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Uber Bildung und Wirkung eines zellulosespaltenden
Fermentes aus Schimmelpilzen

Von Andreas Christoph Schaefer
(Aus der Botanischen Anstalt der Universitit Basel)

Eingegangen am 16. Mai 1957
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Einleitung

Zellulose und Stidrke sind mengenmifBig die verbreitetsten Kohle-
hydrate im Pflanzenreich. Es ist deshalb von groBem Interesse, mog-
lichst viel iiber ihren natiirlichen Auf- und Abbau zu erfahren. Wihrend
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aber der Abbau der Stirke vorwiegend aufgeklart ist und es gelang, die
dafiir verantwortlichen Enzyme, die Amylasen, in sehr reiner Form zu
gewinnen, liegen sehr viel weniger Arbeiten vor, die sich mit den zellu-
loseabbauenden Enzymen, den Zellulasen, befassen. Dies diirfte vor
allem daran liegen, daB3 die natiirliche Zellulose weniger einheitlich
aufgebaut ist als die Stirke und daB sie im Gegensatz zu dieser nicht in
Wasser gelost werden kann. Beides, der wenig einheitliche Aufbau (be-
sonders aus kristalliner und amorpher Zellulose) sowie die Wasser-
unloslichkeit, dann aber auch eine in den meisten natiirlichen Vorkom-
men starke Inkrustierung mit andern Stoffen, erschweren stark alle
quantitativen Versuche iiber den Zelluloseabbau. :

Dazu kommt, daB alle Enzympréiparate native Zellulose nicht oder
doch nur in einem sehr geringen MaB angreifen; darum wurde in den
meisten Untersuchungen nicht mit Extrakten, sondern mit lebenden
Mikroorganismen gearbeitet. Dies verunmdéglicht aber die Unterschei-
dung zwischen Bildungs- und Wirkungsbedingungen des Enzyms; d. h.
wird durch irgendeinen experimentellen Einflufl die zellulolytische Akti-
vitidt zum Beispiel eines Pilzes vermindert, so kann dann nicht entschie-
den werden, ob nun der Pilz weniger Enzym gebildet hat oder das
gebildete Enzym weniger wirksam ist.

Auch iiber den Reaktionsverlauf der enzymatischen Zellulosespal-
tung besteht noch wenig Klarheit. Einig sind sich alle Autoren (z. B.
Bersin, 1938; Reese, 1952 a und b; Siu, 1951 a), da8 er in meh-
reren Schritten erfolgt, etwa nach dem Schema

Ferment C, Ferment Cx Zellohexaose Zellobiase
Zellulose ——— > denaturierte Zellulose —> bis —— % Glukose
Zellobiose

wobei allerdings nicht bekannt ist, ob fiir den Abbau bei Cx ein oder
mehrere Fermente verantwortlich sind. Auch wird von verschiedenen
Autoren (Siu, 1951 a; Tubeuf, 1895; Ziese, 1933) die Ansicht ver-
treten, daB die Tier- und Pilzzellulasen, ja sogar diese letzteren unter-
einander, nicht identisch seien, wobei vor allem auf die in der Literatur
sehr unterschiedlichen Angaben iiber Temperatur- und pH-Optima sowie
die Hitzeresistenz hingewiesen wird.

Ich setzte mir daher in der vorliegenden Arbeit das Ziel, Bildungs-
und Wirkungsbedingungen fiir die Pilzzellulasen getrennt zu untersu-
chen, die Enzyme maoglichst weitgehend zu reinigen und etwas zu erfah-
ren iiber den Mechanismus des fermentativen Zelluloseabbaues und iiber
die dabei entstehenden Abbauprodukte. Aus technischen Griinden be-
schriinkte ich mich dabei auf die fiir den Schritt C« verantwortlichen
Fermente, da bis jetzt weder die Fermente C, noch die Zellobiase extra-
zellular nachgewiesen werden konnten.
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Zellulasevorkommen und qualitativer Nachweis

Zellulasevorkommen sind im Tier- und Pflanzenreich sehr ver-
breitet. Man findet zeliuloseabbauende Enzyme bei Avertebraten, zum
Beispiel beim Schiffsbohrwurm (Boynton, 1927, S.613), bei den
Zerambyciden Makrotoma und Stromatium (Mansour, 1934, S. 243;
Mansour, 1937, S. 1), bei der Weinbergschnecke (Karrer, 1928,
S. 229) und anderen mehr. In vielen Fillen ist es allerdings nicht ganz
abgeklirt, wie weit die Enzyme vom Tier selbst, wie weit von symbion-
tischen Mikroorganismen gebildet werden. Der letztere Fall liegt sicher
vor bei den Termiten, bei denen die Fahigkeit zur Zelluloseverdauung
auf symbiontischen Flagellaten beruht (Pierantoni, 1951, S. 346 bis
348) sowie wahrscheinlich bei allen Vertebraten (Rind usw.).

Fiir hohere Pflanzen liegen Angaben iiber Zellulasevorkommen nur
sporadisch vor. Das Ferment wurde nur dort gesucht (und dann meist
auch gefunden), wo seine Anwesenheit aus einem bestimmten Grunde
vermutet werden konnte, so beim keimenden Gerstenkorn (Prings -
heim, 1928, S.188), wo das Vorkommen von Zellulase allerdings
auch bestritten wird (Wehmer, 1933, S. 55), bei parasitischen Pflan-
zen, wie zum Beispiel Cuscuta europaea (Peirce, 1894, S. 105) usw.
Daneben mufl aber angenommen werden, daB jede hohere Pflanze zum
mindesten in bestimmten Momenten zum enzymatischen Zelluloseabbau
befihigt ist, so zum Beispiel dann, wenn bei der Bildung der GefiaBe die
Zellquerwénde aufgelost werden. Es ist auch zu erwarten, daf Zellulase
nicht nur beim Abbau, sondern auch beim Aufbau der Zellulose, zum
Beispiel in einer neuen Zellwand, eine wesentliche Rolle spielt.

Bei niederen Organismen wird Zellulase vermutet bei den oben

erwihnten Symbiontern zelluloseverdauender Tiere sowie bei pflanz-
lichen Saprophyten und Parasiten, besonders bei jenen Mikroorganismen
des Waldbodens, die fiir die Zersetzung der Laubstreu verantwortlich
sind. Hier seien auch erwihnt die auf Holz lebenden Pilze, wobei aber
zu unterscheiden ist zwischen den wirklichen Zellulosezerstorern (braune
I'dule) und den nur ligninabbauenden Pilzen (weiBie Fiule), die die
Zellulosebestandteile der Zellwinde nicht oder doch erst nach den in-
krustierenden Bestandteilen angreifen (Euler, 1928, S. 437; Reese,
1952 a; Sorauer, 1932, S.304; Tubeuf, 1895, S.49). Bei den
phytopathogenen Pilzen liegt die Annahme nahe, daf die Pilzhyphen
mit Hilfe ausgeschiedener Zellulase die Zellwinde der Wirtspflanze
durchdringen. Tubeuf (1895, S. 47) gibt an, daB sowohl mechanische
als auch chemische Durchdringung der Zellwinde vorkommt, wobei
sich das Loch in der Zellwand im ersten Fall beim Absterben der Pilz-
‘hyphe elastisch wieder schlieBt, im zweiten Fall dagegen bestehen bleibt.

Die Angaben iiber Zellulasevorkommen bei in Reinkultur geziich-
teten Pilzen sind sehr verbreitet (u.a. Bamann-Myrback, 1941,
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S.1323; Euler, 1928, S.437; Janke, 1949, S. 399 bis 443; Reese,
1952 a; Siu, 1953, S. 377 bis 416; Sjoberg, 1933, S.886; Sum -
ner, 1951, S. 730), widersprechen sich aber zum Teil stark. Dies weist
darauf hin, da8 hier die Kulturbedingungen und auch die Bestimmungs-
methode eine wesentliche Rolle spielen. _

Zum qualitativen Nachweis der Zellulase kann natiirlich jedes der
unten angegebenen quantitativen Verfahren angewendet werden. Viel
einfacher ist es aber, den zu untersuchenden Organismus auf Zellulose
als einziger Kohlenstoffquelle zu ziichten, wobei sein Wachstum mit
Sicherheit darauf schlieBen 148t, daB er zum Zelluloseabbau befihigt ist,
auch wenn dieser nicht direkt beobachtet werden kann ™.

In den eigenen Versuchen wurde dabei foigendermafien vorgegan-
gen: Filtrierpapier wird in Streifen von 313 cm geschnitten und diese
in viel erwirmtem Ionenaustauscherwasser (4:10°£-cm) gut ausge-
waschen zur Entfernung aller l6slichen Bestandteile; dann werden sie
getrocknet und in Kulturrohrchen gelegt, in die 5 cm® folgender mine-
ralischer Niahrlosung einpipettiert werden: NH,NO, 0,05 %, KH.PO,
0,05 %, MgSO, - 7TH,O 0,02 % Die mit Wattezapfen verschlossenen
Roéhrchen werden im Autoklav in der iiblichen Weise sterilisiert
(/2 Stunde, 1 Atii) und hierauf beimpft, wobei mit der Impfnadel ein
langer Strich gezogen wird vom Niveau der Nihrlosung bis zum obern
Ende des Streifens. Die Rohrchen werden bei einer konstanten Tem-
peratur von 30° C gehalten und das Pilzwachstum beobachtet. Nach vier
Waochen ergeben sich die in Tabelle 1 dargestellten Resultate.

Es zeigt sich, daB von den 114 Pilzstimmen aus 84 Arten und
26 Gattungen

anwachsen

(gering, méafig, stark) 62 Pilzstaimme 40 Arten 10 Gattungen
gutes Wachstum zeigen

(maﬁlg und stark) 36 » 29 » 5 »
Sporen bilden

(gering, maBig und stark) 51 » 31 » o »

das Papier deutlich zerstoren
(m#Big und stark) ' 28 » 15 4 »

Diese vier Gattungen sind Aspergillus, Penicillium, Merulius, Aleu-
risma. Es treten alle Grade der Fihigkeit zum Zelluloseabbau auf, von
einem kaum sichtbaren Pilzwachstum bis zur starken Durchlécherung
der Papierstreifen (Fig. 1). Wo iiberhaupt kein Wachstum festgestellt
werden kann, darf allerdings nicht mit Sicherheit auf das Fehlen von

-1 Quantitative Auswertung durch Messung des Sauerstoffverbrauches oder der
Bildung von Stoffwechselprodukten (z.B. CO,) durch den wachsenden Organismus
{(Siu, 1951 a). : ;

i
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Figur 1
Kulturen verschieden stark zellulolytischer Pilze auf
Filtrierpapier
Von links nach rechts:
Aspergillus giganteus: gleichm#Big starker Abbau
Aleurisma carnis, Stamm 5: fleckenweise starker Abbau
Aleurisma carnis, Stamm 4: fleckenweise mifiiger Abbau
Aspergillus nidulans: geringer Abbau
Penicillium citrinum P 24: kein sichibarer Abbau trctz
guten Pilzwachstums

(Im durchfallenden Licht photographiert; an den abgebau-
ten Stellen wird das Filirierpapier durchscheinend und da-
mit heller, das Pilzmycel wird dunkel wiedergegeben.)

Zellulase geschlossen werden. Die verwendete mineralische Néihrlosung
ist sehr einfach, auch wurden keinerlei Spurenelemente zugegeben, so
daB durchaus die Moglichkeit besteht, daB bei anderer Nihrlésung und
eventuell anderer Aufzuchttemperatur mehr Pilze zum Anwachsen ge-
bracht werden konnten. Durch die Zugabe geringer Mengen einer sicher
abbaubaren Kohlehydratquelle (z. B. Glukose) zur Néhrlosung lieBe sick
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aber in jedem Falle leicht entscheiden, ob die ungeeigneten Kultur-
bedingungen oder die Unfihigkeit zum Zelluloseabbau das Wachstum
verhindert haben.

Tabelle 1

Wachstum, Sporenbildung und Zelluloseabbau verschiedener Pilze auf mit
mineralischer Néhrlosung getrinkten Filtrierpapierstreifen

0 : kein + : gering ++ : miBig ++4 4+ : stark
Mycel- Sporen- Papier-
wachstum bildung |zerstérung
Phycomycetes
Mucor
M. albo ater Naoumoff . 0 0 0
M. Birtschii . 0 0 5
M. hiemalis Wehmer . 0 0 0
M. Ramannianus Mdller ; 0 0 0
M. Ramannianus + Rhodotorula rubz’a ; 0 0 0
Phycomyces Blakesleeanus Burgeff . 0 0 0
Rhizopus
R. arrhizus Fischer + =k 0
R. chinensis Saito . : 2 0 i
R. circinans V. Thieghem, Z-i- ; “E o 0
R. circinans V. Thieghem, Z— . - 0 0
R. Delemar (Boid.) Wehm. et Hanz 9374 +: 0 0
R. japonicus, 1 . BRI 0 0 0
R. japonicus, 2 . Bt 0 0 0
R. microsporus v. Tiegh. + 0 0 0
R. microsporus v. Tiegh, — - 0 0
R. nigricans Ehr. a =+ =+ 0
R. nigricans Ehr. b + b 0
R. tonkinensis Vuill. . e o 0
R. tritici Saito . 0 0 0
Ascomycetes
Aspergillus
A. Amstelodami (Mangm) Thom et Church . o 4 0
A. candidus Link RSP TS ; + b =
A. clavatus Desm. p o+ 4 s < i
A. flavipes (Bain. et .Sart) ThOm et Church : +-+ ke it
A. flavus Link R e RV i ++ e poa Eiins
A. fumigatus Fres. . Bk Sk e
A, giganteus Wehmer . +++ S ek
A. gracilis Bain, 7891 . 0 0 0
A. janus Raper et Thom . ey B o
A. medius Meissner . + 5 i
A. nidulans (Eidam) Wint. T+ e s 4
A. niger v. Tiegh., A2 . g ol i sw el
A. niger v. Tiegh., A3 . b s iy s
A. niger v. Tiegh., A7 . ik e Tt
A. niger v. Tiegh., A8 . o e e e = £3 B o
A. niger v.Tiegh., mut. Schiemanni (Schiem.)
Thom et Raper . s & 0
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Mycel- Sporen- Papier-
wachstum bildung |zerstorung
A. oryzae (Ahlb.) Cohn, 4814 . i g skt
A. parasiticus Speare . e % 0
A. restrictus G. Smith . 0 0 0
A. spec. V51 . HEK o+ A5 0
A. ruber (Bremer) Thom et Raper ) AR 0 0 0
A.sydowi (Bain. et Sart.) Thom et Church . = o i 5
A. terreus Thom; 1960 -k b o T
A. ustus (Bain.) Thom et Church (coll Abbott) -+ ek B
A. ustus (Bain.) Thom et Church (coll. Church) +F HEG T 0
A. versicolor (Vuill.) Tiraboschi . : A i 0
Candida
C. albicans (Robin) Berkh. ;
C. alb. var. stellatoidea Drddens et Lodder
C. Brumptii Langeron et Guerra . :
C. Guilliermondii (A. Cast.) Langeron et Guerra
C. intermedia (Cif. et Ashf.) Lang. et Guerra .
C. Krusei (A. Cast.) Berkh. . Apa b
C. parapsilosis (Ashf.) Lang. et Tal.
C. pseudotropicalis (A. Cast.) Basgal
C. pulcherrima (Lindner) Windisch
C. Reukaufii (Griiss) Diddens et Lodder .
C. tropicalis (A. Cast.) Berkh. e

Von den untersuchten Arten zeigt keine

Wachstum, Sporenbildung oder Papierzersto-

rung :

Carpenteles javanicum (v. Beyma) Shear, R 707 + ¥ 0
Chaetomium cupreum Ames . e 0 0 0
Chaetomium globosum Kunze . 0 0 0
Chaetomium turgidopilosum Ames . 0 0 0
Debaryomyces tyrocola wvar. Hansenii (Zopf)

Dekker ) 0 0 0
Endomycopsis uernahs (Ludw:g) Dekker ; 0 0 0
Eremothecium Ashbyii Guill. 0 0 0
Ophiostoma ulmi Nannf. (= "ratostomella uhm

Buisman) . 0 0 : 0
Penicillium
P.chrysogenum Thom . . g <kitn 3 2 o sl
P. citrinum Thom, Ad 23 . ¢ e i 0
P. citrinum Thom, Ad 95 . 0 0 0
P. citrinum Thom, BB 12 . i s b A
P. citrinum Thom, P 6 . +r ot ik o
P. citrinum Thom, P 24 . sbth S SRy i 0
P. citrinum Thom, P 25 . + 7 0
P. citrinum Thom, P 27 . 0 0 0
P. citrinum Thom, 806 Frak s s shaheet
P. citrinum Thom . o} i - &by e 2z
P. corylophilum Dierkx . . 0 0 0
P. expansum (Link) Thom . s e 2 g G
P. expansum Thom, 976 . Tk + d o




St. lavendulae (Waksman et Curtis) Waksman

Mycel- Sporen- Papier-
wachstum bildung |zerstérung

P. frequentans Westl. . ; e Jeef &
P.luteum Zukal (coll. Smith) . 0 0 0
P.luteum Zukal (coll. Thom) . 0 0 0
P.luteum Zukal (coll. Basel) : 0 0 0
P. notatum Westl, 0 0 0
P. patulum Bauuer Ad 77077 S8 g e SR
P. patulum Bazmer, Cey i 0 0 0
P. patulum Bainier, NCTC . rpid i Gyt
P. patulum Bainier, P 189 . s il i Fides
P. patulum Bainier, Baarn . ; 4+ e o
P. restrictum Gilman et Abbott R 1748 e 5 4 0
P.spec., K 47 (coll. Basel) . ot #* +o
Rhodotorula rubra Lodder . 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae Hansen + 0 0
Saccharomyces ellipsoideus Hansen Sh 0 0
Sclerotinia fructigena Aderh. et Ruhl. . o i 0 0
Sordaria fimicola (Rabenh.) Ces. et de Not . 0 0 0
Basidiomycetes
Coniophora cerebella Alb. et Schw. . o 0 0
Lenzites abietina Bull. 0 0 0
Lenczites saepiaria (Wulf.) Fr. . 2 0 0 0
Merulius domesticus Falck (coll. Cartwnght) e 0 0
Merulius domesticus Falck (coll. Falck, Lleb1g3~ ]

héh) o Fisafis : G ok 0 S
Polyporus vaporarius BuII 0 0 0
Ustilago Zeae (Beckm.) Unger 0 0 0
Fungi imperfecti
Aleurisma!
A. carnis (Brooks et Hansford) Bisby, S 2 . e Flp st +++
A. carnis (Brooks et Hansford) Bisby, S 3 . bl o SR ook
A. carnis (Brooks et Hansford) Bisby, S 4 . % o wle v el s
A. carnis (Brooks et Hansford) Bisby, S 5 . ot vl e ot N
A. carnis (Brooks et Hansford) Bisby, S 11 . bk ity b o St
Fusarium bulbigenum Cke. et Mass. var. lyco-

persici (Brushi) Wr. . ; 0 0 0
Fusarium culmorum (W. Sm.) S”acc + 0 "
Fusarium moniliforme Sheld. . 0 0 0
Monilia sitophila (Mont.) Sacc. : 0 0 0
QOospora lactis Sacc. (= Qidium 1. Fres) 0 0 0
Actinomycetes
Actinomyces
A. alni Peklo . 0 0 0
Streptomyces
St. griseus (Krainsky) Waksman et Henrici . 0 0 3

0 0 0

! Fiinf hier aus Helzstriinken isolierte und vom Centraalbureau voor Schimmel-
cultures in Baarn als Aleurisma carnis-(Brooks et Hansford) Bisby identifizierte

Stidmme.

