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Hippurathydrolase, ein neues Enzym aus Mikroorganismen, 
2. Mitt.: 

Enzymeigensch~ften 

Von 

M. Riihr 
Aus dem Ins t i tu t  ftir Bioehemisehe Teehnologie und Mikrobiologie 

der Teehnisehen }Ioehsehule Wien (Vorstand: Prof. Dr. R. Brunne~" 

Mit 5 Abbildungen 

(Eingegangen am 21. Jun i  1968) 

Als eharakteristische Eigenschaften des neu aufgefundenen 
Enzyms I-lippurathydrolase werden festgestellt : 

I. Die I-lydrolyse yon I:Iippurs~iure und ~ihnlieh aufgebauten 
N-Benzoylaminos~iuren verl~uft mit I-lippurathydrolase bis zu 
hohen Umsgtzen nach einer l~eaktion nullter Ordnung, bez. auf 
des SuJostrat. Die spezif. Enzymakt, ivit~t wurde bei 37~ und 
pI-I 7,5 zu 7,4 ~Mol IIippurat/Min. �9 Enzymprotei~ ermittelt. 
Die Michaelis-Konstante fiir die I-Iydrolyse yon Hippurat betrggt 
5,5 �9 i0-4 Mol/l bei 5 ~ C und pI-I 7,5. 

2. Der optimale pI-I-Bereieh der enzymatisehen Hydrolyse 
yon Hippurat liegt bei pI-I 7,5. 

3. Die optimale Temperatur der Enzymwirkung ist bei kurz- 
dauernden Spaltungsversuehen 60 ~ C, doch wird bei dieser Temp. 
die Grenze der Enzymstabilit~it in Gegenwart des SuJosLrates 
erreieht. In Abwesenheit yon Substrat wird des Enzym bei 
60~ innerhalb 15 Min. vSllig in~ktiviert. Die enzymat. Akti- 
vitiit ist wenig temperaturabh~ingig (Ql0 = 1,17--1,07); im 
unLersuehten :Bereieh vo~ 20 his 60~ wurde ffir die enzy- 
matisehe Hydrolyse yon }lippurat eine Aktivierungsenergie yon 
2700 cal/Mol bestimmt. 

4. HgCI2 und Parachlormereuribenzoat (POMB) inaktivieren 
des Enzym. Die Hemmwirkung yon POMB (10 -4 m) kann dureh 
Cysteirz (10-2--i0-im) nicht aufgehoben werden. 8-Hydroxy- 
ehinolin und EDTA hemmen die Enzymwirkung ; eine Beteiligung 
yon IV[etallionen an der katMytischen Funktion yon Hippurat- 
hydrolase wurde jedoeh nicht naehgewiesen. 
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Characteristic properties of the new enzyme hippurate hydro- 
lase are reported: 

1. The Michaelis constant for hippurate hydrolysis is 
5.5.10 -4 mole/1 at 5 ~ and p i t  7.5. The speeifie activity of the 
purified enzyme preparation is 7.5 ~zmole/minute.mg enzyme 
protein a~ 37 ~ and pI-I 7.5. The pt-I optimum is 7.5. 

2. The effects of temperature on the reaction rate and on the 
stability of the enzyme were determined. 

3. The effects of various inhibitors (HgC12, pCMB, E D T A  
8-hydroxyquinoline) and cations were studied. Participation of 
metal ions in the catalytic funetion of hippurate hydrolase was 
not deteetable. 

Dureh Zfichtung in N/thrmedien mit  Zusatz yon Hippurat  wird in 
Fusarium semitectum die Bildung eines Enzyms induziert, das bevorzugt 
zur Hydrolyse ~on t I ippura t  und ghnlieh aufgebauten N-Benzoylamino- 
s/~uren bef/ihigt ist. Vergleiehende Untersuehungen zur Substratspezifit/tt 
mit  einer fiber hundertfach angereicherten Enzympr//parat ion haben 
ergeben, dab es sieh hierbei um ein neues Enzym handelt, fiir das die 
Bezeichnung , , I t ippurathydrolase" bzw. ,,N-Benzoylaminos/iure-amido- 
hydrolase" vorgesehlagen wurde 1. In  der vorliegenden Arbeit werden 
Untersuchungen fiber eharakteristisehe Eigenschaften dieses Enzyms 
beschrieben. 

