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(54) N&hrmedium zur Herstellung eines Enzymkomplexes

(57) Die Erfindung betrifft ein Nahrmedium zur Herstellung eines Enzymkomplexes fir die Anwendung in der
Brennerei zur Hydrolyse von Nichtstirke-Polysacchariden des Getreides mit Hilfe daflr geeigneter Pilzstdmme. Es
bestand die Aufgabe, spezifische brennereiorientierte Ndhrmedien zu entwickeln, auf denen durch Kultivierung unter
den Bedingungen der Brennereiindustrie cellulolytische, xylanolytische und Getreideglucane abbauende
Enzymkomplexe erhaiten werden. ErfindungsgemaR enthait das Nahrmedium 30 Vol.-% Brennereischlempe als
Nihrstoff sowie 2 Ma.-% i. TS aus Schiempe durch HeiRwasser-Extraktion bei 62 °C fraktionierten und gewaschenen
Brennereitreber als Enzyminduktor. Das Nahrmedium wird in Brennereien angewendet.
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1. Titel der Erfindung

Nihrmedium zur Herstellung eines Enzymkomplexes fur die

Anwendung in der Brennerei

2. Anwendungsgebieté der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Nahrmedium zur Submerskultivierung
eingﬁ Enzy@koaplexes zur AnWendung in der Brennerei, der die
Ethanolausbeute erhdht .

3, Charakterisierung der bekannten technischen L8sungen

Die bisher bekannten Nihrmedien zur Kultivierung Cellulase
bildender Mikroorganismen enthalten als Konlenstoffquelle
einen Zusatz von Cellulose, wie z .:B. mikrokristalliner Cellu-
lose, wie im OD-WP 145028 - Verfahren zur biotechnischen Her -
stellung von Cellulasen, Hemicellulasen und 8-Glucosidasen -
dargestellt .

Im DD-WP'151472 - Anwendung eines cellulolytischen und hemi-
"cellulolytischen Enzymkomplexes zur Ethanolgewinnung - wird
der Einsatz dieser Cellulasen in der Brennereiindustrie ge-
schitzt . Der Nachteil derartiger N&hrmedien besteht in den ho-
hen Beschaffungskcsten der Cellulose und in einszm fir Brennerei-

zwecke nicht optimal auf Getreide abgestimmtenwEnzymspektruh.

Die Verwendung nativer»Substrate wird in der DE-0S-2704342 zur
Kultivierung von Thielavia terrestris MRRL 8126 allgemein be-

schrieben . In der GB=-PS 1227211 wird eine adaptive



Kultivierung von Enzymbildnern auf landwirtschaftlichen Rohstof-
fen, wie z . B . Weizenkleie geschiitzt . Der Einsatz von Dinn-
schlempe (feststofffreies Schlempefugat) als Stickstoffquelle
fir die Kultivierung von Lampteromyces und Formitopsis wird in
der GB-PS 1278195, zur Herstellung von Aspergillus niger-Glu&o-
amylase in der GB-PS 116149 beschrieben . Getrocknete Dlnnschlem~-
pe wird auch in der GB-PS 1421127 bzw . US-PS 3880742, US-PS 367
v7899 zur Herétellung von B8-(1,3)(1,4)-Glucanase aus Penicillium
emersonii angefihrt.

Zur Ausschittung von Cellulasen bei der Kultivfsrung von Cellu~-
lasebildnern wird nach Literaturangaben der Einsatz von Cellul&se
im Ndhrmedium als essentiell angesehen . Demzufolgs wére durch
Schlempe und ihre Bestandteile (Brennereitreber) eine Induktion
cellulolytischer Enzyme kaum zu erwarten . Jedoch ergeben sich
durch die Kultivierung auf diesen o .g . Substraten nach entspre-
chender VYorbehandlung tellulase-Aktivitétswerte sowie Ethanol-~
ausbeuten nach Einsatz dieser Cellulasen, die zu Steigerungen
von 3,5 % Ethanol gegeniber dem Einsatz von Alpha- und Gluco~

amylase allein fihren.

4. Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung ist es, ein fir Brennereizwecke auf das zu
hydrolysierende Substrat, d.h . durch Amylasen nicht umgesetzte
Getreidebestandteile, optimal abgestimmtes Ndhrmedium zu erhal-
ten . Hierbei sollen vorbehandelte Abprodukte der Brennerei als
Kultivierungssubstrat bzw . Ndhrmedienbestandteil verwendet wer-

den .

5, Darlequng des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, spezifische brennerei-
orientierte N&hrmedien zu entwickeln, auf denen durch Kultivie-
rung unter den Bedingungen der Brennereiindustrie cellulolytische,
xylanolytische und Getreideglucane abbauende Enzymkomplexe erhal-

ten werden . Bestandteile des N@hrmediums sollen durch Abprodukte
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der Brennerei, d.h . fraktionierte und vorbehandelte Schlempe~-
inhaltsstoffe gebildet werden.

Die Gewinnung der Ethhkdﬁpiexe erfolgt darch Kultivierung eines
vorgegebenen Stammes adaptiv hinsichtlich des abzubauenden Sub-

strates Getreidecellulose .

