiihrten 
N/~hrlSsung unter Einsatz der bereits in einer vorangegangenen Arbeit 4o als 
optimal ermittelten Induktorkonzentration von 20 m~ol/1 sowie einer 
Konidienkonzentration yon 1 .10s  bis 5 .105  Konidien/ml nach einer 
72 bis 96 Stdn. dauernden Kultivierung ein enzymreiches l~ycel bei einem 
End-pH der N/~hrlSsung yon 7,0 bis 7,5 zu gewinnen, dessen Enzymgehalt  
gut reproduzierbar war, so dab eine Isolierung des Enzyms in pr~para- 
tivem Mal~stab mSglich war. 

Desgleiehen war es unter Anwendung der erhaltenen Erfahrungen 
mSglich, Kultivierungsversuehe in Fermentatoren mit einem Fassungs- 
verm6gen yon 3 und 10 1 (brew Brunswick) unter analogen Bedingungen 
mit befriedigendem Erfolg durchzuffihren, wenngleich die in der Schfittel- 
kultur erzielten Myeelaktivit~ten nicht zu erreichen waren. Yersuche, 
dutch zeitlieh gestufte Zngabe des Induktors die Enzymuusbeute zu er- 
hShen, brachten keine Erfolge. 

2. R e i n i g u n g  u n d  A n r e i e h e r u n g  des  E n z y m s  

Extrak t ion  

Versuche zur Extraktion des Enzyms aus den Acetontrockenpr/~para- 
ten mit Wasser oder Neutralsalzl5sungen verschiedener Ionenst~rke fiber 
Perioden yon mehreren Stdn. ergaben nur geringe Ausbeuten. Nur wenig 
besser verliefen Versuche zur Anwendung der sog. Butanol-Methode nach 
Morton  5~ die in der Annahme durchgefiihrt wurden, das Enzym liege in 
Form eines Lipoproteinkomplexes vor. Ausgezeichnete Erfolge brachten 
jedoeh Extraktionsversuche, die bei pI-I-Wer~en fiber 7 ausgeffihrt wurden. 
Folgende Arbeitsweise hat sich gut bew~hrt : 

20 g Aee~ontrockenmycel werden mit 400 ml 0,05m-Diammoniumphos- 
phatl6sung (pH 7,9) versetzt, durch 2 Stdn. bei I~aumtemp. kr~ftig geschtittelt 
oder gerfihrt und sodann in der Kfihlzentrifuge dureh 30 Min. bei 0~ und 
6000 U/rain zentrifugiert. Es werden etwa 360 ml eines schwaeh opaleszieren- 
den Extraktes mit einem pH-Wert yon ungefi~hr 7 erhMten, der unter gfinsti- 
gen Bedingungen fiber 80% der im Myeel vorhandenen Enzymmenge enth~lt. 

Wie sich jedoeh zeigte, is~ eine so hohe Extraktionsausbeute nur erzielbar, 
wenn alas Aeetontrockenmycel durch mehrere Wochen bei Raumtemp. 
gelager~ war, wobei offenbar gewisse Autolysevorg~nge wirksam werden. 
Friseh hergestellte Trockenmyee]pri~parate sind hingegen kaum extrahierbar. 
In diesem Fall hat sich die Extraktion unter Anwendung yon Abrasivrnitteln 
bew/~hrt : 

~o R.  K .  Morton, in: S. P .  Colowiclc und N.  O. Kaplan  (edit.), Methods in 
Enzymol. 1, 25, Aead. Press, New York 1955. 

l~onatshefte ftir Chemie, 991'6 144 



2266 M. l~Shr : [Mh. Chem., Bd. 99 

20 g Aeetontroekenmyeei werden mit  20 g Diatomeenerde (I-Iyfto Supereel, 
Johns Manville, Baltimore) innig vermiseht und 15 Min. mit  100 ml 0,05m- 
Diammoniumphosphatl6sung (pH 7,9) in einer 1%eibsehMe verrieben. Sodann 
wird mit  weiteren 200 ml Diammoniumphosphatl6sung 30 Min. unter  l~fihren 
bei Raumtemp.  extrahiert. Naeh Absehleudern in dl~r Kfihlzentrifuge bei 
0 ~ C und 6000 U/rain dureh 30 Min. wird der l~fiekstand wenige Minuten mit 
200 ml Diammoniumphosphatl6sung extrahiert trod erneut unter  denselben 
Bedingungen zentrifugiert. Die vereinigten, stark opMeszierenden Uber- 
st~nde (etwa 400 ml) enthalten durchsehnittlieh 50 bis 80~o der im Mycel 
enthaltenen Enzymmenge. 

