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‘ (54) Gewinnung pektinolytischer Enzyme unter Einsatz trégerfixiérter' Schimfnelpilze

- {567) Das erfindungsgemaRe Verfahren zur Gewmnung pektinolytischer Enzyme unter Einsatz tragerﬁxlerter ,

Schimmelpilze, vorzugsweise vom Stamm Aspergillus niger, hinterlegt in der zentralen Stammsammiung der DDR im

Zentralinstitut fir Mikrobiologie und experimentelle Therapie in Jena unter ZIMET 43 692, wobei der Mikroorganismus

auf Tréger innerhalb eines Fermentors zum Aufwachsen gebracht und die Enzymsynthese mit dem gleichen oder ™

~ einem in der Zusammensetzung geanderten Ndhrmedium durchgefihrt wird, besteht im wesentlichen darin, daB bei
Vorgabe der Sporenkonzentration fiir die Anzucht des’ Myzelrasens Kultivationstemperatur, Luftzufuhr,

- Umwilzungsgeschwindigkeit des Nahrmedlums und Kultivationsdauer eine solche Tragerdlchte im Nahrmedium
vorgesehen wird, daR das Verhaltnis der effektiven Tragerflache zum Nihrmedienvolumen iber 160 m?/m3,

. vorzugsweise 180 bis 550 mz/m3 bei einem mittleren Tragerabstand von 4 bis 25 mm innerhalb des Nahrmedlums
betragt. » :
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Gewinnung DektlnolJtlscner Enzyme unter Alnsauz tridger-.
fixierter Schimmelpilze - '

Anwendungsgebiet_der Erfindung

Die Erflndung betrlth ein Verfahren zur mikrobiellen
‘Gewinnung Dektlnolytlscher Enzyme mit dem ocnlmmelplla
Aspergillus alger. Das gewonnene Enzym wird vorranglg
zur Mazeration von Obst und Gemiise elnsesetzt.

Cnarakterlstlk der bekannten technischen Losungen

Dle mikrobielle Gew1nnung pekt 1nolytlscher Enzyme nach
den bekannten Verfahren erfolgt in den letzten Jabren
mehr und mehr vorwiegend durch submerse Kultivation von
Schimmelpilzen bei diffusem Myzelwachstum. Diese Xultiva~
tionsform ist zwar in herkSmmlichen Fermentoren durchfilhr-
"bar, liefert aber nur relativ geringe Akﬁivitétsausbeu-
ten. ‘ ' (

BEinige Literatur- und Patenﬁthriftenangaben beziehen sich
auch auf die Erreichung hoherer “nZymsYntheséleistungen
durch Anwendung kompakter morphologischer Strukturen

der Biomasse. SO erz1elen MARTAKOV A.A. und Dianova, C.D.
(IZV.Akad. Neuk Kaz. SSR, Ser. Biol. 5 (1967) 6, 54=59)
im LabormaBstab durch submérse’Kultivation von schwamm=
.artigen Myzel eine Aktivitétssteigerung'gegenuber den
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Einsatz von diffusem Iyzel. Wu_ die uechnlqche Rea1131e-'
rung wirkt q3.cn nachteilig aus, daB das nomnactmvzel in
‘eine Dfehbewevung versetzt werden mull. C , . ‘
Auch Basum, F./Leughtenberger,.A./Ruttloff, H./Schiweck, E./
Wardsack, Ch. (DWP 145 027) arbeiten vorteilhaft mit kom-
paktem Myzel. Eine in Oberfléchenkultur angeziichtete
,ijeldacxe wird durch eine Lochplatte unter der F ﬁlus51g—'
keitsoberfliche gehalten und welterkultLV1ert. Nachtelllv
ist hierbei die geringe Biomassekonzentration ausgearucxt
als kompakte Biomassemenge pro Medienvolumen. B :
wardnack, Ch. /Leuchterberge*, A./Baum, F./Ruttloff, H.

(DfP 235 310) schlagen nach einer anderen Verfahrensweise
'vOf, diffuses (breifdrmiges) Myzel von Aspergillus niger

in durchlidssigen Behdlinissen zu verdichten und zwangs-
weise in eine kompakte Wuchsform zu iberfiinren. Dlese
Verfahrenswelise liefert im LabormaBédtab 'hohe bnzym—Aus-
beuten, filhrt aber bei einer technisbhensNutZung wegen
der umstdndlichen Manipulationen zu Realisierungsschwie-
rigkeiten. » . '
Ein weiteres Verfahren zur Gewinnung eines pektinolyti-
schen EnZymgemisches bééchreiben Wardsack, Ch./Schiweck,E./
Leuchtenbercer, A./ KoSrner, De. /dermersdorfer, He/Rutt=-
loff, H./Pardemann, B. unter DD-PS 245 175 uS wird dabei
mit trager;lxlerten Schimmelpilzen, vorzugsweise mit einem
Stemm von Aspergillus niger, ~earbeite Wegentlich Tlr
dieses Verfahren ist, daB die oporen des Mikroorganismus
auf elnem frelschwebenden oder stationdren Trager aus -
inertem Mate¢1al zum -Auswachsen gebracnt werden und die

