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Verfahren zur biotechnischen Herstellung von Cellulasen,
Hemlﬁellulasan und B-Glucosidasen
r~ —
fDie Erfindung betrifft ein Verfahren zur biotechnischen Herstellun
von zellulose-, hemizellulose= und B-glucoside-spaltemden Enzymen
im Emers- und Submersverfahren mittels selektierten und optimierte
Stdmmen aus der Gattung Penicillium, _ ,
Zur biotechnischen Herstellung von Cellulasen werden verschiedene
Schimmelpilze verwendet, so z. B, aktive Stdmme aus den Gattungen
Aspergillus, Trichoderma, Gliocladium und Penicillium. Die Produkt
von Cellulase mit Hilfe von Stémmen dexr Gattung Penicillium wird
mehrfach beschrieben,

Die von den angegebenen Stdmmen produzierten Cellulasen werden
alg Pest~ oder Flissigprédparat zur Spaltung von Zellulose aus |
- verschiedenesn Pflanzenmaterialien verwendet, so ze Be zum besseren
Aufechlufl von Obst und Gemuuqﬁ, zur Erhdhung der Saftausbeute,
zur Herstellung von Mazeraten und Sidften, fiir didtetische Zwecke
~und zum Aufschlufl von rxttermlutnln sow1e von Holz und Stroh zur
Gewinnung von Glukose zur Biomasseproduktion von EinzellereiweiB,

- Der effektivere Hinsatz eines Cellulasspriparates veriangt ein
geelgnetes Spektrum von cellulolytizchen und hemicellulolytischen
Enzymen, Zur Produkiion von Biomasse mittels Hefe miissen die
zellulosehaltigen Substrate bis zur Glukose sbgebaut werden, so da

neben einer hohen 61?, Cx- vor ‘allem auch eine hohe 0617Ob‘"°e~

aktivitét notwendig ist, Eine Anzshl von Cellulasepriparaten besit
ein flr den jeweilig praktischen Einsatz nicht cptimeles Enzymspek
de einzelne Enzymkomponenten geringere AktivitiZten sufweisen,
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Auch die mit Hilfe des Stammes Gliocladium produzierte Cellulase
besitzt Cellobiage in nicht ausreichendem Mafe. |
Zweck der Erfindung ist es, ein Cellulasepriparat unter produk-
tionstechnigeh rentablen Bedingungen’hérzustellen,'das ein breites
Enzymspek trum von Cellulasen und Hemicellulasen, vor allem mit
hohen Aktivitdten von 01— und CX- sowie Cellobiaseaktivititen hat,
bei gleichzeitig hohen hemicellulolytischen Aktivitédten, um zellu-
losereiche Substrate 1nten31v flir verschiedene Verwendungszwecke '
abbauen zZu konnen. '

Der_Erfindung liegt die‘Aufgabe zugrunde; durch Verwendung eines
geeigneten Stammes unter geeigneten Kultivieruﬁgsbedingunven ein
Enzympraparau zu gewinnen, das elne hohere Enzymakt1v1tat und
geeignetere Enzymzusammenseuzung hat als dle bisher begschriebenen
Stamme.

ErfindungsgendB wird die Aufgabe dadurch gélﬁst, daB ein Stamm

mit hohen cellulolytischen und hemicellulolytisChen AktivitEten
durch Verwendung zellulosehaltiger Substrate isoliert und durch
ein Screening ausgesucht wird und durch genotypische und phino=-
typische Optimierungen seine Enzymaktivitdten um 30 - 50 % gestei~-
gert werden.

Isolation und Selektion des ausgewdhlten Organismus

Zellulosetestbeutel nach UNGER wurden in Ackerbdden von
Getreidefeldern im Raum Stendal ausgelegt und nach einem viertel-
jdhrigen Verbleib zur Aufarbeitung wieder entnommen. Die Pilze,
die sich an der Zellulose der Beutel entwickelt hatten, wurden
durch Verwendung geeigneter zellulosehaltiger Ighrmedien mit
"Hilfe des Plattenverdiinnungstestes 18011ert. Der selektierte
Organismus wurde durch ein geelgnetes Screening~Verfahren auf
phosphorsi@uregeschwollener Zellulose (Clearing~Test nach
RAUTELA ) ausgewshlt. Im Submersverfahren wurde seine be-
sonders hohe Enzymproduktion nachgewiesen,
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Von der reingeziichteten Kultur wurden Einkeimkolonien argélégt
und die aktivste ausgewshlt, Der selektierte Klon entwickelte
verschiedene Varianten, die sich makroskopisch (Farbspiel,
Sporulationsintensitidt) und enzymatisch unterschieden, Diese
Varianten wurden in Hinblick auf ihre Ccllulaseakt1v1tau im
Submersverfahren selektierts

