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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von Cellulase-Enzymkomplexen. Mégliche Anwendungen
bestehen in Produktionsanlagen, wo solche Enzyme erzeugt werden. Die hergesteliten Cellulase-Enzymkomplexe sind
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Kohlenstoffquelle bei der Fermentation dienen induzierende Substrate aliein oder in Kombination mit
nichtinduziererden Substraten. Durch Wah! das Substrates sowie des pH-Profiles wird die Zusammensetzung des
Celiulase-Enzymkomplexes gezielt beeinfluBt. Mittels einer fed-batch-Technik werden insbesondere |6sliche
Substrate fur die Cellulasegewinnung dem Fermentationsmedium zugegeben.
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Fatentanspruch:

1. Verfahren zur Gewinnung von Cellulase- Enzymkomplexen und/oder zellwandlytischen Enzymen
durch Pilze im Submersveifat.ren, gekannzeichnet dadurch, daR die neue Pilzmutante Penicillinium
verruculosum IMET 43858 nach an sich bekannter Weise in einem Nahrmedium kultiviert wird,
welches ein oder mehrere die Cellulasebildung und/oder die Bildung zellwandlytischer Enzyme
induzierendende Substrate allein oder in Kombination mit einem oder mehreren
nichtinduzierender: Substraten enthilt,

2. Verfahren nach Anspruch 1. qekennzeichnet dadurch, daf} l16sliche induzierende Substrate und/
oder Idsliche nichtinduzierende Substrate verwendet werden und daR die Zugabe dieser Substrate
in das Fermentationsmedium mittels fed-batch-Technik in einer solchen Weise erfoigt, daR die
zugefiihrten Substrate im Fermentationsmedium die Enzymbildung induzieren oder nicht
reprimieren.

3. Verfahren nach Anspruch 1und 2, gekennzeichnet dadurch, daf als induzierende Substrate sowohl
I6sliche, wie waBriger Weizenkieie-Auszug und/oder Zuckerldsungen als auch nnlésliche, wie
Cellulose, cellulosehaltige Abfailprodukte oder Zellwénde von Pflanzen oder Pilzen verwendet
werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, da3 Getreidekleie und/oder
Brennereischlempe und/oder Brauereitreber als induzierendes Substrat in Kombination mit
l6slichen Kohlenhydraten wie beispielsweise Giucose, Xylose oder Lactose verwendet werden.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft 2in Verfahren zur Gewinnung von Cellulase-Enzymkomplexen und/oder zellwandlytischen
Enzymen durch aerobe Submersziichtung von Pilzmutanten. Die gewonnenen Enzymkomplexe kdnnen zum teilweisen oder
volistandigen Abbau von Cellulose sowie Hemicellulose in industriellen Produkten, Abfallstoffen, Abwassern oder beim Abbau
von lebenden oder toten pflanzlichen Zellwinden verwendet werder.

Magliche Anwendungsgebiete betreffen beispielsweise die Obst- und Gemiiseverarbeitungsindustrie, die Brennerei- und
Brauereiindustrie, die Extraktion pflanzlicher Zellinhaltsstoffe sowie die Siliarung von Futtermitteln in der Landwirtschaft. Die
gewonnenen Cellulase-Enzymkomplexe kdnnen auch als Biochemikale Anwendung finden, beispielsweise bei der Herstellung
von Protoplasten, der Behandlung oder analytischen Bewertung von Futtermittain.

Die Erfindung kann in die IPKC 12N eingeordnet werden.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Es ist bekannt, Enzyme des Cellulasekomplexes durch aerobe Submersziichturg von Pilzen herzustellen. Die bekannten
Verfahren unterscheiden sich hauptsichiich in bezug auf diz eingesetzten Pilzstimme, die verwendeten Substrate beim
Fermentationsprozel sowie die ProzeRfiihrung. Die Wirtschaftlichkeit bei der Cellulasegewinnung wird wesentlich bestimmt
durch die im Fermentationsmedium erzieite Enzyniaktivitat, durch die pro Zeiteinheit gebildete Enzymmenge
(Enzymproduktivitat), durch die bezogen auf das eingesetzte Substrat gebildste Enzymmenge (Enzymausbeute) sowie durch die
Zusammensetzung des Enzymkomplexes. Als geeignete Cellulasebildner sind besondere Pilzstimme der Gattungen
Aspergillus, Penicitlium und Trichoderma bekannt.

