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Untersuchung iiber die celluloseabbauenden Enzyme
von Irpex lacteus Fr. und Trichoderma viride

Pers. ex Fr.
Voh Else Hanstein
(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Basel)

Eingegangen am 29. Juli 1960

Inhalt

BRI 2o b i s e e s St T Dt 51a T Tt ST gt Sl R B, )
Methoden zur Messung der Enzymaktivitat und -spezifitiat

1. Messung der entsteheniden Endprodukte ... ... % vty dpimetoenw e damind e v i o
2. Messung des veranderten Ausgangsproduktes: Viscositatsmessungen bei CMC. . .
Herstellufip der SUBBIEAEES: i) i vs o vnn s oioin o m il s 4o s Wbos £ 3 5500 6% Soosps SR mles s g

Bildungsbedingungen von Cellulasen

A TrDeDTACLOUE i e Focimse o wimai'e arhime®s s 5rs i s e Moot Freles WL sariura, s e o & sorssrrul iy o s srroh, ol Sl

B. Trichoderma viride

.......................................................

Herstellung der Enzympraparate

N Ll o) 7 N SN R it B AT A T TP L o S O S v JE VI s

BT iChodera BIFITE « civ oo e Y ars it o e aiss it o 5 st 2 n iums 3 ot d o it e el b 8w ot S g

Beeinflussung der Enzymaktivitat

Optimum der Wasserstoffionenkonzentration ............ ... .. it
Temperaturabhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit .........................
XRErrnotaBIAY . o s vie s s R s PSR 50 s B A A TR TR e B R A
Abbatprodukte & i e Selnag TN AT B e S B I TR I G Sk
150 1T R S LSRN LS R O U Sl RS S
Substratspezifitat der Enzympraparate . . .. ... ... .. i i i i
Versuche iiber die Natur des EnzymeiweiBes ... ... ... oo il
IIBRSEION 5 5§ 5 wie b 4 sy 20 00 s w il e o v Sae § 3 b ahae e 68 s e e e R e e
ZUSHrIMOHTERSIIND 22 S Tt v il Sl o mmsies oo bl = e pmrind ot e n g St o o A e e i
Literatur

314



Einleitung

Cellulose ist im Pflanzenreich in groBer Menge verbreitet, selten in
reiner Form, z.B. bei den Samenhaaren der Baumwolle, hiufiger mit
anderen Substanzen vermischt, z. B. beim Holz. Zahlreiche Mikroorga-
nismen, Bakterien und besonders Pilze, sind imstande, Cellulose abzu-
bauen und zu verwerten. Trotz der grofen praktischen Bedeutung des
Celluloseabbaus, man denke z. B. an die Humusbildung, ist die Kenntnis
tiber die dabei ablaufenden enzymatischen Prozesse noch gering, vergli-
chen mit der d&hnlicher Reaktionen. Die Hauptschwierigkeit bei der Un-
tersuchung von Celluloseabbaureaktionen durch Enzyme (der Saure-
abbau hat in der Natur keine Bedeutung) liegt nicht an den Enzymen,
sondern an den Substraten. Cellulose besteht aus Glucosemolekiilen, die
zum grofiten Teil 1,4-f-glycosidisch miteinander verbunden sind. Die
Kettenlinge wird verschieden angegeben; sie betrigt je nach Herkunft
der Cellulose und Bestimmungsmethode 2000-10000 Glucoseeinheiten
(Staudinger et al., 1936; Gralén, 1944). Wichtiger noch als die Zusam-
mensetzung ist fiir den enzymatischen Abbau die rdumliche Anordnung
der Ketten, die «iibermolekulare» Struktur (Husemann und Loétterle,
1950). Man nimmt im allgemeinen an, daB sich die Celluloseketten in der
natiirlichen Cellulose wenigstens iiber eine gewisse Linge parallel anein-
anderlegen, so dal} ein sogenannter Kristallit entsteht, und dafl diese kri-
stallinen Phasen (je ca. 50 A breit und 600 A lang, ein Glucosemolekiil
— 5 A) von amorphen Phasen unterbrochen werden, wobei jedoch zwi-
schen kristallin und amorph nur ein gradueller Unterschied besteht. Inder
amorphen Phase koénnen verschiedenartige Einschliisse, auch kiirzere
Kohlehydratketten gleicher oder dhnlicher Bindung, vorkommen (Frey -
Wyssling bereits 1936). Diese iibermolekulare Struktur ist submikro-
skopisch und wurde zunichst durch Réntgenstrahlen und polarisations-
optisch und spéter mit dem Elektronenmikroskop erforscht. Die amorphe
Phase wird durch schwache Siuren viel leichter angegriffen als die kri-
stalline ; dasselbe trifft auch fiir den Abbau durch Enzyme zu.

Es ist noch nicht moglich, gleichartige, unsubstituierte Cellulosen mit
einem hohen Durchschnittspolymerisationsgrad (DP) herzustellen (diese
zu untersuchen, wire besonders interessant, da sie den Verhéltnissen in
der Natur am néchsten kommen). Anderseits setzen exakte Angaben iiber
enzymatische Prozesse im allgemeinen nicht nur definierte Substrate, son-
dern auch gereinigte Enzyme voraus. Es ist aber bisher erst einmal ge-
lungen, eine Cellulase kristallin herzustellen (Nisizawa, 1955, bei Irpex
lacteus) und nur in wenigen Féllen eine hochgereinigte Cellulase zu gewin-
nen (z.B. Whitaker, 1953). Man kennt aber bereits eine Reihe von Fak-
toren, die die Cellulaseaktivitit beeinflussen, so dall es schwierig ist, die
Fiille von experimentellen Daten zu vergleichen, die mit den verschieden-
artigsten Substraten und Enzymlosungen erhalten wurden.
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Die ersten Berichte iiber Untersuchungen des Celluloseabbaus durch
Pilze (es wird im folgenden nur vom pilzlichen Abbau die Rede sein)
stammen schon vom Anfang dieses Jahrhunderts (z.B. van Iterson,
1903). Einen wesentlichen Aufschwung nahm die Untersuchung der cel-
luloseabbauenden Enzyme von Pilzen im Zweiten Weltkrieg, als das ame-
rikanische Hauptquartier grofle Mittel zur Verfiigung stellte, um die Ur-
sache der Zerstorung von Zelten und anderen Ausriistungsgegenstinden
aus Baumwolle wissenschaftlich zu untersuchen. Seit 1950 ist eine grofle
Zahl von Arbeiten mehrerer Forschungsgruppen versffentlicht worden.

Man kann sich theoretisch verschiedene Moglichkeiten vorstellen, wie
Cellulose enzymatisch zu Glucose abgebaut werden kann.

1. Mehrere -Glucosidasen sind fiir den Abbau verantwortlich; sie
unterscheiden sich durch ihre Spezifitdt beziiglich der Celluloseketten-
linge. Alle oder einige bauen bis zur Glucose ab oder alle, auBler einer
Cellobiase, bauen bis zur Cellobiose ab, die ihrerseits von dieser Cellobiase
abgebaut wird.

2. Eine Cellulase baut Cellulosen von verschiedener Kettenlidnge bis
zur Glucose ab, oder diese Cellulase baut bis zu Cellobiose ab, und diese
wird dann von einer Cellobiase in Glucose gespalten.

3. Von Reese,Siuund Levinson (1950) wurden fiir den Abbau von
natiirlicher Cellulose verschiedene Enzymgruppen verantwortlich ge-
macht. Zunéchst sollten durch ein Enzym C; Bindungen unbekannter Art
geldst werden ; die zweite Gruppe, C,-Enzyme, wére nur fihig, nach der
Vorbehandlung mit C; zu wirken. Diese Theorie ist inzwischen verlassen
worden.

Die Abgrenzung der Spezifitit nach oben, d.h. die Bestimmung des
héchsten DP, den eine Cellulase abzubauen imstande ist, ist schwierig, da
bei hohem DP die iibermolekulare Struktur eine wichtige Rolle spielt. Die
Enzymausscheidung selbst kann von Pilz zu Pilz verschieden und von
dessen Wachstumsbedingungen abhéingig sein. Die meisten Untersuchun-
gen, die an den verschiedensten Pilzen und mit unterschiedlichen Tren-
nungsmethoden durchgefiihrt worden sind, deuten darauf hin, daB8 der
cellulolytische Prozel multienzymatisch ablauft (Miller et Blum, 1956;
Gilligan et Reese, 1954; Jermyn, 1956; Reese et Levinson, 1952;
Grimes, Duncan et Hoppert, 1957), wobei sich aber die Meinungen
scheiden, ob der Abbau durch Cellulasen bis zur Glucose oder nur zur
Cellobiose erfolgt. Nur Whitaker (1953) und Kooiman et al. (1953)
treten fiir den unienzymatischen Prozell ein. Sie untersuchten ebenfalls
die Enzymwirkung von Myrothecium verrucaria wie Grimes et al. und
Gilligan et Reese. Wihrend Whitaker den Abbau bis zur Glucose
fand, postuliert Kooiman neben einer Cellulase, die bis zur Cellobiose ab-
baut, eine zusétzliche Cellobiase.
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Im Zusammenhang mit dem Problem der Spezifitit steht die Frage
nach dem Aktionsmodus der Cellulasen. Wird durch die Enzyme Glucose
oder Cellobiose von den Enden lingerer Ketten abgespalten (end-splitting),
oder erfolgt die Spaltung an beliebigen Stellen der Kette (random-split-
ting) ? Es besteht aber auch die dritte Moglichkeit, daB einzelne Cellu-
lasen nicht nur auf einen DP spezifisch sind, sondern daB sich ihre relative
Aktivitdt mit dem DP &ndert. Der Grund kann eine Hiufung der Aldehyd-
Endgruppen bei mehr abgebauten Substraten sein. Whitaker (1954)
fand denn auch, daf die Spaltung von Glucosepolymeren (DP 3-6) durch
gereinigte Cellulase von Myrothecium zunichst vom Ende und dann im-
mer zufilliger mit steigendem DP erfolgt (sieche auch Whitaker, 1956).
Auch andere Forscher (Hash et King, 1954; Norkrans, 1950; Levin-
son et Reese, 1950; Husemann et Lotterle, 1950) glauben, daB die
Spaltung von Cellulosen mit hohem DP nicht an vorbestimmten Stellen
erfolgt. Wenn lange Celluloseketten auf diese Weise abgebaut werden,
miissen Abbauprodukte von jedem DP entstehen. Der Nachweis solcher
Spaltprodukte ist ein Beweis fiir die Theorie des «random-splitting», doch
ist er nicht leicht zu fiithren. Selbst wenn solche Produkte (z.B. Cellote-
traose, Hash et King, 1954) nachgewiesen werden konnen, besteht im- -
mer noch die Moglichkeit, daf} sie sekundéir durch die Wirkung von
Transglucosidasen, aufbauenden Enzymen, entstanden sind. Werden
keine solchen Produkte gefunden, so schlieBt das nicht aus, daBl im Laufe
des Abbauprozesses solche entstanden wiren. Man kénnte sich denken,
daB Cellulasen, die kiirzere Ketten abbauen, entweder in groBlerer Menge
vorliegen oder dafl ihre relative Aktivitdt grofier ist als die der anderen
Cellulasen. Die kleinen Ketten wiirden in diesem Fall schneller abgebaut
als aufgebaut werden.

