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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft eine neue hochalkalische Protease, deren Verwendung im gewerblichen bzw. industriellen Bereich und im
Haushaltsbereich sowie auch Zusammensetzungen fiir die genannten Anwendungen, die diese Protease enthalten. Bei der erfindungsgem#Ben

Protease handelt es sich um eine ausgewihlte Dreifachmutante, die von bestimmten Vorlauferproteasen aus der Gruppe der Subtilisine,
insbesondere vom Typ "Subtilisin 309", abgeleitet ist. :
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Hochalkalische Protease und deren Verwendung

Die Erfindung betrifft eine neue hochalkalische Protease,
deren Verwendung im gewerblichen bzw. industriellen Bereich
und im Haushaltsbereich sowie auch Zusammensetzungen flr dle
genannten Anwendungen, die diese Protease enthalten.

Der Einsatz proteasehaltiger Zusammensetzungen in ge-
werblichen oder industriellen Anwendungen bzw. Verfahren, ist
bekannt. Beispielsweise werden in gewerblichen Wischereien,
z. B. zur Reinigung von mit Blut verunreinigter Krankenhaus-
wédsche oder von SChﬁtzbekleidung aus fleischverarbeitenden
Betrieben, bereits seit ldngerem Proteasen eipgesetzt. Im
Bereich der Lederbehandlung wird z. B. bei der Lederherstel-
lung in der gegenwdrtigen Praxis die Enthaarung der Felle und
Héute in einer alkalischen Verfahrensstufe, dem sogenannten
Ascher, der die Voraussetzungen fir die Enthaarung schafft
und den notwendigen Hautaufschluf bewirkt, immer noch unter
Verwendung von zum Teil bedenklichen Chemikalien (z. B. an-
organische Sulfide) vorgenommen. Zwar wurden in jungerer Zeit
auch bereits enzymatisch gestitzte Ascherverfahren (Enthaa-
rungsverfahren) vorgeschlagen - insbesondere unter Verwendung
tryptischer Enzyme oder Pilz- oder Bakterienproteasen sowie
zum Teil auch Carbohydrolasen, jedoch haben diese enzymati-
schen Enthaarungsverfahren allerdings fast nur bei Kleintier-
fellen und auch da nur in beschrénktem MaRstab praktische
Anwendung erfahren. Bei GroRviehhduten hat sich dagegen die
enzymatische Enthaarung bisher nicht durchsetzen kénnen, in
erster Linie wegen der zum Teil unvollkommenen Enthaarungs-
wirkung und wegen der Schadigung der Kollagen-Narbenmembran
bzw. wegen zu starkem Hautsubstanzabbau. Auch die anteilige
Verwendung alkalischer Proteasen im Ascher zusammen mit ver-
minderten Mengen an Chemikalien (z. B. Sulfiden) wurde zur
Verminderung der Umweltbelastung durch Chemikalien versucht.
Zwar kann der Chemikalienanteil (z. B. Sulfid) durch die En-
zymverwendung deutlich gesenkt werden und es werden sehr gute
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Flichenausbeuten mit wenig Narbenzug erzielt, jedoch tendie-
ren die derart hergestellten Leder zur Losnarbigkeit, zu lo-
ser Flammenstruktur und zu groben, zum Teil nubukierten Nar-
benbildern. Soweit heute bereits Proteasen im Bereich der
Lederherstellung (Hauptweiche und Ascher) eingesétzt werden,
besitzen diese Proteasen des Standes der Technik immer noch
eine nur geringe Wirksamkeit bei hohen pH-Werten (pH = 11 bis
13) bzw. nur eine relataiv niedige Aktivitdt bei den in der
Wasserwerkstatt {iblichen Behandlungstemperaturen (28 bis
30°C).

Aufgrund der in gewerblichen bzw. industriellen Verfah-
ren im Vergleich zu Anwendungen im Haushalt (z. B. als Haus-
haltswaschmittel) z. T. dfastischeren Bedingungen werden an
die hierbei verwendeten Proteasen besonders hohe Anforderun-
gen in bezug auf Stabilit&at, Millieuakzeptanz und Leistung
gestellt. Neben einer guten Besté&ndigkeit und Aktivité&t bei
hochalkalischen pH-Werten sollten die Proteasen einerseits
auch iliber eine gute Temperaturstabilit&t verfligen, um bei
niedriger Konzentration fiir eine méglichst lange Zeitdauer
bei den in gewerblichen/industriellen Verfahren zum Teil ho-
hen Temperaturen gute Ergebnisse flir den jeweiligen Anwen-
dungszweck zu erbringen, andererseits aber filir bestimmte An-
wendungen (z.B. Lederherstellung) auch bei relativ niedrigen
Temperaturen (etwa 30°C) noch gut Aktivitdt zeigen. Auferdem
sollten die eingesetzten alkalischen Proteasen méglichst un-
empfindlich gegen die in gewerblichen bzw. industriellen Ver-
fahren Ublichen Chemikalien und Inhaltsstoffe (z. B. Tenside,
Bleichmittel oder desinfizierend wirkende Substanzen, Chemi-
kalien u. a. Bestandteile) sein. Es besteht daher immer noch
ein Bedarf nach weiteren fiir gewerbliche bzw. industrielle
Anwendungen geeigneten alkalischen Proteasen, z. B. fir ge-
werbliche Textilwaschverfahren, gewerbliche Oberflédchenreini-
gung oder die Lederbehandlung bzw. Lederherstellung.
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Es bestand daher die Aufgabe, eine neue, insbesondere
fir die Verwendung in gewerblichen bzw. industriellen Verfah-
ren geeignete, alkalische Protease aufzufinden, die dariiber
hinaus méglichst aber auch Vorteile beim Einsatz im Haus-

haltsbereich aufweisen'sollte.

Es wurde nun gefunden, daf sich die nachstehend angege-
bene alkalische Bacillus-Protease mit hoher Wirksamkeit in
verschiedenen gewerblichen bzw. industriellen Verfahren ein-
setzen l&Rt. Ein Gegenstand der Erfindung ist daher eine al-
kalische Protease bzw. deren Verwendung, insbesondere in Zu-
sammensetzungen fir gewerbliche und industrielle Verfahren
bzw. auch im Haushaltsbereich, wie dieses in den Anspriichen
angegeben und nachfolgend niher erlédutert ist.

Die Erfindung betrifft demnach eine hochalkalische Pro-
tease, die sich dadurch auszeichnet, daR sie eine zugrunde-
liegende Aminosdurensequenz mit mindestens 95 %, vorzugsweise
mit mindestens 98 %, Homologie zu der in Fig. 1 angegebenen
Aminos&durensequenz aufweist und sich von dieser durch Drei-
fachmutation in den Positionen 42/114/115 der Fig. 1 oder in
den drei jeweils dazu homologen Positionen dadurch unter-
scheidet, daR die in den betreffenden Positionen befindlichen
Aminosduren gegen Arginin ausgetauscht sind.

Die genannte alkalische Bacillus-Protease besitzt ein
Molekulargewicht von etwa 26.000 bis 28.000 g/mol, gemessen
durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese gegeniiber Referenz-
proteinen mit bekanntem Molekulargewicht. Das im analytischen
Test mit l&slichen Modelsubstraten ermittelte pH-Optimum
liegt bei etwa pH 10,5, wpbei unter pH-Optimum derjenige pH-
Bereich verstanden wird, in dem die Protease maximale proteo-
lytische Aktivitdt aufweist. Die PH-Aktivitdt ist hierbei
héher als bei der Ausgangsprotease (gemiR Fig. 1); das Wirk-
optimum erstreckt sich weiter in den alkalischeren Bereich
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und liegt bei pH 10,5 bis 11,5. Auch besitzt die genannte er-
findungsgeméfe alkalische Bacillus-Protease eine gute pH- und
Temperatur-Stabilit&t. Es handelt sich also insbesondere um
eine sehr hochalkalische Protease, die in einem pH-Bereich
wirksam ist, der durch die bisherigen Proteasen des Standes
der Technik nicht erreicht wird.

Unter Homologie zu der in Fig. 1 angegebenen Aminosiu-
rensequenz wird hier die strukturelle Verwandtschaft der be-
treffenden Aminosdurensequenzen zu der in Fig. 1 angegebenen
Aminosdurensequenz versténden. Zur Bestimmung der Homologie
werden jeweils die einander strukturell entsprechenden Ab-
schnitte der Aminosdurensequenz der Fig. 1 und der damit zu
vergleichenden Aminosdurensequenz so zur Deckung miteinander
gebracht, daf maximale Strukturilibereinstimmung zwischen den
Aminosdurensequenzen besteht, wobei durch Deletion oder In-
sertion einzelner Aminos#uren verursachte Unterschiede be-
ricksichtigt und durch éntsprechende Verschiebungen von Se-
quenzabschnitten ausgeglichen werden. Die Zahl der nunmehr
in den Sequenzen miteinander iibereinstimmenden Aminosiuren
("homologe Positionen") bezogen auf die Gesamtzahl der in der
Sequenz der Fig. 1 enthaltenen Aminosduren gibt dabei die
Homologie in % an. Abweichungen in den Sequenzen kénnen so-
wohl durch Variation, Insertion als auch Deletion von Amino-
sduren bedingt sein. Es versteht sich dementsprechend von
selbst, daR bei Einsatz von zur Fig. 1 wenigstens zu 95 %
homologen alkalischen Proteasen, die mit bezug auf die Fig. 1
bezeichneten Aminos&urenpositionen sich auf die dazu homolo-
gen Positionen der jeweils eingesetzten Protease beziehen.
Deletionen oder Insertionen in den Aminosdurensequenzen der
zu Fig. 1 homologen Proteasen kénnen zu einer relativen Ver-
schiebung der Aminosdurenpositionen fithren, so daf in homolo-
gen Teilstilicken von zueinander homologen Aminosdurensequenzen
die numerischen Bezeichnungen der einander entsprechenden

Aminos&durenpositionen nicht identisch zu sein brauchen, d. h.
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es koénnen geringflgige Zahlenverschiebungen bezogen auf die
jeweils individuelle Numerierung der Aminos&durenpositionen

entstehen.

