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Erfindungsgema wird die Aufgabe gelost, indem die Mutante Aspergillus terreus ZIMET 43 802 aerob und submers
in einem Nihrmedium kultiviert wird, welches ein oder mehrere die Cellulasebildung und/oder die Bildung
zellwandlytischer Enzyme induzierende Substrate allein oder in Kombination mit einem oder mehreren
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Die Erfindung ist anwendbar zur Hersteliung von Cellulaseenzymen und/oder zellwandlytischen Enzymen als
Biochemikalie, beispielsweise fir den Einsatz in der Lebensmittel-, Brennerei- und Brauereiindustrie.
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Erfindungsanspruch:

[}

1. Verfahren zur Herstellung von Cellulaseenzymen und/oder zellwandlytischen Enzymen durch Pilze
im Submersverfahren, gekennzelchnet dadurch, daB die Pilzmutante Aspergillus terreus ZIMET
43802 nach an sich bekannter Weise in einem Néhrmedium kultiviert wird, welches ein oder
mehrere die Cellulasebildung und/oder die Bildung zellwandlytischer Enzyme induzierende
Substrate allein oder in Kombination mit einem oder mehreren nichtinduzierenden Substraten
enthalt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB3 i8sliche induzisrende Substrate und/
oder l6sliche nichtinduzierende Substrate verwendet werden und daR die Zugabe dieser Substrate
mittels fed-batch-Technik in ainer soichen Weise erfolgt, da3 die zugefiihrten Substrate im
Fermentationsmedium die Enzymbildung induzieren oder nicht reprimieren.

3. Verfahren nach Anspruch 1und 2, gekennzeichnet dadurch, da als induzierende Substrate sowohl
16sliche, wie Lactose, Molke als auch unlosliche, wie Cellulose, cellulosehaltige Abfallprodukte oder
Pilzzellwande verwendet werden. ’

4. Verfahren nach Anspruch 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, daR Getreidekleie oder
Brennereischlempe als induzierendes Substrat in Kombination mit 16slichen Kohlenhydraten, wie
Glucoss, Xylose, Lactose oder Molke verwendet wird.

Anwendungsgeb'et der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Cellulaseenzymen und/uder zollwandlytischen Enzymen
durch aerobe Submersziichtung von Pilzmutanten.

Die gebildeten Enzymkomplexe kénnen zum teilwelsen oder vollstandigen Abbau von Cellulose sowie Hemicellulose in
industriellen Produkten, Abfallstoffen, Abwissern oder beim Ahbau von lebenden oder toten pfianzlichen Zeliwénden
verwendet werden.

Magliche Anwendungsgebiete betreffen beispielsweise die Obst- und Gemiseverarbeitungsindustrie, die Brennerei- und
Brauereiindustrie, die Extraktion pflanzlicher Zellinhaltsstoffe sowie die Silierung von Futtermitteln in der Landwirtschaft. Die
gewonnenen Enzymkomplexe kénnen auch als Biochemikalien Anwendung finden, beispielsweise zur Herstellung von
Protoplasten oder zur analytischen Futtermittelbewertung.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Es ist bekannt, Enzyme des Cellulasekomplexes durch aerobe Submersziichtung von Pilzen herzustellen. Die bekannten
Verfahren unterscheiden sich hauptséichlich in bezug auf die eingesetzter Pilzstimme, die verwendeten Substrate beim
Fermentationsprozef sowie die ProzeBfiihrung. Die Wirtschaftlichkeit bei der Cellulasegewinnung wird wesentlich bestimmt
durch die im Fermentationsmedium erzielte Enzymaktivitét, durch die pro Zeiteinheit gebildete Enzymmenge
{Enzymproduktivitét) sowie durch die bezogen auf das eingesetzte Substrat gebildete Enzymmenge (Enzymausbeute), Als
geeignete Cellulasebildner sind besonders Pilzstémme der Gattungen Aspergillus, Penicillium und Trichoderma bekannt.
Baispielsweise wird yeméfd DD-WP Nr.225712 Penicillium janthinellum als Cellulasebildner eingesetzt, wobei Cellulose in
Kombination mit vorbehandeltem Griinmehl als Substrat fiir die Cellulasefermentation dient. In einer fed-batch-Kultivierung
wii 1 bei Einsatz von insgesamt 6% Cellulose zuziiglich Griinmehl nach 8 Tagen eine Cellulaseaktivitét von 61U/ml
Filterpapieraktivitat erreicht, was einer Ausbeute von 1001U/g Cellulose entspricht.

In einem anderen Verfahren gemaR JP 59151888 wird ein Trichoderma koningii Stamm als Cellulasebildner verwendet; als
Substrat dient mikrokristalline Cellulose (Avicel) in einer Konzentration von 3%, Die resultierenden Enzymaktivitdten betragen
nach 7 Tagen 11,51U/ml Endo-B-glucanaseaktivitit und 0,85 IU/ml Exo-cellobichydrolase, was einer Ausbeute der fiir den Abbau
von mikrokristalliner Cellulose erforderlichen Exoceliobiohydrolase von 28,31U je Gramm Cellulose entspricht; die
entsprechende Produktivitéit betrégt 51U/1 - h Exo-cellobiohydrolase.