Die Anlagerung des Enzymmolekiils an das Substratmolekiil ist die
Voraussetzung fiir eine enzymatische Reaktion. Angaben iiber die Form
des Enzymmolekiils lassen Schliisse auf den Abbaumechanismus zu.
Whitaker et al. (1954) fanden, daf3 ihre gereinigte Cellulase die Form
einer Zigarre von ca. 200 A Lénge und 33 A Breite hat. Das bedeutet, daf
ein Enzymmolekiil vier Glucoseeinheiten iiberdecken kann,

In der vorliegenden Arbeit sollen Bildungsbedingungen und Wir-
kungsmechanismen von Cellulasen verschiedener Pilze untersucht werden.
Es wurden zwei systematisch unidhnliche Pilze, Irpex lacteus Fr.* und 1'ri-
choderma viride Pers. ex Fr.l, gewahlt. Die Cellulasepriparate wurden auf
die gleiche Art hergestellt und gereinigt und schliellich gegen die glei-
chen Substrate getestet. So war es méglich, die Ergebnisse zu vergleichen,
was bei Arbeiten von verschiedenen Instituten sonst nur bis zu einem ge-
wissen Grad moglich ist.

1 Vom Centraal Bureau voor Schimmelcultures Baarn (Niederlande). Trichoderma
wviride ist nach Reese (1956) noch aktiver als Myrothecium verrucaria.

317



Methoden zur Messung der Enzymaktivitit und -spezifitit

Es gibt grundsitzlich zwei Moglichkeiten, den Einflul von celluloly-
tischen Enzymen auf Cellulosen zu untersuchen.

1. Man miflt die durch Enzymwirkung entstehenden Abbauprodukte.
2. Man untersucht, inwiefern sich das Ausgangsmaterial veréindert hat.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Summe der durch Enzymwir-
kung entstandenen, reduzierenden Gruppen nach Nelson (1944) kolori-
metrisch bestimmt. Die Absorption der Losungen wurde bei 560 myu mit
einem Spektro-Photometer' gemessen und die erhaltenen Absorptions-
werte direkt als Maf3 der Aktivitit angenommen. Nur in Einzelfillen wur-
den die nach einer Eichkurve bestimmten Mengen von Glucose oder Cello-
biose angegeben. Diese Angaben entsprechen némlich nicht den tatséich-
lich vorhandenen Mengen dieser Zucker, da die als «Reduktionswert» an-
gegebene Absorption die Summe aller durch reduzierende Gruppen her-
vorgerufenen Absorptionen darstellt.

Eine qualitative Unterscheidung der durch den Abbau entstehenden
Endprodukte wurde papierchromatographisch durchgefiihrt. 5 ml Ver-
suchslosung werden mit einer Spatelspitze Dowex 90 versehen, 15 Minu-
ten stehengelassen, das Harz abfiltriert und das Filtrat bei 70° in vacuo bis
zur Trocknung eingedampft. Der Riickstand wird in 0,2 ml Aqua dest. ge-
l6st. Der reduzierende Wert dieser Losung entspricht etwa einer 29%-
Glucoselésung. Von dieser Losung werden 230,01 ml auf Whatman-
Papier Nr. 4 aufgetragen und absteigend chromatographiert. Als Losungs-
mittel wird Butanol : Aceton : NH,; : Wasser im Verhéltnis 40:50:3: 15
verwendet. Nach 22 Stunden Laufzeit werden die Chromatogramme ge-
trocknet, mit Anisidin-Spray? entwickelt und bei 105°C 5 Minuten ge-
trocknet. Cellobiose und Glucose sind sowohl bei Tageslicht als auch im
UV deutlich sichtbar. Ist in der Testlésung Carboxymethylcellulose (CMC),
so wird die mit Dowex entsalzte Losung mit 4 ml Methanol versetzt, ge-
schiittelt, die ausgefallene CMC abzentrifugiert und dann erst eingedampft.

Die Veréinderung des urspriinglichen Substrates wurde bei CMC
viscosimetrisch mit einem Kugelfall-Viscosimeter nach Hoppler (Prazi-
sionsmodell) gemessen. Schifer (1957) stellte fest, daBl es zweckméiBig
ist, bei Viscositdtsmessungen von Losungen mit fadenférmigen Molekiilen
zwei Kugeln zu benutzen. Die erste, kleinere Kugel zerstort die Struktur
der Losung, so dafl die zweite, groere nachfolgende Kugel immer eine
gleichartige Losung durchfillt. Dadurch ist der erhaltene Viscositatswert

! Fir die Erlaubnis zur Benutzung bin ich der Firma Geigy und Herrn Dr. Wiessmann
zu groBem Dank verpflichtet.

2 0,5 g Anisidin-hydrochlorid und 2 ml Phosphorséure mit absolutem Alkohol auf 50m
aufgefiillt und filtriert.
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zwar keine Materialkonstante mehr, jedoch werden die MeBwerte durch
diesen Kunstgriff genau reproduzierbar. Aus Eichkurven kann die jewei-
lige Konzentration an CMC bestimmt werden. Es ist iiberdies unmdoglich,
Stammlosungen von genau der gleichen Viscositit zweimal herzustellen.

Bei der Angabe der Aktivitdt aus Viscositétsmessungen wurde auf
die Umrechnung in Menge CMC verzichtet und als MaB (¢,—t,)/¢, genom-
men. t, ist die Fallzeit in einer CMC-Testlosung sofort nach Zugabe des
Enzyms, ¢, ist die Fallzeit nach einer entsprechenden Reaktionsdauer. Der
Faktor 1/, wurde hinzugefiigt, um den Einflul verschiedener Anfangs-
konzentrationen von CMC auszuschalten. Besonders bei pH-Versuchen
war das notig, da die Viscositidt stark vom pH abhéngt. Die Viscositéts-
messungen erfolgten immer bei 20°C.

Die Testlosung, die in dieser Arbeit, wenn nicht anders angegeben,
zur Bestimmung der Enzymaktivitit verwendet wurde, hatte folgende
Zusammensetzung :

el i CE ORI SR e e e P e g SRR 4 e 1 ml
Gelatimeligungl (Difoo) 0,015% . v vl i sy vasbe siini viiaas 2 ml

Substrat in verschiedenen Quantititen Acetatpuffer pH 5,5 (zur
Konservierung mit Preventol PN geséttigt)................. 47 ml

Vorversuche ergaben, dal Preventol PN (Bayer) = Dowicide G keinen schadigenden
Einflul auf die Cellulaseaktivitit hat, ebenso wie die untersuchten Antiseptica Preventol
GD (Bayer), Preventol ON extra (Bayer) und 4-Chlorphenol-Na (Bayer)2.

Herstellung der Substrate

1. «Natiirlichey Cellulose

«Baumwolle, Rohlinters ,,Sidney*‘» wurden mit einer Handmiihle fein
gemahlen, durch ein Sieb, Maschengrofle 0,2 mm, gegeben, 120 Stunden
bei 30° C unter Schiitteln mit einem Alkohol-Benzol-Gemisch (2:1v/v)
extrahiert und dann 4 Stunden in vacuo bei 50° C getrocknet.

! Whitaker (1952) fand, dal die Aktivitiat von Cellulasen durch Zugabe kleiner Men-
gen Protein bis zu einem bestimmten Maximalwert gesteigert werden kann. Er glaubt, daf3
die unterschiedlichen Resultate. bei Cellulaseuntersuchungen u.a. auf den verschiedenen
Eiweillgehalt der Enzympraparate zuriickzufithren seien. Obwohl er nur bei unléslichen
Cellulosen eine Steigerung beobachtete, wurde hier auch bei Verwendung von CMC als
Substrat Gelatinelosung zugegeben.

2 Von der Firma Aktiengesellschaft vorm. Emil Vogel, Ziirich, freundlicherweise zur
Verfigung gestellt.

3 Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von der Firma Wasem & Olbrecht,
Papiermiihle-Bern.
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2. Walseth-Cellulose I+ 11 (modifiziert nach Walseth, 1952)

I. Zu 20 g «natiirlicher» Cellulose wurden 260 ml H,PO, (859%,) gegeben ;
diese Mischung blieb 2 Stunden bei 2° C stehen, wurde dann mit Eis-
wasser ausgewaschen, dann weitere 5 Tage stehengelassen und mit dem
Starmix gut verteilt. Da die Reaktion wieder leicht sauer war, wurde
noch einmal mit Eiswasser ausgewaschen, bis die pH-Werte des Was-
sers vor und nach dem Waschen iibereinstimmten. IT wurde nach der
Methode Walseth (1952), S. 228, fiir Cellulose C hergestellt. IT ist etwas
weniger abgebaut als 1. .

3. Alkali-Cellulose,

hergestellt nach Kooiman et al. (1953) aus «natiirlicher» Cellulose.
Diese Cellulose ist z.T. kristallin, z.T. amorph ; sie wurde in Wasser auf-
bewahrt und ohne vorheriges Trocknen verwendet. Nach Jorgensen
(1950) 8. 140, soll der DP durch diese Behandlung wenig abnehmen, der
kristalline Anteil der Cellulose jedoch stark verringert werden.

4. Unlosliche Cellulose-Dextrine (10D ),

hergestellt nach Kooiman et al. (1953), stark abgebaute Cellulose;
wurde ebenfalls in Wasser aufbewahrt.

9. Losliche Cellulose-Dextrine (SCD ),
hergestellt nach Kooiman et al. (1953). Noch stirker abgebaut als 4.

6. Phosphorcellulose I 11,

leicht modifiziert nach Jergensen (1950) S. 78, 79. 1. 10 g «natiirli-
che» Cellulose wurden zu 752 ml 73,2 %iger Phosphorsiure bei 0° C un-
ter Riihren gegeben und 3 Stunden stehengelassen; dann wurde in
kleinen Portionen 85 9%ige Phosphorsidure zugegeben, diese Losung bei
0° C 4 Stunden geriihrt, wobei CO, dariibergelassen wurde, um eine
Verdiinnung der Losung durch Wasserdampf zu vermeiden. Anschlie-
Bend blieb die Losung 150 Minuten bei 25°C stehen und wurde dann in
die vierfache Menge Eiswasser mit Eis im Uberschuf3 gegeben. Die aus-
gefiillte Cellulose blieb in dieser sauren Losung noch 48 Stunden, wurde
dann so lange mit Eiswasser ausgewaschen, bis der pH-Wert des Wasch-
wassers der gleiche wie der des zugegebenen Wassers war. Dann wurde
das Wasser durch Alkohol und Aceton ersetzt, die Cellulose in vacuo ge-
trocknet und fein verrieben.

II wie I, jedoch nach der Ausfillung in Eiswasser sofort viermal
mit Eiswasser ausgewaschen, iiber Nacht in Wasser bei 0° C stehen-
gelassen und wie I getrocknet.

I ist mehr abgebaut als II, 1I soll nach Jergensen einen DP von
730 haben.
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7. Carboxymethylcellulose (CMC 70, mittelviskos, 1009,)

Produkt der Firma Hercules Powder Company ; Substituierungs-
grad 0,75.

8. Reisstirke

9. Lésliche Stirke
10. Salicin Kerfoot
11. Cellobiose

Die in Wasser suspendierten Substrate wurden mit Toluol konser-
viert und bei 2° C aufbewahrt.

Da eine Bestimmung des DP aus technischen Griinden nicht moglich
war, konnen nur vergleichende Angaben iiber den DP der einzelnen Sub-
strate gemacht werden, wobei iiber den kristallinen bzw. amorphen Anteil
nichts ausgesagt werden kann.

Der DP nimmt wahrscheinlich in folgender Reihenfolge ab:

«natirliche» Cellulose, Alcalicellulose, Walseth IT, Walseth I, Phos-
phorcellulose IT, Phosphorcellulose I, CMC (%), unldsliche Cellulosedex-
trine, 10sliche Cellulosedextrine, Cellobiose.

Untersuchung

iiber die Bildungsbedingungen der cellulolytischen Enzyme

Es ist von Vorteil, als Ausgangspunkt fiir die Enzympraparate eine
moglichst aktive Kulturlésung zu haben. Daher wurden einige Faktoren
untersucht, von denen angenommen werden konnte, dall sie von Einflull
auf die Enzymbildung durch den Pilz sein kénnten.

