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Bacillus sp. MFl2-kannasta saatava alkalinen proteaasi, mene-
telmd sen valmistamiseksi ja sen kdyttd
Alkalisk proteas wur Bacillus sp. MF1l2, fdérfarande fOr dess

framstédllning och dess anvandning

Oheisen keksinndn kohteena on Bacillus sp. MFl2-kannasta saata-

va alkalinen proteaasi, sen kayttd sekd menetelmd tima&n prote-

aasin valmistamiseksi.

Alkaliset proteaasit ovat arvokkaita teollisia tuotteita,
joilla on edullisia sovellutuksia, erityisesti pesuaineteolli-
suudessa, koska niiden avulla voidaan poistaa proteiinipitoi-
sia 1likoja. Jotta nadmad proteaasit olisivat vaikutuskykyisia,
niin niilld ei ole ainocastaan oltava proteolyyttistad aktiivi-
suutta pesuolosuhteissa (pH-arvo, lampotila), vaan niiden on
myds sovittava vyhteen pesuaineen muiden komponenttien kanssa,
eli niitd on voitava k&ayttdad yhdistelmind muiden entsyymien,
tensidien, runkoaineiden (builder), valkaisuaineiden, valkaisu-
aineaktivaattoreiden sekd& muiden lisd- ja apuaineiden kanssa.
Naiden proteaasien on erityisesti oltava riittévan stabiileja
nadiden muiden pesuainekomponenttien valikutusta wvastaan Jja
niiden pesutehon on oltava riittédvad n&diden muiden komponent-

tien l&snéaollessa.

Alkalisia proteaaseja on tahdn saakka saatu tekniikan nykyta-
son mukaisesti erityisesti viljelem&llad Bacillus-lajeja, jois-

ta esimerkkeind voidaan mainita Bacillus alcalophilus, Bacil -

lus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens ja Bacillus licheni-

formis, ja jotka tuottavat alkalisia proteaaseja niita wvilje-

lyalustaan erittéen.

Alalla on jo tehty tallaisiin alkalisiin proteaaseihin liitty-
en lukuisia yrityksid saada wuusia alkalisia proteaaseja, joil-
la on toivottuja ominaisuuksia. Tastd huolimatta alalla esiin-
tyy tarvetta 16ytdd uusia alkalisia proteaaseja, joilla on eri-

tyisesti pesukdyttdytymistd ajatellen edullisia ominaisuuksia.



Nadin ollen keksinndon tehtdvana oli wvalmistaa uusi arvokas

alkalinen proteaasi, jolla on edullisia ominaisuuksia.

Keksinnon puitteissa todettiin nyt yllattden, ettid alkalisella
Bacillus-proteaasilla, joka on saatavissa viljelemalla
Bacillus sp. MF12 DSM 6845-kantaa, on edullisia ominaisuuksia

ja sen pesuvaikutus on erittain hyva.

Ndin ollen keksinndn kohteena on alkalinen Bacillus-proteaasi,
jonka pH-optimi on pH-alueella 9,5-13,0, ja jonka lampotilaop-
timi on noin alueella 55-65 °C, ja joka on saatavissa viljele-

madlla Bacillus sp. MF12 DSM 6845-kantaa.

Keksinndn piiriin kuuluu t&l16in Bacillus sp. MF12 DSM 6845~
kannasta saatava alkalinen proteaasi, jolla on seuraavat omi-

naisuudet:

(1) vaikutus: se pilkkoo proteiineja ja peptideja;

(2) pH-optimi: noin pH-alueella 9,5-13, 0;

(3) pH-stabiilisuus: tama proteaasi on tdysin stabiili
pH-alueella 9,5-11, 0;

(4) lampdtilaoptimi: noin 64 °C;

(5) lampdtilastabiilisuus: proteaasin inkubointi korkeintaan
30 "C:n lampdtilassa 15 minuutin ajan ei heikennd olennai-
sesti sen aktiivisuutta; sen Jjalkeen, kun proteaasia on
inkuboitu 15 minuutin ajan noin 40 *C:ssa, sen Jjaanndsak-

o

tiivisuus on vahintdan 75 %.

