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(1%‘1) Ipmunablot PracedyP o mat ography 4:565-586). The ratio of amno acids Is
on of tec and

322&07(;}% é@%ﬁrﬁi"g&i;he@ﬁ %R"?%e" . |t-'§ ?q‘ueé%;g gt |'t%caof roﬁel n
epa

r LDle © edu (-] mvo rg x’n?ly el | m
:[A\Iol arq g e&orﬁ i Cf ﬁilréégfs%dﬂq #F’IIS pro'e?]u d:.lggd

Con b( oup o OX
to furt F'e.fmﬁ%za&a@té I5! a’n@ Rt | c%&l antrboL.Ias Inﬁdeatosrt.@\ﬁ'ﬁ‘aé dnd6,QRE 'Meeab\m ch s

di scl o5@fluroBiotTHdaiiile. GEDMH -2, (n kAWMEMNR, prddedure>tea@ & dolycloriel ardBSigs Mzt ram™( 1979)
Procg Nati. Acad. Sci. USA 25 76: 43P The procedure | nvol ves separating

t he pr ot eainthe ybMeM edidclossaldfsRS have it fauo@rab unifueddttvitde of flighid Mol Qldtritss, 1., a

sol i d adatryl xaicaiol 1F(8 AGdimetioxwi phény(dlycedi-pgualaey! \sthpr, phedol, mathiiytated mbhzetics [Bgher 1 |
ant i bocky 1anitheftidkybanzemcondary probe, goat anti-rabbit anti body coupled to
hor ser adi®3 bxigativeostsavhgs ef Ca-CHM err] 1, 3, 4, 5 and 6 react to pol ycl onal

ant i $odi €8 hyrmkglatiop of henryflie methylonearyp®, usi ng t he above i mmunobl ot procedure.

rLDM [ er ZOWaﬂﬁ"rPfPPIBylm@'sdPe'é%éﬁse reacts to polyclonal antibodies nmade
tor LDNrI'i? P’}G"Q(S’X'Gatw'?&laf’d the r LDI\/[ er r] d| scI osed her ei n have the foI I ovm ng
uni que a P’Waf‘ atr

(&h qu rr se f Ir %p oducts of the

can_ha jcal uli ma

et T j?r,g iR Bﬁ e oo
of [err h ref l) rox Ion of benzyll c ene gr oups; 5‘
oxrdatlon 0 enzyl alcohols to aldehydes, (4) phenol oxi dation; and (5)

oxi dat igtgmsié §HRERING bt KB BLpWith MPS. " Li gni n. nodel substrates” are
chenjscats—whrth—Tesemnmbteparts—of—lignin. The reaction products of the
rLDM™ 1-6, alone, or mixtures thereof, are added to kraft pulp having a characteristic brown color at
3% consistency in 10mM transaconitic acid, pH 4.5, 400 uM H20. and 100 uM MnSO4. The pulp slurry is
flushed with Q> and incubated with slow shaking at 39° G for 12 hrs., after which the kraft pulp solution is
decanted, and a 1M NaOH solution is added to the pulp and incubated for 60 min. at 65° C. This is then
50 decanted and the kraft pulp is washed in water. The resulting kraft pulp no longer has a dark brown color,
but instead has a desired lighter color.
The use of MnSO, is optional.

Example 4 - Treatment of Thermomechanical Pulp (TMP) with (LDM™

56

" rLDM™ 1.8, alone, or mixtures thereof, are added to 10 gm of TMP (dry weight) at 3% consistency in
10 mM trans-aconitic acid, pH 4.5, 400 UM H202 and 100 uM MnSO;. The pulp slurry is flushed with O2
and incubated with slow shaking at 39° G for 12 hr., after which time the TMP is washed with water. The
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40 nodel conpounds with rLDMerr] can have practical utility particularly
to but not limted to food, -pharmaceu- tical and chem cal industries.as
chemical feedstocks. The above aqip ybdd ¢ @f € characteristic of the

rLDM err] disclosed herein. Exanple 3 - Bleaching of Kraft Pulp with
rLDMI[err] 45 rLDMerr] 1-6, alone, or mixtures thereof, are added to kraft
pul p havtenge.dear hrd kurst indicest dsoveh ppbyaaking llepgth at thapuirwersired enddgund tp Be(afhhanced

t r ansacosiengte Vafélrlsda" pritredted; sarai Thvibfightneps renersiarpof thntbeled pamokehis Ipssl thansthar ry
i s flushwtregipd s ;’“&'ﬁ&@ﬁﬂﬂfb&‘@'@'ﬂy Rincreased oith the 41BMG traetms!} C for 12 hrs.
af t &/ V\/nrch“?H% s Boptignako| utj on is decanted, an a1l M NaO-l sol utron i s

added & o t H&® rﬂf g‘“f"br"a'B °rﬁ"?f’ iny fxﬁl tg H‘i” ei

decant eds‘ﬁﬁ'ﬁ"t ' m ' amo ofr ﬁ; °§ % p no
nggg; ratr n. 'I%e r o% dﬁwr var a‘gfdl juvag? %‘B otzer cals poq , ;I'ge
(TMP) g,g % ﬁ - san one mg?tur ereofp din
added 't o ONgm Qhoteléh drsya rrerra.g bibrs &b o?m{p BRI e%smrn iyfy J,&}aashdrar fermentation

t I ans- acABidrh, Gs 86dchbed Abd uM[err] and 100 uM Wn[err]. The pulp

slurry is flushed with [err] and I ncubated wth slow shaking at [err] for
12 hr., Badle 5WTirdalindnt sFSoftwuod Khfe PUIB wimabma Wit h water. The 6 EP0229 171
Bl tensiT€, tear and burst 1ndices as well as breaking length of the pulp
measur ed aue patiofdoftveod krafo puleis rastebwithzboue 1Q k M0 do shost 21 10TH peasidfadLBMPHh e.
The bri ghtontelsmMetens-adopitic edid, tritle4.5, rat abaut] 3%"dhfol ebauts 1 fteeatwutt 1alrs.t The ruiptis gt ed
sanpl e; wasbeceihabeut 1oMi NpRHRY gbout 8316 for aliput & houncaneg ainsed inivater. Thie treatmpnt oithe |
treat nme n¥°ﬂWqQ¢é‘fﬂiis!¥z"Pd?s"M1'[' éherrrmwe' o gbqup fa of theslignin as?H@"FQQ:’M‘EQ fefluclian of keppa

subj eét MuRPeriITLIPoRdR iotboulddd in a purified form wherein each riDMerr] is
sub‘stantrall free of other rLDMerr] and native proteins, and in m xtures

ther eof ense FRD 5 s g i L ot AEERAGh, T g B Do art o
[err] Pr$par’h9‘i Jg@ﬁ gtu;r Qﬂzé&&%&ﬂ le & n'{iﬁry‘?rgot e&lns sggnénﬁ 2k QS wifd Lliﬁ%@l%r?s-

adjuvants I nc I'ng” pr I'ch are non-del eterious

to the ”—DM o} 1M lcddVzbd in YAE minkfat ‘él?Ju{ SHT RS LB Sof SHGR 159 nﬁ&é?r\ﬁledéf Rekath?
mar ket abl e fg,e&m,tang}a@m@gngdeng their use. "Native proteins” as used herein

refers to ot [ hasd MéictuBSwdgheSraBut s kiblagtorsst racel | ul ar fernmentati on medi um
as desgri bedcpbonwins akbngieplohéme iXord; ment of Sof twood Kraft Pulp with
rLDM err] 15(dPeqyiyecsyiatedf softwood kraft pulp is treated with about 10 x
‘[err] to abo) cibiing tHedesloying mbltSprapiortiansrdf. Bivpe adids biased @b one mel@ ofTidine:
trans-aconitic acid, pH 4.5, at about [err] for about 1 to about 16 hrs.

The pulp is then washed in gs?g pry.Y N@“u-r e aongs[ rr] for about 1 hour,

and rensed in water. This ngngo qf arh N 150f raft pulp results in
t he renmoval of about 1/3 df Ili g@@ilnags| e densed Hy the reduction of
kappa 20 nunber from about a,g to a@.@éttyAB od a] 1w 3@
Contracting States: BE, Ch,grl}JE F tBmetl I'o-1|4i Wslﬂ,o L, SE 25 1. The
ligninol ytic enzyrre (A) whrtthr s substanttatty 1 f proteases and has

the t81 1 owin r.act er m nute at about
24 C the oxr% %ﬁ%ﬁ' %#PEE{C& a(sg&u ra é?' g‘?’r y‘f]"aoﬁ‘%ohol to veratryl
al dehyde; (b )a&,dgt“,gra @rcamrg t o out 42 ki | o-dal tons; 30 (c)

contains a si N@y KaRkyMie&MeniE MdtyRhy g ,.O&,Q) Is glycosylated; ( e) cont ai ns
the f@ | ow ng (gpdxmat.oﬁropmfﬂ h|@dir.s|sm‘a|dsmdag aci ds based on one nole of | ysr ne:
asp/ asn 3. 0 (4af ghenol oxidhtidh; andval 4.2 glu/gln 8.0 arg 1.3 phe 3.
' (5) oxidative cleavage of methoxy! groups; or
the ligninolytic enzyme (B) which is substantially fres of proteases, and has the following characteris-
tics:
50 (a) 1 mg catalyzes in one minute at about 24°C the oxidation of about 17.1 micromole of veratryl
alcohol to veratryl aidehyde;
{b) has a molecular weight of about 38 kilo-daltons;
{c) contains a single protoheme X moiety;
(d) is glycosylated; _
55 (e) contains the following molar proportions of amino acids based on one mole of lysine:



ser » 6.8 ala 6.7 ile 2.4 his 3.2 tyr—06-2—teu 3.3 gly
8.3 nmet 0.14 lys 1.0 40 (f) elutes froman FPLC col umm

acetate nolarity of about 0.43; and (g) has the foII i“lﬂl‘i ml on
l'ignin nodel substrates; (1) oxiEead22ecitmiBrvage of

hydr oxyl ati on of benzylic nmet hyl ene groups; 45 : (3) OX|dat|on of

benzyl al cohols to al dehydes; (4) phenol oxi datlon and (5) oxi dative

cl eavadpesigs teareand BYHY '“‘Qﬁ%ﬂ;g"“ ??rb"lah'ég |°P PHB? R '@°§H’2 wyl e efipnhanced

subst aﬁ'ﬁ“&!"l rsup é@ ygfre °ﬁ d (?ﬁ'&?'%dﬁ lopg dhan the g
d V E@g‘efﬁw‘“ﬂ’ﬂ'@’ 'ﬁi"ﬁ'ﬁ?ﬁdé{'fth 5‘86‘[& P"efthe oxi dation of

' about 1732 Hf.% %stub?éjggga;[r%} aI C h0| O Veurquedytjormalvg\%pe\{nmﬁaﬁ(w rm)Mh‘a§
oth

ol eCU' é)% (s BLral s@mf ﬁe%&.ﬁ)&% eme

X ol SR nsmgaxqcpﬁ usa s, if ahob i h@ s B

prOpOr »‘395}&09 Tr@'?lmmé‘?d %e@@rﬁﬁ dQﬁthQQr?ougg ent® ladjuVants'bid other che E)alﬁin 9171
proteins which are non-deletekioustb tha rLEMPGNd | tbir s6 akbr vii6lsPukpobes! sl ££Lsroddingel |

as bye € alghia@bib RREE dha@hhdnking ik semeasur ed and found to be of enhanced

st rengt h "wative Ugrotdins"Usd Gs»at tevebirs e91ges @0 othbre plateing [prd3ext Sin rivs ext@tdliiaroferrhdntation

t r eat echegiampdsaies@ibédaeve han t he untreated sanple; therefore, brightness

stability is increased with the rLDMerr] treatnent. The use of MSO4 is

opt i ond&xamme 5 - Tregtment of Sveed HrafbPulp wkh £BM™ect i nvention can be used in a

puri’fied form wherein each rLDMI[ errL | s substantially free of other

rLDM err Onarvert rgoftyeod iy %ﬁtpélpr'i%t“’%ﬁ‘d"?‘ﬁ ?PF i? uAEE 1o phopt9rx 1077 parts ofR ILDM fmi n

the sk;ggt% ?r'"mcldr BH 45, 2 bo G a?ﬂ“hé 1o gbpyt, 1@ §'s fhe, mms%tem ]
d

[ LDy effroe gaaﬂ%vi 7 E%"P e hage mﬁ%}%@ﬁﬁ? iy

cherfr ca'l' °”?:'T'u ng p ‘f I'ns which are non-deleterious to the rLDIVI[err]

and theifmsse, for various purposes such as providing 10 marketabl e forms

and enM§WtﬁMIléle§eontrMBb $eud¥:PeCEASDE, #R, &P 9F LReDS) skef ers to other
proteins present 1 n the extracellular fermentati on medi um as descri bed
abowg. 1EXBRPighindlytic ehiyadt (REWRicHOE sSifttdniidnp tedbidrbtedsbsd Endviak lthel tblldWing Ichdractdris One
- part of swmbtwood kraft pulp is treated with about 10 x [err] to about 20 x
[err] part qa)oif mg cathlipids & ore minuta labadoutddh * Cithé pxidetioraafCaboiti 12.4anicromol lof verdiryl - at
about 39 C alcohol thetatryl bldpllydacbout 16 hrs. The pulp is then washed in about 1
M NaCH at dbidwas a frelecylar iwgightzoh gheut 42 Kiferdaltonsand ri nsed in water. This treatnment
of tshe sof t(vmma'k#aaﬂmglqmﬂp"eﬁ@smmbtvt n the renoval of about 1/3 of the
lignin as ddiitigyroadatesy t he reducti on of kappa 20 nunber from about 18 to
about 13. d®&ratainhe foflewinagpolar peorpriiens hamige addstbesrdianope SeiawklysinegE, CH, ' DE,
FR, GB, IT, LI, LU NL, SE 25 1. The ligninolytic enzyme (A) which is
subst anti al | y free of pr ¢ptepass | e8xl jhas | e f pvhiana characteris- tics:
(a) % ng catal yzes | n on¢ gigwt b & abgul 134 Cphd®20xi dati on of about 12.4
m cronol e of veratryl al ¢cleol t¢p 8&enaday| 6 delilyee; j(b) has a nol ecul ar
wei ght of about 42 kil o- ¢dfis ons| VD | tyr )| dwr®3ai|ns a singl e protohene
| X noiety; (d) is glycosyl®ed; | (83 jcosit hi%dd | s 1%l |l owi ng nol ar
propgrtions of am no acids based on one nole of lysine:
(f) elutes from an FPLC column at a sodium acetate molarity of about 0.43; and
(g) has the following activities on fignin model substrates;
(1) oxidative cleavage of Ca-C8;
{2) hydroxylation of benzylic methylene groups;
45 (3) oxidation of benzy! alcohols to aldehydes;
{4) phenol! oxidation; and
(5) oxidative cleavage of methoxyl groups; or
the figninolytic enzyme (B) which is substantially free of proteases, and has the following characteris-
tics:
50 (a) 1 mg catalyzes in one minute at about 24° C the oxidation of about 17.1 micromole of veratry!
alcohol to veratryl aldehyds;
(b) has a molecuiar weight of about 38 kilo-daftons;
{c) contains a single protoheme 1X moiety;
{d) is glycosylated,;
§5 (e) contains the following molar proportions of amino acids based on one mole of lysins:
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asp/asn 3.0 thr 4.9 _-vai 4.2 glu/gin arg 1.3 phe 3.2 ser