A. Irpex lacteus

1. Temperatur

Schiittelkulturen von Irpex lacteus (59 Upm) wurden bei 10° C, 20° C,
30° C! angesetzt und die Aktivitit der Kulturlosung in Abstinden von
2 Tagen gemessen. Der Pilz wurde zunéchst in Kulturréhrchen auf Hafer-
flockenmalzagar 8 Tage bei 30° C im Dunkeln kultiviert. Anschliefend
wurden mdoglichst gleich groB3e Mycelstiicke aseptisch entnommen, einzeln

1 Die Kolben standen in gedampftem Tageslicht. Versuche h&ben ergeben daB sol
ches Licht keinen EinfiluB auf die Cellulaseproduktion hat. :
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auf 500-ml-Erlenmeyerkolben verteilt, in denen sich 200 ml Nihrlésung
mit folgender Zusammensetzung befanden :

Cellulosepulver! 104,0 ¢
Milechséure 52¢g
NH,NO, 20,0 g
K,HPO, 10,0 g
MgSO,.7H,0 24 ¢
Wasser 6000 ml

Nisizawa et al. (1954) fanden diese Nihrlosung besonders giinstig fiir
die Bildung von Cellulasen.

Der Versuch wurde in zwei parallelen Serien ausgefiihrt. Die Ver-
suchswerte sind quantitativ nicht vergleichbar, da es nicht méglich ist,
genau gleich viel Mycel zu impfen, jedoch kann der allgemeine Verlauf ver-
glichen werden.

Nach 2 Tagen wurden aus diesen Kolben 4-5 ml Losung steril ent-
nommen und zentrifugiert, um das Zellulosepulver zu entfernen2. Je 1 ml
dieser Losungen wurde zu 49 ml der oben aufgefiihrten Testlésung ge-
geben, die 0,2 g CMC als Substrat enthielt. Nach Zugabe der Enzym-
16sung wurde die Anderung der Viscositit und der reduzierende Wert der
Testlosung nach 2 Tagen ermittelt (Fig. 1).

50 10°C b 20°C [ 30%€
- 307 ~ I~
s
=
~
x
<

10~ - [

£ 1 1 1 1 1 q i 1 i
4 8 12 4 8 12 4 8 12
TAGE
Figur 1

Irpex lacteus: Einflu der Temperatur auf die Bildung cellulolytischer Enzyme
in Schiittelkultur und bei gedampftem Tageslicht
O——0 Viscositatsénderung der Testlésung nach 2 Tagen, (t,—, Tg) 100/t,
A——A reduzierender Wert der Testlosung nach 2 Tagen (Beckman-Wert x 100)

1 Bei Nisizawa Filterpapier.
? Nach 5-6 Tagen war dies nicht mehr nétig, da der Pilz mit seinem Mycel Kugeln
bildete, die alles Cellulosepulver einschlossen, so da8 die Kulturlésung klar war.
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Man hiitte erwarten konnen, daB mit steigender Temperatur Ge-
schwindigkeit der Enzymbildung und Grofe der Enzymaktivitit zu-
nehmen wiirden. Es zeigt sich jedoch, daBl nach 4 Tagen die Losung bei
30° C aktiver ist als diejenige bei 20° C oder 10° C, daf} sich aber die Akti-
vitit aller Losungen dem gleichen Maximalwert nahert. Wahrend dieser
Wert bei 30° Cnach 4 Tagen erreicht wird und sich dann nicht mehr éndert,
nimmt die Aktivitét bei 20° C bis zum 10. Tag zu, dann stark ab. Bei 10°C
konnte noch nach 12 Tagen ein allerdings schwaches Zunehmen der En-
zymaktivitit festgestellt werden.

Das Verhiltnis Enzymaktivitit zu Pilztrockengewicht konnte nicht
ermittelt werden, da Mycel und Cellulosepulver nicht zu trennen waren.
Nach Beobachtungen von Auge war das Mycelwachstum bei 10° C am An-
fang wesentlich geringer als bei 20° C und 30° C; gegen Ende des Versu-
ches konnte kein Unterschied mehr erkannt werden.

Dieses eigenartige Ergebnis koénnte erklédrt werden, wenn man an-
nimmt, daB sozusagen ein Wettlauf stattfindet zwischen Enzymbildung, die
vielleicht mit dem Mycelwachstum parallel geht, und Enzymzerstérung, be-
wirkt durch das Schiitteln wihrend des Versuches. Auch Basu et Pal
(1956) fanden, daB Schiitteln wihrend eines Testes schédlich sein kann.

Bei 10° C ist die Zerstorung sehr gering, die Bildung der Enzyme aber
auch, woraus eine langsame, aber stetige Zunahme der Enzymaktivitit
resultiert.

Bei 20° C ist die Enzymzerstorung zunéchst geringer als die Enzym-
bildung. Nach etwa 8 Tagen ist die Zerstérung jedoch wesentlich groBer,
was eine starke Abnahme der Aktivitit zur Folge hat. Bei 30 ° C iiber-
wiegt zunichst die Enzymbildung, nach ca. 4 Tagen halten sich Enzym-

bildung und -zerstérung die Waage, und die Aktivitét bleibt infolgedessen -
gleich.

Um diese Auffassung zu bestitigen, war es notig, die Abgabe von
cellulolytischen Enzymen bei geschiittelten und nichtgeschiittelten Kul-
turen zu untersuchen.

2. Schiitteln

Die Anzucht des Pilzes, die Herstellung der Kulturlésung sowie die

Aktivitidtsmessungen erfolgten wie oben angegeben, nur wurde auf das
Schiitteln verzichtet.

Das Ergebnis ist aus Figur 2 ersichtlich.

Das Schiitteln wirkt wie erwartet enzymzerstorend. In den unge-
schiittelten Kolben konnte keine Abnahme der Enzymaktivitét beobach-
tet werden. Das Pilzwachstum wird jedoch durch das Schiitteln stark ge-
férdert, was schon Beobachtungen von Auge zeigen (s.a.Tab. 2). Aulerdem
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wird durch Schiitteln besonders die Bildung von Enzymen, die reduzie-
rende Zucker erzeugen, stark begiinstigt, wodurch die Existenz von min-
destens zwei Enzymen feststeht.
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Irpex lacteus: Bildung von cellulolytischen Enzymen bei verschiedenen Temperaturen,
Tageslicht und in ungeschiittelter Nahrlésung
O——0 Viscositatsanderung der Testlésung nach 2 Tagen, (f,—, Tg) 100/¢,
A——A reduzierender Wert der Testlosung nach 2 Tagen (Beckman-Wert x 100)

Der Grund fiir die enzymzerstérende oder inaktivierende Wirkung
des Schiittelns kénnte die erhéhte Beriihrung der Losung mit Luftsauer-
stoff sein. Um dies zu untersuchen, wurde folgender Versuch angesetzt :
Gereinigte [ rpex-Cellulaselosung (siehe S. 328) wurde mit dem Antisepti-
cum Preventol PN versetzt, je 10 ml davon in 50-ml-Erlenmeyerkolben
pipettiert, die eine Hilfte zur Entfernung des Luftsauerstoffs mit Stick-
stoff, der mit Pyrogallol gereinigt war, gefiillt und bei 15° C und 30° C
dunkel geschiittelt. Als Kontrolle diente die nichtgeschiittelte, bei 15° C
dunkel aufbewahrte Enzymlssung. Nach 20 Tagen wurde von allen Lo-
sungen 1 ml entnommen, zu einer Testlésung (mit CMC) gegeben und die
Viscositét nach 5 Minuten bestimmt.

Wihrend sich die nichtgeschiittelte Kontrolle nicht versindert hatte,
ergab sich bei den Versuchslosungen folgendes Bild (Tab. 1):

Sowohl bei 15° C als auch bei 30° (! in Stickstoff- und Luftatmosphire
bewirkt das Schiitteln eine Abnahme der Enzymaktivitit. Sie ist bei 30°C
héher als bei 15° C. Ersetzt man bei 15° C die Luft durch Stickstoff, so
vermindert sich der Aktivititsverlust von 289, auf 16 %,. Bei 30° C sind
die Verhiltnisse umgekehrt. Ersetzt man die Luft durch Stickstoff, so er-
hoht sich der Aktivititsverlust von 369, auf 49 %. Damit ist der Luft-
sauerstoff als alleinige Ursache der Verminderung der Cellulaseaktivitiit
withrend des Schiittelns avsgeschaltet,. e
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Tabelle 1

Irpex lacteus: EinfluBl aerober und anaerober Verhaltnisse auf die Cellulageaktivitéit

o Smpomtis [ steiiem ot
15°:¢ N, 16,2
15°C Luft 27,715
30° C N, 48,7
30°C Luft 35,8

Die Cellulaselésung wurde mit dem betreffenden Gasgemisch geschiittelt
1 Mittel aus 2 Messungen.

3. Kohlenstoffquelle

Es stellt sich die Frage, inwieweit die Art der Kohlenstoffquelle, die
dem Pilz zur Verfiigung steht, Einflu auf dessen Produktion an cellulo-
lytischen Enzymen hat, d.h. mit anderen Worten: Bildet der Pilz nur in
Gegenwart des abzubauenden Substrates das oder die entsprechenden
Enzyme (die Enzyme sind dann adaptiv), oder ist die Enzymbildung von
der vorhandenen Kohlenstoffquelle unabhiingig (nichtadaptive Enzyme) ?

Uber diesen Punkt liegen einige sich z.T. widersprechende Untersu-
chungsergebnisse vor. Es besteht jedoch die Moglichkeit, da die Fihig-
keit zur Produktion von z. B. adaptiven cellulolytischen Enzymen nur bei
bestimmten Organismen vorliegt, dal andere dagegen nichtadaptive
Enzyme ausscheiden. AuBlerdem kann man sich vorstellen, da verschie-
denartige cellulolytische Enzyme sich auch in diesem Punkt unterscheiden.

Nichtadaptive Enzyme, die CMC abbauen, fand Jermyn bei
Aspergillus oryzae und Stachybotrys atra (Jermyn, 1952a und 1953). Im
Gegensatz dazu konnte Thomas (1956) beim gleichen Organismus (Sta-
chybotrys) eine wahrscheinlich adaptive Cellulase, gegen CMC getestet,
feststellen. Er fand auch in Pilzkulturen, die als Kohlenstoffquelle nur Glu-
cose enthielten, nur eine f-Glucosidase (Test gegen p-Nitrophenyl-g-Glu-
cosid). Auch Reese et al. (1952a), die eine groBe Zahl von Pilzen ganz
verschiedener systematischer Zugehorigkeit untersuchten, fanden mit
einer einzigen Ausnahme (‘Aspergillus luchuensis) keinen Pilz, dessen cel-
lulolytische Enzyme nicht adaptiv gewesen wiren. Die Resultate von
Norkrans (1957) bei Polyporus annosus decken sich mit denen von Reese
und Thomas. Schéafer (1957) findet fiir Aspergillus terreus, daB cellulo-
lytische Aktivitit auch bei Glucose als Kohlenstoffquelle auftritt, aller-
dings in viel geringerem Mafle als bei CMC. Der Begriff der adaptiven
Enzymbildung ist vielleicht iiberhaupt quantitativ aufzufassen.
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Eigene Untersuchungen an Irpex lacteus bestitigten die Ergebnisse
von Norkrans, Reese und Thomas.