In einer bevorzugten Variante der Erfindung liegt eine
hochalkalische Protease vor, die sich dadurch auszeichnet,
da sie eine zugrundeliegende, im wesentlichen identische
Aminos&urensequenz zu der in Fig. 1 angegebenen Aminosiduren-
sequenz aufweist und sich von dieser durch Dreifachmutation
in den Positionen 42/114/115 der Fig. 1 dadurch unterschei-
det, daR die in den betreffenden Positionen befindlichen
Aminosduren gegen Arginin ausgetauscht sind. Der Begriff
"im wesentlichen identische"” Aminosdurensequenz bedeutet
hierbei, daf mit Ausnahme der genannten Dreifachmutation
N42R/N114R/N115R nur einige wenige weitere, d. h. insbeson-
dere nur bis 6 (entspricht in etwa 98 % Homologie oder ho-
her), Aminosduren von den in der Sequenz der Fig. 1 angege-
benen Aminos&duren abweichen kénnen. Die der erfindungsgemédRen
hochalkalischen Protease zugrundeliegende Aminosiurensequenz
entspricht daher im wesentlichen solchen Proteasen, die als
"Subtilisin 309"-Typ bezeichnet werden kénnen, da das im
Stand der Technik bekannte "Subtilisin 309" in seiner Amino-
sdurensequenz identisch mit der in Fig. 1 angegebenen Amino-
sdurensequenz ist. Eine hierzu fast identische Protease, die
mit Ausnahme der Position 85 mit der Aminosdurensequenz in
Fig. 1 Ubereinstimmt, wird im Stand der Technik als Protease
aus Bacillus nov. species PB92 (siehe europdische Patentan-
meldung EP 283 075) beschrieben. Die Protease aus Bacillus
PB92 unterscheidet sich von der in Fig. 1 angegebenen Amino-
sdurensequenz nur unwesentlich dadurch, daR in Position 85
die natiirliche Abweichung Asparagin statt Serin vorhanden
ist, und sie wird hier demgemdf als "Subtilisin 309" -Typ-Pro-
tease betrachtet. Eine weitere zum "Subtilisin 309" im we-
sentlichen identische Protease, die mit Ausnahme der finf
Positionen 97, 99, 101, 102 und 157 mit der Aminos&uren-
sequenz in Fig. 1 Ubereinstimmt, wird im Stand der Technik
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als Protease aus Bacillus lentus (siehe WO 91/02792 und US
5,352,604) beschrieben ("BLAP"). Die Protease "BLAP" aus Ba-
cillus lentus unterscheidet sich von der in Fig. 1 angegebe-
nen Aminos&durensequenz nur unwesentlich dadurch, daR in fiinf
Positionen natilirliche AbWeichungen vorhanden sind: 97D, 99R,
101a, 102I und 157S. Eine Variante von "BLAP" unterscheidet
sich zusé&tzlich durch eine sechste natiirliche Abweichung
Threonin statt Serin in Position 3 (alkalische Protease, die
ebenfalls in WO 91/02792 und US 5,352,604 beschrieben ist).
Es bedeuten D = Asp = Asparaginsdure, R = Arg = Arginin, A =
Ala = Alanin, I = Ile = Isoleucin, S = Ser = Serin, T = Thr =
Threonin. "BLAP" und dessen Variante mit der Mutation S3T
besitzen somit etwa 98 % Homologie zur Aminosdurensequenz der
Fig. 1 und werden hier demgemdf auch als "Subtilisin 309"~
Typ-Proteasen betrachtet. Bevorzugt betrifft die Erfindung
daher hochalkalische Proteasen mit der Dreifachmutation
N42R/N114R/N115R, deren zugrundeliegende Aminosdurensequenz
mit der in Fig. 1 angegebenen Aminos&urensequenz identisch
ist oder sich von dieser entweder nur in Position 85 durch
die natlrliche Abweichung Asparagin statt Serin oder nur in
den folgenden funf Positionen durch die natiirlichen Abwei-
chungen 97D/99R/101A/102I/157S oder nur in den folgenden
sechs Positionen durch die natiirlichen Abweichungen
3T/97D/99R/101A/102I/157S unterscheidet.

Die den erfindungsgemifen Proteasen zugrundeliegende
alkalische Bacillus-Protease kann aus dem am 28.07.1989 unter
der DSM-Nr. 5466 hinterlegten Bacillus-Stamm gewonnen werden
(mit der Aminosé&urensequenz der Fig. 1) weitere Einzelheiten,

- insbesondere die Isolierung, zu diesem Stamm sind in der eu-
ropdischen Patentanmeldung EP 415 296 beschrieben. Die in
Position 85 abweichende Variante der den erfindungsgemdRen
Protease-Mutanten zugrundeliegenden Protease kann analog
durch Kultivierung des Bacillus nov. species PB92 (wie dieses
in der europédischen Patentanmeldung EP 283 075 bzw. im hierzu
korrespondierenden US-Patent US 5,217,878 beschrieben ist)
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gewonnen werden. Die in den Positionen 97/99/101/102/157 oder
in den Positionen 3/97/99/101/102/157 abweichenden Varianten
der den :»findungsgemdfen Protease-Mutanten zugrundeliegenden
Protease kénnen analog durch Kultivierung von Bacillus lentus
oder nach geeigneter Transformation auch in Bacillus licheni-
formis (wie dieses in der WO 91/02792 bzw. im hierzu korres-
pondierenden US-Patent US 5,352,604 beschrieben ist) gewonnen
werden. Die Variante in Position 85 sowie die Varianten
"BLAP" koénnen aber auch durch Erzeugung entsprechender Punkt-
mutationen in den genannten Positionen aus der Protease mit
der in Fig. 1 angegebenen Aminosdurensequenz hergestellt wer-
den. Aus den vorstehenden, den erfindunsgemidfen Protease-Mu-
tanten zugrundeliegenden Proteasen vom "Substilisin 309"-Typ
kénnen die erfindungsgemifen hochalkalischen Proteasen mit
der Dreifachmutation N42R/N114R/N115R durch kombinierte oder
aufeinanderfolgende Punktmutationen in der Aminosdurensequenz
der Vorlé&uferprotease vom "Subtilisin 309"-Typ in an sich be-
kannter Weise erzeugt werden. Die Durchfithrung solcher Punkt-
mutationsverfahren in bezﬁg auf einzelne Aminosdurepositionen
ist in der europédischen Patentanmeldung EP 415 296 beschrie-
ben und das dort gegebene Verfahren kann fiir die Erzeugung
der Dreifachmutationen zur Herstellung der erfindungsgemifen
Proteasen analog verwendet werden. Der Inhalt der diesbeziig-
lichen vorstehenden Patentanmeldungen, insbesondere der

EP 415 296 (bzw. des hierzu korrespondierenden US-Patentes

US 5,352,603) wird daher durch Bezugnahme in die vorliegende
Anmeldung ausdfﬁcklich inkorporiert.

In einer sehr bevorzugten Variante der Erfindung ist
die erfindungsgeméfe hochalkalische Protease mit der Drej-
fachmutation N42R/N114R/N115R von einer zugrundeliegenden
alkalischen Bacil;us—Protease aus dem Stamm DSM 5466 mit
einer zugrundeliegenden, zur Fig. 1 identischen Aminosiuren-
sequenz abgeleitet. In den in Kurzschreibweise angegebenen
Mutationen beziehen sich die zahlenangaben auf die Position
in der Aminosdurznsequenz (siehe Fig. 1). Die urspriingliche
Aminosdure ist der Zahlenangabe vorausgestellt und die durch
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Mutation in die Aminos&urensequenz in der betreffenden Posi-
tion eingefiihrte neue Aminosdure ist der Zahlenangabe nach-
gestellt. Flr die Angabe der Aminosiuren ist der Einbuchsta-
bencode gewdhlt; N steht hierbei flir Asparagin (Asp) und

R steht hierbei fir Arginin (Arg). Die entsprechenden Amino-
sdurenaustausche kénnen - wie vorstehend bereits erwdhnt -
auf an sich bekannte Weise durch Punktmutation in der Amino-
sdurensequenz erhalten werden, wie dieses Verfahren z. B. in
der EP 415 296 beschrieben ist.

