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{57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung pektinolytischer Enzyme mit
tragerfixiertem Myzel von Aspergillus niger in Submerskultur. Das auf diese Weise hergestelite
Enzymgemisch 18Rt sich in der obst- und gemiseverarbeitenden Industrie zur Steigerung der
Fruchtsaftausbeuten und zur Mazeration einsetzen. Ziel der Erfindung ist eine Erhdhung der
Enzymproduktion bei méglichst effektiver Nutzung des Fermentationsraumes. Die daraus
abgeleitete Aufgabe besteht im Auffinden einer geeigneten Verfahrensweise. Erfindungsgemaf
wird in einem harkdmmlichen Rithrfermentor oder in einem speziellen Spezialfermentor mit
einem beweglichen oder fixierten Tréger aus sterilisierbarem Material ein Ndhrmedium Gblicher
Zusammensetzung mit Sporen des Schimmelpilzes von Aspergillus niger beimpft und submers
bei 28 bis 32°C 5 bis 7 Tage kultiviert. Dabei bildet sich auf dem Tréger zu Beginn ein Myzelrasen,
der wahrend der Kultivation zu einer kompakten zusammenhéangenden Biomasse auswéchst. Bei
Austausch des enzymhaltigen N2hrmediums durch frisches N&dhrmedium kann das Myzel fir
mehrere Fermentationsansétze verwendet werden.
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Gewinnung eines pektinolytischen Enzymgewmisches mittels

tragerfixierter Mikroorganismen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur fermentativen
Gewinnung pektinolytischer Enzyme wit Aspergilius niger.
Die enzywhsltige Kulturlbsupg wird nach entsprechender
Xonzentrierung und Reinigung vorrangig zur Mazeration
von Obst und Gemiise eingesetzt. Sie ist desweiteren zur
Steigerung der Fruchtsaftzusbeute gaelignet.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Die submerse Herstellung pektinolytischer Enzyme erfolgt
nach bekannten Verfahren vorwiegend unter Verwendung von
Schimmelpilzkulturen wit diffusem Myzelwachstum. Da bei
dieser Myzelstruktur die Enzymsynthese relativ gering ist,
gibt es verschiedenartige Bemilhungen, durch Zugabe spezim
eller Nihrmediesnbestandteilen sowie durch Variation der
Kulturfﬁhrdng die Enzymproduktion zu erhdhen. So sind
Verfahren bekannt, bei denen durch Zugabe ven Aluminiume
salzenr {SU=US 501 058), organischen Xomplexbildnern
(3U=-US 696 051) bzw. Myzelautolysaten éine Steigerung er=-
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wirkt wird. Bei einem anderen Verfahren (HU~PS 160 532)
zeigen Kobalt- und Magnesium-Salze eine besondere Wirkung,
wéhrend nach einer weiteren Verfahrensweise (Pl-P3 91 984)
durch Variation der Riihrergeschwindigkeit die Enzymsynthese
angeregt wird.

Sehr selten sind Literatur~ und Patentangaben, die sich

mit der Bildung pektinolytischer Enzyme bei Vorliegen von
kompskteren Myzelstrukturen befassen. A.A. Martakov und

0.P, Dianova (Izv. Akad. Nauk Kaz. SSR, Ser. Biol. 5 (1967)
6, 54=99) berichten, daB wmit schwammartigem Myzel eine
wesentlich héhere Bildung pektinolytischer Enzyme erreicht
wird als mit diffusem. Nachteilig fiir die im LabormaBstab
praktizierte Verfahrensweise ist, daB zum Zwecke der Enzyme
bildung die in Standkultur angeziichtete Myzeldecke in kreisenw
de Bewegung verseitzt werden muB, was technisch schwer reali-
sierbar ist. Bine fiir die technische Dimension geeignetere
Verfahrensweise wird von F. Baum, A. Leuchtenberger, H. Ruttm
loff, E. Schiweck und Ch. Wardsack (DWP 145 027) angegeben.
Nach Anzucht einer Myzeldecke von Aspergillus niger in