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

Enzympritparation 

Die Darstellung der fiir die vorliegenden Urttersuchungen verwendeten 
Enzympr/tparat ion wurde in der 1. ~ i t t .  1 besehrieben. Die gereinigte 
Enzyml6sung wurde durch F/~llung mit  der zum Erreichen des S/ittigungs- 
grades 0,7 erforderlichen 3{enge Ammoniumsulfat  und L6sen des gef/~llten 
Enzymproteins in einem Viertel des ursprfingliehen Volurnens 0,05m- 
Phosphatpuffer (pK7,5) konzentriert und war etwa 110fach ange- 
reichert (Proteingehalt 5,70 mg/ml). 

Bestimmung der Enzymaktivitiit 

Die Bestimmung der Enzymaktivi t / / t  in den einzelnen Versueher~ 
erfolgte durch quanti tat ive Bestimmung der bei der Hydrolyse der 
Substrata freiwerdenden Aminos//uren dureh automatische Mikrotitra- 
tionl,  2. -Uber die grunds~tzliche Arbeitsweise bei der Durchfiihrung 
der Versuehe vgl. 1 

1 Vgl. Mh. Chem, 99, 2255 (1968). 
~" M. RShr, F. Baumann und g. Brun,)~e,r, Mh. Chem, (ira Druck). 
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1. K i n e t i k  de r  E n z y m w i r k u n g  

Die t tydrolyse der leicht spaltbaren Substrate N-Benzoylg]ycin und 
N-Benzoyl-D,L-serin bis zur praktiseh quanti tat iven Umsetzung wurde 
unter weitgehend optimalen Bedingungen verfolgt. Wie Abb. 1 zeigt, 
verl//uft die Reaktion unter den angegebenen Bedingungen im F~lle von 
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Abb. 1. Hydrolyse yon N-Benzoylglycin und N-Benzoyl-D,L-serin. Versuchs- 
ansgtze : 12 ml Substratl6sung (56 gMol/ml N-Benzoylglycin hzw. 112 ~.Mol/ml 
N-Benzoyl-D,L-serin), 1 ml Enzyml6sung (Proteingehalt 5,70 mg/ml) (pt-I 7,5 
37 ~ C). Ordinate: Hydrolysierte N-Aeylaminos~ure in ~Nol. Abszisse: Zei6 in 

lVlin. 

N-Benzoylglycin bis zu einer Spaltung yon fiber 95% uad im Falle yon 
N-]~enzoyl-D,L-serin von fiber 75% (bez. auf den Anteil an N-Benzoyl-L- 
serin) n~ch der nullten I~eaktionsordnung bezfiglich des Substrates. 

Aus den Daten yon Abb. 1 ergibt sich fiir die Hydrolyse yon Hippurat  
unter den angegebenen Bedingungen die Initialgeschwindigkeit v0 
~- 42,2 ~ o l / m l  �9 Min. Diese ist, wie Versuche unter Variation der Sub- 
stratkonzentrat ion zeig%en, im :Bereieh zwischen 5 und 56 tzlYIol/ml 
unabhi~ngig yon der Substratkonzentration und duher als S~ttigungs- 
geschwindigkeit bzw. maximale Gesehwindigkeit V ~ k+2" (E)0 ent- 
sprechend der Formulierung yon Michaeli8 und M e n t e n  a 

a JL. Michaelis und M .  L .  Menten,  Biochem. Z. 49, 333 (1913). 
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~+1 ~-2 
E + S ,  ~ E S  -> E ~ - P ( ~ _ ~ = 0 )  

k - 1  

bei vSlliger Sgttigung des Enzyms mit  Substrat  aufzufassen; hierbei ist 
k+2 die Gesehwindigkeitskonstante der Zerfallsreaktion des Komplexes 
E S  aus Enzym E und Substrat  S gemiii3 obiger Formulierung und (E)0 
die initiale Enzymkonzentrat ion.  Duraus ergibt sieh die Reaktions- 

V 
gesehwindigkeitskonstante k+2 --  (E)0 mit  7,4 ~Mol - ml - i  �9 Min. -1 fiir 

eine Enzymkonzentrat ion yon 1 mg/ml, also eine spezifisehe Enzym- 
uktiviti~t yon 7,4 ~Mol/Min. . rag Enzymprotein fiir die Hydrolyse yon 
Hippura t  bei pH 7,5 und 37 ~ C. 