Der Versuch wurde wie oben angegeben angesetzt mit dem Unter-
schied, dal das Cellulosepulver der Kulturlésung durch die gleiche Menge
Glucose ersetzt wurde. Die Untersuchungen wurden bei 10° C, 20° C, 30° C
durchgefiihrt und eine Hilfte der Versuchskolben geschiittelt, um gleich-
zeitig den wachstumsférdernden EinfluB des Schiittelns durch Trocken-
gewichtsbestimmungen ermitteln zu kénnen.

Die Versuche zeigten, dafl auf Glucose praktisch keine Enzyme ge-
bildet werden, die die Viscositéit der CMC herabsetzen. Die geringe Akti-
vitét in den ersten 4-6 Tagen ist auf die Tatsache zuriickzufithren, daB
beim Impfen von Irpex-Mycel immer Spuren des cellulosehaltigen Hafer-
flockenmalzagars mitkommen.

Zur Bestimmung des Trockengewichtes wurde das Mycel auf gewo-
gene Filter genutscht und bei 50° C 3 Tage getrocknet. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2

Irpex lacteus: Einflul von Schiitteln,
und verschiedenen Temperaturen auf das Myceltrockengewicht

Temperatur Behandlung mg Trockengewicht
10°C schiitteln 816
10° C nicht schiitteln 283
20° C schiitteln 6050
20°C nicht schiitteln 495
30°C schiitteln 3095
30°C nicht schiitteln 413

Dadurch, dal mit verschieden groBen Mycelstiicken geimpft werden
mulite, sind zwar keine direkten quantitativen Vergleiche moglich; daf
die geschiittelten Kolben bedeutend mehr Mycel enthalten, ist jedoch
offensichtlich.

B. Trichoderma viride

Analog zu den Versuchen mit Irpex lacteus wurden Versuche iiber die
Bildungsbedingungen cellulolytischer Enzyme bei 7T'richoderma viride
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durchgefiihrt. Anzucht und Kultur des Pilzes sind im Kapitel «Herstel-
lung der Enzympriparate» beschrieben. Die Versuchsanordnung zur Un-
tersuchung der Faktoren Temperatur, Schiitteln und C-Quelle war die
gleiche wie bei Irpex. Unterschiede in der Belichtung haben zwar einen
EinfluB auf die Sporenbildung, nicht aber auf die Cellulaseausschiittung.
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Figur 3

Trichoderma viride: EinfluB der Temperatur auf die Bildung cellulolytischer Enzyme in
Schiittelkultur und bei Tageslicht
o) O Viskositétsinderung der Testlosung nach 2 Tagen, (fy—Za1,) 100/¢,
A——A reduzierender Wert der Testlésung nach 2 Tagen (Beckman-Wert x 100)

1. Temperatur

Das Ergebnis ist aus Figur 3 zu ersehen.

Da die beiden Pilze auf verschiedene Art geimpft worden sind, sind
quantitative Vergleiche nicht méglich. Der Verlauf der Kurven ist jedoch
wesentlich anders als bei Irpex lacteus. Als wichtigster Unterschied fillt
auf, daB sich zwar die Cellulasebildung bei 20° C und 30° C einem Grenz-
wert nihert, daB jedoch keine Abnahme beobachtet werden kann. Das
Schiitteln hat also in diesem Fall keine inaktivierende Wirkung. Das kann
auf die Verschiedenheit der Irpex- und Trichoderma-Cellulasen zuriickzu-
fithren sein oder darauf, daB die Cellulasen in der 7'richoderma-Losung
«geschiitzty vorliegen. Welche von beiden Moglichkeiten hier vorliegt,
kann bei dieser Versuchsanordnung nicht ermittelt werden. Zur Sicherheit
wurde wie bei Irpex ein Versuch angesetzt, um den EinfluB des Schiittelns
zu untersuchen.

2. Schiitteln

Es ergab sich bei den geschiittelten Kolben kein anderes Bild als bei
den ungeschiittelten, jedoch war wie bei Irpex quantitativ ein groBer Un-
terschied festzustellen (Figur 4).
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T'richoderma wviride: Bildung von cellulolytischen Enzymen bei verschiedenen Temperatu-

ren, Tageslicht und in ungeschiittelter Nahrlésung
O——0 Viscositatsinderung der Testlosung nach 2 Tagen, (f,—t, Tg) 100/¢,

Selbst nachdem der Pilz 9 Tage bei 30° C gewachsen war, war der
Enzymgehalt seiner Kulturlssung so gering, daB beim CMC-Test keine
reduzierenden Zucker und nur eine geringe Viscositétsinderung festge-
stellt werden konnte. Das Wachstum des Pilzes war wie bei I rpex wesent-
lich vermindert.

3. Kohlenstoffquelle

Versuche iiber den Einflul der Kohlenstoffquelle auf die Bildung
cellulosespaltender Enzyme bei T'richoderma viride zeigten, dall auch die-
ser Pilz nur dann solche Enzyme bildet, wenn in seiner Kulturlésung das
entsprechende Substrat vorhanden ist. Da dieser Pilz mit einer Sporen-
suspension geimpft werden konnte, trat auch zu Anfang des Versuches kein
entsprechendes Enzym auf (siehe dagegen bei Irpex).

Herstellung der Enzympriparate

A. Irpex lacteus

Um reichlich Mycel zu bekommen, wurde der Pilz zunichst auf Hafer-
flockenmalzagar in Kulturréhrchen 1 Woche bei 30° C im Dunkeln kulti-
viert. Dann wurden Mycelstiickchen aseptisch in 1-1-Erlenmeyerkolben zu
300 ml Néhrlosung (nach Nisizawa, 1955) gegeben und diese Kolben bei
30° C und Tageslicht 4 Tage mit 59 Upm geschiittelt. Durch diese Be-
handlung konnte in kurzer Zeit eine relativ aktive Enzymlésung erhalten
werden. Nachdem das Mycel durch Abnutschen entfernt worden war,
wurde das klare Filtrat im Wasserbad (Badtemperatur 40° C) bei einer
Destillationstemperatur von 18-20° C und Hochvakuum im Verhiltnis
1 : 8 eingeengt®. Trotz der schonenden Behandlung war mit dieser Opera-
tion ein Aktivititsverlust von 659, verbunden (Test gegen CMC, Visco-

! Fiir das Einengen bin ich Herrn Dr. Gloor (Hoffmann-La Roche) zu groBem Dank
verpflichtet.,
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sitdtsdnderung nach 10 Minuten). Es wurde daher versucht, die Losung
auf andere Art mit geringerem Verlust einzuengen.

In 1,5-1-Biilacher-Gléser (griines Glas) wurde 1 1 filtrierte Kultur-
16sung gegeben, die Glaser verschlossen und umgekehrt in eine mit Watte
isolierte Kiste gestellt, die 24 Stunden bei —20° C gehalten wurde. Wih-
rend des Ausfrierens sinkt die schwerere konzentrierte Losung nach unten
an den Deckel des Glases, sie kann, da sie nach 24 Stunden noch nicht ge-
froren ist, leicht ausgeschiittet und so vom Kis getrennt werden. Dadurch
konnte eine Aktivititszunahme des Konzentrates gegeniiber dem Eis von
279, erreicht werden. Da diese Methode umsténdlich und der Erfolg re-
lativ gering ist, wurde sie in spiteren Untersuchungen nicht mehr ver-
wendet.

Viele Enzyme lassen sich mit Salzen reversibel fillen. Das wird oft
zur schonenden Konzentrierung wiriger Enzymlosungen benutzt. Auch in
der vorliegenden Arbeit wurden Versuche mit Aussalzen durch (NH,), SO,
unternommen. 100 ml des durch das Ausfrieren erhaltenen Konzen-
trates wurden mit 40 g (NH,),SO, versetzt und 24 Stunden bei 2° C stehen-
gelassen. Anschliefend wurde die Lésung mit dem ausgefallenen Eiweil3
in eine Chromatogrammséiule gegeben (220 cm, Fillung Alox nach
Woelm, neutral, Aktivititsstufe I), wodurch alles Eiweil an Alox ab-
sorbiert wurde. Die klare durchgelaufene Losung hatte gegeniiber CMC
keine Aktivitit mehr. Dann wurde das Alox mit 60 ml Wasser versetzt,
kriftig geschiittelt und abfiltriert. Beim Filtrat konnte gegeniiber der ur-
spriinglichen Losung eine Aktivititsverminderung von 279, beobachtet
werden. Es besteht die Moglichkeit, daB das Enzym durch die Absorption
an Aktivitdt verloren hat oder daB es so fest absorbiert wurde, daf es mit
60 ml Wasser nicht vollstédndig eluiert werden konnte. Es wurde daher in
der Folge nur noch eine Konzentrierung durch Wasserbad und Hochva-
kuum vorgenommen.

Die Konzentrate weisen einen hohen Salzgehalt auf. Sie wurden da~
her zwei Tage lang bei 2° C mit einer Goldschliger-Membran gegen Phos-
phatpuffer pH 5 dialysiert!. Die Aktivitit war nach der Dialyse die gleiche
wie vorher.

Um die dialysierte konzentrierte Kulturlésung weiter zu reinigen und
von nichtenzymatischem Eiweill zu befreien, wurden mehrfach Féallungen
mit Aceton verschiedener Konzentration ausgefiihrt (modifiziert nach
Nisizawa, 1955). Das Arbeitsschema ist aus Tabelle 3 zu ersehen. Die
Fallungen wurden bei 2° C ausgefiihrt, die Losungen bei 2° C und 3000 Upm
zentrifugiert?. Die letzte tiberstehende Losung wurde in dieser Arbeit als
«gereinigte Enzymlésung» von Irpex lacteus bezeichnet.

1 Cellophanhiilsen sind fiir diesen Zweck nicht geeignet, weil sich die Enzyme zu-
néchst an die cellulosehaltige Membran anlagern und sie dann zerstéren.

2 Fiir die Erlaubnis zur Benutzung der Kiihlzentrifuge «Magnum Refrigerator»
danke ich herzlich Herrn Prof. Dr. Tomesik (Bakteriologische Anstalt Basel).
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Tabelle 3

Irpex lacteus: Reinigung der Cellulasen durch die Acetonfallung

Ausgangsprodulkit Reinigungsmapfnahmen

1. 150 ml dialysiertes Konzentrat + Aceton 68 % und zentrifugieren

2. Niederschlag I6sen in 100 ml H,O und zentrifugieren
3. Uberstehende Losung -+ Aceton 50 9% und zentrifugieren

4. Uberstehende Losung + Aceton 63 % und zentrifugieren

5. Niederschlag l6sen in 100 ml H,0 und zentrifugieren
6. Uberstehende Lisung

Gereinigte Ausgangslésung fiir Versuche

Ein Teil der konzentrierten Losung sowie der gereinigten Enzym-
16sung wurden der Gefriertrocknung unterworfen! und bei 2° C iiber CaCl,
im Dunkeln aufbewahrt. Sowohl durch das Gefriertrocknen als auch durch
diese Art der Aufbewahrung trat kein Aktivititsverlust auf. Fiir die wei-
teren Untersuchungen wurde teils die mit Toluol oder Preventol PN kon-
servierte Losung, teils eine aus der entsprechenden Menge Trockensub-
stanz hergestellte wilrige Losung verwendet.

Um den Erfolg der Acetonfillung sehen zu kénnen, wurden neben
Aktivitdtsmessungen (gegen CMC, Viscosititsinderung nach 10 Minuten)
Proteinbestimmungen nach Lowry et al. (1951) an den gefriergetrockne-
ten Pridparaten der konzentrierten Kulturlésung und der gereinigten
Enzymlosung durchgefiihrt (Tabelle 4).

