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DESCRIPCION
Detergente o agente o de limpieza liquido, estable en almacenamiento y que contiene proteasa y lipasa

La invencion se basa en el campo de los agentes de lavado y de limpieza liquidos. La invencion se refiere en
particular a agentes de lavado y de limpieza liquidos que contienen enzima, que contienen proteasas definidas en
combinacién con una lipasa, y propone asi mismo procedimientos en los que se emplean agentes de este tipo. La
invencion se refiere asi mismo a usos de proteasas definidas en agente de lavado o de limpieza liquidos que
contienen una lipasa.

Para los agentes de lavado y de limpieza se utilizan preferentemente proteasas del tipo subtilisina. Las proteasas
utilizadas en los agentes de lavado o de limpieza conocidos por el estado de la técnica proceden o bien
originalmente de microorganismos, por ejemplo de los géneros Bacillus, Streptomyces, Humicola, o Pseudomonas,
y/o se producen de acuerdo con procedimientos biotecnolégicos conocidos mediante microorganismos adecuados,
por ejemplo mediante huéspedes de expresion transgénicos de los géneros Bacillus o mediante hongos
filamentosos.

En particular, en los agentes de lavado liquidos modernos, estan contenidas cada vez mas enzimas adicionales,
entre ellas, en particular, lipasas. Una lipasa es una enzima que cataliza la hidrolisis de compuestos de éster en
sustratos de lipido, en particular en grasas y aceites. Las lipasas representan por lo tanto un grupo de las esterasas.
Las lipasas son en general enzimas versatiles, que aceptan una pluralidad de sustratos, por ejemplo ésteres
alifaticos, aliciclicos, biciclicos y aromaticos, tioésteres y aminas activadas. Las lipasas actuan contra los residuos de
grasa en la colada, catalizando su hidrdlisis (lipdlisis). Las lipasas con amplios espectros de sustrato se usan en
particular alli donde deben convertirse materias primas o mezclas de sustrato no homogéneas, es decir, por ejemplo
en agentes de lavado y de limpieza, dado que los ensuciamientos pueden componerse de grasas y aceites de
diferente composicion.

En la solicitud de patente internacional WO 95/23221 se divulgan proteasas o variantes de proteasa del tipo
subtilisina de Bacillus lentus DSM 5483, que son adecuadas para el uso en agentes de lavado o de limpieza. Entre
estas proteasas se encuentra también una que puede presentar un cambio de aminoacido R99E, A, S o G. Asi
mismo se divulga que los agentes de lavado pueden contener enzimas adicionales, entre ellas también una lipasa.
Los agentes de lavado pueden ser sdlidos o liquidos. Sin embargo, a partir de este documento, no se deduce
directamente y de forma inequivoca un agente de lavado liquido, que contiene una lipasa en combinacion con una
proteasa, que presenta en la posicion 99 el aminoacido acido glutamico (E) o acido aspartico (D) o el aminoacido
asparagina (N) o glutamina (Q) o el aminoacido alanina (A) o glicina (G) o serina (S). Lo mismo es valido para la
solicitud de patente europea EP 1921147.

Una desventaja de agentes de lavado y de limpieza liquidos que contienen proteasa y lipasa del estado de la técnica
es que no son suficientemente estables en almacenamiento y que, por lo tanto, ya después de un corto tiempo,
pierden una cantidad considerable de actividad lipolitica y/o proteolitica, en particular de actividad lipolitica. Con
frecuencia, la presencia de proteasa lleva a la pérdida de actividad lipolitica, dado que la proteasa inactiva la lipasa.
El agente de lavado o de limpieza ya no muestra entonces un poder de limpieza 6ptimo.

La presente invencion se basa en el objetivo de vencer la desventaja mencionada y proporcionar agentes de lavado
o de limpieza liquidos que contienen proteasa y lipasa, que son, suficientemente o de manera mejorada, estables en
almacenamiento, en particular con respecto a su actividad lipolitica.

Un objeto de la invencion es por lo tanto un agente de lavado o de limpieza liquido que comprende

(a) una proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos, que es idéntica a la secuencia de aminoacidos
indicada en la SEQ ID NO. 1 en al menos el 80 % y que en la posicion 99 en la numeracion de acuerdo con la
SEQ ID NO. 1 presenta el aminoacido acido glutamico (E), y

(b) una lipasa.

Sorprendentemente se determiné que un agente de lavado o de limpieza liquido, que contiene la combinacion de
una proteasa de este tipo con una lipasa, es ventajosamente estable en almacenamiento. En particular, presenta
una mayor actividad lipolitica tras almacenamiento en comparacion con un agente de lavado o de limpieza, que se
diferencia de un agente de acuerdo con la invencién unicamente en la proteasa presente en el agente respectivo,
estando presente en los agentes que van a compararse la proteasa al comienzo del almacenamiento en igual
concentracion, con respecto a enzima activa. Una proteasa prevista en el contexto de la presente invencion lleva por
lo tanto a una inactivacion reducida de la lipasa. La inactivacion reducida de lipasa mediante la proteasa prevista en
el contexto de la presente invencion no se basa, sin embargo, en una actividad proteasa insuficiente.

Un agente de acuerdo con la invencion presenta, a este respecto y preferentemente un poder de limpieza ademas
bueno, en particular ventajoso, sobre ensuciamientos sensibles a proteasa. Un poder de limpieza de este tipo con
respecto a al menos un ensuciamiento sensible a proteasa aparece en particular también a bajas temperaturas, por
ejemplo entre 10 °C y 50 °C, preferentemente entre 10 °C y 40 °C o entre 20 °C y 40 °C. Un agente de este tipo
permite, por lo tanto, una eliminacion satisfactoria o mejorada de al menos uno, preferentemente de varios
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ensuciamientos sensibles a proteasa sobre materiales textiles y/o superficies duras, por ejemplo la vajilla.

Con respecto a la solicitud de patente internacional WO 95/23221 mencionada al principio, se trata en el caso de la
presente invencion por lo tanto de una eleccion especialmente ventajosa que lleva a la obtencidon de un agente de
lavado liquido potente y estable en almacenamiento, en particular con respecto a la actividad proteolitica y/o lipolitica
del agente o la actividad residual del agente tras almacenamiento.

Por poder de limpieza se entiende en el contexto de la invencién el poder de aclaramiento sobre uno o varios
ensuciamientos, en particular ensuciamientos de ropa. Ejemplos de tales ensuciamientos son sangre-leche/tinta
china sobre algoddén, huevo/pigmento sobre algododn, chocolate-leche/tinta china sobre algodoén, aceite de
cacahuete-pigmento/tinta china sobre poliéster/algodoén, hierba sobre algodén o cacao sobre algodon, en particular
tal como se indica a continuacion. En el contexto de la invencion, tanto el agente de lavado o de limpieza, que
comprende la proteasa y la lipasa o las aguas de lavado o de limpieza formadas por este agente, como la proteasa o
la lipasa en si, presenta un poder de limpieza respectivo. El poder de limpieza de las enzimas contribuye por lo tanto
al poder de limpieza del agente o de las aguas de lavado o de limpieza formadas por el agente. El poder de limpieza
se determina preferentemente tal como se indica mas adelante.

Por aguas de lavado o de limpieza se entiende aquella solucion de uso que contiene el agente de lavado o de
limpieza, que actia sobre materiales textiles o tejido (aguas de lavado) o superficies duras (aguas de limpieza) y, por
lo tanto, entra en contacto con los ensuciamientos presentes sobre materiales textiles o tejidos o superficies duras.
Habitualmente las aguas de lavado o de limpieza se generan cuando comienza el proceso de lavado o de limpieza y
el agente de lavado o de limpieza se diluye con agua por ejemplo en una lavadora o en otro recipiente adecuado.

Una estabilidad en almacenamiento en el sentido de la invencién existe cuando un agente de lavado o de limpieza
de acuerdo con la invencion tras un almacenamiento presenta una mayor actividad lipasa en comparaciéon con una
composicion control, que se diferencia solo en la proteasa contenida en la composicion control del agente de lavado
o de limpieza de acuerdo con la invencién. Tras el almacenamiento, un agente de lavado o de limpieza de acuerdo
con la invencién presenta por lo tanto una mayor actividad residual de la lipasa en comparacion con el control.
Ambos agentes que van a compararse presentan, al comiendo del almacenamiento, por lo tanto la misma cantidad o
concentracion de lipasa y/o actividad inicial lipolitica. Ademas, en ambos agentes la proteasa esta presente al
comienzo del almacenamiento en igual concentracion, con respecto a enzima activa, y ambos agentes se tratan de
la misma manera, en particular en lo referente a las condiciones del almacenamiento y la determinaciéon de la
actividad enzimatica. Mas preferentemente el almacenamiento tiene lugar durante al menos 24 horas, 48 horas, 72
horas, 5 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas o 4 semanas. Mas preferentemente el almacenamiento tiene lugar
a una temperatura de 20 °C, 25 °C o 30 °C, de manera especialmente preferente a 30 °C.

La actividad enzimatica puede tener lugar, a este respecto, de manera adaptada al tipo de enzima respectivo, de
manera habitual en la practica profesional. Los métodos para la determinacién de la actividad son conocidos por el
experto en el campo de la tecnologia de las enzimas y se emplean por este de manera rutinaria. Procedimientos
para la determinacion de la actividad proteasa se divulgan por ejemplo en tensioactivos, volumen 7 (1970), pagina
125-132. La actividad proteolitica puede determinarse asi mismo a través de la liberacién del cromoéforo para-
nitroanilina (pNA) a partir del sustrato suc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-nitroanilida (suc-AAPF-pNA). La proteasa
escinde el sustrato y libera pNA. La liberacién de la pNA provoca un aumento de la extincion a 410 nm, cuya
evolucion temporal es una medida para la actividad enzimatica (véase Del Mar et al., 1979). La medicion tiene lugar
a una temperatura de 25 °C, a pH 8,6 y a una longitud de onda de 410 nm. El tiempo de medicion asciende a 5 min
con un intervalo de medicion de 20 s a 60 s. La actividad proteasa se indica preferentemente en PE (unidades de
proteasa).

La actividad lipasa se determina de manera habitual en la practica profesional, en concreto, preferentemente tal
como se describe en Bruno Stellmach, “Bestimmungsmethoden Enzime fiir Pharmazie, Lebensmittelchemie,
Technik, Biochemie, Biologie, Medizin” (Steinkopff Verlag Darmstadt, 1988, pagina 172 y siguientes). En este sentido
se afiaden muestras que contienen lipasa a una emulsién de aceite de oliva en agua que contiene emulsionante y se
incuba a 30 °C y pH 9,0. A este respecto se liberan acidos grasos. Estos se valoran con un autotitulador durante 20
min de manera continua con hidréxido de sodio 0,01 N, de modo que el valor de pH se mantiene constante (“pH-stat-
Titration”). Mediante el consumo de hidréxido de sodio tiene lugar por medio de referencia a una muestra de lipasa
de referencia la determinacion de la actividad lipasa.