Die aus der Patent- und Fachliteratur bekannten Cellulasebildner mit dem bisher hichsten Cellulasebildungsvermogen gehdren
zur Art Trichoderma reesei. Die Cellulase-Enzymkomplexe von T.reesei sind durch einen besonders hohen Anteil an
Cellobiohydrolase gekennzeichnet und sind besonders fiir den Abbau mikrokristalliner Cellulose geeignet. Mit dem Ziel einer
Verbesserung des Cellulasebildungsvermdgens wurden verschiedene T.reesei-Mutanten hergestellt. So wird in der
Patentschrift WO 80/01089 die Cellutasebildung mit der Mutantz T.ressei MCG 77 beschrieben. Die Cellutasebildung wird dirch
Glucose reprimiert, nicht jedoch durch Glycerol; Lactose wirkt induzierend auf die Cellulasebildung. Die mit 1% Celiulose im
Nahrmedium erhaltene Celiulaseaktivitat betrdgt 1...1,8U/ml FPA, die mit 1% Lactose erhaltene Aktivitat betrigt 1,35U/ml FPA
und die mit 1% Lactose plus 1% Cellulose betragt 1,75U/ml FPA.

In der Patentschrift US 4,472,504 wird die Cel'ulasebildung mit der Mutante T.reesei MCG 80 beschrieben, welche aus der
Mutante T.reesei Rut C30 gewonnen wurde. Bei Verwenaung eines Nahirmediurns mit 8% Cellulose und Zusatz von Biotin wird
in diskontinuierliche: Fermentation eine Cellulaseaktivitat von 17,2U/ml FPA erreicht, was einer Ausbeute von 216U FPA/g
Cellulose entspricht.

Es wurde auch T.reesei-Mutanten hergestellt, welche auf der Basis von Glucose als Kohlenstoffquelle Cellulase bilden kénnen.
Uber das Cellulasabildungsvermogen von T.reesei-Mutanten bei Einsatz von Glucose als Substrat wurde auf dem
3.Européischen KongrelR ber Biotechnologie berichtet (Minchen, BRD; 10.~14.Sept. 1984; M.Baily: , Cellulase Production by
Mutant Strains of Trichoderma reesei on non-Cellulosic Media"): Die hdchste beschriebene Cellulaseaktivitat wird mit der
Mutante T.reesei VTT-D-7912¢€ auf Basis von 4% Glucose plus 4% Brennerei-Treber erhalten und betrigt 6,4U/ml FPA. Mit
Cellulose anstatt Glucose wurde bei diesem Stamm etwa die gleiche Cellulaseaktivitat erhalten.
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Eswurde auch vorgeschlagen (1986), die Mutanten T.reesei ZIMET 43803 und T.reesei ZIMET 43804 fiir die Cellulaseherstellung
einzusetzen, um auch mit I¢stichen Substraten hohe Cellulaseaktivititen bei gleichzeitig hohen Cellulaseproduktivititen erzielci
zu kénnen.

Alle bekannten Trichoderma-Cellulasekomplexe haben jedoch den Nachteil, daB der B-Glucosidaseanteil gering ist, was beim
enzymatischen Ahbau von Cellulose zu einer starkeren Inhibierung der Celiulase durch die gebildete Cellobiose fiihrt, Dieser
Nachteil ist ceit langem bekannt.

So wurde ein Verfahren beschrieben, wo B-Glucosidase mit Aspergilius phoenicia hergestelit wird, um T.reesei-
Cellulasekomplexe zu supplementieren (Biotechnol. Bioeng. Symp. 10 {1980), 189}. Fiir zahlreiche Cellulaseapplikationen in der
Nahrungsgiter- und Getrankeindustrie sowie der Landwirtschaft werden Cellulase-Enzymkomplexe benétigt, welche neben der
cellulosespaltenden Aktivitat noch Nebenaktivitaten aufweisen, beispielsweise Hemicellulase- und Amylaseaktivitiit. Diu

