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264. Zur Reaktion von Reaktivfarbstoffen mit Cellulose

1V. Enzymatische Hydrolyse reaktiv gefiarbter Cellulose?) [1]
13. Mitteilung iiber textilchemische Untersuchungen [2]

von P.Hagen?), E. T. Reese und 0. A, Stamm
(25. VIII. 66)

1. Einlettung. In einer fritheren Mitteilung [3] haben wir itber den sidurehydro-
lytischen Abbau von reaktiv gefarbter Cellulose berichtet. Wir haben nun Cellulose,
die mit dem gleichen Reaktivfarbstoff gefarbt war, auch enzymatisch abgebaut. Diese
enzymatische Hydrolyse ist nicht nur im Hinblick auf die urspriingliche Fragestel-
lung [3], sondern auch vom Standpunkt der Enzymaktivitit gegeniiber solchen ge-
farbten Substraten interessant. Das Verhalten reaktiv gefarbter Cellulose gegeniiber
Enzymen wurde schon verschiedentlich qualitativ gepriift [4] [5], die Konstitution
der Abbauprodukte aber noch nie untersucht.

2. Resultate. Als Substrat diente diesmal Cellulosepulver, das nach WaLsETH [6]
mit Phosphorsiure gequollen, getrocknet und auf eine Partikelgrosse von < 0,5 mm
gemahlen wurde. Dieses Produkt vom durchschnittlichen Polymerisationsgrad 518
wurde viermal mit je 10%, Remazolbrillantblau R (I) angefirbt, wobei nicht reaktiv
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gebundener Farbstoff jedesmal erschépfend mit kochendem Wasser extrahiert wurde.
So erhielt man ein blaues Pulver mit einem durchschnittlichen Substitutionsgrad von
0,025. i

Dieses Substrat wurde einerseits mit dem Kulturfiltrat von Streptomyces sp. QM
B 8148), andererseits mit dem von Trichoderma viride QM 6a?%) behandelt. Nach ent-

1) Auszug aus der Dissertation P. Hagen, ILTH, Ziirich 1964.
2) Jetzige Adresse: Sanpoz AG, Basel.
3) Quartermaster Culturc Collection, Natick, Mass., U SA,
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sprechender Aufarbeitung erhielt man in beiden Fillen klare, tiefblau gefirbte Hydro-
lysate. Bei ihrer papierchromatischen Untersuchung (vgl. Fig., Str. B 814 bzw. Tri. 6a)
setzte sich jeweils eine gleich rasch wandernde Hauptzone (Str. HZ bzw. Tri. HZ)
von zahlreichen weiteren, z. T. schlecht getrennten und schweifbildenden langsamer
wandernden Zonen ab. Der Rf-Wert der Hauptzone entspricht dem einer synthe-
tischen Farbstoff-Cellobioseverbindung (vgl. Fig., FCello HZ). Beim Trichoderma-
Hydrolysat tritt zudem noch eine, allerdings schwache, Zone (Tri. Z 1) auf, die vor
der Hauptzone wandert und denselben Rf-Wert besitzt, wie der im Teil III dieser
Reihe [1] als Zone 3 (vgl. Fig., FCell/Sre Z 3) bezeichnete Farbstoff-Glucoseither.
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Die langsamer wandernden Verbindungen entsprechen daher offensichtlich gefirbten
héheren §-1,4-Oligoglucosiden. Eine quantitative Bestimmung der prozentualen An-
teile dieser verschiedenen Zonen ergab fiir den Streptomyces-Abbau 409, Hauptzone
und 609, Oligomere, fiir den T7ichoderma-Abbau 3%, Farbstoff-Glucose-Derivat,
57% Hauptzone und 40%, Oligomere.