La concentraciéon de proteina puede determinarse con ayuda de métodos conocidos, por ejemplo el procedimiento
de BCA (acido bicinconinico; acido 2,2’-biquinolil-4,4’-dicarboxilico) o el procedimiento de biuret (A. G. Gornall, C. S.
Bardawill y M.M. David, J. Biol. Chem., 177 (1948), pagina 751-766). La determinacion de la concentracion de
proteina activa puede tener lugar a través de una valoracion de los centros activos con el uso de un inhibidor
irreversible adecuado (para proteasas por ejemplo fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)) y determinacion de la
actividad residual (véase M. Bender et al., J. Am. Chem. Soc. 88, 24 (1966), pagina 5890-5913). El contenido en
proteina activa de una preparacién de lipasa puede determinarse a este respecto mediante valoracion de “sitio
activo” de la preparacién de lipasa por medio de p-nitrofenil-n-hexilfosfonato de metilo como inhibidor. En este
sentido distintas concentraciones de la enzima en un sistema tampoén correspondiente se dotan con un exceso de
inhibidor y se determina la cantidad que va a liberarse de p-nitrofenolato por medio de espectrofotometria a 400 nm
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de longitud de onda (véase a este respecto también Rotticci et al.; “An active-site titration method for lipases”;
Biochim. Biophys. Acta 1483(1), pagina 132-140). En el contexto de la presente invencion se prefieren los métodos
de determinacion anteriores.

De manera especialmente preferente se determina la presencia de una estabilizaciéon de enzima en el sentido de la
presente invencion tal como se indicé anteriormente con el uso de un agente de lavado o de limpieza liquido que
contiene proteasa y lipasa, que se almacena durante cuatro semanas a una temperatura de 30 °C, determinandose
la actividad proteolitica a través de la liberacion del croméforo para-nitroanilina (pNA) a partir del sustrato suc-AAPF-
pNA, y la actividad lipolitica se determina tal como se indicé anteriormente.

La proteasa contenida en un agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la invencién comprende una secuencia
de aminoacidos, que es idéntica a la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO. 1 en al menos el 80 % y
que en la posicion 99 en la numeracién de acuerdo con la SEQ ID NO. 1 presenta el aminoacido acido glutamico (E).
Mas preferentemente, la secuencia de aminoacidos es idéntica en al menos el 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %,
87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % y de manera muy especialmente
preferente es idéntica en el 99 % a la secuencias de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO. 1. SEQ ID NO. 1 es la
secuencia de la proteasa alcalina formada (madura) de Bacillus lentus DSM 5483, que se divulga en la solicitud de
patente internacional WO 92/21760, y a cuya divulgacion se hace referencia expresamente en el presente
documento.

De acuerdo con la invencion se ha mostrado que mediante la adicion de una proteasa de este tipo a un agente de
lavado o de limpieza liquido, que contiene una lipasa, se obtiene un agente de lavado liquido especialmente estable
en almacenamiento, en particular con respecto a su actividad lipolitica restante tras almacenamiento, en particular
tras una duraciéon de almacenamiento de 1 a 8 semanas, de 1 a 6 semanas, de 1,5 a 5 semanas y de manera
especialmente preferente después de 4 semanas.

Una proteasa contenida en un agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la invencion presenta una actividad
proteolitica, es decir, puede realizar la hidrélisis de enlaces peptidicos de un polipéptido o de una proteina. Es por lo
tanto una enzima que cataliza la hidrolisis de enlaces peptidicos y de esta manera puede escindir péptidos o
proteinas. Es en particular una subtilasa y de manera especialmente preferente una subtilisina.

Lipasas que pueden confeccionarse de acuerdo con la invencidon son por ejemplo las que pueden obtenerse
originalmente a partir de Humicola lanuginosa (Thermomyces lanuginosus), o lipasas mas evolucionadas, en
particular aquellas con el cambio de aminoacido D96L. Se comercializan por ejemplo por la empresa Novozymes
con los nombres comerciales Lipolase®, Lipolase®Ultra, LipoPrime®, Lipozyme® y Lipex®. Una lipasa utilizable
adicional puede obtenerse por la empresa Novozymes con el nombre comercial Lipoclean®. Ademas, pueden
utilizarse por ejemplo las cutinasas, que se han aislado originalmente a partir de Fusarium solani pisi y Humicola
insolens. Lipasas que pueden usarse pueden obtenerse de la empresa Amano con las denominaciones Lipase CE®,
Lipase P®, por ejemplo Lipase PS®, Lipase B®, o Lipase CES®, Lipase AKG®, Bacillus sp. Lipase®, Lipase AP®,
Lipase M-AP® y Lipase AML®. De la empresa Genencor pueden utilizarse por ejemplo las lipasas o cutinasas,
cuyas enzimas de partida se han aislado originalmente de Pseudomonas mendocina y Fusarium solanii. Como
productos comerciales importantes adicionales han de mencionarse las preparaciones comercializadas
originalmente por la empresa Gist-Brocades M1 Lipase® y Lipomax® y las enzimas comercializadas por la empresa
Meito Sangyo KK, Japoén, con los nombres Lipase MY-30®, Lipase OF® y Lipase PL®, asi mismo el producto
Lumafast® de la empresa Genencor. Lipasas especialmente preferentes se divulgan en las publicaciones para
informacion de solicitud de patente internacional WO 92/05249, WO 00/60063, WO 2007/087508 y WO
2007/087503, a cuya divulgacion se remite por lo tanto expresamente.

En una forma de realizacién adicional de la invencion, el agente de lavado o de limpieza se caracteriza porque la
proteasa asi mismo en la numeracién de acuerdo con la SEQ ID NO. 1 presenta al menos uno de los siguientes
aminoacidos:

(a) treonina en la posicién 3 (3T),

(b) isoleucina en la posicion 4 (41),

(c) alanina, treonina o arginina en la posiciéon 61 (61A, 61T 0 61R),

(d) acido aspartico o acido glutamico en la posicion 154 (154D o 154E),

(e) prolina en la posicion 188 (188P),

(f) metionina en la posicion 193 (193M),

(g) isoleucina en la posicion 199 (1991),

(h) acido aspartico, acido glutamico o glicina en la posiciéon 211 (211 D, 211 E 0 211 G),
(i) combinaciones de los aminoacidos (a) a (h).

Ademas del aminoacido acido glutamico (E) en la posicion 99, la proteasa presenta por lo tanto uno o varios de los
aminoacidos mencionados anteriormente en las posiciones respectivas. Estos aminoacidos pueden provocar
propiedades ventajosas adicionales y/o reforzar aun mas propiedades ya presentes. En particular, los aminoacidos
mencionados anteriormente provocan un aumento de la actividad proteolitica y/o de la estabilidad de la proteasa en
un agente de lavado o de limpieza liquido o en las aguas de lavado formadas mediante este agente de lavado o de
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limpieza. Mediante la adicion de una proteasa de este tipo a un agente de lavado o de limpieza liquido, que contiene
una lipasa, se obtiene por lo tanto asi mismo un agente de lavado liquido especialmente estable en almacenamiento,
en particular con respecto a su actividad lipolitica restante tras almacenamiento, pero preferentemente también con
respecto a su actividad proteolitica restante tras almacenamiento, en particular tras una duraciéon de almacenamiento
de 1 a 8 semanas, de 1 a 6 semanas, de 1,5 a 5 semanas y de manera especialmente preferente después de 4
semanas. Asi mismo, un agente de este tipo muestra poderes de limpieza mejorados en ensuciamientos sensibles a
proteasa y/o lipasa.

Las posiciones de aminoacido se definen en este sentido mediante una alineacién de la secuencia de aminoacidos
de la proteasa que va a utilizarse con la secuencia de aminoacidos de la proteasa de Bacillus lentus, tal como esta
indicado en la SEQ ID NO. 1. Dado que la proteasa de Bacillus lentus en el estado de la técnica representa una
molécula de referencia importante para la descripcion de proteasas y de modificaciones de aminoacido es ventajoso
hacer referencia en la asignacion de las posiciones de aminoacido a la enumeracion de la proteasa de Bacillus
lentus (SEQ ID NO. 1). Ademas la enumeracion depende la proteina formada (madura). Esta asignacion puede
emplearse en particular también cuando la secuencia de aminoacidos de la proteasa que va a utilizarse comprende
un mayor numero de restos aminoacido que la proteasa de Bacillus lentus de acuerdo con la SEQ ID NO. 1.
Partiendo de las posiciones mencionadas en la secuencia de aminoacidos de la proteasa de Bacillus lentus las
posiciones de aminoacido en una proteasa que va a utilizarse de acuerdo con la invenciéon son aquellas que estan
asociadas justo a estas posiciones en una alineacion.

Posiciones especialmente ventajosas ademas de la posicion 99 son por consiguiente las posiciones 3, 4, 61, 154,
188, 193, 199 y 211, asociadas en una alineacién con la SEQ ID NO. 1y por lo tanto en la numeracién de acuerdo
con la SEQ ID NO. 1. En las posiciones mencionadas, en la molécula de tipo natural de la proteasa de Bacillus
lentus se encuentran los siguientes restos aminoacido: S3, V4, G61, S154, A188, V193, V199 y L211. Se prefieren
especialmente los aminoacidos 3T, 41, 61A, 154D, 154E, 211D, 211G y 211 E, siempre que las posiciones
correspondientes en una proteasa que va a utilizarse de acuerdo con la invencién no se hayan equipado ya por uno
de estos aminoacidos preferidos. El cambio de 3T y 4l llevan por ejemplo a través de un efecto de estabilizacion
sobre la molécula a una mejora de la estabilidad en almacenamiento y del poder de limpieza de la proteasa y con
ello a un poder de limpieza mejorado de un agente de lavado o de limpieza liquido de acuerdo con la invencién, que
contiene la proteasa.

Si se realiza uno o varios de los aminoacidos mencionados anteriormente en la posicién respectiva, resultan ademas
de la posicion 99, desviaciones de secuencia adicionales de SEQ ID NO. 1, dado que SEQ ID NO. 1 presenta otro
aminoacido en la posicion respectiva. En funcion del nimero de desviaciones de secuencia presentes de SEQ ID
NO.1 resultan por lo tanto diferentes valores de identidad maximos, que puede presentar una proteasa que va a
utilizarse de acuerdo con la invencion con respecto a la SEQ ID NO. 1, incluso cuando coincidiera en todos los
aminoacidos restantes con la SEQ ID NO. 1. Esta circunstancia ha de tenerse en cuenta para cualquier combinacion
posible de los aminoacidos propuestos en el caso individual y depende asi mismo también de la longitud de la
secuencia de aminoacidos de la proteasa. Por ejemplo, la identidad maxima en el caso de uno, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho o nueve modificaciones de secuencia asciende al 99,63 %, 99,26 %, 98,88 %, 98,51 %,
98,14 %, 97,77 %, 97,40 %, 97,03 % 0 96,65 % en el caso de una secuencia de aminoacidos de 269 aminoacidos
de longitud, o el 99,64 %, 99,27 %, 98,91 %, 98,55 %, 98,18 %, 97,82 %, 97,45 %, 97,09 % 0 96,73 % en el caso de
una secuencia de aminoacidos de 275 aminoacidos de longitud.

