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(57) Abstract 0d 1d td

The invention relates to a strain W micro-organism with proteolytical properties, an enzyme composition obtainable there-
from, the use of the micro-organism and a process for hydrolysis, especially of keratin. The micro-organism grows anaerobically
thermophilically and allows use of keratin-containing substances, e.g. feathers, as the substrate, The enzymes given off by the
micro-organism into the medium or localised on or in the micro-organism are capable or dissolving keratin-containing substances
like feathers, hair or horn within a few days and are active between 50 and 105 °C and at a pH of between 4 and 12. The enzymat-
ic hydrolysis of peptides, especially keratin-containing substances, is conducted at a temperature > 70 °C and anaerobically; de-
composition can also be conducted at a pH 11 and at high temperature. The quantity of enzymes and other conditions can be se-
lected so that the keratin-containing substrate is dissolved completely after 3 hours at the earliest and to the extent of at least 50
wt % after 24 hours. The enzyme composition and the process are especially suitable for the decomposition of feathers into oligo-
peptides or individual amino-acids.




(57) Zusammenfassung Die Erfindung betrifft einen Mikroorganismus, Stamm W, mit proteolytischen Eigenschaften, eine
von diesem erhiltliche Enzymzusammensetzung, die Verwendung des Mikroorganismus sowie Verfahren zur Hydrolyse, insbe-
sondere von Keratin. Der Mikroorganismus wichst anaerob thermophil und kann keratinhaltige Substanzen, wie z.B. Federn, als
Substrat verwerten. Die von dem Mikroorganismus in das Medium abgegebene bzw. an oder in dem Mikroorganismus lokalisier- 3
te Enzyme konnen keratinhaltige Substanzen, wie Federn, Haare oder Horn, in wenigen Tagen auflosen und sind aktiv zwischen
50 und 105 °C und bei einem pH zwischen 4 und 12. Die enzymatische Hydrolyse von Peptiden, insbesondere keratinhaltiger
Substanz wird vorteilhaft > 70 °C und anaerob durchgefiihrt; die Spaltung kann auch bei einem pH < 11 und erhdhten Tempe- |
raturen durchgefiihrt werden. Die Enzymmenge und sonstige Bedingungen konnen so gewihlt werden, daf das keratinhaltige
Substrat frithestens nach 3 h vollstindig und nach 24 h zumindest zu 50 Gew.-% aufgeldst ist. Die Enzymzusammensetzung und
die Verfahren sind insbesondere zur Zersetzung von Federn zu Oligopeptiden oder einzelnen Aminosduren geeignet.
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Mikroorganismus Stamm W, von diesem erhdaltliche
Enzymzusammensetzung, Verwendung des Mikroorganismus

und Verfahren zur Hydrolyse insbesondere von Keratin

Beschreibung

Technisches Gebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft einen neuen Mikroorganismus mit
proteolytischen Eigenschaften, eine von dem
Mikroorganismus erhidltliche Enzymzusammensetzung, die
Verwendung des Mikroorganismus sowie Verfahren zur

Hydrolyse insbesondere von Keratin.

Beschreibung des Stands der Technik

Es ist bekannt, daB spezielle Enzyme, die Proteasen,
Proteine hydrelysieren, wobei Oligopeptide und
schlieBlich Aminosauren entstehen. Diese Enzyme werden
auch von Mikroorganismen gebildet, wie z. B. von
Bakferien der Gattung Pseudomonas, Bacillus oder
Proteus. Einige Enzyme, die sogenannten thermophilen
Enzyme, zeigen die o. g. Aktivitdt auch bei
Temperaturen > 709C und ermdéglichen hierdurch
insbesondere industriell interessante Hydrolysen. Eine
Quelle fir solche thermophilen Enzyme sind z. B.
thermophile Mikroorganismen. Einen Uberblick hieriiber

S, No. 7/8, S. 466 -.470 (1982) in dem

gibt BFE

Artikel “Thermophilic Enzymes as Industrial
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Catalysts?” von K. Peek et al. Ein weiteres Enzym, das
oberhalb 709C noch eine gewisse Aktivitat zeigt, 1ist
aus Biosci. Biotech. Biochem., 56 (10}, S. 1667 - 8§
(1982) bekannt. Dieses Enzym zeigt neben gewdhnlichen
proteolytischen Eigenschaften auch eine gewisse
Keratinase-Aktivitat. So wurden mit diesem Enzym zwar
Haare bei einer Temperatur bis zu 909C angegriffen,
dies jedoch bei einem pH von 11,0 und dber den
Zeitraum von 1 h, obwohl das Enzym unter den
angegebenen Bedingungen nach bereits 10 min die Halffe
seiner Aktivitdt eingebidBt hat (vgl. Appl. Microbiol.
Biotechnol. (1989) 38, S. 120 - 124). Da die in
Biosci. in Fig. 2b wiedergegebene Zersetzung von
menschlichem Haar selbst bei Temperaturen oberhalb
809C sogar noch eine hohere Zersetzung ausweist, mu.l
diese Zersetzung wegen der Enzymdesaktivierung
chemischer und nicht enzymatischer Natur sein.
‘Aufgrund der bei 70°C stark abfallenden Stabilitat
dieses beschriebenen Enzyms ist dieses nicht geeignet,
Keratin, wie es z. B. in Federn, Horn oder Haaren
vorkommt, im industriellen MaBstab, d. h. innerhalb
einiger Stunden bis wenige Tage, abzubauen, da fdr
einen vollstidndig enzymatischen Abbau nur solche
Keratinmengen zugesetzt werden koénnen, die in weniger
als 3 h, insbesondere deutlich schneller als in 1 h,

abgebaut sind.
Darstellung der Erfindung
Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist das Isolieren

und Bereitstellen eines Mikroorganismus, der dber

proteolytische Eigenschaften verfugt und auch Keratin
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in Naturprodukten in verhaltnismaBig kurzer Zeit
abbauen kann. Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist
daher auch eine von diesem Mikroorganismus erhiltliche
keratinabbauende Enzymzusammensetzung und ein

Verfahren zum Abbau insbesondere von Keratin.

Hinsichtlich des Mikroorganismus wird die gestellte

Aufgabe durch den Gegenstand des Anspruchs 1 gelodst.

Der Mikroorganismus, Stamm W, wurde bei der Deutschen
Sammlung fGr Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1b, 0-3300 Braunschweig, am 12.03.1992
hinterlegt und hat die Eingangsnummer DSM 7003
erhalten. Aufgrund seiner Eigenschaften hat der
Mikroorganismus die Bezeichnung Fervidobacterium

pennavarans erhalten.

Der Mikroorganismus ist lebensfiahig und gemaB dem
Budapester Vertrag dUber die internationale Anerkennung
der Hinterlegung von Mikroorganismen fir die Zwecke
von Patentverfahren hinterlegt und freigegeben.
Entsprechende Unterlagen, Erkldrungen und Formblatt

PCT/RO/134 sind der Anmeldung beigeflgt.

Der Mikroorganismus wie auch die von diesem
Mikroorganismus gebildeten Proteasen verfigen Uuber
eine gute Aktivitat, so daB auch eine
Enzymzusammensetzung, die aus dem Mikroorganismus
-erhaltlich ist, eine gute in vitro-Aktivitdt gegeniber
Proteinen, insbesondere gegeniber Keratin bzw.
keratinhaltigen Substanzen, verfigt. Somit ist auch
diese Enzymzusammensetzung iscliert von dem

Mikroorganismus einsetzbar.
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F. pennavarans 1st der erste ‘bekannte thermophile
Mikroorganismus, der Federn (z. B. Hihnerfedern) als

Substrat verwertet, und das sehr gut.

Sowohl mit dem neuen Mikroorganismus als auch mit der
Enzymzusammensetzung lassen sich nicht nur unldsliche
Strukturproteine, sondern auch l1dsliche Proteine
behandeln. Der Abbau kann vollstandig erfolgen,

i. d. R. entstehen jedoch neben einzelnen Aminosauren
auch kurze Peptidsequenzen, die gewlinschtenfalls auch
industriell weiterverwertet werden kdénnen. Gegenlber
herkdmmlichen Verfahren hat der biologische Abbau vor
allem den Vorteil, daB auf eine chemische und/oder
mechanische Behandlung der Proteine verzichtet werden
kann. Ein weiterer Vorteil bei der Anwendung des neuen
Mikroorganismus bzw. der Enzymzusammensetzung besteht
darin, daB infolge der thermischen Stabilitat der
Enzyme die hydrolytische Spaltung der peptidischen
Bindung glinstig bei hoher Temperatur erfolgen kann,
und daB der biologische ProzeB hierdurch insgesamt
kontaminationssicherer wird, so daBb vor allem auch
einer Kontamination mit patogenen Mikroorganismen
entgegengewirkt werden kann. Da die beim
proteclytischen Abbau erhaltenen Oligopeptide bzw.
einzelnen Aminosauren ein hervorragendes Substrat far
viele Mikroorganismen darstellen, ist die
erfindungsgemaB mdégliche Verfahrensweise insbesondere
fir die industrielle Anwendung sehr vorteilhaft. Durch
die hohere Temperatur erhdlt man auch eine bessere
Substratldslichkeit und einen leichteren Angriff des
Enzyms am Substrat. AuBerdem ist die erfindungsgemalBe
Enzymzusammensetzung auch sonst sehr stabil, z. B.

gegen S0S und Harnstoff.

