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In zahlreichen Mycelpilzen sowie einigen Sprol~pilzen ist bei 
Kultivierung in N~hrraedien mit Hippuratzusatz ~ippara~- 
hydrolasewirkung naehzuweisen. Die ra6gliche Bedeutung der 
Hippurathydrolase beira Abbau der aus dem tierischen Stoff- 
wechsel stamraenden Hippurs~ture ira Rahmen des biologischen 
Kreislaufes der Stoffe wird diskutiert. 

When grown in media containing hippurate various moulds 
and a number of yeasts show hippurate hydrolase activity. The 
possible biological function of hippurate hydrolase in the degra- 
dation of hippurie acid, an excretion product of animal metab- 
olism, will be discussed. 

In den voranstehenden Teilen dieser Arbeit 1, 2 wJrde fiber die 
induzierte Bildung yon Hippurathydrolase in Fusarium semitectum, die 
Darstellung einer gereinigten Enzympr~paration aus dieseln Orgaltislnus 
sowie fiber eine Reihe charakteristischer Eigensehaften dieses Enzyms 
beriehtet. Nachdem bereits in den ersten Untersuehungen s das Enzym 
auch in anderen Vertretern der Gattu•g Fusarium, n~mlich Fusarium 
solani, Fusarium monili/orme und Fusarium lini gefunden worden war, 
war es nun die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit zu untersuchen, ob 
diese Enzymbildung auch in anderen Mikroorganismen verbreitet sei. 

1 Vgl. Mh. Chem. 99, 2255 (1968). 
Vgl. Mh. Chem. 99, 2278 (1968). 
~ .  Rghr und W. Hampel, iVIh. Chem. 97, 1787 (1966). 
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I m  vorl iegenden Bei t rag wird fiber Versuche zur I n d u k t i o n  der Bil- 
dung  yon  Kippura thydro lase  in verschiedenen ~yee l -  und  SproBpilzen 

beriehtet .  

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

Organismen 

Die fiir die Untersuchungen verwendeten Organismen aus der Sammlung 
des Inst i tutes sind in den nachstehenden Tabellen angcftihrt. Sie wurden auf 
Glucose---Pepton-Agar nach Sabouraud in Stammkulturen gehalten und  etwa 
monatlich iiberimpft. 

Kultivierung 

Ftir die Induktionsversuche wurden mittels physiolog. Kochsalzl6sung 
Abschwemmungen yon 3 his 10 Tage alten Agarkulturen hergestellt und  mit  
den so erhaItenen Suspensionen yon Pilzkonidien bzw. ttefezellen 100 ml- 
Erlenmeyer-WeithMskolben mit  WattchaubenverschluB und 20ml  N/ihr- 
16sung nachstehender Zusammensetzung beimpft. 

Nghrl6sung (g/l) : 

Saccharose 30 
Glucose 10 
Ammoniumacetat  5 
t tefeextrakt (Difco) 1 
(NI~4) 2804 2 
Kt'I2t)04 6 
MgS04 �9 7 I120 0,2 
ZnSO4 �9 7 I-I20 0,02 
tIippurs~ure 3,58 (20mMol) 

pH 6,3 (vor der Sterilisation), eingestellt mit  NaOH. 

Die Kultivicrung erfolgte am Krcisschiittler mit  170U/Mitt. bei 25~ 
bis zum Erreicher~ mittlerer Zellentwieklung, wofiir durehsehnittlich 48 bis 
72 Stdn. n6tig waren. Nit  den so erhMtenen Vorkulturen in 100-ml-Kolben 
wurden jeweils 1000-ml-Erlenmeyer-Weithalskolben mit  100 mI der ange- 
gebenen Ni~hrlSsung beimpft und  anschlieBend 72--96 Stdn. his zur maxi- 
mMen Zellentwicklung am Kreisschtittler unter  denselben Bedingungen ver- 
mehrt. 

