Abschlussbericht (iber die Arbeiten im Rahmen des Max—Buchner-
Stipendiums (MBFSt-Kennziffer 2508)

Stipendiatin: Claudia Nachtigall; Thema: Biologische Bleiche von Baumwolle

Die bisherigen Arbeiten hatten zum Ziel, einzelne Komponenten eines biologischen
Bleichsystems zu isolieren und zu charakterisieren. Weil3faulepilze, als ganze
Organismen eingesetzt, sind in der Lage Baumwolle oder Farbstoffe zu bleichen,
allerdings ist fur die effektive Bleiche das Zusammenspiel mehrerer Enzyme und
Mediatoren erforderlich. Als bleichender Organismus war der Weilfaulepilz
Bjerkandera adusta DSZM 3375 ausgewahlt worden und es wurde versucht, eine
detektierte Laccase naher zu charakterisieren. Dies gestaltete sich aufgrund der
unzureichenden Enzymstabilitat als aulerst schwierig. Daher wurde ein erneutes

Screening nach bleichenden Pilzen durchgefuhrt.

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fir Lebensmittel- und
Bioverfahrenstechnik der TU Dresden konnten neue Pilzproben, u.a. aus Indonesien
untersucht werden. Die Kultivierung erfolgte auf Agarplatten in Kirk—Medium oder
Malzmedium und nach 7 bis 21 Tagen waren alle Proben gewachsen. Nachfolgend

wurde die Bleiche von Baumwolle auf der Agarplatte untersucht (Tab. 1).

Tab. 1: Bleiche von Baumwolle durch Weil3faulepilze nach 45 Tagen

Organismus WeilRgrad (nach Berger)
Laetiporus sp. 55,6
Ganoderma sp. 52,3
Nematoloma frowardii 49,8
Trametes versicolor 44,2
Marasmius sp. 43,4
,Jnbekannt" 41,6
Auricularia sp. 39,9
Blindwert (ohne Pilz) 23,0

Ein hoher Weiltgrad (nach Berger) bedeutet dabei eine gute Bleiche. In dieser
Tabelle nicht mit aufgefuhrt ist die Aktivitat von Zellulasen, die z.B. bei Ganoderma

zu einer deutlichen Stoffzerstorung fuhrten.



Als nachstes erfolgte die Kultivierung der Pilze in Flussigkultur und die Detektion von
sekretierten Enzymen. Hier unterschieden sich die verschiedenen Spezies deutlich.
Auricularia sp. zeigte erhebliche Wachstumsprobleme unter den gewahlten
Bedingungen (25°C, 120 rpm, Kirk-Medium), bei Ganoderma sp. gab es keine
Probleme beim Wachstum, aber es konnte nur eine geringe Laccaseaktivitat
gemessen werden. Unspezifische Peroxidasen konnten nicht detektiert werden.
Somit wurden fur weitergehende Untersuchungen die Pilze Marasmius sp. und
Laetiporus sp. ausgewahlt. Bei beiden konnte nach 5 bis 10 Tagen eine hohe
Laccaseaktivitat gefunden werden. Nachfolgend wurde die Entfarbung verschiedener
Farbstoffe auf der Agarplatte (Abb. 1) und mit Laccase-Rohextrakten in der Kivette
getestet (Tab. 2).
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Abb. 1: Entfarbung von Levafix E-RA auf der Agarplatte durch Laetiporus sp

Tab. 2: Bleiche von Farbstoffen durch 2 verschiedene Laccasen (0 = keine
Entfarbung, ++++ = vollstandige Entfarbung)

Farbstoff Marasmius sp. | Laetiporus sp.

Procian Blue H-EGN 125 ++ ++++
Levafix Blue PN-3R + +
Levafix Blau E-RA gran. + ++
Remazol Brilliantrot 5B 150% 0 +
Remazol Golden Yellow 3R lig 25 + +
Remazol Turkisblau G133 0 0
Remazol Black B gran. 133% 0 0

Da Marasmius sp. einfacher und reproduzierbarer kultiviert werden konnte, wurde als

erstes die dort detektierte Laccase isoliert und charakterisiert.



Die Ziichtung von Marasmius sp. erfolgte in 2 |I-Erlenmeyerkolben, mit 500 ml Kirk
[I-Medium bei 25 °C und 120 rpm im Rundschdittler. Der Pilz beginnt nach 3 Tagen
mit der Produktion einer extrazellularen Laccase, deren Aktivitat nach 5-9 Tagen ein
Maximum erreicht. Mit verschiedenen Zusatzen, fur die beispielhaft in Abb. 2 Tween
80 und Kupfersulfat stehen sollen, wurde getestet, ob sich die Produktion der
Laccase erhohen lasst. Dies konnte unter den gewahlten Bedingungen nicht
festgestellt werden. Allerdings zeigten sich auch bei Marasmius sp. gewissen
Schwierigkeiten bei der Reproduzierbarkeit der Zichtungen. Eine Reihe
verschiedener Parameter, wie Lichtversorgung (Standort im Schattler) oder
Sauerstoffversorgung wurden untersucht, allerdings konnten keine deutlich

erkennbaren Einflisse beobachtet werden.
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Abb. 2: Kultivierung von Marasmius sp. in Kirk [I-Medium mit verschiedenen
Zusatzen