Tabelle 4

Irpex lacteus: Cellulaselosung vor und nach der Acetonfallung
(Von 450 ml auf 300 ml eingeengt)

Aktivitit mg Protein Aktivitit/mg Protein
Konzentrat 7570 1009, 805 1009 9,4 1009,
Gereinigte Losung 4380 58 9% 69 8,6 9, 63,5 676 9% _

Aus Tabelle 4 ist zu ersehen, dal die Aktivitit der gesamten Losung
um 429, abnimmt. Die gesamte Proteinmenge der gereinigten Enzym-
l6sung betrigt aber nur noch 8,69, der Proteinmenge des Konzentrats.
Die Aktivitdt pro mg Protein ist also von 9 auf 64 gestiegen, d.h. ein
Milligramm des gereinigten Enzyms hat die gleiche Aktivitit wie 7 mg
Protein der konzentrierten Kulturlgsung ; mindestens 85 9%, des urspriing-

1 Ausgefiihrt am Kinderspital Basel mit der freundlichen Erlaubnis von Herrn Prof.
Dr. Berger.
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lich in der Losung vorhandenen Proteins sind also nichtenzymatischer
Natur.

B. Trichoderma viride

Im Gegensatz zu Irpex lacteus wuchs Trichoderma viride auf Hafer-
flockenmalzagar nicht gut!, dagegen entwickelte er sich auf gelben Riiben
zufriedenstellend. Ca. 5 cm lange und 1 em dicke Riibenstiickchen wurden
mit ca. 5 ml HyO in Kulturréhrchen gegeben, sterilisiert und dann mit
Sporen des Pilzes beimpft. Nach 8 Tagen Kultur bei 30° C im Dunkeln
war die Sporenbildung so fortgeschritten, dal mit sterilem H,O eine Spo-
rensuspension hergestellt werden konnte, mit der die eigentlichen Kultur-
kolben (1-1-Erlenmeyerkolben) beimpft wurden.

Die Nihrlosung hatte folgende Zusammensetzung (modifiziert nach
Whitaker, 1953):

Cellulosepulver 30,0 g
NH,NO, 0,6 g
NaNO, 3,8¢g
KH,PO, 0,2¢g
K,HPO, 0,15 ¢
NaH,PO, H,0 20g
Na,HPO, 1,5g
MgSO,-7H,0 0,3 ¢g
A-Z-Losung 1 ml
mit H,O aufgefiillt auf 1000 ml

Nachdem der Pilz bei 30° C und Tageslicht 16 Tage unter Schiitteln
(59 Upm) kultiviert worden war, wurde das Mycel abfiltriert und die klare
Losung eingeengt und dialysiert, wie bei Irpex angegeben ist. Auch die
Acetonfillung wurde nach demselben Schema wie bei Irpex ausgefiihrt.
AuBerdem wurden ebenfalls Proteinbestimmungen durchgefiihrt. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 5 zusammengefal3t.

Tabelle 5

Trichoderma viride: Cellulaseldsung vor und nach der Acetonféllung
(Von 300 ml auf 200 ml eingeengt)

Aktivitit mg Protein Aktivitit/mg Protein
Konzentrat 9450 1009 3280 | 100 9%, 2,9 100 9%
I ;
Gereinigte Losung 5400 579, 335 l 109% 16,1 556:%.

1 Auch auf Celluloseagar (100 ml Nahrlgsung mit 2 g Agar autoklaviert) war das
Wachstum nicht befriedigend.
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Mit einem Aktivitdtsverlust von 439, ist eine Verminderung der ge-
samten Proteinmenge um 90 %, verbunden. Die Aktivitit pro mg Protein
steigt von 3 auf 16, d.h. ein Milligramm gereinigtes Protein hat dieselbe
Aktivitdt wie 5,5 mg Protein des dialysierten Konzentrats. Die Aceton-
fillung hat also bei Trichoderma etwa denselben Reinigungseffekt wie bei
Irpex.

Wie bei Irpex wurde auch bei T'richoderma die durch Acetonfillung
erhaltene Losung zu allen weiteren Untersuchungen verwendet.

Untersuchung iiber die Beeinflussung der Enzymaktivitit

Optimum der Wasserstoffionenkonzentration

Die katalytische Wirkung eines Enzyms ist meist auf einen relativ
kleinen pH-Bereich beschrinkt. Das optimale pH ist im allgemeinen fiir
jedes Enzym eine charakteristische GroBe. Liegt ein Enzymgemisch vor,
so zeigt sich das unter anderem darin, daB die pH-Aktivititskurve ent-
weder ein sehr breites Optimum oder eventuell sogar zwei Gipfel aufweist.

Uber das optimale pH von Cellulase oder Cellulasen liegen zahlreiche,
stark differierende Ergebnisse vor. Das ist bei dem verschiedenen Rein-
heitsgrad der untersuchten Enzymlésungen und der unterschiedlichen
Testdauer nicht verwunderlich. Greathouse (1950) Saunders et al.
(1948) und Kooiman (1957) untersuchten das pH-Optimum der cellulo-
lytischen Enzyme des Pilzes Myrothecium verrucaria. Greathouse stellte
ein Optimum bei pH 5,0 fest, Saunders et al., die die rohe Kulturlésung
untersuchten und die Aktivitéit auf Baumwolle nach 4 Tagen maBen, fan-
den das Optimum bei pH 5,5, withrend Kooiman, der mit einer durch
Ammoniumsulfat gereinigten Losung, arbeitete, ein solches bei pH 6,0
feststellte. Wurde die Cellobiase durch Erhitzen inaktiviert, so stieg das
Optimum auf pH 6,5. DaB die Dauer der H-Ionen-Einwirkung eine Rolle
spielt, fand Norkrans (1957) bei Polyporus annosus bei einer p-Glucosi-
dase. Das pH-Optimum stieg von 3,6 bei einer Testdauer von 5 Minuten
auf 4,0 bei 60 Minuten Dauer. Fiir eine Cellulase aus dem gleichen Pilz
betrug das pH-Optimum bei einer Testdauer von 4 Stunden 5,8. Tm glei-
chen Bereich liegen die Ergebnisse von Toyana (1953) 1954, bei T'richo-
derma koningii mit pH 5,0 fiir eine rohe Kulturlésung und pH 4,0-4,4 fiir
eine mit Ammoniumsulfat gereinigte Losung.

Von diesen Resultaten sehr abweichende Ergebnisse wurden von
Sisonetal. (1958b) und Thomas (1956) gefunden. Sison et al. fanden fiir
eine stark gereinigte Cellulaselésung von Poria vaillantii ein pH-Optimum
von 3,2 bei 30 Minuten Testdauer. Im Gegensatz hierzu liegt nach Thomas
fiir eine gereinigte Cellulaselésung von Stachybotrys atra das pH-Optimum
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bei 7,0 (16 Stunden Testdauer) und sogar bei 8,0 (15 Minuten Testdauer).
Bei diesem pH fanden sowohl Norkrans (1957) als auch die Verfasserin
iiberhaupt keine Aktivitit mehr.

Eigene Untersuchungen wurden mit gereinigten Irpex- und 7'richo-
derma-Cellulasen ausgefithrt. Fir pH 1,1-4,0 wurde Zitronensiure-HCI-
Puffer, fiir pH 3,0-7,8 Phosphatpuffer verwendet!. Maf fiir die Aktivitéit
der Enzyme bei den bestimmten pH war die Abnahme der Viscositit der
Testlosung nach 150 Minuten und 2 Tagen und der Reduktionswert der
nach 2 Tagen gebildeten Zucker. Das pH der Testlosung, das nicht genau
dem pH des zugegebenen Puffers entsprach, da Gelatine, CMC und Enzym
in Acetatpuffer pH 5 gelost waren, wurde mit einer Glaselektrode gemes-
sen (Beckman-pH-Meter, Modell G).

60

3

AKTIVITAT

‘Figur 5

Irpex lacteus: Einfluf der Konzentration an Wasserstoffionen auf die cellulolytische
Aktivitat des gereinigten Enzympraparates
O——0 Viskositatsinderung der Testlésung nach 2 Tagen, (f,— t2T ) 100/z,
A——n Viskositatsanderung der Testlosung nach 150 Minuten, (&, t150 min) 100/,
O——0 reduzierender Wert der Testlésung nach 2 Tagen (Beckman-Wert x 100)

Die pH- Optlmum Kurve gereinigter Irpex -Cellulase zelgt Figur 5:
aus ihr ist zu sehen, dafl 1. das Optimum sowohl bei 150 Minuten als auch
bei 2 Tagen Testdauer 4,1 betriigt. Dieses Ergebnis liegt tiefer als die Op-
tima der meisten anderen 'Cellula,sel_ésunggn mit Ausnahme jener von

i Dlese Puffer wurden statt des Aceta.tpuffers (pH 5) zur ubhchen Te%tlosung mit
0,2 g CMC als Substrat gegeben.’ .
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Poria varllantic (pH 3,2, Sison et al., 1958Db). 2. Bei pH 7,2 ist bei nur
150 Minuten Testdauer die Aktivitdt beinahe auf Null gesunken.

Es ist auffillig, daB} die 7'richoderma-Cellulase genau dasselbe pH-
Optimum aufweist (Figur 6). Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei
Irpex lacteus. Diese auffillige Ubereinstimmung der pH-Aktivitiatskurven
legt die Vermutung nahe, daB die Pilze trotz ihrer systematischen Ver-
schiedenheit &hnliche cellulolytische Enzyme ausscheiden. Die Aktivitét
nimmt wie bei Irpex lacteus bei pH-Werten iiber 7 rapid ab.

80»-
40
L a
~ 20—
g
=
|
x =
<
1 L 1 ]
2 3 4 5 & Z
bH
Figur 6

T'richoderma viride: Einflul der Konzentration an Wasserstoffionen auf die cellulolytische
Aktivitdt des gereinigten Enzympréiparates
O——=0 Viscositatsanderung der Testlosung nach 2 Tagen, (f;—*, ) 100/¢,
A——A Viscositétsinderung der Testlosung nach 150 Minuten, (fy—#150 min) 100/%
O——~0 reduzierender Wert der Testlésung nach 2 Tagen (Beckman-Wert x 100)

Temperaturabhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit

Die optimale Reaktionstemperatur ist kein unverinderliches Charak-
teristikum eines Enzyms, sie ist je nach Umstand und Dauer der Reaktion
sehr verschieden. Wie bei allen chemischen Reaktionen, nimmt die Reak-
tionsgeschwindigkeit bei steigender Temperatur zu. Gleichzeitig nimmt
die katalytische Wirkung ab, weil mit Zunahme der Temperatur das En-
zym, speziell sein Proteinkomplex, geschidigt wird. Enzyme sind also bei
niederer Temperatur am trigsten und am bestéindigsten.

Die Ergebnisse von Untersuchungen iiber die optimale Reaktions-
temperatur von Cellulasen sind sehr verschieden. Das kommt daher, daB
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die untersuchten Losungen in Zusammensetzung und Reinheitsgrad
differieren und daBl auBlerdem sehr verschiedene Reaktionszeiten (von
5 Minuten bis zu mehreren Tagen) angewandt wurden. Bei nichtlslichen
Cellulosepréaparaten ist der Abbau oft erst nach lingerer Zeit iiberhaupt
melBbar; dies ist einmal durch den besonderen Aufbau der Substrate be-
dingt und zum anderen vielleicht durch die geringe Aktivitit selbst hoch-
gereinigter Cellulaselosungen gerade diesen hochpolymeren Substraten
gegeniiber. Es ist daher nicht verwunderlich, daB das Temperaturoptimum
in diesem Falle nicht iiber 30-40° C liegt.

Eine Ubersicht einiger neuerer Untersuchungen zeigt deutlich, daB
das Temperatur-Optimum bei Untersuchungen mit der kiirzesten Test-
dauer am héchsten liegt.