&
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Neben der bevorzugten Zersetzung von keratinhaltigen
Substanzen kann der neue Mikroorganismus bzw. die
Enzymzusammensetzung z. B. auch zur Beseitigung
proteinhaltiger Abfdlle eingesetzt werden, wobel sich
in Kombination mit anderen Mikroorganismen, wie z. B.
methanogenen Bakterien, weitere Vortgile ergeben.
Werden die gebildeten Peptide oder Aminosduren weiter
zu Methan umgesetzt, kann gleichzeitig eine
Energieeinsparung erfolgen. Dardber hinaus konnen auch

z. B. Alkohole oder andere Sauren gebildet werden.

Die zur Erfindung gehorige Enzymzusammensetzung ist
erhaltlich aus einer den Mikroorganismus Stamm W
enthaltenden Kultur, wobei der Kulturiberstand
abgetrennt und ggf. konzentriert wird. Ebenso ist eine
Enzymzusammensetzung aus einer den Mikroorganismus
Stamm W enthaltenden Kultur erhdltlich, wobei die
VZellenraufgeschlossen werden. Zur Gewinnung der
Enzymzusammensetzung der genannten Art ist es
vortéilhaft, wenn der Mikroorganismus Stamm W zur
Enzymproduktion bzw. zur Enzyminduktion in einem

Tryptonmedium kultiviert wird.

Zur Erfindung gehort auch eine Enzymzusammensetzung,
die insbesondere wie oben beschrieben zuganglich ist,
wobeil die Enzymzusammensetzung ein oder mehrere Enzyme
beinthalten kann und Proteaseaktivitdat besitzt, und

wobei

- das Temperaturoptimum (bei pH 10) im Bereich von

70 bis 90°C, insbesondere bei 80°C liegt;
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- das pH-Optimum (bei 80°C) im Bereich von pH 7
bis pH 11, insbesondere im Bereich von pH 9 bis

pH 10 liegt;

- Gelfiltration ein proteolytisches Enzym oder
Enzymkomplex mit einem Molekulargewicht van ca.
200 000 Dalton und dariber ausweist und eine
Molekulargewichtsbestimmung mit einem
SDS-Aktivitatsgel zwei Banden im Bereich

>wischen ca. 200.000 und ca. 330.000 zeigt;

- der Esgs-Wert (gegen Blindwert) nach 17 h
Inkubation bei 60°C, 0,2 mM Substrat in
Phosphatpuffer pH 7 und 0,3 mg/ml
Enzymrohextrakt, MeBstrecke 1 cm, bel
N-Succinyl-Phe-pNA, N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
pNA und Z-Arg-pNA > 0,5, bei H-Gly-Glu-pNA
zwischen 0,3 und 0,5, bei Acetyl-Ala-pNA
zwischen 0,1 und 0,3, und bei
Benzoyl-DL-Arg-pNA, Z-Gly-Pro-pNA,
Benzoyl-Lys-pNA, Z-Arg-pNA und Acetyl-Tyr-pNA
unter 0,1 liegt;

- die folgenden Inhibitoren bei den angegebenen
Konzentrationen etwa die folgenden

Restaktivitaten ergebenﬁ

Inhibitor Restakt. Restakt.
{1_mM) (5 _mM)

ohne 100 7 100 7
Pefabloc SC (Ser.) 83 1 -

PMSF (Ser.) 14 1 10 7

EDTA (Metallo.) 83 % 85 1
Iodoacetat {Cyst.} 83 17 76 1 7 :



pre)

WO 93/18134 PCT/EP93/00569

- die Thermostabilitdten wie folgt sind:

- bei pH 7 und 8,5 Uber 20 h bei 70°9C und 809C
stabil,

- bei 909C nach 6 h weniger als 10 %
Restaktivitat,

- bei pH 10, 80°C und 80°C nach 15 min
Totalverlust der Aktivitat

- bei 70°C etwa 40 7 Restaktivitdt nach 6 h,
nach 20 h Totalverlust.

Die Bezeichnung "Enzymzusammensetzung”, die fUr ein
oder mehrere Enzyme stehen kann, wurde gewdhlt, da der
proteolytisch aktive Extrakt ein sehr hohes
Molekulargewicht hat {(ca. 200 000 bei Gelfiltration
auf Superdex 200 und zwischen ca. 200 000 und ca.

330 000 bei SDS-PAGE (sodium dodecylsulfat-
polyacrylamid gradientgel slab electrophoresis) auf
amido black stained gel mit 0,1 7 Gelantine als
Substrat). Dies deutet auf die mdégliche Existenz eines
Enzymkomplexes hin, der moglicherweise, unter den
beschriebenen Bedingungen jedoch nicht auftrennbar,

gleiche oder unterschiedliche Untereinheiten enthialt.

Prinzipiell lassen sich die erfindungsgemidfBen
Enzymzusammensetzungen sowie die erfindungsgemifien
Verfahren mit weiteren Enzymen bzw. -zusammensctlizungen
- bei entsprechender Stabilitat - unmitfelbar,
ansonsten vor- oder nachgeschaltet kombinieren.
Hierdurch kann z. B. der Abbau von Oligopeptiden, die

erfindungsgemaB durch Abbau gréBerer Peptide,



WO 93/18134 PCT/EP93/00569

insbesondere unléslicher Peptide, entstehen, zu

Aminosiduren gefdérdert werden.

Der Mikroorganismus Stamm W und/oder die beschriebenen
Enzymzusammensetzungen finden Verwendung zum Abbau von
Proteinen wie insbesondere auch Keratin bzw. von
solchen Stoffen, die diese Proteine beinhalten,
insbesondere von Federn, Horn oder Haaren. Besonders
ginstig ist dabei der Abbau von Federn, da gerade
dieser Abbau aufgrund des besonderen Aufbaus von
Federn und deren Zusammensetzung bislang enzymatisch

besondere Schwierigkeiten bereitete.

Da von Hihnerfarmen mehr als 10 000 t/a Federabfall
produziert wird, und Federn zu ca. 95 Gew.-1 aus
B-Keratin bestehen, bietet die Erfindung eine guinstige
Alternative zum rein chemischen Abbau von Federn zu

Aminosauren.

Der Mikroorganismus Stamm W findet auBerdem Verwendung
zur Isolierung eines eine Keratinase caodierenden Gens
und/oder zur Insertion eines eine Keratinase
codierenden Gens in einen anderen Mikroorganlismus.
Hierbei handelt es sich um routinemaBig durchgefihrte
bzw. durchfihrbare Verfahren analog Winnaker E. L.,
Gene und Klone: Eine Einflihrung in die Gentechnologie,
VCH, Weinheim, 1885; Maniatis, Fritsch, Sambrock: .
Moleéhlar Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbour Lab. New York, 1983, wobei das eine Keratinase
codierende Gen aus dem Mikroorganismus Stamm W z. B.
in ein E. coli oder Bacillus insertiert wird und der
E. coli dann zur Gewinnung der Keratinase gezichtet

wird. Die Keratinase kann aufgrund ihrer
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Temperaturstabilitat dann leicht aus diesem E. coli
oder Bacillus durch Erhitzen abgetrennt werden. Da der
Mikroorganismu= Stamm W als anaerober Mikroorganismus
nur langsam gezuchtet werden kann, erlaubt die
erfindungsgemiBe Insertion in den leicht zu
kultivierenden E. rcoli oder Bacillus eine schnellere

Anzucht und héhere Enzymausbeuten.

Ein zur Erfindung gehdérendes Verfahren zur Hydrolyse
von Peptiden, insbesondere von Keratin oder
keratinhaltiger Substanz, wie Federn, Haare oder Horn,
in O0ligopeptide und/oder Aminosdauren bei einer
Temperatur > 50°C mittels eines oder mehrerer Enzyme
wird derart durchgefuhrt, daf die Hydrolyse bei einer
Temperatur zwischen 50°C und 1059C erfolgt, wobei der
pH zwischen 4 und < 11 eingestellt wird und wobei
durch die Wahl der zugegebenen Enzymmenge,
insbesondere aber durch Wahl der Temperatur und des
pHs Sorgé getragen wird, daB der enzymatische Abbau
ein mehrfaches von einem eventuell begleitenden
chemischen Abbau betragt. Besonders vorteilhaft ist
dabei ein pH von hdéchstens 10,5. Je hoher der pH
liegt, desto hdéher ist auch der Anteil des chemischen
Abbaus, wobei gleichzeitiy auch die Menge an
facemisierten Aminosdauren oder an Oligopeptiden mit

racemisierten Aminosdauren zunimmt.

~Desweiteren kann gemaB der vorliegenden Erfindung ein

Verfahren zur Hydrolyse von Peptiden, insbesondere von
Keratin oder keratinhaltiger Substanz, wie Federn,
Haare oder Horn, in Qligopeptiden und/oder Aminocsauren
mittels eines oder mehrerer Enzyme bel einer

Temperatur » 70°C durchgefihrt werden, bei dem der

PCT/EP93/00569
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enzymatische Abbau anaerob ist. Besonders glinstig ist
eine (bertragung des anaeroben Abbaus auf die zuerst
beschriebene Verfahrensweise. Grundsatzlich 1afit sich
die anaerobe Verfahrensweise bei einem pH zwischen 4
und 12 durchfihren, wobei wiederum der pH unter 11 und
insbesondere bis 10,5 bevorzugt ist. Mii dem anaeroben
Abbau lassen sich besonders saubere Aminosduren
gewinnen, insbesondere schwefelhaltige Aminosauren,

wie Cystin und Cystein, werden nicht oxidiert.

