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(57) Die Brfindung betrifft ein Verfahren zur Erzeugung eines zellwand-
lytisghen: Enzymkomplexes, geeignet zur Sphiroplastenpriparation. :
Es ist das 2iel der Erfindung, ein Mannanase und Glucanase

enthaltendes Enzymprédparat zu dewinnen, mit dem man in beliebigen
Mengen und in guten Ausbeuten unter Vermeidung proteolvtischer

Prozesse Mikrporganismen erzeugen kann, die weitgehend von der Zellwand
befreit sind. Es wurde ein Verfahren entwickelt, mit dessen Hilfe es-
méglich ist, jahreszeitlich unabhéngig ein Enzymprédparat in

beliebigen Mengen zu gewinnen und damit weitgehend zellwandbefreite
Mikroorganismen bei gleichzeitiger Lrmittlung von Ausbeute und

Lyse-Rate isotopmarkierter Sphdroplasten zu erzeugen. Wichtige
Produkticnsstémme kdnnen durch die Sphiroplastenbildung besser
erforscht und kontrolliert werden hinsichtlich labiler Strukturen,

die ohne vorherigem Zellwandabbau nicht zugdnglich sind. . :
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Titel der Erfindung

Verfahren zur Erzeugung eines zellwandlytischen Enzym-
komplexes

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Submersverfahren zur Gewinnung
eines zellwandlytischen Enzymkomplexes, der lMamnanase,
Glucanass und Chitinase enthdlt. Das rohe Enzympripa-
rat kann sehr vorbeilhaft zur Gewinnung von Sphiroplasten
eingesetzt Werdéng‘Sphéfbplasten konnen als WGitgehend
zellwandbefreite osmolabile Mikroorganismen Verwendung
findsn bei der Konbtrolle von Produktionsstédmmen hin-
sichtlich labiler Strukturen, die ohne vorherigem Zellwand-
abbau nicht zuginglich sind.

Eine weltere Anwendungsmiglichkeit der Erfindung besteht
in der Gewinnung eines Enzymprdparates, das als Ausgangs—
material zur Isolierung der darin enthaltenen Enzyme ge-~

nutzt werden Ranhe
Charakbteristik der bekannten technischen Lisungen

 Die bisher eingesetzten Enzympréparate zur Sphéroplasten
bzwe Protoplastengewinnung wurden fast ausschlieBlich
aus . dem Verdavungssaft der Welnbergschnecke Helix poma-
tia gewonnen, die jedoch jahreszeitliéh'begrenzt ZU ep=
halben sind und aulerdem unter Naturschutz stehen.
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Fernér enthilt das aus Helix pOmatia. gewonnene Enzym—
préparat nur eine geringe Nannanaseaktivitat, dagegen
aber eine sbirkere Proteaseaktivitdt, so daf die Lyse

der Zellen schlechter zu steuern ist,

In der Literabtur werden weitere Verfahren zur GeWinnung .
von lytischen Enzymen beschrieben, die allerdings den
Nachteil haben, daB keine Mannanase ausgeWiesen wird
(DOS 226170, DWP 130422, €9330 und 78202). Das Vorhanden-
sein von Mennanase gewinnt jedoch spezielle Bedeutung fir
den lytischen Abbau der Hefezeilwand, die in gréBerem Um=-
fang Mannan enthdlt,

Das in der Literatur beschriebene Verfahren zur Proto-
plastenerzeugung bzw. Lyse von Hefen hat den Nachteil, daf
unter Gen genannten Bedingungen kein oder nur ein unvoll-~
stirdiger Abbau der Zellwand bei Candida-Arten erfolgt.
(VRSANSKA M., KRATKY,Z., and BISLY,E. (1977) Z. Allg.
Mikrobiol, 17, 391-402), :

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines jederzeit
- im préparativen Ma@stah darstellbaren Enzymkomplexes, der
es gestattet, in beliebigen lengen und in guten Ausbeuten
Mikroorganismen zu gewinnen, die weitgehend von der Zell-
wand befreit sind,

Darlegung des Wesens der Erfindung
Aufgabe der Erfindung ist es, mit Hilfe eines einfachen

Verfahrens einen lytischen Enzymkomplex zu gewinnen, mit
dessen Hilfe sich Sphiroplasten aus Mikroorganismen im

. préparativen MaBstab darstellen lasSsen.

‘Gleichzeitis sollen Ausbeute und Lyse~Rate der Sphiro-
plasten durch Finsatz isotop-markierter Verbindungen er-
mittelt werden.
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BEs stellte sich vorteihaft heraus, dafl zur Adaption an
andere Mikroorganismen deren Zellwédnde als C-Quelle ein-
gesetzt werden, '

Die Aufgabe wurde dadurch geldst, dal ein Mikroorganis-

mas , bclgplelswelse der Stamm Arthrobacter GJM~I unter
submersen Bedingungen in einem Néhrmedium mit Zellwand

der zu lysierenden Urganismen als C-Quelle und Ammoniumsulfat
als N-Guelle bei einem pH-Wert von 7 und einer Temperatur
von 20-35 °C unter Riihrung und Beliiftung kultiviert wird,
Nach einer Kultivierungszeit von 2-5 Tagen wird eine gute
‘lytische Aktivitat erreichtb, '

Die als Schiibtelkulturen oder in Fermentoren durchzufihrens
den Hauptkulturen werden mit einer 24~stiindigen Vorkultur
beimpft.

