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In Ubereinstimmung mit der von uns entwickelten Theorie 32 
wurde die Michaelis--Menten-Konstante K ~  = 3,6 �9 10-5mMol/ml 
der Hydrolysenreaktion der Natriumearboxymethylcellulose 
(Na-CMC) viskosimetrisch bestimmt unter der katalytischen 
Mitwirkung yon ~-l,4-Glucan-4-glucanohych~olase (EC 3.2.1.4) 
- -  [cz-Cellulasen-Enzyme], die aus Aspergillus oryzae isoliert 
wurden. Es wurde auch die Aktivit~tt des Cellulaseenzyms dutch 
die Geschwindigkeitskonstante /c = 7,41 cm~/g see bestimmt. 

A New Method Jor the Viscosimetric Determination o] the 
Michaelis--Menten Constant o] ~-l.4-Glucan-4-glueanohydrolase 
(E.C. 3.2.1.4) [Cx-Cellulase Enzymes] 

According to the theory developed 32, a Michaelis--Menten 
constant KM ~ 3,6 �9 10 -5 mmole/ml was found viscosimetrically 
for the cleavage of sodium carboxymethylcellulose (Na-CMC) 
by ~-l.4-glucan-4-glucanohydrolase (E.C. 3.2.1.4), a Cx-cellulase 
enzyme isolated from Aspergillus oryzae. The cellulase activity 
was also characterized by the rate constant, k = 7,41 cm3/g sec. 

E i n f i i h r u n g  

i n  Obere ins t immung  mit  den gegenw/~rtigen Vorstel lungen wird die 
na t ive  Cellulose yon  einem Komplex  celluloselytischer Enzyme  (Cellulasen) 
hydrolyt isch abgebau t ;  diese bestehen aus: 
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I. Cellulasen, die native, unl6sbare Cellulosesubstrate hydrolysieren 
(C1-Ce]lulaseenzyme 4, A-Cellulaseenzyme~). 

2. Cellulasen, die 15sliehe oder wesentlich ver/~nderte native Cellulose- 
substrate unter Spaltung der ~-l,4-glucosidischen Bindungen an jeder 
Stelle der Polymeren-Kette (Endohydrolasen) oder nut  am l(et tenende 
(Exohydrolasen) hydrolysieren. 

3. ~-Glueosidasen, die Cellobiose und andere Cello-oligosaeeharide 
hydrolysieren. 

4. ~-Glueosyltransferasen, die ~-verbundene Oligosaeeharide aus 
Cellobiose, Laminaribiose, Methylglueoside oder Saliein bilden. 

Dementspreehend kann man die Klassifizierung der Cellulasen, gem~B 
der internationalen NomenMatur ~, als ~- 1,4-Glucan-4-glueanohydrolase 
(EC 3.2.1.4) nut ffir diejenigen Enzyme annehmen, die ~-1,4-Glueosid- Bindun- 
gen in ~- 1,4- Polymeren der Glucose a hydrolysieren. In der Literatur haben sich 
fiir diese eelluloseabbauenden Enzyme einige triviale Benenmmgen einge- 
biirgert : Cx-Cellulaseenzyme 4, ~-l,4-Polyglucosidasen ~, Carboxymethyl- 
eellulasen 5 und B-Cellulaseenzyme ~. 

Zur Bestimmung der Aktivit/it dieser Enzyme werden als Substrate 
16sliche Derivate der Cellulose verwendet, deren Durchsehnitts-Sub- 
stitutionsgrad (DS) niedriger ist als 1,0, wie z. B. Natriumearboxymethyl- 
cellulose (Na-CMC), Methyleellnlose a, 7, 8, Hydroxy/ithylcellulose 4, 9-11, 
Cellnlosesulfat 1~, 1~, Sulfogthylcellulosela, Glykoleellulose la u .a .  Unter 
diesen Substratea finder Na-CMC die grSgte Anwendung; deshalb be- 
zeiehnet man die Enzyme dieser Gruppe auch als Carboxymethyleellu- 
]~sen 5. 

Der dureh Cz-Cellulaseenzyme katalysierte Abbau bzw. die Hydrolyse 
der 15sliehen Cellulosederivate kann grnndsgtzlich dureh zwei Meg- 
methoden verfolgt werden~6: 

1. Chemisehe Methoden - -  Zunahme an reduzierenden Zuekern im 
l~eaktionsmedium. 

2. Physikalische Methoden - -  Abnahme der Viskosit/it der verwendeten 
Substrate wegen Abnahme ihres h{olekulargewieht.s. 