Darstellung einer gereinigten EnzymprO4oaration 

Die Reinigung des Enzyms stSl3t, wie die nachfolgend angeffihrten Ver- 
suche zeigen, infolge seiner geringen Stabiliti~t auf zahlreiehe Schwierigkeiten. 
Das Enzym ist ~ugerst empfindlich gegenfiber extremen pH-Werten, so dal3 
eine Vorreinigung durch selektive Denaturierung auf diesem Wege unm6glich 
ist: Das Enzym wird bei pH-Werten unter 5 und  tiber 10 innerhalb weniger 
Min. v611ig zerst6rt. Ebenso ist bei Dialyse des Extraktes gegen Leitungs- 
wasser innerhalb weniger Stdn. und  bei Versuchen zur Entsalzung durch 
Gelfiltration fiber Sephadex G 25 (coarse) innerhalb yon 10 bib 20 Min. ein 
Aktivit~tsabfall yon fiber 80~o zu beobachten. Umfangreiche Versuche zur 
fraktionierten Fiillung mit  LSsungsmitteln, wie ~thano] oder Aeeton, ergaben 
aueh bei - -  25 ~ C stets Aktivit~tsverluste yon fiber 80~o. 

Ebenso hohe Verluste wurden aueh bei Versuchen zur fraktionierten 
Gelfiltration fiber Sephadex G 75, G 100, G 150 und G 200 unter Anwendung 
yon Puffern verschiedener Ionenst~rke bei pH 7,5 an gekfihlten Sgulen 
erhMten. 

Es gelang jedoch ein l~einigungsverfahren auszuarbei ten,  das eine 

fiber hunder t faehe  Anreicherung des E n z y m s  bei einer Endausbeu te  yon  

tiber 60~o gestat tet .  Dieses wird im folgenden besehrieben:  

i. Hitze]i~llung 

Der aus dem Aeetontroekenmyeel gewonnene Extrakt  wird naeh Ein- 
stellen von pH 7,5 in einem dfinnwandigen Glaskolben in einem thermo- 
statierten Wasserbad unter guter Durchmischung dureh Drehen des Kolbens 
rasch auf 50 ~ C erhitzt, genau 5 Min. bei 50 ~ C gehMten und durch Einbringen 
des Kolbens in Eiswasser unter Sehwenken raseh auf etwa I0~ gekfihlt. 
Die entstandene diehte F/~llung yon Begleitstoffen wird 30 Min. bei 0~ 
und 6000 U/rain abgesehleudert. 

2. _Fraktionierte Fi~llung mit Ammoniumsulfat 

Der l~lberstand nach Zentrifugation der tIitzef~llung wird unter  guter 
t~iihrung und Kfihlung im Eiswasserbad innerhalb 20 bis 30 Min. mit  der 
zum Erreichen des S~ttigungsgrades 0,45 n6tigen Menge von festem Am- 
moniumsulfat  versetzt; der auf etwa 6,2 gefallene pH-Wert  wird auf 7,2 
gebraeht, ansehliegend 15 Min. bei 0 ~ C gerfihrt und bei 6000 U/min 30 Min. 
zentrifugiert. Die abgesehleuderte F/~llung, die praktisch keine Aktivit~tt 
~ufwelst, wird verworfen, der Oberst~nd unter  denselben Bedingungen mlt  
der zum Erreichen des S~ttigungsgrades 0,65 n6tigen Menge festen Am- 
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moniumsulfates versetzt, 15 Min. im Eis- 
wasserbad geriihrt und erneut 30 Min. 
bei 0~ und 6000 U/min zentrifugiert. 
Der Uberstand wird verworfen, die Pro- 
teinf/~llung in einer geringen Menge 0,05m- 
Phosphatpuffer pI-I 7,5 gel6st. Hiebei soil 
m6gliehst wenig Ammoniumsulfat  mitge- 
sehleppt werden. 