6.8 ala 6.7 ile 2.4 his - 3.2 tyr
met 0.14 1lys 1.0 40 (f) el utgpdmniiﬁlWFPLC coI u ﬂ tlw“s“llat ate .
nolarity of about 0.43; and (g) has the follow ng actsvicdies en i

nodel substrates; (1) oxidative cleavage of Ca-[err]; (2) hydroxyl atlon of
benzylic nmethylene g S0 | wr 3y oxTaqripn enzyl alcohols to

al dehydes; (4) phenol ety ? ) omdati‘a'(:% “I(H6 age of net hoxyl
groups; or the ligni

I cl gnz) @g(@'QMi ch ig fuUbstaantial'ly free of
pr ot€ases, and has t Q,,sf ol | :)\ylzng har g b&érinied Ll o5 | B (a) 1 ny

cat aPyzes in one m njitg, at tgqm e@”lot&éi&mﬂéd da&;m 1Q)f about 17.1
m cronol e of ver atryl—eatcohbt et aty—ead ucryuc \n, has a nol ecul ar

wei ght of a oy cont a| rotoherre | X noi ety;
(d) is glyc %?'%gra" g"éi;?'::‘::iﬁj 4 % %é';e:ﬂté °? %ovt%VﬁT‘% nol ar proportions
of a;p no acg cam&ﬁ g%y EP 0 229 171 Bl

L (2 dro |at:onao‘i bripild meth%le% orblds; 3.5 val = 2.6
gl u/ gl n i84tidn of bz alcohols to aldehyded?N€ 3.0 ser 4.1 ala 7.9
ile 2.2 hl(s)phem, oxidlation; dnd " not determned |eu 2.6 5
gly 57 (5)rm.*aat.v§la§av5§5toeﬁ\gh5;@dgmup§ ys 1.0 (f) elutes froman FPLC
col upn at séd Sigiolyid anyinat (B) AEBANG! thé YhPdctonkirUst rBaclifly inadhdin{ntihotid pricdure to
f ol | owi ngpaydangti dntitedie® matid Yrtheligndolgtic et r(a)t &b ;(B)Lehd said ligninolytic bhzymsi (Bt | ve
cl eavage bdvinGahe ahanadterisfi@9f riacthigon wh Srinuaoblia fordoedumytb ipolyciariaptitdies gadaodhe ( 3)
oxi dat i onlignnolgranptmes(hohol s to al dehydes; (4) phenol oxidation; and (5)
oxi dative cl eavage of methoxyl groups; 15 said ligninolytic enzynme (A
hayi jfg % héhelgaineldicerivae; whidhis #"éﬁﬂ'#"ﬁ@feq of peatpapesnand it e follaningetierpqtoristiss:
polycl onal @ht mda}aa@esnae@e t“!ﬂ‘“‘@t?éa'{’q“b?ﬁ (Fothg exidationofyherd 2@picramele eRyeratithd

N9 the characteristic of reacting in an

sai d |igni nepelit "e
i mrunobl ot )r 8(5'1? ey d’eggr%‘tp %EI %fPBodi es nmade to the ligninolytic

Q.

enzygre (A). af'? " 8ﬁt2’yrre which is substantially free of
pr ot Sases, gm 'fbﬁ RN LAGHR! dob b3 of &b i s6BIRLY 2ES 11 One
m nute at a ou OXI |on of a rom) veratryl
al cohol to veratryl ; of about 38
kil o-dal tons; (c) co @fe p‘#%toherre I 25 (d) is
gl ycgsyl ated; -(e) co g rml ar pM8pbritli dns of amino aci ds
based on one nole of|i n ) :[:pr :g p. 2 val
1.6 30 i Iy phe
1.1 ser 4.3 a not geterm[n‘e_lc; Iysl 7 jO.S

. .35 () reacts in an immunoblot procedure to.polyclonal antibodies made to ligninolytic enzymes (A) and

(B) of claim 1;
(g) elutes from an FPLC column at a sodlum acetate molarity of about 0.16; and
{h) has the following activities on lignin model substrates;
L (1) oxidative cleavage of Ca-C8;
\*ﬁo (2) hydroxylation of benzylic methylene groups;
{(3) oxidation of benzyl alcohols to aldehydes;
(4) phenol oxidation; and
(5) oxidative cleavage of methoxyl groups.

45 3. The ligninolytic enzyme, which is substantially free of proteases, and has the following characteristics:
{a) 1 mg catalyzes in one minute at about 24° C the oxidation of about 5.1 micromole of veratryl
alcohol to veratryl aldehyde;

(b) has a molecular weight of about 42 kilo-daltons;
{c) contains a single protoheme IX moiety;

50 {(d) is glycosylated;

(e) contains the followmg molar proportlons of amino acids based on one mole of tyrosine:

55



his 4.4 tyr 0.2 | eu 159Iy///
det er m ned lys 0.5 35 (f) reacts in an i mu m&\ mﬁ
pol ycl onal antibodi es made to |i ggp gobyyrcenzynes (A m \%

(g) elutes froman FPLC columm at a sodi um acetate rml cy of ébout

and (h) has the foll ow ng activities on lignin nodel substrates; (1)

oxi dative cleavag e r] 40 4yl a n f gbenzylic
met hyl ene groups; f‘gf oXi atlon of be%%r).ﬂ a?é:(%)%tw?oéal dg gdeg (4) phenol
oxi-dation; and (5¥ylwwldatliéu8 cl eavageard nmdithoxyl groups. P& 3.0 The :
| ighibnol ytic enzygg, whicgfy ps substangjpl hy free of proteasges, 4apd has the
fol l owing characteristics: (a) 1 ng catalyzes in one minute at about [err]
t he oxi dation of Bbbut 5. 7-Aicromole BYEveladlryl al cohol £8%vefatryl

al dehyde; (b) hasgpy nol eqal,ar wei ght mét about 42 kil o-dal 0gss; 2(§) contains
a single protohene |X noiety; 50 (d) is glycosyl ated; (e) cont ai ns

t he foLI ow ngf

tyrosihe: gFEB&S‘ Fgﬁd&%{?& t‘i&ﬂ%fﬁ’lfre %@oi}&lon%FAn?éodB@&%&'edQ ’]gn%fy/}iﬁ%zy@e B,

of clai
5. 4 (9) elutes 1i’rplﬁ an FR ¢ ﬁl%ugf Mﬁaﬁi\ acetate molarity &f about?) akgyu/gln 16.8
arg 2.9 (h) has the following activitie® |gnm I§ strates; 1 al a
14. 4 (1) oxidative cleaVay6 of Ca-CB 7.3 tyr 1.0
leu .5 gly (2)hydrox@dtioR of benzylic methylene gﬂSBﬁs 1.2 lys
2.5 10 ({3) oxidatiant of bényl aldotoRTdIaIddVdds; pr ocedure to pol ycl onal anti bodi es

made to |igni nE) ptiend ogidatipmesd (A) and (B) of claim1l;, (g) elutes froman
FPLC col um at (Saoxativeicivaege diatathorigmapst y of about 0.34; and (h) has the
following activities on lignin nodel substrates; (1) oxidative cleavage of
Ca+[ erf] ! 4. 1Be ligninolytic enzpme, whidh is Ryhstantaliniregiof pretegsps.iand hasthefolowiag eharagigestics: 3)
oxi ¥ation of (%én'ﬂ patdvzeﬁmr@ m'wtwo@n%ésc ﬂmy dpfion 196 POt SiGrasmple qrvaratna)

oxi dative cl éﬁ%ﬁ' "?ff‘t E The ligninolytic enzynme, which
S substantl f’fé’g 2 'Qﬁ’ﬁ'mﬁ%ls the follow ng characteristics:
(a) 1,19 cat sa ' ﬁ'ﬂ? %?'et‘ébout 24 C the oxidation of about 9.7
ek SL kﬁ%@@* prb b Vel aliBIg g DhriRBalollhRINAG .
25 (d) (f a fYonrpactyl*Pﬁ&%gluml( 8a HHGH boteid &y m@h@sndor ocedure to

pol ycl onal a RO RfiowihaABivites br IGAh Hobel bitsrAdzYes (A) and (B) of claim 1;

(f) elptes f rom SitafiBlefoatagé bBA-¢¥; a sodium acetate nolarity of about 0.40;
and (g) has the)hyadxRuloR 6 kdylid/méthylsne gidupst gni N nodel substrates; 30
(1) oxidative @) amatmerbénzfdakchioisnd aiddhdesshydr oxyl ati on of benzylic nethyl ene
groups; (3) ox{4ipteha nxiddiodemizy|l al cohols to al dehydes; (4) phenol
oxi dat i on; and(5| &jdativeiclbatagy of nedttezw ggepsof net hoxyl groups.
35
5. The ligninolytic enzyme, which is substantially free of proteases, and has the following characteristics:
(a) 1 mg catalyzes in one minute at about 24° C the oxidation of about 9.4 micromole of veratryl
alcohol to veratryl aldehyde;
. (b) has a molecular weight of about 43 kilo-daltons;
St 40 {c) contains a single protoheme IX moiety;
(d) is glycosylated;
(e) contains the following proportions of amino acids based on one mole of tyrosine:

asp/asn 5.0 thr not determined  val 6.5
glu/gin 19.9 arg 4.8 phe 3.3
ser 22.3 ala 13.8 ile 3.6
50 his - 15.9 tyr 1.0 leu 6.0
gly 44.7 met not determined lys 2.3
55 {f) reacts in an immunoblot procedure to polyclonal antibodies made to ligninolytic enzymes (A) and
(B) of claim 1;

(q) elutes from an FPLC column at a sodium acetate molarity of about 0.58; and
(h) has the following activities on lignin model substrates;

9



35 5. The ligni nol ytic enzyfre, which is substantially free of proteases,

and has the followi ng characteristics: (a) 1 ng catalyzes in one mnute at

veratryl ol dehyde: (5) has a morEcuta RaGnt  of 2L0331ﬂﬂllﬂﬂl|lilﬂillllmﬂl) 40

(c) contains a single protohene | X noiety; (d) is glycoSyltéd;" *
cont ai ns t he (idxdative bigavgeodd CatCisgpns of ami no aci ds based on one m)l e of

tyrosi ne: 45 (2) hydroxylation of benzgiicpretigyiane grbups; thr - not determ ned
val - » 6.5 gl(8Ycgyidation bBhePzyl alcohols to aldehydes;ar g 4.8 phe

-3. 3\ger (4 xher®l oxidation;-and ala 13.8 ' ile 3.6 so
his & 155)9)xidative cleavage of methpxyl grqupg. | eu 6. 0 g| y

44.7 not deter m ned lys 2.3 55 react S
in an |%T@n'6ﬂ?ﬁﬁa" P'ﬁ% é'a’tﬂ"bc‘{"ﬁ'e Rhanerpshaste glyysefippriuts dagigrated (5’“!“1" AP |a
enzymes ( 7@1 ‘ﬁﬂ"i? ‘Fﬂ"bﬂ?"&r?e'ﬂ@ﬂ‘@”’wl Qt’“"&'“g‘odl um

acet at e nﬁatéﬂ’?‘?i) B °"§'58\?ftymﬁs %°§°rdpggg “(erﬂmﬁ o0 ¢14iBs-f o | ovm ng activities on

i gn n ;m(lel o% rtreaéi‘t ’ma rial s %Zown%l li ninoFti arac‘?enz that
dat I
g)r(loufcj)lsI " §5’OXI at i on 0 aq{r?é ?'ytal co ﬁa&g@‘)‘b f hydiefs? El'{A4) Eﬁe:\rgl s

OXi dat'@nA p?&gss\rhccordmgtoclaumﬂﬁﬁer&?ﬁ(éaﬂﬁ%&éﬁﬁl &hﬁ@é@%m‘ﬁ net hoxyl groups. 6. A
bi ol ggi call'y pure nutant culture of Phanerochaete chrysosporium designated

mut ant $SCAGrocasathetvidinge clhier, Ghdréinisatt M@aRBdompAYss BGT of WBMgninlA&I6Bsubstiates:n

mut ant ,  uperaryD @icaiw; gr-@UWH-tietioxgptieh A bigcera @iguidiacylebthdd0 prhalS and @ Nhdlxytéted
enzynes abeued aig ttsedimétioxpioeeeli ng claims. 10 7. A process of treating a
mat eri al susceptible to breakdown by |igninolytic enzymes characterized in
tha\/’OS al0d Arpedcessiaggording te claint & whergin spidmatérighis el puip o tharmgmashaniselovldi ng t o any
one"of clains 1 to 5. 8. A process according to claim7, wherein said

mat er i a‘F'”E’SrY?frW%&"’Y"ﬁ“QWH"’%‘BQ5‘“’*95:‘Hrocess according to claim?7, V\/nerel n

sai d rrat eri al corrprl ses an n nodel substrates: veratr

alcopor’ Riteseslbepmaty Hﬁé‘ﬂ@)‘i“ﬂyt@gw@f ¥ en il & prBrt ool
d # oxybenzene

Z(r:] cor d| ng ?} ,%'frﬂa Zes\{%ﬁ?jg?"ﬁmgzﬂ %ﬂowa:{l E‘?'%ﬂ °xfd§P°Rr g? ?°"fotﬁl 13’"'8?"'%{9 o Veraty

t her rmrrech

|l owi ng Contracting State: AT 1. A
process for o aﬂgQgﬁ&@ﬁfgﬁbﬁ?&ﬁﬁé'{]%tﬁ%nol ytic enzyme (A) which is
substanti al i‘:y,s fyEdayigtba; PT Ot eases and has the fol |l ow ng

characteris )&Etainéﬁnbfoﬁ Mﬁgﬁ&&%h\b&ﬁ&s'oﬂarﬂﬁlf‘acmb Batb& oéneami it Iydifle: C the
oxi dati on about 12.4 m crom)l e of verat ryl aI cohol to veratryl aldehyde;

(b) has a nol ecul ar wei ght: tr t—-o=-rd Ot (c) contains a single
pr ot oheme | X noi ety; 30& as"/als" %)Lb %hgl y¢ JI‘%[ i A ¢) contains the _

fol | swm ng nol ar proporti oqgu nf B \% ' bai%ed ¢ne nol e of |ysine:

asp/ asn 3.0 thr 4] qs"s n? I H gln, % arg 1.3 phe 3.2
35 oy er8_3 vet 16054 a,C@ T ile 2.4his |
3.2 tyr 0.2 | eu 3 ,

' Vz‘w (f) elutes from an FPLC column at a sodium acetate molarity of about 0.43; and

