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Erfindungsanspruch:

1. Anwendung eines Endo-B-1,4-Glucanase-, Pektatlyase-, Pektinmethylesterase-, Polygalactonase-
und Protease enthaitenen Enzymkomploxes aus Erwinia carotovora zur Ethanolproduktion fir die
Mitverwertung von durch amylolytische Enzyme nicht hydrolisierbaren Polysacchariden, dadurch
gekennzeichnet, dal der Enzymkomplex aus Erwinia carotovora als Kulturlosung, -filtrat oder nach
Aufkonzentrierung der Brennereimaische zugesetzt wird.

Anwendung nach Pkt. 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Kultivierung des Enzymkomplexes auf

der Basis von Abprodukten der Garungsindustrie realisiert wird und die Enzymkulturlésung sofort

bzw. nach einer Aufkonzentrierung fiir den RohstoffaufschluR verwendet wird.

3. Anwendung nach Pkt. 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daf die bisher erforderlichen
Amylasegaben reduziert bzw. vollsténdig eingespart werden.

4. Anwendung nach Pkt. 1-3, dadurch gekennzeichnet, daRl dem amylolytischem Rohstoffaufschliu®
eine enymatische Rast bei pH 6,0 vorgeschaltet wird, bzw. der gesamte Rohstoffaufschlu® bei pH6,0
erfolgt.

5. Anwendung nach Pkt. 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dal der Rohstoffaufschlu8 drucklos bei
Temperaturen <58°C durchgefiihrt wird.

6. Anwendung nach Pkt. 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daR die Gardauer durch eine optimierte
Substratzusammensetzung und den bei der Fermentation weiter wirkenden Enzymkomplex von
72h um =12h reduziert wird.

»N

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung kann in Brennereien zur Herstellung von Garungsethanol unter Einsatz von Ezymkultursubstraten auf der Basis
von Erwinia-Stammen angewendet werden.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Zur Herstellung von Garungsethanol werden vergérbare Kohlehydrate mit geeigneten Hefestammen (iiblicherweise der Gattung
Saccharomyces ceravisiae) vergoren, Diese Zucker werden aus Rohstoffen, welche polysaccharidhaltig sind, mittels
enzymatischer- oder saurer Hydrolyse bereitgesteilt. Beim enzymatischen Abbau werden Griinmalz, Darrmalz sowie mikrobielle
Enzympréparate (Amylasen, Enzymkomplexe mit cellulolytischen, hemizellulolytischen und pektinolytischen Aktivitaten) aus
Schimmelpilzkulturen eingesetzt. Die fiir den industriell bedeutsaimen Starkeabbau wichtigsten Enzyme sind a-Amylase,
#-Amylase und y-Amylase. Durch ihren Einsatz werden jedoch Cellulose und Hemicellu nse nichtangegriffen und kénnen somit
fiir die Ethanolproduktion nicht genutzt werden. In neuester Zeit wird der Einsatz nichtz mylolytischer Enzyme, vorrangig unter
Verwendung mikrobieller Cellulasen beschrieben. Grundlage fiir diese Verfahren ist der Einsatz insbesondere callulosereicher
Substrate fiir die Ethanolgewinnung. Eine weitere Moglichkeit fiir die Anwendung cines cellulolytischen und
hemiceilulolytischen Enzymkomplexes, zu dessen Herstellung es eines durch Klonselektion ausgewahlten Stammes der Art
Penicillium citreo viride bzw. seiner natiirlichen Mutanten bzw. kiinstlich induzierter genetischen Varianten bedarf. Der Nachteil
dieser Verfahren besteht in dem relativ hohen technisch-technologischen Aufwand zur Schimmelpilzkultivierung und
-applikation infolge der hohen Substratanspriiche und Kontaminationsgefahr.

Ziel der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, in Brennereirohstoffen enthaltene Polysaccharide, die durch amylolytisch wirkende
Enzyme nicht hycrolisiert werden, durch den Einsatz von Enzymkulturlsungen aus Erwinia carotovora abzubauen und
zusétzlich fiir die Ethanolgewinnung bereitzustellen. AuRerdem gilt es, durch weitere Enzymnebenaktiviciten das
Maischesubstrat durch Reduzierung der Viskositat und Erhdhung des a-Amino-Stickstoffangebots fiir die Kulturhefe
aufzuwerten.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde ein aus der Kultivierung von Stimmen der Bakterienart Erwinia carotovora
gewonnenes enzymhaltiges Kulturfiltrat baw. -konzentrat zur Hydrolyse von nicht stirkehaltigen Polysacchariden in
Getreidemaischen mit folgenden Zielstellungen einzusetzen:

— Optimierung des Rohstoffaufschlusses

— Erhéhung der Ausbeute durch zusétzliche Bereitstellung vergarbarer Kohlehydrate

— Aufwertung des Maischesubstrates

— Optimierung der Fermentation.