einem Spezialfermentor mit grofer Oberfliche wird diese

- mittels einer Siebplatte untergetaucht und 5 bis 7 Tage be~
liftet. Es entsteht eins schwammartige Myzelstruktur, dis
gegeniiber Diffusmyzel zu einer deutlich hdheren ZEnzymsynthe-
se befédhigt ist. Der Nachteil disses Verfahrens besteht in
der durch den Fermentordurchmesser bedingten begrenzten
MyzeldeckengrdBe. Zur Erzislung einer guten Enzymaktivitit
ist die Einhaltung eines bestimmten Verhdltnisses zwischen
Myzelmasse und Kulturflﬁssigkeiu erforderlich, woraus eine
relativ schlechte Ausnutzung des Fermentorraumes resultiert.
Elne verbesserte Variante der Fermentation mit kompaktenm
Myzel, die nicht an einen Spezialfermertor gebunden ist,
wird von Ch. Wardsack, 4. Leuchtenberger, F. Raum und

H. Ruttloff vorgeschlagzen. Danach wird in einer 1. Kultur=
stufe diffuses Myzel von Aspsrgillus n¢ge¢ in Submerskultur

angezlichtet und dieses denn in einem oder mehreren Behilie-
nissen aus sterilisierbarem Textil~ oder Drantgewsde bestimmter
Durchléssigkeit von der Kulturldsung abgetrsnnt, wodurch es
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zwangswelse zu einer fir die Pektinasebildung vorteilhaf-
ten Verdichtung des Myzels kommt. Einer oder mehrere dieser
wyzelhaltigen Behdltnisse werden zum Zwecke der Enzymproduk-
tion in einer 2. Kulturstufe unter Verwendung von Kultur=
medien {iblicher Zusanmensetzung kultiviert. Der Vorteil
gegeniber dem vorherigen Verfahren besteht darin, dal

durch Ablassen des enzymhaltigen und durch Zugabe von
frischem RKulturmedium das Myzel fiir mehrere Fermentationen
genutzt werden kann. Nachteilig bel dieser Variante ist

die beschrdnkte BehéltergrdBe und die daraus resultierende
relativ geringe Oberfléche sowie die technisch etwas kome
plizierte Reinigung und Neubefiillung der Beh&ltnisse.

Das Prinzip der Trdgerfixierung von Mikroorganismen zum
Zwecke der Enzymgewinnung bzw. zur Durchflihrung von enzyma-
tischen Reaktionen ist aus dem Schrifttum bekannt. Nach

der Art der Immobilisierung unterscheidet man dabei zwischen
Adsorptions~, Bindungs- und EinschlieBverfahren. Aus japa=-
nischen Patentschriften sind Verfahren bekannt, nach denen
verschiedene Enzyme, wie Urease, Invertase und Glucoseoxi-
dase (J 262 9693) sowie Glucoseisomerase (GB 1 443 269)

mit trégerfixierten Mikroorganismen produziert werden bzw.
mit diesen verschiedene enzymstische Umwandlungsreaktionen
durchgefilhrt werden. Ohne Nennung spezieller Enzyme werden
nach einem Verfahren von Divies (DE=~0S 2 633 076) nittels
Mikroorganismen, die in eine Polymerisatschicht eingeschlos~
sen sind, verschiedene Uﬁwandlungsreaktionen durchgefihrt.
M1t Xultivationsformen von immodilisierten Mikroorganismen,
die durch Adgprption an Triger gebunden sind, befaBt sich
¢in ven W. Engelbart und F. Engelbart beschriebenes Verm
Tehren (DWP 108 322). Eine zur Abwasserbenandlung verwendete
Frinzipldsung mit trégerfixierten Mikroorganismen ist von

B. Atkinson, G.M. Black, A. Pinches und P.J.S. Lewis (DE~
0S8 2 845 552) bekannt. Es handelt sich um eine Vorrichtung,
bei der in einem Reaktionsgef#8 fiir die Anhafitung des bio=-
logischen laterizls ein Tréger installiert ist. Angaben
iber die Gewinnung pektinclytischer Znzymwe mittels tréigerm



fixierter Mikroorganismen liegen bisher nicht vor.
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Als wesentlichste IEngel der bisher bekannten Verfahreng-
varianten zur Gewinnung pektinolytischer Enzyme erweisen
gich die zu geringe Aktivitdt. die einmalige Verwendung
der Biomasse bei den Verfahren mit diffusem Lyzel im Riihr-
fermentor sowlie das unglinstige Verhiltnis von Biowmasse zu
Kulturfliissigkei$ beil Verwendung kompakter Hyzelformen in
Riihr- oder Spezialfermentoren.

