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Über den Enzymatischen Cutin-Abbau;

I. Mitteilung: Nachweis eines “Cutinase”-Systems

W. Heinen

(.Botan. Laborat. RK Universität, Nijmegen)

(eingegangen am 3. August 1959)

Einleitung

Ohne einer chemischen Konstitution vorzugreifen wird unter dem

Cutin vorläufig von uns verstanden: ein polymeres Kondensations-

produkt höherer Fettsäuren, das vor allem an der Grenzfläche Pflan-

zengewebe-atmosphärische Luft vorkommt und wesentlich Schutz-

funktionen ausübt.

Literaturübersicht

Zusammensetzung der Kutikularschicht

Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Kutikularschicht ergaben, daß

die äußere Begrenzung durch Wachsplättchen gebildet wird, die die Größe von

etwa 1-10 m /< haben (Mueller, Carr und Loomis 1954, Scott, Hamner, Baker

und Bowler 1957). Das Wachs liegt als Film über der eigentlichen Kutikula, die

aus einem Gerüst von Cellulose, Cutin und eventuell Pectin und Suberin besteht

(Koljo 1957). Diese verschiedenen Substanzen können nach den Untersuchungen
von Meyer (1938) mehr oder minder ausgebildete Schichten bilden. Die Kutikula

reicht entweder direkt in die darunter liegende Celluloseschicht hinein (Roelofsen
1952), oder ist häufigervon dieser durch eine Pectinmembran getrennt (Anderson

Wo pflanzliches Gewebe an die atmosphärische Luft angrenzt, tritt

weit verbreitet eine Grenzhaut auf, die den Namen Kutikala trägt

(Frey-Wyssling 1935). Sie ist ein morphologisch wohldefiniertes Ge-

bilde, dessen chemischer Aufbau jedoch uneinheitlich ist. Neben den

bekannten hochpolymeren Membranstoffen Cellulose, Pectin und

Wachsen ist typisch das Vorkommen von Cutin, das dem in der Borke

vorkommenden Suberin und dem Membranstoff der Pilzsporen und

Pollenmembranen Sporopollenin verwandt ist. Erst in den letzten

Jahren hat man den Versuch gemacht die chemische Konstitution

des Cutins aufzuklären (vgl. Übersichtsreferat bei Van Overbeek

1956). Dabei zeigte sich, daß nicht nur die Dicke der Kutikularschicht

sondern auch die Zusammensetzung der Kultikularstoffe stark variiert.

Die Kutikula stellt morphologisch und ökologisch eine Schutzein-

richtung dar. Der Abbau dieser Schutzschicht ist vor allem in Zu-

sammenhang mit zwei biologischen Prozessen von großem Interesse;

a. beim Infektionsvorgang durch pathogene Pilze und Bakterien

(vgl. Gäumann 1951),
b. bei der Inkompatibilitätsreaktion von Cruciferen:

nach Selbstbestäubung ist innerhalb dieser Familie die Erscheinung
weit verbreitet, daß der Pollenschlauch nicht in der Lage ist, die

Kutikula, welche die Narbenpapillen überzieht, zu durchbrechen

(Tatebe 1939, Linskens 1955, 1959, Kroh 1956, Christ 1959).
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1928, Rawlins und Takahashi 1952, Roelofsen 1952). Bei diesem einfachen

Aufbau dient das Cutin der Kutikula nach der Auffassung von Frey Wyssling

(1953) und Härtel (1950) als Bindeglied zwischen der hydrophilen Cellulose

und dem hydrophoben Wachs (vgl. Koljo 1957). Der Aufbau der Kutikularschicht

kann aber dadurch kompliziert werden, daß unter der eigentlichen Kutikula,
durch eine Pectinmembran von dieser getrennt, eine breitere, cutinisierte Schicht

liegt, aufdie erst dann, wiederum durch eine Pectinmembrangetrennt,die Cellulose-

schicht folgt (Sitte 1955, 1957). Innerhalb dieser cutinisierten Schicht finden sich

häufig Wachseinlagerungen (Scott und Lewis 1953, Esau 1953), manchmal

auch freie Fettsäuren (Hilkenbäumer 1958), jedoch keine Cellulose (Sitte 1957).
Durch die enge Bindung des Cutins an die übrigen Zellwandsubstanzen ist die

Isolierung des Cutins erst relativ spät versucht, und seine chemische Zusammen-

setzung nur wenig untersucht worden. Reines Cutin wurde erstmals von Legg

und Wheeler (1925) erhalten und seine ZusammensetzungvonLegg undWheeler

(1929) und Lee (1925) näher untersucht. Nach diesen und anderen (vgl. Übersichts-

referat von Meara 1955) chemischen Methoden zur Isolierung des Cutins von

den übrigen Kutikularsubstanzen hat erst Orgell (1955) eine biochemische

Methode angegeben, die daraufberuht, daß die Pectinmembran zwischen Kutikula

und Untergewebe mittels pectinspaltender Fermente aufgelöst wird. Den gleichen

Erfolg bringt die Methode von Skoss (1955), die darauf basiert, daß anaerobe

Bakterien auf das Untersuchungsmaterial einwirken und alle Stoffe bis auf das

Cutin abbauen, das auf diese Weise in reiner Form zurückbleibt.

Chemie des Cutins

Über die Chemie des Cutins war lange Zeit wenig bekannt. Erstmals extrahierte

Fremy (1859, 1881, 1885) die Kutikula verschiedener Pflanzen mit Lösungsmitteln
zur Entfernung der Wachse und behandelteden Rest mitkochendem alkoholischem

Alkali. Dabei erhielt er das wasserunlöslicheK-Salz des von ihm so benannten festen

“Stearocutin” und das wasserlösliche K-Salz des halbflüssigen “Oleocutin”. Später
fand Lee (1925), daß die Kutikula vonChrysanthemen und Rosen sowohl veresterte,
als auch freie F’ettsäuren enthält und zur gleichen Zeit fanden Legg und Wheeler

(1925) freie Fettsäuren, Glycoside, verseifbares Material und Cellulose in der

Kutikula vonBlättern der Agave americana. Näheren Aufschluß über die Konstitu-

tion der Cutinfettsäuren brachten schließlich die Arbeiten von Matic (1956 a, b),

aus denen hervorgeht, daß mehr als 60 % des Cutins der Agave americana, in dem

keine unverseifbaren Bestandteile gefunden wurden, aus vier verschiedenen Oxy-
fettsäuren bestehen, nämlich 9, 10, 18-Trihydroxy-octadecansäure, 10, 18-Dihy-
droxy-hexadecansäure, 10, 18-Hydroxy-octadecansäure und 10, 16-Dihydroxy-
hexadecansäure: 80 % dieses Fettsäuregemisches bestehen dabei aus der

10, 18-Dihydroxy-octadecansäure. Interessant ist dabei besonders, daß alle diese

Fettsäuren endständige Oxygruppen besitzen. Es erscheint zweifelhaft, ob die in

9- oder 1O-Stellung befindlichenOxygruppen im Cutin tatsächlich enthalten sind,
da bei der angewandten Methode eventuell vorliegende Doppelbindungen oxydiert
werden können. Es ist nicht sicher, ob die genannten Verbindungen nicht zum

Teilauch Artefakte darstellen, was auch von Matic selbst (private Mitteilung 1959)
für nicht ausgeschlossen gehalten wird.

Verestert man Fettsäuren mit derartigen endständigen Oxygruppen miteinander,
so erhält man polymere Produkte, die unlöslich, elastisch und temperaturstabil

sind, wie es beim Cutin der Fall ist. Cutin ist dem Suberin, das zur Hauptsache aus

Phellonsäure (C22
H

44
03 ) in Form von Polyestern besteht (Dupont, Dulou und

Chicoisne 1956), nahe verwandt und ist auch wie dieses hochpolymer und vernetzt

(Zetsche 1932, Frey-Wyssling 1953, Treiber 1955, 1957).