La determinacién de la identidad de secuencias de acido nucleico o secuencia de aminoacidos tiene lugar mediante
una comparacion de secuencias. Una comparacion de este tipo tiene lugar porque se asocian sucesiones similares
en las secuencias de nucledtidos o secuencias de aminoacidos entre si. Esta comparacion de secuencias tiene lugar
preferentemente basandose en el algoritmo BLAST establecido en el estado de la técnica y usado habitualmente
(véase por ejemplo Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W. & 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, and David J. Lipman (1997): “Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation
of protein database search programs”; Nucleic Acids Res., 25, paginas 3389-3402) y sucede, en principio, porque se
asocian sucesiones similares de nucledtidos o aminoacidos en las secuencias de acido nucleico o secuencias de
aminoacidos entre si. Una asociacion de tabla de las posiciones en cuestion se denomina alineacién. Un algoritmo
adicional disponible en el estado de la técnica es el algoritmo FASTA. Comparaciones de secuencias (alineaciones),
en particular comparaciones de secuencias multiples, se producen habitualmente con programas informaticos. Con
frecuencia se usan por ejemplo la serie Clustal (véase por ejemplo Chenna et al. (2003): Multiple sequence
alignment with the Clustal series of programs. Nucleic Acid Research 31, 3497-3500), TCoffee (véase por ejemplo
Notredame et al. (2000): T-Coffee: A novel method for multiple sequence alignments. J. Mol. Biol. 302, 205-217) o
programas que se basan en estos programas o algoritmos. En el contexto de la presente invencion se producen
comparaciones de secuencias y alineaciones preferentemente con el programa informatico Vector NTI® Suite 10.3
(Invitrogen Corporation, 1600 Faraday Avenue, Carlsbad, California, EE.UU.) con los parametros estandar (por
defecto) predeterminados.

Una comparacion de este tipo permite una declaraciéon sobre la similitud de las secuencias comparadas entre si. Se
indica habitualmente en porcentaje de identidad, es decir, el porcentaje de los nucleédticos o restos de aminoacido
idénticos en las mismas posiciones o posiciones correspondientes entre si en una alineacion. El término abarcado
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adicionalmente de la homologia se refiere en el caso de secuencias de aminoacidos a cambios de aminoacido
conservados en la contemplacion, es decir, aminoacidos con propiedades similares, dado que estos ejercen dentro
de la proteina en la mayoria de los casos actividades o funciones similares. Por lo tanto, la similitud de las
secuencias comparables puede estar indicada también en porcentaje de homologia o porcentaje de similitud. Los
datos de identidad y/u homologia pueden afectar a lo largo del polipéptido completo o gen o sélo a lo largo de
regiones individuales. Homdlogos o regiones idénticas de distintas secuencias de acido nucleico o secuencias de
aminoacidos se definen por lo tanto mediante coincidencias en las secuencias. Presentan con frecuencia funciones
iguales o similares. Pueden ser pequefios y comprender solo algunos nucleétidos o aminoacidos. Con frecuencia,
tales regiones pequefias ejercen funciones esenciales para la actividad total de la proteina. Puede ser util por lo
tanto referir coincidencias de secuencia soélo a regiones individuales, opcionalmente pequefias. Siempre que no se
indique lo contrario, los datos de identidad o de homologia en la presente solicitud se refieren en cambio a la
longitud total de la secuencia de acido nucleico o de aminoacido indicada en cada caso.

En una forma de realizacion adicional de este objeto de la invencion, el agente de lavado o de limpieza se
caracteriza porque la proteasa comprende una secuencia de aminoacidos, que es idéntica a la secuencia de
aminoacidos indicada en la SEQ ID NO. 1 tal como se indicé anteriormente y que se obtiene o puede obtenerse a
partir de una proteasa de acuerdo con la SEQ ID NO. 1 mediante una sustituciéon de aminoacidos conservativa
simple o multiple, presentando la proteasa en la posicion 99 aun el aminoacido acido glutamico (E) tal como se
describié anteriormente. La expresion “sustitucion de aminoacidos coservativa” significa el cambio (sustitucion) de un
resto de aminoacido por otro resto de aminoacido, no llevando este cambio a una modificacién de la polaridad o la
carga en la posicién del aminoacido cambiado, por ejemplo el cambio de un resto de aminoacido no polar por otro
resto de aminoacido no polar. Las sustituciones de aminoacidos conservativas en el contexto de la invencién
comprenden por ejemplo: G=A=S, |=V=L=M, D=E, N=Q, K=R, Y=F, S=T, G=A=I=V=L=M=Y=F=W=P=S=T.

En una forma de realizacidon adicional de la invencion, un agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la
invencion se caracteriza asi mismo porque su poder de limpieza corresponde al menos al de un agente de lavado o
de limpiezas que incluye una proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos, que corresponde a la
secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO. 2. El poder de limpieza se determina en un sistema de lavado,
que contiene un agente de lavado que contiene lipasa en una dosificacion entre 2,0 y 9,0 gramos por litro de agua
de lavado asi como la proteasa, utilizandose las proteasas que van a compararse en igual concentracion (con
respecto a proteina activa) y el poder de limpieza frente a uno o varios de los ensuciamientos sangre-lechel/tinta
china sobre algodén, huevo/pigmento (huevo entero/hollin) sobre algodon, aceite de cacahuete-pigmento/tinta china
sobre poliéster/algoddn y hierba sobre algodén, en particular frente a uno o varios de los ensuciamientos

- sangre-leche/tinta china sobre algodén: producto n.° C-05 que puede obtenerse de CFT (Center For
Testmaterials) B.V. Vlaardingen, Paises Bajos

- huevo/pigmento (huevo entero/hollin) sobre algodén: producto n.° 10N que puede obtenerse de la empresa wfk
Testgewebe GmbH; Briiggen-Bracht, Alemania, o producto C-S-37 que puede obtenerse de CFT (Center For
Testmaterials) B.V. Vlaardingen, Paises Bajos

- aceite de cacahuete-pigmento/tinta china sobre poliéster/algodon: producto n.° PC-10 que puede obtenerse de
CFT (Center For Testmaterials) B.V. Vlaardingen, Paises Bajos

- hierba sobre algodon: producto n.° 164 que puede obtenerse de la empresa Eidgendssische Material- y
Prifanstalt (EMPA) Testmaterialien AG, St. Gallen, Suiza,

se determina mediante medicion del grado de blancura de los materiales textiles lavados, el proceso de lavado tiene
lugar durante al menos 30 minutos, opcionalmente 60 minutos, a una temperatura de 20 °C y el agua presenta una
dureza del agua entre 15,5y 16,5° (dureza alemana).

El agente de lavado para el sistema de lavado es un agente de lavado liquido que esta compuesto tal como sigue
(todos los datos en por ciento 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 (éter sulfato de alcohol graso), 24-28 % de tensioactivos no iénicos, 1 % de
acido bdrico, 1-2 % de citrato de sodio (dihidratado), 2-4 % de sosa, 14-16 % de acidos grasos de coco, 0,5 % de
HEDP (&cido 1-hidroxietano-(1,1-di-fosfénico)), 0-0,4 % de PVP (polivinilpirrolidona), 0-0,05 % de blanqueante
optico, 0-0,001 % de colorante, 0,0001-0,06 % de lipasa (proteina activa), preferentemente 0,01-3 % de Lipex 100L
(preparacion de lipasa de la empresa Novozymes, contenido en sustancia activa 1,9 %), el resto agua
desmineralizada. La proteasa se utiliza en el agente de lavado en una concentracion del 0,001-0,1 %,
preferentemente del 0,01 al 0,06 %, con respecto a proteina activa. La dosificacion del agente de lavado liquidos
asciende a entre 2,0 y 9,0, preferentemente entre 3,0 y 8,2, entre 4,0 y 7,5 y de manera especialmente preferente
4,7 gramos por litro de agua de lavado. Se lava en un intervalo de valor de pH entre pH 8 y pH 10,5,
preferentemente entre pH 8 y pH 9. Ni la actividad proteasa ni la actividad lipasa en las aguas de lavado son igual a
cero al comienzo del lavado.

El grado de blancura, es decir el aclaramiento de los ensuciamientos, como medida del poder de limpieza se
determina con procedimientos de medicién 6pticos, preferentemente de manera fotométrica. Un aparato adecuado
para ello es por ejemplo es espectrometro Minolta CM508d. Habitualmente, los aparatos utilizados para la medicion
se calibran previamente con un patrén blanco, preferentemente un patrén blanco gelificado conjuntamente.
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En una forma de realizacion adicional de la invencion, un agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la
invencion se caracteriza asi mismo porque su estabilidad en almacenamiento corresponde al menos a la de un
agente de lavado o de limpieza, que incluye una proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos, que
corresponde a la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO. 2. Una estabilidad en almacenamiento de
este tipo existe cuando el agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la invencién tras un almacenamiento de 4
semanas a 30 °C presenta una actividad lipasa igual o mayor que el agente de lavado o de limpieza al que se
recurre para la comparacion, diferenciandose el agente de acuerdo con la invencidon sélo mediante la proteasa
contenida del agente de lavado o de limpieza al que se recurre para la comparacion.

De manera especialmente preferente, en el caso de los agentes a los que se recurre para la comparacion, se trata
de un agente de lavado liquido que se compone tal como sigue (todos los datos en por ciento 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 (éter sulfato de
alcohol graso), 24-28 % de tensioactivos no idnicos, 1 % de acido borico, 1-2 % de citrato de sodio (dihidratado), 2-4
% de sosa, 14-16 % de acidos grasos de coco, 0,5 % de HEDP (acido 1-hidroxietano-(1,1-difosfénico)), 0-0,4 % de
PVP (polivinilpirrolidona), 0-0,05 % de blanqueante o6ptico, 0-0,001 % de colorante, 0,0001-0,06 % de lipasa
(proteina activa), preferentemente 0,01-3 % de Lipex 100L (preparacion de lipasa de la empresa Novozymes,
contenido en sustancia activa 1,9 %), el resto agua desmineralizada. La proteasa se utiliza en el agente de lavado
en una concentracion del 0,001-0,1 %, preferentemente del 0,01 al 0,06 %, con respecto a proteina activa.

Al comienzo del almacenamiento ambos agentes que van a compararse presentan la misma actividad lipolitica
inicial, contienen la proteasa en igual concentracion con respecto a enzima activa, y ambos agentes se tratan de
igual manera. La actividad proteolitica en los agentes se determina en cada caso a través de la liberacion del
cromoforo para-nitroanilina (pNA) a partir del sustrato suc-AAPF-pNA, y su actividad lipolitica se determina en cada
caso tal como se indico anteriormente. Las actividades iniciales para la proteasa y la lipasa en el agente respectivo
no son igual a cero.

Mediante el uso de igual actividad respectivo de la lipasa y el uso de igual concentracion de las proteasas, con
respecto a proteina activa, se garantiza que también en el caso de una posible separacion de la relacion de
sustancia activa con respecto a proteina total (los valores de la actividad especifica) se comparan las propiedades
enzimaticas existentes en realidad.

Siempre que no se indique lo contrario, en el contexto de la presente invencion se hace referencia en cada caso al
peso del agente de lavado liquido, es decir los datos son con respecto a su peso.