| Kultivierung mit aem gleichen oder mit einem verdndexten
Nihrmedium fovtgesetZu wird. Fir die Anzucht des Myzel=-
rasens auf dem T¢aéer sind begiimmte Bedlnvungen ange-
filhrt, zu denen insbesondere die Einhaltung eines bestimm-~
ten Verhdlinisses der lienge des Néhrmediums,zur Ober-
fldche des inerten Trégermaterials gehort, ieses Ver-
fahfen 188t sich auch unter, indusiriellen Bedingungen
durchfiihren. Die erreichbaren Aktivitdisausbeuten liegen
iiber denen anderer bekannter submerser Verfahren. Sie
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sind jedoch in der genannten HOhe nicht ausreichend, um
die Ckonomie desg Verfahrens zu garantisren. Ferner fehlt
die flr einen Produkiionsprozel notwendige Stabilitit und

feste Myzelstruktur.

-~ Ziel der Erfindung

:>Zielvdér Erfindung ist daher durch einfache Kultivation
‘eines Stammes von Aspergillus niger eine 50 hohe Synthesge-
‘rate zu erreichen, daBl eine Skonomische Produktion pektino=-
‘lytischer Enzyme weiter verbessert wird. ‘

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde Verfahrensbedins
gungen aufzuzeigen, die es ermbglichen das obige Ziel in
relativ einfacher Weise zu erreichen. '
Zundchst wird in»anﬁsiéh bekannter Weise auf der Obver- .’
fléche eines in einem speziellen Fermentor installierten
und vom Kulturmedium umgebenden fixierten inerten Trigers
eine kompakte Myzelstruktur des einzusetzenden Stammes
von Aspergillus niger angezogen. Dér Schimmelpilz bewichst
in 2 bis 4 Tagen die gesamte Trégerfléiche. Sehr entschei-
dend fir eine wesentlich erhthite Enzymausbeute ist nun das
Einhaelten eines m8glichst hohen Verhdltnisses der Myzel-
oberflédche zum Volumen der Kulturldsung, wobel das'Tréger-
material gleichmidBig im Fermentor verteilt sein muB. Nach
dem erfindungsgemifBen Verfahren zur Gewinnung pektinoly-
tischer Enzymgemische mittels eines trigerfixierten Mikro-
organismus, vorzugsweise des Stammes Aspergillus niger
R1/214, hinterlezt in der Stammsammlung der DDR im Zen-
tralinstitut fir Mikroblologie und experimentelle Thera-
pie in Jena unter ZILMET 43 692, wird also der Mikroorga-
nismus auf dem Triger innerhald des Fermentors zum Auf-
wachsen gebracht und die Enzymsynthese mit dem gleichen
oder mit einem in der Zusammensetzung gednderten Ndhrmedium
-durchgefiihrt wird. Dabei ist wesentlich, daB bei einer
vorgege-
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ene% Soo enroazentrat;o% flir die Anzucht das wjze1racenb'

unter Jlnhaltunﬂ oe5uv er Parameter ﬂlFS“CﬁZLlC“ nulu;—'
va ulothenpe*auur LULUZHLMH y Umwilzgeschwindigkeit des
Néhrmed‘lub und &uluwvatlonsdauer eine solche ”ﬂage d'cnue

im Nghrmedium vorgesehen wird, dal das Verhiltnigs der
f”e&tlven Tragerflache zZum Nahrmedlenvolumen iiber 160 m2/
3

erx
mno,

uﬁswelse 180 bis 550 m2/m3, bei einenm mlutleren
. rage“aDSuand vou 4 b;s 25 mm innerhalb des Néhrmediums be=
.traﬂt. '

Zur Anzucht des ﬂyzelrasens s1nd folgende Bedwnvuncen vo“-'

teilhaft o ' ’

= das Verhdltnis der effektiven Trdgerfliche (m2) zur le-
dienmenge (m3) betridgt 160 - 550 m2/m3 - ' ' -

- iragerabstand -25mm :

- Spo en&oazentLaulon 102 104 Sporen pro ml ,;

= Luftzufuhr O, 01 blS 1,0 vvn _

- Med numwaTZung Zur nrzvelung einer Stromunmsvegan1ndlg—
keit des Jahrmealums am le;eruen lyzel ‘von 1 bis 50 cm/sec

j7ihu1t1vatlonSuempnrauur 26 - 32 °c |

- Kultivationsdauer 4 - 3 Tage . )

Durch_dle wesentlich erhdhte Trégerdichte (iiberraschender

Weise wird trotz des Bewuchses mit devayzelrasen der

stdndige Wechsel des Nghrmediums an der Oberfliche wihrend

der Umwdlzung nicht behindert), die gleichméﬁige_Verteilung

des Trédgers im Fermentor sowie den geringen Trdgerabgtand

wird eine kompakte und feste Myzelgtruktur erreicht, die

eine wichtige Voraussetzung fir eine wesgentlich-erhdhte

1

§-

Enzymausbeute darstellen. Bei dieser Art der Pixierung is-
‘des weiteren eine einfadhe und vollsténdige Abtre;ﬁu‘g
"KulturlOsung von der 3Biomasse voll. gewdirlelstet. : '
Die Erfindung wird durch die folgenden Ausfﬁhrungébeispiele

néner erliutert:

Ausfihrungsbeigpiele

In einem 2 1 Speglal* R ﬂuor\(GWas“on“ mit den Abmessungen?