Keksinnén mukaiset Bacillus-proteaasit soveltuvat lisdaineiksi
pesu- Jja puhdistusainekoostumuksiin ja muihin vastaaviin,
joilla on neutraali tai alkalinen pH-arvo, ja joita on tarkoi-
tus kayttdad matalissa lampdtiloissa, erityisesti korkeintaan
60 "C olevissa lampdtiloissa. N&ain ollen keksinndén kohteena on
myds keksinndn mukaisen alkalisen Bacillus-proteaasin kayttod
pesuaine-, puhdistusaine- tai astianpesuainekoostumuksissa.
Talldéin sita voidaan myds kayttda edullisesti muiden taval-
listen entsyymien, erityisesti myOs muiden proteaasien lasnéa-

ollessa. Keksinnén mukaisen alkalisen proteaasin eraana eri-



tyisen edullisena kayttdsovellutuksena on sen kayttd pesuai-
ne-, puhdistusaine- tai astianpesuainekoostumuksissa, joita on
tarkoitus k&yttda matalissa, korkeintaan 60 "C olevissa lampd-

tilassa.

Keksinndén muuna kohteena ovat pesuaine- ja puhdistusainekoos-
tumukset, kuten esimerkiksi tekstiilien tai astioiden puhdis-
tusaineet, Jjotka sisaltavat keksinndn mukaista alkalista pro-
teaasia. Naitd sovellutuksia varten keksinndssd saadaan aikaan
uusi alkalinen proteaasi, jonka edulliset pesutulokseen vai-
kuttavat ominaisuudet padsevdt edullisella tavalla tayteen
oikeuteensa edelld mainituissa koostumuksissa. Keksinndén mu-
kaista proteaasia voidaan kdyttda& pesu- ja puhdistusainekoostu-
muksissa, esimerkiksi nestemdisissa tai jauhemaisissa pesuaine-
koostumuksissa joko yksinddn tai mahdollisesti myds yhdessa
tekniikan nykytason mukaisten pesu- ja puhdistusaineproteaa-
sien tai muiden, t&dllaisissa koostumuksissa tavallisten entsyy-
mien kuten esimerkiksi proteaasien, amylaasien, lipaasien,
pektinaasien, nukleaasien, oksidoreduktaasien, sellulaasien ja
muiden vastaavien kanssa. Keksinndén mukaista proteaasia kéayte-
taadn tadllaisissa pesu- Jja puhdistusainekoostumuksissa pesuai-
ne-entsyymeille sindnsd tavanomaisina m&&drina, edullisesti
korkeintaan 3 paino-% olevana maarand (kokonaiskoostumuksen
kuiva-aineesta laskien), edullisesti alueella 0,2-1,5 paino-%

olevana maarana.

Keksinndn mukaiset pesu- ja puhdistusaineet voivat sisaltaa
ndiden mainittujen pesuaine-entsyymien 1lisdksi myds kaikkia
muita tekniikan nykytason mukaisia, sindnsd tavallisia pesuai-
nekomponentteja kuten tensidejd, valkaisuaineita tai runkoai-
neita (builder), sekd& muita tavallisia, pesuaineiden muodosta-
miseksi kaytettyjd apuaineita sindnsd tavallisina m&&rina. T&al-
laisia apuaineita ovat esimerkiksi tehosteet, entsyymistabili-
saattorit, liankantajat 3ja/tai yhteensopivuutta parantavat
aineet, kompleksien 3ja kelaattien muodostajat, saippuavaahtoa
sadatelevdt aineet sekd sellaiset 1lisdaineet kuten optiset
kirkasteet, sameutta lisdidvAt aineet, korroosionestoaineet,

staattista sahkdisyyttda vahentdvat aineet, vAriaineet, bakte-



risidit, valkaisuaineaktivaattorit, perhappovalkaisuaineiden

esiasteet.