Die erfindungsgeméﬁeh hochalkalischen Bacillus-Protease-
Mutanten N42R/N114R/N115R zeigen ungewdhnlich gute Aktivitat
unter den in gewerblichen bzw. industriellen Anwendungen iib-
lichen Bedingungen - wie hohe pH-Werte, hohe Temperaturen,
kurze Anwendungszeiten. Auch zeigen die erfindungsgeméRen
Protease-Mutanten eine Uberraschend hohe Bestadndigkeit gegen
die in gewerblichen bzw. industriellen Verfahren - z. B. in
gewerblichen Textilwaschverfahren - gebrduchlichen Formulie-
rungsbestandteile. Die erfindungsgemifen hochalkalischen Ba-
cillus-Protease-Mutanten koénnen daher vorteilhaft in gewerb-
lichen bzw. industriellen Verfahren eingesetzt werden, wie
z. B. in gewerblichen Textilwaschverfahren, in jeder Art von
gewerblicher Oberfl&chenreinigung, in Lederbehandlungsverfah-
ren wie insbesondere z. B. in der Lederherstellung. Eine ge-
werbliche bzw. industrielle Anwendung der erfindungsgemédfen
Protease in der gewerblichen Textilwidscherei ist z. B. in der
priorititsgleichen deutschen Patentanmeldung DE 44 11 223
ndher beschrieben; so kann die erfindungsgeméRe hochalkali-
sche Bacillus-Protease-Mutante z. B. in gewerblichen Grof-
raumtrommelwaschmaschinen oder in vollkontinuierlich oder
taktabhdngig arbeitenden Gegenstrom-WaschstraRen verwendet
werden. Besonders vorteilhaft wird dabei die erfindungsgeméRe
alkalische Bacillus-Protease bei sogenannten Mehrlaugenver-
fahren, z. B. Zweibadverfahren aus Vorwasch- und Klarwasch-
gang, der Flotte im Vorwaschgang zugegeben. Die Vorwische
kann dabei bei den gewerblichen Textilwaschverfahren Ublichen
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Bedingungen, z. B. bei Temperaturen von 30 bis 70 °C auf an
sich bekannte Weise mit den tiblicherweise in diesem Waschgang
verwendeten Waschmittelinhaltsstoffen durchgefiihrt werden.
Bel stark proteinhaltigen‘Verunreinigungen, Z. B. bei stark
blutbefleckter Wasche aus Krankenhdusern, z. B. Wasche aus
Grofklichen oder fleischverarbeitenden Betrieben kénnen die
genannten Proteasen gegebenenfalls in einem dem Vorwaschgang
vorgeschalteten Vorsplilgang mit klarem kalten oder rickge-
fihrtem warmen Wasser und den ansonsten hierfir {iblichen
Waschmittelinhaltsstoffen mit gutem Erfolg verwendet werden.
Weiterhin kénnen die erfindungsgemiRen alkalischen Bacillus-
Protease-Mutanten auch in anderen, gewerblichen Textilwasch-
verfahren, z. B. in auf bestimmte Textil- und Verschmutzungs-
arten abgestimmten gewerblichen Textilwaschverfahren, wie

z. B. bei der desinfizierenden Wasche von Textilien aus dem
Krankenhaus-Sektor, vorteilhaft verwendet werden. Néhere Ein-
zelheiten hierzu finden sich in der DE 44 11 223,

Ein weiteres im Rahmen der vorliegenden Erfindung vor-
teilhaftes Anwendungsgebiet liegt im Bereich der Reinigung
von (harten) Oberfldchen in gewerblichen bzw. industriellen
Anlagen, vorzugsweise in Schlachtereibetrieben in der
Nahrungs- und Genufmittelindustrie, in Grofkichen, in Grill-
betrieben etc.

Alle Oberflichen, die bei der Herstellung und Weiterver-
arbeitung sowie beim Transport mit einem Lebensmittel in Be-
rihrung kommen, miissen in bestimmten Zeitabsténden gereinigt
werden. In verschiedenen Branchen (z.B. Getrédnke-, Konser-
ven-, Zuckerindustrie, milch-, fleisch- und fettverarbeitende
Industrie) fallen unterschiedliche Verschmutzungen an. Zur
Entfernung dieser Verschmutzungen steht im Stand der Technik
ein gréReres Sortiment unterschiedlicher Reinigungsmittel zur
Verfigung. Diese Reinigungsmittel miissen zundchst EiweifR-,
Fett- und Kohlenhydrat-Verschmutzungen entfernen. Neben den
organischen fallen auch anorganische Verschmutzungen an. Die
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Reinigungsmittel bestehen daher aus einer Mischung verschie-
dener Komponenten, die beim Reinigungsvorgang bestimmte Funk-
tionen erfillen. Sie sind als Pulver oder Flissigkeiten, sel-
tener auch als Pasten k&uflich erhdltlich und missen, von
wenigen Ausnahmen abgesehen, vom Anwender mit Wasser auf Kon-
zentrationen von 0,5 bis 2 Gew.-% fiir die Anwendung verdiinnt
werden. Als Enzyme werden im Bereich der Oberfléchenreinigung
insbesondere Proteasen und Amylasen fiir eiweif- und stdrke-
haltige Verschmutzungen in speziellen Reinigungsmitteln ein-
gesetzt. Die Anwehdung der erfindungsgemédfen Protease-Drei-
fachmutante in solchen Reinigungsmitteln fiur die Oberfléchen-
reinigung empfiehlt sich insbesondere dann, wenn die Korro-
sionsempfindlichkeit des verschmutzten Materials (insbesonde-
re im Falle von Leichtmetallen wie Aluminium und dessen Le-
gierungen) den Einsatz von stdrkeren, sauren oder alkalischen
Produkten nicht zul&dRt, oder beispielsweise auch zur Reini-
gung von Membranen in Hyperfiltrationsanlagen (Umkehrosmose) .

Ubliche Inhaltsstoffe solcher speziellen Reinigungsmit-
tel zur Oberfl&chenreinigung in der Lebensmittelindustrie
sind (neben den bereits zuvor erwihnten Enzymen) insbesondere
schmutzaufschliefende Komponenten, die als Hauptbestandteil
solcher Reinigungsmittel zur Abldsung des Schmutzes dienen
und meist alkalisch reagierende z.B. Natrium- oder Kaliumhy-
droxid, Natrium- bzw. Kaliumcarbonat, alkalische Salze der
Orthophosphorsédure oder anderer organischer Sduren, sowie Na-
trium- bzw. Kaliumwasserglassorten mit unterschiedlichen Si-
liciumdioxid/Alkalioxid-Verhaltnissen (810,: Na,0 = 0,7-3,3);
weitere Bestandteile sind oberflichenaktive Substanzen, ins-
besondere zur Beseitigung von fettigen Verschmutzungen (anio-
nische Tenside, z.B. Fettalkoholsulfate, Alkylbenzolsulfonate
sowie auch Seifen; auferdem nicht-ionische Fettalkohol- und
Alkylphenolglykolether) ; Korrosionsschutzmittel, insbesondere
im Falle von Leichtmetallen wie Aluminium und dessen Legie-
rungen zur Vermeidung der Abtragskorrosion, z.B. im alkali-
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schen Bereich Wasserglas und im sauren Bereich eine Vielzahl
spezifisch auf Sdure und Material wirkende Inhibitoren; An-
tischaummittel, z.B. Parafinél und Silikone, vorzugsweise
spezielle Ethoxylierungs- und Propoxylierungs-Produkte.

Als Beispiel fiir die Verwendung der erfindungsgemiRen
Protease-Dreifachmutante auf dem Gebiet der Reinigung von
harten Oberfldchen seien beispielhaft zwei Reinigungsmittel-
zusammensetzungen fir zwei spezielle Anwendungsfelder ge-
nannt:

Grillreiniger:
- 1,0 Gew.-% Walocel HT 30000 PFV
- 0,5 Gew.-% Sequinon 40 Na 32
- 25 Gew.-% Kalilauge (50 Gew.-%)
- 4 Gew.-% Rewoteric AM VSF
- 3 Gew.-% Protease-Dreifachmutante
(Aktivitat 300.000 DU/ml, +/- 5 %)
- 66,5 Gew.-% Wasser

Hochdruckaktivreiniger:
- 5 Gew.-% Fettalkoholethersulfat (28 gew.-%1ig)
- 10 Gew.-% Sequinon 40 Na 32
- 10 Gew.-% Natronlauge (50 gew.-%ig)
- 2 Gew.-% Natrium-Cumolsulfat (40 gew.-%1iqg)
- 3 Gew.-% Protease-Dreifachmutante
(Aktivit&t 300.000 DU/ml, +/- 5 %)
- 70 Gew.-% Wasser.

