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Not less than  1 nmol of m ethionine and phenylalanine were detected  as fluorescent spots on 
agar plates with o -phthalaldehyde reagent under UV light. M icroorganism s w ere grown on thin- 
agar-layer coated  filter papers placed on nutrient agar p lates, and then transfered  on to  new plates 
lacking nu trien ts by m oving the papers. A fter the background am ino com pounds w ere rem oved 
by the diffusion to the bottom  plates, the paper cultures were m oved and incubated  on assay 
p lates containing N -acetylm ethionine o r N -acetylphenylalanine. T he am ino acids form ed a round  
the colonies w ere visualized by the o-phthalaldehyde procedure to  indicate am inoacylase activity 
of m icroorganism s. The substra te- and stereospecificity of the enzym e was shown for som e strains 
on the agar p lates by this p rocedure .

Einführung

Im Verlauf unserer Untersuchungen über die mi­
krobiologische Darstellung von Aminosäuren aus ih­
ren N-geschützten Vorstufen war es notwendig ge­
worden, für ein schnelles Screening die freigesetzten 
Aminogruppen sofort auf der Agarplatte nachzuwei­
sen. Zur Sichtbarmachung von Aminogruppen, be­
sonders in chromatographischen Verfahren, sind vie­
le nützliche Reagenzien entwickelt worden [1], je­
doch sind in der Literatur keine Anwendungen die­
ser Reagenzien direkt auf Agarplatten mit Mikroor- 
ganismen-Kolonien zu finden. Ein besonderes Pro­
blem beim direkten Nachweis bieten die im Kultur­
medium vorhandenen Verbindungen. Wir haben das 
Problem durch eine neue Technik gelöst, indem wir 
auf eine Agar-Unterschicht ein steriles Filterpapier 
legen und dieses Filterpapier dann mit einer dünnen 
Agar-Deckschicht versehen. Mit Hilfe des Filterpa­
piers können die Kolonien von der Agar-Unter­
schicht abgelöst und transportiert werden. Die Nähr­
stoffe können in der Wachstumsphase durch das Fil­
terpapier diffundieren. Durch Auflegen der Filterpa­
pierschicht auf nährstofffreie Platten werden stören­
de Verbindungen aus den Kolonien ausgewaschen; 
danach kann die Filterpapierschicht zum Nachweis 
von Enzymaktivitäten (Aminosäure-Acylasen) auf
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substrathaltige Agarplatten (N-Acyl-Aminosäure) 
übertragen werden.

Die enzymatisch freigesetzten Aminosäuren kön­
nen dann durch Besprühen mit o-Phthalaldehyd 
(OPA)-Reagenz [2] direkt nachgewiesen werden. 
Mit dieser Methode konnte Aminoacylaseaktivität 
(EC 3.5.1.14) in Bakterien-, Actinomyceten- und 
Pilz-Stämmen auf der Platte nachgewiesen werden. 
Die mit dieser Methode erreichten halbquantitativen 
Ergebnisse entsprechen weitgehend den mit der her­
kömmlichen Methode bestimmten Enzymaktivitä­
ten. In dieser Arbeit werden die Einzelheiten des 
neuen Verfahrens und seine Anwendung bei U nter­
suchungen der Enzym-Stereospezifität berichtet.

Material und Methoden

Chemikalien und Mikroorganismen

OPA und 2-Mercaptoethanol wurden von Fluka 
AG (Buchs), N-Acetyl-DL-methionin, N-Acetyl-DL- 
phenylalanin und Aspergillus Aminoacylase von Sig­
ma Chemical Co. (USA), N-Acetyl-L- und -D-phenyl- 
alanin von Serva Feinbiochemica (Heidelberg) und 
Reagenzien für die Kultivierung von Mikroorganis­
men von E. Merck (Darm stadt) bezogen. Alle weite­
ren Reagenzien kamen von Fluka oder Merck. Die 
eingesetzten Mikroorganismen wurden von der D eut­
schen Sammlung von Mikroorganismen (Göttingen) 
bezogen.
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Kultivierung auf Agar bedecktem Filterpapier 

