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Multiple Forms of Cellulase (EC 3.2.1.4) from Aspergillus oryzae

The enzyme cellulase from Aspergillus oryzae was resolved into four multiple
forms, using anion exchange chromatography on DEAE Sephadex A-50 and gel
filtration on Sephadex G-75. The stages of fractionation were followed by
electrophoresis on cellulose acetate strips. These enzyme forms are characterized
by different enzyme activities and isoelectric points.
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Finleitung

In den letzten Jahren wurde mit gréBtem Interesse der enzymatische
Abbau der Cellulose untersucht. Dieser ProzeB wird von den Enzymen des
Cellulasekomplexes (Cellulase, Cellulose 1,4-f-cellobiosidase und S-
Glucosidase) katalysiert [1]. In einer Reihe von Arbeiten wurde die
Existenz multikomponenter Formen der Enzyme des Cellulasekomplexes
publiziert [2—12]. Es wurde auch festgestellt, daB die Bildung dieser
Enzymformen eine charakteristische Eigenschaft der Cellulasebildner ist,
wie z. B. bei Trichoderma-Arten [12].

In der vorliegenden Arbeit wird die Homogenitét der Cellulase (EC
3.2.1.4) aus Aspergillus oryzae untersucht.

* Herrn Univ.-Prof. Dr. Hans Tuppy zum 65. Geburtstag herzlichst gewid-
met.
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Experimenteller Teil
Enzyme

Als Ausgangsstoff fiir die Cellulase aus Aspergillus oryzae wurde das
Handelspriparat ,,Luizym* ® (Luitpoldwerk, BRD) verwendet. Dieses Préparat
wurde in 0.05 M Phosphatpuffer bei pH = 7.2 aufgeldst (4% g/v). Der unlosliche
Niederschlag wurde durch Zentrifugieren (10000 U/min, 2°C, 20min) abge-
trennt; er besall keine Enzymaktivitit.

Substrat

Es wurde Natriumcarboxymethylcellulose (Na-CMC) als Handelsprodukt
,»Tylose C1000p*“® (Farbwerke Hoechst AG, BRD) mit einem Molgewicht

140 000, DP 640 und DS 0.7 verwendet.

Aktivititsbestimmung

Die Cellulaseaktivitit wurde nach der Somogyi-Nelson-Methode [13] be-
stimmt. Als relative Aktivititseinheit (1 RE) wurde diejenige Enzymmenge
angenommen, die aus dem Substrat das Aquivalent von 20 pg Glucose in 1 ml
Reaktionsgemisch freisetzt [14].

Proteinbestimmung

Die Proteine wurden nach der Lowry-Methode [15] bestimmt.

Elektrophorese auf Celluloseacetat-Folien (CAF)

Zur elektrophoretischen Trennung wurden CAF (25 x 145mm; Sartorius-
Membranfilter GmbH, BRD) und ein ,,Mikrophor* (Boskamp, BRD) bei
folgenden Versuchsbedingungen verwendet: 0.06 M Veronalpuffer bei pH = 8.6;
150 V Spannung; Trennzeit 90 min; Firbelosung: 0.5% Amidoschwarz 10B in
einem Gemisch aus Methanol-Essigsdure (9: 1, v/v) bei einer Maximalfarbungs-
zeit von nicht mehr als 5min; Entfarbungslosung: Methanolgemisch-Essigsdure
(9:1, v/v) und einer Entfarbungszeit von 10 min.

Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrischen Punkte der multikomponenten Cellulaseformen wurden
nach der von uns beschriebenen Methode [16] bestimmt.

Tonenaustauscherchromatographie

Die Fraktionicrung mit der Ionenaustauscherchromatographie wurde bei
folgenden Versuchsbedingungen durchgefiihrt: Temperatur 4—5°C; Gelbett
260 x 40 mm aus DEAE Sephadex A-50 (Pharmacia, Schweden) in 0.05M
Phosphatpuffer bei pH = 7.2; Eluieren erfolgte am Anfang mit dem gleichen
Puffer und dann mit einem linearen NaCl-Gradienten (0—1 M im 0.05-M-
Phosphatpuffer bei pH = 7.2); Aussalzen mit festem Ammoniumsulphat; Auflo-
sen der Niederschlige in 0.01 M Pyridin-Acetatpuffer bei pH = 5.0; Dialyse und
Gefriertrocknung.

Gelfiltration

Die Fraktionierung mit der Molekularsiecbchromatographie erfolgte unter
folgenden Versuchsbedingungen: Temperatur 4—5°C; Gelbett 142 x 2.2cm aus
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Sephadex G-75 (Farmacia, Schweden) in 0.1 M Phosphatpuffer bei pH = 7.2;
Eluieren und Isolieren wie oben beschrieben.

Ergebnisse und Diskussion

Die Elektrophorese der Enzymlosung mit CAF zeigte, daB sich das
Ausgangspriparat bei pH = 8.6 in zwei zur Kathode wandernden und in
drei zur Anode wandernden elektrophoretischen Fraktionen spaltet
(Abb. 1, oben — 0).

Die mit verschiedenen lonenaustauschern durchgefiihrten Vorversu-
che wiesen daraufhin, da DEAE Sephadex A-50 am geeignetsten ist. Der
Austauscher sichert die verhdltnismiBig volle Trennung von Kathode-
bzw. Anode-wandernden Fraktionen (Abb. 1, oben-—1, 2 und 3) und hilt
eine groBe Anzahl der Farbstoffe, die im untersuchten Priparat enthalten
sind, zuriick.