Niinpa keksinndén mukaiset pesuainekoostumukset sisaltavat
tyypillisen, esimerkkind esitetyn suoritusmuodon mukaisesti,

kuiva-aineesta laskien:

a) vahint&an 5 paino-%, esim. 10-50 paino-% jotakin tensidia
tai tensidiseosta;

b) korkeintaan 40 paino-% runkcainetta tai runkoaineseosta;

c) korkeintaan 40 paino-% valkaisuainetta tai valkaisuainese-
osta, edullisesti perboraattia kuten natriumperboraatti-
tetrahydraattia tai natriumperboraatti-monohydraattia,

d) korkeintaan 3 paino-% vahintdan yhtd keksinndén mukaista
proteaasia;

e) muita aineosia kuten apuaineita niin paljon, ettd saadaan

100 %.

Tadllaiset pesuainekoostumukset voidaan valmistaa sinansa taval-
lisella tavalla. TAll6in keksinndn mukaiset proteaasit voidaan
sekoittaa sinansa tunnetulla tavalla esimerkiksi rakeina,
kokkareina tai pelletteind, jotka on mahdollisesti varustettu

pinnoitteella, pesuainekoostumuksen muihin komponentteihin.

Keksinnén mukainen proteaasi soveltuu td@madn lisadksi myOs hyvin

sindnsd tavallisiin nestemfdisiin pesuainevalmisteisiin.

Keksinndén kohteena on edelleen menetelmd8 keksinndn mukaisen
alkalisen proteaasin valmistamiseksi. Niinpd keksinndn mukais-
ta alkalista proteaasia saadaan siten, ettd talletusnumerolla
DSM 6845 talletettua Bacillus sp. MFl12-kantaa viljellaan ja
taman jédlkeen viljelmé&n supernatantista eristetddn muodostunut
alkalinen proteaasi. Proteaasi eristetdadn viljelmadn superna-
tantista t&lldéin siten, ettd bakteerisolut erotetaan ensin
sentrifugoimalla tai suodattamalla. Protaasia voidaan vield
mahdollisesti vakevdidd ja puhdistaa edelleen j&dljelld olevas-
ta viljelmdn supernatantista kalvosuodatuksella tai saostuksel-

la.



Keksinndn mukaisen Bacillus sp. MFl2-proteaasin tunnusomaisena
piirteena ovat sen edulliset ominaisuudet. Sen stabiilisuus on
hyva alkalisissa pH-arvoissa. Keksinnén mukaisen proteaasin
pH-optimi on pesu- ja puhdistusainekoostumuksien k&ytdén kannal-
ta edullisella alueella. Edelleen KkeksinnoOn mukaisen proteaa-
sin lampdtilaoptimi on noin alueella 55-65 "C. Lis&dksi niiden
stabiilisuus on myds hyvd pesuliuoksessa. Sen ansiosta, ettéad
keksinndén mukaisen Bacillus-proteaasin aktiivisuus on edulli-
nen korkeintaan 65 °“C olevassa lampdtilassa, sitd voidaan
kayttaa erityisesti sellaisissa puhdistus- ja pesuainekoostu-
muksissa, joita on tarkoitus kayttaa matalissa lampotiloissa,
erityisesti korkeintaan 60 "C olevassa ladmpdtilassa. Keksinndn
mukaista proteaasia sisaltdvien pesu- ja puhdistusainekoostu-
musten pesuteho on edullinen proteiinipitoisten likojen poista-
mista ajatellen. Erityisen edullista on se, ettd kudoksesta
saadaan poistetuksi keksinndn mukaisen proteaasin aQulla myos

erityyppisia proteiinilikoja pesutoimenpiteen aikana.

Seuraavassa kuvataan keksinnén havainnollistamiseksi esimerk-
kejad sen erilaisista tyypillisistd suoritusmuodoista, joilla

el pyritd kuitenkaan rajoittamaan keksint8d mill&&n tavalla.

Seuraavissa esimerkeissd entsyymistabiilisuus on ilmoitettu
siten, ettd “"taysin stabiili" tarkoittaa sitd, ettd j&Annds-
aktiivisuus on vahintdadn 90 %; ja "stabiili" tarkoittaa siti,

o

etta jaanndsaktiivisuus on vAhintddn 80 %.

