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Verfahren zur Herétellung von Thermitase

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer
thermophilen Protease aus'Thermoactinomyces vulgaris mit
speziellen Eigenschaften zur partiellen Hydrolyse von
tierischen und pflanzlichen Proteinen. Das entstehende
‘Enzym Thermitase ist geeignet, als Rohpriparat oder in
teilgereinigter Form bel verschiedenen Prozessen in der
Lebensmittelindustrie sowie hochgereinigt als Biofeinche=
mikalie eingesetzt zu werden. Applikationsgebiete sind die
Klebererweichung bei der Nahrmittel-, Waffel~ unq Efck—
warenherstellung, die Gewinnung von Protein~Partialhydro-
lysaten fiir bestimmte Zielgruppen, zum Béispiél fur didte-
tische 7Zwecke bzw. flr die Erndhrung von Kranken und Rekon-
valeszenten. Das Verfahren zur Herstellung von Tﬁermitase
ist fiir die groBtechnische Produktion des Enzyms in Ribre
fermentoren geeignet. '
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Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Es ist bekannt, daB zahlrelche Mlkroorganlsmen, Z+ Be
"solche der Gattung Asperglllus Bacillus und Streptomyces,
unter den jeweils erforderlichen Kulturbedlngungen Prote-
asen produzieren, die sich hinsichtlich ihrer Eigenschaf~

' ten voneinander unterscheiden. Fiir verschiedene Anwendungs-
zﬁécke ist es vorteilhaft, wenn die Aktivitadt des Enzyms - '
auch oder aber vorrangig bei3h6herer Températur wirksam
 ist. Es ist weiter bekannt, daB durch die Kultivierung

von Thermoactinomyces vulgaris auf geeigneten Nihrsubstra-
ten eine thermophile Protease erzeugt werden kann, deren
Temperaturoptimum'bei 60 -~ 70 °c liegt und die eine weit-
gehend unspezifische und damit tiefgreifende Spaltung
tierischer und pflgnzlicher Proteine beWirkt,

Der bekannte Stamm zur Herstellung von Thermitase von dex
Art Thermoactinomyces vulgaris sowie eine Mutante dessel-
ben sind in der Zentralen Stammsammlung der DDR im Zentral-
institut fir Mikrobiologie und'experimentelle'Therapie in
Jena unter IMET 9512 und IMET 9515 hinterlegt. Die Charak-
teristik des Stammes und seine Kultivierung zum Zweck der
submersen Gewinnung von Thermitase sind im WP 112 662 be-
schrieben. In einem Zusatzpatent WP 117 083 ist das Ver-
fahren in -der Weise verbessert worden, daB Zus8tze von
Rapsol, Trockenhefe und Essmgsaure Zu Nahrmedlum zu einer
'Erhohung der mnzymausbeute fihren,

* Die Reproduzierbarkeit der bekannten Verfahrenvist jedoch
unbefriedigend, da die Auskeimung der als Imoculum ver-—
wendeten Mikroorgénismensporen in der verwendeten Vorkule
tur (Schﬁtteikultur) stark von den hydrodynamischen Bedin-
gungen abhingt und bezﬁglich der Keimungsrate differiert.
Dadurch treten im Produktionsmedium hiufig Wachstumsverzo-
gerungen auf, die von ungenigender Produktbildung und
einer VergroBerung der Ihfektionsgefahr begleitet sind.

'Es ist bekannt, daB das unterschiedliche Verhalten bei der
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Sporenkeimung durch die Abhéngigkeit des Vorgangés vom

“CO -Gehalt im Kulturmedium hervorgerufen wird. Wie Kretsch-
HNmer und Jacob (" Carbon dioxide requirement for outgrowth
of - Thermoactlnomyces vulgaris spores" in Modarski, M.; We

Kurylow1cz and J. Jeljaszewicz (Hrsg.) "Nocardia and Strep-
tomyces", Gustav Fischer Verlag, Stuttgart.- New York,
1978) fanden, erfolgt das Auswachsen der Keimschliuche nur
in Anwesenheit von 002,-das'sich jedoch wegen der erfor-

. derlichen Beliiftung der Kulturen nur sporadisch.in erfor-

derlicher Konzentration anreichern kann. Auch unter Ver-
wendung der im Wp 117 083 genannten Zusitze zum Kulturmedium
ist die Enzymausbeute mit 6 TE/ml Kulturmedium aus Skono-
mischer Sicht hinsichtlich Herstellung und Applikation

noch zu nied:ig. Die Aktivitdtsangabe erfolgt in Tyrosin~

Einheiten (TE), wobei gemdB TGL 29 166/02 1 TE derjenigen
Enzymmenge entsprlcht dle aus einer 0,625 %igen Casein-