3. Selektive Adsorption an Calcium- 
phosphatgel 

Die nach den vorstehenden Opera- 
t ionen vorliegende L6sung mit einem pIt-  
Wert yon 7,5 wird mit  500/0 ihres Volu- 
mens einer Suspension yon CMciumphos- 
phatgel nach Keiti~z und Hartree ~ ~ 
(50 mg/ml Trockensubstanz) gut vermischt. 
Das Caleiumphosphatgel ist vor der Zugabe 
auf einen pH-grert  yon 7,3 bis 7,5 einzu- 
stellen. Sodann wird 5 Min. bei 0~ und 
6000 U/Min. gesehleudert und der lJber- 
s tand verworfen. Die Elut ion des Enzyms 
aus dem Gel erfolgt dureh Zugabe des ur- 
spriinglichen Volumens an 0,1m-Phos- 
phatpuffer r ; [  7,5 mit  Zusatz yon 10~ 
Ammoniumsulfat.  Die naeh kr/~ftigem 
gi ihren (5 bis 10 Min.) und  ansehlieBender 
Zentrifugation (10 Min.) bei 0~ C und 
6000 U/NIin. erhaltene Enzyml6sung wird 
bei --- ~.0 ~ C eingefroren. 

Der V~rlauf eines typisehen Reini- 
gungsversuehes ist in  Tab.  2 iibersieht- 
lich darge~tellt. 

[)er t~einigungseffekt in den S~ufen 
~M' zweiten Ammoniumsulfatffillung und 
~!or Adsorption an CaJeiumphosphatgel 
w,,~rde dutch Gelfiltration an Sephadex 
(; 100 (fine) verfolgt. Die auf + 5 ~ C ge- 
l.:fihlte S/~ule (2,5 e m •  em) war mit  
einem Adapter zur F6rderung des Gluti- 
onsmittels yon unten  naeh oben versehen. 
Proben yon jeweils 1 ml der Enzyml6sung 
naeh der zweiten Ammoniumsulfatf/illung 
bzw. 3 ml naeh der Elution aus dem Cal- 
eiumphosphatgel wurden mittels einer 
peristaltisehen Pumpe am unteren Ende 
der Sgule eingebraeht und mit  0,01m-NaC1- 

51 D. Ke i l in  und E. F.  Hartree, Proc. 
roy. Soe. B, 124, 397 (1938). 
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LSsung p i t  7,0 eluiert. Die Aufnahme yon Elut ionskurven erfolgte dureh 
kontinuierliche Messung der optischen Durchlgssigkeit im Eluat  bei 254 nm 
in einem Photometer  mit  Durchflug-Quarzzelle (Uvieord I, LKB,  Stockholm) 
und Registrierung mittels eines Fallbiigelschreibers; Elut ionskurven s. 
Abb. 3 und 4. 
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Abb. 3. Elut ionskurve der Enzympr/~paration nach der Ammoniumsulfat-  
fraktionierung bei Gelfil tration dureh Sephadex G 100 (Versuehsbedingungen 
vgl. Text).  Durchfluggeschwindigkeit  26 ml/Stde.  Ordinate:  Optisehe Dureh- 

lgssigkeit bei 254~ nm in Prozent.  Abszisse : Elutionsvolumen in ml 
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Abb. 4. Elut ionskurve der Enzympr/~paration nach der Frakt ionierung an 
Calciumphosphatgel bei Gelfiltration dutch Sephadex G 100 (Versuchsbedin- 
gtmgen vgl. Text).  Durchfluggesehwindigkeit 23 ml/Stde. Ordinate:  Optische 

Durchl~i.ssigkeit bei 254 nm in Prozent.  Abszisse : Elutionsvolumen in ml 

Durch  d~n beschr iebcnen  t~einigungsvorgang,  der  bis zur  Stufe der  
Ammoniumsu l fa t~ rak t ion ie rung  e twa  50mal  und  bis zur  Stufe der  Adsorp-  
t ion  an  Ca lc iumphospha tge l  t iber  10mal mi t  gu tom Erfolg  reproduz ie r t  
werden  konnte ,  war  eine wei tgehend  gereinigte  und  mehr  als hunder f faeh  
angereicher~e E n z y m p r ~ p a r a t i o n  erzielbar ,  die ffir S tud ien  zur  Subs t ra t -  
spezif i t~t  im Hinb l i ek  auf eine Differenzierung gegeniiber  b e k a n n t e n  
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Aminos/iureacylasen sowie Iiir die Untersuchung der wichtigsten Enzym- 
eigenschaften ausreichend geeignet erschien. 

