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Die /~inetik der I-Iydrolyse yon ~Natriumearboxymethyl- 
cellulose (Na--C2VIC) unter der katalytischen Wirkung eines 
Cellulase-Enzyrns wurdc mit  Hilfe eincr viskosimetrischen 
Methode, welche die aus einer friiher aufgestellten Theorie 2~ resul- 
tierenden Schlul~folgerungen anwendet, bestimmt. Die Aktivit~t 
des Cellulaseenzyms betr~gt darnach ]c ~ 2,07 cmS/g �9 eine 
GrSl~e, die sowohl veto 1Violekulargewicht wie auch der Substrat- 
und der Enzymkonzentrat ioa unabh~ngig ist Die spezifische 
und  molekulare Aktivit/it des Enzyms wurden in internationalen 
Einheiten bestimmt. 

The kinetics of the hydrolysis of sodium carboxymethyl- 
cellulose under the catalyzing effect of a cellulase enzyme was 
investigated by means of a viscometrie method applying the 
inferences of a theory 2~ set up previously. The activity of the 
cellulase enzyme was shown to be k = 2,07 cma/g �9 sec and inde- 
pendent both of the molecular weight and concentration of the 
enzyme. The specific and molecular activities of the enzyme 
were determined in international units. 

E i n f i i h r u n g  

Die enzymat isehe Hydrolyse  der Cellulose wird dureh e inen Cellulase- 
enzym-Komplex  1 bewirkt .  Die Wi rkung  des letzteren k a n n  entsprechend 
dem folgenden al lgemeinen Schema 4argestell t  werden:  

* Gegenw/irtige Adresse: Ins t i tu t  fiir Biochemie der Bulgarisehen 
Akademie der Wissensehaften, Sofia. 

1 V. I.  Bilai, Biologisch aktive Substanzen mikroskopischer Prize. I~:iev: 
Nauk. Dumka 1965. 
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]-Ioehpolymere Cellulose + Cellulose mittleren Polymerisationsgrades 
Cellodextrine -> 01igosaecharide -+ Cellobiose -> Glucose z. 

Die Charakterisierung der einzelnen Cellulasetypen geht yon ihrer 
Wirkung auf die einzelnen Cellulosesubstrate bus: natiirliehe (Baumwoll- 
fasern, gequoUene Cellulose, Cellophan usw.) und 15sliehe Derivate der 
Cellulose ( N a - C M C ,  Nethyleellulose usw.). DemgemgB unterscheidet man 
zwei Cellulasetypen a, 4, deren Enzymaktivi tgt  naeh den beiden folgenden 
grundlegenden Methoden bestimmt wird: 

1. Bestimmung tier Molekulargewiehtsabnahme des unlSstiehen Sub- 
strats als Folge der Hydrolyse dutch die Cellulase (zufgllige oder definierte 
Spaltung der ~-l,4-glykosidisehen Bindungen im CellulosemoMdil). Diese 
Bestimmungen werden meist gravimetriseh oder kolorimetriseh ausgefiihrt, 
und zwar direkt s oder indirekt s. Die Genauigkeit dieser 3/[ethode leidet 
unter den Sehwierigkeiten bei der Abtrennung nieht-abgebauter Cellulose, 
yon Salzen, Bakterienzellen und Pilzmyeelien 7. 

2. Bestimmung der bei der t tydrolyse der CelluloseS, 9 oder 16slieher 
Cellulosesubstrate 7, 10, 11 entstandenen Menge reduzierender Zueker im 
Reaktionsmedium. Die Verfolgung der Cellulosehydrolyse mit Hilfe jodo- 
metriseher oder permanganometriseher Methoden leidet unter folgenden 
NachteilenT, 1~, is. 

a) Die gespaltenen Bindungen werden nur teilweise erfalJt, d. h. nur 
~ono-,  Di- und Oligosaeeharide kSnnen bestimmt werden. 

b) Es ist nieht m6glieh, den Beginn des Abbaues in prgziser reaktions- 
kinetiseher Weise zu erfassen. 

e) Bei Vorliegen eines nnlSsliehen Substrates wird das Sediment ver- 
nachl/~ssigt. 

