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Fremgangsmidde tll fremstllling af sur protease.

Opfindelsen angdr en fremgangsmdde til fremstilling af en protease med
serligt bredt pH-virkningsomrdde 1 svagt surt omrédde ved dyrknming af
en specifik, af jordprgver isoleret mikroorganisme, som er en Rhizopus-

art.

Det er almindelig kendt og genstand for mange industrielle fremstil-
lingsmetoder at udvinde proteolytiske enzymer med surt pH-virkningsom-
rédde ved dyrkning af mikroorganismer af forskellige sl®gter, f.eks.
stammer af sl®zgten Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces,
Penicillium, Rhizopus og Trametes. Disse proteaser besidder en optimal
virkning ved en almindeligvis som "pH-optimum" betegnet pH-vardl, men
deres aktivitet falder dog hurtigt p& begge sider af denne pH-veerdi.

En fornuftig anvendelse af disse proteaser forudsztter derfor et kend-
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skab til den ved anvendelsen herskende pH-verdi, som ikke altid er til
stede. Desuden er man tvunget til i hvert tilfzlde at finde frem til

en til den foreliggende pH-verdi egnet protease.

Formidlet med opfindelsen bestdr derfor i at finde frem til en sur pro-
tease med bredt pH-virkningsomrdde og h@j enzymatisk aktivitet. Denne

egenskab er szrlig nyttig ved anvendelsen af denne protease 1 n®rings-
middel- og foderstofindustrien, da man netop her m& regne med pH-sving-

ninger af ubekendt st@rrelse hver gang.

Opfindelsen angdr sdledes en fremgangsmdde til fremstilling af en
sur protease med bredt pH-virkningsomr&de og er ejendommelig ved, at
- en stamme af arten Rhizopus rhizopodiformis dyrkes aerobt i et na-
rlngsmedlum, som indeholder assimilerbare carbon- og nltrogenkllder,
ved pH-vardier mellem 3 og 7 og temperaturer mellem 25°C og 50°¢c,

og det fremstillede enzym isoleres.
Stammen Rhizopus rhizopodiformis besidder fglgende kendetegn:

Kugleformet sporangium med tydeligt Columella,
sporangium med tydelig apophyse,

ingen indsngringer mellem sporangium og apophyse,
sporangiumbzrer mest sidegrene,

sporangiumdiameter : 88 um,

Columella: lengde 47 um, bredde 37 um,

sporediameter: 6 U.

Den i den foreliggende opfindelse anvendte art Rhizopus rhizopodi-
formis blev deponeret under nr. CBS 227.75 i Centraal Bureau voor

Schimmelcultures, Baarn (Holland) den 23.3.1975.

Denne stamme blev isoleret af jordprgver under specifikke koncentrations-
betingelser ved pH-verdier mellem 3 og 5 og med proteiner som kasein
eller gelatine som C- og N-kilde. Den blev klassificeret i Centraal
Bureau voor Schimmelcultures, Baarn (Holland).

Fremgangsméden til fremstilling af proteasen kan gennemfgres i et fly-
dende eller fast neringsmedium, hvorhos det flydende nzringsmedium 1
almindelighed foretrzkkes. Ved dyrkning i en nzringsoplgsning arbejdes
der ifglge den smdvanlige aerobe rystekultur- eller fermentationsmetode.
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Neringssubstratet, der skal anvendes i forbindelse med opfindelsen,
fremstilles p& sedvanlig mdde og skal indeholde en carbonkilde, en ni-
trogenkilde og andre for mikroorganismen ngdvendige nerings- og vaekst-
stoffer. Som egnede carbonkilder skal nzvnes stivelse, dextrin, rgr-
sukker, glukose, fruktose, maltose og sukkerholdige affaldsstoffer.

Som nitrogenkilder kommer ammoniumsalte, urinstof, kasein, gelatine,
majsstgbevand og sojabgnnemel eller -kager pé tale. Til nzringssubstra-
tet kan desuden tilszttes uorganiske salte som f.eks. natrium-, kalium-,
ammoniumhydrogenphosphater, calcium- og magnesiumsalte. Det kan desu-
den vere hensigtsmmssigt til neringssubstratet at tilsatte vekststof-
fer som f.eks. gmrekstrakt og vitaminer.

Fermentationstemperaturen kan bevege sig i intervallet fra 25%C til
50°C, men velges imidlertid fortrinsvis mellem 27°C og 32°C. Nerings-
substratets pH-verdi kan vere 3,0-7,0, fortrinsvis 4,0-6,0. Dyrknin-
gen gennemfgres i almindelighed i et tidsrum fra 20 til 96 timer.

