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Verfahren und Vorrichtung zur Herstellung von pektinoly-
tigchen Enzymen '

Anwendungsgebiset der Brfindung

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine Vor-~
richtung zur Herstellung von pektinolytischen Enzymen durch
Kultivierung von Schimmelpilzen, Die nach dew erfindungs-
gemaBen Verfahren hergestellﬁan pektinolytischen Enzyme
bzw, die solche enthaltenden Kulturldsungen werden in der
obst-~ und gemiiseverarbeitenden Industrie eingesetzt., Sie
dienen zur Fruchtsaftklarung, zur Ausbeutesteigerung beil
der Fruchtsaftgewinnung, aulerdem werden sie zur Mazeration
von Obst und Gemiise verwendet., ’

Charakterigtik der bekannten technischen Losungen

Es ist bekannt, daB verschiedene Schimmelpilze, davon sol=-
che der Gattung Aspergillus, unter geeigneten Kulturbe~
dingungen im Bmerg~ und Submersverfahren pektinolytische
Enzyme produzieren. Im Falle der Produktion von Pektina-
sen nach dew Submersverfahren wird die erforderliche Kul=-
turflissigkeit in einem Schiittelkolben oder Fermentor mit
Konidien des Schimmelpilzstammes oder wit vegetativenm
Myzel desselben bzimpft.
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Die Population wird anschlieBend unter Séhﬁtteln der Koli~-
ben oder unter Riihren und Beliftung im Feruentor zum Wachsen
gebracht. Im Verlauf der Kulturfilhrung synthebtisiert das
Pilzmyzel pektinolytische Enzyue, die in die Kulturflissig=-
keit ausgeschieden werden, Durch -die bekannten Verfahren
mit submerser Kulturfithrung werden jedoch nur relativ ge-
ringe Ausbeuten,‘bis etwa eine Einhelt Pektinaseaktivitat
pro Milliliter Kulturfiltrat an pektinolytischen Enzymen
erzielt., Die Einheit der Pektinaseaktvivitdt ist definiert
durch die Pektinmenge in g, die von 1 ml Kulturfiltrat in
ihrer Viskositdt um 30 % gesenkt wird. Nachdem man erkannt
hatte, daB beim Submersverfahren der Kultivierung von Schim-
melpilzen, insbesondere bei der Kultivierung von Aspergillus
niger, eine KliUmpchenbildung durch das Zusammenballen des
Myzels wdhrend des mechanischen Mischens eintritt, ist man
dazu ﬁbergegangén, diese Submerskultivierung zu modifizieren.

Nach einem dieser bekannten Verfahren (4. A, Martakov und
0. P, Dianova; Izv, Akad. Nauk Kaz, SSR , Ser. Biol. 5 (6)
54 - 99 (1967)) wird eine glinstigere fadchen~ und schwamm-—
artige Myzelstruktur dadurch erhalten, daB man die Kultur-
flissigkeit in dem betreffenden Behdlter kreisen laft, wo=-
bei durch die Zentrifugalkraft beim Wachsen des Myzels ein
dichter Ring an der Kolbemwand entsteht. Von den gleichen
Autoren wird auch eine andere Verfahrensvariante angegeben,
Bei dieser bekannten Verfahrensweise wird zunéchs?t die Kul~-
turfliissigieit mit Sporen des Schinmelpilzes beimpft und
im Buersverfahren innerhalb von 6 bis 7 Tagen eine dichte
 Myzelschicht erzeugh. Vow Zeitpunkt der Sporenbildung an
wird der Kolben mit der Kulturfliissigkeit auf einen Schiit-
telapparat gestellt und die weitere Fermentation nach dem
Submersverfahren vorgenommen., Im Ergebnis wird eine Rule-
turfliissigkeit mit einer erhdhten péktinolytischen Aktivi-
tdt gegeniiber einer im herkdmmlichen Submersverfahren er-
haltenen Kulturfliissigkeit erhalten, | |
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Die letztgenannten Verfahren erfordern nach wie vor ein
Rilhren bzw. Schiitteln des Behdlters und sind daher in tech-
niachen Dimensionen nur mit zus&tzlichem Aufwand zu reali-
sieren. Abgesehen davon, wird durch die zuletzt genannten
Verfahrensweisen die Enzymaktivitdt gegeniiber der beim
Submergverfahren nicht in solcher GroBenordnung erhdht,

