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ES 2467672 T3

DESCRIPCION
Agente de lavado y limpieza que contiene proteasas de Bacillus pumilus

La presente solicitud de patente se refiere a agentes de lavado y limpieza que contienen una proteasa de Bacillus
pumilus. Ademas, la solicitud se refiere a procedimientos de limpieza en los que se emplean estos agentes asi como
a usos de estos agentes. Ademas, la solicitud se refiere a procedimientos de limpieza mediante aplicacion de estas
proteasas, asi como al uso de estas proteasas con fines de lavado y limpieza.

Para agentes de lavado y limpieza hasta ahora se emplean, preferentemente, proteasas del tipo subtilisina. Las
proteasas empleadas en los agentes de lavado o limpieza conocidos por el estado de la técnica proceden
originalmente de microorganismos, por ejemplo, de los géneros Bacillus, Streptomyces, Humicola o Pseudomonas
y/o se producen segun procedimientos biotecnoldgicos en si conocidos por microorganismos adecuados, por
ejemplo, por hospedadores transgénicos de expresion de los géneros Bacillus o por hongos filamentosos.

Son ejemplos de esto las subtilisinas BPN' y Carlsberg, la proteasa PB92, las subtilisinas 147 y 309, la proteasa de
Bacillus lentus, en particular de Bacillus lentus DSM 5483, la subtilisina DY y las enzimas a asignar a las subtilasas,
sin embargo, ya no a las subtilisinas en el sentido méas estricto termitasa, proteinasa K y las proteasas TW3 y TW7.
Otras proteasas que se pueden usar son, por ejemplo, las enzimas que se pueden obtener con el nombre comercial
Durazym®, Relase®, Everlase®, Nafizym, Natalase®, Kannase® y Ovozyme® de la empresa Novozymes, con el
nombre comercial Purafect®, Purafect® OxP, Purafect® Prime y Properase® de la empresa Genencor, con el
nombre comercial Protosol® de la empresa Advanced Biochemicals Ltd., Thane, India, con el nhombre comercial
Wuxi® de la empresa Wuxi Snyder Bioproducts Ltd., China, con el nombre comercial Proleather® y Protease P® de
la empresa Amano Pharmaceuticals Ltd., Nagoya, Japén y con la denominacion proteinasa K-16 de la empresa Kao
Corp., Tokio, Japon.

Ademas, por el estado de la técnica son conocidas proteasas de Bacillus pumilus. En la solicitud internacional
WO02007/131656 esta desvelada, por ejemplo, una proteasa de Bacillus pumilus y también esta propuesta como
ingrediente para agentes de lavado y limpieza.

Sin embargo, ni mucho menos cualquier proteasa aporta en efecto un rendimiento de limpieza satisfactorio en un
agente de lavado. Mé&s bien ocurre el caso de que incluso proteasas que proceden de organismos filogenéticamente
muy relacionados tales como, por ejemplo, diferentes cepas de Bacillus pumilus, en agentes de lavado o limpieza
presentan rendimientos de limpieza muy diferentes. Por tanto, muchas proteasas no son adecuadas para el empleo
en agentes de lavado o limpieza.

Una desventaja de agentes de lavado y limpieza que contienen proteasa con proteasas del estado de la técnica es
gue las proteasas contenidas no presentan una actividad proteolitica satisfactoria, en particular a temperaturas
bajas, por ejemplo entre 10 °C y 50 °C, en particular entre 10 °C y 40 °C o entre 20 °C y 40 °C y, por tanto, el agente
de lavado o limpieza no muestra un rendimiento éptimo de limpieza, en particular no en el respectivo intervalo de
temperaturas y en particular no con ensuciamientos sensibles a proteasa. Por tanto, existe la necesidad de hallar
nuevas proteasas, en particular nuevas proteasas microbianas, para el empleo en agentes de lavado y limpieza y
facilitar nuevos agentes de lavado y limpieza correspondientes que contengan tales proteasas.

Por lo tanto, la presente invencion se basa en el objetivo de facilitar agentes de lavado o limpieza que presenten un
rendimiento de limpieza mejorado, en particular en relaciéon con ensuciamientos que sean sensibles a la degradacion
por proteasas. Otro objetivo de la invencion es facilitar agentes de lavado o limpieza que presenten un rendimiento
mejorado de limpieza a temperaturas menores, en particular entre 10 °C y 50 °C y preferentemente entre 10 °C y 40
°C, en particular en relacién con ensuciamientos que sean sensibles a la degradacion por proteasas. Estos agentes
de lavado o limpieza, en particular en un intervalo de temperaturas entre 10 °C y 50 °C y preferentemente entre 10
°C y 40 °C, deberian mostrar una eliminacién mejorada de al menos un ensuciamiento que sea sensible a la
degradacion por una proteasa. Preferentemente, los agentes de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion
muestran una eliminacién mejorada de varios ensuciamientos. En patrticular, estos agentes de lavado o limpieza
deberian contener proteasas y, de forma particularmente preferente, proteasas de origen natural que se caracterizan
por que su aportacion al rendimiento de limpieza de un agente que contiene la proteasa al menos se aproxima y, de
forma ideal, supera a la aportacion al rendimiento de limpieza del agente de una enzima proteolitica establecida para
este fin.

Por tanto, un objeto de la invencion es un agente de lavado o limpieza que comprende una proteasa que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad con la secuencia de aminoéacidos indicada en la SEC ID N°: 3
de al menos el 97,5 % y, cada vez mas preferentemente, de al menos el 98 %, 98,1 %, 98,2 %, 98,3 %, 98,4 %, 98,5
%, 98,6 %, 98,7 %, 98,8 %, 98,9 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 %
y, de forma muy particularmente preferente, el 100 %, asi como al menos otro ingrediente de agente de lavado.
Sorprendentemente, se ha comprobado que una proteasa de este tipo se puede emplear ventajosamente en un
agente de lavado o limpieza y confiere al mismo un rendimiento de limpieza ventajoso, sobre todo también a
temperaturas bajas, por ejemplo entre 10 °C y 50 °C, en particular entre 10 °C y 40 °C o entre 20 °C y 40 °C. Por
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tanto, un agente de este tipo posibilita una eliminacion mejorada de al menos un, preferentemente de varios
ensuciamientos sensibles a proteasa sobre materiales textiles y/o superficies duras, por ejemplo vajilla.

La proteasa contenida en un agente de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion, tal como se puede
comprender con ayuda de los ejemplos, se puede obtener del sobrenadante de cultivo de una cepa de Bacillus que
esta identificada por la DSMZ (DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Inhoffenstralle 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania) como una cepa de Bacillus pumilus. La cepa o la muestra de
suelo que contiene la misma procede de Minneapolis, EE.UU. Con el fin de la reproducibilidad se depositd, de
acuerdo con el Tratado de Budapest, un plasmido que contiene la secuencia de &cido nucleico de esta proteasa en
la DSMZ con el nimero de depdsito DSM 21890.

Una proteasa contenida en un agente de lavado o limpieza de acuerdo con la invencién presenta una actividad
proteolitica, es decir, tiene capacidad para la hidrdlisis de enlaces peptidicos de un polipéptido o una proteina. Por
tanto, es una enzima que cataliza la hidrélisis de enlaces peptidicos y, por ello, esta en disposicion de escindir
péptidos o proteinas, en particular una subtilisina. En el sentido de la presente invencion, las enzimas, proteinas,
fragmentos y derivados, a menos que se tengan que mencionar explicitamente como tales, se compilan en el
concepto general proteinas o polipéptidos, ya que una proteina es un polipéptido.

La proteasa contenida en un agente de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion, a causa de su actividad
proteolitica y sus demas propiedades, en particular en relaciébn con su estabilidad frente a tensioactivos y/o
blanqueadores y/o su perfil de temperatura y/o su perfil de pH, es adecuada para la aplicacién en agentes de lavado
y limpieza. Sorprendentemente, de este modo ya en su forma de tipo natural realiza una buena aportacion al
rendimiento de limpieza de un agente de lavado o limpieza que contiene la proteasa, que se aproxima a la
aportacion al rendimiento de limpieza del agente de una enzima proteolitica establecida para este fin y que, incluso,
supera la misma en diferentes ensuciamientos. Esto es tanto mas sorprendente en cuanto que en bacterias de
cepas bacterianas filogenéticamente relacionadas, en particular distintas cepas de Bacillus pumilus, estan presentes
proteasas diferentes en relacién con su capacidad de empleo en agentes de lavado o limpieza, es decir, ni mucho
menos todas las proteasas de Bacillus pumilus son aptas para esto. Las proteasas empleadas en agentes de
acuerdo con la invencion son adecuadas para esto y, en particular con aplicacion de un agente de lavado y limpieza
gue contiene las mismas, causan una eliminacion satisfactoria de uno o varios ensuciamientos que contienen
proteina, en particular en los intervalos de temperaturas que se han mencionado anteriormente. Por tanto, en las
exigentes condiciones de aplicacion de agentes de lavado y limpieza poseen una actividad proteolitica
suficientemente elevada para degradar ensuciamientos que contienen proteina en las condiciones de empleo del
agente de lavado o limpieza. Resultan condiciones exigentes de aplicacion en agentes de lavado y limpieza, en
particular, a causa de la presencia de uno o varios ingredientes adicionales en tales agentes y en el bafio de lavado
formado por los mismos durante el proceso de lavado, tales como blanqueadores, activadores de blanqueo,
tensioactivos, sustancias ayudantes (soporte) y/o a causa del valor del pH de tales agentes y del bafio de lavado
formado por los mismos durante el proceso de lavado y/o a causa de la fuerza iénica y/o la temperatura del bafio de
lavado durante el proceso de lavado. De acuerdo con la invencion, por rendimiento de limpieza se entiende el
rendimiento de aclaramiento de un agente de lavado o limpieza de ensuciamientos, en particular de ensuciamientos
sensibles a proteasa y, entre estos, en particular ensuciamientos de ropa sensibles a proteasa. El rendimiento de
limpieza preferentemente se establece tal como se indica més adelante.

Numerosas proteasas Yy, en particular, subtilisinas se forman como las denominadas preproteinas, es decir, junto con
un propéptido y un péptido sefial, consistiendo la funcién del péptido sefial habitualmente en garantizar la secrecion
de la proteasa de la célula que la produce al periplasma o al medio que circunda a la célula y siendo el propéptido
habitualmente necesario para el plegado correcto de la proteasa. El péptido sefial y el propéptido por norma general
son la parte N-terminal de la preproteina. El péptido sefial se escinde, en condiciones naturales, por una peptidasa
sefial de la proteasa restante. A continuacion se realiza el correcto plegado definitivo de la proteasa respaldado por
el propéptido. La proteasa entonces esté en su forma activa y escinde el propio propéptido. Después de la escision
del propéptido, entonces la proteasa madura (mature), en particular la subtilisina, ejerce su actividad catalitica sin los
aminoéacidos N-terminales existentes de forma original.

Para aplicaciones técnicas, a causa de su actividad enzimatica, las proteasas maduras (mature), es decir, las
enzimas procesadas después de su produccion, se prefieren frente a las preproteinas. Las proteasas se pueden
modificar por las células que las producen después de la producciéon de la cadena polipeptidica, por ejemplo,
mediante enlace de moléculas de azlcar, formilaciones, aminaciones, etc. Tales modificaciones se denominan
modificaciones post-traduccionales. Estas modificaciones post-traduccionales pueden ejercer, sin embargo, no
tienen que hacerlo, una influencia sobre la funcion de la proteasa.

La secuencia de acido nucleico de una proteasa contenida en un agente de lavado o limpieza de acuerdo con la
invencion esta indicada en la SEC ID N°: 1. Este acido nucleico codifica una proteasa que presenta una division
tipica de las subtilisinas en péptido sefal, propéptido y proteasa madura (mature). La proteina de longitud completa
esta indicada en la SEC ID N°: 2 y la proteasa madura (mature), en la SEC ID N° 3. Con esto se quiere decir la
proteina madura realmente activa, debido a que la misma ejerce la funcion técnicamente relevante. Por tanto, los
agentes de lavado o limpieza particularmente preferentes de acuerdo con la invencién contienen las proteasas
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maduras activas. Estas presentan un peso molecular entre 25 y 30 kD (kilodalton), en particular 27 kD, establecido
mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida.