Tabelle 6

Zusammenstellung der Untersuchungsergebnisse iiber die
optimale Reaktionstemperatur cellulolytischer Enzyme

Pilz ]i}él:lfg Testdauer Substrat Optimum Autor
Poria gut 30 Minuten | CMC 60° O Sison et al.
vaillantii gereinigt (1958Db)
Myrothecium | erhitz, | 5415 Minuten | CMC do-ise (| Ttezkreas
verrucaria . (1957)
Myrothecium | nicht 10 Minuten | CMC 55° C Norkrans
verrucaria erhitzt , (1957)
Myrothecium | nicht 4 Tage Papier - 40° C Saunders
verrucaria gereinigt et al. (1948)
Myrothecium | nicht 91 Herawiolls 40° C Greathouse
verrucaria gereinigt, (1950)
Trichoderma ° 9 92 40-45° ¢ | Toyana
konongii (1954)

1 Wahrscheinlich Tage, da die Aktivitit gegen Baumwolle im allgemeinen gering ist.

? Leider sind die Arbeiten im Original japanisch und deshalb nur aus den «Chemical
Abstracts» zu lesen. Dies ist auch wahrscheinlich der Grund, warum sie nie zitiert werden.

Die eigenen Untersuchungen wurden an den gereinigten Cellulase-
losungen von Irpex lacteus und Trichoderma wviride durchgefiihrt. Die
Viscositét der iiblichen CMC-Testlésungen wurde immer bei 20° C gemes-
sen, die Testkolben sofort nach der Messung auf die Reaktionstemperatur
gebracht und nach Beendigung der Reaktionszeit fiir die nichste Messung
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wieder abgekiihlt bzw. erwidrmt. Die Ergebnisse fiir Irpex lacteus sind in
Figur 7 graphisch dargestellt.

r o
580 min
60—
L 340min
~
=
~
< 50
[t
X
< T 13omin
i 1 ] 1 1 1 1 1
20 40 60

TEMPERATUR °C
Figur 7

Irpex lacteus: Temperaturabhiangigkeit der Aktivitat gereinigter Cellulase auf CMC nach
verschieden langer Testdauer
O——=0 Viscositatsanderung nach verschiedenen Zeiten

Bei einer Reaktionsdauer von 130 Minuten betrigt die optimale
Reaktionstemperatur 60° C, was dem Ergebnis von Sison et al., 1958D,
entspricht. Wird die Reaktionsdauer auf 340 Minuten und schlieBlich auf
580 Minuten erhoht, so verschiebt sich das Optimum bis auf 30° C.

Es fallt auBerdem noch auf, dafl die Aktivitdtskurven ein sehr breites
Optimum haben. Das kann einmal davon herriihren, daBl die Enzym-
16sung immer noch aus einigen Cellulasen, die sich hinsichtlich des Tempe-
raturoptimums &hnlich verhalten, besteht. Es kann aber auch dadurch
zustande kommen, dafl die Losung wihrend der Viscosititsmessungen
einige Zeit, wenn auch nur kurz, nicht auf der angegebenen Reaktions-
temperatur ist.

Ein etwas anderes Bild zeigen die auf die gleiche Art mit gereinigter
Trichoderma-Cellulase durchgefithrten Untersuchungen (Figur 8). Zu-
sétzlich wurden in diesem Fall nach 2 Tagen Zuckerbestimmungen in der
Testlosung gemacht (kolorimetrisch nach Nelson, 1944). Zwar betrigt
das Optimum fiir 150 Minuten Testdauer auch 60° C, aber selbst nach 2
Tagen liegt die optimale Reaktionstemperatur immer noch bei 40° C. Die
Aktivitatskurven sind bei T'richoderma viel steiler als, bei Irpex. Das kann
auf einen groferen Reinheitsgrad oder auf eine andere Zusammensetzung
der Enzymlosung hindeuten.

Thermostabilitat

)

Im Zusammenhang mit der optimalen Reaktionstemperatut sind
Untersuchungen iiber die Hitzestabilitit von Cellulasen interessant. Auch
“die ‘thermische Inaktivierung gibt Aufschluf3'{iber die chemische Nattir
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Figur 8
Trichoderma viride: Temperaturabhéngigkeit der Aktivitét gereinigter Cellulase auf CMC
nach verschieden langer Testdauer

O——0 Viscositatsanderung nach verschiedenen Zeiten (V)
A A reduzierende Zucker nach 2 Tagen (R)

von Enzymen. Wenn fiir die optimale Reaktionstemperatur im allgemei-
nen Werte gefunden wurden, die fiir Enzyme iiblich sind, erstaunen die
Angaben iiber die extreme Hitzestabilitédt, sofern man annimmt, dafl
es sich auch hier um EiweiBkorper handle.

Sison, Schubert et Nord (1958) fanden, dal nach halbstiindigem
Erhitzen auf 80° C noch 409%, der urspriinglichen Aktivitit einer gerei-
nigten Cellulaselésung von Poria vaillantic vorhanden ist. Norkrans
(1957) untersuchte Polyporus-annosus-Cellulasen und fand nach 20miniiti-
gem Erhitzen auf 80° C nur noch 309, der urspriinglichen Aktivitit, nach
20miniitigem Kochen war die Enzymlosung aber immer noch etwas aktiv.
Eine 8-Glucosidase (Test gegen p-Nitrophenyl-S-Cellobiosid) war dagegen
bei 80° C nach 20 Minuten schon vollig inaktiv. Ahnliche Ergebnisse, eine
relativ thermostabile Cellulase (3 Minuten bei 100° C: 159, Restaktivitit)
und eine thermolabilere f-Glucosidase, hatten Kooiman et al. (1953)
zur Trennung der beiden Enzyme verwendet.
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Extreme Resultate stammen von Schifer (1957) bei nicht gereinig-
ten Enzympréiparaten (Kulturlosung von Aspergillus terreus). Wihrend
die Enzyme in Loésung nach 3 Stunden Erhitzen bei 70° C inaktiviert
waren, hatte das Enzympulver! (die Lésung wurde iiber H,S0, getrock-
net) nach 3 Stunden Erhitzen auf 140° C noch ca. 20 %, der urspriinglichen
Aktivitdt. Eine Cellulaselosung von T'rickoderma koningii wurde dagegen
nach Toyana (1953) bei 55° C vollig inaktiviert?.

Aus diesen sich z.T. widersprechenden Ergebnissen wird besonders
deutlich, dal nur Préiparate von sich entsprechendem Reinheitsgrad ver-
gleichbar sind. Da es sich bei allen bisher gefundenen Enzymen um Pro-
teine handelt, kann dies auch fiir Cellulase angenommen werden. Proteine
in Losung sind jedoch bei weitem nicht so hitzestabil, Die Cellulaseproteine
miissen hier also in einem «geschiitzten» Zustand vorliegen, und das ist
wohl wesentlich davon abhingig, mit welchen anderen Stoffen, eventuell
auch anderen Proteinen, sie zusammen vorkommen bzw. «verunreinigt»
sind.

0 min

20+

1min

10+

AKTIVITAT

20 30 40 50
TESTDAUER min

Figur 9

Irpex lacteus: Hitzeresistenz gereinigter Cellulase, Aktivitét (to—10min) [to- Die Enzymlo-
sungen wurden 0-30 Minuten kochend gehalten und dann den Testlosungen zugefiigt,
deren Viscositat bestimmt wurde

Bei den Untersuchungen der Autorin wurden die gereinigten Enzym-
losungen von Irpex lacteus und Trichoderma viride verschiedene Zeiten in

1 Offenbar erhoéht die scharfe Entwéasserung die Thermostabilitat, wie dies z. B. auch
fir Eiweile scharf getrockneter Samen und Sporen gilt.
2 Dauer der Behandlung unbekannt.
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kochendem Wasser gehalten, dann auf 20° ¢ abgekiihlt und die Aktivitit
wie iiblich viskosimetrisch gegen CMC gemessen. Im Gegensatz zu allen
zitierten Ergebnissen (mit Ausnahme von Schifer, 1957) konnten nach
halbstiindigem Kochen der Enzymlésung von Irpex lactews immer noch
309 der Aktivitit einer . unbehandelten Losung festgestellt werden
(Figur 9).

Die Resultate bei Twichoderma-viride—Ce]lulaselb’sung sind etwas an-
ders (Figur 10). Diese Losung wird durch 10miniitiges Kochen weniger
inaktiviert als die Irpex-Cellulase (60 9, der Aktivitit der Kontrolle gegen-
tiber nur 46 9, bei Irpex). Nach 30miniitigem Kochen ist die Aktivitit bei
T'richoderma-Cellulase jedoch auf 169, abgesunken, also gerade um 149
mehr als bei Irpex. :

30

Ommn 4

AKTIVITAT

10 .20 30 40 50
TESTDAUER min
Figur 10

Trichoderma viride: Hitzeresistenz gereinigter Cellulase, Aktivitat (to—t10min)to
(Behandlung der Losungen siehe Figur 9)

Abbauprodukte

Man stellt sich im allgemeinen vor, daB die katalytische Wirkung der
Enzyme auf bestimmte Stellen des Enzymmolekiils beschrinkt ist. Solche
aktive Stellen kénnen wihrend einer enzymatischen Reaktion z. T. von
Abbauprodukten, sofern diese dem urspriinglichen Substrat @hnlich sind,
besetzt werden und damit fiir die Katalysierung des Substratabbaus aus-
fallen. Eine Anhéufung von Abbauprodukten kann also einen Aktivitits-
verlust des Enzyms zur Folge haben. Umgekehrt kann man auch schlieBen,
dafl, wenn eine Substanz von dhnlichem Aufbau wie das Substrat auf die
katalysierte Reaktion hemmend wirkt, sie auch im ProzeB selbst auftritt.
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Im Falle des Celluloseabbaus ist es interessant, die mutmaBlichen
Endprodukte des Abbaus, Cellobiose und Glucose, in dieser Hinsicht zu
untersuchen. Einige Forscher (Reese, Norkrans, Kooiman u.a.) ver-
treten ndmlich die Ansicht, daf3 eine oder mehrere Cellulasen die Cellulose
bis hinab zur Cellobiose spalten, fiir deren Abbau jedoch eine besondere
p-Glucosidase, Cellobiase, verantwortlich sei. Whitaker, Hash et King
und Nisizawa nehmen dagegen an, da} eine oder mehrere Cellulasen fiir
den vollstdndigen Abbau bis zur Glucose verantwortlich sind.

Dieses Problem ist schwierig abzukldren, da es ein von anderen En-
zymen freies Cellulasepriiparat voraussetzt. Versuche, bei denen zu einer
Testlosung von CMC zusétzlich Glucose oder Cellobiose zugegeben werden,
umgehen diese Schwierigkeit. Fiir die Verdnderung der Viscositdt von
CMC sind sicher Cellulasen verantwortlich. Wird diese Verinderung von
Glucose und Cellobiose nicht beeinflufit, so kann man annehmen, daf3 die
bei dem Abbau entstehenden Cellobiose und Glucose durch die Wirkung
eines anderen als des CMC spaltenden Enzyms entstanden sind. Allerdings
kénnte man sich auch vorstellen, dafl, wenn ein Enzym die Fiahigkeit hat,
verschiedenartige Abbaureaktionen zu katalysieren (Spaltung von langen
Ketten und Abspaltung kleinerer Einheiten vom Ende einer Kette), die
Reaktionen, fiir die vielleicht verschiedene aktive Stellen zustindig sind,
auch durch Glucose und Cellobiose verschieden beeinflulit werden. Es
wiirde also in diesem Fall nicht die CMC-Spaltung, sondern nur das Auf-
treten von Glucose und Cellobiose gehemmt. Fiir solche differenzierte
Untersuchungen sind jedoch wieder reine Enzyme (d.h. z.B. frei von
Cellobiase) Voraussetzung. Es soll aber durch diese Uberlegungen nur
dargelegt werden, daf} eine Hemmung sicher darauf hinweist, dal die zu-
gesetzte Substanz auch beim Abbau auftritt. Wird keine Hemmung beob-
achtet, so heiflt das noch nicht, daB diese Substanz nicht auftritt.