Zdltrockenpr4parate 

Zur Gewinnung des ZellmateriMs aus der N~hrlSsung wurde im Falle yon 
Pilzmycel auf Biichnertrichtern filtriert, im Falle yon Hefezellen bei 3000 U/Min. 
15 IV[in. zentrifugiert. ]:)us mit  Eiswasser gewaschene ZellmateriM wurde an- 
schliegend durch 3mMige Behandlung rnit der /0fachen lVIenge Acoton bei 
- -  20 ~ C entw~ssert und  naeh Entfernung des anhaftenden Acetons im Luft- 
strom (Ventilator) die erhaltenen Trockenpr~parate in verschlossenen Ge- 
f~Ben fiber Kieselgel gelagert. 
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Best~im'm/ang des Enzymgehaltes 

Die Bestimmung des Enzymgehaltes erfolgte, wie bei den Versuchen mit 
Fusarium beschrieben 1, a dureh Verfolgung der tIydrolyse yon I-Iippm'at. 
Die Angabe des Enzymgehaltes erfolgt in Enzymeinheiten (EE) pro Gra.mm 
Troekenmyeel, wobei 1 E E  die Menge Enzym angibt, die bei 37~ und 
pI-I 7,5 die Spaltung von 1 ~Mol tIippurat pro Min. bewirkt. 

E r g e b n i s s e  

Die Ergebnisse der Versuche mit  einer Auswahl von ?/[yceI- und 
Sprol3pilzen sind in Tab. 1 und 2 zusammengestellt.  In  F/~llen, bei denen 
das Zellmaterial hShere Enzymgehalte  aufwies, wurden aueh Kulti- 
vierungsversuehe in N/ihrl6sungen ohne Zusatz yon Hippurat  angestellt. 
Die in analoger Weise aufgearbeiteten Pr/~parate wiesen keinen Enzym- 
gehalt auf. 

Tabelle 1. B i l d u n g  yon  I - I i p p u r a t h y d r o I a s e  in N y c e l p i l z e n  

Enzymgehalt in 
Organismus pi t  * EE/g Troekenmyeel 

Absidia glauca 
Aspergillus oryzae 
Aspergillus niger 
Botrytis altii 
Cephatosporium salmosynnematum 
Chaetomium globosum 
Emericellopsis terricola 
Helminthosporium sativum 
3/iucor mucedo 
Penicillium notatum 
Penicillium chrysogenum St. P 
Penicillium chrysogenum St. Q 176 
Penicillium chrysogenum St. R 
Penicillium chrysogenum St. D 
Rhizopus nigricans 
Scopulariopsis brevicaulis 
Trichoderma koningii 
Trichoderma viride 

6,9 15 
7,7 !3 
7,8 10 
6,2 20 
6,2 0 
7,4 0 
7,2 0 
6,9 0 
8,1 43 
6,5 57 
6,1 46 
6,3 47 
6,6 60 
6,6 60 
8,4 42 
7,1 25 
8,0 67 
8,0 93 

* Gemesson in der N/~bx'16sung am Ende der Ktfltivierung. 

Die Ergebnisse dieser Versuche deuten an, dab die F/~higkeit zur 
Bildung des ttippurs/~ure spMtenden Enzyms in Mycelpilzen offenbar 
reI~tiv verbrei~et vorkommt.  Es sei hier vermerkt,  d~13 es sich bei den 
untersuchten Pilzen zum gTogen Tell um solche handelt, die als typische 
Bodenorganismen bekannt  sind; auf die damit  zusammenh~ngenden 
Folgerungen wird in der Diskussion eingegangen. In  Spro/3pilzen ist die 
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Tabelle 2. B i l d u n g  y o n  H i p p u r a t h y d r o l a s e  in Sprol~pi lze~ 

Enzymgehalt in 
Organismus pH * EE/g Trockenma~erial 

Brettanomyces bruxellensis 5,6 
Candida mycoderma 5,6 
Candida sp, 6,2 
Candida utilis 6,8 
Candida pulcherrima 6,4 
Candida lipolytica 6,3 
Candida pseudotropicalis 6,3 
Candida crusei 6,5 
Debaryomyces vini 6,8 
Debaryomyces membrane]aciens 6,6 
Hanseniaspora cvpiculata 6,3 
Hansenula saturnus 7,1 
Rhodotorula mucilaginosa 6,0 
Rhodotorula rubra 6,8 
Saccharomyces cerevisiae ]%asse Joharmisberg 5,4 
Saccharomyces cerevisiae Rasse Stadlau 5,9 
Saccharomyces paradoxus 5,3 
Schizosaccharomyces octosporus 6,3 
Schizosaccharomyces pombe 6,7 
Torulopsis minor 7,9 
Torulopsis sanguinea 5,1 

0 
0 

930 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
9 
0 

39 
0 
0 
0 
0 
0 

18 
0 

* Gemessen in der N~hrl6sung am Ende der Kultivierung. 