Entstehung des Cutins

Über die natürliche Synthese des Cutins ist nur wenig bekannt. Man nimmt an,

daß die Cutinschicht durch Permeiren flüssiger Vorstufen des Cutins durch die

bereits bestehende Cellulosewand und durch Polymerisation dieser Vorstufen an

der Oberfläche unter Sauerstoffeinfluß gebildet wird (vgl. Fritz 1935, Priestley

1943, Linskens 1950, 1952, Sitte 1955). Dafür spricht auch die neuerlich gemachte
Beobachtung vonBolliger (1959), daß bei der Bildung der Kutikula von Philoden-
dron elektronenmikroskopisch kleinste Fetttröpfchen nachweisbar sind, die von
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innen her in Richtung der Oberfläche wandern. Bezüglich des möglichen Ein-

flusses des Sauerstoffs auf die Cutinbildung sind die Ergebnisse von Siddiqi und

Tappel (1956) von Bedeutung; sie ließen ein Gemisch aus Leinöl und einer aus

Erbsen gewonnenenLipoxydase 7 Tage lang an der Luft stehen und erhielten dabei

einen unlöslichenFilm, der nicht nur äußerlich dem Cutin ähnelte, sondern auch

die gleiche UV-Fluoreszenz hattewie dieses. Zieht man diese mögliche Beteiligung
der Lipoxydase an der Cutinbildung in Betracht, so kann man sich vorstellen, daß

die Fettsäuren (Linol- und Linolensäure) zunächst innerhalb der Zelle zu Mono-

hydroperoxyden oxydiert werden, die dann an die Oberfläche wandern, um dort

(möglicherweise unter weiterer Sauerstoffaufnahme) zu Cutin zu polymerisieren.
Die Auffassung wird gestützt durch die Tatsache, daß sowohl autoxydativ

(Privett und Nickell 1956, Chipault 1952, Slover und Dugan 1958) als auch

enzymatisch (Bergström 1945, Franke, Mönch, Kibat und Hamm 1948, Franke

und Frehse 1953) anoxydierte Linolsäure starke Neigung zur Polymerisation zeigt.
Nach denbisherigenKenntnissen (vgl. Kaufmann 1958) verläuft die Polymerisation
über die Bildung konjugierter Hydroperoxyde, wobei in Abhängigkeit von der

Temperatur entweder cis-trans- oder trans-trans-konjugierte Hydroperoxyde
entstehenkönnen (Khan 1953, 1955, Khan, Lundberg und Holman 1954, Privett,
Nickell, Tolberg, Paschke, Wheeler und Lundberg 1954). Wenn die Ergeb-
nisse von Matic (1956) dafür sprechen, daß das Cutin aus veresterten Polyoxy-
fettsäuren aufgebaut ist, so könnte nach den letztgenannten Autoren auch eine

Vernetzung über Sauerstoffbrücken (Peroxydbrücken?) als Aufbauprinzip des

Cutins angenommen werden (vgl. Kaufmann 1958). Zu bedenken ist dabei jedoch,
daß die zur Bildung der Primärperoxyde notwendigeLipoxydase keineswegs in allen

Pflanzen vorkommt (Süllmann 1943, Holman 1948, Franke 1951), Franke und

Frehse 1957). Schließlich ist noch denkbar, daß beideBindungsprinzipien — Ester-

bindung und Sauerstoffbrücken • — nebeneinander bestehen. So unsicher der

Verlauf der Cutinbildung aufgrund der geringen Kenntnisse über die chemische
Konstitution des Cutins auch heute noch ist, so kann doch als experimentell er-

wiesen nicht nur die Ausbildung der Cutinschicht bei der Neubildung von Blättern

und Früchten (Härtel 1950, Huelin und Gallop 1951, Davenport 1956,
Freytao 1957) und derenBeeinflussung durch äußere Faktoren, wie z.B. Chemi-

kalien (Juniper und Bradley 1958, Juniper 1959), sondern auch die Fähigkeit
zur Neubildungverletzter oder zerstörter Teile der Schicht und zwar durch Regene-
ration von unten her (Fritz 1935, Gretschuschnikow und Jakowlewa 1951,
Suchorukow 1958) angesehen werden.

Abbau des Cutins

Über einen möglichen enzymatischen Abbau des Cutins liegen bisher keine

experimentellen Befunde vor, obwohl eine große Anzahl phytopathologischer
Arbeiten (vgl. Gäumann 1951) in diese Richtung weisen. Das beobachtete Ein-

dringen phytopathogener Keime in Blätter oder Früchte wurde in enzymatischer
Hinsicht bisher im Hinblick auf die Aktivität cellulolytischer und pectolytischer

Enzyme (vgl. Übersichtsreferat von Kertesz 1951) untersucht, die sich auch in
einer großen Anzahl von Pilzen, insbesondere in Aspergillus-, Penicillium-, Clados-

porium- und Pullularia-Arten, sowie auch in vielen Haktenen nachweisen hellen

(Wieringa 1955, Schaefer 1957, Alexejew 1956, Wood 1956, Singh und Wood

1956, Wood und Gupta 1958, Husain und Rich 1958, Husain und Kelman 1958,
Kohlmeyer 1956, 1958, Echaudi, van Gundy und Walker 1957, Skoss 1955,
Goto und Okabe 1958). Die Frage, wie der Erreger die Cutinmembran durch-

dringt, wird entweder nicht diskutiert, oder aber es wird angenommen, daß zwar

Cellulose und Pectin enzymatisch aufgelöst werden, das Cutin jedoch aufgrund
der Befundeälterer Arbeiten (Myoshi 1895) mechanisch durchbohrtwird (Gäumann
1951, Schweizer 1958), wozu jedoch Drücke von etwa 7 Atm. notwendig wären.

Immerhin weisen einige Beobachtungen auf enzymatische Vorgänge während der

Infektion hin. So beobachteten Yarwood (1957), Pristou und GaLLEGLY (1954)
und Purdy (1958) die Bildung einer deutlichen Einbuchtung unterhalb des

Appressoriums, die durch Auflösung der Cutinschicht entstanden sein kann, da es

sich nicht um ein Durchbiegen der gesamten Kutikularschicht handelt. Schweizer

(1958) stellte eine Schleimbildung am Appressorium fest und kreisförmige Perfora-

tionsstellen nach dem Eindringen des Erregers. Während Fulton (1948) ein An-
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schwellen der Infektionshyphe innerhalb der Cutinschicht beschrieb, sprach
Miller (1949) erstmals die Vermutung aus, daß bei der Infektion von Oliven-

blättern, deren Kutikula zwei Cutinlagen untereinander enthält, der zwischen

beiden Lagen wachsende Pilz (Cycloconium oleaginum) über cutin-spaltende Enzyme

verfügen muß. Die Annahme einer enzymatischen Cutinspaltung wird weiterhin

dadurch gestützt, daß auch Organismen, die keine Appressorienbildung zeigen, zur

Durchdringungder Kutikula mit anschließenderInfektion der Wirtspflanze befähigt
sind, wie es neuerdings von Kilpatrick (1959) bei einer Hefe (Rhodotorula glutinis)
mit verschiedenen Kleesorten, Bohnen und Erbsen als Wirt, beschrieven worden ist.

Außer in Bezug auf phytopathologische Fragen ist das Problem der Kutikula-

Durchdringungauch in Hinsicht aufdie eingangs erwähnte Selbststerilität bestimm-

ter Pflanzen von Bedeutung (Linskens 1955, 1959, Christ 1959). Zwar konnten in

den Pollen bzw. Pollenschläuchen bisher keine cutin-lösenden Enzyme nachge-
wiesen werden (Christ 1959), doch wurden an den Stellen wo der Pollenschlauch

in den Stempel eingedrungen war, kreisrunde Löcher mit glattem Rand fest-

gestellt, was für eine enzymatische Auflösung spricht, da beim Eindringen durch

Druck Öffnungen mit ausgefransten Rändern zu erwarten wären (Christ 1959).
Neuere Arbeiten (Forsyth, Hayward und Roberts 1958, Hayward, Forsyth

und Roberts 1959) über eine in Form kleiner Granula (Lemoione, Delaporte

und Croson 1944, Carr 1958) in verschiedenen Bakterien vorkommenden wachs-

ähnliche Substanz, die wahrscheinlich als Reservestoffdient (Macrae und Wilkin-

son 1958) und dem Cutin rein chemisch recht nahe verwandt ist, da sie nach

Williamson und Wilkinson (1958) hauptsächlich aus Poly-ß-hydroxybuttersäure
besteht, zeigten, daß Synthese und Abbau der Verbindung von den Kultur-

bedingungenabhängig ist, da in Abhängigkeit hiervon unterschiedliche Mengen in

den Bakterien gebildet wurden. Daraus ergibt sich, daß die enzymatische Bildung
und Auflösung derartiger Fettsäurepolymerer grundsätzlich im physiologischen
Bereich möglich sind.

