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Erfindungsanspriiche:

1. Verfahren zur biotechnologischen Herstellung von Pektatlyase (E.C.4.2.2.2.) aus Erwinia carotova,
dadurch gekennzeichnet, daR ein spezifischer Stan-m des pflanzenpathogenen Bakteriums Erwinia
carotovora, hinterlegt bei der Hinterlegungsstelle fir Mikroorganismen in der DDR im ZIMET Jena
unter der Reg.-Nr.IMET 11311, in diskontinuierlicher oder semikontinuierlicher Submerskulturin
einem komplexen Kulturmedium kultiviert wird und das Enzym extrazelluldr in die Kulturlosung
ausscheidet.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daR ein volkswirtschaftlich vorteilhaftes
komplexes Kulturmedium, bestehend aus weitgehend einheimischen und gut lagerfahigen
Bestandteilen (NH4),HPO4, KNO3, Na,SOq, MgSOs, CaCl,, Aly(SO4)s sowie Soja-Extraktionsschrot,
Zuckerriibenmelasse, Zuckerriibenschnitzel oder (und) Samenschalen von Trockenerbsen, eine
hohe und gut reproduzierbare Pektatlyase-Ausbeute srmdglicht und das Kulturfiltrat nur eine
geringe Verfarbung und keine Geruchsbildung aufweist.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichr et, da3 durch eine optimale ProzeBfihrung
mittels Limitierung des Sauerstoffgehaltes sowie ein »r optimalen CO,-Konzentration in der
Kulturlésung zu einem bestimmten Zeitpunkt in der loqaritbmischen Wachstumsphase die
Synthese und Exkretion der Pektatlyase gefordert wird.

4. Verfahren nach Punkt 1-3, dadurch gekennzeichnet, daR bei einer diskontinuierlichen Kultur die
Fermentation nach 20 bis 24 Stunden beendet ist, aber auch eine semikontinuierliche Kultur mit
dem gleichen selektierten Erwinia-Stamm im gleichen komplexen Kulturmedium erfolgen kann.

5. Verfanren nach Punkt 1-4, dadurch gekennzeichnet, daR das von Schleimstoffen nahezu freie
Kulturfiltrat durch Vakuumkonzentrierung, vorzugsweise jedoch durch Membranfiltration
(Ultrafiltration) ohne bemerkenswerte Aktivitatsverluste auf das 20 bis 40fache aufkonzentriert
werden kann.

6. Verfahren nach Punkt 1-5, dadurch gekennzzichnet, daR das durch Ultrafiltration weitgehend
entsalzte und von niedermolekularen Begleitstoffen befreite Enzymkonzentrat durch Zusatz von
unbedenklichen Enzymstabilisatoren (NakCCs + CaCl,) ohne Aktivititsverluste aufbewahrt werden
kann.

Hierzu 1 Seite Zeichnungen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein verbesv urtes, industriell anwendbares biotechnologisches Verfahren zur Herstellung des
pektinspaltenden Enzyms Pektatiyase mittels speziell selektierter und angepafiter Siamme des phytopathogenen Bakteriums
Erwinia carotovora und eines geeigneten, dkonomisch vorteithaften Kulturmediums.

Das Enzym Pektatlyase gewinnt, teilweise in Kombination mit Zellulase spaltenden Enzymen, in der Lebensmitteltechnologie zur
Mazeration bzw. vollstindigen Verflissigung von pflanzlichem Gewebe, ein zunehmandes Interesse, wird aber auch als
Biochemikalie fiir wissenschaftiiche Untersuchungen {z.8. zur Isolierung pflanzlicher Protoplasten) eingesetzt.

Magliche Anwendungsgebiete der Pektatlyase sind durch nachstehend aufgefiihrte Patentschriften belegt:

DD 158610: verfahren zur enzymatischen Vorbehandlung von Hiilsenfriichten und stiickigem Trockengemiise

DD216617: Verfahren zur enzymatischen Verflissigung von Gemuse und Speisekartoffeln

DD 247 147: Verfahren und Vorrichtung zur Behandlung von Leguminosensamen und stiickigem Gemuse

DD 247923: Verfahren zur Herstellung von oligemeren 4-0-a-D-(4,5-Dehydrogalacturonosyl)-D-galacturonaten
bzw. -galacturonsduren

DD WP C12P/3069752: Applikation von Enzymkulturlésungen aus Erwinia carotovora fiir den Aufschiut von

Ceralienrohstoffen

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Bei den bisher bekannten und teilweise angewendeten Verfahren:

DD AP 94 059: Verfahren zur Herstellung eines Enzympréparates
DDYVP 158648: Verfahren zur Herstellung von Pektatlyase
sowie