Den ved fremgangsmdden ifelge opfindelsen fremstillede protease kan
wifzldes af den filtrerede eller centrifugerede neringsoplesning ved
hjelp af ssdvanlige metoder ved tilsetning af organisk oplesningsmid-
del eller ved udsaltning med f.eks. natriumchlorid, natriumsulfat,
ammoniumsulfat eller calciumchlorid og koncentreres. En remsning kan
foretages ved dialysemetoden eller ved behandling pd ionbytterharpik-
ser.

Den ifeslge opfindelsen fremstillede protease besidder et serligt
bredt virkningsspektrum i svagt surt omrdde mellem pH-verdi 2,5 09
pH-verdi 6,5. Virkningsoptimumet ligger ved pH-verdi 4,5, omrddet
for 80%ig maksimalaktivitet ved pH-verdi 3,3-5,9, omrédet for 60%ig
maksimalaktivitet ved pH-verdi 3,0-6,4. Proteasen egner sig 1 sarlig
grad som tilsstningsstof til foderstoffer, specielt til forbedring

af resultatet ved opdrzt og opfedning af fjerkrs, svin, kalve og nyt-
tefisk. Den kan dog desuden ogsé anvendes til andre form&l, hvor der
kan anvendes sure proteaser, som f.eks. 1 levnedsmiddelforarbe jdende
virksomheder, i1 sure vaske- og rengeringsmidler, specielt renggrings-
midler til fliser, gulve og borde i sygehuse og i1 husholdningen, som
lederhjslpemidler i garverier, desuden i meget renset form i det me-
dicinske anvendelsesomréde som digestivum.



143164

Bestemmelsen af den proteolytiske aktivitet af den foreliggende pro-
tease sker efter det kendte bestemmelsesprincip 1fz1ge Anson: en eg-
net fortyndet mengde enzymoplesning inkuberes ved 40°C i 20 minutter
med et tilsvarende volumen af en 1, 2%ig kaseinoplesning, hvorhos den-
ne indeholder 0,6% melkesyre, 6 mol urinstof og 0,1 mol citron- eller
eddikesyre. Kaseinoplesningens pH-verdi indstilles pd 4,5 ved til-
setning af 2N natriumhydroxid. Efter inkubationen behandles i volu-
menforholdet 1:1 med 0,4N trichloreddikesyre, det dannede bundfald
filtreres fra ufordsjet kasein, og ifslge en vilkarlig smggehvidebe-
stemmelsesmetode bestemmes de ved nedbrydningen dannede proteinspalte-
produkter i filtratet. Hertil egner sig f.eks. den af Layne i Methods
of Enzymology 3 (1957) side 448 ff. beskrevne metode.

Til hver milepreve skal der udarbejdes en blindverdi, ved hvilken der
forst tilsettes trichloreddikesyre og derpd kaseinoplesning. Denne
blindverdi giver foruden reagens-tomverdien mengden af lavmolekulsre
peptider, som allerede er til stede for fordsjelsen i enzymoplgsnin-
gen. TForskellen mellem hoved- og blindverdi bliver ved den angivne
metode s& sammenlignet med ekstinktionen, som giver en bestemt mzngde
tyrosin ved denne bestemmelse. Denne mengde tyrosin er si et mdl for
den proteolytiske akt1v1tet af det foreliggende enzym: en enzymenhed
(TU) er den mengde enzym, som forirsager den samme ekstinktionsfor-
skel mellem hoved- og blindverdi pr. minut som en 1M tyrosinoplesning,
som tilsmttes i stedet for enzymoplesningen.

M&lingen af den proteolytiske aktivitet ved hejere og lavere pH-ver-
dier end 4,5 er uden videre mulig ved passende indstilling af kasein~
oplegsningen, hvorhos man dog bedst erstatter eddikesyretilsziningen

med citronsyre.

