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Vérfahrén zur biotechnischen Herstellung von Cellulose und
 B-~Glucoside spaltenden Enzymen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur biotechnischen Her-
stellung von Cellulose~ und B-Glucosidespaltenden Enzymen im
Emers- und Submersverfahren mittels eines Stammes aus der
Gattung Gllocladlum.

Zur biotechnischen Herstellung von Cellulasen werden verschie-
dene Schimmelpilze, z. B. Aspergillus-— oder Trichodermaarten,
verwendet. Der Einsatz eines Gliocaldium-Stammes zur biotech—
nischen Herstellung von Cellulose und B-Glucosidespaltenden
Enzymen ist bisher noch nicht erwihnt worden, obwohl bekannt
ist, daB mehrere Arten der Gattung Gliocladium zum Abbau zel-
luloseha1t¢ver Materialien befdhigt sind.,

Zweck der Erfindung ist es, einen Stamm einzusetzen, der es
gestattet, unter produktionstechnischen Bedingungen rentabel
Cellulasen (01 und Qx) und B-Glucosidasen in hoher Ausbeute
zu gewinnen, die zur Spaltung von Cellulose aus natiirlichen
Pflanzenmaterialien eingesetzt werden kOnnen, so z. B. zunm
Aufschlufl von Obst und Gemise zur ErhShung der Saftausbeute,
zur Herstellung von lazeraten und Sidften sowie fiir didtetische
Zwecke, zum AufschluBl von Futtermltteln und von Holz und |
holzartlgen Pflenzenmaterialien.,

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, durch VerWendung
eines Stammes der Gattung Gliocladium und durch geeignete
Kultivierungsbedingungen zu dem genannten Ziel zu gelangen.,

ErfindungsgemdB wird die Aufgabe dadurch gelost, daB zur bio-
technischen Herstellung von Cellulose und B-Glucosidespalten=-
den Enzymen im Emers- oder Submersverfahren mittels eines
Stammes sus der Gattung Gliocladium ein insbesondere unter
Verwendung von Cellulosesubstraten selektierter und vorzugs-—
welse in einem Medium mit Cellulose und Grinmehl kultivierter
Stamm von Gliocladium spec. Kleinmachnowi verwendet wird.
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Der verwendete Stamm wvon Gliocladium spec. Kleinmachnowi mit
der Stammanmeldungsnummer 2642, Anmeldungsjahr 1968, (Stamm-
sammlung der Humboldb_Universitét, Kleinmachnow b. Berlin,
Bereich Mikrobioclogie, Sektion Néhruﬁgsgﬁterwiwtschaft und
Lebensmitteltechnologie, DDR), der durch ein Screening-Fro-
gramm unter Verwendung von natiirlichen Zellulosesubstraten
selektiert und dessen celiulolytisqhe Aktivivaten (C1wAktivi~
téten) durch geeignete Kultivierungsbedingungen weiter ge-
stelgert wurden, grenzt sich nach dem Bestimmungsschlissel
yon Raper und Thomn (Raper, K. und Ch. Thom, A"
manual of the I@nlclllla, Williams end Wilkins Company, Bal-
timore 1949, S. 674~687) von den dort beschriebenen Arten und
Untersrten dieser Gattung durch den Aufbau seines konidien-
tragenden Apparates deutlich ab.

Der Stamm Gliocladium spec. Kleinmachnowil 1st durch folgende
Merkmale. gekennzeichnet:

Mikrobiologische lMerkmale:

Makroskopisches Auf Malz-, Czapek-Dox-, Hefer-Erbsmehlagar

Wachstum: ausgebreitet, samtig, selten spinnwebarti-
ges Luftmyzel Uber seubtigem.
Farbe: Oberseite dunkel-grinlich, Unterseite
' » farblos
Myzel:  Niederliegend, teilweise Luftmyzel, sep-

" tiert, glatt ‘
Konidienbildung: In Kopfchen am Ende eines unferschledllch
differenzierten konidientragenden Appara-
: tes _ ’
Kopfchen: R  Kopfchen rund, durch in Schleim zusammen-—
- gehaltene Sporenanhéufungen: durchschnitt-
" lich trdgh 1 Konidientriger 1 bis 3, sel~
ten 4 Kopfchen. Kopfchen unterschiedlich
groB, Jje nasch Aquildung des konidientra-
genden. Appurates.
Konldlentrage"* Meist auf nlederlleoendem lyzel, seltener
in Iuftmyzel entstehend, unterschiedlich
warzig, Jje nach Néhrboden
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Lénge: sehr unterschiedlich, 14 bis 100
verzweilgt und unverzweigt 1 bis 3 Stock-
Konidientragender werke. Meist 1 bis 2 Stockwerke: letulae,

Apparat: Sterigmata. Selten 3 Stockwerke: Zweige,
Metulae, Sterigmeta, in diesem Falle peni-
cilliumdhnlich. Zweige einzeln abgehend,
seltener gegenstindig oder wirtelig.