Die aus der Patent- und Fachliteratur bekannten Cellulasebildner mit dem bisher héchsten Cellulasebildungsvermdgen gehdren
2ur Art Trichoderma reesei (frither Trichodarma viride). Mit dem Ziel ei~ - arbesserung des Cellulasebildungsvermégens
wurden verschiedene Trichoderma reesei-Mutanten hergestelit.

In der Patentschrift WO 80/01080 wird die Cellulasebildung mit der Mutante Trichoderma reesei MCG 77 beschrieben. Die
Cellulasebildung wird durch Glucose reprimiert, nicht jedoch durch Glycerol; Lactose wirkt induzierend auf die
Cellulasebildung. :

Die mit 1% Cellulose im Nahrmedium erhaltene Cellulaseaktivitét betragt 1...1,81U/mI EPA, die mit 1% Lactose erhaltene

~ Aktivitat betriigt 1,35 1U/ml FPA und die mit 1% Lactose plus 1% Cellulose bztrégt 1,761U/ml FPA. In der Patentschrift

US 4,472,504 wird die Celluiasebildung mit der Mutante Trichoderma reesei MCG 80 beschrieben, welche aus der Mutante
Trichoderma reesei Rut C30 gewonnen wurde, Bei Verwendung einas Nahrmediums mit 8% Cellulose und Zusatz von Biotin
wird in diskontinuierlicher Fermentation eine Cellulaseaktivitét von 17,21U/mi FPA erreicht, was einer Ausbeute von 2151V
FPA/g Cellulose entspricht. Bei Kultivierung des gleichen Stammes auf einem Nahrmedium mit 2% Lactose wird eine
Cellulaseaktivitit von 1,71U/ml FPA erzielt, entsprechend einer Ausbeute von 851U FPA/g Lactose. Diese T. reesei-Mutanten
bilden auf Basis von Cellulose, insbesondere mikrokristalliner Cellutose und Baumwollcellulose, relativ hohe
Cellutaseaktivitaten, nicht jedoch auf Basis l6slicher Substrate wie beispielsweise Glucose. Daraus ergeben sich neben hohen

Substratkosten auch Nachteile fiir die ProzeBfiihrung.
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Es wurden auch Trichoderma reesei-Mutanten hergestallt, welche auf Basis von Glucose als Kohlanstoffquelle Cellulase bilden
kénnan. Uber das Celiulasebildungsvermtgen von T. reesel-Mutanten bel Einsatz von Glucose als Substrat wurde auf dem
3.Européischen KongreR {bsr Blotechnologle berichtet (Minchen, BRD; 10.-14.Sept. 1984; M, Baily: ,Celiulase Production by
Mutant Strains of Trichoderma reesel or: non-Cellulosic Media“). Die héchste beschrisbene Cellulaseaktivitat wird mit der
Mutante T. reesei VIT-D-79125 auf Basis von 4% Glucose plus 4% Brennerel-Treber erhalten und betrégt 6,41U/ml FPA. Mit
Cellulose anstatt Glucose wurde bei diesern Stamm etwa dia gleiche Cellulaseaktivitét erhalten.

Die Cellulase-Enzymkomplexe von Trichoderma reesei-Stammen weisen in der Regel einen Mangel an Cellobiaseaktivitdt auf, so
daB fiir den Abbau von Cellulose zu Glucose eine Supglementierung der T. resssi-Celiulasekomplexe mit Cellobiase erforderlich
ist, Belspielsweise wird die Supplementisrung von T. reesei-Cellulase mit Aspergillus-Cellobiase von Liitzen et al. beschrieben
{Phil. Tfans. R, Soc. Lond. B300, 283-291; 1983). Verschiedene Pilze anderer Gattungen, insbesondere der Gattungen Aspergillus
and Penicillium vermégen Cellulase-Enzymkomplexe mit einer hoheren Cellobiaseaktivitét zu bilden. Beispielsweise wird Pilz
Aspergillus terreus 17 P zur Celiulasebildung singesetat {Aleksidze, T.l.; Kvachadze, L.L.; Soobshch. Akad. Nauk Gruz. SSR, 1984,
1'6(2), 405-408). Die im Fermentationsmedium erzielbare Cellulaseaktivitdt mit den bekannten Aspergillus-Stdmmen istjedoch
niedrig.

Alle bekannten Verfahren zur Cellulasegewinnung haben den Nachtoeil, daB die bezogen auf das eingesetzte Substrat erhaltenen
Cellulaseausbeuten relativ niedrig sind oder dald kostenintensive Substrate wie mikrokristalline Cellulosa oder Baumwoll-
Cellulose als Substrat fur die Cellutasefermentation benétigt werden oder daB dieim Fermentationsmedium erzielten
Cellulaseaktivititen niedrig sind oder daB eine proportionale Erhohung der Cellulaseaktivitét mittels Erhdhung der
Substratkonzentration nicht méglich ist oder da die Zusammansetzung des Cellulase-Enzymkomplexes nicht optimal ist.

