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(57) Verfahren zur Herstellung von Cellulasen und Hemicellulasen mit
Hilfe eines Stammes der Gattung Trichoderma. Der Erfindung liegt die
Aufgabe zugrunde, durch Verwendung eines geeigneten Mikroorganismen=
Stammes unter geeigneten Kultivierungsbedingungen und Aufarbeitungs-
verfahren ein Enzympridparat mit besonders hohen cellulolytischen und
hemicellulolytischen Aktivitdten zu gewinnen. Durch ein umfangreiches
Screening auf Holz und die Eignung zur Hydrolyse von mechano-chemisch
aufgeschlossenem Stroh als Siebstufe wurde ein als Subspecies non-
verrucosa benannter Trichoderma viride-Stamm selektioniert und phé- .-
notypisch optimiert. Die Enzymproduktion im Emers- oder Submersver-
fahren erfolgt unter Verwendung billiger, pflanzlicher Ausgangsmate-=
rialien, 2z.B. Griinmehl (hydrolytisch aufgeschlossen), mit oder ohne
Zusatz von Zellulosen unter Kultivierungsbedingungen, bei denen eine
' maximale Enzymausschiittung stattfindet. Nach Abtrennung der Myzei-
" und Ndhrbodenbestandteile wird ein Kulturfiltrat bzw. Konzentrat
oder Festprdparat mit hohen Cq=celluleclytischen Aktivitdten gewonnen,
+ das zum Abbau zellulosereicher Roh~ und Abfallstoffe besonders geu o
eignet ist. _ .
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Anwendungsgébiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur biotechnischen
Herstellung von zellulose- und hemizellulosespaltenden
Enzymen im Emerse- und Submersverfahren mittels eines se=-
lektionierten und optimierten Stammes aus der Gattung
Trichoderma,

Mit Hilfe der angegebenen Enzyme werden zellulosereiche
Roh- und Abfallstoffe gespalten, so daB ihre 1ltslichen
Spaltprodukte durch Mikroorganismen weiter verwertet wer-
den konnen, zs B. zur Gewinnung von mikrobiellem EiweiB
und verschiedenen mikrobiellen Endprodukien wie Alkohol
oder organischen Siuren, Weiterhin werden Cellulasen zur
Optimierung und Rétionalisierung von Verfahren in der Le=
bensmittelindustrie eingesetzt, so z. Be zur Erhthung der
Saftausbeute bei Obst und Geniise, zur Herstellung von Ma-
zeraten und Saften sowie zur Erhohung der Alkoholausbeute
bel der Spritlierstellung.

Charakterisiilk der bekannten technischen Lﬁsungéno
Der effektive Einsatz eines Cellulasepriiparates vérlangt

ein geeignetes Spektrum von cellulolytischen und hemicele
lulolytischen Enzymen. Zur Bildung von Glukose aug dex



| 196387 2%
Zellulose von Stroh u. a. zellulosereichen Roh- und Abfall-
produkten miissen hohe 01 y C -cellulolytlsche, bestimmte
Cellobiase~ und Hemlcellulase-Akt1v1taten vorhanden sein.
Eine Anzahl von Cellulaseprédparaten besitzt nicht dags ge=
eignete Enzymsﬁektrum, da einzelne Enzymkomponenten gerin-
gere Aktivitéten aufweisen, wie zs Bo Préparate von Asper-

' giilus- und Penicillium=Arten, Auch die mit Hilfe der Stém-
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me Gliocladium spec. Kleinmachnowi und Penicillium citreo=- .
viride produzierten Cellulasen besitzen noch nicht die ge-
eignete Zusammensetzung der notwendigen Enzymaktivitdten.
Dagegen produzieren Trichoderma-Arten, vor allem T. viride
ein besonders geeignetes Enzymspektrum zum Abbau von zel=
lulosereichen Roh- und Abfallstoffen. | |

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, ein Cellulaseprdparat unter pro=-
duktionstechnisch rentablen Bedingungen herzustellen, das
hohe Enzymaktivitdten und ein geeignetes Enzymspektrpm'von