Metulae: Glatt |

Sterigmata: Stehen meist zu viert, entweder auf

Metulee oder Seitenzweigen oder am Ende
eines unverzweigten Konidientrigers, bir-
nenfdrmig, 6 bis 9 lang; '

2,5 bis B,Q/varei y glatt,

Sporen: Durch Schleim zusammengehalten, dicht ge-
drédngt auf den Sterigmats. Rundlich bis
leicht elliptisch, ca,-%)A/im Durchmesser,
glatt. ' :

Die biotechnischen Verfahren zur Herstellung der Cellulasen
und B-Glucosidasen kOmnen in Submers- und Emerskulturen
durchgefiihrt werden.

Die Enzymproduktion erfolgt unter Verwendung billiger, natiir=
licher Ausgangsmaterislien, wobei ein Zusatz von nativer Cel~
lulose zum Kulturmedium die Enzymaktivitdt wesentlich erhént,

Die Enzymproduktion im Emersverfahren erfolgt auf angefeuch-
teten'pflanzlichen Materialien, vorzugsweise Welzenkleie und/
oder Grilemehl. Der sterile Ndhrboden wird mit Sporen bzw. ve-
getativen Myzelien beimpft. Die Inkubation erfolgt etwa bei
25 bis 35 °C und deuert 2 bis 4 Tage.

Bei der Enzymprodulktion im Submersverfahren wird von einer
Sporenkonserve ausgegangen, wobeli die Sporen von Gliocladium
Spece Kleinmachnowi auf Weizenkleie- oder Bierwlirzeagar ver-
mehrt wexrden.

Nach einer Inkubation von 2 bis 14 Tsgen bei 25 bis 35 °¢
werden die Sporén mit Wesser abgeschwemmb. Die Sporensuspen-—
sion wird;zdfwﬁéimpfung.der nachfolgenden Inoculumstufe be-
- nutzt (1. Vorkuitur);
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Mit dieser ersten Vorkultur werden Je nach Bedarf und Grofe-
des Produktionsumfanges weitere Propsgationsstufen (Vorkul-
turen) angelegt. Die Vorkulturen 'dienen zur Beimpfung des
Produktionsmediums. Die erforderliche Impfmenge beldufs
sich auf 0,5 bis 10 %, wobei sich das Impfmaterial in der

- logarithmischen Wachstumsphase befinden mB. Die Zusamien-—
setzung der Ndhrldsung flir die Impfstufen und das Produk-
tionsmedium sind gleich., Sie enthalten Cellulose, Grinmehl

‘und anorganische Salze.

Die Enzymproduktion erfolgt entweder im Schiittelkolben, im
halb-~ oder im groftechnischen MsBstabe Die groBtechnische
Produktion erfolgt in Tanks mit Zwengsbeliiftung und Rihrung
unter sterilen Bedingungen. Zur Bek@mpfung der Schaumbildung
wihrend der Fermentation werden pflanzliche oder tierische
Fette und Ole oder Jle auf Silikonbasis eingesetzt.

Die Fermentation ist beendet, wenn das Myzel in Aubtolyse
libergegengen ist und die Enzymaktivitéten ihre Endwerte er-
reicht haben.

Die Myzel- und Ndhrbodenbestandieile werden von der Kulturlo-
sung abgetrennt. Aus dem Filtrat wird in Ublicher Weise ent~
weder durch Einengen im Vakuum ein Konzenbrat odex durch
F&allung mit encrgenischen Salzen oder organischen Losungsmit-
teln oder durch Gefriertrocknung ein festes Préparat herge-
stellt. ' o '

Auf Grund der hohen Aktivitaten an 01- und CX—cellulolytiSGhen
Enzymen sowie B-Glucosidasen ist es moglich, natlirliche, zel-
lulosehaltige Ausgangsmaterialien zu spalten. '

Die Exrfindung soll anhand von Beispielen ndher erléutert
werden: - '

