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Cellulolyse und Lignolyse in der Biotechnologie

ErschlieBung neuer Nahrungsquellen und Entgiftung verseuchter Boden durch Pilze?
Von Anne Traulich und Hans-Otto Schwantes

Einige Pilze (Weibfiuleerreger) aus der
Klasse der Basidiomyceten, die seit Jahrhun-
derten wegen ihrer holzzerstorenden Wir-
kung und dem damit verbundenen wirtschaft-
lichen Schaden gefiirchtet werden, sind in
neuerer Zeit fiir die biotechnologisch orien-
tierte Forschung hochinteressant geworden.
Man erhofft sich durch ihre besonderen
Stoffwechselfithigkeiten Hilfe bei der Losung
so dringender Probleme, wie sie die Erschlie-
Bung neuer Nahrungsquellen und die Entseu-
chung von mit organischen Umweltgiften wie
Dioxin, Lindan, DDT u. a. belasteten Boden
darstellen.

Etwa 95% des jihrlich photosynthetisch fi-
xierten Kohlenstoffs wird von den pflanzli-
chen Produzenten in Form der Biopolyme-
re Cellulose und Lignin festgelegt. Der
tiberwiegende Teil der tierischen Konsu-
menten kann diese Substanzen — oftmals
bezeichnet als Lignocellulose — als Nah-
rungsquelle nicht nutzen.

Die Aufbereitung dieses Potentials obliegt
Organismen, die als Destruenten bezeichnet
werden. Herausragende Vertreter sind hier-
bei Pilze, die zur Gruppe der Weilifiuleerre-
ger gehoren, weil sie zumeist sowohl tiber
die Fihigkeit zum fermentativen Abbau der
Cellulose (Cellulolyse) als auch zur Biode-
gradation des Ligninpolymers (Lignolyse)
verfiigen.

Gegeniiber dem enzymatischen Abbau des
Ligninpolymers ist die Cellulolyse begiin-
stigt durch den hoch geordneten Aufbau
der Cellulose aus einheitlichen, gleichfor-
mig verkniipften Grundbausteinen (f-1,4-
glykosidisch verkniipften Glucosemolekii-
len). Die Fihigkeiten der WeiBfiuleerreger,
lignocellulosehaltige Restrohstoffe (z. B.
Abfille aus der Land- und Forstwirtschaft)
als Kultursubstrat zu nutzen, flihrt zu einer
Anreicherung des bewachsenen Substrats
vornehmlich mit pilzlichem Protein, Vit-
aminen, Mono- und Disacchariden, die mit
dem Begriff der biologischen Substratauf-
wertung beschrieben wird. Das Interesse an
der biotechnologischen Nutzung der Weif3-
fiauleerreger konzentriert sich neben den
Prozessen, die zum Phiinomen der biologi-
schen Substrataufwertung fiihren, vor-
nehmlich auf die Fihigkeit zur Lignolyse.
Die Lignolyse, zu der in eingeschrinkter
Form einige Bakterien und ausgeprigt nur
die o.a. pilzlichen Organismen befihigt
sind, mulB an einem hochpolymeren Riesen-
molekiil angreifen, das je nach Pflanzen-

gruppe aus verschieden variierenden Unter-
einheiten mit stark wechselndem Verkniip-
fungsmuster aufgebaut ist.

Obwohl die Fihigkeit zum Ligninabbau bei
der Gruppe der holzzerstorenden Pilze
schon seit mehr als 100 Jahren als Eintei-
lungskriterium fiir das Schadbild genutzt
wird, ist erst in jiingster Zeit die Aufkldrung
des hierfiir zugrunde liegenden enzymati-
schen Prozesses gelungen. Die Fihigkeit
zur Lignolyse, vor 100 Jahren rein phéno-
menologisch durch die Verfiarbung des ab-
gebauten Holzes beschrieben, hat zu der bis
heute giiltigen Einteilung pilzlicher Holz-
zersetzer gefiithrt in WeiBfduleerreger (Cel-
lulose und Ligninabbau) und Rot- oder
Braunfiuleerreger, die ihren Abbau im we-
sentlichen auf den Kohlenhydratanteil des
Holzes beschrinken.