d) Derartige Bestimmungen sind nieht sehr empfindlieh. 
Der allgemeine Verlauf der t tydrolyse kann nur dann erfal3t werden, 

wenn das Substratmolekiil yon seinem Ende her abgebaut wird (Exo- 

2 E.  Courtois mad B u i  K h a s  Diep,  Arm. pharm, fran~. 23, 533 (1965). 
a G. Hall iwell ,  in: Adv. in enzym, hydrol, cell., Ed. E.  Reese, Pergamon 

Press, 1963, p. 71. 
D. Whitalcer, ibid., p. 51. 

s G. Hall iwell ,  Biochem. g. 58, 605 (1958). 
G G. Hall iwel l ,  Bioehem. J. 74, 457 (1960). 
7 M . I .  Verhovtseva, !Viierobiology a4, 430 (1965). 
s p .  Karrer ,  P .  Schubert  und W. Wehrli ,  }IeIv. ehim. Aeta 8, 797 (1925). 
s W.  Grassmann,  R .  Stadler nnd R. Bender,  Ann. Chemic 502, 20 (1933). 

10 L.  2". 2Loghinova und J .  Tashpoulatov,  Microbiology 34, 258 (1965). 
11 R.  V. Fenixovct und I .  V. Oulezlo, Appl. Bioehem. Mierobiol. 1, 406 

(1965). 
12 E.  H u s e m a n n  u n d  R.  L6#erle, ~Iakromol. Chem. 4, 278 (1950). 
18 E.  Husemann ,  E .  i o e s  und t?. L6tterle, ibid. 6, 163 (I951). 
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hydrolyse). Dies ist jedoeh bei Cellulose ~ nieht der Fall, dean gerade bei 
ihr erfolgt ein statistischer Abbau der Bindungen innerhalb der Kette. 

3. Bestimmung der Anderung der Viskosit~t 15slieher Derivate der 
Cellulose unter der Einwirkung yon Cellulase. Diese viskosimetrische 
Methode zeigt bei ihrer Anwendung, verglichen mit den oben besehriebenen 
Methoden, gewisse Vorteile, wie z .B.  ihre gute Reproduzierbarkeit, 
geniigende Empfindlichkeit sowie die ~Sglichkeit, mit ihrer Hilfe den 
Beginn der Reaktion zu erfassen und ihre Kinetik zu verfolgen i~, ~3 

Die viskosimetrisehe ~ethode zur Bestimmung 4er Cellulaseaktivits 
ist schon yon mehreren Autoren angewandt worden 7, 10-B 

In der Mehrzahl dieser Untersuehungen wurde die Einwirkung des Enzyms 
auf das Substrat zu einem willktirlich gewghlten Zeitpunkt unterbrochen und 
hierauf die Enzymaktivit~t mit Hilfe der beobachteten Abnahme der spezifi- 
sehen u abgeseh~tzt. 

Husemann  und Mitarbeiter 12, la verfolgten als erste kinetisch den Abbau 
der Methylcellulese unter der Einwirktmg des Cellulaseenzyms. 

Einen gewissen Beitrag zur theoretischen Diskussion der I-Iydrolysen- 
kinetik des ~qa-CMC-Cel]ulasesystems haben aueh Frederick und Mitarbeiter 17 
geleistet; die yon diesen Autoren definierte Cellulaseeinheit erscheint jedoch 
vollkommen willkiirlich. 

Dariiber hinaus ist in einigen der vorerw~hnten Arbeiten, die sieh der 
viskosimetrischen Methode bedienen, die yon der Internationalen Enzym- 
kommission geforderte Temperatur yon 25~ fiir die Enzym--Substrat- 
l~eaktion nicht eingehalten worden. 

in  tier vorangehenden Arbeit 20 haben wir eine Theorie zur Verfolgung 
bestimmter Hydrolysereaktionen aufgestetlt, welehe eine Bestimmung der 
an ihnen teilnehmenden Enzyme gestattet. In  der vorliegenden Arbeit 
wurde diese Theorie dureh Bestimmung der Aktivit~t der Cellulase gegen- 
tiber einem N a - C M C - S u b s t r a t  geprtift. 