Ginstig ist auch eine dritte Verfahrensvariante, bei
der Peptide, insbesondere Keratin oder keratinhaltige
Substanz, wie Federn, Haare oder Horn, in Oligopeptide
und/oder Aminosauren mittels eines oder mehrerer
Enzyme hydrolysiert werden, wobei ein mesophiler
Mikroorganismus eingesetzt wird, der wie oben
beschrieben zuginglich ist und der ein Gen enthdlt,
das eine bei > 70°9C aktive Protease, insbesandere
Keratinase codiert, wobei der mesophile
Mikroorganismus bei 2> 709C in wassrigem Medium mit dem
Protein, insbesondere Keratin oder keratinhaltiger
Substanz umgesetzt wird, oder wobei der mesophile
Mikroorganismus, der das beschriebene Gen enthalt, in
wissrigem Medium auf > 70°C erhitzt und das wassrige
Medium, ggf. nach Abtrennen ausgefallener Komponenten,
wie z. B. Teile des mesophilen Mikroorganismus, mit
dem Protein, insbesondere Keratin oder der
keratinhaltigen Substanz versetzt wird. Das die
Protease, insbesondere Keratinase codierende Gen ist
insbesondere ein - wie oben heschrieben - in den
mesophilen Mikroorganismus insertiertes Gen. Diese
Verfahrensweise ist insbesondere fir die industrielle

Peptidhydrolyse, insbesondere von Federn, geeignet.

-
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Die Vertahrensweise erlaubt ein praktisch
kontaminationsfreies Arbeiten, wobei die erhaltenen
Aminosduren und/oder Qligopeptide verhaltnismafBig
sauber anfallen bzw. von eventuellen Verunreinigungen,
wie z. B. Teilen des Mikroorganismus, einfach, z. B.

durch Filtration, abgetrennt werden konnen.

GemaB der vorliegenden Erfindung ist ein weiteres
Verfahren zur Hydrolyse speziell unloslicher Proteine,
wie Keratin oder keratinhaltiger Substanz, wie Federn,
Haare oder Horn, in QOligopeptide und/oder Aminosauren
bei einer Temperatur > 509C und mittels eines oder
mehrerer Enzyme, vorteilhaft, wobei die Hydrolyse mit
einer solchen Enzymmenge, bei einem solchen pH und
einer solchen Temperatur durchgefihrt wird, daB ein ,
zugegebenes unloésliches Substra%, insbhesondere Federn,
Haare oder Horn, frihestens nach 3 h aufgelast ist,
wobei besonders vorteilhaft dieses Substrat nach 24 h
zumindest zu 50 Gew.-71 aufgeldst ist. Vorteilhaft wird
dieses Verfahren nach 1 bis &4 Tagen abgebrochen, wobei
dann insbesondere mindestens 80 Gew.-%1, vorzugsweise
Uber 90 Gew.-7 und besonders glunstig praktisch das

gesamte Substrat aufgeldst ist.

Wenn bei den vorgenannten Verfahren Keratin oder
keratinhaltige Substanz, insbesondere Federn,
eingesetzt werden, kann vorteilhaft auf eine
Vorbehandlung, wie z. B. ein Autoklavieren,
insbesondere auf ein Behandeln bei einer Temperatur
> 130°C und besonders vorteilhaft auch auf eine
Vorbehandlung > 120°9C, verzichtet werden. Solche
Vorbehandlungeh sind bei der Hydrolyse von Federn
bislang Ublich gewesen, hierbei wird jedoch ein

betrachtlicher Anteil der Aminosauren racemisiert.

PCT/EP93/00569
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Erfindungsgemaf konnen die vorgenannten Verfahfen auch
zweistufig durchgefihrt werden, d. h. nach Aufldsen
zumindest eines Teils des eingesetzten Substrats,
insbesondere nach Aufldsen von mehr als 50 Gew.-I des
eingesetzten Substrats, wird das Hydrolysat, ggf.
unter anderen Bedingungen {Temperatur, pH)}, mit einer
oder mehreren anderen Peptidasen weiterbehandelt. Dies
dient der schnelleren oder uberhaupt weitergehenden .

Hydrolyse entstandener Oligopeptide.

Mit zur Erfindung gehdért auch ein Verfahren zur
enzymatischen Hydrolyse von Proteinen, insbesondere
van Keratin bzw. von solchen Stoffen, die diese
Proteine beinhalten, insbesondere von Federn, Horn
oder Haaren, wobei die Hydrolyse mit einer der ober
beschriebenen Enzymzusammensetzungen und/oder mit dem
Mikroorganismus Stamm W durchgefdhrt wird.
Grundsitzlich sind die oben beschriebenen
Enzymzusammensetzungen in allen erfindungsgemafien

Verfahren einsetzbar.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen

und Figuren ndher erlautert.

Es zeigen:

Fig. 1 das pH-Optimum einer erfindungsgemafen

Enzymzusammensetzung;

Fig. 2 das Temperatur-QOptimum der Enzymzusammensetzung

gemaB Fig. 1;
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Enzymaktivitdat dieser Enzymzusammensetzung;

Enzymaktivitdt analog Fig. 3 unter Zusatz

Trypton;

enzymatischen Abbau ldslicher Substrate;

enzymatischen Abbau unldéslicher Substrate

Abbau von Federn innerhalb von 2 Tagen.

Ausflihrliche Beschreibung / Wege zur Ausflihrung der

Erfindung

Stammcharakterisierung

Der neue Mikroorganismus Stamm W wurde aus einer

heiBen Quelle der Azoren isoliert. Er 1liBt sich unter

Stickstoff bei 70°C kultivieren. Hierzu lassen sich -

Hungate-Rohrchen verwenden, die mit einem Medium

folgender Zusammensetzung befullt werden:

KoHPO4 1.6 g
NaH,PO4 1.0 ¢
(NH4) 2S04 1.9 g
“NaCl 3,0 g
CaCl, x 2 H,0 0,1 g
MgS04 x 7 HaO0 6,3 g
FeCly x 6 H20 6,0 mg
Trypton 1,0 g

Hefeextrakt 1,0 g
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Spurenelemente
Vitamine
Resazurin (1 mg/ml)

NaHCO3

Cystein HCl

agqua dest ad

ml
ml
ml

g

g
1

PCT/EP93/00569

pH (mit 6 N HCl) 6,0 {nach dem Autoklavieren

etwa 6,3

)

Spurenelemente:

MnCl, x
CoCl; x
NiCls x
2nCl;
CuSO4
H3BO4
Na,MoOg4
NazSe03
VOSO4 X

aqua des

4
6
6

X

t

H,0
H20
H20

2 H,0
5 H,0
H.0
ad

Vitaminlosung:

Biotin

Folsaure

Pyridoxin/HCl

Thiamin/HCl

Riboflavin

Nicotinsaure

DL-Calciumpanthothenat

0.5
0,2
0.1
0,1
0,03

- o o

0o o o o
5 IS B S ) B ) I o B N

~ @ u u u n v u u

O o v e u w «

G
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Vitamin Bq2 0,01t g
p-Aminobenzoat 0,5 g
Liponsaure 0,5 g
aqua dest ad 1.0 1

pH mit 1 N NaOH 7,0

Als Substrat wird dem Medium entweder 0,2 7 Trypton
oder unlésliches Protein z. B. in Form einer Feder
zugegeben. Die Hungate-Réhrchen werden anschliefiend
mit Stickstoff begast. Danach erfolgt eine
Sterilisation unter allgemein Ublichen Bedingungen wie
z. B. bei 120°9C fi4r 30 min. Werden allerdings
Strukturproteine eingesetzt, wird bei niedrigeren
Temperaturen z. B. bei 100°C fiUr 60 min sterilisiert,
damit die natlrlichen Proteine nicht denaturieren. Die
anschlieBende Inkubation kann bei hohen Temperaturen
erfolgen, insbesondere bei 70°C. Unter anaeroben
Bedingungen wachsen die Zellen in ca. 8 bis 12 h an,
wobei ein Abbau der Strukturproteine nach 3 Tagen

festgestellt werden kann.
Eine Sporenbildung konnte bei Anzucht auf Sporenmedium
mit und ohne Glucose nicht nachgewiesen werden. (ber

einen Peroxidasetest war keine Katalase nachweisbar.

DariUber hinaus weist der neue Mikroorganismus Stamm W

folgende Abbaueigenschaften auf:

Substrat Abbau

Lactose -
Glucose -

Fructose -
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Maltose +
Xylose +
Amylase +
Arabinose -
Inulin -
Tween 80 -
HEC (Cellulose) -
Pullulan +
Glycogen +
Starke +
Gelantine -
Pepton _F
Bactopepton ¥
Collagen -
Casein -F
Trypton + '
Amylopectin -
Succinat -
Hefeextrakt +
Grameigenschaft gramnegativk
KOH-Test keine Reaktion
Xylanaleban -

*
nicht eindeutig

Eine Bestimmung des Guanosin+Cytosin-Gehalts der DNA
mittels HPLC ergab durchschnittlich

G + C = 40,0 £ 0,6 mol-7 (drei Bestimmungen).