wie es fir die technische Anwendung wiinschenswert ist,

Zur Durchfiilhrung von bekannten Verfahren der Fermentation
im Submersverfahren werden Behdlter, d. h. Fermentoren zur
sufnshme der Kulturfliiesigkeit benutzt, die ein Beliiftungs-
systen fir die Luftzufubr und einen gegebenenfalls auBer-
halb des Behdlters angebrachten Heizmantel bésitzen. Diese
Yorrichtungen sind auch mit einem Deckel ausgeriistet. Es
gind ebenfalls Fermentationsbechalter bekannt, die ein Riithr-
werk zum Durchmischen des Kulturmediums besitzen. Besondere
Fermentationsbehéitery die fir den Ubergang der Kultivierung
von Schimuelpilzen nach dem Emersverfahren in das Submers—
verfebren eingesetzt werden, sind nicht bekannt.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, eine Xulturfliissigkeit
zu erhalten, deren Enzymaktivitdt wesentlich erhlht ist ge-
geniiter Kulturfliissigkeiten aus herkommlichem breiartigenA

¥yzel, Im Vergleich zu bekannten LOsungen soll dariiber hin-

"gus der mit dem Verfahren verbundene apparative Aufwand ver-

ringerv werden.

Darlegung deg Wesens der Erfindung

Gegenﬁbér einer von Beginn der Kultivierung eines Schimmel-~
pilzes an submers geflihrten Verfahrensweise geht die bereits
bekannte zunichst emers begonnene Kultivierung, die dann
submers fortgesetzt wird davon aus, eine schwammige Struk-
tur des Myzels zu erzeugen., | |
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Diese Struktur wird fiir wesentlich angesehen und die wei~-
tere Verfahrensweise als von geringem EinfluB auf die Er-
héhung der Enzymaktivitét, Die Durchfiihrung dieser bekann-
ten Verfahren in technischem Maflstab erfordert einen er~
heblichen Aufwand., Aus der obigen Zielstellung ist die Auf-
gabe abgeleitet, eine Verfahrensweise aufzuzeigen, die nach
der zundchst emers begonnenen Kultivierung im weiteren Ver-
fahrensverlauf zu hchen Enzymektivitéten fihrt.

Nach dem erfindungsgemédBen Verfahren zur Herstellung von
pektinolytischen Enzymen durch Kultivierung von Schimmel-
pilzen, insbesondere solchen der bekannten Gattung Asper-
gillus, vorzugsweise der Art Aspergillus niger, in kohlen~
hydrat- und stickstoffhaltigen Nahrmedien, wird zundchst
emers und anschlieBend submers kultiviert und nachfolgend
die enzymatisch aktive {ulturflissigkeit vom Myzel abge-
trennt und frische Kulturflﬁssigkeit‘zugefﬁhrtg'Die Kulti--
vierung wird in dieser Weise kontinuierlich weitergefihre.
Wesentlich ist, daB eine Kulturfliissigkeit I, die die Tiir
das Wachstum des Schimmelpilzes erforderlichen kohlenhy~
drat~ und stickstoffhaltigen Nahrstoffe enthdlt, insbeson~
dere mit einem Gehalt von 4 Gew.% Zuckerriibenextrakt und
1 Gew.% NH4N03 it dem Schimmelpilz beimpft wird und, daB
innerhalb von 2 bis 5 Tagen bei 28 bis 32 °¢ eine Myzel-.
~decke emers vorgeziichtet wird. Wesentlich'ist weiter, daf
anschlieBend eine Kulturfliissigkeit II, die neben den er-
forderlichen Nahrstoffen eine Puffersubstanz enthdlt, ing-
besondere mit einem Gehalt von 2 bis 4 Gew.% Zuckerriiben~
xtrakt, 1 Gew.% NH4N03 und 0,2 bis 1 Gewé% KHgPO4 in der
Weise zugefihrt wird, daB durch den Anstieg der Flissig~-
keitsoberfléche bedingt die Myzeldecke in geringem Abstand,
insbesondere im Abstand von einigen Zentimetern, unterhalb
der Flissigkeitsoberfléche unzerstdrt verbleibt. Die Kul~-
tivierung wird dann submers in 5 bis 8 Tagen mit nach den
ersten Tagen zunehmender Beliiftung uniter Erhaltung der
Hlyzeldecke weitergefiihrt und mehrmals ein Austausch der
erhaltenen enzymatisch'aktiven_Lbsung durch frische Kul-
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turfliissigkeit II vorgencumen,