2. E i n f l u g  de r  S u b s t r a t k o n z e n t r a t i o n  

Es wurden nun Versuche durchgefiihrt, die Geschwindigkeit der 
Hydrolyse yon Hippura t  bei Konzentrat ionen unter 5 ~Mol/ml zu messen, 
um im ]~ereich der 1. Reaktionsordnung die Michael i s -Kons tante  der 
Hippuratspal tung ermitteln zu kSnnen. Es zeigte sich jedoch, dab auch 
im ~Bereich yon etwa i b i s  5 ~zhfol/ml die l~eaktion mit  maximaler Ge- 
schwindigkeit ablief, so dal~ innerhalb der kiirzesten fiir die Analyse 
ben6tigten Zeit (2 Mira) bereits quanti tat ive Spaltung eingetreten war, 
wodurch eine genaue Erfassung der Spaltungsraten nieht mSglieh war. 
Die Ermit t lung der Michael i s -Kons tante  wurde daher bei einer tieferen 
Temperatur,  + 5 ~ C, durchgefiihrt, bei der die entspreehend erniedrigten 
Reaktionsgeschwindigkeiten im Konzentrationsbereich yon 0,25 bis 
10 V.Mol/ml noeh erfagt werden konnten. 

Durehfiihrung : Versuehsansgtze mit 6 ml Hippuratl6sung (pH 7,5) 
bestimmter Konzentrationen (10, 2,50, 0,75, 0,50, 0,25 ~Mol/ml) wurden in 
einem thermostatierbaren Doppelmantelgef~tB mit 0,2ml EnzymlSsung 
(Proteingehalt 5,70mg/ml) versetzt, naeh 0 und 2 Min. Proben yon 2,5m1 end- 
nommen und in der beschriebenen Weise mit 0,1n-NaOH auf pH 11,0 titriert. 
Die Thermostatierung auf -~ 5~ erfolgte mittels eines Kryostaten mit 
Methanol als Kiihlfliissigkeit. 

Die Ergebnisse sind aus Abb. 2 ersichtlich. Die graphische Auswertung 
der Daten zur Ermittlung der ~1ichaelis-Konstante Km sowie der maximalen 
geaktionsgeschwindigkeit V erfolgte dureh doppelt-reziproke Aufzeichnung 
naeh Lineweaver--Burk ~. Die Lage der Geraden im Diagramm nach Lineweaver 
- - B u r k  (Abb. 2) wurde durch l~egressionsreclmung iiberpriift. 

Die Auswertung nach L i n e w e a v e r ~ B u r #  ergibt eine Michaelis- 
Konstante  Km = 5 ,5 -10  -a Mol/Liter und eine maximale Geschwindig- 
keit der Hydrolyse yon V = 2,9 aMol/ml �9 Min. (bei ~- 5 ~ C und pH 7,5) 
gegeniiber dem fiir 37~ ermittelten Wert  yon V = 7,4 aMol/ml.  Min. 

4 H. Lineweaver und D. Burk, J. Amer. Chem. Soc. 56, 658 (1934), 
~onatshefte ftir Chemie, 99/6 145 
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3. E i n f l u l ~  d e s  p H - W e r t e s  a u f  d i e  E n z y m a k t i v i t / i t  

Die Un te r suchungen  zur  E r m i t t l u n g  des Einflusses des p K - W e r t e s  
auf die E n z y m a k t i v i t g t  erfolgten un te r  Subs t ra t s~ t t igungsbed ingungen  

bei 37 ~ C. 

