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I. Einleitung

Ein wesentlicher Bestandteil der aus verschiedenen Schichten auf-

gebauten pflanzlichen Kutikula ist das Cutin, welches im allgemeinen,
auf die Cellulose- und Pectinschicht folgend, die aufiere Begrenzung
gegenüber der atmospharischen Umwelt darstcllt, sofern man von

den aufgelagerten Wachsstrukturen absieht (Frey-Wyssling 1953,
Roelofsen 1952, 1959, Koljo 1957, Sitte 1955, 1957, Juniper u.

Bradley 1958, Juniper 1959, Bancher, Hölzl u. Klima 1960). Die

dem Suberin und Sporopollenin verwandte Substanz besteht aus ver-

netzten, hochpolymeren Fettsauren oder Oxyfettsauren (Zetsche
1932, Frey-Wyssling 1953, Treiber 1955, 1957, Matig 1956), deren

Entstehung aus flüssigen Vorstufen wenngleich nicht bewiesen, so doch

zumindest wahrscheinlich gemacht werden konnte (Priestley 1943,
Linskens 1950, 1952, Sitte 1955, Siddiq; u. Tappet 1956, Bolliger

1959). Bei der Verroltung und Humifizicrung pflanzlichen Materials

(Wieringa 1955, Farkasdi 1958, Meyer 1959) tritt ofïcnsichtlich

auch eine vollstandige Destruktion des Cutins ein. Auch verschiedenc

Beobachtungen beim Eindringen phytopathogener Keime in die

Wirtspflanzc sprechcn für eine dabei eintrctendc Lyse des Cutins

(Fulton 1948, Mieter 1949, Yarwooe» 1957, Schweizer 1958,
Tenerini u. Loprieno 1960). Besonders erwahnenswert ist in diesem

Zusammenhang der Befund von Loprieno u. Tenerini (1959), daB

die durch Cycloconium oleaginum verursachten Infektionsstellen bei

Olivenblattern vor makroskopischem Erschcinen des Krankheitsbildcs

dadurch sichtbar gemacht werden können, daB man cin Blatt, bei

dem eine Infektion vermutet wird, in eine 5 %ige NaOH von 50-60° C.
eintaucht. Die Beobachtung, daB sich bei dieser Behandlung an den

Penetrationsstellen dunkle Flecken bilden ist wahrscheinlich darauf

zurückzuführen, daB dort durch Enzymeinwirkung aus dem Cutin

freie verseilbare Fettsauren entstanden sind. Eine Destruktion des

Cutins ist gleichermaBen auch für einen anderen Eindringungsvor-

gang, das Durchwachsen der Pollenschlauche durch die Narben-
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II. Methodik

1. Pilzmaterial und Züchtung
Zu den Versuchen wurde der von rottenden Blattern isolierte Schimmelpilz

Penicillium spinulosum Thom (früher als P. spec. bezeichnet) verwendet (Raper u.

Thom 1949). — Die Anzüchtung des Pilzes zu den Versuchen geschah wie früher

(Heinen 1960) angegeben.

2. Herstellung der Enzymlösung

Die Vorextraktion des trocken gepreBten Mycels mit Wasser und die Haupt-
extraktion mit Phosphatpuffer wurde wie früher angeben durchgeführt. Eine Vor-

reinigung der zum Rohextrakt “R” vereinigten beiden Extrakte erfolgte durch

Zusatz von Protaminsulfat (2 mg pro ml Lösung) nach den Angaben von Schloss-

mann u. Lynen (1957). Diese Enzymlösung wird mit “E” bezeichnet. Ammon-

sulfatfallungen wurden durch Zusatz festen Ammonsulfats zur Lösung R oder E

unter gleichzeitigem Rühren bis zum Erreichen des gewünschten Sattigungsgrades
hergestellt. Die ausgefallten EiweiBe wurden nach dem Abzentrifugieren in Phos-

phatpuffer pH 6,0, seltener in Wasser, suspendiert; nach 1-stündigem Stehen bei

+5° wurden alle unlöslichen EiweiBe abzentrifugiert und die so entstandenen, mit

“F” bezeichneten klaren Lösungen, zu den Versuchen verwendet.

kutikula bei Crudferen (Christ 1959) anzunehmen. Dennoch wurdc

das Cutin bislang als enzymatisch nicht angreifbares Material an-

gesehen (Gaumann 1957, Treiber 1957, Roelofsen 1959). Wahrend

Miller (1949) erstmals die Existenz cutinlösender Enzyme für sehr

wahrscheinlich erachtete, konnte kürzlich (Heinen u. Linskens 1960,
Heinen 1960) das Vorhandensein eines derartigen Enzyms in Penicil-

lium spinulosum eindeutig nachgewiesen werden. Das Enzym, das die

vorlaufige Bezeichnung “Cutinase” erhiclt, laBt sich mit Phosphat-

puffer aus dem Mycel extrahieren, es kann mit Ammonsulfat aus-

gefallt werden und erwies sich als bestandig gegen kurze Dialyse.
Die Cutinase wurde bisher nur indirekt, namlich durch die Bestim-

mung der Dehydrierung beim weiteren Abbau der durch das Primar-

enzym freigesetzten Cutin-Fettsauren nachgewiesen. Die Beobachtung,
daB durch die Einwirkung der Pilzenzyme das Cutin in verdünntem

Alkali teilweise löslich wurde (Heinen 1960) bot jedoch cinc Möglich-
kcit zur direkten Verfolgung des Cutin-Abbaus. Weitere Unter-

suchungen in dieser Richtung ergaben, daB die durch die enzymatische

Cutinolyse cntstchcnden freien Fettsauren im umgebenden wassrigen
Medium der Versuchsansatzc nicht in Lösung gchen, daB jedoch bei

anschlieBcnder Einwirkung vcrdünntcn Alkalis die freien Saurc-

gruppen mit der verwendeten Lauge reagieren. Bei Verwendung einer

Kali- oder Natronlauge bekannter Normalitat ergibt die Titration

der nicht verbrauchten Lauge mit HC1 die Menge an freien Fett-

sauren, die unter Seifenbildung mit dem Alkali reagiert haben. Die

aus einer bestimmten Menge Cutin unter verschiedenen Bedingungen

freigesetzte Fettsauremenge gibt wiederum AufschluB über die Akti-

vitat der verwendeten Enzymlösung. In der vorliegenden Arbeit wird

einerseits die Cutinolyse unter der Einwirkung von Extrakten aus P.

spinulosum mittels der Titrationsmethode durch Bestimmung der frei-

gesetzten Fettsauren verfolgt, andererseits werden auf diese Weise die

optimalen Bedingungen für die Wirkung der Cutinase sowie einige

Eigenschaften des Enzyms untersucht.
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3. Dialyse

Zur “Normal-Dialyse” wurden die Enzyrrdösungen in einen unten verschlossenen

Cellophanschlauch von 2,2 cm 0 gefüllt und bei +5° verschieden lange gegen dest.