Stammbeschreibung

Der isolierte Stamm kounte nach dem giiltigen Bestimmungsbuch

'von RAPER und T HO M, AMenual of the Penicillia,
Williams and Wilkins, Baltimore 1949, als eine Varietdat der Art
Penicillium citreo viride bestimmt werden, Er stimmt mit den

in RAPER und TH OM begchriebenen Formenvarianten dleser
Art mnicht iiberein, sondern stellt eine eigene Varietdt dare
Disse Varietdt wurde daher als parvo-citreo bezeichnet. Eine
Beschreibung dieser Variet#i{ wurde in der Literatur noch nicht
Vorgenonmmen, Eine Einteilung des Stammes in die Art Penicillium
citreo viride wurde deswegen vorgenommen, da das Penicillien-
Formenspektrum sehr gro8 ist und eine systematische Eingliederung
in bisher beschriebene Gruppen = Arten angebracht erscheint,

Er grenzt sich von den beschriebenen Artenvarietéten wie folgt sb:
Wachstum auf Wirzeagar ist ausgebreitet, flach,_schwaoh samtig,
mit.konzent”ischer Ringbildung, Die Iuftmycelfarbe ist grin bis
grau=-griin, Die Substratmycelfurbe varilert von schwach gelblich
bis braun, Das Wachstum auf Czapek bzw. Czapek-Dox-Agar ist be-
grenzt, samtig bils schuwach wollig mit Faltenbildung., Die Iuft-
myceifarbe variier: von weill liber gelbllch bis hin zu rotlich-
violettem Schimmer,

‘Das mikroskopische Erscheinungsbild,kann‘wie folgt beschrieben
werden: ' |

Die Sporuvlation ist im allgemeinen nicht sehr stark und findet
im wesentlichen nur auf Wirze-Agzar und in geringerem MaBe auf
Sabouraud-Agar statt., Auf Wilrzeagar entspringer die Konidien-
trdger dem Iuftmycel und tragen einen charakieristischen monc-
verticillaten Pinsel. Die Konidientriger sind meistens unver-
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zweigt, gelegentlich tritt ein Seitenzwelg auf. Sie sind unter-
‘schiedlich lang von Mp - 26 p und simd glatt., Sie tragen 3 -_5}
selten 7 dicht stehende Sterigmen, Die Sterigmen sind glatt und
rohrenforulg, die durchschnlttllche Linge betridgt 5 u -9 Mo

Die Konidien bilden lockere Sgulenketten, die auch eine wirre
Anordnung breit auseinandergehendér Ketten Zeigen-kannen. .

Die durchschnittliche ILinge der Ketten betrdgt 17 u - 45 u. Die
Sporen sind rundlich, glatt und haben einen Durchmesser von

10 - 3 u. Die Sporen lUsen sich in den Ketten nur sehr schwer
voneinander, | » |
Der beschrlebene Stamm ist in der Stammsammlunﬂ der Humboldt=
Universitiat, Klelnmachnow be Berlin, Bereich Mikrobiologie der
Sektion NG7 und IMT unter der Ir, 2711 (4nmeldungsjahr 1973)
registriert. | ' |

Die biotechnischen Verfahren zur Herstellﬁng der Cellulasen,
Hemicellulasen und B=Glucosidasen konnen in Submers- und Emers-
kulturen durchgefithrt werden. i

Die Enzymproduktion erfolgt unter Verwendung billiger, natiirlicher

. lusgengsmaterialien, wobei ein Zusatz von nativer Zellulose

zum Kulturmedium die Enzymaktivitdten wesentlich érhaht. Zur
Steigerung bestimmter Enzymaktivitéten-kﬁnnenﬂ(— und/oder
B=Glukoside dem Medium zugesetzt werden.