Ziel der Erfindung

Eg ist dgé Ziel der Erfindung, durch Immobilisierung von
Aspergillus niger an inerte Tréger in einem einfachen
Fermentorsystem eine hohe Syntheserate pekiinolytischer
Enzyme zu erreichen. Dabel sollen die vorher angefiihrten
Nachteile bekannter Verfahren weiitgehend eliminiert und
einzelne Vorteile dieser in einem Verfahren mbglichst
vereint werden.

Darlegung des Wegens der Erfindung

Das Wesen deg erfindungsgemifien Verfahrens besteht nun
darin, daBl auf der Oberfliche eines innerhalbd elnes Fer-
mentors vom Kulturmedium umgebenen freilschwebenden oder
fixierten inerten TriZgers eine lkompakte Myzelstruktur mit
dem Stamm Aspergillus niger = hin%erlegt in der zentralen
tarmsammlung der DDR im Zentralinstitut fir Mikrobiologie
und experimentelle Therapie in Jena unter ZILBT 43 692
angezlichtet wird. '

Dabei ist von Bedeutung, daB die OberfiHche der kompaktien
liyzelstruktur gegeniiber dem Volumen des Kulturmediums in

Hinblick auf eine hohe Enzymausbeute im richtigen Verhdlt-

nis steht. Zur Anzucht des Myzelragens, d. h. dem Auswach-

sen der Sporen auf dem inerten Ilateriel mit porigexr Cber-

fliche sind die folgenden Bedingungen einzuhallsens

- Die Konzentration der Sporen im Nihrmedium betridgt v
mittelbar nach Zugsbe der Sporensuspension 102 1 ‘

Sporen/ml.



~ Das Verhdltnis der Menge des Ndhrmediums zur Oberfliche.
des inerten Materials betrigt 0,5 bis 10 ml Nihrmedium
je 1 cm2 des Tragers.

~ Die Luftzufubr betrdgt 1 bis 3 1 je min bezogen auf 1 1
Nghrmedium. Eine Umwdlzung des Ndhrmediums ist zu ver~"
meiden.

~ Die Kultivierung erfolgt bei Temperaturen im Bereich
. von 28 bis 32 °C iiber 2 bis 3 Tage.

Die flir den Stoffaustausch erforderliche Bewegung des Me~
diums kann dadurch erreicht werden, daB sich der Triger
durch die eingetragene Luft frei bewegt (Rihrfermentor),
daB das Medium zwangsweise am Triger vorbeigefilihrt wird
(Spezialfermentor) oder indem der Tréger einer routierenw
den Bewegung ausgesetzt wird (Rihrfermentor). Durch Ab-
lassen des enzymhaltigen und durch Zugsbe von frischem
Néhrmedium ist die Biomasse mehrmals verwendbar. AuBerden
ist durch die Trigerfixisrung bekanntlich auf sehr einfache
Weise eine Trennung der enzymhaltigen RKulturlésung von
der Biowmasse mdglich.

ErfindungsgendB werden zur Herstsllung pektinolytischer
dnzyme Schimwmelpilze, vorzugsweise der Art Aspergillus
niger, vor allem der bereits gerannte Stamm verwendet.

Zu Beginn werden in eineuw herkdmmlichen Rilhr— oder in
einew Spezialfermentor unter Verwendung eines Nihruwediums
Ublicher Zusammensetzung Sporen des Stammes an einem frei-
schwebenden oder fizierten Triger aus hitzebestidndigen
Material zumn Wachsen gebracht. Dabei wird unter schonender
Beliiftung bei 28 bis 32 °C iber 2 bis 3 Tage ein zusame
menhdngender Myzelrasen angeziichtet, der nachfolgend zum
Zwecke desr Enzywproduktiorn innerhalb von 3 bis 5 Tagen

in dem Anzuchtmedium oder in einem Medium anderer Zusan—
mensetzung kultiviert wird.