Ein weiteres vorteilhaftes Anwendungsfeld fir die er-
findungsgemdfen hochalkalischen Protease-Mutanten besteht im
Bereich der Lederbehandlung, insbesondere im Bereich der Le-
derherstellung. Die erfindungsgemiRe Protease-Mutante wird
dabei insbesondere in Verfahren zur Enthaarung von Fellen
oder Hduten eingesetzt, wobei sie vorzugsweise in den Verfah-
rensschritten Hauptweiche und/oder Aschern Verwendung findet.
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Die erfindungsgemédflen Protease-Mutanten eignen sich her-
vorragend filir den Einsatz bel der Lederherstellung. Die Le-
derherstellung umfaft unter anderem die Herstellschritte

a) Schmutzweiche zur Entfernung von Salz, Schmutz und
Dung

b) Hauptweiche zur Quellung der Haut und Herauslésen
wasserldslicher Proteine;

c) Ascher zur Enthaarung, zum HautaufschluR und zur wei-
teren Quellung (BloRen); unter "BléRe" versteht man
die dabei erzeugte haarlose, aufgeschlossene Haut.

d) Entk&dlkung und Beize zum Entfernen von Epidermis- und
Hautresten sowie zur Absenkung des pH-Wertes;

e) Pickel zum Sauerstellen der BléRen;

f) Chromgerbung, d. h. eine Mineralgerbung mit Chrom-

bzw. Aluminium- oder Zirkonsalzen.

An die vorstehenden Stufen schlieft sich im allgemeinen
eine Neutralisatiqn, eventuell ein Nachgerben, Farben und
Fetten, sowie die Trocknung und Zurichtung des Leders zu ver-
kaufsfdhigen Produkten an. Die vorgenannten Arbeiten, aufer
Trocknung und Zurichtung, werden in der sogenannten Wasser-
werkstatt durchgefihrt. Als Gefdfe verwendet man hierbei Has-
pel, Féasser und Maschinen nach dem Betonmischer- oder Wasch-
maschinenprinzip. Enzyme werden in den vorbeschriebenen Ar-
beitsgédngen bis einschlieflich des Pickels eingesetzt. Es ist
versténdlich, daR dabei gerbereichemische Prozesse und andere
Anwendungen von proteolytischen Enzymen im pH-Bereich zwi-
schen 3 und 12 unterschiedliche Enzyme in den einzelnen Ver-
fahrensstufen erfordern, da jedes Enzym einen speziellen pH-
Aktivit&tsbereich besitzt. Die Bandbreite der pH-abhé&ngigen
Wirkung eines Enzymproduktes fiir die Lederherstellung kann
erheblich erweitert werden, indem die Enzyme mit verschiede-
nen pH-Aktivitdtsbereichen in Mischungen fiir das Lederher-
stellverfahren befeitgestellt werden. Die erfindungsgeméfRen
Protease-Mutanten lassen sich bei der Lederherstellung - ne-
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ben gegebenenfalls der Hauptweiche - insbesondere im Verfah-
rensschritt der Enthaarung (im Ascher) vorteilhaft einsetzen.
Die erfindungsgemdfen Mutanten zeichnen sich hierbei dadurch
aus, daf sie eine optimale Wirksamkeit im Hinblick auf die
Auflésung der fir die Haarfixierung verantwortlichen Proteine
bis zu einem pH-Wert von pH 12 besonders auch bei den, bei
der technischen Enthaarung tiblichen, niedrigen Temperaturen
(etwa 28 bis 30°C) gewdhrleisten. Die vorteilhafte, enthaa-
rende Wirkung wird zus&tzlich durch eine erhdhte pH-Stabili-
tédt der erfindungégeméﬁen Protease-Dreifachmutante unter-
stitzt. Von den unter Einsatz der erfindungsgemifen Protease-
Dreifachmutante behandelten Fellen und Hiuten lassen sich die
Haare sehr leicht entfernen, und es werden hohe Gesamtabldse-
grade (liber ca. 99 %) erhalten. Wie in den Beispielen in ei-
nem Labor-Modelversuch gezeigt, bereitet die Ablésung der
Haare mit einem Schaber keine Schwierigkeiten. Mit den erfin-
dungsgeméfen Protease-Dreifachmutanten wird daher eine voll-
kommene und schddigungsfreie enzymatische Enthaarung auch von
Grofiviehh&uten in praxisgerechter Weise erméglicht. Ferner
kann bei Einsatz der erfindungsgemifen Protease-Dreifachmu-
tanten im Ascher auf umweltbedenkliche Chemikalien (z. B.
Sulfid) weitestgehend verzichtet werden.

Die Erfindung betrifft weiterhin ganz allgemein Zusam-
mensetzungen fiir gewerbliche und/oder industrielle Anwendun-
gen, die die vorstehend beschriebene erfindungsgemédfie hoch-
alkalische Protease und fiir die jeweilige Anwendung an sich
Ubliche weitere Formulierungsbestandteile enthalten. Solche
erfindungsgeméfen Zusammensetzungen enthalten z. B. flr den
Bereich der gewerblichen und/oder industriellen Oberfléchen-
reinigung folgende typische Bestandteile: Alkalien (z.B.
NaOH, KOH), anionische und nichtionische Tenside, Komplexie-
rungsmittel, Persauerstoffbleichmittel, Propylenglykol u.a.
organische Ldsungsmittel, Phosphonate u.a. Builder. Im Be-
reich der Lederherstellung enthalten typische Zusammensetzun-
gen als Formulierungsbestandteile hdufig Natriumsulfat, Ammo-
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niumsulfat, S&gemehl u.a. Bestandteile. Es handelt sich hier-
bei um feste Produkte, die aus Mischungen von pulverformigen
Bestandteilen und Granulaten bestehen.

Neben den vorstehend beschriebenen Vorteilen der erfin-
dungsgeméflen hochalkalischen Bacillus-Protease-Mutanten in
gewerblichen und/oder industriellen Anwendungen besitzen die
erfindungsgemédffen Protease-Mutanten dariiber hinaus auch tiber-
raschende Vorteile in Haushaltswasch- und Haushaltsreini-
gungsmittelzusammensetzungen, die die erfindungsgeméfe hoch-
alkalische Protease-Mutante in Kombination mit einer weiteren
dem Stand der Technik liblichen Protease vom "Subtilisin 309"-
Typ (die nicht die Dreifachmutation N42R/N114R/N115R auf-
weist). Die erfindungsgeméfe hochalkalische Protease-Mutante
wirkt sich hierbei in Mischungen mit einer fiir diesen Haus-
haltsbereich lblicherweise verwendeten Protease, insbesondere
mit einer Protease vom "Subtilisin 309"-Typ, positiv auf die
Restwaschleistung nach Lagerung der Haushaltswaschmittel aus.
Durch die Kombination der‘erfindungsgeméﬁen hochalkalischen
Protease wird insbesondere die Lagerstabilitidt der tiblichen
Haushaltswaschmittel bzw. Haushaltsreinigungsmittel-Proteasen
in Gegenwart von iblichen Wasch- bzw. Reinigungsmittelformu-
lierungsbestandteilen deutlich erhdht. Wihrend Zusammenset-
zungen mit den im Stand der Technik {iblichen Proteasen eine
Uber den beobachtbaren Aktivitdtsverlust hinausgehende Ver-
minderung der Waschleistung aufweisen, stellt sich bei Ein-
satz der erfindungsgemifen Protease-Dreifachmutante
N42R/N114R/N115R im Laufe der im Vertrieb {iblichen Lager- und
Auslieferungszeiten eine fiir die Bedingungen von Universal-
haushaltswaschmitteln (pH = 9,5 bis 10,5, Waschtemperaturen
von insbesondere 30 bis 60 °C) optimale Waschaktivitat ein,
die die Waschaktivitdt von Zusammensetzungen, die ausschlieR-
lich im Stand der Technik bisher bekannte Proteasen enthal-
ten, Ubersteigt.
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Die Erfindung betrifft daher auch Haushaltswasch- und
Haushaltsreinigungsmittelzusammensetzungen, die eine erfin-
dungsgeméfe hochalkalische Protease-Mutante in Kombination
mit einer weiteren Protease vom "Subtilisin 309"-Typ, die
ihrérseits nicht die Dreifach-Mutation N42R/N114R/N115R auf-
weist, enthalten. Vorteilhafte Haushaltswasch- und Haushalts-
reinigungsmittelzusammensetzungen gemaR der Erfindung enthal-
ten die erfindungsgemife hochalkalische Protease-Mutante in
Kombination mit einer weiteren Protease, deren Aminosdurense-
quenz 95 %, vorzugsweise 98 %, Homologie zu der in Fig. 1
angegebenen Aminoséurensequenz aufweist, wobei die weitere
Protease aber nicht die Dreifachmutation N42R/N114R/N115R
aufweist. Sehr bevorzugt sind Haushaltswasch- und Haushalts-
reinigungsmittelzusammensetzungen, die eine erfindungsgemédRe
hochalkalische Protease enthalten, deren zugrundeliegende
Aminosdurensequenz mit der in Fig. 1 angegebenen Aminosiuren-
sequenz im wesentlichen identisch ist. Bevorzugt sind hierbei
solche erfindungsgeméfRen hochalkalischen Proteasen mit der
Mutation N42R/N114R/N115R, deren zugrundeliegende Aminosiu-
rensequenz mit der in Fig. 1 angegebenen Aminosdurensequenz
identisch ist oder die sich von dieser nur in Position 85
durch die natiirliche Abweichung Asparagin statt Serin unter-
scheidet.