3. U n t e r s u c h u n g e n  zu r  S u b s t r a t s p e z i f i t / i t  

Die Untersuchung der Substratspezifit//t ver~olgte mebrere Ziel- 
setzungen : 

a) Kenntnis der Spezifit~t des Enzyms gegeniiber den der Hippursaure 
analogen N-Benzoy]a.minos/~uren ; 

b) Vergleich der Substratspezifit/~t gegeniiber N-Benzoyl- und N-Acetyl 
aminos/~uren zur Differenzierung des Enzyms yon den bekunnten Amino- 
s/~ureacylascn; 

c) Untersuchung der Spaltung yon einfachen Peptiden als Substraten 
yon Exopeptidasen wie Carboxypeptidase A und B sowie Di- und Tri- 
peptidase, da bei diesen Enzymen zum Tell auch Aminos/~ureacylase- 
aktivit~it beobachtet wurde. 

Um fiir alle im folgenden durchgefiihrten Versuche ein Enzymprgparat 
gleicher Beschaffenheit zu erhalten, wurden 300ml aus 15 Ammonium- 
sulfatfraktionierungen vereinigt und nach Behandlung mit Cglciumphosphat- 
gel in der beschriebenen Weise mit 300 ml 0,05m-Phosphatpuffer unter 
Zusatz yon 10~o Ammoniumsulfat eluiert. Da sich diese Enzyml5s~mg fiir 
die vorzunehmenden Spezifit~tsuntersuchungen als zu verdiinnt erwies, 
wurde sie mit der zum Erreichen des S&ttigungsgrades 0,7 n6tigen )/[enge 
Ammoniumsulfat versetzt und die erhaltene Ffillung in 50 ml O,05m-Phos- 
phatpuffer pH 7,5 gelSst. Diese LSsung wurde in ffir jeweils 1 bis 3 Versuche 
ausreichenden ~VIengen geteilt bei - -  20 ~ C eingefroren. Sie hatte einen Enzym- 
gehMt yon 42 Enzymeinheiten pro ml bei einem ProteingehMt yon 5,75 mg/ml 
und war etwg 110fach angereichert. 

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte unter vergleichbaren Bedingun- 
gen in nachstehender Weise: 

Die Substrate wurden in einer Konzentration yon 56 ~Mol/ml bezogen 
auf den Anteil an N-Acyl-L-aminos&ure unter Neutralisation mit NaOH 
in Wasser gel5st und nach Einstellen yon pH 7,5 auf 37~ erw~rmt. Die 
eingefrorenen EnzymlSsungen wurden kurz vor dem Versuch aufgetaut und 
bis zum Versuchsbeginn bei -4-5~ gehMten. Der Versuch wurde dutch 
Zugabe yon 0,50 bzw. 1,00 ml Enzyml6sung zu 6 bzw. 12 ml SubstratlSsung 
in einem auf 37~ thermostatierten und mit Magnetriihrung versehenen 
Gefi~g gestartet. Zur Zeit Null sowie nach 10, 20, 30, 40 und 50 Min. (ira Falle 
des N-Benzoylglycins nach 5, 10, 15, 20, 25 und 30 Min.) wurden Proben 
yon genau i ml enfnornmen und in der a,ngegebenen Titrationsapparatur 
mit 0,1n-NaOH rasch auf p g  1t,0 titriert. Die Anfangsgeschwindigkeiten 
der l~eaktionen wurden im Dia.gra.mm Titrantverbrauch/Zeit aus dem linearen 
Kurventeil ermittelt und daraus die spezifischen Enzymaktivit~ten errechnet. 

1. Hydrolyse yon N-Benzoylaminosiiuren 

Die Ergebnisse der Spaltungsversuche mit N-Benzoyl~minosiiurcn 
als Substraten sind in Tab. 3 zusammengestellt. 
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Tabelle 3. H y d r o l y s e  yon  N - B e n z o y l a m i n o s ~ t u r e n  
Versuehsans~tze : 12 ml Substrat (112 ~Mol N-Benzoyl-D,L-aminos~ure bzw. 
56 ~Mol N-Benzoyl-n-aminos~ure/ml), 1 ml EnzymlSsung (Proteingehalt 

