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Tiivistelmé ~ Sammandrag

Keksintd koskee pesuaineproteaasien aluetta.
Tarkemmin sanottuna keksintd kohdistuu uu-
siin alkalisiin proteaaseihin, jotka ovat
(tai)

imperfect fungi -

perdisin Dendryphiella- ja Scoleco-
basidium-sukujen (suvun)
kannoilta. Ennen kaikkea keksintd kohdistuu
proteaasien valmistusmenetelmddn, proteaasi-
en kidyttddn pesuaineantsyymeind ja pesu-
ainekoostumuksiin, jotka sisdltdvdt keksin-

nén mukaisia proteaaseja.

Uppfinningen avser omrddet av detergentpro-
teaser. Mer spesifikt sagt geller uppfinnin-
gen nya, alkaliska proteaser, vilka hirstam-
mar frdn stammar av imperfekt fungi av sl&k-
ter (sldkten) Dendryphiella och (eller) Sco-
lecobasidium. Framfdr allt inriktar uppfin-
nigen sig pd processen fér att framstilla
proteaser, deras anvdndning som detergent-
enzymer och detergentkompositioner, som in-

nehdller proteaser enligt uppfinningen
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Uudet proteaasit - Nya proteaser

Esilld oleva keksint® koskee pesuaineproteaaseja. Tarkemmin
mddriteltynd esilld oleva keksintd kohdistuu uusiin alkali-
siin proteaaseihin, jotka ovat perdisin Dendryphiella- ja
(tal) Scolecobasidium-sukujen (suvun) imperfect fungi -kan-
noilta. Ennen kaikkea esilld oleva keksintd kohdistuu prote-
aasien valmistusmenetelmddn, proteaasien kdyttddn pesuaine-
entsyymind sekd@ esilld olevan keksinnén mukaisia proteaaseja

sisdltédviin pesuainekoostumuksiin.

Pesuaine-entsyymejd on myyty pitempddn kuin 20 vuoden ajan,
ja niille on nyt luotu varma asema sekd jauhemaisten ettéa
nestemdisten pesuaineiden normaaleina ainesosina kaikkialla
maailmassa. Sen suuntauksen mydtd, ettd peseminen suoritetaan
alemmassa lampoétilassa, detergenttientsyymin kulutus on nous-
sut viimeisten vuosien aikana. Pesuaineformulaatioissa kdyte-
tyt entsyymit sisdltdvat proteaaseja, lipaaseja, amylaaseja,
sellulaaseja sekd muita entsyymejd tai niiden seoksia. Kau-

pallisesti tédrkeimpi& ovat proteaasit.

Pesuaineproteaaseja on kehitetty eristdmdlld luonnosta 10y-
dettyjéd proteaaseja, mink& jdlkeen niitd on testattu pesuai-
neformulaatioissa. Useimmat pesuaineproteaasit saadaan Bacil-
lus-suvun jéseniltd. Uusia proteaasityyppejd tulee jatkuvasti
markkinoille tarjoten mahdollisuuden antaa parempi hinnan ja

tehon suhde erilaisissa tarkoin mddrdtyissd olosuhteissa.

Kaupallisten proteaasituotteiden esimerkkej& ovat Alcalase™,
Esperase™ sekd Savinase™, joita kaikkia Novo Nordisk A/S,
Tanska, toimittaa. Na&m& ja samankaltaiset entsyymituotteet,
jotka ovat perdisin muista kaupallisista l&heistd, ovat ak-
tiivisia pesuaineliuoksissa, se on pH-arvoissa, jotka ovat
alueella 8-11, sekd@ sekvestraus-, pinta-aktiivisuus- ja val-
kaisuaineiden, kuten esimerkiksi natriumberporaatin ldsnd ol-

lessa. Alcalase-proteaasia tuotetaan Bacillus licheniformis-



10

15

20

25

30

116144

lajin kannoilla. Alkalofiilisten bakteereiden kantoja vilje-

lemdlld saadaan Esperase’ - ja Savinase'-proteaaseja.

Esilld olevan keksinnén mukaisesti annetaan kdyttddén uusia
pesuaineproteaaseja. Ensimmdisesséa nakodkohdassaan esilléa
oleva keksintd antaa kdyttddn proteaasin, joka on saatavissa

Dendryphiella- tai Scolecobasidium-suvun kannalta.

Tarkemmin méddrdtyssd ndkdkohdassa esilld oleva keksintd antaa
kdyttdoén proteaasin, jonka pI on noin 9,1, molekyylipaino on
noin 18 - 20 kD, ja joka on aktiivinen hemoglobiinia, kaseii-
nia, kuorittua maitoa ja Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA:ta kohtaan,

tai jonka pI > 9,5 ja molekyylipaino noin 28 kD.