FUr jede Reinigung der Marasmius sp. Laccase wurde daher wahrend der
Zichtung des Pilzes taglich die Laccaseaktivitat im Medium detektiert und beim
Maximum der Aktivitat die Kultivierung beendet. Nach der Abtrennung der festen
Bestandteile erfolgte eine Dialyse gegen 10 mM Malonatpuffer, pH 6.0, tber Nacht.
Dabei konnte die Halfte des Gasamtproteins unter vollstandigem Erhalt der
Laccaseaktivitat abgetrennt werden. Dann folgte eine lonenaustausch-
chromatographie (IAC) an Q-Sepharose Fast Flow mit einem Gradienten von 0 bis
0.5 M NaCl in 10 mM Malonatpuffer. In Abb. 3 ist der Proteingehalt im Gradienten



einer solchen Trennung dargestellt; der schwarze Pfeil markiert den Bereich mit

Laccaseaktivitat.

Abb. 3: Chromatrogramm der lonenaustauschchromatographie der Laccase aus

Marasmius sp. an Q-Sepharose FF

Als weitere Reinigungsschritte wurden nach erneuter Dialyse eine IAC an Mono Q
und nachfolgend eine Gelfiltration an Superdex 200 durchgeflhrt. In Abb. 4 sind die
zugehdrigen PAGE Gele (nativ und SDS) des gereinigten Enzyms zu sehen und Tab.
3 zeigt die Zusammenfassung der Reinigung.

Tab. 3: Reinigungstabelle fur die Reinigung der Laccase aus Marasmius sp.

Gesamt | Gesamt spez. Reinigungs
Reinigungsschritt | protein aktivitat Aktivitat faktor Ausbeute
[mg] [U] [U mg-1] [%]
Rohextrakt dialysiert | 262,7 110,26 0,4197 1 100
Q Sepharose (IAC) 21,7 80 3,6866 9 73
Dialyse 10,4 57,46 5,5250 13 52
Mono-Q (IAC) 2,05 28,08 13,6976 33 25
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Abb. 4: Native und SDS PAGE der gereinigten Laccase aus Marasmius sp. Links:
Farbung mit Coomassie Brilliant Blue; Mitte: Aktivitatsfarboung mit ABTS; rechts:
Silberfarbung des SDS-Gels.

Im Weiteren erfolgte die Enzymcharakterisierung. Die gereinigte Laccase ist ein
Monomer mit einer Grof3e von 60 kDa. Das pH—Optimum wurde mit 6,0 bestimmt,
aber das Enzym ist ebenso uUber mind. 24 h stabil bei pH 10. Das
Temperaturoptimum betragt 45 °C (Abb. 5) und die Laccase ist stabil in Gegenwart
von 20% Methanol, Ethanol oder EDTA (Abb. 6).
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Abb. 5: Temperatur-Optimum der Abb. 6: Laccaseaktivitat in Gegenwart
Laccase aus Marasmius sp von Methanol, Ethanol, EDTA

Nach einem Western Blot wurde die N-terminale Aminosauresequenz bestimmt.

Dabei konnten die ersten 20 Aminosauren identifiziert werden, deren Sequenz eine



hohe Homologie zu bekannten Laccasen ergab. Wir untersuchten weiterhin die
Entfarbung von Farbstoffen unterschiedlicher chemischer Struktur, was beispielhaft

fur Lanaset Blau 5G in Abb. 7 dargestellt ist.
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Abb. 7: Entfarbung von Lanaset Blau 5G durch die Laccase von Marasmius sp.

Ausblick
Die nachfolgenden Arbeiten beinhalten die vollstandige Charakterisierung der
Laccase aus Marasmius sp., z.B. die Bestimmung der kinetischen Parameter flr
verschieden Substrate, die Bestimmung des Metallgehaltes und Langzeitstabilitaten
des Enzyms. Weiterhin soll seine Eignung fur die Immobilisierung an magnetische

Partikel getestet werden.

Nach den ersten erfolgreichen Versuchen zur Reinigung der Laccase aus
Laetiporus sp. soll auch dieses Enzym zur Homogenitat gereinigt und charakterisiert

werden.

Anschliellend gilt das Augenmerk dem Gesamtenzymsystem fiir die Bleiche von
Baumwolle. Als Modellorganismen scheinen Laetiporus sp. oder aber Trametes
hirsuta geeignet. Letzterer zeigte zwar sehr gute Bleichresultate, bisher gelang es
aber nicht, in der FlUssigkultur eine Enzymaktivitat nachzuweisen. Diese Arbeiten

sollen auch die Suche nach natiirlichen Mediatoren einschlief3en.



