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rende slegten Bocillus.
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En alkalisk protease API-21 har folgende fysisk-kemiske egenskaber:

1) Aktivitet: hydrolyserer casein under basiske betingelser, har et
optimalt pH-omride pa 10-11 og et optimalt temperaturomrade for akti-
vitet pa 45-50°C,

2) Stabilitet: ingen ned i Y ivitet iagtt ved opvarm- Fl' 5 )

ning op til 40°C uden substrat i 10 minutter ved en pH-vardi pd 10, g. 3501 -83
men der jagttages en nedgang i enzymaktivitet p3 90% eller mere ved

opvarmning ti! 50°C i 10 minutter ved en pH-vardi pa 10. Deaktive-

ring forekommer ved opvarmning til 50°C i 10 minutter ved en pH- 2|O
vardi pd 8, og fuldstendig deaktivering opstir ved opvarmning til *
60°C i 10 minutter ved en pH-vardi pd 8. Proteasen er stabil under 180

basiske betingelser, iser i et pH-omrade pa 7-11,5, og er stabil over
for frysning og frysetorring; og
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Den foreliggende opfindelse angar en hidtil ukendt alkalisk protease
betegnet API-21 og en fremgangsmade til fremstilling deraf.

Alkalisk protease anvendes i betydeligt omfang inden for forskellige
omrader sisom laderindustrien, levnedsmiddelindustrien, fiber- eller
tekstilindustrien, eller lagemiddelindustrien eller den farma'ceutiske
industri, fordi alkalisk protease er temmelig stabil over for varme
sammenlignet med neutral protease. Endvidere er efterspgrgslen efter
enzymer som tilsztningsstof til detergenter for nylig blevet forgget.
Enzymer, som i praksis anvendes som tilsetningsstof til detergenter,
er alkaliske proteaser, som stammer fra bakterier tilhgrende slagten
Bacillus, der har en maksimumaktivitet ved en pH-veardi pd ca. 9-10.
De fleste af de ovennavnte enzymer har en maksimumaktivitet ved en
relativt hoj temperatur, iszr ca. 60°C, men er inaktive eller mindre
aktive ved en relativt lav temperatur, is@r ca. stuetemperatur. Dette
betyder, at enzymernes karakteristika ikke fuldt ud udnyttes i et
land som Japan, hvor tej sadvanligvis vaskes ved stuetemperatur.
Endvidere er der behov for udviklingen af enzymer med bevaret
enzymaktivitet selv ved en relativt lav temperatur som folge af den
forpgede anvendelse af kemiske fibre til toj med en relativt lav var-
mestabilitet og som felge af den for nyligt opstidede energisparebeva-

gelse.

Formalet med den foreliggende opfindeise er fplgelig at eliminere de
ovennavnte ulemper ved de kendte alkaliske proteaser ved at tilveje-
bringe en hidtil ukendt alkalisk protease med en hgj enzymaktivitet
ved relativt lav temperatur og en fremgangsmade til fremstilling
heraf.

Den alkaliske protease API-21 ifglge opfindelsen er ejendommelig ved,

a) at den har en optimal proteolytisk aktivitet ved en pH-vardi pa
10-11 og ved en temperatur pa 45-50°C, idet aktiviteten males over

for casein,

b) at den er et protein med en molekylvagt pé ca. 22.000 bedgmt ved
en gelfiltreringsmetbde, et isoelektrisk punkt pad 7,4, bedgmt ved en
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elektrofokuseringsmetode, en absorptionsspids 'pé 275-282 nm i et
UV-absorptionsspektrum, IR-absorptionskarakteristika som vist i fig.

5, og har en serinrest i det aktive sted,

¢) at den har folgende aminosyresammenstning:

fysin 4
histidin 8
arginin 8
tryptophan 0
asparaginsyre/asparagin 27
threonin 10
serin 17
glutaminsyre/glutamin 14
prolin 7
glycin 30
alanin 26
valin 20
methionin 4
isoleucin 10
leucin 14
tyrosin 12
phenylalanin 4
cystein/cystin 0
°g

d) at den er identisk med den protease, der dannes ved aerob
dyrkning af Bacillus-stammen deponeret under nr. FERM BP-93

i et egnet basisk dyrkningsmedium.

Fremgangsmaden ifolge opfindelsen er ejendommelig ved, at en stamme
af arten NKS-21, for hvilken stammen Bacillus FERM BP-93 er type-
stammen, dyrkes i et egnet basisk dyrkningsmedium, hvorpa den alka-
liske protease API-21 udvindes fra det dyrkede produkt.

Opfindelsen belyses narmere under henvisning til tegningen, hvor
fig. 1 grafisk viser det optimale pH-omrade for enzymet ifelge opfin-

delsen,
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fig. 2 grafisk viser stabiliteten, hvad angar pH, af enzymet ifolge
opfindelsen uden substrat,

fig. 3 grafisk viser det aktive temperaturomrade og den optimale tem-
peratur for enzymet ifolge opfindelsen,

fig. 4A og 4B grafisk viser stabiliteten, hvad angar temperatur, af
enzymet ifolge opfindelsen uden substrat ved en pH-vardi pd- hen-
holdsvis 10 og 8, og

fig. 5 viser Fourier-transformations infrarodt spektrum for enzymet

ifolge opfindelsen.

Starr;men Bacillus FERM BP-93, som tilherer arten Bacillus sp. nov.
NKS-21 (i det felgende benazvnt NKS-21), der kan danne alkalisk
protease med en hej aktivitet ved en relativt lav temperatur, blev
isoleret fra en jordpreve ved Fuchu-shi, Tokyo, Japan. Ud fra de
mikrobiologiske egenskaber har det vist sig, at den er en hidtil

ukendt aerob sporangiumbakterie tilhprende slegten Bacillus.

Denne bakterie NKS-21 er den 3. februar 1982 blevet deponeret hos
Fermentation Research Institute (FRI) i Japan i henhold til Budapest-
traktaten som Bacillus nr. FERM BP-93.

Denne bakteries mikrobiologiske egenskaber er angivet nedenfor. De
reagenser og isolationsmetoder, der blev anvendt til bestemmelse af de
mikrobiologiske egenskaber af bakterien NKS-21, var som beskrevet i
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 8. udgave, 1974.
Isolationen af bakterien fra jordpreven blev udfert som fglger: en lille
mazngde af en jordmasse blev sat til et peptonmedium, og dyrkningen
blev udfert i en rystedyrkningsbeholder ved en pH-veardi pa 7-10 og
en temperatur pa 10-40°C i 40-150 timer. En portion af de dyrkede
prddukter blev udbredt pa agarplader, og stammen blev isoleret ved

en sadvanlig renisoleringsmetode.
Mikrobielle egenskaber af NKS-21
a) Morfologiske karakteristika

1) Sterrelse af v.egetative celler:
0,6-0,8 ym x 2,5-3,5 ym
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Cellepleomorfisme: _
Cellerne udvider sig undertiden til en stgrelse pa 0,6-1,0

ym x 4,5 um.

