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In Ubereinstimmung mit der von uns entwickelten Theorie %2
wurde die Michaelis—Menten-Konstante Ky = 3,6 - 10~-5mMol/mnl
der Hydrolysenreaktion der Natriumecarboxymethylcellulose
(Na-CMC) viskosimetrisch bestimmt unter der katalytischen
Mitwirkung von (B-1,4-Glucan-4-glucanohydrolase (EC 3.2.1.4)
— [cg-Cellulasen-Enzyme], die aus Aspergillus oryzae isoliert
wurden. Es wurde auch die Aktivitdt des Cellulaseenzyms durch
die Geschwindigkeitskonstante k& = 7,41 cm?/gsec bestimmt.

A New Method jfor the Viscosimeiric Determination of the
Michaelis—Menten Constant of B-1.4-Glucan-4-glucanohydrolase
(E.C. 3.2.1.4) [Cg-Cellulase Enzymes]

According to the theory developed3?, a Michaelis—DMenten
constant Ky = 3,6 - 10-5 mmole/ml was found viscosimetrically
for the cleavage of sodium carboxymethyleellulose (Na-OMC)
by B-l.4-glucan-4-glucanchydrolase (E.C. 3.2.1.4), a C,-cellulase
enzyme isolated from Aspergillus oryzae. The cellulase activity
was also characterized by the rate constant, k = 7,41 cm3/g sec.

Einfihrung

In Ubereinstimmung mit den gegenwirtigen Vorstellungen wird die
native Cellulose von einem Komplex celluloselytischer Enzyme (Cellulasen)
hydrolytisch abgebaut; diese bestehen aus:
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1. Cellulasen, die native, unlosbare Cellulosesubstrate hydrolysieren
(O1-Cellulaseenzyme?, A-Cellulaseenzyme$).

2. Cellulasen, die 16sliche oder wesentlich verdnderte native Cellulose-
substrate unter Spaltung der £-1,4-glucosidischen Bindungen an jeder
Stelle der Polymeren-Kette (Endohydrolasen) oder nur am Kettenende
{Exohydrolasen) hydrolysieren.

3. B-Glucosidasen, die Cellobiose und andere Cello-oligosaccharide
hydrolysieren.

4. B-Glucosyltransferasen, die (-verbundene Oligosaccharide aus
Cellobiose, Laminaribiose, Methylglucoside oder Salicin bilden.

Dementsprechend kann man die Klassifizierung der Cellulasen, gemil
der internationalen Nomenklatur?, als B-1,4-Glucan-4-glucanohydrolase
(EC 3.2.1.4) nur far diejenigen Enzyme annehmen, die 3-1,4-Glucosid- Bindun-
gen in §-1,4- Polymeren der Glucose?® hydrolysieren. In der Literatur haben sich
fiir diese celluloseabbauenden Enzyme einige triviale Benennungen einge-
bilrgert: (g-Cellulaseenzyme®, B-1,4-Polyglucosidasen®, Carboxymethyl-
cellulasen® und B-Cellulaseenzymeb.

Zur Bestimmung der Aktivitdt dieser Enzyme werden als Substrate
I6sliche Derivate der Cellulose verwendet, deren Durchschnitts-Sub-
stitutionsgrad (DS) niedriger ist als 1,0, wie z. B. Natriumearboxymethyl-
cellulose (Na-CMC), Methylcellulose 7 8, Hydroxyithyleelluloset, 911,
Cellulosesulfat 12 13, Sulfodthyleellulose4, Glykolcellulose!® u.a. Unter
diesen Substraten findet Na-CMC die gréBte Anwendung; deshalb be-
zeichnet man die Enzyme dieser Gruppe auch als Carboxymethylcellu-
lagen?.

Der durch C-Cellulaseenzyme katalysierte Abbau bzw. die Hydrolyse
der léslichen Cellulosederivate kann grundsdtzlich durch zwei MeB-
methoden verfolgt werden?6:

1. Chemische Methoden — Zunahme an reduzierenden Zuckern im
Reaktionsmedium.

2. Physikalische Methoden — Abnahme der Viskositit der verwendeten
Substrate wegen Abnahme ihres Molekulargewichts.

Da in der Literatur eine ausreichende Theorie zur viskosimetrischen
Bestimmung der kinetischen Konstanten von Enzym—Substrat-Reak-
tionen fehlt, wurden sie mit ausschlieflich chemischen (kolorimetrischen)
Methoden bestimmt3: Arsenmolybdatreaktion, Jodoxydation (in alkali-
schem Medium), Reaktion mit Dinitrosalicylsdure, Ferrocyanidreaktion
u. a. So bestimmte man die Mickaelis—Menten-Konstante (Kyr), welche
die Verwandtschaft zwischen dem Enzym und dem Substrat im Verlauf
der Enzymreaktion definiert. Sie wurde meistens in mg/ml fiir einige
Enzym—Substrat-Paare bestimmt, weil man das Molekulargewicht des
angewandten Enzyms nicht kannte (Tab. 1).
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Tabelle 1
C,-Cellulaseenzyme von Molgew.
Mikroorganismen d. En%,yms Substrat Ko (mgfml)
Aspergillus niger1? — Cellulose-Dex- 0,25
trin-Sulfat
Aspergillus oryzae 18 — Na-CMC 4,4-10-3%
Aspergillus oryzae1® — Cellodextrine 3,2-10-3%
Myrothecium verrucaria'® 63 0002 Na-CMC 0,50
(55 000;

30 000 u.

5300) =

49 00022
Penicillium chrysogenum 32 000% Na-CMC 0,07

notatum 24 25

Pestalotiopsis westerdijkii 2 — Na-CMC 1,60
Pestalotiopsis westerdijkii?? — Cellulosesulfat 1,40
Ruminococecus albus 27, 28 — Na-CMC 0,80
Trichoderma viride 2° . Na-CMC 0,90—1,42
Trichoderma viride 2° — Cellulosesulfat 0,70—1,39
Trichoderma viride 2 42 0003  Oligomere 1—190 - 10~4% u.

6—220 - 10-5*

* mMol/ml

In einer fritheren Arbeit3 haben wir eine Theorie entwickelt, die es
ermdglicht, den Beginn bestimmter Enzymreaktionen kinetisch zu ver-
folgen und die Aktivitit des Enzyms in internationalen Einheiten zu be-
stimmen. In einer weiteren Arbeit® wurden diese SchluBfolgerungen zur
viskosimetrischen Verfolgung der Kinetik der Hydrolysereaktion von
Na-CMC unter der katalysierenden Mitwirkung von Cz-Cellulaseenzyme
(von Aspergillus oryzae — Praparat Luizym®*) angewandt; die Enzym-
aktivitit wurde in internationalen Einheiten bestimmt.

Unsere fritheren Voraussetzungen und SchluBfolgerungen?® haben wir
aus allgemeineren theoretischen Griinden?® erweitert. Das gab uns die
Méoglichkeit, unsere fritheren Voraussetzungen strenger zu sichern sowie
nene Folgerungen fiir die viskosimetrische Verfolgung der Kinetik be-
stimmter Enzymreaktionen zu ziehen. Diesen SchluBfolgerungen ent-
sprechend wurde eine neue Methode zur viskosimetrischen Bestimmung
der Michaelis—Menten-Konstante (Ky) (in Molarkonzentration) auf-
gestellt.

In der vorliegenden Arbeit werden diese SchluBfolgerungen zur
viskosimetrischen Bestimmung der Michaelis—Menten-Konstante (Kw)
in der Hydrolysereaktion von Na-CMC unter der katalytischen Mit-

* Fa. Luitpold-Werk, D-8 Miinchen 25, Zielstattstr. 9—15.
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wirkung von Cj-Cellulaseenzymen, die aus Aspergillus oryzae isoliert
wurden, angewendet.

Ausgangssubstanzen und MeBmethode

1. Substrat: Wir benutzten bel unseren Untersuchungen Préaparate von
Na-CMC (Priaparate Tylose C®%*), die verschiedene mittlere Molekular-
gewichte (ugg) — 200 000, 140 000 und 115 000 — hatten. Aus den genannten
Tylose-C-Arten wurden Substratlosungen mit verschiedener Konzentration
[8] (mg/ml) durch Auflésen von Na-CMC itm entsprechenden Volumen eines
Acetatpuffers von pH 4,5 hergestellt. Nach Stehenlassen iiber Nacht wurden
die unléslichen Celluloseanteile durch Zentrifugieren (10 Min. bei 2000 UpM)
abgetrennt. Die so gewonnenen klaren Lisungen wurden, wenn moglich, sofort
verwendet 2® oder im Kiihlschrank bei 0—4° C einen Tag aufbewahrt.

2. Enzym: Als Cg-Cellulaseenzym wurde das Préparat Luizym® ver-
wendet, das zu diesem Zweck eigens gereinigt und uns von der Fa. Luitpold-
Werk, Munchen, iiberlassen wurde. Seine Aktivitét erwies sich als ungefihr
3,6mal hoher als die eines in einer vorangehenden Arbeit 1 zu §hnlichen Zwecken
angewandten Enzyms. Es wurden Loésungen durch Aufldsen gefriergetrock-
neten Enzyms im entsprechenden Volumen eines Acetatpuffers pH 4,5 herge-
stellt. Die so gewonnenen klaren Losungen wurden, wenn maoglich, sofort ver-
wendet oder im Kiihlschrank bei 0—4°C (nicht linger als 4—35 Tage) auf-
bewahrt.