Vorzugsweise sollten in den erfindungsgemaﬁen Anwendun-
gen und Zusammensetzungen solche erfindungsgemédfien alkali-
schen Bacillus-Protease-Préparate eingesetzt werden, welche
eine Enzymaktivitdt von 50.000 bis 1.000.000 DU/g Enzymprépa-
rat aufweisen. Unter "DU" wird dabei die enzymatische Aktivi-
L&t in Delft Units verstanden, wobei 1.000 DU der proteolyti-
schen Aktivit&t entsprechen, die bei einem Volumen von 1 ml
einer 2 %(W/W)igen Enzymldsung nach Abbau von Kasein eine
Extinktionsdifferenz (1 cm Lichtweg; 275 nm; Bestimmung gegen
Blindprobentest) von 0,4000 ergibt. Die erfindungsgemiRen al-
kalischen Bacillus-Protease-Prédparationen kénnen dabel in den
fir gewerbliche bzw. industrielle Verfahren iblichen Formu-
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lierungen einzeln oder gewiinschtenfalls auch in Kombination
mit anderen auf den gewerblichen bzw. industriellen Sektor
oder fir den Haushaltsbereich gebrduchlichen Proteasen oder
anderen an sich {iblichen Enzymen, wie z. B. Amylasen, Lipa-
sen, Cellulasen, Pektinaéen, Nukleasen, Oxidoreduktasen etc.,
eingesetzt werden. Bezogen auf die Trockensubstanz der Ge-
samtzubereitung sollte der Anteil der genannten Bacillus-Pro-
teasen an den erfindungsgemédfen Formulierungen bevorzugt bei
0,1 bis 5 Gew.-%, insbesondere bei 0,2 bis 2 Gew.-% liegen.

Die erfindungsgeméfen Zusammensetzungen kénnen fiir die
verschiedenen Anwendungsfelder auf an sich bekannte Weise in
Pulverform, z. B. in Form von Granulaten, Prills oder Pel-
lets, gegebenenfalls auch mit Oberflicheniiberziigen {Coating)
versehen, konfektioniert sein. Aufgrund der guten Stabilitit
der erfindungsgeméf genannten Bacillus-Protease-Mutanten kén-

nen diese auch in Flissigformulierungen eingesetzt werden.

Bei den fiir gewerbliche bzw. industrielle Verfahren iib-
lichen Bedingungen - wie hochalkalische pH-Werte, z. B. pH-
Werte liber 11,0, sowie gegebenenfalls hohe Temperaturen von
bis zu 70 °C - zeigt die erfindungsgemiéfe hochalkalische Ba-
cillus-Protease-Mutante {iberraschend gute Eigenschaften. Dies
ist umso liberraschender, als im Vergleich zu iblichen Haus-
haltsanwendungen in gewerblichen bzw. industriellen Anwendun-
gen zumeist nur relativ kurze Anwendungszeiten zur Verfiigung
stehen. Neben einer hohen Temperaturbestédndigkeit zeigt die
erfindungsgeméfe hochalkalische Bacillus-Protease-Mutante
dabei insbesondere eine hohe Enzymstabilitdt in Gegenwart ge-
brduchlicher Inhaltsstoffe fiir gewerbliche bzw. industrielle
Zusammensetzungen oder auch fiir den Haushaltsbereich. Auch
gegen die im gewerblichen bzw. industriellen Sektor oder im
Haushaltsbereich gebrduchlichen Bleichmittel, wie sie z. B.
in gewerblichen Desinfektions-Waschmitteln fiir den Kranken-
haus-Sektor, bzw. allgemein auch in Haushaltswaschmitteln,
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eingesetzt werden, ist die erfindungsgemife hochalkalische
Bacillus-Protease-Mutante Uberraschend stabil.

Erlduterungen zu den Figuren:
Figur 1:
Sequenzprotokoll der Aminosdurensequenz (SEQ ID NOl) der al-
kalischen Protease aus Bacillus alcalophilus HAl (DSM 5466)

Figur 2:
pH-Optimum der Protease-Mutante im Vergleich zur nichtmutier-
ten Ausgangsprotease bei T = 50°C

Figur 3:
Temperatur-Optimum der Protease-Mutante im Vergleich zur
nichtmutierten Ausgangsprotease bei pH = 11

Figur 4:

Lagerstabilitdt der Protease-Mutante im Vergleich zur nicht-
mutierten Ausgangsprotease in einem Standardwaschmittel (ge-
schlossene Kartons)

Figur 5:

Reinigungsleistung der Protease-Mutante im Vergleich zur
nichtmutierten Ausgangsprotease bei pH = 11,4 und T = 15 bis
60°cC.

Die Sequenzierung der in Fig. 1 angegebenen Aminosiuren-
sequenz der alkalischen Protease aus Bacillus alcalophilus
HA1l (DSM 5466) iiber Ermittlung der entsprechenden Nukleotid-
sequenz ist in den Beispielen 1 bis 4 der EP 415 296 be-
schrieben. Der als Bacillus alcalophilus bezeichnete Stamm
HAl ist am 28.07.1989 bei der Deutschen Sammlung von Mikroor-
ganismen (DSM) unter der Nummer DSM 5466 hinterlegt worden
(Anschrift: DMS-Deutsche Sammlung von Mikoorganismen und
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig,
Bundesrepublik Deutschland).
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Beispiele

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung erl&utern
ohne sie jedoch in ihrem Umfang zu beschréinken.

Beisgpiel 1:

Herstellung der durch Mutation in der Aminosdurensequenz va-
riierten alkalischen Protease

Die Herstellung der alkalischen Protease, welche sich von der
in Fig. 1 angegebenen Aminosdurensequenz der alkalischen Pro-
tease aus Bacillus alcalophilus HAl1l (DSM 5466) durch die Ami-
nosaurenaustausche N42R, N114R und N115R unterscheidet, wur-
den auf an sich bekannte Weise durch gerichtete Mutagenese in
DNA-Teilsequenzen des entsprechenden Proteasegens durchge-
fuhrt. Mit den Zahlenangaben ist dabei die entsprechende Po-
sition in der in Fig. 1 angegebenen Aminosdurensequenz be-

- zeichnet, wobei der Positionsangabe im an sich bekannten Ein-
buchstabencode die urspriingliche Aminosiure vorangestellt und
die eingefiihrte Aminosiure der Positionsangabe nachgestellt
ist. Ausfiihrlich wird fir die Einzel-Mutationen das Verfahren
der gerichteten Mutagenese in den Beispielen 5 bis 18 der
EP 415 296 beschrieben. Zusitzlich sei fir die Verfahrens-
durchflihrung zur Erzeugung einzelner Mutationen noch auf die
Beispiele der EP 503 346 verwiesen.

Prinzipiell umfafte das Verfahren die folgenden an sich be-
kannten Verfahrensschritte:

Aus dem Naturisolat Bacillus alcalophilus HAl (DSM 5466) wur-
de nach der Methode von Saito et al. (1963, Biochim. Biophys.
Acta 72, 619-629) chromosomale DNA isoliert und mit der Re-
striktionsendonuklease Sau3A partiell hydrolysiert. Die Re-
striktionsfragmente wurden durch Elektrophorese aufgetrennt
und die Fragmente mit einer GréRe von 3 bis 8 Kilobasen iso-
liert. Die isolierten und gréflenselektierten DNA-Fragmente
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aus Bacillus alcalophilus HAl wurden mit Vektor-DNA des an
sich bekannten Plasmids pUB 110 in vitro auf an sich bekannte
Weise neu kombiniert. Mit der erhaltenen in vitro neu kombi-
‘nierten DNA wurden Protoplasten des Stammes Bacillus subtilis
BD224 (Bacillus Genetic Stock Center 1246) nach der von

S. Chang und N. Cohen (1979, Mol. Gen. Genet. 168, 111-115)
beschriebenen Methode transformiert. Die Transformanten wur-
den auf Platten mit Neomycin selektiert. Aus einem Klon wurde
die Plasmid-DNA nach dem Handbuch von Maniatis et al. (Mania-
tis et al. = T. Maniatis, E. F. Fritsch, J. Sambrook, Molecu-
lar Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labora-
tory, 1982) isoliert. Das in diesem Plasmid enthaltende Frag-
ment aus der B. alcalophilus-DNA hatte eine GréRe von 4,1 KB
und enthielt die vollstédndige DNA-Sequenz fiir die hochalkali-
sche Protease aus Bacillus alcalophilus HAl (DSM 5466) (vgl.
Beispiel 1 und 2 der EP 415 296).

‘Das die vollstdndige DNA-Sequenz fiir die hochalkalische Pro-
tease aus Bacillus alcalophilus HAl (DSM 5466) enthaltende
Plasmid wurde mit Aval geschnitten. Die iberstehenden Enden
wurden auf an sich bekannte Weise (Maniatis et al., S. 114)
zum DNA-Doppelstrang aufgefiillt. Nach anschlieRender Restrik-
tion dieser DNA mit Xbal wurde das N-terminale 1.618 BP um-
fassende Fragment isoliert und auf an sich bekannte Weise in
den Vektor pBS kloniert. Der resultierende Vektor enthielt
das N-terminale Ende der fir die in Fig. 1 abgebildete Amino-
saurensequenz codierenden DNA (vgl. Beispiel 5 der EP 415
296) .