Es wurden jeweils Versuchsarts~itze von 3 ml t t ippurat l6sung (56 [zMol/ml) 
knapp unter  den gewiinschten pH-Wer t  eingestellt, nach Zugabe yon 0,2 ml 
Enzyml6sung (Proteingehalb 5,70 mg/ml) dieser pI-I-Wert durch Ti t ra t ion mi t  
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Abb. 2. Ermit t Iung der maximMen Gesehwindigkeit V sowie der M i c h a e l i s -  

Konstan te  K m naeh L i n e w e a v e r - - B u r k  4 

S = t t ippura tkonzent ra t ion  (~Mol/~l), v0 = Anfangsgesehwindigkeit in 
~xMol/ml �9 Min. fiir 1 mg Enzymprote in/ml  

der automatischen Titrat ionsanlage in pH-Sta t -Sehal tung eingestellt und 
w~hrend der Versuehsdauer genau konst~nt gehalten. Naeh 0, 5 und 10 Min. 
wurden Proben yon 1 ml entnommen und wie oben auf p i t  11,0 t i tr iert .  So 
wurde eine unspezif. Beeinflussung der l~eaktion vermieden, wie sie bei der 
sonst n6tigen Anwendung mehrerer Arten von Puffern zur Kons tantha l tung  
der pH-Wer te  auftreten kann. Bei den auf pH 8,75, 9,15 und 9,75 eingestellten 
Versuehsansgtzen liegt das bei der SpMtung freiwerdende Glyein entsprechend 
seinem pK2-Wert  von 9,72 gem/~fl der Beziehung 

[ - R - - N H 2 ]  
p H  = p K  q- lg [_R__NH3+] 

nur zu einem best immten Tell in der t i t r ierbaren Form - R - - N H 3  + vor. Der 
tats/ichliche Glycingehalt wurde daher aus dem Titrat ionswert  entsprechend 
obiger Beziehung berechnet. 

Die Ergebnisse der Versuehe sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Abb. 3 zeigt 
die erhaltene pH-Aktivi t~tskurve.  

Wie  aus Abb.  3 ersichtl ieh,  weist  das  E n z y m  opt imale  Aktivit~;t  im 
Bereich yon  pI-I 7 bis 8 auf. Die h6chste  Spal tungsakt ivi t /~t  wurde  bei  
p t I  7,5 beobach te t .  Bei  Eins te l lung  auf p i t  4,3 wird das  E n z y m  un te r  
i r revers ib ler  Dena tu r i e rung  ausgefs 



H. 6/1968] Hippurathydrolase 2283 

Tabelle 1. E i n f l u B  des  p t t - W e r t e s  auf  d ie  E n z y m a k t i v i t ~ t  
(Versuchsbedingungen vgl. Text) 

Zeit Verbrauch 0, ln-NaOI-I 
pH Min. pro ml Versuchsansatz 

ml 

Spezif. Aktivit~it 
~Mol/Min �9 nag Enzymprotein 

4,3 5 0 0 
10 0 0 

5,2 5 0,038 
10 0,051 1,4 

5,45 5 0,056 
I0 0,111 3,1 

5,7 5 0,075 
10 0,148 4,2 

6,1 5 0,093 
10 0,188 5,3 

6,6 5 0,092 
10 0,196 5,5 

7,0 5 0,119 
10 0,230 6,5 

7,4 5 0,115 
10 0,232 6,5 

7,5 5 0,127 
10 0,236 6,6 

7,8 5 0,121 
10 0,228 6,4 

7,9 5 0,113 
10 0,222 6,2 

8,0 5 0,110 
10 0,217 6,1 

8,3 5 0,106 
10 0,211 5,9 

8,75 5 0,080 
10 0,156 4,4 

9,15 5 0,057 
i0 0,119 3,3 

9,75 5 0,0i8 
10 0,022 0,6 

4. EinfluB der Temperatur auf d ie  Enzymaktivit/~t 

Zur Untersuchung des Einflusses der Temperatur auf die Enzymaktivit/it 
wurden Versuchs~ns~itze mit 6 m] Hilopuratl6sung (Hippuratkonzentration 