Die Bestimmung erfolgte analog wie in Anal. B8iochem.
81, (1977), 461 - & far die DNA-Isolierung; Int. 3J.
Syst. Bact. 39, (1988), 158 - 167 fur den DNA-Abbau,

Referenz-DNA sowie G+C-Bestimmung und FEMS
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Microbiology Letters 25, (1884), 125 - 8 fiar die

chromatographischen Bedingungen beschrieben.

Analytische Saule NUCLEOSIL 100-5C18 (250 x 4 mm) mit
Vorsaule NUCLEOSIL 100-5C18 (20 x 4 mm); Temperatur
260C, Laufmittel 0,8 M (NH4)H2PO4) Acetonitril

80 : 6 (v/v), pH 4,4, 0,7 ml/min, Druck ca. 120 bar,
Calibrierung mit nichtmethylierter LAMBDA-DNA (Sigmaf,
G+C-Gehalt 49,858 mol-7, DNA-Abbau mit P1 Nuclease und
Dephosphoxylierung mit alkalischer Phosphatase aus

Kdlberserum (bovine alkaline phosphatase).

Herstellung eines Rohextraktes

Zellen einer Fermenterkultur werden {(ca. 1 g / 20 ml
Na-Phosphat 50 mM pH 8,8-Puffer) per Ultraschall
aufgeschlossen. (15 min, 50 7, Sufe 6 - 7, mittlere
Beschallungsspitze, Branson Sonifier). Nach
mikroskopischer Kontrolle auf gelungenen Aufschluf
wird der Rohextrakt fir 20 min, 49C, 35.000 xg,
zentrifugiert. Der so gewonnene Uberstand wird fir die

Enzymtests eingesetzt.

Aktivitat: etwa 0.3 - 0.8 U/ml, je nach AufschluB.

Protein: etwa 1 - 2 mg/ml.
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Bestimmung der proteolytischen Aktivitatl

Bestimmung der proteonlytischen Aktivitadt gegeniber

l6slichen Proteinen

Das Prinzip der Messung protealytischer Aktivitat
gegentber loslichen Proteinen beruht darauf, daB durch
enzymatische Aktivitat aus Proteinen, wie z. B. Casein
oder Rinderserumalbumin aromatische Aminosduren
freigesetzt werden. Diese lassen sich photometrisch
nach Abstoppen der Reaktion und Ausfiallen des
nichtgespaltenen Proteins mit Trichloressigsaure im

berstand bei 280 nm detektieren.
Reaktionsansatz:

0,45 ml 0,25 7ige (w/v) Caseinldsung (Hammersten-
Quality) in einem entsprechenden B & R-Puffer

- (Britton & Robinson, 1. Chem. Soc. (1831}, p. 1456.
Eine L&sung enthaltend je 0,4 M H3aPO4, CH3COOH und
H3BO03 in Wasser wird mit 0,2 N NaOH auf den
gewiinschten pH eingestellt.) werden auf Eis mit
0,05 ml enzymhaltiger Probe in E-Cups pipettiert und
je nach Aktivitdt bis zu 60 min bei der fir das Enzym
obtimalen Temperatur (80°C) und pH-Wert (10)
inkubiert. AnschlieBend wird der Ansatz zum Abstoppen
und Ausfillen der Proteine mit 0,5 ml 10 Ziger (w/v)
Tricﬁioressigséure (TCA) versetzt, fir 15 - 30 min bel
Raumtemperatur inkubiert und dann fir 10 min bei
13000 Upm in einer Eppendorf-Zentrifuge (Heraeus
Sepatech, Osterode) zentrifugiert. Die Extinktion des
klaren Uberstands wird bei 280 nm in einer
Quarzkivette gegen einen nichtinkubierten Leerwert

gemessen.
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Zur Bestimmung der Enzymaktivitat wird eine
Tyrasin-Eichkurve im Bereich von 0 - 1 uM/Ansatz
aufgenommen. Eine Enzymaktivitdt (1 Unit) wird als
diejenige Menge definiert, die 1 umol aromatische
Aminosauren/min freisetzte. Aus der Steigung der

Eichkurve ergibt sich faolgende Berechnung:

AE x 1 x 20.000

t [min]

Herstellung der Enzymzusammensetzung

Um die erfindungsgeméafBe Enzymzusammensetzung zu
erhalten, werden die in einer Reinkultur oder
Mischkultur angezogenen Zellen bei 10.000 x g
abgetrennt, so daB sich die Enzymzusammensetzung im
VUberstand befindet. Von hier aus kann eine
Konzentration z. B. mittels Cross-flow-Filtration oder

Uber Amicon-Kammern vorgenommen werden.

Allerdings hat sich gezeigt, daB ein Teil der in der
Enzymzusammensetzung befindlichen Enzyme
membrangebunden ist, so daB zur Enzymgewinnung die
Zellen vorteilhaft aufgeschlossen werden. Dieser
AufschluB kann z. B. mittels Ultraschall oder einer
French-Press erfolgen. AnschlieBend kann, wie oben
beschrieben, eine weitere Konzentration der Enzyme

vorgenommen werden.
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Charakterisierung der Enzymzusammensetzung

Die erfindungsgemale Enzymzusammensetzung kann aus
einem Enzym oder mehreren Enzymen bestehen. Wird diese
Zusammensetzung aus einer den neuen Mikroorganismus
enthaltenden Mischkultur gewonnen, konnen auch

Fremdenzyme anderer Mikroorganismen enthalten sein.

In mehreren Versuchen wurde die Proteaseaktivitat der
Enzymzusammensetzung bestimmt (Klingeberg M.,

Haswa F., Antranikian G., {1990}, Properties.of
extremely thermostable protease from anaerobic
hyperthermophilic bacteria. Appl. Microbiol.
Biotechnol. 43: 715 - 718). Hierbeil werden 0,25 Zige
Substratlésungen (Casein in B & R-Puffer des
gewinschten pH-Wertes) eingesetz£ und die Aktivitat
wie oben angegeben bestimmt. Fig. 1 zeigt das
pH-Optimum bei 80°C. Dieses liegt im Bereich von pH 4
bis pH 12, vorzugswelse im Bereich von pH 7 bis pH 11,
insbesondere im Bereich van pH 8 bis pH 10. Das
Temperaturoptimum gemaB Fig. 2 wurde bei pH 108
ermittelt. Man erkennt eine Enzymaktivitdt im weiten
Rereich von 50 bis 105%9C, vorzugsweise im Bereich von
70 bis 90°C, insbesondere bei 80°C. Zur Bestimmung der
Thermostabilitdt werden nach 1§87, 307, 1 h, stlndlich
bis 6 h und nach 20 h Proben entnommen und die
Aktivitat bestimmt. Stabil bedeutet, daf zwischen & h.
und 20 h kein nennenswerter (> 10 ) Aktivitdtsverlust

eintritt.
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EinfluB verschiedener Inhibitoren auf die

Proteaseaktivitat

Die Hemmwirkung verschiedener Inhibitoren auf die
Praoteaseaktivitat gibt AufschluB Uber das aktive
Zentrum und den Reaktionsmechanismus der Enzyme,
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und
Diisopropylfluorophosphat (DFP) binden an die
OH-Gruppe des Serins im aktiven Zentrum von
Serinproteasen und hemmen letztere irreversibel.
Ethylendiamintetraacetat Naz;-Salz (EDTA) ist ein
Metallchelator und hemmi Metalloproteasen. Proteasen,
bei denen Cystein im aktiven Zentrum vorliegt, lassen
sich durch Jodacetat irreversibel hemmen. Zur
Bestimmung des aktiven Zentrums der thermostabilen
Proteasen werden diese zusammen.mit entsprechenden
Inhibitoren bei Raumtemperatur und pH 7,0 inkubiert,

um eine Hydrolyse von DFP und PMSF zu vermeiden.

Reaktionsansatz:

470 pl 0,25 7 (w/v) Casein in 50 mM, pH 10 -
Puffer (B & R}
25 pl Enzymldésung

5 gl Inhibitorstammldsung (s. u.)

Bei Einsatz von 5 pl Inhibitorstammldésung entspricht
die Endkanzentration 1 mM. Bei Einsatz von 25 pl
Inhibitorldsung (Endkonzentration 5 mM) werden
entsprechend nur 450 pl Substratldsung eingesetzt. Die
Ansidatze werden zunachst ohne Substrat bei
Raumtemperatur (1 h) und anschlieBend mit Substrat 1 h

bei der fur das Enzym optimalen Temperatur inkubiert.
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Nach der Inkubation wird die Reaktion mit 500 pl einer
10 Zigen (w/v) Trichloressigsdureldsung gestoppt und
die verbleibende Aktivitdt, wie oben beschrieben,

bestimmt. Folgende Inhibitorldsungen werden

eingesetzt:

PMSF 17,3 7 (w/v) in Ethanol
EDTA 3,56 7 (w/v) in H,0 bidest
Jodacetat 14,4 7 {(w/v) in H,0 bidest

Hydrolyse chromogener Peptidsubstrate durch Proteasen

des KulturGberstands (Egqgs-Wert)

Zur Bestimmung der Substratspezifitat der Proteasen
werden die genannten chromogenen Peptidsubstrate in
einer Endkonzentration von 0,2 mM zusammen mit

zellfreiem Rohextrakt inkubiert.