"18sung bei pH 8,0 und 55 °Cc so viel in 4 %iger Trichlor-

essigsiureldsung 1l6sliche Caselnbruchstucke je 1 min frei-
setzt, welche der Absorption (274nm) von 1 /uMol Tyrosin
entsprechen. ,

Ziel der Erfindung

¥

Ziel der Erfindung ist-es, die genannten Nachteile der be-
kannten Verfahren durch eine reproduzierbare Keimung sowie

. durch rasches und krdftiges Wachstum des Organismus zu
‘verméiden, um damit zugleich eine Steigerung der Protease~

ausbeute herbeizufiihren, und einen groBtechnisch sicher
beherrschbaren FeruentationsprozeB zu gewahrleisten, so

daB unter, industriellén Bedingungen die Okonomie des Ver-

fahrens verbessert wird.

Darlegung des Wesens der Erfihdqp@

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren
zur Herstellung von Thermitase zu entwickeln, das ein re=-
produzierbares Wachstum des Mikroorganismus wit vergroBer-
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ten Biomasseausbeuten sowie hoher Enzymsyatheseleistung

4

gewshrleistet.

Nach dem erfindungsgendBen Verfahren zur Herstellung von
Thermitase durch Anzucht, Vorkultivierung und Kultivierung
von Mikroorganismen des Stammes Thermoactinomyces vulgaris
und/dder seiner Mutante -~ hinterlegt in der zentralen
Stammsammlung der DDR im Zentralinstitﬁt fir Mikrobiologie
und experimentelle Therapie in Jena unter IMET 9512 und
‘fiir die Mutante IMBET 9515 - wird in der Weise vorgegangen,
daf man zur VOrkaltivierung eine eingesetzte it Sauver-
stoff gesdttigte Nahrldsung wit Sporen beimpft und die
Auskeimung im hermetisch verschlossenen Gef#B bel Absinken
des Sauerstoffpartisldruckes auf 20 bis 40 % des Sauver-
stoffpartialdruckes bei Sattigung, vorzugsweise auf 30 %,
vornimnt, den gewlinschten Sauerstoffpartialdruck bis zur
vollstidndigen Auskeinung der Sporen durch Einleiten von
Luft sufrecht erhdlt, die Vorkultur danach in einen Fer-
mentor wit dem Produktionsmedium Uberfiihrt und die Fermen-
tation durchfiihrt, wobei man wihrend der Fermentation
weitere Mengen von Naéhrstoffen zufihrt.

Als Produktionsmedium werden vorzugsweise Maisstirke,
Maisquellwasser, Trockenhefe, Magermilchpulver, Natrium-—
chlorid und Kalziumchlorid eingesetzt. Vorteilhaft ist es,
wenn man Stérkehydrolysat'und/oder Maisquellwasserhydro-
lysat verwendet. Piir die Vorkultivierﬁng, de h. die voll~
sténdige Auskeimung, ist es sehr effektiv, den nach dem
Absinken erreichten Sauerstoffpartialdruck im Vorkulturge-
fi8 2 bis 4 h, vorzugswelse 2 h, beizubehalten. Fir die
eigentliche Produktion hat es sich als sehr zweckmaBig
erwiesen, daB man wihrend der Fermentation Maisstirke
oder Stirkehydrolysate und/cder Maisquellwasser oder Mais-
quellwassephydrolysate in einer'solchen Menge zufihrt,

die dem Doppelten bis 1,5fachen der Menge des Ausgangs-
néhruediums entspricht. Die Nahrstoffe kdnnen dabei konti-
puierlich oder in Etappen zugefihrt werden, wobel man

2 bis 6 h,.vorzugéweise'E h, nach Uberfihrung der Vorkul-.
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tur in den Fermentor beglnnt. Der Erfindung llegt die Er~
kenntnis zugrunde, daBl die Kelmung der als Inoculum ver-
_wendeten Sporen reproduzierbar und zu 100. % in einem her-
'metlsch abgeschlossenen Kulturgefaf unter Ausschaltung

von Begasungselnflussen erfolgt.