WP (V12N/266 6651): Verfahren zur mikrobiellen Herstellung komplexer Enzymgemische zur Gewebemazeration
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wurden als extrazellular Pektatlyase bildende Mikroorganismen Bacitlus polymyxa oder speziell selektierte Stamme des
phytopathogenen Bakteriums Erwinia carotovora und als Kulturmedien halbsynthetische baw. komplexe Néhrlésungen
verwendet. Erstere enthalten als Induktoren der Pektatlyase-Synthese und Ausschiittung bestimmte Aminoséauren und Pcktin
und sind aus wirtschaftlichen Griinden fiir eine Enzymherstellung im Labor- und nicht im technischen MaRstab geeignet. Das
letzta Verfahren beruht auf der Verwendung von Abprodukten der kartoffelverarbeitenden Industrie (Kartoffelzelisaft und Piitpe)
als Induktoren der Pektatlyasebildung. Trotz der 6konomisch giinstigen Parameter wirkt sich die sortenabhéngige und
verarbeitungsmiRig bedingte wechselnde Zusammensetzung dieser Abprodukte teilweise sehr nachteilig auf die Hohe der
Enzymproduktivitat aus. Diese relativ leicht verderblichen Bestandteile des Nahrsubstrates sind saisonbedingt nur eine relativ
kurze Zeitspanne verfiighar, wodurch keine ganzjahrige Produktion gewihleistet ist. AuBerdem wird durch den
FermentationsprozeR eine intensive Dunkelverfarbung des Kulturfiltrates bewirkt, die von einer starken und unangenehmen
Geruchsbildung begleitet ist, wodurch eine zusétzliche aufwendige Reinigungsprozedur erforderlich wird. Versuche, die in den
beiden Verfahren verwendeten Enzyminduktoren durch verfiigbare komplexe Medien zu ersetzen, erbrachten mit diesem,
speziell an das genannte Kartoffelmedium angepaften Erwinia-Stamm, nur eine ungentigende geringe Pektatlyase-Ausbeute.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein verbessertes, industriell anwendbares biotechnologisches Verfahren zur Herstellung extrazellularer
Pektatlyase unter Verwendung eines dafir selektierten und angepaBten Stammes des kartoffelpathogenen Bakteriums Erwinia
carotorova in Submerskultur in herkémmlichen Rihrfermentoren mittels eines wenig aufwendigen und gut reproduzierbaren
optimierten Fermentationsnrozesses mit 6konomisch giinstigen Kulturmedien aus weitgehend einheimischen und stindig
verfligbaren Rohstoffen.

Das Kulturfiltrat soll eine hohe Enzymaktivitat besitzen, nur eine geringe Verfarbung und Geruchsbildung aufweisen und keine
die Aufarbeitung erschwerenden schleimigen Substanzen enthalten.

Darlegung des Wesens der Frfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die aufgezeigten Nachtzile der bisherigen Verfahren zur Herstellung von Pektatlyase
im technischen MaRstab zu beseitigen und mittels spezieli selektierter und angepafter Wildstamme von Erwinia carotovora in
einem kurzzeitigen FermentationsprozeB mit einem wirtschaftlich vorteilhaften Kulturmedium, bestehend aus weitgehend
einheimischen und gut lagerfahigen Rohstoffen, eine saisonunabhangige und gut reproduzierbare Produktion mit einer
erhéhten Ausbeute und einwandfreier Qualitit zu gewahrleisten. Erfindu’.gsgemal wurde die Aufgabe dadurch geldst, da aus
einer Vielzahl von Einzelisolaten aus schwarzbeinigkeitskranken Kartoffelstengeln unterschiedlicher Sortenzugehorigkeit und
Provenienz uiberraschenderweise ein Stamm des Erregers Erwinia carotorova mit den gewiinschten Eigenschaften selektiert
und durch laufende Anreicherungskulturen in seiner Leistungsfabigkeit weiter gesteigert werden konnte. Als wichtigstes
Selektionsmerkmal diente die Hohe der Pektatlyaseaktivitat (<avU - ml™"} in einem fliissigen Kulturmedium, bestehend aus
anorganischen Salzen, Soja-Extraktionsschrot, gemahlenen Zuckerriibenschnitzel oder {und) Trockenerbsen-Schalen sowie
eine maglichst hohe Konstanz des Merkmals Pektatlyase-Produktion nach einer mehr oder weniger haufigen Passage der
Stammkulturen auf einem Agarsubstrat. Nach dem erfindungsgemaRen Verfahren wird der Produktionsstamm (hinterlegt bei
der Hinterlegungsstelle fir Mikroorganismen der DDR im ZIMET Jena unter der Reg.-Nr.IMET 11311) zur Erhaltung der
Leistungsmerkmale und des guten Wachstums als , Frostkultu ” bei einer Temperatur unter —30°C aufbewahrt und zur Anlage
von Impfkulturen auf Agar-Schrigréhrchen dberimpft oder auch direkt in das fliissige Kulturmedium fiir Vorkulturen
Gbertragen.