Das Nahrwedium enthilt Selze, Kohlenstoff~ und Stickstofim=
- quellen. Dies sind vorzugsweise Pektin 0,1 - 0,5 % cder
pektinhaltige Rohstoffe, wie Zuckerrilbenschnitzzle bzw.



Rﬁbenschﬁitzelextrékt etwa 4 %, Glukose oder Saccharose
1=~ 7 %, NH4NO3 0,5 -~ 1 %, KHEPO4 0,1 = 0,75 % sowie NaCl,

CaCO3 und FeSO4 0,01 = 0,1 %.

‘Der fir die Anhaftung des Myzels erforderliche sbterilisier-
‘bare Triger besteht aus Textil=-, Sinter~ oder Steiﬁgutma-
terial'sowieAC%~Ni~Stéhl—Gewebe und besitzt eine pordse
oder maschenartige Strukbtur. Die GroBe der Triagerober-
fléche sowie das Volumen des Néhrmediums werden aufeinan-
der abgestimmt, um einerseits bel Inockulation mit Sporsn-
material eine ausreichende Anhaftung von Spbren ZU gewdnre
leisten und andererseits eine effektive Enzymsynthese zu
ermdglichen. ErfindungsgewdB liegt dieses Verhdltnis
zweckmdRiger Weise im BereiSbvon 0,5 =~ 10 ml Nzhrmedium

Je cm2 Tréager. Die Beimpfung des Nahrmediums sollte mit
der jewelligen Sporensuspension von Aspergillus niger in
der Weise erfolgen, daB in dem Nahrmedium eine Konzentraw~
tion von ﬁOz ~ 104 Sporen/ml erreicht wird.

Da die Bildung von diffusem Myzel zu einem Aktivitdtsriicke
gang fihrt, sind Beliftung und Bewegung des Mediums gegen-
seitig so abzustimmen, daB ein mdglichst fester Myzelrasen
erhalten wird. Die Strémungsgeschwindigkeit des Mediuums

an der Myzeloberfliche sollte im Bereich von 0,05 - 2 m/s

liegen. Die giinstige Luftmenge liegt bei 0,01 -~ 3 1 Iuft
je min und Jje 1 Medium.

Die auf dem Trédger angezichtete Myzelmasse 123% sich fur
mehrere Fermentationsansiatze nutzen, indem nach 3 bis 5
Tagen Fermentatioansdauer das enzymhaltige Nahrmediumn abge—
lassen und durch frisches Nahrmedium ersetzt wird. Um das
Zuwachsen von speziellen Fermentoren durch das Myzel zu
verlangsamen, kann nach Ablassen des enzymhszltigen Nihr-
nediums maximal eire eintdgige Unterbrechung erfolgen, in
der .die Biomasse unter schwacher Luftzufuhr auf eine dlinne
Schicht zusammentrocknet. Nach Zufihrung von frischer Nihr-
16sung kommt es zu erneutem Myzelwachstum und hoher Enzym-
syanthese.
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Nachbfolgend wird in einigen Ausfiihrungsbeispielen die Ere
findung niher erldutert.

Ausfithrungsbeispiele

Beispiel 1

In 200 ml Kulturflaschen werden 50 ml Stendardmedium (5 %
Glukose; 0,1 % Pektin; 0,75 % NH4N03; 0,5 % KH2P04; 0,03 %
FeSO4 . 7HéO; 0,03 % MgSO4 . 7H20; 0,02 % Ca@%; 0,03 ?
NaCl auf 100 ml Aqua dest., pH 4,5), in das ein 20 cm
groBer sterilisierter Trédger gegeben wird, mit 0,5 ml einer
Sporensuspension (’IO5 Sporen/ml) von Aspergillus niger des
bezelchneten Stammes beiwmpft und 5 bis 7 Tage bei 28 bis

32 °C auf einem Rotationsschiittler (220 U/min) geschiittelt.,
Nach 48 h ist der Tréger mit einem Myzelrasen Uberzogen,
der sich bis zum 4. Tag zu einer festen Myzelstruktur aus-
bildet. Nach © bis 7 Tagen ist eine Enzyuwaktivitit von

ca. 400 bis 450 PG~E/ml nachweisbar. Etwa 10 PG~E/ml werden
vergleichsweise mit diffusem Myzel des gleichen Stammes
erreicht. Die Enzymaktivitdt wird mittels viskosimetrischer
MeBmethode bestimmt (DWP 145 027).