Gramfarvning

Positiv, men affarves let.

Bevagelighed:
Bevagelige med flageller fordelt over hele cellens over-
flade.

Sporer:
Ovale til ellipseformede, subterminale, 0,8 um x 1,2 um.

Sporangier:

Lettere opsvulmede.

Syreresistens:

Negativ.

Dyrkningskarakteristika i forskellige medier

1)

2

Peptonvaske
i) pH-verdi 9,5:

God vakst bide ved 20°C og 30°C.

pH-verdi 7,2:

Ringe vakst ved 20°C og god vakst ved 30°C.
i) Vaksttemperatur ved pH-vardi pa 9,5:

Vakst mellem 14°C og 41°C.

Ingen vakst over 43°C eller under 12°C.

Andre medier:
Kodekstrakt/peptonskraagar: god vakst

Kedekstrakt/peptonvaske indeholdende 7% natriumchlorid: god

vakst
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Kedekstrakt/peptonvaeske: god vakst

Casein/kodekstrakt/peptonskraagar: god vakst

Casein/kedekstrakt/peptonvaske: god vakst

Stivelse/peptonvaske: god vaekst

Glucose/peptonvaske: god vakst

Trypton/garekstrakt/agarplade: god vakst

Stivelse/gzrekstraktvaske: vakst

Keodekstrakt/gelatinestik:

i) pH-veardi 10,0, 30°C: vakst og smeltning.

ii) pH-vardi 10,0, 20°C: svag overfladevakst og svag smelt-
ning.

iii) pH-vaerdi 7,2, 30°C: vakst og smeltning.

iv) pH-vardi 7,2, 20°C: svag overfladevakst og svag smelt-
ning.

Vakst under anaerobe betingelser:

Ingen vakst under anaerobe betingelser, men vakst under

aerobe betingelser.

c) Fysiologiske karakteristika

Reduktion af nitrat til nitrit:

Ingen reduktion.

» Anaerob dannelse af gas ud fra nitrat:

Negativ.
Methylred (MR)-test:
Negativ.
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12)

13)

14)

15)

Voges-Proskauer; (VP)-test:
Negativ.

Dannelse af indol:
Ingen.

Dannelse af HZS:
Ingen.

Hydrolyse af stivelse:
Positiv.

Udnyttelse af citrat:
Positiv.

Udnyttelse af uorganisk rnitrogenkilde:

Udnytter nitrater og ammoniumsalte.

Dannelse af pigment:
Ingen.
Ureasetest:
Negativ.
Cytochromoxidasetest:
Positiv.
Catalasetest:
Positiv.
O-F-test (Hugh og Leifson's medium):
Svag fermentering.

DK 158523B

Syredannelse og gasdannelse ud fra carbonhydrater:

Syredannelse Gasdannelse

L-Arabinose -

D-Xylose -
D-Glucose +
D-Mannose +

D-Fructose -

D-Galactose +
Maltose +
Saccharose +
Lactose -
Trehalose +
D-Sorbitol +
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D-Mannitol + -
Inositol + -
Glycerol + -
Stivelse + -
Ribose - -
Raffinose + -
Cellobiose + -

(Bemarkninger: *: positiv, -: negativ)

16) Andre:
i) Deaminering af phenylalanin: positiv.
i) Hydrolyse af casein: positiv.
iii)  Nedbrydning af tyrosin: positiv.

Som vist ovenfor er stammen NKS-21 en aerob sporangiumbakterie,
som klart tilhorer slagten Bacillus. De karakteristiske trek ved denne
stamme er, at stammen vokser i et neutrait til basisk medium, og at
det optimale pH-omrdde for vakst er 8-10. Disse mikrobiologiske
egenskaber ligner egenskaberne ved de kendte stammer Bacillus
pasteurii og Bacillus alcalophilus. Stammen NKS-21 adskiller sig imid-
lertid klart fra de to ovennavnte stammer med hensyn til visse mikro-
biologiske egenskaber, selv om nogle mikrobiologiske egenskaber ved
stammen NKS-21 er de samme som for de ovennazvnte kendte stammer.
Fx vokser bade stammen Bacillus pasteurii og Bacillus alcalophilus i
det basiske pH-omrade, men den sidstnzvnte kan ikke vokse ved en
pH-vaerdi pd 7. | modsatning hertil vokser NKS-21 godt i det basiske
pH-omrade, men vokser stadigvek godt ved neutral pH. NKS-21 ad-
skiller sig séledes fra Bacillus alcalophilus pa dette punkt. Endvidere
hydrolyserer Bacillus pasteurii ikke stivelse, hvorimod NKS-21 hydro-
lyserer stivelse. Endvidere adskiller NKS-21 sig fra Bacillus pasteurii

pé felgende punkter:

1) Bacillus pasteurii reducerer nitrater, hvorimod NKS-21

ikke reducerer nitrater,
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2) Bacillus pasteurii har kugleformede eller nasten ovale
endosporer, hvorimod NKS-21's endosporer er ovale til ellip-

tiske, og

3) Bacillus pasteurii nedbryder urinstof, hvorimod NKS-21
S ikke nedbryder urinstof.

NKS-21 adskiller sig tydeligt fra Bacillus pasteurii pd grund af de

ovennavnte forskelle i mikrobiologiske egenskaber.

Klassefikationsdata for Bacillus alcalophilus er ikke beskrevet detalje-
ret i ovennavnte Bergey's Manual of Determinative Bacteriology. Da
10 standardstammen af Bacillus alcalophilus ikke var tilgengelig, blev de
mikrobiologiske egenskaber ved NKS-21 sammenlignet i forseg med
egenskaberne ved de oprindelige stammer Bacillus alcalophilus NCIB
10.436 og NCIB 10.438, der er indfert i Bergey's Manual of Determi-
native Bacteriology. Bade NCIB 10.436 og NCIB 10.438 var lettere
15 positive i gramfarvningsreaktionen og blev let affarvet. Disse egen-
skaber ligner egenskaberne ved NKS-21. Med hensyn til de morfolo-
giske egenskaber for de vegetative celler blev korte stave med en
storrelse pd 0,7 ym x 2,0 um og lange stave med en storrelse pa
0,8 ym x 4,6 um iagttaget i elektronmikroskop for NCIB 10.436, og
20 vegetative celler med en storrelse pa 0,7 ym x 1,5 ym blev iagttaget
for NCIB 10.438. | modsatning hertil var sterrelsen af de vegetative
celler af NKS-21 0,6-0,8 um x 2,5-3,5 um ved underspgelse under
elektronmikroskop, og deres endosporer har en oval til elliptisk form
med en storrelse pa 0,8 ym x 1,2 ym. Bevagelighed blev ikke iagtta-
25 get for NCIB 10.436 og 10.438, hvorimod NKS-21 er bevagelig. End-
videre adskiller de fysiologiske egenskaber ved NKS-21 sig
tydeligt fra egenskaberne ved NCIB 10.436 og NCIB 10.438 pa
f¢lgénde punkter:

1) Bocillus alcalophilus NCIB 10.436 og NCIB 10.438 voksede
30 ikke i et mannitolmedium, hvorimod NKS-21 voksede deri,

°g
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2) NCIB 10.436 voksede ikke i en kedekstrakt/peptonvaske
indeholdende 7% natriumchlorid, hvorimod NCIB 10.438 og
NKS-21 voksede deri.