» T.reesei-Cellulasekomplexe verfiigen zwar Gber eine hohe Aktivitat gegeniiber Cellulose, jedoch sind die Nebenaktivitaten
geringer als bei verschiedenen Cellulasekomplexen anderer Pilzgattungen (z. B.: Phil. Trans. R. Soc. Lond. B 300, 283-291, 1983).
Deshalb wurden auch Verfahren entwickelt, in denen Penicillium-Stémme fiir die Cellulasegewinnung eingesstzt werden.
Beispielsweise wird gemaR DD-WP 225712 Penicillium janthinellum als Cellulasebildner eingesetzt, wobei Cellulose in
Kombination mit vorbehandeltem Griinmehl als Substrat fiir die Cellulasefermentation dient. In einer fed-batch-Kultivierung
wird bei Einsatz von insgesamt 6% Cellulose zuziiglich Griinmehlmedium nach 8 Tagen eine Cellulaseaktivitat von 6 U/m!
Filterpapieraktivitat erreicht, was einer Ausbeute von 100U FPA je Gramm Celiulose entspricht; die Cellobiose-Aktivitit betrdgi
2 bis4U/mil.

Das Griinmehlmedium wird durch mechano-chemische Vorbehandlung von Griinmehl hargestellt.

Dariiber hinaus wurden auch andere Penicillium-Stamme fiir die Cellulasegewinnung eingesetzt, beispielsweise gemal
DE-OS 2133544 und DE-OS 1767737, All diesen Verfahrsn liegen batch- oder fed-batch-Techniken zugrunde, in denen Cellulose
oder pflanzliche cellulosehaltige Substrate einzeln oder in Kombination als C-Quelle dienen und in denen jeweils
unterschiedliche definierte pH- und Temperaturprofile zur Erzielung giinstiger Enzymkomplexe eingestelit werden.

So wird mit Penicillium funiculosum (Enzyme Microb. Technol. 1983, Vol.5, 22-24) auf Basis von 6% Cellulose eine Cellulase-
Aktivitat Yon 3,5U/mi Fi‘A und eina B-Glucosidase-Aktivitat 12 U/mi (gemessen durch Abbau von 4-Nitrophenyl-R-D-glucosid)
erzielt.

Es wird auch die Cellulasegewinnung mit einem Penicillium verruculosum Wildstamm beschrigben (European J. Appl.
Microbiol. 11 (1981), 2, 120-124); bei Verwendung eines Ndhrmediums mit Zuckerriibenextraktionsriickstinden sowie
entfettetem Sonnenblumensamenmehl wurde die giinstigste Cellulasebildung beobachtet. Mit Mandels-Reese-Medium (1957)
und 7,59/l reiner Cellulose plus 1g/| Weizenkleie wurde eine Filterpapieraktivitat von 0,3U/ml erzielt.

Alle bekannten Verfahren zur Cellulasegewinnung haben den Nachteil, daR die bezogen auf das eingesetzte Substrat erhaltenon
Cellulaseausbeuten relativ niedrig sind oder daf} die im Fermentationsmedium erzielten Cellulase-Aktivitaten niedrig sind oder
daf eine proportionale Erhéhung der Cellulase-Aktivitat mittsls Substratzugabe nicht moglich ist oder aber da® der Cellulase-
Er..ymkomplex eine ‘wenig giinstige Zusammensetzung autvveist.

Ziel der Erfindung

Esist das Ziel der Erfindung, hohe Cellulase-Aktivitaten im Fermentationsmedium und gleichzeitig hohe substratbezogene
Enzymausbeuten zu erreichen, um somit eine effektive Ausnutzung von Fermentorvolumen und Substrat zu gewihrleisten.
Dariiber hinaus besteht das Ziel darin, einen Cellulasekomplex zu gewinnen, welcher eine hohe Abbauleistung sowohl
gegeniiber reiner Cellulose als auch gegeniiber cellulosehaltigen pflanzlichen Substraten aufweist.

Dariegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine leistungsverbesserte Cellulase-Mutante zu gewinnen und in einem
Kultivierungsverfahren eirzusetzen, wobei in einer Fermentationsstufe mit hoher Cellulaseproduktivitit und hoher Cellulase-
Aktivitatein solcher Cellulase-Enzymkomplex gebildet wird, welcher iiber einen ausreichenden Anteil 8-Glucosiw.use verflgtund
welcher einen héheren Anteil an Nebenaktivitaicn aufweist, die fiir den Abbau cellulosehaltiger pflanzliche: Substanzen
erforderlich sind.

ErfindungsgemaR wird die Aufgabe dadurch geldst, daR die Pilz-Mutante Penicillium verruculosum IMET 43858 aerob und
submers nach an sich bekannter Weise in einem Nahrmedium kultiviert wird, we'ches ein oder mehrere die Cellulasehildung
und/oder die Bildung zellwandlytischer Enzymer induzierende Substrate allein oder in Kombination mit einem oder mehreren
nichtinduzierenden Substraten enthalt.