Seuraavassa ndkokohdassa esilld oleva keksintd antaa kayttdoodn
proteaasien valmistusmenetelmdn, joka kisittdd Dendryphiella
tai Scolecobasidium-suvun proteaasia tuottavan kannan vilje-
lemisen sopivassa kasvatusalustassa, joka sisdltdd hiilen ja
typen l&hteet sekd epdorgaanisia suoloja, mink& jadlkeen ha-

luttu entsyymi otetaan talteen.

Kolmannessa ndkdékohdassaan esilld oleva keksintd antaa kayt-
tdoén proteaasin valmistusmenetelmén, joka kasittdd proteaasia
koodittavan DNA-fragmentin eristdmisen, DNA-fragmentin yhdis-
tdmisen sopivan ilmentymissignaalin kanssa sopivassa plasmi-
divektorissa, plasmidivektorin viemisen sopivaan 1is&ntdén
joko autonomisesti replikoituvana plasmidina tai kromosomiin
integroituna, isdntdorganismin viljelemisen olosuhteissa,
jotka johtavat proteaasin ilmentymiseen, sekd proteaasin tal-

teenoton kasvatusalustasta.

Neljénnessd néadkokohdassaan esilld oleva keksintd esittda
vaatimukset proteaasien kdytdlle pesuaineentsyymeind. Taman
nakodkohdan tarkemmin médritellyssd sovellutusmuodossa anne-
taan kdyttddén pesuainekoostumuksia, jotka sisdltdvét prote-
aaseja. Tédmdn ndkdkohdan vield erddssd spesifisessd sovellu-
tusmuodossa pesuainekoostumukset annetaan kdyttddn pesuaineen
lisdaineena, mieluummin pélydmdttdémind granulaattina, stabi-

loituna nesteend, lietteend tai suojattuna entsyymind.
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Organismi

Esilld olevan keksinnén mukaisia uusia pesuaineproteaaseja
voidaan hankkia Dendryphiella- ja Scolecobasidium-sukujen
jéseniltd&. Dendryphiella ja Scolecobasidium kuuluvat Fungi
imperfectiin. D. salina (Sutherland) Pugh et Nicot (synonyy-
mit: S. salinum (Sutherland) M.B. Ellis, Cercospora salina
(Sutherland) ja D. arenaria Nicot (synonyymit: S. arenarium
(Nicot) M.B. Ellis) ovat erittdin l&dheisid lajeja, jotka ta-
vallisesti eristetddn merikasvupaikoilta, ldhiranta-alueilta.
Esimerkkejd ovat kannat D.arenaria Nicot, DSM 6260, joka
alunperin eristettiin hajoavasta Nereocystis-levastad, sekd D.
salina (Sutherland) Pugh et Nicot, DSM 6331. Muita lajeja
ovat esimerkiksi D. vinosa (Bert & Curt) Reisinger; D. infus-
cans (Thumen) M.B. Ellis; S. cateniphorum Matsushima; S.
echinophilum (Massalongo) Sutton; S. fusiforme Matsushima; S.
longiphorum Matsushima; S. salmonicolor Shearer; S. terreum
Abbot; S. tshawytschae (Doty & Slater) McGinnis & Ajello; S.
constrictum Abbot; S. humicola Barron & Bush; S. obovatum
Matsushima; S. variabile Barron & Busch; S. anelli Graniti;
S. verruculosum Roy, Dwivedi & Mishra; S. gyrocarpi M.B.
Ellis.

Erds esimerkki on S. gyrocarpin kanta M.B. Ellis, DSM 6332.
Mikro-organismien kasvattaminen

Mikro-organismeja voidaan kasvattaa aerobisissa olosuhteissa
kasvatusalustassa, joka sisdltdd assimiloituvia hiilen ja
typen lédhteitd yhdessd muiden vdlttadméttdmien ravintoaineiden
kanssa, kun alustan koostuu tunnetun tekniikan periaatteiden
mukaisesti. D. salinan ja D. arenarian kantoja voidaan vil-
jelld alustassa, Jjoka sis&dltdd merivettd tai merisuoloja

mutta se el ole valttamatdntéa.

Organismit pystyvdt kasvamaan huoneenldmpdtilassa monilla
vleisesti kéytetyilld agar-alustoilla, kuten PDA:1lla (Potato
Dexstrose Agar), YPG:11& (4 g/l hiivauutetta; 15 g/l glukoo-
sia; 1 g/l KHPO,:&8&; 0,5 g/1 MgSO,,7H,0:ta; 20 g/l agaria; pH
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7,3-7,5 ennen sterilointia) sek& Bacto Yeast Morphology
Agarilla (Difco™). D.arenaria ja D. salina pystyvét kasvamaan
myds KMV-agarilla (1 g/1 glukoosia; 0,1 g/l hiivauutetta;
0,1 g/1 Bacto™-peptonia; 1 g/l gelatiinihydrolysaattia,
12 g/1 agaria; 40 g/l Sigma™:n merisuoloja (Sea Salts).