Ohessa kaytetty, esimerkissd 1 ja keksinndén selityksessd ku-
vattu Bacillus sp. MFl2-kanta on eristetty luonnosta ja se on
talletettu 16.12.1991 kantakokoelmaan Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen (DSM) talletusnumeroclla DSM 6845.

Kuvio 1 esittdd Bacillus sp. MFl2-kannasta (DSM 6845) saadun

proteaasin lampdtilaoptimia.

Kuvio 2 esittda Bacillus sp. MFl2-kannasta (DSM 6845) saadun

proteaasin lampdtilastabiilisuutta.



Kuvio 3 esittda Bacillus sp. MFl2-kannasta (DSM 6845) saadun

proteaasin pH-optimia.

Kuvio 4 esittad Bacillus sp. MFl2-kannasta (DSM 6845) saadun
proteaasin pH-stabiilisuutta. pH-arvon saadtédmiseen kadaytettiin
pH-alueella 5-7 0,1 M fosfaattipuskuria, pH-alueella 7-9 0,1 M
Tris-HCl-puskuria ja pH-alueella 9-12,1 0,2 M glysiini-NaOH-

puskuria.

Esimerkki 1
Bacillus sp. MFl2-organismin eristaminen luonnosta ja sen tun-

nistaminen

Bacillus sp. MFl2-kanta eristettiin luonnosta ja se talletet-
tiin kantakokoelmaan Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

talletusnumerolla DSM 6845.

Kysymyksessa on Bacillus-sukuun kuuluva gram-positiivinen,
itiditd muodostava, valinnaisesti aerobli mikro-organismi.
Seuraavassa kuvataan solu- ja pesadkemorfologiset ominaisuudet,
biokemialliset reaktiot ja reaktiot tiettyihin kasvuolosuhtei-

siin on esitetty taulukossa 1.

Bacillus sp. MF12 DSM 6845:

Kulmistaan py®ristetyn sauvan muotoinen bakteeri. Gram-reaktio
(L-aminopeptidaasikoe, KOH-koe) on positiivinen. P8A-agarilla
{katso alla) 37 "C:ssa kasvatettaessa pesdkkeiden lapimitta on
2-3 mm 42 tunnin kuluttua, ne ovat variltdan kellertavan-vaa-
leanruskeita, l&pindkymattdémid, laakeita, pyOreitd tai epasaan-
nollisid ja niiden reuna on rosoinen. Pesdkkeiden lapimitta
LB/COs-agarilla on 6-10 mm ja ne ovat variltdadn kellertavan-
vaaleanruskeita, l&pinakymdttomia, laakeita, pydreitad tai epa-
sddnndllisiad ja niiden reuna on rosoinen. Kun soluja on kasva-
tettu 22 tunnin ajan P8A-ravinneliuoksessa 37 "C:n l&a&mpoOtilas-
sa Jja nopeudella 120 kierr. /min. niiden koko on 0, 76-0,95 pm x

1,9-3,8 pum. Itidt ovat soikeita ja sporangium on turvonnut.



LB-COs-agar:

Hiivauute

Tryptoni

NaCl
Karbonaattipuskuri
Agar

Kahdesti tislattu vesi

siten, etta tilavuudeksi saadaan

pH

Karbonaattipuskuri:
Na=COs
NaHCO=

Kahdesti tislattu vesi

siten, ettd tilavuudeksi saadaan

Rasvatonta maitoa sisaltava liuos:

Rasvaton maito
Kahdesti tislattu vesi

siten, etta tilavuudeksi saadaan

P8A-agar:

Agar

P8A-ravinneliuos

siten, etta tilavuudeksi saadaan

P8A-ravinneliuos:

Nutrient Broth

KC1

CaCl=+2H=20

MgS0Oa4-7H=20

MnCl--4H=20

FeCls

Rasvatonta maitoa sis. liuos

Karbonaattipuskuri
Kahdesti tislattu vesi

siten, ettad tilavuudeksi saadaan

10 g
59
59

50 ml

20 g

1000 ml

9,5

53 g

42 g

1000 ml

100 g

1000 ml

20 g

1000 ml

8 g
lg
0,2 g
40 mg
1 mg
8 mg
100 ml
50 ml

1000 ml



Taulukossa 1 mainitut kokeet toteutettiin teoksen Bergey’'s
Manual of Systematic Bacteriology, vol. 2, 1121-1125, P.H. A,
Sneath (toim. ), Williams ja Wilkins, Baltimore-Lontoo-Los Ange-

les-Sydney, 1986, mukaisesti.