145" 
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56 ~Mol/ml) und 0,15 ml Enzyml6sung (ProteingehMt 5,70 mg/ml) im thermo- 
st~tierten Doppelmantelgef~tl] bei den in Tab. 2 angegebenen Temperaturen 
inkubierb; naeh 0, 5, 10, 15 und  20 Min. wurden Proben von 1 ml entnommen, 
sofort auf -~ 20 ~ C gebraeht und bei dieser Temp. titriert.  Die aus den I n i t i a l  
geschwindigkeiten ermittelten spezif. Enzymakt ivi t~ten bei den unter- 
suchten Temper~turen sind in Tab. 2 zus~mmengestellt. 
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Abb. 3. pH-Aktivit~tskurve der t tydrolyse ,con Hippurat.  Ordinate: Spezif. 
Aktivit~t in ~,Mol/Min. �9 mg Enzymprotein. Abszisse: pt-I-Werte 

Wie die in Tab. 2 angefiihrten Ergebnisse zeigen, liegt die optimale Temp. 
der Spaltung von Hippurat  bei 60 ~ C. Allerdings n immt  die Reaktions- 
gesehwindigkeit naeh einer Versuchsdauer yon fiber 10 Min. bereits merklich 
ab. Bei 70 ~ C wird das Enzym sehr raseh inaktiviert.  

Die in  Tab.  2 zuss angegebenen Quot ien ten  Q10 der l~eaktions- 

geschwindigkei ten fiir eine Temperaturdifferenz yon  10 ~ C liegen erheblich 
un te r  den fiir gleichartige l~euktiomea b e k a n n t e n  Erf~hrungswer ten  yon  
1,5 bis 2 .  Es erschien daher  interessaat ,  die Aktivierungsenergie  der 

enzymat i schea  Hydrolyse yon  Hippurss  zu berechnen. 

Diese l~l~t sieh bek~nntlich aus der Gteiehung yon A r r h e n i u s  

d ~ le, EA 

d T  R T  2 
bzw. ihrer integrierten Form 

EA 1 
lg k = - -  2,303R" T -t- const. 

( / c . . .  l~e~ktionsgesehwindigkeitskonstante; T . . .  absol. Temp.;  E A . . .  

EA der bei Aktivierungsenergie; R , . .  Gaskonstante) aus der l~eigung 2,303R 
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Tabelle 2. E i n f l u g  der T e m p e r a t u r  auf  die E n z y m a k t i v i t ~ t  
(Versuchsbedingungen siehe Text) 

Verbrauch 
Temp., Zeit, 0,1n-NaOt-I Spezif. Aktivitgt Temperatur- 

e C Min. pro ml txlVfol/Min. �9 Enzymprotein koeffizient 
ml Qlo 

20 5 0,035 
10 0,068 
15 0,103 4,9 
20 0,133 

30 5 0,040 
10 0,078 
15 0,115 5,6 
20 0,150 

40 5 0,046 
10 0,091 
15 0,137 6,6 
20 0,184 

50 5 0,049 
10 0,100 
15 0,151 7,2 
20 0,202 

60 5 0,057 
10 0,107 
15 0,147 7,7 
20 0,185 

70 5 0,023 
10 0,028 
15 0,034 2,0 
20 0,034 

1,15 

1,17 

1,10 

1,07 

1 
Auftragung von lg k gegen T erhMtenen Geraden ermittetn, vorausgesetzt, 

dab die Reaktionsgesehwindigkeit tier Reaktionsgesehwindigkeitskonstante 
direkt proportonM ist. Dies ist im vorliegenden Fall f~r die spezif. Enzym- 
aktivitgt bei Substrats~ttigung anzunehmen. 

Die Auswertung der Daten aus Tab. 2 (vgl. Abb. 4) fiir den Bereieh 
von 20 bis 60~ ergibt eine Aktivierungsenergie der Hippuratspaltung 
yon 2700 eal/3s Dies ist ein aueh fiir eine enzymatisehe Hydrolyse 
sehr niedriger Weft. Beziiglieh vergleichbarer Daten von ghnliehen 
Reaktionen sei auf die Diskussion verwiesen. 