Sopivia hiilenldhteitd ovat hiilihydraatit, kuten esimerkiksi
sakkarcosi, glukoosi ja tdrkkelys, tai hiilihydraattia sisdl-
tavat materiaalit, kuten esimerkiksi soijapapuryynit, pella-
vansiemenjauhot, viljanjyvdt, maltaat, riisi ja durra. Alus-
taan sisdllytetty hiilihydraattikonsentraatio voi vaihdella
laajalti, esim. 25-0,1 prosentin v&alill&d, mutta tavallisesti

1-10 prosenttia on sopiva alue.

Typen léhde kasvatusalustassa voi olla luonteeltaan epdor-
gaaninen ja (tai) orgaaninen. Sopivia epdorgaanisen typen
l&hteit& ovat nitraatit ja ammoniumsuolat. Fermentaatioissa
kdytetddn sddnndllisesti jokseenkin suurta joukkoa vyhdistei-
td, jotka valitaan orgaanisten typpiyhdisteiden piiristd. Va-
laisevia esimerkkejd ovat soijapapujauho, pellavansiemenjau-
ho, kaseiini, maissi, maissinliuotusneste, hiivauute, urea ja
albumiini. Kasvatusalustan tulisi lisdksi sis&ltdd tavallisia

hivenaineita.
Proteaasien talteenotto ja puhdistaminen

Kaymisen jé&lkeen voidaan sienien tuottamat ekstrasellulaari-
set proteaasit ottaa talteen ja puhdistaa tunnetun tekniikan
periaatteiden mukaisesti, esim. kdyttdmdlld sellaisia vaihei-
ta kuten esimerkiksi karkeiden ainesten poistamista sentrifu-
goimalla tai rumpusuodatuksella, kasvatusliemen konsentroin-
tia haihduttamalla tai ultrasuodatuksen avulla sekd puhdista-
mista anioninvaihtokromatografian avulla. Puhdistettuihin

proteaaseihin voidaan lopuksi lisdtd s&dildntdaineita.
Yhdistelmd-DNA-tekniikalla tuotetut proteaasit

Esilld olevan keksinnén mukaiset proteaasit voidaan saada

myds yhdistelmd-DNA-tekniikalla.
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Proteaasien valmistusmenetelmd voi kasittdd proteaasia koo-
dittavan DNA-fragmentin eristdmisen, DNA-fragmentin yhdist&d-
misen sopivan ekspressiosignaalin kanssa sopivassa plasmidi-
vektorissa, plasmidivektorin viemisen sopivaan isdntddn joko
autonomisesti replikoituvana plasmidina tai kromosomiin in-
tegroituna, is&ntdorganismin viljelemisen olosuhteissa, jotka
johtavat proteaasin ilmentymiseen, ja proteaasin talteenotta-
misen kasvatusalustasta. Erilaiset vaiheet, jotka muodostavat
tdmén yhdistelmdmenetelmdn, ovat tutkimustydn piirissd sinén-

sd tunnettuja menetelmid.

E. coli tai Bacillus-, Aspergillus-~ taili Streptomyces-suvun

jédsenet ovat edullisia organismeja.
Proteolyyttisen aktiivisuuden mddrittdminen

Proteolyyttinen aktiivisuus mddritetddn kayttden kaseiinia
substraattina. Yksi kaseiiniproteaasiyksikkdé (CPU) mddrite-
td8n entsyymin médrdnd, joka vapauttaa 1 millimoolin primaa-
risia aminoryhmid (mddritetty vertailemalla seriinistandardin
kanssa) minuutissa standardiolosuhteissa, se on inkuboimalla
30 minuutin ajan 25°C:ssa, pH 9,5:ssd4. Mainoslehtinen AF 228,
joka kuvaa analyysimenetelmdd ja joka sisdllytetddn esilla
olevaan hakemukseen viitteend, on pyynndstd saatavissa Novo
Nordisk A/S:1td, Tanskasta.

Entsyymi

Esilléd olevan keksinnén mukaiset entsyymit ovat uusia pesu-
aineproteaaseja. Entsyymit ovat saatavissa Dendryphiella- ja
Scolecobasidium-sukujen kannoilta, esimerkiksi D. salinan, D.
arenarian tai 8. gyrocarpin kannoilta, esim. D.arenarian
kannalta DSM 6260, D. salinan kannalta DSM 6331 tai S. gyro-
carpin kannalta DSM 6332.