(g) has the following activities on lignin model substrates;
(1) oxidative cleavage of Ca-C8;
(2) hydroxylation of benzylic methylene groups;
(3) oxidation of benzyl alcohols to aldehydes;
45 (4) phenol oxidation; and
{5) oxidative cleavage of methoxyl groups; or
the ligninolytic enzyme (B) which is substantially free of proteases, and has the following characteris-
tics:
(a) 1 mg catalyzes in one minute at about 24° G the oxidation of about 17.1 micromole of veratryl
50 aicohol to veratryl aldehyds;
{b) has a molecular weight of about 38 kilo-daltons;
{c) contains a single protoheme IX moiety;
(d) is glycosylated;
(e) contains the following molar proportions of amino acids based on one mole of lysine:
65 '
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gly 8.3 met 0.14 lys 1.0 (f) elutes froman—ERLCeotumm at a
sodium acetate nolarity of about 0.43; and (g) has the follo

on lignin nodel substrates; (1) opp gabeyp By cavage of Ca-| “ﬂﬂ &(‘“\“““\ﬂ“\
hydr oxyl ati on of benzylic nethylene groups; (-3) oxidation o

al cohols to aldehydes (4) phenol oxidation; and (5) oxidative

cl eavage of net hoxyl OF o UNfy | 1G5 NOT yUT CTRRZ mz’e( ) which is
substantially free of g?aceﬁ QQ 3S the fol %\q@ngag racteris- tics:
h

(a), 1 ng catalyzes in nuge a;,a oyt 24 Ct

00Xi glatf on of about 17.1

ni crenol e of veratryl |Sgs 32 d gPhdInof dteiihedt § Yéu dl gghlyde; (b) has a
mol ecul ar wei ght of ab glg, ksbo ﬁtad 1 Q;Bﬁdete(rﬁhedc sl si ngl e protohene
| X noi ety (d) |S.g| yCu.oylorL u, \C} cont-arrs—the-ot-How nmol ar
T2Pa O 9 ol i SR DRSS SR Sl sggrz‘wgg Pig o 10, EP 0 229
) has the g activities on lignin Model subsirates;

val g 6 gl 69 ﬁ;&i at‘}ocea Ca-gﬂ he 3.0 ser 4.1 ala
7.9 @ h‘;jr&y,atwn A n;% Sme ,ene rogpsltyr not determned |eu 2.6
gly 5.7 @ Blidatidhts boRi1GlcHHoRq aiddnydes; 1-0 (f) elutes froman FPLC
colum at a so@b%agﬁaﬁbﬁaﬁml arity o a'bout 0.18; and (g) has the

fol | owi ng ‘act i ) blidkveibalags b ettivRgl @lousssibst rat es; 10 (1) oxidative

cl eavage ofsaldalighisiytic; enzythe Ipa)Civading hret ¢nanct&isué)enze;bting irah hiyinerveioy potgaare t3)
oxi dat i on qiolyblenar witibediesohasle 3o the lighiabdity eezymes () ahBRcind Gald digrinolyti; ercyrde (E5))
oxi dati ve dlageo thgchasdcteristiclebsepéting inoamjmmuddblot procedare ¢ balyglanal eftipbdies ramle yoriho ( A)
havi ng t he lighieghdic teazvimet (Acwhich precess tamprisas werking rpuihe biteceligarditiddiomea cigture of
pol ycl onal Fharerdshastecchrysesperiumostiel SG26 G¥RRLIBYA8). ensppgraing spamethar greyme By
sai,d; 1% gni rfeA%s Qf@memwm?gwyonvmran@r the characteristic of reacti ng In an
i miinobl ot ocedure to | onal antibodi es nmade to the |igni

'°f°F‘%/?F’oa"f’r om

enzyme (&) “’E‘E 'ﬂ' i ‘ﬁ% gftgn Nedgninaliliz ey ™ 'I'?tn‘és aybrtentialy ¥egohp

a culture oqas S

separ %% i ng e éaé: 268 m one mnX %tp 1'6%5 tthreac;xl ation f°§ akgol\m'mé?n?o of vera

|a| nmeans of ani on exc

chr omat ogr ap [ap‘gg Jag ut%ﬁ'%lo%t%ﬂ@r ation of the ligni noI yt I C

enzynme, whic )Ic&.ta?dé gnggtpy hM x{‘rﬁ&etp proteases, and has the follow ng
characteri stig la fedTU Cata yzes I'n one mnute at about [err] the

oxi dation of @la@rh&ns ha&oursme RIER SropdltioNEd Binlnl bcidsbased on onéin618 BOboiduging/er at 1y
al dehysle; (b) has a nol ecul ar wel ght of about 38 ki I o-daltons; (c) contains

a single protoheme IX m t 91y osy+ated hlc’ cont ai ns t he '
fol | owi ng nol ar proport ﬁj#%f Eﬁn ng‘r' |‘cfs based dfe hol e of isol eucine: |
30 -asp/ asn 1.4 43 a,g .,\éal 1.6 g 5‘2‘ 6.0 arg 1.1

phe 1.1 ser 43 ﬁis -34.4 tyr | 02 ile 1 u%
his 3 4.4 tyr 0. gly 65 | met | St dbternined lys 0.5

() reacts in an immunoblot procedure to polyclonal antibodies made to ligninolytic enzymes (A} and
: ~ (B) of claim 1;
Nt 40 {(9) elutes from an FPLC column at a sodium acetate molarity of about 0.16; and
(h) has the following activitiss on lignin mode! substrates;
(1) oxidative cleavage of Ca-C8;
(2) hydroxylation of benzylic methylene groups;
{3) oxidation of benzyl alcohols to aldehydes;
45 (4) phenol oxidation; and
(5) oxidative cleavage of methoxyl groups,
which process comprises working up the exiracellular fluid from a culture of Phanerochaete
chrysosporium strain SC26 (NRRL 15978), and separating said enzyme by means of anion exchange
chromatography. '
50 _
3. A process for the preparation of the ligninolytic enzyme, which is substantially free of proteases, and
has the following characteristics:
(a) 1 mg catalyzes in one minute at about 24 C the oxidation of about 5.1 micromole of veratryl
aicohol to veratryl aldehyde;
55 (b) has a molecular weight of about 42 kilo-daltons;
(c) contains a single protoheme IX moiety;
{d) is glycosylated;
(e) contains the following molar proportions of amino acids based on one mole of tyrosine:
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gly 6.5 met not determined lys 0.5 (f) reacts in an inmmunobl ot
procedure to polyclonal antibodies made to |igninolytic enzyrres (A) and (B)

of claim1; 40 (g) el utesEgprgogpgagr1i@LC col um te
molarity of about 0.16; and (h) has the follow ng acﬂ' gmﬁ mmmﬂ

nodel substrates; (1) oxidative cleavage of Ca-[err]; hy drox ¢l at'i on of
benzylic nethylene groups; (3) oxidation of benzyl alcohols t o al dehydes;
45 (4) pbpfadn oxd.dation; andhg5) noki determined eawade of.4nmet hoxyl
groups, which pr CPMy i ses wor the extracel Igpkar flguid froma
cul »dre of Phang(io'eilaete ChI‘ySOSpOI‘Ilglfan s??:?u n SC26 (NRRL%SQY—{BO and
separfating sai dS€Rzyne bﬂ/ nmeans of @@ n”e%change chrorre?t18gra4p y. 50 3. A
process for thehmgeparat-y an of the lgygni nQytic enzyme, i chg.iss

substantially free pt ot eases, and has .the foll ow ng chara ristics: (a)
1 ng catal yzes |ﬁ Yone nélﬁ te at abmﬁ"tep‘[erlr’? t he oxi dati éﬁ %gout 5.1

mcrgmol e of veratryl alcohol to veratryl aldehyde; 55 (b) has a

mol ecul ar wg)i glks iRfn ﬁmsm&%m&du@ 1 BijcRnE 1ant(b9n)|escr9%% manaytﬁlen%ﬁs @) ghPhene

| X nmoi ety; (Bgmd.aﬁn ¢l ycosyl ated; (e) contains the follow ng nolar -
proporti onS(gp&smmmde%onbmad sBdlur® BEdtatdrh Saryf ofTaUdut?)@M’\ gnd asp/ asn 5.4
thr not d@j ks el T6ldwing activities\ba lignin riodd! @bwagk n 16.8 arg 2.9
phe 15 7.0 5 (1) oxidative cleavagesot Ca-Cg; 14.0 ala 14.4

ile 4.1 hi 92) hydroxylatigh & benzylic methylene grodpy;r 1.0 | eu

6.5 gly (3)24idgion of benzy! alcohols toralgehydest . 2 lys 2.5 10
(f) reacts | riypherohedsatini asd procedure to pol ycI onal anti bodies made to

|'i gni nol yt i c @rexigeie clegxggeph methexy! gseupe| ai m 1; eI utes froman FPLC col um
at @“’s odi uh'F'advéqca%Secmﬂm workipg —uph Bt e’@a‘@ﬂ‘"a' %: a%'“‘t’?lé’ff_'ﬂ]ﬂ!ﬁﬂm%a
actTvitie§Y iRt B8 (NERl, 13878); and. segagating Said enzy Py gL AYRN B ge of

Ca-[err]; ST AMxy| ati on of benzylic net hyl ene groups; (3) oxidation of
gleg;;;gg' %Opbo%L 5 foromg'E%eah RS f B el 'wn.ﬁr Chlesi iy 23 bk VR
extracel I U t I%htﬁgn Iy, [ ain
SC26 (NRRL b “”‘méamﬁ‘“*en% '5§°g?%4 S HARNPG ol 4 fﬁgﬁi"‘%ﬁ ok el

chr omat ogra@ a%nol hqrvg agdg“ztm@dg%,%par atl on of the ligninolytic
enzyme, Wwhien 'ﬁm§yg§§|aﬁgtbﬁg,ﬂeyxmoﬁg of proteases, and 25 has t he

fol | gnm ng cgﬂiggge@ym@dl cs: (a) 1 ng catalyzes in one mnute at about 24 C
t he oxi dat i @yresdis iala®muobiot Braesddrind eolgdionsanibiotiyd malec®iyninolytin eWB@E (A) land

al dehyde; ({8)offemtn & nol ecul ar wei ght of about 42 kil o-daltons; (c) contains
a singl e pr@tebies fremlaix FRIZE exlupn aB& sodium acetfid molagty gf ghoatd0zendd; (e) reacts in
an i nmunobl (@} hap thedalidwingeadtivitigs oh Yigrinonede! substiatesidi es made to |igninol ytic
enzy¥es (A (IbexdaivBrlepfagedffrsl; (f) elutes froman FPLC col um at a sodi um
acet ate nol@r hvﬁdvxworaﬁ@amzm mgiylens groups:

(3) oxidation of benzyl alcohols to aldehydes;
(4) phenol oxidation; and
\ (5) oxidative cleavage of methoxyl groups _
Sy which process comprises working up the extracellular fluid from a culture of Phanerochaete
chrysosporium strain SC26 (NRRL 15978), and separating said enzyme by means -of anion exchange
chromatography.

ange

6. A process for the preparation of the ligninolytic enzyme which is substantially free of proteases, and
45 has the following characteristics:
(@) 1 mg catalyzes in one minute at about 24°C the oxidation of about 9.4 micromole of veratryl
alcohol to veratry) aldehyde;
(b) has a molecular weight of about 43 kilo-daltons;
(c) contains a single protoheme IX molety;
50 (d) is glycosylated;
{e) contains the following proportions of amino acids based on one mole of tyrosine:

' 85
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(g) has the follow ng activities on |ignin nodel suflls‘%r_a/tg;,j&—//‘(
oxi dative cl eavage of Ca-[err]; (2) hydroxylation o enzylic
groups; (3) oxidation of benzyl agsghehs7{gsal dehydes; ‘\m\“ W
oxi dation; and (5) oxidative cl eavage of nethoxyl gro“

process conprises working up the extracellular fluid r*omC atculture of
Phaner ochaete chrysosporium strain SC26 (NRRL 15978), and separating said
enzyne by nmeans oflspfasan ex@hange chr ahmat ogotpdeterined pr oadss 6.6r t he
preparation of th } tlc enzy WhIC i s substanti ny ee of

pr ondgases, and 45‘3111)&]}] Pdt ‘he foll OWImI’% gchar gct eristics: F catal yzes
in one®mnute at &Bvut [e?%.P the oxi datdort3ef about 9.4 mlé-ﬁorr@ng

veratryl al cohol tg@gveratiylg al dehydeiyeb) jhas a m)l ecul arleu/el @b of about

43 kil o-dal tons; contajins a single rotohe i (d) is
gl ycosyl ated; (e) g&gﬁnt ai n*the fol O\M“‘ﬁg rrgf ry}nyﬁo gc?ds based
on onemm)l e of tyrosine: 55 12 asp/ asn t hr not

det er m ned - .

phe 335 :fB))Y:?itlzg a% uﬁm&toﬂ(oﬂlr&:ed&g tognflyg,lonal antibodies madoat%q?mnofbﬂgérgymes (A) and

ile 3.6 higg)elutes fror#\in QPLC column at a sodium! aébtate mblafty of about 0.58; and | eu
6.0-gly {hyhés the following activities on IiFRih modd) Qlibstadser M ned lys 2.3 10

(f) reacts in apoldensmalags oftecedure to pol ycl onal antibodi es nade to

|i gni nol ytic e pyvesylitioh otbedzyiEhetbflonelgmiups; 1; (g) el utes froman FPLC col um
at a sodi um ac ) etidationadf aeniz¢l\alcaolsabaigshydbs58; and (h) has the foll owi ng
activities on [4 ghenel oxdalied; aglbstrates: 16 (1) oxidative cleavage of
Ca-[err]; (2) I9)onidivelceayage oighetiomyigipbipsc et hyl ene groups; (3) oxidation of
berzy|2 al cdﬂl‘ﬂhspmﬁsalf&@ (%‘gg?x é’&flﬂ?sg H@GM%W%W'MWO"&M cyigip ok Phrppioghate

cl edvage ofchiyaesReriugy 8).\ahd eapargingcieis sneymegyi Begs plcanien ehanget he
extracel | ul°<9f°"‘la1°8|"|a'(’.f‘yf rom a cul ture of Phanerochaet e chrysosporium strain
SC26 (NRRL 15978 and separat i sal d enzy neans_of ani on e change
chr omato ces f°' gg‘ b

Io i ij?tﬁ
chl tu %%EL?:&%, v N L%m.o,.sczzab.eand
|gn

havi ng the 8 rrses I n-
165 rgé‘e it
ocul ating a sul agoﬁae ma Ium WI sal rrut ant a%cu re aﬁ grgvm ng the

cul ture gndeprobddd6H debiig S rﬁéféritapé%c%ptfb%rto BlohiABh Sl IRAhSlyife WhiykeS caricliZal # thdt ©

l'i gni npl yt'é&d%ﬂﬁ&ré’éﬁﬂ%@b&?\mﬁa@ﬂé Synid) REREMG S ay ohb BBelainis 10 s ocess of
treating a material susceptible to breakdown by I'igninolytic enzynmes

char act esi z@eptoceds adaertingfd claim 7,5vhbrdin 88l Bialead conspribesaigined Wi th a |igninol ytic
enzynme according to any one of clainms 1 to 5. 8. A process according to

cl ai m 7, Swheeprecess saordingratolain alwhereinsaid swetridl camrises 8By ofAhgpigoio edel aubstatast ng t O
cl ai ms¥, wherein said material conprises any of the |ignin nodel

subst r at es:ve@8ylvaigohely 3ot iptetioxyphenyiB' glycerol-Guniacyh @bt Ipbengl )and a methoxylated

gl ycer ol - [ repjerg@di bt-gimebofyeanzenghenol ; and a net hoxyl ated benzene, e.g.