Eeisgiel 2

1500 ml Standardmedium werden nach Zugabe eines 800 bis
1000 cm2 groBen texztilen Trigers in einem 2 1 Glasfermentor
mit 15 ml Sporensuspension (".O5 Sporen/ml) von Aspergillus
‘niger des bezeichneten Stammes beimpft und 24 b bei 30 °c
und einer Luftzufuhr von 2 bis 3 1/min kultiviert. Zur bese
seren Entwicklung eines geschlosssnen Myzelrasens wird die
Luftzugabe fir etwa 1 bis 2 Tage auf 1 1/min reduziert

und danach wieder auf die anfénglichen Werte gesteigert.
Nach © Tagen erzielt man sine Enzymaktivitdt von ca. 140
PG-E/ml, ‘

Beispiel 3

In einem 30 1 Glasfermentor wird ein textiler Triger
pr o R - 2 . "
Z1zlert, dessen Oberfliche 3000 cm™ betrédgt. Nach Zugabe
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von 15 1 Standardmedium wird mit 150 ml Sporensuspension
(105 Sporen/ml) von Aspergillus niger beimpft und bei 28
bis 32 °C mit einer Luftzufuhr von 30 l/min kultiviert.
Nach Anhaftung der Sporen (etwa nach 12 h) wird die Lufte
zufubr zur besseren Ausbildung der Myzelstruktur fiir 48 h
unterbrochen. Danach wird die Beliiftung wieder auf 10 bis
20 1/min erhdht. Es wird eine Enzywmaktivitdt von 60 bis
100 PG~E/ml unter diesen Bedingungen erhalten.

Beispiel 4

In einem 2 1 Spezialfermentor (Glasrohr mit den MaBen:

g 70 mm, Hohe 700 mm) wird eine Trégerplatte aus nicht-
rostendem Stahlgewebe (65 mm x 350 mm) fest installiert
(Oberfliche 460 cmz). Der Fermentor wird ait 2 1 Stan-
dardmedium geflilly und wit einer solchen Sporenmenge bem
impft, daB ein Titer von 103 Sporen/ml Kulturldsung einm
gestellt ist. Die Kultivation erfolgt bei 28 bis 32 °c .
wit einer Luftzufuhr voz 1 bis 3 1 Iuft/min. Die Beliif-
tung bzw. die Bewegung der Kulturldsung erfolgt nach dem
Marmutpuwpenprinzip. Nach 43 h hat sich eine starke, sta-
bile Myzeldecke am Gewsbe ausgebildet.

Die Abtrennung der enzymhaltigen Kulturldsung erfolgt nach
6 Tagen mit einer Aktivitdt von 150 bis 200 PG=~E/ml,

Bei der Zufiihrung von frischem Medium werden nach 6 Tagen
vergleichbare Aktivitdtsausbeuten erzielt. Der Medienm
wechsel kann bis zu S5mal mit dem gleichen Ausbeuteergebnis
durchgefiihrt werden. |

Beispiel 5

In einem 50 1 Spezialfermentor (@ 250 mm, Hhe 1000 mm)
wird ein Trégerzylinder aus nichtrostendem Stahlgewebe

(@ 150 mm,'Héhe 700 wm) mit einer Cberfliche von 6600 cxn2
fest installiert. Der Fermentor wird mit 50 1 Stardardae—
dium &efiillt und mit 500 wl  Sporensuspension mit 107
Sporen/ml beimpft. Zur Anzucht des Myzelrasens wird der
Fermentor zunfchst nur beliiftet (5 1 Iufit/min). Nach
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2 Tagen beginnt die Zwangsumwidlzung des Mediums. Die Kul=
tivation erfolgt bei 28 bis 32 °C mit einer ILuftzufuhr

von 0,5 1 Luft/win. Die Iuftverteilung bzw. das Vorbeiw~
strdmen der KulturlOsung am Myzel erfolgt mit Hilfe einer
Kreiéelpumpe, durch die das Medium am Boden des Fermentors
angesaugt und am Xopfteil wieder zugefiibrt wird. Nach einer
Kultivationsdauer von 6 Tagen kann die Kulturldsung mit
einer Ausbeute von 100 bis 150 PG=E/ml abgelassen werden. -
Ein mehrfacher Wechsel des Mediums ist mit gleichen Enzym-
ausbeuten wmdglich.