Medien

Fünf Agarmedien (A —E) mit der folgenden Zu­
sammensetzung wurden hergestellt und 20 min bei 
120 °C im Autoklaven sterilisiert: A — 0,2% Hefe­
extrakt, 0,2% Malzextrakt, 0,2% Fleischextrakt, 
0,2% Pepton, 0,5% Glucose, 0,5% Glycerin, 0,2% 
K2H P 0 4, 0,03% M gS04-7H20 ,  0,01% CaCl2-2H20 ,  
0,1% NaCl, 0,3 ppm H 3B 0 3, 0,2 ppm MnCl2-4H20 ,  
0,75 ppm ZnCl2, 0,2 ppm C uS 04-5H20 ,  2,5 ppm 
FeCl3-6H20 ,  0,1 ppm (NH4)6Mo70 24-4H20 ,  
0,15 ppm C oS 04-7H20  und 1,2% Agar (pH 7,4 für 
Bakterien, pH 5,6 für Pilze); B — wie A, aber mit 
2,7% Agar; C — 20 m M  Kaliumphosphatpuffer (pH 
7,5), 0,2 m M  CoCl2 und 0,5% Agar; D -  15 m M  N- 
Acetylaminosäure (nach der Sterilisation als konzen­
trierte Lösung zufügen), 20 m M  Kaliumphosphatpuf­
fer (pH 7,5), 0,5 mM CoCl2 und 0,8% Agar; E — 
Kontrollansatz für D (ohne N-Acetylaminosäure). 
Das Filterpapier (Schleicher & Schuell, Nr. 300110,
8 cm 0 )  wurde wie oben angegeben sterilisiert.

Herstellung der Platten

Es wurden Agarplatten mit Medium C (je 50 ml), 
D oder E (je 10 ml) in Petrischalen (9 x 1  cm) herge­
stellt. Die Zweischichtplatten bestanden aus je 20 ml 
Medium A (Unterschicht) und Medium B, das für 
die Deckschicht bei etwa 90 °C gehalten wurde. Auf 
die Oberfläche jeder Platte mit Medium A wurde 
luftblasenfrei ein steriles Filterpapier gelegt. Nach­
dem das Papier gut durchfeuchtet war, wurden 5 ml 
heißes Medium B auf jedes Filter gegossen und über­
schüssiges Medium B möglichst schnell, aber sorgfäl­
tig durch Dekantieren entfernt. Zur vollständigen 
Erstarrung des Agargels wurden die Petrischalen auf 
einem horizontalen Tisch liegengelassen. So konnte 
eine dünne Agar-Deckschicht mit einer Stärke von 
0,1—0,2 mm auf jedem Filterpapier reproduzierbar 
hergestellt werden.

Inkubation

Die Mikroorganismen wurden mit einer Impföse 
auf die Agar-Deckschicht (Medium B) geimpft und 
12—44 Std. bei 30 °C inkubiert. Nach guter Vermeh­
rung wurde das Filterpapier mit der bewachsenen 
Deckschicht auf Platten mit Medium C überführt. 
Nach 2 Std. Inkubation bei 30 °C (ohne Deckel) wur­
de das Filterpapier mit der Deckschicht erneut auf 
frische Platten mit Medium C überführt und wieder

für 2 Std. inkubiert. Zum Test auf Aminoacylase- 
Aktivität wurden die Filterpapierkulturen jeweils auf 
Platten mit Medium D (Substratplatten) und E 
(Kontrollplatten) übertragen und 4—19 Std. bei 
30 °C inkubiert. Bei mycel-bildenden Pilzen wurde 
abgekühltes, aber noch flüssiges Medium D bzw. E 
auf die entsprechende Filterpapierkultur aufgegos­
sen, so daß die Kolonie in das Gel eingebettet waren. 
Nach der Inkubation wurden die Platten mit OPA 
behandelt.