15

226




Die oben angegebene Kulturmethode hat den Vorteil, daff der Pilz
“sich den ihm zusagenden Feuchtigkeitsgrad selbst aussuchen kann und
daB sich das Wachstum leicht beobachten 148t. Sie entfernt sich jedoch
sehr stark von der sonst angewendeten Kultivierung in Fernbachkolben
auf einem fliissigen Medium. Um Vergleiche mit dieser letzteren zu
erleichtern, wurden daher drei verschieden stark zellulolytische Pilze
(Fusarium culmorum, Penicillium spec. K 47 und Penicillium patulum
CCU IIT) in Fernbachkolben auf einer fdhnlichen mineralischen Niahr-
losung kultiviert, wobei als C-Quelle ausgewaschene Watte zugegeben
wurde. Die verwendete hydrophile Verbandwatte wurde dabei folgender-
maBen pripariert: Kleine Biischel werden einzeln mit einer Rasierklinge
in ganz feine Stiickchen zerschnitten, diese in einem Alkohol-Ather-
Gemisch (1:1) zur restlosen Entfettung geschiittelt, im Vakuum ge-
trocknet und darauf in Ionenaustauscherwasser ausgekocht bis zum .
volligen Verschwinden des Alkoholgeruches, dann nochmals getrocknet
und darauf je 0,6 g in die Fernbachkolben gegeben. Dazu kommen
900 cm® Wasser oder Nihrlosung (NH,NO; 0,1%, KH,PO, 0.1 /o,
MgSO,: 7H,O 0,04 °%0). Die Kolben werden im Autoklav (1 Atii) steri-
lisiert und dann mit einer Sporensuspension beimpft. Es werden je sechs
Kolben der folgenden Kombinationen hergestellt:

Niahrlosung, angesetzt mit glasdestilliertem Wasser T Watte
Nihrlosung, angesetzt mit.Ionenaustauscherwasser + Watte
reines, glasdestilliertes Wasser + Watte

reines [onenaustauscherwasser —— Watte

Nihrlosung, angesetzt mit glasdestilliertem Wasser chne Watte
Nihrlésung, angesetzt mit Ionenaustauscherwasser ohne Watte
reines Ionenaustauscherwasser,

S il e e 10

Davon werden je zwei Kolben mit demselben Pilz beimpft. Nach
fiinf Tagen wird das Wachstum erstmals kontrolliert, wobei allerdings
in den wattehaltigen Kulturen ein eventuelles schwaches Wachstum
nicht gesehen werden kann. Ohne Watte jedoch zeigt Fusarium culmo-
rizm ein sehr geringes Wachstum in der mit glasdestilliertem Wasser
angesetzten Nahrlosung, Penicillium patulum ein solches in der mit de-
stilliertem und mit Tonenaustauscherwasser angesetzten Nihrlosung und
sogar in reinem Ionenaustauscherwasser. Nun werden die Kulturen
19 Monate lang kontrolliert, wobei immer wieder aseptisch entnommene
Watteproben mikroskopisch untersucht werden (Figur 2). Es ergeben
sich die folgenden Resultate:

Kulturen mit Watte (1 bis 4): Einen deutlichen Abbau der Watte
verursacht nur Penicillium spec. K 47, und zwar nur in den Losungen 1
und 2, d. h. unter Zusatz mineralischer Nihrlosung. Der Abbau ist bei 2
elwas stirker. In den Kolben 3 und 4 ist kein Pilzwachstum sichtbar.
Penicillium patulum wichst iiberhaupt nicht. Fusarium culmorum bil-
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det auf den Kolben 1, 3 und 4 zwar einige rote bis braune Mycelflocken
aber ohne die Watte sichtbar anzugreifen.

Kulturen ohne Watte (5 bis 7): In allen Kolben zeigl sich ein sehr
geringes Pilzwachstum (es ist zu beachten, daB hier schon Spuren von
Mycel sichtbar werden, die in den Watte enthaltenden Kolben nicht
festgestellt werden konnen). Besonders bemerkenswert ist dies fiir die
Kolben 7, die reines Ionenaustauscherwasser enthalten, in denen Peni-
cillium patulum ein recht betrichtliches Wachstum entwickelt und die
Kulturlésung stark verfirbl. Penicillium spec. K 47 wichst besonders im
Kolben 6 (mit Ionenaustauscherwasser angesetzte Nahrlosung) ziem-
lich gut.

Figur 2
Wattefasern in verschiedenen Stadien des enzymatischen Abbaues
Links: kein Abbau; Nihrlésung 4; Fusarium culmorum
Mitte: . deiitlicher Abbau Nahrlosung 1; Penicillium spec. K 47
Rechts: starker Abbau; Nihrlésung 2; Penicillium spec. K 47

(Aufnahmen: Wild-Mikroskop M-20, Objektiv 20X, Phasenkontrast Okular 6><)

Quantitative ZellulaSebestimmung

Da die Zellulasen vorlaufig keine chemisch definierten Substdnzen
sind, konnen sie nur an ihrer Wirkung, dem Abbau von Zellulose und
Zellulosederivaten, erkannt und quantitativ bestlmmt werden. Die Me-
thoden der quantitativen Zellulasebestlmmung kann man zur Erleich-
terung der Ubersicht in zwei Gruppen einteilen, nimlich

1. Methoden, die direkt den Abbau des Substrates quantitativ erfas-
sen oder aus Verdnderungen der Substrateigenschaften mdlrekt
auf den Grad des Abbaues schlieBen; :
Methoden, die die entstehenden Abbauprodukte als Ma8 der zellu-
lolytischen Wirksamkeit verwenden.

bo
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Beim Vergleich der Resultate verschiedener Autoren ist es zudem
wesentlich, zu beachten, ob direkt der Pilz auf dem Substrat geziichtet
wurde, oder ob mit Mycelextrakten oder nur mit Kulturlosungen gear-
beitet worden ist.

1. Methoden, die den Abbau im Substrat beobachten

Der niichstliegende Weg ist, die verwendete Zellulose vor und nach
der Einwirkung des Enzyms zu wigen und die Differenz direkt als Ma8
des Abbaues zu verwenden (Bamann-Myrbéack, 1941, S. 1904).
Leider verunméglichen verschiedene Umstinde die Anwendung dieses
einfachsten Verfahrens. Native Zellulose (Watte, Baumwollgewebe,
Papier usw.) wird von zellfreien Kulturlésungen im allgemeinen gar
nicht, von Pilzextrakten nur so wenig angegriffen, daB die Differenz-
wiigung zu sehr unsicheren Resultaten fiihrt. Impft man jedoch den
Pilz direkt auf das Substrat, so ist es nachher kaum moglich, das Pilz-
mycel von der Zellulose abzutrennen, wie es zur Wigung notig ware.
Zudem wird der Abbau erst dann feststellbar, wenn wasserlosliche Pro-
dukte entstehen, die sich vor der Wigung auswaschen lassen. Die An-
fangsstadien der Zellulolyse konnen also nicht erfaBt werden. Dagegen
fithrt die gravimetrische Methode zu sehr exakten Resultaten, wenn als
Substrat eine denaturierte (umgefillte) Zellulose verwendet wird. Da
hier ein viel groSerer Anteil aus leicht abbaubarer, amorpher Zellulose
besteht, fithren bereits Pilzextrakte und Kulturlésungen zu einer erheb-
lichen Gewichtsverminderung, die bis 80 %o des urspriinglichen Gewich-
tes betragen kann. Die Hauptschwierigkeit besteht hier in der Beschaf-
fung eines gleichmifigen Ausgangsmaterials, das zudem meist selbst
hergestellt werden muf (Grassmann, 1933 a, S.20; Willstat-
ter, 1913, S.2401). Eine Abinderung des Verfahrens besteht darin,
daB man als Substrat fiir den wachsenden Pilz einzelne Zellulosefasern
verwendet und deren Abbau eventuell unter polarisationsoptischer Mes-
sung der Wanddicke im Mikroskop beobachtet. Eine wirklich quanti-
tative Auswertung der Ergebnisse ist hier allerdings kaum moglich.

Ein weiteres, besonders fiir technische Zwecke viel verwendetes
‘Verfahren besteht in der Messung der ReiBfestigkeitsabnahme
(Reese, 1952qa, S. 346; Siu, 1951 @ und b; Sumner, 1951, S. 137).
Hier wird der zu untersuchende Organismus auf Gewebestreifen,
Fiiden oder einzelnen Fasern geziichtet und die dabei auftretende Ab-
nahme der ReiBfestigkeit in einem «Scot-tester» oder einer dhnlichen
Apparatur bestimmt. Ein wesentlicher Vorteil liegt hier darin, da§ der
Organismus nicht vor der Messung vom Substrat getrennt werden muf
und daB die Messung sehr rasch und einfach durchzufiihren ist. Doch
zeigen sich auch hier verschiedene Nachteile. Einmal ist auch dieses
Verfahren nur bedingt quantitativ. Bis zu einem bestimmten Abbaugrad
andert sich niimlich die ReiBfestigkeit nur sehr wenig, fiillt dann aber
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rasch auf einen sehr kleinen Wert ab, so daB eine weitere Differenzie-
rung kaum mehr moglich ist. Dies diirfte vor allem darauf zuriickzu-
fiihren sein, daf die Einspannliinge fiir die Gewebestreifen resp. Fiaden
in den iiblichen Geriten bedeutend gréBer ist als die Linge der ein-
zelnen Fasern, so daf} bereits bei einer geringen Veranderung der Ober-
flichenbeschaffenheit der Fasern diese einfach auseinandergezogen
werden, ohne wirklich zu zerreiBen. Dazu kommt, daB die erhaltenen
Werte meistens stark streuen, einmal wegen der immer ungleichméBigen
Beschaffenheit des Ausgangsmaterials, und dann, weil nicht nur der
wirkliche Abbau fiir die Reififestigkeit von Belang ist, sondern auch die
Art, wie der Pilz auf den Gewebestreifen wichst. So wird zum Beispiel
eine Schidigungslinie lings des Gewebestreifens die ReiBfestigkeit in
der Querrichtung viel weniger beeintriichtigen als eine solche quer zu
diesem. Bei Verwendung von Viskose und anderen Kunstseiden kann
allerdings auch hier mit Pilzextrakten gearbeitet werden, was die Streu-
ung stark vermindert.

Ebenfalls zum quantitativen Nachweis der durch zellulolytische
Organismen verursachten Schiidigung von Baumwollgeweben versuchte
ich, ein weiteres Verfahren auf ganz anderer Grundlage auszuarbeiten.
Ich ging aus von der Uberleging, daB die Anfirbung der Baumwolle mit
einem adsorptiven Farbstoff (Kongorot, Methylenblau, Chlorantinlicht-
orange) stark abhéngig ist von der Feinstruktur der Fasern, und gerade
diese Feinstruktur muf ja, zum mindesten an der Oberfliche, beim
Abbau verindert werden, wahrscheinlich lange bevor. lésliche Abbau-
produkte gebildet werden. Die Versuchsanordnung war die folgende:
Aus einem méglichst reinen, schlichtefreien Baumwollgewebe (herge-
stellt von der Eidg. Materialpriifungsanstalt) werden Stoffplitzchen von
3X3 cm ausgeschnitten, die innerhalb einer Versuchsreihe die gleiche
Fadenzahl und ein méglichst gleiches Gewicht aufweisen. Diese Plitz-
chen werden in eine bestimmte Menge wisseriger Losung eines der
erwahnten Farbstoffe in Glasschliffkélbchen gebracht und 24 Stunden
bei konstanter Temperatur belassen. Nach dieser Zeit wird mit dem
Lange-Kolorimeter der Farbstoffgehalt der zuriickgebliebenen Losung
- photoelektrisch bestimmt. Versuche ergaben, da zwischen ungeschi-
digten und zum Beispiel mit Siure geschiidigten Plitzchen ein betrichl-
licher Unterschied in der Farbaufnahme eintritt, und zwar nehmen die
geschédigten Pliatzchen je nach Schidigungsgrad und Farbstoff mehr
oder weniger Farbe auf als die ungeschidigten. Leider zeigte sich aber
auch, daB die Farbaufnahme gleich behandelter Stoffpliatzchen bereits
so stark streut, daB an eine exakte und signifikante Auswertung der
Resultate nicht zu denken war. Wird dagegen der Anfarbegrad der
Platzchen subjektiv mit einer Farbskala verglichen, so ist zwar die
Streuung im Séiureversuch bedeutend kleiner, aber bei Schadigung
durch aufgeimpfte Pilze die Anfiirbung auf der Fliche so ungleich-
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miBig verteilt, daB eine quantltatlve Beurteilung unmoglich wird. Im-
merhin ist es interessant, daB gerade durch diese UnregelmiBigkeit die
Angriffsstellen des Pilzes rein qualitativ sehr deutlich gemacht werden
konnen. : :

Auf einem #hnlichen Prinzip beruhen die Verfahren, die zur Be-
 stimmung des Schidigungsgrades der Zellulose deren Quellbarkeit in
verschiedenen Chemikalien oder in Wasser bestimmen oder aber die-
jenige Wassermenge messen, die die Zellulose beim Gleichgewichts-
zustand mit einer Atmosphire bekannter Luftfeuchtigkeit enthilt. Beide
Verfahren sollen gut reproduzierbare Werte liefern (Siu, 1951 a, 1953).

2. Methoden, die die entstehenden Abbauprodukte untersuchen .

Den Ubergang von den vorigen Methoden zu den nun zu beschrei-
benden bildet die Messung des Durchschnitts-Polymerisationsgrades
(DP). Dazu werden gleiche Mengen des nicht abgebauten und des ab-
gebauten Zellulosesubstrates in = Kupferoxyd-Ammoniak (Cuoxam,
Schweizers Reagens) geldst und die Viskositit der entstehenden Losun-
gen gemessen. Die Vorteile der Methode sind naheliegend. Es kann
sowohl mit nativer als auch mit beliebig denaturierter Zellulose gear-
beitet werden, und zwar direkt mit den Pilzen oder mit der enzymhalii-
gen Kulturlosung. Vor allem wirkt sich ein flichenmiBig ungleich ver-
teilter Abbau kaum aus. Die Endprodukte des Abbaues kénnen verfolgt
werden, solange sie noch nicht wasserloslich sind. Da es jedoch meist
notig sein diirfte, die mineralische N#hrlosung aus den geschidigten
Zellulosen auszuwaschen, gehen die bereits wasserloslich gewordenen
Endprodukte verloren, wobei der aus den Viskositatswerten berechnete
DP zu hoch ausfillt. Die Hauptschwierigkeit besteht bei diesem Verfah-
ren aber darin, daB die Zellulose-Cuoxam-Ldsung auBerordentlich sauer-
stoffempfindlich ist, d. h. bei Kontakt mit Sauerstoff der DP stark ab-
nimmt. Es wurden deshalb Einrichtungen geschaffen, die es erlauben,
die Losung unter Sauerstoffabschluf in das Viskosimeter iiberzufiihren.
Die etwa auch angewandte Methode, die Losung in sehr einfachen
Kapillarviskosimetern direkt herzustellen, ist unzuverldssig, da diese
picht so geeicht werden koénnen, daB sie iiber einen gréBeren Bereich
vergleichbare Resultate liefern (Zelluloselosungen zeigen eine starke
Strukturviskositit, s.S.234). Verschiedene Autoren zeigen iibrigens auch,
daB der DP der nicht wasserloslichen Riickstinde durch den enzymati-
schen Abbau im Gegensatz zum Siureabbau nicht wesentlich herab-
gesetzt wird. Geringe Anderungen aber kénnen wegen der grofen Streu-
ung der einzelnen MeBwerte kaum erfafit werden (Sumner, 1951,
S.735; Walseth, 1952 b, S. 236).