Als Imopfuaterial fir die VOrkultur dienen Kulturen auf

- Schrédgagar .

Die Maxima der Mannanase- und Glucanasebildung fallen zeit-
lich nicht zusammen. Bine lytische Gesambaktivitdt erhdlt
men nach einer Kultivierung von mindestens 2 Tagen. |
Die Hauptkultur wird nach 50 - 170 Stunden abgeerndet.

Das Zentrifugat wird im Valkuum eingeengt, steril filtriert,
anschlieBend gegen Aqua desbt. oder Puffer dialysiert und
lyophilisiert,.

Das erbaltene Dialysat ist: frei von Protease. Das s0 er-
zeugte Préparat wird zur kontrollierten Gewinnung von
Sphéroplasten eingesetzte.

Die Sph&roplastensuabeute und Lysewﬁate kann nach erfolgter
Fitterung der HMikroorganismen mit einer uniform 140~mar~

- g . ow N e » L S (3
kieren Aminosdure uber die 1AC—Frelsetzung bestimnt werden.

Der rohe Engymkomplex kann jedoch auch 0 eingesetzt

werden, daB Mikroorganismen lysieren, wodurch eine bessere
Freisetzung der in der Zelle vorhandenen Proteine er-
mézglicht wird. : ' _
Eine so durchgefihrte Pro%eiﬁfreisetzung kann, in technischeﬁ,
liaBstab angewandt, zum qualitiétsverbessernden Aufschluf in
der Nghrungs~ und Fubttermittelindustrie genmutzt werden,

°



Ausfihrungsbeispiel 1

Die Stammhaltung des Arthrobacter GJM-I erfolgt in Schrég-.
agarrohrchen. Das Agarmedium hat folgende Zusammensetzung:

10 g Hefeextrakt '
10 g Pepton

35 g Agar

- 1 g Kohlenhydrat
~auf 1 1 Aqua dest.

Die 500 ml Schiittelkolben fiir die Vor- und Hauptkultur ent-
halten 200 ml Xabrlosung mit fOLgendér Zusammensetzungs

7,50 g E,HPO,

2,32 g KE2P04

3;75 g (NH4)2SO4 ’

1,50 g Hefeextrakt

20,0 g Kohlenhydrat

10,0 mg FE{SOL; . '7H20

314 mg IﬁgSO4 . 7H20

74,5 ng CaCl, - 6H20

2
mit Aqua dest. ad 11

Sterilisation: 30 Minuten beil 121°%¢.

Die Zichtung des Impfmaterials zur Beimpfung der Vorkultur
erfolgt auf Schrigagarrshrchen bei BOOC. Der Bakﬁerienrasen
von 2 Kulturrdhrchen wird nit 5 ml Kulturmedium abgeschwemmt
und in 200 ml Medium zur Vorkultur iberfihrt, _

Diese Vorkultur wird 48 h bei 30°¢ geschiittelt, Danach
werden je 10 ml Vorkultur in 200 ml Hauptkultur idberfihrt.
Die Hauptkultur wird mindestens 2 Tage bei 30°C geschiittelt.
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Aufarbeitung der Kulturldsung

Die Arthrobacterkulturen werden zentrifugiert und die Uber-
stande im Vakuum auf ca. 1/10 bis 1/5 eingeengt. Das Kon-
zentrat wird sterifiltriert und dialysiert (AusschluBgroBe
10 000 - 20 000 Dalton). Die Dialyse erfolght bel o - 1%
gegen Aqua dest. Das Dialysat wird lyophilisiert. Das er-
haltene weiBle Produkt besteht zu etwa 30~40% aus Protein,

" Bestimmung dex liannanase- und Glucanaseaktivitis

Bei diesem Test wird Mannan bzw, Glucan enzymatisch gespalten
und snschlieBend werden die reduzierenden Einheiten nach dem
SOLOGYISNELSON-Test bestimmbe |

Eine Enzymeinheit (U) ist dabei die Enzymaktivitidt, die bei
3000 in einer Minute 1 pmol monomeres Produkt bzw. Produkt-
dquivalent freisetzt.