Da im Gegensatz zum T7richoderma-Hydrolysat -die Hauptzone beim Strepto-
myces-Hydrolysat sauber von den nachfolgenden Zonen abgetrennt war, haben wir
diese Zone aus letzterem Hydrolysat isoliert. Dazu wurde das konzentrierte Hydro-
lysat durch Chromatographie auf Cellulosepulversiulen vorfraktioniert. Von den
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zahlreichen untersuchten Mdglichkeiten weiterer Reinigung fithrte nur die pripara-
tive Papierchromatographie auf Einzelchromatogrammen zu reinen Priparaten. Die
entsprechenden Zonen wurden mit kaltem Wasser extrahiert, durch Sephadex-
Chromatographie und Dialyse von aus dem Papier stammenden Verunreinigungen
und von anorganischen Salzen befreit und schliesslich gefriergetrocknet. Die so iso-
lierte Verbindung war chromatographisch und papierelektrophoretisch in verschie-
denen Fliessmitteln bzw. Puffersystemen einheitlich. Die Elementaranalysen ent-
sprachen einem Produkt aus einem Farbstoffrest und einer Cellobiosemolekel. Diese
Zusammensetzung liess sich durch die Behandlung mit wisserigem Alkali bestitigen.
Dabei wird der Farbstoifrest leicht durch eine 1, 2-Eliminierung abgespalten, und man
findet sowohl im Blindversuch mit Cellobiose allein als auch mit der gereinigten
blauen Verbindung bei der Entwicklung der Chromatogramme mit Anilinhydrogen-
phtalat, neben einer schwachen Zone mit einem R.-Wert von 2,1, eine Hauptzone,
welche wie Cellobiose wandert. Spaltungsversuche der Substanz aus der Hauptzone
mit 8-Glucosidase aus Mandeln verliefen erfolglos (im Blindversuch lieferte Cellobiose
quantitativ Glucose). Wurde das Hauptzonenprodukt dagegen mit 0,58 oder 1N
Schwefelsdure hydrolysiert, so erhielt man neben Glucose eine neue blaue Verbin-
dung, die sich durch Adsorption an Talk abtrennen liess. Diese neue blaue Verbin-
dung besass den gleichen Rf-Wert wie die am raschesten wandernde Zone aus dem
Trichoderma-Hydrolysat (Tri. Z 1) bzw. wie der seinerzeit charakterisierte Farbstoff-
Glucosedther (Zone 3 in [1]) aus dem siurehydrolytischen Abbau von mit Remazol-
brillantblau R angefirbter Hydrocellulose. Auch papierelektrophoretisch verhielt
sich dieses Hydrolysenprodukt gleich wie die frither beschriebene Zone 3. Der Farb-
stoff haftet am C-2 der Glucose: Erschopfende Methylierung des Hauptzonenproduk-
tes mit Methyljodid und Silberoxid in Dimethylformamid nach KunN, TRISCHMANN
& Low [7], Eliminierung des Farbstoffs durch Alkalihydrolyse und der Methyl-
glucosidfunktion durch saure Verseifung und anschliessende Papierchromatographie
fithrte nach dem Ergebnis von Farbreaktionen und des Vergleichs mit synthetischen
Derivaten nur zu 3,4,6-Tri-O-methylglucose neben sehr wenig 2,3,4,6-Tetra-O-
methylglucose; das Auftreten dieser letzteren lisst sich dadurch erkldren, dass trotz
den relativ schwach alkalischen Bedingungen der Permethylierung der Farbstoff
bereits teilweise abgespalten wird. Wir versuchten deshalb, die Reaktion bei tieferen
Temperaturen durchzufiihren, doch verlief dann die Methylierung nicht mehr voll-
stindig, was durch das Auftreten von Mono- und Di-O-methylglucosen nach Hydro-
lyse angezeigt wurde.

Es fehlte nun noch der Nachweis, an welchem Glucoserest der Cellobiose der
Farbstoff gebunden war. Permethylierung des Farbstoff-Cellobiosedthers und nach-
folgender Abbau fithrten zu keinen eindeutigen Resultaten, da neben der 3,4,6-Tri-
O-methylglucose die 2,3,6-Tri-O-methylglucose nicht sicher nachgewiesen werden
konnte; immerhin fehlten Di-O-methylglucosen. Es ist bekannt, dass Natriumbor-
hydrid Aldosen zu den entsprechendep Alkoholen reduziert, Glucoside aber nicht
angreift [8]. Wenn nun der Farbstoffrest am nicht-reduzierenden Ende der Cello-
biose-Einheit sitzt, sollte nach Borhydrid-Reduktion und Hydrolyse der Osidbindung
Sorbitol nachweisbar sein, im andern Fall aber Glucose. Bei der Durchfithrung dieser
Reaktion wurde die Losung entfdrbt, der Farbstoff also erwartungsgemass bei der
Reduktion zerstért. Nach Hydrolyse und Abtrennung ionischer Produkte mittels
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Tonenaustauscher liess sich im Eluat papierchromatographisch nur Sorbitol nach-
weisen, wihrend im Kontrollversuch mit Cellobiose unter den gleichen Bedingungen
Glucose und Sorbitol identifiziert werden konnten. Das zeigte, dass der Farbstoffrest
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an der nicht-reduzierenden Glucoseeinheit der Cellobiose gebunden war. Damit war

die endgiiltige Konstitution III des Hauptprodukts aus dem Abbau mit dem Strepto-
myces-Enzym bewiesen.