Cellulasen und Hemicellulasen besitzte

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Epfindung liegt die Aufgabe zugrunde, durch Verwendung
eines geeigneten Stammes der Gattung Trichoderma unter ge=-
eigneten Kultivierungsbedingungen und Aufarbeitungsverfah-
ren ein Enzymprdparat zu gewinnen, das ein geeigneteres
Enzymspekirum mit hoherer Aktivitét besitzt als die bisher
beschriebenen Stémme, ' '
ErfindungsgemiB wird die Aufgabe dadurch gelost, daB ein-
Stamm mit hohen cellulolytischen und hemicellulolytischen |
Aktivitdten aus geeigneten zellulosehaltigen Substraten
unter Bedingungen, die die Cellulasebildner besonders ent-
wickeln lassen, isoliert; durch geeignete Screeningmethoden
aus einer Vielzahl von ebenfalls cellulolytisch aktiven Mi-
kroorganismen ausgewdhlt und durch phénotypische Optimie=-
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rung seine Enzymaktivitdt gesteigert wird.

Isolation und Selektion desg
ausggewdhlten Organisnus

Holzstlicke werden in einer feuchten Kammer bei verschicde-
nen Temperaturen im Bereich von 20 - 60 °C inkubiert und
die sich darauf entwickelnden Mikroorganismen auf geeigne=
te zellulosehaltige Nshrbdden mit Hilfe von Anreicherunge=-
und Verdimmungsmethoden abisoliert, Die isolierten Organige
men werden durch ein spezielles Screening-~Verfahren in vers
gchiedenen Siebstufen ausgewdhlt, so auf phosphorsiurege~
schwollener Zellulose im Clearing~Test nach (RAUTELA und
COWLING (Apple Microbiole. 14, 892 (1966)) und in Submers-
kultivierung durch Erfassung der C1~; CX-, Cellobiage=,
Xylanase- und Lichenaseaktivititen. Dabei miissen sich bee
sonders hohe Enzymaktivitéten zeigen, wobei die der zwei
Cellulasebildner Gliocladium spec, und Penicillium citreo=

vvirido ale Bosiscktivitdten zu erreichen sinde

Die besondere Zignung zur enzymatischen Hydrolyse von Stroh
wird an mechano-chemisch sufgeschlossenem Stroh als ente
scheidende Screening=-Stufe getestets

Stammbeschr eilbung

Der selektionierte Stamm konnte nach dem Begtimmungssohliis=
sel fUr Trichoderma-Arten nach RIFAI (Mycol. Paper 116,

1 = 56 (1969)) nicht exakt eimer Art zugeordnet werden,
gteht aber Trichoderma viride nehe,

‘Der Stamm der Gattung Trichoderma igt durch folgonde Mer&w
~male gekennzeichnsis

Makrosiopisches Wachstun: Auf Malze, Czapek-Dox= und Hafer=

Frbemebl~-Agar ausgebreiteies, niedriges, lockeres, teilwel-
se gpinunwebartiges Mgzc letzteres vor allem auf Hafer~
Erbemehle-Agar. Das spin webartige Hyzel Uberzieht eine
lockere Nyzelmatte.
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Die Farbtonung ist im allgemeinen graugrin und wird mit
gunehmendem Alter intensiver dunkelgriin - blaugriine Gele-
gentlich tritt eine gelbgriine Farbtonung auf, Haufig tre-
ten zuerst dunkelgriinere Stellen auf, bedlngt durch eine
tuffartige Sporenbildung. .

Die Unterseite ist farblos; nur auf Hafer-Erbsmehl tritt

‘ein typischer KokusnuBSgeruch auf.

Mikroskopisches Wachstum: Niederliegendes Myzel, teilwei-

se von Iuftmyzelfsden liberzogen, Das Myzel ist glatt,
farblos, Nur auf Hafer-Erbsmehl bilden sich hyaline Chla-
mydosporen, die rund - schwach oval sind., Sie entstehen
entweder dlrekt in der Hyphe oder terminal an kurzen Sei-

.tenzweigen.