5. T e m p e r a t u r s t a b i l i t ~ t  des  E n z y m s  

Die vorliegende Enzympr~paration verliert bei Aufbewahrung in 
eingefrorenem Zustand bei - - 2 0 ~  innerhalb yon einigen Wochen 
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10 bis 20% ihrer  Ak t iv i t~ t .  Es erschien nun  in teressant ,  die Stabilit/~t 
der  EnzymlSsung  un te r  den  bei  den Versuehen au f t r e t enden  Bedingungen  
(Tiefkfihlung, Kf ih l s ehmnk temp . ,  l ~ u m t e m p . ,  T e m p e r ~ t u r o p t i m u m  der  
Spal tung)  zu s tudieren.  
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Abb. 4. Graphisehe Ermi t t lung  der Aktivierungsenergie. Ordinate:  lg k (/c in 
FMol /ml '  Min. ffir l g Enzymprotein/ml) .  Abszisse: 1/T. t03 (5" in ~ 
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Abb. 5. Temperaturstabili t /~t der t t ippurathydrolase .  Ordinate:  Relat ive 
Enzymaktivit /~t  in Prozent  der Anfangsaktivi t~t .  Abszisse: Zeit, Stdn. 

Fi i r  die Untersuchungen wurden jeweils 1,2 ml der Enzyml6sung in 
0,05 m-Phosphatpuffer  (pH 7,5) bei - - 2 0  ~ -k 5 ~ ~- 25 ~ und 4- 60~ inku- 
biert.  Naeh jeweils 0, 2, 4, 7 und 24 Stdn., im Falle der Probe bei 60 ~ C naeh 
15 und 30 Min., wurden je 0,2 ml entnommen und die Enzymaktivit/~t in 
Versuehsans~tzen mi t  6 ml Hippurat l6sung (56 ~Mol/ml) bei p H  7,5 und 
37~ best immt.  Die Versuchsergebnisse fiber einen Zei t raum yon 24 Stdn. 
sind in Abb. 5 dargestellt .  
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Abb. 5 zeig% dab die Enzympr~paration bei - -  20 ~ C stabil ist, aber 
schon bei Aufbewahrung bei -~ 5~ einen merkliehen Aktivit/~tsabfall 
aufweist, der nach 24 Stdn. fiber 60% betr/igt. Bei 25 ~ C ist eine ziemlich 
rasche Inaktivierung zu beobaehten, wobei nach 9 Stdn. die Aktivit/~t 
auf Null abgesunken ist. Bemerkenswert ist das Verhalten bei 60 ~ C; 
w/~hrend bei 60~ das Enzym in Gegenwart des Substrates maximalen 
Umsatz bewirkt, wird es in Abwesenheit des Substrates bei dieser Tem- 
peratur innerhalb yon 15 Min. v611ig inaktiviert. Das Subs~rat schiitz~ 
somit das Enzym in sehr wirksamer Weise gegenfiber der Denaturierung 
bei erhShten Tempera~uren. 

6. V e r h a l t e n  g e g e n i i b e r  H e m m s t o f f e n  u n d  M e t a l l i o n e n  

a) Sul/hydryl-HemmstoMe 

Es wurde der EinfluB yon HgC12 und Paraehlormereuribenzoat 
(PCMB) sowie der yon Jodacetat  auf die Enzymaktivit/it  studiei~. 

Durehf/ihrung: 0,2 ml Enzyml6sung ~nlrden jeweils bei pH 7,5 und 37 ~ C 
mit 0,2 ml der L6sung des I-Iemmstoffes inkubiert ; die erhaltenen Hemmstoff- 
konzentrationen sind in Tab. 3 angegeben. Naeh 10Min. dauernder Ein- 
wirkung des Hemmstoffes valrden 6 ml tIippuratl6sung zugeffigt und die 
Enzymaktivitat in bekannter Weise ermittelt. Die Ergebnisse sind aus Tab. 3 
ersiehtlieh; hierbei sind die ermi~elten Enzymaktivit/iten in Prozenten der in 
Kontrollversuehen ohne Hemmstoffzusatz bestimmten Aktivit/iten ange- 
geben. 