Da in der Literatttr eine ausreiehende Theorie zur viskosimetrisehen 
Bestimmmlg der kinetisehen Konstanten yon Enzym--Substrat-Regk- 
tionen fehlt, wurden sie mit ansschlieBlich ehemisehen (kolorimetrisehen) 
Methoden bestimmtS: Arsenmolybdatreaktion, Jodoxydation (in alkali- 
sehem ~edium), I~eaktion mit Dinitrosalieyls//ure, Ferroeygnidreaktion 
u. a. So bestimmte man die Michaelis--Menten-Konstante (K~I), welehe 
die Verwandtsehaft zwischen dem Enzym und dem Substrat im Verlauf 
der Enzymreaktion definiert. Sie wurde meistens in mg/ml fiir einige 
Enzym--Substra t -Paare  bestimmt, weil man das Molekulargewieht des 
angewandten Enzyms nieht kannte (Tab. 1). 
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T a b e l l e  1 

Cx-Cellulaseenzyme yon Molgew. 
Mikroorganismen d. Enzyms Substrat KM (mg/ml) 

Aspergiltus niger 1~ 

Aspergillus oryzae is 
Aspergillus oryzae is 
Myrotheeium verrueatia 12 

Penieillium ehrysogenum 
nota tum 24, 25 

Pestalotiopsis westerdijkii 23 
Pestalotiopsis westerdijkii 2a 
Ruminococcus albus 2~, 2s 
Triehoderma viride 20 
Triehoderma viride 2~ 
Triehoderma viride ~0 42 00020 

63 00020 
(55 000; 
30 000 u. 
5300) 21 
49 00022 
32 00026 

Celtulose-Dex- 0,25 
trin-Sulfab 

Na-CMC 4,4 �9 10 -8 .  
Cellodextrine 3, 2 �9 10-3 * 
Na-CMC 0,50 

Na.CMC 0,07 

Na-CMC 1,60 
Cellulosesulfat 1,40 
Na-CMC 0,80 
Na-CMC 0,90--1,42 
Cellulosesulfat 0,70--1,39 
Oligomere 1--190 �9 10 - 4 .  u. 

6--220 �9 10 -5 * 

* m2Viol/ml 

I n  einer frtiheren Arbei t  31 haben  wit  eine Theorie entwiekelt ,  die es 
ermSglieht, den Beginn bes t immter  Enzymreak t ionen  kinetiseh zu ver- 
folgen und  die Aktivit/~t des Enzyms  in in te rna t iona len  E inhe i t en  zu be- 
s t immem I n  einer wei teren Arbei t  16 wurden  diese Schlugfolgerungen zur 

viskosimetr isehen Verfolgung der K ine t ik  der Hydrolysereakt ion  yon  
Na-CMC un te r  der ka ta lys ierenden Mitwirkung yon Cx-Cellulaseenzyme 
(yon Aspergillus oryzae - -  Pr/ipara~ Luizym| angewandt ;  die Enzym-  
aktivi t / i t  wurde in in te rna t iona len  Einhe i ten  bes t immt .  

Unsere Iri iheren Voraussetzungen u n d  Sehlugfolgerungen ~1 haben  wit  
aus Mlgemeineren theoret ischen Gri inden 32 erweitert.  Das gab uns  die 
M6gliehkeit, unsere fri iheren Voraussetzungen strenger zu siehern sowie 
neue Folgerungen fiir die viskosimetrisehe Veffolgung der K ine t ik  be- 
s t immter  E n z y m r e a k t i o n e n  zu ziehen. Diesen Sehlugfolgerungen ent- 
spreehend wurde eine neue Methode zur viskosimetrisehen Bes t immung  
der Michaelis---Menten-Konstante (KM) (in Molarkonzentrat ion)  auf- 

gestellt. 
I n  der vorl iegenden Arbei t  werden diese Sehlugfolgerungen zur 

viskosimetr isehen Bes t immung  der Michaelis--Menten-Konstante (KM) 
in  der I-Iydrolysereaktion yon  Na-CMC un te r  der katMytisehen Mit- 

* Fa. Luitpold-'Werk, D-8 Mtinchen 25, Zielstattstr. 9--15. 
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wi rkung  von  Cx-Cellulaseenzymen,  die aus Aspergi l lus  oryzae  isoliert  
wurden,  angewendet .  

