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In zahlreichen Mycelpilzen sowie einigen SproBpilzen ist bei
Kultivierung in Néhrmedien mit Hippuratzusatz Hippurat-
hydrolasewirkung nachzuweisen. Die mdgliche Bedeutung der
Hippurathydrolase beim Abbau der aus dem tierischen Stoff-
wechsel stammenden Hippursdure im 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 hippuric acid, an excretion product of animal metab-
olism, will be discussed.

In den voranstehenden Teilen dieser Arbeitl: 2 wurde iiber die
induzierte Bildung von Hippurathydrolase in Fusorium semitectum, die
Darstellung einer gereinigten Enzympriparation aus diesem Organismus
sowie iiber eine Reihe charakteristischer Eigenschaften dieses Enzyms
berichtet. Nachdem bereits in den ersten Untersuchungen® das Enzym
auch in anderen Vertretern der Gattung PFusarium, nimlich Fusarium
solani, Fusarium moniliforme 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).
2 Vgl. Mh. Chem. 99, 2278 (1968).
8 M. Réhr und W. Hampel, Mh. Chem. 87, 1787 (1966).
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Im vorliegenden Beitrag wird iiber Versuche zur Induktion der Bil-
dung von Hippurathydrolase in verschiedenen Mycel- und SproBpilzen
berichtet.

Material und Methodik

Organismen

Die fiir die Untersuchungen verwendsten Organismen aus der Sammlung
des Institutes sind in den nachstehenden Tabellen angefihrt. Sie wurden auf
Glucose—Pepton-Agar nach Sabouraud in Stammkulturen gehalten und etwa,
monatlich iberimpft. '

Kultivierung

Fiir die Induktionsversuche wurden mittels physiolog. Kochsalzlésung
Abschwemmungen von 3 bis 10 Tage alten Agarkulturen hergestellt und mit
den so erhaltenen Suspensionen von Pilzkonidien bzw. Hefezellen 100 ml-
Erlenmeyer-Weithalskolben mit Wattehaubenverschiul und 20ml Nahr-
16sung nachstehender Zusammensetzung beimpft.

Nihrlosung (g/1):

Saccharose 30

Glucose 10
Ammoniumacetat 5
Hefeextrakt (Difco) 1

(NH4)2804 2

KH:PO4 6

MgSO4 -7 HzO 0,2

ZnS0, - T H20 0,02
Hippurséure 3,58 (20mMol)

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

Die Kultivierung erfolgte am Kreisschittler mit 170 U/Min. bei 25°C
bis zum Erreichen mittlerer Zellentwicklung, wofiir durchschnittlich 48 bis
72 Stdn. notig waren. Mit den so erhaltenen Vorkulturen in 100-ml-Kolben
wurden jeweils 1000-ml-Erlenmeyer-Weithalskolben mit 100 ml der ange-
gebenen Nahridsung beimpit und ansehlieend 72—96 Stdn. bis zur maxi-
malen Zellentwicklung am Kreisschittler unter denselben Bedingungen ver-
mehrt.

Zelltrockenprdparate

Zur Gewinnung des Zellmaterials aus der Nahrldsung wurde im Falle von
Pilzmycel suf Biichnertrichtern filtriert, im Falle von Hefezellen bei 3000 U/Min.
15 Min. zentrifugiert. Das mit Eiswasser gewaschene Zellmaterial wurde an-
schliefend durch 3malige Behandlung mit der 10fachen Menge Aceton bei
— 20° C entwissert und nach Entfernung des anhaftenden Acetons im Luft-
strom (Ventilator) die erhaltenen Trockenpriparate in verschlossenen Ge-
faBen iiber Kieselgel gelagert.
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Bestimmung des Enzymgehaltes

Die Bestimmung des Enzymgehaltes erfolgte, wie bei den Versuchen mit
Fusarium beschrieben® 3, durch Verfolgung der Hydrolyse von Hippurat.
Die Angabe des Enzymgehaltes erfolgt in Enzymeinheiten (E¥) pro Gramm
Trockenmycel, wobei 1 EE die Menge Enzym angibt, die bei 37°C und
pH 7,5 die Spaltung von 1 pMol Hippurat pro Min. bewirkt.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Versuche mit einer Auswahl von Mycel- und
SproBpilzen sind in Tab. 1 und 2 zusammengestellt. In Fillen, bei denen
das Zellmaterial hohere Enzymgehalte aufwies, wurden auch Kulti-
vierungsversuche in Nahrlosungen ohne Zusatz von Hippurat angestellt.
Die in analoger Weise aufgearbeiteten Praparate wiesen keinen Enzym-
gehalt auf.

Tabelle 1. Bildung von Hippurathydrolase in Mycelpilzen

. Enzymgehalt in
Organismus pH* EE|g y’];]:ockenmycel
Absidia glauca 6,9 15
Aspergillus oryzae 7,7 13
Aspergillus niger 7,8 10
Botrytis allig 6,2 20
Cephalosporium salmosynnematum 6,2 O
Chaetomium globosum 7,4 0
Emericellopsis terricola 7,2 0
Helminthosporium sativum 6,9 0
Mucor mucedo 8,1 43
Penicillium notatum 6,5 57
Penicillium chrysogenum St. P 6,1 46
Penzcillivm chrysogenum St. Q 176 6,3 47
Penicillium chrysogenum St. R 6,6 60
Penieillium chrysogenum St. D 6,6 60
Rhizopus nigricans 8,4 42
Scopulariopsis brevicaulis 7,1 25
Trichoderma kontngit 8,0 67

Trichoderma viride 8,0 93

* Gemessen in der Nihrlésung am Ende der Kultivierung.