Der Aufbau des Lignins aus definierten,
aber variierenden Untereinheiten erfolgt of-
fensichtlich nach dem Zufallsprinzip und
fithrt zu einem Riesenpolymer, das in seiner
Ausdehnung prinzipiell nur durch die Gro-
Be der Pflanze selbst begrenzt ist. Als zu-
siatzliches Hemmnis fiir die Erforschung des
Ligninabbaus erwies sich die inzwischen be-
kannte Tatsache, daB3 die Lignolyse als Pro-
zell des Sekundidrmetabolismus zeitlich
nicht korreliert ist mit den eigentlichen
Wachstumsprozessen — dem Primédrmeta-
bolismus — der Weilfiuleerreger. 1928 wur-
de zur Unterscheidung von WeiBfauleerre-
gern und Braunfiuleerregern der erste Bio-
test auf lignindhnlichen Modellsubstanzen
entwickelt. Seit 1938 kennt man die zentrale
Bedeutung von Phenoloxidasen und ver-
wandten Enzymen fiir die Auslosung dieser
Testreaktionen. Aber bis 1983 war unklar,
ob der primiire Angriff auf das Ligninmole-
kil ein tatsichlich enzymatischer ist oder
ein enzym-initiierter Angriff niedermoleku-
larer Sauerstoffradikale. Das in jlingster
Zeit fiir den Ligninabbau beschriebene En-
zym, die Ligninase, zeigt biochemisch ver-
bliiffende Eigenschaften. Sie spaltet durch
Elektronenentzug C-C-Bindungen und zer-
legt Lignin in entsprechende Radikale, die
letztlich weitgehend zu CO, und Wasser ab-
gebaut werden. Diese erstaunliche Potenz
der Ligninase, die aufgrund ihres duBerst
variablen Angriffsziels notgedrungen von
geringer Substratspezifitdt sein mul, befé-
higt nach neuesten Erkenntnissen auch zum
biologischen Abbau von organischen Um-
weltgiften wie Dioxin, DDT, Lindan u.a.
organischen Verbindungen.

Mogliche biotechnologische Anwendungen
des lignocellulolytischen Potentials der
Weillfdauleerreger zur Aufarbeitung von
Restrohstoffen zu proteinreichen Tierfut-
tern, zur Herstellung von Cellulasen und
zur Produktion von Zuckern, Athanol und
Biogas werden international intensiv er-
forscht.

Auch im Institut fiir Pflanzendkologie der
Justus-Liebig-Universitit Giellen in der
Abteilung Okologie der Mikroorganismen
wurden im Rahmen einer Dissertation ver-
gleichende Untersuchungen zu reprisenta-
tiven Stoffwechselleistungen ausgewihlter
pilzlicher Holzzersetzer durchgefiihrt. Die
Fragestellung bei diesen Arbeiten konzen-
trierte sich im besonderen Malle auf die
EinfluBnahme der Hauptnihrstoffe Koh-
lenstoff und Stickstoff auf pilzliche Stoff-
wechselleistungen.

Die lignocellulolytischen Aktivititen der
WeiBfiuleerreger sind Ausschnitte aus ei-
nem dulerst komplexen Gesamtstoffwech-
sel. Eine Grobeinteilung unterscheidet zwi-
schen Primidrmetabolismus, der vornehm-
lich gekennzeichnet ist durch eine starke
Zunahme der pilzlichen Biomasse und die
physiologische Ausprigung der vegetativen
Entwicklungsphase des Pilzes, und dem Se-
kundidrmetabolismus, der in der Regel die
reproduktive Phase des Organismus einlei-
tet, bei den hier untersuchten Pilzen aber
u.a. Stoffwechselprozesse der Lignolyse
einschlieft. Stoffwechselumstimmung bis
hin zur Umschaltung vom Primir- zum Se-
kundirmetabolismus werden maBgeblich
mitbestimmt vom Nihrstoffangebot.

Diese heterotrophe Erndhrungsweise der
Pilze erklirt die starke Abhingigkeit pilzli-
cher Stoffwechselleistungen vom Substrat-
angebot. Die Anspriiche pilzlicher Organis-
men beinhalten Spurenelemente und Vit-
amine, aber diese werden mengenmiBig
klar dominiert vom Bedarf an physiolo-
gisch verwertbaren Kohlenstoff- und Stick-
stoffquellen. Der vergleichsweise hohe
Stickstoffbedarf pilzlicher Organismen er-
kldrt sich nicht nur aus der fiir alle Lebewe-
sen typischen Stickstoffanforderung zur
Nukleinsduresynthese und Proteinproduk-
tion, sondern wird nicht unwesentlich be-
stimmt durch den Stickstoffanteil beim pilz-
lichen Zellwandaufbau. Die Variation die-
ser beiden Hauptnihrstoffquellen eréffnet
Moglichkeiten zur selektiven Beinflussung
pilzlicher Stoffwechselleistungen. Im Hin-
blick auf die biologische Substrataufwer-
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tung heillt dies im besonderen: Forderung
pilzlicher Wachstumsleistungen und damit
verbunden vermehrte Protein- und Zuk-
kerakkumulation im Pilz-Substrat-Kom-
plex ermdglicht durch stimulierte celluloly-
tische Aktivitit.