Sichtbarmachung mit OPA

Die Platten wurden mit einer Lösung von OPA 
(0.1%, w/v) und 2-Mercaptoethanol (0,1%, v/v) in 
Aceton besprüht und nach kurzem Trocknen (5 Min. 
bei Raumtemperatur) mit einprozentiger Lösung 
von Triethylamin in Aceton nachgesprüht. Die be­
sprühten Platten wurden 30—60 Min. bei Raumtem­
peratur liegengelassen und dann unter einer UV- 
Lampe (366 nm, Desaga UVIS) betrachtet.

Bestimmung von Am inoacylaseaktivität in flüssigen 
Proben

Die Bestimmung erfolgte im wesentlichen nach 
der von Chibata et al. veröffentlichten M ethode [3]. 
Jeder Mikroorganismus wurde in 100-ml Erlen- 
meyer-Kolben mit 30 ml Nährlösung (Medium A oh­
ne Agar) bei 30 °C und 150 Upm für 13—15 Std. 
(Bakterien und Hefe) oder 37—39 Std. (Actinomy- 
ceten und Pilze) inkubiert. Durch Zentrifugation 
oder Filtration wurden die Zellen geerntet und mit 
20 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5) gewaschen.
0,05 g bzw. 0,10 g feuchte Zellen wurden in 1,5 bzw.
3 ml Test- oder Kontroll-Lösung suspendiert. Die 
Testlösung enthielt 67 m M  Kaliumphosphatpuffer 
(pH 7,5), 0,67 m M  CoCl2 und 33 m M  N-Acetyl-DL- 
methionin oder N-Acetyl-DL-phenylalanin, die Kon­
trolle enthielt keine N-Acetylaminosäure. Die Mi­
schungen wurden 30 Min. bei 37 °C geschüttelt und 
dann 2,5 Min. in einem siedenden Wasserbad er­
hitzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation ent­
fernt und die freigesetzten Aminosäuren im Ü ber­
stand mit Hilfe eines Aminosäurenanalysators (Bio- 
tronik, LC 5001) oder der manuellen Ninhydrin-Me- 
thode [4] bestimmt.

Ergebnisse und Diskussion

Als allgemeines Nachweisreagenz für Aminosäu­
ren bei chromatographischen Verfahren kennt man 
Ninhydrin, Fluorescamin und OPA [1]. Für die A n­
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wendung auf Agarplatten ist das Ninhydrin-Reagenz 
nicht geeignet, da die Probe für die Farbentwicklung 
erhitzt werden muß. Zum Nachweis von Aminosäu­
ren und Agarplatten versuchten wir daher, Fluores- 
camin [5] und OPA [2] anzuwenden. Als Testsub­
stanz wurde Methionin eingesetzt, üblicherweise in 
einer Konzentrationsreihe von 0,06—200 nmol. Fluo-

rescamin erwies sich als zu wenig empfindlich, selbst 
300 nmol Methionin wurden nicht deutlich nachge­
wiesen; OPA dagegen ergab stark fluoreszierende 
Flecken in einem Bereich von 0,6—200 nmol Me­
thionin (Abb. la). Die Reaktion erfolgt gemäß fol­
gender Gleichung, wobei das Kondensationsprodukt 
der Fluorophor ist.