AIm einzelnen geht man zweckmaBlgerwelse so vor, daB Je nach
bendotigbter Inoculummenge ein RilhrgefédB, vorzugswelse ein
Glaskolben mit Magnetriihrer oder ein Rilhrfermentor, wit
 N#hbrldsung befiillt und sterilisiert wird. Das GefdB ist
mit einer Sonde zur Messung des Sauerstoffpartialdruckes
sowie mit einer Regulierung fiir die Zugabe von Luft susge-
stattet. Vor der Beimpfﬁng mit Sporen, vorzugsweise mit |
107 - 108 Sporen/ml Nihrldsung, wird die Nihrldsung durch
Einleiten von Luft mit Sauerstoff gesattigt. Nach der Be-
impfung wird das G?féﬁ hermetisch verschlossen. Die einge-
impften Sporen beginnen sofort zu atmen und produzieren '
dabei cog, das sich infolge..des fehlenden Gasaustausches
mit der Umgebung in der Ndhrldsung anreichert. Innerhalb
von 30 ~ 60 min wachsen dabei die Keimschlduche aus und

es schlieBt sich unmittelbar die légarithmische Entwick-
lungsphase an. Um_og—LimitationAzu vermeiden und die An-
passung der Vorkultur an die nachfolgende belliftete Fer-
mentationsstufe zu ‘gewdhrleisten, ist es erfordérlich,

. den Sauerstoffpartialdfuck nach Erreichen von 20 bis 40 %
des Sauerstoffpartialdruckeé bel S&ttigung (Anfangswert),
vorzugsweise.von 30 %, bis zu einer Zeit von 2 h bls 4 h
auf diesem Niveau zu halten. Nach etwa 2 h bis 4 h sind
die Sporen 100 %ig ausgekeimt und weisen bereits lange,
teilweise verzwelgte Keimschléuche auf,'so'daB die Vor-—
kultur in das produktionsmedium iiberfiihrt werden kann.

Es hat sich gezeigt, dal diese Methode .der Vorkulturfﬁhrung
‘wesentlich fir eine hohe Reproduzierbarkeit ist und daB

im Permentor ein Wachstums- und Enzymbildungsprozef ein~
heitlich und &duBerst effektiv ablauft. | '

‘Die Messung des Sauerstoffpartialdruckes wdhrend der Kei-
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,mung gestattet'AQSSagen iiber den Verlauf dieses Vorganges
.und dient somit einer sicheren.Kontrolle (Fig. 1 zeigt
die Keimbildungsrate in Abhéngigkeit vom.Sauerstoffpaf-
tialdruck). Die Nahrldsung flir die Durchfiihrung der Kei-
nung benthéit Maisstdrke oder Starkehydrolysate, Maisquell-
bwasser oder daraus hergeétellte Hydrolysaté, NaCl sowie
CaCl . Vorteilhaft ist eine Zusammensetzung aus Starkehy-
drolysat, Malsquellwasserhydrolysat NaCl und CaCla, da
es keine unldslichen Bestandteile anthalt und somit eine
eiakté-m}kroskopisghe Kontrolle des Keimungsablaufes ge-’
stattet., | -

Die EnZymausbeﬁte bei der Herstellung von Thermitase wird
entscheiaend durch den WachsﬁumsprozeB, de he durch die

" Menge an gebildeter Biomasse sowie durch die stoffwechsel-
physiologischen Verhdltnisse im Stadium der Enzymsynthese
bestimmt. So wird bei dem Verfahren géméB WP 117 083 eine
Enzymaktivitét von 6 TE je ml Kulturmedium infolge Limita-
~tion def,C» und N-Quellen nicht iiberschritten, da nach
3bis 6 h Fermentationsdauer die fiir Wachstum und Enzyu-—
bildung erforderliche Konzentration dieser Substanzen
nicht mehr gegeben ist. Insbesondere gerdt die Protein-—
"quelle in Limitation bzw. einzelne Komponenten derselben
(Aminosduren). Durchgefihrte Untersuchungen haben gezeigt,
daB wit einer Erhéhung der Nihrstoffkonzentration zu Be- .
‘ginn der Fermentation keine Verbesserung efzielbar ist,
weil in diesem Fall das Wachstum 3 bis 4 h lang gehewmt
ist und damit die Infektionsgefahr wieder ansteigts.