Para la proteasa de acuerdo con la SEC ID N° 3 o la SEC ID N° 2 se llevé a cabo un andlisis de secuencia asi
como una comparacion de secuencias con secuencias conocidas de proteinas de los bancos de datos accesibles de
forma general UniProtKB y/o Swiss-Prot (comparese con UniProtKkB, EMBL Outstation - European Bioinformatics
Institute, Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SD, Reino Unido; http://www.uniprot.org) y/o
GenBank (National Center for Biotechnology Information NCBI, National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.),
para establecer las proteinas con la mayor similitud. Esta comparacion de secuencias se realizd6 con ayuda del
algoritmo BLAST establecido en el estado de la técnica y empleado habitualmente (comparese, por ejemplo, con
Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. y Lipman, D. J. (1990) "Basic local alignment search tool." J. Mol.
Biol. 215: 403-410 y Altschul, Stephan F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Hheng Zhang,
Webb Miller y David J. Lipman (1997): "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database
search programs”; Nucleic Acids Res., 25, pag. 3389-3402). Otro algoritmo disponible en el estado de la técnica es
el algoritmo FASTA.

La comparacién con los bancos de datos mencionados proporcion6 una entrada de banco de datos que tiene una
identidad del 100 % con la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID N°: 2. Es la entrada de banco de datos
B2FUW?7 (UniProtKB/TrEMBL (B2FUW7_BACPU)) o la entrada de banco de datos AM748727 (Genbank) o su
traduccion CAO03040.1 ("Bacillus pumilus sapB gene for serine alkaline protease preproprotein”). Esta entrada
difiere en una posicion de aminoacido de la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID N° 3 de la proteasa
madura (mature).

Ademas, la entrada contig00263 de la secuenciacion del genoma de Bacillus pumilus FO36B (Baylor College of
Medicine, Houston, Texas, EE.UU., comparese con http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/microbial/microbial-
detail.xsp?project_id=141) desvela asimismo una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 100 % con
la secuencia de aminoé&cidos indicada en la SEC ID N°: 2.

Sin embargo, de estas entradas de banco de datos ni se obtiene un agente de lavado o limpieza que contenga una
proteasa de este tipo 0 una proteasa similar a esta proteasa, ni las entradas contienen informaciones acerca de la
aplicabilidad ventajosa de proteasas correspondientes en agentes de lavado o limpieza.

La determinacion de la identidad de secuencias de acido nucleico o aminoécidos se realiza mediante una
comparacién de secuencias. Mediante una comparacion de este tipo con enzimas conocidas, que estan
depositadas, por ejemplo, en bancos de datos accesibles de forma general, se puede deducir a partir de la
secuencia de aminoacidos o nucleétidos también la actividad enzimatica de una enzima considerada. Esta se puede
modificar cualitativa o cuantitativamente por otras zonas de la proteina que no intervienen en la reaccion en si. Esto
podria afectar, por ejemplo, a la estabilidad enzimatica, la actividad, las condiciones de reaccion o la especificidad
de sustrato.

Una comparacion de este tipo ocurre asignandose unas a otras sucesiones similares en las secuencias de
nucledtidos (o también secuencias de amino&cidos). Una asignacion tabulada de las respectivas posiciones se
denomina alineamiento. En el andlisis de secuencias de nucledtidos se tienen que tener en cuenta, a su vez, ambas
cadenas complementarias y, respectivamente, las tres posibles fases de lectura; asimismo la degeneracion del
codigo genético y el uso especifico de organismo de los codones (uso de codones). Habitualmente se crean
comparaciones de secuencias y alineamientos a través de programas informaticos. Se utilizan con frecuencia, por
ejemplo, Clustal (comparese por ejemplo con Chenna et al. (2003): Multiple sequence alignment with the Clustal
series of programs. Nucleic Acid Research 31, 3497-3500) o T-Coffee (comparese por ejemplo con Notredame et al.
(2000): T-Coffee: A novel method for multiple sequence alignments. J. Mol. Biol. 302, 205-217) asi como BLAST o
FASTA para la busqueda en bancos de datos, o programas que se basan en estos programas o algoritmos. En la
presente solicitud de patente se crearon comparaciones de secuencias y alineamientos con el programa informético
Vector ANTI® Suite 7.0 (Invitrogen Corporation, 1600 Faraday Avenue, Carlsbad, California, EE.UU.) con los
parametros por defecto predefinidos.

Una comparacion de este tipo permite también una afirmacion acerca de la similitud de las secuencias comparadas.
Habitualmente se indica en porcentaje de identidad, es decir, la parte de los nucleétidos idénticos o restos de
aminoacidos en los mismos o un alineamiento de posiciones correspondientes entre si. El término mas amplio de la
homologia incluye en la consideracion, en el caso de secuencias de aminoacidos, sustituciones conservativas de
aminoécidos, es decir, aminoacidos con actividad quimica similar, ya que los mismos dentro de la proteina ejercen,
la mayoria de las veces, actividades quimicas similares. Por tanto, la similitud de las secuencias comparadas se
puede indicar también como porcentaje de homologia o porcentaje de similitud. Las indicaciones de identidad y/u
homologia se pueden realizar acerca de polipéptidos o genes enteros o solo acerca de zonas individuales. Por tanto,
las zonas homodlogas o idénticas de distintas secuencias de acido nucleico o aminoacidos estan definidas por
coincidencias en las secuencias. Tales zonas presentan frecuentemente funciones idénticas. Pueden ser pequefias
y comprender solo pocos nucleétidos o aminoacidos. Con frecuencia, las zonas tan pequefias ejercen funciones
esenciales para la actividad global de la proteina. Por tanto, puede ser razonable que las coincidencias de
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secuencias se refieran solo a zonas individuales, dado el caso pequefias. A menos que se indique de otro modo, no
obstante, las indicaciones de identidad u homologia en la presente solicitud se refieren a la longitud completa de la
secuencia, respectivamente indicada, de acido nucleico o aminoéacidos.

Se comprobé que un agente de lavado y limpieza con una proteasa preferida de acuerdo con la invencion presenta
un rendimiento aumentado de limpieza frente a un agente sin proteasa y consigue un rendimiento de limpieza muy
bueno en relacion con ensuciamientos sensibles a proteasa.

En otra forma de realizacion preferente de la invencién, un agente de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion
esta caracterizado por que su rendimiento de limpieza se corresponde al menos con el de un agente de lavado o
limpieza que incluye una proteasa de acuerdo con la SEC ID N° 3 y/o que incluye una proteasa de acuerdo con la
SEC ID N°: 4 y/o que incluye una proteasa que se corresponde con la proteasa de Bacillus pumilus de acuerdo con
el documento W02007/131656, determinandose el rendimiento de limpieza en un sistema de lavado que contiene
un agente de lavado con una dosificacion entre 4,5 y 7,0 gramos por litro de bafio de lavado asi como la proteasa,
empleandose las proteasas a comparar con la misma actividad y determinandose el rendimiento de limpieza frente a
uno o varios de los ensuciamientos sangre-leche/tinta china sobre algodén, huevo entero/pigmento (huevo
completo/negro de humo) sobre algodén, leche chocolateada/negro de humo sobre algoddn, aceite de cacahuete-
pigmento/tinta china sobre poliéster/algodén, hierba sobre algoddn y cacao sobre algodén, en particular frente a uno
o0 varios de los ensuciamientos

- sangre-leche/tinta china sobre algodén: producto N° C-05 disponible en CFT (Center For Testmaterials) B. V.
Vlaardingen, Paises Bajos

- huevo entero/pigmento (huevo completo/negro de humo) sobre algodén: producto N° 10N disponible en la
empresa wfk Testgewebe GmbH; Briiggen-Bracht, Alemania o el producto C-S-37 disponible en CFT (Center
For Testmaterials) B. V. Vlaardingen, Paises Bajos

- leche chocolateada/negro de humo sobre algodén: producto N° C-03 disponible en CFT (Center For
Testmaterials) B. V. Vlaardingen, Paises Bajos

- aceite de cacahuete-pigmento/tinta china sobre poliéster/algodén: producto N° PC-10 disponible en CFT (Center
For Testmaterials) B. V. Vlaardingen, Paises Bajos

- hierba sobre algodén: producto N° 164 disponible en la empresa Eidgendssische Material- und Prifanstalt
(EMPA) Testmaterialien AG, St. Gallen, Suiza

- cacao sobre algodon: producto N° 112 disponible en la empresa Eidgendssische Material- und Prifanstalt
(EMPA) Testmaterialien AG, St. Gallen, Suiza

mediante medicion del grado de blanco de los materiales textiles lavados, realizandose el proceso de lavado durante
al menos 30 minutos, opcionalmente 60 minutos, a una temperatura de 40 °C y presentando el agua una dureza del
agua entre 15,5 y 16,5° (dureza alemana). De acuerdo con la invencion, las expresiones huevo completo/negro de
humo o huevo entero/pigmento en relacion con los ensuciamientos se han de considerar equivalentes y
correspondientes entre si.

Un agente de lavado liquido preferente para un sistema de lavado de este tipo esta compuesto del siguiente modo
(todas las indicaciones en porcentaje en peso): 0,3-0,5 % de goma xantana, 0,2-0,4 % de antiespumante, 6-7 % de
glicerol, 0,3-0,5 % de etanol, 4-7 % de FAEOS (sulfato de éter de alcohol graso), 24-28 % de tensioactivos no
iénicos, 1 % de acido boérico, 1-2 % de citrato sédico (dihidrato), 2-4 % de carbonato de sodio, 14-16 % de acidos
grasos de nuez de coco, 0,5 % de HEDP (&acido 1-hidroxietan-(1,1-di-fosfonico)), 0-0,4 % de PVP
(polivinilpirrolidona), 0-0,05 % de agente de aclaramiento Optico, 0-0,001 % de colorante, resto agua
desmineralizada. Preferentemente, la dosificacion del agente de lavado liquido esta entre 4,5 y 6,0 gramos por litro
de bafio de lavado, por ejemplo, 4,7, 4,9 o0 5,9 gramos por litro de bafio de lavado. Preferentemente se lava en un
intervalo de valores de pH entre pH 8 y pH 10,5, preferentemente entre pH 8 y pH 9.

Un agente de lavado en forma de polvo preferente para un sistema de lavado de este tipo esta compuesto del
siguiente modo (todas las indicaciones en porcentaje en peso): 10 % de sulfonato de alquilbenceno lineal (sal
sédica), 1,5 % de sulfato de alcohol graso C12-C18 (sal sédica), 2,0 % de alcohol graso C12-C18 con 7 OE, 20 % de
carbonato sédico, 6,5 % de hidrogenocarbonato sédico, 4,0 % de disilicato s6dico amorfo, 17 % de carbonato sédico
peroxohidrato, 4,0 % de TAED, 3,0 % de poliacrilato, 1,0 % de carboximetilcelulosa, 1,0 % de fosfonato, 25 % de
sulfato sddico, resto: opcionalmente inhibidores de espuma, agentes de aclaramiento optico, fragancias y, dado el
caso, agua hasta el 100 %. Preferentemente, la dosificacion del agente de lavado en forma de polvo esta entre 5,5y
7,0 gramos por litro de bafio de lavado, por ejemplo, 5,6, 59 o 6,7 gramos por litro de bafio de lavado.
Preferentemente se lava en un intervalo de valores de pH entre pH 9y pH 11.

De acuerdo con la invencién, se usa preferentemente el agente de lavado liquido que se ha mencionado
anteriormente para la determinacion del rendimiento de limpieza como se indica.

El grado de blanco, es decir, el aclaramiento de los ensuciamientos como una medida del rendimiento de limpieza,

se determina preferentemente con procedimientos de medicion épticos, preferentemente de forma fotométrica. Un
aparato adecuado para esto es, por ejemplo, el espectrometro Minolta CM508d. Habitualmente se calibran los
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aparatos empleados para la medicion previamente con un patron de blanco, preferentemente con un patrén de
blanco suministrado.

