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{57 Abstract :

Imidzmn populstion is neady 125 Cr, 1o parllel tbe nse of discase @among peoples ane increased consasent]ly among peaple. [n ndin
maasd of the people 2re fom moral area with kess educational competencies. They are unahle {0 explam abmst thesr earler health
mformation when are affected by an desease. Also physicmn depends on paper work for gething patient information apart from fee
digita] data™s that are ovailahic only in fow bospaials. Hence worth there 15 an argent need for new lechnology 1o ston: and retrieve
patient mfrmmbon guickly. The bBunches off NFC tags are simplemented at hispitals far stormg and accessimg individuoal patient healib
information using deputed NFC writer, This system works in a swill basis that stored hege vohume of patiem bealth miormation aod
converts are link and finally stored in MFC tzo. When o patiest approaches a doctor their emime health imformation™'s are refeeved 1o
a sangle tap-amd then paraflel updated after the present dpnaosis process is completed. NFC iz ibe recent charm in techmobogical
ervwib and provides way for upgraded mventions in the field of medical scences

Mo of Pages - 9 Mo, of Chaims * 9




()] : swie]) JO 'ON 6 : Saded JO "ON

*Sa21A2p deas-281e|

pue pazunjetuiut (og o) parjdde oq ues Anawoad ao1a0p mau o] safeijoa Jamo] pue 1oy (roq e sesado o) wayy mop(e ospe Ing
sassanoad adreyosip adeys Suunp sasuodsal [eonuaydon32)2 158] 2uEIEnd AJUo 10U SISSIUNDIY] WLIOJIUN PUR UIY] YIM 2IBLINS JUILS
U1 J2A0 SUOIFDI 2OURISISAI MO] pur YFiyg TurAiea [iim suonemdguos anbun sy | "a[eas SI219WOIDIW 0] SIMIWOUEY Wol] Fuifue
SSAUNIIY) B YIM'SUOIEDI 2OURISISAT MO]| PUB YTI UIIMIAQ 2IUIALJIP Y1im paunio] (NIYND pue DIVIL) [BUdIEW dANSE JO 1a4R]  JO
1SISUOD YOIA “2IBNSGNS FUNINPUOI_UOU B U0 UIISIP PayIrIs paiadr] Inoj ¢ SUU0] 2Imaaligaie adiAap a1y | (s1osuas puw sauoyd pews
uoneIauad-xau “3-a) swaisAs afeio)s ATIaUd JUONID[A0IIN J[GINI]] A[eos-[[es o] saomos Jamod Suisiwoad wat) Sunjew 2ovjns
sunanpuod-uou Aur 120 sidpweied ssawon]) patade] ay1 SuiAiea AQ pmeauqge] aq ued a01A2p | ‘Funwod urds Aq pamorjoj (apxo
un padop auuon(j) mejd 04 paaie ue 1aA0 Juuannds sanoeas Suisn paeauqe] ‘sionisedediadng wily uiy) 10§ Anatioad udsap
Mau B S]] "azZIs Aur 01 ajqeieas Ajjemdasuos si ey ssaooad uonesuqey pur ‘amIadNngaIe 231Ap [paou ¢ Furpodar i om YlimaIag
"$201A2p 28R101S ATIOUD [BILIDD]2 WIIj-UTY] IO} PA2U ASUIWILIL UL S1 IIN] ‘SOIIONII[2 PUE SIOSUIS I[qRILIM UT 1S2I2]UT TUISBAIIUT IIAN

S 19RNSqQY (LS)
r feansay “aq(s VN: e Fuipiyg
d avwny uege TNy VN saqumy uoneatjddy o1 jpuosialg (z9)
uag jedodeley (e VN: aeq Fuipig
uRwRRIMpngy g 1q(z VN Jpqump] uoneatjddy o1 uonippy Jjo waieg (19)
N UBSBATULIS AL ] VYN ON uoneatqn [puonewnuy (/g)
L A0JUAAU] JO MuEN(TL) VN: ae(] Suig
BIPU] NPEN [TWR] "LT1009 VN: oN uonearjddy [euonewaiug (98)
BIpU] NPEN [IWE [, “TEUUay) “mARNONRYZIY "Proy Weppquigay VN Anunos fuoud jo aweN (£€)
-IN[EPUEA “TH6 §ied L] duy: jueorjddy jo ssappy VN are(] Aot (7€)
PIT IAd SAIBO[0OUYA | YOS SANGUINY vugg(] VN ON uatndo(] Ao (1)
syuenpddy jo aweN(1L)| 10€/LTTIOH: uonEIYISSe[D [BucneuwINul (1€)
SWTII NIHL ATIALLNdS

DONISN DIATA YOLIDVAVIYIdNS ONILVIIIEV ] 404 NOISTA AINIVLS THAON V : UonuaAul a1 Jo apiL (<)

0T0T/80/8T : e uoneatjqng (¢f) 0Z0T/80/€ 1 uoneaiddy jo Suipy jo ;e (77)
VIANI (61)
V T6LFE0TH0T0T ON uoneanddy (17) NOLLYOIT18Nd NOILVOITddV INFLVd (1)



(I2) PATENT APPLICATION PUBLICATION {21} Application No 202041047644 A
(19) INDIA
{22} Date of filing of Application :31/10:2020 (43) Publication Date - 06/11/2020

(54) Title of the invention : A DEVICE FOR CONTINUQUS MONITORING OF OXYGEN SATURATION LEVEL AND PULSE
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(57) Abstract ;

A device for continugus monitoring of oxveen saturation level and pulse rate relates to an intra-orally wearable device(1) to detect the
oxvgen saturation level in blood and the pulse level, more particularly in the lingual frenulum region. The defected oxygen saturation
level and pulse rate is communicated to the handheld portable unit{15) by wireless means. The oxygen saturation level is continuously
monitored in the display terminal of the receiving unit, where the signal is received from the transmitting wearable unit by means of
the synchronously tuned receiver(10),

Mo. of Pages : 20 No. of Claims - 11
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{54} Tutle of the mvention - AN OXIMETER DEVICE FOR DETECTING THE ARTERIAL BLOOD GAS IN THE
TRANSMUCOSAL REGION OF THE ORAL CAVITY
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{57) Absiract ;

AN OXIMETER DEVICE FOR DETECTING ARTERIAL BLOOD GAS IN THE TRANSMUCOSAL REGION OF THE ORAL
CAVITY An oximeter device for detecting the bleod gas in the transmucosal region of the oral cavity relates to the device to detect
the oxypen gas satumtion and the pulse rate of the lngual freoulum region of the omal cavity. The device senses the mtio of the
oxidised to reduced haemoglobin by means of transillumination and 15 processed and displuyed in the display meansi3 ). The device is
powered by a battery or it can be charged by means of the USE port(13). Advantages of utilimng the sublingunl region lies in
mmproved accuracy without skin interference. Added sdvantages are for patients who are fire victims when the external surface is
bumt, amputees and those with peripheral vascular disorders
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(57) Abstract :

To sutomate the tumor segmentation process, we propose un effective parllel encoder und decoder network to segment brain tumor
regions in Magnetic Resonance Imaging (MR1), This network contains two parallel and one downsampling block in encoding layer
followed by onc upsampling and one parallel block in decading layer. All image slices from BRATS 2018 dataset are processed in the
first parallel block of encoder layer. In this block, input shees ure purutlelly processed in four paths: hicrurchy of three convolutional
layers with | x 1 filters; hierarchy of three convolutional layers with 3x3 filiers; hicrarchy of three convolutional layers with 3x5
filters and hierarchy of three convolutional fayers with 7x7 filters. The outcomes of four paths are cascaded to be processed ina
convolution layer with 3x3 filters for extracting the aggregated feature map, These feature maps are then downsampled using max-
pooling to perform dimensionality reduction. The reduced dimensions are agam processed in parallel block to extract the
downsampled [eutures. These feutures huve been processed in the hierarchy of unpooling and parullel block in decoding layer.
Finally, sofimax classification has been performed over the decoding layer outcome to segment complete, core and enhanced tumoral
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(54) Title of the invention : VOXEON: VOXEL NEURON BASED BACKPROPAGATION NEURAL NETWORK FOR 3D
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(57) Abstract :

ABSTRACT This work presents u novel Yoxeon based buckpropagution neurul network (VBPNN) for 3D LiDAR (Light detection
and ranging) airborne point cloud codec. This proposed algorithm improvises the neuron to handle the array of the voxel to increases
the computation speed of point cloud hig data. First, the preprocess in which the massive raw point eloud data is subsampled and
standardized by using signal sumpling and point-wise statistical method respectively to increase the elficiency of the leaming process
in the backprqpagmiun model. Second, the quantization process in which the standardized point cloud data feed into the voxeon based
backpropagation model to leum to produce the compuct lateat veetor while producing the betler-quality decompressed point cloud
image. The experimental results show that the proposed VBPNN algorithm compresses the 3D point cloud image an averagely 75%
with lesser time and handle a greater number of points than the existing truditional backpropagation algorithm, :
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(57) Abstract :

ABSTRACT CAPTCHA is a reverse Turing test that a computer uses to automatically cheek whether or not an individual is online.
This project suggested a technique for creating CAPTCHA using Guussian-based edge detected images. In the army, a set of edge
detected images appeared alongside a group of dog and cat images. When trying to distinguish the edge detected cat images from
other images. the Polurity CAPTCHA achicves a higher performance thun other CAPTCHA. In the second phase, clicked images are
substituted with edge detected dog images which significantly lower the computer classification performance relative to previous
work while increasing dog and cat identification. Furthermore, a deep neural network model (propased polarity model) was trained
with other unimals and human images to identify the images in a strong way. Exisling image classilication algorithms such as
DecpFace, FaceNet, and TBE-CNN are used 1o evaluate these images. This algorithm was unable 1o predict Gaussian-based edge
detected images with any noticeable success. When using this innovative CAPTCHA model, it grently improves web security.

No. of Pages : 6 No. of Claims : §

Scanned by CamScanner



LY PATERT APPLICATIN MUALICATION 21 kApplicitr No 20004 1040006 A
o ) A
22 Dk of Ak off Applicalion : 104,252 | i Fublicetion Dot (0L

154 Mk of dae mventin - MACHESE LEARMENG BASED BREAST CANCER DEFECTION IN ENTEGRATHEY WITH FLEZEY
[Es riis

(7L il Applecami =
1P Famsi Lkl Vignan's Foamdalina b Sormce
Techmatory ared Rescarch.

Adddreny of Applizan ~Assint Frofoeor, Vigma's
Foendainin for Scizace - and Rovcrck'- {nmhe
Andhra Pisdosh [ndia 512213 A Pradink [ada

e T CH Aail Komar, VES TH (Beemed Te s
mivorsiiyh
25% Bhsrwik Kamar,Y Foomlztem far Sciewy
ots Techsategy acd s
KIUSERO0A o b e b b Calbegr af Technalapr
Salr P Y vakabnh VES TR | Decrmed To Se llrn-u-r-ﬂ
51 Inicreaiverod ©homi foatom | R 4% B Pro 1 Vi - piier X
Techubegy amd i "
(3§ ity Dhocmienl X .N_A' W:H-ﬂmnnkd,f—hlﬂulniw
{31 Priinsy D i A £, Syed Fainwiabidin Hashmi Blorday Featth Sywiom
£33 Narme o pranily comnizy Ha b et e L )
{RE| Ficreaticrnd Apphcation 4o PO m .
P Tote Al [ SEAL N ayatalohani | vty of Madeas
(871 Imrmatioral Publication o HA i et
_:J.mur.umuw A I&H-p:.ﬂh-nlp-
x A 2dr. T CH Asil Kemor VFS TR (Beemed To e
i Dt o S Vdversiiy]
B A thader: 8 33°% Bluwrath Knrra Vigma's Fammabuiinn for Schemre
. ) 'l'n:l-ilﬁ'ld Hesearch
Al e bz KU al Techoak
Sl P ALY embo b VFY ibu-ﬂ"['n'lLl ‘v i
2% B Prufsch Tirevecduls, Y mean's Fanndatisn far Soener
Technalegy and Rewarch
Tyvdr. Hmqagani Arvhoed ¥ smb Decdudrial oo
0 Syl Fainolabchin Hasdin Biondeg Heaith ‘h-r—
Flke Marvim Habels Blarathi Badity Calloge ol

B I T MY 1 sl adiodomi | niverssty of Madra

Abatoaci -

L’chn cancer ia gencrally deicoied by & mewt cosmon bhoralory method tormod m Slammopraphy bl poocs, mrmy wide oon yet
ancmciatil wilh g coet. This canbe sehved by thee proprend areestion, where Mackine bearming scm m akormine meihad
mpmkpﬂul:l51:llhr wrvention is skl in dewr breast cano hased onexcper syiiem of odibrer fury g dilizcng
exremr framicy machne clavsiicalon midcl m sicgralion wii cadal b fenction. Labelan of the datod i foil doos by ey
lqnculc::ﬂﬂnh:h':rb:-:hrm!n-.‘hmd-rﬁ:ntnnwdlhrgwﬁﬂ“\imlkluqwlmdbchn’-.bdmbwm
enwer wnd ol gt ey with min el e mie Con fusion b i meed dor vl of the &

mIh:pqmmunpnhmlkllrnr‘“'unnﬁdlﬁbll:ptn'ni:ﬂmwl:&t}rbchuro&ntdn
BT 005 and 093 padpeciovely. Hupﬂfumlhdmdhﬂ:pmddpnhu:hmﬂ:wm: ]

e v, acaumicy

Sunof Pagey - 11 Mo.od Clama 4

Tha Pratema Office Josmal Mo, 162001 Deed Foi0d 2021 L5453



TR | i e e

(19DE 20 2021 106 656 U1 2022.03.10

(12) Gebrauchsmusterschrift

(21) Aktenzeichen: 20 2021 106 656.3

(22) Anmeldetag: 07.12.2021
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen enthommen.

(54) Bezeichnung: Ein System zur Steigerung des Zellwachstums und der Astaxanthinproduktion in H. pluvialis

Flotow

(57) Hauptanspruch: Ein System zur Steigerung des Zell-
wachstums und des Gehalts an Astaxanthinproduktion in
H. pluvialis Flotow, wobei das System umfasst:

eine Eingabeeinheit zum Sammeln eines neuen Stammes
von H. pluvialis HPI-001 und einer Haematococcus pluvia-
lis-Kultur;

eine Mischkammer, in der die Kulturen zweimal taglich
gleichmafig gemischt werden, um Haematococcus pluvialis
zu isolieren und durch serielle Verdiinnung, gefolgt von
einer separaten Plattentechnik auf 2% Agar in 3N-BBM+V-
Medium, Unialgenkulturen herzustellen;

eine Behandlungseinheit fir die autotrophe Aufzucht von
zwei Stdmmen von Haematococcus pluvialis Flotow in
einem flissigen Bold-Basalmedium bei einer Temperatur
von 25+1°C, einer Lichtintensitdt von 30 YEm-2s-1 und
einem 12/12 Licht/Dunkel-Zyklus;

eine Inokulationseinheit zum Beimpfen von 10 ml einer gri-
nen vegetativen Kultur vom siebten Tag in 90 ml eines steri-
lisierten 3N-BBM+V-Mediums in einem 100-mL-Erlen-
meyerkolben und zur Aufbewahrung fiir einen Zeitraum
von 30 Tagen;

eine Zentrifuge zum Zentrifugieren von mindestens fiinf Mil-
lilitern der Kultur bei 5000 Umdrehungen pro Minute fir 10
Minuten, um den Uberstand zu verwerfen; dabei wird das
Algenpellet mit 5 ml 100%igem Aceton versetzt und mit
einem Stolel und Mérser zerkleinert, mit schwarzem Papier
eingewickelt und tber Nacht bei 4° C aufbewahrt; und

eine Steuereinheit zur Berechnung des Chlorophyll- und des
Gesamtcarotinoidgehalts unter Verwendung einer Lichten-
thaler-Gleichung und zur Bestimmung ...

100X
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Beschreibung
BEREICH DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Offenbarung bezieht sich auf ein System zur Steigerung des Zellwachstums und des
Gehalts an Astaxanthinproduktion in H. pluvialis Flotow. In mehr Details, Einfluss der Landwirtschaft Diinger
auf die Verbesserung des Wachstums und Astaxanthin-Produktion in zwei Isolate von Haematococcus plu-
vialis Flotow.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Mikroalgen sind industriell wichtige Mikroorganismen, die weitgehend auf Bioprodukte wie Proteine,
Kohlenhydrate, Lipide, Carotinoide und Astaxanthin untersucht wurden, die fiir Biokraftstoff- und Nahrungser-
ganzungsmittelanwendungen wertvoll sind. Astaxanthin ist ein dufRerst wertvolles Carotinoid, das derzeit in
der Lebensmittel-, Futtermittel-, Nutrazeutika- und Pharmaindustrie verwendet wird. Derzeit werden mehr als
95 % des in der Aquakultur verwendeten Astaxanthins kiinstlich hergestellt. Die Nachfrage nach natirlichem
Astaxanthin steigt aufgrund der wachsenden Nachfrage nach natirlichen Inhaltsstoffen. Verschiedene Mikro-
organismen wie Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis, die rote Hefe Phaffia rhodozyma und das
Meeresbakterium Agrobacterium aurantiacum kénnen Astaxanthin produzieren. Eine der wichtigsten Quellen
fir natUrliches Astaxanthin ist die Mikroalge Haematococcus pluvialis. Zu den anderen natirlichen Astaxan-
thinquellen gehdren wild lebender pazifischer Sockeye-Lachs, Hummer, arktische Garnelen, Krabben, Lang-
usten, Roftforellen, Algen und Krill. Das Potenzial der derzeitigen Quellen ist jedoch begrenzt und reicht nicht
aus, um den weltweiten Astaxanthinmarkt zu versorgen. Haematococcus pluvialis synthetisiert und akkumu-
liert hohe Konzentrationen von Astaxanthin (4 Gew.-%) in extra-plastidialen Lipidkdrpern.