Wasser dialysiert. Zur “Intensiv-Dialyse” (Heinen 1958) warde in die im Cellophan-
schlauch befindliche Lösung ein mit Wasser gefülltes verschlossenes Reagensglas
bis zum Boden eingetaucht und wiederum gegen dest. Wasser bei +5° dialysiert.
Auf diese Weise wird die Oberflache des Dialysiergutes stark vergröBert, die Dialyse
verlauft dadurch einerseits rascher, andererseits ist durch die kürzeren Dialysier-
zeiten eine mögliche Schadigung der EnzymeiweiBe zu vermeiden.

4. Versuchsansätze

Zur Mehrzahl der Versuchc wurden je 10 mg Cutin in 10 ml der zu prüfenden
Enzymlösung (R, E oder F) suspendiert und 14 Stdn bei 30° C in abgedeckten

Becherglasern oder verschlossenen Erlenmeyern inkubiert. Bei jeder Versuchsserie

lief ein Kontrollansatz mit 10 mg Cutin in 10 ml Phosphatpuffer pH 6,0 mit.

Veranderungen der Versuchsbedingungen hinsichtlich der Versuchszeit, der

Temperatur, der Menge der Enzymlösung, oder andere Variationen sind jeweils
im Text vermerkt.

5. Bestimmung der freigesetzten Cutin-Feltsäuren

a) Prinzip: Natives Cutin ist in heiBem, konzentriertem Alkali unlöslich und

kann nur durch Einwirkung von siedender, alkoholischer KOH oder durch Kochen

am RückfluBkühler mit K2CO3 in Alkohol hydrolysiert und in Lösung gebracht
werden. Hingegen reagieren die freien Fettsauren aus Cutin direkt mit verdünnten

Alkaliën unter Bildung der entsprechenden Seifen. Sind durch die Wirkung von

Enzymlösungen entsprechender Aktivitat Fettsauren aus dem Cutin abgespalten
worden, so gehen diese im umgebenden wassrigen Milieu der Versuchsansatze
nicht in Lösung. Überführt man derart vorbehandeltes Cutin in eine Alkalilösung
bekannter Normalitat, so wird bei der durch Erhitzen beschleunigten Seifenbildung
eine bestimmte Mengeder Lauge verbraucht, die der Mengefreier Carboxylgruppen
und somit der Menge Fettsaure aquivalent ist. Titriert man nun nach erfolgter
Verseifung mit einer Saure gleicher Normalitat, so wird umso weniger Saure ver-

braucht, je mehr Laugebereits durch die Reaktion mit den Fettsauren neutralisiert

wurde. Zum Vergleich lauft jeweils einerseits der Kontrollansatz mit dem Cutin

das in PufFerlösung angesetzt war, mit; andererseits ein Ansatz mit Lauge ohne

Cutin, zur Kontrolle des Titers. Die Differenz zwischen dem Verbrauch an KOH

durch das Cutin aus dem Kontrollansatz und dem aus der Enzymlösung ergibt die

Menge der durch die Cutinase freigesetzten Fettsauren.

b) Durchführung der Bestimmung: Das Cutin aus dem Kontrollansatz

mit PufFerlösung und dem Versuchsansatz mit Enzymlösung wird aus der Lösung
abfiltriert, gewaschen und getrocknet. Das Cutinpulver wird dann in trockene

Reagensglaser überführt und das Gewicht bestimmt. Nach Zusatz von je 5,0 ml

0,01 n KOH werden die Glaser mit einer passenden hohlen Glaskugel lose ver-

schlossen und in ein siedendes Wasserbad eingehangt. Nach 20 Min werden die

Ansatze herausgenommen, abgekühlt und mit 0,01 n HC1 unter Verwendung von

Phenolphthalein als Indikator titriert. Der Verbrauch an HC1 ergibt die durch die

Verseifung neutralisierte Menge KOH, woraus die Menge der freigesetzten Fett-

saure (ebenfalls in ml 0,01 n Lösung ausgedrückt) berechnet wird. Um bei Enzym-
lösungen mit unterschiedlichem Trockengewicht vergleichbare Werte zu erhalten,
werden die Ergebnisse auf 1 mg Trockengewicht bezogen.

6. Präparate

Sowohl das zumeist verwendete Cutin von Gasteria verrieuosa, als auch

die Cutine von Aloë arborescens, Prunus domestica, Pyrus communis,
Vitis vinifera und Solanum lycopersicum wurden nach der früher an-

gegebenen Methode (Oroei.i, 1955, Heinen 1960) hergestellt. Besonderheitensind

im Text angegeben.
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III. Ergebnisse

1
.

Nachweis der Cutinspaltung durch titrimetrische Bestimmung derReaktions-

produkte

Zur Oriehtierung über die zu erwartendc Menge freier Fettsauren

die durch enzymatische Lyse des Cutins durch Einwirkung der Fer-

mente aus P. spinulosum gebildet werden, wurden zunachst folgende
Versuche angesetzt: Fein gemahlenes Cutin wurde 15 Stdn bei 30° G

mit a) einer Mycelsuspension von P. spinulosum in Phosphatpuffer

pH 7,2 b) einem Wasserextrakt aus dem trocken gepreBten Pilzmycel

c) einem Pufferextrakt d) einer 1:1-Kombinationbeider Extrakte und

e) einem hitze-inaktivierten (5 Min, 95° G) Pufferextrakt als Kontrolle

inkubiert. AnschlieBend wurde der Verbrauch des Cutins an 0,01 n

KOH durch Rücktitration mit 0,01 n HC1, also die Menge der ent-

standenen freien Fettsauren (ausgedrückt in ml 0,01 n Fettsaure, vgl.