5,75 mg/ml), pH 7,5, 37 ~ C 

Verbr. 0,In-N~OH 
N-Benzoyl- pro ml Versuehsansatz 
aminos~ure ml 

Spezif. Aktivi~iit 
~Mol/min �9 mg Enzymprotein 

N-Benzoyl- 0,157 
glyein 0,323 

0,480 
0,515 7,30 
0,516 
0,517 

:N-Benzoyl- 0,149 
D,L-serln 0,284 

0,408 3,37 
0,496 
0,519 

N-Benzoyl- 0,083 
D,L-alanin 0,166 

0,255 1,88 
0,347 
0,437 

N-Benzoyl- 0,064 
D,L-aspara- 0,119 
gins~uro 0,158 1,44 

0,195 
0,236 

N-Benzoyl- 0,039 
D,n-methionin 0,071 

0,103 0,89 
0,133 
0,165 

N-Benzoyl- 0,029 
L-tyrosin 0,057 

0,069 0,66 
0,080 
0,087 

N-Benzoyl- 0,028 
D,L-1ouein 0,050 

0,075 0,63 
0,088 
0,113 

N-Benzoyl- 0,028 
I),L-threonin 0,048 

0,066 0,63 
0,082 
0,094 
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Fortsetzung (Tabelle 3) 

Verbr. 0,1n-Na0H 
N-Benzoyl- pro ml Versuchsansatz 
aminos~ure ml 

Spezif. Aktivit/it 
~Mol/min �9 Enzymprotein 

N-Benzoyl- 0,028 
D,L-glutamin- 0,048 
s/~ure 0,060 0,63 

0,081 
0,089 

N-Benzoyl- 0,027 
D,L-~llo- 0,048 
isoleucin 0,052 0,61 

0,057 
0,064 

N-Benzoyl- 0,027 
D,L-histidin 0,040 

0,044 0,61 
0,048 
0,059 

N-Benzoyl- 0,025 
D,L-arginin 0,039 

0,054 0,57 
0,069 
0,082 

N-Benzoyl- 0,023 
D,L-phenyl- 0,042 
alanin 0,057 0,54 

0,075 
0,089 

N-Benzoyl- 0,020 
D,L-valin 0,033 

0,041 0,45 
0,055 
0,062 

N-Benzoyl- 0,020 
(S-Bonzyl)- 0,022 
h,L-cystein 0,023 0,45 

0,024 

N-Benzoyl- 0,011 
D,L-trypto- 0,013 
ph~n 0,021 0,24 

0,016 
0,022 

Wie aus Tab. 3 ersichtlich, wird Hippurat am schnetlsten hydroly- 
siert, gefolgt yon den iihnlich aufgebauten Substraten N-Benzoyl-D,L-serin 
und N-Benzoyl-D,L-alanin. Relativ schnell is~ auch N-Benzoyl-D,L- 
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asparagins~ure spaltbar; hingegen wird N-Benzoyl-D,L-glutamins~ure 
bedeutend langsamer angegriffen. N-Benzoyl-D,L-methionin sowie 5[- 
Benzoyl-L-tyrosin und N-Benzoyl-D,L-leucin weisen mittlere Spaltungs- 
geschwind~gkeiten auf, w~hrend die Derivate der restlichen aromatisehen 
sowie die der basischen und verzweigten Aminos~uren als gering spelt- 
bare Substrate zu bezeichnen sind. 

2. Hydrolyse von N-Acetylaminos~uren 

Die Ergebnisse der Versuche mit N-Acetylaminosguren als Substraten 
sind in Tab. 4 angefiihrt. 

Wie bus Tab. 4 zu ersehen, weicht bei der Spaltung der N-Acetyl- 
aminosguren die Reihenfolge der Substrate in bezug auf ihre Spaltungs- 
gesehwindigkeit betrgchtlich yon ]ener der N-Benzoylaminos~iuren ab. 

N-Acetylglycin wird nur sehr langsam hydrolysiert, N-Acetyl-D,L-slanin 
und ~N-Acetyl-L-cystein dagegen sehr sctmell. Auch werden die N-Acetyl- 
derivate der aromatischen Aminos~uren im Gegensatz zu den Verh~l?~nissen 
bei den N-Benzoylaminosguren schneller umgeset.zt als die N-Acetylderivate 
der Aminodiearbons~uren. Bezfiglich der daraus zu ziehenden Sch]iisse in 
l~ichtung einer Differenzierung des vorliegenden Enzyms yon der bekannteD 
Aminoaeylase sei auf die Diskussion verwiesen. 