Reese, Gilligan und Norkrans (1952) haben tiber diesen Punkt
bei Cellulasen mehrerer Organismen eingehende Untersuchungen gemacht.
Sie fanden, daB eine steigende Zugabe von Cellobiose im allgemeinen den
CMC-Abbau immer stirker hemmt, dafl jedoch Glucosegaben eher stimu-
lierend wirken. Die Stimulation nimmt bei steigender Konzentration je-
doch ab. Norkrans (1950) stellte die hemmende Wirkung von Cellobiose
auf den Abbau einer ungefillten Cellulose durch cellulolytische Enzyme
von T'richoloma nudum schon bei einer Konzentration von 0,03 %, fest. Im
Gegensatz zu Reese et al. bewirkte eine Erh6hung der Cellobiosekonzen-
tration iiber 0,03 9%, keine zusétzliche Hemmung des Abbaus.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Thomas (1956) bei
gereinigter Cellulase von Stachybotrys atra und Schéafer (1957) bei Kultur-
I6sungen von Aspergillus terreus. Beide konnten sowohl durch Glucose als
auch durch Cellobiose keinen Einflul auf den Abbau von methylierter
Cellulose feststellen.
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Eigene Untersuchungen mit cellulolytischen Ehzymen von Irpex
lacteus und T'richoderma viride (Figur 11) ergaben im wesentlichen gleiche
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FORDERUNG

4%

4
3

150 min

HEMMUNG

"
3
|

CELLOBIOSE

30min

Figur 11

Irpex lacteus: EinfluBl von Glucose und Cellobiose auf die Aktivitat gereinigter Cellulase auf
CMC nach verschiedenen Zeiten
A——nA Glucose 0 O Cellobiose

Resultate wie die von Reese et al. (1952b). Schon eine Konzentration von
0,259%, Cellobiose hemmt den CMC-Abbau durch Irpex-Cellulase. Im
Gegensatz zu Norkrans hat aber eine 0,03 %ige Cellobioselosung noch
keinen Effekt. Eine Erhshung der Cellobiosekonzentration wirkt immer
stirker hemmend, jedoch nimmt die Hemmung auch bei 30 Minuten Test-
dauer nicht proportional zu. Die hemmende Wirkung von Cellobiose
nimmt stark ab, wenn die Testdauer von 30 Minuten auf 150 Minuten
erh6ht wird. Es ist bekannt, dafBl bei jeder enzymatischen Reaktion der
Abbau pro Zeiteinheit nur am Anfang konstant ist, bald jedoch stark ab-
nimmt, was zum Teil durch die entstehenden Abbauprodukte erklirt
wird. Nach 150 Minuten Testdauer ist bei der Kontrolle (Testlésung ohne
zusiitzliche Cellobiose) bereits der hemmende Einflufl der durch die enzy-
matische Reaktion entstandenen Abbauprodukte bemerkbar. Eine Er-
héhung der Cellobiosemenge bei den Versuchslésungen hat daher bei
150 Minuten Testdauer einen relativ geringeren Effekt als bei 30 Minuten
Testdauer.

Eine geringe Zugabe von Glucose hatte bei cellulolytischen Enzy-
men von Irpex lacteus eine leicht stimulierende Wirkung, die aber durch
eine Erhohung der Konzentration nicht mehr beeinflut wurde.
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Die Ergebnisse bei T'richoderma viride entsprechen denen bei Irpex
lacteus und bestétigen die Untersuchungen von Reese et al. (1952b) im
wesentlichen (Figur 12). Allerdings konnte bei einer Cellobiosekonzen-
tration von 0,039%, eine leichte Stimulation beobachtet werden. Glucose
wirkt wiederum, unabhéingig von der Konzentration, leicht férdernd.
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Figur 12

T'richoderma wiride: EinfluB von Glucose und Cellobiose auf die Aktivitat gereinigter
Cellulase auf CMC nach verschiedenen Zeiten
A A Glucose o} O Cellobiose

Damit darf als sicher angenommen werden, daf8 Cellobiose beim Ab-
bau von CMC durch Enzyme von Irpex wie auch von Trichoderma auftritt ;
Glucose ist jedoch wahrscheinlich kein Abbauprodukt (siehe dazu S. 341).

Inhibitoren

Alle bisher gefundenen Enzyme haben einen Proteinanteil, der mei-
stens SH-Gruppen, COOH-Gruppen und NH,-Gruppen enthilt. Alle
Reagentien, die mit diesen Gruppen reagieren, hemmen die entsprechenden
Enzyme. Auftreten und AusmaB der Hemmung ist wesentlich vom pH
der entsprechenden Losung abhingig. Proteine und also auch Enzyme
tragen in saurer Losung positive Ladung und kénnen daher mit negativ
geladenen Ionen, z.B. Phosphorwolframsiure, reagieren. Hemmungen
dieser Art sind meistens irreversibel. Oft kann auch eine Hemmung durch
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leichte Oxydationsmittel hervorgerufen werden ; leichte Reduktionsmittel
konnen diese Hemmung meist wieder riickgéingig machen.

Uber die Wirkung von Inhibitoren auf Cellulasen existieren noch
wenig Ergebnisse. Basu und Whitaker (1953) untersuchten viele Sub-
stanzen hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Aktivitit von Myrothecium-
verrucaria-Cellulase. Sie fanden, dall sowohl Schwermetallionen als auch
reduzierende und oxydierende Substanzen hemmend wirken. Auch durch
spezifische SH-Reagentien, wie Jodessigséure, wurde die Aktivitat herab-
gesetzt. Auch Sison et al. (1958b) fanden, daB die Blockierung der SH-
Gruppen von cellulolytischen Enzymen von Poria vaillantic deren Aktivi-
tét herabsetzt. Thomas (1956) hingegen konnte in seiner Enzymlosung
von Stachybotrys atra weder die schwefelhaltigen Aminoséuren Cystein,
Cystin und Methionin entdecken, noch wirkte Jodessigséure auf die Akti-
vitdt der Enzyme hemmend.

Tabelle 7

Irpex lacteus und Trichoderma viride: Hemmung der cellulolytischen Aktivitat
des gereinigten Enzympraparates
Konzentration aller Substanzen: 10-* M

Irpex lacteus Trichoderma viride
Substanz

9%, Aktivitit 9, Aktivitit ¢

der Kontrolle der Kontrolle
Cystin + Cystein 92 1.7 87 12,12
KCN 66 8,31 89 47,53
Phosphorwolframséure 68 7,81 96 2.9
Trichloressigsaure 30 17,82 64 59,88

L P-=70,05 P .= 0,01 8 P = 0,001

Die eigenen Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengestellt. Zu der
tiblichen CMC-Losung (pH 5,5) wurden die entsprechenden Inhibitoren
gegebenund die Menge der reduzierenden Zucker dieser Losungen nach 2 Ta-
gen bestimmt. Eine Testlosung ohne Zusitze diente als Kontrolle.

Irpex-lacteus-Cellulase wird durch KCN, Phosphorwolframsdure und
Trichloressigséure signifikant gehemmt, und zwar durch Trichloressig-
sdure bei weitem am stirksten. Die gleichen Gifte beeintrdchtigen auch
die Aktivitat der Cellulaselosung von Trichoderma viride, die Hemmung
ist jedoch weniger stark. Das Oxydationsmittel Cystin hat in beiden
Fillen keinen Einflufi, nach Zugabe von Cystein konnte bei T'richoderma
virtde ein signifikanter Aktivitdtsverlust beobachtet werden. Cystin mit
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Ascorbinséure oder KCN hatten bei beiden Priaparaten keine schddigende
Wirkung.

Substratspezifitit der Enzympriparate

Um AufschluB iiber die Wirkungsbreite gereinigter Cellulaselosungen
von Irpex lacteus und Trichoderma viride zu erhalten, wurden die Enzym-
préaparate (fiir Irpex lacteus 4,6 mg Trockensubstanz pro 50 ml Testlosung,
fiir T'richoderma viride 10 mg pro 50 ml Testlosung) zu einer Testlosung
(s.S. 319) mit den entsprechenden Substraten gegeben. Nach 2 Tagen wur-
den die reduzierenden Gruppen nach Nelson (1944) gemessen und nach
bestimmten Abstinden Proben zur chromatographischen Untersuchung
entnommen. Dadurch sollte die Art der Abbauprodukte und der Zeitpunkt
ihres Auftretens ermittelt werden. Als Substrate wurden die selbstherge-
stellten Substanzen und einige kidufliche Préaparate verwendet.

Das Ergebnis ist fiir Trichoderma viride aus Tabelle 8 zu ersehen.
Gereinigte Cellulase von T'richoderma viride hat keine Aktivitit gegen ICD
(s. S. 320) und Walseth-Cellulose. Gegeniiber Alkalicellulose, natiirlicher
Cellulose und Phosphorcellulose ist die Aktivitét so gering, dafl nach 2
Tagen mit der Methode von Nelson keine reduzierenden Zucker gefunden
werden konnten; erst nach 32 Tagen kann papierchromatographisch
Glucose in kleinen Mengen nachgewiesen werden. Eigenartigerweise ist
der reduzierende Wert abgebauter CMC-Losung schon nach 2 Tagen re-
lativ hoch. Glucose kann aber papierchromatographisch erst nach 25 Ta-
gen eindeutig festgestellt werden. Dal} in dem gereinigten Enzympréaparat
auBler Enzymen, die 1,4-3-glykosidische Bindungen spalten kénnen, auch
solche sind, die 1,4-a-glykosidische und aryl-f-glykosidische Bindungen
spalten, zeigt die Aktivitit des Praparates gegeniiber loslicher Stirke und
Salicin'. Auch SCD, das aus niederen, loslichen Cellulosedextrinen (s.
S. 320) besteht, wird schnell und stark abgebaut. Cellobiose wird von dem
Préparat ebenfalls angegriffen, sie ist nach 60 Tagen vollig zu Glucose ab-
gebaut. Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, die schon auf Seite 340
gedullert wurde, daB3 fiir den Cellobioseabbau ein besonderes Enzym,
Cellobiase, verantwortlich sei und dafl die Cellulase der untersuchten
Pilze, moglicherweise iiberhaupt alle Cellulasen, nur bis zur Cellobiose
abbauen konnen.

Eine einfache Methode, um die Wirkung der Cellobiase auszuschal-
ten, fanden Kooiman et al. (1953) fiir Priparate von Myrothecium verru-
caria. Sie erhitzten die Enzymlosung und zerstorten dadurch die thermo-
labile Cellobiase. Als Abbauprodukt fanden sie dann nur noch Cellobiose.

! Kontrollssungen dieser Substrate ohne das Enzympraparat zeigten unter gleichen
Bedingungen keinen Abbau.
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Auch Sison et Schubert (1958a), stellten bei Poria vaillantii #hnliche
Resultate fest.

In der vorliegenden Untersuchung wurden Enzymlésungen von
Irpexlacteus und T'richoderma viride 5 Minuten gekocht. Die Kontrollosun-
gen blieben unbehandelt. Die Testlosungen hatten folgende Zusammen-
setzung:

Cellobiose 50 mg
(oder CMC 20 mg)
Enzymlosung? 1 ml
H,0 (Preventol-PN-gesittigt) 4 ml

Die Losungen blieben bei 30° C 8 Tage im Dunkeln stehen und wurden
dann papierchromatographisch untersucht.