[0003] H. pluvialis gehort zur Ordnung der Volvocales und zur Klasse der Clorophyceae und lebt als einzelli-
ger, beweglicher und biflagellater Organismus im SuURwasser. Der Lebenszyklus besteht aus vier Stadien:
Makrozooide oder Zoospore, Mikrozooide, Palmella und Aplanospore. Das Makrozooidenstadium ist eine
elliptische Zelle mit zwei 8 bis 20 ym langen Faden, einer diinnen Zellwand und einer extrazelluldren gelati-
ndsen Matrix. H. pluvialis ist in kleinen, voribergehenden SiRwasserkérpern haufig und in vielen Lebensrau-
men weltweit weit verbreitet. Sie kommt vor allem in temporéaren Gewassern wie ephemeren Regenbecken,
kunstlichen TUmpeln, natlrlichen und kunstlichen Teichen und Vogeltranken vor. Diese Mikroalge ist norma-
lerweise in den gemaRigten Regionen der Welt zu finden und wurde aus Europa, Afrika, Nordamerika und
Himachal Pradesh in Indien isoliert. Wie die meisten einzelligen Organismen kann H. pluvialis in vielen Pha-
sen seines Lebenszyklus eine starre Zellwand aufweisen, die aus einer Mischung von Proteinen und Poly-
sacchariden besteht und den Zellkdrper umgibt und schitzt. Die hochkomplexe und dynamische Zusammen-
setzung der Zellwand ermdglicht es H. pluvialis, in einer feindlichen Umgebung zu (berleben, stellt aber
andererseits ein Problem dar, wenn die Biomasse von H. pluvialis verarbeitet werden muss, um wertvolle int-
razellulare Verbindungen wie Astaxanthin zu gewinnen.

[0004] Nahrstoffe sind fir das Wachstum und die Entwicklung von Mikroalgen von entscheidender Bedeu-
tung und beeinflussen die physiologische Anpassung und die biochemische Zusammensetzung von Mikroal-
gen. Stickstoff und Phosphor sind die Hauptelemente, die das Wachstum von Mikroalgen begrenzen, das in
der Regel von den physiologischen Anforderungen der einzelnen Nahrstoffe abhangt. Es gibt mehrere
andere Grundnahrstoffe fur das Wachstum von Mikroalgen wie Kalzium, Magnesium, Eisen, Schwefel und
Spurenelemente. Kalium ist ein Makronahrstoff, der fir wachstumsbezogene Stoffwechselaktivitadten benotigt
wird. Es gibt Berichte Uber die Verwendung einiger organischer und anorganischer Quellen als Nahrstoffquel-
len fur das Wachstum von Mikroalgen. Zuckerrohrmelasse mit einem hohen Kohlenstoffgehalt und niedrigen
Kosten ist eine solche optionale Quelle, die insbesondere in Landern wie Brasilien verwendet wird. Anorgani-
scher N:P:K-Diinger ist ebenfalls eine kostenguinstige Alternative mit einer hohen Verfigbarkeit von Stick-
stoff, Phosphor und Kalium, die flir die Entwicklung von Algen wichtig sind.

[0005] Anorganische Dingemittel sind einfach und kdnnen mit alternativen Nahrbdden fir Mikroalgen ver-
wendet werden, da sie weithin verfigbar sind, sich leicht auflésen, eine bestimmte Zusammensetzung
haben, einen hohen Stickstoff- und Phosphorgehalt aufweisen und einen moderaten pH-Wert im Nahrboden
aufrechterhalten. In der Aquakultur entnimmt die im Wasser schwimmende Makrophyte Eichhornia crassipes
dem Wasser anorganische Nahrstoffe, vor allem Stickstoff und Phosphor, Gber ihre Wurzeln und speichert
sie in ihrer Biomasse. In Verbindung mit anorganischen Dungemitteln wie N:P:K stellt sie ein effizientes Alter-
nativmedium fir Chlorophyceae dar.
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[0006] Astaxanthin (C40H5204, 3,3'-Dihydroxy-@3,3-carotin-4,4'-dion) ist ein zur Gruppe der Xanthophylle
gehodrendes Carotinoid, das aufgrund seiner interessanten Eigenschaften, wie z. B. als Lebensmittel, Farb-
stoff und Antioxidationsmittel, fir eine Vielzahl von Industriemarkten sehr attraktiv ist. In der Aquakultur wird
es als Futterzusatz fir Lachse, Forellen und Krustentiere verwendet, um ihnen die charakteristische rosa
oder rote Farbe zu verleihen. Astaxanthin wird auch wegen seiner antioxidativen und positiven Wirkung auf
die Fortpflanzung und das Immunsystem geziichteter Arten sowie wegen seiner Anti-Aging-Wirkung in der
Kosmetikbranche geschatzt. Seine Hauptverwendung ist jedoch nach wie vor die Verwendung als Futtermit-
telzusatz in der Aquakultur zur Férderung des Fischwachstums und zur Erndhrung von Ziervégeln. In der
Literatur finden sich zahlreiche Hinweise auf seine entziindungshemmenden, kardioprotektiven, neuroprotek-
tiven, gastroprotektiven, nephroprotektiven, antidiabetischen, krebshemmenden, antiasthmatischen und
immunprotektiven Eigenschaften. Aus diesen Griinden wird Astaxanthin auch zur Vorbeugung und Kontrolle
vieler oxidativer und entziindlicher Erkrankungen eingesetzt.

[0007] In Anbetracht der vorstehenden Ausfihrungen wird deutlich, dass ein System zur Steigerung des
Zellwachstums und der Astaxanthinproduktion in H. pluvialis Flotow erforderlich ist.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0008] Die vorliegende Offenlegung zielt darauf ab, ein System zur Verbesserung des Zellwachstums und
des Gehalts an Astaxanthin-Produktion von zwei Isolaten von H. pluvialis durch die Verwendung von han-
delstblichen anorganischen landwirtschaftlichen Dingemitteln bereitzustellen.

[0009] In einer Ausflihrungsform wird ein System zur Steigerung des Zellwachstums und des Gehalts der
Astaxanthinproduktion in H. pluvialis Flotow offenbart. Das System umfasst eine Eingabeeinheit zum Sam-
meln eines neuen Stammes von H. pluvialis HPI-001 und einer Haematococcus pluvialis-Kultur. Das System
umfasst ferner eine Mischkammer, in der die Kulturen zweimal taglich gleichmaRig gemischt werden,
wodurch Haematococcus pluvialis isoliert und unialgische Kulturen durch serielle Verdinnung, gefolgt von
einer separaten Plattentechnik auf 2% Agar in 3N-BBM+V-Medium, hergestellt werden. Das System umfasst
ferner eine Behandlungseinheit fur die autotrophe Aufzucht von zwei Stdmmen von Haematococcus pluvialis
Flotow in einem flissigen Bold-Basalmedium, wobei die Temperatur bei 25+1°C, 30 yEm-2s-1 Lichtintensitat
und 12/12 Licht/Dunkel-Zyklus gehalten wird. Das System umfasst ferner eine Inokulationseinheit, mit der 10
ml einer griinen vegetativen Kultur vom siebten Tag in 90 ml eines sterilisierten 3N-BBM+V-Mediums in
einem 100-ml-Erlenmeyerkolben beimpft und fur einen Zeitraum von 30 Tagen aufbewahrt werden. Das Sys-
tem umfasst ferner eine Zentrifuge zum Zentrifugieren von mindestens funf Millilitern der Kultur bei 5000
U/min fir 10 Minuten, um den Uberstand zu verwerfen, wobei das Algenpellet mit 5 ml 100%igem Aceton ver-
setzt und mit einem StdRel und Mdrser mazeriert, mit schwarzem Papier umwickelt und tUber Nacht bei 4° C
aufbewahrt wird. Das System umfasst ferner eine Steuereinheit zur Berechnung des Chlorophyll- und
Gesamtcarotinoidgehalts unter Verwendung einer Lichtenthaler-Gleichung und zur Bestimmung der Menge
an Astaxanthin aus dem Aceton-Extrakt der Algenprobe bei 480 nm unter Verwendung eines Absorptions-
koeffizienten zur Steigerung des Zellwachstums und des Gehalts der Astaxanthinproduktion in H. pluvialis
Flotow.

[0010] In einer anderen Ausfihrungsform werden die beiden Isolate von H. pluvialis in dem Basalmedium
(3N-BBM+V) kultiviert, in dem die Komponenten Natriumnitrat (NaNO3), Dikaliumphosphat (K2HP0O4.3H20)
und Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) durch unterschiedliche Konzentrationen von Handelsdiingern
ersetzt werden, wobei die Handelsdliinger aus einer Gruppe von N: P: K (17:17:17), Harnstoff und DAP +
Kali ausgewahlt sind.

[0011] In einer anderen Ausfihrungsform werden die verschiedenen Wachstumsparameter des Testorganis-
mus in dem Basalmedium aufgezeichnet, dem verschiedene Konzentrationen von Natriumbicarbonat zuge-
setzt wurden, wobei die Konzentrationen aus 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5 und 1.8 mM ausgewahlt sind.

[0012] In einer anderen Ausfiihrungsform wird eine Reihe von Wachstumsparametern von zwei Stammen
von Haematococcus pluvialis Flotow ausgewahlt aus Zellzahl, Pigmenten wie Chlorophyll a (Chl a) und Chlo-
rophyll b (Chl b), Gesamtcarotinoiden und Astaxanthin-Gehalt, die im Abstand von 5 Tagen wahrend des
Untersuchungszeitraums aufgezeichnet werden.

[0013] In einer anderen Ausfiihrungsform ist das vegetative Wachstumsstadium der Zellen von H. pluvialis

Flotow kugelférmig, ellipsoidisch oder birnenférmig, mit zwei gleich langen Geieln, die aus dem vorderen
Ende austreten, und einem becherformigen Chloroplasten mit zahlreichen, verstreuten Pyrenoiden.
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[0014] In einer anderen Ausfluhrungsform wird eine axenische Kultur der Algen zur Bestimmung der Zellzahl,
der Wachstumskurve, der spezifischen Wachstumsrate, der Teilung pro Tag und der Generationszeit ver-
wendet.

[0015] In einer anderen Ausfiihrungsform wird eine Gruppe von Tochterzellen aus den zystischen Zellen frei-
gesetzt, aus denen dann unter optimalen Wachstumsbedingungen vegetative Zellen regeneriert werden.

[0016] In einer anderen Ausfiihrungsform wird die Astaxanthinproduktion aus H. pluvialis durch einen zwei-
stufigen Kultivierungsprozess erreicht, der ein vegetatives (griines) und ein aplanosporenartiges (rotes) Sta-
dium umfasst, wobei die Akkumulation von Astaxanthin durch Umweltfaktoren wie Licht, Temperatur,
pH-Wert, Salzkonzentration und Nahrstoffbelastung beeinflusst wird.

[0017] In einer anderen Ausfiihrungsform wird eine hohe Astaxanthin-Akkumulation durch Ernahrung indu-
ziert, um die Produktion im Freien zu optimieren.

[0018] In einer anderen Ausflihrungsform wird das Basalmedium durch die Zugabe von handelsiblichem
NaHCO3 erganzt, wobei das maximale Wachstum und der maximale Gehalt an Astaxanthin im einheimi-
schen Isolat bei 0.6 mM und 1.5 mM NaHCO3 liegt.

[0019] Ein Ziel der vorliegenden Offenlegung ist es, das Wachstum und die Astaxanthinproduktion von zwei
Isolaten von H. pluvialis durch die Verwendung von handelsiblichen anorganischen Dingemitteln zu stei-
gern.

[0020] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Offenbarung ist es, das Basalmedium durch die Zugabe von han-
delsublichem NaHCO3 zu ergénzen.

[0021] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Offenlegung ist die Herstellung von kommerziellen Diingemitteln
als billigere und leicht verfligbare alternative Medienkomponenten fiir die groRtechnische Produktion von
Haematococcus pluvialis-Kulturen zur Erzielung einer héheren Astaxanthin-Produktion.

[0022] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, ein schnelles und kostenglinstiges System zur
Steigerung des Zellwachstums und der Astaxanthinproduktion in H. pluvialis Flotow bereitzustellen.

[0023] Zur weiteren Verdeutlichung der Vorteile und Merkmale der vorliegenden Offenbarung wird eine
genauere Beschreibung der Erfindung durch Bezugnahme auf bestimmte Ausfliihrungsformen gegeben, die
in den beigeflgten Figuren dargestellt sind. Es wird davon ausgegangen, dass diese Figuren nur typische
Ausfuhrungsformen der Erfindung darstellen und daher nicht als Einschrankung des Umfangs der Erfindung
zu betrachten sind. Die Erfindung wird mit zusatzlicher Spezifitat und Detail mit den beigefligten Figuren
beschrieben und erldutert werden.

Figurenliste

[0024] Diese und andere Merkmale, Aspekte und Vorteile der vorliegenden Offenbarung werden besser ver-
standen, wenn die folgende detaillierte Beschreibung mit Bezug auf die beigefugten Figuren gelesen wird, in
denen gleiche Zeichen gleiche Teile in den Figuren darstellen, wobei:

Fig. 1 zeigt ein Blockdiagramm eines Systems zur Steigerung des Zellwachstums und des Gehalts der
Astaxanthinproduktion in H. pluvialis Flotow gemal einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Offenba-
rung;

Fig. 2 zeigt verschiedene Stadien von einheimischen Isolaten von Haematococcus pluvialis Flotow
HPI-001 unter mikroskopischer Beobachtung unter Laborbedingungen gemaR einer Ausfihrungsform
der vorliegenden Offenbarung;

Fig. 3 veranschaulicht die in Tabelle 1 dargestellte chemische Zusammensetzung und die Zusammen-
setzung des Mediums gemaR einer Ausfihrungsform der vorliegenden Offenbarung;

Fig. 4 veranschaulicht Tabelle 2 die eine vergleichende Studie zur Zellzahl und zum Astaxanthingehalt
der einheimischen und der Géttinger Kultur von H. pluvialis Flotow unter Verwendung von landwirtschaft-
lichen Diingemitteln gemaf einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Offenbarung zeigt; und

Fig. 5 veranschaulicht Tabelle 3 die Auswirkungen auf die Zellzahl, Chlorophyll a, Gesamtcarotinoide
und den Astaxanthin-Gehalt von Kontroll-Géttinger Isolaten von H. pluvialis Flotow unter Verwendung

4/17



DE 20 2021 106 656 U1 2022.03.10

von landwirtschaftlichen Dingemitteln gemaR einer Ausfihrungsform der vorliegenden Offenbarung
zeigt.

[0025] Der Fachmann wird verstehen, dass die Elemente in den Figuren der Einfachheit halber dargestellt
sind und nicht unbedingt maRstabsgetreu gezeichnet wurden. Die Flussdiagramme veranschaulichen bei-
spielsweise das Verfahren anhand der wichtigsten Schritte, um das Verstandnis der Aspekte der vorliegen-
den Offenbarung zu verbessern. Dariiber hinaus kann es sein, dass eine oder mehrere Komponenten der
Vorrichtung in den Figuren durch herkémmliche Symbole dargestellt sind, und dass die Figuren nur die spezi-
fischen Details zeigen, die fir das Verstandnis der Ausfiihrungsformen der vorliegenden Offenbarung rele-
vant sind, um die Figuren nicht mit Details zu Uberfrachten, die fiir Fachleute, die mit der vorliegenden
Beschreibung vertraut sind, leicht erkennbar sind.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG

[0026] Um das Verstandnis der Erfindung zu férdern, wird nun auf die in den Figuren dargestellte Ausfih-
rungsform Bezug genommen und diese mit bestimmten Worten beschrieben. Es versteht sich jedoch von
selbst, dass damit keine Einschrankung des Umfangs der Erfindung beabsichtigt ist, wobei solche Anderun-
gen und weitere Modifikationen des dargestellten Systems und solche weiteren Anwendungen der darin dar-
gestellten Erfindungsprinzipien in Betracht gezogen werden, die einem Fachmann auf dem Gebiet der Erfin-
dung normalerweise einfallen wurden.

[0027] Der Fachmann wird verstehen, dass die vorstehende allgemeine Beschreibung und die folgende
detaillierte Beschreibung beispielhaft und erlduternd fiir die Erfindung sind und diese nicht einschranken sol-
len.

[0028] Wenn in dieser Beschreibung von ,einem Aspekt®, ,einem anderen Aspekt“ oder ahnlichem die Rede
ist, bedeutet dies, dass ein bestimmtes Merkmal, eine bestimmte Struktur oder eine bestimmte Eigenschaft,
die im Zusammenhang mit der Ausflihrungsform beschrieben wird, in mindestens einer Ausfuhrungsform der
vorliegenden Offenbarung enthalten ist. Daher kénnen sich die Ausdriicke ,in einer Ausfiihrungsform®, ,in
einer anderen Ausfuhrungsform® und &hnliche Ausdrucke in dieser Beschreibung alle auf dieselbe Ausfih-
rungsform beziehen, missen es aber nicht.