CHO

CHO

+ r c h ( n h 2 ) c o o h  +  h s c h 2 c h 2 o h

A bb. 1. S ichtbarm achung von M ethionin (a). Cystein (b) 
und A m inoacylaseaktiv ität (c) auf A garp latten  mit O PA .
(a) 2 |il w äßrige Lösung von 100, 30. 10, 3, 1, 0,3. 0,1 oder 
0,03 mM M ethionin  w urde auf eine A garplatte  (0,8%  A gar 
in 20 mM K alium phosphatpuffer, pH  7.5) aufgetragen. 
Sprüh- und B eobachtungsvorgang siehe Text.
(b) D er gleiche Test mit C ystein (100, 30. 10. 3. 1. oder 
0,3 m M ) ,  aber auf e iner 0.015%  Glycin en thaltenden  A gar­
platte.
(c) K leine F ilterpap ierstücke ( l x l  m m) w urden mit je 2 |il 
e iner Lösung von A m inoacylase (1, 0.7. 0.3, 0.1, 0,07. 
0.03. 0.01 oder 0 U/m l) ge tränk t und auf zwei A garplatten  
(0 ,8% ) gelegt. E ine P latte  en th ie lt 0.5 mM C oC l2 +  15 mM 
N-Acetyl-DL-m ethionin in Phosphatpuffer, die andere nur 
0,5 mM C oC l2. V or dem  O P A -B esprühen  w urden die P la t­
ten 2 Std. bei 30 °C inkubiert. In allen Fällen wurde die 
P robelösung mit dem  gleichen A bstand und in abnehm en­
der K onzentra tion  links herum  aufgetragen. D er Pfeil zeigt 
jew eils den A usgangspunkt.

Anschließend wurden die Sprühbedingungen 
(d.h. Lösungsmittel, Konzentration von OPA,
2-Mercaptoethanol und Triethylamin. andere Basen 
statt Triethylamin, Reaktionsdauer und -tempera- 
tur) für einen Nachweis auf der Agarplatte systema­
tisch untersucht. Es zeigte sich, daß die Standardme­
thode von Lindberg [2], die zum Nachweis auf Kie­
selgelplatten entwickelt wurde, auch für Agarplatten 
gut geeignet ist. lediglich die Farbentwicklung benö­
tigte eine längere Zeit. Das Maximum der Fluores- 
zensintensität ist nach ca. 1 h erreicht, während auf 
Kieselgelplatten 10 Min. ausreichend sind. Das von 
Roth et al. [6] beschriebene wäßrige Reagenz kann 
ebenfalls verwendet werden, die Flecke sind aber oft 
vergrößert und weniger scharf umgrenzt. Mit der 
Standardmethode wurden auch Phenylalanin. Tyro­
sin. Valin, Lysin, Arginin, Histidin und Glutamin­
säure bis zu 1 nmol nachgewiesen.

Prolin konnte in ähnlicher Weise mit OPA sicht­
bar gemacht werden, wenn die Platten mit 0,12pro- 
zentiger wäßriger Natriumhypochloritlösung [7] be­
sprüht und dann 3 Min. bei 50 °C erwärmt wurden. 
Die Nachweisgrenze liegt hier bei 5 nmol. Cystin 
und Cystein ergaben keine fluoreszierenden Flecken, 
da die schwefelhaltigen Gruppen Fluoreszenz­
löschung bewirken. Ein Nachweis dieser Verbindun­
gen mit OPA ist allerdings möglich, indem man den 
Agarplatten Glycin zufügt. Cystein kann dann durch 
die Fluoreszenzlöschung als dunkler Fleck sichtbar 
gemacht werden (6—200 nmol, Abb. lb ). Die Fär­
bung mit OPA auf der Agarplatte kann auch als 
halbquantitativer Aktivitätstest für Aminoacylase 
verwendet werden (Abb. lc ). Das Foto zeigt, daß
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mit steigender Enzymaktivität die Leuchtstärke und 
der Durchmesser der Flecken zunehmen. Eine 
solche halbquantitative Beurteilung ist z.B . beim 
Screening auf Acylase-aktive Mikroorganismen sehr 
wertvoll.