A u s g a n g s s u b s t a n z e n  u n d  M e l ] m e t h o d e  

1. Substrat: Dutch die Untersuchungen yon Reese und Mitarb. 21 und von 
Holden und Tracey 22 ist gesiehert worden, dab bereits minimale Cellulase- 

14 Chr. van Sumere, Naturwiss. 40, 582 (1953). 
1~ M .  A .  A .  Yonk,  L.  W.  MeElroy ,  R.  T .  Berg, Canad. J. Biochem. $5, 

181 (1957). 
lo A .  M .  Silva, Pharm. acta Helv. $3, 571 (1958); Chem Zbl. 1952, 888. 
17 A .  Fredrilc, V.  Eriksson und Sv. Lindvall ,  g. Pharmacy and Pharmaeol. 

11, 747 (1959). 
is M .  A m m a n n ,  Phytopathol. Z. 18, 416 (1952); Chem. Zbl. 1952, 6707. 
19 Commission on Enzymes of the International Union of Biochemistry, 

Report. Oxford-London-New York-Paris: Pergamon Press 1961. 
20 M .  Tschetkarov und D. KoleM, Mh. Chem. 98, 1908 (1967). 
~1 E.  T.  Reese, R.  G. TI. S in  und  H.  S.  Levinson, J. Baeteriol. 59, 485 (1950). 
~ M .  Holden und M .  V.  Tracey, Biochem. J. 47, 407 (1950). 
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mengen viskosimetriseh naehweisbar sind, werm man Na-CMC als Substrat  
verwendet.  Wit  haben alle unsere Untersuehtmgen an dem Na-CMC-Prg- 
pax'at Tylose C | * ausgeffihrt und die folgenden Argen mit  versehiedenem 
mit t lerem MolekulargewiehL (M) und mit t lerem Polymerisa~ionsgrad ver- 
wendet (n) : 

Tylose-C-Art ~/  n 

10 30 000 140 
30 50 000 230 

1000 140 000 640 
6009 200 000 900 

Aus den genannten Tylose-C-Arten wurden LSsungen der folgenden 
Konzentrat ion [S] (mg/ml) 

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 4,0 5,0 

hergestellt,  indem man die entsprechenden Einwaagen in dem notwendigen 
Volumen eines Acetatpuffers veto p H  4,5 16ste. Naeh Stehenlassen fiber Nacht  
t rennte man unlfsliche Celluloseanteile durch Zentrifugieren (20Min., 
5000 UpM) ab und bewahrte die so gewonnenen Lfsungen im Kikhlschrank 
bei 0 - -4  ~ auf. 

2. Enzym: Als Enzym verwendeten wir das Pr/~parat Luizym | mit  
einem Gehal~ yon 118 Cellulaseeinheiten naeh Grassmann. L6sungen ver- 
sehiedener Konzentrat ionen [E] (mg/mI) wurden daraus hergestellt,  indem 
man entspreehende Einwaagen in Aeetatpuffer  vom p i t  4,5 16ste, 30 Min. 
sehfittelte und darnaeh 20 Min. bei 5000 UpM zentrifugierte. Die L6sungen 
wurden im Kfihlsehrank bei 0 - -4  ~ aufbewahrt.  

3. Me#methode: Alle viskosimetrisehen Messungen wurden mit  einem 
tt6ppler-Viskosimeter ausgeffihrt und die naeh 19 op~imale Temperatur  yon 
25~ aufreehLerhalten. Die Enzymrea.ktion wurde vom Zei tpunkt  der Ver- 
einigung der Enzym--SubsLrat-L6sungen an dutch Fes~stellung der Vis- 
kositi~tsabnahme verfolgt. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Zur  Bes t immung  der  K o n s t a n t e n  K und  a der  Mark Houwinksehen 
Gleichung 

[~] = K .  M a (1) 

ffir den  Fa l l  der  Na-CMC wurde  die spezifische Viskosit/~t ~sp der  oben 
beschr iebenen L f s u n g e n  der  K o n z e n t r a t i o n e n  [S] gemessen.  Die Ergeb-  
nisse s ind in Abb.  1 wiedergegeben.  Man ersieht  daraus ,  dab  das  2. Glied 
auf  der  rech ten  Seite der  Gleichung 