1, 4-di rret hoxybenzene. 10. A grocess accor di n%ﬁto claim@8, wherein said
n'at\wrl al 19 A RPGOPS AGHRAPIRO 19 Clalmh & hErRIR SHA P! Ik ﬁ“‘P&b‘“"’mmec"a"'c*" pulp.

Revendications _
Revendications pour les Etats contractants suivants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1. L'snzyme ligninolytique (A) qui est substantiellement exempte de protéases et a les caractéristiques

45 suivantes:
(a) 1 mg catalyse en une minute & environ 24° C I'oxydation d'environ 12,4 micromoles d'alcool
vératrylique en aldéhyde vératrique;
{b) a un poids moléculaire d'environ 42 kilo-daltons;

: (c) contient un seul reste protohéme IX;

50 (d) est glycosylée;

{e) contient les proportions molaires suivantes en amino-acides basées sur une mole de lysine :

55
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Revendi cati ons Revendi cations pour |es Etats contractants sul vants : BE,

CH DE, FR, GB, IT, LI, LU NL, SE 1. L'enzyne ligninolytique {A—gui—est
substantiel | ement exenpts de prgppsRS79ig1a | €s caract erjipgts 5 '
suivantes: (a) 1 ng catalyse en une mnute A environ 24!\@"0@2 t” H"'L _
d environ 12,4 mcronoles d' alcool vWatrylique en al dehydec [ ( b)

a un poids nol ~culaire VI T #*7 Ho=gattors contient un seul .
reste protohbne |X; 50 aSp/as"( 1)r§’ge2 tfrrl yégs ] %; (I contient |es
amNor gl degy basiles

: : .1 glu/gin
proportions nolaires suijvgptes| ey
| ysirie: 55 13 EiP O 71 Baas [t | 02 | teu
S ¥ | i ghwjobd

he$ sur une nol e de
3'31;-11111111111111111 LN

w0 arg. 1,3 phe
3,2 ser 6,8 ala o—F—i 321 tyr 0,2 | Qu
3,3 gly

_ 8% et Q. 14 {:,%/S » L,% (f) est dluee sur _col onne FPLC &
une nol ari t {0 &t Syéa suricglopne FELG A Y 'go'%rm/? fatesle padiurp. envisgn 08 @5 act i vi t ~s
sui vant es sﬂ??a%g‘m& Byg't'_'Yt feg syrgarsutraigdnodeles Jeda figgioe: 10 (1) clivage

S aspfl asn 3,0 thr

T 9

oxyd¥nt de 08 ‘é?g rINT gXVA ation des aroupes ndt hyl bne benzyliques; (3)
oxydati on des(s) yog n ;b Qi)éﬂ%f?@l@&ﬁ%ﬁ(gﬁbéldes; (4) oxydation des phenols;
et (5) cIivaqgoQ s oidlePipes netho , ou s [l enzyne

l'i gni nol yti qus) divale Blydartads gedtbesi mdilokglol ement exenpte de protbases et a les
car agg 6r i Prizghi hgnindly 8 {B)Squl bst)subleteibISAdnt babRRteCdd pritBastd BUE s Rar@dtistiube 24- C
| ' oxydat i eqivedtegnvi ron 17,1 mcronoles d' al cool vAratrylique en al d~hyde

VAr at ri que; (af Ib)mgacdidysp @h dse miduaCl bdvirore 24} Celfoxydation dBdvikon | 13;1 daitromolss d'alcool O
(C) conti entéramgliope ek aldéhgdecvéprigbedheno | X; (d) est gl ycosyl~e; (e) contlent
| es propor t {bbmen prirsanatéedaieidonvird 88 kiemaltons;no- aci des basees sur une nol e de
| ysi me: asplcheontient gh ul rester protot@mg IX; val 2,6 25
glulgin  7(dyest glyepsylée; 2 phe 3,0 ser 4,1 ala 7,9
ile 2,2 {§) contient les gp@rtiopg,r,nolaireﬁgﬂvaﬂlgﬁ gymirppeacidp%lgpsées syr upe mo&e de Iysine:5, 7 J met
non determiné lys | 1,0 30 (f) est 4lude sur colonne FPLC a une nolaritd
d' acdtate de sodi um d' @&pusr ¢red,|18 EBS5(9) a | gsvahc] iz {es sui vantes sur
des &ubstrats nodel ed gleghalliriags| 2) clivadepexydan] de C.-C ; (2)
hydr oxyl ati on des grqusses thyl|eate p&Azyti queq;ileS5) 2,2 (3) oxydation
des al cool s benzyttgyedis en §l3R2-Hywes| n¢nidéteonipdldt lbon] @8s | phi nols; et (5)
clivage oxydant des dr@vupes |n&t Horst; | herddéteeminhzyie | itdni nol yti que (A) ayant
la cgracteristique de reagir dans un procede inmunobl of avoc des anticorps
pol ycl onauX @it dndh SurcBibine FPLE S ufy WRAaRSTads@ididB 8bdiin GbiRfon(d’ye; &t (B); et
| adi te enzyg@pa B activitss suitah@8sud absydubskie® moBiestd6adhgning; car act eri sti que de
rbagi r dans ur dwageedbent aopmbl ot avec des anticorps
(2) hydroxylation des groupes méthyléne benzyliques;
35 (3) oxydation des alcools benzyliques en aldéhydes;
' (4) oxydation des phénols; et
{5) clivage oxydant des groupes méthoxy;
ladite enzyme ligninolytique {A) ayant la caractéristique de réagir dans un procédé immunoblot avec
des anticorps polyclonaux dirigés contre les enzymes ligninolytiques (A} et (B); et ladite enzyme
40 ligninolytique (B) ayant la caractéristique de réagir dans un procédé immunoblot avec des anticorps
polyclonaux dirigés contre I'enzyme ligninolytique (A).

X

2, L'enzyme ligninolytique qui est substantiellement exempte de protéases et a les caractéristiques
suivantes :
45 (a) 1 mg catalyse en une minute & environ 24°C l'oxydation d'environ 2,6 micromoles d'aicool
vératrylique en aldéhyde vératrique;
{b) a un poids moléculaire d'environ 38 kilo-daltons;
{c) contient un seul reste protochéme IX;

(d) est glycosylée;
50 {e) contient les proportions molaires suivantes en amino-acides basées sur une mole d'isoleucine:
asp/asn 14 | thr 2,2 val 1,6
glu/gin 6,0 | arg 1,1 phe | 1,1
ser 43 | ala 7.3 ite 1,0
% his 44 | tyr |02 teu | 15
gly 65 | met | nondéterminé | lys 05
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pol ycl onaux dirigds contre |'enzyne |igninolytique (A-—2—Lt-enrzyre

i gninolytique qui est substantiellenent exenpte de prot~ases
caract6risti ques suivantes: 45 Eepgdogh7igHy cat al yse ﬁ{mﬂﬂﬂﬂl
environ 24CGC | ' oxydation d environ 2,6 mcronoles d aI en
al d~hyde v~ratrique; (b) a un poids mol ecul aire d enV|ron 38 ki | o-dal t ons;
(c) contient @néagit dinsrupiraséqd iowrahdbio aveXdeg erfticarsst paiclpuaus ylirigds; cofith les enzymdse)
contient | es lgniogidiqudsdhist (B Herlareyendicaiondnt es en am no- aci des bas~es sur une

mol e d'i sol eUgl w@éluéaﬁy/qume FPLC 3 unq mplarité dacBtate de sodium d'envirgne®,16; 61 6 gl u/ gt n

6, Onverg 1, () a les activités suuvantgs(ﬁyr des pulstrals; modeles de la lignine ser 4,3
ala 7,3 (1) clivage oxygiagt de CoCsp hj s tyr 0,2 teu
1,5 gly 6,4 “Vd'%P"°"ﬁ8ﬁ9fa'EPPéF‘F‘ﬁ“HH‘e g@(“que 5 14 *C L H S ffl

reagit dans un( dP BP’BY"“&?/%’U"?? Yo%t i cor ps pol ycl onaux diri gds
contre les enz d esﬁﬁh et (B) de la revendication 1; (g)
est el jjee sur ' Ioﬁ?l [? 2 te d' acetate de sodium d' environ

(r)mgi-gl egt e’\ier{zxme h?nmo())g&ueaqui Gt Qtﬁa%t%‘ tbile %ntséyeMBtQ ogant E%Teggs &Eggb%%;@.&ques

hydr oxyl at i ONadf $ngOka08486 on rrn@mweb@emhsmyld M%non(sanvpaﬁyﬂm.&anﬂe%sdaéoaool s
benzyl i que eméa.&rgébyamdéh ddveraiydat i on des phenols; et cl i vage oxydant

des greupes nbidwpsids kdisculdire @BAwBRR4d KilgHaalaas; Yt | que qui est substantlel | enent
exenpt e de pr(otcontatunabul sstepeotahdhedE ~r i St i ques suivantes: (a) 1 ng catal yse
en une m nut gdjeesegixcosyte; 24' C | ' oxydation d environ 5.1 m cronol es d'al cool
veratryl i que (eyrroatieckdds miaportiGnsanalsires i@jvarids en amino-agiigs baséaes sy onelmolerdé tywsihai r e

d envi ron 42 kilo-daltons; (c) contient un seul reste protohbne IX; (d) eat

Cosyl de;. () Coph) ! 'se% PLoPO0 | B2 RordB €Sy O Sargh 78 O act des

€S Ssur une no e tyr I he:

thr non d~ter i g/gln "16, 8 val 7 argl u/gPn 16 ,8 phe 7,0 ;5rg
2| 9 41 25 ser Pheg,o 7,0 ser alg 1414. 0 t ile i" 114, 4
ile 'S , yr

leu %65 gly Bhs 5407 '} tyget 1,01, 2 95 lys
2,5 30 (f) gbpgit dan® un proceaéti muyaobl ot avec deB]antZ;Sers

poI ycl onaux dirigbs contre | ee enzynes ligninolytiques (A et (B) de la
revendi cation 1; (g) est 6lu6e sur colonne FPLC a une nolarit6 d' ac6tate de

sodi ungpd' envig %gi@ detd run Phockdd) immuhddRt &Vek io¥d ﬁrﬁ&r&gl&)@%aﬁﬁ difigls cdﬁ'% l&%}é}rﬁét a
nmodel es de | aighihdyiude (A) 6il(B) 84 la YRGRIicaiode d
hydr oxyl at i org)dessh@é euzoBnneBPDY b DREmAite yadsrteass sodia d'awyaea,am des al cool s
benzyl i ques dn adbstketivjtéesijvarite) sundeg datistrainimolddtss b @righiss; et (5) clivage oxydant
des groupes nb{iholivyge okide dé.CAClenzyne | i gni nol yti que qul est
subst aat i el | em@rhydsoxlation desigroyppoinéthidne benzyliguésea car act ~ri sti ques sui vant es:
(3) oxydation des alcools benzyliques en aidéhydes;
(4) oxydation des phénols; et
(5) clivage oxydant des groupes méthoxy.

N a0 4 L'enzyme ligninolytique qui est substantiellement exempte de protéases et a les caractéristiques
suivantes :
(a) 1 mg catalyse en une minute & environ 24°C I'oxydatmn d'environ 9,7 micromoles d'alcool
vératrylique en aldéhyde vératrique;
(b) a un poids moléculaire d'environ 42 kilo-daltons;
45 (c) contient un seul reste protohéms IX;
(d) est glycosylée;
{e) réagit dans un procédé immunoblot avec des anticorps polyclonaux dirigés contre les enzymes
ligninolytiques (A) et (B) de la revendication 1;
(f) est éluée sur colonns FPLC & une molarité d'acétate de sodium d'environ 0,40; et
50 (9) a les activités suivantes sur les substrats modbles de la lignine;
(1) clivage oxydant de C.-Cg;
(2) hydroxylation des groupes méthyléne benzyliques;
(3) oxydation des aicools benzyliques en aldéhydes;
{4) oxydation des phénols; et .
6§85 (5) clivage oxydant des groupes méthoxy.

8. Ul'enzyme ligninolytique gui est substantiellement exempte de protéases ot a les caractérlsthues
suivantes :
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(a) 1 ng catal yse en une mnute a environ 24*C | Poxydaia—gn—d—e_nw—r__gn_g_z_
m cronol es d' al cool veratrylique en al dehyde veratri que; a _un

nmol ecul aire d' environ 42 kil o-d (c) co:”llﬁi] ﬂﬁ”llte
protohene | X; (d) est glycosyl 63#?2?9 }ég@lt dans un p II I IS
avec des anticorps pol yclonaux diriges contre |es enzynes Ilgnlnolythues
(A) et (B) ¢ 1l ;g rcetaigsedonceariol oinutd a3 ¢nviroasls ol akeaton rd'sadlon Eemicidndles dialaeol

nmol arite d' aéettylique edeldéhyde wmtitiugnvi ron 0, 40; et 50 (g) ales
activjtes sii)aanpeids reeifculsiessd'enimtaB Alcedahandel es de | a | i gnine; (1) clivage
oxyd-a(nt de @) cqygent (pjeuhypie piRiphéme ¥n des groupes net hyl bne benzyliques; (3)
oxydat i on déd egialyeesyl@eibenzyl i ques en al dehydes; (4) ox?/datl on des phenols;
et. ss @ °°’l"§)t o8 PopetiRes syivpRtamen gfeice- Qjﬂ&%‘iﬁé@es [Ft4ie gle ds tyrgsing 7y e
l'igninolytique qui est substantiellement exenpte de prot-~ases et a les
caracteristiques sujvant es 15 EP 0 229 171 Bi | 1111111
|1121 [ |3H/PFP * 5@ L R &0« pgy detegmind al yslen Gufe minute a
envi r'on 24- C P' ogddgllhoneg'9envi ron 9a4 m @rgnol es d' al coq}hevergi,ty yl i que en
al dehyde veratri qaue (b) ,Aaun poi ds mlg ec1§f’§u re d environ, 43 kil o-daltons;
(c) contient un THu res?te pr ot ohbne @ (d) est 1§I yC | ee; (e)
contient |es prdpmrtl onsl@i vant es emymni ngdaci des baseeslemur fyde nol e de

tyrosé ne: asp/ as 5, hr ~termn val
6.5 10 gl u/ gl n Moo Ye,7 g?% non 3@@3‘9‘"&‘% ys Z3he  3)3
ser 22,3 ala 13,8 ile 3,6 his
15,9 tyr. 1,0 | eu 6,0 16

_gI y - {Yré7git dans un procédé imraunoblotrauer ¢ks taglicaips @olyclonaux dirigéé yantre le2 eBzy(rb)

reagit dans ligrmolgiayes-@beti(Brderayievepdicaiort des anticorps pol ycl onaux diriges
contre |es )os)fide supcolonne F’?H%'F’ﬁ@ﬂﬂ'iéq’@éﬁaiﬂﬂe sagfum(dpnvigga 0{58; of evendi cat i on
1; (g) est &4 a%‘l!l‘\‘éséﬂl’@ﬁﬁé”’lﬂﬁ_ﬁ’b§’a§ﬁ%°dﬁ'ﬁ"r Ip{iging’ acet ate de sodi um
d environ O, )°" tes sui vantes sur des substrats nodbl es
de Ia li gni ne” |°('J'b d'#‘ﬂ "q‘(‘fﬁ’ (2) hydroxyl ation des groupes
‘m-t h{fl bne ben %Ed:: g:ols etzy'quefgj %tion des al cools benzyliques en
al d~hydes; qi‘ggg,g&;‘&% et (5) clivage oxydant des groupes

t

nbt hoxy. 6. I quene pure de nutant de Phanerochaete:

chrysosgorjnyl %ﬂu@%&l%ﬁ&néﬁ%@@ﬁe Rt de Phanerochdele AN Esbortufn, B4IFREImitsht SERSL de
cul t yy e N@RhyahOR Ha Wabsthaet Gikre NRAL 15878 1SGu8) cidiBsaliddl deRd! uRRINGOPT i €,
6l abor e depgpryié yelmsre| dedIsHz{ids)ighiAbi@Gues Beid led BFondiMER @5S precedentes.