Wenn die Gesamtmenge der Hintergrund-Amino- 
verbindungen nicht groß war, z.B . wenn das Agar­
medium nur weniger als 0,01% Hefeextrakt enthielt, 
störte der mit OPA nachweisbare Hintergrund nicht 
den Nachweis von 10 nmol Methionin. Gewöhnliche 
Kulturmedien enthalten jedoch sehr viel mehr Ami- 
noverbindungen, die aus Hefe-, Malz- und Fleisch­
extrakt sowie Pepton stammen; die Konzentrationen 
dieser Nährstoffe überschreiten oft 0,1%. Der Nach­
weis zusätzlich gebildeter Aminoverbindungen ist in 
diesem Fall nur möglich, wenn die Hintergrund- 
Aminoverbindungen wirksam entfernt werden kön­
nen. Wir haben eine Technik entwickelt (s. Material 
und M ethoden), Mikroorganismen auf einer Agar- 
Deckschicht über einem Filterpapier zu kultivieren. 
Durch Ablösen des Filterpapiers von der U nter­
schicht kann diese Deckschicht transportiert werden, 
zuerst auf Platten mit Medium C zum Entfernen 
der Hintergrund-Aminoverbindungen („W aschen“), 
dann zum Test der Acylaseaktivität auf Platten mit 
Medium D (Substratplatten) und E (Kontrolle). 
Eine einmalige Wiederholung des Waschvorganges 
reicht völlig aus, wenn der Agarnährboden 0,2% 
Hefe-, Malz- und Fleischextrakt sowie 0,2% Pepton 
enthält. Das Filterpapier dient hier als Stütze für die 
dünne Agarschicht. Mikroorganismen können sich 
auch ohne Agar-Deckschicht unmittelbar auf der 
Oberfläche des Filterpapiers auf dem Nähragar ver­
m ehren, jedoch ist das Wachstum auf der Agar­
schicht häufig besser als auf dem Filterpapier allein. 
Überdies ist die Oberfläche der Agarschicht glatter, 
so daß man die Kolonien leichter betrachten kann als 
bei einer Kultivierung auf Filterpapier. Mit der Fil­
terpapiertechnik können auch Kopien einer M utter­
platte hergestellt werden.

Zur Prüfung der Methode wurden 3 Filterplatten 
mit jeweils 3 Mikroorganismen beimpft. Nach dem 
W achstum wurden die 3 Deckschichten auf drei ver­
schiedene Agarplatten übertragen: Die erste Platte 
enthielt N-Acetyl-DL-phenylalanin, die zweite N- 
Acetyl-DL-methionin und die dritte war eine Kontrol­
le. Nach 4 Std. Inkubation wurden alle Platten mit 
O PA  besprüht (Abb. 2 a —i). Alle Kolonien zeigten 
sich als blau fluoreszierende Flecke, da die Proteine 
der Zelloberfläche mit OPA angefärbt waren. Z u­

sätzlich erschienen hell fluoreszierende Höfe um die 
Kolonien von A . eutrophus auf beiden Substratplat­
ten (Abb. 2d, e) und um die von A . faecalis auf der

A bb. 2. Nachweis der m ikrobiellen A m inoacylaseaktivität 
d irek t auf A garp latten .
Stäm m e: S. cerevisiae ( a —c), A. eutrophus (d — f) und A. 
faecalis (g —i).
Substra te: 15 mM N-Acetyl-DL-m ethionin (a, d, g), 15 mM 
N-A cetyl-DL-phenylalanin (b, e. h) oder K ontrolle ohne 
Substrat (c, f, i).
W achstum szeit: 17 Std.
D au er der E nzym reaktion: 4 S td ., V organg siehe Text.
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Acetylphenylalanin-Platte (Abb. 2h). Schwach fluo­
reszierende Höfe zeigten die Kolonien von S. cerevi- 
siae auf der Acetylphenylalanin-Platte (Abb. 2b) 
und die von A. faecalis auf der Acetylmethionin- 
Platte (Abb. 2g). Kein fluoreszierender Hof wurde 
um die Kolonien auf den Kontrollplatten beobachtet 
(Abb. 2c, f, i). Die Hefe (S. cerevisiae) zeigt also 
eine Aminoacylaseaktivität gegen N-Acetylphenylal- 
anin; die beiden Alcaligenes Stämme besitzen hohe 
Enzymaktivität, wobei aber die Substratspezifität 
der beiden Alcaligenes-AcyXasen verschieden ist. Für 
das Enzym aus A. eutrophus sind N-Acetylphenylal-

anin und N-Acetylmethionin vergleichbar gute Sub­
strate, während das Enzym aus A. faecalis von den 
beiden angebotenen Substraten nur das Phenylalan- 
in-Derivat umsetzt. Dieser auf Agarplatten erhalte­
ne Befund stimmt gut überein mit Werten, wie sie 
mit der herkömmlichen quantitativen Methode er­
mittelt wurden (Tab. I).