Gracias al empleo con la misma actividad de la respectiva proteasa se asegura que incluso con una posible
divergencia de la proporcion de sustancia activa a proteina total (los valores de la actividad especifica), se comparen
las respectivas propiedades enzimaticas, es decir, por ejemplo, el rendimiento de limpieza en determinados
ensuciamientos. En general se cumple que se puede compensar una reducida actividad especifica mediante adicion
de una mayor cantidad de proteina. El experto en el campo de la tecnologia de las enzimas conoce procedimientos
para la determinacién de la actividad de proteasa y aplica los mismos de forma rutinaria. Por ejemplo, tales
procedimientos se desvelan en Tenside, volumen 7 (1970), pag. 125-132.

Como alternativa se puede determinar la actividad de proteasa a través de la liberacion del cromoéforo para-
nitroanilina (pNA) del sustrato suc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-nitroanilida (AAPF). La proteasa escinde el sustrato y
libera pNA. La liberacion de la pNA causa un aumento de la extincion a 410 nm, cuya evolucion en el tiempo es una
medida de la actividad enzimatica (comparese con Del Mar et al., 1979). La medicién se realiza a una temperatura
de 25 °C, a pH 8,6 y una longitud de onda de 410 nm. El tiempo de medicion asciende a 5 min y el intervalo de
medicion es de 20 s a 60 s.

La actividad proteasa se indica habitualmente en unidades de proteasa (UP). Las actividades proteasa adecuadas
ascienden, por ejemplo, a 2,25, 5 0 10 UP por ml de bafio de lavado. Sin embargo, la actividad proteasa no es igual
a cero.

A los agentes de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion pertenecen todos los tipos concebibles de agentes
de lavado o limpieza, tanto concentrados como agentes a aplicar de forma no diluida, para el empleo a escala
comercial, en la lavadora o en el lavado o la limpieza a mano. A esto pertenecen, por ejemplo, agentes de lavado
para materiales textiles, alfombras o fibras naturales para los que se usa la denominacion agente de lavado. A esto
pertenecen, por ejemplo, también detergentes para la vajilla para lavavajillas o detergentes para el lavado manual de
la vajilla o limpiadores para superficies duras tales como metal, vidrio, porcelana, ceramica, baldosas, piedra,
superficies lacadas, plasticos, madera o cuero, para los que se usa la denominacion agente de limpieza.

Preferentemente, un agente de acuerdo con la invencién contiene la proteasa en una cantidad de 2 ug a 20 mg,
preferentemente de 5 pg a 17,5 mg, de forma particularmente preferente de 20 pg a 15 mg y de forma muy
particularmente preferente de 50 ng a 10 mg por g del agente.

Un agente de acuerdo con la invencion puede ser tanto un agente para el gran consumidor o usuario técnico como
un producto para el consumidor privado, representando todos los tipos establecidos en el estado de la técnica de
agentes de lavado y limpieza asimismo formas de realizacion de la presente invencion.

Los agentes de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion, que pueden estar presentes como soélidos
particularmente en forma de polvo, en forma de particulas compactadas posteriormente, como soluciones o
suspensiones homogéneas, ademas de las proteasas empleadas de acuerdo con la invencion, en principio, pueden
contener todos los ingredientes conocidos y habituales en tales agentes, estando presente preferentemente al
menos otro ingrediente en el agente. Los agentes de acuerdo con la invencién pueden contener, en particular,
sustancias soporte, tensioactivos con actividad superficial, blanqueadores a base de compuestos de peroxigeno
organicos y/o inorganicos, activadores de blanqueo, disolventes organicos miscibles con agua, enzimas,
secuestrantes, electrolitos, reguladores del pH y otros coadyuvantes tales como agentes de aclaramiento Optico,
inhibidores de agrisado, reguladores de espuma asi como colorantes y fragancias asi como combinaciones de los
mismos.

En particular resulta ventajosa una combinacion de una proteasa contenida en un agente de lavado o limpieza de
acuerdo con la invencion con uno o varios ingredientes adicionales de los agentes, ya que un agente de este tipo
presenta un rendimiento mejorado de limpieza debido a sinergias resultantes, en particular entre la proteasa y el otro
ingrediente. Esto significa que el agente causa una eliminacion mejorada de ensuciamientos, por ejemplo,
ensuciamientos que contienen proteina, en comparacién con un agente que incluye solo uno de ambos
componentes 0 incluso en comparacion con el rendimiento esperado de limpieza de un agente con ambos
componentes a causa de la mera adicion de las respectivas aportaciones individuales al rendimiento de limpieza del
agente de estos dos componentes. En particular, gracias a la combinacién de una proteasa contenida en un agente
de lavado o limpieza de acuerdo con la invencién con uno de los tensioactivos y/o sustancias soporte y/o
blanqueadores descritos a continuacion se consigue una sinergia de este tipo.

Los agentes de acuerdo con la invencion pueden contener un tensioactivo o varios tensioactivos, considerandose en
particular tensioactivos anionicos, tensioactivos no idnicos y sus mezclas, pero también tensioactivos catidnicos,
zwitteriénicos y anféteros.

Los tensioactivos no iénicos adecuados son, en particular, alquilglucésidos y productos de etoxilacién y/o
propoxilacion de alquilglucésidos o alcoholes lineales o ramificados con, respectivamente, de 12 a 18 atomos de C

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2467672 T3

en la parte de alquilo y de 3 a 20, preferentemente de 4 a 10 grupos alquiléter. Ademéas se pueden usar los
correspondientes productos de etoxilacion y/o propoxilacién de N-alquil-aminas, dioles vecinales, ésteres de acidos
grasos y amidas de &cidos grasos que en relacidon con la parte de alquilo se corresponden con los derivados
mencionados de alcohol de cadena larga asi como de alquilfenoles con 5 a 12 atomos de C en el resto alquilo.

Como tensioactivos no idnicos se emplean preferentemente alcoholes alcoxilados, ventajosamente etoxilados, en
particular primarios con, preferentemente, 8 a 18 atomos de C y como promedio 1 a 12 moles de 6xido de etileno
(OE) por mol de alcohol, en los que el resto alcohol puede ser lineal o preferentemente tener ramificaciéon de metilo
en posicion 2 o puede contener mezclados restos lineales y con ramificacion de metilo, tal como estan presentes
habitualmente en restos oxoalcohol. Sin embargo, en particular se prefieren etoxilatos de alcohol con restos lineales
de alcoholes de origen nativo con 12 a 18 atomos de C, por ejemplo, de alcohol de grasa de coco, palma, sebo u
oleilico y como promedio 2 a 8 OE por mol de alcohol. A los alcoholes etoxilados preferentes pertenecen, por
ejemplo, alcoholes C1>-C14 con 3 OE 0 4 OE, alcoholes Cy-C4;1 con 7 OE, alcoholes Cy3-Cy5 con 3 OE, 5 OE, 7 OE u
8 OE, alcoholes C;12-C1g con 3 OE, 5 OE o 7 OE y mezclas de los mismos, asi como mezclas de alcohol C1,-C14 con
3 OE y alcohol C1,-C15 con 7 OE. Los grados indicados de etoxilacion representan valores medios estadisticos, que
para un producto especial pueden ser un ndmero entero o fraccionado. Los etoxilatos de alcohol preferidos
presentan una distribucion de homologos estrechada (etoxilatos de intervalo estrecho, NRE). Adicionalmente a estos
tensioactivos no iénicos se pueden emplear también alcoholes grasos con mas de 12 OE. Son ejemplos de esto los
alcoholes grasos (de sebo) con 14 OE, 16 OE, 20 OE, 25 OE, 30 OE o 40 OE. En particular en agentes para el
empleo en procedimientos a maquina se emplean habitualmente compuestos extremadamente pobres en espuma. A
esto pertenecen, preferentemente, alquil-C12-C1s-polietilenglicol-polipropilenglicoléter con, respectivamente hasta 8
moles de unidades de 6xido de etileno y 6xido de propileno en la molécula. No obstante, se pueden usar también
otros tensioactivos no iénicos de forma conocida pobres en espuma, tales como, por ejemplo, alquil-C12-Cis-
polietilenglicol-polibutilenglicoléter con, respectivamente, hasta 8 moles de unidades de 6xido de etileno y 6xido de
butileno en la molécula asi como éteres mixtos de alquilpolialquilenglicol cerrados con grupo terminal. También son
particularmente preferentes los alcoholes alcoxilados que contienen grupos hidroxilo, tal como estan descritos en la
solicitud de patente europea EP 0 300 305, los denominados hidroxiéteres mixtos. A los tensioactivos no idnicos
pertenecen también alquilglucdsidos con la férmula general RO(G)x, en la que R significa un resto alifatico primario
de cadena lineal o con ramificacion de metilo, en particular con ramificacion de metilo en posicion 2, con 8 a 22,
preferentemente 12 a 18 atomos de C y G se refiere a una unidad de glucosa con 5 o 6 atomos de C,
preferentemente glucosa. El grado de oligomerizacion x, que indica la distribucion de monoglucosidos y
oligoglucésidos, es un numero discrecional —que como variable a determinar analiticamente puede adoptar también
valores fraccionados— entre 1 y 10; preferentemente x se encuentra en 1,2 a 1,4. Asimismo son adecuadas amidas
de polihidroxiacido graso de la Férmula (llIl), en la que R'CO se refiere a un resto acilo alifatico con 6 a 22 atomos de
carbono, R? a hidrégeno, un resto alquilo o hidroxialquilo con 1 a 4 atomos de carbono y [Z] un resto
polihidroxialquilo lineal o ramificado con 3 a 10 atomos de carbono y 3 a 10 grupos hidroxilo:

RZ
I
R'-CO-N-[2) (my

Preferentemente se derivan las amidas de polihidroxidcido graso de azlcares reductores con 5 o 6 atomos de
carbono, en particular de la glucosa. Al grupo de las amidas de polihidroxiacido graso pertenecen también
compuestos de Férmula (1V)