Die Enzymproduktion im Emersverfahren erfolgt auf angefeuchteten
pflanzlichen lMaterialien, vorzugsweise Weizenklele und/oder Griinmehl.
Der sterile Nihrboden wird mit Sporen bzw. vegetativen lMycelien
beimpft, Die Inﬁubatlon erfolgt etwa bel 25 bis 35 OC und dauvert

2 bis 8 Tage. '

- Bei der Enzymproduktion im Submersverfahren wird von einer
Kulturenkonserve ausgegangen, wobei auf Weizenkleie=Griinmehl
oder Bierwiirzeagar geinmpft wird.

Nach einer Inkubation von 5 = 14 Tagen bei 25 - 35 9C wird
nochmals auf die gleichen NMedien abgelmpft und in gleicher
Welse kult1v1er».



Mt Sporenmycel-Gomlsch wird dle nachfolgende Inokulumstufe beimp

(1. Vorkultur). MLt dleser ersten Vorkult ur.werden Jje nach Bedarf
und GroBe des Produktlonsumfangﬂs weitere Propagationsstufen
(VOrkﬁlturen) angelegt, Die Vorkulituren dienen zur Beimpfung des
Produktionsmediums. Die erforderliche Impfmenge belduf+t sich

auf 0,5 big 10 %, wobel sich das Impfmaterial in der logarithmisc
Wachstumsphase befinden muB. Die Zusammensetzung der Nzhrldsung
fiir die Impfstufen und das Produktionsmedium sind gleich. Sie ent
halten Zellulose, Griinmehl und anbrganische,SalZe, gegebenenfalls
zugdtzlichol ~ und B-~Glucoside, |

"Die’ Enzymproduktlon erfolgt entweder in Schuttelkolben, im halb-

oder groBtechnischen MaBstab, Die groBtechnische Produkiion erfol

in Tanks mit Zwangsbeliif tung und Rithrung unter sterilen Bedingung

Zur Bekdmpfung der Schaumbildung wihrend der Fermentation werden
pflanzliche oder tierische Fette und Ole oder Ole au1 Silikonbasi:
eingesetzt, .

Die Fermentatlon igt beendet, wenn das Mycel in Autolyse uberve-
gangen ist und/oder die Enzymaktivitdten ihre Endwerte errelcht
haben.

Die lycel- und Nghrbodenbestandteile werden von der Kulturldsung
aogpnrennu. Aus dem Filtrat oder Zentrifugat wird in iiblicher
Weige entweder durch Elnenven im Vekuum ein Konzentrat oder durch

FEllung mit anorganischen Salzen, organischen Losungsmitteln,
durcb‘Ge 1arurocknung oder Sprilhtrocknung ein festes Iraparat
hergestellu.

4uf Grund der hohen Akiivititen an €

-~ und Cx~cellulclytischen
Enzymen sowie B8~Glucosidasen ist es

atlirliche, zéllu-
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losehaltige Ausgmsgsmaterialien zu spalfen.

Die Erfindung sgoll anhand von Beispielen n&her erliutert werden:
Bel spiel 1 : ' L.
Zur Herstelliung von zellulose~, hemizellulose~ und B-glucoside~-

spaltenden Enzymen im IabormaBstab werden Sporen bzw, das Sporen=
lycel~Gemisch aus der Konserve (1/3 Luvos-Heilerde IT, 1/3 Seesanc

/3 Akt VIOJlt) oder einer Wirzeagsr-% irial tungskul tur (2 % ungehor

Wirze, 2 % Agar, pH 5,6) auf HalvenATe!e-CruannL— oder Bierwiirze-

it

Aga fiverimpft, (uusamkerqct”u Z-dcs we*zen“luLveGrunmehlagaro:
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0,5 % Weizenkleie, 0,5 % Grinmehl, 2,5 % Agar in Leitungswasser).
Nach einer Inkubation von etwa 6 = 14 Tagen wird eine Use
Sporenmycel-Gemisch in 100 ml Produktionsmedium eingeimpfte
Dieses hat folgende Zusammensetzung. '

0,5 % Zellulose, 1,0 % Grinmehl, alkalisch aufgeschlossen,.