Methodik), bestimmt. Bei einer Substratkonzentration von je 20 mg

Cutin pro Ansatz ergab sich, daB durch

a) Mycelsuspension: 0,18 X 10-3 ml 0,01 n Fettsauren/10 mg Cutin/Tr. G.

b) Wasserextrakt : 1,72 X 10~3 ml
„ „ „

c) Pufferextrakt : 0,67 X 10~3 ml
,, ,, ,,

d) Kombination : 1,82 X 10~3 ml
,, ,, ,,

e) Extrakt, inaktiv.: 0,04 X Kb4 ml
,, ,, ,,

freigesetzt worden waren. Wenn es sich dabei auch absolut gesehen
um sehr geringe Mengen handelt, so reichen diese doch aus, um die

Bildung der freien Fettsauren aus dem Substrat unter Einwirkung der

Cutinase aus P. spinulosum zu verfolgen und rclative Unterschiedc

durch Variation der Versuchsbedingungen bestimmen zu können.

Obwohl die Aktivitat des Pufferextraktes geringer scheint als die des

Wasserextraktes, wurde doch aufgrund der früheren Befunde (Heinen
u. Linskens 1960, Heinen 1960) zu den weiteren Untersuchungen ein

Rohextrakt (R) verwendet, der durch Vorextraktion des Mycels mit

Wasser und anschlieBender Extraktion mit Phosphatpuffer und Ver-

einigung beider Extrakte erhalten wurde.

a) Versuche zur Ausschaltung störender Faktoren

Die einleitenden Versuche zur Festlegung der günstigsten Versuchs-

bedingungen in Bezug auf die Art des Ansatzes, die Menge des zu

verwendenden Extraktvolumens und die Versuchszeit, wurden mit

dem Rohextrakt (R) aus P. spinulosum clurchgeführt. Ansätze mit

20 ml Rohextrakt und 12 mg Cutin pro Ansatz wurden zur ersten

Orientierung einerseits im Thermostaten bei 30° C, andererseits auf

der Schüttelmaschine bei 27,5° C inkubiert. Die anschließende

Titration der freigesetzten Fettsäuern nach 22 Stdn ergab, daß im

geschüttelten Ansatz rund 75 % weniger an Reaktionsprodukten

vorlag als in den nicht geschüttelten im Thermostaten bewahrten

Proben, weshalb für die folgenden Versuche keine Schüttelansätzc

benutzt wurden.

Bei Versuchen mit einerseits unterschiedlichen Volumina Roh-



175ENZYMATISCHER GUTIN-ABBAU

extrakt, andererseits verschieden langen Inkubationszeiten, ergab sich

der unerwartete Befund, daB sowohl die Erhöhung der Enzym-

lösungsmenge als auch die Verlangerung der Inkubationszeit einen

geringeren Anfall freigesetzter Fettsaure zur Folge bat (Tab. I). Die

Ergebnisse lassen sich folgendermaBen intcrprctieren:

lm Extrakt befinden sich neben anderen auch die Enzyme des

Fettsaureabbaus. Hierzu gehören die in Schimmelpilzen weit ver-

breiteten Enzyme der Methylkctonbildung (Starkle 1924, Stokoe

1928, Thaler u. Geist 1939, Thaler u. Stahlin 1949, Franke u.

Heinen 1958 a), wozu die in Penicillium- (Karrer u. Haab 1948) und

Aspergillus- Arten (Franke, Keinen u. Platzeck 1959) nachgewiesene

B-Ketosauren-decarboxylase zahlt. Verhanden sind außerdem Fett-

saure-Dehydrasen (Mukherjee 1951, 1952, Franke u. Heinen 1958 b,
Heinen u. Linskens 1960, Heinen 1960), die im Gegensatz zu pflanz-
lichen Fettsaure-Dehydrasen (vgl. Übcrsicht bei Franke u. Frehse

1957) CoA-abhangig sind und durch Dialyse inaktiviert werden, so

wie die übrigen, nach der Fettsaureabbauspirale von Lynen (1955)
am Fettsaurestoffwechsel beteiligten Enzyme. Durch das Zusammen-

wirken dieser Fermente werden die durch die Cutinase freigesetzten
Fettsauren weiter umgesetzt und somit dem hier angewandten
Titrationsnachweis entzogen. Die Bcstiitigung lur die Richtigkeit
dieser Annahme ergab sich aus Versuchen zum Verhaken der

Extrakte gegenüber Dialyse. Vorversuche zeigten bereits, daß durch

Normaldialyse eine scheinbare Steigerung der Cutinase-Aktivitat

eintrat. Zur genaueren Verfolgung der Dialyse-Wirkung wurde der

Rohextrakt ciner “Intensivdialyse” bei +s° C gegen dest. Wasser

unterzogen und die Aktivitat der Lösung nach 4,6, 14 und 24 Stdn

geprüft. Wie Fig. 1 zeigt, lassen sich mit steigender Dialysierzeit bis

zu einem Optimum nach etwa 10 Std. stets mehr freigesetzte Fett-

sauren nachweisen. Die scheinbare Steigerung der Cutinase-Aktivitat

beruht dabei de facto auf einer fortschreitenden Inaktivierung der

Begleitfermente, deren Ausfall zu einer Anhaufung der Cutin-Spalt-

produkte führt, die einem weiteren Umsatz nicht mehr ausgesetzt
sind. Der höhere Gehalt des Pufi'erextraktes an Abbau-Enzymen

Tabelle I

Freisetzung von Fettsauren aus Cutin durch Rohextrakt aus P. spinulosum bei

Variation der Versuchszeit oder des Ansatzvolumens.