15

20

25

Die Konldlentrager gind unterschiedlich lang, je nach der
Verzwelgung81nten31tat (14 - 50 a1 Linge)s Konidientriger, ‘
die in Tuffen gebildet werden, sind stérker verzweigt.
Die Seltenzweige gehen im stumpfen Winkel oder rechtwink-
lig ab. Sie stehen entweder einzeln oder unregelmifiig
wirtelig zu 2 - 3. Die Seitenzweige sind 8,5 =~ 15 m lang
und enden immer mit einer Fhialide. Konidientréger und

‘Seitenzweige sind gewthnlich glatt, auf Czapek-Dox~-Agar

bilden sich jedoch gelegentlich Warzen ause

Die geitlich gebildeten Phialiden stehen einzeln sowle in
falschen Wirteln zu 2 - 5; sie entspringen rechtwinklig
oder stﬁmhWinkliﬂ am Seitenzweige. Ihre Linge variiert

‘von 6 = 11 m3 die einzeln abgehenden Phialiden sind lén=-

ger (9 - 11 ).

- An ‘der Spitze der Phialiden entstehen Sporen, zu 1 - 12,
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die zusammengeballt aneinanderhaften und ein kopfchenar=-
tiges Aussehen ergeben, Die Sporen sind runcélich -
schwach oyal (1,8 - 2,3 m x 2,8 - 3,7/u). Auf Czapek-Dox;
Agar sind die Sporen im allgemeinen rundiicher (1,9 -

3,1 1 @), Alle Sporen sind glatt und haben keine Anzei-
chen von Warzen, was sonst typisch ist fiir Trichoderma
viride, Aus diesem Grunde, sowie einiger weiterer kleine-

rer Abweichungen diirfte der vorliegende Stamm sich deut-

‘lich von typischen Trichoderma viride-Stémmen unterschei-
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den, wenn er auch morphologisch ihm ghnlich ist, Er wird
somit zukiinftig als T. viride subspec. nonverrucosa ange=
gprochens

Der beschriebene Stamm ist in der Stemmsammlung der
Humboldt-Universitdt, Kleimmachnow bei Berlin, Bereich
Mikrobiologie der Sektion Nahrungsgﬁterwirtschaft und
lebenumltteltechnologle unter der Fre 2713 (Anmeldungs=
aahr 1975) registrierts -

Die biotechnischen Verfahren zur Herstellung der Cellula-
sen, Hemicellulasen und B~Glukosidasen ktnnen in Submerse
und Emerskulturen durchgefihrt werden,

Die Enzymproduktion erfolgt unter Verwendung billiger,
natirlicher Ausgangsmaterialien, wobel ein Zusatz von na=-
tiver Zellulose zum Xulturmedium die Enzymaktivitdten we-
sentlich erhtht. Zur Steigerung bestimmter Bnzymaktiviti-
ten ktmnen o = und/oder B-~Glukoside dem Medium zugesgetzt
Werdene o

Die Ehzymproduktion im Emersverfahren erfolgt auf ange-
feuchteten pflanzlichen laterialien, vorzugsweise Weizen-
kleie und/oder Griinmehl., Der sterile Tghrboden wird mit
Sporen bzw. vegetativen hyzellen beimpfte Die Inkubation
erfolgt etwa bei 25 bis 35 °C und dauert 2 bis 8 Tage.

Bel der Enzymproduktion im Submersverfahren wird von einer
Kulturenkonserve ausgegangen, wobei auf Weizenkleig=Criin-
mehl oder Bierwiirzeagar geimpft wird.