P4 grund af de ovennazvnte forskelle adskiller NKS-21 sig fra Bacillus
alcalophilus NCIB 10.436 og NCIB 10.438, selv om visse mikrobiologis-
ke egenskaber ved NKS-21 ligner egenskaberne ved Bacillus alcalophi-

lus.

Endvidere ligner NKS-21 Bacillus subtilis ved, at stgrrelsen af de
vegetative celler af Bacillus subtilis er 0,7-0,8 um i bredden, og 2-3
um i lengden, og at Bacillus subtilis nedbryder stivelse. Imidlertid
adskiller NKS-21 sig fra Bacillus subtilis pa felgende punkter:

1) Bacillus subtilis vokser godt ved en pH-vardi pa 5,5-8,5,
men vokser ikke ved en pH-vardi pa 9-10, ved hvilken
NKS-21 vokser godt, og

2) den maksimale véksttemperatur for Bacillus subtilis er
45-55°C, hvorimod NKS-21 ikke vokser ved en.temperatur
over 43°C.

Derfor adskiller NKS-21 sig tydeligt fra Bacillus subtilis.

NKS-21 adskiller sig saledes tydeligt, hvad angar mikrobiologiske
egenskaber, fra de kendte Bacillus pasteurii, Bacillus alcalophilus og
Bacillus subtilis, og der er ikke beskrevet nogen art med de samme
mikrobiologiske egenskaber som NKS-21 i Bergey's Manual of Deter-
minative Bacteriology. NKS-21 identificeres derfor som en hidtil

ukendt art tilhgrende slegten Bacillus.

Som mikroorganisme ved fremgangsmaden ifplge opfindelsen kan der
ud over NKS-21 anvendes sidanne naturlige eller kunstige mutanter
af NKS-21, som stadig har i det vasentlige samme egenskaber som
denne og derfor kan henregnes til arten Bacillus sp. nov. NKS-21.
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Den hidtil ukendte alkaliske protease API-21, som fas ved dyrkning af
NKS-21 ifglge opfindelsen, beskrives detaljeret i det folgende.

NKS-21 kan dyrkes aerobt, fx i peptondyrkningsmedium med en
pH-vaerdi pa 8-10 ved rystedyrkning eller aerob agiterfngsdyrkning
efter inokulering af NKS-21 i dyrkningsmediet ved en temperatur pa
10-40°C i 40-150 timer. Efter at dyrkningen er fuldfert, adskilles de
dyrkede mikrobielle celler let fra det dyrkede produkt, hvorved den
klare dyrkningssupernatantoplgsning kan udvindes. Den alkaliske
protease API-21 udfaldes let ved tilsetning af et organisk oplgs-
ningsmiddel sédsom ethanol til supernatantoplgsningen. Den udfzldede
alkaliske protease API-21 underkastes separation i centrifuge og
frysetgrres i vakuum. Herved fas det gnskede enzym, alkalisk prote-
ase API-21.

Aktiviteten af den saledes vundne alkaliske protease API-21 bestemmes

som folger:

Den dyrkede klare oplgsning eller enzymoplgsningen fortyndes hen-
sigtsmassigt med 0,1 M natriumcarbonat/0,1 M borsyre/kaliumchlorid-
pufferoplgsning (pH-vardi 10,0). Til 0,5 ml af den resulterende
oplgsning sa=ttes 0,5 m! 2%'s malkecaseinoplpsning med en pH-vardi pa
10,0, og derefter udfpres en enzymreaktion ved 30°C i 10 minutter.
Efter at reaktionen er lpbet til ende, sattes 2 ml 0,1 M trichloreddi-
kesyre indeholdende 0,2 M eddikesyre/0,2 M natriumacetat til reak-
tionsblandingen for at standse reaktionen. Blandingen lades hensta i
10 minutter eller mere ved 30°C og filtreres derefter gennem filtrer-
papir. 5 ml 0,4 M natriumcarbonat og 1 ml 5 gange fortyndet "phen-
olreagens” sattes til 1T ml af det ovenfor vundne filtrat, og blandin-
gen lades henstd ved 30°C i 20 minutter for at udvikle farve. Deref-
ter males den farvede blandings absorbans ved 660 nm. Enzymenheden
bestemmes i henhold til "Commission on Biochemical Nomenclature"
(Comprehensive Biochemistry, bind 13, 1973, s. 26-27), idet den
mangde alkalisk protease, som frigiver trichloreddikesyreoplgselige
stoffer, der udviser farveudvikling ved 660 nm, svarende til 1 mol
tyrosin fra 1% caseinsubstrat med en pH-vardi pa 10,0 ved 30°C pa 1

sekund, defineres som "1 katal”.
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De fysisk-kemiske egenskaber ved den alkaliske protease API-21 (der
i det folgende betegnes som narvarende enzym) beskrives detaljeret

nedenfor,
1) Aktivitet

Hydrolyserer proteiner sdsom casein, hamoglobin, albumin,

globulin, kedprotein, fiskeprotein og soyaprotein.
2) Indvirkning af pH pa enzymaktivitet

Som vist i fig. 1 er den optimale pH fra ca. 10 - ca. 11. Den
relative aktivitet blev bestemt som folger.