Es wurde gefunden, daR diese Mutante bei gesignetem pH bzw. geeignetem oH-Profil einen hoheren Anteil B-Glucosidase und
einen hoheren Anteil Nebenaktivitaten, insbesondere Hemicellulase, Pektinase und Amylase, ins Kulturmedium ausscheidet.
Der Stamm verfiigt Giber sine reduzierte Katabolitrepression der Callulasebildung gegeniiber Glycerol und Galactose; dariiber
hinaus verfligt er auch tiber eine reduzierte Katabolitrepression der Endoglucanasebildung gegeniiber Glucose, erkennbar am
Abbau von sduregequollener Cellulose bei Wachstum des Stammes auf einem Medium mit ::.., 2gequollener Cellulose plus
Glucose.

Der erfindungsgemafe Stamm wurde durch Mutation und Selektion in mehreren Stufen aus dem Wildstamm Penicillium
verruculosum ItC 71 gewonnen und in der Hinterlegungsstelle der ZIMET-Kulturensammiung im Zentralinstitut fiir
Mikrobiologie und experimentelie Therapie der Akademie der Wissenschaften der DDR hinterlegt unc unter der Nummer
IMET 43858 registriert.

Der Stamm ist durch folgende Merkmale charakterisiert:

Stammbeschreibung / Morphologie, Physiologie

Der Stamm weist die fiir Peniciliium typischen morphologischen Merkmale auf und unterscheidet sich vom Ausgangsstamm
hauptséchlich in physiclogischen Eigenschaften, insbesondere in bezug auf die Cellulasebildung.
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Die Erhaltung des Stammes ist auf den fiir Penicillium-Stamme gebrauchlichen Nahrmedien mégiich. Beispielsweise sind
Kartoffe!-Dextrose-Agar, Czapek-Dox-Agar, Sporulationsagar (Ammoniumsulfat 0,2%; Kaliumdihydrogenphosphat 0,5 %:;
Glucose 2%, Hefeextrakt 0,7 %: Agar 2%) oder CM-Agar (Kaliumhydrogenphosphat 1%, Glucose 1%; Hefeextrakt 0,5%; Agar
2%) hierfiir geeignet. Die Bebriitungstemperatur betrdgt zweckmaRig 28 bis 32°C, die Bebritungsdauer etwa 5-7 Tage und
weitere 5-7 Tage bei Raumtemperatur bis zur vollen Entwicklung der Stamme. Die Uberimpfung wird mittels Konidien
vorgenommen; die Farbe der Konidien ist in Abhangigkeit des Nahrmediums griin bis graugriin, mitunter auch geibgrin.

Der Stammist prototroph (z. B. beziigl. Wachstum auf Glucose, Fructose, Glycerol, Lactosej, dartiber hinaus resistent gegeniiber
2-Deoxy-D-glucose und 2-Deoxy-D-galactose sowie partiell resistent gegeniiber 5-Thio-D-glucose.

Wachstum von Einzelkolonien auf CM-Agar, 6 Tage Bebriitung bei 30°C

IMET 43858 33mm Koloniedurchmesser; weif-graugriin;
mittelstarke Sporulation; radiale Faltung

Die Erhaltung des Stammes in lyophilisierter Form oder Gber bzw. in fliissigem Stickstoff ist mittels der allgemein praktizierten
Methoden maglich, ohne daf ein Rickgang des Cellulasebildungsvermagens bisher beobachtet werden konnte.

Der Stamm bcczitat ein partiell-katabolitdereprimiertes Cellulasebildungsvermégen, d.h. in Gegenwart einiger leicht
verwertbarer Substrate wie beispielsweise Glycerol oder verschieden Zucker werden bis zu einer bestimmten
Substratkonzentration Enzyme des Cellulase-Komplexes gebildet.