R%-O-R®
L (V)
R*-CO-N-[Z] ,
en la que R® se refiere a un resto alquilo o alquileno lineal o ramificado con 7 a 12 atomos de carbono, R* a un resto
alquileno lineal, ramificado o ciclico o un resto arileno con 2 a 8 4tomos de carbono y R® a un resto alquilo lineal,
ramificado o ciclico o un resto arilo o un resto oxi-alquilo con 1 a 8 &tomos de carbono, prefiriéndose restos alquilo
C1-C4 o fenilo, y [Z] a un resto polihidroxialquilo lineal, cuya cadena de alquilo esta sustituida con al menos dos
grupos hidroxilo, o derivados alcoxilados, preferentemente etoxilados o propoxilados de este resto. [Z] aqui se
obtiene también preferentemente mediante aminacién reductora de un azlcar, tal como glucosa, fructosa, maltosa,
lactosa, galactosa, manosa o xilosa. Los compuestos sustituidos con N-alcoxi o N-ariloxi entonces se pueden
convertir, por ejemplo, mediante reaccién con ésteres de metilo de acido graso en presencia de un alcéxido como
catalizador en las amidas de polihidroxiacido graso deseadas. Otra clase de tensioactivos no iénicos empleados
preferentemente, que se emplean como Unico tensioactivo no iénico o en combinacion con otros tensioactivos no
i6nicos, en particular junto con alcoholes grasos alcoxilados y/o alquilglucésidos, son los ésteres de alquilo de acido
graso alcoxilados, preferentemente etoxilados o etoxilados y propoxilados, preferentemente con 1 a 4 atomos de
carbono en la cadena de alquilo, en particular ésteres de metilo de &cido graso. También pueden ser adecuados
tensioactivos no iénicos del tipo de los aminéxidos, por ejemplo, 6xido de N-alquilo de coco-N,N-dimetilamina y N-
alquilo de sebo-N,N-dihidroxietilamina y de las alcanolamidas de acido graso. La cantidad de estos tensioactivos no
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iGnicos preferentemente no asciende a mas de la de los alcoholes grasos etoxilados, en particular no mas de la
mitad de los mismos. Como otros tensioactivos se consideran los denominados tensioactivos Gemini. Por esto
generalmente se entiende aquellos compuestos que poseen dos grupos hidréfilos por molécula. Estos grupos estan
separados entre si por norma general por un denominado "espaciador”. Por norma general, este espaciador es una
cadena de carbono que deberia ser lo suficientemente larga para que los grupos hidréfilos tuviesen una separacion
suficiente para que pudieran actuar de forma completamente independiente entre si. Tales tensioactivos
generalmente se caracterizan por una concentracion de micelas critica inusualmente reducida y la capacidad de
reducir intensamente la tension superficial del agua. En casos excepcionales, por la expresién tensioactivos Gemini
se entiende no solamente tales tensioactivos "diméricos", sino también correspondientemente "triméricos"”. Son
tensioactivos Gemini adecuados, por ejemplo, hidroxiéteres mixtos sulfatados o bis-sulfatos de alcoholes diméricos y
tris-sulfatos y étersulfatos de alcoholes triméricos. Los éteres mixtos diméricos y triméricos cerrados con grupo
terminal se caracterizan, en particular, por su bi- y multifuncionalidad. De este modo, los tensioactivos cerrados con
grupo terminal mencionados poseen buenas propiedades humectantes y, a este respecto, son pobres en espuma,
de tal manera que son particularmente adecuados para el empleo en procedimientos de lavado o limpieza a
magquina. No obstante, también se pueden emplear amidas de polihidroxiacidos grasos Gemini o amidas de poli-
polihidroxiacidos grasos. También son adecuados los monoésteres de acido sulfdrico de los alcoholes C7-Cy;1 de
cadena lineal o ramificados etoxilados con 1 a 6 moles de 6xido de etileno, tales como alcoholes Co-Cy1 cON
ramificacion de 2-metilo con, como promedio, 3,5 moles de 6xido de etileno (OE) o alcoholes grasos C12-Cigs con 1 a
4 OE. A los tensioactivos anidnicos preferentes pertenecen también las sales del acido alquilsulfosuccinico, que se
denominan también sulfosuccinatos o ésteres de acido sulfosuccinico, y que representan monoésteres y/o diésteres
del acido sulfosuccinico con alcoholes, preferentemente alcoholes grasos y, en particular, alcoholes grasos
etoxilados. Los sulfosuccinatos preferentes contienen restos alcohol graso Cg a C1g 0 mezclas de los mismos. Los
sulfosuccinatos particularmente preferentes contienen un resto alcohol graso que se deriva de alcoholes grasos
etoxilados que, considerados de por si, representan tensioactivos no iénicos. A este respecto, a su vez se prefieren
en particular sulfosuccinatos cuyos restos alcohol graso se derivan de alcoholes grasos etoxilados con distribucion
de homdélogos estrechada. Asimismo también es posible emplear acido alqu(en)ilsuccinico con, preferentemente 8 a
18 atomos de carbono en la cadena de alqu(en)ilo o sus sales. Como otros tensioactivos aniénicos se consideran
derivados de acidos grasos de aminoacidos, por ejemplo de N-metiltaurina (tauridas) y/o de N-metilglicina
(sarcosidas). A este respecto son particularmente preferentes las sarcosidas o los sarcosinatos y, entre estos, sobre
todo sarcosinatos de &cidos grasos superiores y, dado en el caso, mono- o poliinsaturados, tales como
oleilsarcosinato. Como otros tensioactivos aniénicos se consideran en particular jabones. En particular son
adecuados jabones de acidos grasos saturados, tales como sales de acido laurico, acido miristico, acido palmitico,
acido esteérico, acido erdcico hidrogenado y acido behénico, asi como en particular mezclas de jabones derivados
de &cidos grasos naturales, por ejemplo, acidos grasos de coco, palmiste o sebo. Junto con estos jabones o como
sustituyentes de jabones se pueden emplear también las sales de acido alquenilsuccinico conocidas.

Los tensioactivos anionicos, incluyendo los jabones, pueden estar presentes en forma de sus sales de sodio, potasio
0 amonio y como sales solubles de bases organicas tales como mono-, di- o trietanolamina. Preferentemente, los
tensioactivos aniénicos estan presentes en forma de sus sales de sodio o potasio, en particular en forma de las
sales de sodio.

Los tensioactivos estan contenidos en agentes de acuerdo con la invencion en partes de cantidades de
preferentemente el 5 % en peso al 50 % en peso, en particular del 8 % en peso al 30 % en peso.

Un agente de acuerdo con la invencién contiene, preferentemente, al menos una sustancia soporte soluble en agua
y/o insoluble en agua, orgéanica y/o inorganica. A las sustancias soporte organicas solubles en agua pertenecen
acidos policarboxilicos, en particular acido citrico y azucares acidos, acidos aminopolicarboxilicos monoméricos y
poliméricos, en particular acido metilglicindiacético, acido nitrilotriacético y acido etilendiamintetraacético, asi como
acido  poliaspartico, acido  polifosfénico, en particular acido  aminotris(metilenfosfénico),  acido
etilendiamintetrakis(metilenfosfénico) y &cido 1-hidroxietan-1,1-difosfonico, compuestos hidroxi poliméricos tales
como dextrina asi como &cidos (poli-)carboxilicos poliméricos, en particular los policarboxilatos obtenibles mediante
oxidacion de polisacaridos o dextrinas, acidos acrilicos poliméricos, acidos metacrilicos, acidos maleicos y polimeros
mixtos de los mismos que pueden contener también pequefias partes de sustancias polimerizables sin funcionalidad
de acido carboxilico introducidas mediante polimerizacion. La masa molecular relativa de los homopolimeros de
acidos carboxilicos insaturados se encuentra, generalmente, entre 3 000 y 200 000, la de los copolimeros entre 2
000 y 200 000, preferentemente de 30 000 a 120 000, respectivamente en relacion con el acido libre. Un copolimero
particularmente preferido de acido acrilico-acido maleico presenta una masa molecular relativa de 30 000 a 100 000.
Son productos disponibles en el mercado, por ejemplo, Sokalan® CP 5, CP 10 y PA 30 de la empresa BASF. Son
compuestos adecuados, aunque menos preferentes, de esta clase los copolimeros del acido acrilico o &cido
metacrilico con éteres de vinilo, tales como vinilmetiléteres, viniléster, etileno, propileno y estireno, en los que la
parte del acido asciende al menos al 50 % en peso. Como sustancias soporte organicas solubles en agua se pueden
emplear también terpolimeros que, como mondmeros, contienen dos acidos insaturados y/o sus sales y como tercer
mondémero, alcohol vinilico y/o un alcohol vinilico esterificado o un hidrato de carbono. El primer monémero &cido o
su sal se deriva de un &cido carboxilico C3-Cg monoetilénicamente insaturado y preferentemente de un acido
monocarboxilico C3-C4, en particular de acido (met)acrilico. EI segundo monémero acido o su sal puede ser un
derivado de un acido dicarboxilico C4-Cg, prefiriéndose en particular acido maleico, y/o un derivado de un acido
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alquilsulfonico que estd sustituido en posicibn 2 con un resto alquilo o arilo. Generalmente, tales polimeros
presentan una masa molecular relativa entre 1 000 y 200 000. Otros copolimeros preferidos son aquellos que como
mondmeros presentan preferentemente acroleina y acido acrilico/sales de acido acrilico o acetato de vinilo. Las
sustancias soporte organicas pueden emplearse, en particular para la preparacion de agentes liquidos, en forma de
soluciones acuosas, preferentemente en forma de soluciones acuosas del 30 al 50 por cien en peso. Todos los
acidos mencionados se emplean por norma general en forma de sus sales solubles en agua, en particular sus sales
de metal alcalino.

Tales sustancias soporte organicas pueden estar contenidas, en caso deseado, en cantidades de hasta el 40 % en
peso, en particular de hasta el 25 % en peso y preferentemente del 1 % en peso al 8 % en peso. Las cantidades
proximas al limite superior mencionado se emplean preferentemente en agentes de acuerdo con la invencion
pastosos o liquidos, en particular que contienen agua.

Como materiales de soporte inorganicos solubles en agua se consideran en particular silicatos de metal alcalino,
carbonatos de metal alcalino y fosfatos de metal alcalino que pueden estar presentes en forma de sus sales de sodio
0 potasio alcalinas, neutras o acidas. Son ejemplos de esto fosfato trisoédico, difosfato tetrasédico, hidrogenodifosfato
disédico, trifosfato pentasodico, el denominado hexametafosfato sédico, fosfato trisédico oligomérico con grados de
oligomerizacion de 5 a 1000, en particular de 5 a 50, asi como las correspondientes sales de potasio o mezclas de
sales de sodio y potasio. Como materiales de soporte inorganicos insolubles en agua, dispersables en agua se
emplean en particular aluminosilicatos de metal alcalino cristalinos o amorfos en cantidades de hasta el 50 % en
peso, preferentemente no mas del 40 % en peso y en agentes liquidos en particular del 1 % en peso al 5 % en peso.
Entre estos se prefieren los aluminosilicatos de sodio cristalinos con calidad de agente de lavado, en particular
zeolita A, P y dado el caso X, en solitario o0 mezclas, por ejemplo en forma de un co-cristalizado de las zeolitas Ay X
(Vegobond® AX, un producto comercial de Condea Augusta S.p.A.). Las cantidades préximas al limite superior
mencionado se emplean preferentemente en agentes solidos con forma de particulas. Los aluminosilicatos
adecuados en particular no presentan particulas con un tamafio de grano por encima de 30 um y preferentemente
estan compuestos en al menos el 80 % en peso de particulas con un tamafio menor de 10 um. Su capacidad de
unién a calcio, que se puede determinar segun las indicaciones del documento de patente alemana DE 24 12 837,
se encuentra por norma general en el intervalo de 100 a 200 mg de CaO por gramo.

Los sustitutos adecuados o sustitutos parciales del aluminosilicato mencionado son silicatos de metal alcalino
cristalinos que pueden estar presentes en solitario o en mezcla con silicatos amorfos. Los silicatos de metal alcalino
gue se pueden utilizar en los agentes de acuerdo con la invencion como ayudantes presentan, preferentemente, una
proporcion molar de 6xido de metal alcalino a SiO, por debajo de 0,95, en particular de 1:1,1 a 1:12, y pueden estar
presentes en forma amorfa o cristalina. Son silicatos de metal alcalino preferidos los silicatos de sodio, en particular
los silicatos de sodio amorfos, con una proporciéon molar Na,0:SiO, de 1:2 a 1:2,8. Como silicatos cristalinos que
pueden estar presentes en solitario o en mezcla con silicatos amorfos se emplean preferentemente filosilicatos
cristalinos con la féormula general Na,SixO2x+1 - Y H20, en la que x, el denominado médulo, es un nimero de 1,9 a 22,
en particular de 1,9 a 4 e y un nimero de 0 a 33 y siendo valores preferentes para x 2, 3 0 4. Los filosilicatos
cristalinos preferentes son aquellos en los que x adopta los valores 2 o 3 en la férmula general mencionada. En
particular se prefieren tanto - como 3&-disilicatos de sodio (Na;Si,Os - y H,O). También se pueden emplear en
agentes de acuerdo con la invencion silicatos de metal alcalino cristalinos practicamente sin agua preparados a
partir de silicatos de metal alcalino amorfos de la formula general que se ha mencionado anteriormente, en la que x
significa un numero de 1,9 a 2,1. En otra forma de realizacién preferente de agentes de acuerdo con la invencion se
emplea un filosilicato de sodio cristalino con un médulo de 2 a 3, tal como se puede producir a partir de arena y
carbonato de sodio. Se emplean silicatos de sodio cristalinos con un mddulo en el intervalo de 1,9 a 3,5 en otra
forma de realizacion preferente de agentes de acuerdo con la invencion. Los silicatos de tipo hoja cristalinos de la
Formula (1) indicada anteriormente se comercializan por la empresa Clariant GmbH con el nhombre comercial Na-
SKS, por ejemplo Na-SKS-1, (NazSi»O0asxH20, kenyaita), Na-SKS-2 (NazSi14029xH20, magadiita), Na-SKS-3
(NazSigO17xH20) 0 Na-SKS-4 (NaxSisOgxH.O, makatita). De los mismos son adecuados sobre todo Na-SKS-5 (-
Na;Si;0s), Na-SKS-7 (B-NazSi»Os, natrosilita), Na-SKS-9 (NaHSi,0s-3H20), Na-SKS-10 (NaHSi,0s3H,0, kanemita),
Na-SKS-11 (t-Na»Si>Os) y Na-SKS-13 (NaHSi»0s), pero en particular Na-SKS-6 (8-NazSi»Os). En una configuracion
preferente de agentes de acuerdo con la invencion se emplea un compuesto granular de filosilicato cristalino y
citrato, de filosilicato cristalino y acido policarboxilico (co)polimérico que se ha mencionado anteriormente o de
silicato de metal alcalino y carbonato de metal alcalino como esta disponible en el mercado, por ejemplo, con el
nombre Nabion® 15.