Eng verwandt mit diesen Verfahren ist die Methode von vorn-
herein wasserlosliche Zellulosederivate zu verwenden und den Abbau
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durch Messung der Viskosititsabnahme zu verfolgen (Summner, 1947,
S. 107). Dieses Verfahren wurde von mir meistens verwendet und wird
weiter unten genauer beschrieben (s. S.232). Siu und Reese (1953,
S. 405) zeigten, daf die Viskositiitsmessung Werte liefert, die mit den-
jenigen anderer Verfahren, die ReiBfestigkeit, Gewichtsverlust oder
reduzierende Zucker bestimmen, vergleichbar sind.

Der typische Vertreter dieser Gruppe von Methoden ist jedoch die
Zuckerbestimmung. Hierzu wird nach den bekannten titrimetrischen
oder kolorimetrischen Verfahren die Menge des durch den Abbau ge-
bildeten Zuckers gemessen (Bamann-Myrbick, 1941, S. 2942;
Ziese, 1933, S.936). Dies ldBt sich zwar sehr genau quantitativ
durchfiihren; die Resultate sind aber nicht leicht zu interpretieren, da
die chemische Natur der Endprodukte meist nicht bekannt ist. Ein
Nachteil ist ferner, da der Reaktionswert von Mischungen verschie-
dener Zucker zum mindesten bei der bekannten Bertrandschen Zucker-
bestimmung sich keineswegs additiv aus den Werten der einzelnen Kom-
ponenten ergibt. Immerhin wurde festgestellt, da die Wigung der
wasserunloslichen und die Zuckerbestimmung an der wasserldslichen
Fraktion entsprechende Resultate ergeben (Walseth, 1948, S.731;
Walseth, 1952 a, S.230), ebenso Zuckerbestimmung und  Messung
der Fluidititsinderung (Reese, 1952 a, S. 346). :

Methodik der eigenen Versuche

Alle eigenen quantitativen Versuche wurden mit gereinigter oder
ungereinigter Pilzkulturlésung durchgefiihrt. Damit wurde zum vorn-
herein auf die Untersuchung des Abbaus nativer Zellulose, d. h. auf den
sog. Schritt C; (s. S. 219) des Zelluloseabbaues verzichtet. Dafiir wurden
aber auch die vorldufig wahrscheinlich uniiberwindlichen Schwierig-
keiten der quantitativen Auswertung von Versuchen mit den Pilzen
selbst umgangen. Bei der Auswahl des Substrates war der Gedanke weg-
leitend, daB jede denaturierte Zellulose unnatiirlich ist, es also wohl
wenig bedeutet, ob lediglich eine umgefillte Baumwolle oder ein reines
Kunstprodukt verwendet wird. Bei der Verwendung eines Kunstproduk-
tes wird sogar die Gefahr kleiner, daB aus Messungen an ihm an sich
unzuléssige Schliisse auf das Verhalten der Pilze oder der Enzyme
gegeniiber nativer Zellulose gezogen werden. Als am meisten Erfolg ver-
sprechende und am wenigsten von Fehlern bedrohte Methode erschien
die Viskosimetrie an einem wasserloslichen Zellulosederivat.

1. Das Substrat

Als Substrat wurde eine Carboxymethylzellulose der Firma Her-
cules Powder Company verwendet, und zwar das Produkt «CMC-70
Medium 100 % rein». Sie wird hergestellt durch Behandlung der gerei-
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nigten, natiirlichen Zellulose mit Alkali und nachfolgender Reaktion mit
Natriummonochlorazetat entsprechend

R—ONa+ CICH,COONa—~ROCH,COONa+ NaCl,
wobei R den Zelluloserest bedeutet. Die Formel des Endproduktes ist
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Der Substitutionsgrad betriigt 0,65—0,85 (im Mittel 0,75), d. h. pro vier
Glukoseeinheiten wurden im Mittel drei Carboxymethylgruppen einge-
fithrt. Die Carboxymethylzellulose (CMC) ist bis zu einem relativ hohen
Prozentsatz (CMC 70 Medium zirka 4 o) leicht in kaltem oder warmem
Wasser 16slich und liefert je nach Konzentration Losungen von 1 bis
10 000 cPoises (Angaben der Herstellerfirma). Kettenlingen resp.
Durchschnitts-Polymerisationsgrad sind nicht bekannt.
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2. Viskosimetrie

Die Viskositit einer Losung hingt bei gegebenen Temperaturen ab
von der Konzentration und der Natur des geldsten Stoffes. Die Stoff-
eigenschaft, die die Viskositat maBgebend beeinfluBt, ist die Gestalt der
Molekiile. Es ist leicht einzusehen, daB die Viskositit bei Fadenmole-
kiilen, wie sie in Zelluloselosungen vorliegen, bei gegebener Konzentra-
tion um so groBer ist, je linger die Molekiile sind. Fiir Stoffe niedrigen
Polymerisationsgrades gilt nach Staudinger (1941) die einfache

Beziehung Tip
= Km-DP

Darin sind »,, = spezifische Vlskosuat ¢ die Konzentration des gelosten
Stoffes in g/ L1ter und Km eine Konstante, die fiir eine gegebene Verbin-
dung und fiir ein bestimmtes Lésungsmittel gilt. DP bedeutet den Durch-
schnitts-Polymerisationsgrad, gibt also zum Beispiel fiir ein Zellulose-
molekiil die Anzahl Glukoseeinheiten an, aus denen es zusammengesetzt
ist. Diese Formel gilt auch fiir Stoffe hoheren Polymerisationsgrades.
falls die Losung so verdiinnt ist, daB die spezifische Viskositit den Wert
von 0,15 nicht iiberschreitet. Dieser Wert wird fiir die verwendete CMC-
Losung bei einer Konzentration von zirka 0,02 %o erreicht. Obwohl mit
einer so niedrigen Konzentration fiir die vorliegenden Zwecke nicht
gearbeitet werden kann und wenn auch iiberhaupt bei der theoretischen
Behandlung von Viskositiitswerten kolloidaler Losungen grofie Vorsicht
am Platze ist (s. S.235), so liegt doch auf der Hand, daB der enzyma-
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tische Abbau des verwendeten Zellulosederivates, der sich in einer Auf-
spaltung der j-glukosidischen Bindungen duBlert und damit eine Ver-
ringerung der Molekiillinge zur Folge hat, sich quantitativ durch
Viskositatsmessungen feststellen 148t. :

Die haufigsten Gerite zur Viskosititsmessung sind die Kapillar- und
die Kugelfallviskosimeter. Die Kapillarviskosimeter kénnen unter Um-
standen direkt absolute Werte liefern, nach der bekannten, von der
Definitionsgleichung abgeleiteten Formel von Hagen-Poiseuille (Um -
statter, 1952). : '

Bei dem von mir beniitzten Kugelfallviskosimeter nach Hoeppler
(Prizisionsmodell) liegt der Fall insofern anders, als es bis heute nicht
gelungen ist, eine mathematische Ableitung fiir die Viskositat aus den
Daten des einzelnen Instrumentes (Rohrdurchmesser, Kugeldurchmesser,
Kugelgewicht) zu finden. Daher werden die Instrumente von der Fabrik
mit vier Eichoélen geeicht, und diese Eichung, in einer Tabelle zusam-
mengestellt, wird vom Beniitzer seinen Messungen zugrunde gelegt. Das
Instrument besteht im wesentlichen aus einem glisernen Rohr, das in.
einem bestimmten Winkel zur Senkrechten geneigt ist. Dieses Rohr wird
mit der zu untersuchenden Fliissigkeit gefiillt und eine der sechs zur
Verfiigung stehenden MeBkugeln dazugegeben. Dann wird das Rohr
dicht verschlossen. Die Kugel rollt entlang der einen Rohrwand abwérts
durch die Fliissigkeit, wobei die Zeit F abgestoppt wird, die sie fiir die
vorgezeichnete MeBstrecke bendtigt. Durch einfaches Umdrehen des
Rohres kann die Messung beliebig oft wiederholt werden. Das Fallrohr
ist von einem weiten Mantelrohr umgeben, das als Wasserbad dient und
in Verbindung steht mit einem Hoeppler-Ultrathermostaten. Dieser ar-
beitet mit einer andauernden Wasserkiihlung und einer durch ein Kon-
taktthermometer gesteuerten Heizung. Die Temperaturkonstanz des
Fabrikmodells wurde dadurch verbessert, daf3 die viel zu starke Heizung
durch eine schwichere ersetzt wurde und daB mittels einer Uberlauf-
einrichtung die Menge des Kiihlwassers konstant gehalten wird. In das
Wasserbad taucht ein geeichtes in '/;,° C eingeteiltes Thermometer zur
genauen Temperaturkontrolle {die Viskositit der meisten Losungen ist
stark temperaturabhéngig).

Die Temperaturschwankung im Wassermantel betriigt bei bester
Einstellung, d. h. wenn der Kiihlwasserzufluf so reguliert wird, daf
Heiz- und Kiihlperiode genau gleich lange (je zirka 25 Sekunden)
dauern, 0,04° C. Die Temperaturschwankung im Fallrohr selbst betrigt
dann 0,008° C (gemessen mit Beckmann-Thermometer).

Da 1° C Temperaturunterschied bei den vorliegenden CMC-Losun-
gen die Viskositit um etwa 5 6 veréindert, wiirde bereits eine Tempera-
turkonstanz von 0,02° C im Mefirohr geniigen, um den durch Tempera-
turschwankungen verursachten MeBfehler innerhalb von 1 %o zu halten.
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Die absolute Viskositit wird aus der gestoppten Fallzeit F nach der
Formel n = I (s, — sg) K berechnet. s, — s; ist die Differenz zwischen
dem spezifischen Gewicht der verwendeten Kugel und demjenigen der
untersuchten Fliissigkeit; sie muB einberechnet werden wegen des Auf-
triebes, den die Kugel in der Fliissigkeit erfihrt und der sich als Ver-
minderung des Kugelgewichtes und damit des Schergefilles auswirkt.
K ist der von der Firma gelieferte Eichfaktor.

Eigene Messungen an Rohrzucker- und Glyzerinlésungen haben die
Literaturangaben bestétigt, wonach sich die Messungen leicht und mit
hoher Prizision reproduzieren lassen. Im Falle kolloidaler Losungen,
wie sie die CMC-Losungen darstellen, tritt allerdings eine wesentliche
Komplikation hinzu. Die Voraussetzung, daB der bei der Messung beob-
achtete Geschwindigkeitsgradient linear abhéngig sei von der angewand-
ten Schubspannung und daf er Null sei bei deren Nullpunkt, gilt nim-
lich nur fiir die sog. Newtonschen Fliissigkeiten, wie sie die Mehrzahl
der reinen Fliissigkeiten und der nichtkolloidalen Losungen darstellt
Hier ist die Grundgleichung:

, dv 4. 7 = Schubspannung
L gl s 2
dx I, — Geschwindigkeitsgefille

Bei vergrofierter Schubspannung wichst proportional auch das
Geschwindigkeitsgefille; der erhaltene MeBwert fiir die Viskositit
bleibt konstant, die Viskositat ist hier also eine echte Stoffkonstante.
Neben dieser einfachen Newtonschen FlieBform existieren aber noch
zwei andere HauptflieBformen (auf die weitere Komplikation der Ost-
waldschen und der Binghamschen Fliissigkeiten soll hier nicht einge-
gangen werden), nimlich diejenige der rheopexen Fliissigkeiten (FlieB-
verfestigung), bei denen mit steigender Schubspannung das Geschwin-
digkeitsgefille immer langsamer wichst, und diejenige der thixotropen
Fliissigkeiten (FlieBverfliissigung, Strukturviskositit), bei denen dieses
mit steigender Schubspannung immer rascher ansteigt (Umstédtte r

1952, S.25). In beiden Fillen ist die gemessene Viskositit n = r/d—

nicht mehr konstant, sondern ihrerseits abhingig von 7, d. h., da die
Schubspannung nur abhiingig ist von den angewandten MeBbedingun-
gen, ist die gemessene Viskositit nicht mehr eine Stoffkonstante, son-
dern abhéngig von dem zu ihrer Ermittlung angewandten Verfahren.
Zur Charakterisierung einer Losung muf hier, streng genommen, die

d a
Viskositit ersetzt werden durch die FlieBkurve — i (7). Diese stellt

fiir jede Newtonsche Fliissigkeit eine gerade, fiir rheopexe Fliissigkeiten
eine nach oben, fiir thixotrope Fliissigkeiten eine nach unten gewdélbte
Kurve dar. Fiir die vorliegende Arbeit kam jedoch die Aufnahme ganzer
FlieBkurven gar nicht in Frage; erstens sind dazu wesentlich kompli-
ziertere Apparate notig, die eine beliebige Variation der Schubspannung
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gestatten, was weder beim Hoeppler- noch bei den iiblichen Kapillar-
Viskosimetern méglich ist, und zweitens wire eine solche Aufnahme so
zeitraubend, daB sie sich fiir groBere Serienmessungen von selbst aus-
schlief3t. : .

: Praktisch wirkt sich die Thixotropie der verwendeten Losungen in
dreifacher Weise aus. Das Bestehen einer kolloidalen Struktur in der
Losung bewirkt nicht nur, daB die Viskositit von der verwendeten
Schubspannung abhingig, sondern auch, daBl die Vorgeschichte der Lo-
sung zu beriicksichtigen ist, da diese Struktur bei jedem MeBvorgang -
teilweise zerstort wird. Dadurch wird bei sich in kurzen Intervallen
folgenden Messungen die bestimmte Viskositit immer niedriger. Die
Resultate sind also schlecht reproduzierbar. Diesem Umstand konnte
nach anfénglichen Schwierigkeiten einwandfrei dadurch begegnet wer- -
den, daB, entgegen der MeBvorschrift, zur Messung jeweils zwei Kugeln
gleichzeitig verwendet wurden. Die erste, kleinere oder schwerere Kugel,
fallt sehr rasch durch die Loésung und zerstort dabei die bestehende
Struktur weitgehend. Ihre Fallzeit wird zur Ermittlung der Viskositat
normalerweise nicht verwendet. Die zweite, grofere oder leichtere Kugel,
deren Fallzeit der Viskosititsberechnung zugrunde gelegt wird, f#llt
bedeutend langsamer und findet, dank der vorangegangenen Kugel,
immer dieselben Bedingungen vor. Ausgewertet wird dann das Mittel
aus drei aufeinanderfolgenden Messungen mit dieser zweiten Kugel,
wobei die drei Werte immer auf 0,5 bis 1 %o gleich waren. : '

Eine zweite Folge der Thixotropie ist die Tatsache, daf verschie-
dene Kugeln immer auch verschiedene Viskosititswerte liefern, da sie
mit verschiedener Schubspannung durch die Losung fallen (dieser Um-
stand macht sich besonders bemerkbar beim Ubergang von einer Metall-
auf eine Glaskugel, der hiiufig dann notwendig wird, wenn die Viskositit
der abgebauten CMC-Losung wesentlich kleiner ist als diejenige der
nicht abgebauten), wihrend die Werte bei nichtthixotropen Losungen
sehr genau iibereinstimmen. Da ich aber bei der Enzymbestimmung
immer mit Eichkurven, die fiir jede verwendete Kugel separat erstellt
wurden, arbeitete, wirkt sich dieser Umstand auf die Genauigkeit der
Messung nicht aus.