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

1. S u b s t r a t : ~Vir benutzten bei unseren Un~ersuehungen Pr/~parate yon 
Na-CMC (Pr~parate Tylose C| die versehiedene mit t lere N[olekular- 
gewiehte (,us0) - - 2 0 0  000, 140 000 und 1t5 000 - - h a t t e n .  Aus den genannten 
Tylose-C-Arten wurden Substratl6sungen mi t  verschiedener Konzentra t ion 
[S] (mg/ml) dureh Aufl6sen yon Na-CMC im entspreehenden Volumen eines 
Aeetatpuffers yon p H  1,5 hergestelIt. Naeh Stehenlassen fiber Nacht  wurden 
die unl6slichen Celluloseanteile dutch Zentrifugieren (10 Min. bei 2000 UpM) 
abgetrennt.  Die so gewonnenen klaren LSsungen wurden, wenn m6glieh, sofort 
verwendet a~ oder im Kfihlsehrank bei 0 - -4  ~ C einen Tag aufbewahrt .  

2. E n z y m :  Als Cx-Cellulaseenzym wurde das PrKparat Luizym| ver- 
wendet,  das zu diesem Zweek eigens gereinigt und uns yon der Fa.  Luitpold- 
Werk, N[finehen, fiberlassen wurde. Seine AktivitKt erwies sieh als ungefiihr 
3,6mal h6her als die eines in einer vorangehenden Arbei t  1G zu &hnliehen Zweeken 
angewandten Enzyms.  Es wurden L6sungen dutch Aufl6sen gefriergetroek- 
neten Enzyms im entspreehenden Volumen eines Aeetatpuffers p H  4,5 herge- 
stellt. Die so gewonnenen klaren LSsungen wurden, wenn m6glieh, sofort ver- 
wendet oder im Kfihlsehrank bei 0 - -4~  (nieht l~nger als 4---5 Tage) auf- 
bewahrt .  

3. 3 / I e B m e t h o d e  : Alle viskosimetrisehen Messungen wurden mit  einem 
H6ppler-Viskosimeter** bei einer Arbei ts temperatur  yon 25~ in einer Meg- 
kfivette yon 0,01 und bei emer Belastung yon 10 g/cm 2 durehgeffihrt. Der volle 
Meggang des Appara tes  yon 30 mm wurde mit  Hilfe eines Sekundenz~hlers 
mit  einer Genauigkeit yon 0,2 see abgelesen. Naeh Vermisehung der E n z y m - -  
Substrat-L6sungen wurde die Enzymreakt ion  in bes t immten ZeitintervMlen 
(je 2,5 Min.) dutch die ViskositKtsabnahme 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  Verfolgung der  A n d e r u n g  im ~ o l e k u l a r g e w i e h t  des Subs t r a t s  
un te r  der  ka t a ly t i s chen  W i r k u n g  der  Cx-Cellulaseenzyme wurde  die Ab-  
h~ngigkei t  von Baker 3~ verwendet ,  welche die re la t ive  Viskosi t~t  mi t  der  
Viskosi t~tszahl  und  der  K o n z e n t r a t i o n  des Subs t r a t s  verkni ipf t  und  in 
welcher nach Hess und  Philipo]] 34 n = 8 ist. 

- . ( 1 )  

U m  naehzupri i fen,  inwiefern Re la t ion  (1) den  Versuehsangaben  fl i t  
N a - C M C  als Subs t r a t  en tspr ieht ,  wurden  d ie  fr i iher  fes tgese tz ten  Viskosi .  
t i~tszahlen al [~]* for  verschiedene Molekulargewiehte  verwendet .  Abb.  1 
vergle ieht  die gemessenen W e r t e  yon  ~]rel (fOr drei  Molekulargewichte)  mi t  

* Fa .  Kal le  & Co. AG., D-6202, Wiesbaden-Biebrich. 
** Fa.  VEB Prtifger~te-Werk, Medingen, Dresden. 
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den nach G1. (1) berechneten, wobei n = 8, wie in s4 vorgesehlagen. In  
den Grenzen der Mel~genauigkeit entspricht Relation (1) den Experimental- 
ergebnissen fiir Konzentrationen bis zu 4 mg/ml. 

/ / / / / x  

• f /  . .  
•  .-" 

1 1  ...,,,-" 

Mo~e~ 775000 7~0000 " .... 