In analoger Weise wurde ein Vektor erstellt, der ein 658 BP
umfassendes fiir das C-terminales Ende der entsprechenden Pro-
tease codierendes DNA-Fragment enthielt. Hierfir wurde das
die vollsténdige DNA-Sequenz enthaltende Plasmid mit den
Restriktionsendonukleasen XbaI und Asp718 geschnitten und in
die entsprechende Schnittstelle des bekannten Vektors pBS
kloniert (vgl. Beispiel 7 der EP 415 296) .
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Die gerichteten Mutationen wurden in der das C-terminale oder
das N-terminale Ende enthaltenden DNA-Teilsequenz mit der wvon
Kunkel, T. A. (1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 488-492)
beschriebenen "primer extension” Technik durchgefiihrt. Hierzu
wurden die entsprechenden Vektoren zun&chst in ihre uraci-
lierten einzelstréngigen Analoga auf an sich bekannte Weise
umgewandelt, indem mit einem der beiden Vektoren transfor-
mierte E. coli CJ236-Bakterien kultiviert wurden, welche zu-
sédtzlich mit dem Helfer-Phagen M13 K07 (bezogen von Bio-Rad
Laboratories, Richmond, Kalifornien) infiziert wurden. Das
Bakterium E. coli CJ236 ist einem an sich bekannten Uracil-N-
Glycosylase-Mangelmutante, welche bei der Replikation der
Vektoren statt Thymidin das Nukleotid Uracil in die DNA-Se-
quenz des Vektors einbaut. Uracilierte Vektoren lassen sich
auf an sich bekannte Weise vorteilhaft fir in vitro-Reaktio-
nen der gerichteten Mutagenese einsetzen, da nach Beendigung
der Reaktionen der Uracil-haltige DNA-Einzelstrang, der als
Matritze zur Erzeugung mutierter DNA-Stridnge diente, durch
Behandlung mit Uracil-N-Glycosylase beseitigt werden kann.
Der Einsatz der genannten Helfer-Phagen war fiir die Synthese
der Hlllproteine fiir die gebildete uracilierte einzeltréngige
Vektor-DNA nodtig. Umhiillte uracilierte Einzelstrang-Vektor-
DNA wurde aus dem transformierten Wirtsorganismus E. coli
CJ236 ausgeschleust und anschliefend aus dem Kulturmedium
isoliert.

Die isolierten, uracilierten DNA-Einzelstrang-Vektoren des
C-terminalen bzw. N-terminalen Endes wurden mit synthetischen
Oligonukleotiden hybridisiert, welche die Mutationsstellen
enthielten und gleichzeitig als Primer fiir die nachfolgende
Ergé&nzung zum vollstdndigen DNA-Doppelstrang mit Mutation
dienten. Die hierbei eingesetzten synthetischen Oligonukléo—
tide wurden auf an sich bekannte Weise nach der Methode von
Beaucage, S. L. und Caruthers, M. H. (1981, Tetrahedron Let-
ters 22, 1859-1862) hergestellt. Die Synthese des zweiten
DNA-Stranges wurde auf an sich bekannte Weise mit Hilfe von
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T4-DNA-Polymerase und nachfolgender Ligation mit T4-DNA-Liga-
se durchgefithrt (Kunkel et al., 1987, Methods in Enzymol.
154, 367-382). Die gebildete Doppelstrang-Vektor-DNA wurde in
E. coli MC 1061 transformiert und die mutierten Vektoren wur-
den durch Uberpriifen der entsprechenden unitdren Restrik-
tionsendonukleasen-Erkennungsstellen, die mit den syntheti-
schen Oligonukleotiden eingefiihrt bzw. entfernt wurden, iden-
tifiziert.

Zur Herstellung von z. B. zweili Mutationen entweder im N-ter-
minalen oder im C-terminalen Teil der Protease-DNA wurde das
Verfahren nach Einfilhrung einer ersten Mutation in analoger
Weise unter Verwendung eines weiteren synthetischen Oligonu-
kleotides zur Einflihrung einer zweiten Mutation wiederholt.

Es wurden Expressionsvektoren mit Mutationen im C-terminalen
Teil bzw. N-terminalen Teil der Protease-DNA-Sequenz herge-
stellt, indem die durch die gerichtete Mutagenese erhaltenen
DNA-Sequenzen mit Restriktionsendonukleasen geschnitten wur-
den und mit einer Vektor-DNA, welche den entsprechenden ande-
ren terminalen Teil der DNA-Sequenz sowie alle fir die Ex-
pression notwendigen Elemente enthielt, ligiert wurden. Die
erhaltenen Vektoren stellten vollstdndige Expressionsvektoren
mit geeignetem Leseraster zur Expression der entsprechend
mutierten Protease dar. Die Herstellung von Expressionsvekto-
ren dieser Art erfolgte analog der ausfihrlich in Beispiel 16
der EP 415 296 beschriebenen Methode. Fiir die folgende Drei-
fachmutation wurde der Expressionsvektor DSM 5466 Mut.
N42R/N114R/N115R analog hergestellt.

Die dreifach mutierte hochalkalische Protease wurde herge-
stellt, indem B. subtilis BD 224 mit dem obengenannten
Expressionsvektor auf an sich bekannte Weise transformiert
und kultiviert wurde. Aus den Kulturﬁbérstanden des transfor-
mierten und kultivierten Stammes wurde die dreifach mutierte
hochalkalische Protease nach bekannten Verfahren isoliert.
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Ausfithrliche Angaben zur Isolierungsmethode von mutierten
Proteasen finden sich in den Beispielen 16 und 18 der

EP 415 296, nach denen hier analog gearbeitet wurde.

Die durch Dreifachmutation in der Aminosdurensequenz vari-
ierte alkalische Protease auf Grundlage des Bacillus alcalo-
philus HA1l (DSM 5466) wurde in den in Beispiel 2 bis 4 be-

schriebenen Versuchen eingesetzt.

Die Anwendung und die Vorteile der erfindungsgemédfien Drei-
fachmutante im Bereich der gewerblichen Textilwischerei sind
in den Beispielen der parallelen und hier priorité&tsbegriin-
denden deutschen Patentanmeldung DE 44 11 223 ausfiihrlich

beschrieben, worauf hier daher nur verwiesen wird.

Weitere Eigenschaften der erfindungsgemdfen Protease-Mutante
sind im Beispiel 5 angegeben.

Beispiel 2:

Bestimmung der Enthaarungseigenschaft der erfindungsgeméfen
Protease-Dreifachmutante

Vorreinigung:

Rinderhaut 1 h gewdssert in doppelter Wassermenge (bezogen
auf Rinderhaut) mit 0,1 % Marlipal 013/939 bei ca. 28-30 °C.
Dann Rinderhaut in Stiicke von ca. 20 x 60 cm zugeschnitten
und bei -20 °C gelagert. Aus den Lagerstiicken werden Test-
stiicke von ca 20 x 7 cm zugeschnitten, diese 1&Rt man abtrop-
fen und troknet sie mit Papierhandtiicher ab. Die Teststilicke
werden fir 120 min. in eine Lésung mit 0,5 % Soda und 0,1 %
15 min. umgeriihrt. Die Gewichtszunahme wird protokolliert.

A. Quellung (Wasseraufnahme) der vorgereinigten Hiute
Inkubationslésung: 0,5 % Na-Carbonat, 0,1 % Marlipal
(bez. auf die Haut), doppelte Was-

sermenge (bez. auf die Haut
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120 min.
28 °o¢C

Enzym: Optimase L660

Test Enzymdosierung: Gewicht |Gewicht | Differenz

nach vor Gewichts-~

Inkuba-~ { Inkuba- Zunahme:

tion tion
[g/100kg [AADU/kg] [g] [g] [g] [%]
Haut]

'——=_J

1 6,08 37470 729,53 | 701,59 | 27,940 4,0

'B. Enthaarung

Inkubationslésung:

Inkubationszeit:

Inkubationstemperatur:

7,1 g/1 Ca(OH), (200 % bez. auf Rin-
derhaut)

24 h

30 °oC

Durchmischung: Zu Beginn der Inkubation 2 h perma-
nent in Linitest-Maschine und zum
Ende 3,5 h permanent.
pH-Wert: Anfang: 12,48 Ende: 12,45
Becher- Protease Enzymdosierung Ablésung
Nr. der Haut *
[g/100 kg [AADU/kg
Haut] Haut]
1 Blindtest -- - 3
2 Blindtest -- -- 3
3 Mutante 310,81 925188 1
4 Mutante 310,81 925188 1
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Mutante = eingesetzte Protease-Dreifachmutante
N42R/N114R/N115R mit Aktivitét
300.000 DU/ml (+/- 5%)

* 1. leichte und vollstédndige Entfernung der Haare
fast vollstadndige Entfernung der Haare, aber
noch (klumpige) Riickstdnde auf der Haut

3: es ldsen sich nur sehr wenige bis gar keine

Haare ab

Kommentar: Nach dem Arbeitsschritt A waren die Teststlicke
weich und schwammig,
nach dem Arbeitsschritt B waren die Teststicke
"gummiartig ausgehdrtet".