Ziel der Erfindung

Es ist das Ziel der Erfindung, hohe Aktivititen des Cellulase-Enzymkomplexes bei Einsatz kostengiinstiger Substrate und

gleichzeitig hohen substratbezogenen Enzymausbeuten zu erreichen, um somit eine effektive Ausnutzung von
Eermentorvolumen und Substrat zu gewihrleisten.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, leistungsverbesserte Cellulase-hutarten zu gewinnen und in einem
Kultivierungsverfahren einzusetzen, wobei in einer Fermentationsstufe hohe Cellulaseaktivititen bei gleichbleibender hoher
substratbezogener Cellulaseausbeute und bei Einsatz von kostengiinstigen Substraten ermdglicht werden.

ErfindungsgemiR wird die Aufgabe so geldst, daB die Pilz-Mutante Aspergillus terreus ZIMET 43802 aerob und submars nachan
sich bekannter Weise in einem Niihrmedium kultiviert wird, welches ein oder mehrere die Cellulasebildung und/oder die Bildung
zellwandlytischer Enzyme induzierende Substrate allein oder in Kombination mit einem oder miehreren nichtinduzierenden
Substraten enthilt.

£s wurde gefunden, daB diese Mutante &in partiell-katabolitdereprimiertes Cellulasebildungsvermdgen auch in bezug auf
Glucose besitzt und daR diese Mutante auch auf lastichen Substraten wie beispielswsise Glucose nder Lactose hohie
Konzentrationen der Enzyme des Cellulasekomplexes in das Medium ausscheidet.

Der genannte Stamm wurde durch Mutation aus sinem Aspergillus terreus-Wildstamm gewonnen, welcher unte: der Nummer
Aspergiliusterreusi996inder Pilzkulturensammiung der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena, Sektion Biologie, hinterlegtist. Die
beschriebene Mutante wurde in der Hinterlegungsstelle der ZiIMET-Kulturensammlung im Zentralinstitut fiir Mikrobiologie und
experimentells Therapie der Akademie der Wissenschaften der DDR hinterlegt und unter der Nummer ZIMET 43802 registriert,
Der Stamm ist durch folgende Merkmale charakterisiert.

Stammbaeschreibung/Morphologie, Physiologle

Der Stamm weist fiir die Aspergillus terreus typischen morphologischen Markmale auf und unterscheidet sich vom Wildstamm
in physiologischen Eigenschaften beziiglich Cellulasebilcung.

Die Erhaltung des Stammes ist auf den fir Aspergillus-Stémme geeigneten Nihrmedien maglich. Beispielsweise sind Kartoffel-
Dextrose-Agar, Sporulationsagar oder Czapuk-Dox-Agar hierfiir gesignet. Die Bebriitungstemperatur betrdgt zweckmiBig 28 bis
32°C, dis Bebriitungsdauer etwa 4 bis & Tage und waitere 4 bis 6 Tage bei Raumtemparatur bis zur vollen Entwicklung des
Stammes. Die Ubarimpfung wird mittels Konidien vorgenommen; die Farbe der Konidien ist braun. Die Konidienbildung st sehr
stark ausgeprégt, wobei nach relativ kurzer Zeit die Konidien leicht abgeldst werden.

Eine Erhaltung des Stammes in lyophilisierter Form oder {iber baw. In flilssigem Stickstoff ist mittels der allgemein praktizierten
Methoden méglich, ohne daB ein Riickgang des Cellulasebitdungsvermdgens bisher becbachtet waerden konnte.

Der Stamm besitzt ein partiell-katabolitdereprimiertes Cellulasebildungsvermédgen, d.h. in Gegenwart leicht verwertbarer
Substrate wie beisplelsweise verschiedene Zucker oder Glycerol werden bis zu einer bestimmten Substratkonzentration
Cellulaseenzyme gebildet.

Das katabolitdereprimierte Cellulasebildungsvermégen 18t sich in Anlehnung an die Methode von B.S. Montenecourt undD.E.
Eveleigh (Applied and Environmental Microbiology 33, 1977, 178-183) testen. Als Substrat im Agarmedium dienen
siuregequollene Cellulose in Kombination mit dem jeweils untersuchten Repressor, inshesondere Glucosse, Xylose, Lactose
bzw. Glycerol. Zur Begrenzung der KoloniegrBe wird Bengalrosa in einer Konzentration von 30 mg/l dem Agarmedium
2ugesetzt, Die Dicke der Agarschicht wird auf4mm eingestelit. Bei einem Plattendurchmesser von gcm werden zweckmiBig 100
bis 200 Konidien je Platte Gbesimpft. In Anlehnung an die genannte Methode wird die Ausbildung von clearing-Zonen durch eine
an die Bebriitung sich anschlieBende Inkubation bei 45°C iber 20 Stunden vorgenommen, wobei die Lebensfahigkeit der
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Konidien erhalten bleibt. Somitkann auch die Klonselektionierung auf diese Weiso vorgenommen werden. Die Form und Grofte
der Einzelkolonien des vorlisgenden Stammes sind anterschiedtich, in Abh#ngigkeit des verwendeten Substrates.