Wesentlicher ist die Tatsache, dal wegen der Variabilitit der ge-
messenen Viskosititswerte bei theoretischen Erwigungen, wie sie die
Berechnung des DP*und anderer StoffgroBen darstellt, natiirlich sehr
vorsichtig vorgegangen und beriicksichtigt werden muf8}, daB ein anderes
MeBverfahren stark abweichende Resultate liefern kann. Deshalb wurde
in der vorliegenden Arbeit die Viskosimetrie nur auf Grund von Eichun-
gen als MefBverfahren benutzt, aus der gemessenen -Viskositiat aber ke1-{
nerlei weitergehende Schliisse gezogen. : :

! Durchschnitts-Polymerisationsgrad

235



3. Zuckerbestimmung

Wenn bei der Viskositdtsmessung zur Bestimmung der Zellulase-
wirksamkeit die Tatsache der Molekiilverkiirzung durch den enzymati-
schen Abbau beniitzt wird, so verfolgt die Zuckerbestimmung das Ziel,
die bei der Spaltung der p-glukosidischen Bindungen freiwerdenden
Aldehydgruppen nachzuweisen. Als Nachweismethode der Aldehyd-
gruppen wurde im Prinzip das Zuckerbestimmungsverfahren nach Ber-
irand benutzt, das seinerseits auf der Fehling-Reaktion beruht
(Pringsheim, 1932). Da jeweils nur wenige Aldehydgruppen ge-
bildet werden und die CMC-Losung zur Erleichterung der Viskositéts-
messung nur in geringer Konzentration angewandt wurde, mufite das
Verfahren etwas verfeinert werden. Es zeigte sich, daB die Hauptfehler-
quelle in einer Schwankung der Reaktionsbedingungen liegt, wie sie bei
Anwendung von Bunsenbrennern zum Kochen der zu untersuchenden
Losung mit Fehling-Reagens nicht zu vermeiden ist. Deshalb wurde zum
Erhitzen eine elektrische Wirmekalotte beniitzt, die in genau fixiertem
Abstand unter dem Reagenskolbchen angebracht wird. Die genaue Vor-
schrift lautet dann: 5 cm?® der zu untersuchenden Losung {oder weniger,
mit Ionenaustauscherwasser auf 5 cm® ergiinzt) werden mit 15 cm?® Ionen-
austauscherwasser, dann mit 5 cm® Fehling I und 5 cm?® Fehling II ver-
setzt. Die Mischung wird in einem kleinen Erlenmeyerkolben iiber der
Wirmekalotte bis zum Kochen erhitzt und noch genau 2'/2 Minuten ge-
kocht. Dann li8t man den Kolben frei hingend genau 5 Minuten ab-
kiihlen, worauf er unter dem Wasserhahn vollends abgekiihlt wird. Der
rote Niederschlag von Kupferoxydul wird nun auf ein Glasfilter Nr. 3
- gebracht, wo er, ohne je mit der Luft in Beriihrung zu kommen, griind-
lich ausgewaschen wird; dann wird er auf dem Filter in total 15 cm®
Ferri-Sulfatlosung aufgelost und mit einer Vakuumeinrichtung in einen
darunter stehenden Erlenmeyerkolben gesaugt, wobei wiederum mit
10 cm® Wasser nachgewaschen wird. Die Losung wird nun sofort titriert
mit einer, in Abweichung von der Originalvorschrift, nur 0,05prozen-
tigen Kaliumpermanganatlosung. Mit Hilfe des vorher festgestellten
Titers der Permanganatlésung wird nun der sog. Glukosewert berechnet,
d. h. es wird auf Grund einer eigenen Eichung errechnet, wieviel Milli-
gramm Glukose unter den angegebenen Bedingungen denselben Kalium-
permanganatverbrauch hiitten. Leider ist es nun nicht so, daB aus dieser
Messung direkt auf die Anzahl der gebildeten Aldehydgruppen geschlos-
sen werden konnte, da ja das im enzymatischen Zelluloseabbau gebil-
dete Endprodukt nicht bekannt ist. Merkwiirdigerweise sind aber fiir die
gebildeten Kupferoxydulmengen nicht nur die Aldehydgruppen wesent-
lich, sondern auch die Struktur des Zuckers. So verhalten sich zum Bei-
spiel gleiche Mengen Glukose und Mannose nicht gleich, obwohl sie
natiirlich gleich viel Aldehydgruppen enthalten. Auch die beiden Di-
saccharide Maltose und Zellobiose, die sich nur in der a- resp. f-gluko-
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sidischen Bindung ihrer Glukosereste unterscheiden, ergeben in gleicher
Konzentration vollig verschiedene Glukosewerte (Pringsheim,
1932). Dazu kommt noch die Tatsache, daB sich die Glukosewerte von
‘Mischungen verschiedener Zucker, wie bereits erwithnt (S. 231), nicht
additiv aus den Werten fiir die einzelnen Zucker ergeben. Da beim
Abbau einer Zelluloselosung neue Aldehydgruppen gebildet werden und
damit der Glukosewert ansteigt, 148t sich dieser aber trotzdem als MaR
fiir die Enzymaktivitit verwenden. :

4. Zuckerchromatographie

Da es fiir die qualitative Beurteilung der Enzymreaktion sowie zur
quantitativen Auswertung der Zuckerbestimmungen interessant ware,
die Endprodukte des Zelluloseabbaues zu kennen, wurde versucht, diese
mit Hilfe der Papierchromatographie zu bestimmen. Verwendet wurde
das Verfahren von Stoll und Riiegger (1952) und die Anordnung
von Hellmann (1951). Dabei wird der Zucker in das entsprechende
p-Nitrophenylhydrazon iiberfithrt und dieses auf das Filtrierpapier ge-
bracht. Das Wandern dieser gelb gefdrbten Verbindung kann direkt
beobachtet werden. : '

5. Osmometrie

Demselben Ziel der Bestimmung der Abbauprodukte diente auch
die Messung mit einem selbst gebauten Osmometer. Bekanntlich kann
aus dem osmotischen Druck einer Losung bei bekannter Konzentration
des gelosten Stoffes dessen Molekulargewicht errechnet werden nach

k-R-T ]
P ‘
k = Konzentrat des gelosten Stoffes in g/Liter
m = Molekulargewicht
T = absolute Temperatur
P = osmotischer Druck in Atm.

Jis Atm. - Liter
R 0,082 e e

Da beim fermentativen Abbau der CMC notwendig als Spaltstiicke
die entsprechenden Mono-, Di-, Trisaccharide usw. entstehen miussen
und sich deren Molekulargewicht berechnen 148t, kann aus dem Dbe-
stimmten Molekulargewicht umgekehrt auf die GréBe der Spaltstiicke
geschlossen werden. Die iibliche Methode zur Demonstration eines
osmotischen Druckes, bei der die Steighohe einer Fliissigkeit beobachtet
wird, ist hier unpraktisch, da dabei die zu messende Fliissigkeit ver-
diinnt wird. So wurde eine Anordnung gewihlt, bei der die Messung bei
einem konstanl gehaltenen Volumen der MeBlosung erfolgt (Figur 3).
Die zu messende Zelluloselssung befindet sich in der Glocke G. Diese ist

der Formel m =
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‘unten dicht durch eine zwischen zwei Plexiglasscheiben * gespannte,
aber auswechselbare Membran (Stiick aus einem kéuflichen Dyalisier-
schlauch) abgeschlossen gegen ein Ionenaustauscherwasser enthalten-
des Becherglas. Oben an die Glasglocke wird eine gebogene Kapillare
angeschlossen, die bis an das Quecksilberniveau bei M ebenfalls mit der
Untersuchungslosung gelfiillt ist. Durch einen langen, mit Quecksilber

o
o
5 2
S
Figur 3

Schema des Osmometers
D Dialysiermembran . M Marke
G Glasglocke S Schlauchschlinge
O Offnung z. Druckausgleich R Glasrohr
K Kapillare H Héhendifferenz des Hg

gefiillten Schlauch S ist diese Kapillare mit dem Glasrohr R verbunden.
Nach Fiillung und ZusammenschlieBung des Geriites stellen sich bei
Offnung des Stopfens O die Quecksiberniveaus in K und R auf dieselbe
Hohe, die mit M markiert wird, ein. Nun wird die Glocke in das Becher-
glas eingetaucht und O verschlossen. Der osmotische Druck treibt nun

1 Die obere Scheibe wurde mit Araldit (Cibé) auf die Glasglocke gekittet, die
untere mit der oberen verschraubt.
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die Quecksilbersiule in K abwiirts, aber dadurch, daB auf die Schlauch-
schlinge S, die zwischen zwei Brettern liegt, ein Druck ausgeiibt wird,
wird das Niveau in K konstant auf M gehalten, wihrend es in R an-
steigt. Bei Erreichung des Gleichgewichtes, das sich dadurch anzeigt,
daB das Niveau in K auch ohne weitere Verstirkung des Druckes auf S
stehen bleibt, wird die Hohendifferenz H der beiden Quecksilberniveaus
abgelesen. Dieser Druck in mm Hg wird in Atm. umgerechnet und ist
direkt gleich dem osmotischen Druck der zu untersuchenden Losung.

Scheinbar kann dieser Wert viel einfacher ermittelt werden durch
Messung der Siedepunkiserhohung oder noch besser der Gefrierpunkts-
erniedrigung der zu untersuchenden Losung: Diese beiden Effekte sind
aber, da meistens nur mit einer 1prozentigen CMC-Losung gearbeitet
wurde, viel zu gering fiir eine exakte Messung. Im besten Falle kénnte
ja aus der 1prozentigen CMC-Losung (abgesehen von der den Effeki
noch verringernden Substitution) eine 1prozentige Glukoselosung ent-
stehen; diese wiirde eine Siedepunktserhéhung von 0,028° C oder eine
Gefrierpunktserniedrigung von 0,11° C zeigen, wihrend der osmotische
Druck derselben Losung bei 20° C 1016 mm Hg betragt.

Experimentelle Ergebnisse
1. Das Substrat .

TFiir die nachfolgenden Messungen ist es vor allem wichtig, den
Zusammenhang zu kennen zwischen der Konzentration und der Visko-
sitit der verwendeten CMC-Losungen. Da die Viskositit von CMC-
Losungen mit Sicherheit und die Enzymreaktion sehr wahrscheinlich
pH-abhangig sind, wurden alle Versuche in einem gepufferten Milieu
durchgefiihrt, und zwar wurde ein Zitratpuffer gewihlt (14.7 ¢ Zitronen-
siure + 6,8 ¢ Atznatron), der zusammen mit den 10 g Zellulose pro
Liter ein pH von 5,4 bis 5,6 ergibt. Dieses pH wird in der Literatur
(Reese, 1952 a, S. 346) als optimal fiir den Zelluloseabbau mit Pilz-
enzymen bezeichnet. Die Zelluloselosung wird im einzelnen folgender-
maBen hergestellt: Die Zellulosemenge wird sehr genau abgewogen
(Hercules CMC ist ein weiBes, mehliges Pulver), meistens 40 g, dann
wird sie in sehr kleinen Portionen unter stindigem Schiitteln in 1,5 Liter
kaltes Ionenaustauscherwasser geschiittet. Auch bei grofter Vorsicht bil-
den sich dabei kleinere Klumpen. Nun wird die Losung auf dem Wasser-
bad aufgekocht und 30 Minuten kochen gelassen, wobei mit einem elek-
trischen Rithrwerk kriiftig geriihrt wird. Dann wird die Lésung 12 Stun-
den in ecinen Thermostaten von 50°C gestellt und dann auf 20°
abgekiihlt. Sie ist jetzt vollig homogen und sehr dickfliissig. Nun wird
sie im MaBkolben mit Ionenaustauscherwasser auf 2 Liter ergénzt und
darauf mit 2 Liter Pufferlésung versetzt, die natiirlich' doppelt so kon-
zentriert angesetzt wird, wie oben fiir die Endkonzentration angegeben.
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Beide Losungen werden durch langes, kréftiges Schiitteln sehr gut ver-
mischt und dann noch durch ein Glasfilter Nr. 2 gesaugt. Diese letzte
MaBnahme dient als Sicherung, daB8 keinerlei Kliimpchen, die natiirlich
die Viskosititsmessung wesentlich verfilschen wiirden, zuriickbleiben.
Die Losung ist nun gebrauchsfertig. Sie halt sich ohne Viskositétsver-
anderung mindestens drei Wochen, falls sie bei 0° C autbewahrt wird.

Von einer genau gleich hergestellten, aber 2prozentigen Losung
wird nun mit Pufferlésung eine Verdiinnungsreihe hergestellt, und dann
werden die verschiedenen Viskositdtswerte gemessen. Wie wir aus
Figur 4 sehen, ist der Log. der Viskositit beinahe linear abhéingig von
der Konzentration der CMC-Lésung. Die elektrometrisch gemessenen pH-
Werte sind dank der Pufferung vom CMC-Gehalt beinahe unabhiingig.
Sie bewegen sich zwischen pH 5,57 fiir den reinen Puffer, pH 5,60 fiir
eine Losung von 1 g CMC pro 100 cm® und pH 5,64 fiir 2 g CMC pro
100 cm®. Die Dichte, deren genauer Wert fiir die Ermittlung der Visko-
sitiit ebenfalls benétigt und mit einem Pyknometer gemessen wird, steigt
mit steigendem CMC-Gehalt, und zwar von 1,009 fiir den reinen Puffer
bis 1,025 fiir 2 g CMC pro 100 cm®. :

Es mufBl ausdriicklich betont werden, da8 die hier angegebenen
Viskosititswerte (nicht aber die Dichte- und pH-Werte) nur Beispiele
sind. Sie lassen sich merkwiirdigerweise auch bei genau standardisierter
Herstellung der CMC-Lésungen nicht reproduzieren, sondern schwanken
bei gleich hergestellten Losungen um namhafte Betrige. Deshalb muB
fiir jeden frischen Zelluloseansatz in der spiter zu beschreibenden Weise
eine neue Eichkurve aufgestellt werden. Es wurde zuerst vermutet, daB
diese Viskositdtsschwankungen auf Schwankungen des Wassergehaltes
der eingewogenen CMC-Menge beruhen. Diese Fehlerquelle konnte
jedoch ausgeschlossen werden dadurch, daB die Zelluloseproben bis zur
Gewichtskonstanz iiber Schwefelsiure getrocknet wurden, sowie da-
durch, daBl jeweils mehrere Ansitze unmittelbar nacheinander abgewo-
gen und gelost wurden. Keine der beiden Mafinahmen vermochte jedoch
eine Besserung zu erzielen. Auch ohne Riithren nur durch Erwirmung
‘hergestellte oder ohne Erwarmung nur durch Riihren hergestellte sowie
nicht durch ein Glasfilter gesaugte Losungen ergaben keine konstante
Viskositit. Dieser Ubelstand, der darum zu beseitigen versucht wurde,
weil er es verunmdoglicht, zeitlich weit auseinanderliegende Messungen
miteinander zu vergleichen, rithrt wahrscheinlich von einer inneren
Struktur der kolloidalen Losung her (daher ja auch die Thixotropie),
die auch bei noch so sorgfiltig standardisierter Herstellung nie zweimal
genau gleich ausfiilllt und offenbar die Viskositiit erheblich beeinfluBt.

Diese Verdiinnungsreihe soll auch noch die Wirkung einer zellulase-
haltigen Kulturlosung zeigen (als Zellulase wird hier und im folgenden
jedes eine Zellulose oder ein Zellulosederivat abbauende Ferment be-
zeichnet). Dazu werden in je 40 cm® der verschieden konzentrierten
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CMC-Losungen 1 cm?® einer 1:50 verdiinnten Kulturlosung von Asper-
gillus giganteus einpipettiert und genau 36 Stunden in einen Thermo-
staten von 50° C gestellt, darauf sofort auf —5° C gekiihlt, dann einzeln
auf 20° vorgewidrmt und erneut im Viskosimeter gemessen (s. Figur 4).
Es ist interessant, zu sehen, da die Kurven nach der Zugabe von Kul-
turlosung die gleiche Gestalt aufweisen wie vorher, nur daB die Werte
jetzt wesentlich niedriger liegen. Es f#llt dabei vor allem auf, wie auBer-
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CMC-GEHALT :

Figur 4
Abhangigkeit der Viskositit vom Gehalt einer Losung
an Carboxymethylzellulose wvor (cbere Kurvenschar)
und nach (untere Kurvenschar) dem enzymatischen Ab-
bau durch Kulturlésung von Aspergillus giganteus

o O Gemessen mit Kugel 2 :
O 0 Gemessen mit Kugel?)} bei 200 C
A A Gemessen mit Kugel 4

ordentlich wirksam das Ferment in der Kulturlésung sein muf}, um in
einer Verdiinnung von 1: 50 zum Beispiel bei der 2 g CMC pro 100 cm®
enthaltenden Losung eine Viskosititsabnahme von 73 %o zu bewirken
(die 1: 50 verdiinnte Kulturldsung wird ja im ReaktionsgefiB nochmals
1:40 verdiinnt, so daB die Fermentkonzentration in der CMC-L6sung
2000mal geringer ist als in der urspriinglichen Kulturlosung).

Der Gedanke, irgendeine zahlenmiBige GesetzmiBigkeit fiir die
Viskosititsabnahme zu suchen, liegt nahe. Die bereits oben erwihnte
prozentuale Abnahme der Viskositit nimmt von 73 % bei einer Kon-

16 241



zentration von 2 g CMC pro 100 cm® Losung kontinuierlich ab bis zu
15 %6 bei 0,5 g CMC pro 100 cm® Losung. Versucht man, den Abbau als
scheinbare Verdiinnung der CMC-Lésung aufzufassen, und bildet den
Quotienten «Konzentration vor der Enzymzugabe» und «scheinbare
Konzentration nach der Enzymzugabe», so steigt dieser von 1,4 bei einer
2prozentigen CMC-Losung zunichst sehr langsam auf 1,6 bei der
0,6prozentigen Losung, auf 1,9 bei der 0,2prozentigen Losung und dann
sehr rasch auf 3,7 bei der 0,05prozentigen L.osung. Irgendeine Konstante,
mit der sich der Abbau qualitativ erfassen ldBt, konnte jedoch nichi
gefunden werden.

Der pH-Wert der CMC-Losungen wird dank der Pufferung durch
die Zugabe der Kulturlésung nicht veridndert; die Dichte variiert, be-
dingt durch die geringfiigige Verdiinnung der CMC-Losung, nur so
wenig, dal die Abweichung vernachlissigt werden kann.

2. Zeitlicher Verlauf des Abbaues

Der nichste zu untersuchende Punkt ist der zeitliche Verlauf des
Zelluloseabbaues bei verschiedenen Temperaturen. Figurb zeigt den
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Figur 5

Aspergillus giganteus
Zeitlicher Verlauf der Viskositdtsabnahme bei verschiedenen Re-
akticnstemperaturen (dargestellt durch die Abnahme der Fallzeit
von Kugel 3). MeBlosung 2°s Carboxymethylzellulose gepuffert
auf pH 5,4. Enzymlosung: 1 em?® Kulturlosung verdiinnt 1:5
] 052000 7 A BOo

Abbau bei 20° C, wobei der Abbau direkt im Viskosimeter vorgenommen
wurde. Es fiallt auf, daB die Viskositat anfangs sehr rasch, nach etwa
7 Stunden aber nur noch ganz allmihlich abnimmt. Der Kurvenverlauf
lieBe vermuten, daB sich bei logarithmischem Auftragen der Zeitskala
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eine Gerade ergibe. Dies ist aber nicht der Fall. Auch wenn fiir die
Versuchsdauer ein zweifach logarithmischer MaBstab verwendet wird,
bleibt noch eine geringe Kriimmung der Kurve bestehen; immerhin kon-
nen wir sagen, daB die Viskositdtsabnahme dem zweifachen Logarith-
mus der Einwirkungsdauer nahezu proportional ist, sogar vollig pro-
portional bis zu einer Versuchsdauer von 1!/2 Stunden. Als Endwert
wird hier derjenige Viskosititswert bezeichnet, der sich innerhalb fiinf
Stunden nicht mehr wesentlich (mehr als 1 %) veréindert; ein vélliger
Stillstand des Abbaues tritt auch nach 120 Stunden nicht ein (s. auch
Figur 13).