Numerosas proteasas y en particular las subtilisinas se forman como las denominadas preproteinas, es decir, junto
con un propéptido y un péptido sefial, consistiendo la funcidon del péptido sefial habitualmente en garantizar la
exclusion de la proteasa de la célula que la produce al periplasma o el medio que rodea la célula, y el propéptido es
necesario habitualmente para el plegamiento correcto de la proteasa. El péptido sefial y el propéptido son, por regla
general, la parte N-terminal de la preproteina. El péptido sefial se escinde en condiciones naturales mediante una
peptidasa sefial de la proteasa restante. A continuacion tiene lugar el plegamiento definitivo correcto de la proteasa
soportado por el propéptido. La proteasa esta entonces en su forma activa y escinde el propéptido en si. Después de
la escision del propéptido, entonces la proteasa formada (madura), en particular subtilisina, ejerce su actividad
catalitica sin los aminoacidos N-terminales originalmente presentes. Para las aplicaciones técnicas en general y en
particular en el contexto de la invencion se prefieren las proteasas formadas (maduras), es decir las enzimas
procesadas después de su produccion, frente a las preproteinas. Las proteasas pueden modificarse asi mismo por
las células que las producen después de la produccion de la cadena polipeptidica, por ejemplo mediante uniéon de
moléculas de azucar, formilaciones, aminaciones, etc. Tales modificaciones son modificaciones postraduccionales y
pueden, pero sin embargo no deben, ejercer una influencia sobre la funcion de la proteasa.

Asi mismo también la proteasa formada puede estar unida en su extremos N-terminal y/o C-terminal, de modo que
una proteasa acortada con respecto a la SEQ ID NO. 1 o SEQ ID NO. 2, es decir, un fragmento, esta contenida en el
agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la invencion. Todos los datos de identidad se refieren en este caso a
aquella regién en la que esta asociado el fragmento respectivo en una alineacion de SEQ ID NO. 1. El fragmento
respectivo incluye en cambio en cualquier caso aquella posicion que esta asociada a la posicion 99 en una
alineacion con la SEQ ID NO. 1, y presenta en esta posicion un aminoacido correspondiente. De manera ventajosa,
incluye también una o varias de las posiciones descritas anteriormente adicionales y presenta alli un aminoacido
correspondiente. Asi mismo un fragmento de este tipo tiene actividad proteolitica. Un fragmento adicionalmente
preferido a este respecto comprende una secuencia de aminoacidos que, a lo largo de una longitud de al menos 50
o al menos 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 265,
266, 267 o 268 posiciones de aminoacido relacionadas, coincide con la SEQ ID NO. 1 o SEQ ID NO. 2, teniendo en
cuenta los aminoacidos mencionados anteriormente para la posicién 99 y opcionalmente asi mismo para las
posiciones 3 y/o 4 y/o 61 y/o 154 y/o 188 y/o 193 y/o 199 y/o 211. De manera especialmente preferente, el poder de
limpieza y/o la estabilidad en almacenamiento de un agente de lavado o de limpieza liquido de acuerdo con la
invencion con un fragmento de este tipo corresponde al menos al de un agente de lavado o de limpieza, que incluye
una proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos, que corresponde a la secuencia de aminoacidos
indicada en la SEQ ID NO. 2, en cada caso determinada tal como se indicé anteriormente.
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Otro objeto de la invencién es un agente de lavado o de limpieza liquido que comprende
(a) una proteasa, que se selecciona del grupo que consiste en

a. proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO. 2;

b. proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos modificada en al menos una posiciéon con
respecto a la SEQ ID NO. 2, seleccionandose la modificaciéon en la numeracién de acuerdo con la SEQ ID
NO. 1 del grupo que consiste en:

i. treonina en la posicion 3 (3T),

ii. isoleucina en la posicion 4 (41),

iii. alanina, treonina o arginina en la posicion 61 (61A, 61T 0 61 R),

iv. acido aspartico o acido glutamico en la posicion 154 (154D o 154E),

v. prolina en la posicion 188 (188P),

vi. metionina en la posicion 193 (193M),

vii. isoleucina en la posicion 199 (1991),

viii. acido aspartico, acido glutamico o glicina en la posicion 211 (211 D, 211 E 0 211 G),
ix. combinaciones de los aminoacidos (i) a (viii);

(b) una lipasa.

Estas proteasas se utilizan de manera muy especialmente preferente en un agente de lavado o de limpieza liquido
de acuerdo con la invencion. Se obtienen a partir de SEQ ID NO. 1 mediante la sustitucion del aminoacido arginina
en la posicion 99 por el aminoacido acido glutamico (E) en la numeracion de acuerdo con la SEQ ID NO. 1. Esta
secuencia de aminodcidos esta indicada en el protocolo de secuencias como SEQ ID NO. 2. Asi mismo, estas
proteasas pueden presentar ademas del aminoacido previsto para la posicién 99, uno o varios de los aminoacidos
explicados anteriormente en las posiciones 3, 4, 61, 154, 188, 193, 199 y 211, asociarse en una alineacion con la
SEQ ID NO. 1y con ello en la numeracién de acuerdo con la SEQ ID NO. 1. Los aminoacidos mencionados para
estas posiciones provocan también en estas proteasas propiedades ventajosas adicionales y/o refuerzan aun mas
propiedades ya presentes. En particular provocan un aumento de la actividad proteolitica y/o de la estabilidad de la
proteasa en un agente de lavado o de limpieza liquido o en las aguas de lavado formadas por este agente de lavado
o de limpieza. Todas las realizaciones anteriores, siempre que puedan aplicarse, son validas de manera
correspondiente para estas proteasas especialmente preferidas.

Los agentes de acuerdo con la invencion contienen la proteasa y la lipasa en cada caso en una cantidad total de 1 x
10%a5 por ciento en peso con respecto a proteina activa. Preferentemente, cada enzima esta contenida del 0,0001-
1 % y mas preferentemente del 0,0005-0,5 %, del 0,001 al 0,1 % y de manera especialmente preferente del 0,001 al
0,06 % en peso, en los agentes de acuerdo con la invencioén, con respecto a proteina activa.

La proteasa y/o la lipasa pueden estar adsorbidas asi mismo en sustancias portadoras y/o incrustadas en sustancias
de envuelta, para protegerlas contra una inactivacién prematura. En las aguas de lavado, es decir, en las
condiciones de aplicacion, se libera entonces la enzima y puede mostrar su accion catalitica.

En una forma de realizacion adicional de la invencion, el agente de lavado o de limpieza se caracteriza porque
comprende asi mismo un componente, que se selecciona de

i. sustancia anionica y/o polianidnica, y/o
ii. sustancia catiénica y/o policationica, y/o
iii. sustancia que presenta grupo(s) hidroxilo y/o polihidroxilo.

Se establecié que la adicion de tales sustancias mejora adicionalmente el poder de limpieza de agentes de lavado y
de limpieza, en particular de agentes de lavado o de limpieza liquidos, que contienen proteasas y lipasas, en
particular aquellos tal como se describieron anteriormente, en particular a temperaturas comparativamente bajas, en
particular entre 10 °C y 50 °C, entre 10 °C y 40 °C, entre 10 °C y 30 °C y/o entre 20 °C y 40 °C. En particular en
combinacion con una proteasa que va a utilizarse de acuerdo con la invencién aparece una accion sinérgica, sobre
todo con respecto a la eliminacién de al menos un ensuciamiento sensible a proteasa, en particular uno del tipo tal
como se indic6 anteriormente.

En el caso de las sustancias indicadas anteriormente en i., se trata de sustancias aniénicas o polianiénicas, es decir
estas sustancias portan al menos una y preferentemente varias cargas negativas. Preferentemente se trata de un
polimero con al menos un mondémero cargado negativamente, preferentemente con varios mondmeros cargados
negativamente. De acuerdo con la invencién preferentemente este polimero es por lo tanto un polimero cargado
negativamente. Se prefieren por ejemplo polimeros de acidos organicos o sus sales, en particular poliacrilatos y/o
poli(acidos de azulcar) y/o copolimeros de poliacrilato y/o copolimeros de poli-azicar. A este respecto, son
compuestos preferidos adicionales poliacrilsulfonatos o policarboxilatos y sus sales, copolimeros o sales de los
copolimeros.
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Ejemplos de sustancias que van a utilizarse especialmente preferidas son Acusol 587D (poliacrilsulfonato; empresa
Rohm & Haas/Dow Chemical), Acusol 445N (sal sodica de policarboxilato; empresa Rohm & Haas/Dow Chemical),
Acusol 590 (copolimero de poliarcrilato; empresa Rohm & Haas/Dow Chemical), Acusol 916 (sal sodica de
poliacrilato; empresa Rohm & Haas/Dow Chemical), Sokalan CP42 (sal sddica de policarboxilato modificado;
empresa BASF), Sokalan PA 30CL (sal sodica de policarboxilato; empresa BASF), Dequest P 9000 (poli(acido
maleico); empresa Thermphos), acido alginico, poli(acido-2-acrilamido-2-metil-1-propanosulfénico), sal sédica de
poli(acido-4-estirenosulfonico)-co-acido maleico, sal soédica de poli(acido-acrilamido-co-acrilico), poli-(acido
metacrilico), poli-metilo vinil éter-alt acido maleico o sal sédica de poli(acido vinilsulfénico).

En el caso de las sustancias indicadas en ii. se trata de sustancias catiénicas o policatiénicas, es decir estas
sustancias portan al menos una y preferentemente varias cargas positivas. Preferentemente se trata de un polimero
con al menos un mondmero cargado positivamente, preferentemente con varios monomeros cargados
positivamente. De acuerdo con la invencion, preferentemente este polimero es por lo tanto un polimero cargado
positivamente. Ejemplos de compuestos preferidos a este respecto son sales de las poliaminas, polietileniminas o
sus copolimeros, sales de las polialilaminas, sales de los compuestos de polidialildimetilamonio o compuestos de
poli(acrilamida-co-dialildimetilamonio.

En el caso de las sustancias indicadas en iii. se trata de sustancias que presentan al menos un grupo hidroxilo y/o
polihidroxilo y preferentemente varios grupos hidroxilo y/o polihidroxilo. Se prefieren a este respecto por ejemplo
poli(alcoholes vinilicos), por ejemplo aquellos que se encuentran disponibles con el nombre comercial Mowiol
(empresa Kremer Pigmente GmbH & Co. KG).

Se indica en este punto expresamente que una sustancia concreta puede pertenecer a uno o varios de los grupos i.
a iii. mencionados anteriormente. Por ejemplo, puede tratarse de un polimero aniénico, que presenta uno o varios
grupo(s) hidroxilo y/o polihidroxilo. Una sustancia de este tipo pertenece entonces a los grupos i. y iii. Igualmente, un
polimero catiénico, que presenta uno o varios grupo(s) hidroxilo y/o polihidroxilo, pertenece a los grupos ii. v iii.