Versuchs-

zeit

ml R pro

Ansatz

ml 0,01 n frei-

gesetzte Fettsäure

12 Stdn 2,37 X 10-3

24
„

12 1,94 X 10-3

48
„

0,62 X 10-3

20,0 0,90 X 10-»

15,0 0,58 X 10~3

24 Stdn 10,0 1,14 X 10-3

5,0 1,10 X IO' 3

2,5 0,13 X IO“ 3
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erklart auch die im Widcrspruch zu frühcrcn Ergebnissen (Heinen
1960) stehende geringere Gutinase-Aktivitiit gegenübcr dem Wasser-

extrakt; Nach 8-stündiger Intensivdialyse steigt die Aktivitat bereits

auf den 3-fachen Wert, die Aktivitat des Wasserextraktes nimmt in

der gleichen Zcit nur um 1/6 des Ausgangswertes zu.

Die Verminderung der nachweisbaren Fettsauremenge bei Erhöhung
des Extraktvolumcns pro Ansatz laBt sich auf die gleiche Weisc

erklaren: Zugleich mit der Cutinase-Konzentration nimmt auch die

Konzentration der Abbau-Enzyme zu, wobei das Gleichgewicht mit der

Volumenzunahme derart verschoben wird, daB ein stets intensivercr

Umsatz der freiwerdenden Fettsaure einsetzt, da die Konzentration

bestimmter Abbau-Enzyme, wie beispielsweise der Dehydrase im

Mycel recht gering ist (Franke u. Heinen 1958 b), so daB diese erst

von einem bestimmten optimalen Volumen an ihre volle Wirkung
cntfalten.

b) Protaminsulfat- und Ammoniumsulfat-Fällungen aus Rohextrakten

Aufgrund der Ergebnisse der Dialyseversuche schien es angebracht,
im Folgenden zunachst zu versuchen, die Rohextrakte von störenden

Begleitfermenten zu saubern, was natürlich durch Dialysiercn errcicht

werden kann, besser jedoch mittels Trennung der aktiven und

inaktiven EiweiBe durch Fallungsmethoden. Nachdem bereits

früher festgestellt worden war, daB sich die Cutinase mit Ammon-

sulfat ausfallen laBt (Heinen 1960), ergaben weitere Versuche dieser

Art, daB das gesamte in Bezug auf die Cutinspaltung aktive EiweiB bei

60-70 %iger Sattigung der Rohextrakte mit Ammonsulfat ausgcfallt
werden kann (Tab. II); bei niedrigeren Sattigungsgraden ist die

Fig. 1. Aktivitat der Cutinase (ausgedrückt in %-Aktivitat, wobei der Höchst-

wert von 2,45 X 10~3 ml 0,01 m Fettsaure = 100 gesetzt ist) nach verschieden

langer Intensivdialyse bei +5° gegen dest. Wasser. Titration der aus Cutin gelösten
Fettsauren nach 12-stündiger Inkubation.
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Ausfallung offenbar nicht vollstandig, bei Konzentrationenüber 70 %
fallen dagegen weitere inaktive EiweiBe aus. Aktivitatssteigerung
konnte auf diese Weise jedoch nicht erzielt werden, was z.T. darauf

zurückzuführen ist, daB der EiweiBgehalt und somit das Trocken-

gewicht der Lösung der Ammonsulfatfallung (= F) im Vergleich zur

Ausgangslösung nur wenig vermindert ist. Bessere Ergebnisse brachte

hingegen die Behandlung der Rohlösung mit Protaminsulfat (2 mg/ml

Lösung) zur Entfcrnung der Nucleinsauren nach Schlossmann u.

Lynen (1957): Die Aktivitat der nucleinsaure-freien Enzymlösung
(E) liegt etwa 3-4 mal höher als in der Ausgangslösung (vgl. Fig. 2).

Als brauchbare Methode crgab sich schlieBlich die Kombination

beider Verfahren, namlich cine Vorreinigung des Rohextraktes durch

Fallung der Nucleinsauren mit Protaminsulfat und anschliessende

0 Alle Ansatze mit 12,0 ml Lösung.

Tabelle II

Aktivitat der Cutinase nach Ausfallung bei verschiedenen Ammonsulfatsattigungs-

graden aus Rohlösung; Fettsaurebildung aus Cutin durch 24-stündige Inkubation

mit den Lösungen der einzelnen Fallungen.

Fig. 2. Anrcicherung der Cutinase durch Fallung bei 70 %iger Ammonsulfat-

konzentration aus Rohextrakt (R) und aus durch Protaminsulfatbehandlung vor-

gereinigtem Extrakt (E).

Bestimmung der Cutin-Lyse nach 10-stündiger Inkubation der einzelnen Enzym-
lösungen bei 30° C mit je 10 mg Cutin pro Ansatz.

Ammonsulfat-

Konzentration

Trockengewicht
in mg/ml *)

ml 0,01 n

Fettsäure

0 % = Rohlösg. 9,33 0,98 X IO- 3

50% 6,97 0,91 X 10-3

60% 7,44 1,21 X 10-3

70% 7,72 1,23 X 10-3

85% 9,15 1,04 X 10-3
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Fallung bei 70 %iger Sattigung der Lösung E mit Ammonsulfat und

Aufhehmen der Fallung in Phosphatpuffer von pH 6,0, wobei nach

Abzentrifugicren der unlöslichcn EiweiBe eine klare Lösung (F) ont-

stekt (Fig. 2). Interessant war die Beobachtung, daB eine fast gleich
starke Anreicherung auch erzielt wird, wenn statt der Protamin-

sulfatfallung eine 10-stündige Normaldialyse (oder 6-stündige Inten-

sivdialyse) der Ammonsulfatfallung vorausgeht (Tab. III). Zu den

weiteren Versuchen wurden, wenn nicht anders angegeben, stets

Enzymlösungen benutzt, die auf die oben angegebene Weise durch

Extraktion, Vorreinigung der Rohlösung mit Protaminsulfat und an-

schlieBende Fallung bei 70 %iger Ammonsulfatsattigung erhalten

worden waren. Zwar wird dabei eine nur etwa 10-fache Anreicherung
des Enzyms erzielt, doch enthalten die Lösungen keine aktiven

cofaktor-abhangigen Enzyme des Fettsaureabbaus mehr, was zur

Erfassung der durch die Cutinspaltung entstandenen Fettsauren und

somit zur Beurtcilung der Aktivitat der Cutinase unter variierten

Bedingungen wesentlich ist.