Wird der Abbau bei einer andern Temperatur durchgefijhrt, SO
ergibt sich eine Schwierigkeit daraus, daf Reaktions- und MeBtempe-
ratur nicht mehr zusammenfallen, da die letztere immer 20,00° C blei-
ben soll. Es mufl dann fiir jeden MeBwert ein frisches Kélbchen ver-
wendet werden, das bis zum Zeitpunkt der Messung auf der Reaktions-
temperatur gehalten, dann aber sehr rasch auf 20° G abgekiihlt wird. Es
zeigt sich, daB bei 50° C der Kurvenverlauf des Abbaues sehr dahnlich ist,
nur daB die Viskosititsabnahme noch wesentlich rascher erfolgt bzw.
der steile Kurvenast weiter hinabreicht (Figur5). So wird eine Abnahme
der Viskositit um 80 %% bei 50° C bereits nach 275 Minuten festgestellt,
bei 20° C aber erst nach 780 Minuten. Der nach einer lingeren Versuchs-
dauer erreichte Endwert ist jedoch fiir beide Reaktionstemperaturen
sehr dhnlich. So betrigt im vorliegenden Versuch die Viskosititsab-
nahme nach 75 Stunden bei 20° C 94,1 %o, bei 50° C 94,6 %6 der Anfangs—
viskositét.

Wenn man nun die Reaktion geniigend lange (in allen folgenden
Versuchen 36 bis 40 Stunden) dauern liBt, dann spielt die Reaktions-
temperatur nur eine unwesentliche Rolle, d. h. man kann auf einen sehr
genau schaltenden Thermostaten verzichten. Ebenso geht auch der wei-
tere Abbau nur noch sehr langsam weiter, so daB die unvermeidliche
Zeitdifferenz zwischen erster und letzter Messung einer Versuchsserie
vernachlissigt werden darf. Zur weiteren Sicherung wurden jeweils
gleichzeitig alle Kélbchen auf 0° G gekiihlt und nur die zur Messung
gerade bendétigten vor dem Einfiillen in das Viskosimeter wieder auf
20° C vorgewirmt.

3. Herstellung der Eichkurven

Zur quantitativen Enzymbestimmung benétigt man nun noch eine
genaue Eichkurve. Hier taucht die Frage auf, ob sich die zugegebenen
I'ermentmengen auf die GriBe des Endwertes auswirken oder nur
auf den Zeitraum, der bendotigt wird, bis der Endwert erreicht ist. Ein
Versuch, bei dem eine 2prozentige gepufferte CMC-Lésung mit verschie-
den verdiinnter, zellulasehaltiger Kulturlésung von Aspergillus giganteus
versetzt wird, zeigt, dal der Endwert bei geringerem Enzymgehalt erst
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spiter erreicht wird, aber auch wesentlich hoher liegt als derjenige der
weniger verdiinnten Kulturlésung (Figur 6). Als Losung mit dem héoch-
sten Enzymgehalt wird dabei direkt die (ungereinigte) Kulturlosung
verwendet. Die andern Losungen erhélt man aus dieser durch entspre-
chende Verdiinnung. Es werden je 2 cm® Enzymlosung einpipettiert in
ein Kélbchen mit 40 em® CMC-Losung und dieses bis zum Zeitpunkt der
Messung bei 50° C gehalten. Figur 6 zeigt, daB nach einer geniigend
langen Abbauzeit die Viskositit der CMC-Losung nur noch abhéngt von
der Konzentration der zugegebenen Enzymlésung. Damit ist die Mog-
lichkeit zur Aufstellung einer Eichkurve gegeben.

: |
o 5 10 15 ; 20 75Std
WIRKUNGSDAUER

Figur 6
Aspergillus giganteus
Abhiingigkeit des zeitlichen Verlaufs der Viskositédtsabnahme von der
Enzymkonzentration (Viskositit dargestellt durch die Fallzeit der
Kugel 3). MeBlosung: 290 CMC gepuffert auf pH 5,4. Reaktions-
temperatur 50°C :
&—<¢ Kulturlésung unverdiinnt

O O Kulturlésung verdiinnt 1: 5
A A Kulturlésung verdiinnt 1 : 25
@) O Kulturlésung verdiinnt 1 : 125

Da die absoluten Viskosititswerte sich doch nicht reproduzieren
lassen (s. S. 240), wird dazu eine beliebige Kulturlésung verwendet, von
der angenommen werden kann, daB sie eine moglichst hohe Enzym-
wirksamkeit besitzt, und der Enzymgehalt dieser Losung wird willkiir-
lich mit 1000 Einheiten/cm?® bezeichnet. Nun wird, da sich der logarith-
mische MaBstab zur kurvenmifigen Auftragung am besten eignet, eine
logarithmische Verdiinnungsreihe hergestellt, so daB die resultierenden
Losungen einen Enzymgehalt von 1000, 316, 100, 31,6, 10, 3,16 und 1

Enzymeinheit/cm?® enthalten, entsprechend der logarithmischen Reihe
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3, 2,5, 2, 1,5, 1, 0,5 und 0. Von diesen Enzymlosungen wird je 1 cm?® in
40 cm® der gepufferten 1prozentigen CMC-Lésung (MeBlosung) ein-
pipettiert. Nach 38stiindigem Stehen bei 50° C wird die Viskositdt der
CMC-Losungen gemessen und in Abhéngigkeit vom Logarithmus des
Enzymgehaltes aufgetragen (Figur 7). Wiirde fiir den Enzymgehalt ein
linearer MaBstab gewihlt, so ergibe sich eine Kurve sehr dhnlich der-
jenigen des zeitlichen Verlaufes der Viskosititsabnahme, d. h. es wiren
zu ihrer Bestimmung sehr viel mehr Punkte notwendig. Bei dem ver-
wendeten logarithmischen Maf3stab ergibt sich zwar keine Gerade, aber
in dem fiir die Messung am meisten verwendeten mittleren Bereich ist
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Figur 7
- Aspergillus terreus

Eichkurven fiir zwei verschiedene Anséitze an Carboxymethyl-
zellulose

O O Versuch 7, Kugel 3
O 0O Versuch 7, Kugel 2
A A Versuch 25, Kugel 2

die Kriimmung nur sehr gering und die Kurve daher durch wenige
Punkte bestimmbar. Die Kriimmungen fiir die hohen und tiefen Enzym-
konzentrationen sind zwar fiir jede frisch angesetzte CMC-Lésung an-
ders, aber doch gesetzméBig. Wird néimlich die Abszisse so verzerrt, da
die Kurve in eine Gerade iibergeht (vollig ungleichméBige Verzerrung),
so ergibt in diesem Schema auch jede neue Eichkurve eine Gerade.
Betrachtet man auch hier wieder den enzymatischen Abbau der
CMC als scheinbare Verdiinnung der Losung, d. h. setzt man voraus,
daB nicht gleichmiBig alle CMC-Molekiile angegriffen werden, sondern
daB die Molekiile der Reihe nach, und zwar jeweils vollstindig, abgebaut
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werden, und vernachlissigt man zudem die Viskositiit der entstehenden
Abbauprodukte (die Viskositit z.B. einer 1prozentigen Zellobiose-
Loésung ist nur sehr wenig hoher als diejenige von reinem Wasser), so
1é8t sich leicht aus der Eichkurve und der Verdiinnungsreihe (Figuren 7
und 4) berechnen, wieviel CMC bei jeder Enzymkonzentration abgebaut
wird. Wie andere Autoren (z.B. Karrer, 1930) iibereinstimmend
aussagen, folgt der Abbau von umgeféllter Zellulose fiir nicht zu grofie
Enzymkonzentrationen und nicht zu lange Einwirkungszeiten der
Schiitzschen Regel, d. h. die Menge des abgebauten Substrates ist pro-
portional der Quadratwurzel aus der Enzymkonzentration. Tabelle 2
zeigt nun, daB bis zu einer Enzymkonzentration von 100 Einheiten/cm®
die nach der genannten Voraussetzung abgebauten CMC-Mengen und
die nach der Schiitzschen Regel zu erwartenden Mengen auch hier be-
friedigend {ibereinstimmen.

Die Genauigkeit der Mefpunkte wurde mehrfach tiberpriift. Vor-
kommende Streuungen werden vor allem bedingt durch drei Faktoren,
die einzeln untersucht werden konnen. Der erste ist die Streuung der
MeBwerte fiir dieselbe Losung. Da jede Messung dreimal wiederholt
wird (die erste Messung 10 Minuten nach dem Einfiillen der Lésung in
das Viskosimeter, die zweite nach weiteren 6 Minuten, die dritte nach
nochmals 3 Minuten), ergeben sich als MeBwerte jeweils Mittelwerte.

Tabelle 2

Wirklicher und nach der Schiitzschen Regel zu erwartender CMC-Abbau
Totalgehalt der Losung = 2 g CMC/200 cm?

Abgebaute CMC-Menge in g/200 cm3

Fozpmdinhelten berechnet aus der berechnet nach der
Viskositdatsabnahme Schiitzschen Regel

1 0,06 0,10

3,16 0,22 0,18

10 0,30 : 0,33

31,6 0,581 : 0,581

100 1,02 1,03

316 1,32 1,83

1000 1,54 3,26

Diese Mittelwerte sind auf 0,2 Sekunden genau reproduzierbar. Ihr
maximaler Fehler betrigt also bei einer Fallzeit von 20 Sekunden 1 %b.
bei einer solchen von 200 Sekunden 0,1 %s. Den zweiten Streuungsfaktor
bildet die UngleichmiBigkeit des Zelluloseabbaues in verschiedenen An-
satzen mit derselben Enzymlosung. Hier betragen die Mittelwerte der
Fallzeit fiir Kugel 2 an vier gleich gefiihrten CMC-Losungen zum Bei-
spiel 43,43 Sekunden, 43,03 Sekunden, 43,30 Sekunden und 43,13 -Se-

! Dieser Wert wurde als Grundlage dem gemessenen Betrag gleichgesetzt.
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kunden. Der Mittelwert betrdgt also 43,22 Sekunden. Die Standard-
abweichung des Einzelwertes ist 0,18 Sekunden = 0,42 %, diejenige des
Mittelwertes 0,09 Sekunden = 0,21 %. In dieser GréBenordnung bewe-
gen sich auch die Resultate aller weiteren Versuche. Bei Enzymbestim-
mungen an Kulturlésungen kommen dazu als dritter Fehlerfaktor noch
die Zeichen- und Ablesefehler der Eichkurve. Um die Genauigkeit zu
erh6hen, wurde deshalb die zu messende Kulturlosung hiaufig in zwei
verschiedenen Verdiinnungen einpipettiert und fiir beide der Enzym-
gehalt bestimmt. Dadurch fillt die Ablesung an zwei verschiedene
Punkte der Eichkurve. Die erhaltenen Werte stimmten jedoch sehr be-
friedigend miteinander iiberein (Abweichung innerhalb 1 %s).

Mit einer so hergestellten Eichkurve kénnen nun die Enzymwirk-
samkeiten verschiedener Kulturlosungen quantitativ miteinander ver-
glichen werden. Dies gilt allerdings nicht mit derselben Sicherheit fiir
die Enzymmengen. Es ist moglich, daB zwei Losungen gleicher Enzym-
wirksamkeit einen verschiedenen Enzymgehalt aufweisen, falls minde-
slens eine davon weitere, die Enzymwirksamkeit beeinflussende Stoffe
(Aktivatoren oder Paralysatoren) enthilt.

4. Enzymbildung durch verschiedene Pilze

Es wird die Enzymproduktion von fiinf verschiedenen Pilzen unter
gleichen Kulturbedingungen gepriift. Die Pilze werden in Fernbach-
kolben kultiviert in 200 cm® einer Nihrlosung, die 0,1 % NH,NO.,
0,15 %o KH,PO,, 0,02 %0 MgSO, - 7H,O und 0,4 %o CMC 70 Med. enthilt.

Tabelle 3
Zellulasebildung durch verschiedene Pilze
Versuchsdauer: 50 Tage, Temp. 30° C

Enzymgehalt in Einheiten/cm?
i Mittelw"ert
ohne mit- perFila
Bierwiirze Bierwiirze
53 Ly ; 0
Nihrlgsung ungeimpft . . .. — <o 0 0
Penicillium patulum NCTC | wenige 2(}_) 22 39
iy ; 130 83
P LI 1
enicillium spec, K 47 sehr wenige 135 70 05
3 . 430 480
A lus terreus........ 463
spergillus terreus viele 450 490
. ; . 470 485
Aleurisma carnis.......... viele AT5 485 479
‘ ol e . 470 500
Aspergillus giganteus . . ... 0
spergillus giganteus sehr wenige 490 500 49
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Zusitzlich werden der Hilfte der Kulturen noch Bierwiirze (1 cm®/
200 cm®) zugegeben. Je zwei Kolben werden gleich gefiihrt. Nach dem
Sterilisieren der Kolben im Autoklav werden sie mit /2 cm® einer
Sporensuspension beimpft und bei 30°C im Thermostaten gehalten.
Nach 50 Tagen wird die Enzymwirksamkeit gemessen (Tabelle 3).
Es zeigt sich dabei, dal die Enzymproduktion verschiedener Pilze sehr
stark variiert. Von den fiinf untersuchten bilden Aspergillus terreus,
Aleurisma carnis und Aspergillus giganteus, die sich bereits im Filtrier-
papierversuch als starke Zellulosezerstorer erwiesen, die grofiten Enzym-
mengen. Durch die Zugabe von Bierwiirze zur Kulturlosung wird die
Enzymproduktion bei vier Pilzen etwas erhoht.

5. Zeitlicher Verlauf der Enzymbildung in Abhingigkeit von Pilzart
und Kultivierungstemperatur

Drei verschiedene Pilze werden in derselben Nahrlosung wie im
letzten Versuch kultiviert, mit dem Unterschied, daB die CMC-Konzen-
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Figur 8
Aspergillus giganteus
Einfluf} der Ziichtungstemperatur auf die enzymatische
Wirksamkeit der Kulturlésung

tration auf 0,5 %o erhéht wird. In ‘den angegebenen Abstinden werden
den bei 30° C gehaltenen Kulturen steril zirka 2 em® Kulturlosung ent-
nommen und ihr Enzymgehalt gemessen. Die angegebenen Werte sind
jeweils Mittel aus zwei Kulturen, wobei die Kulturlésung jedes Kolbens
bei zwei Konzentrationen gemessen wird. Tabelle 4 zeigt sehr deutlich,
daB die Abhingigkeit des Enzymgehaltes von der Pilzart mit der Kultur-
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dauer variiert. So zeigt bis zum. 10. Tag Aspergillus terreus wesentlich
hohere Werte als Aspergillus giganteus, wihrend nach 34 Tagen der
letztere deutlich mehr Enzym bildet.

Tabelle 4
Zeitlicher Verlauf der Enzymbildung bei drei verschiedenen Pilzen
(Mittelwerte aus je 2 Kulturen in relativen Einheiten des Enzymgehaltes)

Kulturdauer in Tagen 0 4 6 8 10 34

0 0 0 0 0

0,1 0,1{ 0,75 1.8 31
91 176 1208 197 323
7,5 | 90,5138 159 496

Unbeimpfte Nihrlosung ..

Penicillium patulum . ... ..
Aspergillus terreus. . .. .. ..
Aspergillus giganteus ... ..

coo Q@

In weiteren Versuchen wird der EinfluB der Temperatur auf die
Enzymbildung untersucht. Kulturen von Aspergillus giganteus werden
auf derselben Nihrlosung gezogen wie im vorigen Versuch. Nach der
Impfung werden jeweils drei Kolben auf gleicher Temperatur gehalten
und periodisch der Enzymgehalt der Kulturlosung bestimmt (Figur 8).
Nach 36 Tagen wird der Versuch abgebrochen, da dann bereits die ge-
bildeten Sporen auszukeimen beginnen und ein sekundéres Mycel bilden.
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Aspergillus terreus-

Versuch 87: Enzymatische Wirksamkeit der Kulturlosung und Mycelbildung
bei Zucker oder Zellulose als Kohlenstoffquelle. Kultur 40 Tage bei 300 C

@) O Enzymwirksamkeit auf Zellulose (CMC)
A A Enzymwirksamkeit auf Glukose

(o) O Myeceltrockengewicht auf Zellulose (CMC)
jay A Myeceltrockengewicht auf Glukose




6. EinfluB der Kohlenstoffquelle auf die Enzymbildung

Nach der Literatur soll die Zellulasebildung rein adaptiv erfolgen
(Euler, 1928; Reese, 1952a; Sumner, 1951), d. h. nur dann,
wenn dem Pilz keine andere C-Quelle zur Verfiigung steht als Zellulose.
Eigene Versuche zeigten jedoch, da das Enzym sowohl dann gebildet
wird, wenn die Nihrlosung Glukose und Zellulose enthilt, als auch,
wenn dem Pilz nur Glukose gegeben wird.