Beigpiel 3:

Herkunft der Teststiicke: Kuh, Riickenpartie

Vorreinigung:

Haut 1 h gewdssert in doppelter Wassermenge (bezogen auf
Haut) mit 0,1 % Marlipal 0 13/939 bei ca 28 - 30 °C. Dann
Haut in Stilicke von ca 20 x 60 cm zugeschnitten und bei -20 °C
gelagert. Aus den Lagerstiicken werden Teststicke von ca.

20 x 7 cm zugeschnitten, diese l&dRft man abtropfen und trock-
net sie mit Papierhandtiicher ab. Die Teststilicke werden fir
120 min. in eine Lésung mit 0,5 % Soda uhd 0,1 % 15 min. um-
geriihrt. Die Gewichtszunahme wird protokolliert.

Es wurden 3 Tests unter den nachfolgend angegebenen Bedingun-
gen durchgefiihrt.

A. Quellung (Wassérauggahme) der vorgereinigten Hdute

Inkubationslésung: 0,5 % Na-Carbonat, 0,1 % Marlipal
(bez. auf die Haut), doppelte Was-

sermenge (bez. auf die Haut)
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Enzym: Optimase L660
Test| Enzymdosierung: Gewicht | Gewicht Differenz
nach vor Gewichts-
Inkuba- | Inkuba~- zunahme:
tion tion
[g/100kg | [AADU/kg] [g] [gl [g] [%]
Haut]
1 15,89 20060 715,98 | 732,58 | - 16,60 |- 2,3
2 3,26 20122 905,27 | 866,22 39,05 4,5
3 3,32 20476 338,39 | 342,25 | - 3,86 |- 1,1

* %

zwischen Schritt A und B.

B. Enthaarung

Inkubationslésung:

Inkubationszeit:

Inkubationstemperatur:

Durchmischung:

pH-Wert:

Die Teststilicke haben 1,5 h im Kiihlschrank gelegen,

7,1 g/1 Ca(OH), (200 % bez. auf
Haut)
24 h

30 °C

Zu Beginn der Inkubation 2 h perma-

nent in Linitest-Maschine und zum

Ende 3,5 h permanent.

Test 1
Test 2
Test 3

Anfang:

12,48
12,55
12,5

Ende:
12,46
12,53
12,5
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Ergebnisse Test 1:

Eingesetzte Protease:

Mutante N42R/N114R/N115R mit Akti-

vitdt 300.000 DU/ml (+/- 5%)

Becher- Enzymdosierung Ablésung
Nr. der Haut *
[g/100 kg [AADU/kg
Haut] Haut]
1 - -
2 - -
3 31,2 92745 ,
4 31,2 92745 '
Kommentar: Die Haare wurden von der Linge her‘gleichméﬁig

abgeldst, es blieben jedoch ca. 1 - 3 mm Stop-

peln stehen.

Ergebnisse Test 2

Eingesetzte Protease:

Mutante N42R/N114R/N115R mit Akti-

vitdt 300.000 DU/ml (+/- 5%)

Becher- Enzymdosierung Abldsung
Nr. der Haut *
[g/100 kg [AADU/kg
Haut] Haut]
1 10,1 29969 .2
2 50,3 149844 , 8
3 100,7 299688 ,0"
4 151,0 449531 , 4"

** Nackenpartien mit festerem Haarwuchs
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Ergebnisse Test 3
Eingesetzte Protease: Mutante N42R/N114R/N115R mit Aktivi-
tat 300.000 DU/ml (+/- 5%)

Becher- Enzymdosierung Ablésung‘
Nr. der Haut *
[g/100 kg [AADU/kg
Haut] Haut]
151,3 450294 1,2
100,9 300196 1,4
50,4 150098 1,6

* Legende zu Test 1 bis 3

1: leichte und vollst&ndige Entfernung der Haare

2: fast vollstédndige Entfernung der Haare, aber noch
(klumpige) Riickstdnde auf der Haut

3: es ldsen sich nur sehr wenige bis gar keine
Haare ab

Beispiel 4:

A. Hauptweiche

Rinderhaut (Gewicht): 1886,25 [g] (Vorreinigung wie in
Beispiel 2 und 3 angegeben)
Kdérperpartie: Bauch
Ansatz: Wasser: 3772,50 [g]
Na,CO0,: © 9,43 [g]
Tensid: 1,89 [g] Marlipal
Enzym: 0,3046 [g] Optimase L660
entspricht: 99582 [AADU/kg Rinderhaut]

Gewicht nach 4 h Reaktion: 2039,5 [g]
Gewichtszunahme: 8,1 [Gew.-%]
pPH-Wert nach 4 h Reaktion: 10,21
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B. Enthaarung
Wasser: 3059,25 [g]
Ca (OH), 20,40 [g]
Enzym: 6,9352 [g] Protease-Mutante mit Aktivi-

_ tat = 150.000 DU/ml (+/- 5%)
entspricht: 539878 [AADU/kg Rinderhaut]

pH-Wert nach 17,25 h Inkubation: 12,75

Optische Beurteilung der Enthaarung:

Die Haare lieRen sich sehr leicht entfernen, beim Herausneh-
men des Teststlickes aus der Trommel wurden die Haare schon
durch die Bertihrung des Offnungsrandes entfernt. Es blieben
nach 2 - 3 Stellen je ca. 2 cm?, machte mit dem Schaber kei-
‘nerlei Schwierigkeiten.

Beispiel 5:

Im nachfolgenden werden noch einige wesentliche Eigenschaften
der erfindungsgemidfien Dreifachmutante erl&utert.

a) Die Aktivitdt der erfindungsgemifen Dreifachmutante im
Vergleich zur nichtmutierten Ausgangsprotease in Abhin-
gigkeit vom pH-Wert wurde unter folgenden Bedingungen
bestimmt: Substrat = Acetylkasein, T = 50 °C, Umset-
zungsdauer = 10 min, Phosphat-Borat-Puffer. Die gefun-
dene pH-abhdngige relative Aktivit&t in % (Aktivitat
bei pH = 8,5 als 100 % definiert) ist in Fig. 2 wieder-
gegeben. Die erfindungsgemife Dreifachmutante zeigt
gegentber der Ausgangsprotease deutlich erhéhte Aktivi-
tdt bei hoheren pH-Werten im Bereich PH = 10 bis 12.
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Die Aktivitdt der erfindungsgemdfRen Dreifachmutante im
Vergleich zur nichtmutierten Ausgangsprotease in Abhidn-
gigkeit von der Temperatur wurde unter folgenden Bedin-
gungen bestimmt: Substrat = Acetylkasein, pH = 11. Die
gefundene temperaturabhangi§e relative Aktivitdt in %
(Aktivitdt bei pH = 8,5 und T = 50 °C als 100 % defi-
niert) ist in Fig. 3 wiedergegeben. Die erfindungsgemi-
RBe Dreifachmutante zeigt beim gewdhlten hohen pH-Wert
deutlich verbesserte Aktivit&t gegeniiber der Ausgangs-
protease im Temperaturbereich von 45 bis 58 °cC.

Die Lagerstabilit&t (shelf life) der erfindungsgemiRen
Dreifachmutante im Vergleich zur nichtmutierten Aus-
gangsprotease in Abhdngigkeit von der Lagerzeit wurde
durch Lagerung in einem Standardvollwaschmittel unter
folgenden Bedingungen bestimmt: T = 30 °C, 60 % relati-
ve Feuchtigkeit (r.H. = relative Humidity), in ge-
schlossenen Kartons. Die nach Lagerung gefundene Rest-
aktivitdt in % (bezogen auf die Anfangsaktivitat = 100
%) weist fir die erfindungsgenmiRe Dreifachmutante eine
gegenliber der Ausgangsprotease deutlich hdhere Restak-
tivitét und somit verbesserte Stabilitdt aus. Die Er-
gebnisse sind in Fig. 4 verdeutlicht.

Zur Demonstration der guten Reinigungswirkung (Oberfli-
chenreinigung) der erfindungsgemifen Dreifachmutante
wurde die Waschleistung gegeniiber der Ausgangsprotease
fir verschiedene Enzymkonzentrationen unter folgenden
Bedingungen bestimmt: Standard-Detergenz-Basis: pH =
11,4 (6 g/l); Test-Gewebe = EMPA 117, T = 60 °C. Die
gefundenen Ergebnisse (Delta Reflektanz) in Abh&ngig-
keit zur eingesetzten Enzymmenge (mg/l) sind in Fig. 5
verdeutlicht, die die Uberlegenheit der erfindungsgemé-
Ren Protease bei hohen PH und erhdhter Temperatur aus-
weist.
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Zur Demonstration der vorteilhaften Kombination der er-
findungsgeméfen Dreifachmutante mit Waschmittelprotea-
sen des Standes der Technik (hier die Ausgangsprotease
vom "Subtilisin 309"-Typ) wurden die nachfolgenden bei-
aen Versuche mit den angegebenen Ergebnissen durchge-
fihrt.

Versuch 1

Relative Waschleistung der erfindungsméfen Dreifachmu-
tante im Vergleich zur nichtmutierten Ausgangsprotease
(jeweils mit Coating versehen) vor und nach Lagerung in
einen Universalvollwaschmittel fiir den Haushaltsbe-
reich. Es handelt sich um die mittlere Waschleistung
aus 2 Testgeweben bei aktivitdtsgleicher Dosierung.