En el contexto de la presente invencion pueden utilizarse asi mismo derivados de las sustancias denominadas que
pertenecen a i., ii. o iii. Por un derivado se entiende en el sentido de la presente solicitud una sustancia tal que esta
modificada quimicamente a partir de una de las sustancias mencionadas anteriormente, por ejemplo mediante la
conversion de una cadena lateral o mediante enlace covalente de otro compuesto con la sustancia. En el caso de un
compuesto de este tipo puede tratarse por ejemplo de compuestos de bajo peso molecular, tal como lipidos o0 mono-
, oligo- o polisacaridos o aminas o compuestos de amina. Asi mismo, la sustancia puede estar glicosilada,
hidrolizada, oxidada, N-metilada, N-formilada, N-acetilada o puede contener metilo, formilo, etilo, acetilo, t-butilo,
anisilo, bencilo, trifluroacetilo, N-hidroxisuccinimida, t-butiloxicarbonilo, benzoilo, 4-metilbencilo, tioanizilo, tiocresilo,
benciloximetilo, 4-nitrofenilo,  benciloxicarbonilo,  2-nitrobenzoilo,  2-nitrofenilsulfenilo,  4-toluenosulfonilo,
pentafluorofenilo, difenilmetilo, 2-clorobenciloxicarbonilo, 2,4,5-triclorofenilo, 2-bromobenciloxicarbonilo, 9-
fluoroenilmetiloxicarbonilo, trifenilmetilo, 2,2,5,7,8-pentametil-croman-6-sulfonilo. Igualmente, por un derivado se
entiende en enlace covalente o no covalente de la sustancia con un soporte macromolecular, asi como también una
inclusion no covalente en estructuras de jaula macromoleculares adecuadas. También puede efectuarse
acoplamientos con otros compuestos macromoleculares, tal como, por ejemplo, polietilenglicol. Otras modificaciones
quimicas preferidas son la modificacion de uno o varios de los grupos quimicos -COOH, -OH, =NH, -NH, -SH para
dar -COOR, -OR, -NHR, -NR2, -NHR, -NR, -SR; en los que:

R es -CH=CH-R2, -C=C-R2, -C(R2)=CH, -C(R2)=C(R3), -CH=NR2, -C(R2)=N-R3, un sistema de anillo de 4-7 C
con o sin sustitucion, un heterociclo de nitrégeno de 4-7 con o sin sustitucién, o una cadena C, a Cgcon 1 a 5
dobles o triples enlaces con sustituciones seleccionadas de R1, R2, o R3, en los que

-R1 es H, -R, -NOy, -CN, sustituyente de halogenuro, -N3, -alquilo C1-8, -(CH2)nCO2R2, -alquenilo C2-8-CO»R2, -
O(CH2)nCO2R2, -C(O)NR2R3, -P(O)(OR2),, tetrazol-5-ilo sustituido con alquilo, -(CH2)nO(CH2)n arilo, -NR2R3, -
(CH2)n OR2, -(CH2)n SR2, -N(R2)C(O)R3, -S(02)NR2R3, -N(R2)S(02)R3, -(CHR2)n NR2R3, -C(O)R3, (CHz)n
N(R3)C(O)R3, -N(R2)CR2R3, (CH2)n- cicloalquilo sustituido o no sustituido, (CH2)n-fenilo, o —ciclo sustituido o no
sustituido; siendo n un niumero mayor de 1;

-R2 es H, sustituyente de halogenuro, -alquilo, -haloalquilo, -(CHz)n-fenilo, -(CH2)1-3-bifenilo, -(CH2)1-4-Ph-
N(SO,-C1-2-alquilo);, -CO(CHR1)n-OR1, -(CHR1)n-heterociclo, -(CHR1)n-NH-CO-R1, -(CHR1)n-NH-SO2R1, -
(CHR1)n-Ph-N(SO2-C1-2-alquilo), -(CHR1)n-C(O)(CHR1)-NHR1, -(CHR1)n-C(S)(CHR1)-NHR1, -
(CH2)nO(CH2)nCHBa, -CF3, -acilo C2-Cs, -(CHR1)nOH, -(CHR1)nCO2R1, -(CHR1)n-O-alquilo, -(CHR1)n-O-(CHz)n-
O-alquilo, -(CHR1)n-S-alquilo, -(CHR1)n-S(O)-alquilo, -(CHR1)n-S(O,)-alquilo, -(CHR1)n-S(02)-NHR3, -(CHR3)n-
N3, -(CHR3)nNHR4, una cadena de alqueno de cadena C, a Cg con 1 a 5 dobles enlaces, una cadena de alquino
de cadena C; a Cg con 1 a 5 triples enlaces, -(CHR3)n heterociclo sustituido o no sustituido, -(CHR3)n
cicloalquilo saturado o no saturado sustituido o no sustituido; siendo n un numero mayor de 1 y R1 y R3 pueden
ser iguales o diferentes;

-R3 es H, -OH, -CN, alquilo sustituido, -alquenilo C, a Cs, cicloalquilo sustituido o no sustituido, -N(R1)R2,
heterociclo Cs a C; saturado o no saturado o heterobiciclo de 4 a 7 atomos de C, -NR1, -NR2, -NR1R2
consistiendo en un heterociclo saturado o no saturado o un heterobiciclo de 4 a 7 atomos de C;

-R4 es H, -(CH2)nOH, -C(O)ORS5, -C(O)SR5, -(CHz2)n C(O)NR6R?7, -O-C(0O)-O-R6, un aminoacido o un péptido;
siendo n un numero entre 0 y 4;

-R5 es H,
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-R6 es -C(R7)-(CH2)n-O-C(0O)-R8, -(CH2)n-C(R7)-O-C(O)R8, -(CH2)n-C(R7)-O-C(0)-O-R8, o -C(R7)-(CHz)n- O-
C(0)-O-R8; siendo n un numero entre 0 y 4; y -R7 y R8 son en cada caso H, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo
sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, alquinilo, alquinilo sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido,
alquilarilo, alquilarilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, o CH>CO»-alquilo, pudiendo ser R7 y R8
iguales o diferentes.

De acuerdo con la invencién es ademas posible utilizar todas las combinaciones posibles de las sustancias
mencionadas que pertenecen a i., ii. 0 iii. y/o sus derivados.

Un agente de lavado o de limpieza liquido de acuerdo con la invencion puede utilizarse como tal o tras diluirse con
agua para la limpieza de materiales textiles y/o superficies duras. Una dilucion de este tipo puede producirse
facilmente, diluyéndose una cantidad medida del agente en otra cantidad de agua en determinadas relaciones en
peso de agente : agua y opcionalmente esta dilucion se agita para garantizar una distribucién uniforme del agente en
el agua. Posibles relaciones en peso o volumen de las diluciones son de agente : agua 1:0 a agente : agua 1:10000
0 1:20000, preferentemente de agente : agua 1:10 a 1:2000.

Como agentes de lavado o de limpieza liquidos pueden servir en este sentido todas las formas de administracion
liquidas o fluidas. “Fluido” en el sentido de la presente solicitud son a este respecto agentes, que pueden colarse y
que pueden presentar viscosidades de hasta varios 10.000 mPas. La viscosidad puede medirse con métodos
estandar habituales (por ejemplo viscosimetro Brookfield LVT-Il a 20 rpm y 20 °C, husillo 3) y se encuentra
preferentemente en el intervalo de 5 a 10000 mPas. Los agentes preferidos tienen viscosidades de 10 a 8000 mPas,
prefiriéndose especialmente valores entre 120 y 3000 mPas. Un agente de lavado o de limpieza liquido en el
contexto de la presente invencion puede estar por lo tanto también en forma de gel o en forma de pasta, puede
encontrarse como solucion o suspension homogénea, asi como puede ser por ejemplo rociable o puede estar
confeccionado en otras formas de administracion habituales. Entre los agentes de lavado figuran todos los tipos de
agentes de lavado concebibles, en particular agentes de lavado para materiales textiles, alfombras o fibras
naturales. Pueden estar previstos para el uso manual y/o también el uso a maquina. Entre los agentes de lavado
figuran asi mismo agentes auxiliares de lavado, que en el caso de la colada textil a mano o a maquina, se afiaden al
verdadero agente de lavado para conseguir un efecto adicional. Entre los agentes de limpieza figuran todos los
agentes que se encuentran asi mismo en todas las formas de administracion mencionadas para la limpieza y/o
desinfeccion de superficies duras, agentes lavavajillas a mano y a maquina, limpiadores de alfombras, productos de
limpieza, limpiacristales, limpiadores con aroma para WC, etc. Los agentes de tratamiento previo y posterior para
materiales textiles son, por ultimo, por un lado, aquellos agentes con los que se pone en contacto la prenda de ropa
antes del verdadero lavado, por ejemplo para disolver ensuciamientos resistentes, por otro lado, son aquellos que en
una etapa posterior al verdadero lavado de material textil confieren al material que va a lavarse propiedades
deseables adicionales tal como tacto agradable, ausencia de arrugas o baja carga estatica. Entre los agentes
mencionados en ultimo lugar figura, entre otros, los suavizantes. Los agentes desinfectantes son por ejemplo
agentes desinfectantes para manos, agentes desinfectantes de superficies y agentes desinfectantes para
instrumentos, que pueden encontrarse igualmente en las formas de administracion mencionadas.

En una forma de realizacion preferida adicional de la invencion, el agente de lavado o de limpieza se caracteriza
porque comprende al menos una sustancia contenida adicional, en particular una, que se selecciona del grupo que
consiste en fosfonato, tensioactivo, adyuvante (builder), disolvente no acuoso, acido, sal soluble en agua, espesante
asi como combinaciones de los mismos.

Los fosfonatos son sales y compuestos organicos, en particular ésteres, del acido fosfénico. Como sales existen
fosfonatos primarios (M'H2PO3; o HP(O)(OH)(OM’)) y secundarios (M'2HPO3 o HP(O)(OM’),), representando M’ un
metal monovalente. Estos fosfonatos inorganicos se denominan también fosfitos primarios o secundarios. Los
fosfonatos inorganicos se generan por ejemplo mediante reaccion de acido fosfénico HP(O)(OH),, en particular de la
forma tautomérica estable del acido fosforoso con un equivalente (primario) o dos equivalentes (secundario) de
base, por ejemplo hidroxido de metal alcalino. En el contexto de la presente invencion se prefieren fosfonatos
sustituidos con P de manera organica, que presentan un enlace fésforo-carbono (compuestos organicos de fésforo).
Su estructura general es R1P(O)(OR2),, con R1 y/o R2 = alquilo, arilo o H, pudiendo portar los restos alquilo o arilo
sustituciones adicionales o grupos quimicos adicionales. Los fosfonatos sustituidos con P de manera organica se
generan por ejemplo mediante reaccion de Michaelis-Arbusov. Muchos de estos fosfonatos son solubles en agua.
Algunos fosfonatos importantes desde el punto de vista técnico portan asi mismo grupo(s) amino a modo de NR-
(CH2),-PO(OH); (R = alquilo, arilo o H). Algunos de estos aminofosfonatos tienen similitudes estructurales con
agentes complejantes tal como EDTA, NTA o DTPA y tienen una funcion similar. Entre los fosfonatos especialmente
preferidos en el contexto de la presente invencion figuran en particular organofosfonatos tal como por ejemplo acido
1-hidroxietan-1,1-difosfénico (HEDP), acido aminotri(metilenfosfénico) (ATMP, también denominado acido amino-
tris(metilenfosfonico) o acido nitrolotris(metilenfosfénico) (NTMP)), acido dietilentriamin-penta(metilenfosfonico)
(DTPMP o DETPMP o DTPNT), acido etilendiamintetra(metilenfosfénico) (EDTMP, también denominado acido
etilendiamin-tetra(metilenfosfonico) asi como acido 2-fosfonobutan-1,24-tricarboxilico (PBS-AM, también
denominado acido 2-fosfonobutan-1,2,4-tricarboxilico o acido 3-carboxi-3-fosfonoadipico), que se utilizan
principalmente en forma de sus sales de amonio o de metal alcalino. Se prefiere especialmente acido dietilentriamin-
penta(metilenfosfénico)-sodio. Un fosfonato de este tipo puede obtenerse por ejemplo con el nombre comercial
Dequest® 2066 (empresa Thermphos).
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Preferentemente, el fosfonato esta contenido en una cantidad del 0,01 al 2,5 % en peso y mas preferentemente del
0,02 al 2 % en peso, del 0,03 al 1,5 % en peso y en particular del 0,05 al 1 % en peso en el agente de lavado o de
limpieza.