Hver pufferoplgsning (0,5 ml), som er anfort nedenfor og
indeholder 2% malkecasein, sattes til 50 ul af narvarende

enzymoplpsning til fremstilling af en testoplesning.

pH-veardi Pufferoplgsning
- 6-9 0,1 M kaliumphosphat/0,05 M natriumborat
9-11 0,1 M natriumcarbonat/0,1 M borsyre/kalium-
chlorid
11-12 0,1 M dinatriumhydrogenphosphat/natrium-
hydroxid

Testoplgsningens enzymaktivitet blev bestemt pa den ovenfor
beskrevne made. Den relative aktivitet (%) blev beregnet,
‘idet enzymaktiviteten ved en pH-vaerdi pd 10,0 blev defineret

som 100%.
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3) Indvirkning af pH pa stabilitet uden substrat

Som vist i fig. 2 er narvaerende enzym stabilt i et pH-omrade

pa fra ca. 7 til ca. 11,5.
Narvarende enzyms stabilitet blev bedpmt som fglger.
Hver af de nedenfor anfgrte pufferoplgsninger (0,5 ml) sattes

til 50 ul af narverende enzymoplpsning, som var dialyseret og
tilpas fortyndet, og blandingen blev inkuberet ved 30°C i 10

minutter.

pH-verdi Pufferoplgsning

3-8 0,1 M citronsyre/0,2 M dinatriumhydrogenphos-
phat

8-11 0,1 M natriumcarbonat/0,1 M borsyre/kali-
umchlorid

11-12 0,15 M dinatriumhydrogenphosphat/natrium-
hydroxid

Efter inkubation sattes 9,5 ml af en 0,1 M carbonatpufferop-
lpsning indeholdende 2% casein og med en pH-vardi pad 10,0
til blandingen. Blandingens enzymaktivitet blev bestemt pa
den ovenfor beskrevne made. Den relative aktivitet (%) blev
beregnet, idet enzymaktiviteten ved en pH-vardi pd 10,0 blev

defineret som 100%.

Som vist i fig. 2 var nzrverende enzym mest stabilt ved en
pH-vaerdi pd fra ca. 10 til ca. 11. | dette pH-omrade blev
narvaerende enzyms oprindelige aktivitet fuldstendig bibe-
holdt. Endvidere blev 80% eller mere af restaktiviteten udvist

ved en pH-vardi pa 7-11,5.
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Indvirkning af temperatur p3 enzymaktivitet

Som vist i fig. 3 var narvarende enzym aktivt over for
casein ved en temperatur pd 5-65°C og ved en pH-vardi pa

10,0. Den optimale temperatur var 45-50°C.
indvirkning af temperatur pa stabilitet uden substrat

Som vist i fig. 4A og 4B bevares nzrvarende emzyms aktivi-
tet fuldstzndigt op til 40°C efter opvarmning uden substrat
ved en pH-vardi pa 10,0 i 10 minutter, men det meste af
aktiviteten gik tabt ved 50°C. Endvidere bevares narvarende
enzyms aktivitet op til 45°C ved en pH-vaerdi pa 8 i 10 minut-
ter, men deaktivering fandt sted ved 50°C, og enzymet var i
det vasentlige deaktiveret ved 60°C.

Stabilitet ved lagring

Nazrvaerende enzym er stabilt over for frysning og fryseter-
ring. Der iagttoges ingen vasentlig nedgang i aktiviteten af
den fryseterrede prove, nir preven lodes hensta ved stue-
temperatur i 2 uger. Narvarende enzyms aktivitet blev fuld-
stendigt bibeholdt, nar den frysetprrede prpve blev lagret i

en desiccator ved stuetemperatur.
Inhibering

Nzrvaerende enzym blev inhiberet i bemzrkelsesverdig grad
af en aktiv serinrestinhibitor sdsom diisopropylfluorphosphor-
syre (DFP) og phenylmethansulfonylfluorid (PMSF). Det blev
ogsad inhiberet af benzyloxycarbonyl-pheny|alanin—chlormeth-

- ylketon (ZPCK). Narvarende enzym blev imidlertid ikke inhi-

beret af tosyl-phenylalanin-chlormethylketon (TPCK), som er
en inhibitor for en animalsk serinprotease, chymotrypsin, og
tosyl-lysin-chlormethylketon (TLCK), som er en trypsininhi-
bitor.
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Endvidere blev nazrvaerende enzyms aktivitet ikke ugunstigt
pavirket af tilsetning af p-chlor-kviksplvbenzoat (PCMB) og
ethylendiamintetraacetat (EDTA). Desuden blev nzrvarende
enzyms aktivitet ikke ugunstigt péavirket af tilsztning af
pepstatin. Det fremgar af ovenstdende inhiberingstest, at
narvarende enzym er en protease med en serinrest i det
aktive sted.
Bestemmelsesmetode for enzymaktivitet
Som beskrevet ovenfor.

Molekylvagt

Nerverende enzyms molekylvegt er ca. 22.000, bestemt ved
gelfiltrering over Sephadex® G-75 ved en pH-vardi pa 10.

Isoelektrisk punkt

Narvarende enzyms isoelektriske punkt er 7,4 bestemt ved en

elektrofokuseringsmetode.
Ultraviolet (UV) absorption

Absorptionsspidsen er til stede ved 275-282 nm i et UV ab-

sorptionsspektrum.

infrared (IR) absorptionsspektrum

Som vist i fig. 5.

Grundstofanalyse

Udeladt, fordi de karakteristiske forskelle i disse typer
hgjmolekylere stoffer sdsom narvarende enzym ikke sd godt

kan udtrykkes ved sammenligning af indholdet af grundstoffer

deri, sasom carbon, nitrogen eller hydrogen.
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14) Aminosyresammensatning

Aminosyresammensatningen af API-21 blev tentativt bestemt
pad grundlag af resultaterne af syrehydrolyse af enzymet
undtagen for cystein/cystin og tryptophan, pa grundlag af
resultaterne af permyresyredekomponering for cystein/cystin-
analyse og pad grundlag af resultaterne af basisk dekompone-
ring for tryptophananalyse i henhold til den i litteraturen
beskrevne metode (Methods in Enzymology, bind XI, 1967,
Academic Press, New York) og er vist i tabel 1 sammen med
sammensatningen af andre alkaliske proteaser, hvis data er

angivet i litteraturstederne *1 og *2.

Som vist i tabel 1 er der store forskelle mellem API-21 og de
andre angivne enzymer med hensyn til aminosyresammensat-
ning sasom serin, arginin, lysin, valin, alanin, tryptophan,

prolin, etc.

Tabel 1

Sammenligning af aminosyresammensatning

mellem API-21 og andre alkaliske proteaser

Aminosyre API-21 subtilisin subtilisin
Novo *1 Carlsberg *2
Lysin 4 11 9
Histidin 8 6 5
Arginin 8 2 4
Tryptophan 0 3 1
Asparaginsyre/Asparagin 27 }]1 13
Threonin 10 13 19
Serin 17 37 32
Glutaminsyre/Glutamin 14 1? ?
Prolin 7 14 9
Glycin 30 33 35
Alanin 26 37 4
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Tabel 1 fortsat

Valin 20 30 31
Methionin 4 S 5
Isoleucin 10 13 10
Leucin 14 15 16
Tyrosin 12 10 13
Phenylalanin 4 3 4
Cystein/Cystin 0 0 0

%1 J. Biol. Chem. 243, 1968, s. 5296
%) /. Biol. Chem. 243, 1968, s. 2134

Det fremgar af ovennazvnte resultater, at narvarende enzym, som har
en optimal pH-vardi pd 10-11, bevarer sin aktivitet ved en relativt
lav temperatur, men deaktiveres ved en relativt hej temperatur (dvs.
50°C eller mere). Narvarende enzym med disse fysisk-kemiske egen-
skaber sammenlignes i det fplgende med kendte tilsvarende alkaliske

proteaser.