Tabelle III

Fallung der Cutinase bei 70 %iger Ammonsulfatsattigung aus nicht dialysiertem
und dialysiertem Rohextrakt. Bestimmung der freigesetzten Fettsauren nach

10-stündiger Inkubation mit je 10 ml Enzymlösung.

Fig. 3. Abhangigkeit der Cutinolyse von der Einwirkungszeit der Cutinaselösung,
ausgedrückt in ml gebildeter Fettsaure (0,01 m).

Enzymlösung ml 0,01 n frei-

gesetzte Fettsäure

Anreicherung

R 0,35 X 10-3

R, 10 h dialys. .
F (70 %) aus R .

1,18 X 10-3 3,38 -
fach

0,44 X IO- 3 1,26 - fach
F aus R (dialys) 3,42 X 10-3 9,79 - fach
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2. Zur Kinetik der Cutinase aus P. spinulosum

a) Zur Beziehung zwischen Versuchszeit und der Cutin-

spaltung

Die Menge an freigesetzten Fettsauren, die durch Einwirkung der

Enzymlösung “F” auf Gasteria-Cutin entstcht, wurde mehrfach nach

verschieden langer Einwirkungsdauer bestimmt. Die Auswertung dieser

Versuchsreihen ergab, daB die Spaltung des Gutins innerhalb der

ersten sechs Stunden langsam einsetzt, zwischen sechs und vierzehn

Stunden starker wird und danach, wahrscheinlich infolge einer

Hemmung des Enzyms durch die Anhaufung von Reaktionsprodukten,

langsam an Intensitat verliert (Fig. 3). Bei allen weiteren Versuchen

wurde deshalb mit konstanter Versuchszeit gearbeitet, oder diever-

anderte Versuchsdauer entsprechend berücksichtigt.

b) Substratkonzentration

Der EinfluB der Substratkonzentration auf die enzymatische Cutin-

spaltung wurde durch Inkubation steigender Mengen fein gemahlenen
Gutins mit konstantem Volumen (10 ml) Enzymlösung untersucht. Es

ergab sich, daB optimale Cutinolyse in Anwesenheit von 1,0-1,5 mg

Substrat pro ml Enzymlösung erfolgt (Fig. 4). Die graphische Ermitt-

lung der Michaelis-Konstanten unter Zugrundelegung eines Mole-

kulargewichtes von 300 betrug 1,7 X 10-3 m.

c) Abhängigkeit der Aktivität von der Versuchstempe-
ratur

Unter Beachtung der optimalen Substratkonzentration und Ein-

wirkungszeit wurden Ansatze mit konstantem Volumen an Enzym-

lösung bei 2, 8, 15, 22, 30, und 40° inkubiert. Die Bestimmung der

freigesetzten Fettsauren nach Versuchsende ergab, daB die Cutin-

Fig. 4. EinfluB der Substratkonzentration (mg Cutin/10 ml Enzymlösung) auf

die Aktivitat der Cutinase.
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spaltung in einem Bereich von 15-35° C unabhangig von der Tem-

peraturerhöhung verlauft (Tab. IV). Unterhalb 15° C sinkt die

Aktivitat allerdings sehr rasch ab, der Aktivitatsverlust oberhalb des

Optimalbcreiches ist auf einc beginnende Schadigung (vgl. Tcmpe-

raturstabilitat!) des Proteins zurückzuführcn.

d) pH-Aktivität der Cutinase

Die pH-Aktivitat des Enzyms wurde für den Bereich von pH 4

bis pH 9,5 dadurch ermittelt, daB Ansatze unter sonst konstanten

Bedingungen unter Variation des pH-Wertes durch die Verwendung
entsprechender Buffer inkubiert wurdcn. Um pH-Verschiebungen
durch den Puffer der Enzymlösung zu vermeiden, wurden die mit

Ammonsulfat ausgefallten EiweiBe in Wasser suspendiert und die

daraus erhaltenen wassrigen F-Lösungen verwendet. Wie aus Fig. 5

zu crschen ist, hat das Ferment ein ausgepragtes Optimum bei pH 6,0
von dem aus die Aktivitat zur sauren Seite hin bedeutend steiler

abfallt als zur alkalischen Seite.

Tabelle IV

EinfluB der Inkubationstemperatur auf die Cutinspaltung durch eine Enzymlösung
aus P. spinulosum.

Fig. 5. Aktivitat des cutinspaltenden Enzyms aus P. spinulosum-i-Extrakt in Ab-

hängigkeit vom pH-Wert des Inkubationsansatzes.

Versuchstemperatur 2 8 15 22 30 üoO•'f

ml Fettsäure aus 10 mg

Gasteriacutin ,
.

2,75 7,60 11,90 12,55 12,60 11,21 xlO-3
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e) Enzymkonzentration

Die Bestimmung der Cutinspaltung in Ansatzen mit steigendem
Gchalt an Enzym ergab, wie Fig. 6 zeigt, einen Bereich der Pro-

portionaliteit zwischen der Enzymkonzentration und der katalysierten
Rcaktion der nach unten hin mit 7,5 mg Enzymtrockengewicht, nach

oben durch den Wert 22,5 mg Enzymtrockengewicht pro Ansatz

begrenzt wird. Hieraus lieB sich ermitteln, daB alle bisherigen Ver-

suche mit der angereicherten Lösung F im Bereich der optimalen

Enzymkonzentration durchgeführt waren, und bei allen wciteren

Untersuchungen wurdc daraufgcachtct, daB die Grenzen des Bereichs

cingehalten wurdcn.