ErfindungsgendB ist die Aufhebung dieser Néhrstofflimi~
tation bei gleichzeitiger Vefmeidung von Repressionen

des Wachstums aber wdglich, wenh die erforderlichen Nahr-
stoffe wihrend der Fermentation zugefiihrt werden. Débei
ist es notwendig, im angefiihrten Umfahg die C-Quelle zu
ergénzen und im angepaBten Verhdltnis dazu auch dle Pro-
telnkomponente. Der C-Spiegel dient der Aufrechterhaltung
" ¢es Energlehaushaltes und dem Zellaufbau, wéhrend eine

deflnlerbe Nm{onzentratlon die anymsyn*hese begunstlgt
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- und lénger aufrechterhilt.

Es wurde weiter gefunden, daB die Zugabe der Néhrétoffe in_

kontlnulerllcher Weise in der logarithmischen Wachstums-—

phase, vorzugsweise ab 2.Fermentationsstunde, erfolgen kann.

. Jedoch bewirkt eine impulsformige Zud051erung im Abstand

von 2 h, vorzugsweise beginnend mit der 2. Fermentations-
stunde, einen gleich guten Effekt. '

Als fiir die Grundzusammensetzung von Néhrlﬁsﬁng.und Pro- -
duktionsmediun giinstig haben sich Maisstérke oder Stérke;
hydrolyéate, MaisQuellwaSser oder daraus hergestellte Hydro-
lysate, Hefeextrakt oder Trockenhefe, NaCl und CaCl, er-

~ wiesen. Eine zugabe von Phosphaten zur Erhdhung der Puffer-

wirkung wihrend der Sterilisation ist vorteilhaft. Rapsél
sowie Essigsidure sind im allgemeinén nicht erforderlich.
Als Entschiaumer kxdnnen handelsiibliche Silikondle oder
Pflanzendle (z. B. auch Rapsdl) verwendet werden (0,1 %).
Als Zusatzndhrstoffe filir das Produktionsmedium werden
hauptsidchlich Maisstérke, Stérkehydrolysate und Maisquell=-
waéser eingesetzt; Die Menge der zusidtzlich verabreichten
N&hrstoffe mul - wie bereits ausgefiihrt -~ bis zum Ende der
Fermentation das Doppelte bis 1,5fache der Ausgangskonzen-

" $ration erreichen. Es zeigt-sich, daB nach diesem Vorgehen

W

die Biomassekonzentration gegeniiber dem Verfahren des WP
417 083 erheblich ansteigt. Die Enzymsynthese wird deutlich
erhdht . und erreicht z. B. beil elner Fermentationsdauer

von 16 bis 24 h Werte von 10 bis 12 TH/ml Nahrlosung ge-

geniiber 6 TE/ul entsprechend dem Stand der Technik.

Eine Limitation der Nihrstoffe duBert sich u. a. in der
Atnungsaktivitat der Kultur. Unter konstanten Belliftungs-
verhdltnissen steigt nach Erreichen limitierender Substrat- a
konzentration der Sauerstoffpartialdruck im Férmentor an,
d. h. die Atmung verlangsamt sich. Zugaben von Gemischen
aus Kohlenhydfatﬂn und Proteinen bewirken dann eine sofor-
tige erneute Zuriahue des Oz-Verbrduches infolge weiteren
Wwachstums bzw. der verstarkten Enzyusynthese. Das kraftige
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Wachstun begiinstigh suBerdem die Stabilitdt des Verfabrens
gegeniiber #duBeren schiddlichen Einfliissen, z. Be Infektionens..

Das erfindungsgemdBe Verfahren wird durch die'folgehden
Beispiele ndher erldutert.. '

Ausfiihrungsbeispiele
Beispiel 1

Ein 1 1—Pundkolben, der mit Stutzen fiir die Aufnahme eines
02~Sensozs, fir die zufihrung von steriler Luft, fir die

: Abfahrung der Luft und fiir die Beimpfung versehen ist,
wird nit 800 wl Nahrlosung folgender Zusammensetzung be-
fullt und sterilisiert: |

Starkehydrolysenprodukt (SHP) - 1,00 Masse;%

Malsquellwasserhydrolysat (cae 7 %

Gesamtproteingehalt) 5,00 Masse-%
NaGl ' : - 0,10 Masse~%
Cagl2 B ‘ o . 0,05 Masse-%

Der Inhalt des Kolbens wird mit einem Magnetriihrer durch-
‘mischt, auf 50 °¢ temperiert und durch Einleiten von Luft