[0029] Die Ausdriicke ,umfasst®, ,enthaltend” oder andere Variationen davon sollen eine nicht ausschlielli-
che Einbeziehung abdecken, so dass ein Verfahren oder eine Methode, die eine Liste von Schritten umfasst,
nicht nur diese Schritte umfasst, sondern auch andere Schritte enthalten kann, die nicht ausdriicklich aufge-
fihrt sind oder zu einem solchen Verfahren oder einer solchen Methode gehéren. Ebenso schlieRen eine
oder mehrere Vorrichtungen oder Teilsysteme oder Elemente oder Strukturen oder Komponenten, die mit
L2umfasst...a“ eingeleitet werden, nicht ohne weitere Einschrankungen die Existenz anderer Vorrichtungen
oder anderer Teilsysteme oder anderer Elemente oder anderer Strukturen oder anderer Komponenten oder
zusatzlicher Vorrichtungen oder zusatzlicher Teilsysteme oder zusatzlicher Elemente oder zusatzlicher Struk-
turen oder zuséatzlicher Komponenten aus.

[0030] Sofern nicht anders definiert, haben alle hierin verwendeten technischen und wissenschaftlichen
Begriffe die gleiche Bedeutung, wie sie von einem Fachmann auf dem Gebiet, zu dem diese Erfindung
gehort, allgemein verstanden wird. Das System, die Methoden und die Beispiele, die hier angegeben werden,
dienen nur der Veranschaulichung und sind nicht als Einschrankung gedacht.

[0031] Ausflihrungsformen der vorliegenden Offenbarung werden im Folgenden unter Bezugnahme auf die
beigefligten Figuren im Detail beschrieben.

[0032] In Fig. 1 ist ein Blockdiagramm eines Systems zur Verbesserung des Zellwachstums und des Gehalts
der Astaxanthinproduktion in H. pluvialis Flotow gemaR einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Offenbarung
dargestellt. Das System 100 umfasst eine Eingabeeinheit 102 zum Sammeln eines neuen Stammes von H.
pluvialis HPI-001 und einer Haematococcus pluvialis-Kultur.

[0033] In einer Ausflhrungsform ist eine Mischkammer 104 mit der Eingabeeinheit 102 verbunden, um die
Kulturen zweimal taglich gleichmafRig zu mischen und so Haematococcus pluvialis zu isolieren und unialgi-
sche Kulturen durch serielle Verdinnung mit anschlieBender separater Plattentechnik auf 2% Agar in
3N-BBM+V-Medium herzustellen.
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[0034] In einer Ausflihrungsform ist eine Behandlungseinheit 106 mechanisch mit der Mischkammer 104
gekoppelt, um zwei Stdmme von Haematococcus pluvialis Flotow autotroph in einem flissigen Bold-Basal-
medium zu zlchten und dabei eine Temperatur von 25£1°C, eine Lichtintensitat von 30 yhEm-2s-1 und einen
12/12-Licht/Dunkel-Zyklus beizubehalten.

[0035] In einer Ausfiihrungsform ist eine Inokulationseinheit 108 mit der Behandlungseinheit 106 gekoppelt,
um 10 ml einer griinen vegetativen Kultur vom siebten Tag in 90 ml eines sterilisierten 3N-BBM+V-Mediums
in einem 100-ml-Erlenmeyerkolben zu inokulieren und fiir einen Zeitraum von 30 Tagen aufzubewahren.

[0036] In einer Ausfiihrungsform wird eine Zentrifuge 110 an die Impfeinheit 108 gekoppelt, um mindestens
finf Milliliter der Kultur bei 5000 U/min 10 Minuten lang zu zentrifugieren und den Uberstand zu verwerfen,
wobei das Algenpellet mit 5 ml 100%igem Aceton versetzt und mit einem St6Rel und Mdrser mazeriert, mit
schwarzem Papier umwickelt und tber Nacht bei 4 °C aufbewahrt wird.

[0037] In einer Ausfuhrungsform ist eine Steuereinheit 112 so konfiguriert, dass sie den Chlorophyll- und
Gesamtcarotinoidgehalt unter Verwendung einer Lichtenthaler-Gleichung berechnet und die Menge an Asta-
xanthin aus dem Acetonextrakt der Algenprobe bei 480 nm unter Verwendung eines Absorptionskoeffizienten
bestimmt, um das Zellwachstum und den Gehalt an Astaxanthinproduktion in H. pluvialis Flotow zu steigern.

[0038] In einer anderen Ausfihrungsform werden die beiden Isolate von H. pluvialis in dem Basalmedium
(3N-BBM+V) kultiviert, in dem die Komponenten Natriumnitrat (NaNO3), Dikaliumphosphat (K2HP0O4.3H20)
und Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) durch unterschiedliche Konzentrationen von Handelsdiingern
ersetzt werden, wobei die Handelsdliinger aus einer Gruppe von N: P: K (17:17:17), Harnstoff und DAP +
Kali ausgewahlt sind.

[0039] In einer anderen Ausflihrungsform werden die verschiedenen Wachstumsparameter des Testorganis-
mus in dem Basalmedium aufgezeichnet, dem verschiedene Konzentrationen von Natriumbicarbonat zuge-
setzt wurden, wobei die Konzentrationen aus 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5 und 1.8 mM ausgewabhlt sind.

[0040] In einer anderen Ausfiihrungsform wird eine Reihe von Wachstumsparametern von zwei Stammen
von Haematococcus pluvialis Flotow ausgewahlt aus Zellzahl, Pigmenten wie Chlorophyll a (Chl a) und Chlo-
rophyll b (Chl b), Gesamtcarotinoiden und Astaxanthin-Gehalt, die im Abstand von 5 Tagen wahrend des
Untersuchungszeitraums aufgezeichnet werden.

[0041] In einer anderen Ausfiihrungsform ist das vegetative Wachstumsstadium der Zellen von H. pluvialis
Flotow kugelférmig, ellipsoidisch oder birnenférmig, mit zwei gleich langen Geieln, die aus dem vorderen
Ende austreten, und einem becherformigen Chloroplasten mit zahlreichen, verstreuten Pyrenoiden.

[0042] In einer anderen Ausflihrungsform wird eine axenische Kultur der Algen zur Bestimmung der Zellzahl,
der Wachstumskurve, der spezifischen Wachstumsrate, der Teilung pro Tag und der Generationszeit ver-
wendet.

[0043] In einer anderen Ausflihrungsform wird eine Gruppe von Tochterzellen aus den zystischen Zellen frei-
gesetzt, aus denen dann unter optimalen Wachstumsbedingungen vegetative Zellen regeneriert werden.

[0044] In einer anderen Ausflihrungsform wird die Astaxanthinproduktion aus H. pluvialis durch einen zwei-
stufigen Kultivierungsprozess erreicht, der ein vegetatives (grines) und ein aplanosporenartiges (rotes) Sta-
dium umfasst, wobei die Akkumulation von Astaxanthin durch Umweltfaktoren wie Licht, Temperatur,
pH-Wert, Salzkonzentration und Nahrstoffbelastung beeinflusst wird.

[0045] In einer anderen Ausflhrungsform wird eine hohe Astaxanthin-Akkumulation durch Erndhrung indu-
ziert, um die Produktion im Freien zu optimieren.

[0046] In einer anderen Ausfiihrungsform wird das Basalmedium durch die Zugabe von handelsiblichem

NaHCO3 erganzt, wobei das maximale Wachstum und der maximale Gehalt an Astaxanthin im einheimi-
schen Isolat bei 0.6 mM und 1.5 mM NaHCO3 liegt.

6/17



DE 20 2021 106 656 U1 2022.03.10

Isolierung von Haematococcus pluvialis Flotow:

[0047] Die Wasserproben wurden im Marz 2013 in Palampur entnommen. Palampur (32° nérdlicher Breite;
76° ostlicher Lange) ist eine Stadt im indischen Bundesstaat Himachal Pradesh und liegt auf einer Héhe von
1325 Ful Gber dem Meeresspiegel mit einer Jahrestemperatur von 19 °C und jahrlichen Niederschldgen von
250 cm und mehr. Die Wasserproben aus den einzelnen Gewassern werden in Plastikflaschen gesammelt
und aufbewahrt. Die Proben wurden in Bold-Basalmedium bei 25+1°C, unter 30uEm-2s-1 Lichtbestrahlung
und einer Photoperiode von 12/12 (hell/dunkel) beimpft. Die Kulturen wurden zweimal taglich von Hand
grundlich durchmischt und unter Laborbedingungen untersucht. Die Zellen von Haematococcus pluvialis wur-
den isoliert und unialgische Kulturen durch serielle Verdiinnung und anschlieRende separate Plattentechnik
auf 2% Agar in 3N-BBM+V-Medium hergestellt. Die Zellen wurden anhand der morphologischen Merkmale
identifiziert. Die Unialgenkulturen wurden zweimal taglich von Hand griindlich gemischt und weiter unter-
sucht. Die zweite Haematococcus pluvialis-Kultur wurde aus der Géttinger Kultursammlung, Deutschland,
entnommen und in allen Studien als Kontrolle verwendet.

Zusammensetzung des Kulturmediums:

[0048] Die beiden Isolate von H. pluvialis wurden in einem Basalmedium (3N-BBM+V) kultiviert, in dem die
Komponenten Natriumnitrat (NaNO3), Dikaliumphosphat (K2HPO4.3H20) und Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4) durch unterschiedliche Konzentrationen von Handelsdiingern in folgender Weise ersetzt wurden:

1.N:P:K (17:17:17): 0,3, 0,6, 0,9, 1,2, 1,5 und 1,8 mM
2. Harnstoff: 1,6, 3,3, 4,3 (Kontrolle), 4,9, 6,6 und 8,3 mM
3. DAP (Diammoniumphosphat) + Pottasche: 100 + 50, 150 + 100, 200 +150 (Kontrolle),

250 + 200 und 300 + 250 mg/L

[0049] Die verschiedenen Wachstumsparameter des Testorganismus wurden auch in Basismedium mit ver-
schiedenen Konzentrationen (0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5 und 1.8 mM) von Natriumbicarbonat aufgezeichnet
(Tabelle 1). Das Wachstum des einheimischen Isolats von Haematococcus pluvialis Flotow HPI-001 und des
Haematococcus pluvialis aus der Goéttinger Kultursammlung, Deutschland (Kontrolle) in modifiziertem
3N-BBM+V-Medium und modifiziertem HPI-001-Medium wurde fir verschiedene Parameter aufgezeichnet.

Pflege und Untersuchung der Algenkultur:
[0050] Die beiden Stdmme von Haematococcus pluvialis Flotow wurden autotroph in flissigem Bold-Basal-
medium gezlchtet und bei 25£1°C, 30 yEm-2s-1 Lichtintensitat und 12/12 Licht/Dunkel-Zyklus gehalten. 10
mL der griinen vegetativen Kultur vom siebten Tag werden in 90 mL sterilisiertes 3N-BBM+V-Medium in 100
mL Erlenmeyerkolben beimpft und fur einen Zeitraum von 30 Tagen aufbewahrt. Die Wachstumsparameter
wie Zellzahl, Pigmente wie Chlorophyll a (Chl a) und Chlorophyll b (Chl b), Gesamtcarotinoide und Astaxan-
thingehalt wurden wahrend des Untersuchungszeitraums alle 5 Tage aufgezeichnet. Fur die folgenden Expe-
rimente wurde eine axenische Kultur der Algen verwendet.
Zellz&hlung:

[0051] Zu diesem Zweck wird ein Neubauer-Hamozytometer verwendet. Der Mittelwert der in vier Kammern
gemessenen Zellzahlen wird berechnet und als Vielfaches von 104 Zellen/ml ausgedriickt.

Wachstumskurve:

[0052] Die Wachstumskurven wurden mit den Zellzahlwerten (Vielfache von 104 Zellen/ml) gegen die jewei-
ligen Tage, an denen die Zellzahl gemessen wurde, aufgetragen.

Spezifische Wachstumsrate, Teilung pro Tag und Generationszeit:

[0053] Anhand der Daten zur Zellwachstumszahl wurden die Werte fur die spezifische Wachstumsrate, die
Teilung pro Tag und die Generationszeit nach folgender Formel berechnet:

Spezifische Wachstumsrate: K'=Ln (N2/N1) / (t2-t1)
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Teilung pro Tag: Div.Tag-1 = K'/Ln2
Generationszeit: Gen't = 1/ Div.Tag-1

dabei sind N1 und N2 = Zellzahl zum Zeitpunkt 1 (t1) bzw. zum Zeitpunkt 2 (t2).
Extraktion und Schatzung der Pigmente:

[0054] Fiinf Milliliter der Kultur wurden 10 Minuten lang bei 5000 U/min zentrifugiert, und der Uberstand
wurde verworfen. Das Algenpellet wird mit 5 ml 100%igem Aceton versetzt und mit StoRel und Morser zer-
kleinert, in schwarzes Papier eingewickelt und lber Nacht bei 4° C aufbewahrt. Die Probe wird 10 Minuten
lang bei 5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, der Uberstand wird aufgefangen und die optische
Dichte bei 661,6 nm, 644,8 nm, 470 nm und 480 nm im Ultrospec 1100 Spektrophotometer gemessen. Der
Chlorophyll- und der Gesamtcarotinoidgehalt wurden anhand der Lichtenthaler-Gleichungen berechnet. Die
Menge an Astaxanthin wird aus dem Aceton-Extrakt der Algenprobe bei 480 nm mit einem Absorptionskoeffi-
zienten A% von 2500 bestimmt, der nach der beschriebenen Methode analysiert wird.

Chla(mg/L) =11.24x A661.6 — 2.404 x A644.8
Chl b(mg/L) = 20.13 x A644.8 - 4.19 x A661.6

Carotinoide insgesamt (mg/L) = 1000 x A470 -1.9x Chi a-63.14

xChl b

214

Astaxanthin (mg/L) = A480 x Volumen der Probe x
Verdinnungsfaktor x 10

2500

dabei ist A = Absorptionsgrad

[0055] Fig. 2 zeigt verschiedene Stadien von einheimischen Isolaten von Haematococcus pluvialis Flotow
HPI-001 unter mikroskopischer Beobachtung unter Laborbedingungen gemafR einer Ausfiihrungsform der
vorliegenden Offenbarung. Das vegetative Wachstumsstadium der Zellen von H. pluvialis Flotow ist kugelfor-
mig, ellipsoidisch oder birnenférmig, mit zwei gleich langen Geifl3eln, die aus dem vorderen Ende austreten,
und einem becherférmigen Chloroplasten mit zahlreichen, verstreuten Pyrenoiden. Diese gegeif3elten,
schnell wachsenden vegetativen Zellen iberwogen unter glinstigen Kulturbedingungen im friihen vegetativen
Wachstumsstadium. Die 10pm groRen Makrozooide teilten sich durch Mitose in 2-32 Tochterzellen. Unter
unglnstigen Bedingungen begannen die Makrozooiden, ihre Geif3eln zu verlieren, und vergrofRerten ihren
Zellwanddurchmesser bei Betrachtung unter dem Lichtmikroskop (CXL PLUS LABOMED Mikroskop,
40-fache VergréRRerung). Mit der Zunahme der Stressbedingungen vergrofRerte sich das Volumen der Zellen
bis zu einem Durchmesser von 40 ym und die Zellwand wurde widerstandsfahiger.

[0056] Unter optimalen Wachstumsbedingungen wurden die Tochterzellen aus den zystischen Zellen freige-
setzt, und aus den Tochterzellen regenerierten sich vegetative Zellen. Aufgrund dieser morphologischen
Merkmale wird das identifizierte Isolat als H. pluvialis Flotow HPI-001 bezeichnet, in der GenBank
(KT285940) hinterlegt und in die Algenkultursammlung des Centre for Advanced Studies in Botany, Univer-
sity of Madras, Tamil Nadu, Indien, unter der Referenz (ACC CAS UNOM- H. pluvialis HPI-001) aufgenom-
men.

[0057] Die beiden Isolate von Haematococcus pluvialis wurden in verschiedenen Konzentrationen von kom-
merziellem N:P:K (17:17:17) gezichtet. H. pluvialis HPI-001 zeigte ein maximales Wachstum von 43x104
Zellen/ml in 1.2 mM kommerziellem N:P:K am 15. Bei 1,2 mM wird eine spezifische Wachstumsrate von
0,116, eine Teilungsrate von 0,167 und eine Generationszeit von 5,998 beobachtet. Die maximale Konzent-
ration von Chl a (7.13 mg/L) und Chi b (3.57 mg/L) wurde am 20. Tag bei 1.2 mM N:P:K festgestellt. Die Kon-
trolle (Gottingen) H. pluvialis zeigte eine maximale Zellzahl von 47x104 Zellen/mL und eine maximale Kon-
zentration von Chl a (6.25 mg/L) und Chi b (3.13 mg/L) am 20. Tag bei 1.5 mM N:P:K. Die Abnahme des
Wachstums betragt 9 %, und die Zunahme der Pigmente Chi a 14 % und Chi b 14 %, was mehr ist als bei
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der Kontrolle. Die Alge H. pluvialis HPI-001 akkumulierte am 30. Tag der Kultur in 0.6 mM N:P:K den héch-
sten Gesamtgehalt an Carotinoiden (22.33 mg/L) und Astaxanthin (17.94 mg/L). Die Kontrollisolate zeigten
eine maximale Synthese von Gesamtcarotinoiden (20.60 mg/L) und Astaxanthin (15.37 mg/L) in 0.6 mM
kommerziellem N:P:K nach 30 Tagen Kultur (Tab. 3). Der Anstieg der Gesamtcarotinoide (8 %) und des Asta-
xanthin-Gehalts (16 %) ist hdher als bei der Kontrolle.