~ p  = [~] [~] + B [S]2 (2) 

* Fa .  KMIo & Co. AG., D-6202, Wiesbaden-Biebrich. 
** Fa.  Luitpold-Werk,  D-8 Mfinchen 25, Zielstat tstr .  9--15. 
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um so kleiner ist, je kleiner das Molekulargewicht des Substrats. Die 
Enzymkonzentration [So], jenseits weleher die durch G1. (2) ausgedriiekte 
Abh/ingigkeit yon der linearen in nennenswertem AusmaB abzuweiehen 
beginnt, ist fiir die verschiedenen Molgewichte verschieden. Eine n/iherungs- 
weise Bestimmung ist auf folgendem Wege mSglieh: sehreibt man (2) fiir 
die Enzymkonzentration IS0] in der Form 

B [s0]t 
(3) 

Z 

# 
7 

j -  

pH-~,s / 

/ 2 Y 4 S 

Abb. 1. AbhBngigkei t  der  spezif,  u  "%p yon  Na-CMC verschiedenen Molgewiohts yon  der  
Konzen t r a t i on  [S] 

an, dann sollte die rechte Seite der Gleiehung den Wert 0,25 nieht iiber- 
steigen, d. h. 

[~] 
[So] = ~ (4) 

Bei Anwendung der G1. (2) k6nnen wir uns in diesem Falle bei Konzen- 
trationen [S] < [So] auf das 1. Glied der reehten Seite der Gleiehung 
besehrgnken, 

Naeh G1. (2) k6nnen wir aus der Viskosit/itszahl 

z ~  - ~ s ,  _ [~] + B [ s ]  (5) [s] 

fiir die versohiedenen Molekulargewichte M den Koeffizienten B und durcb 
Extrapolation die GrenzviskositBtszahl ermitteln. Abb. 2 zeigt die fiir 
ein- und d~sselbe Molekulargewieht erhaltenen Werte. Ausgehencl yon den 
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Werten [~] und M der Abb. 2 und dutch Anwendung der Gt. (1) in ihrer 
log~rithmischen Form 

log [~] = log K + a log M (6) 

#'JI o o 

r  oyo 

~ ~ 

0,2 -#.ZO 

- gO8 
- #0# 

0,0# 
##z 

s 

Mo/yeez 30000 i, o . . . . . .  
,'/~-C~/-Y/ucsse zJz 

# ' ] 2 3 # 
[r - 

Abb. 2. Abh~ngigkeit der Viskosit~tsz~hl Z~ won ~s~-CMC verschiedenen :~[olekulargewichts yon 
der Konzentra~ion [S] 

kann man, wie Abb. 3 zeigt, die Werte K und a fiir Na-CMC bestimmen : 

K = 0 , 0 0 1 5 8  a = 0 ,43  (7) 

IVlonatshefte ffir Chemie, Bd. 98/5 122 



1922 M. Tschetkarov u. a. : [Mh. Chem., Bd. 98 

Aus den Werten [~] und B lassen sich mit ttilfe der G1. (4) auch die 
Grenzwerte der Substratkonzentration fiir die verschiedenen Molekular- 
gewiehte fiir den Giiltigkeitsbereich der linearen Form yon (2) berechnen. 
Diese GTenzwerte sind in Tab. 1 wiedergegeben. 

# - -  

7 

pH=~,5 

0 

, ~ i 1 [ , , I , l I. I , I [ I i 
d ~" , f  

Abb. 3. Logari thm. Abhfmgigkeit der Grenzviskosit~tszahl [~] yore 5][olekulargewicht (M) der 
I ~ a - C M C  und N a - C M - G l u c o s e  

Fiir die enzymatische Hy4rolysereaktion der N a - C M C  durch Cellulase 
wurde in allen Versuchen mit verschiedenen Molekul~rgewichten eine 
Substratkonzentration yon [S] ~-- 2 mg/ml verwendet, die Konzentration 
[El des Cellulaseenzym-Pri~parats jedoch zwischen [E] ~- 0,1 un4 2 mg/ml 