Für eine Reihe von Mikroorganismen wurde die 
halbquantitative Aktivitätsbestimmung auf der 
Agarplatte mit der herkömmlichen Acylasemessung 
verglichen. Aufgrund von Literaturdaten wurden 
Acylase-aktive Stämme ausgewählt: Alcaligenes sp.

Tab. I. Vergleich der A m inoacylaseaktiv ität m it der F ilte rp la tten -O P A -M ethode  und mit der konventionellen Flüssig- 
p robe-N inhydrin-M ethode.

Stäm m e DSM
Nr.

F luoreszenzin tensität m it der
F ilte rp la tten -M ethodea
Substrat
N-Ae-DL-Metc N-Ac-DL-Phe

A ktiv ität m it der konventionellen 
M ethode (U/g feuchte Z ellenh) 
Substrat

ü N-Ac-DL-Met N-Ac-DL-Phe

Alcaligenes eutrophus 428 + +  + + + 4.43 ± 0 ,43 4,87 ± 0 ,7 9
Alcaligenes faecalis 30032 + + + 0.15 ± 0 ,0 2 1,88 ± 0,21
Saccharomyces cerevisiae 70449 + + 0.07 ±0,01 0 , 12± 0.01
Pseudomonas fluorescens 84 + -  ( +  ) 0 ,5 3 ± 0 .1 6 0,08 ± 0,02
Pseudomonas putida 291 ± -  ( - ) 0,29 ±0 ,0 9 0,10 ± 0 .0 3
Escherichia coli 1116 + + -  ( - ) 0 .1 4 ± 0 ,0 3 0,02 ± 0.01
Bacillus subtilis 1970 + + + 3,48 ± 0 ,3 7 0,51 ± 0 .0 7
Alcaligenes paradoxus 30162 +  +  + + +  + 2 ,9 3 ± 0 .1 7 3,21 ± 0 .3 4
Streptomyces sparsogenes 40356 +  +  + +  + 0.64 ±0 ,2 0 0,53 ± 0 .0 9
Streptomyces polychrom ogenes 40316 - -  ( - ) 1,04 ±0 .35 0,16 ± 0 .0 7
Streptomyces albus 40492 + + 2,01 ± 0 .35 0,51 ± 0 ,0 6
Streptomyces griseobrunneus 40066 -  ( - ) -  ( - ) 1 ,46±0 ,13 0,37 ± 0 .0 6
Streptomyces lavendulae 2014 +  + + 1.07 ± 0 .53 0,29 ± 0 .1 8
Streptomyces sp. 40529 +  +  + -  ( - ) 3,07 ± 1 ,7 6 0.38 ± 0 .1 8
Streptoverticillium parvisporogenes 40473 +  +  + + 0 .8 2 ± 0 ,1 2 0,34 ± 0 ,0 7
Chainia rosea 40303 +  + + 0.50 ±0 ,2 4 0,23 ± 0 ,1 0
Aspergillus ochraceus 824 +  +  + + +  + 1.93 ± 0 .5 0 1,53 ±0,51
Beuveria bassiana 875 -  ( - ) -  ( - ) 1,22±  0,12 0,20 ± 0 .0 6
Byssochlamys fulva 1808 -  ( ± ) -  ( ± ) 0 ,1 7 ±  0,02 0,12 ± 0,02
Penicillium chrysogenum 1075 -  ( - ) -  ( +  ) 0 ,1 6 ±  0,04 0,26 ± 0 .0 8
Penicillium funiculosum 1960 -  ( +  ) -  ( +  ) 0,17 ± 0 ,1 0 0,17 ±  0,06

a Die T estku ltu ren  von B akterien . A ctinom yceten  und H efe (12—13 K olonien pro  P latte) w urden auf die O berfläche der 
T estp la tten  übertragen , w ährend die von Pilzen (5 — 9 K olonien pro P latte) in A gargel eingeschlossen w urden. Inkuba­
tionszeit: 12—17 Std. für B akterien  und H efe. 19—44 Std. für A ctinom yceten  und 37—44 Std. für Pilze.