Fs zur Spaltung yon Hippursiiure nur in einer sehr geringen Zahl 
yon Organismen zu finden. Bei einem Organismus jedoeh, einer Candida- 
ar t  (vgl. Tab, 2) war ein auflerordentlieh hoher Enzymgehal t  nachzu- 
weisen, der den in Fusarium semitectum em'eiehbaren etwa um das Sieben- 
fache fibertraf. Allerdings sind die Ausbeuten an Zellmaterial geringer als 
die voa  Fusarium semitectum, so dab nut  etwa dreimal h6here Gesamt- 
~usbeuten an Enzym bei der Kultivierung resultieren. Der Organismus, 
der in der Inst i tutssammlung als Endomycopsisart  gefiihrt war, konnte 
weder dureh langdauernde Ziiehtung auf Sabouraud-Agar noch auf dem 
zur Erkennung der Sporulierung verwendetert Aeetat-Agar ~ zur Bildung 
yon Aseosporen gebraeht werden. Es wurde daher die Bezeichnung der 
imperfekten Form, Candida sp., gew/ihlt. 

Der hohe Enzymgehal t  dieses OrganJsmus veranlaBte die Durch- 
fiihrung umfangreicher Versuehe mit dem Ziel, die Optimalbedingungen 
fiir eine Kultivierung und Enzymbildung in groBem MaBstab zu ermitteln. 
Hierbei ergab sieh jedoch, dab aueh bei strikter Einhaltung der u 
bedingungen, unter denen die angegebenen hohen Enzymausbeuten 

4 I. G. Kleyn, Wallerstein Lab. Commun. 17, 91 (1954). 
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erhatten wordea waren, das EnzymbildungsvermSgen extremen Schwan- 
kungen unterliegt. Es gelang zwar, die in Tab. 2 angeiiihrte Enzym- 
aktivitgt mehrmals in analogen Versuehen zu reproduzieren, wobei 
sogar vereinzelt noeh h5here Enzymgehalte gemessen wurden, doeh 
mi$1angen bisher alle Versuche zur Ziichtung groSer Zellmengen hohen 
Enzymgehaltes zum Zwecke einer Anreicherung des Enzyms. Es ist daher 
Fusarium semitectum trotz geringerem Enzymgehalt fiir enzymologisehe 
Studien als geeigneter anzusehen. 

D i s k u s s i o n  

Aus den beidea ers~en Teilen dieser Arbeit geht hervor, dab es sich 
bei der bier aufgefundenen und beschriebenen Hippurathydrolase im 
Gegensatz zu der urspriinglieh als ,,I-Iippuricase" bezeiehne~en _h~nino- 
aeylase (Aeylase I) um das erste isolierte Enzym mit typiseher Spaltungs- 
wirkung gegeniiber Hippurs/~ure handelt. Die Tatsache, dab dieses Enzym 
in zahlreichen Pilzen gebildet wird und dariiber hinaus, wie das Studium 
der Literatur (vgl. Tell I) sowie eigene orientierende Untersuchungen 
(unverSffentlieht) zeigea, aueh bei Bakterien vorkommen diirfte, 1/~Bt 
es angebraeht erscheinen, die biologische Bedeutung dieser Enzym- 
wirkung zu diskutieren. 

Hippnrs/~ure ist eia Produkt des tierischen Stoffwechsels. Sie wird 
im Zuge der Entgif~ung der beim Abbau der Nahrmlg entsteheaden bzw. 
in dieser enthaltenen Benzoes/iure gebildet und ausgesehieden. Bekannt- 
ist bei vielen pflanzenfressenden Tieren der Anteil der Hippursi~ure in 
den Ausseheidunge~ in derselben Gr5Benordnung wie der voa Harnstoff. 
Dadurch werden dem Boden betr~ehtliche ~engen an Hippurs~ure 
zugefiihrt, die dort wieder abgebaut werden miissen, um dem natfirliehen 
Stoffkreislanf erneut zur Verfiigung zu stehen. Einem Eazym, welches 
wie das hier aufgefundeae typiseh auf die Hydrolyse yon Hippurs/~ure 
eingestellt ist und damit eine /ihnliche Funktion wie das Enzym Urease 
beim Abbau des Harnstoffes in der Natur einnimmt, komm~ daher eine 
erhebliche Bedeutung im Rahmen des biologisehen Kreislaufes der 
Stoffe zu. 