Beispiel 1

Zur Herstellung von Cellulose~ und 8-Glucoside spaltenden
Enzymen im LabormaBstab werden Sporen aus der Konserve (1/3
Luvos-~Heilerde II, 1/3 Seesand, 1/3 Aktivkohle) oder einerx
Wirzesgar-Brhaltuagskultur (2 % ungehopfte Wirze, 2 % Agar,
pH 5,6) auf Weizenkleie~ oder BierwﬁrzeuAgér Uberinpft.
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(Zusammensetzung des Weizenkleieagars: 5 % Weizenkleie, 2 %
Agar, pH 5,6). Nach einer Inkubation von etwa 8 bis 14 Tagen
werden die Sporen.von der Agarkultur mit Leitungswasser abge-
schwemmt und je ﬁO bis 50 Millionen in 100 ml Produktionsme-
dium eingeimpft. Dieses hat folgende Zusammensetzung: 0,5 %
Cellulose, 1,0 % Grinmehl, alkalisch aufgeschlossen, 0,2 %
NH@H2P04, 041 % KH2PO4, 0,05 % MgSO4 o 7 5,0, Leitungswasser,
pH 5,6. Es wird auf einer Schiittelmaschine mit 220 Ausschlé-~
gen /Minute 3 bis 4 Tage geschiittelt, dann wird abfiltriert
und das Filtrat im Vakuum bei 25 bis 50 %G auf etwa 1/5 ein- -
geengt.

Folgende Aktivitdten wurden erreichtb:

Cq—Aktivitét: | - 50 B/ml (Flissipréparat)
. { v 2800 E/ml (Festpréparat)

GX-Aktivitgt: . 750 B/g

B-Glucosidése-Aktivitétswert: 397 Kolorimetereinheitéh

Aktivitatsbestimmungen ¢

O -Akbivitdt:

‘Bestimmng in Anlehnung an die Filterpapiermethode nach
KITAMIKADO und TCOYAMA (Hakko, Kogaku, Zassku 40, 85 (1962)
und ref. C. A, 62, 1900, (1965) unter Verwendung von FI,, -
Chromatografiepapier (Filtrak, Niederschlag) als Substrat:

Zur BErnittlung der Akbivitdy in Flissigprdpsraten -oder Kul-
turldsungen wird 1 ml der Enzymldsung in 4 ml Puffer gegeben
(Phosphat-Fuffer nach SURENSEN pH 5,6). Die Berechnung erfolgt
nach folgender Formel: -

10 000
B

¢1 7 Zeit d. Aufldsg. in min,

Hierbei wird die vollsténdige Aufldung des Filterpapiers in
1 Minute mit einer Aktivitdt von 10 000 E bewertetb.

Zur Ermittlung der Aktivitédt in festen Préparaten wird eine .
1 %ige EnzymlOsung in o a. Puffer hergestellt.
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Die Berecbnung erfoigt nack folgender Formel:
10 OOO‘ | 1000

B/g = s - x
Zeit d. Auflosge in min. mg Enzym-

C%-(CMC)~Aktivitét

Die Bestimmung der CX-Aktivitéﬁ erfolgt durch Messung des
Viskosit&tsabfalls der Na-Corboxymethylcellulose., Die cellu-
lolytische CX-Akﬁivitét in Enzympréparaten wird asusgedrickt
als die Menge Na-Carboxymethylcellulose in einer Untersu-
chungsldsung, welche unter bestimmten Bedingungen durch 1 g

Enzym zu einem 25 %igen Viskosit&tsabfall der Ausgangsv1sk081~
tat geflhrt hat,

g Na-Carboxymethylcellulose

EC=
SRS g “ g BEnzym

-Glu0051aase~Akt1v1tat~

S SN e ew em mm tem e Tee e e e

Die Glucosidase-Aktivitadt wird durch Abbau einer p-Nitrophe-
nyl-D-Glucosidlosung ermitteit (WORKRANS, B., Physiol. Plant.
10, 198, (1957). Die Enzymektivitdtswerte werden susgedriicks
durch die GroB8e des Anstiegs der Lichtadsorption bei 400 nm.
Die Akbivit&tsangaben sind Kolorlmeterwerte, ermittelt am
Havemannkolorimeter.

Beispiel 2

Zur Herstellung von Cellulose~ und B~Glucosidespaltenden Enzy- .
men im groBtechnischen MaBstab wird von der im Beispiel 1 dar-
gestellten Weizenkleie— oder Bierwiirzeagarkultur ausgegengen.

Mit den Sporen dieser Stufe wird die 1. Vorkultur (10-50 Mil-
lionen Sporen auf 100 ml Nihrldsung) beimpft.