Nogle ekstracellulere alkaliske proteaser, som stammer fra gramposi-
tive bakterier, er velkendte, fx alkalisk protease (subtilisin Carls-
berg), som stammer fra Bacillus licheniformis, og alkalisk protease

(subtilisin Novo), som stammer fra Bacillus subtilis.

Disse enzymer er proteaser med en serinrest i det aktive sted, en
molekylvaegt pa ca. 27.000-30.000 og et isoelektrisk punkt pa 9-11. De
fleste af de ancire beskrevne ekstracellulzre alkaliske proteaser, som
stammer fra Bacillus, har en molekylvaegt pa 25.000-30.000 og et
isoelektrisk punkt pd 9-11. De fleste af de ovennavnte enzymer
deaktiveres ikke ved opvarmning ved 50°C og pH 10 i 10 minutter.
Kendte alkaliske proteaser med en lavere molekylvaegt, der stammer
fra slegten Bacillus, er alkalisk protease E-1 og E-2 fra Bacillus nr.
D-6, som begge har en molekylvegt pa 20.000, og hvis aktivitet
overhovedet ikke nedszttes ved opvarmning til 50°C og pH 9,0, (jfr.
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japansk fremleggelsesskrift nr. 56-4236). Kendte inden for dette
fagomrade som en alkalisk protease fra slagten Bacillus er endvidere
en alkalisk protease, som stammer fra Bacillus alcalophilus NCIB
10.436, og en alkalisk protease, som stammer fra Bacillus alcalophilus
NCIB 10.438. Disse enzymer bevarer imidlertid ca. 90% af deres
aktivitet ved opvarmning til 50°C og pH 10 i 10 minutter som vist i
tabel 2. Det fremgir ogsd af tabel 2, at alkaliske proteaser, der
stammer fra Bacillus licheniformis og Bacillus subtilis, bevarer 70-80%
af deres aktivitet ved opvarmning til 50°C og pH 10 i 10 minutter.
Kendte alkaliske proteaser, som stammer fra bakterier tilhgrende
slegten Bacillus sasom Bacillus subtilis, er siledes stabile i et relativt
hojt temperaturomrade. | modsétning hertil mister nazrverende enzym
som navnt ovenfor det meste af sin aktivitet ved 50°C og pH 10 i 10
minutter, hvorimod det er stabilt ved opvarmning til en temperatur pa
op til 40°C og pH 10 i 10 minutter. Endvidere finder deaktivering af
nzrvaerende enzym sted ved opvarmning til ca. 50°C og pH 8 i 10
minutter, og det meste af dets aktivitet gar tabt ved 60°C under de
samme betingelser. | betragtning af forskellene i egenskaberne med
hensyn til temperaturstabilitet, molekylvagt og isoelektrisk punkt
adskiller narverende enzym sig tydeligt fra de kendte alkaliske
proteaser, som stammer fra bakterier tilhgrende slagten Bacillus, og
er ikke tidligere beskrevet. Som folge heraf bestemmes narvarende
enzym som et hidtil ukendt enzym og betegnes "alkalisk protease
API-21".
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Tabel 2
Isoelek- Restaktivitet (%)
Moleky!- trisk ved opvarmning ved
Alkalisk protease vagt punkt pH 10 i 10 minutter
50°C 60°C
Alkalisk protease fra
. . , , *3) *3)
Bacillus licheniformis 27.287 9,4 78 2
Alkalisk protease fra
, - *4) *4)
Bacillus subtilis 27.537 9,1 70 1
Alkalisk protease fra
Bacillus alcalophilus
NCIB 10.436 - - 94 73
Alkalisk protease fra
Bacillus alcalophilus
NCIB 10.438 25.000 - 85 63
Alkalisk protease fra '
Bacillus NKS-21 22.000 7,4 6 1

*3 Fette Seiten Anstrichmittel. 75, 1973, s. 49.
*4 The Enzymes bind |11, 1971, s. 564.

Narvarende enzym "API-21" kan anvendes med en detergentforstaer-
ker og er saledes nyttigt som tils@tningsstof til detergenter, eftersom
det er stabilt ved en pH-vaerdi pa 7-11,5, og den maksimale enzymak- .
tivitet opnas ved en pH-verdi pad 10-11 som navnt ovenfor. Narvae-
rende enzym bevarer navnlig sin hgje aktivitet selv ved en relativt
lav temperatur (fx 20-30°C) sammenlignet med sadvanlige enzymer til
detergenter. Narvarende enzym er derfor en sardeles gnskelig type
alkalisk protease som tilsztningsstof til et husholdningsdetergent i et
land s3som Japan, hvor tgj vaskes ved stuetemperatur. Endvidere kan
narvarende enzym ogsd udnyttes effektivt til affaldsbehandling og
spildevandsbehandling til hurtig nedbrydning af protein og genbrug
af nitrogenressourcer, da indholdet af protein i husholdningsaffald og
husholdningsspildevand for nylig er blevet forgget. Desuden er an-
vendelsen af nazrvarende protease i levnedsmiddelindustrien sasom til

levnedsmiddelforarbejdning fordelagtig, da enzymet let kan deaktiveres



10

15

20

25

DK 158523 8B

19

efter anvendelse ved opvarmning til en relativt lav temperatur, fx
50-60°C. Séiledes er anvendelsen af narvarende enzym effektiv, hvad

angar kvalitetskontrol af det forarbejdede levnedsmiddel.

| de tilfzlde, hvor narvarende enzym "API-21" inkorporeres i en
detergentkomposition, anvendes enzymet "API-21" sadvanligvis i en
mangde pa 5-500 nkatal (eller 10-9 katal), isar 10-100 nkatal, pr.
1 g af detergentkompositionen, selv om der ikke er nogen begrens-

ninger i mengden af inkorporeret enzym.

Ud over enzymet "API-21" kan den enzymholdige detergentkomposition
indeholde en hvilken som helst sadvanlig detergentbestanddel, uden
at de inkorporerede mazngder deraf i sedvanlige detergentkompositioner
@ndres. Typiske eksempler p& sddanne detergentbestanddele er 10-50
vagtprocent af et overfladeaktivt middel, 0-50 vagtprocent af en
forsterker, 1-50 vagtprocent af et basisk middel eller en uorganisk
elektrolyt og 0,1-5 vagtprocent af et anti-genaflejringsmiddel, et
enzym, et blegemiddel, et optisk (eller fluorescerende) farvestof, et
middel, som forhindrer sammenbagning, og.en antioxidant. Inkorpore-
ringen af enzymet "API-21" kan udfgres pa en hvilken som helst
sz=dvanlig made. Det foretrekkes imidlertid, at enzymet inkorporeres i
detergentkompositionen i form af en oplgsning eller i sadan form, at

stovdannelse forhindres af miljpbeskyttelseshensyn.