7. .Un proc6d6 de traitenent d une matiere susceptible d' etre dégrad6e par
des enzy.mas gracgdé deOtatérheiiti @'Sne M@RMCsLEHoptbIS/ dBre Régrapiée phrodbs lsfzymas lighindlytemés,
trait~e paaraciérisé emzy que ladigmatitre \ebti tiéd e Lisnenkzymecligrinditoonsplod 38 quelcordies
revepali catdeoregentiicatios 1 85. Un procode selon la revendication 7, dans | equel

| adite matiere conprend de la lignine. 9. Un proced6 selon la revendi cati on
7, dans®| dgpecédégion is romandicsfian 7céwpﬂesm! 'aﬁmwérmcem@{a@l dedy¥gsine-at 40

nodbl e de | a I ni ne : aI cool v6ratr¥I|

- (gt 4% 3@ Sore(: dang oy g‘g g\ﬂ%ﬁ E;f O b obiants agt un
benzbhe m?t h I"IOI un benz n th!)x%léel par exempe im oxy enzéne. _

10. Un procédé selon la revendication 8, dans lequel ladite matidre est de la pate kraft ou de la pate
thermomécanique.
45
Revendications pour {'Etat contractant suivant : AT

1. Un procédé de préparation de I'enzyme ligninoiytique (A) qui est substantiellement exempte de
protéases et a les caractéristiques suivantes :

50 (@) 1 mg catalyse en une minute & environ 24°C ['oxydation d'environ 12,4 micromoies d'alcool
vératrylique en aldéhyde vératrique;
(b) a un poids moiéculaire d’environ 42 kilo-daitons;
(c) contient un seul reste protohéme IX;
(d) est glycosylée;

55 (e) contient les proportions molaires suivantes en aming-acides basées sur une mole de lysine :
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10. Un proc6dd selon | a revendication 8, dans |equel | adi tMaLJ_eLe_esi——de———
| a pate kraft ou de | a pate thernontcani que. 45 Revendi catl ons pour |'Etat

Froni nol yti que (&) qui st é’ﬂbE[ e et e de pr 3{Iﬂﬂ!ﬁﬂllﬂllllillh| o

caracteri sthues sui vant es: (a) 1 ng cat aI yse en une mi nlt e a
environ 24 C |'oxydation hro un SH'PY cool veratrylique en
al déhyde veratrique; (b) ,np |g§ Q)¢ u fjll ephgl egyifon 42 kil o-daltons;
(c) contient un soul rest Fsg}rot ge| & (gj} g6 dl ¥qopyl ee; 55 (e)

cont“ent | es proportions jgsair sagu yant ege e |an1n93ap|des basees sur une
mol e d& |ysine: 16 asp| apn 33@ h&w ofh ws vamo 4, 2 qu/gIn 8,0
arg 1,3 phe 3,2 ser - o= ' e 2,4 5 :
hi s oq314 lys 1,0

(f) est el ueé %ﬁugg urﬁﬁ?ﬁ{? N ?‘Agmeg'{gfﬂgjngfgﬁde %gi%’m d'etm"}o(rﬂe E84i um d' environ

0,43; gt ( ) es sur et'rata nodel es de | a

l'i gni ne; (2) hydrox(n on ééfé\ﬁbés H&Mﬂ&@%sﬂ?ﬂqﬂ& Cg; (2) hydroxylation des

gr oupes rret hy| k) 8xyBRHoR Méd A4S benkylihudd ol dREHyadR; des al cool s benzyl | ques en

al dehydes: (4) (@sydaioh ass ghesoispétenol s; et (5) clivage oxydant |es groupes
met hoxy; ou 15 5) clivagbtoxydafti@sygiipbs 'gﬁhdmloyt ique (B) qui est substantiellenent
exenpte de d¢uriahzyasdignielytiquel (Bysquceat atistittiotidmogEBemstel d proéesss of @ips darattfrittigbeal ySe
en une m nutugamesenvi ron 24, C |'oxydatfon d environ 17,1 m cronol es

d' al cool ver da)r&htgqra@lymeram'yde Bveticon r24 40 d'oxy(iddipn d'eworpm?-!jqum%tﬂ'aéaoole

d' envi ron 38 vieindiaubcintalsifyde 9fatrique;  (c) contient un soul reste protohbne
I'X; (d) est ‘P)y‘d’ﬁ e @oléquigire ¢efyironeBkile-dalionsi opor ti ons nol ai res suivantes en

am,\9-2&C| des &g'l"é@ ug%?ul [958 Prefpheme X IyS| ne: 25 asp/ asn 2 0
t hr 3,5 (d) est glycosylée; 7 7

1.2 {(d) contient 'esﬁ.%”"'m[? nt?lag%srswvant% en aﬁwo-fcndes basées sur une mﬂ? ge lysme? 9

ile 2,2 30 hIS 3,2 tyr non ddterm nO
leu 2,6 gly met non. ddtenrind lys
1,0 35 (f) a@m’asﬂ ueé,%ur col onnthEPLEA une nol ari t 834 adkbate” de

sodi um d' envi rongqu n etqg-g) a |les aggdVvif;® suivantes s hedes,subst rata
~nodbles de la lidgnine; (1) clivage oxydant de Ce- Cs; (2) ro>§y ation des
groupes nbt hyl bnéeenzyl i fuks: (3) ox§thati dn’ des al cool s Biﬁzyl ues en .

.al dehygles; 'V 40his 84 oxydati ogytlesngmhdetdrimin@t (5)1enl [ Qage oxydant

des groupes netho | adi enzyne |i n ti aya
caract6ri stique @3‘¥r eagi r§g7ans un pro@%%e%%%&@avecq es aﬁ9| cor ps

~pol yclonaux dirig~s contre |es enzymes |igninolyti ques (A) et (B); et _ ,
ladite enzyne Ii gnl nol ytique (B) ayant |a caract6ristique de rdagir dans un
proc6ds i nru i et Sluéexsyp eolonpes FRLGHY ung melaritd facstate deysogiumeyevisen 8itfishes contre
| " enzyne | i gri®ddesaciviéresuivantes surdos sybsisatpedblos doiied™il | e traitenment du
f1ui de ext r acefl) elivageroxydant sgér: gl téltayeléngeberlzﬁlqﬁeosuche SC26 de Phaner ochaet e
¢ hr ysos por hum t oxygatuon ges a? ools enz;%ques en aldéhydes;
N (4) oxydation des phénols; et
{5) clivage oxydant des groupes méthoxy;
ladite enzyme ligninolytique (A) ayant la caractéristique de réagir dans un procédé immunoblot avec
des anticorps polyclonaux dirigés contre les enzymes ligninolytiques (A) et (B); et ladite enzyme
ligninolytique (B) ayant la caractéristique de réagir dans un procédé immunoblot avec des anticorps
45 polyclonaux dirigés contre I'enzyme ligninolytique (A), lequel procédé comprend le traitement du fluide
extracellulaire d'une culture de la souche SC26 de Phanerochaete chrysosporium (NPRL 15978), et la
séparation de I'enzyme A ou de I'enzyme B par chromatographie échangeuse d'anions.

2. Un procédé de préparation de I'enzyme ligninolytique qui est substantiellement exempte de protéases
50 ot a les caractéristiques suivantes :
{a) 1 mg catalyse en une minute 3 environ 24°C l'oxydation d'environ 2,6 mlcromoles d'alcool
vératrylique en aldéhyde vératrique;
(b) a un poids moléculaire d'environ 38 kilo-daltons;
{c) contient un seul reste protohéme IX;
56 (d) est glycosylée;
(e) contient les proportions molaires suivantes en amino-acides basées sur une mole d'isoleucine:
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‘ssparation de |'enzyne A ou de |'enzyne B par chr omat ogr aphi e _echangeuse

d'anions. 2. Un proc6de de prsparation de |'enzyne |ligninolytique qul est

substantiel |l ement exenpte de pr@pgasasiAle: et a les car ﬁiﬂl] ml“ '
suivantes: (a) 1 ng catalyse en une mnute a environ 24-C m "u:m””"l
d environ 2,6 mcronoles d' alcool veratrylique en aI dehyde Ver atrt que; S(by
a un poids m)l ecul air as%/e I TpT ntient un soul

rests protohene | X 6 In Zﬁ) tient les
proportions nolaires &; antleg, € r une nole

d' i SOl euci ne: 17 mé 229 Q41
11|||5I||1I||1|1||||1||§b1||1|é,s* yasn 1,4 thr
2 LI~V Ui tH grrr ,v o6 U I,T phe 1 1

er 4,
W 1,5 [ e i "WE‘tmb'?f B apicp PoygpBeu ditgég b o orymed ans
un pr,pc-da e??‘fc%b% %ﬁ SRR LAl b3 cont 1 | o3
enzynes lig Q ése (g) est
| uee sur col Of E da,tuglg go ar it tate e sod| umd' environ 0, 16; et

(h) ales aCt@)\/HyB ,sﬂa%ﬁyeg@p ss,l,gihyggﬁ@bes,EW&]egats nodbl es de la lignine, (1)
clivage oxydagfoxpd 525: eO¥Ydidthjdes des groupes ndt hyl bne

benzyd | ques; (@)?&ymmbmmd;@s a cool s benzyliques en al dehydes; i5

(4) oxydat i onspsigagp bemant ges gdupéOpétidiy,vage oxydant des groupes mnet hoxy,

| equel pr tjee Pracédépcoepnd & taitendént e Mtidel extiaballilgie duob rcalued Hailacsouche $CoM do

cul t ur e d@hinaroglmate mbrySERGILte(NRRENE478) lhbistsépardiipry de fagiter éraymd NIRRbroing©A8hie et
| a separ a¢fhengedse d'anibhs.e enzyne par chromat or aphi e echangouse d' anions. 3.
Un \grbced4 de pr eéoar ation de |"enzyne |igninolytique qui est

subst an¥i &n| ien ded'eprype digrinolytique oy qsé‘é“bétﬂ?"a'@f"é?tleé?“i‘ml%Pfg‘éﬁs?ﬁnt es:
(a) 1 ny @hiﬁ?%@tééﬁ'qﬂ??é“ﬂ?"ltﬁﬁte & environ 24*C ' oxydation d environ 5 1

ni cronol es & A]PH RN I“i“%ﬁ% cﬁ’i"'?ﬁ’l‘d’éﬁ?ﬁ%""WP'&f’Pf“ﬂfﬂ%s123‘°’°’"°'°s d8lEse! 2 un
poi ds mol dclayiue s“m'é;' 'ared,n dqa.itons (c) contient un soul reste

pr ot Shbrre | cot‘w"t'& st:uig,t Cosylee ’|ng Bfiti ent 1es proportions nolaires

sui vantes e ) asses sur une nol e de tyrosine: 30 -

asp/ asn éé‘bnnent les proportions molﬁll% suwaﬂQQ ofarhifd- a8 basses sur une n%%l de tyrgsm%

glu/gln ser
14,0 ala 14,4 ile 4, l 35

‘his 7 3asp/asn 5,4 tyr  1thy non déterming val o s4 6 5 gy
24,0 glu/@ln 14 24 arg 1ys 2,phet0 7,0 (f)

r~agit dans un proced6 %unobl ot avec d anticor ps poI on dirig~s
contre | es enzyR&s Ilgn#‘ ytiques ( ﬁs(qB) de la revena‘4 ca??ic()n 1; (g)
est .ed ube sur calignne FPL,(B a une noltyrite,@ acdtate de ske urrﬁd5enV| ron
0,34; et (h) al acti yjtes sui vant des substrats debes de | a
lignine; (1) cl |‘ﬁgge ox;y/%i’aoﬁt de Ca-CD; 4? 2 (2) hyl oxylbétlon des
~groupes ndt hyl bne benzyli ques; (3) oxydation des al cools benzyliques en
al (iexhoydes ((14 OXY dation gg henal s;
) nprocé

agt - ns u unoblot avéc (Fes anticorps polyclonaux dlngés contre les enzymes
ligninolytiques (A) et (B) de la revendication 1;
(g) est élude sur colonne FPLC 3 une molarité d'acétate de sodium d'environ 0,34; et
(h) a les activités suivantes sur des substrats modéles de la lignine;
(1) clivage oxydant de C.-Cg;
45 (2) hydroxylation des groupes méthyléne benzyliques;
{3) oxydation des alcools benzyliques en aldéhydes;
(4) oxydation des phénols; et
(5) clivage oxydant des groupes méthoxy,
lequel procédé comprend le traitement du fluide exiracellulaire d'une culture de la souche SC26 de
60 Phanerochaste chrysosporium (NRPL 15978), et la séparation de ladite enzyme par chromatographie
échangeuse d'anions.