Da sich die Hauptzone des Trichoderma-Hydrolysats chromatographisch und
papierelektrophoretisch gleich verhilt wie das Streptomyces-Abbau-Hauptprodukt,
darf mit grosser Sicherheit angenommen werden, dass es sich in beiden Fillen um
dieselbe Verbindung handelt. Die am raschesten wandernde Zone im I7richoderma-
Hydrolysat, deren Anteil ca. 3%, ausmacht, ist kein Farbstoffglucosid, sondern ein
Farbstoff-Glucoseidther, da sie bei einer Behandlung mit 1~ Schwefelsdure unver-
indert blieb. Da ihr Verhalten chromatographisch und elektrophoretisch dem der
frither beschriebenen Zone 3 [1] entspricht, muss es sich um in 2-Stellung mit Farb-
stoff veritherte Glucose handeln.

Wir haben ferner die bei der Reaktion von Cellobiose mit Remazolbrillantblau R
entstehenden Produkte untersucht. Der Farbstoff wurde in sodaalkalischer Lésung
mit einem Uberschuss an Cellobiose umgesetzt. Nach Neutralisation liessen sich die
gefirbten Verbindungen an Talk adsorbieren und der tiberschiissige Zucker abtren-
nen. Die gefirbten Produkte wurden isoliert und papierchromatographisch gepriift.
Man erhielt sieben Zonen, von denen die Hauptzone (ca. 609, der Gesamtmenge)
durch priparative Papierchromatographie isoliert wurde (vgl. Fig., FCello HZ). Diese
papierchromatographisch einheitliche Substanz lieferte bei saurer Hydrolyse (vgl.
Fig., .FCello Sre) 799, Hydroxyfarbstoff II (Hy) und Glucose, sowie 219, Farbstoff-
Glucoseither; es sind also rund 799/ des Farbstoffs in dieser Hauptzone nur glucosi-
disch an die Cellobiose gebunden. Die Untersuchung des Farbstoffathers mittels der
frither beschriebenen Methoden [1] bestitigte, dass Remazolbrillantblau R unter den

gewihlten Bedingungen in alkalischem Milieu vor allem die 2-Stellung der Glucose-
einheit verdthert.

Zur Priifung, wie weit sich mit verschiedenen Reaktivfarbstofftypen gefirbte
Textilien in Bezug auf eine eventuelle Hemmung des mikrobiologischen Abbaus unter-
scheiden, haben wir die Schimmelpilz- bzw. Verrottungsbestandigkeit von 2-proz.
Ausfirbungen auf Baumwoll-Cretonne mit je einem Anthrachinon- bzw. Azochromo-
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phor aus der Dichlortriazinyl- (Procionbrillantblau R*%) und Procionbrillantorange
G %)) und aus der Monochlortriazinylreihe (Cibacronblau 3 G#) und Cibacronbrillant-
orange G%)), sowie mit Remazolbrillantblau R untersucht?) [11].

Gegenitber dem cellulosezerstérenden Pilz Chaetomium globosum zeigte sich eine
geringe Differenzierung zwischen den fiinf Ausfirbungen: Nach 7 Tagen konnte im
Vergleich mit ungefirbter Baumwolle beim Remazolbrillantblau R eine etwas stir-
kere Hemmwirkung festgestellt werden als bei Procionbrillantorange G und bei
Procionbrillantblau R; bei Cibacronbrillantorange G und Cibacronblau 3 G war keine
Hemmwirkung feststellbar. Nach 14 Tagen waren alle Proben véllig zerstort.

Bei den Versuchen mit einem Sporengemisch der drei Pilze Chaetomium globosum,
Stachybotris atra und Trichoderma viride waren die Proben schon nach 7 Tagen sehr
stark bewachsen, wobei ebenfalls das mit Remazolbrillantblau R gefirbte Gewebe
einen etwas schwicheren Pilzbefall aufweist. Nach 14 Tagen waren wiederum simt-
liche Gewebestreifen véllig zerstért. Von einer Schutzwirkung kann also in keinem
Fall gesprochen werden.