Schließlich ergibt auch die völlige Destruktion des Ausgangsmaterials bei der

Bildung des Waldstreus (Wieringa 1955), der Moderfäule des Holzes (Kohlmeyer
1958), der Verrottung von Gartenabfällen bei der Kompostierung (Stöckli 1954,
Gerretsen 1957, Farkasdi 1958, Heiken 1960), der Mull- und Humusbildung
(Meyer 1959) und der Naßfäule der Pflanzen (Echaudi, van Gundy und Walker

1957) einen deutlichen Hinweis auf die Existenz derartiger Enzyme, die zum

Abbau hochpolymerer Fettsäureverbindungen wie Cutin befähigt sind.

Fragestellung

Daß das Problem des enzymatischen Cutin-Abbaus bisher nicht

bearbeitet worden ist, ist wohl zur Hauptsache auf die damit ver-

bundenen methodischen Schwierigkeiten zurückzuführen: Cutin ist

sowohl in Wasser als auch in den üblichen organischen Solventien

unlöslich, und läßt sich nur durch Hydrolyse in alkoholischem Alkali

auflösen, wobei aus dem Polymerisat die freien Fettsäuren (bzw. ihre

Seifen) entstehen, so daß damit die Untersuchung der Primärreaktion,
eben der enzymatischen Hydrolyse, ausgeschlossen ist. Enzymatische

Untersuchungen an unlöslichen Substraten wurden bisher nicht sehr

häufig durchgeführt. Immerhin ist die Kultivierung cellulosespaltender
Pilze auf Cellulosenährböden in Form von Filtrierpapier, Watte, oder

amorphen Fällungen verschiedentlich ausgeführt worden (Fahraeus
1947, Reese, Gilligan und Norkrans 1952, Siu und Reese 1953,

Siu 1954, Kohlmeyer 1956, Schaefer 1957). Die Reaktion wurde

dabei durch Gewichtsabnahme des unlöslichen Substrates oder durch

den Nachweis der Spaltprodukte verfolgt. Ähnliche Methoden wurde

auch bei der Verfolgung des komplizierteren Ligninabbaus (Birkin-
shaw und Chaplen 1955, Birkinshaw, Chaplen und Findlay 1957,
Cooke 1957) angewendet.
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In der vorliegenden Arbeit wird versucht, den enzymatischen Abbau

des Cutins direkt und indirekt nachzuweisen, um somit Aufschluß

über den Ablauf der Reaktionen zu erhalten.

Methodik

1. Pilzmaterial und Züchtung
Zu den geplanten Untersuchungen kamen in erster Linie solche Organismen in

Frage, bei denen die Existenz cellulolytischer oder pectolytischer Enzyme als

gegeben angenommen werden konnte, also phytopathogene oder holzzerstörende

Pilze. Drei der hier verwendeten Stämme stammten aus der Institutssammlung,
nämlich Fusicladium cerasi (Rabh.) Sacc. (■— Venturia cerasi AD.), der Erreger des

Kirschen- und Pfirsichschorfs (Schweizer 1958 ),Fusarium moniliforme, der als Holzzer-

störer bekannt ist (Kohlmeyer 1956) und Rhodotorula glutinis Var. rubescens,
, „

- eine

Hefe welche nach Kilpatrick (1959) bei Klee, Bohnen und Erbsen chlorotische

Verfärbung der Blätter und Beschädigungen der Samen hervorruft. Weitaus die

meisten Versuche wurden jedoch mit einem Penicillium spec. durchgeführt, das von

einem verrottenden Blatt isoliert wurde. Die Stammkulturen wurden auf Malz-

oder Hafer-flocken-Agar gehalten.
Zum direkten Nachweis des Cutinabbaus wurden die Pilze auf Malzextrakt

oder Czapek-Dox-Lösung in kleinen Petrischalen angezüchtet bis sich ein feines

Mycel gebildet hatte. Sodann wurde diese Nährlösung vorsichtig abgegossen und

nach mehrmaligem Unterspülen mit Wasser eine Nährlösung, bestehend aus

0,5 % Ammonsulfat, 0,5 % prim. K-Phosphat, 0,1 % Calciumnitrat, 0,1 %
Magnesiumsulfat und einer Spur Eisenchlorid, zugesetzt. Als einzige C-Quelle
wurden 0,25 % Cutin zugegeben. In verschiedenen Fällen wurde das Cutin in

Form kleiner Scheibchen von ca. 1,5 cm
2 Größe zugesetzt. Auf diesen Lösungen

entwickelten sich die Pilze nur wenig weiter und sporolierten sehr rasch.

Da zu den enzymatischen Versuchen größere Mycelmengen notwendig waren,

wurden die Pilze dazu nicht aufcutin-, sondern kohlenhydrathaltigen Nährlösungen

angezüchtet. Als Nährlösung diente dabei bei Penicillium spec. Czapek-Dox-

Lösung, bei Fusarium moniliforme eine Nährlösung nach Gaertner (1958) mit

Kartoifeldekokt als C-Quelle, bei Fusicladium cerasi Malzextrakt; Rhodotorula

glutinis wurde auf Malz-Agar in Kolleschalen gezüchtet. Die Petrischalen bzw.

Kolleschalen wurden jeweils 3-4 Tage bei 28° gehalten.

2. Präparate
Von den verwendeten Substraten stammten Myristin-, Palmitin- und Stearinsäure

aus Institutsbeständen, Öl-, Linol- und Linolensäure von Schuchardt (München).
Die substituierten Fettsäuren A-OxyStearinsäure, 12-Oxystearinsäure und 9, 10-

Dioxystearinsäure waren Präparate aus der enzymchemischen Abteilung des

Instituts für Gärungsw’ssenschaft und Enzymchemie der Universität Köln, die

uns von Herrn Professor Dr. W. Franke freundlicherweise zur Verfügung gestellt
wurden.

Freie Cutin-Fettsäuren (Cutin-Hydrolysat) wurden nach Roelofsen (1952) und

Matic (1956) durch mehrstündiges Kochen des fein gemahlenen Cutins mit

alkoholischem Alkali am Rückfluß gewonnen. Als Pflanzenmaterialzur Gewinnung
von Cutin diente Gasteria verricuosa, die sich durch eine besonders dicke Kutikula

auszeichnet. Die Trennung der Cutinschicht von den darunterliegenden Pectin-

und Celluloseschichten geschah nach der Methode von Orgell (1955) durch

mehrstündiges Schütteln von ca. 1,0-1,5 cm
2 großen Blattscheibchcn in einer

3 %igen Pectinaselösung in 0,1 n Acetatpuffer von pH 4,0. Bei den glatten Stück-

chen aus dem Mittelteil der Blätter erfolgte die Ablösung der Cutinschicht bereits

nach 12 Stdn.; nach 36 Stdn. war die Trennung bei allen Stückchen vollständig.
Die weitere Behandlungerfolgte nach der Methode von Legg undWheeler (1925)
durch 4-5-maliges 24-stündiges Extrahieren mit absol. Alkohol am Rückfluß-

kühler zur Entfernung der Wachse und eventuell vorhandener freier Fettsäuren.

Die Entfernung der Cellulose geschah durch 5-6-malige Behandlung des Materials

mit Kupferammoniak, wobei zu bemerken ist, daß die Ablösung der Cutinschicht
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durch die Pectinase so sauber vor sich geht, daß nur in den Blattecken, in denen

offenbar eine direkte Verbindung der Celluloseschicht mit der Cutinschicht ohne

Pectinzwischenlage punktweise gegeben ist, noch geringe Reste von Cellulose

vorhanden sind. Der Fortgang der Cutinisolierung wurde außer mit den üblichen

Färbungsmethoden durch Röntgenaufnahmen von den einzelnen Schritten verfolgt.
In Abb. i zeigt Bild 1 das Aussehen des Materials nach der Behandlung der Blatt-

scheibchen mit der Pectinaselösung; in Bild 2 ist das gleiche Stück nach Entfernung
der Wachsschicht durch die Alkoholbehandlung wiedergegeben: das Verschwinden

des Wachsbelages ist deutlichzu erkennen. Aufnahmen nach der Kupferammoniak-

behandlung zeigten, daß keine weiteren Veränderungen mehr festzustellen sind.