Esilld olevan keksinndn mukaiset proteaasit ovat alkalisia
proteaaseja, Jjoiden isoelektriset pisteet (pI) LKB:n PAG-
levyilld (pH 3,5-9,5) mddritettyind ovat 8,0:n yl&puolella.
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Esilléd olevan keksinnén mukaisella, erityiselléd proteaasilla
pI on noin 9,1, molekyylipaino noin 18-20 kD:t&, proteaasi on
aktiivinen hemoglobiinia, kaseiinia, kuorittua maitoa ja Suc-
Ala~Ala-Pro-Phe-pNA:ta kohtaan, sen immunokemialliset ominai-
suudet ovat identtiset tai osittain identtiset proteaasien,
jotka ovat perdisin kannasta D. arenaria, DSM nro 6260, tai

kannasta D. salina, DSM nro 6331, ominaisuuksien kanssa.

Esilléd olevan keksinnén mukainen toinen proteaasi on proteaa-
si, jonka pI > 9,5, molekyylipaino on noin 28 kD ja immunoke-
mialliset ominaisuudet ovat identtiset tai osittain identti-
set proteaasien, jotka ovat perdisin Dendryphiella arenarial-

ta, DSM nro 6260, immunokemiallisten ominaisuuksien kanssa.
Immunokemialliset ominaisuudet

Immunokemialliset ominaisuudet voidaan mddrittdd immunologi-
silla ristireaktioidenttisyyskokeilla. Identtisyyskokeet voi-
daan suorittaa hyvin tunnetulla Ouchterloney-kaksoisimmuno-
diffuusiomenetelmdlld tai perdkkdiselld, ristiinmenevdll&d
immunoelektroforeesilla N.H. Axelsenin mukaan; Handbook of
Immunoprecipitation-in-Gel Techniques; Blackwell Scientific
Publications (1983), kappaleissa 5 ja 14. Termejd "antigeeni-
nen identtisyys"™ Ja ‘"osittainen antigeeninen identtisyys"

kuvataan samassa kirjassa, kappaleissa 5, 19 ja 20.
Pesuainekoostumukset

Esilld olevan keksinndén mukaiset pesuainekoostumukset voivat
sisdltdd vyhden tai useampia pinta-aktiivisia aineita, jotka
voivat olla anioniaktiivisia, ionittomia, kationiaktiivisia,
amfoteerisid tai zwitterionityyppid tai ndiden seoksia. An-
ioniaktiivisten pinta-aktiivisten aineiden tyypillisid esi-
merkkejd ovat lineaariset alkyylibentseenisulfonaatit (LAS),
alkyylisulfaatit (AS), alfaolefiinisulfonaatit (AOS), alkoho-
lietoksisulfaatit (AES) sekd luonnonmukaisten rasvahappojen
alkalimetallisuolat. Ionittomien pinta-aktiivisten aineiden
esimerkkeja ovat alkyylipolyetyleeniglykolieetterit, nonyyli-

fenolipolyetyleeniglykolieetterit, sakkaroosin ja glukoosin
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rasvahappoesterit sekd polyetoksiloidun alkyyliglukosidin

esterit.

Esilld olevan keksinndén mukainen pesuainekoostumus voi sis&l-
tdd myds muita pesuaineen ainesosia, jotka ovat tunnettuja
kyseessd olevan tekniikan piirissd, kuten esimerkiksi muita
aineita kuin pesuaineen pesuaktiivisia aineita, valkaisuai-
neita, valkaisun aktivaattoreita, korroosionestoaineita, sek-
vestrausaineita, harmaantumisen estoaineita, hajusteita,
vakautteita entsyymejd ja valkaisuaineita varten, formuloin-
nin apuaineita, optisia kirkasteita, vaahdotusaineita, kela-
toivia aineita, tédyteaineita, kankaan pehment&jid, jne. Esil-
14 olevan keksinndén mukainen pesuainekoostumus voidaan formu-
loida suurin piirtein, kuten J. Falben julkaisussa kuvataan
[Falbe, J.; Surfactants in Consumer Products. Theory, Techno-
logy and Application; Springer Verlag 1987, katso erityisesti
kappaletta, jonka otsikko on "Frame formulations for liguid/-

powder heavy-duty detergents"].

Tdlla hetkelld on suunniteltu, ettd esilld olevan keksinndn
mukainen pesuainekoostumus voi sisdltdd entsyymivalmistetta
médran, joka vastaa 0,0005-0,5 CPU:ta proteolyyttistd entsyy-

mi& litraa kohti pesuliuosta.

Esilld olevan keksinnén mukaiset pesuainekoostumukset voidaan
formuloida jollain sopivalla tavalla kuten esimerkiksi puute-

reina, nesteind jne.

Esilld olevan keksinnén mukainen pesuainekoostumus voil sis&l-
tdd edullisesti yhden tai useampia entsyymejd, esim. lipaase-
ja, amylaaseja, sellulaaseja, oksidaaseja ja (tai) peroksi-
daaseja, joita tavanomaisesti sisdllytetddn pesuainekoostu-

muksiin.

Esilld olevan keksinndén mukainen proteaasi voidaan sisdallyt-
tdd pesuainekoostumukseen lisddmdlld erillisid lisdalneita,
jotka sisdltdvat pesuaineproteaasin, tai lisdadm&lld yhdiste-

tyn lisdaineen, joka sisdltdd erilaisia pesuaine-entsyymejé.