[0058] Die Alge H. pluvialis HPI-001 wies am 15. Tag in 3.3 mM kommerziellen Harnstoffs eine maximale
Zellzahl von 41x104 Zellen/ml auf. Bei 3.3 mM kommerziellem Harnstoff betragen die spezifische Wachs-
tumsrate, die Teilungsrate und die Generationszeit jeweils 0.197, 0.284 und 3.515. Die maximale Synthese
der Pigmente Chi a (8.26 mg/L) und Chi b (4.13 mg/L) ist am 15. Tag der Kultur in 3.3 mM Harnstoff. Die Kon-
trolle wies am 15. Tag ein maximales Wachstum von 32x104 Zellen/ml in 3.3 mM Harnstoff auf. Die Zunahme
des Wachstums (28%), der Pigmente Chi a (14%) und Chl b (13%) ist hdher als bei der Kontrolle. Die maxi-
male Akkumulation der gesamten Carotinoide in H. pluvialis HPI-001 betragt 18.49 mg/L und der Astaxan-
thin-Gehalt 15.19 mg/mL bei 4.9 mM Harnstoff am 25. Der Kontrollorganismus wies am 25. Tag bei 6.6 mM
Harnstoff eine maximale Konzentration von 15.97 mg/L Gesamtcarotinoiden und 12.84 mg/L Astaxanthin auf
(Tab. 3). Die Zunahme der Gesamtcarotinoide (15 %) und des Astaxanthingehalts (18 %) ist hdher als bei der
Kontrolle.

[0059] Unter verschiedenen Konzentrationen von DAP+Kali wies die Alge H. pluvialis HPI-001 im Medium
mit 250+200 mg/L DAP+Kali am 20. Kulturtag die maximale Zellzahl von 29x104 Zellen/ml auf. Bei 250+200
mg/L kommerziellem DAP + Pottasche wird eine spezifische Wachstumsrate von 0.164, eine Teilungsrate
von 0.236 und eine Generationszeit von 4,230 beobachtet. Die maximale Pigmentsynthese wurde mit 7.11
mg/L Chi a und 3.56 mg/L Chi b am 20. Tag von 250+200 mg/L DAP + Potash beobachtet. Das maximale
Wachstum des Gottingen-Isolats wurde mit 35x104 Zellen/ml im Medium mit 200+150 mg/L DAP + Pottasche
am 20. Tag festgestellt. Die maximale Konzentration von Chi a liegt bei 6.76 mg/L und Chi b bei 3.39 mg/L
von DAP + Potash am 20. Die Abnahme des Wachstums (17 %) und die Zunahme der Pigmente Chi a (5 %)
und Chi b (5 %) ist hdher als bei der Kontrolle. H. pluvialis HPI-001 akkumulierte am 25. Tag der Kultur ein
Maximum an Gesamtcarotinoiden von 15.99 mg/L und einen Astaxanthingehalt von 12.69 mg/L bei 150+100
mg/L DAP + Pottasche, wahrend das Kontrollisolat ein Maximum an Gesamtcarotinoiden von 13.88 mg/L und
einen Astaxanthingehalt von 11.99 mg/L bei 150+100 mg/L DAP + Pottasche am 30. Der Anstieg der
Gesamtcarotinoide (15 %) und des Astaxanthingehalts (6 %) ist h6her als bei den Kontrollisolaten von H. plu-
vialis.

[0060] Die Kulturen von H. pluvialis HPI-001 wiesen eine maximale Zellzahl von 51x104 Zellen/ml bei 0.6
mM kommerziellem NaHCO3 am 20. Bei 0.6 mM NaHCO3 wird eine spezifische Wachstumsrate von 0.184,
eine Teilungsrate von 0.266 und eine Generationszeit von 3.759 beobachtet.

[0061] Die maximale Synthese der Pigmente Chi a (9.52 mg/L) und Chi b (4.76 mg/L) wurde am 20. Tag der
Kultur in 0.6 mM NaHCO3 erreicht. Die Kontrollisolate zeigten am 20. Tag ein maximales Wachstum von
45x104 Zellen/ml bei 1.5 mM NaHCO3. Die maximale Konzentration von Chl a (8.81 mg/L) und Chi b (4.40
mg/L) wurde am 20. Tag in 0.6 mM NaHCO3 erreicht. Die Zunahme des Wachstums (13%) und der Pig-
mente Chi a (8%) und Chl b (8%) ist héher als bei der Kontrolle. Die maximale Akkumulation der gesamten
Carotinoide in den einheimischen Isolaten von H. pluvialis HPI-001 betragt 19.24 mg/L und der Astaxanthin--
Gehalt 15.53 mg/L in 1.5 mM kommerziellem NaHCO3 am 25.Tag der Kultur. Die Kontrollkultur von H. pluvia-
lis synthetisierte am 30. Tag in 0.6 mM NaHCO3 ein Maximum an Gesamtcarotinoiden von 16.89 mg/L und
einen Astaxanthingehalt von 10.31 mg/L (Tabelle 3). Der Anstieg der Gesamtcarotinoide (13 %) und des
Gesamtastaxanthins (50 %) ist héher als bei der Kontrolle.

[0062] Die einheimische H. pluvialis HPI-001, die in zwei verschiedenen getesteten Medien gezichtet
wurde, zeigte ein maximales Wachstum von 43x104 Zellen/ml in formuliertem, kommerziellem, modifiziertem
HPI-001-Medium am zwanzigsten Tag der Kultur. Die Alge, die in formuliertem, kommerziellem, modifizier-
tem HPI-001-Medium wuchs, zeigte eine spezifische Wachstumsrate von 0.162, eine Teilungsrate von 0.233
und eine Generationszeit von 4.284. Die Alge synthetisierte am 20. Tag 8.68 mg/L Chi a und 5.12 mg/L Chi b
und am 30. Tag 25.51 mg/L Gesamtcarotinoide und 22.21 mg/L Astaxanthin in formuliertem kommerziellen
modifizierten HPI-001-Medium. H. pluvialis HPI-001 zeigte am 20. Tag ein maximales Wachstum von
37x104 Zellen/ml in modifiziertem 3N-BBM+V-Medium. Die maximale Synthese der Pigmente Chi a (7.44
mg/L), Chl b (3.72 mg/L), der gesamten Carotinoide (22.88 mg/L) und des Astaxanthin-Gehalts (20.45 mg/L)
wurde am 20. und 30. Tag im modifizierten 3N-BBM+V-Medium erreicht. Im Falle der Kontrollisolate von H.
pluvialis betragt die maximale Zellzahl 40x104 Zellen/ml in formuliertem, kommerziellem, modifiziertem
HPI-001-Medium am 20.Tag der Kultur. Die Alge, die in formuliertem, kommerziellem, modifiziertem
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HPI-001-Medium gezilchtet wurde, zeigte eine spezifische Wachstumsrate von 0.184, eine Teilungsrate von
0.266 und eine Generationszeit von 3.763. Die maximale Konzentration der Pigmente Chi a (7.22 mg/L) und
Chl b (4.36 mg/L) wurde am 20. Tag erreicht, und die maximale Anhaufung der gesamten Carotinoide (23.59
mg/L) und des Astaxanthin-Gehalts (20.10 mg/L) wurde am 30. Tag in formuliertem, kommerziellem, modifi-
ziertem HPI-001-Medium erreicht (Tabelle 2). Die Kontrollisolate von H. pluvialis zeigten am 20. Tag des
modifizierten 3N-BBM+ V-Mediums ein maximales Wachstum von 35x104 Zellen/ml. Die maximale Synthese
von Chl a (6.50 mg/L), Chl b (3.25 mg/L), Gesamtcarotinoiden (20.55 mg/L) und Astaxanthin (18.25 mg/L)
wurde am 20. und 30. Tag in modifiziertem 3N-BBM+V-Medium erreicht (Tabelle 2). Die Zunahme von
Wachstum (8 %), Chl a (20 %), Chi b (17 %), Gesamtcarotinoiden (8 %) und Astaxanthingehalt (10 %) ist
héher als bei den Kontrollisolaten von H. pluvialis.

[0063] Die Steigerung des Wachstums und der Astaxanthinproduktion von zwei Isolaten von H. pluvialis wird
durch die Verwendung von handelsiblichen anorganischen Dingemitteln erreicht. Die einheimischen Isolate
von H. pluvialis wiesen in allen Studien ein héheres Wachstum und einen hoheren Astaxanthingehalt auf als
die Gottinger Kontrollisolate. Der optimale Gehalt an verschiedenen Diingemitteln, die hier verwendet wur-
den, um das maximale Wachstum von Haematococcus pluvialis HPI-001 zu erreichen, liegt bei 1.8 mM N:P:
K, 1.6 mM Harnstoff, 250+200 mg/L DAP + Pottasche und 0,6 mM Natriumbikarbonat. Andererseits liegt die
optimale Menge an Diingemitteln, die erforderlich ist, um die maximale Astaxanthinproduktion zu erreichen,
bei 0.6 mM N:P:K, 4.9 mM Harnstoff, 150+100 mg/L DAP + Pottasche und 1.5 mM Natriumbikarbonat. In
den meisten Tests wurde das maximale Zellwachstum zwischen dem 15. und 20. Tag der Kultur erreicht,
wahrend die Anreicherung des Pigments Astaxanthin im 25. bis 30. Diese Ergebnisse legen nahe, kommer-
zielle Diingemittel als billigere und leicht verfligbare alternative Mediumkomponenten fiir die groRtechnische
Produktion von Haematococcus pluvialis-Kulturen zu nutzen, um eine héhere Astaxanthin-Produktion zu
erzielen.

[0064] Fig. 3 veranschaulicht die in Tabelle 1 dargestellte chemische Zusammensetzung und die Zusam-
mensetzung des Mediums gemaf einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Offenbarung.

[0065] Fig. 4 veranschaulicht Tabelle 2 die eine vergleichende Studie Uber die Zellzahl und den Astaxanthin-
gehalt der einheimischen und der Géttinger Kultur von H. pluvialis Flotow unter Verwendung von landwirt-
schaftlichen Diingemitteln gemaf einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Offenbarung zeigt.

[0066] Fig. 5 veranschaulicht Tabelle 3 die Auswirkungen auf die Zellzahl, Chlorophyll a, Gesamtcarotinoide
und den Astaxanthin-Gehalt von Kontroll-Géttinger Isolaten von H. pluvialis Flotow unter Verwendung von
landwirtschaftlichen Dingemitteln gemaf einer Ausfihrungsform der vorliegenden Offenbarung zeigt.

[0067] Die Figuren und die vorangehende Beschreibung geben Beispiele fir Ausfihrungsformen. Der Fach-
mann wird verstehen, dass eines oder mehrere der beschriebenen Elemente durchaus zu einem einzigen
Funktionselement kombiniert werden kénnen. Alternativ dazu kénnen bestimmte Elemente in mehrere Funk-
tionselemente aufgeteilt werden. Elemente aus einer Ausfihrungsform kénnen einer anderen Ausflhrungs-
form hinzugefiugt werden. Die Reihenfolge der hier beschriebenen Prozesse kann beispielsweise geandert
werden und ist nicht auf die hier beschriebene Weise beschrankt. Daruber hinaus mussen die Aktionen
eines Flussdiagramms nicht in der gezeigten Reihenfolge ausgefiihrt werden; auch missen nicht unbedingt
alle Aktionen durchgefiihrt werden. Auch kénnen die Handlungen, die nicht von anderen Handlungen abhan-
gig sind, parallel zu den anderen Handlungen ausgefihrt werden. Der Umfang der Ausfuhrungsformen ist
durch diese spezifischen Beispiele keineswegs begrenzt. Zahlreiche Variationen sind moglich, unabhangig
davon, ob sie in der Beschreibung explizit aufgefiihrt sind oder nicht, wie z. B. Unterschiede in der Struktur,
den Abmessungen und der Verwendung von Materialien. Der Umfang der Ausfihrungsformen ist mindestens
so grofd wie in den folgenden Anspriichen angegeben.

[0068] Vorteile, andere Vorzige und Problemlésungen wurden oben im Hinblick auf bestimmte Ausfiihrungs-

formen beschrieben. Die Vorteile, Vorzlige, Problemlésungen und Komponenten, die dazu fihren kénnen,

dass ein Vorteil, ein Nutzen oder eine Lésung auftritt oder ausgepragter wird, sind jedoch nicht als kritisches,

erforderliches oder wesentliches Merkmal oder Komponente eines oder aller Anspriiche zu verstehen.
Bezugszeichenliste

100 System zur Steigerung des Zellwachstums und der Astaxanthinproduktion in H. pluvialis Flotow
102 Eingabeeinheit
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104 Mischkammer

106 Behandlungseinheit
108 Beimpfungseinheit
110 Zentrifuge

112 Kontrolleinheit

Schutzanspriiche

1. Ein System zur Steigerung des Zellwachstums und des Gehalts an Astaxanthinproduktion in H. plu-
vialis Flotow, wobei das System umfasst:
eine Eingabeeinheit zum Sammeln eines neuen Stammes von H. pluvialis HPI-001 und einer Haematococ-
cus pluvialis-Kultur;
eine Mischkammer, in der die Kulturen zweimal taglich gleichmafig gemischt werden, um Haematococcus
pluvialis zu isolieren und durch serielle Verdinnung, gefolgt von einer separaten Plattentechnik auf 2%
Agar in 3N-BBM+V-Medium, Unialgenkulturen herzustellen;
eine Behandlungseinheit fiir die autotrophe Aufzucht von zwei Stdmmen von Haematococcus pluvialis Flo-
tow in einem fliissigen Bold-Basalmedium bei einer Temperatur von 25+1°C, einer Lichtintensitat von 30
MEm-2s-1 und einem 12/12 Licht/Dunkel-Zyklus;
eine Inokulationseinheit zum Beimpfen von 10 ml einer griinen vegetativen Kultur vom siebten Tag in 90 ml
eines sterilisierten 3N-BBM+V-Mediums in einem 100-mL-Erlenmeyerkolben und zur Aufbewahrung fir
einen Zeitraum von 30 Tagen;
eine Zentrifuge zum Zentrifugieren von mindestens funf Millilitern der Kultur bei 5000 Umdrehungen pro
Minute fir 10 Minuten, um den Uberstand zu verwerfen; dabei wird das Algenpellet mit 5 ml 100%igem
Aceton versetzt und mit einem StéRel und Morser zerkleinert, mit schwarzem Papier eingewickelt und tber
Nacht bei 4° C aufbewahrt; und
eine Steuereinheit zur Berechnung des Chlorophyll- und des Gesamtcarotinoidgehalts unter Verwendung
einer Lichtenthaler-Gleichung und zur Bestimmung der Menge an Astaxanthin aus dem Aceton-Extrakt der
Algenprobe bei 480 nm unter Verwendung eines Absorptionskoeffizienten zur Steigerung des Zellwachs-
tums und des Gehalts der Astaxanthinproduktion in H. pluvialis Flotow.

2. System nach Anspruch 1, wobei die beiden Isolate von H. pluvialis in dem Basalmedium (3N-BBM+V)
kultiviert werden, in dem die Komponenten Natriumnitrat (NaNO3), Dikaliumphosphat (K;HPO,4. 3H,0) und
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) durch unterschiedliche Konzentrationen von Handelsdiingern ersetzt
werden, wobei die Handelsdinger aus einer Gruppe von N: P: K (17:17:17), Harnstoff und DAP + Kali aus-
gewahlt sind.

3. System nach Anspruch 1, wobei die verschiedenen Wachstumsparameter des Testorganismus in
dem Basalmedium aufgezeichnet werden, dem verschiedene Konzentrationen von Natriumbicarbonat zuge-
setzt sind, wobei die Konzentrationen aus 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5 und 1.8 mM ausgewahlt sind.

4. System nach Anspruch 1, wobei eine Reihe von Wachstumsparametern von zwei Stdmmen von Hae-
matococcus pluvialis Flotow aus Zellzahl, Pigmenten wie Chlorophyll a (Chl a) und Chlorophyll b (Chl b),
Gesamtcarotinoiden und Astaxanthin-Gehalt in einem Abstand von 5 Tagen wahrend des Untersuchungs-
zeitraums aufgezeichnet werden.

5. System nach Anspruch 4, wobei das vegetative Wachstumsstadium der Zellen von H. pluvialis Flotow
kugelférmig, ellipsoidisch oder birnenférmig ist, mit zwei gleich langen GeilReln, die aus dem vorderen Ende
austreten, und einem becherférmigen Chloroplasten mit zahlreichen, verstreuten Pyrenoiden.

6. System nach Anspruch 1, wobei die axenische Kultur der Algen zur Bestimmung von Zellzahl,
Wachstumskurve, spezifischer Wachstumsrate, Teilung pro Tag und Generationszeit verwendet wird.

