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esterase. Unlike WERNER AND BREHMER 12, but in agreement with GLICK AND GLAU- 
BACH 14 and ELLIS x5, w e  were not able to demonstrate any activity in guinea-pig liver 
or serum towards atropine. MARGOLIS AND FEIGELSON 16 have suggested that  rabbit  
atropinesterase is non-specific on the basis of competitive inhibition studies. Our 
evidence also indicates that  a single non-specific enzyme is responsible for the hydro- 
lysis of both atropine and homatropine in the rabbit. I t  also shows that  a different 
more specific enzyme is responsible for the hydrolysis of homatropine in the guinea pig. 
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BBA 63244 

Oscil lat ionen der Ureaseaktivit~it  von I- lydrogenomonas I-I t6 in statischer 

Kul tur  

Die Urease von Hydrogenomonas H 16 ist als katabolisches Enzym anzusehen 
und wird anscheinend durch katabolische Repression (durch Ammonium-Ionen) und 
eine bei N-Mangel eintretende endogene Derepression z reguliert. Die durch Harn- 
stoff "induzierte" Enzymbildung setzt Bedingungen voraus, unter denen auch eine 
endogene Derepression erfolgt. W/ihrend des Wachstums in statischer Kultur  mit  
Ammoniak als N-Quelle enthalten die Zellen von Hydrogenomonas H 16 nur wenig 
Urease; die spezifische Ureaseaktivit~t betr~tgt im Mittel 7 Einheiten/g Protein. Die 
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Abb. 1. Osci l la t ionen der  spezifischen Ureaseak t iv i t&t  und  der NH4+-Konzen t ra t ion  w&hrend 
des W a c h s t u m s  von H y d r o g e n o m o n a s  H 16 in Fruc tose-Minera l sa lz -N&hr l6sung  m i t  Harns to f f  als  
N-Quelle.  (a) Anfangs -Ze l lkonzen t r a t ion  ca. 6. lO 8 Zellen pro ml, (b) Anfangs -Ze l lkonzen t r a t i on  
8 • lO 7 Zellen pro ml. 2o 1 Fructose-Mineralsa lz-N&hrl6sung*,  die als N-Quelle  5o #mole  Haxnstoff  
pro ml  en th ie l t ,  wurde  m i t  e iner  Suspension von Zellen beimpft ,  die m i t  Ammonsa lz  als N-Quel le  
gewachsen  waren.  Der  p H - W e r t  wurde  durch  Zusatz  von 2 M HCI u n t e r h a l b  pH 7.8 gehal ten .  
T e m p e r a t u r  30°; Bel t i f tnng  durch  ster i le  PreBluft  und  Rfihren mi t  3oo-35 o U/min.  B e s t i m m u n g  
von Trfibung,  Prote in ,  U r e a s e a k t i v i t i i t  wie bei K6NIG, KALTWASSER UND SCHLEGEL 1 beschrieben,  
B e s t i m m u n g  von  Harns to f f  und NH4+ nach H a rns to f f -Fa rb t e s t  T C U R  15954 der F i r m a  C. F. 
Boehringer .  

spezifische Aktivit~it steigt auch nicht an, wenn Harnstoff als zuditzliche N-Quelle 
angeboten wird. Mit Harnstoff als einziger N-Quelle erreicht die Ureaseaktivit/it im 
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Mittel 60 Einheiten/g Protein, bei "endogener Derepression" in N-freiem Medium 
600 Einheiten/g. 

In der vorliegenden Untersuchung wurden Fluktuationen der spezifischen 
Ureaseaktivifiit der Zellen und des Ammoniumgehalts des Mediums nachgewiesen, 
die im Verlauf des Wachstums yon Hydrogenomonas H 16 auffreten. 