Nicht nur die Prozesse des pilzlichen Pri-
marmetabolismus, die zur biologischen
Substrataufwertung fiihren, unterliegen der
starken EinfluBnahme von Kohlenstoff-
und Stickstoffquellen im Substrat, sondern
auch Prozesse des Sekundirmetabolismus,
wie die Lignolyse, sind komplex reguliert
tiber das Angebot der beiden Hauptnihr-
stoffquellen.

Die bis heute gebriuchliche Definition pilz-
licher Substrate iiber das C/N-Verhiltnis
kann die komplexen wechselseitigen Ab-

Abb. 1: Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme von Sporotrichum pulverulentum.
Pilzmyzel mit Sporen.

Abb.2: Durch

Weifllochfiule verursachte
Bohrlicher: typische Erscheinungsform der
lignocellulolytischen Aktivitdt der Weifsfiu-

leerreger. Rasterelekitronenmikroskopische
Aufnahme von Haferstroh nach zweiwichi-
gem Bewuchs mit Sporotrichum pulverulen-
tum — = Bohrlicher, — = Hyphen ( Pilz-
myzel).
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Abb.3a, b: Ligninabbau durch Sporotrichum pulverulentum und Pleurotus ostreatus in Ab-
héngigkeit von der Wachstumszeit und Stickstoffanreicherung des Grundsubstrates ( Hafer-

stroh).

hiingigkeiten jedoch nur recht unvollkom-
men beschreiben:

B Die absolute Konzentration der angebo-
tenen C-Quelle nimmt entscheidenden Ein-
fluB auf die Stimulierbarkeit pilzlicher
Wachstumsleistungen durch Stickstoff (C-
Quelle reguliert N-Effekt). Dariiber hinaus
ist diese Anregung zur pilzlichen Biomasse-
produktion abhiingig von der physiologi-
schen Verwertbarkeit der angebotenen N-
Quelle, wobei die Diskriminierung zwi-
schen den Stickstoffverbindungen Ammo-
nium und Nitrat nur einen Teilaspekt dar-
stellt.

m Die wechselseitige Beeinflussung von
Kohlenstoffquelle und Stickstoffbedarf fiir
Prozesse des pilzlichen Primidrmetabolis-
mus wird deutlich beim Einsatz komplexe-
rer C-Quellen als Glucose, wie Cellulose-
pulver und Carboxylmethylcellulose. Die
extrazelluliren Prozesse der Cellulolyse, die
eine massive Ausschiittung von Cellulasen
erfordern, fithren zu einem signifikant ho-
heren Stickstoffbedarf pilzlicher Organis-
men beim Wachstum auf cellulosehaltigen
Substraten. Neben der Stimulierung pilzli-
cher Biomasseproduktion durch Stickstoff-
diingung ldBt sich hierbei durch ein wach-
stumsbegrenzendes Stickstoffangebot die
cellulolytische Aktivitit der WeiBfduleerre-
ger nutzen zur Anreicherung von Cellulose-
spaltprodukten in Form von leicht verdau-
lichen Mono- und Disacchariden im Medi-
um.

Einen Schwerpunkt der Untersuchungen
bildete die Quantifizierung ausgesuchter
Stoffwechselleistungen der Weilifiuleerre-
ger Sporotrichum pulverulentum (Novobra-
nova) (Abb. 1) (syn. Phanerochaete chryso-
sporium) und Pleurotus ostreatus [(Jacq.ex

Fr.) Kumm.] auf Haferstroh als Wachs-
tumssubstrat. Die Stoffwechselleistungen
dieser Organismen auf unbehandeltem Ha-
ferstroh (Grundsubstrat) (Abb.2) wurden
verglichen mit denjenigen auf definiert va-
riiert aufgebesserten Grundsubstraten und
zwar durch Zusatzdiingung mit verschiede-
nen Stickstoffverbindungen, C/N-Verbin-
dungen und auf teilweise entlignifiziertem
Grundsubstrat.

Als Ergebnis dieser Untersuchungen konn-
ten Rahmenbedingungen fiir das Kohlen-
stoff- und Stickstoffangebot definiert wer-
den, die es auch auf komplexen lignocellu-
losehaltigen Restrohstoffen ermdoglichen,
pilzliche Stoffwechselleistungen selektiv zu
beeinflussen. Trotz organismusspezifischer
Unterschiede in der Leistungsfihgikeit und
hinsichtlich der Substratanspriiche fir
Kohlenstoff und Stickstoff bestimmt die
physiologisch verwertbare C-Quelle des
Substrats den Erfolg einer zusitzlichen
Stickstoffdiingung und damit die Zielrich-
tung fir die Moglichkeit einer Verbesse-
rung der Substratnutzung:

B Wachstumslimitierende Kohlenstoffbe-
dingungen schaffen die Voraussetzung fiir
eine Stimulierung von Prozessen des Se-
kundédrmetabolismus durch Stickstoff, ver-
bunden mit gesteigerter Lignolyse (s.
Abb.3 a, b).