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist in einer besonderen,
ebenfalls erfindungsgemdBen Vorrichtung, sehr vorteilhaf%
durchzufihren. Diese Vorrichtung, siehe Figur 1, stellt
einen Fermentor dar, sie besteht in ihren wesentliehen Teiw-
len aus einem Beh&@lter 1, dessen Durchmesser so gewshlt
ist, daB eine groBe Fliissigkeitsoberfliche resultiert, zur
Aufnahme der Kulturflissigkeiten, einen im unteren Teil
innerhalb des Behdlters angeordneten Iuftverteiler 2, siehe
auch Figur 2, der aus einem Zentralrohr 3 fir die Luftvere
teilung mit in horizontaler fbene angebrachten Verteiler-
rohren 4, die wit zahlreichen Bohrungen oder Diisen 15 zum
Iuftaustritt versehen sind und einem Luftzﬁfﬁhrungsrohr 10
besteht, einer in etwa halber Hohe im Behélter in horizon-
taler Fbene angebrachten siebartigen Platte 5, die sich
Uber den gesauiten horizontalen Querschnitt erstreckt un
deren Anbringung & éine gleitende Verschiebung in vertik

ler Richtung gestattet, einen wit Flansch 7 und Tragﬂsen 8
versehenen Deckel 9 und Zuleitungen 13 sowie einer Ablei-
tung 14 und gegebenenfalls einen deizmantel aw EuBeren un-
teren Teil des Behédlters, Die in den Verteilerrohren angem-
brachten Bohrungen oder Diigsen besitzen einen Durchmesser
von 0,6 bis 1,2 mm und es handelt sich um etwa 1500 Stiick
pro m? querschnlftsflache.

Nach dem erfindungsgemiBen Verfahren wird die hochaktive
Myzelform hergestellt, indem in den beschriebenen Fermen-
tor 1 zunéchst ein bestimmtes Volumen einer fiir den be-
treffenden Schimmelpilz geeigneten Nihrldsung mit Konidien
eines Schimmelpilzes, z. B. Aspergillus niger, beimpft
wird und sich nach 2-~5 tégiger Standkultur unterhald der
siebartigen Platte auf der Flissigkeitscberfldche eine
Myzeldecke 11 ausbildet. Bs wird dann weitere NNZhrldsung
in der Weise zugegeben, daB die Myzeldecke unter der Fliige
sigkeitsoberfliche 12 an der 51303ftLg,n Platte deponiert
bleibt,
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AnschlieBend wird mit zunehmender Intensit#t beliiftet.
Wahrend der Kultivierung bildet sich ein Myzel aus, das
pektinolytische Enzyme in die Nahrldsung ausschiittet.
Nach Beendigung der Kultivierung und Ablassen der Kultur-
fliUssigkeit kann neue Nahrldsung in den Behdlter gege—i
ben und auf diese Weise die Kultivierung mehrfach unter
Verwendung ein und desselben Myzels durchgefiihrt werden.