Die reduzierte Katabolitrepression des Cellulasebildungsvermégens lafdt sich in Anlehnung an die Methode von
B.8.Montenecourt und D.E.Eveleigh (Applied and Environmental Microbiology 33, 1977, 178-183) testen. Als Substrate im
Agarmedium dienen sduregequollene Cellulose in Kombination mit dem jeweils untersuchten Reprassor, insbesondere
Glycerol, Galactose, Glucose und Xylose. Zu* Begrenzung der KoloniegréBe wird Bengalrosain einer Konzentration von 30mg/I
dem Agarmedium z2ugesetzt, Die Dicke der Agarschicht wird auf 4mm eingestelit. Bei einem Plattendurchmesser vua 9cm
werden zweckmaRig 100 bis 200 Konidien je Platte aufgeimpft. In Anlehnung an die genannte Methode wird die Ausbildung der
Klarzonen als Folge des Celiuloseabbaues durch eine an die Bebriitung sich anschlieBende Inkubation bei 45...47°C iiber

20 Stunden vorgenommen, wobei die Lebensfahigkeit der Konidien des erfindungsgeméaBen Stammes erhalten bieibt. Der
Stamm IMET 43858 bildet Klarzonen bei den Substratkombinationen 0,5% séuregequollene Cellulose plus 5% Glycerol und
0,5% séuregequoilene Cellulose plus 5% Galactose. Dariiber hinaus bildet der Stamm IMET 43868 Klarzonen bei der
Substratkombination 0,5% sauregequollene Cellulose plus 0,5% Glucose. Der Ausgangsstamm P. verruculosum ItC 71 bildet auf
keinem dieser Madien K!arzonen, da bei diesem die Cellulasebildung einer starken Katabolitrepression unterworfen ist. Mit
dieser Methode kann auch die Klonselektionierung vorgenommen werden.

Die Testung des katabolitdereprimierten Cellulasebildungsvermaégens des beschriebenen Stammes ist auch in Réhrchen
mdglich. Beispielsweise werden Konidien auf ein Agarmedium mit sduregequollener Cellulose in Kombination mit dem jeweils
untersuchten Repressor, jedoch ohne Zusatz von Bengalrosa, iiberimpft. Der Réhrchendurchmesser betragtzweckmiRig 9mm.
Als MaB fiir das Cellulasebildungsvermégen dient die Tiefe der Klarzone im Réhrchen unterhalb der Mycelschicht; cie Bebriitung
und Inkubation bei 45°C werden wie bei dem beschriebanen Plattentest vorgenommen.

Cellulasebildungsvermégen i n Réhrchentest

C-Quelle {(Klarzonenin mm)

Stamm 1%AC 0,5%AC + 0,5%AC + 0,5%AC +
5% Glycerol 5% Gelactose 0,5% Glucose

P.v.tC71 2 0 0 0

P.v.IMET 43858 4 5 4 4

AC: Amorphe Cellulose

Kultivierung des Cellulasebildners und Gewinnung des Enzymkomplexes

Die Kultivierungstemperatur der Mutante P. verruculost m IMET 43858 betrégt 22 bis 38°C, varzugsweise 30 bis 35°C fiir \as
Mycelwachstum und 26 bis 32°C fur die Enzymbildung. Der pH-Wert iiir die Kultivierung liegt im Bereich von 2 bis 7,
vorzugsweise von 2,5 bis 5,5 fiir das Mycelwachstum und von 3,1 bis 6,2 fiir die Enzymbildung.

Als KultivierungsgefaRe sind alle unter Ausschlu von Fremdinfektionen betreibbaren Fermentoren geeignet, waiche eine
ausreichende Versorgung mit Sauerstoff gewihrleisten und in welchen keine lang andauernden extrem hohen Scherfelder
auftreten, denen groRe Teile des Fermetationsmediums standig ausgesetzt sind.

Ausgangspunkt fiir die Kultivierung s* .d Konidien von Emerskulturen, insbesandere von Schragagarkulturen auf Kartoffel-
Dextrose-Agar.

Als Inokulum fir das Fermentationsmedium dienen Konidien, vorzugsweise in einer Konzentration von 107 bis 10° je Liter
Fermentationsmedium, oder Suspension vegetativen Mycels, vorzugsweise in einer Menge von 1 bis 15Vol.-% des zu
beimpfenden Mediums.

Fir die Beimpfung groRer Fermentoren wird das Inokulum zweckmaBig in mehreren Stufen nacheinander angezogen.

Die ProzeRfiihrung bei der Ziichtung der Mutante P. verruculosum IMET 43858 zur Gewinnung des Cellulase-Enzymkomplexes
istin Abhangigkeit der verwendeten Substrate oder Substratkombinationen und der zu erzielenden Enzymzusammensetzung
verschieden.