3. Versuche zur Substratspezifität des Enzyms

Zu den folgenden Vcrsuchen wurden Cutine verschiedener Her-

kunft benutzt, die jedoch alle nach der früher angegebenen Methode

isoliert wurden. Vcrwendet wurden zwei Blatt-Cutine, namlich einer-

seits Cutin von den Blattern der Gasteria verricuosa, mit dem alle bis-

herigen Versuche durchgeführt wurden und andererseits Cutin von

Aloë arborescens. Daneben wurden vier Frucht-Cutine isoliert und zwar

von Prunus domestica, Pyrus communis, Solanum lycopersicum und Vitis

vinifera. AuBerdem wurden Griffel-, bzw. Narben-Cutine von Petunia

hybrida und Brassica nigra als Substrate verwendet. Bei Petunia wurde

etwa 1/5 des oberen Stempelteils abgeschnitten, bei Brassica die Narbe

Fig. 6. Beziehungen zwischen der Enzymkonzentration (mg Enzymtrocken-
gewicht/ml Lösung) und der Intensitat der Cutinspaltung (ml 0,01 m Fettsaure

gebildet pro 10 mg Cutin; <-> = Proportionalitatsbereich).
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vom Griffel getrennt und der Pectinaseeinwirkung ausgesetzt, worauf

eine Nachbehandlung mit 96 %igem Alkohol folgtc.
Die Verwendung der verschiedenen Cutine als Substrat ergab, dab

die beiden Blatt-Cutine mit etwa gleicher Intcntsitat angegriffen
werden (Tab. V). Hingegen ist bei den Cutinen der Fruchtschalen

eine höhcre Abbau-Aktivitat gegeben, die von den beiden Stempel-

cutinen jedoch noch weit übertroffen wird. Die Bcfunde legen die

SchluBfolgerung nahc, daB die Differenzen auf Unterschiede im

Aufbau der hochpolymeren, vernetzten Substrate zurückzuführen

sind. AuBer strukturellcn Unterschieden könncn auch chemische

Verschiedenheiten hinsichtlich der Kettenlange und der Mengen-
verhaltnisse der einzelnen Fettsauren für das unterschiedliche Ver-

haken der Substrate gegenüber dem Enzym verantwortlich sein.

Weiterhin wurdc in diesem Zusammcnhang untersucht, wie sich

der Zustand des Substrates auf die Enzymaktivitat auswirkt. Dazu

wurde einerseits frisches Gasteria-Cutin als Substrat verwendet, ander-

erseits wurde aber auch das Cutin aus den Versuchsansatzen wieder

isoliert, z.T. ein zweites Mal benutzt und wieder isoliert. So standen

neben dem Frischmaterial zwei altere Substrate zur Verfügung, die

zum 2. resp. 3. Mal der Enzymwirkung ausgesetzt werden konnten.

AuBerdem wurde noch der bei der Hydrolyse von Gasteria-Cutin mit

alkoholischer KOH verbleibende “unverseifbare Rest” als Substrat

angeboten. Wie Tab. VI zeigt, ist die Fettsaurebildung bei dem

Tabelle V

Lyse von Cutin verschiedener Herkunft durch Penicillium spinulosum Extrakt.

Tabelle VI

Aktivitat einer Enzymlösung aus P. spinulosum gegenüber Cutin, das mehrfach als

Substrat verwendet wurde (vgl. Text).

Cutin isoliert von

ml 0,01 n Fettsäure

aus 10 mg Substrat

Gasteria verricuosa . .

Aloe arborescens . . .

3,4 X 10-3

4,0 X 10-3

Prunus domestica . . *

Pyrus communis . . .

Solanum lycopersicum .
Vitis vinifera

14,0 X 10~3

17.4 X 10-3

8,2 X 10“3

8.4 X 10~3

Brassica nigra
Petunia hybrida . .

.

5,2 X IO-3

3,5 X 10 3

Substrat-Alter

Enzym-
Aktivität

Gasteria-Cutin, frisch isoliert

Cutin, 2. Verwendung als Substrat ....

Cutin, 3. Verwendung als Substrat
....

Unverseifbarer Rest nach Alkalihydrolyse .

■ 74,35 %
. 100,00 %
• 53,82 %
• 0,02 %
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Cutin, das bereits einmal als Substrat gedient bat, starker als beim

Frischmaterial. Das kann u.U. dahingehend erklart werden, daB

durch die Ersteinwirkung durch Herauslösen eines Teils der Fett-

sauren eine vergröBerte Oberflache entstanden ist, die dem Enzym
dann eine bessere Angriffsflache bietet. Der rasche Abfall der Aktivitat

bei weiterer Verwendung steht wohl damit im Zusammenhang, daB

das angreifbare Material stark vermindert ist. Aus dem “Unverseif-

baren” werden praktisch keine Fettsauren freigesetzt.

4. Untersuchungen über die Stabilität des Enzyms

a) pH-Stabilität

Die Widerstandsfahigkeit des Enzyms gegen verschiedene H-Ionen-

konzentrationen wurde geprüft, indem die Ammonsulfatfallungen in

der Halftc des üblichen Volumens in Wasser gelost und mit Puffer des

gcwünschten pH-Wertes zum Normalvolumen aufgefüllt wurden.

Diese Lösungen wurden ohne Substrat 30 Min bei 30° C inkubiert,
dann anschlieBend bei normalem Versuchs-pH (6,0) mit Substrat in

der üblichen Weise angesetzt. Der optimale Stabilitatsbereich liegt
zwischen pH 8,5 bis 9,5 (Fig. 7), der Abfall der Aktivitat zur linken

Seite hin erfolgt langsam, wahrend das Enzym gegenüber pH-Werten
oberhalb 10 sehr empfindlich ist. Unterhalb pFl 5 wurden EiweiB-

ausflockungen bei den Versuchen beobachtet, wonach cutinolytische
Aktivitat nicht mehr festzustellcn war.

b) Temperatur-Stabilität
Sie wurde durch 30 Min langes Erwarmen der Enzymlösung (je

2 X 10 ml) auf resp. 20, 30, 40, 45, 50, 55 und 60° C ermittelt. Die

Lösungen wurden dann mit Substrat bei der normalen Versuchs-

Fig. 7. pH-EinfluB aufdie Stabilitat des cutinspaltendenEnzyms aus

nach halbstündiger Inkubation bei bestimmten pH-Werten und anschlieBendem

Ansatz mit Substrat bei pH 6,0.