10

15

20

25

30

116144

Esillé olevan keksinnén lisdaine voidaan formuloida esimer-
kiksi granulaatteina, nesteind, lietteind jne. Edullisia 1li-
sdaineformulaatioita ovat polydmdttdmét granulaatit tai sta-
biloidut nesteet. P8lydmdttoémdt granulaatit voidaan valmistaa
esimerkiksi GB-patenttijulkaisun 1 362 365 tai US-patentin
4 106 991 mukaisesti, tai ne voidaan péd&dllystdd tekniikan
tason mukaisin menetelmin. Puhdistusaine-entsyymit voidaan
sekoittaa ennen rakeistusta tai sen Jjdlkeen. Nestemdiset
entsyymivalmisteet voidaan stabiloida esimerkiksi 1lis&amidlla
polyolia, kuten esimerkiksi propyleeniglykolia, sokeria tai
sokerialkoholia, maitohappoa tai boorihappoa pystytettyjen
menetelmien mukaisesti. Muut entsyymivakautteet ovat alalla
hyvin tunnettuja. Suojattuja entsyymejéd voidaan valmistaa EP-

patenttijulkaisussa 238 216 julkaistulla tavalla.

Esilld olevaa keksintdd kuvataan edelleen seuraavissa esimer-
keissd, joiden tarkoituksena ei ole millddn tavalla rajoittaa
esilld olevan keksinnén piiri&, joka esitetddn patenttivaati-

muksissa.
Esimerkki 1
Viljelyesimerkki

Kantaa D. arenaria, DSM nro 6260, viljeltiin 18 °C:ssa, 7
pdivédn ajan, pyOrivdlld ravistelupdydidlld (250 kierrosta mi-
nuutissa), 100-500 ml:n vetoisissa, suuntauslevylld varuste-
tuissa Erlenmayer-pulloissa, jotka sisdlsivdt 100 ml alustaa,

jolla oli seuraava koostumus (litraa kohti}:

Soijaryynejéa 50 g
MgSo, . 7H,0 0,2 g
Na,HPO, . 2H,0 10 g
K,HPO, 2 g
Glukoosia 10 g
Pluronic® L-61 0,1 ml

pH séddetty 7,0:ksi ennen autoklaavikdsittelyd.
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Viljelyn jdlkeen kasavatusliemen entsyymiaktiivisuus oli 3,7

CpPU/1.

Kantaa D. salina, DSM nro 6331, kasvatettiin samalla tavalla,
paitsi ettd kasvatusalusta sisdlsi edelleen Sigman merisuolo-

ja (Sea Salts, Sigma) 40 g/1.

Viljelyn jdlkeen kasvatusliemen entsyymiaktiivisuus oli 5,2
CPU/1. Liemi sisdlsi vyhden pddproteaasikomponentin, jonka pI

oli noin 9,1.
Esimerkki 2
Puhdistusesimerkki

D. arenaria DSM 6260:n kasvatusliemi, joka saatiin esimerkin
1 nmukaisesti, sentrifugoitiin Beckman J-6 -sentrifugissa
nopeudella 4000 kierrosta minuutissa 30 minuutin ajan. Super-

natantti koottiin, ja se suodatettiin 10 um:n suodatinverkon

lapi.

Taten saatiin 7,5 litraa supernatanttia, joka myOhemmin kon-
sentroitiin 1,0 kg:ksi ultrasuodattamalla se Filtron-lait-
teistoa kayttdmidllsd, polysulfonimembraanilla, jonka katkaisu-
raja oli 1000.

Proteaasit puhdistettiin edelleen anioninvaihtajakromatogra-
fian avulla, jota HPLC-pylvédésséd suoritettu affiniteettikro-

matografia seurasi.

Anioninvaihtokromatografiaa varten ylld saadun konsentraatin
annettiin reagoida erdprosessina DEAE-Sephadex A-50:n kanssa
25-millimolaarisessa boraatissa, joka sisdlsi 5 mmoolia
CaCl,:ta, pH 8,5. Proteaasit jaivit materiaaliin, joka ei si-

toutunut matriisiin.

Anioninvaihtajasta saadun proteaasia sis&ltdvdn materiaalin

affinitetttikromatografia suoritettiin HPLC-pylvééssa.

Tdten saatu proteaasivalmiste sisdlsi kaksi proteaasia. D.

arenarian kantaa DSM nro 6260 viljelemdlld saatua proteaasi-
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valmistetta luonnehtivat pI 9,1 isocelektriselld fokusoinnilla
LKB Ampholine® PAG -levyilld m&&ritettynd (pH 3,5 - 9,5) seka
molekyylipaino, joka oli noin 20 000 SDS-PAGE:1lla mddritetty-
nd. Pienempdd komponenttia luonnehtivat pI >9,5 sekd@ molekyy-
lipaino, joka oli noin 28 000. SDS-PAGE:n perusteella prote-

aasit kasittivdt noin 50 %:a kokonaisproteiinisis&allosté.