Zur genaueren Untersuchung werden Kulturen von Aspergillus
terreus auf derselben mineralischen Nihrlésung wie in den vorigen
Versuchen gezogen, wobei die Kohlenstoffquelle variiert wird. Die Kul-
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Figur 10
Aspergillus terreus
Versuch 63: Relative enzymatische Wirksamkeit der Kulturlosung bei
Glukose oder Zellulose als Kohlenstoffquelle
Gleiche Versuchsbedingungen wie in Figur 9; die Enzymwirkung
ist auf das Myceltrockengewicht bezogen (Einheiten/100 mg)

turen werden nach 40 Tagen Wachstum bei 30° C abgebrochen und der
Zellulasegehalt der Kulturlésung sowie das Trockengewicht des Pilzes
bestimmt. In zwei Versuchsserien wird dem Pilz nur CMC resp. nur
Glukose zur Verfiigung gestellt, und zwar in Konzentrationen von 0 bis
20 g/Liter. Figur 9 zeigt deutlich, daB Aspergillus terreus auf CMC mehr
Zellulase produziert als auf Glukose, besonders bei mittleren Konzen-
trationen der Kohlenstoffquelle. Bemerkenswert ist diese erhohte En-
zymproduktion besonders dann, wenn man sie in Beziehung setzt zu
den entsprechenden Trockengewichten (Figur 10). Diese sind, wie
Figur 9 und Tabelle 5 zeigen, bei CMC als Kohlenstoffquelle viel geringer
als bei Glukose, so daB§ also die groBlere Enzymmenge auf CMC von sehr
viel weniger Pilzsubstanz gebildet wird. Wir sehen daraus, dafi zwar
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Zellulose als Substrat die Zellulasebildung stark fordert; von einem rein
adaptiven Ferment kann man aber nicht sprechen, da es offensichtlich
auf andern Kohlenstoffquellen ebenfalls gebildet wird.

—200

mg

=750

=100

ENZYMWIRKSAMKEIT

TROCKENGEWICHT

1
0 Q.1 a2 a3 04 0.5 % GLUKOSE
0.5 04 0.3 0.2 0.1 0 °%CMC

I 1

Figur 11
Aspergillus terreus
Enzymwirkung und Mycelbildung in Abhiingigkeit vom Ver-
héltnis der Carboxymethylzellulose zur Glukose in der Kultur-
losung. Kultur: 50 Tage bei 300 C

a O O absolute Enzymwirksamkeit
b A A Mycelgewicht
¢ O .relative Enzymwirksamkeit (¢ = 100 {»)

Tabelle 5
Aspergillus terreus
Versuch 87: Enzymbildung und Trockengewicht in Abhiingigkeit von der
Kohlenstoffquelle
Kulturdauer: 40 Tage bei 30° C

Enzym- Mycel- Enzymeinheiten

Eplastutqils einheitg,n/c]n3 trockesrfxcgewicht pro 1%0 :ng lfl;ecel
0,5% CMC......... 570 | 25 mg 2280
- 0.5% Glukose ... .. 235 - 185 mg 127
L 090ACMG 5 v 530 40 mg 1325
1,09, Glukose ..... 200 385 mg 52
2,0% CMC ........ 720 65 mg 1110
2,09 Glukose ..... : 610 731 mg 83
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Interessant ist auch der Verlauf von Enzymbildung und Trocken-
gewicht, wenn Glukose und CMC nebeneinander geboten werden. Die
den vorigen parallel gefiihrten Kulturen der nichsten Versuchsserie
enthalten alle total 5 g/Liter der Kohlenstoffquelle, wobei das Verhélinis
von Glukose zu CMC variiert wird (Figur 11). Die Enzymbildung nimmt
mit steigendem Glukosegehalt anfangs zu, was auf das ansteigende
Trockengewicht zuriickzufiihren ist. Wenn aber der CMC-Anteil unter
etwa 40 %o (d.h. unter 2 g/Liter) sinkt, nimmt trotz des steigenden
Trockengewichtes die Enzymkonzentration wieder ab. Wihrend also
das Trockengewicht des Mycels mit steigendem Glukosegehali stetig zu-
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x 3
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w100 —200
1
0 0.5 1 15 2 %

GLUKQSEGEHALT

Figur 12
Aspergillus terreus
Enzymwirksamkeit der Kulturlésung und Mycelgewicht in Abhingig-
keit von der Konzentration an Glukose bei konstantem Gehalt an
Carboxymethylzellulose (0,5 g/100 cm?)

a O O absolute Enzymwirksamkeit
b A A Mycelgewicht
.1 O relative Enzymwirksamkeit (¢ = 100 %)

nimmt, zeigt der Enzymgehalt ein Optimum bei 2 bis 3 g/Liter Zellulose
und einem Verhéltnis Zellulose : Zucker von 2/3 bis %/,.

Wihlt man als Totalgehalt der Kohlenstoffquelle 10 g/Liter statt
5 g/Liter, so liegen Enzymgehalt und Trockengewicht durchwegs héher,
der Enzymgehalt pro 100 mg Myceltrockengewicht etwas niedriger. Der
Verlauf der Kurven ist aber im iibrigen gleich wie bei 5 g/Liter. Wahrend
jedoch bei einem Totalgehalt von 5 g/Liter der CMC-Gehalt iiberall das
Trockengewicht steigert, liegt dieses bei einem Totalgehalt von 10 g/
Liter nur bis zu einem Glukosegehalt von 5 g/Liter hoher bei Anwesen-
heit von Zellulose. Bei einem héheren Glukosegehalt trigt also die dane-
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ben anwesende Zellulose nicht mehr zur Steigerung des Trockenge-
wichtes bei.

Eine weitere Variationsmoglichkeit besteht darin, daB die Zellulose-
menge konstant auf 5 g/Liter gehalten wird und dazu steigende Glukose-
mengen gegeben werden. Es zeigt sich dabei, da8 bis zu 5 g/Liter Glu- :
kose der Enzymgehalt ansteigt, dann aber konstant bleibt (Figur 12);
das Trockengewicht jedoch steigt an bis zu einem Glukosegehalt von
15 g/Liter. Da aber durch die Glukosezugabe -das Trockengewicht viel
starker gefordert wird als die Enzymbildung, nimmt der Enzymgehalt
pro 100 mg Myceltrockengewicht bei steigender Glukosekonzentration
stetig ab. '

7. Die Abbauprodukte
a) Papierchromatographie

Nach der Literatur entsteht beim Abbau nativer Zellulose zunéchst
iiber verschiedene Zwischenprodukte Zellobiose, wobei diese durch die
Zellobiase weiter gespalten wird zu Glukose. Hier vor allem muB nun
bei der Auswertung der vorhandenen Literatur scharf unterschieden
werden zwischen Untersuchungen, bei denen direkt mit Pilzen gearbeitet
wurde, und denjenigen, bei denen nur die Kulturlosung oder ein aus
dieser hergestelltes Enzympréiparat zur Anwendung gelangte. Im ersten
Fall (z.B. Walseth, 1952 a, S.231) kann Glukose als Endprodukt
tatsdchlich nachgewiesen werden. Da aber die Zellobiase nach verschie-
denen Autoren extrazellulir nicht gefunden wird (Reese, 1952a,
S.359; Siu, 1953, S.397) oder doch viel weniger stabil ist als die
Polyasen (Ziese, 1933, S.936), ist im zweiten Fall nicht mit einer
Hydrolysierung bis zur Glukose zu rechnen. Das kleinste von der Zellu-
lase eben noch angegriffene Polysaccharid ist nach iibereinstimmender
Auffassung die Zellohexaose (u.a. Bersin, 1938, S..61; Grass-
mann, 1933b; Janke, 1949, S. 435). Zellobiose konnte auch von
vielen anderen als Abbauprodukt nachgewiesen werden; unklar ist da-
gegen, ob der Abbau der Hexaose ausschlieBlich in Tetraose und Biose
erfolgt, oder ob auch eine Spaltung in zwei Triose-Molekiile moglich ist
und ebenso, ob jemals versucht wurde, auch Zellotetraose und -triose
nachzuweisen. Es liegt nun nahe, die Endprodukte papierchromatogra-
phisch zu trennen. Es muB allerdings auch hier eingewendet werden,
daf beim Abbau von Carboxymethylzellulose hdéchst wahrscheinlich
nicht Zellobiose oder Glukose entstehen kann, sondern hochstens
Carboxymethylzellobiose resp. -glukose. Da aber bei dem angegebenen
Substitutionsgrad der CMC von 0,75 von je vier Glukoseeinheiten eine
Glukose nicht substituiert ist, kénnte beim vélligen Abbau ein entspre-
chend empfindliches Verfahren den Nachweis der Glukose trotzdem er-
lauben. Dagegen kann keine unsubstituierte Zellobiose entstehen, falls
im CMC-Molekiil immer regelmiBig eine unsubstituierte Glukoseeinheit
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- auf drei substituierte Einheiten folgen. Es ist nun sehr fraglich, ob der
verwendete papierchromatographische Nachweis auch die entsprechen-
den Carboxymethylderivate erfaBt. Dieses Problem koénnte nur entschie-
den werden, wenn die entsprechenden Derivate als reine Produkte zur
" Verfiligung stiinden.

Als Methode wurde das Verfahren nach A. Stoll und A. Riieg-
ger (1952) verwendet, bei dem der Zucker in das entsprechende
r-Nitrophenylhydrazon iibergefiihrt und in dieser Form chromatogra-
phiert wurde. Gepriift wird eine stark abgebaute CMC-Losung, wobei
natiirlich darauf geachtet werden mu8, da8 als Enzymlésung eine Kul-
turlosung ohne Glukose verwendet wird. Zur Kontrolle werden einer
abgebauten und einer nicht abgebauten CMC-Ldsung verschiedene Men-
gen Glukose und Zellobiose zugegeben. 20 cm® dieser CMC-Losungen
werden dann im Vakuum eingetrocknet, in 0,5 cm® Wasser wieder
gelost, dann mit 4,5 cm® Methanol pro analysi versetzt, wobei die Zellu-
lose wieder ausféllt, der Zucker aber gelost bleibt. Dazu werden 2,5 cm?®
einer Losung von 0,5 g p-Nitrophenylhydrazin auf 20 cm® Eisessig gege-
ben und drei Stunden bei 30° C stehengelassen. Dann werden von den
gelb gefirbten Losungen mit einer Kapillarpipette je 2,9 mm?® auf das
Filtrierpapier aufgetropft und nach dem Verfahren von Hellmann
(1951) aufsteigend entwickelt. Als Entwicklungsmittel werden wasser-
gesittigter n-Butanol resp. i-Amylalkohol verwendet. Deutlich nachge-
wiesen werden kann nach diesem Verfahren die beigemischte Glukose
bis zu einer Konzentration von 10 mg/20 ecm® CMC-Lésung, d. h. bis zu
zirka 0,5 %o. Auch Zellobiose ist in derselben Konzentration noch sicht-
bar. Dagegen lidBt sich ohne Zuckerbeimischung bei der abgebauten
CMC-Loésung kein Endprodukt nachweisen. Da die gepriifte Losung
1 g/100 cm® CMC enthiilt, miiiten bei vélligem Abbau in den 20 cm?
200 mg Carboxymethylzellobiose oder -glukose resp. 50 mg nichtsubsti-
tuierte Glukose enthalten sein. Diese letztere miiBite also jedenfalls nach-
gewiesen werden konnen, falls sie iiberhaupt entstiinde.

b) Osmose

~ Nach dem auf Seite 237 angegebenen Verfahren kann der Abbau
der Zelluloselésung auch osmometrisch verfolgt werden. Da das Osmo-
meter und das Viskosimeter dasselbe Volumen haben, ist es besonders
aufschluBireich, den Abbau im Viskosimeter und im Osmometer neben-
einander unter denselben i#uBeren Bedingungen durchzufiihren.

Als MeBlosung wird eine reine, d. h. ungepufferte CMC-Losung ver-
wendet, die genau 1 g im Vakuum getrockneter CMC in 200 cm?® Losung
enthélt. Als Enzym wird 1 em?® einer durch Eindampfen 50fach konzen-
trierten Kulturlésung von Aspergillus giganteus verwendet. Abnahme
der Viskositit und Zunahme des osmotischen Druckes sind in Figur 13
dargestellt. Bevor die Kurven des osmotischen Druckes und der Visko-
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sitdtsdnderung miteinander verglichen werden, soll noch auf zwei prin-
zipielle Unterschiede aufmerksam gemacht werden. Im Viskosimeter
wird die Losung durch den MeBvorgang stindig geriihrt, was im Osmo-
meter nicht der Fall ist. Da aber die CMC- und die Enzymlosung vor
dem Einfiillen in die MeBinstrumente stark gemischt werden, der Abbau
also in der ganzen Losung gleichmiBig erfolgen sollte, diirfte dies auf
die MeBresultate keinen wesentlichen EinfluB haben. Bedeutsamer ist
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Figur 13

Aspergillus terreus
Zeitliche Anderung von Viskositit und osmotischem Druck
-withrend des enzymatischen Abbaues der
Carboxymethylzellulose

A A Viskositit, dargestellt durch die Fallzeit der
Kugel 2
< ¢ osmolischer Druck wihrend des Abbaues
¢} o «Einstellvorgang» des osmctischen Druckes an

einer fertig abgebauten CMC-Losung

die Tatsache, daB im Viskosimeter zu jedem Zeitpunkt die eben vorhan-
dene Viskositit gemessen wird, wihrend sich im Osmometer der ab-
gelesene Druck mit einer gewissen zeitlichen Verzogerung einstellt. In
der Figur 13 wurde deshalb ein Stiick des Einstellvorganges angegeben,
wie er erhalten wird, wenn in das Osmometer eine genau glelche aber
schon vollig abgebaute CMC-Loésung eingefiillt wird.

Beim Vergleich der Viskosimeter- und der Osmometerkurve fallt
vor allem auf, daB die Viskositit nach anfinglich sehr steilem Absinken
ihren Minimalwert nach 8 Stunden beinahe erreicht hat. Der osmotische
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Druck dagegen steigt sehr gleichméafig wihrend 24 Stunden. Da der-
selbe Druck bereits nach 12 Stunden erreicht wird, wenn eine fertig
abgebaute Losung in das Osmometer eingefiillt wird, kann angenommen
werden, daBl zur Einstellung wihrend des allméihlichen Abbaues hoch-
stens 6 Stunden benétigt werden, d. h. der maximale osmotische Druck
wird friihestens 18 Stunden nach Abbaubeginn erreicht. Diese Diskre-
panz laBt eine wesentliche SchluBifolgerung iiber den Abbauvorgang
selbst zu. Die Spaltung des Zellulosemolekiils konnte theoretisch auf
zwei verschiedene Arten erfolgen: Entweder werden von den beiden
Enden her kleine Gruppen abgespalten, oder die Kette wird in zwei klei-
nere Bruchstiicke geteilt, wobei diese weiter zerteilt werden, bis alle
Bruchteile ungeféhr gleichzeitig die GroBle des schlieBlich entstehenden
Abbauproduktes erreichen. Im ersten Fall, wo also das Molekiil nur all-
mihlich verkiirzt wiirde, miiite die Viskositiat nur langsam abnehmen,
ungefidhr im gleichen MaBle, wie der osmotische Druck zunimmt. Im
zweiten Fall aber werden die Molekiilketten sofort sehr stark verkiirzt;
die Viskositit muB also sehr rasch abfallen, wihrend auch in diesem
Fall pro Spaltung die Anzahl der Teilchen in der Lésung verdoppelt
wird, der osmotische Druck also kontinuierlich ansteigt. Dieser letzte
Fall ist aber nach Figur 13 der tatsichlich realisierte. Damit ist bewie-
sen, daB die etwa vertretene Ansicht (Bersin, 1938, S.61; Wal-
seth, 1952 a, S. 232), wonach analog dem Stirkeabbau durch g-Amy-
lase der Abbau der Zellulose so erfolgt, daB von den Molekiilkettenenden
her Zellobioseeinheiten abgespalten werden, zum mindesten im Fall der
Carboxymethylzellulose nicht stimmen kann. Der Zelluloseabbau mu8
vielmehr, wie bereits von Reese (1952 a) vermutet, analog dem Stiirke-
abbau durch a-Amylase so erfolgen, daB die Bindungen irgendwo in den
Ketten gelost werden, wodurch die rasche Abnahme der Viskositit,
bedingt durch eine momentane starke Verkiirzung der Ketten, verstind-
lich wird. Der Verlauf der Viskosititsabnahme im Vergleich zur Zu-
nahme des osmotischen Druckes zeigt aber auch noch die auch theo-
retisch zu erwartende Tatsache, daB die Erreichung der minimalen
Viskositit keineswegs das Ende des Abbaues anzeigt. Von einem gewis-
sen Grade der Molekiilverkiirzung an wirkt sich eine weitere Spaltung
der vorhandenen Teilchen nur noch unwesentlich auf die Viskositit aus.
Dieses Resultat wird spiter noch bestiitigt durch den Vergleich zwischen
Viskosititsmessung und Zuckerbestimmung (s. S. 258).

Eine quantitative Auswertung des osmotischen Enddruckes gibt
AufschluB iiber das durchschnittliche Molekulargewicht des Endpro-
duktes. Der maximal erreichte osmotische Druck betrug 155 mm Hg;
davon entfallen 3 mm Hg auf das Instrument infolge seiner etwas un-
symmetrischen Konstruktion, 19 mm Hg betrug der osmotische Druck
der zugegebenen Enzymlosung. Es bleiben also als Wert fiir die abge-
baute CMC-Losung 133 mm Hg (dieser Wert ist auf 1 mm genau repro-
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duzierbar!). Daraus berechnet sich nach der auf Seite 237 angegebenen
Formel das Molekulargewicht zu 687,3. Legt man der Berechnung der
theoretischen Molekulargewichte den von der Herstellerfirma der CMC
angegebenen mittleren Substitutionsgrad von 0,75 zugrunde, so stimmt
dieser Wert genau mit dem Molekulargewicht des Trisaccharids (686,5) -
Jliberein.