Für die halbquantitative A bschätzung d e r F luoreszenzintensitä t der H öfe d ienten  Flecken eines M ethionin-Standard: 
+  +  +  heller als 200-nm ol-Fleck;
+  +  vergleichbar mit 60- bzw. 20-nm ol-Fleck;
+  vergleichbar mit 6- bzw. 2-nm ol-Fleck;
±  ein wenig heller als auf der K ontro llp la tte;
— kein U nterschied  zur K ontro llp la tte.
D ie W erte in Paren these  b edeu ten , daß  die D au er der E nzym reaktion  17—19 Std. betrug. 

h M ittelw ert ±  S tandardabw eichung (n =  4 —6). Die Z üchtung  w urde für jeden M ikroorganism us zum indest dreim al 
w iederholt. 

c N-Acetyl-DL-m ethionin. 
d N-Acetyl-DL-phenylalanin.
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[8], S. sparsogenes und C. rosea [9], S. lavendulae
[10], S. parvisporogenes [11] und A. ochraceus [12] 
(Tab. I).

Tab. I zeigt die Korrelation der Ergebnisse beider 
Methoden: Ein Mikroorganismus mit hoher Amino­
acylaseaktivität ergibt auch höhere Fluoreszenzin­
tensität um die Kolonie auf der OPA-behandelten 
Agarplatte. Zwar bestehen einige Abweichungen 
(z. B. falsch negative Fluoreszenzfärbung für S. poly- 
chromogenes, S. griseobrunneus und B. bassiana ge­
gen beide Substrate und für Streptomyces sp. DSM 
40529 gegen N-Acetylphenylalanin sowie eine über­
mäßig starke Fluoreszenzfärbung für E. coli und die 
schwache Färbung für B. subtilis gegen N-Acetylme- 
thionin), aber es zeigt sich, daß mit der vorliegenden 
M ethode die Aminoacylaseaktivität von Mikroorga­
nismen zuverlässig nachgewiesen werden kann, 
wenn die Aktivität über 0,3 U/g Zellen (Feuchtge­
wicht) liegt.

Um die Kolonien von S. polychromogen.es und
S. griseobrunneus wurde die Ausscheidung gelber 
Farbstoffe beobachtet. Die falsch negative Reaktion 
dieser Actinomyceten könnte durch Fluoreszenzlö­
schung dieser Farbstoffe verursacht worden sein. Die 
intensive Fluoreszenz von E. coli könnte auf die un­
terschiedliche Dauer der Enzymreaktion bei den 
Methoden zurückzuführen sein (4 Std. im Plat­
tentest, 30 Min. im Suspensionstest). Die lange 
Inkubationszeit könnte eine Induktion der Acylase 
oder auch eine teilweise Autolyse der E. coli-Zel­
len mit Freisetzung größerer Enzymmengen bewir­
ken. Berücksichtigt man die unterschiedlichen Be­
dingungen der Kultivierung und der Enzymaktivi- 
tätsmessung bei beiden Methoden, so ist die erzielte 
Übereinstimmung sehr gut: Von 42 herkömmlich ge­
testeten Acylaseaktivitäten konnten 35 im halbquan­
titativen Plattentest bestätigt werden. Von den 26 
positiven Stämmen konnten 22 auch im Plattentest 
gefunden werden; problematisch sind hier nur die 
Farbstoff-ausscheidenden Streptomyceten.