Die Inkubation erfolgt unterhalb der Temperatur- und
pH-0Optima der Proteasen, um eine thermische bzw.
pH-abhingige, nichtenzymatischee Hydrolyse der

Peptidsubstrate zu vermeiden.

Reaktionsansatz:

00 pl 0,2 mM (w/v) Substratldsung in 50 mM
Na-P-Puffer, pH 7.0

100 pl Enzymprobe

Inkubation fir 17 h bei 60°C

Anschliefend wird das freigesetzte p-Nitroanilin
_sofort gegen einen nicht inkubierten teerwert bei

einer Extinktion von 405 nm gemessen.
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S0S-Gelelektrophorese

Das SDS-Gel hat eine Schichtdicke von 1,5 mm. Die
Konzentration des Sammelgels betragt 4,5 71 (w/v), die
des Trenngels 11,5 7 (w/v}. Zur Herstellung der Gele

werden folgende Ldsungen eingesetzt:

Acrvlamidldésung:

Acrylamid 29,2 g
N,N-Methylen-Bisacrylamid 0,8 g
Ho0 dest. ad 100 ml

Zur Entfernung ungeldster Partikel wird diese Ldsung

filtriert.

Trenngelpuffer:

Tris {a,o,a-Tris{hydroxymethyl)-methylamin} 18,15 ¢
sSDS 0,40 g
H20 dest. ad 100 ml

Vor der Zugabe von SO0S wird der pH-Wert mit

konzentrierter HCl auf 8,9 eingestellt.

. Sammelpuffer:

Tris 6,05 g
SDS 0,40 g
H,0 dest. ad 100 ml

Vor der Zugabe von SDS wird der pH-Wert mit

konzentrierter HC1l auf 6,8 eingestellt.

Ammoniumpersulfat-Ldsung:

Ammoniumpersulfat 06,10 g

H;0 dest. 8,94 g
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Elektrophoreseputffer:
Tris 3,00 g
Glycin 14,40 g
SDbS ) 1,00 g
H,0 dest. ad 1000 ml

Die Ammoniumpersulfatldésung wird entweder vor Gebrauch
frisch angesetzt oder aber portionsweise in
Eppendorf-ReaktionsgefiaBen bei -20°C gelagert und erst
kurz vor Gebrauch aufgetaut. Wahrend der
Elektrophoresepuffer stets frisch angesetzt wird,
k6nnen alle anderen Lésungen mehrere Waochen bei t9¢C

gelagert werden.

Herstellung der Gele

Zur Herstellung der Plattengele wird zunédchst das

Trenngel gegossen. Dazu werden

Trenngelpuffer 1,4 ml
Acrylamid-Losung 2,1 ml
H,0 dest. 2,6 ml

gut vermischt und mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe

entgast. Durch Zugabe von

Ammoniumpersulfatldsung 40 pl

TEMED 6 ul

wird die Polymerisation gestartet und die Lésung so
weit in die Kammer gefGllt, bis noch 1,5 cm Raum far

das Sammelgel verbleibt. Das Uberschichten des Gels
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mit 1 ml H,0 dest. verhindert ein Austrocknen. Nach
ca. 60 min ist der Polymerisationsvorgang
abgeschlossen, und das Sammelgel kann gegossen werden.

dazu werden

Sammelgelpuffer 0,70 ml
Acrylamid-Losung 0,26 ml
H,0 dest. 1,04 ml

vermischt, entgast und die Polymerisation durch Zugabe

von e
Ammoniumpersulfatlosung 10 pl
TEMED (N,N,N°,N -Tetramethylethylendiamin) 2 ul

gestartet. Vor dem GieBen des Sammelgels wird zunidchst
das Wasser vom Trenngel dekantiert. Ein luftblasenfrei
"in das noch fllissige Gel eingesetzter Kamm dient der

Taschenformung.

Vorbereitung der Proben

Bis zu 50 pl Proteinldésung mit bis zu 50 pg Protein
werden mit 10 pl Denaturierungspuffer versetzt, der

folgende Komponenten enthidlt:

SDS 2,00 g
2-Mercaptoethanol 3,00 g
10 mM NaP-Puffer, pH 7,0 ad 100 ml

Der Ansatz wird 5 min bei 100°C inkubiert,

anschlieBend mit 2 pul Bromphenolblau~Ldsung sowie
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einer Spatelspitze Saccharose versetzt und mil einer

Hamilton-Spritze auf das Gel aufgetragen.

Durchfihrung der Flektrophorese

Zum Einwandern der Proben wird zundchst eine konstante
Stromstiarke von 10 mA/1,5 mm Geldicke und 10 cm
Gelbreite angelegt. Nachdem die Proben in das
Sammelgel eingewandert sind, wird die Stromstarke auf

20 mA erhoht.

Silberfarbung

Bei der gelelektrophoretischen Auftrennung sehr
geringer Proteinmengen erfolgt die Detektion der
Proteinbanden durch Anfarben mit Silber. das Gel wird
dazu nach der Elektrophorese in den nachfolgend

aufgefihrten Lésungen auf einem Schittler inkubiert

Fixierer 60 min
50 % (v/v) EtOH 3 x 20 min
0,03 7 (w/v) NazS20s5 1 min
H,0 dest. (3 x gewechselt) 1 min
Silberldésung 20 min

und zweimal mit H,0 dest. gespllt. AnschlieBend wird
das Gel so lange unter leichtem Schwenfen in
Entwicklerldsung inkubiert, bis die Proteinbanden
deutlich sichtbar werden. Die Farbereaktion wird durch

Einlegen des Gels in eine 50 mM EDTA-L&sung gestoppt.
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In der letztgenannten Lésung 1ad8t sich das Gel Uber

mehrere Wochen lagern.

Fixierer: Ethanol 30 ml
Essigsaure 10 ml
Formaldehydldésung (37 %) 50 pl
H,0 dest. ad 100 ml

Silberlosung: AgNOg3 0,1 g
Formaldehydlésung (37 1) 75 pl
H,0 dest. ad 100 ml

Entwickler: Na,CO03 6§ g
Na,S5,05 0.4 mg
Formaldehydldosung (37 %) 50 pl
H,0 dest. ad 100 ml

Nachweis proteolytischer Aktivitat im

SDS-Polyacrylamidgel

Enzyme mit proteolytischer Aktivitdt konnen indirekl
ber die Farbung von Gelatine nachgewiesen werden, die
in das Gel eingegossen wird. Dazu wird, wie aben
beschrieben, ein 11 Ziges SDS-Trenngel gegossen. In
Abweichung wird jedoch anstatt 2,8 ml H,0 lediglich
2.0 ml eingesetzt und die restlichen 0,6 ml durch 1 7
Gelatine in 100 mM Glycinpuffer, pH 8.5 ersetzt.
Dadurch ergibt sich im Gel eine Endkonzentration von
0,1 7 Gelatine. Das Sammelgel wird, wie oben
‘beschrieben, ohne Gelatine gegossen. Die Vorbereiﬁung

der Proben und die Durchfudhrung der Elektrophorese



WO 93/18134 PCT/EP93/00569

28

erfolgt wie oben. An die Elektrophorese schlieBt sich
eine 60minilige Inkubation des Gels in einer 2,5 ligen
Triton X-100-L&sung bei 4°C an, um SDS aus dem Gel
herauszuldsen. AnschlieBend wird das Gel je nach
aufgetragener Aktivitat far 5 - 30 min in einem 50 mM
Puffer unter optimalen Bedingungen (pH 10, 80°9C)
inkubiert und anschlieBend fir 60 min in Farbeldsung
fixiert und gefarbt. Banden mit proteolytischer
Aktivitat werden nach ca. 3stdndigem Entfarben als

helle Banden im blau angefdrbten Gel sichtbar.

Farbelosung: Amidoschwarz g,1 g
Ethanol 30 ml
Eisessig 10 ml
H,0 dest. ad 100 ml
Entfarber: Ethanol 30 ml
Eisessig 10 ml
H.0 dest. ad 100 ml

Gelfiltration auf Superdex 200 (HPLC)

Enzyvmrohextrakt:

1 mg/ml Protein

0.6 U/ml

Siule: Superdex high-load 200 16/60 (120 ml)

Puffer: NaP pH 6.8
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ist

200.000)

also grofier als 200.000

EinfluB von Metallionen auf die proteolytische

Aktivitat

Metallion ca. 7 Aktivitdt

AgCl,
CaCl,
CoCl,
CuCl,
FeCl,
FeCls
MgCl,
MnCl,
NaCl
NaMoOg4
NaSe,03
NaWO 4
NiCl,
VOS0,4
ZnCl,

Die Metallionen werden in einem Puffer,

0
85
143
17
127
93
171
110
86
g1
986
75
72
87
57

Z Aktivitat 5 mM

0
117
1877

0

0

a
125
120
116

85
1386
134

44

44

37

50 mM Na-P;

pH 6,8, gelost. 50 pl dieser Lésung werden mit 50 pl

Rohextrakt fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert, dann

werden 400 pl Substrat

(6,25 7,
TCA-Fillung und

fUr 1 h bei 80°C inkubiert.

zugegeben und

Aktivititsbestimmung wird wie oben beschriehen

durchgefihrt.
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In einem weiteren Versuch wurde das Wachstum des neuen
Mikroorganismus auf Komplexmedium mit 0,25 7 Federn
als Substrat untersucht und gleichzeitig die
Enzymaktivitdt ermittelt (Fig. 3). Wird dem
Komplexmedium 0,25 7 Trypton zugesetzt (Fig. &),

steigt die Enzymaktivitdt deutlich an.