Tabe l l e  1 

Molekulargowicht [~] B [So] mg/ml 

30 000 0,140 0,005 7 
50 000 0,230 0,020 3 

140 000 0,275 0,045 1,5 
200 000 0,300 0,055 1,1 

variiert. Die spezifische Viskosit/~t ~so wurde in Abh~ngigkeit yon der 
Reaktionszeit t (0 bis 2 Stdn.) unter optimalen Bedingungen (pH 4,5, 
Temp. 25 ~ C) bestimmt. N~ch 24 Stdn. wurde noch einmal die Viskosit~t 
aller LSsungen gemessen; die duraus gewonnenen Molekutargewiebte 
waren d~nn gleich dem yon lqatriumearboxymethylglucose. Die Werte der 
~so ftir die versehiedenen Molekulargewichte (M) der Substrute und die 
Enzymkonzentrationen [E] sind in den Abb. 4, 5, 6 und 7 (oben) wieder- 
gegeben. Aus ihner~ wurden eine spezifisehe Viskosit~t ~'sp und die GrSl]e a 
wie ~olgt abgeleitet : 
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Abb. 4. oben: Abh~ollgigkeit der spezif. Viskosit~t ~sp won der :Rea,ktionsd~uer t f~:h' die :Reaktion 
zwischen No,-CMC (Molekulargewicht 30 000) und Celldiase bei verschiedenen ]]nzymkonzentra- 

tionen [•]; unten: Logarithm. Darstelhmg der gleichen Abh~,ngigkeit 

122" 
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Abb. 5, Wie Abb. 4, jedoch flit ein Molekulargewicht yon 50 O00 

urtd, wie  aus  G1. (14) der v o r a n g e h e n d e n  A rbeit  ~~ folgt ,  ist  
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Abb. 6. Wie Abb. 4, jedoch f(ir ein ]Ylolektllargewicht yon 140 000 

Aus der in den Abb. 4, 5, 6 und 7 (unten) fiir die verschiedenen Molekular- 
gewichte und Enzymkonzentrationen aufgetragenen loga,rithmischen 
Form dieser Abh/~ngigkeit 



1926 M. Tschetkarov u. a. : [Mh. Chem., Bd. 98 

(9) 

o j<s 

~3o 

0,25 

pH:4$ A,'lo~e~ WOO000 
"J~ 

0.20 

kJ/ 

- 2  ~ '  " I , ~ " 

" 20 /00 7JO Ml)Tidfen 
D 

-3 

o 

-7 o l , Z ~  Z 

I I I 
50 700 Z50 /ll//nuferz 

Abb. 7. Wie Abb. 4, jedoch fiir ein ~olekulargewich~ yon 200 000 

wurde der Exponent k [E] bestimmt. Er orgibt sich als lineare Funktion 
cter Enzymkonze~tration [E] uncl ist yore Molekulargewicht (M) des 
Substr~ts un~bh~ngig (Abb. 8). Die Neigung der so erhaltenen Geraden 
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gibt dis geaktionsgeschwindigkeitskonstante des Substratabbaus mit dem 
We~t 

]c = 2,07 em a g-1 see-1. 

Diese Konsgante h~ngt yon der Enz3~nkomzentration nieht ab und gibt die 
Wirkung einer N[asseneinheit des Enzyms in einer Volumseinheit der 
LSsung w'~hrend einer Zeit, einheit an. Nennen wit 1 em a g-1 seo-1 1 Ferm 2~ 
dann ist die Cellulaseaktivitgt gegeniiber Na-CMC als Substrat 

/~ = 2,07 Ferm bei pH 4,5 und ~ = 25 ~ 

0,25 

& 

o,o: 

e #loi~e~< 300:0 
II 

x ~ol~e~f JO0#O �9 A 

o 2//o/:eyz 7~0Z700 

A/;4o/gs;z Z00000 

- xS~ 

0 

/ 
JT?~ gO 

~J 7 U z 

Abb. 8. A b M n g i g k e i t  des Kehrwer t s  der ]l ,elaxationszeit  (1/-~ = k [El)  yon  der Konzen t ra t ion  [El  
des E n z y m s  for  verschiedene l~Iolekulargewiehte der  Na-CMC 

Ftir eine gegebene Reaktion wird k auger vom ptI  und der Temperatur 
ohne Zweifel aueh noeh yon Inhibitoren und Aktivatoren abhgngen. 