Opfindelsen belyses nzrmere ved nedenstaende eksempler.

EKSEMPEL 1

Den her omhandlede hidtil ukendte stamme NKS-21 blev dyrket i et
skrakulturmedium. Det dyrkede produkt blev suspenderet i sterilise-
ret vand, og 0,5 ml af denne suspension blev anvendt som podestof.
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Et enzymfrembringende dyrkningsmedium, som indeholdt 1% casein, 1%
kodekstrakt, 1% polypepton og 1% natriumhydrogencarbonat, blev
indstillet til en pH-verdi pa 9,5 eller 7,2 ved tilsetning af vandig

natriumhydroxid eller saltsyre.

5 Ved rystedyrkning (A) under anvendelse af en rotationsryster sattes
100, 200 eller 300 ml af det ovennazvnte medium med en pH-vardi pa
9,5 til en 1 | Erlenmeyer-kolbe. Efter sterilisering blev dyrkningsme-
diet podet med 0,5 ml af den ovenfor fremstillede NKS-21-suspension,
og dyrkningen udfertes ved 20°C og under rystebetingelser pa 200
10 rpm i 41, 65 eller 89 timer.

P3 den anden side sattes ved reciprok rystedyrkning (B) 100 ml af
det ovenfor fremstillede dyrkningsmedium med en pH-verdi pa 9,5
eller 7,2 til en 500 ml Sakaguchi-kolbe. Efter sterilisering podedes
dyrkningsmediet med 0,5 ml af den ovenfor fremstillede NKS-21-sus-

15 pension, og den reciprokke rystedyrkning'udf;brtes under rystebetin-
gelser pa 110 cpm ved 30°C i 66 eller 90 timer.

Efter dyrkning blev det dyrkede produkt centrifugeret ved 28.000 x g
i 15 minutter, og den resulterende supernatantoplgsning blev udvundet.
Denne oplesnings alkaliske proteaseaktivitet blev bestemt pa den

20 ovenfor beskrevne made.
Resultaterne er vist i tabel 3 og 4.

Tabel 3

Resultater af rotationsrystedyrkning (A)
(20°C, mediets oprindelige pH = 9,5)

25
Mazngde af Enzymaktivitet ukatal/|
medium (mi) ' 41 timer 65 timer 89 timer
100 1,3 2,6 2,7
30 200 ' 2,0 4,3 4,0

300 2,5 5,6 5,4
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Tabel 4

Resultater af reciprok rystedyrkning (B) (30°C)

Mediets oprinde- Enzymaktivitet ukatal/I
lige pH 66 timer 90 timer
9,6 4,5 3,0
7,2 4,9 3,4

Nar NKS-21 blev udsat for reciprok rystedyrkning ved 30°C, var
vaeksten af NKS-21 ikke alene god ved en oprindelig pH af mediet pa
9,5, men ogs.é ved en oprindelig pH af mediet pd 7,2, og den gnskede
alkaliske protease af API-21 blev dannet i stor mangde i hvert tilfal-
de. Som i tilfzldet med en oprindelig pH af mediet pa 9,5 blev tilsva-
rende resultater opnaet, nar NKS-21 blev dyrket i en reciprok ryster

ved 20°C og en oprindelig pH af mediet pd 7,2.

7 liter af supernatantoplgsningen efter centrifugeseparationen af det
af NKS-21 frembragte ovenfor vundne dyrkede produkt blev afkglet
til 3°C. Derefter sattes 2 volumendele ethanol, som forinden var af-
kolet til 3°C, til den afkelede supernatantoplgsning til dannelse af
bundfald. Det resulterende bundfald blev udskilt ved centrifugering i
en afkolet centrifugeseparator ved 11.000 x g, hvorefter det udskilte
bundfald omgiende blev frysetprret i vakuum. Herved vandtes 15,7 g

af det gnskede enzympulver.

Den specifikke aktivitet af den saledes vundne. alkaliske protease
baseret pd 1 kg af proteinet var 0,71 pkatal (0,71 ukatal/kg x prote-
in), og udbyttet var 33%, nar proteinet blev bestemt i henhold til

Lowry-metoden.

Den siledes vundne frysetprrede enzymprgve blev oplgst i 0,01 M
natriumcarbonat/borsyre/kali‘umchloridpufferopl¢sning (pH-vaerdi 10,0)
indeholdende 0,2 M natriumchlorid. Enzymoplgsningen blev gelfiltreret
over en sgjle (2 cm i diameter, lengde 74 cm) pakket med Sephadex®
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G-75 (forhandles af Pharmacia Fine Chemicals AB, Sverige), som
forinden var zkvilibreret med den ovennavnte pufferoplgsning, hvor-
ved vandtes eluatfraktioner p3 hver 3 ml. Det rensede enzym vandtes
fra hovedfraktioner med en hgj enzymaktivitet. Det saledes vundne
enzym havde en molekylvagt pa ca. 22.000 bestemt ved gelfiltrering
over Sephadex® G-75 ved en pH-vardi pa 10 og et isoelektrisk punkt
pid 7,4 bestemt ved en elektrofokuseringsmetode. Den specifikke
aktivitet af det siledes vundne enzym blev forpget ca. 10 gange
sammenlignet med den specifikke aktivitet uden gelfiltrering, og den
specifikke aktivitet baseret pa 1 kg protein var 7,0 ukatal. Udbyttet

var 70%.
EKSEMPEL 2
Fremstillingen af alkalisk protease i en 500 liters fermenteringstank og

den efterfplgende fremstilling af enzympraparatet blev udfert under

anvendelse af stammen NKS-21, der danner alkalisk protease.

. Et enzymfrembringende dyrkningsmedium indeholdende 1% casein, 1%

kedekstrakt, 1% polypepton og 1% natriumhydrogencarbonat blev ind-
stillet til en pH-vardi pa 9,5 ved tilsetning af vandig natriumhy-
droxid. 300 m! af det ovennzvnte medium sattes til en 1 liters Erlen-
meyer-kolbe. Efter sterilisering blev dyrkningsmediet podet med 0,5
ml af NKS-21-suspensionen, der var fremstillet som beskrevet i ek-
sempel 1, og dyrkningen blev udfgrt ved 20°C i 3 dage. 300 ml af det
resulterende dyrkede produkt sattes til en steriliseret 30 liters kruk-
ke-fermentor indeholdende 10 liter af det ovennazvnte dyrknings-
medium med en pH-vardi pa 9,5. Derefter udfgrtes aerob agiterings-
dyrkning ved 20°C i 3 dage med en agiteringshastighed pa 400 rpm

 og en luftningshastighed pa 12 liter/min. .