Die Ergebnisse dieser Versuche deuten an, daB die Féahigkeit zur
Bildung des Hippursiure spaltenden Enzyms in Mycelpilzen offenbar
relativ verbreitet vorkommt. Es sei hier vermerkt, dalBl es sich bei den
untersuchten Pilzen zum grofien Teil um solche handelt, die als typische
Bodenorganismen bekannt sind; auf die damit zusammenhingenden
Folgerungen wird in der Diskussion eingegangen. In SproBpilzen ist die
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Tabelle 2. Bildung von Hippurathydrolase in Sproflpilzen

. Enzymgehalt in
Organismus pH* HE/g Trockenmaterial
Brettanomyces bruxellensis 5,6 0
Candida mycoderma 5,6 0
Candida sp. 6,2 930
Candida utilis 6,8 0
Candida pulcherrima 6,4 0
Candida lipolytica 6,3 0
Candida pseudotropicalis 6,3 0
Candida cruses 6,5 0
Debaryomyces ving 6,8 0
Debaryomyces membranefaciens 6,6 0
Hanseniaspora apiculata 6,3 0
Hansenula saturnus 7,1 0
Rhodotorula mucilaginosa 6,0 0
Rhodotorula rubra 6,8 39
Saccharomyces cerevisiae Rasse Johannisberg 5,4 0
Saccharomyces cerevisiae Rasse Stadlau 5,9 0
Saccharomyces paradoxus 5,3 0
Schizosaccharomyces octosporus 6,3 0
Schizosaccharomyces pombe 6,7 0
Torulopsts minor 7,9 18
Torulopsis sanguinea 5,1 0

* (GGemessen in der Néhrlosung am Ende der Kultivierung.

Fahigkeit zur Spaltung von Hippurséure nur in einer sehr geringen Zahl
von Organismen zu finden. Bei einem Organismus jedoch, einer Candida-
art (vgl. Tab. 2) war ein auBerordentlich hoher Enzymgehalt nachzu-
weisen, der den in Fusarium semilectum erveichbaren etwa um das Sieben-
fache tibertraf. Allerdings sind die Ausbeuten an Zellmaterial geringer als
die von Fusarium semitectum, so daB nur etwa dreimal héhere Gesamt-
ausbeuten an Enzym bei der Kultivierung resultieren. Der Organismus,
der in der Institutssammlung als Endomycopsisart gefiihrt war, konnte
weder durch langdauernde Ziichtung auf Sabouraud-Agar noch auf dem
zur Erkennung der Sporulierung verwendeten Acetat-Agar? zur Bildung
von Ascosporen gebracht werden. Es wurde daher die Bezeichnung der
imperfekten Form, Candida sp., gewéhlt.

Der hohe Enzymgehalt dieses Organismus veranlaBte die Durch-
fithrung umfangreicher Versuche mit dem Ziel, die Optimalbedingungen
fiir eine Kultivierung und Enzymbildung in groBem MaBstab zu ermitteln.
Hierbei ergab sich jedoch, daB auch bei strikter Einhaltung der Versuchs-
bedingungen, unter denen die angegebenen hohen Enzymausbeuten

+ I. G. Kleyn, Wallerstein Lab. Commun. 17, 91 (1954).
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erhalten worden waren, das Enzymbildungsvermégen extremen Sehwan-
kungen unterliegt. Es gelang zwar, die in Tab. 2 angefiihrte Enzym-
aktivitdt mehrmals in analogen Versuchen zu reproduzieren, wobei
sogar vereinzelt noch hdhere Enzymgehalte gemessen wurden, doch
miflangen bisher alle Versuche zur Ziichtung groBer Zellmengen hohen
Enzymgehaltes zum Zwecke einer Anreicherung des Enzyms. Es ist daher
Fusarium semitectum trotz geringerem Enzymgehalt fiir enzymologische
Studien als geeigneter anzusehen.

Diskussion

Aus den beiden ersten Teilen dieser Arbeit geht hervor, daB es sich
bei der hier aufgefundenen und beschricbenen Hippurathydrolase im
Gegensatz zu der urspriinglich als , Hippuricase bezeichneten Amino-
acylase (Acylase I) um das erste isolierte Enzym mit typischer Spaltungs-
wirkung gegeniiber Hippursdure handelt. Die Tatsache, dafB dieses Enzym
in zahlreichen Pilzen gebildet wird und dariiber hinaus, wie das Studium
der Literatur (vgl. Teil I) sowie eigene orientierende Untersuchungen
(unverdffentlicht) zeigen, auch bei Bakterien vorkommen diirfte, 48t
es angebracht erscheinen, die biologische Bedeutung dieser Enzym-
wirkung zu diskutieren.

Hippursdure ist ein Produkt des tierischen Stoffwechsels. Sie wird
im Zuge der Entgiftung der beim Abbau der Nahrung entstehenden bzw.
in dieser enthaltenen Benzoesiure gebildet und ausgeschieden. Bekannt-
ist bei vielen pflanzenfressenden Tieren der Anteil der Hippursiure in
den Ausscheidungen in derselben GriBenordnung wie der von Harnstoff.
Dadurch werden dem Boden betréchtliche Mengen an Hippursiure
zugefiihrt, die dort wieder abgebaut werden miissen, um dem natiirlichen
Stoffkreislauf erneut zur Verfiigung zu stehen. Einem Enzym, welches
wie das hier aufgefundene typisch auf die Hydrolyse von Hippursiure
eingestellt ist und damit eine dhnliche Funktion wie das Enzym Urease
beim Abbau des Harnstoffes in der Natur einnimmt, kommt daher eine
erhebliche Bedeutung im Rahmen des biologischen Kreislaufes der
Stoffe zu.