Como tensioactivo(s) pueden utilizarse tensioactivos anidnicos, no iénicos, zwitteridnicos y/o anfoteros. Desde el
punto de vista de la técnica de aplicacion se prefieren mezclas de tensioactivos aniénicos y no iénicos. El contenido
en tensioactivo total del agente de lavado o de limpieza liquido se encuentra preferentemente por debajo del 60 %
en peso y de manera especialmente preferente por debajo del 45 % en peso, con respecto a todo el agente de
lavado o de limpieza liquido.

Tensioactivos no idnicos adecuados comprenden alcoholes grasos alcoxilados, ésteres alquilicos de acido graso,
amidas de acido graso, amidas de acido graso alcoxiladas, amidas de acido polihiroxigraso, alquilfenolpoliglicol éter,
aminodxidos, alquilpoliglucésidos y mezclas de los mismos.

Como tensioactivos no ionicos se utilizan preferentemente alcoholes alcoxilados, de manera ventajosa etoxilados, en
particular alcoholes primarios con preferentemente 8 a 18 atomos de C y en promedio de 1 a 12 moles de 6xido de
etileno (OE) por mol de alcohol, en los que el resto alcohol puede ser lineal o preferentemente estar ramificado con
metilo en la posicion 2 o puede contener restos lineales y ramificados con metilo en la mezcla, tal como se
encuentran habitualmente en los restos oxoalcohol. En particular se prefieren sin embargo etoxilatos de alcohol con
restos lineales de alcoholes de origen nativo con 12 a 18 atomos de C, por ejemplo de alcohol de coco, de palma, de
grasa de sebo o alcohol oleilico, y en promedio de 2 a 8 OE por mol de alcohol. Entre los alcoholes etoxilados
preferidos figuran por ejemplo alcoholes C12.14 con 3 OE, 4 OE o 7 OE, alcohol Cg.11 con 7 OE, alcoholes C13.15 con 3
OE, 5 OE, 7 OE o 8 OE, alcoholes C12.18 con 3 OE, 5 OE o 7 OE y mezclas de los mismos, tal como mezclas de
alcohol Cy2.14 con 3 OE y alcohol Cq2.18 con 7 OE. Los grados de etoxilacion indicados representan valores medios
estadisticos que, para un producto especial, pueden ser un nimero entero o un nimero fraccionado. Los etoxilados
de alcohol preferidos presentan una estrecha distribucion de homologos (narrow range etoxylates, NRE). Ademas de
estos tensioactivos no idnicos pueden utilizarse también alcoholes grasos con mas de como 12 OE. Ejemplos de ello
son alcohol de grasa de sebo con 14 OE, 25 OE, 30 OE o 40 OE. También pueden utilizarse de acuerdo con la
invencion tensioactivos no iénicos, que contienen grupos OE y PO juntos en la molécula. Son adecuados asi mismo
también una mezcla de un alcohol graso (mas) ramificado y un alcohol graso etoxilado no ramificado, tal como por
ejemplo una mezcla de un alcohol graso Ci.18 con 7 OE y 2-propilheptanol con 7 OE. En particular,
preferentemente, el agente de lavado, de limpieza, de tratamiento posterior o agente auxiliar de lavado contiene un
alcohol graso Ci2.18 con 7 OE o un oxoalcohol C13.15 con 7 OE como tensioactivo no iénico.

El contenido en tensioactivos no idnicos asciende, en el agente de lavado o de limpieza, preferentemente a del 3 al
40 % en peso, preferentemente del 5 al 30 % en peso y en particular del 7 al 20 % en peso, en cada caso con
respecto a todo el agente de lavado o de limpieza.

Ademas de los tensioactivos no ionicos, el agente de lavado o de limpieza puede contener también tensioactivos
anionicos. Como tensioactivo anionicos se utilizan preferentemente sulfonatos, sulfatos, jabones, alquilfosfatos,
tensioactivos de silicona anidnicos y mezclas de los mismos.

Como tensioactivos de tipo sulfonato se tienen en cuenta a este respecto preferentemente alquilbencenosulfonatos
Co.13, oOlefinsulfonatos, es decir mezclas de alquen- e hidroxialcanosulfonatos asi como disulfonatos, tal como se
obtienen por ejemplo a partir de monoolefinas C12.1g doble enlace de extremo o interno mediante sulfonaciéon con
trioxido de azufre gaseoso y posterior hidrdlisis alcalina o acida de los productos de sulfonacion. Son adecuados
también alcanosulfonatos Ci2.18 y los ésteres de acidos a-sulfograsos (estersulfonatos), por ejemplo los ésteres
metilicos a-sulfonados de los acidos de coco, de palmiste o de grasa de sebo hidrogenados.

Como alqu(en)ilsulfatos se prefieren las sales alcalinas y en particular las sales de sodio de los hemiésteres de acido
sulfarico de los alcoholes grasos C12-C+s, por ejemplo de alcohol graso de coco, alcohol de grasa de sebo, alcohol
laurilico, miristilico, cetilico o estearilico o de los oxoalcoholes C10-C2 y aquellos hemiésteres de alcoholes
secundarios de estas longitudes de cadena. Por intereses técnicos de lavado, se prefieren los alquilsulfatos C12-C1s
y alquilsulfatos C+2-C15 asi como alquilsulfatos C14-C4s. También 2,3-alquilsulfatos son tensioactivos aniénicos
adecuados.

También son adecuados los monoésteres del acido sulfurico de los alcoholes C7.21 lineales o ramificados etoxilados
con 1 a 6 moles de 6xido de etileno, tal como alcoholes Co.11 2-metil-ramificados con, en promedio, 3,5 moles de
oxido de etileno (OE) o alcoholes grasos Ci2-1s con 1 a 4 OE.

También son tensioactivos aniénicos preferidos los jabones. Son adecuados jabones de acido graso saturados e
insaturados, tal como las sales del acido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, acido erucico
(hidrogenado) y acido behénico asi como en particular mezclas de jabones derivadas de acidos grasos naturales,
por ejemplo acidos grasos de coco, de palmiste, de aceite de oliva o de sebo.

Los tensioactivos anionicos inclusive los jabones, pueden encontrarse en forma de sus sales de sodio, potasio o
magnesio o sales de amonio. Preferentemente, los tensioactivos anidnicos se encuentran en forma de sus sales de
sodio. Otros contraiones preferidos para los tensioactivos aniénicos son también las formas protonadas de colina,
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trietilamina o metiletilamina.

El contenido de un agente de lavado o de limpieza en tensioactivos anionicos puede ascender a del 1 al 40 % en
peso, preferentemente del 5 al 30 % en peso y de manera muy especialmente preferente del 10 al 25 % en peso, en
cada caso con respecto a todo el agente de lavado o de limpieza.

Como adyuvantes (builder), que pueden estar contenidos en el agente de lavado o de limpieza, pueden mencionarse
en particular silicatos, silicatos de aluminio (en particular zeolitas), carbonatos, sales de acidos di- y policarboxilicos
organicos asi como mezclas de estas sustancias.

Los adyuvantes organicos, que pueden estar presentes en el agente de lavado o de limpieza, son por ejemplo los
acidos policarboxilicos que pueden utilizarse en forma de sus sales de sodio, entendiéndose por acidos
policarboxilicos aquellos acidos carboxilicos que portan mas de una funcién acido. Por ejemplo, estos son acido
citrico, acido adipico, acido succinico, acido glutarico, acido malico, acido tartarico, acido maleico, acido fumarico,
acidos de azucar, acidos aminocarboxilicos, acido nitrilotriacético (NTA), acido metilglicindiacético (MGDA) y sus
derivados asi como mezclas de los mismos. Sales preferidas son las sales de los acidos policarboxilicos tal como
acido citrico, acido adipico, acido succinico, acido glutarico, acido tartarico, acidos de azucar y mezclas de los
mismos.

Como adyuvantes son adecuados ademas policarboxilatos poliméricos. Estos son por ejemplo las sales de metal
alcalino del poli(acido acrilico) o del poli(acido metacrilico), por ejemplo aquellos con un peso molecular relativo de
600 a 750.000 g / mol.

Polimeros adecuados son en particular poliacrilatos, que presentan preferentemente un peso molecular de 1.000 a
15.000 g / mol. Debido a su solubilidad superior, de este grupo, pueden preferirse a su vez, los poliacrilatos de
cadena corta, que presentan pesos moleculares de 1.000 a 10.000 g / mol, y de manera especialmente preferente
de 1.000 a 5.000 g / mol.

Son adecuados ademas policarboxilatos copoliméricos, en particular aquellos del acido acrilico con acido metacrilico
y del acido acrilico o acido metacrilico con acido maleico. Para mejorar la solubilidad en agua, los polimeros pueden
contener también acidos alilsulfénicos, tal como acido aliloxibencenosulfénico y acido metalilsulfénico, como
monoémero.

Preferentemente se utilizan no obstante adyuvantes solubles, tal como por ejemplo acido citrico, o polimeros
acrilicos con un peso molecular de 1.000 a 5.000 g / mol preferentemente en los agentes de lavado o de limpieza
liquidos.

En el caso de los pesos moleculares indicados para policarboxilatos poliméricos se trata, en el sentido de este
documento, de pesos moleculares promedio en peso Mw de la forma de acido respectiva, que se determinaron por
medio de cromatografia de permeacion en gel (CPG), utilizandose un detector UV. La medicion tuvo lugar a este
respecto frente a un patrén externo de poli(acido acrilico), que debido a su semejanza estructural con los polimero
examinados, proporciona valores de peso molecular realistas. Estos datos se desvian claramente de los datos de
peso molecular, en los que se utilizan poli(acidos estirenosulfénicos) como patrén. Los pesos moleculares medidos
frente a poli(acidos estirenosulfénicos) son por regla general claramente mayores que los pesos moleculares
indicados en este documento.

Las sustancias builder organicas de este tipo pueden estar contenidas, si se desea, en cantidades hasta el 40 % en
peso, en particular hasta el 25 % en peso y preferentemente del 1 % en peso al 8 % en peso. Cantidades proximas
al limite superior mencionado se utilizan preferentemente en gentes en forma de pasta o liquidos, en particular
agentes que contienen agua.