Eine Harnstoff im Llberschug enthaltende N/ihrl6sung wurde mit Zellen 
beimpft, die in ammoniumhaltiger N~ihrl6sung vorkultiviert und somit ureasearm 
waren. Die mit  der Impfsuspension in den 20 1-Fermenter tibertragene NH4+-Menge 
war zu vernachl~tssigen. Abb. I gibt zwei Versuehe wieder, die sich lediglich in der 
Impfmenge unterscheiden. Der Wachstumsverlauf  ist aus der Zunahme der Trfibung 
und des Proteingehalts der Suspension zu ersehen. Die zugesetzte Harnstoffmenge 
war so bemessen, dab bis zu Versuchszeiten yon 15 bzw. 25 Std Harnstoff im Uber- 
schuB vorhanden war. Die spezifische Ureaseaktivit/it  nahm naeh Impfung zun~ichst 
zu; ihrem Anstieg folgte mit einer Phasenverschiebung yon etwa dr/4 eine Zunahme 
des Gehalts an Ammonium-Ionen. Es wurde also durch Harnstoffspaltung zunfichst 
mehr Ammoniak gebildet als zur Aminos~iuresynthese verwendet werden konnte. 
Noch bevor die Ammoniumkonzentration ein Maximum erreicht hatte, setzte Re- 
pression der Ureasesynthese ein ; die spezifische Ureaseaktivit~tt sank dutch "Ausver- 
dfinnen" auf mittlere Werte ab. Nachdem die Ammonium-Ionen dutch Proteinsyn- 
these und Waehstum weitgehend verbraucht worden waren, setzte erneut Ureasesyn- 
these und spfiter Ammoniakfreisetzung ein. Diese alternierende Folge yon Derepres- 
sion und Repression der Ureasebildung wiederholte sich im Verlauf des Waehstums 
dreimal (Abb. Ib). Dabei folgten die Anstiege der Ammoniumkonzentrationen den 
Anstiegen der spezifisehen Ureaseaktivit~tt mit einiger Verz6gerung. 

Dutch Erfassung der spezifisehen Ureaseaktivit~it und der Ammoniumkonzen- 
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Abb. 2. Bez iehungen  zwischen spezifischer Ureaseakt iv i tXt  und  NH4+-Konzen t ra t ion  bei ver-  
sch iedenen  Verd i~nnungsra ten  im Chemos ta t en .  H y d r o g e n o m o n a s  H 16 wurde  in e inem I 1 Quick-  
fi t-W'eithalsgef~B mi t  320 ml  I ( u ] t u r v o l u m e n  bei magne t i s che r  Rf lh rung  und  Belf l f tung in 
einer N~hr l6sung  mi t  Harns tof f f iberschuB (0.056%) und  Fruc tose  (o . i%)  als b e g r e n z e n d e m  
F a k t o r  kul t ivier t .  Die Verd f innungs ra t e  D wurde  zwischen o.I und  0.375 Std -1 vari iert .  Die Sus- 
pens ion  wurde  in e inem Eisbad  au fge fangen  und  au f  den  Gehal t  an  Zellprotein, A m m o n i a k  u n d  
a u f  die spezifische Ureaseak t iv i t~ t  der Zellen h in  geprfift  (Methoden wie Abb. t). 
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tration im Chemostaten war es m6glich, die Beziehungen zwischen beiden Gr6f3en 
bei verschiedenen Wachstumsraten zu prtifen. Die N~ihrl6sung enthielt Harnstoff 
im UberschuB ; das Wachstum wurde durch Fructose als Energiequelle begrenzt. Die 
Apparatur zur kontinuierlichen Kultur geniigte den iiblichen Anforderungen2,3; Er- 
g~inzungen wurden bereits beschrieben 4. Wie aus Abb. 2 hervorgeht, nimmt die 
spezifische Ureaseaktivit~it mit steigender Verdtinnungsrate D zu, w~ihrend die Am- 
moniumkonzentration sinkt. Bei einer mittleren Verweilzeit I/D von IO Std hatten die 
Zellen eine spezifische Ureaseaktivit~it von ca. 27 Einheiten/g Protein, bei 2.7Std 
etwa 80 Einheiten/g. Den Enzymaktivit~tten entsprachen Ammoniakkonzentrationen 
von 1.23 bzw. 0.46 #mole NH 3 pro ml. Demnach geniigen schon weniger als I/~Mol 
NH 3 pro ml, um die Ureasebildung weitgehend zu reprimieren. Diese Ergebnisse 
stehen im Einklang mit den an der statischen Kultur (Abb. I) gewonnenen Ergeb- 
nissen. Auch ill statischer Kultur erfolgt eine Ureasesynthese erst dann, wenn die 
Ammoniumkonzentration in der N~thrl6sung unter I/~Mol NH 3 pro ml abgesunken 
ist. Nach Extrapolation der Ammoniumkonzentration erreicht die spezifische Urease- 
aktivit~it erst bei 1.4#Mole NH 3 pro ml das Grundniveau. Genaue Angaben iiber die 
"Grenzkonzentration", von der ab eine merkliehe Enzymsynthese erfolgt, lassen 
sich jedoch erst nach weiteren Versuchen mit verschiedenen station~iren Ammonium- 
konzentrationen in kontinuierlicher Kultur machen. 

