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(67) Die Erfindung betrifft eine Kultivierungsmethode fiir Bakterien der Gattung Bacillus zur Herstellung von
alkalischer Protease. Ziel der Erfindung ist ein technologisch einfaches feeding-Verfahren zur Herstellung von
Serinprotease mit Bakterien der Gattung Bacillus durch EinfluBnahme auf das Nahrstoffangebot in der Phase der
Produktbildung, verbunden mit einer Erhéhung der durchschnittlichen Aktivitdtsausbeute pro Fermentationsansatz.
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, durch eine einfache ,on line”-meRbare GroRe den Zeitpunkt fiir den
Beginn der Kohlenhydratzugabe durch eine verzégerungsfrei arbeitende Methode exakt zu bestimmen und damit den
FermentationsprozeR entsprechend dem Ziel der Erfindung zu steuern. Das erfindungsgemiRe Verfahren ist dadurch
gekennzeichnet, dal der Beginn des feeding durch das zweite pH-Minimum des natiirlichen, ungeregelten
pH-Verlaufs wahrend der Fermentation festgelegt und bis zum Ende der Fermentation fortgefiihrt wird
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Erfindungsanspruch:

1. Kultivierungsmethode fiir Bakterien der Gattung Bacillus zur Herstellung von alkalischer Protease unter Anwendung eines
Kohlenhydratfeedings, dadurch gekennzeichnet, daB der Beginn des feeding durch das zweite pH-Minimum des natiirlichen,
pH-Verlaufs wahrend der Fermentation festgelegt und bis zum Ende der Fermentation fortgefithrt wird.

2. Kultivierungsmethode fiir Bakterien der Gattung Bacillus nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dal Bakterien kultiviert
werden, deren extrazellulare Serinproteasesynthese dem gleichen Regulationsprinzip unterliegt wie Bacillus licheniformis,
beispielsweise B. subtilis, B. firmus u.a. ‘

3. Kultivierungsmethode nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daf bei der Kultivierung von Bacillus licheniformis 41 p—
ZIMET 10911 — oder seinen Mutanten B. licheniformis 41 p/165/R 22, B. licheniformis 41 p/5/ R31 und B. licheniformis
41 p/174/ R44 |6sliches Kohlenhydrat in Mengen von 0,1 bis 0,2g/100 ml/Stunde zudosiert wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft eine feeding-Methode, die fiir die Kultivierung von Bakterien der Gattung Bacillus und die damit gekoppelte
Erzeugung von extrazelluléren Enzymen, insbesondere alkalischer Protease, deren Synthese mit dem SporulationsprozeB
korreliert, angewendet wird.

Die mit der genannten Kultivierungsmethode hergestellte alkalische Protease wird fiir den Einsatz in der Waschmittel-, Leder-
und Filmindustrie sowie zur Bereitung von Kosmetika verwendet.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Es ist bekannt, daR die Synthese alkalischer Protease durch sporenbildende Bakterien an bestimmte Wachstumsphasen dieser
Organismen gebunden ist. Der Beginn der Synthese alkalischer Protease korreliert mit friihen Stadien der Sporulation,
wohingegen wachsende Zellen keine alkalische Protease bilden.

Bekannt ist auch, da® bei diskontinuierlicher Kultivierung von Mikroorganismen die Synthese von extrazellularer Protease in
erster Linie durch eine schnelle Verarmung des Nahrmediums an Nahrstoffen begrenzt ist und eine zusétzliche Dosierung von
Néhrstoffen diesen Mangel vortibergehend aufheben kann.

Zuséatze l6slicher Kohlenhydrate wihrend einer Ziichtungsperiode von Mikroorganismen zur Gewinnung alkalischer Protease
sind mehrfach beschrieben (DE-OS 2551742; DE-OS 2101803; US-PS 3960665; DE-OS 1807 185; US-PS 3696 000; DE-

0S 1965281; DE-OS 1800508). Der Nachteil der beschriebenen Losungen besteht darin, daR die Bestimmung des fiir eine
maximale Proteasesynthese ausschlaggebenden Zeitpunktes der erstmaligen Kohlenhydratzugabe zum Fermentationsmedium
nicht durch einen direkt, kontinuierlich und verzégerungsfrei meRbaren, die Nahrstoffsituation charakterisierenden Parameter
ermittelt wird.