7. System nach Anspruch 4, wobei eine Gruppe von Tochterzellen aus den zystischen Zellen freigesetzt
wird und dann unter optimalen Wachstumsbedingungen vegetative Zellen aus den Tochterzellen regeneriert
werden.

8. System nach Anspruch 1, wobei die Astaxanthin-Produktion aus H. pluvialis durch einen zweistufigen
Kultivierungsprozess erreicht wird, der vegetative (griine) und aplanospore (rote) Stadien einschlie3t, wobei
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die Akkumulation von Astaxanthin durch Umweltfaktoren wie Licht, Temperatur, pH-Wert, Salzkonzentration
und Nahrstoffbelastungen beeinflusst wird.

9. System nach Anspruch 8, wobei die Induktion einer hohen Astaxanthin-Akkumulation mit Nahrung
durchgeflhrt wird, um die Produktion im Freien zu optimieren.

10. System nach Anspruch 1, wobei das Basalmedium durch Zugabe von kommerziellem NaHCO3
erganzt wird, wobei das maximale Wachstum und der maximale Gehalt an Astaxanthin im einheimischen
Isolat bei 0,6 mM und 1,5 mM NaHCO3 liegt.

Es folgen 5 Seiten Zeichnungen
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Figur 2
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Chemische Bestandteile mg/L
N:P:K (17:17:17) 2500
Harnstoff 13000
CaCl,. 3H,O 2500
MgS04. 7TH0 2500
NaHCO;3; 2500
DAP ( Diammoniumphosphat ) 5000
Potash 7500
NaCl 2500
EDTA (mit Na2) 750
FeCls. 6H,O 97
MnCl;. 4H,0 41
ZnClz. 6H20 5
COClz. 6H20 2
NaxMoO4. 2H,0 4
Glas destilliertes H20 1000 mL
pH 75-78

Figur 3
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Unterschiedliche Parameter Einheimische Kultur Gottinger Kultur Einhcimische Kultur von Gittinger Kultur von
Bedingungen von von H. pluvialis H. pluvialis HPI-001 H. pluvialis Astaxanthin
H. pluvialis HPI-001 Zellzahl Astaxanthin (mg/L)
Zellzahl (10* cells/mL) (mg/L)
(10* cells/mL)
N:PK (17:17:17) (mM)
0.3 32+0.644 35+0.444 17.49+£.0.414 14.66 + 0.410
0.6 38+0.420 37+ 0.650 17.94 £ 0.509 15.37 £ 0.455
0.9 39+0.727 40+£0.325 17.57 £0.503 15.02 £ 0.626
1.2 43 +£0.824 44 £0.515 17.15+£0.303 14.72 £ 0.710
1.5 34 +£0.722 47 +£0.820 16.81£0.719 14.50 £ 0.720
1.8 29+0.624 39+0.710 16.36. £ 0.686 14.16 £ 0.622
Harnstoff (mM)1.6
33 37+£0.525 25+0.447 13.20 £ 0.407 11.35+0.467
4.3 (Control) 41 +£0.638 32+£0.557 13.85+£0.481 13.83 £ 0.648
4.9 35+£0.520 29+ 0.407 14.11+£0.532 12.13 £ 0.435
6.6 31+£0.544 27 +£0.648 15.19+0.509 12.47 £ 0.539
8.3 28 £0.644 24 +£0.532 14.74 £ 0.409 12.84 + 0.685
DAP und Pottasche (mg) 25+£0.543 22 +£0.546 14.53 £0.307 12.81 £0.572
100+50
150+100 23 +£0.819 29+£0.510 12.21 £ 0.528 11.54 £ 0.450
200+150 ( Kontrolle ) 25+£0.533 30+£0.425 12.69 £ 0.307 11.99 £ 0.525
250+200 27 +0.700 35+0.520 12.28 £ 0.206 11.76 £ 0.610
300+250 29 £0.867 33+£0.710 11.96 + 0.406 11.51 £ 0.520
Natriumbikarbonat (mM) 21 +£0.464 26 £0.655 11.67 £0.553 11.33 £ 0.425
0.3
0.6 37 +£0.644 31+£0.515 13.93+0.374 9.85+0.455
0.9 51+£0.742 34+£0.625 14.37+£0.521 10.31 +£0.420
1.2 46 £0.536 36+0.510 14.73 £0.345 10.10 £ 0.510
1.5 35+£0.633 41+ 0.615 14.91 £0.463 9.84+0.525
1.8 33+£0.544 45+£0.720 15.53 +£0.370 9.73 £ 0.420
30+£0.443 39+0.443 15.07 £0.455 951+0.510
Modifiziertes HPI-001 Medium
43 £0.651 40 £0.525 22.21+0.757 20.10 £ 0.629
3N-BBM+V-Medium (Kontrolle)
37+0.220 35+0.042 20.45+0.749 18.25 £0.625
Figur 4
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Unterschiedliche Parameter Anzahl der Chl a Carotinoide Astaxanthin-Gehalt
Bedingungen Zellen (mg/L) insgesamt (mg/L)
(104 Zellen/ml) (mg/L)
N:P:K (17:17:17) (mM)
03 35+0.444 5.33+.0.447 19.66 £.0.658 14.66 £0.410
0.6 37+0.650 5.59+£.0.542 20.60 £0.574 15.37 £0.455
0.9 40+£0.325 5.71£.0.559 20.13 £0.676 15.02 £ 0.626
1.2 44 +0.515 5.91.+.0.653 19.60 £ 0.448 14.72£0.710
1.5 47 +0.820 6.25+.0.337 19.20 +0.583 14.50 £0.720
1.8 39+0.710 5.73+£.0.549 18.80. £ 0.436 14.16 £0.622
Harnstoff (mM)
1.6 25+0.447 6.89+0.444 14.60 £ 0.538 11.35+0.467
33 32 +£0.557 7.24 £ 0.555 14.94 £0.636 13.83 £0.648
4.3 (Control) 29+ 0.407 7.01+0.640 15.27+£0.441 12.13 £ 0.435
49 27 +£0.648 6.86 +0.448 15.55+£0.544 12.47 £ 0.539
6.6 24 +0.532 6.63+£0.532 15.97 £0.538 12.84 £ 0.685
83 22 +0.546 6.51+£0.346 1541 +£0.558 12.81£0.572
DAP und Kali (mg)
100+50 29+0.510 6.39+0.436 13.25+£0.549 11.54 £0.450
150+100 30+0.425 6.58 £ 0.556 13.88 £ 0.437 11.99 £+ 0.525
200+150 ( Kontrolle) 35+£0.520 6.76 = 0.660 13.59£0.642 11.76 £0.610
250+200 33+£0.710 6.54 £+ 0.446 13.24 £0.546 11.51 £ 0.520
300+250 26 +0.655 6.40+£0.552 13.02 £0.757 11.33+0.425
Natriumbikarbonat (mM)

03 31+0.515 8.47+0473 16.27 +£0.574 9.85+0.455
0.6 34+0.625 8.81 +£0.567 16.89 + 0.707 10.31+£0.420
0.9 36+0.510 8.58+0428 16.43 £ 0.591 10.10£0.510
12 41+ 0.615 837+0364 16.13 £0.631 9.84 £0.525
1.5 45+£0.720 821+0512 15.80£0.422 9.73£0.420
1.8 39+0.443 8.10+0.590 1548 £0.488 9.51+0.510
Modifiziertes HPI-00 1 Medium 40 +0.525 7.22+£0.578 23.59+0.657 20.10 £ 0.629
3N-BBM+V-Medium (Kontrolle) 30+0.420 6.44+£0.542 20.25 +0.649 18.55+0.523

Figur 5
1717 Das Dokument wurde durch die Firma Jouve hergestellt.
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Beschreibung
BEREICH DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Offenlegung bezieht sich auf ein System zur Durchfiihrung der Biosynthese, Optimie-
rung und Reinigung von alkalischer Serinprotease aus Shewanella-Algen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Die Nachfrage nach mikrobieller Protease ist auf dem Markt aufgrund ihrer Bedeutung fiir den Zellin-
halt und aus wirtschaftlicher Sicht gestiegen. Sie wird im Bereich der Biotechnologie in hohem Maf3e genutzt.
Die mikrobiellen Proteasen haben verschiedene Anwendungen wie bioaktive Peptidsynthese, Proteinverar-
beitung, mikrobielle Verarbeitung unter Verwendung von Réntgenfilmen, Lederenthaarung und Milch- und
Waschmittelindustrie.

[0003] Die wichtigsten Industrieenzyme wie alkalische und mikrobielle Serinproteasen spielen weltweit eine
grofde Rolle auf dem Markt fiir Proteasen. Eine alkalische Serinprotease wird auf dem Markt hauptsachlich in
Branchen wie der Waschmittel-, Leder-, Pharma- und Lebensmittelindustrie verwendet.

[0004] Das derzeitige Ruckgrat der Industrie sind die Mikroorganismen mit ihren enzymatischen Reaktionen,
wobei die potenten Mikroben ihre eigene Fahigkeit zur Produktion bioaktiver proteolytischer Enzyme haben.

[0005] Einige der wichtigsten handelslblichen Enzyme, die auf dem Markt erhaltlich sind, zeigen in Gegen-
wart von Oxidationsmitteln und hohen Temperaturen eine deutlich geringere Aktivitat als diese. Diese wichti-
gen bioaktiven enzymproduzierenden Mikroben stammen aus schwierigen geografischen Umgebungen wie
Meereslebensraumen, Meeressedimenten, Algen, Schwammen und Seen mit hohem Salzgehalt. Aus der
Literatur geht hervor, dass die Bakterienstdmme mit einer hohen Resistenz, die von solchen Orten extrahiert
werden, ihre eigene proteolytische Aktivitdt, Temperatur-, Salz- und Lésungsmittelstabilitat haben.

[0006] In Anbetracht der vorstehenden Ausfiihrungen wird deutlich, dass ein System zur Durchfiihrung der
Biosynthese, Optimierung und Reinigung der alkalischen Serinprotease aus Shewanella-Algen bendtigt wird.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0007] Die vorliegende Offenlegung bezieht sich auf ein System zur Durchfiihrung der Biosynthese, Optimie-
rung und Reinigung von alkalischer Serinprotease aus Shewanella-Algen. Das vorgeschlagene System hat
eine potenzielle Anwendung bei der Silberriickgewinnung aus Réntgenfilmen und kann als Ersatz fiir die her-
kémmliche Methode verwendet werden, die kostspielig und unsicher fiir die Umwelt ist. In dieser Offenlegung
wird die 16 rRNA-GenSequenzierung zur taxonomischen ldentifizierung des isolierten Bakteriums, der She-
wanella-Alge, durchgefiihrt, wobei die alkalische Serinprotease der Shewanella-Alge effektiv fir den Silber-
rickgewinnungsprozess verwendet werden kann. Die Protease-Ausgangsparameter wie Gelatine, Tempera-
tur des Rindfleischextrakts und pH-Wert werden mit Hilfe eines vierfaktoriellen Box-Behnken-Versuchsplans
optimiert, und es wird auch eine Reaktionsoberflache (RSM) gezeichnet. Ein polynomiales Regressionsmo-
dell wird eingesetzt, um die Auswirkungen der Interaktion zwischen den Protease-Ausgangsparametern zu
untersuchen. Die Protease-Aktivitaten werden mittels Response Surface Plot (RSM) bewertet, wobei der vor-
hergesagte Wert und die tatsachlichen Werte aufgezeichnet werden und 162% bzw. 152% betragen. Nach
der Reinigung zeigten die gereinigten bakteriellen 45KDa-Enzyme Stabilitidt in einem pH-Bereich von
7.0-10.0 und einem Temperaturbereich von 40-60°C mit einer Proteaseaktivitat bei einem pH von 9.0 und
einer Temperatur von 50°C. Es wurde festgestellt, dass das gereinigte proteolytische Enzym in Gegenwart
von Lésungsmitteln, Tensiden und Metallionen Uberlebt. Die Ergebnisse zeigten, dass die gereinigte Pro-
tease ein Inhibitor von PMSF ist und die Shewanella-Algenalkaliprotease hemmen kann. In dieser Offenle-
gung hat die Protease von 150 U/ml die Gelatineschicht innerhalb von 60 Minuten effektiv hydrolysiert.

[0008] Die vorliegende Offenlegung zielt darauf ab, ein System zur Durchfiihrung der Biosynthese, Optimie-
rung und Reinigung von alkalischer Serinprotease aus Shewanella-Algen bereitzustellen. Das System
umfasst: eine Sammeleinheit zum Sammeln von Algenproben von Sargassummyriocystum, die in wasser-
dichten sterilen Polyathylenbeuteln gesammelt und auf Eis ins Labor gebracht werden; eine Isoliereinheit zur
Isolierung der Bakterien aus den gesammelten Proben, bei der die Oberflache der ins Labor gebrachten Pro-
ben vorsichtig mit sterilem Meerwasser gesplilt wird und die Bakterien isoliert werden, indem die Mikroorga-
nismen mit einem sterilen Wattestabchen von der Thalli-Oberflache abgeschabt werden, woraufhin die iso-
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lierten Bakterien auf Zobell-Marine-Agar-Platten getupft werden und diese versiegelten Platten dann 24-48
Stunden bei 37°C bebriitet werden, bis viele Bakterienkolonien erscheinen;eine ldentifizierungseinheit zur
mikroskopischen Identifizierung und biochemischen Charakterisierung von Shewanella-Algen unter Verwen-
dung von Bergeys Handbuch, wobei ein 16S rRNA-Bakteriengen-Sequenzierungsansatz zur Bestimmung
des Stammes SNJASMS8 verwendet wird und die gDNA der Shewanella-Algen unter Verwendung der CTAB--
Methode fir eine 12-stiindige Kulturbriihe und durch Durchfihrung einer PCR-Amplifikation unter Verwen-
dung der Primer FC-519 (5'-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3") und RC-1492 (5'-TACGGCTACCTTGTTAC-
GACTT-3") isoliert wird; und eine Optimierungseinheit zum Testen von Protease-Ausgangsparametern auf
die Ausbeute an Protease, die aus Shewanella-Algen erhalten wird, wobei ein statistischer Box-Behnken-Ent-
wurf fur die Optimierung eines potenten Organismusprodukts verwendet wird und eine signifikante Auswir-
kung auf jeden der bestimmten Parameter auf die Ausbeute an Protease anzeigt, wobei eine multivariate For-
mel unter Verwendung der Reaktionsoberflachenmethodik (RSM) berechnet wird und wobei eine Reihe von
29 BBD-Versuchstests mit Mittelpunkten zur Bestimmung der Faktoren durchgefiihrt wird, die zur Maximie-
rung der Protease-Ausbeute verwendet werden.

[0009] Ein Ziel der vorliegenden Offenlegung ist die Bereitstellung eines Systems zur Durchfiihrung der Bio-
synthese, Optimierung und Reinigung von alkalischer Serinprotease aus Shewanella-Algen.

[0010] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Offenbarung ist es, die vorliegende Methode zur Silberriickgewin-
nung aus Roéntgenfilmen zu ersetzen, da die derzeitigen Methoden negative Auswirkungen auf die Umwelt
haben.

[0011] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Offenlegung ist die taxonomische Identifizierung des isolierten
Bakteriums durch eine 16rRNA-Gen-Sequenzierungsanalyse.

[0012] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Offenlegung ist die Optimierung der Faktoren, die fiir die Protease-
produktion verantwortlich sind.

[0013] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Offenbarung ist die Verwendung der RSM zur Bewertung der
Werte der Proteaseaktivitat.

[0014] Zur weiteren Verdeutlichung der Vorteile und Merkmale der vorliegenden Offenbarung wird eine
genauere Beschreibung der Erfindung durch Bezugnahme auf bestimmte Ausfliihrungsformen gegeben, die
in den beigeflgten Figuren dargestellt sind. Es wird davon ausgegangen, dass diese Figuren nur typische
Ausfuhrungsformen der Erfindung darstellen und daher nicht als Einschrankung des Umfangs der Erfindung
zu betrachten sind. Die Erfindung wird mit zusatzlicher Spezifitat und Detail mit den beigefligten Figuren
beschrieben und erldutert werden.

Figurenliste

[0015] Diese und andere Merkmale, Aspekte und Vorteile der vorliegenden Offenbarung werden besser ver-
standen, wenn die folgende detaillierte Beschreibung mit Bezug auf die beigefligten Figuren gelesen wird, in
denen gleiche Zeichen gleiche Teile in den Figuren darstellen, wobei:

Fig. 1 ein Blockdiagramm eines Systems zur Durchfihrung der Biosynthese, Optimierung und Reini-
gung von alkalischer Serinprotease aus Shewanella-Algen in Ubereinstimmung mit einer Ausfiihrungs-
form der vorliegenden Offenbarung zeigt;

Fig. 2 eine Tabelle mit biochemischen Tests des Protease produzierenden Bakteriums, das aus der
Braunalge Sargassummyriocystum isoliert wurde, in Ubereinstimmung mit einer Ausfiihrungsform der
vorliegenden Offenbarung zeigt;

Fig. 3 eine Tabelle fir die Varianzanalyse (ANOVA) firr ein quadratisches Reaktionsflachenmodell der
Proteaseproduktion in Ubereinstimmung mit einer Ausfihrungsform der vorliegenden Offenbarung
zeigt; und

Fig. 4 die Réntgenbeugungsanalyse der mit Proteaseenzymen behandelten Réntgenfiime gemaf einer
Ausfiuhrungsform der vorliegenden Offenbarung zeigt.