Fig. 5 und 6 zeigen schlieBlich den Abbau léslicher
und unléslicher Substrate. Nach Zugabe einer
definierten Enzymmenge (0,1 U/ml} wurde der
prozentuale Substratabbau ermittelt, wobeil jeweils auf
Federsubstrat gewachsene Zellen des neuen
Mikroorganismus (linker Balken, F 1} mit auf Trypton
gewachsenen Zellen (rechter Balken, F 2) verglichen

wurden.

Ein enzymatischer Proteinabbau kann nach allem mit
ganzen Zellen des neuen Mikroorganismus Stamm W
durchgefihrt werden oder in vitro in Gegenwart einer
erfindungsgemifen Enzymzusammensetzung. Die
in-vitro-Behandlung hat hierbei noch die Mdglichkeit,
daB eine Proteolyse auch unter anaeroben Bedingungen
bei 50 bis 100°C und z. B. bei pH 10 durchfihrbar ist,

wobei die anaerobe Variante (s. o.) bevorzugt wird.
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INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE

1. HINTERLEGER II. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS
Name: Prof. Dr. G. Antranikian Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
Dahlienweg 20 zugeteilte EINGANGSNUMMER:
Adresse: 2105 Seevetal 1
resse DSM 7003

Datum der Hinterlegung oder Weiterleitunglz

1992-03-12

111. LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINIGUNG

Die Lebens{3higkeit des unter Il genannten Mikroorganismus ist am 1992-03-23 2 gepriift worden.

Zu diesem Zeitpunkt war der Mikroorganismus

( X )3 lebensfahig

{ )3 nicht mehr lebensfihig

IV. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN IST*

1V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Name: DSM DEUTSCHE SAMMLUNG VON Unterschrift(en) der zur Vertretung der internationalen
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH Hinterlegungsstelle befugten Person(en) oder des (der) von
ihr ermichtigten Bediensteten:

Anschrift: Mascheroder Weg 1 B
D-3300 Braunschweig - :_’/;:.:. " ‘;'/..&/
- N
Datum: 1992-03-26
1 Angabe des D der Ersthinterlegung. Wenn eine erneute Hinterlegung oder eine Weiterleitung vorgenommen worden ist, Angabe des
D der jeweils | emneuten Hinterl oder Weiterleitung. -

-
> Inden in Regel 10.2 Buchstabe 3 Ziffer ii und iii vorgesehenen Fillen Angabe der letzten Lebenstihigkeitspriifung.
3 Zutreffendes ankreuzen.
4

Ausfiillen, wenn die Angaben beantragt worden sind und wenn die Ergebnisse der Priifung negativ waren.

Formblatt DSM-BP /9 (eincige Seite) 0787
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BUDAPESTER VERTRAG U'BER DIE INTERNATIONALE
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN
FUR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN

INTERNATIONALES FORMBLATT

Prof. Dr. G. Antranikian
Dahlienweg 20
2105 Seevetal 1

EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG,
ausgeste.lt gem3B Regel 7.1 von der unten angegebenen
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE

I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS

Vom HINTERLEGER teiltes B ichen: Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE
zugeteilte EINGANGSNUMMER:

Stamm W DSM 7003

II. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHENUNG

Mit dem unter 1. bezeichneten Mikroorgani wurde
( ) ecine wi haitliche Beschreibung
( X ) einevorgeschi t ische Bezeichnung

eingereicht.
(Zutreffendes ankreuzen).

IIl. EINGANG UND ANNAHME

Diese internationale Hinterlegungsstelle nimmt den unter I bezeich Mik i an, der bei ihr
am  1992~-03-12 (Datum der Ersthinterlegung)! eingegangen ist.

IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG

Der unter [ bezeich Mik i ist bei dieser Initernationalen Hinterlegungsstelie am
eingegangen (Datum der Ersthinteriegung) und ein Antrag auf Umwand} g dieser Ersthi legung in eine Hinterlegung gemiB
Budapester Vertrag ist am eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung).

V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE

Name: DSM-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Unterschrift(en) der zur Ver g der inter
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH Hinteriegungastelle befugten Person(en) oder des (der) von
ibr ermiichtigten Bediensteten:

Adresse:  Mascheroder Weg 1 B 3 Clsttnm [ ::.
D-3300 Braunschweig / . o=
Datum: 1992-03-26
tg alls Regel 6.4 Buchstabe d zutrifft, ist dies der Zeitpunkt, ru dem der Status einer internationalen Hi legungsstelle erworben worden ist.

Formbiatt DSM-BP/4 (einzige Seite) 0201
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Zur Vorlage beim Deutschen Patentamt

1. Freigabeerklirung

Hicrmit wird das Hinterlegungsinstitut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH
Mascheroder Weg 1b
D-3300 Braunschweig

unwidemuflich ermachugt, Proben des Mikroorganismus
Stamm W (Bezeichnung des Anmelders)

ab der ersten Vertffentlichung der Anmeldungsunteriagen (durch Offenlegung oder Patenterteilung) auf An-
forderung an jeden Dritten abzugeben.

Fiir die mit dem Patentericilungsverfahren befaBten BehSrden und Gerichte gilt die Freigabeerklirung auch
schon vor der ersten Vertffentlichung der Anmeldungsunterlagen.

Auxf das Recht zur Riickforderung oder Zerstdrung der Kultur des Mikroorganismus ab der exsten Verdffentli-
chung der Anmeldungsunterlagen wird unwiderruflich verzichter

Die Abgabe der Probe soll zu folgendea Bedingungen erfolgen:

Soweit nicht Bestimmungen des Hinterlegungsiandes oder Hintelegungsinstituts eine Freigabe ohne Bedin-
gungen vorsehen, muB der Empfanger gegeniiber ciner Hinterfegungsstelle Namen und Adresse angeben, die
dem Hinterleger von der Hinterlegungsstelle auf Wunsch mitgeteilt werden sowie eine verpflichtende Erkla-
nung gegeniiber dem Hinterleger abgeben, bis zum Ablauf des Patentschutzes

a) die Probe nicht an andere Personen weiterzugeben,
b) die Probe nicht aus dem Geltungsbereich des Patentgesetztes zu bringen.

i22277, /3.3-72 éé%ﬁi%uhzéZL;~

(Prof. Dr. G. Antranikian)

11 Bestatigung

Es wird folgendes bestitigt:
Der oben bezeichnete Mikroorganismus ist in vermehrungsfihigem Zustand

am hier hinterlegt worden und hat die Hinterlegungsbezeichnung erhalten.

Die Dauer der Hinterlegung betragt mindestens 20 Jahre, gerechnet von dem auf den Anmeldetag der oben ge-
nannten Patentanmeldung folgenden Tag, dh. vom 19 ____, zuziiglich einer Nachfiist von
finf Jahren nach Eingang des letzten Antrags auf Abgabe einer Probe bzw. nach Ablauf der gesetzlichen
Lanfdauer des auf die oben genannte Patentanmeldung erteilten Patents. Vermehrungsfzhige Proben dieser
Kultur werden wahrend des gesamten Zeitraums unter den oben genannten Voraussetzungen nach MaBgabe
der nationalen Bestimmungen iiber dea Vezkehr mit den Mikroorganismen an den abgegeben, der die hierfiir
vorgesehene Gebihr entrichtet. Vor Ablanf der genannten Fristen kann die Hinterlegung durch ens beendet
werden, wenn der Mikroorganismus in eine andere Sammilung Gberfiihrt wird, die die angegebeae Aufbewah-
mngsdaver und den freien Zugang zum Mikroorganismus gewzhrleistet.

Fiir die Ausfuhr der Kultur in die Bundesrepublik Deutschiand bestehen

derzeit keine Beschrankungen.
die folgenden Beschrankungen:
Datum
(Hinterlegungsinstitu)
ERSATZBLATT
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BUDAPESTER VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN

ERKLARUNG BE! ERSTHINTERLEGUNG
(REGEL 6.1)

Von der Hinterlegungsstelle auszufillen:

An DSM-Aufnahmenummer:
DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN
UND ZELLKULTUREN GmbH Eingangsdatum der Kultur:

Mascheroder Weg 1b
3300 Braunschweig

BAKTERIEN/P1L2E]

DER UNTERZEICHNETE HINTERLEGT OEN NACHSTEHEND BEZEICHNETEN MIKROORGANISMUS AUFGRUND DES BUDAPESTER VEETRAGES
UND VERPFLICHTET SICH, DIE HINTERLEGUNG WAHREND DER IN REGEL 9.1 GENANNTEN DAUER WICHT ZURUCKZUNEHMEN

1. KENNZEICHMUNG DES MIKROORGANISHUS

Bezugszeichens : Stamm W Die zu hinterfegende Kultur ist:
( X) eine Reinkultur
Taxonomische Bezeidmng" : ¢ ) eine Mischkultur

(zutreffendes bitte ankreuzen)

I1. Zichtungsbedingungen « )

Medium: siehe Anlage 1 pH vor Sterilisation: 6,0
Sterilisation 30 min bei 120 °C
pH nach Sterilisation: 6,3
Verhalten gegeniber Sauverstoff:
( ) aerob
( ) mikroaerophil
( x) obtigat anaerob

Besondere Anspriche an die Gasatmosphire:

Bebritungstemperaturs 70 ¢
Bebritungsdauer: 24 h
Aufbewahrung bei: -4 °C

Uberimpfungsintervall: 3 Monate

1 Die DSM nimmt zur Hinterlegung ausschlieslich Mikroorganismen an, die gemiB DIN 58 956 (Beiblatt 1) Teil 1.
Medizinische Mikrobiologie, ISBN 3-410-12028-9, zu den Risikogruppen I oder 11 gehdren, bzw. unter
Anwendung der Laborsicherheitsmagnahmen L1 oder L2 entsprechend den “Richtlinien zum Schutz vor Gefahren

, durch in-vitro neukombinierte Nukleinsduren® (5. Uberarbeitete Fassung, BMFT) bearbeitet werden kdnnen.