3. Diskussion. Im Gegensatz zu fritheren Versuchen [4] haben wir diesmal die
Hydrolyse nicht in Gegenwart von lebenden Organismen durchgefiihrt, sondern
mittels zellfreier Cellulase-Extrakte. Experimente mit dem damals verwendeten,
sdurehydrolytisch abgebauten Viscosepulver vom durchschnittlichen Polymerisa-
tionsgrad 32 [4], einem hochkristallinen Material, fithrten aber zu keinem Erfolg. Es
ist bekannt, dass zellfreie Kulturfiltrate gegeniiber nativer, d. h. relativ hoch kristal-
liner Cellulose viel weniger aktiv sind als die entsprechenden Kulturen der Mikro-
organismen selbst {12]. Offenbar besitzen letztere eine von REESE & GILLIGAN als
Cy-Enzym [13] (S-Faktor [14!) bezeichnete Komponente, welche imstande ist, eine
geeignete Disaggregation der nativen Cellulose zu hydratisierten Polyanhydroglucose-
ketten herbeizufiiliren. Jede Beliandlung des Substrats, welche den kristallinen Cellu-
loseanteil herabsetzt, d. h. die Quellfihigkeit der Cellulose erhéht, erleichtert den
Enzymangriff {15]. Daher haben wir mit nach WALSETH [6] vorbehandelter Cellulose
gearbeitet. Die Anfarbbarkeit des so gewonnenen Materials ist gut; der erhaltene
Substitutionsgrad entspricht im Durchschnitt einer Farbstoffmolekel an jeder 40.
Anhydroglucoseeinheit.

Durch die Einfithrung von Substituenten in die Cellulosemolekel wird im allge-
meinen der enzymatische Abbau verlangsamt, sofern nicht die Substitution ihn durch
Herabsetzung der Kristallinitdt bzw. Erhéhung der Quelleigenschaften begiinstigt.
Bei einem Substitutionsgrad von ca. 1 ist Cellulose resistent [16]. Es scheint jedoch
bercits ein Substituent an jeder zweiten Anhydroglucoseeinheit diese Resistenz zu
verleihen [15]. Dabei sind grosse Substituenten wirkungsvoller als kteine [17]. Der
durchschnittliche Substitutionsgrad sagt natiirlich nichts iiber die wirkliche Vertei-
lung der Substituenten in der Cellulosemolekel aus. Eine Anhidufung von Substi-
tuenten wird an den fiir das betreffende Reagens, also auch fiir das Enzym am leich-
testen zuginglichen Stellen zu finden sein; d.h., die Reduktion der Enzymaktivitit

) Konstitution vgl. [4].

% Konstitution vgl. [9).

) Konstitution vgl. [10].

) Fiir die Durchfiihrung der Verrottungsteste sind wir Herrn Dr. O. WiLcurr, EMPA, Haupt-
abteilung C, St. Gallen, zu Dank verpflichtet.

A
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wird immer grésser sein als aus dem durchschnittlichen Substitutionsgrad vermutet
werden kénnte. Das trifft natiirlich in besonderem Masse fiir unsere grosse Farbstoff-
molekel zu, und es ist daher nicht erstaunlich, dass die Hydrolyse nur partiell bis zur
Cellobiosestufe fiihrte. Zahlreiche Hinweise [17] [18] deuten darauf hin, dass Sub-
stituenten an der Anhydroglucoseeinheit die benachbarte Osidbindung gegen Cellu-
lasen schiitzen. Das von uns verwendete Enzym von Streptomyces sp. QM B 814 greift
nach PERLIN [19] nur 4-substituierte g-p-Glucosyleinheiten an. Das stimmt mit
unseren Ergebnissen fiberein: Der Farbstoffsubstituent sitzt am nicht-reduzierenden
Glucoserest der Cellobiose, d. h. die gespaltene Osidbindung befindet sich an dem nur
in 4-Stellung substituierten Anhydroglucoserest.

Das Auftreten gefirbter Oligomerer verschiedener Kettenlinge spricht fiir den
heute in den meisten Fillen angenommenen statistischen Angriff des Enzyms (Endo-
enzyme) und gegen einen systematisch vom Ende her erfolgenden Abbau (Exoen-
zyme). Wihrend die Streptomyces-Enzyme Cellulose zu Cellobiose und Cellotriose
neben sehr wenig Glucose abbauen, ist die Trichoderma-Cellulase aktiver, da man
Cellobiose und Glucose erhilt. Diese Verschiedenheit zeigt sich auch beim Abbau des
gefirbten Substrats, indem beim Streptomyces-Abbau 609, beim Trichoderma-Abbau
aber nur noch 409, hhere Farbstoff-Oligosaccharide erhalten werden. Wenn man die
gefarbte WALSETH-Cellulose mit 86-proz. Schwefelsdure abbaut, wie wir das seinerzeit
bei dem fiinfmal mit je 109, Farbstoff angefirbten Baumwollgewebe gemacht
haben [3], so erhilt man ein analoges Resultat: Man findet rund 12%, Hydroxyfarb-
stoff und 889, Farbstoff-Glucoseither. Zu einem entsprechenden Ergebnis fithrt auch
die Behandlung der Strepromyces-Hydrolysate mit starker Schwefelsiure. Da der
Hydroxyfarbstoff, wie frither gezeigt [1] [3], von glucosidisch gebundenem Farbstoff
herstammen muss, liegen diese Farbstoffglucoside hier in Form héherer Oligogluco-
side vor.