Nach einer Inkubation von 5 - 14 Tagen bei 25 = 35 O

wird nechmals auf die- ‘gleichien Medien abgeimpft und in glei-
cher VWeise kultiviert,

Mit Sporen bzw. einem Sporen/Myzelgenisch wird die nachfol~
gende Inokulumsiufe beimpft. Diese kann eine Produktions=-
oder eine Vorkulturstufe sein. Mit einer Vorkulitur werden

e nach Bedarf und GrcdBe des Produktionsunfanges weitere
L“o,avdhlonsstufcn (Vorkulturen) angelegt, Diese Vorkulturen

dienen zux Belmpfung des Produktionsmediums. Die erforderlis~
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che Impfmenge belauft sich auf 0,5 bis 20 %, wobei sich
das»Impfmaterlal in der logarithmischen Wachstumsphase be-
finden muB. Die Zusammensetzung der Ndhrlosung fiir die
Impfstufen und das Produktionsmedium sind gleibh.'Sie ent-
halten Zellulose, Griinmehl und anorganische Salze, gegebe=
nenfalls zustitzlich & = und B-Glukosides

Die Enzymproduktion erfolgt entweder in Schiittelkolben,

im halb- oder groBtechnischen MaBstab, Die groftechnische
Produktion erfolgt in Tanks mit Zwangsbeliiftung und Rih-
rung unter sterilen Bedingungene Zur Bek&mpfung der Schaum=
bildung wihrend der Fermentation werden pflanzliche oder
tierische Fette und Ole oder Ole auf Silikonbasis einge-
getzt, _

Die Permentation ist beendet, wenn das Myzel in Autolyse
{ibergegangen ist und/oder die Enzymaktivitdten ihre End-
werte erreicht habene

Die Myzel- und Nzhrbodenbestandteile werden von der Kultur-
16sung abgetrennte. Aus dem PFiltrat oder Zentrifugat wird

in iiblicher Weise entweder durch Einengen im Vakuum
und/oder Ultrafiltration und/oder Gelfiltration ein Kon-
zentrat oder durch Fillung mit anorganischen Salzen, ore
ganischen Losungsmitteln, durch Gefriertrocknung oder
Sprithtrocknung ein festes Prédparat hergestellt.

Ausfilhrungsbeispiele

Beispiel 1:

Zur Herstellung von zellulose=-, hemizellulose- und
B=glukosidespaltenden Enzymen im LabormaBstab werden Spo-
ren bzws das Sporen/Myzel-Gemisch gus der Konserve (1/3.
Iuvos-Heilerde II, 1/3 Seesand, 1/3 Aktivkohle) oder einer

~_Wﬁrzeagar-Erhaltungskultur (2 % ungehopfte Wiirze, 2 % Agar,

35

pH 5,6) auf Weizenklele~Griinmehl- oder Bierwiirze-Agar iber-
impft, (Zusammensetzung des Weizenklele-Griinmehlagars:

0,5 % Weizenklele, 0,5 % Griinmehl, 2,5 % Agar in Leltungs-
wasser)e Nach einer Inkubation von etwa 6 - 14 Tagen wird
eine Use voll Sporen in 100 ml Produktionsmedium eingeimpft,



10

15

Wl

25

30

6387 -7-
Dieses hat folgende Zusammensetzung:
0,5 % Zellulose, 1,0 % Griinmehl, alkalisch aufgeschlossen,
0,2 % NH4H2PO4, 0,1 % KH PO4, 0,05 % MgSO e 7 HZQ,
Leitungswasser, pH 5,2 = 5,6, _
Es wird auf einer TFanal-Schiittelmaschine 3 = 6 Tago bei
einer Temperatur von 28 ° % 2 % geschutteit denn abfil=
triert und das Filtrat im Valkuum bel 25 = 50 °¢ auf etwa
1/10 des Volumens eingeengts
Folgende Aktivitdten werden erreicht:

01 ~ Aktivitdgt: 100 = 150 E/ml KP

c, - "3 30 -~ 35 g NaCMC/ml KF.
Cellobisge - " ¢ 100 - 150 . mU/ml KF

Xylanase = " : 4 - 6 mg) Glukose=
Tichenase = . . 5~ 9 mgg Glelchwerte/mllKF

Die Bestimmungen der Enzymaktivitdten wurden wie folgt
'durchgefuhrt-
01 ktLv1t t