3. Hydrolyse von Peptiden 

In das Studium der Substratspezifit~t wurden auch Peptide ein- 
bezogen, da einerseits z.B. bekannt ist, dal3 Aminoacylase Dipeptide 
zu spalten vermag, andererseits die den Aminos/iureacylasen am n~chsten 
stehenden Carboxypeptidasen, die bevorzugt Peptidsubstrate hydroly- 
sieren, bei denen die der Carboxyl-terminalen Aminos~ure benachbarte 
Aminoss keine freie Aminogruppe aufweist, auch Aminos~iureacylase- 
wirkung zeigen. 

a) Hydrolyse von Glycylglycin 

Dieses Substrat wird yon Aminoacylase gespalten und ist daneben 
des bevorzugte Substrat der Glycylglycin-dipeptidase (E. C. 3.4.3.1). 
Spaltungsversuche in Ans/~tzen yon 6 ml mit 56 [zMol/ml Glycylglycin 
und 0,5 ml EnzymlSsung zeigten ianerhalb einer Versuchszeit von 30 Min. 
keine mel~bare Hydrolyse. 

b) Hydrolyse yon Glycyl-L-leucin 

Auch dieses Substrat wird yon Aminoacyl~se hydrolysiert; cs ist 
daneben des bcvorzugte Substrat der Glycylleucin-dipeptidase (E. C. 
3.4.3.2). Des Ergebnis eines Spaltungsversuches mit diesem Substrat 
ist aus Tab. 5 ersichtlich. 
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Tabelle 4. H y d r o l y s e  yon N-Acetylaminos/iuren 

Versuchsans/itze: 6ml Substrat (112 izl~Iol N-Acetyl-D,L-aminos/~ure bzw. 
56 ~zMol N-Acetyl-T.-aminos/~ure/ml), pI-I 7,5, 37 ~ C 

Verbr. 0, ln-NaOI-I 
N-Acetyl- pro ml Versuchsansatz 
aminos/~ure ml 

Spezif. Aktivit/it 
~Mol/min. mg Enzymprotein 

N-Acetyl- 0,034 
D,L-alanin 0,050 

0,066 0,77 
0,082 
0,096 

N-Acetyl- 0,033 
L-cystein * 0,056 

0,057 0,75 
0,060 
0,070 

N-Acetyl- 0,021 
D J.-tryptophan 0,036 

0,046 0,59 
0,059 
0,071 

N-Acetyl- 0,020 
D,L-phenylalanin 0,035 

0,046 0,45 
0,054 
0,065 

N-Acetyl- 0,020 
D,L-methionin 0,031 

0,042 0,35 
0,053 
0,063 

N-Acetyl- 0,013 
D,L-asparagin- 0,022 
s~ure 0,029 0,30 

0,031 
0,041 

N-Acetyl- 0,012 
glycin 0,017 

0,023 0,28 
0,030 
0,033 

N-Acetyl- 0,012 
L-glutamin- 0,016 
s~ure 0,025 0,28 

0,028 
0,037 

�9 Titration auf pH il,75 (vgl.47). 
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-~ortsetzung ( Tabelle 4) 

M. IZShr : [Mh. Chem., Bd. 99 

Verbr. 0,1n-NaOH 
N-Acel~yI- pro ml Versuchsansatz 
aminos~Lure ml 

Spezif. Aktivit/it 
~Mol/min - mg Enzymprotein 

N-Aeetyl- 0,009 
D,I,-valin 0,016 

0,024 
0,030 
0,037 

0,21 

Tabelle5. H y d r o l y s e  yon  G l y c y l - L - l e u e i n  
Versuchsansatz: 4ml  Glycyl-L-leucin (56 tzMol/ml) 0,33ml 

(Progeingohalt 5,75 mg/ml) pH 7,5, 37 ~ C 
Enzyml6stmg 

Verbr. 0,1n-NaOH 
Zeit, pro ml Versuchsansatz 
Min. ml 

Spezif. Aktivit/it 
txMol/min, mg Enzymprotein 

10 0,056 
20 0,105 
30 0,141 

1,28 

c) Hydrolyse yon Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-phenylalanin 

Dieses Substrat  ist das optimMe synthetische Substrat  fiir Carboxy- 
peptidase A (E. C. 3.4.2.1). Das Ergebnis eines Spaltungsversuches mit  
diesem Substrat  ist aus Tab. 6 ersichtlich. 