Allgemein tritt eine Entférbung des Bengalrosaagars in der Umgebung kedftig ausgebildeter Kolonien von A. terrous ZIMET
43802 auf. Die Testung des kataboli*dereprimierten Callulaseblidungevermdgans des beschriebenen Stammes ist auch in
Réhrchen mdglich. Beispielsweise werden Konlidien auf ein Agarmedium mit stiuregequollener Cellulose in Kombination mit
dem jeweils untersuchten Repressor, jedoch ohne Zusatz von Bengalrosa, {iberimpft. Der R6hrehendurchmesser betréigt
2weckméRig 9mm. Als MaB fiir das Cellulasebildungsvermdgen dient die clearing-Tiefe; die Bebritungund Inkubation bei45°C
werden wie bei dem beschriebenen Plattentest vorggnommen.

Der beschriebene Stamm bildet clearing-Zonen in Gegenwart von 5% Lactose uad schwiicher ausgeprégt von 5% Glucose als
Repressor.

Die Kultivierungstemperatur der Mutante A, terreus ZIMET 43802 betrigt 24 bis 4)°C, vorzugsweise 30 bis 36°C fiir das
Myzelwachstum und 28 bis 34°C fir die Enzymbildung. Der pH-Wert fir die Kultivierung liegt im Bereich von 2,6 bis 7,
verzugswelse von 3 bis 6 fiir aas Myzelwachstum und von 3,5 bis 8,5 fiir die Enzymbildung.

Als Kultivierun zsgefiRe sind alle unter Ausschluf von Fremdinfektionen betreibbaren Fermentoren geeignet, welche eine
ausreichende Versorgung mit Sauerstoff gewdihrleisten und in welchen keine dausrnden und extrem hohen Scherfelder
auftreten, denen groBe Telle des Fermentationsmediums sténdig ausgesetzt sind.

Ausgangspunkt fiir die Kultivierung sind Konidien von Emerskulturen, insbesondere von Schrégagarkulturen auf Kartoffel-
Dextroseagar. Als Inokulum fiir das Fermentationsmedium dienen Konidien, vorzugsweise in einer Konzentration von 107 bis 10°
je Liter Fermentationsmedium, oder Suspensionen vegetativen Myzels, vorzugsweis 3 in einer Menge von 1 bis 15Vol.-% des zu
beimpfenden Mediums. Fiir die Beimpfung grofer Fermentoren wird das Inokulum zweckmiBig in mahreren Stufen
nacheinander angezogen.

Die ProzeRfiihrung bei der Zichtung der Mutante Aspergillus terreus ZIMET 43802 zur Gewinnung von Cellulaseenzymen oder
zellwandlytischen Enzymen Ist in Abhiingigkeit der verwendeten Substrate oder Substratkombinationen und der zu erzielenden
Enzymzusammensetzung verschieden,

Zur Bildung des Cellulaseenzymkomplexes ohna erhdhten Anteil an Nebenaktivitéten, wie beispielsweise Xylanaseaktivitét,
Glucanaseaktivitét, kann reine Cellulose als induzierendes Substrat eingesetzt werden, zweckmiBig bei Einstellunq eines
Temperatur- und pH-Profiles des Fermentationsmadiums gem#R dem Beispiel 1.

Bis 2u einer Konzontra*ion von etwa 2% Cellulose istin diskontinuierlicher Fermentation die gebildete Cellulaseenzymmenge der
eingesetzten Cellulosemenge pruportional. Hohere Cellulosekonzentrationen fiihren zu einer héheren Cellulasekonzentration,
wobei die Zunahme der Cellulasekonzentration dann jedoch nicht mehr der eingesetzten Cellulosemenge proportional ist, so
daR die Cellulaseausbeute absinkt. Eine der eingesetzten Cellulosemenge proportionale Erhdhung der Cellulasekonzentration
ist gemaB einer fed-batch-Technik méglich, bei welcher die Zufihrung der Cellulose mittals einer Regeleinrichtung oder einer
rechnergestiitzten ProzeRsteuerung vom Kohlendioxidgehalt des Fermentationsabgases in einer solchen Weise angestsuert
wird, daB die auf das Myzelprotein bezogene Kohlendioxidentwicklung bei sonst gleichen Proze3parametern wihrend der
Substratnachfihrung stwa konstant bleibt.

Mittels Weizenkleie oder anderer komplexsr Nahsmediumsbaestandtsile kann die Bildung von Nebenaktivitiaten wie Cellobiase
und Xylanase erhdht werden.

Fir die Herstellung zellwandiytischer Enzyme werden zweckmaBig Pilzellwiinde als induzierendes Substrat bei
diskontinuierlicher Betriebsweise singesatzt. Der gebildete Enzymkomplex hat eine Zusammensetzung, auf Grund derer er
beispielsweise zur Herstellung von lebenden Pilzprotoplasten geeignet ist.

Die Gewinnung von Cellulaseenzymen auf Basis \6slicher induzierender Substrate oder l8slicher nichtinduzierender Substratein
Kombination mit induzierenden Substraten wird erfindungsgemiB mittels einer fed-batch-Technik durchgefiihrt, in welcier die
{6slichen induzierenden Substrate oder die lslichen nichtinduzierenden Substrate oder eine Kombination I5slicher
induzierender und léslicher nichtinduzierender Substratein einer solchen Weise dem Fermentationsmedium zugefihrt werden,
daR die sich im Fermentationsmedium einstellende aktuelle Konzentration der I5slichen Substrate in einem Bereich liegt, in
welchem die Cellutasebildung induziert oder nicht reprimiert wird. Die obere Grenze dieses Bereiches wird durch den Grad des
partiell-katabolitdereprimierten Cellulasebildungsvermdgens der Mutante bestimmt, welcher dem jewails eingesetztan Substrat
entspricht.