4. Un procédé de préparation de I'enzyme ligninolytique qui est substantislement exempte de protéases
et a les caractéristiques suivantes :
55 (a) 1 mg cafalyse en une minute & environ 24°C l'oxydation d'environ 9,7 micromoles d'alcool
vératrylique en aldéhyde vératrique;
{b) a un poids moléculaire d'environ 42 kilo-daltons;
~ {c) contient un seul reste protohéme IX ;
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(5) clivage oxydanf des groupes nb6thoxy, |equel proc~dd conprend_ le
traitenent du fluide extracellulaire d une culture de | a souche SC26 de so

Phaner ochaet e chrysospori um ( NRPLgp 9958 | a separ MZyme
par chromat ogr aphi e echangeuse d' gﬁl ons)1714gt|Un proc~ dgm‘mm&“lﬂﬂmml

| enzyme |igninolytique qui est substantiellenent exenpte®de‘prbteasés et a
| es caracterl(shsquIMSmm vantes: 56 (a) 1 ng catalyse en une mnute A
envi ron 24, (e} réagityddas wroprocddd immunchiot @yee des entiosrpd erlycldhank diniods opetreales ¢rizimgese en -
al déhyde v6r dignip gﬂ'gtm((ﬁ)et@)gm oficatimmllecul ai re d' environ 42 kil o-daltons;
(c) weontient @® ¢ sy gelone GPSt & prerraolariié d'acétate de sqdiumg'evirgn )40t gl ycosyl 6e:
(e) rekgit da(ﬁ)sa 'ﬂﬁa%Y'ﬁﬁﬂﬂ@"thﬁ‘iﬂ?P?%m&VB@'ﬁég 'aa'!ﬂt"r'?:orps pol ycl onaux

dirig~s contre! (ﬁ@%’a%eh ?@Edﬂﬁ’ ytl ues“c&P% et (B) de la revendication

1; (f) est 6Iu d?xy S c?ﬂ | ‘te d' acdtate de sodium .
d' environ 0, 40:C)&dation desa °°° "z 'ql‘%sené WY9P¥ ~s suivantes sur des substrats

nodel eg de |a | (4) n‘)'daﬂmd Zi% o\ﬁt Xdant de C. -Cs; (2) hydroxylation des
gr oupes et % rs&u St Jﬂd%ta Roflfie il .ﬁre%nzchﬁeu 6

al ddhydes; Eﬁr A 5578), %t paraﬂon de ladk é a?Q:ﬁroHW ahle des
groupes m-t fEAEheuse TG e corrpren traitenent du

extracellul aire d une cuI ture de |l a souche 8C26 de Phanerochaete

chrysospar | utinplobdaRlde bhiparaon d@ 'erzgmeé RidMbIgique Gui @6t sulbsttinticliorfént Wispleade protéases

chr omat ogr agttd ies cabidnstques suigniasl ons. 15 6. Un procidd de preparation de

| enzyme | i gnanbimgt catplyee quiune stnuisLib stvirort 2410 Baxpdationedtenvipdned, ¢l eniponidiesataiolet  a
| es car act er i vtalryjigessensaldétnedatvérstriaea) 1 ng cat al yse en une mnute a environ
24 C | ' oxydat{Plaundoids yioléeuiairg danvirpro 4lerelonsy’ al cool vdratrylique en al ddhyde
veratr¥que; ((EJ)W@WGFH’" | pstorppat®egIPsi re d' environ 43 kil o-daltons; 2a
(c)onti ent @PsteyPsWésst e prot hbre | X; gd est gl ycosyl ee; (e) contient

| es propor ti dM<LoRgtjesfronortians suivanias en amigeracides basdes L pne Pale FRAESIERS ¢ yr osi ne:

25 asp/ asn 5,0 t hr non d~term nd

val glu/gln 19,9 arg 4, . phe

313 ser§ 22 aplasn 5,0  ala fhrg fon deterning  val i 183 3,6 30
hi's 15,9 glu/gln 19,9 tyr 1,Qrg 4,8 preu 3,3%,0 gly
44,7 (#gstermnd 2,3 35 fMrdagit
dans un procedd |$ﬁﬁJnobI vec des aﬁ@?co‘@pg poI ycl onaux ’cﬁ ri g% contre.

|l es erngynmes |ignipd yti quss9(A) et (Bryde Ila0revend| cati onle’u (6:.1,)0 est 6l u~e
sur col onne FPLC‘?ﬂune m)har’ltG d’ acet; Ee @&8nS r% enV| 23; et (h)
a lea activitdsS s¥t¥antes ur des subs rats no Ies e |gn| ne (D)
clivage oxydant de C. -Ce; 40 (2) hydroxydation des groupes

nbt hyl one benzyliques; (3) oxydation des alcools benzyliques en al déhydes;
(4) oxydati orfl) dégit gangmolpsocedstimniobiot avpa ges antigarerrolydienauy didgdseontrededhencymes

| equel pr oced@niedyiipyes th) of ) de larqvendieationdu f| ui de extracel lulaire d' une

‘cul ture de | do)asiRiuge swcoignngdPLG 2 une melgritthEscdiatele sedivah e'oryisanbiS: eim ( NRRL
15978), et a("’§é?%ﬁ°&‘t"?-‘oﬂ""ﬁ‘§°slsé!bl‘i’*é“‘éﬁ?ﬁ/ﬂﬁ“ﬁ?&t“@d‘ﬂ@??ﬁ*t ogr aphi e Tchangeuse

1 . .. ) |
g' ﬁg‘quﬁgfan? dg%iﬁ;f %g gﬁ rog y% Rho 9en¥yr|]-§ueg,ll| ture bi ol ogi quenent pure
on es alcools benzy! .

iques “on aldéhydes;
{(4) oxydation des phéncls; et
(5) clivage oxydant des groupes méthoxy,
lequel procédé comprend le traitement du fluide exiracellulaire d'une culture de la souche SC26 de
45 Phanerochaete chrysosporium (NRRL 15978), et la séparation de ladite enzyme par chromatographie
échangeuse d'anions. .

6. Un procédé de préparation d'une culture biologiquement pure d'un mutant de Phanerochaete chrysos-
. porium , désigné mutant SC26, ayant le numéro de dépdt de culture NPRL 15978, lequel procédé
50 comprend l'inoculation d'un milieu approprié avec ladite culture de mutant et la croissance de la culture
sous des conditions appropnées pour permettre & ladite culture d'élaborer des enzymes ligninolytiques
selon les revendications précédentes.

7. Un procédé de traitement d'une maiidre susceptible d'éire dégradée par des enzymes ligninolytiques,
55 caractérisé en ce que ladite matiére est traitée par une enzyme I|gmnolyt|que selon ['une quelconque
des revendications 1 &4 5. -

8. Un procédé selon fa revendication 7, dans lequel ladite matidre comprend de Ia lignine.
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L3

porium, désign4 rrutgﬂt SC26, ayant |e nundro de depBL—de—etriture”NF’RL"
15978, | equel procede 50 conprend |'inoculation d' un m

avec ladite culture de nutant etgdgosd f1gpnce de la c \!\mﬁ!\mﬂm
condi tions appropriees pour pernettre a ladite cul ture es *
enzymes |igninolytiques selon Ies revendi cations precedentes. 7. Un procdd
de t'r ai 9.erdangrogidé selonTizt eendicaions Zodens lHqeel dadBé netide gorapiée rﬁmportbequeemms -
| i gni nol ytmagélegie 1&lignine : airaeladtabyliqee; étherclo@firdimithekyphényliqte) et 6-guaiacyligneiide ee
par une eraygérel phépakiohw Dankane méthexyl$npar expmplede bi-divtiorrbenedner evendi cations 1 A
5. &”"Un procede selon la revendication 7, dans loquel ladite matiere
conpriend- 19 Rrecéd splonia revpodication: §; daps legyel ladjte matigre qgh d laopaiey braks av o 1g pite
revendi catiegRomécatinygs | equel |adite matibre conprend n'inporte quel

subst raL trT[;de ge l'-a lignine: alcool veratrylique ; ether

g = ,
b e OLREPICRS REIN A YetesSleddotl R, S Ml BLUEARYs, L0 %

sel on’ | & revER &Sb fg@énldg Enzgm (ﬂmchése%%serltl@mntf%h QWBJ\ Blofeasen En&j{ﬁ gh ][?,ﬁ; g“? Or Kkraft

ou de la at entansprtc at ent anspr | gende
Vert ragSSta &Mm %Iy&?‘t Pﬁonefﬁmu&elle-gwa baed-die Dkidatiot- vbrP efva %Mr&wl

Il sende Enzygm(y{ﬁkomhp Végrylal@nygsent | i chen frei ist von Proteasen und

f ol ggnde Cheyrakeih Mblokulafdewiti varbmEiSKilo-Dalonl N katal ysiert in einer Mnute
bei etwa 24c)bnhikibite el HEmIX Kodposdnten 12. 4 M kronmol Veratryl al kohol zu

Ver at ryl al deyistgykds@rt; b) hat ein Ml ekul argewi cht von etwa 42

Ki | o- Dal t ong) enjhéiedie Fédetdes imotareg iAnteild voe Atihasdldén Kenogamragit Mol Lggin:i st gl ykosi ert;
e) enthalt die folgenden nolaren Anteil e von Am nosauren bezogen auf 1 Mol

Lyw 11_"'0 Asp/Asn | ‘3.0 ThrA: WQD\S val 3 9'2 nr 4.9 Val 4.2
Gu/d@n 8.0 Arg 1.13%wainPeso 13arg pals Phe |03.8 Al a 6.7 I'le
2.4 Hs 3.2 Tyr | sd.- 2 | é&U Aa3] 3.225] e 24 Ay

8.3 Mt 0.14 Lys |li® f) |edailetr Vo= e] ner |FPBG Saul e bet einer
Nat ri umacet at Mol arit at Ve et was.9.|4fet md4g Lhaat dog fol genden

W r k&ankei t en auf Li gni mivbdett—sSobstrat tive Spaltung von
C.-Cg 30 I & t,hyl engruppen; (3)
Oxi dation v{ |ul§gv£ﬂziﬁ{ﬁ Q aﬁ}%:@i Q&&l tﬁf}ﬁ %45[ a§| on; und (5)
Oxi dative Spauy iy gat,yé)gpa r uppen as Lignin | osende Enzym (B)

wat ches im bkt vf,,:;gg,,z iiSdherY RBTERiuBseRen und f ol gende Charakteri- 35

stl ka auf wey\g((g%dh g%a&ap@k&ab,efutmdjyghﬁ%? M nute bei etwa 240 C die

Oxi dati on vonaperoickidatbnMnlir ool - Ver at ryl al kohol zu Veratryl al-dehyd; b) hat
ei n Mol ekul ar(geovidativie Spaltung tovaMeBBxigripperddatidron; c) snthalt eine einzel ne H-m
| X Konponead kgnindi@sende Enzym XB)ivelchesl inle@santlictien frei)istarori Priotehsien dndfolperidg ©hataleteri-