Tabelle 6. H y d r o l y s e  von  B e n z y l o x y e a r b o n y l - g l y c y l - L - p h e n y l -  
a l a n i n  

Versuehsansatz: 4 ml BOC-glyeyl-L-phenylalanin (35 gMol/ml) 0,33 ml 
EnzymlSsung (Proteingehal~ 5,75 mg/ml) pN 7,5, 37 ~ C 

Verbr. 0,1n-NaOH 
Zeit, pro ml Versuchsansa~z 
Min. ml 

Spezif. Aktivit/it 
vMol/min- mg Enzymprotein 

10 0,093 
20 0,182 
30 0.240 

2,12 

d) Hydrolyse von Glycyl-glycyl-glycin 

Dieses Tripeptid ist ein Substrat  der Aminotripeptidase (E. C. 3.4.1.3). 
Es erschien aber auch deshalb interessant, die Spaltung dieses Substrates 
zu untersuchen, da die sogen. Hefec~rboxypeptidase (E. C. 3.4.2.3) 
abweichend yon Carboxypeptidase A auch zur Abspaltung VOlt C-fermi- 
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nalem Glycin aus Oligopeptiden und N-substituiergen Peptiden be- 
f/~higt ist. 

Das Ergebnis eines Spaltungsversuches mit Glycyl-glycyl-glycin ist 
in Tab. 7 angefiihrt. 

Tabelle 7. t-Iydrolyse von Glycyl -g lycyl -g lyc in  
Versuchsansatz : 4 ml Glycyl-glycyl-glycin (56 ~Mol/ml) 0,33 ml Enzyml6sung 

(Proteingehal~ 5,75 mg/ml) pit 7,5, 37 ~ C 

Verbr. O,ln-NaOH 
Zeit, pro ml Versuchsansa~z 
Min. ml 

Spezif. Aktivit~t 
~zMol/min �9 mg Enzymprotein 

10 0,036 
20 0,072 
30 0,112 

0,82 

Wie die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, besitzt die vorliegende 
Enzympr//paration deutliches SpaltungsvermSgen gegeniiber gewissen 
Peptiden. Hierbei ist allerdings zu beriicksichgigen, dab die Pr/~paration 
auch Anteile yon Peptidasen enthalten k6nnte, so dab eine endgiiltige 
K1//rung erst nach Vorliegen einer noch h6her gereinigten Enzympr/~para- 
~ion m6glich sein diirfte. Bezfiglich der Differenzierung des Enzyms yon 
den genannten Peptidasen sei auf die Diskussion verwiesen. 

Diskuss ion  

Das im Rahmen der hier beschriebenen Untersuchungen isolierte 
und par~iell gereinig~e Enzym ist eine induzierte Aminos~ureacylase. 
Wie die Ergebnisse der Versuche zur Substratspezifitgt zeigen, werden 
durch das Enzym N-Benzoylderivate yon Aminos/~uren in deutlich 
st~rkerem MaBe hydrolysiert als N-Acetylaminosguren. Es liegt somit 
ein bedeutender Unterschied gegeniiber den in tierischen Organen vor- 
kommenden Enzymen Aminoucylase (3.5.1A4) und Asp~r~oscylase 
(3.5.1.15) vor, da diese bevorzugt N-Aeetylderivate yon Aminos/~uren 
umsetzen. Besonders augenf/illig wird dieser Sachverhalt bei vergleichen- 
der Betrachtung der relativen Spaltungsgeschwindigkeiten der einzelnen 
N-Acylaminos/~uren. So werden dutch das vorliegende Enzym in ab- 
fallender Reihenfolge der Spaltungsgeschwindigkeiten bevorzugb die 
N-Benzoylderivate von Glyein, Serin, Alanin, Asparaginsgure und 
lV[ethionin hydrolysiert (N-Benzoylglyein zu N-Benzoylmethionin = 8 : 1) 
sowie die N-Acetylderivate yon Alanin, Cystein, Tryptophan, Phenyl- 
atanin und ~eghionin, wobei das Verh/fltnis der Spaltungsgeschwindig- 
keiten yon N-Acetylalanin zu N-Acetylmethionin 2 : 1  betrggt. Amino- 
acylase spaltet N-Acetylderivate yon Aminos//uren in der Reihenfolge 
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Methionin, Leucin, Glutamins/~ure, Alanin, Valin und Glycin, wobei die 
Yerh/~ltnisse der Spaltungsgeschwindigkeiten N-Acetylmethionin zu 
N-Acetylalanin 10 : i und N-Acetylmethionin zu N-Acetylglycin 50 : 1 
betragen. Aspartoaeylase spaltet N-Acetylasparagins/iure 3mal sehneller 
als N-Aeetylmethionin, und alle anderen N-Acetylaminos~uren lang- 
samer Ms N-Acetylmethionin. Beziig]ich der Spaltung yon N-Benzoyl- 
aminos/~uren durch Aminoacylase sind nut Angaben fiber die Hydrolyse 
von N-Benzoylglycin (Hippurs/~ure) bekannt ~9. Aminoaeylase spaltet 
Hippurs/~ure 200- bis 300real langsamer als N-Aeetylmethionin; hin- 
gegen spaltet das vorliegende Enzym ttippursgure etwa i2mal sehneller 
als N-Acetylmethionin. Dutch dieses Verhalten ist das vorliegende 
Enzym yon den genannten Aminos/~ureacylasen eindeutig differenziert. 