Die Erwinia-Stamme werden vorzugsweise auf Abprodukten der Girungs- und Zuckerindustrie wie Gatreidenalschlempe,
Melasse und Abfallkieselgur unter Zusatz entsprechender Mineralsalze.kulti\(iert. Die auf diesen Medien produzierten
enzymhaitigen Kulturlét:ungen verfiigen tiber folgendes Enzymspektrum: Endo-1,4-Glucanase-, Pektatlyase-,
Pektinmethylesterase-, Polygalactonase- und Protease.
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Enzymkulturldsung und Amylasen werden zu Beginn des enzymatischen Rohstoffaufschiuf gemeinsam dotiert. Das
Maischregime wird wie folgt gewihlt:

— Rast von 20 Minuten bei 45°C und einem pH-Wert = 6,0

— Rast von 40 Minuten bei <58°C und einem pH-Wert von =6,0 bzw. 5,4 in Abhéngigkeit von den eingesetzten Amylasen.
Durch die Wirkung der Erwiniaenzyme erfolgt ein beschleunigter Abbau von Zellwandpolysacchariden des Getreides und damit
beschleunigte Freisetzung von Stérke und anderen vergirbaren Zellinhaltsstoffen. Dariiber hinaus werden zusitzlich
amylolytisch nicht hydrolisierbare vergarbare Kohlehydrate gebildet. AuRerdem wird das Maischesubstrat durch die Bildung
niedermolekularer EiweiBabbauversindungen und viskositatssenkender Effekte fiir den Hefestoffwechsel aufgewertet.

Dies hatzur Folge, daR die Anpassungsphase des Kuiturhefestammes an das Substrat und somit die ethanolische Fermentation
beschleunigt werden.

Hieraus resultiert summarisch eine Einsparung an a- und Glucoamylasen und eine Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeuten.

Ausfithrungsbeispiel :!

Zum Einsatz kommt eine Enzymkulturldsung folgender Zusammensetzung: >
— 15E/ml Pektatlyase

— 1,4E/m! Cx-Zellulose

— 0,62E/ml Protease

— Spuren Polygulakturonase und Pektinmethylesterase,
welche aus der Kultivierung von Erwinia carotovora auf Medien der folgenden Zusammensetzung gewonnen wurde:

-— Getreidenalschlempe 100mi/I bzw. 10g Melassekonzentrat :
— Sojaschrot 10g/1 bzw. 1gRogijenschrot .
— Kartoffelpilpe (trocken) g/l ;
—_ (NHa)zHPO4 19/'
— NaNO, 0,26g/I
— MgS0,4 0,25¢/1
— KCi 0,26g/1
— CaCl, 0,25g/1

Im Maischgef&R befindet sich 2000kg Roggenschrot, das nach dem drucklosen AufschiuBverfahren (Werkstandard KSWS 01 -84)
eingeteigt wurde. Fiir den Rohstoffaufschlu werden 2,265 - 10'E/t Stirke Glukoamylase, 62,5 - 10°IE/t Stirke Alphaamylase und
650 - 10°U/t Starke Kulturldsung eingesetat. .

Nach einer Rast von 20 Minuten bei 45°C und einem pH-Wert von 6,0 erfolgte dieYerzuckerung bei 58°C innerhalb einer Rast von
40 Minuten. Danach wurde auf 23°C gekiihit und in iiblicher Weise mit Saccharomyces cerevisiae vergoren, Es wurde eine
Alkoholausbeute von 677 LW/t Stirke anstelie von 650 LW/t Stirke beim Einsatz von 11 - 10'E/t Stirke Glukoamylase und

250 - 19’ I/t Starke Alphaamylase ohne Zusatz von Enzymkulturldsung bei gleichem Rohstoff erzielt. Die Ethanolbildung
waéhrend der Fermentation verlief beim Einsatz der Kulturldsung bis zur 45. Garstunde beschleunigt. Bis zur 20. Gérstunde wurde
{12%) Ethanol mehr gebildet.
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