3. MeBmethode: Alle viskosimetrischen Messungen wurden mit einem
Hoppler-Viskosimeter ** bei einer Arbeitstemperatur von 25°C in einer MeB-
kiivette von 0,01 und bei einer Belastung von 10 g/em? durchgefiihrt. Der volle
MeBgang des Apparates von 30 mm wurde mit Hilfe eines Sekundenzihlers
mit einer Genauigkeit von 0,2 sec abgelesen. Nach Vermischung der Enzym-——
Substrat-Losungen wurde die Enzymreaktion in bestimmten Zeitintervallen
(je 2,5 Min.) durch die Viskositétsabnahme verfolgt.

Ergebnisse und Diskussion

Zur Verfolgung der Anderung im Molekulargewicht des Substrats
unter der katalytischen Wirkung der Cp-Cellulaseenzyme wurde die Ab-
héngigkeit von Baker3® verwendet, welche die relative Viskositéit mit der
Viskositétszahl und der Konzentration des Substrats verkniipft und in
welcher nach Hess und Philipoff3* n = 8 ist.

Nrel = (1 + L[ﬂn—{S]) . (1)

Um nachzupriifen, inwiefern Relation (1) den Versuchsangaben fiir
Na-CMC als Substrat entspricht, wurden die frither festgesetzten Viskosi-
tétszahlen3! [n]* fir verschiedene Molekulargewichte verwendet. Abb. 1
vergleicht die gemessenen Werte von vye; (fiir drei Molekulargewichte) mit

* Fa. Kalle & Co. AG., D-6202, Wiesbaden-Biebrich.
** Fa. VEB Prifgeridte-Werk, Medingen, Dresden.
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den nach Gl (1) berechneten, wobei n = 8, wie in3* vorgeschlagen. In
den Grenzen der MeBgenauigkeit entspricht Relation (1) den Experimental-
ergebnissen fiir Konzentrationen bis zu 4 mg/ml.
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Abb. 1. Abhingigkeit zwischen den relativen Viskositdten (nre;) und den
Konzentrationen des Substrats Na-CMC verschiedenen Molgewichts. Kurven-
ziige nach Gl. (1) berechnet. X = gemessene Werte

Wenn Relation (1) mit der Abhéngigkeit von Mark—Howwink®, die
den Zusammenhang zwischen der Viskositdtszahl und dem Molekular-
gewicht des abzubauenden Substrats

[7] = K us? (2)

definiert, verbunden wird, so ergibt sich die Abhéngigkeit

a

o= |/l ), .

die es erméglicht, in jedem Zeitpunkt der Enzymreaktion das Molekular-
gewicht des in Abbau befindlichen Substrats zu bestimmen. In dieser
Abhiingigkeit (3) verwendeten wir fiir die Konstanten K und o von (2)
die vorher ermittelten Zahlenwerte16

K = 0,00158, a = 043.

Man erhielt also das Molekulargewicht ps des abzubauenden Substrats,
indem die relative Viskositdt e in Zusammenhang mit der Reaktions-
dauer ¢ (0—b Stunden) unter Optimalbedingungen durch Relation (3)
berechnet wurde.
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Abb. 2. Abhéngigkeit von vret, In (s — Ug o) und (s — pgo,) ™! von der Reak-

tionszeit ¢ fur die Reaktion zwischen Na-OMC (Molgewicht 200 000) und

Cy-Cellulaseenzyme bei verschiedenen Konzentrationen [E] und [S] des

Enzyms und des Substrats. In der Mitte oben rechts dieselbe Abhingigkeit in
verlangertem ZeitmafBstabe

Werden die so aus (3) ermittelten Werte von ps in Relation (22)%2,
welche den Beginn der Enzymreaktion

s — o = (WLgo — U§ o) e~F [E1E (22)% = (4)
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beschreibt, und in Relation (24)32, die den zweiten Teil der Enzymreaktion

t 1 iy

US—USew S0 — USw [S]

(24)% = (5)
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Abb, 8. Wie Abb. 2, jedoch fiir ein Molgewicht von 140 000

anzugeben gestattet, eingesetzt, so kann die Kinetik der Enzym—Sub-
strat-Reaktion in jedem Zeitpunkt ¢ verfolgt werden. Relation (4) kann

* Die Viskositdatszahl fiir Molgewicht 115 000 wurde nachtréglich bestimmb.
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auch in logarithmischer Mafistab ausgedriickt werden, wie das in einer
vorangehenden Arbeit18 gezeigt wurde.
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Abb. 4. Wie Abb. 2, jedoch fiir ein Molgewicht von 115 000

In den Abb. 2, 3 und 4 sind die experimentell festgesetzten Werte von
fre1s In (s — tsoo) und (s — psco)! als Funktion von der Reaktioszeit
¢ eingetragen.