Die getrockneten Scheibchen wurden sodann in einer Schlagmühle zu feinem

Pulver gemahlen und anschließend die Behandlung mit absol. Alkohol nochmals

12 Stdn. wiederholt, um eventuell freigesetzte Fettsäuren aus dem Innern der

Cutinschicht (Hilkenbäumer 1958) zu entfernen. Zum Schluß wird das Cutin

mehrmals mit HCl und heißem Wasser gewaschen und anschließend getrocknet.
Man erhält ein braunes, elastisches Material das trocken aufbewahrt wird.

3. Herstellung der Enzymlösungen

Das in einer Öldruckpresse trocken gepreßte, zuvor mehrfach gewässerte Pilz-

mycel wurde mit der gleichen Menge Seesand und der 1,5-2,0-fachen Menge
Wasser oder m/5 Phosphatpuffer von pH 7,6 verrieben, sodann etwa 30 Min. zur

Extraktion stehen gelassen (im Kühlschrank bei + 5°) und anschließend 12 Min.

bei 2000 g zentrifugiert. In vielen Fällen wurde das Mycel zunächst wie angegeben
mit Wasser extrahiert und nach dem Zentrifugieren der Rückstand nochmals mit

Phosphatpuffer extrahiert. Die so erhaltenen meist schwach getrübten Extrakte

wurden in Eiswasser aulbewahrt. Trockengewichtsbestimmungenerfolgten bei 110°

nach 48-stündiger Dialyse gegen
fließendes Leitungswasser.

In verschiedenen Fällen wurden die Enzymlösungen vor ihrer Verwendung im

Cellophanschlauch (2,2 cm 0) 2-4 Stdn. gegen dest. Wasser bei + 5° dialysiert.

4. Reaktionsmessungen
a. Zur direkten Verfolgung der cutinabbauenden Wirkung von Pilzen wurde

das normal angezüchtete Mycel mit der oben (Abschn. 1) angegeben Nährlösung
unterschichtet und mehrere Cutinstückchen als C-Quelle zugesetzt. Nach ver-

schieden langer Einwirkungszeit des Pilzes auf die Scheibchen wurden diese aus

der Lösung entnommen, der darauf haftende Pilz vorsichtig abgehoben und sodann

1 2

Abb. 1. Röntgenmikroskopische Verfolgung der Vorgänge bei der Cutin-Isolie-

rung von Blättern von Gasteria verricuosa.

1 nach Behandlung der Blattstückchen mit Pectinaselösung
2 nach Entfernung der Wachsschicht durch Extraktion in absol. Alkohol.
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in Wasser gespült. Nach dem Trocknen wurden die Stückchen mikroskopisch
untersucht und z.T röntgenmikroskopische Aufnahmen gemacht, oder von der
Oberfläche Abdrücke mit Technovit hergestellt (Schreie 1955) und davon

Aufnahmen gemacht.
b. Die Dehydrase-Wirkung wurde nach der Thunberg-Methodik bei 30° mit

2,6-Dichlorphenol-indophenol als H-Acceptor untersucht. Der “Normalansatz”
hatte folgende Zusammensetzung:

0,8 ml Enzymlösung 0,9 ml H
2
0

1,0
,, m/10 Phosphatpulfer pH 6,0 3,0 mg

Cutin

0,3 ,, m/500 Farbstofflösung

Veränderungen dieses Ansatzes sind im Text jeweils vermerkt. Neben den
Entfärbungszeiten (in Minuten) des vollständigen Ansatzes (<) und des substrat-
freien (t0) wird im folgenden die Dehydrierungsintensität

/= i0O(V<-V*o)

und die spezifische Dehydrierungsintensität

/
0
= Ijmg Enzymtrockengewicht

angegeben. Bisweilen wird unter der Rubrik “% I
0

” die prozentische Aktivität,
bezogen aufI

0
des Ausgangsextraktes, angegeben. Die Bestimmung des Endpunktes

der Entfärbungsreaktion geschah entweder optisch, oder aber Reaktionsgeschwin-
digkeit und -Endpunkt wurden photometrisch bestimmt.

c. Die Aktivitätsprüfungen nach der Warburg-Methodik erfolgten bei 30° unter

Luft mit dem “Normalansatz” gleicher Zusammensetzung wie bei den anaeroben

Versuchen. Als Maß der Aktivität diente die aus der Anfangsgeschwindigkeit
(10 Min.) errechnete Atmungsgröße

q _

m
:l
m O,

0l
mg Enzymtrockengcw. X Stdn.

Veränderungendes Ansatzes in Bezug auf die Enzym- oder Substratkonzentration
oder Variation des pH-Wertes sind jeweils im Text angegeben.

VERSUCHSERGEBNISSE

A. Orientierende versuche

Die einleitenden Versuche hatten den Zweck, festzustellen, ob bei

dem von rottenden Blättern isolierten Penicillium spec. eine Aktivität

gegenüber Cutin überhaupt vorhandenwar. Dazu wurde dem normal

angezüchteten Pilz eine anorganische Nährlösung mit fein gemahlenem
Cutin als einziger C-Quelle als Nährsubstrat angeboten und das

weitere Wachstum verfolgt. Es zeigte sich dann (Fig. 1), daß sich das

Mycel nur sehr schwach weiterentwickclte und früher als normal

sporolierte.
Um mögliche Veränderungen am Cutin während der Verwendung

als Substrat beobachten zu können, wurde cs in der folgenden Ver-

suchsreihe nicht in gemahlenem Zustand, sondern in Form kleiner

Scheibchen von etwa 1,5 cm
2 Größe zugesetzt. In diesem Fall war zu

beobachten, daß sich das Mycel an die Stükchen lose anheftet und

darauf — wenn auch recht schwach, wie beim vorherigen Versuch

und unter frühzeitiger Sporolation — weiterwuchs. Anhand von

Röntgenaufnahmen und noch besser an den davon erhaltenen Um-
kehrfotos ließ sich die Veränderung des Materials während der Ein-

wirkung der Pilzenzyme gut verfolgen. In Abb. n sind die Abbau-
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Stadien, mit der Einwirkungszeit 0 Tage = Kontrolle (1), 14 Tage (2),
21 Tage (3) und 28 Tage (4) wiedergegeben. Die Verdickungen der

Cutinschicht, die zuvor die Epidermiszcllen begrenzten, wie es aus

dem Querschnitt der Abb. in, 1 zu ersehen ist und die hier als “Zell-

wände” erscheinen, machen zunächst einen starren und festen Ein-

druck. Nach zweiwöchiger Einwirkung der Pilzenzyme erscheinen sie

dagegen aufgequollen und außerdem sind dünnere, “angenagte”
Stellen zu erkennen. Nach drei Wochen ist besonders in den Eck-

punkten eine Auflösung zu sehen und Bruchstellen in den “Wänden”

sind festzustcllcn (s. Pfeile!). Nach vier Wochen macht sich eine

deutliche Abnahme der Wanddicke bemerkbar und auch die Wand-

höhe hat abgenommen, was daraus zu ersehen ist, daß hier — stärker

noch als bei Bild 3 — die eigentliche “Fläche” der Cutinschicht in der

gleichen Ebene erkennbar wird, während in den beiden voraus-

gehenden Fotos nur die “Wände” allein zu sehen sind.

Die Dickenabnahme ist auch auf den Querschnitten der Abb. in zu

erkennen: Die klar begrenzten Flächen und Zähne (“Wände”) der

Kontrolle (1) sind nach 6-wöchiger Einwirkung des Pilzes (2) dünn

und weich geworden. Diese Veränderung des Materials ist auch

äußerlich erkennbar: die zunächst spröden Scheibchen werden im
Laufe des fortschreitenden Angriffs weich, unelastisch und auf den

Oberflächen schleimig.
Zur Verfolgung der Strukturänderungen der Oberflächen wurden

auf vollsynthetischer Nährlösung
mit Glucose (I), reinem Cutin (II) und unvollständig gereinigtem Cutin, mit

Spuren von Wachs und Celluloseresten (III) als jeweils einziger C-Quelle.