Las sustancias soporte estan contenidas en los agentes de acuerdo con la invencién preferentemente en cantidades
de hasta el 75 % en peso, en particular del 5 % en peso al 50 % en peso.

Como compuestos de peroxigeno adecuados para el empleo en agentes de acuerdo con la invencién se consideran,
en particular, peracidos organicos o sales peracidas de acidos organicos, tales como acido ftalimidopercaproico,
acido perbenzoico o sales del diacido diperdodecanoico, peréxido de hidrogeno y sales inorganicas que ceden
peroxido de hidrogeno en las condiciones de lavado a las que pertenecen perborato, percarbonato, persilicato y/o
persulfato tal como caroato. Siempre que se deban emplear compuestos de peroxigeno sélidos, los mismos se
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pueden usar en forma de polvos o granulados que también pueden estar envueltos de forma en principio conocida.
En caso de que un agente de acuerdo con la invencion contenga compuestos de peroxigeno, los mismos estan
presentes en cantidades de, preferentemente, hasta el 50 % en peso, en particular del 5 % en peso al 30 % en peso.
La adicién de reducidas cantidades de estabilizantes conocidos de blanqueador tal como, por ejemplo, de
fosfonatos, boratos o metaboratos y metasilicatos asi como sales de magnesio tales como sulfato de magnesio
puede ser apropiada.

Como activadores de blanqueo se pueden emplear compuestos que en condiciones de perhidrdlisis da lugar a
acidos peroxocarboxilicos alifaticos con, preferentemente, 1 a 10 atomos de C, en particular 2 a 4 4tomos de C y/o,
dado el caso, acido perbenzoico sustituido. Son adecuadas sustancias que llevan grupos O- y/o N-acilo del nimero
de atomos de C mencionado y/o grupos benzoilo dado el caso sustituidos. Se prefieren alquilendiaminas
poliaciladas, en particular tetraacetiletilendiamina (TAED), derivados de triazina acilados, en particular 1,5-diacetil-
2,4-dioxohexahidro-1,3,5-triazina  (DADHT), glicolurilos acilados, en particular tetraacetilglicolurilo (TAGU), N-
acilimidas, en particular N-nonanoilsuccinimida (NOSI), fenolsulfonatos acilados, en particular n-nonanoil- o
isononanoiloxibencenosulfonato (n- o iso-NOBS), anhidridos de acido carboxilico, en particular anhidrido de acido
ftalico, alcoholes polihidroxilicos acilados, en particular triacetina, diacetato de etilenglicol, 2,5-diacetoxi-2,5-
dihidrofurano y enoléster asi como sorbitol acetilado y manitol o sus mezclas descritas (SORMAN), derivados de
azucar acilados, en particular pentaacetilglucosa (PAG), pentaacetilfructosa, tetraacetilxilosa y octaacetillactosa asi
como glucamina acetilada dado el caso N-alquilada y gluconolactona y/o lactamas N-aciladas, por ejemplo N-benzoil
caprolactama. Los acilacetales sustituidos de forma hidréfila y las acillactamas se emplean también de forma
preferente. Se pueden emplear también combinaciones de activadores de blanqueo convencionales. Tales
activadores de blanqueo pueden estar contenidos, en particular con presencia de los blanqueadores que
proporcionan peroxido de hidrégeno que se han mencionado anteriormente, en el intervalo de cantidades habitual,
preferentemente en cantidades del 0,5 % en peso al 10 % en peso, en particular del 1 % en peso al 8 % en peso, en
relacion con todo el agente, pero preferentemente estdn ausentes por completo con empleo de acido percaboxilico
como unico blanqueador.

Adicionalmente a los activadores de blanqueo convencionales o en su lugar pueden estar contenidas también
sulfoniminas y/o sales de metal de transicion de refuerzo del blanqueo o complejos de metal de transicion como
denominados catalizadores de blanqueo.

A los disolventes organicos que se pueden usar ademas de agua en los agentes de acuerdo con la invencién, en
particular cuando estan presentes en forma liquida o pastosa, pertenecen alcoholes con 1 a 4 a4tomos de C, en
particular metanol, etanol, isopropanol y terc-butanol, dioles con 2 a 4 &omos de C, en particular etilenglicol y
propilenglicol, asi como sus mezclas y los éteres derivables de las clases de compuestos que se han mencionado.
Tales disolventes miscibles con agua estan presentes en los agentes de acuerdo con la invencion, preferentemente,
en cantidades no superiores al 30 % en peso, en particular del 6 al 20 % en peso.

Para el ajuste de un valor de pH deseado que no resulta por si mismo debido a la mezcla de los restantes
componentes, los agentes de acuerdo con la invencién pueden contener acidos compatibles con el sistema y el
medio ambiente, en particular &cido citrico, &cido acético, 4cido tartérico, 4cido malico, acido lactico, acido glicdlico,
acido succinico, acido glutarico y/o acido adipico, pero también &cidos minerales, en particular &cido sulfdrico o
bases, en particular hidroxidos de amonio o de metal alcalino. Tales reguladores del pH estan contenidos en los
agentes de acuerdo con la invencion en cantidades de, preferentemente, no mas del 20 % en peso, en particular del
1,2 % en peso al 17 % en peso.

Los inhibidores de agrisado tienen la tarea de mantener suspendida en el bafio la suciedad desprendida de la fibra
textil. Para esto son adecuados coloides solubles en agua la mayoria de las veces de naturaleza organica, por
ejemplo almidon, cola, gelatina, sales de acidos etercarboxilicos o acidos etersulfénicos de almidén o de celulosa o
sales de ésteres de &cido sulfurico 4cidos de celulosa o de almidén. Para este fin son adecuadas también
poliamidas solubles en agua que contienen grupos acidos. Ademas se pueden usar derivados de almidon diferentes
de los mencionados anteriormente, por ejemplo almidones de aldehido. Preferentemente se emplean éteres de
celulosa, tales como carboximetilcelulosa (sal de Na), metilcelulosa, hidroxialquilcelulosa y éteres mixtos, tales como
metilhidroxietilcelulosa, metilhidroxipropilcelulosa, metilcarboximetilcelulosa y sus mezclas, por ejemplo, en
cantidades del 0,1 al 5 % en peso en relacidn con los agentes.

Los agentes de lavado de materiales textiles de acuerdo con la invencién pueden contener como agentes de
aclaramiento Optico, por ejemplo, derivados del acido diaminoestilbendisulfonico o sus sales de metal alcalino, a
pesar de que para el empleo como agente de lavado de color preferentemente estan exentos de agentes de
aclaramiento Optico. Son adecuadas, por ejemplo, sales del acido 4,4'-bis(2-anilino-4-morfolino-1,3,5-triazinil-6-
amino)estilben-2,2'-disulfénico o0 compuestos estructurados del mismo modo que, en lugar del grupo morfolino,
llevan un grupo dietanolamino, un grupo metilamino, un grupo anilino o un grupo 2-metoxietilamino. Ademas pueden
estar presentes agentes de aclaramiento del tipo de los difenilestirilos sustituidos, por ejemplo las sales de metal
alcalino de 4,4'-bis(2-sulfoestiril)-difenilo, 4,4'-bis(4-cloro-3-sulfoestiril)-difenilo o 4-(4-cloroestiril)-4'-(2-sulfoestiril)-
difenilo. Se pueden usar también mezclas de los agentes de aclaramiento 6ptico que se han mencionado
anteriormente.
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En particular con el empleo en procedimientos a maquina puede ser ventajoso afiadir a los agentes inhibidores de
espuma habituales. Como inhibidores de espuma son adecuados, por ejemplo, jabones de origen natural o sintético
que presentan una elevada parte de acidos grasos Cig-Cz4. Son inhibidores de espuma no de tipo tensioactivo
adecuados, por ejemplo, organopolisiloxanos y sus mezclas con &cido silicico microfino, dado el caso silanizado, asi
como parafinas, ceras, ceras microcristalinas y sus mezclas con acido silicico silanizado o bisalquilendiamidas de
acido graso. Ventajosamente se usan también mezclas de distintos inhibidores de espuma, por ejemplo las de
siliconas, parafinas o ceras. Preferentemente, los inhibidores de espuma, en particular inhibidores de espuma que
contienen silicona y/o parafina, estdn unidos a una sustancia de soporte granular, soluble o dispersable en agua. En
particular a este respecto se prefieren mezclas de parafinas y biesteariletilendiamida.

Los ingredientes a seleccionar al igual que las condiciones en las que se emplea el agente, tales como, por ejemplo,
temperatura, valor de pH, fuerza idnica, relaciones redox o influencias mecanicas, deberian estar optimizadas para
el respectivo problema de limpieza. De este modo, las temperaturas habituales para agentes de lavado y limpieza se
encuentran en intervalos de 10 °C por encima de 40 °C y 60 °C hasta 95 °C en agentes a maquina o aplicaciones
técnicas. Ya que en las lavadoras y los lavavajillas modernos la temperatura la mayoria de las veces se puede
ajustar sin pasos, estan incluidos también todos los pasos intermedios de la temperatura. Preferentemente, los
ingredientes de los respectivos agentes se ajustan entre si. Se prefieren sinergias en relacién con el rendimiento de
limpieza. Son particularmente preferentes sinergias que existen en un intervalo de temperaturas entre 10 °C y 60 °C,
en particular en un intervalo de temperaturas de 10 °C a 60 °C, de 10 °C a 50 °C, de 10 °C a 40 °C, de 10 °C a 30 °C,
de15°Ca30°C,del0°Ca25°Cyde15°Ca25°C.

La preparacion de agentes solidos de acuerdo con la invencion no plantea ninguna dificultad y se puede realizar de
forma conocida, por ejemplo, mediante secado por pulverizacién o granulacién, afiadiéndose enzimas y posibles
ingredientes termosensibles adicionales tales como, por ejemplo, blanqueadores, dado el caso posteriormente por
separado. Para la preparacién de agentes de acuerdo con la invencion con un mayor peso aparente, en particular en
el intervalo de 650 g/l a 950 g/l, se prefiere un procedimiento que presente una etapa de extrusion.