Fir die Wirkung von p-Glucosidase gelten dhnliche, sterisch bedingte Enzyni-
hemmungen wie fiir Cellulasen [20]. So lassen sich f-Glucopyranoside, bei denen die
Hydroxylgruppen an den Ring-C-Atomen 2, 3 oder 4 substituiert sind, mit Mandel-
emulsin nicht mehr enzymatisch spalten. Bei Substitution am Kohlenstoffatom 6
nimmt die Hydrolysengeschwindigkeit mit zunehmender Grésse des Substituenten
ab; wenn letzterer zu gross wird (z. B. Benzoyl- oder Tosylgruppen), so wird sie un-
messbar klein. Tatsichlich wird auch der von uns isolierte Farbstoff-Cellobiosedther
mit einer in 2-Stellung substituierten nicht reduzierenden Einheit von f-Glucosidase
aus Mandeln nicht gespalten. Man muss sich allerdings dariiber klar sein, dass sich
die Ergebnisse mit Mandelemulsin nicht ohne weiteres auf §-Glucosidasen anderer
Herkunft iibertragen lassen. Trotzdem ist es erstaunlich, dass in den Abbauprodukten
mittels Trichoderma-Enzymen, die ja f-Glucosidasen enthalten, eine allerdings sehr
geringe Menge Farbstoff-Glucoseverbindung gefunden wird. Dabei handelt es sich
offenbar um eine 2-O-Farbstoff-Glucose. Da ¢s bei dem niedrigen Substitutionsgrad
rein statistisch’ und auch sterisch unwahrscheinlich ist, dass an einer reduzierenden
Endeinheit einer Kette neben der stark bevorzugten Glucosidbildung noch eine
weitere Substitution erfolgt, diirften hier diese -Glucosidasen die Osidbindung ciner
substituierten Anhydroglucose-Einheit gespalten haben.

Im {ibrigen bestdtigen die strukturanalytischen Untersuchungen an den Farb-
stoff-Cellobivsedthern die bereits frither erhaltenen Resultate [11. Es zeigt sich auch
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hier wieder, dass eine Identifizierung der Abbauprodukte durch chromatographischen
Vergleich mit aus Cellobiose und Farbstoff hergestellten Verbindungen zu falschen
Ergebnissen fithrt; im Synthese-Gemisch enthilt nidmlich das Hauptprodukt den
Farbstoff zum gréssten Teil osidisch gebunden, obwohl es den gleichen Rf-Wert hat
wie das Hauptprodukt aus dem enzymatischen Abbau.

Der héchst unerwiinschte mikrobiologische Abbau von Textilien hat grésste wirt-
schaftliche Bedeutung. Da wir frither bei einem Dichlortriazinylfarbstoff eine Hem-
mung des Wachstums von Cellulomonas uda beobachtet haben [11], war es naheliegend
zu priifen, ob diese Hemmung auch noch bei der entsprechenden Ausfirbung vorliegt
und falls dies zutrifft, ob es sich dabei um einen spezifischen Einfluss des Reaktiv-
systems oder des Chromophors handelt. Wie die Unterschiede zwischen den Versu-
chen mit Chaetomium globosum und denjenigen mit dem Pilzgemisch zeigen, kann
eine gewisse differenzierende Wirkung zwischen Vinylsulfon-Farbstoff und Cyanur-
chlorid andererseits festgestellt werden. Danach wiirden iber eine Atherbriicke ge-
bundene Farbstoffe im Vergleich zu esterartig gebundenen Farbstoffen einen gewissen
Schutz gegen Pilzbefall zeigen. Ob diese Aussage aber signifikant ist, kénnten erst
grissere Reihenversuche zeigen, trotzdem gefunden wurde, dass normalerweise bei
der Enzymhydrolyse von Celluloseestern mehr Glucose produziert wird als bei Cellu-
losedthern vom gleichen Substitutionsgrad {17]. Eine konstitutionsbedingte Hemm-
wirkung ist bei den untersuchten Proben nicht festzustellen, da Anthrachinon- und
Azotypen nicht unterschieden werden. Wie gefibrlich aber Verallgemeinerungen hier
sind, zeigt die Tatsache, dass Cellulomonas uda zwar Firbungen mit Procionbrillant-
blau R (Estercharakter) nicht abbaut, sich dagegen fiir die Hydrolyse von Remazol-
brillantblau R-Firbungen (Athercharakter) eignet.