nol areen Astieialfgsiston Am nosauren bezogen auf 1 Mol Lysin: Asp/ Asn 2.0 Thr
3.5 a) 1 mg/Zptalysigit @ einer/ Winpte bef ofwa 245y die Qxigation von etwa 17.1pjiikromo (0 4S

~~~~~~~ Ser VergrylalkohohpugVeratrylaigehyd; e 2.2 His 3.2 Tyr nicht
besti mt LB} hat eipMgjekulargewicht von etwa 38 Kilo-Dalton; :

: c) enthilt eine einzeine H&mM X Komponente;
T 40 d) ist glykosiert;
e) enthélt die folgenden molaren Anteile von Aminoséuren bezogen auf 1 Mol Lysin:

“Asp/Asn | 20 | Thr 35 : Val 26
pu Glu/Gln 77 | Arg | 1.2 Phe | 3.0
Ser 4.1 Ala 7.9 lle 2.2
His - 32 | Tyr nicht bestimmt | Leu 26
Gly 57 | Met [ nicht bestimmt | Lys 1.0
60 f) eluiert von einer FPLC Siule bei einer Natriumacetat Molaritit von stwa 0.18; und

g) hat die folgenden Wirksamkeiten auf Lignin Modsll Substraten:
(1) Oxydative Spaltung von C,-C;
{(2) Hydroxilierung von benzylischen Methylengruppen;
(3) Oxidation von Benzylalkoholen zu Aldehyden;.
65 (4) Phenoloxidation; und

(5) Oxidative Spaltung von Methoxylgruppen

dieses Lignin 18sende Enzym {A) ist dadurch charakterisiert, dass es in sinem Immunblot-Verfahren mit

polykionalen Antik&rpern reagiert die verarbeitet werden von den Lignin I8senden Enyzmen (A) und (B)
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L

Gy 5.7 Met  nicht bestimat _ Lys 1.0 50 —+F el urert—von ei ner
'FPLC Saul e be! einer Natriumacetat Rblarittt von etwa di e
fol.genden Wrksankeiten auf Ligni gpldadelilzs Bybstraten: X@M«@W“Hﬂﬂl“
Spal tung von C,-GC (2) Hydroxilierung von benzylischen (3)
Oxi dation von Benzyl al kohol en zu Al dehyden; 65 (4) Phenol oxi dati on;
und (5) Oxi tlsgaldst waden: tunsh gas, HigninvisSisenos \Engymu (i) ésh dadiysaberakiiyisiert da%mmeﬂﬂ!mzym
(A) ist dadlipmunbletivgriztrananif pelklopalendingicdorreg fepgiash diroyam Henimisepdenm ey (Y evsorr t
pol ykl onal elstapdeRor pern reagiert die verarbei tet vver den von den Li gn| n

| oserden En zmen (A) und SB) 20 EP.Q 229 171
| 11111 F| f11 "é{UE éﬁ‘%’é’tz PYELRaPS '"U'dee'EfﬁEe"Lffeb'ﬁ‘i hid |P§’§°émé‘“‘éf?£9§?ﬂe(°r§7'a\“§ft5‘"

R i ki o il

polyklonalen
5t voy. Prot gaﬁ%}“ . fg“q%%'f“vé"q%m‘**"gﬂﬁ% e el st @) 1
katal ysiert i &El&%&m e"nute 0\ etvva 24 ' C die Oxidation von etwa 2.6

M kromol Ver ad g ﬂ&fé)fblgmbn blardiE A YorPARRR N Sfon $bloddd bufQinbl M&L&Iﬁul argew cht

von etwa 38 Kil o-Dalton; 10 c) enthllt elne ei nzelne Hm|

Konmponente; d) ist gly Ubr m t-—ehe—fotrgend mpl ar en Antel l e von
Am nosgur en bezogen au gu/ I [ ééAsp/Asn Uf:i 43? hr 2.2

Val 1.6 15 Sor n 6.0] Al

Phe 1.1 Ser 4. B s Ala 0.2 N&u | 1 Hi s 4.4
Tyr 0.2 . e 1 mcmﬁeémmt Mq_tys Hlogw bestimt . Lys
0.5, 20 f) reagiert i h—einen e+ pelykl onal en '

Anty ko¥®per n d| e von Lignin I83enden Enz n'en (A) und emass  Anspruch 1
ausgel ost wur HiEsqgie K)‘é‘!‘%ﬂ‘ é‘?"t““ RplofVerf aPF'? @kgﬁﬂ“e"'ﬂ@(' '%rf %l@r“ﬂl&l‘t‘qnln '[ﬁ)ﬂ’é'%‘i"at

(B) n h :
%lﬂa” tat vo “é‘f 3 mei' F';?_F'éasau ?P&tc T % ntFeré@aﬁiggl %g auf Lignin
el | Subst r lr?jle ?56 den Wirksamke! | U’H 8 (2)
Hydr oxj | i er u “wy 'Ll sﬁo engr uppen er("3) Oxi dation von
Benzyl al kohol e @c lo b;ﬂ; don; und (5) Oxidative
Spal tung von Moﬁl(: ﬂﬂal ;‘}\ yﬁf iR | 6sende Enzym wel ches im
wesent | i chen fr(‘glphén%x,yéaa, Gt easen und foI gende Charakteristi- ka

auf wei st: a) 1(57@xiaatvabyﬁu@rqon MBth&iylgRippddl Nut e be! etwa 24' C die Oxidation
von etgpa 5.1 Mkronol Veratryl al ko- hol zu Veratryl al dehyd; 35 b)
hat ei n gl pésUlighingBsthds Enzyin welthssimAubsititiicRenll 0N PjeasintundidgesderChaekisrze! ne
Ham | X Konpkeewelst: d) i st gl ykosiert; e) enthalt die fol genden nol aren
Anteil e von Al mskatalysiert ineinegiinuta béi emvalwrCifyerslatwn vABgIWES h Mikron®] Meratrylalko-

Thr . ni cht DwekauVeratrylaldehyd;  Val 7.4 Gu/dn 16. 8 Arg
2.9 35 b) hat ein Molekpigrgewichy va efwar42 Kilo-Dalton; 14, 0 Ala 14.4
) 4.1 ¢) enthilt eine einzeine H&m X Komponente;

d) ist glykosiert;
o) enthilt die folgenden molaren Anteile von Aminosduren bezogen auf 1 Mol Tyrosin:

“ Asp/Asn 5.4 Thr nicht bestimmt  Val 7.4
Glu/GIn  16.8 Arg 29 - Phe 7.0
Ser 140  Ala 144 le 4.1
His 7.3 Tyr 1.0 Leu 6.5

d Gly 240 Met 1.2 Lys 25

f) reagiertin einem Immunblot-Verfahren mit polykionalen AntikGrpern die von Lignin Idsenden
Enzymen (A) und (B) geméss Anspruch 1 ausgel&st wurden;
50 g) eluiert von einer FPLC S#ule bei einer Natriumacetat Molaritét von etwa 0.34; und
h) hat die folgenden Wirksamkeiten auf Lignin Modell Substraten:
(1) Oxydative Spaltung von C,-C,
(2) Hydroxilierung von benzylischen Methylengruppen;
. (3) Oxidation von Benzylalkoholen zu Aldehyden;
§5 (4) Phenoloxidation; und
{5) Oxidative Spaltung von Methoxylgruppen

4. Das Lignin I5sende Enzym, welches im wesentlichen frei ist von Proteasen und folgonde Charakdteristi-
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3 -

Hs - 7.3 , Tyr 1._,_0 eu 6.5 45

dy 24.0 : Met + 1.2

reagiertin einem |munbl ot - Ver fegghg 89 f#ite0l ykl onal en

Lignin | 6senden Enzynen (A) und (B) gem ss Anspruch 1 Hm S[zﬂm 50
g) eluiert von etner FPLC Saul e bet eaner Natriumaceta al  donxetwa
0. 34; und kapufiveist: di e fol genden Wrksankeiten auf Lignin Mdell Substraten:
(1) Oxydat i vkl @patelvaieg iy einer Blinu@she] gtya B/ @ dix Oxidaionveg etnard-TidikropbliVeraingatko-
Met hyl engr ug@éh"ef 'C@tvddat i on von Benzyl al kohol en zu Al dehyden;

(4) *henol obl ke Hoskiraemcsoeryy Fipdelgsas kot e snmelne B0y ifembgrents: 4. Das
Li gni®n | 6seflY 5}% ' wel ch I mwesentl|ichen frei |st von Proteasen und

fol gende Ch E?RQ'%TT' fnsr’%( munblogfgﬁqurg?gn&kl §P |P1n1| 1n| <]l| |v1>r] ’.iglrilll |lﬁsel@en L M

S ka auf wei szm g\? 4Qwa 24 C die
Oxi dation v ke ARV e n Y{ﬁn ﬂg YA &Y al dehyd; b)
. up ?t
ﬁatun on; c) enthalt eine einzel ne

hat n Mol

‘H-m | X Konp t; e) reaglert in el nem

| mmunbl ot - Ver%;a@a&go,?{)‘;ng;a%&m .Eag@iﬂgﬁ‘% @{npern die von Lignin | osenden
Enzymen (A) u@firHeRdiox@giRsmaAnspruch 1 ausgel 6st wurden; f) eluiert von

ei ner FPLC Sagj exidaive Speiifg vonalidtiomig@espb@t Mol ari t At von etwa 0.40; und Q)
hat dé e fol genden Wrksankeiten auf Lignin Mdell Substraten: 70

(1) Oxyslathay eigdp Wisénda GEnayor) waEheeim (vasentlibhel toi iidt k@ Rrotgaseroindlfalgenyd Chedk@rist-

Met hyl engrapyesist (3) Oxidation von Benzyl al kohol en zu Al dehyden; (4)
Phenol oxi dagl tomg kaielysieftd) eiaa iMirwte hebot®p @t “(CLdigOxidation\kan latwr Pl4gvilrpmel Yerali@al®:  Das
Li gni n | osehelev Bratpipjdelyst ches i m wesent|lichen frei ist von Proteasen und

f oligghde ChBrhakeieMpleiiargepishtyon ghwp 43 Kilobaltop: ny kat al ysiert in einer Mnute
bei etwa 24°)(9“EP?'E°'®<?“EFS'E‘? H?f“\?b'FP"B’PWH"eg 4 M kronmol Veratryl al ko- hol zu

Ver atryl al d&d ‘g% | ekul a cht vo 43 Ki |l o-Dalton; c)
enthlit ein® ghlﬁ P °P%?H1Af“?ek’8 B‘Wgﬁ?ﬁ‘@%?ffgqnﬁpbﬁ?)\lﬁ%@ﬁ%rt e) enthalt die

f ol ggnden Anteil e von Am nosauren bezogen auf 1 Ml Tyrosin: 25 Asp/ Asn

5.0 - Thr ni cht besti mt Val 6.5 Gu/dn 19.9

Ar g 4.8 Asp/Asn 650 Phe  Jh8 Samicht bestimmt22. 3Val 6.5 Ala 13.8
lie 3.6 30 Glu/Gin 1994 s Arg 439 Bhe 33.0
Leu 6.0 @y Ser 44.9223 Aigt 13ight bestimmt jl¢ .36 Lys 2.3

f) reagiert in eipggm | muRklgt - Ver f ghigen qigt pol ykl onal ¢gyAntg &6rpern die
von Lignin | 6sendgy 35 44.7 EnzymepsiA) F&ﬁg{e@? TRTESS | 4 ﬁgspr h 1. '
ausgel 6st wurden; @) elulert von einer I9 e bei einer Natriunacet at
Mol aritat von etwa 0.58; und h) hat die fol genden Wrksankeiten auf Lignin
Model |  Subsf) rredgiert: in (einemCmpriablot:VerfdBean| miti nofykianalerCAntBSrpérA ) didHyelr tignin idsengay von
benzyq i scheBnzvaerhid) gmig [qygégp Anspruch 1 ausgeldst wurden; _
g) eluiert von einer FPLC Siule bei einer Natriumacetat Molaritit von etwa 0.58; und
h) hat die folgenden Wirksamkeiten auf Lignin Modell Substraten:
(1) Oxydative Spaltung von C.-C;
T (2) Hydroxilisrung von benzylischen Methylengruppen;
40 (3) Oxidation von Benzylalkoholen zu Aldehyden;
(4) Phenoloxidation; und
(5) Oxidative Spaltung von Methoxylgruppen.

6. Eine biologisch reine mutante Kultur von Phanerochaete chrysosporium bezeichnet als Stamm SC 26
45 mit der Hinterlegungsnummer NRRL 15978 welcher Mutant nachdem er in einem gesigneten Medium
gewachsen ist Lignin 18sende Enzyme geméss der vorausgehenden Ansprliche entwickelt.
7. Ein Verfahren zum Behandeln eines Materials das gegen Zersetzung empfindlich ist mit Lignin
{6senden Enzymen, dadurch gekennzeichnet, dass dieses Material mit einem Lignin 18senden Enzym
50 gemdss einem der Anspriiche 1 bis 5 behandelt wird.
8. Ein Verfahren geméss Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass dieses Material Lignin enthiilt.
8. Ein Verfahren geméiss Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass dieses Material eines der folgenden
55 Lignin Modell Substrate enthiilt: Veratrylalkohol, 1-(3'.4'-dimethoxyphenyl)-Glyzerin-g-Guajakoldther;
Phenol; sowie methoxyliertes Benzol wis z.B. 1,4-Dimethoxybenzol.

10. Ein Verfahren gem#ss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass dieses Material Kraftzellstoff oder
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40 (3) Oxidation von Benzyl al kohol en zu Al dehyden; (4)

Phenol oxi dati on; und {5) Oxi dati ve $pal t ung von Met hoxyl-gruppen—6—Eime"
bi-ol ogi sch reine nutante Kultur v haet e chrysos orium et
als Stamm SC 26 45 mt der Hi ﬁ?g%ggz{nggnummr NRR Mﬁ lm

Mut ant nachdem er in ei nem geei gneten Medi um gewachsen |

Enzynme genﬁmstbcmsoa&sgﬂ&emﬂen Ansprl che entw ckelt. 7. E| n Verfahren zum
Behandel n ei nes Materials das gegen Zersetzung enpfindlich ist mt Lignin

| osenden PatentanemiictecfiiolgendpmiManragestedt&T , dass dieses Material mit einem

Li gh-r’n | osenden Enzym 50 gem-ss ei nem der Ansprtche 1 bis 5 behandelt
wird. 8. 1Ei Rin\derfshenr n Hewleliung eies hiopie Hbsvndedzfamw\gwéﬁmw@mté'shend@sson -

di eses Mat eProtgpsen jsypnd folgands Chayaktogstikaguiveistr f ahr en gend ss Anspruch 7. dadurch
gekennzei chne® |1 ings katglysiedolg We’?"f“é‘f bei plea AoF din|Qpidatsanvossotva 124 Yikomol

Model | Substr ' ! ﬁ'iZIU Vm % §|’ _
1- (3", 4-di rret rg;@ ¥a 5 #@%ol i t her; Phenol; sow e
met hoxVI [ ert % ° thoxybenzol 10. Ein Verfahren

gemass Anspr Ot n H«;ﬁ%&%@g%&&%ghn%\twmosgﬁénsbe%ggr?glﬁ M?oge,rsina'

Kraftzel | stoft oder 11glj!li1j1 |

M * therrmrrechanl sc 3r Holzst-0 Lat—a_pat-ert-phsps Uche M f ol genden

Vertragsstaat AT 5 1. Ei hA%RA hrsé’n zTU"r Hé-?steYal'uh Zil nes Ugni n | 6senden
5 st und fol gende

Enzyms (A) wel ches im wesp ‘Yq"bhvﬁ f [ Y9 oh3 Prqu'}?a
Char akteristi ka aufwei st: r1 rrgaa di e;r M nute bei etwa 24 C
di e. Oxi dation von etwa 12| Z°M krp t ¥4 §h & Ver atryl al dehyd; b)
hat ei n Mol ekul argew cht &Y et i i d- c) enthalt eine
ei nzglaae Ham | X Konponente; d) ist gl yk03| ert; e? enthilt die fol genden

nol aren Ant eif] @uierbyen ajnpr Pt 6 SHdnbeh eings Natiumerptal Melpstt vonsgtwa 0.4 gndasn - 3. 0

Thr 4.9 gyhst die falgepderWirksamkeiten auf ngnin Modell Substraten:' du/ dn 8.0 Arg

1.3  ‘Phe 3 i‘>§é¥daf"'e Spaitupg yon CajCy i e 2.4 Hs 3.2 Tyr
0.2 Leu "'°“’"9V°" enzylischan gqiuppeq_ys 1.0 20 f) eluiert von

ei ner PLC Si ul( OQ' %l"??eq’en h°l'fﬁ'§8§{d3ff ¥l aritat von etwa 0.43; und g)
hat die fol gen

tﬁ% H) Model | Subst raten (1) Oxydative
Spal t ung- vo ' t %E%é e %m ‘gﬁ? q,mﬁﬁ M?‘% . 25
(3) Oxi datl&sqﬂ Ay enzyl al en zmggﬁ @i‘%ydgén}éwﬁ) eno OXI ﬁ%ﬁmﬁ?}

(5) Odpdati vea Spedgt kel shoR Min l\@,sehqowdt&rbu,pma 2496 Edie URdiatieh Hoh Nethd 327 IdikdeM&lY M

(B) wel ches wp,mgm’g,ﬂzbw.g{ayggaeﬁyd I st von Proteasen und fol gende Charakteri -
sti ka aufwei %) hat3f MolekulargéWichi vonBiweaaBaiiy:Baes;t i n el ner M nute bei etwa 24 C
di e Oxi dat i ory) vahtii@inaaindeinelHaM Ik Kompdneter at r yl al kohol zu Veratryl al dehyd; b)
hat ei n Ml ekdyisagigesierecht von etwa 38 Kil o-Dalton; c) enthalt eine einzel ne