Erfindungsgemaf hat das Kulturmedium sowohl fiir die Vorkulturen als a2 «ur die Produktionsansétze die gleiche
Zusammensetzung und besteht aus den anorganischen Bestandteilen {NH4),HPO,, KNO3, Na,S04, CaCly, Alp(SO4); und den
organischen komplexen Komponenten Soja-Extraktionsschrot, Zuckerriilbenmelasse sowie Zuckerriibentrockenschaitzel und
{oder) Samenschalen von Trockenerbsen, Dieses Kulturmedium er ndglicht dem dafur selektierten genannten Stamm ein gu'ies
Wachstum und bewirkt in einem kurzzeitigen und optimierten Fern.antationsprozeR eine hohe Pektatlyaseaktivitat, wobei das
Kulturfiltrat nur wenig verfarbt ist und keinen unangenehmen Geruch aufweist. Die Wasserstoffionenkonzentration {pH) des
hitzesterilisierten Kulturmediums liegt im Bereich von pH 6,8-7,1 und bedarf wihrend der Fermentation keiner Korrektur.

Die Vorkultur | wird als Schittelkultur {siehe Beispiel 1) in Erlenmeyer- oder Rundkolben in bekannter Weise bei einer
Inkubationstemperatur zwischen 20 und 30°C, vorzugsweise bei 26°C durchgefiihrt. Die Kulturdauer betragt 2024 Std., wonach
eine Bakteriendichte von 5 - 10°1 - 10'°Bakt. - m1~' erreicht werden. Zur Beimpfung nachfolgender Vorkulturen oder
Produktionskulturen ist eine Impfmenge von 1:100 der zu beimpfenden Kulturen ausreichend. Die Vorkultur I bzw. Il erfolgt
zweckmaBigerweise in normalen Rihrfermentoren entsprechender TankgroRe. Beziiglich der Beldftung und der Riihrintensitat
ist kein spezifisches Regime erforderlich (siehe Beispiel 2).

Die Hauptkultur (Produktionskultur) erfolgt entweder als diskontinuierliche Kultur {batch-Verfahren) oder vorteilhafter als
semikontinuierliche Kuitur (fed batch-Verfahren) in normalen konventionellen Riihrwerkfermentatoren, de mit Einrichtungen
des MSR-Technik fiir Temperatur, Wasserstoffionenkonzentration, O,-Gehalt des Kulturmediums (p0,) und CO,-Gehalt der
Abluft versehen sind. Die Synthese der Pektatlyase und deren Exkretion in das umgebende Medium wird durch eine spezifische
ProzeBfihrung wesentlich geférdert, wobei die Limitierung des pO, und ein optimaler Gehalt an CO, des Kulturmediums durch
eine bestimmte Regelung des Lufteintrages und der Rihrerdrehzahl zu einem bestimmten Zeitpunkt der logarithmischen
Wachstumsphase den Hauptfaktor darstellt. Die Art und Weise der Prozeffiihrung sowie die Zusammensetzung des
Kulturmediums ist ein wesentlicher erfindungsgemaRer Bestandteil des Verfahrens zur Erzielung einer hohen und sicher
reproduzierbaren Ausbeute an Pektatlyase. Die optimale Inkubationstemperatur betrigt 22,5°C und ist nicht identisch mit
derjenigen, die ein maximales Bakterienwachstum und Biomassebildung ermaglicht.

Der Endpunkt der Pektatlyase — Produktionsphase ist durch eine deutliche, schnell erfo'gende Veranderung der Parameter pO,,
CO,-Abluftund bedingt der cH charakterisiert (siehe Beispiel 2,3u.4)und kann als Signal fir den Fermentationsabbruch genutzt
werden.
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Erfindungsgemaf wird durch die Anwendung der semikontinwerli *hzn Kultur {fed-Batch-Verfahren) eine wesentliche
Produktionssteigerung erreicht: Nach einér normalen . Startkultur” werden arn Ende der Pektatlyase-Bildungsphase (22—