Zur Bildung des Cellulase-Enzymkomplexes ohne: erhohten Anteil an Nebenaktivitaten kann reine Cellulose als induzierendes
Substrat eingesetzt werden. Bis zu einer Konzeniration von etwa 2% Cellulose ist in diskontinuierlicher Fermentation die im
Fermentationsrmedium gebildete Celluloseenz. -nmenge der eingesetzten Cellulosemenge propostional. Hohere
Celulosekonzentrationen fiihren zu einer hoh aren Cellulaseaktivitat im Fermentationsmedium, wobei die Zunahme der
Cellulaseakti itat dann jedoch nicht mehr de eingesetzten Cellulosemenge proportional ist, so daf die Cellulaseausbeute
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absinkt. Eine der eingesetzten Cellulosemenge proportionale Erhéhung der Cellulasebildung ist gemaR einer beschriebenen
fed-batch-Technik moglich, bei welcher die Zufiihrung der Cellulose mittels einer Regeleinrichtung oder einer rechnergestiitzten
Prozef3steuerurig von der spezifischen Kohlendioxidentwicklung des Mycels angesteuert wird.

Mittels Weizenkleie, Brenr.ereischlempe oder anderer komplexer Ndhrmediumsbestandteile kann die Bildung von
Nebenaktivitaten wie beispielsweise Hemicellulase, Amylase und Pektinase erhoht werden.

Fir die Herstellung zellwandlytischer Enzyme werden zweckmaRig Pilzzellwéande als induziertes Substrat eingesetat. Der
gebildete Enzymkomplex hat eine Zusammensetzung auf Grund derer er beispielsweise zur Herstellung von lebenden
Pilzprotoplasten geeignet ist.

Die Bildung des Cellulase-Enzymkomplexes kann auch auf Basis I6slicher induzierender Substrate oder ldslicher
nichtinduzierender Substrate in Kombination mitinduzierenden Substraten erfolgen. Dafiir ist eine fed-batch-Technik geeignet,
bei welcher die I6slichen induzierenden Substrate oder die léslichen nichtinduzierenden Substrate oder eine Kombination
laslicherinduzierender und léslicher nichtinduzieren der Substrate in einer solchen Weise dem Fermentationsmedium zugefiihrt
werden, daf die sich im Fermentationsmedium einstellende aktuelle Konzentration der ldslichen Substrate in einem Bereich
liegen, in welchem die Cellulasebildung induziert aber nicht reprimiert wird. Die obere Grenze dieses Bereiches wird durch die
Katabolitrepression des Cellulasebildungsvermdagens bestimmt, walche dem jeweils eingesetzten Substrat entspricht.

Der Fermentationsproze® bei der fed-batch-Technik besteht aus einem diskontinuiarlichen Abschnitt {batch) und der
Substratzufithrungsphase (fed-batch-Abschnitt). Die batch-Phase dient der Anzucht von Mycel, wéhrend in der
Substratzufihrungsphase vorwiegend die Enzymbildung erfolgt. Die Substratzufiihrung wird entweder mittels der
Kohlendioxidkonzentration de s Fermentationsabgases angesteuert oder aber nach einem empirisch ermittelien Zeitregime
vorgenommen. Werden nichtinduzierte Substrate wie beispielsweise Glycerol oder Galactose zugefihrt, so mul das
Grundnahrmedium mindestens ein induzierendes Substrat enthslten, wie z.B. Cellulose, Weizenkleie oder Brennereischlempe.
Es ist moglich, das Mycel im batch-Abschnitt der Fermentation auf Basis nichtinduzierender Substrate, wie 2.B. Glucose,
Glycerol, Fructose, anzuziehen, da die Katabolitrepression bei der Mutante IMEt 43858 nach Verbrauch des reprimierenden
Sub.trates nicht nachwirkt.

Durch gezielte Veranderung des pH-Wertes wéhrend der Fermentation 148t sich die Zusammensetzung des Cellulase-
Enzymkomplexes beeinflussen. Einige Nebenaktivitaten, wie beispielsweise Xylanase, Amylase und p-Glucosidase, werden bei
héheren pH-Werten stérker gebildet; es ist auch maglich, mittels pH-Abfall auf pH = 3,1 einen Cellulase-Enzymkomplex
herzustellen, der keine B-Glucosidase-Aktivitat enthalt.

Die Abtrennung und Reinigung der gewonnenen Enzyme kann mittels be¥annter Verfahren vorgenommen werden. Je nach
Applikation kdnnen das nichtaufgearbeitete Fermentationsmedium, das Kuiturfiltrat, getrockriete Rohenzyme oder gereinigte
Enzyme eingesetzt werden.