Beispiel ©

In einem 2 1 Permentor wird an der Rihrwelle ein Gewebezy~
linder (@ 50 mm, HShe 150 mm) aus nichtrostendem Stahlge—
webe befestigt. Der Fermentor wird wmit 1,5 1 Staandardmedium
Beflillt und mit 15 ml Sporensuspension wit 405 Sporen/ml
beimpft. Die Kultivationstemperatur betrigt 28 bis 32 OC,
die Beluftungsmenge 0,5 bis 1,0 1 Luft/min. Der Gewebezy=
linder drebht sich in der Rulturldsung mit 200 U/min. Nach

. 5 bis 7 Tagen kann die XulturlOsung uit einer Enzyumausbeute
von 100 bls 150 PG=E/ml abgelassen und durch frisches Me~
dium ersetzt werden.



Brfindungsanspriiche

1. Verfshren zur Gewinnung eines pektinolytischen Enzym~

2.

3e

N
L]

o

gemisches mittels trégerfixierter Mikroorganismen
durch submerse Kultivierung eines Schimmelpilzes in
gebrduchlichen Riihr- oder in Spezialfermentoren unter
Verwendung bekannter Nghrmedien dadurch gekennzeichnet,
daf die Sporen desg einzusetzenden Mikroorganismus auf
einem freischwebenden oder statiomfiren Triger aus iner-
tem Material mit pordser oder gewebier Struktur zum
Auswachsen gebracht werden, wodurch ein Myzelrasen

entsteht, der in dem Nghrmedium gleicher oder gewﬁnschtér

Zusemmensetzung weiter kultiviert und dadurch zu einer
nohen Enzymsynthese angeregli wird.

Verfahren nach Punki 1 dadurch‘gekennzeichnet, dad Tir
die Kultivierung der Stamm Aspergillus niger, hinter-
legt in der zeniralen Stammsammlung der DIR im Zentral-
institut fiir Wikroviologie und experimentelle Therapie
in Jena unter ZIMET 43 692 verwendet wird.-

Verfahren nach den Punkten 1 und 2 dadurch gekennzeich-
net, daB zum Auswachsen des Myzelrasens ein Irdger aus
Textil- oder Crii-Stahl-Gewebe oder aus Sinfer- oder

Steingutmaterial eingesetzt wird.

Verfabhren nach den Punkten 1 bis 3 dadurch geksnnzeilch=-

net, daf zur Anzucht des Iyzels an den Tréger

- die Sporenkonzentration im Nghrmedium aul 102 bis
104 Sporen pro ml eingestellt wird,

, . 2 .
- die Nahrmedienmenge 0,5 bis 10 ml je cm”™ i

Triger De-
Trédgt, ‘

- die Luftzufuhr auf einer Intensitdt vor 1 Dbis 3
min je 1 Ndhrmedium erfolgt,

- cine Umwélzung des Nihrmediums mitftels Riibrer oder

e

e

Pumpen vermieden und
- 2ine Temperatur von 28 bis 32 °C eingestellt wird.
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Verfahren nach den Punkten 1 und 4 dadurch gekennzeiche
net, daB der Tréger oder das Nizhrmedium bewegt werden.

Verfabhren nach den Punkten 1 bis 5 dadurch gekennzeich-
net, daB die Strdmungsgeschwindigkeit des Néhrmediums
im Fermentor 0,05 bis 2 m/sec und die Luftzufuhr 0;01
bis 3 1l/min Jje 1 Medium betrigt. ‘

Verfahren nach den Punk%en 1 bis 6 dadurch gekennzeich~
net, daB das fizierte Myzel fiir 3 bis 5 Feruwentations~
ansdtze genutzt wird, indem nach 3 bis 5 Tagen Fermen-
Yationsdauer das enzymwhaltige Ndhrmedium abgelassen

und durch frisches Nahrmedium ersetzt wird, wobei gege=
benenfalls eine Trocknungsphase fiir das Myzel bis zu

24 Stunden eingeschaltet wird.
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