Ausgangsprotease 97,15 28,15

Protease vor Lagerung nach 6 Wochen
' Lagerung bei 35°C/80% r.H.

Dreifachmutante 66,22 50,72
N42R/N114R/N115R

61,60 50,79

Versuch 2

Restaktivitdt und Restwaschleistung nach Lagerung der
erfindungsgemédfen Dreifachmutante bzw. Ausgangsprotease
in einem Pulverwaschmittel bei 30° C und 60 % r.H (r.H.
= relative Humidity = relative Feuchte); DPH-Wert vor
dem Waschen jeweils 10,2.
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Lagerzeit A B c D

0 Wochen 100,0 24,50 100,0 22,99

1 Woche 92,4 -- 100,0 -

2 Wochen 86,9 -- 94,6 -

4 Wochen 75,1 -— 86,0 -

6 Wochen 60,9 14,98 70,8 21,63
Testgewebe: Blut/Milch/Tusche (EMPA117)
% dR: Differenz der Reflektion des Testgewebes (en-

zymhaltiges Waschmittel) zu der Reflektion des
Testgewebes gewaschen mit der enzymfreien
Basis

Enzymdosierung: aktivitdtsgleich

Restaktivitat [%], Ausgangsprotease

A =
B = Waschleistung [% dR], Ausgangsprotease
C = Restaktivitat [%], Dreifachmutante
D = Waschleistung [% dR], Dreifachmutante
Definitionen _
Optimase L660 = alkalische Protease aus B. licheniformis
Marlipal = Polyethylenglykol-isotridecyl-ether
Walocel = 2-Hydroxyethyl-celluloseether
Sequinon = [[Bis[2-[bis(phosphonomethyl)amino]-
. ethyl]aminolmethyl]-phosponséaure,
Natriumsalz
Rewoteric = Ampholyt auf Imidazolinbasis
AADU = Autoanalyzer Delf Units
EMPA117 = Testgewebe Polyester/Baumwolle mit An-

schmutzung Blut/Milch/Tusche (Eidgenéssi-
sche Materialpriifungsanstalt, Schweiz)



WO 95/27049 PCT/EP95/01141

32

Patentanspriiche

1. Hochalkalische Protease, gekennzeichnét durch eine
zugrundeliegende Aminosdurensequenz, welche mindestens 95 %,
vorzugsweise mindestens 98 %, Homologie zu der in Fig. 1
angegebenen Aminosdurensequenz aufweist und sich von dieser
durch Dreifachmutation in den Positionen 42/114/115 der
Fig. 1 oder in den drei jeweils dazu homologen Positionen
dadurch unterscheidet, daR die in den betreffenden Positionen

befindlichen Aminos&uren gegen Arginin ausgetauscht sind.

2. Hochalkalische Protease nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daR sie eine zugrundeliegende, im wesentlichen
identische Aminosdurensequenz zu der in Fig. 1 angegebenen
Aminosédurensequenz aufweist und sich von dieser durch Drei-
fachmutation in den Positionen 42/114/115 der Fig. 1 dadurch
unterscheidet, daR die in den betreffenden Positionen befind-

lichen Aminosiduren gegen Arginin ausgetauscht sind.

3. Hochalkalische Protease nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, daf die zugrundeliegende Aminos&durensequenz mit
der in Fig. 1 angegebenen Aminosiurensequenz identisch ist
oder sich von dieser entweder nur in Position 85 durch die
nattirliche Abweichung Asparagin statt Serin oder nur in den
folgenden Positionen durch die natiirlichen Abweichungen
97D/99R/101A/1021/157S oder die natiirliche Abweichungen
3T/97D/99R/101A/102I/157S unterscheidet.

4. Verwendung der hochalkalischen Protease gemidR einem
der Anspriche 1 bis 3 in gewerblichen oder industriellen An-
wendungen.

5. Verwendung nach Anspruch 4 von hochalkalischen Pro-
teasen gemdf einem der Anspriiche 1 bis 3 zur Reinigung von
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Oberfldchen in gewerblichen oder industriellen Anlagen, vor-
zugsweise in Schlachtereibetrieben, in der Nahrungs- und Ge-
nufmittelindustrie, in Grofkiichen, in Grillbetrieben.

6. Verwendung nach Anspruch 5 von hochalkalischen Pro-
teasen gemdR einem der Anspriiche 1 bis 3 in Verfahren zur
Lederherstellung, insbesondere in Verfahren zur Enthaarung
von Fellen oder H&duten.

7. Zusammensetzungen fiir gewerbliche und/oder indu-
strielle Anwendungen, enthaltend eine hochalkalische Protease
geméf einem der Anspruche 1 bis 3 und fir die jeweilige An-
wendung an sich {ibliche’ weltere Formulierungsbestandteile.

8. Haushaltswasch- und Haushaltsreinigungsmittelzusam-
mensetzung, enthaltend eine hochalkalische Protease gemaR
einem der Anspriiche 1 bis 3 in Kombination mit einer weiteren
Protease vom "Subtilisin 309"-Typ, die nicht die Dreifachmu-
tation N42R/N114R/N115R aufweist.

9. Haushaltswasch- und Haushaltsreinigungsmittelzusam-
mensetzung nach Anspruch 8, enthaltend eine hochalkalische
Protease geméR einem der Anspriiche 1 bis 3 in Kombination mit
einer weiteren Protease, deren Aminosdurensequenz 95 %, vor-
zugsweise 98 %, Homologie zu der in Fig. 1 angegebenen Amino-
sdurensequenz aufweist, wobei die weitere Protease aber nicht
die Dreifachmutation N42R/N114R/N115R aufwelst

10. Haushaltswasch- und Haushaltsreinigungsmittelzusam-
mensetzung nach Anspruch 9, enthaltend eine hochalkalische
Protease geméR Anspruch 3 in Kombination mit einer weiteren
Protease, deren Aminosduresequenz identisch zu der in Fig. 1
angegebenen Aminos&urensequenz ist oder sich von dieser nur
in Position 85 durch die natiirliche Abweichung Asparagin
statt Serin unterscheidet.
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Fig. 1 SEQUENZPROTOKOLL

INFORMATION 2U SEQ ID NO: 1:

SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
LAENGE: 380 Aminosaeuren
ART: Aminosaeure
TOPOLOGIE: linear

ART DES MOLEKUELS: Protein
URSPRUENGLICHE HERKUNFT:
ORGANISMUS: Bacillus alcalophilus
STAMM: HAl, DSM 5466
MERKMALE:
NAME/SCHLUESSEL: reifes Peptid
LAGE: 1..269
SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

Met Lys Lys Pro Leu Gly Lys Ile Val Ala Ser Thr Ala Leu
-110 -105 ~100

Ile S8er Val Ala Phe Ser Ser Ser Ile Ala Ser Ala Ala Glu
-95 -90 -85

Ala Lys Glu Lys Tyr Leu Ile Gly Phe Asn Glu Gln Glu Ala
-80 -75 =70

S8er Glu Phe Val Glu Gln Val Glu Ala Asn Asp Glu Val Ala
=65 -60 =55

Leu Ser Glu Glu Glu Glu Val Glu Ile Glu Leu Leu His Glu
=50 -45 -40

Glu Thr Ile Pro Val Leu Ser Val Glu Leu Ser Pro Glu Asp
=35 =30 =25

Asp Ala Leu Glu Leu Asp Pro Ala Ile Ser Tyr Ile Glu Glu
=20 ~15 =10

Ala Glu Val Thr Thr Met Ala Gln Ser Val Pro Trp Gly Ile
-5 1 5

Arg Val Gln Ala Pro Ala Ala His Asn Arg Gly Leu Thr Gly
10 15 20

Gly Val Lys Val Ala Val Leu Asp Thr Gly Ile Ser Thr His
25 30 35

Asp Leu 2Asn Ile Arg Gly Gly Ala Ser Phe Val Pro Gly Glu
40 45 50

Leu

Glu

val

Ile

Phe

val

Asp

8er

Ser

Pro

Pro
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Ser
55

Ile
70

Ser
85

Gly
100

Asn
115
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val
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Ser
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Glu
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Pro
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Thr
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Gly
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Gly
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Ser
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Gly
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8er
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‘Glu

Ala

Arg

Asn

Ala

Ala

Ala

Gln

Thr

Arg
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Asn
60

Asn
75

Ala
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Ile
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Ala
120

Gln
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Ala
150

Tyr
165

Arg
180

Pro
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Ser
210

Ala
225

Ile
240

Asn
255
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Gly

S8er

Val

Ala

Asn

Ala

8er

Ala

Ala

Gly

Leu

Ala

Arg

Leu

His

Ile

Lys

Gln

Leu

Val

Gly

Asn

Ser

vVal

Asn

Leu

Asn

Tyr

Gly

Gly

Val

Gly

Ser

Asn

Asn

Ala

Phe

Asn

Gly

val

Gly

Thr His
65

Val Leu
80

Leu Gly
95

Leu Glu
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val

Gly

‘Ala

Trp
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140
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8er
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Pro

Ser

Asn

Pro

Gly

Ile

Thr

Gly

Pro

Pro

8er

Thr

Ala
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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