Ausfihrungsheispiele

Beispiel 1:

In einem Rihrfermentor mit einem Bruttovolumen von 30 Litern wird der Stamm IMET 43858 furr die Gewinnung des Cellulase-
Enzymkomplexes kultiviert.

Als Substrat dienen Glucose, wiBriger Weizenkleie-Auszug und Cellulose. Die Glucose wird in dem wialrigen Weizenkleie-
Auszug geldst und mittels fed-batch-Technik dem Fermentationsmedium zugegeben.

Fermentor:

Der Fermentor ist mit einem allgemein gebrauchlichen Sechsuiatt-Scheibenrithrer versehen, dessen Gesamtdurchmesser etwa
ein Drittel des Fermentorinnendurchmessers betragt. Die Einbauhdhe des Ruhrers im Fermentor betriigt etwa ein Fiinftel der
Gesamthohe des Fermentorinnenraumes. Die Begasung des Fermentors erfolgt Giber einen unterhalb des Riihrers befindlichen
Ring, welcher etwa den gleichen Durchmesser wie der Riihrer anfweist und mit je 1mm breiten Offnungen im Abstand von je
8mm versehen ist. Der Fermentor ist mit der allgemein gebrauchlichen MeB- und Regeltechnik ausgestattet, insbesondere mit
einer Temperatur-, MeR- und Regeleinrichtung, einer pH-MeR- und Regeleinrichtung, einer Gelost-Sauerstoff-Messung und
einer MeReinrichtung fir Jie CO,-Konzentration des Fermentoratbgases gekappell mit einem Steuersignal, beispielsweise zur
Ansteuarung von Dosierpumpen. Mittels einer automatisch geregelten Schaumbekdmpfung wird eine (iberschiissige
Entschaumerzugabe vermieden.

Das Anfangsvolumen betragt 12 Liter, bestehend aus 11 Liter Grundnahrmedium plus 1 Liter inokulum.

Zusammensetzung des Grundnahrmediums

KH,PO. 45¢g
(NH4)QSO4 60g
MgS0Q,-7H,0 4,5¢g
CaCl; 4,5g
Mikrokristalline

Cellulose 160g
Weizenkleie 30g
Tween 80 15¢g

Herstellung der Glucoseldésung:

90g Weizenkleie werden in 3 Litern Wasser suspendiert und kurzzeitig 2um Sieden erhitat; nach dem Abkihlen werden die
Feststoffe abgetrennt (z. B. Zentrifugation). Im Fugat werden 900g Glucose (z. B. hancelstibliche Sorte) geldst. Mit Wasser wird
auf 3 Litern aufgefillt und sterilisiert.
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Die Bestandteile des Grundnidhrmediums werden in 11 Liter Leitungswasser geldst bzw. suspendiert, sterilisiert und unter
Ausschluf3 von Fremdkeimen in den sterilisierten Fermenter gegeben. AnschlieBend wird der Fermentor mit 1 Liter frischer
Mycelsuspension {inokulum) beimpft.

inokulum:
Das Inokulum wird in 10 Schittelkolben mit je 100ml Ndhrmedium hergestelit. Das Nahrmedium hat folgende
Zusaminensataung:

KH,PO, 159/
(NH4),S04 3,5¢/1
CaCl, 0,3g/!
Weizenkleie 2g/1
Glucose 25g/1

Die Kolben werden mit je etwa 10’ Konidien einer 10 bis 20 Tage alten Abimpiung des hinterlegten Stammes IMET 43858 beimpft
und 24 bis 32 Stunden bei 30 bis 32°C und ohne Korrektur des pH kultiviert.

Fermentation:

Die Kultivierungstemperatur wird 2u Beginn der Fermentation auf 32°C eingestelit; die Regelgrenzen fiir den pH werden auf 4,0
{untere Regelgrenze) und 5,5 (obere Regelgrenze) eingestelit; die Rihrerdrehzahl betrégt 500 U/min und die Begasungsmenge
450 Norm-Liter-Luft je Stunde. Als Antischaummittel wird Silikonentschdumer NM 4C verwendet.