Best1mmun¢ in Anlehnung an die Filterpapiermethode nach -

i KITAMIKADO und TOYANA (Hakko Kogaku Zasshi 40, 85 (1962),

refs C.ho 62, 1900 (1965)) unter Verwendung von FN, ~Chro=
matografiepapier (Filtrak, Niederschlag) als Substrat:

Zur Bymittlung der Aktivitdt in Flussigpriparaten oder
{ulturléeungen wird i1 ml der Enzymlosung in 4 ml Puffer
gegeben (Phosphat-Puffer nach SORENSEN pH %,1) und mit
1 Stlick Filterpapier von 1,5 x 1,5 cz Kantenlinge be=
schickts ALL einer Schiittelmaschine (Universalschilttelmas
gschine Thys 1, VEB Labortechnik Ilmensu) werden die Proben
¢i einer Schiittelfrequenz von 120 SCLW1n~un;en/Min und
ciner Amplitude von 2 cm bei 38 °C im Brutschrank oder There
moraum geschiittelt, Die Zeit, welche die voilige Zerstdrung
8es Filterpapiers angibt, wird vermerkt. |

me(CMO}-Aktivitét:

t durch Messung des
vlcellulose. Die Exm

Die Bestimmung der C vﬁktivitét er

[y
h

ole
.h
Visxositdisahlalles aer WanCalhcyvm 1
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‘Akthltat in Enzympraparaten wird ausgedruckt als die Men-

ge Na=ClMC in einer Untersuchungslosung, welche unter be-
stimmten Bedingungen durch 1 g oder 1 ml Enzym zu einem

25 %igen Viskositdtsabfall der Ausgangsviskositit gefihrt
hat, Die Messung w1rd im Ubbelohde-Vlsk031meter 1 durchge—
fuhrt.

Cellobiase—Aktivitét:.

Diese Aktivitdt wird durch Abbau von Cellobiose zu Glukose
mit Hilfe des Permognostbesteckes des AWD Dresden bestimmt.’
Hierbei wird die Glukose durch die Glukoseoxydase-Reaktion
ermittelts |

[ S

Hemicellulase~Aktivitét:

Es wird der Abbau von Hemicellulasesubstraten (z.B. Xylan)
durch Bestimmung der reduzierenden Zucker mit Hilfe der
Dinitrosalicylsduremethode nach SUMNER (J. biol, Chem. 47,
5 (1921) bestimmte

Beispiel 2:

Zur Herstellung von zellulose-, hemizellulose= und
B8-glukogidespaltenden EnZymen im groBtechnischen MaBstab
wird von der im Beispiel 1 dargestelltén Weizenkleie=
Griinmehl~- oder Bierwiirzeagarkul tur ausgegangens Mit Sporen
dieser Stufe wird die 1. Vorkultur (1 Ose in 100 ml Nihr-
16sung) beimpft.

Die beimpfte Kulturldsung: O, 5 % Zellulose, 1,0 % alkalisch
aufgeschlossenes Griinmehl, 0,2 % PH4HQSO4, 0,2 % KH2PO4,

- 0,05 % hgb04 * T H,0 wird in Kolben auf Schiittelmaschinen

30
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bei 28 °¢ 2 °¢ inkubiert, Der pH-Wert vor dem Beimpfen
wird auf 4,0 - 5,6 eingestellt. Hach 16 bis 24=~gtlindiger
Kultur wird das Myzel zur weiteren Vermehrung unter steri-
len Bedingungen zur 2, Vorkultur tiberimpft, Die Vermehrung
dieser Stufe erfolgt in 200 1 groBfen Impftanks aus nicht-
rostendem Stahl., In den Tanks werden 120 1 Nahrldsung mit
gleicher Zusammensetzung wie bei der 1., Vorkultur zuberei-

- tet, sterilisiert und beimpft. Die Impfmenge aus der 1, Vor=-
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kultur betrégt 1,2 bis 12 1, 16 = 72 Stunden nach Inkuba=-
tionsbeginn wird mit dem Material der 2. Vorkultur die
Nehrldsung in einem 12000 1 - Tank aus nichtrogtendemn
Stahl beimpft. Zusammensetzung und pH-Wert der Nahrlosung
sind ebenso wie bei der 1, Vorkultur. Durch Steuerung des