Pddproteaasikomponentille o0li edelleen ominaista sen kyky
pilkkoa kaseiinia (Hammerstein®), hemoglobiinia, kuorittua
maitoa sekd N-sukkinyyli-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidia.
Proteaasilla ei ollut ollenkaan tai silld oli erittdin al-
haista aktiivisuutta kromogeenisia substraatteja BAPNA:ta (N-
o-bentsoyyli- -Arg-p-nitroanilidi):a Jja Z-Glu-pNA(N-bentso-
yylioksikarbonyyli-Glu-p-nitroanilidi):a kohtaan. EDTA ei

inhiboinut proteaasia.

Proteaasi, joka saatiin viljelemdlld D. salinan kantaa DSM
nro 6331, puhdistettiin suurin piirtein yl1ld kuvatulla taval-
la. Lisdksi sitd luonnehti molekyylipaino, 3Jjoka oli noin
18 000 - 20 000 SDS-PAGE:1lla madritettynd, sen kyky pilkkoa
kaseiinia (Hammarsten®), hemoglobiinia, kuorittua maitoa sek&
N-sukkinyyli-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilidia. Proteaasilla ei
ollut ollenkaan tai silld oli alhaista aktiivisuutta kromo-

geenisia substraatteja BAPNA:ta ja Z-Glu-pNA:ta kohtaan.
Esimerkki 3
Pesusuoritus

Pesusuoritustestit pantiin tdyté&ntdésén mallipesussa, Jjossa
kdytettiin ruohonesteen likaamaa puuvillaa 20 °C:ssa ja joka

kesti 10 minuutin ajan.

Kokeessa kéytettiin American Type -pesuaineformulaatioita,
pesuainejauhekoostumusta ja nestemdistd pesuainekoostumusta.
Pesutesteihin kdytettiin esimerkisséd 2 kuvattuja entsyymival-
misteita. Kdytetty entsyymiannostus mainitaan esimerkkinéa
alla esitetyssd taulukossa. Tekstiilin ja pesunesteen vadlinen

suhde o0li 6 g tekstiilid litraa kohti pesunestettéd.
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Kaupallista, jauhemaista American Type -pesuainetta kdytet-
tiin 2,0 g/l. Pesuaine liuotettiin veteen, jonka kovuus oli

noin 6 °dH (saksalaista kovuutta). PH oli 9,5.

Kaupallista, nestemdistd American Type -pesuainetta kaytet-
tiin 2,0 g/l. Pesuaine liuotettiin veteen, jonka kovuus oli
noin 6 °dH. PH oli 7,8.

Pesun jalkeen kangasta huuhdottiin juoksevan vesijohtoveden
alla 25 minuutin ajan, ja se kuivattiin ilmassa. Proteaasin
teho mddritettiin remission (%R) muutoksena ( R), joka mitat-
tiin Datacolor Elrephometer 2000:11la, R:n ollessa remissio,
joka on saatu lisdtyn proteaasin kanssa suoritetun pesun jal-
keen vdhennettynd remissiolla, joka on saatu ilman proteiini-

lisdystd suoritetun pesun jdlkeen.

Tulokset esitetddn taulukoissa 1 ja 2.
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Kuten remissioerot osoittavat, esilld olevan keksinndén mukai-

set proteaasit soveltuvat kdytettdviksi detergenttientsyymei-

na.
Esimerkki 4
Erillisten proteaasikomponenttien eristdminen

D. arenaarian kantaa DSM 6260 viljeltiin Chemap-kdymisastias-

sa 160 tunnin ajan 10 litrassa seuraavaa substraattia:

Soijahiutaleita 50 g/1
MgSO, . 7H,0 0,2 g/l
Na,HPO, . 2H,0 10 g/1
K,HPO, 2 g/l
Glukoosia 10 g/1
Pluronic® Lé61 1 ml/1

pH sdddetty 7,0:ksi ennen sterilointia

Kdymisen kuluessa pH pidettiin 8,0:ssa lisdé&médlléd laimeaa

H,PO,:a.
Kasvatusliemi vidkevditiin esimerkissd 2 kuvatulla tavalla.

Konsentraatin pH sdddettiin 7,5:ksi. 100 ml:aan t&téd konsent-

raattia 1lisdttiin 70 ml asetonia, Jja saostuma poistettiin
sentrifugoimalla ja heitettiin pois. Supernatanttiin liséat-
tiin 100 ml asetonia. Proteaasit sisdltdvd saostuma otettiin
talteen sentrifugoimalla, ja se liuotettiin 25 millimolaari-

seen boraattiin, Jjoka oli 5 millimolaarinen CaCl,:n suhteen,

pPH 8,5.