Para la preparacion de agentes de acuerdo con la invencién en forma de pastilla que pueden ser monofasicos o
multifasicos, de un color o varios colores y pueden estar compuestos en particular de una capa o de varias, en
particular, de dos capas, preferentemente se procede de tal manera que se mezclan entre si todos los
constituyentes —dado el caso respectivamente de una capa— en una mezcladora y la mezcla se prensa mediante
prensas convencionales para pastillas, por ejemplo, prensas excéntricas o0 prensas rotativas con fuerzas de
prensado en el intervalo de aproximadamente 50 a 100 kN, preferentemente de 60 a 70 kN. En particular, con
pastillas multicapa puede ser ventajoso que se prense previamente al menos una capa. Esto se lleva a cabo
preferentemente con fuerzas de prensado entre 5y 20 kN, en particular de 10 a 15 kN. De este modo se obtienen
sin problemas pastillas resistentes a la rotura y, a pesar de esto, solubles con la suficiente rapidez en las
condiciones de aplicacion, con resistencias a la rotura y la flexion normalmente de 100 a 200 N, sin embargo
preferentemente por encima de 150 N. Preferentemente, una pastilla preparada de este modo presenta un peso de
10 g a 50 g, en particular de 15 g a 40 g. La forma espacial de las pastillas es discrecional y puede ser redonda, oval
o angulada, siendo posibles también formas intermedias. Ventajosamente, las esquinas y los cantos estan
redondeados. Las pastillas redondas preferentemente presentan un didmetro de 30 mm a 40 mm. En particular, el
tamafio de pastillas disefiadas con forma angulada o de ortoedro que se introducen sobre todo a través del
dispositivo de dosificacion, por ejemplo, del lavavajillas, depende de la geometria y del volumen de este dispositivo
de dosificacion. Las formas de realizacién preferentes a modo de ejemplo presentan una superficie de base de (20 a
30 mm) x (34 a 40 mm), en particular de 26 x 36 mm o de 24 x 38 mm.

Los agentes de acuerdo con la invencion liquidos o pastosos en forma de soluciones que contienen disolventes
habituales se preparan, por norma general, mediante simple mezcla de los ingredientes que se pueden afiadir en
sustancia o como solucién a una mezcladora automatica.

Por tanto, las formas de realizacion de la presente invencién comprenden todas las formas de presentacion sélidas,
en forma de polvo, liquidas, en forma de gel o pastosas de los agentes que, dado el caso, pueden estar compuestas
también de varias fases y pueden estar presentes en forma tanto comprimida como no comprimida. Por tanto, los
agentes que estan caracterizados por que estan presentes como sistema de un componente representan otra forma
de realizacion de la invencion. Tales agentes preferentemente estdn compuestos de una fase. Por el contrario, los
agentes que estan compuestos de varias fases estan caracterizados por que estan divididos en varios componentes.
A las formas de presentacién solidas de acuerdo con la invencion ademas pertenecen extrudidos, granulados,
pastillas o bolsillos que pueden estar presentes en envases grandes o también envasados por porciones.

Un agente de acuerdo con la invencion puede estar presente como polvo suelto, en particular con un peso aparente
de 300 g/l a 1200 g/l, en particular de 500 g/l a 900 g/l o de 600 g/l a 850 gl/l.

Como alternativa, los agentes de acuerdo con la invencién pueden ser también liquidos, estar en forma de gel o ser

pastosos. Otra forma de realizacién de la invencion, por tanto, esta caracterizada por que el agente de lavado o
limpieza esta presente en forma liquida, en forma de gel o pastosa, en particular en forma de un agente de lavado
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liguido no acuoso o una pasta no acuosa o en forma de un agente de lavado liquido acuoso o una pasta que
contiene agua.

El agente de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion puede estar envasado en un depdsito, preferentemente
un depdsito permeable a aire, del que se libera justo antes del uso o durante el proceso de lavado. En particular, la
proteasa contenida en el agente y/u otros ingredientes del agente pueden estar envueltos con una sustancia
impermeable para la enzima a temperatura ambiente o en ausencia de agua que, en condiciones de aplicacion del
agente, se hace permeable para la enzima. Una forma de realizacion de este tipo de la invencion, por lo tanto, esta
caracterizada por que la proteasa esta envuelta con una sustancia impermeable para la proteasa a temperatura
ambiente y/o en ausencia de agua.

Los agentes de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion pueden contener exclusivamente una proteasa tal
como se ha descrito. Como alternativa pueden contener también otras enzimas hidroliticas u otras enzimas en una
concentracion apropiada para la eficacia del agente. Por tanto, otro objeto de la invencién lo representan agentes
gue, ademas, comprenden una o varias enzimas adicionales, pudiéndose emplear en principio todas las enzimas
establecidas para estos fines en el estado de la técnica. Como otras enzimas se pueden emplear preferentemente
todas las enzimas que pueden desplegar en el agente de acuerdo con la invencién una actividad catalitica, en
particular una proteasa, amilasa, celulasa, hemicelulasa, mananasa, tanasa, xilanasa, xantanasa, B-glucosidasa,
carragenasa, perhidrolasa, oxidasa, oxidorreductasa o una lipasa, asi como, preferentemente, sus mezclas. En
principio, estas enzimas son de origen natural; partiendo de las moléculas naturales estan disponibles para el
empleo en agentes de lavado y limpieza variantes mejoradas que se emplean correspondientemente de forma
preferida.

Los agentes de acuerdo con la invencién contienen enzimas preferentemente en cantidades totales del 1 x 10%al5
por ciento en peso en relacion con la proteina activa. Preferentemente, las enzimas estan contenidas del 0,001 al 5
% en peso, mas preferentemente del 0,01 al 5 % en peso, ain mas preferentemente del 0,05 al 4 % en peso y de
forma particularmente preferente del 0,075 al 3,5 % en peso en los agentes de acuerdo con la invencion, pudiendo
estar presente cada enzima contenida en las proporciones de cantidades mencionadas. Las enzimas pueden estar
adsorbidas a sustancias de soporte y/o estar incluidas en sustancias envolventes para proteger las mismas frente a
una inactivacion prematura.

La concentracién de la proteina se puede determinar con ayuda de métodos conocidos, por ejemplo el
procedimiento de BCA (&cido bicincoénico; acido 2,2'-bicinolil-4,4'-dicarboxilico) o el procedimiento de biuret (A. G.
Gornall, C. S. Bardawill y M. M. David, J. Biol. Chem., 177 (1948), pag. 751-766).

En caso de la comparacion de los rendimientos de dos enzimas de agente de lavado se tiene que diferenciar entre el
empleo con la misma proteina y la misma actividad. En particular en caso de preparaciones obtenidas mediante
ingenieria genética, esencialmente sin actividad secundaria, es razonable el empleo con la misma proteina. De
hecho, de este modo es posible una afirmacién acerca de si las mismas cantidades de proteina —como medida de
la ganancia de la produccion fermentativa— conducen a resultados comparables. Si difieren las respectivas
proporciones de sustancia activa a proteina total (los valores de la actividad especifica), entonces se ha recomendar
una comparacion con la misma actividad, debido que a través de esto se comparan las respectivas propiedades
enzimaticas. En general se aplica que una reducida actividad especifica se puede compensar mediante adicion de
una mayor cantidad de proteina.

De forma particularmente preferente, las enzimas muestran efectos sinérgicos en relacién con su efecto frente a
determinados ensuciamientos o manchas, es decir, las enzimas contenidas en la composicion de agente se
respaldan mutuamente en su rendimiento de limpieza. De forma muy particularmente preferente existe una sinergia
de este tipo entre la proteasa contenida de acuerdo con la invencién y otra enzima de un agente de acuerdo con la
invencion, entre esto en particular entre la proteasa mencionada y una amilasa y/o una mananasa y/o una lipasa.
Pueden aparecer efectos sinérgicos no solo entre distintas enzimas, sino también entre una o varias enzimas y otros
ingredientes del agente de acuerdo con la invencion.

Entre las proteasas se prefieren aquellas del tipo subtilisina. Son ejemplo de esto las subtilisinas BPN' y Carlsberg,
la proteasa PB92, las subtilisinas 147 y 309, la proteasa alcalina de Bacillus lentus, la subtilisina DY y las enzimas a
asignar a las subtilasas, sin embargo, ya no a las subtilisinas en el sentido mas estricto termitasa, proteinasa K y las
proteasas TW3 y TW?7. La subtilisina Carlsberg esta disponible en una forma perfeccionada con el nombre comercial
Alcalase® en la empresa Novozymes A/S, Bagsvaeerd, Dinamarca. Las subtilisinas 147 y 309 se comercializan con
el nombre comercial Esperase® o Savinase® por la empresa Novozymes. De la proteasa de Bacillus lentus DSM
5483 se derivan las variantes de proteasa comercializadas con la denominacion BLAP®. Otras proteasas Utiles son,
por ejemplo, las enzimas disponibles con el nombre comercial Durazym®, Relase®, Everlase®, Nafizym®,
Natalase®, Kannase® y Ovozyme® de la empresa Novozymes, con el nombre comercial Purafect®, Purafect®
OxP, Purafect® Prime, Excellase® y Properase® de la empresa Genencor, con el nombre comercial Protosol® de la
empresa Advanced Biochemicals Ltd., Thane, India, con el nombre comercial Wuxi® de la empresa Wuxi Snyder
Bioproducts Ltd., China, con el nombre comercial Proleather® y Protease P® de la empresa Amano
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Pharmaceuticals Ltd., Nagoya, Japdn y con la denominacion proteinasa K-16 de la empresa Kao Corp., Tokio,
Japoén. Se emplean de forma particularmente preferente también las proteasas de Bacillus gibsonii y Bacillus pumilus
que estan desveladas en las solicitudes de patente internacionales W02008/086916 y W0O2007/131656.

Son ejemplos de amilasas confeccionables de acuerdo con la invencion las a-amilasas de Bacillus licheniformis, de
B. amyloliquefaciens o de B. stearothermophilus asi como sus perfeccionamientos mejorados para el empleo en
agentes de lavado o limpieza. La enzima de B. licheniformis esté disponible en la empresa Novozymes con el
nombre Termamyl® y en la empresa Genencor con el nombre Purastar®ST. Estan disponibles productos
perfeccionados de esta a-amilasa en la empresa Novozymes con el nombre comercial Duramyl® y Termamyl®ultra,
en la empresa Genencor con el nombre Purastar®OxAm y en la empresa Daiwa Seiko Inc., Tokio, Japén como
Keistase®. La a-amilasa de B. amyloliquefaciens se comercializa por la empresa Novozymes con el nombre BAN®,
y variantes derivadas de la a-amilasa de B. stearothermophilus con el nombre BSG® y Novamyl®, también de la
empresa Novozymes.

Ademas, para este fin se han de destacar la a-amilasa de Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) y la ciclodextrin-
glucanotransferasa (CGTasa) de B. agaradherens (DSM 9948). Ademas se pueden emplear las enzimas amiloliticas
que pertenecen al espacio de secuencia de las a-amilasas que se define en la solicitud de patente internacional WO
03/002711 A2 y las que se describen en la solicitud WO 03/054177 A2. Asimismo se pueden emplear productos de
fusion de las moléculas mencionadas.

Ademés son adecuados los perfeccionamientos disponibles con el nombre comercial Fungamyl® de la empresa
Novozymes de la a-amilasa de Aspergillus niger y A. oryzae. Otros productos comerciales que se pueden emplear
son, por ejemplo, Amylase-LT® y Stainzyme® o Stainzyme ultra® o Stainzyme plus®, esta Ultima también de la
empresa Novozymes. De acuerdo con la invencién se pueden emplear también variantes de estas enzimas
obtenibles mediante mutacién puntual.

Son ejemplos de lipasas o cutinasas confeccionables de acuerdo con la invencién que estan contenidas en particular
debido a sus actividades de escision de triglicéridos, pero también para generar peracidos in situ a partir de
precursores adecuados, las lipasas obtenidas originalmente de Humicola lanuginosa (Thermomyces lanuginosus) o
perfeccionadas, en particular aquellas con la sustitucion de aminoacidos D96L. Se comercializan, por ejemplo, por la
empresa Novozymes con el nombre comercial Lipolase®, Lipolase®Ultra, LipoPrime®, Lipozyme® y Lipex®.
Ademas se pueden emplear, por ejemplo, las cutinasas que se han aislado originalmente de Fusarium solani pisi y
Humicola insolens. Se pueden obtener también lipasas Utiles en la empresa Amano con las denominaciones Lipase
CE®, Lipase P®, Lipase B® o Lipase CES®, Lipase AKG®, Bacillis sp. Lipase®, Lipase AP®, Lipase M-AP® y
Lipase AML®. De la empresa Genencor se pueden emplear, por ejemplo, las lipasas o cutinasas cuyas enzimas de
partida se han aislado originalmente de Pseudomonas mendocina y Fusarium solanii. Como otros productos
comerciales importantes se han de mencionar las preparaciones comercializadas originalmente por la empresa Gist-
Brocades M1 Lipase® y Lipomax® y las enzimas comercializadas por la empresa Meito Sangyo KK, Jap6n con el
nombre Lipase MY-30®, Lipase OF@ y Lipase PL®, ademas el producto Lumafast® de la empresa Genencor.