Bei T'richoderma viride zeigte sich deutlich, daB das gekochte Enzym
keine Cellobiaseaktivitit mehr hat. Die Menge von Cellobiose, die aus CMC
entstanden war, war zu gering, um chromatographisch nachgewiesen wer-
den zu kénnen. Im Enzympriparat von Irpex lacteus wurde keine Cello-

biose gefunden; auch die ungekochte Enzymlosung baute Cellobiose nicht
ab.

Dieses Ergebnis stimmt tiberein mit den Resultaten anderer Versuche,
wonach bei Zusatz eines gereinigten Cellulasepréiparates von Irpex lacteus
zu Cellobiose selbst nach 38 Tagen keine Glucose entstand. Ebenso konnte
auch bei Einwirkung desselben Priparates auf die in Tabelle 8 angege-
benen Substrate nur Cellobiose als Abbauprodukte nachgewiesen werden ;
die Aktivitit des Préparates hat sich als gering erwiesen. Natiirliche
Cellulose und Phosphorcellulose wurden nicht abgebaut.

Versuche iiber die Natur des Enzymeiweilles

Eine analytische Untersuchung der Enzympriparate wire weit iiber
den Rahmen dieser Arbeit hinausgegangen. Die Verfasserin hat sich dar-
auf beschrinkt, einige allgemeine Nachweisreaktionen mit dem gereinig-
ten Enzympriparat von T'richoderma viride durchzufiihren.

Das Enzympréparat ist vollkommen wasserloslich, schiumt und 148t
sich mit (NH,),S0, aussalzen. Der Nitroprussidtest, auf SH-Gruppen
spezifisch, war negativ. Das Enzym ist mit Aceton reversibel fillbar (s.
S. 329). Mit Trichloressigsiure tritt eine deutliche Hemmung der Aktivitét
auf, ein Niederschlag konnte jedoch selbst bei hoher Konzentration der
Sdure nicht beobachtet werden. Die Ninhydrinreaktion war schwach
positiv, dagegen fiel die Biuretreaktion auch bei hohen Enzymgaben ne-

! Fir Irpex lacteus 116 mg Trockensubstanz pro 20 ml Lésung, fir Trichoderma viride
112,4 mg pro 20 ml Losung.
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gativ aus. Der noch empfindlichere Nachweis mit Kupfer-Folin-Reagens
(Lowry et al., 1951) wies jedoch auf das Vorhandensein lingerer Peptid-
ketten hin. :

Es ist nicht méglich, sich aus diesen wenigen Ergebnissen ein Bild
iiber den Aufbau des Enzymmolekiils zu machen. Es besteht eine gewisse
Wahrscheinlichkeit, daBl die Peptidketten relativ kurz sind (Biuret und
Trichloressigsiure negativ) oder daB das Eiweil in einer «geschiitzteny
Form vorliegt (extreme Hitzestabilitit). :

Diskussion

Am Anfang dieser Arbeit ist auf einige ungeloste Probleme der Cellu-
laseforschung hingewiesen worden. Es handelt sich hauptsichlich um die
Frage, ob der Celluloseabbau durch ein oder mehrere Enzyme katalysiert
wird und ob das oder die Enzyme bei verschiedenen Pilzen verschieden
sind. Im Zusammenhang damit steht die Frage der Spezifitét.

Eine exakte Beantwortung dieser Probleme setzt Trennung und voll-
stindige Reinigung der Enzyme voraus. Obwohl in dieser Arbeit nur eine
teilweise Reinigung und Anreicherung durchgefiihrt werden konnte, soll
doch versucht werden, aus den Versuchsergebnissen Schliisse fiir eine
Beantwortung dieser Fragen zu ziehen.

Produzieren Irpex lacteus und Trichoderma viride eine oder mehrere
Cellulasen ? Fiir eine Cellulase pro Pilz spricht die extreme Hitzestabilitét;
jedoch kénnten auch mehrere Cellulasen auf dhnliche Weise mit Abbau-
produkten (Reinouts van Haga, 1958) oder anderen Stoffen so ver-
bunden sein, daB das Protein teilweise vor Hitze geschiitzt wird. Die pH-
Optimum-Kurven sind steil und haben nur einen Gipfel, was auf nur ein
Enzym hinweist. DaB sich mehrere Enzyme in dieser Hinsicht so éhnlich
verhalten, ist nicht wahrscheinlich. Diese eine Cellulase hitte allerdings
eine sehr groBe Spezifititsbreite (von natiirlicher Cellulose bis zu loslichen
Cellulosedextrinen).

Werden von verschiedenen Pilzen die gleichen Enzyme gebildet ?
Auch hier spricht mehr fiir die Annahme, daf die gleichen cellulolytischen
Enzyme durch die verschiedenen Pilze gebildet werden:

1. Die spezifische Aktivitit (d.h. Aktivitit pro mg Protein) ist bel beiden
Priparaten, die sich im Reinheitsgrad stark unterscheiden?, dhnlich.
Pro mg Protein werden vom Irpex-Priparat in 10 Minuten 30 mg CMC
abgebaut, von T'richoderma pro mg Protein in der gleichen Zeit 41,3 mg;

1 Bei Irpex lacteus ist im gefriergetrockneten Praparat der durch Acetonfallung
gewonnenen Losung nur 5 % Protein enthalten. Es ist nicht wahrscheinlich, daf} ein. groBer
Teil der restlichen 959, aus prosthetischen Gruppen ohne Eiweicharakter besteht. Das
entsprechende Trichoderma-Praparat besteht dagegen zu 80 9% aus Protein.
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mit anderen Worten, im Irpex- und T'richoderma-Priparat ist der Ge-
halt des Proteins an Enzymeiweil etwa der gleiche.

2. Bei beiden Pilzen endet die cellulolytische Aktivitit der produzierten
Enzyme bei Cellobiose. Beide Pilze produzieren extracellulir eine
p-Glucosidase, die fiir den Abbau der Cellobiose verantwortlich ist. Die
obere Grenze ihrer Spezifitit konnte nicht festgestellt werden. Diese
Ergebnisse sind im Einklang mit den Resultaten verschiedener Autoren
(z.B. Kooiman et al., 1953, Sison et Schubert, 1958a). Eine Cellu-
lase mit Cellobiaseaktivitit fanden Whitaker (1953) und Hash et
King (1958), wobei hier nur Spuren von Glucose gefunden werden
konnten, sowie Nisizawa et al. (1954), die jedoch Zweifel hegen, ob in
ihrem Préparat nicht doch eine Verunreinigung durch eine Cellobiase
vorliegt. Die Cellobiaseproduktion von Irpex ist wesentlich geringer als
die von -T'richoderma, wahrscheinlich bedingt durch eine selektive
Kulturlésung. Die Cellobiase wird durch die Acetonfillung aus dem
Irpex-Préaparat vollstéindig entfernt.

3. Das optimale pH ist fiir beide Priaparate gleich.
4. Beide Priparate sind extrem hitzestabil.

5. Bei beiden Priparaten erfolgt der Abbau langer Celluloseketten an
nicht vorbestimmten Stellen (rascher Abfall der Viscositit von CMC
und spiiteres Auftreten reduzierender Zucker).

6. Beide Pilze bilden Cellulasen nur adaptiv.

Gegen das Vorhandensein der gleichen Cellulasen in beiden Pripa-
raten spricht deren verschiedene Spezifitit. Es kénnte aber sein, daB auch
Irpex lingere Celluloseketten abzubauen vermag, daB aber die Aktivitit
dieses Préiparates geringer ist. Diese Aktivitdtsverminderung kénnte z.B.
dadurch zustande kommen, dal durch die Aufarbeitung ein Teil der ak-
tiven Zentren oxydiert wird.

Im Gegensatz zu den pH-Optima unterscheiden sich, bei lingerer
Testdauer, die Temperaturoptima beider Cellulasen.

Zusammenfassung

1. Die Bildung von extracelluléiren cellulolytischen Enzymen von Irpex
lacteus und T'richoderma viride geht mit dem Mycelwachstum parallel.
Sie nimmt mit steigender Temperatur zu und wird durch Schiitteln
der Versuchslosung erhsht.

2. Einerseits begiinstigt das Schiitteln die Enzymbildung durch diese
Pilze, anderseits wirkt das Schiitteln auf die Enzyme von Irpex
lacteus inaktivierend. Dafiir ist zum Teil die erhohte Beriihrung mit
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Sauerstoff verantwortlich. Bei T'richoderma viride konnte kein schad-
licher EinfluB des Schiittelns beobachtet werden. Gedampftes Tages-
licht hatte bei beiden Pilzen keinen EinfluB} auf die Enzymproduktion.

3. Cellulolytische Enzyme werden in beiden Fillen nur gebildet, wenn
das entsprechende Substrat in der Kulturlsung des Pilzes vorliegt;
die Cellulasen sind also adaptiv.

4. Es konnten durch Umféllungen mit Aceton Enzympriparate herge-
stellt werden, deren Gehalt an nichtenzymatischem Eiweil} gering ist.
Das Préparat von Irpex lacteus war frei von Cellobiase, wihrend das
von Trichoderma viride dieses Enzym enthielt. Die Aktivitdt pro
Proteinmenge ist bei Irpex lacteus geringer als bei Trichoderma viride.

5. Das pH-Optimum der Aktivitdt betragt fiir beide Préiparate pH 4,1.

6. Die cellulolytischen Enzyme beider Pilze besitzen eine erstaunlich
hohe Thermostabilitit. Nach halbstiindigem Erhitzen auf 99° C hatte
das Irpex-Priparat noch 30%, das Trichoderma-Praparat noch 16 %
der wurspriinglichen Aktivitdt. Die Cellobiase des Trichoderma-
Priparates wurde durch 5 Minuten dauerndes Erhitzen auf 99° C voll-
kommen zerstort.

7. Die optimale Reaktionstemperatur beider Enzympriparate liegt fur
150 Minuten Testdauer bei 60° C. Bei Irpex lacteus fallt sie bei Er-
hohung der Testdauer auf 580 Minuten auf 30° C, withrend sie bei
Trichoderma viride nach 2 Tagen noch 40° C betragt.

8. Cellobiose wirkt auf die cellulolytische Aktivitit beider Préparate
hemmend, Glucose dagegen fordernd.

9. KCN und Trichloressigsdure hemmen die Aktivitét beider Cellulase-
priaparate; Phosphorwolframsaure wirkt nur auf das Priparat von
Irpex lacteus, Cystein-Cystin nur auf das von Trichoderma viride.

10. Das Irpex-Priparat hat gegeniiber den untersuchten Substraten mit
Ausnahme von Carboxymethylcellulose eine sehr geringe, gegen-
iiber Cellobiose keine Aktivitét. '

Durch Trichoderma-Enzyme werden auBier ICD und Walseth-Cellu-
lose (s.S.320) alle untersuchten Substrate zu Cellobiose abgebaut.

11. Einige allgemeine Reaktionen bestitigen die Eiweinatur der unter-
suchten Enzyme; freie SH-Gruppen konnten nicht nachgewiesen
werden.

Die vorliegende Arbeit wurde am Botanischen Institut der Universitit Basel unter der
Anleitung von Herrn Prof. Dr. M. Geiger-Huber ausgefiihrt; ich danke ihm herzlich fiir
das Interesse an meiner Arbeit und die Bereitstellung der notwendigen Hilfsmittel. Frau-
lein B. Rudin und ganz besonders Fraulein B. Baumgartner danke ich fiir ihre Mit-
arbeit und Herrn H. Miiller fiir die Anfertigung technischer Hilfsmittel. Endlich bin ich
Herrn cand. W. Hanstein fiir das Abschreiben des Manuskriptes und die Anfertigung der
Figuren zu Dank verpflichtet.
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