Tamd materiaali puhdistettiin anioninvaihtajalla ja affini-

teettikromatografialla, kuten kuvataan esimerkissd 2.

Kaksi proteaasia eluaatista, joka o0li saatu HPLC-affiniteet-

tikromatografiasta, erotettiin kationinvaihtokromatografian

avulla Mono S HR 5/5-pylvadssd (Pharmacia). HPLC-pylvédsté

saatua eluaattia dialysoitiin yoén yli puskuria vastaan, joka

sisdlsi 20 millimoolia Na-asetaattia, 50 mmoolia boorihappoa,
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2 millimoolia CaCl,:a; pH 4,5. Té&md pantiin Mono S -pylvaa-
seen, josta kaksi proteaasia eluoitiin NaCl-gradientissa

erillisissd jakeissa.

SDS-PAGE:n perusteella proteaasin péddkomponentin, jonka pI
oli 9,1 ja molekyylipaino oli 20 000, puhtaus oli enemman

kuin 90 %.

Pieni proteaasikomponentti, jonka pI > 9,5 ja molekyylipaino
oli 28 000, oli yli 50-prosenttisesti puhdas, mutta se sisdl-
si vield merkittdvin midran toista proteiinia, jonka molekyy-
lipaino SDS-PAGE:1la mddritettynd oli noin 33 000. Kontami-
noivalla proteiinilla ei ollut yhtddn proteolyyttistd aktii-

visuutta.
Esimerkki 7
N-terminaaliset sekvenssit

Proteaasivalmisteiden pddkomponenteille, Jjoita ylld kuvat-

tiin, suoritettiin N-terminaalisen sekvenssin mddrittaminen.

Paddkomponentin, joka eristettiin D. arenarian kannalta DSM
nro 6260, N-terminaalisen sekvenssin havaittiin olevan seu-

raava:
A-T-V-R-G-G-D-A-Y-Y-I-N-R-A-G-R-S-S-V-G-F-S-V-S-X-G-Y-V-...

Pddkomponentin, joka eristettiin D. salinan kannalta DSM nro

6331, N-terminaalisen sekvenssin havaittiin olevan seuraava:
X-X-V-R-G-G-D-A-Y-Y-I-N-R-A-G-R-X-S-V-G-F-5-V-5-G-G-Y-V-S-A~-...

Dendryphiella-proteaasien N-terminaaliset sekvenssit ovat
kdytadnndllisesti katsoen identtiset, ja sen tdhden proteaasit

ovat toisilleen l&heisié&.
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Patenttivaatimukset

1. Proteaasi, tunnettu siitd, ettd se on saatavissa Dendryp-
hiella- tai Scolecobasidium-suvulta ja ettd silld on seuraa-

vat ominaisuudet:
(a) pI on noin 9,1;
(b) molekyylipaino on noin 18 - 20 kD;

(c) se on aktiivinen hemoglobiinia, kaseiinia, kuorittua

maitoa sek& Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA:ta kohtaan;

(d) pI »9,5;
(e) molekyylipaino on noin 28 kD.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen proteaasi, tunnettu siitéa,
ettd se on saatavissa D. salinan, D. arenarian, D. infuscan-
sin, D. vinosan, S. gyrocarpin, S. fusiformen, S. anellin,
S.constrictumin tai S. cateniphorumin kannalta tai niiden mu-

tanteilta tai varianteilta.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen proteaasi, tunnettu siité,
ettd se on saatavissa D. salinan (Sutherland) Pugh & Nicot
tai D. arenarian Nicot tai S. gyrocarpin M.B. Ellis -kannalta

tai niiden mutanteilta tali varianteilta.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen proteaasi, tunnettu siita,
ettd se on saatavissa D. arenarian Nicot-kannalta DSM nro
6260 tai D. salinan (Sutherland) Pugh et Nicot -kannalta DSM
nro 6331 tai S. gyrocarpin M.B. Ellis -kannalta nro 6332 tai

niiden mutanteilta tai varianteilta.

5. Menetelmd minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-4 mukaisten
proteaasien valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd menetelm&
kdsittdd suvun Dendryphiella tai Scolecobasidium proteaasia

tuottavan kannan viljelemisen sopivassa ravintoalustassa,
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joka sisdltdd hiili- Jja typpildhteitd sekd& epdorgaanisia

suoloja, minkd jadlkeen haluttu entsyymi otetaan talteen.