® Nicht wachstumslimitierende Kohlen-
stoffbedingungen fithren bei Stickstoffdiin-
gung primidr zu Wachstumsschiiben des
pilzlichen Organismus und hochstens indi-
rekt und mit entsprechender zeitlicher Ver-
zbgerung zur Stimulierung von entspre-
chenden Prozessen im Sekunddrmetabolis-
mus.
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Es gibt also nicht den Stickstoffeffekt auf
pilzliche Stoffwechselleistungen. Dies ist
prinzipiell auch nicht zu erwarten bei einem
Niihrstoff, der in so hohen Konzentratio-
nen und fir so unterschiedliche Zwecke ge-
braucht wird. Es gibt aber auch im Prinzip
nicht den Stickstoffbedarf fiir einen pilzli-
chen Organismus. Der Stickstoffbedarf ist
offensichtlich abhidngig von Hohe und Art
des Kohlenstoffangebotes und variiert dar-
iber hinaus in verschiedenen physiologi-
schen Phasen (Primér- und Sekundidrmeta-
bolismus).

Die potentielle Bedeutung einer biologi-
schen Substrataufwertung lignocellulose-
haltiger Restrohstoffe erscheint momentan
im Hinblick auf die Problematik der land-
wirtschaftlichen Uberproduktion gering.
Sie kann aber mittelfristig interessant wer-
den, beriicksichtigt man die zunehmende
Belastung landwirtschaftlicher Nutzflichen
und den sehr hohen Energieeinsatz der heu-
tigen Agrarproduktion.

Sehr viel augenfilliger wird die Bedeutung
der biologischen Substrataufwertung von
bisher ungenutzten lignocellulosehaltigen
Restrohstoffen  (z.B. Riickstinde der
Baumwoll- und Juteproduktion) fiir Lin-

der der Dritten Welt, wo Futtermittelman-
gel den wesentlichen, limitierenden Faktor
der Nutztierproduktion darstellt. Die
Dringlichkeit der Entwicklung leistungsfi-
higer biologischer Verfahren zur Entgiftung
belasteter Boden ist demgegeniiber gerade
fiir hochindustrialisierte Staaten mit hoher
Siedlungsdichte offensichtlich.

Ob die biotechnologische Anwendung von
WeiBfduleerregern wirtschaftliche Bedeu-
tung gewinnt, kann momentan noch nicht
iibersehen werden. Fiir die grundlagenori-
entierte Forschung sind Weilfiuleerreger
wie Sporotrichum pulverulentum und Pleu-
rotus ostreatus schon seit Jahren Modellor-
ganismen, um Cellulolyse und Lignolyse
besser verstehen zu lernen. Parallel dazu
wird von europdischen und amerikanischen
Arbeitsgruppen das genetische Potential
dieser Modellorganismen intensiv  er-
forscht, um letztlich auch zellfreie Systeme
zur Cellulolyse und Lignolyse zu entwik-
keln.

Modellcharakter haben die Weifauleerre-
ger sicher auch im Hinblick auf die Frag-
wiirdigkeit einer wertenden Einteilung der
Pflanzenwelt in Nutzpflanzen und Schid-
linge.

Kein Diplom-Mediziner

(dpa) — Die Bundesregierung hat vorerst
auf ihren Plan verzichtet, neben dem bishe-
rigen approbierten Arzt noch einen zweiten
Medizinerberuf fiir Tétigkeiten in der Phar-
maindustrie oder der Forschung zu schaf-
fen. Die zustindige Bundesgesundheitsmi-
nisterin Rita Stissmuth (CDU) erklirte,
dies bedeute aber grundsitzlich keinen Ver-
zicht, vielmehr sollten die Uberlegungen in
die Kultusministerkonferenz der Linder
(KMK) hineingetragen und dort weiterdis-
kutiert werden.

Die Absicht der Bundesregierung, den Uni-
versititen die Vergabe von Titeln wie ,,Di-
plom-Mediziner* oder ,,Magister der Medi-
zin* zu ermoglichen, war auf entschiedenen
Widerspruch bei Berufsverbiinden und Stu-
denten gestoBen. Der Priisident der Bundes-
arztekammer, Karsten Vilmar, hatte vor ei-
ner Spaltung des Arztberufes in Theoretiker
und Praktiker gewarnt. Die Fachschafts-
konferenz Medizin der Vereinigten Deut-
schen Studentenschaften nannte es einen
Skandal, Arzte erster und zweiter Wahl
auszubilden.