Los agentes de lavado o de limpieza de acuerdo con la invencién son liquidos y contienen preferentemente agua
como disolvente principal. Ademas, pueden afiadirse al agente de lavado o de limpieza disolventes no acuosos. Los
disolventes no acuosos adecuados comprenden alcoholes mono- o polivalentes, alcanolaminas o glicol éteres,
siempre que puedan mezclarse con agua en el intervalo de concentracion indicado. Preferentemente, los disolventes
se seleccionan de etanol, n-propanol, i-propanol, butanoles, glicol, propanodiol, butanodiol, glicerol, diglicol,
propildiglicol, butildiglicol, hexilenglicol, etilenglicolmetil éter, etilenglicoletil éter, etilenglicolpropil éter,
etilenglicolmono-n-butil éter, dietilenglicolmetil éter, dietilenglicoletil éter, propilenglicolmetil éter, propilenglicoletil
éter, propilenglicolpropil éter, dipropilenglicolmonometil éter, dipropilenglicolmonoetil éter,
diisopropilenglicolmonometil éter, diisopropilenglicolmonoetil éter, metoxitriglicol, etoxitriglicol, butoxitriglicol, 1-
butoxietoxi-2-propanol, 3-metil-3-metoxibutanol, propilen-glicol-t-butil éter, di-n-octil éter asi como mezclas de estos
disolventes. No obstante se prefiere que el agente de lavado o de limpieza contenga un poliol como disolvente no
acuoso. El poliol puede comprender en particular glicerol, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, etilenglicol, dietilenglicol
y/o dipropilenglicol. En particular, preferentemente, el agente de lavado o de limpieza contiene una mezcla de un
poliol y un alcohol monovalente. Los disolventes no acuosos pueden utilizarse en el agente de lavado o de limpieza
en cantidades entre el 0,5y el 15 % en peso, pero preferentemente por debajo del 12 % en peso.
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Para el ajuste de un valor de pH deseado, que no resulta en si mediante la mezcla de los componentes restantes,
los agentes pueden contener acidos compatibles con el sistema y el medio ambiente, en particular acido citrico,
acido aceético, acido tartarico, acido malico, acido lactico, acido glicdlico, acido succinico, acido glutarico y/o acido
adipico, pero también acidos minerales, en particular acido sulfurico, o bases, en particular hidréxidos de amonio o
alcalinos. Los reguladores de pH de este tipo estan contenidos en los agentes en cantidades de preferentemente no
por encima del 20 % en peso, en particular del 1,2 % en peso al 17 % en peso.

Un agente en el sentido de la invencion puede contener ademas una o varias sales solubles en agua, que sirven por
ejemplo para el ajuste de la viscosidad. Puede tratarse a este respecto de sales inorganicas y/u organicas. Las sales
inorganicas que pueden utilizarse se seleccionan a este respecto preferentemente del grupo que comprende
halogenuros solubles en agua incoloros, sulfatos, sulfitos, carbonatos, hidrogenocarbonatos, nitratos, nitritos,
fosfatos y/u 6xidos de los metales alcalinos, de los metales alcalinotérreos, del aluminio y/o de los metales de
transicion; ademas pueden utilizarse sales de amonio. Se prefieren especialmente a este respecto halogenuros y
sulfatos de los metales alcalinos; preferentemente la sal inorganica se selecciona por lo tanto del grupo que
comprende cloruro de sodio, cloruro de potasio, sulfato de sodio, sulfato de potasio asi como mezclas de los
mismos. Las sales organicas que pueden utilizarse son por ejemplo sales de metal alcalino, de metal alcalinotérreo,
de amonio y/o de metal de transicion solubles en agua incoloras de los acidos carboxilicos. Preferentemente las
sales se seleccionan del grupo que comprende formiato, acetato, propionato, citrato, malato, tartrato, succinato,
malonato, oxalato, lactato asi como mezclas de los mismos.

Para espesar, un agente de acuerdo con la invencion puede contener uno o varios espesantes. Preferentemente el
espesante se selecciona del grupo que comprende goma xantana, goma guar, carragenanos, agar-agar, gellan,
pectina, harina de semilla de algarrobo y mezclas de los mismos. Estos compuestos son espesantes efectivos
también en presencia de sales inorganicas. En una forma de realizacion especialmente preferida, el agente de
lavado o de limpieza contiene goma xantana como espesante, dado que la goma xantana espesa de manera
efectiva también en presencia de altas concentraciones de sal e impide una separaciéon macroscépica de la fase
continua. Adicionalmente, el espesante estabiliza la fase continua, pobre en tensioactivos e impide una separacién
de fases macroscépica.

Como alternativa o de manera complementaria, pueden utilizarse también (co)polimeros de acido (met)acrilico como
espesante. Los (co)polimeros acrilicos o metacrilicos adecuados comprenden por ejemplo los homopolimeros del
acido acrilico reticulados con un polialquenilpoliéter, en particular un alil éter de sacarosa, pentaeritritol o propileno,
(denominacion INCI segun “International Dictionary of Cosmetic Ingredients” de la “The Cosmetic, Toiletry and
Fragrance Association (CTFA)”: carbdmero), que se denominan también copolimeros de carboxivinilo. Tales
poli(acidos acrilicos) pueden obtenerse, entre otros, con los nombres comerciales Polygel® y Carbopol®. Ademas
son adecuados por ejemplo los siguientes copolimeros de acido acrilico: (i) copolimeros de dos 0 mas mondémeros
del grupo del acido acrilico, acido metacrilico y sus ésteres simples, formados preferentemente con alcanoles C.4,
(INCI Acrilates Copolymer), que pueden obtenerse por ejemplo con los nombres comerciales Aculyn®, Acusol® o
Tego® Polymer; (ii) copolimeros de acido acrilico de alto peso molecular reticulados, a los que pertenecen por
ejemplos los copolimeros, reticulados con un alil éter de sacarosa o de pentaeritritol, de acrilatos de alquilo C1g-30
con uno o varios monomeros del grupo del acido acrilico, acido metacrilico y sus ésteres simples, formados
preferentemente con alcanoles C1.4 (INCI Acrylates/ C1o-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer) y que pueden obtenerse por
ejemplo con el nombre comercial Carbopol®. Otros polimeros adecuados son (co)polimeros de acido (met)acrilico
del tipo Sokalan®.

Puede preferirse que el agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la invencién contenga un (co)polimero de
acido (met)acrilico en combinacién con un espesante adicional, preferentemente goma xantana. El agente de lavado
o de limpieza puede contener del 0,05 al 1,5 % en peso y preferentemente del 0,1 al 1 % en peso, en cada caso con
respecto a todo el agente de lavado o de limpieza, de espesante. La cantidad de espesante utilizado depende a este
respecto del tipo de espesante y el grado de espesamiento deseado.

Las soluciones que contienen agentes de acuerdo con la invencion liquidos o pastosos en forma de disolventes
habituales se producen por regla general mediante mezclado sencillo de las sustancias contenidas que pueden
afadirse en sustancia o como solucién a una mezcladora automatica.

Los agentes de lavado o de limpieza de acuerdo con la invenciéon pueden contener exclusivamente una proteasa y
una lipasa tal como se describe. Como alternativa, pueden contener también otras enzimas hidroliticas u otras
enzimas en una concentracion conveniente para la eficacia del agente. Otro objeto de la invencién lo representan
por lo tanto agentes que comprenden asi mismo una o varias enzimas adicionales, pudiendo utilizarse en principio
todas las enzimas establecidas para este fin en el estado de la técnica. Como enzimas adicionales pueden utilizarse
preferentemente todas las enzimas que pueden desarrollar una actividad catalitica en el agente de acuerdo con la
invencion, en particular una proteasa, amilasa, celulasa, hemicelulasa, manasa, tanasa, xilanasa, xantanasa,
xiloglucanasa, B-glucosidasa, pectinasa, carragenasa, perhidrolasa, oxidasa, oxidorreductasa o una lipasa, asi como
sus mezclas. Otras enzimas estan contenidas en el agente de manera ventajosa en cada caso en una cantidad total
de1x10%a5 por ciento en peso con respecto a proteina activa. Preferentemente cada enzima esta contenida del
0,0001-1 % y mas preferentemente del 0,0005-0,5 %, del 0,001 al 0,1 % y de manera especialmente preferente del
0,001 al 0,06 % en peso, en los agentes de acuerdo con la invencién, con respecto a proteina activa. De manera
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especialmente preferente, las enzimas muestran poderes de limpieza sinérgicos frente a determinados
ensuciamientos o manchas, es decir las enzimas contenidas en la composicion del agente se apoyan en su poder de
limpieza. De manera muy especialmente preferente, una sinergia de este tipo existe entre la proteasa contenida de
acuerdo con la invencién y una enzima adicional de un agente de acuerdo con la invencion, entre ellas en particular
entre la proteasa mencionada y la lipasa y/o una amilasa y/o una manasa y/o una celulasa y/o una pectinasa.
Efectos sinérgicos no solo pueden aparecer entre distintas enzimas, sino también entre una o varias enzimas y otras
sustancias contenidas del agente de acuerdo con la invencion.

Un objeto de la invencion adicional representa el uso de un agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la
invencion para la eliminacion de ensuciamientos, en particular de ensuciamientos sensibles a proteasa y/o lipasa,
sobre materiales textiles o superficies duras, es decir para la limpieza de materiales textiles o de superficies duras.
Entonces los agentes de acuerdo con la invencion pueden, en particular debido a la combinaciéon contenida de
proteasa y lipasa, de manera ventajosa usarse para eliminar suciedades correspondientes de materiales textiles o
de superficies duras. Formas de realizacion de este objeto de la invencién representan por ejemplo 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. Todos los estados, objetos y formas de realizacion, que se describen para agentes de
lavado o de limpieza de acuerdo con la invencidon pueden emplearse también a este objeto de la invencién. Por lo
tanto se remite en este punto expresamente a la divulgacién en el punto correspondiente con la indicacion de que
esta divulgacion es también valida para el uso de acuerdo con la invencién anterior.

Otro objeto de la invencion representa un procedimiento para la limpieza de materiales textiles o de superficies
duras, empleandose en al menos una etapa de procedimiento un agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la
invencion.

Entre ellos entra tanto procedimientos a mano como a maquina, prefiriéndose los procedimientos a maquina debido
a su capacidad de control mas precisa, lo que afecta por ejemplo a las cantidades utilizadas y los tiempos de accion.
Los procedimientos para la limpieza de materiales textiles se caracterizan en general por que en varias etapas de
procedimiento en distintas sustancias activas para la limpieza se aplica sobre el material a limpiar y se aclara
después del tiempo de accioén, o porque el material a limpiar se trata de otra manera con un agente de lavado o una
solucion o diluciéon de este agente. Lo correspondiente es valido para procedimientos para la limpieza de todos los
otros materiales como materiales textiles, en particular de superficies duras. Todos los procedimientos de lavado o
limpieza concebibles pueden enriquecerse en al menos una de las etapas de procedimiento para la aplicacién de un
agente de lavado o de limpieza de acuerdo con la invencién y representan entonces formas de realizacion de la
presente invencion. Todos los estados, objetos y formas de realizacion, que se describen para los agentes de lavado
o de limpieza de acuerdo con la invencion pueden emplearse también en este objeto de la invencién. Por lo tanto, en
este punto se remite expresamente a la divulgacion en el punto correspondiente con la indicacion de que esta
divulgacion también es valida para los procedimientos de acuerdo con la invencion anteriores.

En una forma de realizacion preferida, el procedimiento se caracteriza porque la lipasa se encuentra en las aguas de
lavado en una concentracion del 0,00075 al 0,03 % en peso, preferentemente del 0,003 al 0,027 % en peso, y/o
porque la proteasa se encuentra en las aguas de lavado en una concentracién del 0,00075 al 0,03 % en peso,
preferentemente del 0,003 al 0,027 % en peso. Los datos de concentracion son con respecto a la totalidad de las
aguas de lavado. En una forma de realizacion preferida adicional, el procedimiento se caracteriza porque se lleva a
cabo a una temperatura entre 10 °C y 50 °C, preferentemente entre 10 °C y 40 °C y de manera especialmente
preferente entre 20 °C y 40 °C.

