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Untersuchungen uber die Bildung der Proteinase aus einem 
Aspergillus awamori-Stamm. I. Faktoren mit Einfliussen 

uber die Bildung der Proteinase

Von Jiro HOSHINO

(Eingegagen am 1. Mai, 1958)

 Die proteolytischen Enzyme werden 
bekanntlich von verschiedenartige Schim-
melpilzen in die Nahrlosung sezerniert, 
die deswegen von alters her in den orien-
talischen Landern zur Garungsindustrie 
verwendet worden sind. Uber den 
griindlichen Bildungsmechanismus der 
Proteinase aus dem Schimmelpilz ist aber 
wenig untersucht worden. Es ist daher 
dem Verfasser ein besonderes Interesse, 
solche Probleme mittels eines Pilzes 
Aspergillus awamori aufzuklaren, das vom 
Verfasser aus der Erde isoliert wurde 
und ein starkes Vermogen zur Bildung 
der "sauren" Proteinasen bietet, von 
denen der Verfasser eine enzymatische 
Natur angegeben hat1). 
 Die Bildung der Proteinase unter den 
verschiedenen Zuchtungsbedingungen 
durch das Oberflachenverfahren hat der 
Verfasser naher studiert2,3), aber infolge 
der Mycelentwicklung ist das Versuchs-
system in diesem Falle etwas kompliziert 
und damit wird der wesentliche Bildungs-
mechanismus des Enzyms schwer 
aufzuklaren. 
 Verwendet man dagegen das ausgewa-
schene Schuttelmycel in einem stickstoff-
freien Milieu, so kann man die oben 
erwahnte Schwierigkeit leicht beseitigen. 

 In den letzten Jahren wurden die 
Bildungsmechanismen der Enzyme von 
mehreren Forschern, wie z. B. dasselbe 
der Amylase aus Bacillus subtilis von J. 
Fukuomoto et al.4) and von M. Nomura5), 
der Amylase aus Asp. oryzae von O.

Tanabe et al.6) and der Proteinase aus 
Asp. oryzae von H. Shiota et al.7), mittels 
des ausgewaschenen schuttelmycels oder 
der Zellen mitgeteilt. 
 Um weitere Kenntnisse fiber den Bild-
ungsmechanismus der "sauren" Proteinase 
zu erkennen, hat der Verfasser in den 
vorliegenden Arbeiten das ausgewaschene 
Schuttelmycel als Versuchsmaterial zur 
Priifung unterworfen. 

 Arbeitsmethode 

 Gewinnung des ausgewaschenen Schuttel-
mycels.-Einige Anzahl der Schiittelkolben 
von 500 ccm Inhalt wurden mit je 80 ccm 
Nahrlosung beschickt, die 10% Rohrzucker, 0.2%/a 
Ammoniumnitrat und Monokaliumphosphat, 0.025 

 Magnesiumsulfatheptahydrat, 0.002% Man-
gansulfattetrahydrat, 0.0025% Eisen(III)-
chloridhexahydrat and 0.03% Gelatine als 
Nahrsubstrat enthalt. Nach dem ublichen 
Sterilisieren wurden jede Kolben von den etwa 
5-10 Tagen Wiirzeagarkulturen mit Conidiosporen 
von Stamm Nr. 82-2 geimpft, and danach 
wurden die Kulturen 72 Stunden lang auf einer 
Schuttelmaschine mit 130 Hin- and Herbeweg-
ungen pro Minute bei 30C behandelt. Das so sich 
entwickelnde Mycel wurde dann unter sterilen 
Bedingungen gemeinsam auf einem groben 
Filter gesammelt. Das gut abgesaugte und 
ausgewaschene Mycel wurde in kleine Stucke 
(1.0g feuchtes: etwa 0.2g Trockengewicht) 
zerschnitten, welche zur Untersuchungen der 
Bildung der Proteinase in den 50 ccm Versuchs-
losungen wieder suspensiert, and bei 30C 
welter geschuttelt wurden. 
 Bestimmung der proteolytischen Akti-
vitat. Zur Ermittelung der proteolytischen Ak-
tivitat hat der Verfasser die Caseinverdauung 
mittels des Folinschen Reagens nach B. Hagiwaras) 
kolorimetrisch bestimmt, wobei die enzymatische 
Reaktion unter den Bedingungen von 1% Casein, 
pH=3.2, bei 55C eine Stunde lang gepruft wurde. 
Der Wert der proteolytischen Aktivitat wurde
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mit dem Absorptionskoeffizient pro Gramm 
trockenen Mycels pro 50 ccm Versuchslosung 
derjenigen mit dem Folinschen Reagens sick 
farbenden and 0.2 M Trichloroessigsaure loslichen 
Stoff en, die unter den obigen Bedingungen aus 
Casein bilden, bei der Wellenlange von 660mg 
ausgedriickt. 