Eksempel 1

Til fremstilling af nsringsmediet opleses eller dispergeres i1 1 liter
vand 3 g sojamel, 3 g majsstebevand, 15 g kasein, 7 g gelatine, 2,4 g
KH2P04, 0,5 g MgSO4, TH,0, O, 1 g MnCl,, 4H,0, 0, 1 g CaCl,, 2H,0 og 20

g majsstivelse. Nzringsoplesningens pH-verdi er 5,3. Majsstivelsen
blev nedbrudt kraftigt ved hjelp af amylase. I den steriliserede nz-
ringsoplesning blev der ipodet sporer af stammen Rhlzopus rhizopodi-
formis og kulturen dyrket under optimal aeration ved 30 °¢ i ca. 50
timer. Efter dette tidsrum filtreres svampemyceliet fra, og den mycel-
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frie kulturgred blev anvendt til bestemmelse af proteaseaktiviteten
ved hjelp af den ovennzvnte metode. Det viste sig herved, at kultur-
oplgsningen opniede en enzymatisk aktivitet indtil 18 m TU/ml.

Eksemgel 2

Til fremstilling af nsringsmediet blev der i 1 liter ledningsvand op-
lost, henholdsvis dispergeret, 10 g sojamel (uden olie), 5 g majsstebe-
vand, 12 g kasein, 5 g gelatine, 5 g terbmrme af korn, 2,4 g KH2P04,
lg NaNOB, lg NH4Cl, 0,01 g FeSO4 og 30 g naturlig majsstivelse. Ne-
ringsoplesningens pH-verdi blev efter autoklaveringen indstillet pé
5,3. En med denne neringsoplesning forsynet 10 liter fermenterings-
beholder blev behandlet med 100 ml af en Czapek-Dox~forkultur (med 5%
stivelse og 0,5% gerekstrakt), som var blevet podet med sporer af
svampestammen Rhizopus rhizopodiformis og omrystet i 24 timer ved
BOOC, og holdt under aeration ved BOOC i ca. 50 timer, indtil pH-ver-
dien var steget til 6,8-7,0. Myceliet blev derpd filtreret fra, og
den klare kultursuppe anvendt til bestemmelse af proteaseaktiviteten
ifglge den fernmvnte metode. Det viste sig derved, at kulturoples-
ningen opniede en enzymatisk aktivitet indtil 20 m TU/ml.

Proteasen blev isoleret ved klarfiltrering af suppen under tilsstning
af 5 g Filter Cel og 5 g Standard Super Cel fra firmaet Mansville,
inddampning ved 50 mm Hg til en tredjedel af udgangsvolumenet og ud-
feldning under tilsztning af 39% vandfrit natriumsulfat under omre-
ring, hvorved temperaturen blev indstillet pé 38-40°C. Alternativt
kan proteasen imidlertid ogsd udfeldes ved tildrypning af 2 volumener
ethanol, methanol, acetone eller andre med vand blandbare oplesnings-
midler ved en temperatur pé& -3 til 5°¢. Bundfaldet suges fra og ter-
res 1 vakuum.

Under anvendelse af den ovenfor beskrevne bestemmelsesmetode bestem-
tes aktiviteten af den ifelge eksempel 1 og 2 isolerede protease 1 af-
hengighed af pH-verdien. I tabellen er angivet pH-verdierme, ved
hvilken den optimale eller 50% af den ved optimal pH-verdi mélte ak-
tivitet foreligger. Som det fremgdr af de ligeledes i denne tabel
indeholdte verdier for i litteraturen kendte sure proteaser, besidder
den nu fundne protease et bredere og for de nzvnte anvendelsesomréder
gunstigere virkningsomrdde udtrykt i pH-enheder end de kendte enzymer.
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Tabel
Enzym pH-0ptimum 50%-verdi
?ggggigggfil protease) 2,5 = 3,0 1,5 - 40
Denapsin® 3,0 1,5 - 4,5
Aspergillus acid protease 2,5 1,5 - 4,0
Proctase ® 2,0 - 3,0 1,5 - 4,5
Samprose ® 2,5 2,0 - 4,5

Protease af
Rhizopus rhizopodiformis 4,0 - 4,5 2,5 - 6,5

De fgrste fire af de i tabellen navnte proteaser fremstilles

af henholdsvis

Miles, Lab. Inc. Elkhart,
Indiana, USA

Nagase & Co. Ltd., Osaka
Kyowa Hakko Kogyo Co. Ltd., Tokyo
Meiji Seika Kaisha Ltd., Tokyo.
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Fremgangsm&de til fremstilling af en sur protease med et bredt
pH-virkningsomrdde, k ende tegnet ved, at en stamme af
arten Rhizopus rhizopodiformis dyrkes aerobt i et naringsmedium,
som indeholder assimilerbare carbon- og nitrogenkilder, ved pH-
verdier mellem 3 og 7 og temperaturer mellem 25 og SOOC,og det

fremstillede enzym isoleres.
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