Fig. 1. Wachstumskurven von Penicillium sp.
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I 2

3 4

(Umkehrfotos von Röntgenaufnahmen) 1 = Kontrolle (Einwirkungszeit
0 Tage); 2 - Einwirkungszeit 14 Tage; 3 Einwirkungszeit 21 Tage; 4 - Ein-

wirkungszeit 28 Tage.

Penicillium

spec.

Abb. ii. Veränderungendes Cutins unter Einwirkung der Enzyme von
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sowohl von der Außen- als auch von der Innenseite der Cutinscheib-

chen zu verschiedenen Zeiten Technovit-Abdrücke genommen
und

die Veränderungen mikroskopisch festgestellt. Abb. iv zeigt, wie sich

die Oberflächenstruktur der Außenseite eines Cutinstückchcns (1)
bereits nach 14 Tagen (2) verändert hat. Deutlicher noch werden

die Strukturänderungen auf den Aufnahmender Innenseite der Cutin-

scheibchen (Abb. v, 1-4). Die beiden ersten Fotos zeigen die Struktur

der Innenseite vor der Behandlung; in Bild 1 ist auf die Spitzen der

Zähne scharf eingestellt, die eigentliche Fläche erscheint (wie bei den

1 2

Abb. m. Querschnitt durch ein Stück isoliertes Cutin von Gasleria verricuosa,
1 = Kontrolle; 2 = nach 6-wöchiger Einwirkung von Penicilliumspec. aul'das Cutin.

1 2

Abb. iv. Oberflächenstruktur der Außenseite eines Cutinscheibchens von Gasleria

verricuosa (Technovit-Abdruck). 1 = Kontrolle; 2 = Veränderiing der Oberfläche

nach 14-tägiger Einwirkung von Penicillium spec.
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1 2

3 4

1 = unbehandeltes Stück (Kontrolle), auf die Spitzen der Zähne scharf gestellt;
2 = das gleiche Stück, auf die Flächen scharf gestellt (vgl. Text!). 3 = Struktur
nach 3-wöchiger Einwirkung des Pilzes; 4 = nach 5-wöchiger Einwirkung.

Penicillium spec.durch Einwirkung der Enzyme aus
Gasteria verricuosa

Abb. v. Veränderungen der Oberflächenstruktur der Innenseite eines Cutin-

scheibchens von
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Röntgenfotos) als Hohlraum. Aufgrund der größeren Höhe der Zähne

erscheinen diese Hohlräume von der Unterseite aus gesehen bedeutend

größer als von der Außenseite her, was beim Vergleich mit der Abb. iv

gut zu erkennen ist. Im folgenden Foto (2) ist auf die Fläche scharf

gestellt, wodurch nun die Zähne (“Wände”) breit und unscharf er-

scheinen. Bild 3 zeigt die Struktur nach dreiwöchiger Einwirkung des

Pilzes. Hier ist wiederum auf die höchste Stelle der Zähne, deren

Spitzen bereits verschwunden sind, und die deshalb breiter erscheinen,

eingestellt; die “Hohlräume” sind wegen des geringeren Abstandes

bereits viel kleiner. Nach fünfwöchiger Einwirkung (4) ist die Destruk-

tion bereits so weit fortgeschritten, daß Zähne und Flächen in einer

Ebene erscheinen; an einigen Eckpunkten sind beginnende, und oben

rechts eine bereits vollständige Bruchstelle (wie auf den Röntgenauf-
nahmen der Abb. n, 3 und 4) zu erkennen.

Es scheint von Interesse, daß die vorstehenden Teile der Scheibchen,
die Zähne, im Laufe der Destruktion offenbar eher angegriffen werden

als die Fläche selbst und dies obwohl die Stückchen während der Ein-

wirkungszeit stets mit der Außenseite nach oben in der Nährlösung

lagen, so daß der darauf wachsende Pilz mit der Innenseite keinen

direkten Kontakt hatte.

B. Enzymatische versuche

Die weiteren Versuche liefen darauf hinaus, den stattfindenden

Abbau mit enzymatischen Methoden zu verfolgen (vgl. Heinen und

Linskens 1960). Ausgehend von der Überlegung, daß beim Cutin-

abbau nach der Aufspaltung des Polymerysates freie Fettsäuren

erscheinen müssen, die (wie die orientierenden Versuche zeigten) vom

Pilz als C-Quelle benutzt werden können, war in irgend einer Phase

des weiteren Abbaus eine Dehydrierung dieser Fettsäuren zu erwarten,

zumal Fettsäuredchydrasen in Schimmelpilzen schon verschiedentlich

nachgewiesen worden sind (Mukherjee 1951, 1952, Franke und

Keinen 1958). Da eine derartige Dehydrierung eine vorhergehende

enzymatische Spaltung des Cutins voraussetzt, wäre damit eine

indirekte Verfolgung der Spaltungsreaktion möglich.

I. Nachweis einer Dchydrase

Zunächst was also festzustellen, ob die aus dem Gutin durch Be-

handlung mit alkoholischem Alkali entstehenden Fettsäuren für den

Pilz angreifbar waren. Dazu wurde das Hydrolysat in Thunberg-
Ansätzen als Substrat einer Mycelsupension von Penicillium spec. ver-

wendet. In ersten Versuchen zeigte sich, daß eine Dehydrierung des

Hydrolasytes nachweisbar ist; zum Vergleich lief ein Ansatz mit Cutin

als Substrat mit und ergab, daß dieses nur in sehr geringem Maße

dehydriert wird:

Leer-Ansatz: t
Q

= 18 Min. I-Wert

8 mg Hydrolysat: t
n

= 12
,,

2,77
8

mg Cutin: t
c —

16
,,

0,69
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Aus der Beobachtung, daß auch das Cutin (wenn auch in geringem

Maße) durch die Mycelsuspension dehydriert wird ist zu schliessen,
daß entweder freie Fettsäuren darin vorhanden sind (Hilkenbäumer

1958), oder daß die Suspension neben der Dehydrase ein Enzym
enthält, daß aus dem Cutin Fettsäuren freisetzt, worauf später ein-

gegangen wird.

Nachdem Vorversuche ergeben hatten, daß das Enzym relativ

leicht aus dem Mycel zu extrahieren ist, ergaben Extraktionsversuche bei

verschiedenen pH-Werten (Extraktion bei pH 5.2, 5.6, 6.0, 6.8 und

7.2) einen recht weiten optimalen Extraktionsbereich von pH 5,5-6,8,
so daß statt des Puffers ebenso gut Wasser zur Extraktion benutzt

werden konnte. Bei der Bestimmung der pH-Aktivität der Dehydrase

ergab sich ein ausgeprägtes Optimum bei pH 6,2. Die Bestimmung der

optimalen Enzymkonzentration ergab einen relativ engen Bereich von

2,1-8,3 mg Enzymtrockengewicht pro Ansatz. Gegenüber Alterung
und Dialyse zeigte sich die Dehydrase sehr empfindlich. Aus Tab. 1

ist zu ersehen, daß die Aktivität schon bei der Alterung rapide ab-

nimmt und bei der Dialyse nach 4 Stdn. nur noch 11,5 % der Aus-

gangsaktivität erhalten sind. Die Ergebnisse dieser Versuche weisen

darauf hin, daß die hier vorliegende Dehydrase mit der von Franke

und Keinen (1958) in Aspergillus niger und Rhizopus tonkinensis nach-

gewiesenen Fettsäure-Dehydrase wenn nicht identisch so doch zu-

mindest nahe verwandt ist.