24 Stunden Fermentationsdauer) 0,7 bis 0,8 Volumenanteile der Kulturlésung geerntet und erneut mit frischen sterilisiertem
komplexen Kulturmedium auf das urspriingliche Volumen aufgeflit, wobei ohne erkennbare lag-Phase der Pektatlyasebildung
ein starkes Wachstum und Enzymbildung einsetzt {siehe Beispiel 3) und bereits nach 10-12 Std. Fermentation wieder das
Maximum an gebildetem Enzym in der Kulturldsung vorhanden ist. Uberraschenderweise wird dabei die Pektatlyase-Ausbeute
bis mindestens zur 4.-5. Wiederholung vor Lauf zu Lauf gesteigert, waobei eine nicht erklarbare Anpassung der Bakterien
angenommen werden mu@. Damit kann die Gesamtausbeute an Pektatlyase im gleichen Zeitraum gegeniber dem Batch-
Verfahren wesentlich gesteigert werden, auRerdem entfillt hierbei die Anzucht der Vorkuituren.

Die Aufarbeitung der fermentierten Kulturldsung erfolgtin der bekannten Art und Weise und ist mit keinen besonderen
Schwierigkeiten verbunden, da der verwendate Bakterienstamm keine hindernden Schleimsubstanzen bildet und das
Hauptenzym Pektatlyase relativ wenig empfindlich gegeniiber den angewendeten Aufbereitungsmethoden ist. Durch
Zentrifugieren entsteht ein weitgehend klares Kulturfiltrat, welches durch Vakuumkonzentration auf die 10-20fache
Konzentration eingeengt werden kann. Dieses Vakuumkonzentrat ist bei Temperaturen von 0 bis 4°C bis 2u 12 Monaten chne
groRere Verluste an Enzymaktivitat haltbar. Wesentliche Vorteile bietet di energiesparende und schonende Einengung des
Kulturfiltrates durch eine Ultrafiltration mit Zelluloseazetat-Membranen bis zur Enzymaktivitat von 800U - mi~!, wodurch eine
weitgehende Entsalzung und Befreiung von anderen niedermolekularen Stoffen erfolgt. Dieses Ultrafiltrations-Konzentrat 143t
sich durch Lyophilisation zu einem nahezu unbegrenzt haltbaren Trockenpréaparat verarbeiten. Durch eine Zugabe von in der
Lebensmitteltechnologie zugelassenen Enzymstabilisatoren {beispielsweise NaHCO; + CaCl,) ist das durch Ultrafiitration
gewonnene Enzymkonzentrat ebenso gut lagerfahig wie das thermisch eingeengte Enzymkonzentrat.

Ausfiihrungsbeispiele

Methodik
Bestimmung der Enzymaktivitat von Pektatlyase:
Einheit [U] = Bildung von 1M ungesattigter Oligouronséaure - ml™" - min (T = 26°C)
Messung: Zunahme der Extinktion bei 235 nm
{Mgl. Extinktionskoeffizient [€] = 4800)
Substrat:  0,1% Pektinsdure +10"*MCaCl,in0,1M

Trispuffer pH 8,0
Zusammensetzung der Kulturmedien:
Kuiturmedien fir Stammkulturen: Néahragar| 34,0009
Pektin (Ao.C) 5,000g
Kartoffelsaft 300,0ml
H,0 700,0mi
cH=pH 6,8-7,0
Sterilisation: 30min., 105°C(2x)
Produktionskulturmedium: {NH,4),HPO, 1,8009g
(Komplexmedium) KNO, 0,750¢g
{(PKME.c X} Na,;S04-10H,0 0,200g
MgS0,-7H,0 0,150g
CaCl;sicc. 0,050g
Soja-Extr.-Schrot 15,000g
Melasse 15,0009
Zuckerriibentrockenschnitzel 3,750¢g
(Erbsen-Samenschalen) (10,000) g
Wasser 1000 ml
Sterilisation: 20-30 min bei 120°C
cH: nach Sterilisation auf pH 7,0-7,1 einstellen

Beispiel 1 Submerskultur und Pektatlyasebildung im LabormaRstab

a) Vorkultur
Der Leistungsstamm wird als , Frostkonserve” in Abschmelzampullenbei —30 bis ~35°C aufbewahrt. Das Beimpfen der
Vorkultur erfolgt direkt mit diesen oder vorzugsweise nach einer Passage Uber das Kulturmedium fir Stammkulturen in
Agar-Schragrohrchen.
Die Vorkultur | wird als Schittetkultur mit nachstehenden Parametern angelegt:

Kulturgefafie: Vorzugsweise Erlenmeyer-Kolben 100m! oder Langhals-Rundkotben 750 m!
Kulturmedium: Produktionskulturmedium (25 bzw. 200 ml)

Temperatur: 25°C

Inkubationsdauer: 20-24 Std.