Tabelle 3. Einf luB yon  S u l f h y d r y l - H e m m s t o f f e n  auf  die E n z y m -  
a k t i v i t g t  

Hemmstoff Konzentration Relat. Aktivi~at, 
Mol/1 ~o (vgl. Text) 

Kontrolle 0 i 00 

HgC12 10-2 18 
10 -~ 18 
10 -4 20 
10 -5 56 

Paraehlormereuribenzoat 

Jodacetat 

10 -a 0 
10 .4 1O 
10 .5 88 

5 - 
10 .2 61 
10 .2 80 
10 .2 80 

Wfi, hrend also die queeksilberhaltigen Inhibitore~ einen deutliehen 
Inaktivierungseffekt ausfiben, ist die Wirkung yon Jodaeetat weniger aus- 
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gepri~gt. Dies deutet darauf hin, dab die Enzymwirkung an das Vor- 
handensein freier SH-Gruppen geknfipft ist. Versuehe, die Enzymakt iv i tg t  
nach Einwirkung yon PCMB (10 .4 Mol/1) dutch Behandhng  mit  Cystein 
zu reaktivieren, zeigten, dal3 aueh bei Zugabe yon 10 -2 bis 10 -1 ~ol/1 
Cystein (lurch 10 bis 30 ]~{in. die Hemmwirkung des PCMB irreversibel 
war. Es ist daher wahrseheinlieh, dab PCMB das Enzymprotein irreversibel 
denaturiert. 

b) Chelatbildende Substanzen und Metallionen 

Da eine l~eihe yon Enzymen des Typus der Exopeptidasen Metall- 
enzyme sind bzw. durch MetMlionen deutlieh aktiviert  warden, w/ihrend 
bei Aminos/~ureacylasen bisher keine eindeutige Abh/~ngigkeit yon Metall- 
ionea festgestell~ wurde, erschien auch das Studium des Einflusses yon 
~eta l l ionea ~uf die Hippurathydrolase yon Interesse. In  den folgende~ 
Untersuchungen wurde einerseits direkt der Einflug best immter  3{etall- 
ionen aut die Enzymaktivit/~t studiert, andererseits wurde versucht, die 
Enzymwirkung dutch Zugabe yon ehelatbildenden Substanzen, wie 
8-Hydroxychinolin bzw. ~thy]endiaminte~raacetat  (EDTA), zu hemmen, 
und diese Wirkung sodann dutch Zugabe iiberschiissiger ~etal l ionen 
wieder aufzuheben. Die Ergebnisse der Versuche mit  1Y[etallionen sind in 
Tab. 4 zusammengestel]~. 

Es wurden jeweils 0,2 ml Enzyml6sung mit 0,2 ml der L6sung des MetM1- 
salzes (vgl. Tab. 3) I0 Min. inkubiert, wobei eine MetallsMzkonzentration von 
l0 -a m resultierte, und sodann nach Zugabe yon 6 ml ttippuratl6sung die 
Enzymaktivitaten in der anfangs besehriebenen Weise bestimmt. 

Tabelle 4. EinfluI~ -con M e t a t l i o n e n  auf  die E n z y m a k t i v i t i ~ t  

Metallsalz 10 ~ m gel. Aktivit/~t, % 

Kontrolle 100 
ZnSO4 92 
COSO4 86 
MnSO4 93 
FeSO4 12 
CuSO4 0 
AgN03 0 
CaC12 88 
MgS04 104 

Wie ersichtlich, fiben die Salze yon Kupfer, Silber und Eisen einen starken 
Hemmeffekt aus, w~hrend die Salze yon Zink, Cobalt, Manga~ und Calcium 
eine geringfiigige Verminderung der Aktiviti~t bewirken. Ledig]ich in Gegen- 
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wart yon Magnesiumionen ist eine geringe ErhShung der Enzymaktiviti~t zu 
beobachten. 

Wurden nun Enzyml6sungen mit 8-Hydroxyehinolin (Endkonzentration 
3,3" 10-am) bzw. E D T A  (Endkonzentration 10 .2 m)dureh 10 Min. inkubiert, 
so erschien die Enzym~ktivitfi.V im Falle yon 8ottydroxychinolin zu 60~o, im 
Falle yon E D T A  zu 40~o gehemm~. Versuche, diese I-Iemmwirkung dutch 
ansehliefiende Behandlung mit den in Tab. 5 angegebenen Salzen (ausgenom- 
men die yon Kupfer und Silber) aufzuheben, waren otme Erfolg. Lediglieh bei 
Behandlung mit Magnesiumsulfat wurde der I-temmeffekt yon E D T A  etwa 
um die tt~lfte vermindert. Es dtirfte offenbar dem 3/iagnaesiumion ein gewisser 
stabilisierender Effekt auf die aktive Enzymstruktur zukommen, w~hrend 
eine Aktivierung din'oh Me~allionen nicht naehgewiesen werden kann. 