P. spinulosum
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temperatur angesetzt und schlieBlich die Aktivitat der einzelnen

Proben bestimmt. Die graphische Ermittlung der “Tötungstempera-
tur” (Fig. 8) nach der Definition von v. Euler (1925) ergab eincn

Wert von 57° C.

c) Schüttelversuche (mechanische Stabilität)

Vcrsuchc zur Verfolgung des Cutinabbaus in Ansatzen, die auf der

Schüttelmaschine bei Raumtemperatur durchgeführt wurden, er-

gaben eine bedeutend geringere Fettsaurebildung als in denjenigen
Ansatzen, die im Brutschrank bei 30° C stehend inkubiert wurden.

Eine genauere Verfolgung dieser Frage wurde in Versuchen durch-

geführt in dcncn sowohl ein Rohextrakt R als auch eine angcreichertc

Enzymlösung F einerseits im Brutschrank bei 30° C, andererseits

unter intensivem Schütteln auf der Schüttelmaschine inkubiert wur-

den. Wie aus den Werten der Tab. VII zu ersehen ist, liegt die

Aktivitat des Enzyms bei beiden Extrakten durch das Schütteln

wesentlich niedriger im Vergleich zu den anderen Ansatzen. Daraus

kann auf eine “Schüttel-Inaktivierung” wie sie ahnlich auch bei

anderen Enzymen, z.B. der Lipoxydase (Franke u. Frehse 1953),
schon beobachtet wurde, geschlossen werden.

Tabelle VII

Teilinaktivierung des cutinolytischen Enzyms aus P. spinulosum durch Schütteln

der Versuchsansätze bei 25° C.

Fig. 8. Thermolabilitat der Cutinase: Cutinspaltung nach halbstündiger Ein-

wirkung von Temperaturen von 0-50° C auf eine Enzymlösung aus P. spinulosum.

Versuchsansatz Freigesetzte Fett-

säure (0,01 m)

R bei 30°, nicht geschüttelt .

R bei 25°, geschüttelt ....

F bei 30°, nicht geschüttelt
F bei 25°, geschüttelt ....

1,71 X 10-3 m]

0,42 X IO- 3 ml

11,45 X IO- 3
m i

3,96 X IO- 3
m i
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d) Alterungs- und Dialyse-Versuche

lm Laufe der Versuche hatte sich die Cutinase bereits als ein recht

stabilcs Ferment crwiescn. Zur Fcststcllung, ob das Alter der Extraktc

einen EinfluB auf die Aktivitat des Enzyms bat, wurden angereicherte

F-Lösungen übcr langere Zeit (2, 5, und 10 Tage) im Kühlraum bei

4-5° C stehcn gelassen und danach zu Ansatzen mit Substrat unter

den üblichcn Bcdingungcn verwendct. Die Angaben der Tab. VIII

(oberer Teil) zeigen, daB nach 48-stündiger Alterung ein geringer

Anstieg der Aktivitat zu vcrzeichnen ist, daB die Aktivitat dann über

3 weitere Tage konstant bleibt und nach 10 Tagen erst etwas ab-

gesunken ist.

Aufgrund des Verhaltens der Rohcxtrakte bei der Dialyse (Fig. 1)
wurde auch die Bestandigkeit der angereicherten Lösung geprüft.
Hierzu wurdenje 10 ml Lösung resp. 6, 12, 18 und 24 Stdn gegen dest.

Wasser bei +5° C dialysiert (Intensiv-Dialyse) und danach ihre

Aktivitat gegen Cutin mit der des frischen Extraktcs verglichen. Aus

Tab. VIII (unterer Teil) crgibt sich ein Anstieg der Aktivitat nach

6-stündiger Intensiv-Dialyse, danach bleibt dicse konstant und beginnt
erst nach 24 Std. abzufallen, wahrscheinlich aufgrund einer Protein-

schadigung. Der sowohl bei der Alterung als auch bei der Dialyse
beobachtete Aktivitatsanstieg zu Beginn der Behandlung ist, analog
zu den Ergcbnisscn früherer Versuche mit der Rohlösung R, auf

eine Inaktivierung von noch in geringer Konzcntration vorhandener

dialyse-cmpfindlicher Begleitfermcnte zurückzuführcn.

5. Versuche zur allgemeinen Charakteristik des Enzyms

a) Aktivitätsprüfungen unter verschiedener Gasatmo-

sphäre

Die Frage, ob die Aktivitat des Enzyms durch bestimmte Gase

beeinfluBt werden könnte, wurde in Versuchen geprüft, bei denenein

langsam perlender Gasstrom durch die Ansatze geleitet wurde. Luft

wurde durch eine kleine Pumpe über ein Wattefilter in die Lösung

geleitet, die anderen Gase, namlich Sauerstoff, Stickstoff und Kohlcn-

Tabelle VIII

EinfluB der Alterung und der Dialyse (Intensiv-Dialyse) auf die Enzym-Aktivitat.

Enzymlösung

Titrationswert

nach Verseifung

frisch.
.

.
.

9,4 X 10"3 ml

2 Tage bei +5°
. . .

.
.

10,3 X IO*3 ml

5 Tage bei +5°
. . . . . 10,1 X IO-3 ml

10 Tage bei +5°
. . . . . 9,7 X 10'3 ml

frisch. . . . 9,1 X 10 3 ml

6 Stein j1 12,8 X 10~3 ml

12 Stein f Intensiv- 12,5 X 10 -3 ml

18 Stein ( dialyse 12,7 X IO“3 ml

24 Stdn 1 11,2 X IO'3 ml
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saure wurden aus Druckflaschen cbenfalls über Wattefilter eingeleitet.
Die Versuchc crgaben (Tab. IX) eincn Anstieg der Aktivitat gegen-
über dem Normalversuch bei Einleitung von Sauerstoff oder Luft.