Tasmallinen luokitus Bacillus-lajiksi ei ollut mahdollista.
Kyseess& olevasta kannasta alettiin kayttaa merkintaa Bacillus

sp. MF12.

Taulukko 1
Bacillus sp. MF12 (DSM 6845)-kannan tunnusomaisia piirteita

Ominaisuus MF12

Solun halkaisija >1 um -
Pydred itidmuoto -
Turvonnut sporangium +
Parasporaaliset kiteet -
Katalaasi +
Anaerobinen kasvu +
Voges-Proskauer-koe -

pH V-P-ravintoliuoksessa
<6
>7

+ |

Hapon muodostuminen johtuen
glukoosista
L-arabinoosista
D-~ksyloosista
D-mannitolista

+ + + +

Kaasun muodostuminen
glukoosin lasndollessa -

Kaseiinin hydrolyysi +
Gelatiinin hydrolyysi +
Tarkkelyksen hydrolyysi +

Sitraatin metaboloituminen -
Propionaatin metaboloituminen -

Tyrosiinin hajoaminen -



Amiinin poisto fenyyli-

alaniinista +
Munankeltuainen-lesitinaasi +
Nitraatin pelkistyminen +
nitriitiksi

Indolin muodostuminen -

Dihydroksiasetonin +
muodostuminen

NaCl- ja KCl-tarve e. m.
Allantoiini- tai ureaattitarve e. m.

Kasvu, kun RL:n pH on
6,8 -
5,7 -

Kasvu NaCl-liuoksessa

+ + +

Kasvu

B

P00+
R

Kasvu lysotsyymin
lasndollessa +

Autotrofi seoksen H> + CO=
tai CO:n lasnidollessa e.m.

Ominaisuudet md&ritetty tavalla, joka on kuvattu teoksessa
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, vol. 2, s. 1123,
P. H.A. Sneath (toim. ), Williams 3ja Wilkins, Baltimore-Lontoo-
Los Angeles-Sydney, 1986.

+ Positiivisia oli 90 % tai enemmin.

- Negatiivisia o0li 90 % tai enemmian.

d Positiivisia oli 11-89 %.

e. m. el madritetty.

RL ravintoliuos.
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Esimerkki 2
Bacillus sp. MFl2-kannasta DSM 6845 saatavan alkalisen proteaa-

sin valmistus

50 ml: aan Luria-elatusalustaa, pH 9,5 (10 g hiivauutetta, 5 g
tryptonia, 5 g NaCl ja 50 ml karbonaattipuskuria sekd kahdesti
tislattua vettd siten, ettda kokonaistilavuudeksi saatiin 1000
ml), joka oli laitettu 3 virtauksenestolevyd kasittavaan 500
ml: n erlenmeyeriin, siirrostettiin Bacillus sp. MFl1l2-kannan yk-
sittédinen pesdke (kantaa oli kasvatettu P8A-agarmaljoilla), ja
tatd viljelmdd inkuboitiin 16 +tuntia 37 °“C:n lampdtilassa,
nopeudella 240 kierr. /min. sekoittaen. Tastad viljelmadsta siir-
rostettiin 2,5 ml 50 ml:aan varsinaista viljelyalustaa [soija

maissin liotusvesi 1 %; karbonaattipuskuri

°
)

2 %; tarkkelys 5 %,

50 mli (Na=COs, 4,2 %)), joka oli 3 wvirtauksenestolevyd kasit-
tavassad 500 ml:n erlenmeyerissad, ja tdtd viljelmadad inkuboitiin
48 tunnin ajan 37 °C:ssa, nopeudella 240 kierr. /min. sekoitta-
en. Naiden 48 +tunnin kuluttua proteolyyttinen aktiivisuus
viljelmdn supernatantissa, Jjoka oli saatu sentrifugoimalla 15
minuuttia nopeudella 27 000 x g, oli 5000 Delft-yksikkoa/ml

("Delft-yksikko" on maadritelty esimerkissa 3).