Der Vorteil dieser technischen Losung besteht darin, daB
in einem geschlossenen System unter submersen Bmdlngun@en
hohe “nzymausbeu+en erzielt werden, bei gleichzeitiger
Bertcksichtigung toxikologisch~hygienischer Belange. Da-
riber hinaus kann eine Myzeldecke mehrfach genutzt und
die Produktivitit des Verfahrens in dem beschriebenen
Fermentor wesentlich erhdht werden,

Die Erfindung soll an folgendem Ausfihrungsbeispiel er-
lautert werden:

Beispiel

Der fiir die Herstellung von Pektinagse vorgesehene Behdlter
wird mit einer solchen Menge der Kulturflissigkeit,. die
Ahigen Zuckerrilbenextraks un@ 1% HN4N03 enthalt, gefiillt,
daB sich der Flissigkeitsspiegel unterhalb einer im Re-
h@lterinneren in horizontaler Ebene angebrach%en siebar—
tigen Platte befindet. Die Kulturflissigkeit I wird nun

in iblicher Weise mit einer Konidienabschwemmung eines be-~
~ kannten Aspergillus niger Stammes beimpft »

Nach 2 bis 5 Tagen Standkultur bei 30 °C bildet sich auf
der Qberfliche der Kulturflﬁssigkeit I eine geschlossene
kraftige Myzeldecke aus, Zu der RKulturflissigkeit wird
nun soviel Kulturfliissigkeit II, die 2 bis 4%igen Zucker—
ribenextrakt, 1 % NH, I VO3 und 0,5 % KHBPOZf enthdlt, hinzu-~
gegebten, daB sich der Flussigkeitsspicgel etwa 5 - 10
Zentimeter oberhald der sliebartigen Platte bbfwnaet Dureh
die Siebplatte wird die Myzeldecke unter der Fliissigkeits~
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oberfléche zurlickgehalten. Die weitere Kultivierung er-
folgt bei 30 °C und anfangs unter schwacher Beliiftung,

um picht durch starke Fliussigkeitsbewegungen die Decken~
struktur zu zerstoren. Im Verlauf von 5 Tagen kommt es

zu eiper welteren Verstérkung des Myzels und zur Bildung
von pektinolytischen Enzymen. Die Beliiftung wird am zwei=
ten Kultivationstag erhtht und in den darauffolgenden Ta- -
gen weiter gesteigert. Nach 5- 8 Tagen wird die Kultur~
10sung aus dem Fermentor abgelassen und die entsprechende
Menge einer frisch zubereiteten, sterilen Kulturfliissige
keit 1I wieder hinzugegeben. Die Beliiftung wird auf 1
Luft/ Medium/min eingestellt. Die optimale Rnzymaltivie
tdt ist bei dem 2. Fermentationsansatz bereits nach 4 - 6
Tagen erreicht. Die enzymatisch aktive Kulturflissigkeit
wird erneut abgelassen und durch frische Kulturfliissig-
keit II ersetzt, Insgesam}{ lassen sich etwa 5 - 10 Wechsel
it jeweils 4 ~ & Tagen Fermentationsdauver durchf tUhren.
Im Vc lauf einer Fermentation veridndert sich der pH~Wert
von etwa 5 auf 2,5 big 3. Die Pektinascaktivitids erreicht
Werte bis zu 15 E/ml. Die Bestlmmlng der Pektinaseaktivim
tat wird wie felgt qurcnbefuhtu.