Aber auch bei Verwcndung von CO2 oder N2 lagen die Werte etwas

höher als bei dem Vcrgleichsansatz. Daraus ergibt sich, daB das

Enzym unter allen gebotenen Atmospharen aktiv ist. Die bei der

Durchlüftung beobachtete Aktivierung ist wahrscheinlich nicht auf

die Wirkung des einen oder anderen Gases zurückzuführen, sondern

auf die bessere Verteilung des Substrates durch den durchperlenden
Gasstrom.

b) Einige Bestimmungsversuche zum Enzymtyp

Nachdem aus den Belüftungsversuchen bereits dcutlich geworden

war, daB die Cutinase kein C>2-abhangiges Enzym ist, wurden in

weiterenVersuchen verschiedcne andere Enzyme imExtrakt bestimmt

und ihr Verhaken bei der Anreichcrung verfolgt. Dabei ergab sich,
daB die Konzentration der im Rohextrakt nachweisbaren Katalase

(Gagnon, Hunting u. Esselen 1959), Esterase (Stansly u. Ramsey

1956, Muftic 1954, Barnett u. Seligman 1951) und Pectinase (Orgell

1955) im angereicherten Extrakt F bedeutend geringer ist. Demnach

ist die Cutinase mit keinem dieser Enzyme identisch. Angaben über

den Wirkungsmechanismus des Enzyms sind aufgrund der bisherigen

Ergebnisse nicht möglich.

c) Zur Lokalisation des Enzyms

Zur Prüfung der Frage, ob das im Mycelextrakt nachgewiesene

cutinspaltende Enzym in den Mitochondrien oder im Cytoplasma
derZeilen lokalisiert ist, wurde ein wie üblich gewonnener

Rohextrakt

R in der Kühlzentrifuge 25 min lang bei -3° und 22.000 g zentrifugiert.
Die Mitochondrien, die sich bei dieser Behandlung als brauner

Nicdcrschlag abschciden, wurden in Phosphatpuffer pH 6,0 auf-

genommen und zwar im halben Volumen der Ausgangslösung. Der

mitochondrien-freie Überstand wurde dann wie üblich mit Protamin-

sulfat und Ammonsulfat gefallt und die erhaltene Enzymlösung F'

mit einer normalen Lösung F aus mitochondrienhaltigem Rohextrakt

vcrglichen. Die Aktivitatsprüfung der drei Lösungen F, F' und M

(= Mitochondriensuspension) ergab, daB die Mitochondrien keinerlei

Aktivitat enthalten, und daB durch vorheriges Auszentrifugieren der

Tabelle IX

Intensitat der Cutinspaltung bei Begasung unter Sauerstoff-, Luft-, Kohlensaure-

und Stickstoffatmosphare im Vergleich zum normalen, nicht belüfteten Ansatz.

Versuchsansatz

Cutinase-

Aktivität

normal bei 30°
.

. 81 %
belüftet mit O2 . . 100 %
belüftet mit Luft . 98%
belüftet mit CO2 . 88%
belüftet mit N2 . . 84%
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Partikel die Aktivitat der Enzymlösung F' gcgenüber F gesteigert
werden kann (Tab. X).

IV. Zusammenfassung

1) Das cutinspaltendc Enzym in Extrakten aus Penicillium spinu-
losum läßt sich durch Vorreinigung mit Protaminsulfat und Ammon-

sulfatfällung bei 70 %iger Sättigung etwa 10-fach anreichern. Dabei

können zugleich störende Beglcitfcrmcnte abgetrennt werden.

2) Die Ermittlung optimaler Reaktionsbedingungen ergaben; Für

die Substratkonzentration einen Bereich von 1,0-1,5 mg Cutin pro

ml Enzymlösung, Unabhängigkeit der Reaktion von der Temperatur
in einem Bereich von 15-35° C, optimales pH von 6,0 sowie einen

Proportionalitätsbereich für die Enzymkonzentration von 7,5-22,5

mg Enzymtrockengewicht pro Ansatz.

3) Die Prüfung der Substratspezifität zeigte, daß außer dem Cutin

von Blättern auch das von Früchten und Stempeln angegriffen wird.

4) Die Stabilität des Enzyms gegenüber der H-Ionenkonzentra-

tion, der Temperatur, Alterung und Dialyse wurde geprüft, wobei

sich das Ferment als recht beständig und unabhängig von dialysablcn
Co-Faktoren erwies.

5) Weitere Versuche dienten zur allgemeinen Charakterisierung
des Enzyms, dessen Wirkungsweise bisher nicht geklärt werden

konnte. Die Cutinase ist kein Mitochondrienenzym, sondern im Cyto-

plasma der Zellen lokalisiert.

SUMMARY

1) A cutinolytic enzyme present in extracts of P. spinulosum was enriched by
purification of the extract with protamine sulfate followed by treatment with

ammonium sulfate at 70 % salt concentration. A separation from disturbing
enzymes is obtained this way.

2) Determination of the optimum reaction conditions gave these results:

Optimum of substrate concentration 1,0-1,5 mg cutin/ml enzyme solution,

independence of the reaction from temperature between 15-35° C, pH-optimum at

pH 6,0 and proportionallity between concentration of enzyme and destruction of

substrate from 7,5 to 22,5 mg dry weight per ml sample.

3) Examination of substrate specifity with different cutins from leaves, fruits

and stamps showed, that cutin isolated of stamps is much better attacked than all

other materials tested.

4) The stability of the enzyme against H-ion concentration, temperature, aging
and dialysis has been tested. According to the results obtained, cutinase is a stable

enzyme needing no dialysable co-factors. Evidence has been made, that cutinase is

inactivated by shaking.

Tabelle X.

Bestimmung der Lokalisation der Cutinase (vgl. Text).

ml 0,01 n

freigesetzte
Fettsäure

Enzymlösung

F aus mitochondrienhaltiger Lösung 7,1 X 10-3

F' aus mitochondrienfreierLösung . .
Mitochondrien-Suspension “M” . . .

11,5 X IO-3

0
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5) Further examinations were done for genera! characterisation of the
enzyme

but failed in getting a definitionabout the enzymes’ mechanism of action. Cutinase

is not localized in the mitochondrial fraction but in the cytoplasm of the cell.
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