Experimentelles. — 1. Aligemeines. Fir die chromatographischen Methoden, Niedervolt-
Papierelektrophorese, Dialyse, quantitative Bestimmung der papierchromatisch getrennten Farb-
stoffe, Spektren sowie die Abkiirzungen fiir Papiere, Fliessmittel, Entwicklungsreagenzien und
Puffersysteme geiten die frilher gemachten Angaben [1] [3]. Als neues Fliessmittel wurde das
Gemisch #-Butanol/Pyridin/Wasser 4:1:1 (FF) [21] und als neuer Puffer 5,9 g Na,B,0,,10 H,0+
3,1 g HyBO, in 1000 ml dest. Wasser (P 9; pH = 8,2) [11] eingesetzt.

Der durchschnittliche Polymerisationsgrad (DP) wurde viskosimetrisch nach der EWNN-
Methode®) [22], der durchschnittliche Substitutionsgrad durch Verbrennung der Proben nach
ScHONIGER [23] und konduktometrische Titration des Sulfats [24] crhalten.

Fiir die Durchfiihrung der Elementaranalysen danken wir Herrn Dr. W. PADOWETz (ana-
lytische Laboratorien der CIBA AG, Basel).

2. «WALSETH»-Cellulose [6] [25]. 20 g entfettete Baumwolle werden in einem Mdérser mit 200 ml
85-proz. Phosphorsiure bei 0-4° wihrend 4 Std. behandelt, wobei dic gelatindse Masse gelegent-
lich mit einem Pistill verriihrt wird. Dann wird die Mischung unter heftigem Riihren in einen
grossen Uberschuss Wasser gegossen. Man filtriert, suspendiert das Produkt wieder in Wasser
und wiederholt das Auswaschen bis zur Sdurefreiheit. Nach Trocknung wurde es in einer CULATTI-
Mikroschlagmiihle gemahlen (Porengrésse des Siebes 0,5 mm; DP = 518).

3. Anfavbung der Walseth-Cellulose. 100 g WaLSETH-Cellulose wurden wie fiir das sdurehydro-
lytisch abgebaute Viscoscpulver beschricben | ¥ angetirbt. Die Operation wurde dreimal wieder-
holt. Nach Trocknung erhielt man ein dunkelblaues lockeres Pulver (DS = 0,025).

4. Enzymatischer Abbau dev gefirbten Cellulose. Als Enzymlosungen dienten zellfreie Filtrate
von Kulturen von Streptomyces sp. B 814 bzw. von Trickoderma vivide QM 6a [25]. Zu einer Su-
spension von 10 g gefarbter Cellulose in 250 ml 0,01M Citratpuffer (pH 6,0) wurden 250 ml Streplo-

8) SNV-Norm Nr. 95589.
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myces-Cellulase-Filtrate (13 u/ml) mit 1 ml 1-proz. Merthiolat-Losung gegeben. Nach zweitigiger
Inkubation bei 50° wurde filtriert und der Riickstand wiederum mit frischem Enzym behandelt,
wobei praktisch alles in Lésung ging. Die vereinigten Filtrate wurden zum Sicden erhitzt um die
Enzyme zu inaktivieren und im Rotationsverdampfer bei 40-50° eingeengt; pH des Konzen-
trats 7,4.

Der Abbau mit der Tvichoderma-Cellulase crfolgt analog; pH-Wert der Pufferlosung 4,5,
Inkubationsperioden je 4 Tage, pH-Wert der konzentrierten Filtrate 7,3. 79 g gefirbte Cellulose
gaben 8,8 g nicht abgebautes Material.

5. Sduvehvdrolyse dev Enzymhydrvolysate. In 86-proz. bzw. 1N Schwefelsdure wie im Teil 11
[3] fiir die Reaktionsprodukte von Remazolbrillantblau R mit Glucose beschrieben.

6. Sduvehydrolyse dev gefavbten WALSETH-Cellulose. Tn 86-proz. Schwefelsiure wie im Teil 11
[3] fiir das Hydrocellulosepulver beschrieben.