Elektrophorese auf CAF
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Abb. 1. Anionenaustauscherchromatographie mit DEAE Sephadex A-50 mit

0.05 M Phosphatpuffer (pH = 7.2); Eluieren mit Linear-NaCl-Gradienten; Akti-

vitdt (Substrat: Na-CMC) —O—- O —OQ— und Absorption —® —@ — @ —,

Im oberen Teil der Abbildung sind die Ergebnisse der CAF-Elektrophorese

dargestellt: Ausgangspriaparat-AP (0) und Peaks nach der Fraktionierung (1, 2
und 3)
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ADbb. 2. Gelfiltration von Peak I (4), Peak II (B) und Peak II (C) auf Sephadex

G-75; Aktivitdt (Substrat: Na-CMC) —O—-0O~O~- und Absorption

— @ — @ —-®—. Im oberen Teil der Abbildung sind die Ergebnisse der CAF-

Elektrophorese dargestellt: Ausgangspeaks (I, IT und IIT) und Peaks nach der
Gelfiltration (a, b, ¢ und d)

In den erhaltenen Aktivitdtspeaks wurden 25% (fiir Peak 1), 44% (fiir
Peak II) und 10% (fiir Peak II) von der urspriinglichen Alktivitit
nachgewiesen. Dic Anionenaustauscherchromatographie des Praparates
Luizym ergab somit ca. 20% Verlust an Cellulaseaktivitiat und ca. 26%
Verlust der Proteine.

Die erhaltenen Cellulasefraktionen wurden mit der Gelfiltration
weiter gereinigt (Abb.2A, B und C). Vom Peak I wurden zwei zur
Kathode wandernden Fraktionen gewonnen (Abb. 2 A, oben — a und b),
von denen eine elektrophoretisch homogen war: Von den Peaks IT und ITI
wurden auf dieselbe Weise je eine zur Anode wandernde Fraktion
(Abb. 2B, oben — ¢ und Abb. 2C, oben — d) erhalten, von denen die
Fraktion d elektrophoretisch homogen war.

Bei der Anwendung von zwei voneinander unabhingigen Trennungs-
verfahren (Ionenaustauscherchromatographie mit nachfolgender Gelfil-
tration und isoelektrischer Fokussierung in natiirlichem pH-Gradienten
[16]) wurden vier aktive multikomponente Formen (a—d) der Cellulase
aus Aspergillus oryzae nachgewiesen. Sie besaBen eine verschiedene
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Enzymaktivitdt gegen Na-CMC, hatten eine unterschiedliche Beweglich-
keit bei der CAF-Elektrophorese und verschiedene isoelektrische Punkte
bei der isoelektrischen Fokussierung (Tabelle 1).

Tabelle 1. Einige Eigenschaften der multikomponenten Formen der Cellulase aus
Aspergillus oryzae

Eigenschaften Multikomponente Formen

a b c d

Spezifische Aktivitit

(RE-mg™) 56.6 68.1 58.6 44.5
Reinigungsfaktor 438 5.8 5.0 3.8
CAF bei pH = 8.6 AWF? AWF? KWF? KWE?
Anzahl der Biander 1 1 2 1
pI° im Ausgangspriaparat [16] 372 4.03 6.30 4.26
pl in einzelnen Fraktionen 3.70 4.00 6.30 4.30
Abweichung (+) 0.02 0.03 0.0 0.04

& KWF = zur Kathode wandernde Fraktion
® AWF = zur Anode wandernde Fraktion
¢ pI = isoelektrischer Punkt

Bei den Enzymen des Cellulasekomplexes aus anderen Pilzarten
(Acetovibrio cellulolyticum — zwei Formen [10], Geotrichum candidum
3C— sechs Formen [8], Sporotrichum pulverulentum — finf Formen [2,
31, Thermoascus aurantiacus — zwei Formen [11], Trichoderma koningii
—sechs Formen [ 5], Trichoderma reesei— zwei Formen [4], vier Formen
[9], fiinf Formen [6], u.a.) wurde gleichfalls eine multikomponente
Natur nachgewiesen. Es handelt sich offenbar um eine charakteristische
Eigenschaft der Enzyme des Cellulasekomplexes [10].

Die Frage, wodurch die multikomponenten Formen der Cellulase-
Enzyme hervorgerufen werden, konnte in der Fachliteratur noch nicht
beantwortet werden. In einigen Féllen wurde angenommen, daBl die
vielfiltigen Komponenten als Artefakte bei der Bildung von stabilen
Komplexen zwischen den Cellulaseproteinen und den Polysachariden
[17—19] auftreten; in anderen Fillen nahm man an, daf es sich um eine
Biosynthese von Sequential- oder Konformationsisomeren [20] handelt.

Um den komplizierten Mechanismus, wiec diec Enzymhydrolyse der
nativen Cellulose verlduft, erkldaren zu konnen, miifiten folgende Fragen
beantwortet werden: die multikomponente Natur jedes Enzyms des
Cellulasekomplexes, die Wechselwirkung zwischen den einzelnen Kom-
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ponenten jedes Enzyms, die Wechselwirkung zwischen den einzelnen
Enzymen des Cellulasekomplexes sowie diese zwischen den Letzteren und
dem angegriffenen Cellulosesubstrat.
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