Der Fermentationsproze® dieser fed-batch-Technik besteht aus einem diskontinuierlichen Abschnitt (batch) und der
Substratnachfihrungsphase (fed-batch-Abschnitt). Die batch-Phase dient der Anzucht von Myzel, wihrend in der
Substratnachfiihrungsphase vorwiegend die Enzymbildung erfolgt. Die Substratnachfiihrung wird mittels der
Kohlendioxidkonzentration des Fermentationsabgasegs angesteuert. Werden nichtinduzierende Substrate nachgefiihrt, so muB
das Grundnidhrmedium mindestens ein induzierendes Substrat anthalten, wie z.B. Cellulose, Weizenkleie oder
Brenneraischiempe. Werden !osliche induzierende Substrate nachgefiihrt, so braucht das Néhrmedium keine anderen
induzierenden Substanzen zu enthalten; in diesem Fall ist es auch méglich, das Myzel im batch-Abschnitt der Fermentation auf
Basis nichtinduzierender Substrate, wie 2.B. Glucose, Saccharose, Glycerol oder Xylose anzuziehen. Es ist auch méglich, gleich
nach der Beimpfung mit der Zufiihrung der [8slichen induzierenden Substrate zu beginnen, wenn die Beimpfung mit vegetativem
Myzel in einer Konzentration von zweckmiBig 2 bis 8g/I bezogen auf Myzeltrockensubstanz erfolgt.

Bei Einsatz l6slicher induzierender Substrate, wie 2.B. Lactose, ist e auch moglich, die in das Fernmentationsmedium
ausgeschiedenen Enzyme mittels bekannter Membrantrennoperationen kontinuierlich vom Fermentationsmedium
abzutrennen. Mittels einer Mikrofiltration werden die Feststoffe {Pilzmyzel) und mittels Ultrafiltration die niedermolekularen
16slichen Bestandteile des Ndhrmediums von den Enzymen abgetrennt. Die Feststoffe werden zweckmaRig unmittelbar in das
Fermentationsmedium zuriickgefihrt, wahrend ein Teil oder das gesamte Ultrafiltrat zur Aufnahme der zuzufiihrenden
induzierenden Substrate dienen kann und gemeinsam mit diesen in das Fermentationsmedium riickgefiihrt wird.

Die Abtrennung und Reinigung der gewonnenen Enzyme kann mittels bekannter Verfahren vorgenommen werden. Je nach
Applikation k&nnen das nicht aufgearbeitete Fermentationsmedium, das Kulturfiltrat, das Kulturkonzentrat, getrocknete
Rohenzyme oder gereinigte Enzyme singesetzt werden.
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Ausfithrungsbeispiale

Beisplel 1

In einem Rilhrfermentor mit einem Bruttovolumen von 30 Litern wird der Pilz Aspergillus terreus ZIMET 43802 fiir die Gewinnung
von Cellulaseenzymen kultiviert. T

Als Substrat wird der Holzzellstoff Heweten 10Hz eingesetzt; dia Fermentation wird in diskontinuierlicher ProzeBfihrung
durchgefiihrt,

Fermentor .
Der Fermentor ist mit einem aligemein gebréuchlichen Sechsblatt-Scheibenriihrer versehen, dessen Gesamtdurchmesser etwa

ein Drittel des Fermentorinnandurchmessers betréigt. Die Einbauhdhe des Rilhrers im Fermentor betréigt etwa ein Fiinftel der
Gesamthéhe des Fermentorinnenraumes. Die Begasung des Fermentors erfolgt {iber einen, unterhalb des Riihrers befindlichen
Ring, welcher etwa den gleichen Durchmesser wie der Riihrer und mit je 1mm breiten Luftaustrittséffnungen im Abstandvon je
8mm versehen ist,

Der Fermentor ist mit der allgamein gebréuchlichen MeRB-und Regeltechnik ausgestattet, insbesondere mit einer Temperatur-
MeR- und Regeleinnchtung, einer pH-MeB-und Regeleinrichtung, einer Geldst-Sauerstoff-MeB- und Regeleinrichtung, einer
MoeReinrichtung fiir die CO,-Konzentration des Fermentorabgases gekoppelt mit einem Steusrsignal, beispielsweise zur
Ansteusrung von Dosierpumpen sowie mit einer automatisch geregelten Schaumbekémpfung, welche die Vermeidung einer
iberschiissigen Entschdumerzugabe gowihrleistet. Besonders geeignet ist ein Fermentor, welcher sine rechnergestitzte
ProzeRfiihrung ermdglicht.

Die Bestandteile des Nahrmediums werden folgendermafien zusammengesetzt:

Heweten 10Hz 20g/1
(NH4)2304 4,0 g/l
KH,PO, 3g/!
MySO, x 7H,0 0,4g/i
CaCl, 0,3¢g/l
Pepton 1,5¢/1
Tween 80 19/l
Spurensalzlésung 10ml/i

Zusammensetzung der Spurensalzldsung:

FeSOyx 7 H20 0,50 g/l
MnSO4X7H20 0,169/
ZnS0¢%x7 H:O 0,14 g/l
CoCly 0,20g/1

Die fiir 16 Liter erforderlichen Néhrmediumsbestandteile werden in geeigneter Weise in 16 Litern Wasser gelast bzw. suspendiert
und unter Ausschiuf von Fremdkeimen in den sterilisierten Fermentor gegeben. AnschlieBend wird des Fermentor mit 1 Liter
einer frischen Myzelsuspension als Inokulum keimpft.