IL Indirekter Nachweis eines cutinspaltenden Enzyms

1. Nachweis mittels der Thunberg-Methodik

Bei den Versuchen zur Extraktion der Dehydrase mit Pufferlösungen
bei verschiedenen pH-Werten lief neben dem Leer- und Substrat-

(=Hydrolysat-)-Ansatz auch stets ein Ansatz mit Cutin als Substrat

mit, da sich ja in der Mycelsuspension eine geringe Aktivität auch

gegenüber dem nichthydrolysicrtcn Cutin gezeigt hatte. Dabei ergab
sich neben dem bereits genannten Aktivitätsunterschied der Dehydrase
in Abhängigkeit vom Extraktions-pH-Wcrt auch ein Unterschied der

Aktivität gegenüber dem Cutin. Wie Tab. 2 zeigt, steigt die Aktivität

gegenüber dem Cutin mit steigendem pH-Wertan, wobei ein Optimum
hier nicht erreicht wird. Daraus ergibt sich, daß die Aktivität der

Dehydrase gegenüber Cutin, die bereits in der Mycelsuspension in

geringem Maße festzustellen war, nicht auf eventuell vorhandenefreie

TABELLE I

Abnahme der Dehydrase-Aktivität gegenüber Cutinhydrolysat-Fettsäuren durch

Alterung bei 5 und 24°) und Dialyse bei + 5°.

Enzymlösung t I h %/.

frisch 34 12 5,38 0,82 100

4 Stdn. bei 24° 38 17 3,25 0,49 60

4
„ „

5° 35 14 4,28 0,63 70

4
,,

Dialyse oo 160 0,62 0,09 11,5
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Fettsäuren im Cutin zurückzuführen ist, sondern daß ein Enzym
vorhanden sein muß, welches das Gutin aufspaltet und die Reaktions-

produkte der Dehydrase zugänglich macht.

Nachdem zuvor festgestellt worden war, daß bei Extraktion der

Dehydrase mit Wasser niemals eine Aktivität gegenüber dem Cutin

auftrat, wurde nun nach der wässrigen Extraktion eine solche mit

Phosphatpuffer vom pH 6,7 durchgeführt. (Der pH-Wert wurde des-

halb im genannten Bereich gewählt, weil hier Aktivität gegenüber
beiden Substraten zu erwarten war, wie das Beispiel der vorher-

gehenden Tab. 2 zeigt.) Dabei geht die Dehydrase fast vollständig im

Wasserextrakt (Ex ) in Lösung; Aktivität gegenüber Cutin ist darin

nicht vorhanden. Der Pufferextrakt (E
2

) zeigt nur sehr geringe
Aktivität gegen beide Substrate. Gibt man jedoch beide Extrakte

zusammen, so zeigt sich deutlich, daß nun beide Substrate angegriffen

werden, woraus sich ergibt, daß das Enzym, welches das Cutin an-

zugreifen vermag, durch Extraktion mit Puffer in Lösung zu bringen
ist (Tab. 3).

Das Enzym, das die Aufspaltung des Cutins bewirkt, wird im folgen-
den mit allem Vorbehalt als “Cutinase” bezeichnet. Dieser Begriff
dient lediglich zur Vereinfachung und soll nichts darüber aussagen,
ob es sich dabei um ein Enzym handelt oder einen Enzymkomplex;
auch in Bezug auf die Natur des Enzyms soll damit nichts festgelegt

werden, denn da über den chemischen Aufbau des Cutins nichts

Sicheres bekannt ist, kann es sich dabei sowohl um ein Enzym handeln

TABELLE II

Aktivität dreier bei verschiedenem Extraktions-pH gewonnener Extrakte aus

Penicillium spec. gegenüber Cutinhydrolysat-Fettsäuren und Cutin.

TABELLE III

Dehydrierung von Cutinhydrolysat-Fettsäuren und unbehandeltem Cutin durch

zwei verschieden gewonnene Extrakte aus Penicillium spec. und deren Kombination.

Extrak-

tions-pH
Substrat t I h

5,8 Hydrolysat 38 13 5,13 1,02
Cutin 20 2,37 0,48

6,5 Hydrolysat 42 15 4,28 0,85
Cutin 17 3,50 0,69

7,3 Hydrolysat 45 35 0,66 0,13
Cutin 16 4,03 0,80

Enzymlösung
1Vockcn-

Gewicht
Substrat t / h

Wasser- 3,8 Hydrolysat 27 16 2,55 0,67
Extrakt {Ej) Cutin 28 0 0

Puffer- 4,7 Hydrolysat 56 45 0,44 0,094
Extrakt (E

2 ) Cutin 49 0,26 0,056
Kombination 8,5 Hydrolysat 38 11 6,48 0,76

(£1 + e
2) Cutin 12 5,70 0,67
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welches Esterbindungen aufspaltet (sofern man unter “Cutin”

Polyester von Oxyfettsäuren versteht), als auch eine Lyase welche

Äther- oder Peroxydbrücken spaltet (wenn man annimmt, daß die

Fettsäuren des Cutins auf diese Weise vernetzt sind).

Da es bei der schwachen Aktivität wenig aussichtsreich erschien, den Ablauf der

Reaktion durch Bestimmung der End- oder Zwischenprodukte zu verfolgen, wurde

im folgenden die Dehydrierungsreaktion als Maß zur Bestimmung der Aktivität
der Cutinase herangezogen. Die Methode ist natürlich nur begrenzt anwendbar,
denn da nicht sicher ist, zu welchem Zeitpunkt die Dehydrierung im Laufe des
Abbaus stattfindet, ist es z.B. möglich, daß bei bestimmten Extraktionsverfahren

eine Aktivitätssteigerung der Cutinase nur deshalb nicht erkannt werden kann,
weil möglicherweise ein Enzym, das nach der Spaltung durch die Cutinase diese

Spaltprodukte weiter abwandelt, nicht zugleich mit erfaßt wird. Andererseits

kann die Spaltungsreaktion auch nur so lange mittels der Dehydrierungsreaktion
verfolgt werden, als die Aktivität der Dehydrase höher ist als die der Cutinase.

a. Bestimmung des optimalen Extraktions-pH-Wertes
Dazu wurde das Mycel von Penicillium spec. nach der Extraktion

mit Wasser mit m/5 Acetat-, Phosphat-, oder Borat-Puffer von pH
5.6, 6.0, 6.8, 7.4, 7.9 und 8.3 (mit Überschneidungen in den kritischen

Bereichen) extrahiert und die Aktivität der einzelnen Extrakte unter

gleichzeitigem Zusatz von dchydrase-haltigem Wasserextrakt geprüft.
Das Ergebnis ist in Fig. 2 wiedergegeben: Der optimale Extraktions-

bereich liegt zwischen pH 7,25 und 7,75; zur alkalischen Seite hin

fällt die Aktivität rascher ab als zur sauren Seite.

b. Alterung und Dialyse

Im Laufe der Versuche zeigte sich, daß der Pufferextrakt bedeutend

stabiler war als der Wasserextrakt. Nach 48-stündiger Aufbewahrung
des Pufferextraktes bei +5° war die Aktivität der Cutinase erst um

45 % gesunken. Ein mit Phosphatpuffer von pH 7,6 gewonnener
Extrakt aus Penicillium spec. wurde daher 3 Stdn. bei +5° gegen dest.

Wasser dialysiert und anschließend die Aktivität des Extraktes in

Fig. 2. Abhängigkeit der “Cutinase”-Aktivität vom Extraktions-pH-Wert.
(Indirekter Nachweis durch Bestimmung der Dehydrierungsintensität des Wasser-

(= Dehydrase-)—Extraktes in Thunberg-Ansätzen.
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Kombination mit dem Dehydrase-Extrakt bestimmt (Tab. 4). Zum

Vergleich wurde auch der Wasserextrakt dialysiert und dessen Ein-

fluß auf die Aktivität untersucht. Zur Kontrolle lief ein Ansatz mit

Puffcrextrakt mit, der 10 Min. im siedenden Wasserbad gehalten
worden war. Aufgrund dieser Ergebnisse ist die Cutinase beständig

gegenDialyse und benötigt also keine dialysablen Cofaktoren. Weitere

Versuche ergaben, daß auch nach 6-stündiger Dialyse nur ein ge-

ringer Aktivitätsverlust (28 %) festzustellen ist, der wohl auf eine

beginnende Schädigung des Enzymeiweiß zurückzuführen ist.

c. Zur Zeitabhängigkeit der Cutinase-Wirkung

Zur Klärung der Frage, ob die Dehydrierungsintensität des Wasser-

extraktes von der Einwirkungsdauer des Pufferextraktes abhängig ist,
wurden Leer- und Substratansätze mit dem Pufferextrakt verschieden

lange im Wasserbad bei 30° gehalten, dann die Dehydraselösung zu-

gcsetzt und die Dehydrierungsintensität bestimmt. Der Vergleich mit

der Dehydrierungsintensität die bei der direkten Zugabe der Dehy-

draselösung erreicht wird (also Einwirkung der Cutinaselösung=:
0 Min.) ergab, daß die Intensität der Dehydrierung mit der Länge der

Einwirkungszeit der Cutinaselösung bis zur Erreichung eines Opti-
mums ansteigt (Fig. 3). Da die zum Vergleich mitlaufenden Ansätze

mit Stearinsäure als Substrat keinen Intensitätsanstieg zeigten, deren

Dehydrierung also unabhängig von der Einwirkung der Cutinase ist,

ergibt sich daraus einerseits, besonders da beide Substrate in ver-

gleichbarer Konzentration Vorlagen, daß es sich bei den beobachteten

Effekten nicht um die Dehydrierung eventuell im Cutin vorhandener

freier Fettsäuren handelt, deren Dehydrierung von einer vorherigen
Spaltung unabhängig sein müßte, und andererseits, daß der enzy-

matische Cutinabbau durch eine Spaltungsreaktion eingeleitet wird.