Efter dyrkning i 30 liters krukke-fermentor i 3 dage overflyttes 10
liter af det dyrkede produkt til en steriliseret 500 liters fermente-
ringstank indeholdende 220 liter af det ovenfor fremstillede dyrk-
ningsmedium med en pH-veardi pd 9,5. Derefter udfertes aerob agite-
ringsdyrkning ved 20°C i 4 dage med en agiteringshastighed pa 400
rpm og en luftningshastighed péa 200 liter/min.
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Efter dyrkning blev det dyrkede produkt centrifugeret ved 11.000 x g
i en afkglet kontinuert centrifugeseparator, og der vandtes 200 |
supernatantoplgsning. Denne supernatantoplesning blev afkelet til
3°C. Derefter sattes 2 volumendele ethanol, som forinden var afkglet
til 3°C, til den afkelede supernatantoplpsning for at udfzlde den
snskede alkaliske protease. Den udfaldede alkaliske protease API-21
blev udskilt i centrifuge ved ca. 11.000 x g i en afkglet kontinuert
centrifugeseparator, hvorefter den udskilte alkaliske protease AP1-21
med det samme blev frysetprret i vakuum. Herved vandtes fglgende

frysetprrede alkaliske protease API-21 enzympraparat.

Udvundet enzymvagt 1230 g
Specifik aktivitet (ukatal/kg protein) 0,52
Udbytte 70%

Det sdledes vundne enzym blev renset pa samme made som beskrevet i
eksempel 1, hvorved vandtes alkalisk protease med en molekylvegt pa
ca. 22.000 og et isoelektrisk punkt pa 7,4.

EKSEMPEL 3

Den ovenfor vundne alkaliske protease "AP1-21" og en kommercielt til-
gaengelig alkalisk protease til et detergent, som blev anvendt som
sammenligningseksempel, blev bedgmt ved at inkorporere enzymerne i

forskellige detergentkompositioner. Vasketesten for af blod tilsmudse-

de tekstiler blev udfgrt som felger:
A. Fremstilling af bomuldstekstiler tilsmudset med helblod

Tekstilprover blev dyppet i friskt bovint helblod umiddelbart efter
indsamling af dette, hvilket helblod indeholdt 1 volumen af en natri-
umcitratoplgsning pr. 9 volumen tilsat blod for at forhindre koagule-
ring. 70% af vasken blev presset ud af de tilsmudsede tekstilprover
ved hjzlp af en rulle for at opnad ensartet tilsmudsede tekstiler.
Derefter blev tekstilproverne lufttgrret i et rum uden adgang til
direkte sollys og derefter opbevaret ved en temperatur pd 0-5°C pa
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et koligt, merkt sted. Efter fremstilling blev tekstilpreverne klippet i

stykker med en storrelse pa 10 x 15 cm.

Tekstilpreover: 10 cm x 15 cm
Tilsmudsningsvaske: 100 ml pr. 10 tekstilprgver
5 Tilsmudsningstemperatur: 10°C $2°C.
Tilsmudsningstid: 5 minutter (agiteringsretningen blev

@ndret hvert 30. sekund).

B. Vaskeprocedure

Tekstilproverne blev vasket og skyllet (3 gange) under nedenstaende
10 betingelser i et Terg-O-Tometer.

Vaskebetingelser

Tilsmudsede tekstiler: 5x 10 cm
Detergent: 0,133% (0,7 nkatal/ml enzym)
Detergent/vandforhold:  1:85
15 Agitering: 105 rpm
Vasketid: 10 minutter.

Skyliebetingelser

Tilsmudsede tekstiler: 5 x 10 em
Skyllemiddel/vand forhold: 1:85

20 Agitering: 105 rpm
Skylletid: 3 min.

Efter skylning blev tekstilproverne luftterret i et rum uden adgang til
direkte sollys.

C. Det anvendte detergent og enzym

25 Nedenstiende 6 phosphat- og ikke-phosphatdetergenter blev anvendt

som vaskemiddel.
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Phosphat- l|kke-phosphat

Sammensatning detergent detergent
Overfladeaktivt middel 15% 15%
Natriumtripolyphosphat 17 -
Zeolit - 17
Natriumsilicat 5 5
Natriumcarbonat 3 3
Carboxymethylcellulose 1 1
Vand 8 8
Natriumsulfat balance balance

pH-Vardien af hver detergent malt i en 0,133% koncentration ved

25°C var som folger:

Detergentets pH-vardi

Phosphat- |kke-phosphat
Type overfladeaktivt middel detergent detergent
LAS-type detergent? 10,18 10,18
SDS-type detergent? 9,76 9,86
AOS-type detergent?® 9,95 10,17

1 LAS: Natriumlinear alkylbenzensulfonat
2 §DS: Natriumdodecylsulfat
3 AOS: Alpha-olefinsulfonat

Det anvendte enzym var en kommercielt tilgengelig alkalisk protease

til et detergentpreparat eller den ovenfor vundne alkaliske protease

"AP1-21". Resultaterne er vist i tabel 5.
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Detergentets effektivitet mod proteintilsmudsning blev bestemt som

felger:

Testvaskeprgver vandtes ved varmeekstraktion af tilsmudsede teksti-
ler for og efter vask med 100 ml af en 0,1 N vandig NaOH-oplgsning

~ved en temperatur pa 90 #2°C i 120 minutter. Testvaskeproven blev

kemisk farvet med et kobber-folinreagens, og dens absorbans blev
malt ved en bglgelengde pa 750 nm. Detergentets effektivitet (D) blev

beregnet ud fra nedenstaende ligning:

Ds - Dw
D (%)= x 100
Ds - Dc
hvor Dc = Absorbans af ekstrakt fra standardbomuldstekstiler (1 g)
Ds = Absorbans af ekstrakt fra tilsmudsede tekstiler (1 g) for
vask
Dw = Absorbans af ekstrakt fra tilsmudsede tekstiler (1 g)

efter vask
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Tabel 5
Detergentets effektivitet (%)
Deter- Tilstede- Vaske- Vand Deter- - Tilsat kom-
gent verelse tempe- gent Tilsat merciel alka-
af phos- ratur alene  API-21 lisk protease
phat til detergen-
ter
LAS type Ja 68,6 85,7 78,6
Nej 68,8 82,0 77,3
SDS type Ja ) 68,0 85,6 77,7
10°C 35,0
Nej 70,2 85,8 80,9
AOS type Ja 69,4 87,0 80,4
Nej 68,0 86,9 80,0
LAS type Ja 73,9 89,8 88,6
Nej 72,0 90,0 88,5
SDS type Ja 74,0 91,0 89,1
25°C 40,9
Nej 69,4 91,3 87,7
AOS type Ja 75,9 91,6 91,6
Nej 74,5 90,0 91,6
LAS type Ja 73,8 91,7 90,0
Nej 74,8 94,3 92,1
SDS type Ja 73,2 92,4 90,0
40°C 45,9
Nej 74,2 91,7 89,7
AOS type Ja 80,3 92,6 90,5
Nej 79,0 91,2 91,0
EKSEMPEL 4