Da das angewandte MeBverfahren etwas ungewohnlich ist, sollen
kurz die moglichen Einwiinde diskutiert werden. Als erstes wire es
denkbar, daB ein Teil der Abbauprodukte durch die Membran austreten
kann und so ein zu niedriger osmotischer Druck angezeigt wird. Diese
Moglichkeit kann ausgeschlossen werden durch die Feststellung, da8
sich fiir die im Osmometer abgebaute Losung mit dem angegebenen
Zuckerbestimmungsverfahren genau derselbe Zuckergehalt ergibt wie
fiir eine gleichzeitig und unter denselben Bedingungen in einem Glas-
kolbchen abgebaute Losung, wihrend sich im Ionenaustauscherwasser
im Becherglas keinerlei Zucker nachweisen ld8t. Auch bleibt der End-
druck iiber mehrere Tage konstant, was nicht moglich wére, wenn ein
Teil der Endprodukte austreten kénnte. Diese letzte Feststellung ent-
kréftet auch den Einwand, daB im Verlauf des Abbaues die ja ebenfalls
aus Zellulose bestehende Membran geschiidigt wird. Es wiire auch mog-
lich, daB das Ferment durch die Osmometermembran dialytisch gespal-
ten und dadurch der Abbau gar nicht zu Ende gefiihrt wird. Auf
Seite 261 wird gezeigt werden, daB dies tatsichlich der Fall ist, wenn
die AuBenl6sung stindig erneuert wird und die Enzymlésung nur wenig
Zellulose enthélt und wenn zudem die Membranfliche verhéltnismaBig
sehr grof ist. Im vorliegenden Fall wird aber die Dialyse offensichtlich
durch die Adsorption des Fermentes an die Zellulose verhindert. Dies
wird belegt durch die Tatsache, daB die auBerhalb des Osmometers ab-
gebaute Zellulose, wo eine Dialyse nicht moglich ist, genau denselben
Endwert erreicht. Es muB noch iiberlegt werden, ob eventuell die Disso-
ziation der CMC (es handelt sich bei dem verwendeten Pr aparat ja um
das Natriumsalz der Carboxymethylzellulose) den osmotischen Druck
beeinflussen konnte. Ein solcher EinfluB wurde jedoch hier nicht er-
wartet, da es duBlerst unwahrscheinlich ist, daB§ die Dissoziation durch
den Abbau irgendwie beeinfluBt wird. Der osmotische Druck der nicht
abgebauten CMC-Losung ist aber sehr gering (2 bis 5 mm).

Es soll mit den vorstehenden Ausfithrungen nicht bewiesen werden,
daB das Abbauprodukt wirklich das entsprechende Trisaccharid ist. Der
osmotische Druck gibt ja nur das durchschnittliche Molekulargewicht
der Endprodukte an. Da aber auf Seite 253 gezeigt wurde, daB die
Zellobiose papierchromatographisch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen
werden kann, konnte dasselbe Durchschnittsmolekulargewicht auch
dadurch erreicht werden, daB das Di- und das Tetrasaccharid zu glei-
chen Teilen gebildet werden.
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¢) Zuckerbestimmiuingen

Der enzymatische Abbau der Zellulose kann nicht nur aus der Ab-
nahme der Viskositiit, sondern auch durch die Zunahme der Aldehyd-
gruppen titrimetrisch verfolgt werden. Nach der auf Seite 236 beschrie-
benen Zuckerbestimmungsmethode wird die Eichkurve genau gleich
hergestellt wie fiir die Viskosititsmessung, und es ist aufschluBireich,
diese zwei analogen Eichkurven miteinander zu vergleichen (Figur 14).
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Figur 14
Aspergillus giganteus
Abnahme der Viskositiit und Zunahme des Reduktions-
vermdgens (Zahl der Aldehydgruppen) einer 2%igen
Losung von Carboxymethylzellulose unter dem Einfluf§
der enzymatischen Wirkung verschieden verdiinnter
Kulturlésungen

O Viskositat
A Verbrauch an 0,05 %0 KMnO, bei der Bestim-

mung des Zuckers nach Bertrand j

o
A

Die Zunahme der Aldehydgruppen wird dabei in em*® KMnO,-Verbrauch
ausgedriickt, da dieser fiir kleinere Zuckerkonzentrationen proportional
der Zuckermenge ist, wie Kontrollversuche ergaben. Figur 14 zeigt, dafl
eine mefBbare Steigerung des KMnO,-Verbrauches erst bei einer Enzym-
konzentration eintritt, bei der die Viskositit bereits auf zirka 30 %o des
urspriinglichen Betrages gesunken ist. Dies weist wiederum darauf hin,
daB bei geringen Enzymkonzentrationen jedes CMC-Molekiil nur wenige
Spaltstellen aufweist, die zwar die durchschnittliche Molekiillinge und
damit die Viskositéit stark herabsetzen, wobei aber nur wenige Aldehyd-
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gruppen neu gebildet werden. Es entsteht so eine interessante Parallele
zum zeitlichen Verlauf des CMC-Abbaues, wie er auf Seite 255 beschrie-
ben wurde. :

Der Verlauf der Kurve zeigt ferner, daB geringe Enzymkonzentra-
tionen nur mit Hilfe der Viskosimetrie nachgewiesen werden kénnen,
wahrend hohe Enzymkonzentrationen besser von der Zuckerbestim-
mungsmethode erfaBt werden. Es wurde in der vorliegenden Arbeit
allerdings vorgezogen, stark konzentrierte Losungen so zu verdiinnen,
daf ihr Enzymgehait sich viskosimetrisch gut nachweisen lieB. Trotz-
dem wurden die viskosimetrisch erhaltenen Resultate haufig parallel
durch Zuckerbestimmungen nachgepriift, wobei sich immer eine gute
Ubereinstimmung ergab. Allerdings wiesen die Resultate der Zucker-
bestimmungen eine wesentlich gréBere Streuung auf.

Versucht man, die Resultate der Zuckertitration umzurechnen auf
Glukose oder Zellobiose, so findet man zum Beispiel im Falle des maxi-
malen Abbaues einer 1prozentigen CMC-Losung eine Glukosekonzentra-
tion von 0,84 %o oder eine Zellobiosekonzentration von 1,15 %o, wihrend
die Viskositéit von 155 cP auf 3,5 cP gesunken ist. Wiren Glukose oder
Zellobiose die einzigen Abbauprodukte, so wiirde dies heiBen, daB bei
einer so starken Viskosititsabnahme nur etwa ¥/,, der Zellulose abge-
baut wurde. Es scheint aber sehr unwahrscheinlich, daff eine nur zirka
10prozentige Verkiirzung der Molekiilketten eine so starke Abnahme
der Viskositat zur Folge haben kann.

8. EinfluB von Zuckern auf die Enzymaktivitit

Viele Enzymreaktionen werden durch die entstehenden Abbau-
produkte gehemmt. So berichten zum Beispiel Sumner (1951), Siu
1951 b und 1953) und Reese (1952b) auch, daB der enzymatlische Zel-
luloseabbau durch Glukose und Zellobiose gehemmt wird. Die eigenen
Versuche zu diesem Punkt werden so ausgefiihrt, daf zu je 40 cm?®
MeBlosung 0,5 cm® Kulturlésung von Aspergillus terreus gegeben wer-
den. Die Glukose resp. Zellobiose wird dann der MeBlosung entweder
unmittelbar vor Beginn oder erst nach beendigtem Abbau zugegeben.
Die zugegebenen Zuckermengen betragen 0,05g, 0,2 ¢, 0,8 g, 3,2 g/40 cm®,
was eine Zuckerkonzentration im Reaktionsgefid von 0,125, 0,5, 2 und
896 ergibt *. In keinem der F idlle, weder mit Glukose noch mit Zello-
biose, konnte dabei ein Unterschied in der Stirke des Abbaues festge-
stellt werden. Eine Hemmung durch Glukose oder Zellobiose tritt also
Jedenfalls unter den angewendeten Versuchsbedingungen nicht ein. Dies
laBt bis zu einem gewissen Grade wiederum darauf schlieBen, daB Glu-

!Reese (1952 b) beobachtete die Hemmung durch Zellobiose bereits bei einer

Konzentration von 2%. Reese (1952b)und Siu (1951b) stellten sie auch beim Abbau
von CMC fest.
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kose und Zellobiose nicht die Endprodukie der Reaktion sind, wenn
auch hier der Einwand berechtigt ist, da sich die carboxymethylierten
Zucker moglicherweise anders verhalten als die unsubstituierten.

Reinigung

1. Hitzebestindigkeit des Enzyms

Fiir genaue Versuche wéare es wiinschenswert, das uniersuchte
Enzym moglichst weitgehend zu reinigen. Den ersten Schritt dazu bildet
die Anreicherung durch Konzentration der Kulturlésung im Vakuum bei
etwa 40° C. Dieses einfache und etwas rohe Verfahren fiihrt allerdings
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Figur 15
Aspergillus terreus
Hitzeresistenz des geldsten und des getrockneten Fermentes
A A geldstes Ferment 0 O trockenes Ferment

zu einem gewissen Wirksamkeitsverlust. So enthielt zum Beispiel eine
Kulturlésung von Aspergillus terreus 990 Enzymeinheiten/cm?; nach der
Konzentration auf /,, des Volumens und darauffolgender Verdiinnung
mit Ionenaustauscherwasser auf die urspriingliche Menge konnten noch
540 Einheiten nachgewiesen werden. Dampft man die Kulturlosung
dagegen bis zur volligen Trockenheit ein und 16st dann den Riickstand
wieder im anfénglichen Volumen, so wird der Verlust dadurch nicht
weiter erhéht; der Enzymgehalt der Losung war ebenfalls 540 Einheiten/
cm®. Der eingetrocknete Riickstand hat aber den Vorteil, daB er ohne
Infektionsgefahr lange aufbewahrt werden kann und seine volle Wirk-
samkeit behilt, wenn er unter gutem VerschluB bleibt (er ist stark
hygroskopisch). Erstaunlicherweise ist dieser Riickstand auch sehr
hitzeresistent. Um dies genauer abzukliren, wurden im Erlenmeyer-
kolben je 0,5 cm® einer Kulturlésung von Aspergillus terreus im Vakuum
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tiber Schwefelsaure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und dann drei
Stunden lang im Trockenofen auf den in Figur 15 angegebenen Tempe-
raturen gehalten und danachihre Enzymwirksamkeit bestimmt. Figur 15
zeigt, daB das Ferment bei 70° C von der Hitze iiberhaupt nicht geschi-
digt wird. Bei Erhéhung der Temperatur fillt dann die Enzymwirksam-
keit steil ab und betréigt bei 100° C nur noch etwa die Hilfte. Bis 120° C
tritt kein weiterer Verlust mehr ein. Bei hoheren Temperaturen jedoch
wird das Enzym sehr stark geschidigt und bei etwa 160° C vollstindig
zerstort. Diese fiir ein Enzym erstaunlich hohe Hitzeresistenz zeigt sich
Jedoch nur in vollig trockenem Zustand. Enzymlésungen dagegen wer-
den schon durch dreistiindiges Erhitzen auf 70° C vollig inaktiviert.

2. Dialyse

Der einfachste Weg zur Beseitigung der anorganischen Bestand-
teile der Kulturlosung ist die Dialyse. Es wurden 175 cm® Kulturlésung
von Aspergillus terreus in einen 80 cm langen Dialysierschlauch ge-
bracht und in einer Wanne gegen 12,7 Liter reines Ionenaustauscher-

Tabelle 6
Aspergillus terreus
Abnahme der Enzymwirksamkeit einer Kulturlosung durch Dialyse

Losung Enzymeinheiten/cm3
Kulturlésung :
vor der Dialyse ............. 1930
nach 25 Stunden Dialyse ..... 250
nach 41 Stunden Dialyse ..... 81
Aufenlisung :
nach 41 Stunden . ........... 0

wasser dialysiert. Die urspriinglich stark gelbe Lésung wird dabei vollig
entfirbt und etwas triibe. Mit mikrochemischen Reaktionen konnten
nach 25 Stunden an Ionen nur noch Spuren von Mg** und SO,” nach-
gewiesen werden. Aber auch die Enzymwirksamkeit der Kulturlosung
nimmt sehr stark ab (Tabelle 6). Die Enzymabnahme durch die Dialyse
148t sich auf dreiArten erkldaren. Entweder dringt das Enzym als Ganzes
durch den Dialysierschlauch. Eine Uberschlagsrechnung unter Beriick-
sichtigung des Inhaltes von Dialysierschlauch und Wanne ergibt aber,
daB dann nach 25 Stunden die AuBenlésung 23 Enzymeinheiten/cm?
enthalten miiBtle, also ein Betrag, der sich ohne weiteres nachweisen
lieBe. Oder das Enzym wird gespalten; ein Teil diffundiert durch die
Membran. Hier 148t sich zeigen, daB die AuBenlésung, auch wenn sie
stark konzentriert wird, die Enzymwirksamkeit der dialysierten Kultur-
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l6sung nicht erh6ht. Dies beweist allerdings nicht, daB8 sie nicht trotz-
dem Teile des Enzyms enthilt, da ja bekannt ist, da bei der Dialyse
viele Enzyme irreversibel gespalten werden. Die dritte und wahrschein-
lichste Moglichkeit endlich besteht darin, daB ein groBer Teil des En-
zyms an die ebenfalls aus Zellulose bestehende Dialysiermembran ad-
sorbiert und dadurch der Loésung entzogen wird.

3. Ionenaustausch

Eine weitere Moglichkeit zur Reinigung der Kulturlésung von an-
organischen und organischen Ionen besteht in den lonenaustausch-
reaktionen. Dazu werden zwei Kolonnen, die eine mit Kationenaustau-
scher (Amberlite IR-120) in der H"-Form, die andere mit Anionenaus-
tauscher (Amberlite IRA-410) in der OH’-Form, beniitzt. Nach griind-
licher Reinigung li8t man durch jede Kolonne 50 cm?® Kulturlésung von
Aspergillus terreus ganz langsam durchtropfen, dann wird auf dieselbe
Weise mit Ionenaustauscherwasser so lange nachgespiilt, bis 500 cm®
ausgelaufen sind. Es darf dann angenommen werden, daB alles nicht ad-
sorbierte Enzym wirklich wieder ausgewaschen wird. Die so erhaltenen
Losungen werden mit der auf das zehnfache verdiinnten Kulturlésung
verglichen (Tabelle 7). Wihrend der Aktivititsverlust beim Anionen-
austauscher allenfalls noch tragbar wire, kommt eine Reinigung durch
den Kationenaustauscher praktisch nicht in Frage. Eine Vorreinigung
durch den Anionenaustauscher konnte schon dadurch hilfreich sein, da8
auch der durch den Abbau der Zellulose in der Kulturlosung entstandene
Zucker nach Umwandlung in einen Zuckerboratkomplex mit groBter
Wahrscheinlichkeit zu entfernen wire (Khym, 1951).

Tabelle 7

Aspergillus terreus
Enzymverlust einer Kulturlésung durch Reinigung mit Ionenaustauschern

Kulturlssung Enzymeinheiten/em3 Enzymverlust
Nerdiinnt T30 . . G v oisi s bnon 325 £
Aug dem Anionenaustauscher . .. 176 469,
Aus dem Kationenaustauscher .. 12 96.5%

Nun besteht noch die Frage, ob das Ferment im Kationenaustau-
scher zerstort oder nur adsorbiert wird. Dabei wird von der Voraus-
setzung ausgegangen, dafl das Ferment, wenn es an die Oberfliche des
Ionenaustauschers adsorbiert ist, trotzdem noch eine zellulolytische Wir-
kung ausiibt. Um den Versuch quantitaiiv zu gestalten, werden nicht
Kolonnen verwendet, sondern die Austauscher in die Fermentlosung
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gegeben. Es werden dazu je 25 cm® einer konzentrierten und vorgerei-
nigten (s. S.264) Kulturlésung von Aspergillus terréus verwendet und
dazu 8,9 g Kationen- resp. Anionenaustauscher gegeben und 16 Stunden
geschiittelt. Dann wird die Fermentlosung durch ein Glasfilter gesaugt
-und durch 25 em® Ionenaustauscherwasser ersetzt und nochmals 3 Stun-
den geschiittelt, darauf dieses Waschwasser abgetrennt, nochmals 25 cm?®
Wasser zugegeben und wieder 3 Stunden mit dem Ionenaustauscher
geschiittelt. Nun werden in der Fermentlosung vor und nach der Be-
handlung mit Ionenaustauscher der Enzymgehalt bestimmt und schlieB-
lich die Gesamtmenge der Ionenaustauscher mit je 40 cm® CMC-Ldsung
versetzt und wieder die Enzymwirksamkeit bestimmt (Tabelle 8). Ver-
gleicht man Tabelle 8 mit Tabelle 7, so fillt zunichst auf, daB hier der
durch den Anionenaustauscher bedingte Verlusi bedeutend hoher ist als
bei Verwendung einer Kolonne, offenbar darum, weil der lonenaustau-
scher viel linger in Kontakt mit der Fermentlosung bleibt. Insgesamt

Tabelle 8
Aspergillus terreus
Enzymgehalt einer gereinigten Kulturlésung nach Behandiung mit Ionenaustauschern

: Totalgehalt
Lésung Elélizghrz 1gt ‘;111171(1;11;1 d::r dL';gizu?lg Verlust
in Einheiten
Kulturlosung i dvncvi e e o 2350 58 750
Behandelt mit Kationenaustauscher. . . . 70,4 1760 979%,
1. Waschwasser des Kationenaustauschers 32,5 813 :
2, Waschwasser des Kationenaustauschers 33,9 848
Kationenaustauscher . . .............. 71 71
Behandelt mit Anionenaustauscher . ... 170 4 250 939,
1. Waschwasser des Anionenaustauschers 34,3 858
2, Waschwasser des Anionenaustauschers 32 800
Anionenanstauscher: v.. ..o viivinan 25 T

verbleiben in der Fermentlosung und den beiden Waschwassern beim
Kationenaustauscher noch 5,8 %, beim Anionenaustauscher noch 10 %
des urspriinglichen Enzymgehaltes. Interessant ist ferner, daB das zweite
Waschwasser nicht weniger Enzym enthilt als das erste. Das Ferment
wird also offenbar beim Spiilen nur allméihlich oder bis zur Erreichung
einer gewissen Konzentration abgegeben. Die Waschwasser von An-
ionen- und Kationenaustauscher enthalten ungefiihr gleich viel Enzym;
die Ionenaustauscher selbst wirken nur sehr schwach zellulolytisch.