Ham 1 s Konporee sttt dib) folgenderghglirersArdeile yor3aminosduren kegogemadi Mol Hise: f ol genden

nol aren Anteile von Am nosauren bezogen auf 1 Mol Lysin: Asp/Asn 2.0 Thr

3.5 Val aS&AQ leg ) The 1 Xs Ar g ]Va|2 28 Phe 3.0
Ser 4.1 Aa Vdlen {77 [agll2 2.2 |Phe | 30
N Ser 41 | Ala | 7.9 lle 22
: “ His 32 | Tyr nicht bestimmt | Leu 2.6
Gly 5.7 | Met | nicht bestimmt | Lys 1.0

f) eluiert von einer FPLC S&ule bei einer Natriumacetat Molaritit von etwa 0.18; und
45 g) hat die folgenden Wirksamkeiten auf Lignin Modell Substraten:
(1) Oxydative Spaltung von C,~Cg
(2) Hydroxilierung von benzylischen Msthylengruppen;
(3) Oxidation von Benzylalkoholen zu Aldehyden;
(4) Phenoloxidation; und
50 (5) Oxidative Spaltung von Methoxyigruppen; -
dieses Lignin 18sende Enzym (A) ist dadurch charakterisiert, dass es in einem Immunblot-Verfahren mit
polyklonalen Antik&rpern reagiert die von den Lignin 18senden Enyzmen (A) und (B) ausgeldst wurden;
und das Lignin I8sende Enzym (B) ist dadurch charakterisiert, dass es in sinem Immunblot-Verfahren
mit polyklonalen Antikrpem reagiert die vom Lignin I5senden Enzym (A) ausgeldst wurden, welches
§5 Verfahren darin besteht die extrazellulare Fllissigkeit siner Kuftur von Phanerochaete chrysosporium,
Stamm SC 26 (NRRL 15978) aufzuarbeiien und das Enzym {A) oder (B) miitels Anionaustauschchroma-
tographie abzutrennen.
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Hi s 3.2 Tyr nicht bestimt_ Leu 2.6 G””/S 7 ni cht
bestimt Lys 1.0 f) el Ui ert von &iner FPLC Siul e “ml“ m macet at
Ml aritit von etwa 0.18; und 45 gp g 229 $71 Bt dlefo m iten
auf Lignin Mdell Substraten: (1) Oxydative Spal tung*voh C;- (2)

Hydroxi | i erung von benzylischen Met hyl engruppen; (3) Oxidation von

Benzyl akk oo Verfehwu z0t Herbtgtbeq eingst ighin ddseddox iEdatrisovpichemnith Bésentlichen frei ist(\o)

Oxi dat i ve F3pedstruwry feiganddv@harpbterpitiir avrsish;  di eses Ugni n | osende Enzym (A) ist
dadur ch charhkmgrkpiglysiertin eigerddinutesbei piwe Rhhelie Rrdaibt win-shiarZGMikcomoliferatrylatko-

pol yXi onal erfolzHVpiateyt Yot reagi ert die von den Ugnin | 5senden Enyznen (A)
und (B) aus§ehdeip Milerergpwichiign gwa 38 KigPaior 6sende Enzym (B) ist dadurch
char akt er i s.°b?'¥h5'ta'a§§'n@§'euﬂﬁmé¥ KemRorefRinbl ot - Verfahren mt pol ykl onal en

Ant i k6r pem % vom n.| 8sende A el 6st wur den,
wel ches 55 © eMRgEdipt 998?16" ‘f’ﬂL% 45'@? YA ogaY t%%??éﬂ %"ﬂ?&'?gscﬁ UeR'si gkei t ei ner
Kult% von Phanerochaete _chry, riym Stamm SC 26 | 15978)- :
auf zuar bei ten und das| BspiAsm (A)' DA |(B mttel ;VAhi om&ust auschchr oma-

t ogr aphi e abzutrenneq GRGin | &P DARRY 171 BI Phe | 1.1 -~ 1 111511 wJ

*L 2. Ein Verfahren zuPeHer sjt 4 uﬁB |7rﬁas Li gni p"p6detfieh Enzynms wel ches im
wesentlichen frel !st] ¥8n Prloféasdn fo ende'-?ﬁh rdRtleristi ka aufwei st:
a) 14y katalysiert i i nerl RPnLiMet heychth e\ﬂg“ Lye di &5Cki dation von etwa
2.6 Mkronol Veratryl al ko- hol zu Veratryl al dehyd; 5 : b) hat ein

Mol ekul ar gei whgiert/ mneimsim\dmrBBbiki-edatial i rpolykddnalem tAntiidtreni die von higaih ridsendam | X
Konponent e; Eddymes (A} ghd/Bbgdngdiss Anspiuctehausgaldst wirdenf ol genden nol aren Anteil e von
Ani nosaur en ghelviertyeon eigerf FPLC GBle bai ginerNelrimace@t MoJa®4s vamseiwa 0.96; ynd Thr 2.2
Val\_/"’ 1. 6 ghlhatyig folgepden Wirkmelten quf{-ignin Modell Substraiep;c 1.1 Ser 4.3

Ala” 7.3 (1) Oxydative Spaltung vo CgCyj | 5 4.4 Tyr 0.2 Leu
1.5 15 (2) Hydroxilierung von berg:y fzchen Methyle ruppen; \ et ni cht besti mt Lys 0.5
f) reagiert i ?fﬁ?ﬂ °r '%F‘f%m‘?hé "it pol ykl onal en Anti k6rpern die
von ngnln | 6 }\ §°

A Y B)l gem-ss Anspruch 1 ausgel dst wurden;.
g) el’liert e\éﬂ ""gg

Hg 's &B}ﬁﬁﬁ% rBlobiallh G- €1 Wa
0.16; und a r%%%ﬁ#ﬁ {i{e@ iqn s&ﬂ cﬂc*&gﬁ%

Stamm C f;
Substrate ap{,"m}a Srlad: ve Spa tung von I‘OXI | erung von
benzyli schen Met hyI engruppen; (3) i dat i on von Benzyl al kohol en zu
Al deRy den;eid 4pridiRR A A¥sERng @8s LIgNA-15s8Rden Enzyms, whelehos @bl WekbhtitRenShéll istiag von
Met hoxy| grrigigsen undedigoh@sChdakimdikLaw@Be i N besteht die extrazel lulare
Fl Ussi gkei t api mg katiysidritin eiverMikeittciiet stae Derct die Okidafisrovon Svarsi 1uMikroisolaferarilkd? 6
(NRRL 15978)olauVaataidmehyden und das Enzym nittel s Ani onaust auschchronmat o-
gr aphi e abz b trabeim dalekulrrgdwich van btea #21liloelaltonur Her st el | ung des Lignin | 6senden
Enzyrms, wel e}mﬁﬂﬁmmg@hvﬁﬁm%lﬁowm&nt@ st von Proteasen und fol gende
Char akt er i st} iiglylesafiei st: a) 1 katal ysiert in einer Mnute bei etwa 24 *
C di e Oxi daf) sl gin folgepgenanoiaray Aafeigyron Aginogiurep begogen auhb Mol Tyrogiat at r y| al dehyd:

b) hat ein Ml ekul argewi cht von etwa 42 Kilo-Dalton; 95 c) enthalt
ei I‘L/el nzel ne Harmpdpfakanposant e; d) Tyt Hiott sttt Val 7.4
Glu/Gin 168 Arg 29 Phe 7.0
Ser 14.0 Ala 14.4 fle 4.1
His 7.3 Tyr 1.0 Leu 6.5
45 Gly 240 “Met 1.2 Lys 2.5

f) reagiertin einem Immunblot-Verfahren mit polykionalen Antikdrpem die von Lignin I8senden
Enzymen (A) und (B) gemé&ss Anspruch 1 asugeldst wurden;
g) sluiert von einer FPLC S4ule bei einer Natriumacetat Molaritét von etwa 0.34; und
50 h) hat die folgenden Wirksamkeiten auf Lignin Modell Substraten:
(1) Oxydative Spaltung von C,-Cg
(2) Hydroxilierung von benzylischen Methylengruppen;
(3) Oxidation von Benzylalkoholen zu Aldehyden;
{4) Phenoloxidation; und
55 - (6) Oxidative Spaltung von Methoxyigruppen.
welches Verfahren darin besteht die extrazellulare Flissigkeit einer Kultur von Phanerochaete chryso-
sporium, Stamm $C26 (NRRBL 15978) aufzuarbeiten und das Enzym mittels Anionaustauschchromato-
graphie abzutrennen.
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e) enthl it die fol genden nol aren Antel le von Am nosauren—bezogen auf 1 Nbl

T Aspl As 5.4 « "Fh ht bestimmt
(132;2 séllﬂ 6. 8A|na " Arg Ep%zras 171n :B;e = mm“‘““‘“m’“ “
Tyr 1.0 Leu 6.5 Ay 24 0 .

Lys 2. 3. 4Binf Yerfateang kue r Hersteligigndas Ligninuiibdndén Kieaydna hwelahestint wessntiétion rtal anon

Ant i k6r pem Bioteasep und folgerida Ch@eidaristika almeistnen (A) und (B) genrss Anspruch 1
asugel ost wuraldrng kgjalysip ineiner Miguie &pirpya J8PE die Sixidption lyer] otwa & Miksgamof Vereterlalo-at
Mol'ari tat vorhobzu¥erayyigidehyging 50 %l%’ hat die fol genden Wrksarkeiten
auf Li §nin Nb@é?qe‘@ﬂ%‘g‘t"?’é?‘@ﬂ‘t ‘(ﬁ"%’{(}ﬂ}? #9®& Spal t ung von CX-CB (2)

Hydr oxi | i eru T"‘%ngruppen (3) Oxidation von

Benzyl al kohol Phenol.oxi dation _
O dat | ve |Sp z )Bm‘ %ﬁ )*; imat ﬂ% A S ot Yorpe R o o
extrazgl|u ?r U581 o psau?f OEM BHELOELRFL R, BRI vo0- Sporium
Anl onaustausc &ﬁ@ nEb zutrennen EP 0 229 171 B1 111

R I I B 4(2)E|yayo,};1@p Wr&h&h&chéﬂ%éiﬂy%&rhﬂb@n des Lignin | 6senden Enzyms,

vveI ches i m WE S €4) IOxid6tidR Ro geatymmﬁogéﬁqu AReensen und fol gende Charakteristika
aufweigt: a) 1 (@wphémioabaten;eid in einer Mnute bei etwa 24 C die Oxidation
von etwa 9.7 M(%Ozidative Spaitarigrvph Methoeyighppenzu Ver at ryl al dehyd; 5 b) hat
ei n Mol ekul aeigheswWetahren darincliestaht4AiRs éstrbaeliubed Flissigkeit) eiren Kultul voncRhawerehastee¢hneoH~m
| X Konponensreriung )Stamm S6 |26 KRALe15078) ayfzuadeitph eind ddsrEngim ittels inigragstaschgbromatrr en
m t pol yki ographiergbageemeppern di e von Li gni n | 6senden Enzynmen (A) und (B)
‘gerggs®PAnspruch 1 ausg eI 63t to f) elulert von einer FPLC Saul e bel

ei ner Nat’ri GRaedeun RV(SI fHenJgsepdenEnzymy picheiaim arpeenticheq dkish von

W r ksarnk Efﬁ“'ai?f' ”’E igend gris d
CI (o) 1y é a% aﬁ%ws oS e B e Tk,
von Bepzyl al ﬁ'emmﬁe u'g@ lmg%r%twaé KllO_DaIm?Ch(4) Phenol oxi dati on; und (5)

Oxi dative Sp es Verfahren darin besteht die

extrazel | ul ar(é et el ner tur von Phanerochaete chryso- sporium
Stamm SC 26 (y ltjcﬁagf lééndéWf\rﬁéﬂaﬁr&\eArﬁnﬁ‘daﬁdJé}%eQ?g%n Enzm Wedshel S :

Anl onaust auschchr omat o- graphi e abzutrennen. . Ein Verfahren zur

Her st el ung des Li gn| n | 6senden Enzy C wesent rei ist

von Proteasen und fASRIARRe (gr rakterl Fkanﬁﬂ%@ﬁ! mty) 1 r?g) %t"tél ysiert in
einer Mnute bei et@@l c d8 oi dat A8 vohBetwa 9.4 M kol 3.3 '

Veratryl al ko- hol Beier atr)’«.’Ea'i dehyd; Als 138 b) hat ei nlgbl ela-ﬁargewi cht
von etwa 43 Kil o-Ddflison; c) 1&@hait siliye ei hdel ne H-m | X Kewpo®ehte; d) i st
gl ykos¥#ert; e) enti@lt die #dlYyenden Mdtei Inichtdestmntosdulys b@&®gen auf 1
Mol Tyrosin: 30 Asp/ Asn 5.0 Thr ni cht

besti mm Val 6.5
f) reagiort in einem Immunblot-Verfahren mit polykionalen Antikdrpern die von Lignin 15senden

Loy Enzymen (A) und (B) gemiss Anspruch 1 ausgel&st wurden;
~ w0 g) eluiert von siner FPLC Sdule bei siner Natriumacetat Molaritét von etwa 0.58; und
h) hat die folgenden Wirksamkeiten auf Lignin Modell Substraten:
(1) Oxydative Spaltung von C.-C;
(2) Hydroxilierung von benzylischen Methylengruppen;
(3) Oxidation von Benzylalkoholen zu Aldehyden;
45 (4) Phenoloxidation; und
(5) Oxidative Spaltung von Methoxylgruppen.
weliches Verfahren darin besteht die extrazellulare Fllssigkeit siner Kultur von Phanerochaete chryso-
sporium, Stamm SC 26 (NRRL 15978) aufzuarbeiten und das Enzym mittels Anionaustauschchromato-
graphie abzutrennen.
50
‘6. Ein Verfahren zur Herstellung einer biologisch reinen mutanten Kultur von Phanerochaete chrysospori-
um bezeichnet als Stamm SC 26 mit der Hinterlegungsnummer NRRL 15978, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein geeignetes Medium mit dieser mutanten Kultur impft, und die Kultur unter Bedingungen
wachsen l4sst die geeignet sind Lignin 18sende Enzyme gemiss der vorausgehenden Ansprliche zu
55 entwickeln. :

7. Ein Verfahren zum Bshandeln eines Materials das empﬂndiich gegen Zersetzung mit Lignin i8senden
- Enzymen ist, dadurch gekennzeichnet, dass dieses Material mit Lignin I8senden Enzymen gemiéss
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Gudn  19.9 Arg 4.8 Phe 3.3 Ser
22.3 Na 13.8~ _ = e 3.6Hs_ 15.9
Tyr- 1.0 Lelgp g 92d)17881 44.7

B
Met nicht bestimm Lys 2.3 f) reagiert in jum|n1u
| mmunbl ot - Verfahren-mt pol ykl onal en Anti k6rpern die I M““I"mumle
Enzynen ( Ajnemrtir AriSpriictert| bisSheharsipit wich 1 ausgel 6st wur den;
eluiert von einer FPLC Saul e bei einer Natriunacetat Nblarltat von etma
0. 58; ufd Hif) Varghrenigaméspingaivelen dygurck gakeprzpichngt. dass diesegMaterialhigain entilihst r at en:
(1)\Qxydat|ve SEaItug%ﬁvon Ca %C 2) FwdrOX|I|erung von benzyllschen
Met hyd efr r% re r folggnden

BN e e e S i e

wel ches VP Seme H'Stf'?’?f' e Flflssigkeit einer
aﬂf tzt;;ar %(g rlim 0 rpaﬁ Ié:nc e SEE}AZS%’R;% e Zchrg &gke%zaegé Q?Sa? dl%sgs %{3& K;h%ge?lﬁzﬂ oder

_abzutrennen %ﬁ Her stel |l ung ei ner bIO|OgISCh rei nen
mut ant en Kul tur von Phanerochaete chrysospori- um bezei chnet als Stanm SC
26 m't der Hinterlegungsnumrer NRRL 15978, dadurch gekennzei chnet, dass man
ein geeignetes Mediummt dieser nutanten Kultur inpft, und die Kultur

unt ers Bedi ngungen wachsen | asst di e geeignet sind Lignin | 6sende Enzyne
genrss der vorausgehenden Ansprljche zu 55 entw ckeln. 7. Ein Verfahren
zum Behandel n sines Materials das enpfindlich gegen Zersetzung mt Lignin

| 6senden Enzynen ist, dadurch gekennzei chnet, dass dieses Material mt
Ugni n I'6senden Enzynmen gemAss 25 EP 0 229 171 81 ei nem der AnsprUche 1
bi s 8% behandelt wi rd. * o L M S * 8. Ein
Verfahren genass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass di eses Materi al
Lignin enthtilt. s 9. Ein Verfahren gemass Anspruch 7, dadurch

gekonnzei chnet, dass di eses Material el nes der folgenden Lignin Mdell
Substrate ent hAl t; Veratryl al kohol

1- (3 "q - d|nethoxyphenyl)-(]yzerin-p-GUajakorather; Phenol ; sow e
nethoxyllertes Benzol, wie z.B. 1,4-D nmethoxybenzol. 10. Ei n Verfahren
genrss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass dieses Materi al

Kraftzell stoff oder .10 t her romechani scher Hol zstoff ist. 15 .0 25 30 35
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