[0016] Der Fachmann wird verstehen, dass die Elemente in den Figuren der Einfachheit halber dargestellt
sind und nicht unbedingt mafRstabsgetreu gezeichnet wurden. Die Flussdiagramme veranschaulichen bei-
spielsweise das Verfahren anhand der wichtigsten Schritte, um das Versténdnis der Aspekte der vorliegen-
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den Offenbarung zu verbessern.Darlber hinaus kénnen ein oder mehrere Komponenten der Vorrichtung in
den Figuren durch herkdmmliche Symbole dargestellt sein, und die Figuren kdnnen nur die spezifischen
Details zeigen, die fiir das Verstandnis der Ausfiihrungsformen der vorliegenden Offenbarung von Bedeutung
sind, um die Figuren nicht mit Details zu verdecken, die fur Fachleute mit normalen Kenntnissen, die von der
vorliegenden Beschreibung profitieren, ohne weiteres erkennbar sind.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG

[0017] Um das Verstandnis der Erfindung zu férdern, wird nun auf die in den Figuren dargestellte Ausfih-
rungsform Bezug genommen und diese mit bestimmten Worten beschrieben. Es versteht sich jedoch von
selbst, dass damit keine Einschrankung des Umfangs der Erfindung beabsichtigt ist, wobei solche Anderun-
gen und weitere Modifikationen des dargestellten Systems und solche weiteren Anwendungen der darin dar-
gestellten Grundsatze der Erfindung in Betracht gezogen werden, wie sie einem Fachmann auf dem Gebiet
der Erfindung normalerweise einfallen wirden auf die sich die Erfindung bezieht.

[0018] Der Fachmann wird verstehen, dass die vorstehende allgemeine Beschreibung und die folgende
detaillierte Beschreibung beispielhaft und erlauternd fir die Erfindung sind und nicht als einschrankend ange-
sehen werden.

[0019] Wenn in dieser Beschreibung von ,einem Aspekt®, ,einem anderen Aspekt“ oder ahnlichem die Rede
ist, bedeutet dies, dass ein bestimmtes Merkmal, eine bestimmte Struktur oder eine bestimmte Eigenschaft,
die im Zusammenhang mit der Ausflihrungsform beschrieben wird, in mindestens einer Ausfuhrungsform der
vorliegenden Offenbarung enthalten ist. Daher kénnen sich die Ausdriicke ,in einer Ausfliihrungsform®, ,in
einer anderen Ausfuhrungsform® und &hnliche Ausdrucke in dieser Beschreibung alle auf dieselbe Ausfih-
rungsform beziehen, missen es aber nicht.

[0020] Die Ausdriicke ,umfasst®, ,enthaltend“ oder andere Variationen davon sollen eine nicht ausschlielli-
che Einbeziehung abdecken, so dass ein Verfahren oder eine Methode, die eine Liste von Schritten umfasst,
nicht nur diese Schritte einschlief3t, sondern auch andere Schritte enthalten kann, die nicht ausdricklich auf-
gefuhrt sind oder zu einem solchen Verfahren oder einer solchen Methode gehodren. Ebenso schliefen eine
oder mehrere Vorrichtungen oder Teilsysteme oder Elemente oder Strukturen oder Komponenten, die mit
L2umfasst...a“ eingeleitet werden, nicht ohne weitere Einschrankungen die Existenz anderer Vorrichtungen
oder anderer Teilsysteme oder anderer Elemente oder anderer Strukturen oder anderer Komponenten oder
zusatzlicher Vorrichtungen oder zusatzlicher Teilsysteme oder zusatzlicher Elemente oder zusatzlicher Struk-
turen oder zuséatzlicher Komponenten aus.

[0021] Sofern nicht anders definiert, haben alle hierin verwendeten technischen und wissenschaftlichen
Begriffe die gleiche Bedeutung, wie sie von einem Fachmann auf dem Gebiet, zu dem diese Erfindung
gehort, allgemein verstanden wird. Das System, die Methoden und die Beispiele, die hier angegeben werden,
dienen nur der Veranschaulichung und sind nicht als Einschrankung gedacht.

[0022] Ausflihrungsformen der vorliegenden Offenbarung werden im Folgenden unter Bezugnahme auf die
beigefligten Figuren im Detail beschrieben.

[0023] Fig. 1 zeigt ein Blockdiagramm eines Systems zur Durchfiihrung der Biosynthese, Optimierung und
Reinigung von alkalischer Serinprotease aus Shewanella-Algen gemag einer Ausfiihrungsform der vorliegen-
den Offenbarung, eine Sammeleinheit 102 zum Sammeln von Algenproben von Sargassummyriocystum, die
in wasserdichten, sterilen Polyathylenbeuteln gesammelt und auf Eis ins Labor gebracht werden.

[0024] In einer Ausfiihrungsform wird eine Isoliereinheit 104 zur Isolierung der Bakterien aus den gesammel-
ten Proben verwendet, bei der die Oberflache der ins Labor gebrachten Proben vorsichtig mit sterilem Meer-
wasser gespult wird und die Bakterien isoliert werden, indem die Mikroorganismen mit einem sterilen Watte-
stabchen von der Thalli-Oberflache abgeschabt werden, woraufhin die isolierten Bakterien auf Zobell-Mari-
ne-Agar-Platten getupft werden und diese versiegelten Platten dann 24-48 Stunden bei 37°C bebritet wer-
den, bis viele Bakterienkolonien erscheinen.

[0025] In einer Ausfihrungsform wird eine ldentifizierungseinheit 106 zur mikroskopischen Identifizierung
und biochemischen Charakterisierung von Shewanella-Algen unter Verwendung von Bergeys Handbuch ver-
wendet, wobei ein 16S rRNA-Bakteriengen-Sequenzierungsansatz zur Bestimmung des Stammes SNJASM8
verwendet wird und die gDNA von Shewanella-Algen unter Verwendung der CTAB-Methode fiir eine 12-stiin-
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dige Kulturbriihe und durch Durchfiihrung einer PCR-Amplifikation unter Verwendung der Primer FC-519
(5'-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3") und RC-1492 (5'-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3'") isoliert wird.

[0026] In einer Ausfiihrungsform wird eine Optimierungseinheit 108 zum Testen von Protease-Ausgangspa-
rametern auf die Ausbeute von Protease, die aus Shewanella-Algen gewonnen wird, verwendet, wobei ein
statistischer Box-Behnken-Entwurf zur Optimierung eines potenten Organismusprodukts verwendet wird und
eine signifikante Auswirkung auf jeden der bestimmten Parameter auf die Ausbeute von Protease anzeigt,
wobei eine multivariate Formel unter Verwendung der Response Surface Methodology (RSM) berechnet
wird und wobei eine Reihe von 29 BBD-Experimenten mit Mittelpunkten zur Bestimmung der Faktoren, die
zur Maximierung der Protease-Ausbeute verwendet werden, durchgefiihrt wird.

[0027] In einer Ausflihrungsform werden die isolierten Bakterienkolonien wiederholt aufgestreut, bis eine ein-
zige Kolonie auf der Agarplatte mit Zobell-Medium (0.5 % (w/v) Pepton, 0.1 % (w/v) Hefeextrakt, 0.1 8 %
(w/v) CaCOg, 0.010 % (w/v) CeHsFeO7 7H,0, 0.324 % NaySOy4, 0.055 % KCl,, 0.016 % NaHCO3;, 0.008 %
KBr, 0.88 % MgCl, 7H,0, 1.95 % NaCl, 1.5 % (w/v) Agar-Pulver und destilliertes Wasser. Nach dem erneu-
ten Aufbrechen werden die gereinigten einzelnen Bakterienkolonien bei einer Temperatur von 4°C aufbe-
wahrt, und es wird ein Protease-Plattentest mit einem mit Kasein 0.5 % (w/v) angereicherten Medium durch-
gefiihrt, um einzelne Bakterienkolonien zu untersuchen.

[0028] In einer Ausfiihrungsform wird ein anfangliches Inokulum einer Bakterienkultur mit einem Zobell-Mee-
resmedium zur Férderung des Bakterienwachstums aufrechterhalten, wobei das anféngliche Inokulum von 3
% in dem gesamten Satz von Bakterien aufrechterhalten wird, und wobei ein primares Bakterieninokulum von
3 % von 30 ml in 1 L sterilisiertes Zobell-Meeresmedium bei einem pH-Wert von 8.0 beimpft wird und das
beimpfte Medium flir 5 Tage in einer sanften Rotation bei 120 U/min bei einer Temperatur von 37 = 2 °C
wachsen gelassen wird.

[0029] In einer Ausflihrungsform werden die Gruppentests mit verschiedenen Quellen wie Gelatine, Rind-
fleischextrakt, pH-Wert und Temperatur fiir verschiedene Variablen getestet und jede der Variablen wird auf
die Proteaseausbeute getestet.

[0030] In einer Ausfihrungsform wird ein Protease-Enzymbestimmungstest durchgefiihrt und anschlieend
die Protease durch Ammoniumsulfatfallung gereinigt.

[0031] In einer Ausfiihrungsform werden verschiedene Bewertungen und Aktivitdten durchgefiihrt, wie z. B.
Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Zymogramme-Aktivitatsanalyse, Aminosduresequenzierung und Erstel-
lung eines 3D-Modells der Serinprotease unter Verwendung bioinfomatrischer Werkzeuge, eine Bewertung
des optimalen und stabilen pH-Werts und der thermischen Stabilitédt der gereinigten Shewanella-Algen-Pro-
tease sowie eine Bewertung der Protein- und kinetischen Parameter der Serinprotease.

[0032] In einer Ausfiihrungsform werden die Auswirkungen der Kohlenstoffquelle, der Stickstoffquelle, ver-
schiedener Metallionen und Inhibitoren sowie verschiedener Tenside und Lésungsmittel auf die gereinigte
Protease von Shewanella-Algen untersucht.

[0033] In einer Ausfihrungsform wird das Silber aus Réntgenfilmen gewonnen, wobei eine Rdntgenbeu-
gungsanalyse des Réntgenfilmrestes und eine Rasterelektronenmikroskopie des mit Protease behandelten
Roéntgenfilms durchgefiihrt wird.

[0034] In einer Ausfihrungsform umfasst der Assay zur Bestimmung der Protease: Aufbringen von 100 pL
experimentellem Protease-Enzym auf 1 ml einer 1%igen (w/v) Kaseinlésung, die 30 Minuten lang bei einer
Temperatur von 37°C inkubiert wird; Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 3 ml 10%iger (w/v) Trichlores-
sigsdure (TCA) und anschlieBendes Zentrifugieren fiir 5 Minuten bei 10,000 U/min; Neutralisieren des Uber-
stands von 500 pL mit 2.5 mL 0.5 N Natriumcarbonat nach der Zentrifugation; und Auftragen des Folin-Phe-
nol-Reagens auf 500 L des Uberstands und anschlieRBende Inkubation fiir 20 Minuten bei einer Temperatur
von 37°C, wobei die Absorption bei 660 nm abgelesen wird und wobei eine Einheit der Proteaseaktivitat als
die Summe der Tyrosinaquivalente (UM) bewertet wird und die Standardkurve fiir Tyrosin fiir die Berechnung
der proteolytischen Aktivitat erstellt wird.

[0035] In einer Ausflihrungsform wird eine geeignete Nahrstoffquelle aus Kohlenstoff und Stickstoff ausge-

wahlt, um die Produktion von Protease aus isolierten Bakterienarten zu Uberprufen, wobei dieses Experiment
in einem definierten Produktionsmedium in konischen 250-mL-Kolben durchgefiihrt wird, der 50 mL Medium
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enthélt. Die Kulturinokulum werden nach dem Autoklavieren des mit dem Medium geimpften Kolbens hinzu-
gefligt und unter verschiedenen Bedingungen mit verschiedenen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen in einer
Konzentration von 5 g/L bzw. 2 g/L gehalten, wobei die Kohlenstoffquellen Fruktose, Gelatine, Galaktose,
Glukose, Starke, Saccharose und Maltose und die Stickstoffquellen Hefeextrakt, Fleischextrakt, Rindfleisch-
extrakt, Pepton, Kasein, NH;SO4, K;HPO4, KHoPO4, KCI, KNO3; und CaCl, sind. Die bei 660 nm gemessene
anfangliche Protease-OD wird flr das definierte Produktionsmedium in konischen 250-mL-Kolben verwendet.

[0036] In einer Ausfiihrungsform werden die kinetischen Konstanten, die Michaelismenten-Konstante (Km)
und die maximale Enzymgeschwindigkeit (Vmax) unter Verwendung der Lineweaver-Burk-Karte bestimmt,
wobei die Auswirkung der Substratkonzentration auf die Reaktion von 0.25 % bis 1.0 % untersucht wird. Die
Gesamtproteinkonzentration wird mit Rinderserumalbumin bestimmt.

[0037] In einer Ausfihrungsform umfasst die Reinigung der Protease unter Verwendung von Ammoniumsul-
fit: Durchfiihrung einer Zentrifugation der erhaltenen Protease fir 10 Minuten bei 10000 U/min, um einen
Bakterieniiberstand zu erhalten; langsame Zugabe von Ammoniumsulfit-Salz zu dem erhaltenen Bakterien-
Uberstand, um eine 80%ige Sattigung zu erreichen, wonach das Gemisch 1 Stunde lang geriuhrt und tber
Nacht bei einer Temperatur von 4°C leicht geriihrt wird; Extrahieren des erhaltenen Proteinprazipitats aus
der Mischung fiir 10 Minuten bei 10000 U/min per Zentrifugation und anschlieRendes Auflésen in einem Puf-
fer von 50 mMTris-HCL und anschliefsendes Dialysieren flr 12 Stunden bei 4°C; Anpassen der gefallten Pro-
teinprobe auf Proteaseaktivitdt und Proteingehalt in der dialysierten bakteriellen Proteinprobe; Laden der dia-
lysierten Proteaseenzyme auf eine vorbalancierte DEAE-Cellulosesaule (1. 5 cm x 10 cm) in 10 mMTris-HCI--
Puffer (pH 8.5); und Durchfiihrung der Proteinelution mit einer Durchflussrate von 0.4 ml-* min unter Verwen-
dung von 10 mMTris-HCI-Puffer, der Natriumchlorid enthalt, wobei die UV-Absorption bei 280 nm abgelesen
und der beobachtete OD-Wert auf Proteasefunktion untersucht wird.

[0038] In einer Ausflihrungsform werden die Polyacrylamid-Gelelektrophorese und die Zymogramm-Aktivitat
unter Verwendung eines vernetzten 10%igen Polymerisationsgels durchgefihrt, wobei eine Silberfarbung zur
Darstellung der Proteinbanden erreicht wird. Ein Gelatine-Zymogramm wird unter Verwendung von 10%
SDS-haltigen Plattengelen und 0.5% Gelatine im Trenngel bei einer Temperatur von 4°C durchgefihrt. Zur
Durchflihrung der Gelelektrophorese wird das Gel dreimal bei Raumtemperatur fir 30 Minuten in 2 % (v/v)
Triton X-100 eingeweicht, um das Uberschiissige SDS zu entfernen. Das Zymogramm-Gel wird in Methanol--
GAA-Wasser (30:7:70,v/v/v) mit 0.1 % Coomassie Brilliant Blue (CBB) Blendblau R-250 geféarbt, gefolgt von
Methanol-GAA-Wasser (30:7:70,v/v/v), und das Verhalten der Enzyme wird durch Inkubation des Gels in
einem Wasserbad bei einer Temperatur von 40 °C Uber einen Zeitraum von 5 Stunden in einem Puffer aus
0.05 M Glycin-NaOH bei einem pH-Wert von 9.0 sichtbar gemacht.

[0039] In einer Ausflihrungsform werden die gereinigten Proteasebanden, die auf SDS-Gelen isoliert wur-
den, auf eine ProBlott-Membran Ubertragen, woraufhin die N-terminale Sequenz unter Verwendung einer
automatisierten Edman-Abbaumethode und eines Proteinsequenzierers, der mit einem HPLC-System ausge-
stattet ist, bei 140 °C analysiert wird, wobei einzigartige Aminosaurereste als Signale identifiziert werden. Ein
3D-Modell der Serinprotease wird auf der Grundlage der Proteindatenbank und unter Verwendung des
SWISS-MODEL-Servers erstellt, der die vergleichende Proteinstruktur-Homologiesimulation automatisiert,
wobei PyMOL fur die 3D-Modellvorhersage und -Analyse verwendet wird.

[0040] In einer Ausfihrungsform wird der optimale und stabile pH-Wert fir die gereinigte Protease von She-
wanella-Algen in verschiedenen Bereichen wie 5-12 unter Verwendung von Gelatine als 0.05 mol-! Substrat,
Succinatpuffer, pH-5, Phosphatpuffer und andere Puffersysteme fir pH 5.0-7.5, Tris-HCI als pH 8.0-9.0, Gly-
cin-NaOH als pH 9.5-11.0, Natriumphosphat als pH 11.5-12.0 untersucht. Die Tests zur Untersuchung der
Stabilitadt werden durchgefuhrt, indem jeweils 1 ml der isolierten Enzyme zusammen mit 3 ml des gewahlten
pH-Puffers bei 37°C fur 1 h und 24 h inkubiert und die Restaktivitdten analysiert und Gberwacht werden.