In vielen FAllen ist bereits nachgewiesen worden, dab die Bildung der am 
Abbau N-haltiger Verbindungen beteiligten Enzyme durch NH4 + reprimiert wird: 
fiir Histidase in Aerobacter aerogenes 5, fiir L-Threonin-Dehydratase in Hefe e, ftir 
NAD-abh~ingige Glutamat-Dehydrogenase in HefeT, s, fiir Glutamin-Synthetase 9. 
NH4+ ist demnach als die st~irkere, dominierende N-Quelle anzusehen. Die Oscilla- 
tion der Ureaseaktivitttt ist eirt einfacher Modellfall eiDer periodischen Ver~inderung 
in eiDer statischen Kultur. Sie ItiBt sich auf die Ausscheidung iiberschtissigen Ammo- 
niaks ins Medium zuriickfiihren, wodurch bei geringen Zellkonzentrationen (und so- 
mit geringem Ammoniumverbrauch) eine langanhaltende Anhttufung yon Ammoniak 
in der Ntthrl6sung und damit eine stundenlange Repression der Ureasesynthese zu- 
standekommt. Die geschilderte Oscillation kann als extremer Fall eiDer "verz6gerten 
Riickkopplung" angesehen werdenlO, 1l. 

Institut fi~r Mikrobiologie, 
Universitdt GSttingen, 
GSttingen (Deutschland) 

CHRISTEL KONIG 

H .  G. SCHLEGEL 

I C. K•NIG, H. KALTWASSER UND H. G. SCHLEGEL, Arch. Mihrobiol., 53 (1966) 231. 
2 D. HERBERT, R. ELSWORTH UND R. C. TELLING, J. Gen. Microbiol., 14 (1956) 6Ol. 
3 H. W. JAN.NASCH, Arch. Mikrobiol., 45 (I963) 323. 
4 H. G. SCHLEGEL, E. SCHUSTER UND C. K6NIG, Suppl. Zbl. Bakteriol. I, im Druck. 
5 F. G. NEIDHARDT UND B. MAGASAN.IK, J. Bacteriol., 73 (1957) 253. 
6 H. HOLZER, M. BOLL UN.D C. CEN.NAMO, dngew. Chem., 75 (1963) 894. 
7 G. HIERHOLZER UN.D H. HOLZER, Biochem. Z., 339 (1963) 175. 
8 H. WESTPHAL UND H. HOLZER, Biochim. Biophys. Acta, 89 (1964) 42, 
9 D. MECKE UND H. HOLZER, Biochim. Biophys. Acta, 122 (1966) 341. 

IO W. BERNHARDT, K. PAN.TEN. UN.D H. HOLZER, Angew. Chem., 76 (1964) 990. 
I I  W. BERN.HARDT, K. PANTEN. UND H. HOLZER, Biochim. Biophys. dcta, 99 (1965) 531. 

Eingegangen am II .  November, 1966 

Biochim. Biophys. Acta, 139 (1967) 182-185 