Der pH-Wertliegt zu Beginn der Fermentation innarhalb des Solibereiches, je nach Zustand und Alter des Inokulums bei etwa 4,2
bis 5,4. Wahrend der Fermentation tiitt ein Abfa!l des pH ein; bei Erzeichen der untaren Regelgrenze wird mittels 12%iger
Ammoniaklésung der pH bei 4,0 konstant geregeit. Mitunter ist-- bedingt durch den Weizenkleie-Zusatz —in der Anfangsphase
ein zwischenzeitlicher Anstieg des pH zu verzeichnen, derim Falle des Erreichens der oberen Regelgrenze eine Konstantregetung
des pH mittels 10%iger Schwefelsdure bei 5,5 erfordert.

Mit der Zufiihrung der Glucoseldsung wird begonnen, nachdem die Kohlendioxidkonzentration im Fermentationsabgas
dasjenige Maximum Uberschrittan hat, welches sich nach dem Verbrauch der leicht utilisierbaren Bestandteile der Weizenkleie
und dc mit dem Inokulum eirgebrachten restlichen Glucose ausbildet und auf 80% des Maximalwertes abgesunken ist.
Gleichzeitig wird clie Fermentationstemperatur auf 28°C abgesenkt.

Die Kchlendioxidkonzentration von 80% des Maximalwertes wird zu Beginn der Glucosezufiinrung als Regelgrenze emgeatellt
hei Unterschreitung der Regelgienze wird eine Férderpumpe eingeschaltet, welche die Glucoseldsung dem
Fermentationsmedium so lange zufihrt, bis die Kohlendioxidkonzentration die Regelgrenze wieder Gberschreitet. Die
Forderleistung der Pumpe wird at.f eine Menge von 0,11/h eingestellt. Bei erneutem Absinken der Kohlendioxidkonzentration
unter die Regelgrenze wird die Pumpe wieder eingeschaltet, bis die Regelgrenze wieder Gberschritten wird. Auf diese Weise
werden insgesamt 3 Liter der Gluc »selésung dam Fermentationsmedium zugeftihirt.

Die Begasungsmenge wird mit der Zunahme des Fermentationsmediums proportional erhéht. Die Kehlendioxidkonzentration
im Fermentationsabgas hat wahrend der Substratzufiikrung einen oszillatorischen Verlauf.

Die Fermentation wir d beendet. nachdem Jie 3 Liter GlucoselGsurg zugefiihrt sind, entsprechend einer Gesamtfermentationszeit
von 5 bis 6 Tager..

Die Filterpapieraict.vitat im Kulturfiltrat betrégt etwa 8U/ml, die B-Glucosidaseaktivitat etwa 6 U/mi.

Beispiel 2:

Die Stamme Penicillium verrucutosum itC 71 und IMET 43858 werden in Schiittelkolben 7 Tage bei 30°C und ohne Korrektur des
pH kultiviert. Es werden Schiittelkolben mit je 100m! des Nahrmediums in drei Parallelversuchen hergestelit. Samtliche
Schiittetkolben werden mit der gleichen Menge einer Konidiensuspension beimpft, welche von siner 10 bis 20 Tags altei
Abimpfung des jeweiligen Stammes gewonnen wird. Die Konidiensuspension wird unter Ausschlufl von Fremdkeimen tiber
eine G 2-Glasfritte filtriert, um Reste noch vorhandenen Mycels zu entfernen. Die Menge der fiir die Beimpfung eines jeden
Schiittelkolbens verwendeten Konidiensuspension wird so bemessen, dad die Kolben mit jewails 10’ Konidien heimpft werden.

Das Nahrmedium hat folgende Zusammensetzung:

KH,PO,4 16g/1
(NH4)2SO4 4,89/'
CaCl, 0,3g/1
MgS0,-7H,0 0,5g/1
Tween 80 1g/
Heweten 10Hz 10g/1
Weizenkleie 5g/l

Die Kulturfiltrate werden mittels Ultrafiltration etwa 10:1 aufkonzentriert.



Die analytischen Untersuchunger 'ar Konzentrate ergeber. folgende Werte:

IMET 43858 ItC71
Protein /mg/mt/ 19,0 3,2
Xylanase /U/mg Protein/ 2,68 2,75
Endoglucanase /U/mg Protein/ 3,87 1,07
B-Glucosidase /U/mgPrctein/ 0,0 0,13
End-pH 29 43

Der Cellulase-Enzymkompiex der hinterlegten Mutante ist in diesem Beispiel frei von B-Glucosidase, da*

infolge des hohen Celluloseumsatzes wahrend der Fermenation der pH-Wert zwischenzeitlich auf Werte
¥leiner pH3 absinkt.
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