Die beimpfte Kulturlosung: 0,5 % Cellulose, 1,0 % alkalisch
aufgeschlossenes Grinmmehl, 0,2 % NH, BP0, ;s 052 % KH2DO4

0 05 % Mgmo s 7 H,0 wird in Kolben auf Schiittelmaschinen bel
30 ¢ 1nkvb1ert Der pH- ¥t vor dem Beimpfen wird auf 4,0-
5,6 eingestellt, ‘
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Nach 16 bis 24 stiindiger Kultur wird das Myzel zur weiteren
Vermehrung unter sterilen Bedingungen zur 2. Vorkultur iiber-
impft., Die Vermehrung dieser Stufe erfolght in 200 1 groflen
Impftanks aus nichtrostendem Stahl. In den Tanks werden 120 1
Néhrlosung mit gleicher Zusammensetzung wie bei der 1. Vor-
kultur zubereitet, sterilisiert und beimpft. Die Impfmenge

aus der 1. Vorkultur betrdgt 1,2 bis 6 1.

16 bis 24 Stunden nach Inkubationsbeginn wird mit dem Material
der 2. Vorkultur die Néhrlosung in einem 12 000 1 Tank aus
nichtrostendem Stahl beimpft. Zusammensetzung und pH~Wert der
N#hrlésung sind ebenso wie bei der 1. Vorkultur. Die Tankaus-
riistung entspricht der klassischen Antibiotika-Batch-Kultur.
Der Tankinhalt betrdgt 9000 1 und wird mit 100 bis 500 1 der
2. Vorkultur beimpft. Wiahrend der Kulturdauer von 70 bis 90
Stunden (je nach Beimpfungsmenge und angestrebter Kulturdauer)
wird in Verh&ltnis 0,5 : 1/Min.; do he 0,5 m’ sterile Iuft auf
1 n3 Kulturlésung je Minute beliiftets '
' Die Scheumbeksmpfung erfolght mit pflanzlichen Olen (Rapsdl)
oder mit 0len auf Silikonbasis.,

Die Fermentation wird beendet, nachdem das Myzel teilweise

in Lyse ibergegangen ist. Der End-pH-Wert betrigt 4,0 bis 4,5,
Das Myzel wird durch Separation von der Fliissigkeit getrennt,‘
Das Filtrat wird in einem Vakuum-Umlaufverdempfer auf etwa
1/5-1/10 des Ausgangsvolumens bei 30 °C eingeengt.

Die Enzymaktivitéten des Konzentrates betragen:

Cq-Cellulase: 150 E/ml

C,~Cellulase: 32 E/ml.
Aus dem Eonzentrat kenn snschlieBend die F&llung des Enzym-~
komplexes nach bekannten Methoden, wie beispielsweise mit
NH#~Salzen, Aceton oder Tennin vorgenommen werden. Die anfal-

lenden Fallungsprodukte werden im Vakuum getrocknet. Die Ak~
tivitdt der FPdllungsprodukbte betrégt bei

C1—CellulaSe 2880 E/g
O ~Cellulese 750 /g

B-Gluccsidase 350 Kolorimetereinheiten.
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Beispiel 3 : . '

Zur Herstellung von Cellulase- und B-Glucosidespaltenden En-

zymen im groBtechnischen MsBstab wird von der im Beispiel 1
. dargestellten Weizenkleie- oder Bierwirzeagar-Kultur ausge-
gengen. Mit den Sporen dieser Stufe wird die Vorkultur in
einem 2000 1 Impftank beimpft. | »
Nach 16 bis 24-stiindiger XKultur in dem wie in Beispiel 2 an-
gegebenen Medium wird das Myzel unter sterilen Bedingungen in
einen Produktionstank tberfiihrt. Die Impfmenge bebtridgt 3 bis
10 %. Die Kultivierung im Produktionstank, die Gewinnung des
Filtrates, Konzentrates und der Fallungsproduvkte erfolgh, wie
in Beispiel 2 angegeben wurde. Die Enzymektivititen entspre~
chen ebenfalls denen in Beispiel 2.
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I@tentanSpfuch

Verfahren zur biotechnischen Herstellung von Cellulose und

B-Glucosidespaltenden Enzymen im Bmers-~ oder Submersverfah-
ren mittels eines Stammes aus der Gattung Gliocladium, da-~

durch gekennzeichnet, daB ein insbesondere unter Verwendung
von Cellulosesubstraten selektierter und vorzugsweise in

. einem Medium mit Cellulose und Griinmehl kultivierter Stamm

von Gliocladium spec. Kleinmachnowi verwendet wird.
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