TABELLE IV

Einfluß der Dialyse auf die Aktivität des Wasserextraktes und des Pufferextrak'tes

aus Penicillium spec. mit Cutin-Fettsäuren und Cutin als Substrat.

(Dialyse: 3 Stdn. gegen dest. Wasster bei + 5°).

Enzymlösung Substrat t I Io

Wasser- Hydrolysat 27
13 4,00 0,76

Extrakt (J£t ) Cutin 29 0 0

Puffer- Hydrolysat
69

74 0 0

Extrakt (E'
2 ) Cutin 65 0,09 0,02

Kombination Hydrolysat
35

9,5 7,65 0,81

{E1 + E
t ) Cuttin 7 11,45 1,22

E
t dialysiert

Hydrolysat
Cutin

41
37

44

0,26
0

0,03
0

E
2 dialysiert

Hydrolysat
Cutin

65
65

55

0

0,28

0

0,03

E
2

+ E'j-dia- Hydrolysat 52
50 0,08 0,01

lysiert Cutin 47 0,20 0,02
E

1
+ £

2
-dia- Hydrolysat

37
10 7,30 0,78

lysiert Cutin 6 13,90 1,48

Ei + E
2
-(er- Hydrolysat 23

9 6,75 0,72
hitzt auf 100°) Cutin 23 0 0
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Die Tatsache, daß nach etwa 30-minütiger Einwirkung ein Optimum
erreicht wird, nach dem die Dehydrierungsintensität nicht mehr an-

steigt, ist wohl darauf zurückzuführen, daß zu diesem Zeitpunkt die

Aktivitätsgrenze der Dehydrase erreicht ist. .

Die recht geringe Aktivität der Dehydrase ergab sich auch aus folgenden Ver-

suchen: Hält man die Konzentration der Dehydrase im optimalen Bereich

(2,1-8,3 mg/Ansatz) konstant und setzt steigende Mengen Cutinaselösung zu, so

ergibt sich eine Steigerung der Dehydrierungsintensität in einem Bereich von

1,3-5,4 mg Cutinaselösung (Enzymtrockengewicht) pro Ansatz. Bei weiterer

Konzentrationserhöhung steigt die Dehydrierungsintensität nicht mehr an und bei

sehr hohen Konzentrationen ist sogar ein Aktivitätsabfall zu erkennen. Das be-

deutet, daß durch die Cutinase so viel Substrat für die Dehydrase freigesetzt wird,
daß ihre Aktivität zur Dehydrierung desselben nicht mehrausreicht und schließlich
durch den Substratüberschuß eine Schädigung des Dehydrierungsenzyms bzw.
eine Blockierung oder Hemmung eintritt.

2. Nachweis mittels der Warburg-Methodik

In aeroben Versuchen ergab sich, daß sowohl die durch Extraktion

des Mycels von Penicillium spec. mit Wasser als auch mit Puffer von

pH 7,6 erhaltenen Lösungen das Cutin zu oxydieren vermögen

(Fig. 4). Der bei den anaeroben Versuchen erhaltene Befund, daß die
beiden Lösungen verschiedene Empfindlichkeit gegen Dialyse be-

sitzen, konnte in diesen Versuchen bestätigt werden: Nach 4-stündiger
Dialyse sinkt die Aktivität des Pufferextraktes um etwa 26 % ab,
wobei insbesondere die Anfangsgeschwindigkeit der Oxydations-
reaktion verringert ist, während die Aktivität des Wasserextraktes

auf etwa 10 % der Ausgangsaktivität zurückgeht.
Zur Prüfung der Frage, ob auch unter aeroben Bedingungen eine

Abhängigkeit der Cutinasewirkung von der Einwirkungszeit gegeben
ist, wurde zu Leer- und Substratansätzen mit Pufferextrakt nach resp.
10, 20 oder 40 Min. der Wasserextrakt aus dem Seitenarm zugekippt
und der Verlauf der Oxydation verfolgt. Es ergab sich, daß die In-

tensität der Oxydation in Abhängigkeit von der Einwirkungszeit der

Cutinase zunimmt (Fig. 5). Auch hier verläuft der Aktivitätsanstieg
nicht linear, sondern nimmt mit zunehmenderDauer der Inkubations-

zeit langsam ab.

Fig. 3. Einfluß der Einwirkungsdauer der Cutinaselösung auf die Intensität der

nachfolgenden Dehydrierung.
x x = 3 mg Cutin/Ansatz
• • = m/150 (= 5,5 mg) Stearat/Ansatz
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Da das Primärenzym der Cutinspaltung im Pufferextrakt vorliegt,
wurde der Wasserextrakt zunächst nicht weiter untersucht und die

folgenden Versuche am Pufferextrakt ausgeführt. Orientierende Ver-

suche ergaben, daß die Aktivität gegenüber Cutin bei Fällung der

Eiweiße mit Ammonsulfat bei 80 %iger Sättigung erhalten bleibt

(Fig. 6), und daß bei fraktionierter Fällung in verschiedenen Frak-

Fig. 4

Fig. 4. Cutin-Oxydalion durch Pufferextrakt (i) und Wasserextrakt (n) aus

Penicillium spec.

Abfall der Aktivität nach 4-stündiger Dialyse gegen dest. Wasser beim Pufferextrakt

(ta) und beim Wasserextrakt (na).

Fig. 5

Fig. 5. Cutin-Oxydation bei Zugabe des Wasserextraktes nach O (i), 10 (n),
20 (in) oder 40 (iv) Minuten.

Fig. 6. Oxydation von Cutin durch den Rohextrakt aus Penicillium spec.
_

.
.

(Ä)
und die daraus bei 80 %iger Sättigung mit Ammonsulfat erhaltene Fällung (F).
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tionen Aktivität nachweisbar ist. Aus den bisherigen Ergebnissen
ist jedoch noch nicht mit Sicherheit zu schließen, ob mehrere Enzyme
am Cutinabbau beteiligt sind und welches für den ersten Angriff des

Substrates verantwortlich ist.

III. Einige Spezifitätsversuche

Da bisher nicht eindeutig geklärt werden konnte, ob im Cutin

gesättigte, ungesättigte oder oxydierte Fettsäuren vorliegen (Litera-
tur s. Einleitung), schien es sinnvoll, die Aktivität des cutinasehaltigen
Extraktes gegenüber verschiedenen Substraten zu prüfen. Dazu mußte

jedoch zunächst die Substratspezifität der Dehydrase bekannt sein

und in Thunberg-Versuchen ergab sich, daß praktisch nur gesättigte
höhere Fettsäuren angegriffen werden, aber auch Oxyfettsäuren de-

hydriert werden, ähnlich der von Franke und Keinen (1958) in

Aspergillus niger und Rhizopus tonkinensis nachgewiesenen Schimmelpilz-

Dehydrase. Von den ungesättigten Fettsäuren der C//-Reihe wird,
wie Tab. 5 zeigt, nur die Ölsäure noch sehr schwach dehydriert,
während Linol- und Linolensäure nicht als H-Donatoren dienen

können.