" Den i eksempel 3 beskrevne vasketestprocedure blev gentaget med

undtagelse af, at proteaseaktiviteten i vaskeoplgsningen og vasketem-

peraturen blev @ndret, hvad angar det ikke-phosphatholdige deter-
gent af LAS-typen indeholdende den alkaliske protease "API-21".
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Resdltaterne er vist i tabel 6.
Tabel 6

Detergentets effektivitet

Proteaseaktivitet ’ Vasketemperaturer
i vaskeoplgsningen 10°C 25°C 40°C
(nkatal/ml)
0 68,8 72,0 74,8
0,7 78,2 87,8 89,4
2,1 80,5 88,6 92,8
3,5 80,8 89,4 92,8
7 82,0 89,8 94,3
EKSEMPEL 5

Vasketests for snavsede kraver blev udfgrt under anvendelse af for-
skellige detergenter, som indeholdt den ovenfor vundne alkaliske
protease "API-21" eller en kommercielt tilg=ngelig, alkalisk protease

til en detergentkomposition, pad felgende made.
A. Fremstilling af snavsede kraver

200 stk. snavsede kraver fremstillet af standardbomuldstekstiler til
vaskemiddeltestning med en stgrrelse pa 7 x 37 cm blev klippet i sma
stykker med en stgrrelse pa 1 x 5 cm. De anvendte kraver blev brugt
en uge i henhold til den af Motoi Minagawa og Ikuko Okamoto, Seni
Seihin Shohi Kagaku 19, 1978, s. 106-115, beskrevne metode. 10 vil-
karligt udvalgte sma stykker blev syet sammen til dannelse af testtek-
stiler med en stgrrelse pd 5 x 10 cm, som blev opbevaret ved en
temperatur pa 0-5°C pa et koldt, mgrkt sted.
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B. Vaskeprocedure

Tekstilproverne blev vasket og skyllet (3 gange) under nedenstaende
betingelser i et Terg-O-Tometer.

Vaskebetingelser

Tilsmudsede tekstiler: 5x 10 cm

Detergent: 0,133% (0,7 nkatal/ml enzym)
Detergent/vandforhold:  1:85

Agitering: 105 rpm

Vasketid: 10 minutter.

Skyllebetingelser

Tilsmudsede tekstiler: 5x 10 cm
Skyllemiddel/vand forhold: 1:85
Agitering: 105 rpm
Skylletid: 3 min.

Efter skylning blev tekstilprgverne lufttgrret i et rum uden adgang til
direkte sollys.

C. Det anvendte detergent og enzym

Nedenstaende 4 phosphatholdige og ikke-phosphatholdige detergenter

blev anvendt som vaskemiddel.
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Detergentsammensatning

Phosphat- lkke-phosphat

Sammensatning detergent detergent
Overfladeaktivt middel 15% 15%
Natriumtripolyphosphat 17 -
Zeolit (4A) - 17
Natriumsilicat 5 5
Natriumcarbonat 3 3
Carboxymethylcellulose 1 1
Vand 8 8
Natriumsulfat balance balance

pH-Vardien af hver detergent malt i en 0,133% koncentration ved 25°C

var som folger:

Detergentets pH-vardi

Phosphat- Ikke-phosphat
Type overfladeaktivt middel detergent detergent
LAS-type detergent? 10,18 10,18
AOS-type detergent? 9,95 - 10,17

! LAS: Natriumlinear alkylbenzensulfonat
2 AOS: Alpha-olefinsulfonat

Det. .anvendte enzym var en kommercielt tilgengelig alkalisk protease
til et detergentpraparat eller den ovenfor vundne alkaliske protease
"API-21". Resultaterne er vist i tabel 7.
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Tabel 7
Detergentets effektivitet (%)
Deter- Tilstede- Vaske- Vand Deter- Tilsat Tilsat kom-
gent verelse tempe- gent  API-21 merciel alka-
af phos- ratur alene lisk protease
phat til detergen-
ter
Ja 70,1 82,0 77,9
LAS type
Nej 66,7 82,1 73,6
10°C 49,3
Ja 80,4 87,4 86,4
AOS type
Nej 75,0 86,8 83,3
Ja 78,7 85,7 79,0
LAS type
Nej 78,0 80,1 74,2
25°C 52,1
Ja 80,4 89,6 87,3
AOS type
Nej 80,2 91,2 88,1
Ja 80,3 86,8 86,8
LAS type
Nej 81,0 91,2 89,7
40°C 58,3
Ja 82,6 90,1 89,0
AOS type
Nej 86,1 89,1 90,4
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PATENTKRAV

1. Alkalisk protease betegnet API-21,
kendetegnet ved, at den har fplgende fysisk-kemiske egen-
skaber:

a) at den har en optimal proteolytisk aktivitet ved en pH-vardi pa
10-11 og ved en temperatur pad 45-50°C, idet aktiviteten males over

for casein,

b) at den er et protein med en molekylvaegt pa ca. 22.000 bedsmt ved
en gelfiltreringsmetode, et isoelektrisk punkt pa 7,4, bedsmt ved en
elektrofokuseringsmetode, en absorptionsspids pa 275-282 nm i et
UV-absorptionsspektrum, |R-absorptionskarakteristika som vist i fig.

5, og en serinrest i det aktive sted,

c) at den har fplgende aminosyresammensatning:

lysin 4
histidin 8
arginin 8
tryptophan 0
asparaginsyre/asparagin 27
threonin 10
serin 17
glutaminsyre/glutamin 14
prolin 7
glycin 30
alanin 26
valin 20
methionin 4
isoleucin 10
leucin 14
tyrosin 12
phenylalanin 4

cystein/cystin 0
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d) at den er identisk med den protease, der dannes ved aerob
dyrkning af Bacillus-stammen deponeret under nr. FERM BP-93

i et egnet basisk dyrkningsmedium.

2. Fremgangsmade til fremstilling af den alkaliske protease ifplge krav
1,

kendetegnet ved, at en stamme af arten NKS-21, for hvil-
ken stammen Bacillus FERM BP-93 er typestammen, dyrkes i et egnet
basisk dyrkningsmedium, hvorpa den alkaliske protease API-21 udvin-
des fra det dyrkede produkt.
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