0,2 % KH H P04, 0,1% XK H PO4, 0,05 % Ng 804 .« 7 H,0,
Leltungswasser, pH 5,2 - 5, Oe

Es wird auf einer Fanal-Schuttelmaschlne 4 - 6 Tage be1 elner
Temperatur von 30 ¢ i 2 % geschuttelt, dann wird abfiltriert.
und das Filtrat im Vakuum bei 25 - 50 °C auf etwa 1/10 eingeengt.

Folgende Aktivititen wurden erreicht:
c, - Aktivitdt: 60 = 80 E/ml KF

CX ~ Aktivitdt: 50 - 70 g CMC/ml KF (spez, Abbau)

Cellobiase = Aktivitdt: 125 = 250 mU/ml KF
Xylanase = Aktivit#t: 5;0 = 6,0 mg Glukosegleichwerte/ml KF
Lichenase = Aktivitdt: 4 5 = 545 mg Glukoseble¢chwerce/ml Kr

‘Die Bestimmungen der'Enzymaktivitéten wurden wie folgt durchge-
fiihrt:

C,-Aktivitat:

1

Bestimmung in Anlehnung an die Filterpapiermethode nach
KITAMIKADO und TOYAiA (Hakko, Kogaku, Zasski 40, 85 (1962)

wnd refs C.A. 62, 1900 (1965) unter Verwendung von FI,-Chromato-
grafiepapier (Piltrak, Niederschlag) als Substrat:

Zur Ermittlung der Aktivitdt in Flissigprédparaten oder Kultur-
1lésungen wird 1 ml der EnzymlOsung in 4 ml Puffer gegeben
(Phosphat-~Puffer nach SCRENSEN pH 5,2) und mit 1 Stiick Filter-
papier von 1,5 x 1,5 cm Kantenlinge beschickt, Auf einer Schiittel=-
magschine (UnlversaWschuttelmaschlne Thys 1, VEB Lebortechnik Ilmenau
‘werden die Proben bei einer Schiittelfrequenz von 120 Schwingungen/Mi
und‘einer'Amnlitude von 2 cm bei 38 OC im Brutschrank oder Thermo-
raum geschiittelt. Die Zelt welche die volllge Zerstoruné des
Fllterpaplers angibt, wird vermerkt.

CX-(CMC)-AktiVitét:'

Die Bestimmung der C_-aktivitét erfolgt durch Hessung des Viskosi= |
titsabfalles der Na~Carboxymethylcellulose, Die Cx-Aktivitét in



Enzymprdparaten wird ausgedruckt als dle Menge Ne-ClMC in einer

Untezsucnangslosung, welche unter bestimmten Bedingungen durch

1 g oder 1 ml Enzym zu einem 75. %igen Vigkosititsabfall der Aus
'gangsv1sk051tau gefuhrt hat. Die Messung wird 1m Ubhelohde~Visk
- meter 1 durch@efuhrt.

| Gélibbiase-Aktivitéfs B e

leese Ak 1V1tau wird durch Abbzu von Cellobiose zu Glukose mlt
Hilfe des PFermognostbesteckes des AWD Dresden bestimmt, Hierbei
wird die Glukose durch die Glukoseoxydase-Reaktion ermittelt,

-~ Hemicellulase-Aktivitdt

'Es wird der Abbau von Hemicellulasesubstraten (z.B. Xylah) durcl
Bestimmung.der reduzierenden Zucker mit Hilfe der Dinitrosalicyi
séuremethode nach SUMNER (J, biol. Chemistry 47, 5 (1921) bestir

~Beigpiel 2

Zur Herétellﬁng von zellulose=-, hemizellulosei'und'B-glucoside-
gpaltenden Ehzyﬁen im groftechnischen MaBstab wird von der im
Beispiel 1 dargestellten Weizenkleie=Griinmehl- oder Bierwlirze~
agarkultur ausgegangen. )

- Mit dem Sporen-ugcelgemlsch dleser Stufe wird d;e Te Vorkultur
(1 Ose in 100 ml Wzhrltsung) beimpft.