Esimerkki 3
Bacillus sp. MFl2-proteaasin entsymaattisten ominaisuuksien

maadrittaminen

Proteaasin aktiivisuus mddritettiin Delft Units-yksikkdina
(DU). 1000 DU on se proteolyyttinen aktiivisuus, joka tuottaa
1 ml:n tilavuudessa 2 %:sta (paino/paino) entsyymiliuosta
kaseiinin hajoamisen Jjadlkeen ekstinktioeroksi 0,4000 (1 cm:n

pituinen valoreitti; 275 nm; mddritetty sokeakoetta vastaan).

Entsymaattisten ominaisuuksien kuten léampStilaoptimin, lampd-
tilastabiilisuuden, pH-optimin ja pH-stabiilisuuden ma&aritta-
miseen k&ytettiin esimerkissd 2 kantaa Bacillus sp. MF12 DSM

6845 viljelemdalla saatujen viljelmien supernatantteja.
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Naissa wviljelmadn supernatanteissa lasndoclevien proteaasien

lampdtilaoptimi mddritettiin alueella 40-72 °C. Tulokset on

esitetty taulukossa 2 sekd@ kuviossa 1.

Bacillus sp. MFl2-kannasta DSM 6845 saadun proteaasin lampdti-
laoptimi on 64 °C.

Taulukko 2
Bacillus sp. MFl2-kannasta DSM 6845 saadun alkalisen proteaa-

sin lampdtilaoptimi

Aktiivisuuden (%) riippuvuus lampdtilasta (°C)

40° C 50°C 55°C 60°C 64° C 72°C
18 % 37 % 53 % 74 % 100 % 76 %
Lampotilastabiilisuuden madrittamiseksi proteaasipitoista

supernatanttia inkuboitiin 15 minuutin ajan eri lampdtiloissa
ja tédm&n jalkeen mAdritettiin jA&nndsaktiivisuus. Tulokset on

esitetty taulukossa 3 sekd kuviossa 2.

Bacillus sp. MFl2-kannasta DSM 6845 saatu proteaasi on stabii-
lia 31 °“C:n l&mpdtilaan saakka (j&&nnbGsaktiivisuus >90 %) ja
sen jadadnndsaktiivisuudeksi saatiin vield 58 % sen jadlkeen, kun

sitd oli inkuboitu 15 minuutin ajan 50 "C:n l&mpdtilassa.

Taulukko 3
Proteolyyttinen jddnndsaktiivisuus prosentteina 15 minuuttia

eri lampdtiloissa toteutetun inkuboinnin j&alkeen

Lampotila (°C) Jddnndsaktiivisuus
4 100
20 98
31 92
40 79
50 58

60 25
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Bacillus sp. MFl2-kannasta DSM 6845 saadun proteaasin pH-opti-
min mddrittamiseksi aktiivisuus mitattiin eri pH-arvoissa.
pH-arvon s&aatamiseen ka&ytettiin pH-alueella 5,0-7,0 fosfaatti-
puskuria (0,1 M), pH-alueella 7,0-9,0 Tris-HCl-puskuria (0,1
M) ja pH-alueella 9,0-13,0 glysiini-NaOH-puskuria (0,1 M).
Tadstd aktiivisuusmadarityksestd saadut arvot on esitetty Jja

kuviossa 3.

Bacillus sp. MFl2-kannasta DSM 6845 saadun alkalisen proteaa-

sin pH-optimi on 12. pH-arvossa 13 aktiivisuus on viela >90 %.

pH-stabiilisuuden tutkimiseksi Bacillus sp. MFl2-kannan prote-

aasia inkuboitiin 24 tunnin ajan 4 "C:n lampdtilassa puskureis-

sa, joiden pH-arvo vaihteli. T&mé&n j&alken maaritettiin proteaa-
sin jaanndsaktiivisuus. pH-alueella 5-7,1 kdytettiin fosfaatti-
puskuria (0,1 M), pH-alueella 7,5-9,0 kaytettiin Tris-HCl-
puskuria [Tris(hydroksimetyyli)aminometaani-puskuri] (0,1 M)
ja pH-alueella 9,0-12,1 kdytettiin glysiini-natriumhydroksidi-

puskuria (0,1 M). Saatu tulos on esitetty kuviossa 4.