Dadurch kénnen Zeitverschiebungen des ProzeRablaufes als Folge natiirlicher biologischer Schwankungsbreiten nicht in
entsprechender Weise beriicksichtigt werden.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein technologisch einfaches feeding-Verfahren zur Herstellung von Serinprotease mit Bakterien der
Gattung Bacillus durch EinfluBnahme auf das Nahrstoffangebot in der Phase der Produktbildung, verbunden mit einer Erh6hung
der durchschnittlichen Aktivitdtsausbeute pro Fermentationsansatz.

Darstellung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, durch eine einfache ,,on line”-meRbare GréRe den Zeitpunkt fiir den Beginn der
Kohlenhydratzugabe durch eine verzégerungsfrei arbeitende Methode exakt zu bestimmen und damit den Fermentationsprozef3
entsprechend dem Ziel der Erfindung zu steuern.

Es wurde nun gefunden, daf bei diskontinuierlicher Kultivierung von Bakterien der Gattung Bacillus in einem fiir eine hohe
alkalische Protease-Synthese geeigneten Ndhrmedium die Syntheserate im wesentlichen durch die Verfligbarkeit der
Kohlenhydratquelie bestimmt wird, und daB durch ein entsprechendes Kohlenhydratfeeding ein aufgetretener Nahrstoffmangel
ausgeglichen werden kann.

Erfindungsgemal wurde festgestelit, da der Zeitpunkt der ersten Zugabe der Kohlenhydrate sowie die Dosis ausschlaggebend
daflir sind, daR die Kultur in dem gew{inschten Differenzierungszustand gehalten und die damit korrelierende alkalische
Protease-Synthese mit einer hohen Rate fortgesetzt wird.

Dieser Zeitpunkt ist dadurch charakterisiert, daB die im Nahrmedium enthaltenen Kohlenhydrate mit maximaler Rate utilisiert
werden.

Wesentlich ist es nun, diesen Zeitpunkt wahrend des Fermentationsprozesses verzégerungsfrei durch eine einfach und direkt
melbare GréfRe zu ermittein.

Bei der Kultivierung von Bakterien der Gattung Bacillus in einem geeigneten Nadhrmedium spiegelt der natdirlich (ungeregelt)
verlaufende pH-Wert der Kulturlésung die Verwertung der Kohlenhydrate wieder und ist durch zwei ausgepragte pH-Minima
charakterisiert.
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Uberraschenderweise korreliert das zweite pH-Minimum direkt mit der maximalen Verwertungsrate fir Kohlenhydrate.

Durch Ausnutzung dieses Zusammenhangs wird nunmehr der Zeitpunkt der ersten Zugabe von Kohlenhydraten zum

Nahrmedium durch den verzdgerungsfrei, direkt und kontinuierlich in der Kulturlésung meRbaren pH-Wert ermittelt und muf3

nicht tiber die aufwendige Messung und Berechnung der maximalen Kohlenhydratverwertungsrate bestimmt werden.

Sporenbildende Bakterien der Gattung Bacillus, deren alkalische Protease-Synthese dem gleichen Regulationsprinzip unterliegt,

kénnen nach der erfindungsgemaRen Methode zur Herstellung von alkalischer Protease kultiviert werden; beispielsweise B.

subtilis, B. firmus u.a.

Am Beispiel des Bacillus licheniformis 41 p —ZIMET 10911 — und seinen Mutanten B. licheniformis 41 p/165/ R22, B.

licheniformis 41 p/5/R31 und B. licheniformis 41 p/174/R 44 sowie an B. firmus ATCC 14575 wurde das erfindungsgemaf3e

Verfahren entwickelt und eingehend untersucht.

Die erfindungsgemaRe Methode zur Kultivierung von Bakterien der Gattung Bacillus wird am Beispiel von B. licheniformis 41 p

dargestellt:

B. licheniformis 41 p wird in einem Kulturmedium geztichtet, das libliche Kohlenhydrat-, Stickstoff- und Spurenelementquellen

enthalt.

Der anfangliche Gesamtkohlenhydratgehalt des Nahrmediums liegt bei etwa 6,5g/100ml.

Das Ndhrmedium wird auf iibliche Weise 30 min bei 120°C sterilisiert.

Das Nahrmedium wird mit einer Vorkuttur aus der mittleren logarithmischen Wachstumsphase beimpft.

Mit Beginn der Fermentation werden die optlmale Temperatur, Riihrung und Beltftung eingestellt.