Inokulum

Das Inokulum wird in Schiittelkulturen hergestelit. Es werden die gleichen Nahrmediumsbestandteile wie fir den 30-1-Fermentor
verwendet, jedoch wird die Konzentration des KH,PO4 auf 15g/1 erhoht und zusétzlich werden 0,39/ Harnstoff dem Medium
zugefiigt; die Konzentration der iibrigen angegebenen Nahrmediumsbestandteile ist die gleiche, wie im Néhrmedium fiir den
Fermentor.

Es werden 10 Schiittelkolben mit je 100 mi dieses Nahrmediums hergestelit und unter Ausschiuf von Fremdkeimen ie
Schittelkolben mit etwa 107 Konidien einer Abimpfung des hinterlegten Stammes A. terreus ZIMET 43802 beimpft. Die
Kultivierung erfolgt auf einer fir die Kultivierung von Mikroorganismen allgemein gebréuchlichen Schiittelmaschine bei 30°C.
Die Kultivierungsdauer betrégt 36 bis 50 h bis zur Beimpfung des Fermentors. .

Fermentation

Die Kultivierungstemperatur vsird zu Beginn der Fermentation auf 32°C eingastelit; die Regelgrenzen fiir den pH werden aufd,5
{untere Regelgrenze) und 5,5 {obere Regelgrenze) eingestellt; die Rihrerdrehzahl wird auf 500U/min eingestellt und die
Begasungsintensitit auf 30 Norm-Liter Luft je Stunde und Liter Fermentationsmedium, entsprechend einer Begasungsmenge
von 450 Norm-Liter Luft pro Stunde. Als Antischaummittel wird Silikonentschiumer NM40 verwendet.

Der pH-Wert liegt zu Beginn der Fermentation innerhalb des Soll-Bereiches, je nach Zustand und Alter dns Inokulums bei etwa
4,5-5,4, Wihrend der Fermentation tritt ein Abfall des pH ein, bei Erreichen der unteren Regelgrenze wird mittels 12%iger
Ammoniakldsung der pH bei 4,5 konstant geregelt. Mitunter istin der Anfangsphase ein zwischenzeitlicher Anstieg des pHzu
verzeichnen, der bei Uberschreiten der oberen Regelgrenze eine Konstantregelung des pH mittels 10%iger Schwefelséure bei 5,5
erfordert. ‘

Bei Erreichen eines Myzelwachstums, welches etwa der logarithmischen Wachstumsphase einzelliger Mikroorganismen
entspricht, wird die Fermentationstemperatur auf 29°C eingestellt. Dieser Zeitpunkt ist nach etwa 35 bis 55 Stunden erreicht,
erkennbar an dem Anstieg der Kohlendioxidkonzentrationim Fermentorabgas. Im vorliegenden Beispiel wird bei Erreicheneiner
CO,-Konzentration im getrockneten Farmentorabgas von 0,2Vol.-% die Fermentationstemperatur auf 29°C eingestellt. Die
CO,-Konzentration steigt weiter an und félit nach Uberschreitung eines Maximums wieder ab. Die Fermentation wird nach 96 bis
120 Stunden beendet, wenn die CO,-Konzentration im Abgas auf 0,05 Vol.-% oder darunter abgesunken ist und der pH-Wert

ansteigt.
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Die Callulaseaktivitit im Kulturfiltrat betréigt am Ende der Fermentation 4,5 bis 5,01U/m! Filterpapieraktivitat, entsprechend einer
Ausbeute von 225 bis 2501U Filterpapiérakﬁvitﬁt pro Gramm Holzzellstoff Heweten 10Haz.

Mittels bekannter Verfahren der Mikrofiltration und Ultrafiltration wird der Enzymkomplex von den Ubrigen
Nihrmediumskomponenten abgetrennt und gefriergetrocknet. Das gefriergetrocknete Rohenzym weist folgende

Zusammensetzung bzw. Aktivitaten auf: .
Proteingshalt: - 483%
Filterpapieraktivitdt ({U/mg Protein): 1,03
. Cellobiase (IU/mg Protein): 0,50
a-Amylasa {(IU/mg Protein; 30°C): 0,64
Xylanase (IU/mg Protein): 4,5
Protense: nicht nachwelsbar

Die vom Fermentationsmedium abgetrennten Feststoffe, welche iiberwisgend aus Zellwiénden des eingesetzten Pilzes bestehen,
werden sprithgetrocknet oder gefriergetrocknetund anschlieRend pulverisiert. Diese Zellwénde sind beispielsweise als Substrat
{iir die Herstellung zellwandlytischer Enzyma geeignet.