 Ergebnisse 

 1. Bildungsverlauf der Proteinase.-
Der Bildungsverlauf der Proteinase aus 
dem Schuttelmycel wurde unter Verwend-
ung von m/30 KH2PO4 (pH=4.8) and des 
destillierten Wassers als Versuchslosung 
beobachtet. Die Ergebnisse sind in der 
Figur 1 dargestellt.

Fig. 1. Bildungsverlauf der Proteinase. 
 Versuchslosung: 

Kurve I, M/30 KH2PO4 (pH=4.8) 
Kurve II, Destilliertes Wasser

 Das Mycel fangt an, wie aus der Figur 
ersichtlich ist, beim Schutteln mit der 
stickstofffreien Phosphatlosung nach einer 
Weile Proteinase reichlich zu sezernieren. 
 Weiter ist es auch der Fall mit dem 
Wasser Proteinase zu bilden. Hierbei 
bleibt aber die Frage noch offen, ob die 
Proteinase durch das Mycel wirklich de 
novo synthetisch hergestellt wurde oder 
die innere Proteinase durch das Schutteln 
ausgelassen wurde. Um these Frage zu be-
antworten, hat der Verfasser die Mycel-
homogenate und den Auszug des Aceton-
pulvers des Mycels zur Ermittelung der 
proteolytischen Aktivitat herangezogen. 
Keine proteolytischen Aktivitat wurde 
darin bestatigt (Tabelle I). Einige meta-
bolischen Inhibitoren, wie Kaliumcyanid, 
2, 4-Dinitrophenol and Toluol haben die

Bildung der Proteinase verhindert (Tabelle 
II). Durch die oben angegebenen Tat-
bestande wurde es festgestellt, dass die 
Bildung der Proteinase sich nicht das 
Auslassen der inneren Proteinase, sondern 
echte Biosynthese durch einen von den 
genannten metabolischen Inhibitoren ver-
hinderten Prozess stattfindet. 

TABELLE I 
 PROTEOLYTISCHE AKTIVITAT DES MYCEL-

 HOMOGENATES UND DES AUSZUGS

*Enzymatische Reaktionen wurden unter 

den Bedingungen von 1%/ Casein, pH=3.2 bei 
55C ausgefuhrt. 

 **Zum Kontrollversuch wurde die Ver-

suchslosung herangezogen, nachdem sie mit 
dem ausgewaschenen Mycel 20 Stunden lang 

geschuttelt worden war. 

TABELLE II 

 EINWIRKUNGEN DER METABOLISCHEN IN-

HIBITOREN AUF DIE PROTEINASEBILDUNG 

Proteolytische 
 Aktivitat der

*2
,4-Dinitrophenol

 2. Bildung der Proteinase bei der 
Ziichtung und durch das Schutteln des 
dabei sich entwickelten Mycels.-Als 
einzelne C-Quelle zur Entwicklung des 
Pilzes wurden je 10% Saccharose, Glucose, 
Fructose und Lactose in der Nahrlosung 
zugesetzt und die Anhaufung der Prote-
inase in der Kulturflussigkeit nach 3 Tagen 
and das Bildungsvermogen derselben des 
so sich entwickelten Mycels beobachtet. 
 Die Versuche mit dem ausgewaschenen 
Mycel wurden mittels derjenigen Versuchs-
losung ausgefuhrt, die aus M/5-Phosphat-
puffergemisch (pH=6.1) and 1% Glucose 
besteht. Die Resultate sind in der Tabelle 
III zusammengestellt. Dabei hat es sich 
ergeben, dass das ausgewaschene Schuttel-
mycel ein.grosseres Vermogen zur Prote-
inasebildung unter dem Mangel an den
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TABELLE III 

PROTEINASEBILDUNG DURCH DAS AUSGEWASCHENE MYCEL UND DURCH 

 DAS ENTWICKLUNGSVERFAHREN

*Die Entwicklungsnahrlosung steht im Text geschrieben, aber ohne Gelatine fur 

Oberflachenverfahren. 
 **Die Versuchsliisung besteht aus 0.2M Phosphatpufferlosung and 1% Glucose.