6. Menetelmd minkd tahansa patenttivaatimuksen 1-4 mukaisen
proteaasin valmistamiseksi, tunnettu siitd, ett& menetelmd
kdsittdd proteaasia koodittavan DNA-fragmentin eristé@&misen,
DNA-fragmentin yhdistd&misen sopivan ilmentymissignaalin kans-
sa sopivassa plasmidivektorissa, plasmidivektorin viemisen
sopivaan isdntddn joko autonomisesti replikoituvana plasmidi-
na tai kromosomiin integroituna, is&ntdorganismin kasvattami-
sen olosuhteissa, jotka johtavat proteaasin ilmentymiseen, ja

proteaasin talteen ottamisen kasvatusalustasta.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, tunnettu siité,
ettd iséntdorganismi on E.coli tai Bacillus-, Aspergillus-

tai Sreptomyces-suvun jésen.

8. Mink&d tahansa patenttivaatimuksen 1-4 mukaisen proteaasin

k&yttd pesuaine-entsyymind.

9. Pesuainekoostumus, tunnettu siitd, ettd se sisdltdd minka

tahansa patenttivaatimuksen 1-4 mukaisen proteaasin.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen pesuainekoostumus, tunnet-
tu siitd, ettd se lisdksi sisdltdd yhden tai useampia muita
entsyymejé, nimenomaan amylaaseja, lipaaseja, sellulaaseija,

oksidaaseja ja (tai) peroksidaaseja.

11. Pesuaineen lisdaine, tunnettu siitd, ettd se sisdltaa
minkd8 tahansa patenttivaatimuksen 1-4 mukaisen proteaasin,
joka annetaan kayttéén podlydmdttdémdn granulaatin, nesteen,
nimenomaan stabiloidun nesteen, lietteen tai suojatun entsyy-

min muodossa.
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Patentkrav

1. Proteas, kédnnetecknat av att det kan erhallas fran slékten
Dendryphiella- eller Scolecobasidium och att det har f6ljande

egenskaper:
(a) pI r ca 9,1;
(b) molekylvikten &r ca 18 - 20 kD;

(c) det &r aktivt mot hemoglobin, kasein, skummad mjdlk

samt Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA;
eller
(d) pI >9,5;
(e) molekylvikten ar ca 28 kD.

2. Proteas enligt patentkrav 1, k&nnetecknat av att det kan
erhallas fré&n stammen D. salina, D. arenaria, D. infuscans,
D. vinosa, S. gyrocarp, S. fusiforme, S. anelli, S.
constrictum eller S. cateniphorum eller fran deras mutanter

eller varianter.

3. Proteas enligt patentkrav 1, ké&nnetecknat av att det kan
erhallas frén stammen D. salina (Sutherland) Pugh & Nicot
eller D. arenaria Nicot eller S. gyrocarp M.B Ellis eller

fran deras mutanter eller varianter.

4. Proteas enligt patentkrav 3, kénnetecknat av att det kan
erhdllas fr&n stammen D. arenaria Nicot-stam DSM nr 6260
eller D. salina (Sutherland) Pugh et Nicot DSM nr 6331 eller
S. gyrocarp M.B Ellis nr 6332 eller fra&n deras mutanter eller

varianter.

5. Forfarande fo6r att framstdlla proteas enligt vilket som
helst av patentkraven 1-4, ké&nnetecknat av att fdérfarandet
innefattar en stam av Dendryphiella eller Scolecobasidium som

producerar proteas 1 ett for odling ladmpligt ndringssubstrat,
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innefattande kol- och kvavekdllor samt oorganiska salter,

varefter Onskat enzym tas tillvara.

6. Forfarande f&r att framstdlla ett proteas enligt vilket
som helst av patentkraven 1-4, k&nnetecknat av att foérfaran-
det innefattar isolering av ett proteas som kodar DNA-frag-
ment, kombination av DNA-fragmentet med en lamplig expres-
sionssignal i en lamplig plasmidvektor, inférande av plasmid-
vektorn i en lamplig vdrd antingen som en autonomiskt repli-
kerande plasmid eller integrerad i en kromosom, odling av
vdrdorganismen under foérhallanden som leder till expression
av proteaset, och A&tervinning av proteaset frédn ndrings-

substratet.

7. Foérfarande enligt patentkrav 6, kénnetecknat av att
vardorganismen &r E. coli en medlem av sldktet eller Bacil-

lus, Aspergillus eller Streptomyces.

8. Anvandning av ett proteas enligt vilket som helst av pa-

tentkraven 1-4 som ett tvattmedelsenzym.

9. Tvittmedelssammansdttning, ké&nnetecknad av att den inne-
haller ett proteas enligt vilket som helst av patentkraven 1-
4.

10. Tvédttmedelssammansdttning enligt patentkrav 9, kénne-
tecknad av att den dessutom innehédller ett eller flera andra
enzymer, uttryckligen amylaser, lipaser, cellulaser, oxidaser

och (eller) peroxidaser.

11. Tillsatsmedel f£for tvédttmedel, kénnetecknat av att det
inneh&dller ett proteas enligt vilket som helst av patent-
kraven 1-4, som administreras i1 form av icke-dammande granu-
lat, wvéatska, wuttryckligen stabiliserad vdtska, suspension

eller skyddat enzym.
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