[0041] In einer Ausfiihrungsform wird eine optimale Temperatur fir Proteaseenzyme bestimmt, indem das
Reaktionsgemisch des Enzyms bei verschiedenen Temperaturen im TrisHCI-Puffer (pH 8.5) inkubiert und
die Proteaseaktivitdit gemessen wird, wobei die Enzyme zur Bewertung der thermischen Stabilitdt eine
Stunde lang bei verschiedenen Temperaturen inkubiert werden und die Restaktivitat unter den Bedingungen
des Proteasetests berechnet wird.

[0042] In einer Ausfiihrungsform werden die Auswirkungen verschiedener Metallionen und Inhibitoren auf

die Proteaseaktivitat sowie die Auswirkungen von Oberflachen und Lésungsmitteln auf die Proteaseaktivitat
von Shewanella-Algen untersucht. Die Auswirkungen von Metallionen wie Ca2+, Cu2+, Mg2*, Mn2*, Fe2*, K2
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+ Hg?* und Zn2* auf die katalytische Wirkung des Enzyms werden untersucht, indem eine Vorinkubation
einer bestimmten lonenlésung, die einen Puffer bei Raumtemperatur enthalt, mit gereinigten Enzymen durch-
gefihrt und nach einer Stunde Inkubation Gelatine zugesetzt wird und die Restaktivititen bewertet werden.
Die Auswirkungen verschiedener Proteaseinhibitoren wie Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Ethylendia-
mintetraessigsaure (EDTA), Dithiothreitol (DTT), B-Mercaptoethanol, Dithiobis (2-Nitrobenzoesaure) (DTNB)
Cysteinproteaseinhibitoren werden untersucht, die eine Konzentration von 1-5 mM in der proteolytischen
Aktivitdt melden. Um die Auswirkungen von Tensiden und Lésungsmitteln zu untersuchen, werden die Fol-
gen einer festen Konzentration von 1% verschiedener Tenside wie (SDS in (w/v), Tween-20, Tween-80,
Xylene, Triton X-100 in (v/v) auf die proteolytische Aktivitdt durch Vorinkubation bei einer Temperatur von
37°C fir 4 Stunden getestet.Es wird eine gleichzeitige Regelung mit Enzym- und Substratpuffer entwickelt,
und der Wert der Kontrolimethode wird als 100 % wahrgenommen. Die Stabilitdt der Losungsmittel auf die
Proteaseaktivitat wird in dieser Offenlegung verwendet, wobei die Losungsmittel DMSO, Ethanol, Aceton,
Hexan, Chloroform und Benzol (5 %) sind.

[0043] In einer Ausfiihrungsform erfolgt die Silberriickgewinnung aus dem Réntgenfilm durch Mischen des
quantifizierten und beschnittenen Films von 500 mg mit 150 U/ml Protease-Enzymldsung in einem sterilen
Kolben, der in einem Wasserbad gehalten wird, um die Temperatur der Lésung aufrechtzuerhalten. Die Film-
probe wird bei verschiedenen Temperaturen und Zeiten unter stdndigem Riihren und mit verschiedenen Sau-
ren und pH-Werten behandelt, wobei die Filme zu einem beliebigen Zeitpunkt aus der Enzymlésung entfernt
und die Rickstinde zentrifugiert werden. Der isolierte Rickstand enthalt schwarze Partikel, die gereinigt,
getrocknet und gewogen werden. Das nach der Behandlung erhaltene Silber wird mit Natriumkarbonat und
Borax im Verhaltnis 2:1 gemischt und das Gemisch wird mit Hilfe eines Graphittiegels in einem Ofen aufbe-
wahrt und dann fir eine Zeitspanne von 1:30 Stunden bei einer Temperatur von 550°C in den Ofen
gestellt.Das erhaltene Produkt wird mit einem Réntgenbeugungsanalysator (XRD) gemessen und charakter-
isiert, wobei das erhaltene Produkt mit einem Bruker D-8 bei 40 kV und 30 mA berechnet und beschrieben
wird und die Daten gemaf dem Protokoll aufgezeichnet werden. Die Réntgenabfalle werden in den Gesund-
heitszentren gesammelt und dann mit sterilem Wasser gewaschen und mit steriler, in Desinfektionsmittel
getrankter Baumwolle abgewischt. Die gesammelten Filme werden mit einer sterilen Schere in 1 cm x 1 cm
grofe Stiicke geschnitten und dann 20 Minuten lang bei 40 °C im Ofen gelagert. Ein Stiick der gesammelten
Filme wird mit einer Simulation mit 150 U/ml Protease-Enzym impragniert und dann mit sterilem Wasser
gewaschen und 20 Minuten lang bei 40 °C im Ofen gelagert. Die Rasterelektronenmikroskopie der mit Pro-
tease behandelten und unbehandelten Réntgenfiime wird mit dem leistungsstarken analytischen REM-Sys-
tem TESCAN VEGAS3 durchgefiihrt, das bei 30 kev arbeitet.

[0044] In einer Ausfiihrungsform kénnen die kodierten Wertparameter von Gruppentests mit verschiedenen
Quellen auf verschiedene Variablen getestet werden, indem die unten angegebene Gleichung (1) berechnet
wird:

xi = Xi— Xo/AX (1

[0045] Dabei stehen xi flr die kodierten Werte des i-ten Parameters und Xi fir den unverschliisselten Wert
des i-ten Priifparameters und Xo fiir den unverschlisselten Wert des i-ten Priifparameters am zentralen
Punkt.

[0046] In einer Ausfihrungsform wird ein Regressionsmodell zur Bewertung der Reaktionskurve als Poly-
nom zweiter Ordnung verwendet, wobei das Regressionsmodell in der nachstehenden Gleichung (2) darge-
stellt ist:

k K k-1 k
Y= Bo + 2 BiXi2 + z X2 + T 2 BXiX;
i=1 i=1 i=1 j=2

2)

wobei Y und Bo, Bi, Bii, und Bij die erwartete Antwort bzw. den Regressionskoeffizienten darstellen. Fir die
Berechnung der Regression und des Regressionsfaktorkoeffizienten werden die gesammelten Daten ver-
wendet und die Gleichungen mit Hilfe von ANOVA validiert, wobei die Berechnung des Anpassungswertes
das Hauptziel jedes Ausdrucks in der Gleichung ist.Die Oberflachendiagramme und Konturdiagramme wer-
den zur Bewertung der Einzel- und Interaktionsauswirkungen jedes Testdatensatzes auf die Proteaseaus-
beute verwendet, und um die besten Testvariablen zu ermitteln, werden inkodierte Einheiten ermittelt und

7/16



DE 20 2022 100 908 U1 2022.04.07

anschlieBend in uncodierte Einheiten umgewandelt.

[0047] Fig. 2 zeigt eine Tabelle der biochemischen Tests des Protease produzierenden Bakteriums, das aus
der Braunalge Sargassummyriocystum gemaf einer Ausflihrungsform der vorliegenden Offenbarung isoliert
wurde. Das Wachstum des Stammes SNJASM8 wird auf einem Wachstumsmedium bei einer Temperatur
von 37x2 °C flr 2 Tage beobachtet und auf der Grundlage von physiochemischen und Eigenschaften wird
der Stamm als ShewanellaSp. identifiziert und bei der Bestatigung mit der Gensequenzierung wird bestatigt,
dass der Stamm zu 99% mit Shewanella-Algen lbereinstimmt. Die Gensequenzierung wurde bereits in das
Geneback gestellt, und das NCBI vergab die Zugangsnummer fir die partielle Gensequenzierung,
MTO067583. Von den insgesamt neun Isolaten weisen nur vier Stdmme auf 1%igen Gelatine-Zobell-Agar-Plat-
ten eine aktive Hydrolysezone auf, wobei eine maximale Hydrolysezone mit einem Durchmesser von 25 nm
beobachtet wird, wenn sie mit gesattigtem Ammoniumsulfat geflutet wird, und bei den anderen drei Isolaten
werden relativ geringe proteolytische Zonen mit einem Durchmesser von 17, 13 und 11 mm beobachtet.

[0048] In einer Ausflihrungsform werden die verschiedenen Kohlenstoffquellen bei einer Konzentration von 1
% auf die Proteaseproduktion in Shewanella-Algen getestet, die am funften Tag der Inkubation in dem mit
Glukose geanderten Medium eine relative Aktivitadt von bis zu 152 % erreicht. Die Starke als Kohlenstoff-
quelle hat die niedrigste relative Proteaseaktivitat, die 34 % betragt, und Glukose als Kohlenstoffquelle hat
die maximale extrazelluldre Proteaseproduktion in Shewanella-Algen mit einer Konzentration von 10 g/L mit
einer hochsten relativen Aktivitat von 126 % im Vergleich zum Rest der Konzentration gezeigt. Die niedrigste
relative Proteaseaktivitat von 30 % wird im Fall von Glukose mit einer Konzentration von 2 g/L festgestellit.

[0049] In einer Ausfihrungsform werden verschiedene Stickstoffquellen mit einem Prozentsatz von 0.25 %
fur die Proteaseproduktion in Shewanella-Algen getestet. Die Testergebnisse zeigten, dass der Blatt-Extrakt
die maximale extrazellulare Protease-Produktion mit einer relativen Aktivitdt von 76% unterstiitzt, wahrend
die niedrigste relative Aktivitat bei 28% lag und im Falle von Kaliumnitrat aufgezeichnet wurde. Der mit 2 g/L
getestete Blatt-Extrakt zeigte die maximale Protease-Produktion in Shewanella-Algen mit einer relativen Akti-
vitat von 72 % und die niedrigste bei 0.5 g/L mit einer relativen Aktivitdt von 18 %.

[0050] Fig. 3 zeigt eine Tabelle fir die Varianzanalyse (ANOVA) fir ein quadratisches Reaktionsflachenmo-
dell der Proteaseproduktion in Ubereinstimmung mit einer Ausfiihrungsform der vorliegenden Offenbarung.
Eine Response-Surface-Methode (RSM) wird in Kombination mit BBD eingesetzt, um die Auswirkungen von
Verfahrensvariablen wie Gelatine, Rindfleischextrakt, pH-Wert und Temperatur auf die Proteaseproduktion
zu bewerten, wobei die Gleichung aus der multiplen Regressionsanalyse gewonnen wird und unten darge-
stellt ist:

Gleichung Kodierte Faktoren:

Protease = —4621.665 + 34.233x A +347.185x B+757.850x C +82.138x D —7.333x
AXB + 2.250xAxC — 0.016xAXD — 17.333xBxC — 1.022xBxD-0.6333xCxD-7.441xA% — 60.474B2 —
44.266xC2 —1.018xD?

[0051] Der Wert des Bestimmungskoeffizienten und des Durchgangskoeffizienten betragt 12.64 bzw.
0.7397. Zur Bewertung der Signifikanz der einzelnen Koeffizienten werden die P-Werte 0.002 verwendet. Ein
niedriger p-Wert weist auf einen entsprechend wichtigen Koeffizienten hin. Die korrelierenden p-Werte sind
klein (P<0.05), wobei der lineare Koeffizient (D) und die Koeffizienten des quadratischen Terms (A2, B2, C2)
signifikant waren. Die anderen Koeffizienten fir den Term (P >0.05) sind nicht relevant.

[0052] Die Auswirkungen von Rindfleischextrakt und Gelatine auf die Proteaseproduktion wurden unter-
sucht. Die Ergebnisse zeigten, dass der Rindfleischextrakt in der Kombination mit einem niedrigen Gelatine-
gehalt zu einer geringen Proteaseproduktion von 85.2 U/ml fihrt. Die optimale RSM-Kombination aus nied-
rigem Rindfleischextrakt und hohem Gelatinegehalt fiihrt zu einer maximalen Proteaseproduktion von 162
U/mL, wobei zu erkennen ist, dass die Zunahme des Gelatinegehalts direkt proportional zur Zunahme der
Proteaseproduktion ist. Als Gelatine als Stickstoffquelle verwendet wurde, produzierte das Halobacterium sp.
LBU5S0301 in der nichtstatistischen Methodik die hochste Proteaseproduktion (43.07 U/mL).

[0053] Die Auswirkungen von Gelatine und pH-Werten auf die Proteaseproduktion werden bewertet, wobei

die Ergebnisse dieser Bewertung zeigen, dass die Kombination aus verschiedenen Gelatinegehalten und
moderaten pH-Werten eine hohe Proteaseproduktion von 141.8 U/ml ergibt, wobei festgestellt wird, dass die
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Abnahme des Endproduktwerts mit der Abnahme der pH- und Gelatinewerte zusammenhangt, wobei ein
hoher pH-Wert, der einem niedrigen Gelatinegehalt entspricht, zu einem niedrigeren Proteasewert von 80
U/ml fihrt. Die mittlere Kombination aus pH-Wert und Gelatine fiihrt zu einer maximalen Proteaseproduktion
von 138.6 U/ml.

[0054] Die Wirkung verschiedener Temperaturen und Gelatine auf die Proteaseproduktion wurde untersucht,
und die Versuchsergebnisse zeigten, dass der Wert der Proteaseproduktion mit zunehmender Temperatur
und abnehmender Gelatinekonzentration zunimmt, aber wenn der Temperaturwert Gber einen Schwellenwert
steigt, nimmt der Wert der Proteaseproduktion ab.

[0055] Die Wirkung von Rindfleischextrakt und pH-Wert auf die Proteaseproduktion wurde untersucht, und
die Ergebnisse zeigten, dass ein Hochstwert von 146.2 U/ml Proteaseproduktion durch die Kombination von
1.25 g/L Rindfleischextrakt als Stickstoffquelle und moderaten pH-Werten erreicht wird. Die Erhéhung des
pH-Wertes und des Rindfleischextraktes fiihrt zu einem Rickgang der Proteaseproduktion, wobei der Wert
91 U/mL betragt.

[0056] Die Wirkung von Rindfleisch-Extrakt und Temperatur auf die Protease-Produktion Ebene ist Studien,
wobei die Ergebnisse zeigten, dass die ein niedriges Niveau der Protease-Produktion mit einem Wert von 86
U/mL ist ein Ergebnis der hohen Gehalt an Rindfleisch-Extrakt und niedriger Temperatur, wobei der mittlere
Beitrag der Rindfleisch-Extrakte Wert und Temperatur zeigt, dass die maximale Protease-Produktion.

[0057] Die Auswirkungen von Temperatur und pH-Wert auf die Proteaseproduktion wurden untersucht,
wobei die Ergebnisse zeigten, dass bei niedriger Temperatur und niedrigem pH-Wert der Wert des Endpro-
dukts mit 102.2 U/ml vergleichsweise niedrig ist. Bei einer Erhéhung des pH-Werts und der Temperatur auf
einen optimalen Wert wurde festgestellt, dass der Wert des Endprodukts vergleichsweise héher ist, aber jen-
seits dieser Werte von Temperatur und pH-Wert nimmt der Wert der Proteaseproduktion drastisch ab.

[0058] Die Ergebnisse zeigten, dass das RSM ein effektives Modell fir die Analyse der Interaktion der Para-
meter und deren Auswirkungen auf die Proteaseproduktion in Shewanella-Algen ist.

[0059] Die Experimente, die zur Analyse der Auswirkungen der Parameter durchgefiihrt werden, werden 5
Tage lang durchgefiihrt, und alle 6 Stunden wird das Wachstum des Bakteriums bei 600 nm aufgezeichnet
und die Proteaseproduktion bei 660 nm bestimmt.

[0060] In einer Ausflihrungsform wird eine Bewertung der gereinigten Protease mit SDS-PAGE durchgefiihrt,
wobei das Kulturfiltrat von Shewanella-Algen einer unterschiedlichen Fraktionierung unter Verwendung von
80 % Ammoniumsulfat-Fallung (ASP) unterzogen und dann dialysiert wird, um die Uberschiissige Salzkon-
zentration aus der ausfallenden Probe zu entfernen, und nach der Dialyse wird die Probe der DEAE-Cellulo-
se-lonenaustausch-Saulenchromatographie unterzogen, von wo aus die gesammelten Fraktionen fir den
Protease-Plattentest verwendet werden, und die aktiven Proteasefraktionen werden zur weiteren Verwen-
dung lyophilisiert. Zur Charakterisierung der gereinigten Protease wurden UV-Spektroskopie und SDS-PAGE
durchgefihrt. Die Ergebnisse der Charakterisierung zeigten, dass die gereinigte Protease im UV-Spektropho-
tometer bei 280 nm einen einzelnen Peak aufwies. Die SDS-PAGE-Charakterisierung mit der Silberfarbung
zeigte eine klare einzelne Monomerbande mit einer erwarteten Molekularmasse von 45 KDa im reinen Pro-
tein, wobei die meisten der alkalischen Protease eine Molekularmasse von weniger als 130 kDa aufwiesen.
Eine Proteaseaktivitdt auf dem Zymogramm-Gel wird auch durch eine einzelne Bande in der SDS-PAGE
gezeigt, die durch die saulengereinigte Fraktion angezeigt wird. Der Km- und Vmax-Wert der gereinigten Pro-
tease betragt 2.5 mg/ml bzw. 140 U/ml.