Nahrsubstrate als des sich entwickelten 
Mycels erweist. 

3. Proteinasebildungsvermogen des 
Mycels in den verschiedenen Entwick-
lungsphasen.-Es ist bekannt, dass sich 
die physiologische oder biochemische 
Aktivitat der Zellen mit der Dauer der 
Ziichtung andert. Hinsichtlich dieses 
Tatbestandes hat der Verfasser das 
Proteinasebildungsvermogen des Schiittel-
mycels in den verschiedenen Entwicklungs-
phasen ermittelt und seine Beziehung 
zum Gehalt des Mycels an den freien 
Aminosauren naher studiert. Die Ergeb-
nisse sind in der Figur 2 illustriert. 

Die Anhaufung der Proteinase nach 
dem zwanzigstundigen Schutteln des 
Mycels in der 1% glucosehaltigen M/5-
Phosphatpufferlosung wurde zur Bestim-
mung des Proteinasebildungsvermogen 
ermittelt. 
 Wie aus der Figur 2 ersichtlich ist, 
fand eine betrachtliche Anderung des 
Vermogens des Mycels wahrend seiner 
Entwicklung statt: je jiinger das Mycel 
ist, desto grosser ist das Vermogen. 
Dementsprechend sind die reichlichere 
Mengen der wasserloslichen Eiweissstoffen 
und des totalen Stickstoffes im solchen 
Mycel enthalten. Wenn das Mycel sich 
kraftig entwickelt, vermindert sich all-
mahlich sein Proteinasebildungsvermogen. 
Es deutet an, dass es zwischen dem 
anabolischen Stoffwechsel des sich ent-
wickelnden Mycels und demselben des 
ruhenden Mycels ein grosser Unterschied 
gibt, wie von M. Nomura5) schon darauf 
hingewiesen wurde.

Fig. 2. Anderung des Proteinasebildungs-
 vermogens des Mycels mit der Zucht-
 ungsdauer. 
 Kurve I: Mycelentwicklung 

II: Proteinasebildung bei der 
Ziichtung 

III: Proteinasebildungsvermogen 
 des Mycels (P. A.) 

 IV: Stickstoffgehalt des Mycels 
 V: Wasserlosliche Eiweissstoffe* 

 *Ausgewaschenes Mycel wurde unter 

 Ruckflusskuhler mit Wasser 10 min. 
 dreimal extrahiert, Eiweissstoffe im Ex-
 trakt wurden mittels des Folinschen 

 Reagens kolorimetrisch ermittelt.
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TABELLE IV 

EINFLUSS DER ANAEROBEN BEDINGUNGEN AUF DIE PROTEINASEBILDUNG

 4. Einfluss des pH auf die Proteinase-
bildung.-Um den Einfluss des pH auf 
die Bildung der "sauren" Proteinase zu 
erkennen, hat der Verfasser die Puffer-
losungen von N/10-Phosphat and N/10-
Acetat als Versuchslosungen unter den 
variierenden pH verwendet. Die Ergeb-
nisse sind in der Figur 3 illustriert.

Fig. 3. pH-Abhangigkeit der Proteinase-
 bildung. 

Versuchslosung; I, N/10 Phosphatpuffer 
 II, N/10 Acetatpuffer

 Bei den Versuche mit den Phosphat-
pufferlosungen ergab es sich, dass die 
Bildung der Proteinase gegen die Ander-
ung des pH ausserst empfindlich ist, deren 
Optimum bei pH=6.1 liegt. Demgegenuber 
bleibt die Acetatpufferlosung auf die 
Bildung der Proteinase ohne Wirkung, 
die daher durch das Phosphat gar nicht 
ersetzlich ist. Daraus wurde es fest-
gestellt, dass das Phosphat nicht nur als 
ein Puffer, sondern auch als ein Hilfs-
mittel auf die Biosynthese der Proteinase 
wesentlich einwirkt. 