PN

Durchmesser 70 nm, HOhe 700 mm) Je?aea 9 Trg ge‘*lauuen
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aus nichtrostendem Stahlgewebe mit einer dem Durchmesser
des Rohres angepafBfer maximalen Breite im Abstahd Voﬁ. 5 mm
in Léngsrichtung_des Rohres parallel zueinandef.fest insta4-
liert. Die Triéger besitzen eine Linge von 500 mm. Daraus
-ergibt sich insgesamt eine Trigercberfliiche von 0,475 m2

und eln Verhdlinis Trédgerfléche zu Medienmenge von 240 m2/
2. . ’ ' . . -
n”. Der Permentor wird mit 2 1 Kulturmedium ( 5 % Glucoge;

. THy0; UgS0,. 7HéO; CaC0y; NaCl) gefilllt und mit einer
solchen Sporenmengé beimpft, daB ein Titer von 103 Sporen/ml
KulturlSsung eingestellt ist. Die Kultivation wird bei 28
bis 32 °C und einer Luftzufunr von 1 bis 2 1 Luft/min vor-
gehommen;; Beliiftung bzw._dievBewegung‘der Kulturldsung
erfolgen nach dem Memmutpunpenprinzip. Nach 48 Stunden hat
sich eine starke, stabile Myzeldecke am‘Gewebetréger'aus-
gebildet; Denach wird die Kultivation zur Enzymsynthese
fortgesetzt. Die Abtrennung der enzymhéltigen-Kuiturlbsung
erfolgt nach 5 bis 6 Tagen. Die Enzymaktivitét liegt bei
250 bis 300 PG-E/ml. | |

Beigpiel 2

‘In e;ném'SO 1 Spezialfermentor (Durchmesser 250 mm; Hohe
1000 mm) wird ein Trégerplattenpaket aus nichtrostendem
tahlgewebe aus 23 Platten-(Breite der Platten 140 bis |
250 mm; Linge 700 mm; Trigeroberfliche 6,8 m2 bei einem
Plattenabstand von 10 mm; Trégerfléché : Medienvblumen =
230 m%/m’) fest in senkrechter Lage installiert. Der Per-
mentor wird mit BQ'l.Medium (siehe Beispiel: 1) gafullt und
mit 3'107 Sporen.(108 Sporen/ml KulturlSsung) beimpft.

Zur Anzucht des Myzelrasens wird der Fermenior zunichst
iiber 2%Stunden schonend nach dem Mammubtpumpenprinzip be-
trieben und anschlieBend wird der notwendige intensive. Me=-
“dienumlauf durch das Zusohalten[einer Kreiselpumpe'iﬁ den
KreisFauf erreichi. .
Die Kultivation erfolgt bei 28 bis 32 °¢ mit einer Luftzu-
fuhr von 40 bis 90 1 Luft/h. Nech einer Kultivations-
daver von 6 Tagen kann die Kulturlsung mit einer pektino-
, 1ytischenbAktivitét'von 200 bis 250 PG-E/ml abgelassén '

werden.



Erfindungsanspruch

Verfahren zur Gew1nnung Dek*lnochlscher ﬁnvyme unte“
Einsatz tridgerfixierter Scnlmmelpllzv, vorzugswelsc des"
Stammes Aspergillus niger, hinterlegt‘ln'der zentralen
Stammsammlung der DDR im Zentralinstitut fir Mikrobiole-
gie und exper;mentelle Theranle in Jena unter ZIMET 43 692,
bei dem der Mlk”oorganlsmus auf einem formSUabllen Tréger
1nnerhalo eines herkOmmlichen oder SDe21al;ermenuors,be-
vweCllch oder fest lnstalllert zZum Aulwachsen gebracht

und die Enzynsynthese mit dem glelchen oder einem in der
Zusammensetzung oeanderten Nehrmedium du-cqvefuhrt wird,
dedurch veﬂenazelchnet, daB bei Vorgabe der Sporenkonzen-
yratlon filr die Anzucht des Myzelrasens, Kultivations-
.temperatur, Laftzufuhr, Umwilzungsgeschwindigkeit des‘v
Nahrmediumé»und Kultivationsdauer eine solche'Trégerdich-'<
te im Nghrmedium erteicht wird, daf das Verhdltnis der '
ef;ekulven Tragerflache zZum Nahrmadlenvolumen tiber

160 m /m vorzugsweise 180 bis 550 m /m bei einem mitt-
leren Trdgerabstand von 4 blS 25 s 1nnerha¢o des mahr-

medlums, ‘betrigt.
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