Bacillus sp. MFl12-kannasta DSM 6845 saadun entsyymin Jj&&nnos-
aktiivisuus on vadhint&&n 70 % 24 tuntia kestdneen inkuboinnin
jdlkeen t&113 koko pH-alueella, Jja se on pH-arvossa 11 tdysin

stabiilia.

Esimerkki 4
Bacillus sp. MFl2-kannasta (DSM 6845) saadun proteaasin pesute-

ho

Keksinnén mukaisen proteaasin MF12 pesuvaikutus selvitettiin

pesukokeissa.
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Esimerkki 4a

Keksinndn mukaisen proteaasin k&yttadmiseksi pesuaineissa sen
pesuteho mé&ritettiin pesukokeissa kaAyttden EY-PC-koekudosta
(munankeltuainen/vesivadri-lika polyesteri-puuvilla-sekoitekan-
kaalla, oma valmiste) laboratoriopesukoneissa (tyyppi: Poly-
color). T&atad tarkoitusta varten koekudos pestiin pesuaineperus-
valmisteella, jota kaytettiin 6 g/l1, Jja Jjonka koostumus oli
18,4 % zeoliittia, 7,3 % Na2COs, 4,8 % lineaarista alkyylibent-
seenisul fonaattia, 3,3 % ei-ionisia aineita, 3,3 % saippuaa,
0,1 % wvaahdonestoainetta, 1,5 % karboksimetyyliselluloosaa,
0,15 % optisia kirkasteita, 3,8 % natrium-di-silikaattia, 25 %
perboraattia, 1,5 % TAED ja 30,85 % Na=2SO., ja johon lisadttiin
tutkittavaa proteaasia (5000 DU/litra) vedessd, jonka kovuus
oli 15 “dH. Pesuliuoksen pH oli 10, 3. Pesu tapahtui l&mp&tila-
alueella 15-60 °"C 45 minuutin ajan (2 "C/min; pitoaika 22,5
min. ). Entsyymipitoinen pesuaineliuos vaikutti koekudokseen
pySrivassid ndyteastiassa, jonka lampdtilaa sdddettiin vesihau-
teen avulla edelld mainitun lampdtilaohjelman mukaisesti. Pesu-
vaiheen jalkeen koekudos huuhdottiin kahdesti vesijohtovedella

ja sitten se silitettiin.

Pesuteho mddritettiin mittaamalla pestyn koekudoksen heijas-
tus. Vertailun vuoksi mitattiin myds kuivan, pelkalla pesuai-

nekoostumuksella pestyn koekudoksen heijastus.

Keksinndn mukaista proteaasia 1is8adm8lld heijastukseksi saa-
tiin 41,2, ja kun pesuaineperusvalmisteeseen ligdttiin keksin-

nén mukaista proteaasia, niin koekudoksen heijastuskyvylle

saatiin arvoksi 51, 9.

Esimerkki 4b

Proteaasin MF12 pesuteho mddritettiin esimerkissd 4a kuvatulla
tavalla. Koekudoksena kaytettiin kuitenkin verelld, maidolla

ja vesivarilla liattua polyesteri-puuvilla-sekoitekangasta
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(EMPA 117 - saatu sveitsilaisesta aineenkoetuslaitoksesta
Eidgendssische Materialprifungsanstalt, St. Gallen, Sveitsi).
Pesuainepesuvalmisteena kaytettiin kaupallisesti saatavaa

jauhemaista tayspesuainetta (pH 10, 4).

Sen jalkeen, kun koekudos oli pesty entsyymipitoisella pesuai-
neliuoksella, sen heijastukseksi mitattiin 59,0. Mik3dli koeku-
dos pestiin pelk&dlld pesuaineperuskoostumuksella, niin sen hei-

jastusarvoksi saatiin wvain 35, 1.