2 Dieses Formblatt kann auch verwendet werden, wenn der Unterzeichnete eine Hinterlegung eines Mikroorganis-
mus, die er selbst oder sein Rechtsvorginger auBerhalb des Budapester Vertrags bei derselben Hinterlegungs-
stelle vorgenommen hat, in eine Hinterlegung nach dem Budapester Vertrag umsandelt. Dabei ist unerheblich,
ob die Ersthintertegung vor (Regel 6.4 Buchstabe d) oder nach dem 2eitpunkt stattgefunden hat, zu dem die
Stelle den Status einer internationalen Hinterlegungsstelle erworben hat.

Nummer, Symbole usw., die der Hinterleger dem Mikroorganismus zugeteilt hat.

4 Es wird dringend empfohlen, die taxonomische Bezeichnung und/oder die wissenschaftliche Beschreibung des
Mikroorganismus (unter VI1.) anzugeben.

5 Ankreuzen, wenn auf einem besonderen Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

Formblatt DSM-BP/1-Bakterien/Pilze (erste Seite) 0283
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ANLAGE 1
II. Ziichtungsbedingungen

Medium:
KoHPO4 1,6 g
NaH5POy 1,0 g
(NH4) 2S04 1,5 g
NaCl 3,0 g
CaCly x 2 H0 0, g
MgSOg x 7 Hp0 0, g
FeCly x 6 Hp0 6,0 mg
Trypton 1,0 ¢
Hefeextrakt 1,0 g
Spurenelemente 1,0 ml
Vitamine 1,0 ml
Resazurin(img/ml) 1,0 ml
NaHCO3 1,0 g
Cystein HC1 0,5 g
aqua dest ad 1,0 1

pH (mit 6 N HCl) 6,0 (nach dem Autoklavieren etwa 6,3)
Substrat: 1 Feder pro Hungate-RShrchen [Trypton 0,2 %]

Die Hungates werden beim Abfiillen mit N; begast.
Sterilisation erfolgt bei 100°C fiir 60 min, bei hdheren
Temperaturen wird die Federstruktur zu stark
denaturiert.

Inkubation: bei 70°C anaercb. Die Zellen wachsen in 8-12

h an. Federabbau kann nach 3 Tagen festgestellt werderl

Spurenelemente:

MnCly; x 4 Hp0 1,0 ¢
CoCly x 6 HpO 1,0 g
NiCls x 6 H0 0,5 g
ZnCly 0,5 g
CuS04 0,5 g

ERSATZELATT
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H3804 0,2 g
NapMoO4 x 2 Hp0 0,1 g
NaSe03 x 5 Hp0 0,1 g
V0S04 x 5 Hz0 0,03 g
agua dest ad 1,0 1
Vitaminlésung:

Biotin 0,2 g
Folsdure 0,2 g
Pyridoxin/HC1 1,0 g
Thiamin/HC1 0,5 g
Riboflavin 0,5 g
Nicotinsiure 0,5 g
DL-Calciumpanthothenat 0,5 g
Vitamin Bj> ' 0,01 g
p-Aminobenzoat 0,5 g
Liponsdure 0,5 g
aqua dest ad 1,0 1

PH mit 1 N NaOH 7,0

ERSATZBLATT
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[1I. AUFBEWAHRUNGSBED INGUNGER

Als Fliissigkultur unter NZ—Atmosphére bei 4°C im Komplexmedium.
Das Substrat ist entweder Feder oder Trypton.

Tryptonmedium + 1,5 % Agar. Wachstum auf Agarplatten bei 70°C unter

Ny-Atmosphédre.

IV. BEDINGUNGEN FUR DIE LEBENSFAHIGKEITSPRUFUNG [4

Triibung. Zellzahl auf Agarplatten. Mikroskopische Kontrolle.

V. BESTANDTEILE DER MISCHKULTIR (wern zutreffend) « )

Beschreibung der Bestandteile:

Verfahren, die die Prifung auf Lebensfihigkeit der Bestandteile ermSglichen:

5 Ankreuzen wenn auf einem gesonderten Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

Formblatt DSM-BP/1 Bakterien/Pilze (zweite Seite) 0288
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VI. EIGENSCHAFTEN, DIE FUR DIE GESUNDHEIT ODER DIE UMWELT GEFAHRLICH SIND

Risikogruppe des unter 1. genannten Hikroorganismus gemdss DIN S8 956 (Beiblatt 1) Teil 1, Medizinische
Mikrobiologie, 1S8N 3-410-12028-9:

1

Der zu hinterl{egende Mikroorganismus darf unter folgenden Sicherheitsmassnahmen' gehanchabt werden:

« ) L1 ( ) 2

« L3 C )

Der Mikroorganismus hat folgende Eigenschaften, die fiir die Gesundheit oder die Umwelt gefdhriich sind
oder sein kénnen:

Bitte angeben:

¢ X) Dem Unterzeichneten sind derartige Eigenschaften nicht bekannt.

Wenn der Mikroorganismus genetisch manipuliert ist:

1. Bitte alle relevanten genetischen Eigenschaften angeben:

generelle genetische
Rekombination (rec):

Modifikation:
Restriktionen:
Sensitivititen:
Resistenzen:
Auxotrophien:

2. Bezeichnung der Spenderorganismen, deren Nukleinsdure in das Plasmid klonier: wurde:

3. Unbedingt_angeben (ohne diese Angaben kann die Hinterlegung in der DSM nicht in Kraft treten), ob

die klonierten subgenomischen Fragmente des Spenders (der Spender) nachgewiesenermassen kein pathogenes
Potential haben

trifft zu « )
oder ob die subgenomischen Fragmente des Spenders (der Spender) ein pathogenes Potential haben
trifft zu «

falls letzteres zutrifft gi‘lt folgendes:

Die Hinterlegung des Plasmids in der DSK kann gemiss Verpflichtung durch die ZKBS6 nur in Kraft
treten, wenn der DSM eine Kopie der Ergebnisse der Sicherheitsiberprifung durch die ZKBS

vom Hinterleger zugesandt wird.

-

Die DSM niamt zur Hinterlegung ausschlieBlich Mikroorganismen an, die gemdB DIN S8 956 (Beiblattl ) Teil 1,
Medizinische Mikrobiotogie, ISBN 3-410-12028-9, zu den Risikogruppen I oder Il gehdren, bzw. unter Anwendung
der Laborsicherheitsma8mahmen L1 oder L2 entsprechend den *Richtlinien zum Schutz vor Gefahren durch
in-vitro neukambinierte Nukleinsdure* (5. dberarbeitete Fassung, BMFT) bearbeitet werden kénnen.

5 Ankreuzen, wenmn auf einem besonderen Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

6 2(BS = zentrale Komission fir Biologische Sicherheit

Formblatt DSH-BP/1-Bakterien/Pilze (dritte Seite) 0288
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VI1. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG® ¢ )
siehe Anlage 2
VILI. WEITERE ANGASEN ¢ ¥
IX. HINTERLEGER®
Name: Prof. Dr. G. Antranikian Unterschrift: .
7 4 .

Sy

s //a/ﬁ L
Anschrift: Dahlienweg 20 Datum: /)—'3,7'2'

D-2105 Seevetal 1

5 Ankreuzen, wenn auf einem gesonderten Blatt weitere Angaben eingereicht werden.

7 Es wird dringend empfohlen, die wissenschaftliche Beschreibung und/oder die vorgeschlagene taxonomische Be-
zeichnung (unter [.) des Mikroorganismus anzugeben.
Ankreuzen, wenn auf einem gesonderten Blatt weitere Angaben (auSer den unter fuBnote &4 genannten) einge-
reicht werden, z. B. Herkunft des Mikroorganismus, Name und Anschrift anderer Hinterlegungsstellen, bei
denen der Hikroorganismus hinterlegt worden ist, oder das fiir die Festlegung der vorgeschlagenen taxonomi-
schen Bezeichnung angewandte Kriterium. (Diese Angaben sind fakultativ). .

9 Der Name des Hinterlegers mu8 mit der Unterschrift identisch sein.
Bei Firmen missen zwei offizielle Firmenvertreter unterschreiben.
Wenn natiirliche Personen fiir eine juristische Person unterzeichnen, so ist deren Unterschrift in Maschinen-
schrift zu wiederholen.

formblatt DSM-BP/1-Bakterien/Pilze (vierte und letzte Seite) 0288
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ANLAGE 2
VII. Wissenschaftliche Beschreibung

Das Bakterium ist in der Lage auf Komplexmedium bei 70°C
zu wachsen. Nach 10 h Wachstum wird die stationire Phase
erreicht. Protesaseproduktion nimmt ebenfalls zu. 90% des
Enzyms ist zellgebunden. Die Kultivierung wird unter No-
Begasung und Rihren (ca. 200 upm) durchgefiihrt. Die

Zellen sind stébchenférmig.