Die relativ gute Spaltung yon Benzyloxycarbonyl-glycyl-L-phenyl- 
alan_in, dem optimalen synthetischen Substrat von Carboxypeptidase A 
(3.4.2.1), durch das vorliegende Enzym weist auf die bekannte Verwandt- 
schaft zwisehen den Aminos/~ureacylasen und den Carboxypeptidasen 
hin. W/~hrend jedoch Carboxypeptidase A bevorzugt Derivate aromati- 
scher Aminos/~uren, und Carboxypeptidase B (3.4.2.2) bevorzugt solehe 
basischer Aminos/iuren angreift, sind die N-Benzoylderivate aromatiseher 
und basiseher Aminos/~uren fiir das vorliegende Enzym als sehr un- 
giins*~ge Substrate zu bezeiehnen, wodureh eine Differenzierung yon den 
genannten Carboxypeptidasen hinreiehend mSglieh erseheint. Zu be- 
merken sei hier, daf~ auch die von japanisehen Forschergruppen studierten 
Pilzaeylasen aus Aspergillus und Penicill ium bevorzugt N-Acetylderivate 
aromatischer und basiseher Aminos/~uren umsetzen (vgl. 2~), d.h., da$ 
ihr Verhalten von dem des vorliegenden Enzyms eindeutig abweieht. 

Die bevorzugte Hydrolyse yon N-Benzoy]g]yein sowie die beobaehtete 
Spaltung yon Glyeyl-glycyl-glyein dureh das vorliegende Enzym erfordert 
eine vergleichende Betrachtung der yon Felix und Labouesse-Mercouro][ 5~ 

beschriebenen Hefeearboxypeptidase (3.4.2.3); dieses Enzym hydroly- 
sier~ bevorzugt N-aeylierte Peptide mit carboxylterminalem Leucin oder 
Glycin. Uber die 8ubstratspezifit/~t der Hefecarboxypeptidase liegen nur 
wenige Angaben vor, doch ermSglichen die yon den genannten Autoren 
ffir dieses Enzym angegebenen Proteineigenschaften zus/~tzlich eine 
klare Differenzierung. Gem/~l~ diesen Angaben ist Hefecarboxypeptidase 
durch Ammoniumsulfat bis zu einem S/~ttigungsgrad yon 0,7 nicht 
f/illbar, von Caleiumphosphatgel nicht ohne v511ige Inaktivierung eluierbar 
und zeig~ bei pH 7,5 minimale Stabilit/~t, w/~hrend das Aktivit/~tsoptimum 
bei pH 6,0 liegt. Wie die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, liegen 
somit vSllig entgegengesetzte Befunde vor. 

~2 F. Felix und J. Labouesse-Mercouro]], Biochim. Biophys. Acta 21, 303 
(1956); F. Felix und N. Brouillet, Biochim. Biophys. Acta 122, 127 (1966). 
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen somit erkennen, dab 
es sieh bei dem hier studierten Enzym um ein neues Enzymindividuum 
handelt, dessen bevorzugte Substrate Hippurs/~ure und //hnlieh auf- 
gebaute N-Benzoylaminos/~uren sind. Es wird daher fiir das Enzym in 
Einklang mit den I{egeln der International Union of Bioehemistry zur 
Nomenklatur yon Enzymen der Trivialname Hippurathydrolase sowie 
die systematisehe Bezeiehnung N-Benzoylaminos~iure-a~nidohydrolase vor- 
gesehlagem 

])as Enzym darf nieht mit der urspriinglieh als ,,Hippuriease" be- 
zeiehneten Aminoaeylase (Aeylase I) tierisehen Ursprungs verweehselt 
werden. Im Gegensatz zu diesem Enzym weist ttippurathydrolase als 
erstes bekanntes Enzym eine spezifisehe Spaltungswirkung gegeniiber 
Hippurs/~ure auf. 

~7ber Eigensehaften der Hippurathydrolase sowie iiber die Biosynthese 
in anderen Mikroorganismen and die biologisehe Bedeutung des Enzyms 
wird in den folgenden ~itteilungen beriehtet werden. 