Die beimprte KaulturlSsung: 0,5 % Zellulose, 1,0 % alkalisch -
‘aufgeschlossenes Grinmehl, 0,2 % NH4 H2 4 0,2 % K“QPO4

0,05 p‘MgSO4 BZO wird in Kolben auf Schiittelmaschinen

bei 30 o¢ % 2 o inkublert. Der pH=-Vert vor dem Beimpfen wird
auf 4,0 - 5,6 eingestellt. Jach 16 bis 24~silindiger Kulbtur wird
das lMycel zur welteren Vermehrung unter sterilen Bedlﬂbuﬂgen
ZUr 2, Vb*kultu* iterimpft, Die Vermehrung dieser Stufe ex folcu
in 200 i grofen Impftanks aus nichtrostendem Stahl, In den
Tanks werden 12C 1 HzhrlSsung mit glelcher usammengetaang

Wie bei der 1. Vorkultur zubereitet, sterilisiert und beimpft,
Die Impfmenge aus der 1. Vorkultur betrigt 1,2 bis 6 1 . 16 - 2/
Stunden nach Inlubationsbeginn wird mit dem Material der 2, Vor-
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kultur die Nghrldsung in einem 12 000 -1~ Tank aus nichtrostendem
Stahl beimpft, Zusammensetzung und pH—Wert der Wshrldsung sind ebenso
wie bei der 1, Vorkultur, Die Tankausrﬁstung entspricht der klassi-
schen Antibiotika=-Batch=Kultur, Der Tankinhalt betrégt“9000 1 und
wird mit 100 bis 500 1 der 2. Vorkultur beimpft., Wehrend der Kultur-
dauer von 96 bis 144 Stunden (je nach Beimpfungsmenge und angestreb-
" ter Kulturdauer) wird im Verh#ltnis 0,3 = 0,5 : 1/Min.; de he
10,3 = 0,5 m° sterile Tuft auf 1 m> KL/Min, beliiftets

Die Schaumbek&mpfung erfolgt mit pflanzliéhen Olen (Rapsol)
oder mit Olen auf Silikonbasis.

Die Fermentation wird beendet, nachdem das Mycel teilweise in.
Lyse iibergegangen ist. Der End-pH-Wert betrigt 4,0 bis 4,5.

Das Mycel wird durch Separation von der Fliigsigkeit getreunnt,
Das Filtrat wird in einem Vakuun-Unlaufverdampfer auf etwa 1/10
des Ausgangsvolumens bei 30 ¢ eingeengte

. Die’Enzymaktivitéten des-Konzeﬁtrates betragen:

01 ~ Aktivitdts 180 - 220 E/nl |

CX o - Aktivitédt: 400 - 600 g CMC/ml (spez, Abbau)
Cellobiase -~ Aktivitdt:s 500 = 700 mU/ml

Xylanase - Aktivitdt: 50 - 55 mg Glukosegleichwerte/ml

Iichenase = Aktivitét: 50 - 60 mg Glukosegleichwerte/ml

‘Bei der Rickverdinnung des Konzentrates zeigt sich ein maximalexr
Aktivitdtsveriust von 10 = 20 %,

Aus dem Konzentrat kann anschliefiend die Fgllung des Enzym-
komplexes nach bekannten Methoden, wie beisplelsweise mit

g NH4—Sa1zen, Aceton oder Tannin vorgenommen werden,
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Patentanspruch

1e Verfahren zur biotechniséhen Herstellung von Cellulasen,
Hemicellulasen und B-Glucogidasen im Emers- oder Submersver-
fahren mitiels eines Stammes der Gattung Penicillium citreo-
viride, dadurch gekennzeichnet, dal ein auf>zellulosehaltigen
Substraten und durch Klonselektion ausgewzhlier Stamm

vare. parvocitreo sowle seiner daraus entstehenden genetischen
 Vgrianten in einem Medium mit Zellulose mit oder ohne Griinmehl
bzwe allein Verwendung findet,

. 26 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 durch
' jewelligen Zusatz vond - und/cder B-glukosidisch gebundeneﬁ
Xchienhydraten eine'steigerung spezieller cellulolytischer,
hemicellulolytischer und Cellobiaseaktivitédten erreicht wird.

3« Verfahren nach Ahspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB mit
Hilfe seiner Enzymektivitdten, die wihrend seiner Kultivierung
entstehen, zellulosehaltige Substrate aufgeschlossen werden,
die zur éigenen Bilomassebildung oder zur Biomassebildung an-
derer Mikrovrganismen dienene.. ' : *
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