4. Umfallen

Eine weitere Moglichkeit, das Enzym zu reinigen, besteht in seiner
Ausfallung zum Beispiel mit Methanol. Da nach der Literatur vermutet
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werden muBite, daB Zellulase nur adaptiv gebildet wird (s. S.250),
wurde dabei anfinglich nur von zellulosehaltigen Nihrlosungen ausge-
gangen. Bei der Zugabe von Methanol fillt allerdings nicht nur das
Enzym aus, sondern auch die noch nicht abgebaute CMC %, die sich vom
Enzym nicht mehr trennen ldBt. Auch eine fermentfreie, aber CMC-
haltige Néhrlosung ergibt mit Methanol denselben Niederschlag.

Zur Reinigung wird die moglichst stark enzymhaltige Kulturlésung
im Vakuum bei zirka 40° C auf '/, des urspriinglichen Volumens ein-
gedickt. Diese konzentrierte Losung wird mit dem dreifachen Volumen
Methanol versetzt, wobei der Alkohol nur sehr langsam zugegeben wer-
den darf, damit der entstehende Niederschlag moglichst grobflockig und
damit leicht filtrierbar wird. Dann wird die Losung durch ein Glasfilter
gesaugt, das Filtrat entfernt, der Niederschlag auf dem Filter in wenig
Wasser gelost und ebenfalls durch das Filter gesaugt. Dadurch erhilt
man eine Losung, die keine mit den iiblichen mikrochemischen Verfah-
ren nachweisbaren Mengen anorganischer Ionen mehr enthalt und die
vollig farblos, wenn auch leicht triibe ist. Trocknet man sie vollig ein,
so entsteht ein klarer Film, der grotenteils aus CMC besteht. Das ein-
getrocknete, urspriingliche Filtrat dagegen bildet einen stark gelb ge-
tarbten, hygroskopischen Riickstand von seifigem Aussehen. Wird der
entstandene Film wieder in Wasser gelost, so kann die Ausfillung mit
Methanol in analoger Weise wiederholt werden, wobei aber nur eine
geringfiigige weitere Reinigung erzielt wird. Versucht man die Umfél-
lung ein drittesmal, so wird der entstehende Niederschlag so fein, daB er
auch durch ein Glasfilter Nr.4 nicht mehr zuriickgehalten wird und
abzentrifugiert werden mu8; zudem bleibt beim Eintrocknen der iiber-
stehenden Losung nur noch ein sehr geringer Riickstand iibrig. Der bei
dem ganzen Vorgang zu erreichende Reinheitsgrad ergibt sich aus der
nachfolgenden Aufstellung: Verwendet werden 500 cm® Kulturlésung
von Aspergillus giganteus mit einem Enzymgehalt von 2000 Einheiten/
cm®, total also 1000000 Einheiten. Die Kulturlésung wird eingedampft
und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, was einen Riickstand von
3600 mg ergibt, den man in 50 ecm® Ionenaustauscherwasser 16st. Diese
Losung enthélt 10 800 E/cm?, also total 540 000 Einheiten oder 150 E/mg.
Nun werden 150 cm® Methanol zugetropft, der entstehende Niederschlag
abfiltriert, in wenig Wasser wieder gelost und dann diese Losung sowie
das Filtrat bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Der
tiickstand des Filtrates wiegt 1950 mg und enthilt keine nachweisbaren
Enzymmengen. Der Niederschlag wiegt 1560 mg. Er wird in 20 cm®
Wasser gelost; der Enzymgehalt dieser Losung ist dann 25 740 E/cm®.
Der Niederschlag enthélt also total 514 800 Einheiten oder 330 E/mg.
Dies entspricht einer 2,2fachen Steigerung des Enzymgehaltes, bezogen

! Resp. deren Abbauprodukte.
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auf das Trockengewicht, wobei durch die Ausfillung nur etwa 5 %o der
Enzymmenge verloren gehen. Die Methanolausfillung wird nun wieder-
holt. Der zweimal gereinigte Niederschlag wiegt noch 1390 mg und ent-
hélt total 505 000 Enzymeinheiten, also 362 E/mg. Die Steigerung des
Enzymgehaltes pro mg ist also nur noch unwesentlich, was schon des-
halb zu erwarten ist, weil bei der ersten Féillung mehr als die Hilfte des
urspriinglichen Trockengewichtes entfernt wird, bei der zweiten aber
nur noch etwa 10 %. Mit einer so gereinigten Fermentlosung kénnen die
Versuche iiber die Enzymwirkung mit erhéhter Sicherheit durchgefiihrt
werden, da nun viel weniger Verunreinigungen vorhanden sind als in
der urspriinglichen Kulturlosung. Es bleibt allerdings der Nachteil, daB
die vom Methanol mitausgefillte CMC nicht vom Ferment abgetrennt
werden kann.

Um diesem Nachteil abzuhelfen, wurde auch versucht, eine CMC-
freie Kulturlésung (Kohlenstoffquelle 1% Glukose) entsprechend zu
reinigen. Dazu werden 150 cm® Kulturlésung von Aspergillus terreus,
die 300 Einheiten/cm?, also total 54 000 Einheiten, enthalten, wiederum
eingetrocknet. Das Trockengewicht betragt dann 461 mg; der Riick-
stand wird gelost in 50 cm® Wasser. Diese Losung enthilt 1600 E/cm?,
d. h. total 24 000 Einheiten oder 52 E/mg. Nun werden 45 cm® Methanol
zugetropft und der entstehende Niederschlag auf Glasfilter Nr.4 ab-
gefiltert; der Riickstand wird wieder geldst in 15 cm® Wasser. Diese
Losung enthilt 1358 E/cm?® oder total 20 370 Einheiten. Nach der Trock-
nung ergibt sich ein Trockengewicht von 67 mg. Da diese total 20370
Enzymeinheiten enthalten, resultiert ein Enzymgehalt von 354 E/mg
und damit ein zirka siebenmal héherer Gehalt als im urspriinglichen
Trockengewicht, allerdings bei einem etwa 16prozentigen Verlust durch
die Umféllung.

Versuche mit nativer Zellulose

Trotz der vermuteten Aussichtslosigkeit wurde mehrfach versucht,
ungereinigte, gereinigte und sehr stark konzentrierte Fermentlosung auf
Stoffplitzchen und Einzelfasern einwirken zu lassen.

Die Platzchen aus dem bereits auf Seite 229 erwihnten Baumwoll-
gewebe wurden vor und nach der bis zu 10 Tagen dauernden Ferment-
einwirkung gewogen und an der Fermentlésung vor und nach dem
Einlegen der Baumwolle Zuckerbestimmungen ausgefiihrt. Es konnte
jedoch’ nie ein Gewichtsverlust an der Baumwolle oder eine Steigerung
des Zuckergehaltes in der Enzymlésung festgestellt werden. Auch ent-
fettete Baumwollfasern wurden der Enzymlosung ausgesetzt, wobei im
Phasenkontrast- und im Polarisationsmikroskop an markierten Stellen
auf eine eventuelle Verinderung der Wandstruktur und der Wanddicke
geachtet wurde, aber ebenfalls ohne Erfolg. Dagegen konnte beobachtet
werden, daB die Zellulase in merklichen Betrigen an native Zellulose
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adsorbiert wird. So enthielt zum Beispiel eine gereinigte Fermentlosung
1700 Enzymeinheiten/cm®. Nachdem in 20 cm® davon ein Baumwoll-
platzchen von 1,7 g (64 cm?®) eingelegt worden war und die Losung wiih-
rend 38 Stunden auf 55° C gehalten wurde, betrug der Enzymgehalt noch
1550 E/cm®. Es sind also 150 E/cm?®, oder total 3000 Einheiten an die
Baumwolle adsorbiert worden (im Parallelversuch ohne Baumwolle
bleibt der Enzymgehalt konstant).

Zum Schluf stellt sich damit noch die Frage, ob das in der vor-
liegenden Arbeit untersuchte Ferment nur das reine Kunstprodukt
Carboxymethylzellulose zu spalten vermag (was allerdings nicht sehr
wahrscheinlich ist), oder ob es auch im Abbau nativer Zellulose eine
Rolle spielt. Es wird allgemein angegeben (s. Einleitung S. 219), da8
der enzymatische Zelluloseabbau in mehreren Schritten erfolgt. So 148t
sich denken, daB das hier behandelte Enzym ein von einem andern
Ferment geliefertes Zwischenprodukt weiter hydrolysiert. Da das Enzym
aber, wie schon gezeigt, nicht adaptiv ist, wird diese Frage nicht da-
durch entschieden, daf in Kolben, die als einzige Kohlenstoffquelle
native Zellulose enthalten, betrichtliche Mengen Zellulase nachgewiesen
werden konnen.

Kurve 10 (s. S. 250) zeigt aber, daf das Verhiltnis zwischen dem
Enzymgehalt der Kulturlosung und dem Pilztrockengewicht wesentlich
anders ausfillt, je nachdem, ob die C-Quelle dem Enzym als Substrat
dient (CMC) oder nicht (Glukose). Im ersten Fall erreicht der Quotient
einen maximalen Wert von 3360 E/100 mg, im zweiten einen solchen
von 785 E/100 mg. Es mufl also festgestellt werden, wie hoch dieser
Quotient ist in einer Kultur, die als Kohlenstoffquelle native Zellulose
enthilt. Dazu wird eine Kultur aus dem auf S. 226 beschriebenen Ver-
such verwendet, der mit lonenaustauscherwasser hergestellte Néhr-
losung und Watte enthélt. Beimpft wurde er mit Penicillium spec. K 47.
Der Enzymgehalt dieses Kolbens ist (gemessen unter mit den Versuchen
der Kurve 10 vergleichbaren Bedingungen) 765 E/cm® Das Trocken-
gewicht des Pilzes ist dabei nicht unmittelbar feststellbar. Der wasser-
unlosliche Riickstand wiegt total 62 mg, wovon, wie eine mikroskopi-
sche Kontrolle zeigt, der weitaus groBere Teil aus Faserriickstinden
besteht. Nehmen wir an, daB die Hilfte des Riickstandes aus Pilzmycel
besteht, so erhalten wir bei dieser vorsichtigen Schéilzung ein Pilz-
trockengewicht von 31 mg und damit einen Enzymgehalt von 2470 E/
100 mg. Das ist aber bereits weit in der GréBenordnung des fiir ein
Enzymsubstrat ermittelten Quotienten. Daraus darf geschlossen werden,
daB zwar nicht die Watte ein Substrat fiir das hier untersuchte Ferment
ist (da sie ja in Versuchen mit zellfreier Enzymlésung nicht sichtbar
abgebaut wird), dal aber im Verlauf ihres Abbaues durch den Pilz ein
Zwischenprodukt gebildet wird, das dem Enzym als Substrat dient und
- von ihm weiter hydrolysiert werden kann.
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10.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Methodisches

. Kulturlésungen verschiedener Pilze werden auf ihre zellulolytische

Wirksamkeit gepriift. Als Substrat dient eine Carboxymethyl-
zellulose (CMC). _

Die enzymatische Spaltung der CMC wird verfolgt durch die Mes-
sung der Viskositit, der Zahl reduzierender Gruppen und des
osmotischen Druckes.

. Daneben werden verschiedene Pilze auf Filtrierpapier oder Watte

als einziger Kohlenstoffquelle gezogen und ihre Fihigkeit zum
Abbau nativer Zellulose beobachtet.

Experimentelle Ergebnisse

Von den gepriiften 114 Pilzstimmen aus 84 Arten sind 36 Stimme
aus 22 Arten zu einem guten Wachstum auf Filtrierpapier als
einziger C-Quelle befihigt. 28 Stimme aus 15 Arten zerstéren deut-
lich das Papier.

Die Messung der Viskositdtsabnahme und der Zunahme an redu-
zierenden Gruppen beim Abbau der CM( erméglicht die Aufstel- 7
lung von Eichkurven, mit deren Hilfe die Enzymwirksamkeit von
Kulturlésungen in relativen Einheiten festgestellt werden kann;
beide MeBmethoden liefern iibereinstimmende Resultate.

. Die Geschwindigkeit der enzymatischen CMC-Spaltung ist stark

temperaturabhiingig. Die Spaltung verlduft bei 50° C wesentlich
rascher als bei 20° C; der erreichte Endwert ist aber in beiden
IFFillen derselbe.

. Die CMC-Spaltung ist auch abhingig von der Enzymkonzentra-

tion. Der Endwert der Viskositiit wird bei hohen Konzentrationen
rascher erreicht und liegt tiefer als bei geringen Konzentrationen.
Die Enzymwirksamkeit einer Kulturlésung hiingt ab von der Kon-
stitution des Pilzes (Species, Stamm) und von der Dauer und den
Bedingungen der Kultur.

. Bei 35° C erreicht die Kulturlésung von Aspergillus giganteus eine

hohere Enzymwirksamkeit als bei niedrigeren Ziichtungstempera-
turen. Nach 18 Tagen nimmt der Enzymgehalt, gemessen an der
Wirksamkeit, nur noch wenig zu; eine Abnahme seines Gehaltes
tritt aber auch nach 36 Tagen nicht ein.

Einen wesentlichen EinfluB auf die Enzymwirksamkeit iibt die
Kohlenstoffquelle aus. CMC als C-Quelle ergibt bei geringem My-
celgewicht einen hoher: Enzymgehalt in der Kulturlésung, Glukose
dagegen bei hohem Mycelgewicht einen wesentlich geringeren
Enzymgehalt. Der Quotient aus ¢Enzymgehalt pro cm® und
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11.

12,

«Trockengewicht des Pilzes» ist fiir das Enzymsubstrat (CMC)
wesentlich héher als fiir eine andere C-Quelle (Glukose).

Fiir native Zellulose (Watte) liegt dieser Quotient in derselben
GroBenordnung wie fiir Carboxymethylzellulose.

In der abgebauten CMC-Losung gelingt der papierchromatogra-
phische Nachweis weder fiir Glukose noch fiir Zellobiose. Damit

~ kann Glukose als alleiniges Abbauprodukt ausgeschlossen werden,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

268

nicht aber Zellobiose (Beriicksichtigung der Substitutionsverhalt-
nisse). ‘

Mit Hilfe eines Osmometers wird das durchschnittliche Molekular-
gewicht der Abbauprodukte ermittelt. Es stimmt iiberein mit dem
fiir das entsprechend substituierte Trisaccharid berechneten.

Die Zugabe von bis zu 8% Glukose oder Zellobiose zu einer En-
zymlosung hemmt deren Wirksamkeit auf CMC nicht meBbar.

In der Kulturlosung wird das Enzym durch dreistiindiges Erhitzen
auf 70° C zerstort. In trockenem Zustand dagegen behiilt es bei
dreistiindiger Erhitzung auf 80° C seine volle Wirksamkeit, bei
140° C. nimmt seine Wirksamkeit um 75 %o ab.

Durch lingere Dialysierung wird das Enzym stark inaktiviert. ‘
Anionenaustauscher (Amberlite TRA-410) inaktiviert das Enzym
merklich, Kationenaustauscher (Amberlite IR-120) beinahe voll-
stindig.

Durch Ausfillen mit Methanol kann aus Kulturlésungen ein En-
zympraparat gewonnen werden, das, bezogen auf das Trocken-
gewicht, eine siebenmal héhere Enzymwirksamkeit zeigt als die
eingetrocknete Kulturlésung.

Folgerungen

Das untersuchte zellulosespaltende Enzym ist nicht rein adaptiv.
Es wird auf Glukose auch gebildet, seine Bildung wird aber durch
die Zugabe von Carboxymethylzellulose stark gefordert.

Die Zellulosemolekiile werden im Verlauf des enzymatischen CMC-
Abbaues nicht von den Enden her angegriffen; es werden vielmehr
Bindungen im Innern der Molekiile aufgespalten, wie ein Ver-
gleich zwischen der Viskosititsabnahme und der Zunahme des
osmotischen Druckes zeigt.

Das kiirzeste von dem Enzym noch angegriffene Molekiil ist das
Hexasaccharid. Das festgestellte Molekulargewicht weist darauf
hin, daB als Abbauprodukt entweder das Trisaccharid oder das
Di- und das Tetrasaccharid zu gleichen Teilen entsteht.

Native Zellulose dient dem Enzym zwar wahrscheinlich nicht
selbst als Substrat, wohl aber die daraus von den Pilzen freige-
setzten, immer noch hochmolekularen Abbauprodukte.
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