2 wl einer 1%igen PektinlOsung wit einem pH 4,0 (be rech-
net auf Reinpektin) werden mit 1 ml Fermentlosung ( 9 ml
Lzetatpuffer pH 0,4 + 1 ml Kulturfiltrat; gegebenenfalls
weitere Verdlinnung wit dem genannten Puffer) vermischt
und 20 win bei 30 °C inkubiert, Nach der Inaktivierung
des Enzyms (2 min, im kochenden Wasserbad) Wird wmin in
kaltem Wasser abgekithlt und 10 min bei 30 °_¢ +emperlert.
fnschlieBend wird die Zeit gemessen, die die Pekbtinldsung
benotigt, wm in einer 0,7 ml Pipette von 0 - 0,03 ml aus-
zulaufen. Blindwert: 2 ml Pektinldsung + 1 ml Azetatpuffer
PH 4,0 {Auslaufzeit: 6,8 - - 7,5 sec),
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Erfindungsanspruch

1.

2.

Verfahren Zuf Gewinnung von pektinclytischen Enzymen
durch Kultivierung von Schimmelpilzen, insbesondere
solchen der bekannten Gattung Aspergillus, vorzugs—
weise der Art Aspergillus niger, in kohlenhydrat- und
stickstoffhaltigen Néhrmedien wit zunidchst emerser und
anschlieBend submerser Kultivierung und nachfolgender
Abtrennung der enzymatisch aktiven Kulturfliissigkeit

sowie erneuter Zufithrung frischer Kulturfliissigkeit und

kontinuierlicher Weiterfiihrung der Kultivierung,’dadurch
gekennzeichnet, daB eine Kulturflissigkeit I, die die
fiir das Wachstum des Schimmelpilzes erforderlichen koh-
lenhydrat— und stickstoffhaltigen Nahrstoffe enthilt,
insbesondere wit einem Gehalt von 4 Gew.% Zuckerriihen-
extrakt und 1 Gew.% NHANOB’ mit dem Schimmelpilz be-
impft und innerbalb von 2 bis 5 Tagen bei 28 bis 32 %
eine Myzeldecke emers vorgezichtelt wird und anschlies~
send eine Kulturflissigkeit II, die neben den Nahrstof=-
fen eine Puffersubstanz enthilt, insbesondere mit einem
Gehalt von 2 bis 4 Gew.% Zuckerriibenextrakt, 1 Gew.%
NH4N03 und 0,2 bis 1 Gew.% KHEPO4, in der Weise zuge~
fihrt wird, daB durch den Anstieg der Fliissigkeitscber-
flédche bedingt, die Myzeldecke im geringen Abstand un-
terhalb der Fliigmsigkeitscberfliche unzerstort verbleibt
und danach die Kultivierung submers in 5 bis 8 Tagen,
mit nach den ersten Tagen zunehmender Beliiftung, unter
Erheltung der lyzeldecke weitergefithrt und mehrmals ein
Austausch der erhaltenen enzymatisch aktiven Lisung
durch frische Kulturfliissigkeit II vorgenbmmen wird.
Vorrichtung zur Gewinnung von pektinolytischen.Enzymen
durch Kultivierung von Schimmelpilzen

, gekennzeichnet durch einen Behdlter (1) zur
Aufnahme der Kulturfliissigkeit, einen im unteren Teil
innerhalb des Behdlters éngeor&neten Iuftverteiler (2),

der aus einem Zentralrohr (3) fiir die Iuftverteilung
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mit in horizontaler Ebene angebrachten Verteilerrohren
(4), die wit zahlreichen Bohrungen oder Disen zum Luft-
austritt versehen sind und einem Luftzufiihrungsrohr (10)
besteht, einer in etwa halber Hohe im Behidlter in hori-
zontaler Ebene angebrachten siebartigen Platte (5), die
sich Uber den gesamten horizontalen Querschnitt erstreckt
und deren Anbringung (6) eine gleitende Vérschiebung in
vertikaler Richtung gestattet, einen mit Flansch (7) und
Tragdsen (8) versehenen Deckel (9) und Zuleitungen (13)
sowie einer Ableitung (114) und gegebenenfalls einen Heiz~
mantel am duBeren unteren Teil des Behdlters.

Hierzu 41 Blatt Zeichnungen
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