. mit Sauerstoff gesdttigb. Aus einer homogenisierten Sporen-—
suspension der Mutante IMET 9515, die durch 20stiindige Be-
briitung von Schrigkulturen auf’einem'Maisquellwasser-stérke-
Medium bei 56 °¢ und nach Abschwemmung mit einer 0,01 %igen
Tween-80-Losung erhalten wurde, werden 107 Sporen/ml Nahr-
1osung, do he 8 109‘Sporen! in den Kolben eingeimpft.
AnschlieBend wird der Kolben luftdicht verschlossen. Unmite
telbar nach Beimpfung beginnt die Atmung der Sporen, Was

an der Abnahme der 02=Konzentratlon feststellbar ist (Flg.
1)+ Nach etwa 85 min ist die 02—Konzentratlon (Xuxve 1) im
Kolben auf 30 % abgesunken und es wird lber eine Regelein-
richtung Luft Zugefﬁhrt,'so daB dieser Wert bis zu einer
7eit von 120 win aufrechterhalten werden kann. Das Aus-
wachsen von Keimschlduchen aus den Sporen beginnt etwa
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40 min nach Beimpfung; nach ca. 100 min sind 100 % der
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Sporen gekeimt (Kurve 2). Mittels Kontrolle-der optischeh
Dichte kannAdas_beginnende Wachstum nachgewiesen_werden

: (Kurvé 3). Nach 120 min wird die Kultur . in einen Fermentor

iiberimpft und hier setzt sich das Wachstum nshezu verzd-

. gerungsfrei fort.

Beispiel 2

Ein 30 l-FPermeénter wird mit 20 1 Produktionsmedium der Zu-

sammensetzung

Stérkehydrolysenprodukt (SHP) ' 1,0 Masse-%

Maisque11Wésserhydrolysat (cae. ' - '

7 % Gesamtproteingehalt) : AA 5,0 Masse~% |
-,NaCl 0,1 Masse-%

CaCl, ' | _ 'VO,OB'Masse;%

"befiillt und sterilisieft. Die Beimpfuﬁg erfolgt mit einer

Vorkultur gemi#R Beispiel 1. Die Fermentationstemperétur
betrigt 50 °¢, der Rithrer hat eine Drehzahl von 300 Um-
drehungen min™ ', es werden 300 1 Luft/h zugefiihrt. Als
Entschiuvmer werden vor Beimpfung 10 ml Silikondl oder
Raps6l zugesetzt. 2 h nach Fermentationsbeginn erfolgt
die kontinuierliche Zufihrung von Nihrstoffen, bestehend
aus '

Stirkehydrolysenprodukt (SHP) 1,0 Masse-%
Maisquellwascerhydrolysat (ca.

7 % Gesamtprotelngehalt) ' 5,0 Masse-%,

und zwar in elner Menge von 2 ) ml/mln. Die Dosierung’’
w1ra bis zum Ende der Fermentation nach 26 h fortgesetzt.
Fige. 2 zeigt das FErgebnis im Vergleich zu einer Feruenta-

tion ohne Niéhrstoffzufiihrung (Grundmedium obiger Zusaumen-
setzung)s Die maximale Biomassekonzentration stelgt gegen-
iiber dem Kontrollversuch (Kurve 1) von 1,7 mg/ml auf ca.
3,5 mg/ml an (Kurve 2). Die Enzymsynthese verliuft mit
deutlich.erhéhter4Bildungsrate und erreicht gegeniiber der
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 Kontrol1e mit 4 TE/ml Nahrlouung (Ku_ve 3) einen Wert von
etwa 10 TE/ml (Kurve 4)e ‘

“ﬂO

Beispiel 3

Ein BOwlnFermentor wird gemndB Béispiel 2 nit 20 1 Produk-
'tionsmedium'vorbereitet und mit einer Vorkultur gem&RB Bei~
splel 1 beimpfte. Die Fermentatlonsparameter entsprechen
denjenigen von Beispiel 2. Nach 2, 4, 6, 10-und 15 h wer- .
den aewells 200 ml Mdlsquellwasserhydrlysat zugefihrt.

Fige 3 zelgt das Ergebnise. Wahrend die Enzymbildung in-

der Konurolle bei 4 TE/ml Medium liegt, stelgt sie beéil der
gufithrung von Proteinkowponenten auf ca. 10,5 TE/ml (Kur-
ve 2). Die.registrierten Werte des,Sauerstoffpartialdruckés
im Fermentor (RKurve 3) lassen nach der 36y 4o und 6. Nnr-—
stoffgabe deutlich die Beschleunigung der Atmung erkennen.