(’

pH-Vertes ist es mbglich, das Enzymspektrun in bestimmten
Grenzen zu verdndern, Die Tankausriistung entspricht der
klassischen Antibiotika=-Batch~-Kultur. Der Tankinhalt be=-
trégt 9000 1 und wird mit 100 bis 1000 1 der 2, Vorkultur
beimpft. Wihrend der Kulturdauer von 48 bis 144 Stunden-
(je nach Beimpfungsmenge und angestrebter Kulturdauer)
wird im Verhdltnis 0,15 = 0,5 : 1/Mingé; dohs 0,15 = O,S-m3
sterile Iuft auf 1 m- KL/Min, beliiftet,

Die Schaumbekimpfung erfolgt mlt pflanzlichen Olcn (Raps-
61) oder mit Olen auf Silikonbasisg,

Die Fermentation wird beendet, nachdem das Myzel teilweise
in Lyse ibergegangen ist, oder die festgelegten Enzympara-
meter erreicht sind. Je nach Rultivierungsdaver kinnen die
Verh#ltnisse der Enzymaktivitéten zueinander verschoben
werden, z. B, kaun durch léngere Kultivierungszeit die
Cellobiase=-Aktivitdt erhtht und die C1~Akt1v1tat vermindert
werden, ’

Das lMyzel wird durch Separation von der Flussigkeit ge-
tronnb, Polgende Aktivitditen im Rulturfiltrat konnen er—
reicht werden: -

01‘ - Aktwv1tat’ 120 = 180 E/ml XF

CX - " H 20 = 30 g NaCHC/ml KPF
Cellobigge = " : 50 = 150 mU/ml KR
Lylanase - " : 4~ 7 mg Glulkose~Gleichwerte/
: mi /':x I
Lichenase - " : 5 = 10 ng Glusmse—Glewchwemte/
ml ,h iy

Das Filtrat wird im Vakuum bei 30 Og auf 1/5 = 1/10 des
Ausgangsvolumens eingeengtbe

Bei der Riickverdiinnung des Konzentrétes zeligt sich ein maxi-
maler Aktivitdteveriust von 10 = 20 %o

Aug dea Konzentrat kann anschliefend dieg F51llung des Enzyme=
kompleres nach bekannten Metheden, wie beispielsweise mit
NH =Salzen, Aceton oder Tanpin vorgenonman wcrdeno
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1, Verfahren zur biotechnischen Herstellung von Cellu-

10

lasen und Hemicellulasen im Emers- oder Submersverfah=-
ren mittels eines Stammes der Gattung Trichoderma,
dadurch gekennzeichnet, daf ein in einem Screening aus

Holzstilicken isolierter und infolge seiner besonderen,
durch sein Enzymspektrum bedingten Wirksamkeit auf Stroh
selektionierter Stamm Trichoderma viride subspec, non=

" verrucosa sowie seine daraus entstehenden genetischen

Varienten in einem Medium mit Zellulose mit oder ohne
Griinmehl, mit oder ohne hydrolytisch aufgeschlossenem
Griinmehl bzw. allein Verwendung findet,

15 2. Verfahren nach Punkt 1; dadurch gekennzeichnet, daB

20
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durch jeweiligen Zusatz von® - und/oder B-glukosidisch
gebundenen Kohlenhydraten zum Medium eine Steigerung

spezieller cellulolytischer, hemicellulolytischer und

Cellobiaseaktivitdten erreicht wirds

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB

mit Hilfe seiner Enzymaktivitéten, die wghrend seiner
'Kultivie;ung entstehen, zellulosehaltige Substrate auf=-
geschlossén werden, die zur eigenen Biomasse- und Pro-

duktbildung oder zur Biomasse=- und Produktbildung ande=
rer Mikroorganismen dienens
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