. Die AnsHtze von 500 mul enthalten:

250 pl 0,1 M Fhosphatpuffer (Sorensen) pH 7,6 bel Mannanase

‘ bzw. pH 5,0 bei Glucanase
200 ul einer 1 mg/ml enthaltenden Mannanldsung bzwe Glucan-

suspension

50 pul der zu prifenden Enzymlosung
Die Ansitze werden 1 Stunde bei 30°C inkubiert und die enzy-
matische Hydrolyse wird danach durch Zugabe von 1 ml der al- -
 kalischen Kupferreagensldsung nach SCHOGYI gestoppt (SOMOGYI,
M. (1952) J. Biol. Chem. 195, 19).
Zu allen Proben werden gleiche Ansdtze mit insktiviertem Enzym
zur Bestimmung des Blindwertes mitgefiihrt,
In den sO erhaltenen Proben werden anschlieRend die redu-
zierenden Zucker bestimmt. A ’
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Ausfﬁhrungsbeispiel 2
Anzucht der Hefe und Sphar0p1astenpraparatlon o )
- Hefegellen von Candida spec. H werden 1n einem Fluss1gke1bs—

medium folgender Zusammenoetzung vei 28°C unter Schiitteln
“kultiviert:

KH,P0, - 0.26 mg  FeCly « GH,0

1 g

0.16 g-KéHPO4’ _ 0,38 mg HnCl, 4H20
0.5 g NaCl - 011 mg XJ L
0.7 g Mgs0, ”H20 0.11 mg Cus0, ¢ 5H,0
Ot g Ca(NOa)z* AHZO 0,50 mg . H3BO4
20 g Glucose ' 0.36 mg ZnS80, ° 7H,0
1434 g Harnstoff - 0.25 ng NaaMooqo 2}§2O
041 mg Biotin ) mit Aqua dest, ad 11

Soll spater die Sphiaroplastenbildung bzw. die Lyse durch
Messung der Radioagktivitat bestimmt werden, so wird 3
8tunden vor der ZErnte der Hefekulbtur 14C(U)n-L-Leucin.
gefittert,

Die Hefezellen werden aus der' Kulturfliissigkeit abzentri-
fugiert, mit einer 1%igen‘Kaliumcthridlésung gewaschen und
anschlieBend 30 Minuten bei 28°C in 40 ml Vorinkubations—
medium geschiittelt, |
Danach werden die Hefezellen zweimal in O 1 M Phosphab—
puffer (pH 6,0), der zur osmetischen Stabllis;erung 0,6 M
Mannit enthélt, gewaschen und schlieBlich bis zu 200 mg/ml
Hefefeuchtmasse im gleichen Puffer suspendiert,

~ Nach Zusatz von Arthrobacter~inzymkomplex (bis zu 20 mg/ml)
wird bei 28°C auf einem Reziprokschiittler inkubiert,

Nach 5 = 15 Ninuten ist elne Spharoolastenaugbeute von etwa
90 Prozent erreicht,
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- Bestimmung der Sphiroplastensusheute und der Lyse~Rate -

Nach der Vorinkubation wiéscht man die radioaktive Hefe und stellt
zyel volmuengleiche Hefosuspensionen mit 50-200 ng/ml Feucht-
'masse inm Préperationspuffer her. Wihrend die eine Suspensxon mit
Enzymkomplex (bis za 20 mg/ml) versetzt wird, dient die andere
als Koutrolle. - | o
Aﬁsétz und Kontrolle schiittelt man bei 20-3000. In bestimmten
zeitlichen»Ahsténden verden aus Konﬁrolle und Angatz'je 200/u1
Proben in je 1 ml osmotisch stabilisierten Préparationspuffer,

1 wl nicht stabilisierten Préparationspuffer, sowie zu je 2 ml
Protonol pipettiers. |

burch Zufiigen von €Gberflichenaktiven Substanzen.kann eine

1% chesamtfrelvetzung ven nahezu 1004 erzielt werden.
Dle'Ppuzasolprobeﬂ,dlenen,derﬂnesé;mmung derxr 140 ~Gegantinkorpo~
ration. Sle werden 20 h bai»SSOC inkubiert und anschlieflend

in 10 ml DlOX¢HSZintllla10r in Probbplaqer zup Szxntillaflone—
messung uberfahrt.

Diz anderen Proben werden sofort 10 min bei 5600 g;zenﬁrifugiert,l
undijeSGO/ul der Uberstinde werden in 10 ml Dioxanszintillator ge-.
geben. Zwscks bxllnmen der Cheniluminencszenz larert wan. die
Proben 24 4 bei 4 °c una vermiﬁt anschlieBend in einem LKB Wallaé

81000 liguid seintillation counter.
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Erfindungsanspruch

1.

2e

Verfahren zur Erzeugung eines zellwandlytischen Enzymkomplexes
durch submebse Kulfivierung‘eines MikfodrgéniSmus,'beispiels_
weise des Stammes Arthrobacter GJM-I, gekennzeichnet dadurch,
dall ein Stamm unter submersen Bedingungen in einem Néhrmedium
mit Zellwand @=2 zu lysierenden Organismen als C~Quelle und
Apmeniwnsulfst als H-Quelle»bei einem pli-Wert vonv7 und einer .
Temperatur von 20 = 3500 unter Rithrung und Beliiftung kulti-

viert wird.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dal das Kul-
turfiltrat des Mikroorganismus.zu einem rohen Enzymkomplex

aufgearbeitet wird.
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