Bestimmung der Enzymaktivititen

Die Bestimmung der Cellulaseaktivitét sowie des Proteingehaltes erfolgt nach den von der IUPAC empfohienen
Analysenmethoden (T.K. Ghose; Final Recommendations on the Measurement of Cellulase Activities*; prepared for:
International Union of Pure and Applied Chemistry, Commission on Biotechnology; July 1983).

Die Bestimmung der Amylaseaktivitét erfolgt bei 30 'C, alle anderen Enzymaktivititen werden bei 50°C bustimmt; 11U entspricht
einem Substratabbau von 1 Mikromol pro Minute.

Beispiel 2

in einem Rilhrfermentor, wie im Beispiel 1 beschrieben, wird der Pilz A.terreus ZIMET 43802 fiir die Gewinnung von
Cellulaseenzymen kultiviert. Als Substrat wird der Holzzellstoff Heweten 10Hz singesetzt.

Die Fermentation wird in einer fed-batch-Technik durchgefiihnt, bei welcher die Substratnachfiihrung von der
Stoffwechselaktivitét des Pilzmyzels angesteuert wird.

Die Bestandteile des Grundnahrmediums werden folgendermaBen zusammengesetzt:

Heweten 10 Hz 2409
{NH4);504 729
KH,PO4 60¢g
MgS0, x 7H,0 159
CaCl, 759
Papton 45,09
Tween 80 15,09
Spurensalziésung

{wie im Beispisl 1) 150 m!

Diese Bestandteile werden in Wasser geldst bzw. suspendiert, auf ein Volumen von 12 Litern gebracht und in den Fermentor

gegeben,

Als Inokulum dient 1 Liter einer Myzelsuspension, wie im Beispiel 1 beschrieben.

Das Medium fiir die Substratnachfiihrung wird folgendermaBen hergestelit:
900 Gramm Hewetan 10 Hz und 30 Gramm Carboxymethylcellulose werden in trockenem Zustand gleichmiRig
vermischt und unter Rithren in Wasser suspendiert, mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 3 Litern gebracht und
sterilisiert. -

Fermentation

Die Einstellung des Temperaturprofiles und der Rihrerdrehzahl sowie die Regelung des pHund dis Schaumbekémpfungwerden
wie im Beispiel 1 vorgenommen.

Die Begasungsmenge wird auf 420 Norm-Liter Luft pro Stunde eingestelit.

Mit der Zufiihrung der Cellulosesuspension wird begonnen, nachdem die Kohlendioxidkonzentration im Fermentationsabgas
das Maximum Gberschritten hat und auf etwa 80% des Maximalwertes abgesunken ist, bei gleicher Einstellung der
ProzeRBparameter. Das Maximum der Kohlendioxidkonzentration liegt bei etwa 0,6 bis 0,8 Vol.-% im getrockneten
Fermentationsabgas; ein mitunter zeitlich vorgelagertes und schwicher ausgepriigtes Maximum der
Kohlendioxidkonzentration im Fermentationsgas wird fir die ProzeRsteuerung nicht beriicksichtigt.

Diese Kohlendioxidkonzentration von 80% des Maximalwaertes wird zu Beginn der Substratnachfiihrung als Regelgranze
eingestellt; bei Unterschreitung der Regelgrenze wird eine Forderpumpe eingeschaltet, welche die Cellulosesuspension dem
Fermentationsmedium so lange zufiihrt, bis die Kohlendioxidkonzentration die Regelgrenze iiberschreitet. Die Forderleistung
der Pumpe wird auf eine Manye von 0,5% js Stunde der Masse des Fermentationsmediums eingestellt, zu Beginn der
Nachfiihrung somit auf 60g/h Cellulosesuspension. Die Konzentration des Myzelproteines im Fermentationsmedium wird zu
Beginn der Substratnachfiihrung ermittelt; die Kohlendioxid-Regelgrenze wird der sich verindernden Konzentration des
Myzelproteins angepaRt, also mit steigendar Myzelproteinkonzentration proportional erhéht.
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s warden Insgesamt 3 Liter der 30%igen Cellulosesuspension in das Fermentationsmedium nachgefilhrt. Die Fermantation
wird nach 210 bis 240 Stunden beendet, wenn die Kohlendioxidkonzentration im Abgas auf 0,2% oder darunter abgesunken ist
und der pH-Wert ansteigt.

Die Cellulaseaktivitdt im Kulturfiltrat betrégt am Ende der Fermentation 18,51U/mi an Filterpapieraktivitat, entsprechend einer
Ausbeute von 2051U FPA pro Gramm Holzzslistoff Heweten 10Hz. " -

Belsple!l 3
Zur Herstellung von zellwandlytischen Enzymen wird der Pilz A.terreus ZIMET 43802 in Schittelkulturen fermentiert.