In  Obereinstimmung mit dem internationMen Bestimmungsver- 
fahren is kann die Anfangsaktivit~t des Enzyms 

v (o) = k Mo [E] (lO) 

aus G1. (18) der vorangehenden Arbeit 2~ in Einheiten ~zmol. rain - I  for 
versehiedene 2Vfolekulargewiehte des Substrats bei einer gegebenen 
Enzymkonzentration bestimmt werden. In Tab. 2 sind die Anfangs- 
enzymaktivit/~ten fiir die yon uns verwendeten 3s f~r 1 Bmol 
Substrat und die Enzymkonzentration IN] (g/era3) angeftihrt. Die letzte 
Kolonne gibt augerdem die Werte der spezifisohen Anfangsak*ivitgt 
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v (o)_ k. Mo 
[E] 

nach G1. (19) yon  20 in den E inhe i t en  (cm 3 rain -1) an. Diese Gr6ge beschreibt  

den Abbau  yon  1 ~mol Subs t ra t  in  der Volumseinhei t  der L6sung pro 
Zeiteinheit .  

T a b e l l e  2 

[E](g/cm s) 1.10 -4 5.10 * 10'10 4 20.10 4 v(0) 
M0 (g) [E] 

0,03 3,73. 10 -4 18,3. 10 -4 37,3. 10 -4 66,6. 10 -4 3,72. 10 -4 
0,05 6,20" 10 -4 31,0- 10 -4 62,0'  10 -4 128,0" 10 -4 6,20. 10 -4 
0,14 17,40" 10 -4 86,8" 10 -4 174,0" 10 -4 348,0' 10 -4 17,40" 10 -4 
0,20 24,80" 10 -4 148,0' 10 -4 248,0" 10 -4 496,0" 10 -4 24,80" 10 4 

Nach G1. (20) in  2~ ist die Anfangsakt iv i t~ t  der Cellulose 

z (o) = k [E] n (0), 

M0 
worin n ( 0 ) = -  das Verh~ltnis der Molekulargewichte des Po lymeren  

m 
u n 4  des E lementa rbaus te ines*  darstellt .  Diese Aktivit/~t n i m m t  selbst- 

verst/~ndlich versehiedene Werte  fiir verschiedene Molekulargewichte und  
E n z y m k o n z e n t r a t i o n e n  an. Tab.  3 gibt  4iese Werte  fiir E inhe i ten  min  -1 

(nach 19) u n 4  die yon  uns  verwendeten  Molekulargewichte (s. Tab.  1), 

m =- 232, u n d  die E n z y m k o n z e n t r a t i o n e n  [E] wieder. 

T a b e l l e  3 

[El mg/ml n (0) 0,1 0,5 1 2 kn(O) 

129 1,60 8,00 16,0 32,0 267 
216 2,68 13,40 26,8 53,6 447 
605 7,50 37,50 75,0 150,0 1250 
863 10,70 53,50 107,0 214,0 1790 

Die letzte Kolonne  enths die Wer te  4er spezifischen molekularen 
Anfangs~kt iv i t~ t  

Z (0) _ k n (0) 
[El 

* Die auf diese Weise best immten Polymerisationsgrade waren kleiner 
als die yon der Firma angegebenen Durchschittswerte. 
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nach G1. (21) von 2~ -~ Einheiten (cm 3 g-1 sec-1). Diese Aktivit~t char~k- 
terisiert die von der ~asseneinheit des Enzyms in der Volumseinheit der 
L6sung in der Zeiteinhei~ angegriffenen Bindungen des Substrats. 

D a n k s a g u n g  

Fiir die tJberlassung der Enzym- und Substratpriiparate, mit deren 
Hilfe die vorliegende Arbeit ausgefiihrt wurde, dankt D. K. aueh ~n dieser 
Stelle herzlichst den Firmen Luitpold-Werk, Miinchen, und Kalle AG, 
Wiesbaden-Biebrich. 