Bakteriendichte: 5. 108 bis 1- 10" Bakt.-ml ™"



b) Hauptkultur

Fermentortyp:
Nutzvolumen:
Kulturmedium:
Inokulum:
Temperatur:
Beliiftung:
Rihrerdrehzahl:
pU;'.
Fermentationsdauer:
Verlauf der Fermentation:
Es bedeuten:

Kulturfiltrat:

Farbe:
Geruch:
Pektatlyase-Aktivitat:
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Laborfermentor LF 2 (ZWG Mytron Heiligenstadt)
3000 ml

Produktionskulturmedium pH7,0

25 ml Bakteriensuspension von Vorkuitur|

22,5°C

30 Luft-h!

4 Std. 600, dann 500 rpm

nicht geregeilt

24 Std.

siehe Fig.1

A = Pektatlyase-Aktivitat

B = 0,-Gehaltin der Kulturldsung (pO,)

C = CO,-Gehaltder Abluft

D = Wasserstoffionenkonzentration (pH)

Bei 5000 g 20 min zur Abtrennung der Bakterien und Restbestandteilen des Kulturmediums
zentrifugiert.

leicht gelb-braunlich, ziemlich klar

fast neutral

3941-ml™

Beispiel 2 Submerskultur und Pektatlyasebildung im halbtechnischen MaBstab
Nach der Optimierung der Zusammensetzung des Kulturmediums und der ProzeRfiihrung des Fermentationsvorganges im
LabormaRstab wurde das Verfahren im halbtechinischen MaBstab im 3-m?-Rihrwerksfermentor Giberpriift.
a} Vorkultur |
Wie im Beispiel 1 beschrieben.
b) Vorkultur I}

Fermentor:
Nutzvolumen:
Kulturmedium:
Inokulum:
Temperatur:
Beliftung:
Rihrerdrehzahl:
Inkubationsdauer:
Bakteriendichite:
Pektatlyase-Aktivitat:

c) Hauptkultur

Fermentor:
Nutzvolumen:
Kulturmedium:

Inokulum:

Temperatur:

Beliiftung:
Rihrerdrehzahl:

pOZZ
Fermentationsdauer:
Verlauf der Fermentation:
Kulturfiltrat:

Farbe:
Geruch:
Pektatlyase-Aktivitat:

Ruhrwerksfermentor tiblicher Bauart und einem Tankgesamtvolumenvon30L
20,0L

Produktionskulturmedium (PKM E.c.X), pH 7,0)

200 mi Bakteriensuspension aus Vorkultur |

25°C

300L-h!

300rpm

22h

3,5-10°Bakt.-ml ™"

21,3U-mi™!

Rihrwerksfermentor herkdmmlicher Bauart mit einem Gesamtvolumen von 3m?
2000L

Produktionskultunmedium (PKivi E.c.A)

Sterilisation: 30min120°C

cH=pH7,0

20 L Bakteriensuspension aus Vorkulturll

22,5°C

25m®Luft-h~'fiir5h,dann 10cm®-h™'

150 rpm fiir 5h,dann 100 rpm

nicht geregelt

24 Std.

siehe Fig. 2

Die Bakterienmasse und Rest der Nahrlosungsbestandteile lieBen sich ohne Schwierigkeiten
im Seperator abtrennen.

hell gelb-bréunlich, ziemlich klar

fastneutral

43,3U-ml™"

Beispiel 3 Semikontinuierliche Ku'tur {Fed-batch-Kultur) im LabormaRstab

Die Eignung der semikontinuierlichen Kultur zur Pektatlyase-Produktion wurde im Laborfermenter LF 2 Gberprift. Nach dem
Erreichen der stationdren Phase der Pektatlyasebildung wurden 75% (2250 ml) der fermentierten Kulturlésung abgelassen
und durch die gleiche Menge an frischer steriler Ndhrldsung (Produktionskulturmedium) ersetat.

Anlage der Startkultur: wie im Beispiel 1 beschrieben

Temperatur: 22,5°C
Beliiftung: 30LLuft-h™!
Rihrerdrehzahl: 500 rpm

Der Endpunkt der Pektatlyase-Bildung ist durch einen rapiden Abfall des CO;-GeﬁaItes der Abluft gekennzeichnet. Der
zeitliche Verlauf der Pektatlyasebildung und der jeweilige CO,-Gehalt der Abluftist aus der Fig. 3 zu ersehen. Bemerkenswenrt
ist die Zunahme der Pektatlyase-Aktivitat in der Kulturlosung nach dem Il. und lll. Lauf.
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