.......... 
x ~ ..... . . . '" '" 

1 Z 5 nTE/,?TZ # 
/ , V ~  

Abb. 1. Abhg~ngigkeit zwischen den relativen Viskositgten (~rel) und den 
Konzentrabionen des SuJostrats N a - C M C  verschiedenen Molgewichts. Kurven- 

ziige nach GI. (1) berechnet. • = gemessene VFerte 

Wenn Relation (1) mit der Abhiingigkeit yon M a r l s  H o u w i n k  ss, dig 
den Zusammenhang zwischen der Viskosit/itszahl und dem Molekular- 
gewicht des abzubauenden Substrats 

[~] = K ~s~ (2) 

definiert, verbunden wird, so ergibt sich die Abh//ngigkeit 

V~re I - -  1 
~s = K [S] ' (3) 

die es erm6glicht, in jedem Zeitpunkt der Enzymreaktion das Molekular- 
gewicht des in Abbau befindlichen Subst~ats zu bestimmen. In  dieser 
Abh/~ngigkeit (3) verwendeten wit fiir die Konstanten K und a yon (2) 
die vorher ermittelten Zahlenwerte 1~ 

K ~ 0 , 0 0 1 5 8 ,  a = 0 , 4 3 .  

man erhielt also das Molekulargewicht ~s des abzubauenden Substrats, 
indem die relative Viskositiit ~rel in Zusammenhang mi~ der Reaktions- 
dauer t (0--5 Stunden) unter Optimalbedingungen dutch Relation (3) 
berechnet wurde. 
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Abb. 2. Abh/ingigkeit yon ~reI, In (~s - -  ,as~) und (~s - -  ~s~) -1 yon der Reak- 
tionszeit t f/it die Reaktion zwisehen N a - C _ ~ C  (Molgewieht 200 000) und 
Cx-Cellulaseenzyme bei versehiedenen Konzentrat ionen [El ~nd [S] des 
Enzyms und  des Substrats. In  der Mitre oben reehts dieselbe Abhfingigkeit in 

verl~ngertem Zeitmagstabe 

Werden  die so aus (3) e rmi t te l ten  Werte  yon ~s in  I~elation (22) as, 
welehe den Beginn der Enzymreak t ion  

~zz - -  y - s ~  = ( ~ s o  - -  y-s  ~ )  e - ~  EEl t ( 2 2 )  32 = (4)  
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beschreibt, und in Relation (24) a2, die den zweiten Teil der Enzymreaktion 

1 _ 1 + k* [El  
~ a - - ~ s ~  ~ s o - - ~ s ~  ~ t (24)32 ~- (5) 

7,O - t I ! 

700 ZOO ~/huh# dO0 

8 t t 
700 ,,ZOO/h'/h~/eR . dO0 

,ll : 
i 

700 XO0 H/h~h~ dO0 

Abb. 3. Wie Abb. 2, jedoch ffir ein Mo]gewicht  y o n  140 000 

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

* DieViskosit/~tszahlftirMolgewichb 115 000wurdenaehtGr/~glichbestimmt. 
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auch in log~rithmischer MaBst~b ~usgedriickt werden, wie das in einer 
vor~ngehenden Arbeit 1~ gezeigt wurde. 

f I 
i ZZ 

7,7 

8 

8 

_ \ #o#a~. //So00/zg/~/zoZ 
* . flS/o 4aJ ,~ ~z, fl[/. r o xy ~g/~z 

7oo / z o . ~ "  ~oul~t7 doo 

Abb. 4. Wie Abb. 2, jedoch ffir ein Molgewicht yon ~15 000 

In den Abb. 2, 3 und 4 sind die experimentell festgeset, zten Werte yon 
~rel, 111 ([zs--[/.sc~) und ( g z -  ~zc~) 1 als Funktion yon der Re~ktioszeit 
t eingetragen. 

Aus der graphischen D~rstellung der Abb. 2, 3 und 4 wurden die 
Neigungen 
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1 
- -  /c [ E ]  (6)  

T 

l au t  Re l a t i on  (4) und  die Neigungen 

1 
- -  = k*  [ E l / [ ~ ]  (7) 

l au t  Re la t ion  (5) en tnommen .  Aus der  le tz te ren  bes t immte  m a n  die Ab-  
h~ngigkei t  

[s] 
- k* [ E l  (8) 

fiir die einzelnen E n z y m - - S u b s t r a t - S y s t e m e ,  def inier t  fiir die verschie- 
denen Ausgangsmolgewich te  mi t  fes tgese tz ten  K o n z e n t r a t i o n e n  [S] und 
[E] des E n z y m s  und  des Subs t ra t s .  Tab.  2 zeigt  die e rha l t enen  Exper i -  

menta lergebnisse .  