Diskussion 

Die in dieser Arbeit erhaltenen Untersuchungsergebnisse sttitzen die 
Auffassung, dag ein Enzym vorliegt, dessen bevorzu~e katalytisehe 
Funktion die hydrolytisehe Spattung yon Hippurs/~ure und ghnlich guf- 
gebauten N-Benzoylaminosguren ist. Die relativ hohe Mfinit~/t des 
Enzyms Kit Hippurs/~ure drtiekt sieh in de rmi t  5,5 �9 10 4 Mol/1 ermittelten 
M i c h a e l i s - K o n s t a n t e  aus. Der optimale pH-Bereich der Enzymwirkung 
(urn pH 7,5) ist etwa gleich dem pH-Bereieh, in dem auch die Bildung des 
Enzyms optimal erfolgt. Ahnlieh wie bei Aminoaeylase aus Schweine- 
niere s wurde a,neh bei Hippurathydrolase eine sehr hohe optimale Tempe- 
ratur  der Enzymwirkung yon 60 ~ C festgestellt. Das Enzym zeigt jedoch 
bei dieser Temperatur in Gegenwart des Substrates bereits deutlieh ver- 
ringert, e St.abilit/~t; in Abwesenheit des Substrates kommt es sehr rasch 
zur v611igen Inaktivierung des Enzyms. Auffallend sind die sehr niedrigen 
Temperaturkoeffizienten Q10 ftir den beobachteten Temperaturbereieh 
und die entspreehend niedrige Aktivierungsenergie yon 2700 cal/Mol ftix 
die e~zymatische Spaltung yon Kippurat  durch Hippnrathydrolase. In 
diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, dab B r u n s  und Schu l ze  5 bei 
Aminoacylase (3.5.1.14) ftir die Hydrolyse des bevorzugten Substrates 
N-Acetylmethionin eine Aktiviernngsenergie yon 4300 eal/Mol ermittelten, 
ftir die Hydrolyse yon Hippurat  durch dasselbe Enzym aber 18 000 cal/3/[ol. 

Die Hippurathydrolase ist aueh bei niedrigen Temperaturen in ver- 
dtinnten Pufferl6sungen im Bereich vort pH 7 bis 7,5 nur relativ kurze Zeit 
best/~ndig, wodurch Versuehe mit dem Ziel einer h6heren Reinigung ent- 
spreehenden Schwierigkeiten begegnen. Die in den vorliegenden Ver- 
suchen beobachtete stabilisierende Wirkung des Substrates auf die aktive 
Struktur des Enzyms diirfte hier erfolgversprechende M6glichkeiten ftir 
weitere Arbeiten aufzeigen. 

s 1~. H .  Brun8  und C. Schulze,  Biochem. Z. 336, 162 (1962). 
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D~s Enzym wird durch Quecksilberhaltige Enzymgifte, wie HgC12 und 
Purachlormcrcuribenzo~t offenb~r irreversibel gehemmt, wghrend d~s 
sulfhydryl~lkylierende Jod~cet~t eine weniger uusgepr~igte Wirkung 
zeigt. Dies deutet eher a, uf eine strukturst~bilisierende Funktion vor- 
h~ndener SH-Grupp~n ~ls ~uf eine Beteiligung an der Kompiexbildung 
mit dem Substrat. Auch chela,tbildende Substanzen, wie 8-Hydroxy- 
chinolin und Athylendiamintetr~cetat, iiben eine hemmende Wirkung 
~uf das Enzym aus, doch konnte bislang keine Beteiligung yon Met~ll- 
ionen an der k~talytisehen Funkfion der Hippurathydrolase naehgewiesen 
~verdeFl. 