Los agentes de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion pueden contener ademas celulasas, dependiendo del
fin como enzimas puras, como preparaciones enzimaticas o en forma de mezclas en las que los componentes
individuales se complementan ventajosamente en relaciéon con sus distintos aspectos de rendimiento. A estos
aspectos de rendimiento pertenecen, en particular, aportaciones al rendimiento de lavado primario, al rendimiento de
lavado secundario del agente (efecto anti-redeposicion o inhibicion de agrisado) y avivado (efecto de tejido) hasta el
ejercicio de un efecto de "lavado a piedra”.

Una preparacion de celulasa rica en endoglucanasa (EG) fungica Util o sus perfeccionamientos se ofrece por la
empresa Novozymes con el nombre comercial Celluzyme®. Los productos disponibles también en la empresa
Novozymes Endolase® y Carezyme® se basan en la EG de 50 kD o la EG de 43 kD de H. insolens DSM 1800.
Otros productos comerciales Utiles de esta empresa son Cellusoft®, Renozyme® y Celluclean®. Ademas se pueden
emplear, por ejemplo, la EG de 20 kD de Melanocarpus, que se puede obtener de la empresa AB Enzymes,
Finlandia, con el nombre comercial Ecostone® y Biotouch®. Otros productos comerciales de la empresa AB
Enzymes son Econase® y Ecopulp®. Otras celulasas adecuadas son de Bacillus sp. CBS 670.93 y CBS 669.93,
obteniéndose la de Bacillus sp. CBS 670.93 de la empresa Genencor con el nombre comercial Puradax®. Otros
productos comerciales de la empresa Genencor son "Genencor detergent cellulase L" e IndiAge®Neutra.

Ademas, en particular para la eliminacion de determinados ensuciamientos problematicos, se pueden emplear otras
enzimas que se compilan en el término hemicelulasas. A esto pertenecen, por ejemplo, mananasas, xantanliasas,
pectinliasas (=pectinasas), pectinesterasas, pectatliasas, xiloglucanasas (=xilanasas), pululanasas y p-glucanasas.
Estan disponibles enzimas adecuadas a este respecto, por ejemplo, con el nombre Gamanase® y Pektinex AR® de
la empresa Novozymes, con el nombre Rohapec® Bl L de la empresa AB Enzymes y con el nombre Pyrolase® de
la empresa Diversa Corp., San Diego, CA, EE.UU. La B-glucanasa obtenida de Bacillus subtilis estan disponible en
la empresa Novozymes con el nombre Cereflo®. Son hemicelulasas particularmente preferentes de acuerdo con la
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invenciébn mananasas que se comercializan, por ejemplo, con el nombre comercial Mannaway(R) de la empresa
Novozymes y Purabrite® de la empresa Genencor.

Para aumentar el efecto de blanqueo, los agentes de acuerdo con la invencion pueden contener también
oxidorreductasas, por ejemplo, oxidasas, oxigenasas, catalasas (que reaccionan como peroxidasa a reducidas
concentraciones de H;0O;), peroxidasas, tales como halo-, cloro-, bromo-, lignina-, glucosa- o manganeso-
peroxidasas, dioxigenasas o lacasas (fenoloxidasas, polifenoloxidasas). Como productos comerciales adecuados se
han de mencionar Denilite® 1y 2 de la empresa Novozymes. Se hace referencia a las solicitudes WO 98/45398 A1,
WO 2005/056782 A2 y WO 2004/058961 Al como sistemas de ejemplo que se pueden emplear ventajosamente
para una perhidrélisis enzimatica. Un sistema de blanqueo enzimatico combinado que comprende una oxidasa y una
perhidrolasa lo describe la solicitud WO 2005/124012. Ventajosamente se afiaden adicionalmente compuestos
preferentemente organicos, de forma particularmente preferente aromaticos, que interaccionan con las enzimas para
reforzar (potenciadores) la actividad de las respectivas oxidorreductasas o para garantizar (mediadores) en caso de
potenciales redox muy diferentes entre las enzimas oxidantes y los ensuciamientos el flujo de electrones.

Las enzimas empleadas de acuerdo con la invencion proceden originalmente de microorganismos, por ejemplo, de
los géneros Bacillus, Streptomyces, Humicola o Pseudomonas y/o se producen segun procedimientos
biotecnolégicos en si conocidos por microorganismos adecuados, por ejemplo, por huéspedes transgénicos de
expresion de los géneros Bacillus o por hongos filamentosos.

La purificacion de las respectivas enzimas se realiza, de forma adecuada, a través de procedimientos en si
establecidos, por ejemplo, mediante precipitacion, sedimentacién, concentracion, filtracion de las fases liquidas,
microfiltracion, ultrafiltracion, accién de agentes quimicos, accién desodorizante o combinaciones adecuadas de
estas etapas.

De forma analoga a las explicaciones efectuadas anteriormente, las enzimas se pueden confeccionar de acuerdo
con la invencién junto con sustancias acompafiantes, por ejemplo, de la fermentacién o con estabilizantes.

Entre todas estas enzimas se prefieren particularmente aquellas que se han estabilizado en si frente a una oxidacion
de forma comparablemente estable o, por ejemplo, mutaciones, en particular mediante sustitucion, deleciéon o
insercion de uno o varios aminoacidos. Entre esto se han de indicar en particular los productos comerciales ya
mencionados Everlase y Purafect® OxP como ejemplos de tales proteasas y Duramyl como ejemplo de una o-
amilasa de este tipo.

El uso de un agente de lavado o limpieza de acuerdo con la invencién para la eliminaciéon de ensuciamientos, en
particular de ensuciamientos sensibles a proteasa sobre materiales textiles o superficies duras, es decir, para la
limpieza de materiales textiles o de superficies duras, representa un objeto propio de la invencion.

De hecho, los agentes de acuerdo con la invencion, en particular a causa de las propiedades que se han descrito
anteriormente de la proteasa contenida, se pueden usar ventajosamente para eliminar impurezas correspondientes
de materiales textiles o de superficies duras. El lavado a mano, la eliminacién manual de manchas de materiales
textiles o de superficies duras o el uso en relacién con un procedimiento a maquina representan, por ejemplo, formas
de realizacion de este objeto de la invencion.

Todos los hechos, objetos y formas de realizacion que se han descrito para agentes de lavado o limpieza de
acuerdo con la invencion se pueden aplicar también a este objeto de la invencion. Por tanto, en este punto se hace
referencia expresamente a la divulgacion en el punto correspondiente con la indicacion de que esta divulgacion se
aplica también al anterior uso de acuerdo con la invencién.

En formas de realizacién preferentes de este uso, los respectivos agentes de lavado o limpieza de acuerdo con la
invencion se facilitan segun una de las formas de realizacion descritas.

Otro objeto de la invencion lo representan procedimientos para la limpieza de materiales textiles o de superficies
duras en los que se usa, al menos en una de las etapas del procedimiento, un agente de lavado o limpieza de
acuerdo con la invencion. Por consiguiente, el procedimiento para la limpieza de materiales textiles o superficies
duras esta caracterizado por que en al menos una etapa del procedimiento se aplica un agente de lavado o limpieza
de acuerdo con la invencion.

Aqui se incluyen procedimientos tanto manuales como a maquina, prefiriéndose los procedimientos a maquina a
causa de su capacidad de control mas precisa en lo referente, por ejemplo, a las cantidades y tiempos de accion
empleados.

En general, los procedimientos para la limpieza de materiales textiles se caracterizan por que en varias etapas del
procedimiento se aplican distintas sustancias con actividad de limpieza sobre el producto de limpieza y se eliminan
mediante lavado después del tiempo de accion o por que el producto de limpieza se trata de otro modo con un
agente de lavado o una solucién o dilucién de este agente. Lo correspondiente se aplica a procedimientos para la
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limpieza de todos los materiales distintos de los materiales textiles, en particular de superficies duras. Todos los
procedimientos concebibles de lavado o limpieza se pueden complementar en al menos una de las etapas del
procedimiento con la aplicacién de un agente de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion y representan
entonces formas de realizacion de la presente invencion.

Todos los hechos, objetos y formas de realizacion que se han descrito para agentes de lavado o limpieza de
acuerdo con la invencién se pueden aplicar también a este objeto de la invencién. Por tanto, en este punto se hace
referencia expresamente a la divulgacion en el punto correspondiente con la indicacion de que esta divulgacion se
aplica también a los anteriores procedimientos de acuerdo con la invencién.

Otro objeto de la invencion lo representan procedimientos para la limpieza de materiales textiles o superficies duras
gue estan caracterizados por que en al menos una etapa del procedimiento es cataliticamente activa una proteasa,
gue comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad con la secuencia de aminoacidos indicada
en la SEC ID N°: 3 de al menos el 97,5 % y, cada vez més preferentemente, al menos el 98 %, 98,1 %, 98,2 %, 98,3
%, 98,4 %, 98,5 %, 98,6 %, 98,7 %, 98,8 %, 98,9 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %,
99,8 %, 99,9 % vy, de forma muy particularmente preferente, el 100 %, en particular de tal manera que la proteasa se
emplea en una cantidad de 40 pg a 4 g, preferentemente de 50 pg a 3 g, de forma particularmente preferente de 100
ug a 2 g y de forma muy particularmente preferente de 200 pug a 1 g por aplicacion. Todos los hechos, objetos y
formas de realizaciéon que se han descrito para agentes de lavado o limpieza de acuerdo con la invencién se pueden
aplicar también a este objeto de la invencién. Por tanto, en este punto se hace referencia expresamente a la
divulgacion en el punto correspondiente con la indicacion de que esta divulgacion se aplica también a los anteriores
procedimientos de acuerdo con la invencién.

Ya que las proteasas empleadas en los agentes de acuerdo con la invencién naturalmente ya poseen una actividad
hidrolitica y despliegan la misma también en medios que por lo demas no poseen ningn poder de limpieza tal como,
por ejemplo, en un mero tampén, una Unica y/o la Unica etapa de un procedimiento de este tipo puede consistir en
gue, en caso deseado, como un Unico componente con actividad de limpieza se ponga en contacto una proteasa de
este tipo con el ensuciamiento, preferentemente en una solucion de tampdn o en agua. Esto representa otra forma
de realizacion de este objeto de la invencion.

Representan formas de realizacion alternativas de este objeto de la invenciéon también procedimientos para el
tratamiento de materias primas textiles o para el acondicionado de materiales textiles en los que, en al menos una
etapa del procedimiento, es activa una proteasa empleada en agentes de acuerdo con la invencion. Entre estos se
prefieren procedimientos para materias primas textiles, fibras o materiales textiles con constituyentes naturales y de
forma muy particular para aquellos con algodén o seda.

A este respecto se puede tratar, por ejemplo, de procedimientos en los que se preparan materiales para el
procesamiento en materiales textiles, por ejemplo, para el apresto anti-afieltrado o, por ejemplo, de procedimientos
que enriquecen la limpieza de materiales textiles usados con un componente acondicionador. A causa del efecto que
se ha descrito anteriormente de proteasas en materias primas naturales que contienen proteina, en formas de
realizacién preferentes se trata de procedimientos para el tratamiento de materias primas textiles, fibras o materiales
textiles con constituyentes naturales, en particular con algodon o seda.

Las proteasas empleadas en agentes de acuerdo con la invencion se pueden emplear, de forma correspondiente a
las anteriores explicaciones, ventajosamente en agentes de lavado y limpieza asi como procedimientos de acuerdo
con la invencién, en particular procedimientos de lavado y limpieza. Por tanto, se pueden usar para eliminar de
materiales textiles o de superficies duras ensuciamientos que contienen proteina o sensibles a proteasa.