[0061] Die Sequenz der NH2-terminalen Aminosauren der Serinprotease aus Shewanella-Algen erweist sich
als einheitlich und in ihrer reinsten Form, wobei die Sequenz zu 89%, 36% und 45% identische Werte mit
denen aufweist, die flr andere Serinproteasen ermittelt wurden.

[0062] In einer Ausflihrungsform hat die Shewanella-Algenprotease ihre Aktivitdten im pH-Bereich von 7 bis
11 gezeigt, wobei sich herausstellte, dass die Protease bei einem pH-Wert von 8 bis 10 eine optimale Aktivi-
tat zeigt, aber mit der Erhéhung des pH-Werts von 10 nimmt die Aktivitat ab, was auch bei saurer Natur, d. h.
bei einem pH-Wert von 5, geschieht. Die alkalische Serinprotease halt den Aktivitdtsbereich von 8-11 und die
Enzyme haben auch bei einer Inkubationszeit von 24 Stunden keine vibrierende Aktivitat bei einem Bereich
unter pH-6 gezeigt. Die Shewanella-Algenprotease zeigte ihre Aktivitaten in einem Temperaturbereich von
20-80°C, wobei die Enzyme ein Optimum bei einer Temperatur von 50°C aufwiesen und 56% bzw. 48% der
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hohen Aktivitédt bei einer Temperatur von 40°C bzw.50°C erreichten. Wenn die Temperatur tUber den Wert
von 60°C ansteigt, nimmt die Aktivitat ab. Die Serinprotease zeigte eine Aktivitat von 68 % bei einer Tempe-
ratur von 50 °C, aber oberhalb von 60 °C sank das Aktivitdtsniveau drastisch.

[0063] In einer Ausflihrungsform werden die Auswirkungen verschiedener NaCl-Konzentrationen auf die
Proteaseproduktion untersucht, wobei die Versuchsergebnisse zeigen, dass die alkalische Serinprotease
aus Shewanella-Algen bei einer Konzentration von 2-4% NaCl hochaktiv ist. Es wurde auch festgestellt,
dass die Protease in der Lage ist, eine Aktivitdt von 40 % bei niedrigeren NaCl-Konzentrationen wie 1-2 %
NaCl-Konzentration aufrechtzuerhalten, wobei auch festgestellt wurde, dass die Serinprotease bei einer
NaCl-Konzentration von 3-4 % stabiler ist und ebenfalls eine Aktivitdt von 40 % aufrechterhalt. Aufgrund die-
ser guten Stabilitdt bei verschiedenen NaCl-Konzentrationen wird das Shewanella-Algenenzym in vielen
industriellen Anwendungen eingesetzt.

[0064] In einer Ausfiihrungsform werden die Auswirkungen von Oxidationsmitteln und Reduktionsmitteln auf
die Protease-Stabilitat untersucht, wobei die experimentellen Ergebnisse zeigten, dass die Protease aus
Shewanella-Algen stabil ist und Gber 40% Aktivitdt in der Existenz SDS wie Tween-20, Tween-80 und die im
Falle von TritonX-100, Harnstoff-Substanzen, die Protease haben niedrigere Aktivitat von 35% gezeigt.

[0065] In einer Ausflihrungsform werden die Auswirkungen von Kationen und Inhibitoren auf die Protease-
produktion untersucht, wobei die Ergebnisse gezeigt haben, dass die Shewanella-Alge eine stabile Aktivitat
von 42 %, 52 %, 44 %, 39 % und 40 % gegenliber Kationen wie Mg+*2, Zn+2, MgCI*2, Ca*2 und Cu*2 aufweist.
Die Protease zeigte eine geringere Aktivitat von 32 % fur das Schwermetall HgCl,, wobei die meisten Mg
+2-lonen als Stimulanzien fir die Proteaseaktivitat wirken. Es wird auch beobachtet, dass die Mg*2-lonen auf
die 44%ige Aktivitdt der Shewanella-Algen-Protease reagieren. Die Beobachtung zeigte, dass die Protease
stabiler ist und die aktive Form der 5mM-Konzentration bei 52% mit Zn+2-lonen zeigte. Eine Aktivitdt von 40
% wird mit 5 mM Ca*2-lonen beibehalten. Aus all diesen Griinden kann man leicht zu dem Schluss kommen,
dass die Shewanella-Alge in verschiedenen Metallionen stabiler ist und in vielen industriellen Prozessen aus-
giebig verwendet werden kann. Die gereinigte Form der Shewanella-Algen-Protease wird durch Phenylme-
thansulfonylfluorid verhindert und diese Form zeigt ihre Serinform.

[0066] In einer Ausfihrungsform werden die Auswirkungen verschiedener Puffer und unterschiedlicher
Lésungsmittel auf die Aktivitat der gereinigten Protease untersucht, wobei die Ergebnisse zeigen, dass Puf-
fersysteme wie Tris-HCI, Glycin-NaOH und Natriumphosphatpuffer eine héhere Enzymaktivitat von Uber 44
%, 32 % bzw. 22 % aufweisen. Bei Puffersystemen mit saurem pH-Wert, wie Citrat-, Succinat- und Phosphat-
puffer, lag die relative Proteaseaktivitat bei 4 %, 6 % bzw. 16 %. Die Behandlung der gereinigten Protease mit
Lésungsmitteln wie Aceton, Ethanol, Benzol, DMSO, Chloroform und Hexan flihrte zu einer Verringerung der
relativen Proteaseaktivitat. Die relative Proteaseaktivitat im Falle von Ethanol, Chloroform und Aceton betragt
28 %, 24 % bzw. 16 %. Die Protease-Aktivitdten fir niedrig polare Lésungsmittel wie DMSO, Benzol und
Hexan liegen bei 30 %, 32 % bzw. 35 %.

[0067] In einer Ausfuihrungsform haben die experimentellen Ergebnisse der Silberriickgewinnung aus Rént-
genfilmen unter Verwendung des Serinprotease-Enzyms gezeigt, dass die Serinprotease eine Gelatinaseak-
tivitdt und die Fahigkeit zur Hydrolyse der Gelatineschicht aufweist, was zur Entfernung von Silber auf dem
Roéntgenfilm flhrt, wobei dieser Schritt ein erster Schritt in der Silbersalzrickgewinnung aus Rdntgenfiimen
auf umweltfreundliche und umweltfreundliche Weise ist.

[0068] Fig. 4 zeigt die Rontgenbeugungsanalyse der mit Protease-Enzymen behandelten Roéntgenfiime
gemalf einer Ausfihrungsform der vorliegenden Offenbarung. Die Rdntgenbeugungsanalyse zeigt scharfe
und solide Beugungsspitzen, die bei 20 = 37.52°, 45.19° und 65.32° gefunden werden und den Reflektionen
der (110)-, (210)- und (200)-Ebenen der Ag-Partikel ahneln. Die Intensitat der XRD-Spitzen zeigt die hohe
Kristallinitdt des Ag-Pulvers. Die Tatsache, dass kein Peak beobachtet wird, der auf das Vorhandensein von
Ag-Partikel wie metallisches Silber und Silberpartikel zurtickzuflihren ist, zeigt, dass nur reines Ag-Pulver
das Endprodukt nach der Warmebehandlung ist.

[0069] In einer Ausfiihrungsform wird die Rasterelektronenmikroskopie (REM) der mit enzymatischer Serin-
protease behandelten Rdntgenfilme durchgefiihrt, wobei der Filmrest fir die Warmebehandlung verwendet
wird und Ag-Mikropartikel erhalten werden. Die Ag-Mikropartikel sind kugelférmig und befinden sich in der
Gelatineschicht der veredelten Réntgenfilme. Die Ergebnisse zeigen, dass die Partikel ihre Form wéahrend
des enzymatischen Extraktionsprozesses beibehalten haben, wobei auch festgestellt wurde, dass das meiste
Silber aus weniger saurem Medium gewonnen wird, was auf die langsame enzymatische Aktivitat bei nied-
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rigem pH-Wert hinweist und es nicht moglich ist, Ag aus Réntgenfiimabfallen zu gewinnen. In der Zeitspanne
von 30 bis 60 Minuten stieg die Rickgewinnung von Silber auf 300 ug, 350 ug und 425 ug, wahrend die
Masse des Films auf 500.8 mg, 500.6 mg und 500.3 mg abnahm. Ein Anstieg ist auch bei der Strippzeit von
60 min und 120 min zu beobachten, was jedoch keinen Einfluss auf die Silberrickgewinnung von 425 ug
und die Masse des Films von 500.6 mg hatte.

[0070] In einer Ausfihrungsform zeigt das Modul-Docking der Serinprotease, dass sie eine Trypsin-ahnliche
Struktur mit einer aktiven Stelle zwischen zwei parallelen Beta-Strukturen aufweist, wobei sie eine typische
katalytische Traid aufweist, die fir die Peptidhydrolyse verantwortlich ist. Zu den aktiven Stellen gehéren HIS
220, ASP 249 und SER 340 sowie SER 245, HIS 373 und ASP 387. Das Vorhandensein von HIS und ASP
an der aktiven Stelle fungiert als katalytische Base und Saure, die auch fir die Peptidhydrolyse verantwortlich
ist. Die Amidbindung des Rickgrats hat eine Resonanzstruktur, die fir die katalytische Lyse anfallig ist,
wobei die katalytische Hydrolyse von der Unterstlitzung durch den umgebenden Hohlraum abhangig ist.
Amidbindungen in der Nahe von Lysin und Arginin sind anfallig fir Hydrolyse. Das molekulare Docking der
Serinprotease zeigt, dass sie eine homotrimere Struktur besitzt.

[0071] Die Figuren und die vorangehende Beschreibung geben Beispiele fiir Ausfiihrungsformen. Der Fach-
mann wird verstehen, dass eines oder mehrere der beschricbenen Elemente durchaus zu einem einzigen
Funktionselement kombiniert werden kdnnen. Alternativ dazu kdnnen bestimmte Elemente in mehrere Funk-
tionselemente aufgeteilt werden. Elemente aus einer Ausfiihrungsform konnen einer anderen Ausfiihrungs-
form hinzugefligt werden. Die Reihenfolge der hier beschriebenen Prozesse kann beispielsweise geandert
werden und ist nicht auf die hier beschriebene Weise beschrankt. AuRerdem missen die Handlungen eines
Flussdiagramms nicht in der dargestellten Reihenfolge ausgefihrt werden; auch missen nicht unbedingt alle
Handlungen durchgefiihrt werden. Auch kénnen die Handlungen, die nicht von anderen Handlungen abhan-
gig sind, parallel zu den anderen Handlungen ausgefiihrt werden. Der Umfang der Ausfiihrungsformen ist
durch diese spezifischen Beispiele keineswegs begrenzt. Zahlreiche Variationen sind moglich, unabhangig
davon, ob sie in der Beschreibung explizit aufgefiihrt sind oder nicht, wie z. B. Unterschiede in der Struktur,
den Abmessungen und der Verwendung von Materialien. Der Umfang der Ausfiihrungsformen ist mindestens
so grofd wie in den folgenden Anspriichen angegeben.

[0072] Vorteile, andere Vorzige und Problemlésungen wurden oben im Hinblick auf bestimmte Ausfiihrungs-
formen beschrieben. Die Vorteile, Vorzlige, Problemlésungen und Komponenten, die dazu fihren kénnen,
dass ein Vorteil, ein Nutzen oder eine Lésung auftritt oder ausgepragter wird, sind jedoch nicht als kritisches,
erforderliches oder wesentliches Merkmal oder Komponente eines oder aller Anspriiche zu verstehen.

Bezugszeichenliste

100 Ein System zur Durchfuihrung der Biosynthese, Optimierung und Reinigung von alkalischer
Serinprotease aus Shewanella-Algen

102 Eine Sammlungseinheit

104 Eine Isoliereinheit

106 Eine Identifikationseinheit

108 Eine Optimierungseinheit

Schutzanspriiche

1. System zur Durchfiihrung der Biosynthese, Optimierung und Reinigung von alkalischer Serinprotease
aus Shewanella-Algen, wobei das System umfasst:
eine Sammelstelle und zum Sammeln von Algenproben von Sargassummyriocystum, die in wasserdichten
sterilen Polyathylenbeuteln gesammelt und auf Eis ins Labor gebracht werden;
eine Isoliereinheit zur Isolierung der Bakterien aus den gesammelten Proben, wobei die Oberflache der ins
Labor gebrachten Proben vorsichtig mit sterilem Meerwasser abgespult wird und die Bakterien isoliert wer-
den, indem die Mikroorganismen mit einem sterilen Wattestabchen von der Oberflache der Thalli abgekratzt
werden, woraufhin die isolierten Bakterien auf Zobell-Marine-Agar-Platten getupft und diese versiegelten
Platten dann 24-48 Stunden bei 37°C bebritet werden, bis viele Bakterienkolonien auftreten;
eine Identifizierungseinheit fir die mikroskopische ldentifizierung und biochemische Charakterisierung von
Shewanella-Algen unter Verwendung von Bergeys Handbuch, wobei ein 16S rRNA-Bakteriengen-Sequen-
zierungsansatz zur Bestimmung des Stammes SNJASM8 verwendet wird und die gDNA von Shewanel-
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la-Algen unter Verwendung der CTAB-Methode fiir eine 12-Stunden-Kulturbriihe und durch Durchflihrung
einer PCR-Amplifikation unter Verwendung der Primer FC-519 (5-CAGCAGCCGCGGTAATAC-3") und
RC-1492 (5-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3") isoliert wird; und

eine Optimierungseinheit zum Testen von Protease-Ausgangsparametern auf die Ausbeute von Protease,
die aus Shewanella-Algen erhalten wird, wobei ein statistischer Box-Behnken-Entwurf zur Optimierung
eines potenten Organismusprodukts verwendet wird und eine signifikante Auswirkung auf jeden der
bestimmten Parameter auf die Ausbeute von Protease anzeigt, wobei eine multivariate Formel unter Ver-
wendung von Response Surface Methodology (RSM) berechnet wird und wobei eine Reihe von 29
BBD-Versuchstests mit Mittelpunkten zur Bestimmung der Faktoren durchgefiihrt wird, die zur Maximierung
der Protease-Ausbeute verwendet werden.

2. System nach Anspruch 1, wobei die isolierten Bakterienkolonien wiederholt aufgestreut werden, bis
eine einzelne Kolonie auf der Zobell-Medium-Agarplatte (0.5 % (w/v) Pepton, 0.1 % (w/v) Hefeextrakt, 0.1
8 % (w/v) CaCOs, 0.010 % (w/v) CeHsFeO;7H,0, 0.324 % Na,SO4, 0.055 % KCl,, 0.016 % NaHCOs3;, 0.
008 % KBr, 0.88 % MgCl, 7H,0, 1.95 % NaCl, 1.5 % (w/v) Agar-Pulver und destilliertes Wasser, wobei
nach dem Ausstreuen die gereinigten einzelnen Bakterienkolonien bei einer Temperatur von 4°C aufbe-
wahrt werden, und ein Protease-Plattentest mit einem mit Casein 0.5 % (w/v) angereicherten Medium zum
Screening einzelner Bakterienkolonien durchgefuhrt wird.

3. System nach Anspruch 1, wobei ein anfingliches Bakterienkultur-Inokulum mit einem Zobell-Meeres-
medium zur Forderung des Bakterienwachstums aufrechterhalten wird, wobei das anfangliche Inokulum
von 3 % in dem gesamten Satz von Bakterien aufrechterhalten wird, und wobei ein primares Bakterien-Ino-
kulum von 3 % von 30 ml in 1 L sterilisiertes Zobell-Meeresmedium bei einem pH-Wert von 8.0 beimpft wird
und das beimpfte Medium fiir 5 Tage in einer sanften Rotation bei 120 U/min bei einer Temperatur von 37 +
2 °C wachsen gelassen wird.

4. System nach Anspruch 1, wobei die Gruppentests mit verschiedenen Quellen wie Gelatine, Rind-
fleischextrakt, pH-Wert und Temperatur auf verschiedene Variablen getestet werden und jede der Variablen
auf Proteaseausbeute getestet wird.

5. System nach Anspruch 1, bei dem ein Protease-Enzymbestimmungstest durchgefiihrt und die Pro-
tease anschliefend durch Ammoniumsulfatfallung gereinigt wird.

6. System nach Anspruch 1, bei dem verschiedene Auswertungen und Aktivitdten durchgefiihrt werden,
wie z.B. Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Zymogramm-Aktivitdtsanalyse, Aminosauresequenzierung
und Erstellung eines 3D-Modells der Serinprotease unter Verwendung bioinfomatrischer Werkzeuge, eine
Auswertung des optimalen und stabilen pH-Werts und der thermischen Stabilitdt der gereinigten Shewanel-
la-Algen-Protease sowie eine Auswertung der Protein- und kinetischen Parameter der Serinprotease.

7. System nach Anspruch 1, bei dem die Auswirkungen einer Kohlenstoffquelle, einer Stickstoffquelle,
verschiedener Metallionen und eines Inhibitors sowie verschiedener Tenside und Ldsungsmittel auf die
gereinigte Shewanella-Algen-Protease bewertet werden.

8. System nach Anspruch 1, wobei das Silber aus Réntgenfilmen gewonnen wird, wobei eine Rontgen-
beugungsanalyse an dem R&ntgenfilmrest und ein Rasterelektronenmikroskop des proteasebehandelten
Roéntgenfilms durchgeflihrt wird.

Es folgen 4 Seiten Zeichnungen
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