Schließlich wurde mit der vorliegenden Methode 
die Stereospezifität der mikrobiellen Aminoacylase 
untersucht. 9 Stämme (B. subtilis, A . eutrophus,
A . faecalis, A . paradoxus, S. sparsogenes, S. laven­
dulae, S. parvisporogenes, C. rosea und A. ochra­
ceus) wurden auf Filterplatten angezogen und auf 
Testplatten mit d - ,  l - oder DL-N-Acetylphenylalanin 
überführt, die Kontrollplatte enthielt kein Amino­
säure-Derivat. Alle Stämme außer C. rosea zeigten 
deutlich positive Fluoreszenzfärbung nur auf den l ­

und DL-Substrat-Platten. Dieses Ergebnis stimmt 
überein mit der L-Stereospezifität der normalen 
Aminocylase [3, 8 ,  11]. In Abb. 3 sind die l - und d - 

Substrat- und die Kontrollplatten für A. ochraceus 
und zwei Actinomyceten dargestellt. C. rosea war 
auf allen drei Substratplatten positiv (Abb. 3). Dies 
deutet darauf hin, daß der Stamm D-Aminoacylase 
enthält. Dieser Stamm (DSM 40303) ist synonym mit 
Streptomyces roseiscleroticus IFO 13363 [13], für den 
Sugie und Suzuki [9] ein Auftreten von D-Aminoacy­
lase berichten. Auch mit der konventionellen Me­
thode ist in C. rosea die Anwesenheit von D-Amino­
acylase (0,53 ±0,05 U/g feuchte Zellen) gleichzeitig 
mit der von L-Aminoacylase (0,27 ± 0,04 U/g feuchte 
Zellen) bestätigt.
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A bb. 3. U ntersuchung  der Stereospezifität m ikrobieller 
A m inoacylase auf A garp latten .
S täm m e: A . ochraceus ( a —c). 5. parvisporogenes (obere 
H älfte  von d —f) und C. rosea (untere  von d —f). 
S ubstra te: 15 mM N -A cetyl-L-phenylalanin (a, d ), 15 mM 
N -A cetyl-D -phenylalanin (b. e) oder K ontrolle ohne Sub­
stra t (c, f).
W achstum szeit: 41,5 Std. ( a —c) oder 18,5 Std. (d —f). 
D au er d e r E nzym reaktion: 4,5 Std. ( a —c) oder 5,5 Std. 
( d - f ) .
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Diese Beispiele machen deutlich, daß man die ent­
wickelte Methode nicht nur zum Nachweis mikro­
bieller Aminoacylasen, sondern auch zur Untersu­
chung ihrer Substrat- und Stereospezifität verwen­
den kann.

Außer der herkömmlichen Ninhydrin- [3] und 
OPA-M ethode [14] sind drei neuere kolorimetrische 
sowie fluorimetrische Methoden zur Bestimmung 
oder zum Nachweis von Aminoacylase veröffentlicht 
worden. Für die Methode von Szewczuk und Well- 
man-Bednawska [15] und die von Wolfbeis und Kol­
ler [16] werden spezielle chromogene und fluorogene 
Verbindungen als Enzymsubstrat benötigt. Die M e­
thode von Qavi und Kit [17] wurde zur aktiven Fär­
bung des Enzyms in Elektropherogrammen einge­
setzt; der Nachweis geschieht mit Hilfe von Amino­
säure-Oxidase, so daß die Substratspezifität der Oxi­
dase die Anwendung dieser Methode begrenzt. Will 
man die eigentlich umzusetzende Verbindung auch 
als Testsubstrat einsetzen, so sind die oben zitierten
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Methoden zum Nachweis des gewünschten Enzyms 
unbrauchbar. Mit OPA können dagegen nicht nur 
natürliche Aminosäuren, sondern auch andere pri­
märe Amine und die an der Umsetzung beteiligten 
Enzyme nachgewiesen werden. Die vorliegende Fil- 
terplatten-Technik ist sehr einfach und preiswert und 
besitzt den wesentlichen Vorteil, daß viele Kolonien 
gleichzeitig und schnell auf verschiedene enzymati­
sche Reaktionen untersucht werden können. Die 
Kombination dieser Technik mit der OPA-Methode 
öffnet der Forschung über Aminoacylase und andere 
ähnliche Enzyme auf dem Gebiet von Mikrobiologie 
und Biotechnologie neue Möglichkeiten.
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