Substrat Abbau

Lactose -
Glucose -
Fructose +
Maltose +
Xylose

Arabinose -
Inulin -
Tween 80 ' -
HEC (Cellulose) -
Pullulan +
Glycogen +
Stérke +
Gelatine -
Pepton +
tBactopepton

.Collagen -
Casein

Tryétbn +

Grameigenschaft:
Nach KOH-Test und L-Aminopeptidasetest handelt es sich
‘um keine Gramnegativen Organismen. Die Gramférbung ist

bislang nicht gelungen.

ERSATZBLATT




WO 93/18134 PCT/EP93/00569

42

Sporen:
Sporen konnten nach Anzucht aurf Sporenmedium miz und
ohne Glucose nicht gefunden werden. Auch in alten

Kulturen nicht.
Katalase:

Mit dem Peroxidasetest konnte keine Katalase

nachgewiesen werden.

ERSATZBLATT
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Patentanspriche

Mikroorganismus Stamm W, hinterlegt unter

DSM 7003.

Enzymzusammensetzung, erhaltlich aus einer den
Mikroorganismus nach Anspruch 1 beinhaltenden
Kultur, wobei der Kulturidberstand abgetrennt und

gegebenenfalls konzentriert wird.

Enzymzusammensetzung, erhaltlich aus einer den
Mikroorganismus nach Anspruch 1 beinhaltgnden

Kultur, wobei die Zellen aufgeschlossen werden.

Enzymzusammensetzung nach Anspruch 2 oder 3,
d adur ch ge kennzedldlchneHt,
daff die Mikroorganismen zur Enzymproduktion bzw.
Enzyminduktion in einem Tryptonmedium kultiviert

werden.

Enzymzusammensetzung, insbesondere nach einem der

-Anspriche 2 bis &,

dadurch ge kennzedlocchnet,
daf diese ein Enzym oder mehrere Enzyme enthdlt

und Proteaseaktivitat besitzi, waobei

- das Temperaturoptimum (bei pH 10) im Bereich von

70 bis 90°C, insbesondere bei 80°C liegt;
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das pH-Optimum {(bei 80°C) im Bereich von pH 7
bis pH 11, insbesondere im Bereich von pH 9§ bis

pH 10 liegt;

Gelfiltration ein Enzym oder Enzymkomplex mit
einem Molekulargewicht von ca. 200 000 Dalton
ausweist und eine Molekulargewichtsbestimmung
mit einem SDS-Aktivitatsgel zwei Banden im
Bereich zwischen ca. 200.000 und ca. 330.007

zeigt;

der E4ps-Wert (gegen Blindwert) nach 17
Inkubation bei 60°C, 0,2 mM Substrat in
Phosphatpuffer pH 7 und 0,3 mg/ml
Enzymrohextrakt, Mefistrecke 1 cm beil
N-Succinyl-Phe-pNA, N-Sudcinyl—Ala-Ala—Pro—Phe-
pNA und Z-Arg-pNA > 0,5, bei H-Gly-Glu-pNA
zwischen 0,3 und 0,5, bei Acetyl-Ala-pNA
zwischen 0,1 und 0,3 und bei Benzoyl-DL-Arg-oNA
Z-Gly-Pro-pNA, Benzoyl-Lys-pNA, Z-Arg-pNA ung
Acetyl-Tyr-pNA unter 0,1 liegt; ’

die folgenden Inhibitoren bei den angegebenen
Konzentrationen etwa die folgenden

Restaktivitdaten ergeben:

Inhibitor Restakl. Restakt.
(1 mM) {5 mM}
chne 100 % 100 7
Pefabloc SC (Ser.) 83 1 -
PHMSF (Ser.) 14 7 10 1
EDTA (Metallo.) 93 7 85 1

Iodoacetat (Cyst.) 83 7 76 1
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- die Thermostabilitaten wie folgl sind:

- bei pH 7 und 8,5 Uber 20 h bei 70°%C und 80°C
stabil,
- bei 90°C nach 4 h weniger als 10 ¥

Restaktivitat,

- bei pH 10, 809C und 90°9C nach 15 min
Totalverlust der Aktivitat

- bei 70°%C etwa 40 7 Restaktivitat nach 6 h,
nach 20 h Totalverlust.

6. Verwendung des Mikroorganismus nach Anspruch 1
'und/oder der Enzymzusammensetzung nach einem der
Ansprache 2 bis S zum Abbau von Proteinen
insbesondere Keratin bzw. von solchen Stoffen, die
diese Proteine beinhalten, insbesondere von

Federn, Horn oder Haaren.

7. Verwendung des Mikroorganismus nach Anspruch 1 zur
Isolierung eines eine Keratinase codierenden Gens
und/oder zur Insertion eines eine Keratinase

codierenden Gens in einen anderen Mikroorganismus.

8. Verfahren zur Hydrolyse von Peptidcn, insbesondere
von Keratin oder keratinhaltiger Substanz, wie
Federn, Haare oder Horn, in Qligopeptide und/oder
Aminosduren bei einer Temperatur > 50°C und

mittels eines oder mehrerer Enzyme,
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d adurch gekennzedlchne t,
daB die Hydrolyse bei einer Temperatur zwischen
50°C und 105°9C und bei einem pH zwischen 4 und
< 11 erfolgt, wobeli der enzymatische Abbau ein
Mehrfaches von einem eventuell begleitenden

chemischen Abbau betragt.

Verfahren zur Hydrolyse von Peptiden, insbesandere
von Keratin oder keratinhaltiger Substanz, wie
Federn, Haare oder Horn, in 0ligopeptide und/oder
Aminosduren mittels eines oder mehrerer Enzyme beil
einer Temperatur > 70°C,

d adwurch gekenn=zeildlchne t.

da8 der Abbau anaerocb durchgefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 8,
dadurxrch gekennzeilchne t,

dafl die Hydrolyse anaerab durchgefihrt wird.

Vverfahren nach Anspruch 9,
d adurch gekennzedlchne t.
daB die Hydrolyse bei einem pH zwischen 4 und 12

durchgefihrt wird.

Verfahren zur Hydrolyse von Peptiden, insbhesondare
von Keratin oder keratinhaltiger Substanz, wie
Federn, Haare oder Horn, in 0ligopeptide und/oder

Aminosiuren mittels eines oder mehrerer Enzyme,

K
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d adur c h ge kennzelochneHt,

daB man einen mesophilen Mikroorganismus, der ein
insertiertes Gen enthdlt, das eine bei > 70°C
aktive Peptidase, insbesondere Keratinase kodiert,
bei » 70°C in wissrigem Medium mit einem Peptid,
insbesondere mit Keratin oder keratinhalliger
Substanz umsetzt, oder daB man den Mikroorganismus
im wassrigen Medium auf » 70°C erhitzt und das
wassrige Medium, gegebenfalls nach Abtrennen
ausgefallener Komponenten, mit einem Peptid,
insbesondere mit Keratin oder der keratinhaltigeu

Substanz versetzt.

13. Verfahren zur Hydrolyse gemadB .einem der Anspriche
8 - 12,
d adurch ge kennzedichneHt,
daB das Keratin oder die keratinhaltige Substanz,
insbesondere Federn, vor der Hydrolyse nicht bei

einer Temperatur > 120°C vorbehandelt werden.

14. Verfahren zur Hydrolyse gemaf einem der Anspruche
g8 - 13,
d adwuroch gekennzedlchnet,
daBf das Hydrolysat nach Aufldsen van mind.
50 Gew.-71 des eingesetzten Substrats mit einer
oder mehreren anderen Peptidasen weiterbehandelt

.wird.
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15. Verfahren zur Hydrolyse von Keralin oder

16.

17.

keratinhaltiger Substanz, wie Federn, Haare oder
Horn, in Oligopeptide und/oder Aminosduren bel
einer Temperatur > 50°2C und mittels eines oder
mehrerer Enzyme, insbesondere nach einem derv
Anspriche 8 - 14,

dadurch gekennzedlchnet,

daB die Hydrolyse mit einer solchen Enzymmenge,
einem solchen pH und einer solchen Temperatur
durchgefihrt wird, daB ein zugegebenes unldésliches

Substrat frihestens nach 3 h aufgeldst ist.

Verfahren zur Hydrolyse gemaB Anspruch 15,
dadwurach ge kennzedichnet,

daB die Hydrolyse mit einer solchen Enzymmenge,
einem solchen pH und einer solchen Temperatur
durchgefihrt wird, daB ein zugegebenes unldésliches
Substrat nach 24 h zu mindestens 50 Gew.-1

aufgeldst ist.

Verfahren zur enzymatischen Hydrolyse von
Proteinen, inshesondere Keratin bzw. von solchen
Stoffen, die diese Proteine beinhaltlen,
insbesondere vaon Federn, Horn oder Haaren,
dadurxrch gekennzedlchneHt,

daB die Hydrolyse mit einer Enzymzusammensetzung
gemdB einem der Anspriche 2 bis 35 und/oder mit dem
Mikroorganismus gemaf Anspruch 1 durchgefihrt

wird.
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Wachstum und Enzymaktivitat von “WD"
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Enzymatischer Abbau IGsiicher Substrate
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