Por tanto, otro objeto de la invencion lo forma el uso de una proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos
gue tiene una identidad con una secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID N°: 3 de al menos el 97,5 % v,
cada vez mas preferentemente, de al menos el 98 %, 98,1 %, 98,2 %, 98,3 %, 98,4 %, 98,5 %, 98,6 %, 98,7 %, 98,8
%, 98,9 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 % y de forma muy
particularmente preferente del 100 % para la limpieza de materiales textiles o de superficies duras. Preferentemente
se emplea la proteasa en una cantidad de 40 ug a 4 g, preferentemente de 50 pug a 3 g, de forma particularmente
preferente de 100 pg a 2 g y de forma muy particularmente preferente de 200 pg a 1 g por aplicacion. Todos los
hechos, objetos y formas de realizacién que se han descrito para agentes de lavado o limpieza de acuerdo con la
invencion se pueden aplicar también a este objeto de la invencion. Por tanto, en este punto se hace referencia
expresamente a la divulgacion en el punto correspondiente con la indicacion de que esta divulgacion se aplica
también al anterior uso de acuerdo con la invencion. En una forma de realizacion preferente de este uso se facilitan
las respectivas enzimas en el marco de un agente de lavado o limpieza de acuerdo con la invencion.

Ejemplos
Todas las etapas de trabajo de biologia molecular siguen procedimientos convencionales, tal como estan indicados,

por ejemplo, en el libro de texto de Fritsch, Sambrook y Maniatis "Molecular cloning: a laboratory manual“, Cold
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Spring Harbour Laboratory Press, Nueva York, 1989, u obras pertinentes comparables. Las enzimas y sistemas
modulares (kits) se emplearon segun las indicaciones de los respectivos fabricantes.
Ejemplo 1

Aislamiento e identificacion de la cepa bacteriana proteoliticamente activa

0,1 g de una muestra de suelo se suspendieron en 1 ml de solucién al 0,9 % de NaCl estéril y se sembraron en
placas de agar que contenian leche en polvo (1,5 % de agar, 0,1 % de K;HPOQO4, 0,5 % de extracto de levadura, 1 %
de peptona, 1 % de leche en polvo, 0,02 % de MgSO.*7H,0, 0,4 % Na,COs, pH 10) y se incubaron a 30 °C. Gracias
a un halo claro se aisl6 una bacteria proteoliticamente activa que se identificd por la Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) (Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares) como
Bacillus pumilus (ID 08-101).

Ejemplo 2
Aislamiento y clonacion de la nueva serina proteasa del suelo

La bacteria proteoliticamente activa se cultivd en medio TBY (0,5 % de NacCl, 0,5 % de extracto de levadura, 1 % de
triptona, pH 7,4) durante 16 h a 30 °C. El ADN total de esta bacteria se prepar6é segiin métodos convencionales, se
tratd con la enzima de restriccion Sau 3A y se clon6 en un vector de Bacillus (derivado del pBC16; Bernhard et al.
(1978), J. Bacteriol., Volumen 133 (2), pag. 897 y siguientes). Este vector se introdujo mediante transformacion en la
cepa hospedadora negativa a proteasa Bacillus subtilis DB 104 (Kawamura y Doi (1984), J. Bacteriol., volumen 160
(1), pag. 442-444).

En primer lugar, los transformantes se regeneraron en medio DM3 y después se traspasaron por inoculacion a
placas de agar que contenian leche en polvo (placas de leche desnatada TBY; véase el Ejemplo 1). Los clones
proteoliticamente activos se identificaron mediante sus halos de lisis. De los clones proteoliticamente activos
obtenidos se selecciond uno cuyo plasmido (vector) se aisl6 y el fragmento génico (inserto) contenido en este vector
se secuencié segln procedimientos convencionales.

El inserto contiene una fase de lectura abierta de aproximadamente 1,2 kb, cuya secuencia de ADN codifica una
proteasa del tipo subtilisina. La secuencia se amplific6 mediante PCR, se clon6 en el vector de E. coli pUC19 y se
deposito de acuerdo con el Tratado de Budapest en la DSMZ con el nimero DSM 21890.

Ejemplo 3

Establecimiento del rendimiento de limpieza de un agente de lavado liquido disponible en el mercado que contiene la
proteasa

Para este ejemplo se emplearon materiales textiles ensuciados de forma normalizada que se habian obtenido de
EMPA Testmaterialien AG (St. Gallen, Suiza), de wfk Testgewebe GmbH (Briiggen-Bracht, Alemania) o del Center
For Testmaterials (CFT, Vlaardingen, Paises Bajos). A este respecto se usaron los siguientes ensuciamientos y
materiales textiles:

A: hierba sobre algodén: producto N° 164 de la empresa Eidgendssische Material- und Prifanstalt (EMPA)
Testmaterialien AG, St. Gallen, Suiza;

B: aceite de cacahuete-pigmento/tinta china sobre poliéster/algodén: producto N° PC-10 de CFT (Center For
Testmaterials) B. V. Vlaardingen, Paises Bajos;

C: leche chocolateada/negro de humo sobre algodon: producto N° C-03 de CFT (Center For Testmaterials) B. V.
Vlaardingen, Paises Bajos;

D: sangre-leche/tinta china sobre algodén: producto N° C-05 disponible en CFT (Center For Testmaterials) B. V.
Vlaardingen, Paises Bajos

Con este material de ensayo se examinaron distintas formulaciones de agente de lavado en relacion con su
rendimiento de limpieza. Para esto, las preparaciones se lavaron durante 60 minutos a una temperatura de 40 °C. La
dosificacién se encontraba en 5,9 g del agente de lavado por litro de bafio de lavado. Se lavé con agua urbana con
una dureza de agua de aproximadamente 16° de dureza alemana.

Como agente de lavado de control sirvié una formulacion de base de agente de lavado con la siguiente composicion
(todas las indicaciones en porcentaje en peso): 0,3-0,5 % de goma xantana, 0,2-0,4 % de agente antiespumante, 6-7
% de glicerol, 0,3-0,5 % de etanol, 4-7 % de FAEOS (sulfato de éter de alcohol graso), 24-28 % de tensioactivos no
idnicos, 1 % de &cido bdrico, 1-2 % de citrato sddico (dihidrato), 2-4 % de carbonato de sodio, 14-16 % de &cidos
grasos de nuez de coco, 0,5 % de HEDP (&acido 1-hidroxietan-(1,1-di-fosfonico)), 0-0,4 % de PVP
(polivinilpirrolidona), 0-0,05 % de agente de aclaramiento oOptico, 0-0,001 % de colorante, resto agua
desmineralizada. La formulaciéon de base de agente de lavado se mezclé para las distintas series de ensayo con la
misma actividad (5 UP/ml de concentracién final) con las siguientes proteasas: proteasa que comprende una
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secuencia de aminoécidos de acuerdo con la SEC ID N°: 3 (preparacion 1), proteasa de Bacillus pumilus de acuerdo
con el documento WO2007/131656 (preparacién 2) y la variante mejorada en rendimiento F49 de la proteasa de
Bacillus lentus de acuerdo con el documento WO 95/23221 (preparacion 3).

Después del lavado se midi6 el grado de blanco de los materiales textiles lavados. La mediciéon se realiz6 en un
espectrometro Minolta CM508d (tipo de luz D65, 10°). El aparato se calibré previamente con un patrén de blanco
suministrado. Los resultados obtenidos son las remisiones de diferencia entre un proceso de lavado con un agente
de lavado que contiene una proteasa y un ciclo de lavado de control llevado a cabo en paralelo con un agente de
lavado sin proteasa. Los resultados estan resumidos en la siguiente Tabla 1 y permiten una deduccién directa
acerca de la aportacién de la enzima respectivamente contenida al rendimiento de limpieza del agente usado.

Tabla 1: resultados de lavado con un agente de lavado liquido a 40 °C

Ensuciamiento

Preparacion 1

Preparacion 2

Preparacion 3

A

6,5

4,5

4,8

B 9,1 7,8 8,5
C 7,2 4,3 57
D 18,4 15,5 16,6

Es evidente que un agente de lavado de acuerdo con la invencién muestra un mejor rendimiento de limpieza en
comparacién con un agente de lavado con una proteasa de Bacillus pumilus que presenta una secuencia similar de
aminoacidos, asi como incluso en comparacion con un agente de lavado que ya contiene una variante de proteasa
mejorada en rendimiento que no es una molécula de tipo natural.
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REIVINDICACIONES

1. Agente de lavado o limpieza que comprende una proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad con la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID N°: 3 de al menos el 97,5 % y, cada vez
mas preferentemente, al menos el 98 %, 98,1 %, 98,2 %, 98,3 %, 98,4 %, 98,5 %, 98,6 %, 98,7 %, 98,8 %, 98,9 %,
99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 % y, de forma muy particularmente
preferente, el 100 %, asi como al menos otro ingrediente de agente de lavado.

2. Agente de lavado o limpieza de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizado por que el otro ingrediente de
agente de lavado esta seleccionado del grupo compuesto de sustancias soporte, tensioactivos con actividad
superficial, blanqueadores a base de compuestos de peroxigeno organicos y/o inorganicos, activadores de
blanqueo, disolventes organicos miscibles con agua, enzimas, secuestrantes, electrolitos, reguladores del pH y otros
coadyuvantes, tales como agentes de aclaramiento 6ptico, inhibidores de agrisado, reguladores de espuma asi
como colorantes y fragancias asi como combinaciones de los mismos.

3. Agente de lavado o limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que esta
presente en forma soélida, en particular como polvo suelto con un peso aparente de 300 g/l a 1200 g/l, en particular
de 500 g/l a 900 g/l.

4. Agente de lavado o limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que esta
presente en forma liquida, en forma de gel o pastosa.

5. Agente de lavado o limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que la proteasa
esta envuelta con una sustancia impermeable para la proteasa a temperatura ambiente y/o en ausencia de agua.

6. Agente de lavado o limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que comprende
al menos otra enzima, en particular una proteasa, amilasa, celulasa, hemicelulasa, mananasa, tanasa, xilanasa,
xantanasa, p-glucosidasa, carragenasa, perhidrolasa, oxidasa, oxidorreductasa o0 una lipasa, asi como
preferentemente sus mezclas.

7. Uso de un agente de lavado o limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6 para la eliminacion de
ensuciamientos sensibles a proteasa sobre materiales textiles o superficies duras.

8. Procedimiento para la limpieza de materiales textiles o superficies duras, caracterizado por que en al menos una
etapa del procedimiento se aplica un agente de lavado o limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6.

9. Procedimiento para la limpieza de materiales textiles o superficies duras, caracterizado por que en al menos una
etapa del procedimiento es cataliticamente activa una proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad con la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID N°: 3 de al menos el 97,5 % y, cada vez
mas preferentemente, de al menos el 98 %, 98,1 %, 98,2 %, 98,3 %, 98,4 %, 98,5 %, 98,6 %, 98,7 %, 98,8 %, 98,9
%, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 % y, de forma muy particularmente
preferente, el 100 %, en particular de tal manera que la proteasa se emplea en una cantidad de 40 nug a 4 g,
preferentemente de 50 pg a 3 g, de forma particularmente preferente de 100 pg a 2 g y de forma muy
particularmente preferente de 200 ug a 1 g por aplicacion.

10. Uso de una proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad con la secuencia
de aminoacidos indicada en la SEC ID N°: 3 de al menos el 97,5 % y, cada vez més preferentemente, de al menos el
98 %, 98,1 %, 98,2 %, 98,3 %, 98,4 %, 98,5 %, 98,6 %, 98,7 %, 98,8 %, 98,9 %, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4
%, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9 % y, de forma muy particularmente preferente, el 100 % para la limpieza de
materiales textiles o de superficies duras, en particular de tal manera que la proteasa se emplea en una cantidad de
40 pg a 4 g, preferentemente de 50 pug a 3 g, de forma particularmente preferente de 100 pg a 2 g y de forma muy
particularmente preferente de 200 pug a 1 g por aplicacion.
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