Nachdem in aeroben Versuchen dann zunächst festgestellt wurde,
daß alle verwendeten Substrate, nämlich Stearinsäure, a-Oxystearin-

säure, 12-Oxystearinsäure, 9,10-Dioxystearinsäure und Ölsäure durch

den cutinasehaltigen Extrakt angegriffen werden, wurde anschliessend

in anaeroben Ansätzen die Dehydrierbarkeit der genannten Substrate

in Gegenwart beider Extrakte geprüft. Wie aus Fig. 7 zu ersehen ist,
werden bei Zusatz der Dchydraselösung nach 10 Min. langer Inku-

bation der Substrate mit der Cutinaselösung die beiden Monooxy-

verbindungen besser angegriffen als die unsubstituierte Stearinsäure

und die übrigen Substrate. Dieser Effekt wird nach 1-stündiger
Inkubation noch deutlicher: Die Aktivität gegenüber der «-Oxy-
stearinsäure und dem Cutin erhöht sich in etwa gleichem Maße und

außerdem ist die Aktivität gegenüber der 12-Oxystearinsäure stark

erhöht; bei den anderen Substraten fehlt eine derartige Steigerung
entweder vollständig oder liegt innerhalb der Fehlergrenze. Wenn-

gleich hieraus nicht auf das Vorkommen derartiger Oxyfettsäuren im

TABELLE V

Dehydrierung gesättigter höherer Fettsäuren sowie Oxyfettsäuren und C18-Fett-
säuren mit steigender Anzahl Doppelbindungen durch die Fettsäure-Dehydrase

aus Penicillium spec.

Substrat t I h

Myristinsäure 11 5,25 0,94
Palmitinsäure 12 4,48 0,80
Stearinsäure 11 5,25 0,94
Ölsäure 26 17 2.03 0,36
Linolsäure 29 0 0

Linolensäure 30 0 0

a-Oxystearinsäure . . .
16 2,40 0,43

9, 10-Dioxystearinsre. . 21 0,91 0,16
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Cutin geschlossen werden kann, so ist es doch wahrscheinlich, daß

solche Verbindungen bevorzugte Substrate der am Cutinabbau be-

teiligten Enzyme darstellen und im Laufe der Abbauprozesse auftreten.

IV. Zur Verbreitung cutinspaltender Enzyme
In anaeroben Versuchen wurde die Aktivität von Pufferextrakten

aus Fusarium moniliforme und Rhodotorula glutinis gegenüber dem Cutin

mit den bisherigen Extrakten aus Penicillium spec. verglichen und zwar

wie in früheren Versuchen bei verschieden langen Inkubationszeiten.

Wie Fig. 8 zeigt, is die Aktivität der Cutinase aus Fusarium monili-

forme (n) verglichen mit der aus Penicillium spec. (i) sehr schwach;
die Aktivität des Rhodotorula-Extraktes liegt dagegen etwa 1,7 mal

höher (m). Bei Kombination des Rhodotorula-Extraktes mit der

Dehydrase aus Penicillium spec. (iv) ergab sich eine weitere Aktivitäts-

steigerung. In weiteren Versuchen wurde eine Reihe von Laborato-

riumsstämmen, darunter Aspergillus clavatus, A. tamarii, Fusarium

culmorum, Penicillium claviforme und P. notatum auf ihren Gehalt an

Cutinase untersucht, doch war bei keinem der genannten Stämme

eine Aktivität nachweisbar.

V. Direkter Nachweis der Cutinspaltung

Bei der Untersuchung der Änderung der Eigenschaften des Cutins

wenn es als Nährsubstrat für Penicillium spec. verwendet wird zeigte

sich, daßsich nicht nur die mechanischen Eigenschaften ändern, wobei

Fig. 7. Aktivität des cutinasehaltigen Extraktes aus Penicillium spec. gegenüber
verschiedenen Oxyfettsäuren sowie Stearinsäure, Ölsäure und Cutin. (Schraf-

fierte Stapel = Inkubationszeit 10 Min.).
1 = Stearinsäure

2 =a-Oxystearinsäure
3 = 12-Oxystearinsäure

4 =9, 10-Dioxystearinsäure
5 =Ölsäure

6 = Cutin
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aus dem harten, elastischen Material eine weiche, gummöse Masse

wird, sondern auch die Löslichkeit. Cutin ist normalerweise auch in

konzentriertem Alkali unlöslich und kann nur durch längeres Kochen

in alkoholischem Alkali oder in absol. Alkohol mit K
2
C0

3
langsam

hydrolysiert werden. Das vier bis fünf Wochen als Nährsubstrat ver-

wendete Cutin ist hingegen in warmem, verdünnten Alkali (15 %ige
KOH oder NaOH) teilweise leicht löslich.

Zur genaueren Prüfung wurden je 2 mg unbehandeltes und an-

gegriffenes Cutin 30 Min. in absol. Alkohol unter Zusatz von K
2
C0

3

am Rückfluß gekocht und anschließend die Menge der in Lösung

gegangenen Fettsäuren bestimmt. Es ergab sich, daß in der kurzen

Zeit vom vorbchandelten (enzymatisch angegriffenen) Material be-

reits 47 % in Lösung gegangenwaren, während beim Kontrollansatz

nur 0,8 % des Ausgangsmaterials gelöst waren.

Aus dem Ergebnis ist zu schließen, daß durch die Einwirkung der

Pilzenzyme die chemischen Eigenschaften des Cutins grundlegend
verändert werden. Ob es sich dabei um eine Hydrolyse unter Auf-

spaltung von Esterbindungen, oder um die Lösung von Sauerstoff-

brücken handelt, läßt sich hieraus allerdings nicht entscheiden.

Immerhin bietet sich auf diese Weise die Möglichkeit, die recht rohe

Methode der Aufspaltung des Cutins auf chemischen Wege, wobei

die Bildung von Artefakten nicht ausgeschlossen werden kann, durch

eine enzymatische Lyse zu ersetzen. Nach papierchromatografischer
Auftrennung und Bestimmung der Spaltprodukte wird es leichter

sein, Einblick in die beim enzymatischen Abbau des Cutins zu er-

wartenden Reaktionen zu erhalten.

SUMMARY

1. Penicillium spec., a mould isolated from rotting leaves, is able to grow on a

culture medium with cutin as the only carbon source. Hence the fungus contains

enzymes which are able to destroy cutin.

Fig. 8. Cutinase-Gehalt von Extrakten aus verschiedenen Pilzen (vgl. Text)



188 W. HEINEN

2. While the mould-enzymes were acting upon the cutin, the resulting variations

of the nutritionalsubstrate were followedwith certain intervals as well by roentgen

microscopical examinations as by replica technique; the phenomenons of break-

down could be demonstrated by means of photographs.
3. The change in mechanical properties caused by the enzymes of the fungus

are also apparent maCorscopically, moreover the insoluble cutin is converted into

a form that is easily soluble in diluted warm alkali.

4. By means of Thunberg technique in water extracts of Penicillium spec,

a dehydrogenase could be demonstrated which is able to dehydrogenate fatty acids

obtained by chemical hydrolysis of cutin. Some properties of these dehydrogenase
were investigated.

5. Using the dehydrogenasereaction as an assay,
in extracts of Penicillium

spec,
with phosphate buffer the presence of an enzyme could be demonstrated that

makes cutin readily attackable by the dehydrogenase by liberating free fatty acids

from the polymere compound. The preliminary term “cutinase” is proposed for

this enzyme.

6. Some properties of the “cutinase” were determinedunder aerob and anaerob

conditions and the stability of the enzyme against dialysis as well as the possibility

of precipitation with ammonium sulfate were established. There are indications

that preferably monohydroxy stearic acids are used as a substrate by this enzyme.

7. Some results point to the fact that in buffered extracts of Penicillium spec,

several enzymes are present taking part in the breakdown of cutin; probably
“cutinase” consists of more than one enzyme.

8. Low “cutinase” activity could be demonstratedalso in Fusarium moniliforme

and higher activity in a yeast, Rhodotorula glutinis.

Herrn Professor Dr. H. F. Linskens (Nijmegen) danke ich fur den Hinweis auf

das Problem, anregende Diskussionen und die standige Fbrderung meiner Arbeit.
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fettsaure-Praparaten. Herrn M. M. A. Sassen danke ich fur die Isolicrung dcs
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