ErfindungsgemdB wird die Aufgébe dadurch gelSst, daB ein Néhrme-
dium zur Herstellung eines Enzymkomplexes fir die Anwendung in
der Brennerei zur Hydrolyse von Nichtstsrke-Polysacchariden des
Getreides mit Hilfe geeigneter PilzstZmme verwendet wird. das

30 Vol .-% Brennereischlempe als Nahrstoff sowie 2 Ma.—% i. TS
aus Schlempe fraktionierten Brennereitreber als Enzyminduktor
enthdlt . Der Brennereitreber wird durch eine HeiBwasser-Extrakt-
ion bei 62 °C der notwendigen Menge Schlempe gewonnen und Uber
ein 0,8 mm;Sieb unter gleichzeitigem Waschen mit Wasser abge-
trennt . Die Verwendung fiir das Ndhrmedium erfolgt vorzugsweise
feucht, kann aber au¢h nach Umluft- "oder Vakuumtrocknung bel

4 45 °C vorgenommen werden . ,

Zur Enzyminduktion kann anstelle von fraktioniertem Brennerei-
treber der Rickstand eingr HeiBwasser-Extraktion (65 - 70 °C)
ypn_nggagk}eie:vefygndef_werden. '

Die auf diesem Néhrmedium.- unter Zusatz von Mineralsalzen - ge-
wonnenen Enéymkemplexe besitzen bei Kultivierung von Sté@mmen der
Gattung Penicillium cellulolytische, xylanolytischa, amylolyti-
sche und glucanolytische Aktivitdten und kdnnen so Nichtstérke-
Polysaccharidé des Getreides hydroly#ieren.

Durch dieses Nahrmediuam kKann das Enzymspektrum der Zusammen-
setzung der Polysaccharidfraktion des Getreides, die uber den
StArkeabbau hinaus. .der Ethanclgewinnung zugdnglich gemacht wer-

den soll, angepaBt werden.

Der Vorteil der Verwendung dieses NBhrmediums liegt in der Nut-
zung von Brennerei-Abprodukten zur Induktion der  Bildung von

Enzymzusammensetzungen, die den in der Maische zu hydrolysie-



renden Substraten adaptiert sind . Der Einsatz des N@hrmediums

kann im labor-, kleintechnischen oder groBtechnischen MaBstab

erfolgen .

Ausfihrungsbeispiel

Zur Herstellung des Nahrmediums im Laborverfahren wird folgende

Zusammensetzung gewanhlt:

. 30 Vol .-% Brennereischlempe

. 2,2 Ma ~% 1. TS Brennereitreber, fraktioniert und
gewaschen (Brennereitreber kann durch den Rickstand
einer HeiBwasser-Extraktion bei 65 - 70 °C von Rog-

genkleie ersetzt werden .)
. 0,30 - 0,40 Ma .-% Diammoniumhydrogenphosphat (NH4)2HPO4
.0.55 - 0,75 Ma .-% Kaliumdihydrogenphosphat KH2P04-

Im Falle des Einsatzes von 20 Vol .-% Grinmehlhydrolysat
werden 0,20 Ma =% KH2P04 pendtigt . Bei Verwendung voﬁ
Kalkammonsalpeter als Stickstoffquelle muB die KH2P04_
Konzentration mit dem Faktor 1,4 multipliziert werden;

der CaClz-Zusatz entfadllt.

.. 0,045 Ma .~% Magnesiumsulfat MgSO4 b3 7H20
. 0,023 Ma .-% Calciumchlorid CaClZ.
Der pH-Wert vor der Sterilisation betrdgt 5,0 - 5,7 .
Nach Inokulation kann im Schittelkolben oder Fermentor kultiviert
werden .
Bei Verwendung von HUPc 2711 (DD-WP 145028) werden folgende Akti-

vitdten erreicht:

. Filterpapier saccharifizierende

Aktivitat 0,45 - 0,865 E€/ml
. Na-CMC liquifizierende Aktivitéat 45 = 70 % relativ
. Cellobiase 0,8 - 2,0 U/mi



. Alpha~Amylase ' 0,5 - 5 IE/mll

. Glucoamylase & 8 - 20 E/ml

. Protease (sauer) _ , 50 - 80 Tyr ~E .
. Xylanaée ‘ 25 - 40 E/ml

. Ethanolausbeute nach'Vermaischung = 103,5 %

Zur Erhdhung der Enzymausbeute kann eine Substratlimitierung
durch Nachdosierung von Ndhrmedienbestandteilen aufgehoben so-
wie der pH-Verlauf durch Dosierung von Laugen und Siuren ge-

steuert werden .



7 . Erfindungsanspruch

. Nihrmedium zur Herstellung eines Enzymkomplexes fir die

Anwendung in der Brennerei zur Hydrolyse von Nichtstédrke-
Polysécchariden des Getreides mit Hilfe dailr geeigneter
Pilzstamme, gekennzeichnet dadurch, da8 30 Vol .~% Bren-
nereischlempe als Nahrstoff sowie 2 Ma .-% i . TS aus
Schlempe durch HeiBwasser-Extraktion bei 62 °C fraktionier-
ter und gewaschener Brennereitreber als Enzyminduktor ent-

halten ist .

. Nihrmedium nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dal an-

stelle des fraktionierten Brennereitrebers der Ruckstand
einer HeiBwasser-Extraktion (65 - 70 °C) von Roggenkleie
in Verbindung mit Schlempe und anderen Néhrmedienbestand-

teilen verwendet wird.

. Ndhrmedium nach Punkt 1/2, gekennzeichnet dadurch, dal die

darauf gewonhenen Enzymkomplexe bei Kultivierung geeigneter
Stamme cellulolytische, xylanolytische, amylolytische und
glucanolytische Aktivitédten aufweisen, die durch Induktion

gebildet werden.
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