 5. Einfluss der Phosphatkonzentra-
tion.-Wie im vorigen Paragraph be-
schrieben, ubt die Anwesenheit des 
Phosphates auf die Bildung der Proteinase 
eine vorziigliche Wirkung aus, die aber 
dem Acetat ganz fehlt. 

 In Berucksichtigung dieser wichtigen

Tatsache hat der Verfasser den Einfluss 
der Phosphatkonzentration der Versuchs-
losung auf die Proteinasebildung mit 
dem Anfangswert von pH=6.1 naher 
studiert. In der Figur 4 sind die Ergebnisse 
wiedergegeben. Hierbei ist es gezeigt, 
dass die Anderung der Phosphatkonzen-
tration sehr einflussreich ist and ihr 
Optimum bei m/30 liegt.

Konzentration der Phosphatpufferlosung (M) 
Fig. 4. Einfluss der Phosphatkonzentration.

 6. Bednrfnis des Sauerstoffs.-Es wurde 
von H. Shiota7) veroffentlicht, dass die 
Proteinasebildung aus dem ausgewa-
schenen Mycel des Asp. oryzae-Stammes 
stark gehemmt wird, wenn die Luft in den 
Schiittelkolben durch Kohlendioxyd, Stick 
stoff and Wasserstoff ersetzt wird. 
Identischer Tatbestand hat J. Fukumoto9) 
bei den Versuche fiber die Amylasebildung 
aus Bacillus subtilis wahrgenommen- 
 Um den Effekt der anaeroben Bedingung 
bei meinem System in Anbetracht dessen 
zu erkennen, hat der Verfasser das Mycel 
je in den Kolben mit dem Gummistopsel, 
in der Stickstoffatmosphare and im 
Vakuum zurn Vergleich mit dem Versuch 
mit dem Wattebausch geschuttelt. Die 
Ergebnisse finden sich in der Tabelle IV..

 9) J. Fukumoto and T. Yamamoto, J. Agf. Chem. 
Soc. Japan (Nippon Nogei Kagaku Kaishi), 31, 421 
(1957).
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Diese zeigen, dass Sauerstoff auf die Bild-
ung der Proteinase unentbehrlich ein-
wirkt, dessen Menge aber mit ein wenig 

genngend ist. 

Schlnsswort 

 Es wurde uber die Bildungsfaktoren der 
"sauren" Proteinase aus den ausgewa -

schenen Schiittelmycel eines Schimmel-

pilzes Aspergillus awamori, das vom 
Verfasser neulich isoliert wurde and 
durch das starken Vermogen zur Bildung 
der "sauren" Proteinese charakteristisch 
1st, und auf ihre Beeinflussbarkeit durch 
einige Schiittelbedingungen untersucht. 
 Zusammenfassend darf es festgestellt 

werden, dass das Mycel durch einen 
synthetischen Prozess aus den Amino-
sauren die Proteinase bildet, fiir das die 
Zusammenwirkung von Sauerstoff und 
der Energiequelle sowie Phosphat unent-

behrlich zu sein scheint. Die pH-Abhangig-
keit der Bildung dieses Enzyms ist so 
bemerkenswert, dass man fur die reichliche 
Bildung mit der konzentrierten Puffer-
losung giinstigen pH-Wert festhalten muss. 
Das Optimum liegt bei pH=6.1. Dies-
beziiglich 1st these Proteinasebildung von 
derselben bei der Entwicklungszuchtung 
sehr verschieden, wobei sie im mehr 
sauren Bereich am giinstigsten stattfand, 
wahrend es noch nicht imstande 1st, 
diesen Unterschied aufzukl'axen. 

 Es ist mir ein Bediirfnis, Herrn Profes-
sor Dr. N. Taketomi fur seine Anregung 
and stetige Leitung bei dieser Arbeit 
meinen besten Dank auszusprechen. 
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