7. Isolievung und Reinigung des Hauptprodukts aus dem Abbawu mit Streptomyces-Cellulase.
Papierchromatographisch wurden neben ciner sauber abgetrennten Hauptzone (Rf 0,45; FA;
E 202) verschiedene ebenfalls blau gefirbte Zonen mit Rf-Werten von 0 (der grosste Teil) bis
0,4 festgestellt. Zur Isolierung der Hauptzone wurden je 10 ml des konzentrierten Hydrolysats
an 70 g WHaTMAN-Cellulosepulver (Sdule 3,5 x 18 cm) mit FB chromatographiert. Die nur noch
wenig mit nachfolgenden Fraktionen verunreinigte zuerst elujerte Hauptzone wurde im Vakuum
eingeengt, in Form von Banden auf E 226-Papier ausgestrichen und mit FA als Durchlauf-
chromatogramme entwickelt (Temp. 21°, Laufzeit 43 Std.). Die jetzt vollig von gefiarbten Neben-
produkten abgetrennte Hauptzone wurde ausgeschnitten, die Streifen wurden dreimal mit Was-
ser extrahiert, die Extrakte eingeengt, zweimal iiber Sephadex chromatographiert und die ge-
farbten Eluate wieder konzentriert. Nach Dialyse (6 Std. gegen Wasser) wurde das Produkt
gefriergetrocknet. 130 ml Hydrolysat lieferten 100 mg Trockensubstanz. Rf (E 202; FA)=0,45;
ME = 1,15 (P 9; Versuchsdauer 7 Std.; 2,5 V/em; 0,25 mA/cm, Raumtemp. 21°).

C;H;,0.4S,Na (848,81)  Ber. N 3,31 Na 2,71%  Gef. N 3,49 Na 2,739

8. Reaktionen mit dem isolievten Abbauprodukt. — a) Abbau mit B-Glucosidase (FLuxa AG,
Buchs): in Analogie zur Vorschrift im Teil 1T [3] durchgefiithrt. Nach 90 Std. war die gefirbte
Probe unverdndert, wahrend unter den gleichen Bedingungen mit Cellobiose nach 24 S+d. nur
noch Glucose nachgewiesen werden konnte. ‘

b} Sdurekydrolyse: 16 mg Abbauprodukt wurden in 6 ml 0,5~ Schwefelsiure 72 Std. bei
95-98° gehalten. Die blaue Losung wurde mit 18 ml dest. Wasser verdiinnt, der Farbstoff an 25 g
Talk.adsorbiert und der Talk mit dest. Wasser gewaschen, bis der Ablauf neutral war. Dann wurde
die gefarbte Korﬁponente mit Aceton vom Talk abgelost. Nach Entfernen des Acetons erhielt
man 12 mg blauen Riickstand, der papierchromatographisch und papierelektrophoretisch iden-
tisch war mit der frither beschricbenen Zone 3 [1] und firr dic Permethylierung verwendet wurde.
Das wisserige Filtrat und das Waschwasser wurden vereinigt, auf ein kleines Volumen eingedampit
und mit Bariumcarbonat bis pH 6 neutralisiert. Nach Filtration liess sich im Filtrat papierchro-
matographisch (E 202; FA) Glucose (S 1) nachweisen.

c) Alkalihydvolyse: 10 mg Abbauprodukt wurden unter Stickstoff in 10 ml 0,1x NaOH 6 Std.
bei 95° (Badtemp.) gehalten. Nach Neutralisation mit verd. Schwefelsdure wurde die Losung tiber
Amberlite TR-120 (H®-Form; 0,8 x 10 cm) und iiber Amberlite IR-45 (OH2-Form; 0,8 x 20 cm)
filtriert. Man eluierte die Austauscher mit dest. Wasser (280 ml Eluat). Nach Einengen wurde die
Loésung papierchromatographisch (E 202; FB; Durchlaufchromatogramm) untersucht, Sichtbar-
machung mit der Spriihreagenzien S 1 und S 2. In genau gleicher Weise wurde ein Blindversuch
mit 10 mg Cellobiose durchgefiihrt. In beiden Fillen konnte neben Cellobiose eine geringe Menge
einer Verbindung mit einem R-Wert®) von 2,1 nachgewiesen werden.

d) Pevmethylierung des Abbauprodukies bzw. des nach Sduvehvdvolyse evhaltenen Farbstoffs:
erfolgte wie friiher [1] beschrieben.

e) Reduktion mit Natviumborvhydrid: 10 mg Abbauprodukt und 2 mg Natriumborhydrid
wurden in 2 ml dest. Wasser bei Raumtemperatur 15 Std. stehengelassen. Die entfarbte Losung
wurde mit 2 ml 1N Schwefelsdure versetzt und 72 Std. bei 95° gehalten. Nach TFiltration wurde