Esimerkki 4c

Proteaasin MF12 pesuteho mdaritettiin esimerkissa 4b kuvatulla
tavalla. Koekudoksena kaytettiin kuitenkin munankeltuaisella

ja vesivarilla liattua polyesteri-puuvilla-sekoitekangasta.

Sen jalkeen, kun koekudos o0li pesty entsyymipitoisella pesuai-
neliuvoksella, sen heijastukseksi mitattiin 51,9. Mik&li koeku-
dos pestiin pelkdlld pesuaineperuskoostumuksella, niin sen hei-

jastusarvoksi saatiin vain 41, 3.

Kaikissa toteutetuissa pesukokeissa koekudokselle, joka pes-
tiin lis&&amdlla keksinndn mukaista proteaasia pesuliuokseen,
saatiin selvasti suurempi heijastusarvo kuin pelkalla pesuai-
neperuskoostumuksella pestylle Xkoekudokselle. Tama osoittaa
keksinndn mukaisen proteaasin erittdin hyvén pesutehon, ja
nidissd kokeissa erilaiset proteiiniliat saatiin poistumaan

kudoksesta vaikeuksitta pesuvaiheen aikana. .
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Patenttivaatimukset

1. Alkalinen Bacillus-proteaasi, t unnet tu siitd, etta
sen pH-optimi on noin pH-alueella 9,5-13,0 ja sen l&mpdtilaop-
timi on noin alueella 55-65 C, ja ettd se on saatavissa vilje-

lem&lla Bacillus sp. MF12 DSM 6845-kantaa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen alkalinen Bacillus-proteaa-

si, tunnettau siita, ettd silld on seuraavat ominai-

suudet:

(1) vaikutus: se pilkkoo proteiineja ja peptideji;

(2) pH-optimi: noin pH-alueella 9,5-13,0;

(3) pH-stabiilisuus: proteaasi on tédysin stabiili pH-alueella
9,5-11, 0;

(4) lampdtilaoptimi: noin 64 °C;

(5) lampdtilastabiilisuus: proteaasin inkubointi korkeintaan
30 °C:n lampdtilassa 15 minuutin ajan ei heikenn&d olennai-
sesti sen aktiivisuutta; sen jalkeen, kun proteaasia on
inkuboitu 15 minuutin ajan 40 “C:ssa, sen jaadnndsaktiivi-

[)

suus on vahintaan 75 %.

3. Koostumukset pesu-, puhdistus- tai astianpesusovellutuksia
varten, tunnettu siita, ettd ne sisaltavat jomman
kumman patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaista alkalista Bacillus-

proteaasia.

4., Patenttivaatimuksen 3 mukaiset koostumukset, t un ne t -
t u siitd, ettd ne sisdltavat alkalista Bacillus-proteaasia
vyhdessa yhden tai useamman, pesu- ja puhdistusaineissa tavalli-
sen, proteaasien, lipaasien, pektinaatien, amylaasien, nukleaa-
sien, oksidoreduktaasien ja sellulasien Jjoukosta wvalittun

entsyymin kanssa.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukaiset koostumukset, t un n e t -

t u siita, ettd ne sisaltavat alkalista Bacillus-proteaasia

vhdess& toisen proteaasin kanssa.
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6. Jonkin patenttivaatimuksen 3-5 mukaiset koostumukset,
tunnetttu siitd, etta ne sisaltavat alkalista Bacillus-
proteaasia valmisteessa, joka on tarkoitettu matalia, korkein-

taan noin 60 "C olevia kayttdlampodtiloja varten.

7. Menetelmd Jjomman kumman patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukai-
sen alkalisen Bacillus-proteaasin valmistamiseksi, € u n -
nettu siitd, ettd tdssd menetelmassd viljellddn talletus-
numerolla DSM 6845 talletettua Bacillus sp. MFl2-kantaa, minka
jdlkeen muodostunut alkalinen proteaasi eristetdaan viljelman

supernatantista.

8. Talletusnumerolla DSM 6845 talletettu Bacillus sp. MF12~

kanta.
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