Der pH-Wert der Kulturbriihe unterliegt einem durch die Stoffwechseltétigkeit der Mikroorganismen verursachten nattirlichen

Verlauf und wird wihrend des Fermentationsprozesses kontinuierlich durch eine automatische Messung und Aufzeichnung

ermittelt. Nach Ende des logarithmischen Wachstums der Kultur, unmittelbar nach der Registrierung des zweiten pH-Minimums,

wird mit der kontinuierlichen Dosierung von 16slichen Kohlenhydraten begonnen und bis zum Ende der Fermentation fortgesetzt.

Als l6sliche Kohlenhydrate kdnnen beispielsweise Glukose,. enzymatisch oder chemisch hydrolysierte Stérke oder bei der

Glukosegewinnung anfallende glukosehaltige Abprodukte verwendet werden.

Die zudosierte Menge betragt 0,1 bis 0,2g/100 mi/Stunde. Wahrend der Dauer der Zugabe idslicher Kohlenhydrate bewegt sich

der ungeregelte pH-Wert der Fermentationsbriihe im Bereich von 6.4 bis 6.7.

Die Dauer des Fermentationsprozesses betragt 44 bis 48 Stunden.

Das Ende der Fermentation wird durch halbstiindliche Bestimmung der Aktivitat alkalischer Protease in der Kulturlésung

ermittelt.

Die Bestimmung der proteolytischen Aktivitat erfolgt nach einer modifizierten Anson-Methode. (M.L.Anson, J. Gen.Physiol.

Vol.22 [1939], S.79-89).

Die proteolytische Aktivitat wird durch die Zunahme der in einem Proteinféllungsmittel 16slichen Substratbruchstlicke

charakterisiert. Diese werden in Tyrosindquivalenten ausgedriickt und im UV-Bereich des Lichtes bei 274nm bestimmt. Als

Substrat wird Himoglobin nach HAMMARSTEN verwendet.

Die Einheit wird definiert als die Zunahme der im Fallungsmittel 16slichen Proteinbruchstiicke, ausgedriickt in uMol Tyrosin, die

in 1min entstehen.

Die Isolierung des Enzyms erfolgt nach den iiblichen Methoden.

Die Méglichkeit der Nutzung der Korrelation von pH-Verlauf, maximaler Kohlenhydrat-Verwertungsrate und erforderlichem

Zeitpunkt der Kohlenhydrat-Zugabe als Parameter zur Prozefkontrolle und die Verwertung der Ergebnisse zur positiven

Beeinflussung des Fermentationsprozesses stellen eine wesentliche Bereicherung der Losungen des Standes der Technik dar.

Sie fihren zur

— Stabilisierung des Verfahrens durch exakte Bestimmung des erforderlichen feeding-Zeitpunktes mittels Anwendung einer
verzbgerungsfreien MeBmethode

— erheblichen Einschrinkung der biologischen Schwankungsbreite des Fermentationsprozesses

— Erhdhung der Raum-Zeit-Ausbeute ‘

— Verringerung der Kosten pro Aktivitdtseinheit

— Minimierung des Arbeitskrafte- und Materialaufwandes fiir die ProzeRkontrolle.

Ausfiihrungsbeispiele

Beispiel 1
Nahrmedium:Sojaschrot 3,2%
Stérkehydrolysat 5,0%
Casein 1,4%
Glukose 0,525 %
NazHPO4'2H20 0,5%
MgSQ,-7H,0 0,05%

Leitungswasser

Die Sterilisation erfolgt 30 min bei 120°C.

Vor Beimpfen werden Rithrung, Beliiftung und Temperierung eingestellt.

Die Beimpfung des Nahrmediums wird mit 3% einer etwa 7 Stunden in Schiittelkolben oder im Fermenter angeziichteten
Vorkultur vorgenommen,

Nach ca. 20 Stunden hat der pH-Wert der Kulturbrilhe das zweite pH-Minimum erreicht.

Unmittelbar nach Durchlaufen desselben wird mit der Zudosierung einer 45%igen Glukoseldsung begonnen. Die Dosierung
erfolgt kontinuierlich.

Die Flitterungsrate betragt 0,12g/100ml/Stunde.

Nach 44 Stunden ist in der Kulturldsung eine aikalische Protease-Aktivitdt von 300TEHb/mI meBbar. Im Kontroilversuch ohne
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Beispiel 2
Die Versuchsbedingungen werden wie in Beispiel 1 gewahit.
. Anstelle der Glukose wird eine auf Glukose berechnete 30%ige Losung eines Starkehydrolysats dosiert.
Die Zufiitterungsrate wird auf 0,2g/100ml/Stunde eingestellt.
Nach 46 Stunden betragt die alaklische Protease-Aktivitat in der Kulturldsung 295 TEyp/ml.
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