T a b e l l e  2 

1 [ s ]  
~z0 [S] [E] ~ .  10~ ~--V" 107 K ~ .  105 

mg mg mg 1 mMol mMol 
mMol ml ml rain ml rain 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 

K ~  = (3,6 • 0,2). 10 -5 mMol/ml = 3,6. 10 -5 mMol/ml J= 5,5%. 

I n  der  l e tz ten  Kolonne  dieser Tabel le  s ind laut  Re la t ion  (25)a2 

k* [S] / ~* k-1 + k+2 (25) 32 ---- (9) 
K ~ - -  k 1 / z  - -  N0/c+I 

die W e r t e  der  Michaelis--Menten-Konstante (K~I) fiir die einzelnen 
Bes t immungen  e inge t ragen;  un te r  der  Tabel le  s teht  der  Durchschni t t s -  
wef t  und  der  Durchschni t t s feh ler  bei dieser Bes t immung.  

Die letzte Kololme der Tab. 2 weist darauf bin, dab die ermit tel ten Werte  
voa  K ~  bei den einzelnen Bestimmungen sich etwas yon ihrem Durchschnitts-  
wert unterscheiden. Wahrscheinlich h~tngt das yon Abweichungen in der 
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Konzentra t ion [S] der verwendeten Substrate  ab. Bezeiehnen wir die atff- 
gel6ste Substratmasse mit  MSL und die hydrolysierende Masse im Volumen V 
mit  Ms,  so ist die experimentell  definierte Konzentra t ion 

MsL MsL M s  [S] 
[ S ] L = W  = M ~  v - r ' 

worin r = MslMsr,  <_G 1 und [S] = r [S]L ist. 
Da r bei den einzelnen Versuehen in gewissen Grenzen variabel  ist, vari iert  

aueh die sieh hydrolysierende Masse des Substrats,  d. h. [S]. Diese Variat ionen 
wirken sieh wahrseheinlieh aueh in den festgelegten Werten fiir K~I yon 
Relat ion (9) aus. 

t / 
1 / -  " ~1~-o~,o / 

/ / 

V, / 
~1  / / T  / ./~ 

" I . / /  " t :Z#~ 
l Y  

o,1 ~z o,3 O, ~z mg/md 

Abb. 5. G1. (6) und (8), graphiseh ausgedriiekt nach den Werten von Kol. 4 
und 5 der Tab. 2 

I n  der  Abb.  5 s ind die W e r t e  aus der  4. und  5. Kolonne  der  Tab.  2 
gegen die Abhgng igke i t en  (6) und  (8) e inget ragen,  welche die L inea r i tg t  
zwischen den  E n z y m k o n z e n t r a t i o n e n  und  diesen W'er ten definieren. Die 
Abbi ]dung  spr icht  dafiir ,  dab  in den  Grenzen der  Exper imen tMgenau ig -  
kei t  diese GesetzragBigkei ten e ingehal ten  werden.  Aus d e m  W e f t  der  
Re l axa t i onsdaue r  l / z ,  die dureh  die Neigung der Geraden  in  Abb .  5 
def inier t  wird,  b e s t i m m t  m a n  die Gesehwind igke i t skons tan te  der  E n z y m -  
r eak t ion  

k _ 
z [E] 

- -  0,445 m l / m i n  g = 7,41 ema/sec g 

l~Ionatshefte far Chemie, 100/3 64 
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so, wie das auch vorher  ls getan wurde. Dieser Wer t  erlaubt es, die anderen 
interna~ionalen Einhei ten ftir die Enzymak~ivit/~t 16 zu bereehnen. Der 
so best immte Wer t  k erwies sich als etwa 3,6real gr6Ber als der Wer t  des 
vorher  ls untersuchten Enzyms,  d. h., as erscheint 3,6rnal akt iver  wegen des 
angewandten  Reinigungsverfahrens.  

Ffir die ~ber lassung des speziell gereinigten Enzympr~para ts ,  mit  
dessen Hilfe die vorliegende Arbeit  ausgefiihrt wurde, danken die Ver- 
fasser auch an dieser Stelle herzlichst der Fa. Lui tpold-Werk,  l~iinchen. 
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