Als Substrat werden Pilzzellwiénde singesstzt, welche beispielsweise wie im Beispiel 1 beschrieben gewonnen werden.
Das Nihrmedium Ist folgendermaBen zusammengesetzt:

getrocknete Pilzzeliwénde 25¢/1
{NH4),S04 489/l
MgSQ, x 7H;0 04g/l
CaCl, 0,3g/l
Harnstoff 06g/t
Pepton 1,50/
Tween 80 1,0g/l
Spurensalzldsung

(wieim Beispiel 1) 10mi/l

Die Schiittelkolben, beispisisweise Rundkolben mit einem Bruttovolumen von 5630ml, werden mit 100ml des Nahrmediums
gefilit und mit Konidien in einer Konzentration von 5 X 108/I Nahrmedium beimpft. Die Kultivierungstemperatur betrégt 30°C,
die Kultivierungsdauer 8 Tage. Nas gewonnene Kulturfiltrat wird mittels Ultrafiltration bzw. Dialyse im Verbhaltnis 10:1 eingeengt.
Das Kultur'.onzentrat, welches auch zum Enzymtrockenprodukt aufgearbeitet warden kann, ist beispielsw eise zur Herstellung
jebensfihiger Pilzprotoplasten geeignet.

Belspiel 4

In sinem Riihrfermemor, wie im Beispiel 1 beschrieben, wird der Pilz A.terreus ZIMET 43802 fiir die Gewinnung von
Cellulaseenzymen ku tiviert. Das Néhrmedium enthilt Weizenkleie und Cellulose als induzierende Substrate in Kombination mit
Glucose als nichtinduzierendem Substrat.

Die Fermentationwird in einer fed-batch-Technik durchgefiihrt, bei welcher die Substratnachfiihrung regelungstechnisch wieim
Beispiel 2 besc hriaben erfolgt.

Die Bestandteile des Grundnéhrmediums werden folgendermaBen zusammengesetzt:

Waeizenkleie 1409
Heweten 10 Hz 140g
Glucose 210g
(NH‘)2304 67 ]
KH,PO. 459
MQSO4 X 7H;0 569
CaCl, 5,69
Pepton 21g
Tween 80 149
Spurensalzldsung

(wie im Beispiel 1) 140 mt

Diese Bestandteile werden in 12,6 Litern Wasser in den Fexmentor gegeben. Als Inokulum dienen2 Liter einar Myzelsuspensgion,
welche auf einem Nahrmedium der gleichen Zusammensstzung wie das Grundnahrmedium in einer Vorstufe (Schiittelkultur
oder Fermentor) 24 bis 30 Stunden kultiviert wird; die Vorkultur wird mit Konidien beimpft.

Als Medium fir die Substratnachfihrung wird eine 50%ige Glucoseldsung eingesetzt.

Fermentation

Die Begasungsmenge wird auf 490 Norm-Liter Luft pro Stunde eingestelit. Die Gbrigen ProzeRparameter sind die gleichen, wie
in den Beispielen 1 baw. 2 angegeben.

Mit der Zufiihrung der Glucoseldsung wird begonnen, nachdem die Kohlendioxidkonzentration nach Uberschreiten des
Maximuins auf etwa 70% des Maximalwertes abgesunken ist.

Die Firderleistung der Pumpe wird auf 75mi/h eingestellt. Die Pumpe wird, wie im Beispiel 2 beschrieben, bei einem Absinken
der O,-Konzentration auf Werte unterhalb der Regelgrenze eingeschaltet und bei Uberschreiten der Regelgrenze wieder
ausgeschaltet. Die Kohlondioxid-Regelgrenze wird, wie im Beispiel 2 beschrieben, der sich verandernden Konzentration des
Myzelproteins angepaft. Die Kohlendioxidkonzentration im Fermentgationsabgas hat wihrend der Substratnachfiihrung einen
oszillatorischen Verlauf.

Eswerden insgesamt 1,4 Liter der 50%igen Glucoselésung in das Fermentationsmedium zugefiihrt. Die Fermentation wird nach
120 bis 140 Stunden beendet, wenn die Kohlendioxidkonzentration auf 0,1% oder darunter abgesunken ist und der pH-Wert
ansteigt. .

Die Cellulaseaktivitat im Kulturfiltrat betrégt am Ende der Fermentation 8,21U/mi an Filterpapieraktivitdt und 0,8 IU/mlan
Cellobiaseaktivitat.
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Das Cellulasebildungsvermdgen des Rilzstammes
Substraten In Schiittelkulturen untersucht und mi

Das Nihrmedium ist folgendermaBen zusammengesetzt:

KH:PO,
{NH4);80,4

CaCl;

MQ804 7 H10
Harnstoff

Pepton

Tween 80
Spurensalzibsung
{wie im Beispiel 1)
Substrat

16g/1
149/
03¢/1
0,39/l
0,3g/l
1,59/l

1g/l

10mli/t

109/
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Aterrous ZIMET 43802 wird mittels Kultivierung auf verschiedenen
t dem Ausgangsstamm A, terreus i 896 verglichen, :

Es werden Schiitieikolben mit je 100mi des zu testenden Nahrmediums gefillt und mit 10’ Konidien ein- und derselben

Konidiensuspension des jeweiligen Stammes beimpft. Die

Folgende Cellulaseaktivitdtun werden erhalten:

Kultivierungszeit betrégt 6 Tage, die Kultivierungstemperatur 30°C.

Substrat ZIMET 43602 i996
1% Holzzellstoff 2,3 0,9
0,5 % Holzzelistoff +

0,5% Glucose 1,4 0,2
0,5 % Holzzelistoff +

0,5% Lactose 1,3 0,6
0,5 % Glucose +

Brennereischlampe (50%ig) 0,35 0,02

(Celiulaseaktivitdtin lU/mi FPA)
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