%) Rg = Ri-Wert Substanz/Ri-Wert Glucose.
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mit Bariumcarbonat auf pH 6 gebracht, filtriert und der Riickstand gut ausgewaschen. Filtrat
und Waschwasser wurden auf 1-2 ml konzentriert, iiber Amberlite IR-120 (H®-Form, 0,8 x 10 cin)
und Amberlite IR-45 (OHO-Form, 0,8 x 20 cm) {filtriert und nachgewaschen. Das Eluat (180 ml)
wurde bis fast zur Trockne eingeengt, dreimal mit je 10 ml Methano! abgedampft, der Riickstand
in wenig Wasser gelost und nochmals iiber cine Kationenaustauschersdule (2 g Dowex 50 W;
H®-Form; 0,7 x 10 cm) gegeben und mit Wasser nachgewaschen. Dieses Eluat (120 ml) wurde
eingeengt und papierchromatographisch (E 202; FF; Durchlaufchromatogramm; Laufzeit 7 Tage)
untersucht (S 1, S 3). Es konnte Sorbit, aber keine Glucose festgestellt werden, wahrend mit Cello-
biose unter denselben Bedingungen Glucose und Sorbit crhalten wurde.

9. Synthese, Isolievung und Reaktionen dev Farbstoff-Cellobiose-Vevbindung. Die Umsctzung
von Remazolbrillantblau R mit Cellobiose in sodaalkalischem Milieu ist im Teil I [3] beschrieben.
Dic Hauptzone wurde analog isoliert und gereinigt wie das Hauptprodukt des Strepiomyces-
Abbaus; die Permcthylierung und die Analysc der abfallenden Methylglucosen erfolgten nach der
beschriebenen Methodik [17].

10. Priifung dev Schimwmelpilz- vesp. Vervottungsbestindigkeit'®). Nach konventionellen Aus-
zichverfahren mit je 29 Farbstoff gefarbte Baumwoll-Cretonne-Gewebe [12] wurden cinerseits
mit Chaetomium globoswm (Stamm EMPA 1), andererseits mit dem Sporengemisch der Pilze
Chacetomium globosum (Stamm EMPA 1), Stachybotris atva (Stamm EMPA 119) und Tvichoderma
viride (Stamm EMPA 113) gepriift. Nihrmedjum: Agarplatten in steilen PETRI-Schalen aus je
20 ml mineralischem Nihragar, auf welche je 1 Rundfilter (Durchmesser 7 cm) aufgelegt wurde.
Die Priifstreifen (Streifen in Kettrichtung; 1,5 x 8 cm) wurden cinzeln auf die Agarplatten gelegt
und hierauf mit je 1 ml der Sporenaufschwemmungen der Prifpilze beimpft. Es wurden je
6 Parallelversuche bei 29 4- 1° angesetzt; relative Luftfeuchtigkeit 98-1009,. Nach 7 und 14
Tagen wurden die Streifen auf Pilzbefall und Zustand kontrolliert.

SUMMARY

Cellulose, preswollen with phosphoric acid and dyed with Remazolbrillant Blue R,
was treated with culture filtrate of Streptomyces sp. QM B 814 and Trichoderma
viride QM 6a respectively. The main degradation product from the Streptomyces
hydrolysis is shown to be a 2-O-dye-8-D-glucopyranosyl-(1 - 4)-p-glucose. Besides
higher coloured f-1,4-oligoglucosides in both hydrolysates, a small amount of a dye-
glucose ether was found with the T7rickoderma enzymes. Dyeings with different
chromophoric and reactive systems respectively showed no significant differentiation
with respect to resistance against enzymic attack in rot-proof tests.
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265. Zur Reaktion von Reaktivfarbstoffen mit Cellulose
V. Untersuchung von Nebenprodukten bei der Applikation
von Reaktivfarbstoffen?)?)

14. Mitteilung iiber textilchemische Untersuchungen?)
von P.Rys und O. A, Stamm
(25. VI1I. 66)

Herrn Prof. Dr. H. HoppF zum 70. Geburtstag gewidmet

Von den zahlreichen Gruppierungen, die als Reaktivsysteme bei Farbstoffen in

Frage kommen, hdben sich in der Praxis nur wenige durchsetzen kdnnen. Ein solches
System ist die g-Sulfato-athylsulfonyl-Gruppe, die z. B. in den sogenannten Rema-
zolfarbstoffen vorliegt. Unsere Untersuchungen haben wir mit Remazolbrillantblau R

1) Auszug aus der Dissertation P. Rys, ETH, Ziirich 1965.
2) Vorgetragen an der Winterversammlung der Schweiz. Chem. Gesellschaft, 19. 2. 1966.
3) Vorhergehende Mitteilung: {1].