Belgell 4

Ein 30 l-Fermentor wird mit 20 1 Produkbtionsmedium der Zu—
sanmensetzung

Maisstarke. : : 150 Masse~%
Maisquellwasser ( 50 %1g ) 1,0 Masse~%

Trockenhefe 0,03 Masse-%
Magermilchpulver = k 0,05 Masse-%

NaCcl ' . . 0,5 Masse-%

CaCl o © 0,05 Massé-%

gemaB Belsplel 2 vorbereltet und mit einer Vorkultur ge-
mdB Beispiel 1 beimpft. Die Ruhrerdrehzahl betragt 400
Umdrehungen min*q, es wird ILuft wit 300 l/h zugefuhrt,
die Fermentationstemperatur betridgt 50 ®c. 2h nach Reginn
der Fermentation erfolgt die kontinuierliche zufiihrung
von zusdtzlichen Rihrstoffen, bestehend aus

Sstidrkehydrolysenprodukt (SHP) | A 1;0 Masse~%
 Maisquellwasserhydrolysat (ca. ’ -
‘7 % Gesamtproteingehalt) - 5,0 Masse-%
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in einer Menge von 2,5 ml/mine. Die Dosierung Wird,bis
Fermentationsende ( 24 h nach Versuchsbeginn ) fortge-
setzt. Die Abhanglgkelt der mnzymblldung (Aktivitat) von

11

‘der Zelit ist in Fig. 4 dargestellt. Sie errelcht nach 24 h.
10,8 TE/ml Produktionsmediums.
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Erfindungsanspriiche

o

‘

Verfahren zur Herstellung von Thermitase durch Anzucht, -
Vorkultivierung und Kultivierung von Mikroorganismen des
Stamues Thermoactihomyces vulgaris und/oder seiner Mu-.

tante -~ hinterlegt in der zentralen Stammsammlung der

‘DDR im Zentralinstitut fﬁr'Mikrobiologie und experi-—

- wentelle Thérapie in Jena unter IMET 9512 und fiir die

Mutante IMET 9515 -‘dadurch gekennzeichnet, daB man zur
Vorkultivierung einefeingesetzte mit Sauerstoff gesdt-
tigbe N3hrldsung mit Sporen beimpft und die Auskeimung'
im hermetisch verschlossenen GefdB bei Absinken des
Sauerstoffpartialdruckes auf 20 bis 40 % des Sauerstoff-

" partialdruckes bel S&ttigung, vorzugsweise auf 30 %y

vornimmt, den geﬁﬁnschten_Sauerstoffpartialdruck bis
zur vollstindigen Auskeimung der Sporen durch Einleiten

- von Luft aufrecht erhdlt, die Vorkultur danach in einen

2e

4o

A5.

Fermentor mit dem Produktionsmedium Uberfiihrt und die
Fermentation durchfiihrt, wobel man widhrend der Fermen-
tation weitere Mengen von Nahrstoffen zufiibrt.

Verfahren nach Puﬁkt 1, dadurch gekennzeichnet, daf man
im Produktionsmedium Maisstérke, Maisquellwasser, Trok-
kenhefe, Magermilchpulver, Natriuwmchlorid und Kalzium-
chlorid einsetzt. ‘

Verfahren'néch Punkt 1 und 2, dadurch.gekennzeichnet,
daB man Starkehydrolyset und/oder Maisquellwasserhydro-

"lysat einsetzte

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB man
den gewiinschten Sauerstoffpartialdruck im Vorkulturge-
88 :2 bis 4 h, vorzugsweise 2 h, belbehdlt.

Verfahren nach Punkt 1 und-2, dadurch gekehnzeidhnet,

daB man wahrend der Fefmentation Maisstérke éder Stirke~
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hydrolysate und/oder Maisquellwasser.oder Maisquell-
wasserhydrblysate in einer solchen Menge zufiihrt, die
dem Doppelten bis 1 5fachen der Menge des Ausgangsnahru.'
medium entsprlcht.

6. Verfahrén nach Punkt 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
daB man die Nihrstoffe kontiniuierlich oder in Etappen
- gufithrt, wobei man 2 bis 6 h, vorzugsweise'E'h, nach
Uberfihrung der Vorkultur in den Fermentor beginnt.

Hierzu.. % _ Seiten Zeichnungen
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