Aus der graphischen Darstellung der Abb. 2, 3 und 4 wurden die
Neigungen
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1
= E[E] (6)
laut Relation (4) und die Neigungen
1
= B B)/IS) (7)

laut Relation (5) entnommen. Aus der letzteren bestimmte man die Ab-
hingigkeit

[S]

o = (B ®)
tiir die einzelnen Enzym—Substrat-Systeme, definiert fiir die verschie-
denen Ausgangsmolgewichte mit festgesetzten Konzentrationen [S] und
[E] des Enzyms und des Substrats. Tab. 2 zeigt die erhaltenen Experi-
mentalergebnisse.

Tabelle 2
1 S
150 [S] [E] - 102 ’[TT] 107 Ky - 10
g mg mg L Mol mMol
mMol ml ml min ml min ml
1 0,40 18 64 3,55
200 000 2 0,15 6,25 27 4,33
2,5 0,25 10,5 45 4,27
140 000 1,5 0,10 4,66 16,3 3,49
2 0,20 8,75 26 2,98
115 000 0,8 0,015 1,5 3,68 2,45
1,6 0,07 2,34 9,7 4,11

Ku = (3,6 + 0,2) - 1075 mMol/ml = 3,6 - 10-5 mMol/ml I 5,5%,.
In der letzten Kolonne dieser Tabelle sind laut Relation (25)32

_ B [S)r* kit ke

En=7= 1/t~ Nokn

(25)% = (9)

die Werte der Michaelis—Menten-Konstante (Ky) fir die einzelnen
Bestimmungen eingetragen; unter der Tabelle steht der Durchschnitts-
wert und der Durchschnittsfehler bei dieser Bestimmung.

Die letzte Kolonne der Tab. 2 weist darauf hin, daB die ermittelten Werte
von Ky bei den einzelnen Bestimmungen sich etwas von ihrem Durchschnitts-
wert unterscheiden. Wahrscheinlich hingt das von Abweichungen in der
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Konzentration [S] der verwendeten Substrate ab. Bezeichnen wir die auf-
geldste Substratimasse mit M sz, und die hydrolysierende Masse im Volumen V
mit Mg, so ist die experimentell definierte Konzentration

Mg _ Msp  Ms _[S]

- >

Bl=="=T3," 7 = %

worin » = Mg/Mgr, < 1 und [S] = » [S]y ist.

Da r bei den einzelnen Versuchen in gewissen Grenzen variabel ist, variiert
auch die sich hydrolysierende Masse des Substrats, d. h. [S]. Diese Variationen
wirken sich wahrscheinlich auch in den festgelegten Werten fiir Ky von

Relation (9) aus.
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Abb. 5. Gl. (6) und (8), graphisch ausgedriickt nach den Werten von Kol. 4
und 5 der Tab. 2

In der Abb. 5 sind die Werte aus der 4. und 5. Kolonne der Tab. 2
gegen die Abhéngigkeiten (6) und (8) eingetragen, welche die Linearitit
zwischen den Enzymkonzentrationen und diesen Werten definieren. Die
Abbildung spricht dafiir, daB} in den Grenzen der Experimentalgenauig-
keit diese GesetzmiBigkeiten eingehalten werden. Aus dem Wert der
Relaxationsdauer 1/v, die durch die Neigung der Geraden in Abb. 5
definiert wird, bestimmt man die Geschwindigkeitskonstante der Enzym-

rea:ktlon
[ E] 54 /m H /
k - = 0 45 ml m g — ; 431 cm®/sec g

Monatshefte fiir Chemie, 100/3 64



996 M. Tschetkarov und D. Koleff: [Mh. Chem., Bd. 100

80, wie das auch vorher!6 getan wurde. Dieser Wert erlaubt es, die anderen
internationalen Einheiten fiir die Enzymaktivitét® zu berechnen. Der
80 bestimmte Wert k& erwies sich als etwa 3,6mal grofler als der Wert des
vorher !¢ untersuchten Enzyms, d. h., es erscheint 3,6mal aktiver wegen des
angewandten Reinigungsverfahrens.

Fiir die Uberlassung des speziell gereinigten Enzympriparats, mit
dessen Hilfe die vorliegende Arbeit ausgefithrt wurde, danken die Ver-
fasser auch an dieser Stelle herzlichst der Fa. Luitpold-Werk, Miinchen.
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