Las proteasas utilizadas en los agentes de acuerdo con la invencion pueden utilizarse de manera correspondiente a
las realizaciones anteriores de manera ventajosa en los agentes de lavado y de limpieza de acuerdo con la
invencion asi como procedimientos, en particular procedimientos de lavado y de limpieza. Pueden usarse de manera
ventajosa para proporcionar una actividad proteolitica en agentes correspondientes.

Otro objeto de la invencion forma por lo tanto el uso de una proteasa, que comprende una secuencia de
aminoacidos, que es idéntica a la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQ ID NO. 1 en al menos el 80 % y que
en la posicién 99 en la numeracion de acuerdo con la SEQ ID NO. 1 presenta el aminoacido acido glutdmico (E),
para la provision de una actividad proteolitica en un agente de lavado o de limpieza liquido, que comprende asi
mismo una lipasa.

En una forma de realizacion adicional, este uso se caracteriza porque la proteasa asi mismo en la numeracion de
acuerdo con la SEQ ID NO. 1 presenta al menos uno de los siguientes aminoacidos:

(a) treonina en la posicién 3 (3T),

(b) isoleucina en la posicion 4 (41),

(c) alanina, treonina o arginina en la posiciéon 61 (61A, 61T 0 61 R),

(d) acido aspartico o acido glutamico en la posicion 154 (154D o 154E),
(e) prolina en la posicion 188 (188P),

(f) metionina en la posicion 193 (193M),

(g) isoleucina en la posicion 199 (1991),
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(h) acido aspartico, acido glutamico o glicina en la posicién 211 (211 D, 211 E 0 211 G),
(i) combinaciones de los aminoacidos (a) a (h).

Otro objeto de la invencidn lo forma el uso de una proteasa, que se selecciona del grupo que consiste en
a. proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO. 2;

b. proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos modificada en al menos una posicién con respecto a
la SEQ ID NO. 2, seleccionandose la modificacion en la numeracion de acuerdo con la SEQ ID NO. 1 del grupo
que consiste en:

i. treonina en la posicion 3 (3T),

ii. isoleucina en la posicion 4 (41),

iii. alanina, treonina o arginina en la posicion 61 (61A, 61T 0 61 R),

iv. acido aspartico o acido glutamico en la posicion 154 (154D o 154E),

v. prolina en la posicion 188 (188P),

vi. metionina en la posicion 193 (193M),

vii. isoleucina en la posicion 199 (199),

viii. acido aspartico, acido glutamico o glicina en la posicion 211 (211 D, 211 E 0 211 G),
ix. combinaciones de los aminoacidos (i) a (viii);

para la provision de una actividad proteolitica en un agente de lavado o de limpieza liquido, que comprende asi
mismo una lipasa.

Todos los estados, objetos y formas de realizacion, que se describen para los agentes de lavado o de limpieza de
acuerdo con la invencion, pueden emplearse también en los usos mencionados. Por lo tanto se remite en este punto
expresamente a la divulgacion en el punto correspondiente con la indiccion de que esta divulgacion es valida
también para los usos de acuerdo con la invencién anteriores.

Ejemplo: Determinaciéon de la estabilidad en almacenamiento de agentes de lavado liquidos de acuerdo con la
invencion

Como formulaciones de base de agente de lavado sirvieron

a) Un primer agente de lavado liquido de la siguiente composicion (todos los datos en por ciento 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 (éter sulfato
de alcohol graso), 24-28 % de tensioactivos no ionicos, 1 % de acido bdrico, 1-2 % de citrato de sodio (dihidratado),
2-4 % de sosa, 14-16 % de acidos grasos de coco, 0,5 % de HEDP (acido 1-hidroxietan-(1,1-difosfénico)), 0-0,4 %
de PVP (polivinilpirrolidona), 0-0,05 % de blanqueante optico, 0-0,001 % de colorante, el resto agua
desmineralizada. Como lipasa estaba contenido el 0,1 % en peso de Lipex 100L (empresa Novozymes, contenido en
sustancia activa 1,9 %).

b) Un segundo agente de lavado liquido de la siguiente composicion:

Sustancia contenida % en peso
Alcohol graso C12.1s con 7 OE 6,40
Alquilbencenosulfonato C1o-C13 lin. (sal de Na) 5,35
Acido graso Ci2.15 (sal de Na) 2,00
Acido citrico (sal de Na) 1,20
Fosfonato (Dequest® 2066) 0,50
Acido bérico (sal de Na) 1,00
Espesante de poliacrilato 0,15
Glicerol 3,00
Etanol 1,00
Desespumante de silicona 0,01
Perfume 0,70
Colorante, conservante +
Agua hasta 100
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Como lipasa estaba contenido el 0,2 % en peso de Lipex 100L (empresa Novozymes, contenido en sustancia activa
1,9 %). Las formulaciones de base de agente de lavado se mezclaron para las distintas preparaciones de ensayo a
igual concentracion con respecto a proteina activa con las siguientes proteasas, utilizandose en el agente de lavado
liqguido segun a) 0,45 mg de proteasa (proteina activa) y en el agente de lavado liquido segin b) 0,27 mg de
proteasa (proteina activa) por gramo de agente de lavado: proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos
de acuerdo con la SEQ ID NO. 2 (Glu en la posicion 99 (99E), preparacion 1), variante F49 de rendimiento mejorado
de la proteasa de Bacillus lentus segun el documento WO 95/23221 (Arg en la posicion 99 (99R), preparacion 2) y la
proteasa divulgada en la Figura 2 o SEQ ID NO. 3 de la publicaciéon para informacion de solicitud de patente
internacional WO 03/057713 (Ser en la posicion 99 (99S), identidad con la SEQ ID NO. 1 < 80 %, preparacion 3).

Los agentes de lavado segun las preparaciones respectivas 1, 2 y 3 se examinaron en cuanto a su estabilidad en
almacenamiento. Para ello se almacenaron los agentes de lavado a una temperatura de 30 °C durante el periodo de
tiempo indicado en cada caso y se determiné la actividad residual lipolitica respectiva tal como se describe en Bruno
Stellmach, “Bestimmungsmethoden Enzyme fir Pharmazie, Lebensmittelchemie, Technik, Biochemie, Biologie,
Medizin” (Steinkopff Verlag Darmstadt, 1988, pagina 172 y siguientes): se afiadieron muestras que contienen lipasa
a una emulsion de aceite de oliva en agua que contiene emulsionante y se incubod a 30 °C y pH 9,0. A este respecto
se liberaron acidos grasos. Estos se valoraron con un autotitulador durante 20 min de manera continua con hidréxido
de sodio 0,01 N, de modo que el valor de pH permanecia constante (pH-stat-Titration). Por medio del consumo de
hidroxido de sodio tuvo lugar mediante referencia a una muestra de lipasa de referencia, la determinacion de la
actividad lipasa. Las actividad residuales lipoliticas obtenidas estan indicadas en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1
Agente de lavado segun a) b)
Inicio 4 semanas | 8 semanas Inicio 4 semanas | 8 semanas
Preparacion 1 100 % 78 % 64 % 100 % 59 % 38 %
Preparacion 2 100 % 59 % 38 % 100 % 53 % 34 %
Preparacion 3 100 % 53 % 25 % 100 % 36 % 10 %

Es evidente que los agentes de lavado de acuerdo con la invencién presentan una actividad residual lipolitica y, con
ello, una estabilidad en almacenamiento, claramente mejorada en comparacion con los agentes de lavado de las
preparaciones 2y 3.

LISTA DE SECUENCIAS
<110> Henkel AG & Co. KGaA
<120> Agente de lavado o de limpieza liquido estable en almacenamiento que contiene proteasa y lipasa
<130> H 09005 PCT

<150> DE 102010028951
<151> 12/05/2010

<160> 8
<170> PatentIn versién 3.3
<210>1

<211> 269
<212> PRT
<213> Bacillus lentus

<400> 1
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Asp Gly Asp Gly Ala Ile Ser Ser Ile Ala Gln Gly Leu Glu Trp Ala
100 105 110

Gly Asn Asn Gly Met His Val Ala Asn Leu Ser Leu Gly Ser Pro Ser
115 120 125

Pro Ser Ala Thr Leu Glu Gln Ala Val Asn Ser Ala Thr Ser Arg Gly
130 135 140

Val Leu Val Val Ala Ala Ser Gly Asn Ser Gly Ala Ser Ser Ile Ser
145 150 155 160

Tyr Pro Ala Arg Tyr Ala Asn Ala Met Ala Val Gly Ala Thr Asp Gln
165 170 175

Asn Asn Asn Arg Ala Ser Phe Ser Gln Tyr Gly Ala Gly Leu Asp Ile
180 185 150

Val Ala Pro Gly Val Asn Val Gln Ser Thr Tyr Pro Gly Ser Thr Tyr
195 200 205

Ala Ser Leu Asn Gly Thr Ser Met Ala Thr Pro His Val Ala Gly Ala
210 215 220

Ala Ala Leu Val Lys Gln Lys Asn Pro Ser Trp Ser Asn Val Gln Ile
225 230 235 240

Arg Asn His Leu Lys Asn Thr Ala Thr Ser Leu Gly Ser Thr Asn Leu
245 250 255

Tyr Gly Ser Gly Leu Val Asn Ala Glu Ala Ala Thr Arg
260 265

<210> 4
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<212> PRT
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<400> 4
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35 40 45

20



Phe

His

65

Gly

Asp

Gly

Pro

val

145

Tyr

Asn

val

Ala

Ala

225

Arg

Tyr

<210>5

<211> 269
<212> PRT

Val

50

Val

Val

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Fro

Asn

Ala

Ser

210

Ala

Asn

Gly

Pro

Ala

Ala

Asn

Asn

115

Ala

val

Ala

Asn

Pro

155

Leu

Leu

His

Ser

<213> Bacillus lentus

<400> 5

Gly

Gly

Pro

Gly

100

Gly

Thr

Val

Arg

Arg

180

Gly

Asn

Val

Leu

Gly
260

Glu

Thr

Ser

85

Ala

Met

Leu

Ala

Tyr

165

Ala

val

Gly

Lys

Lys

245

Leu
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Pro

Ile

70

Ala

Ile

His

Glu

Ala

150

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

230

Asn

val

Ser

35

Ala

Glu

Ser

Val

Gln

135

Ser

Asn

Phe

val

Ser

215

Lys

Thr

Asn

Thr

Ala

Leu

Ser

BAla

120

Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

200

Met

Asn

Ala

Ala

Gln

Leu

Tyxr

Ile

105

Asn

Val

Asn

Met

Gln

185

Ser

Ala

FPro

Thr

Glu
265

21

Asp

Asn

Ala

30

Ala

Leu

Asn

Ser

Ala

170

Tyr

Thr

The

Ser

Ser

250

Ala

Gly

Asn

15

Val

Gln

Ser

Ser

Gly

155

val

Gly

Tyr

Pro

Trp

235

Leu

Ala

Asn

60

Ser

Lys

Gly

Leu

Ala

140

Ala

Gly

Ala

Pro

His

220

Ser

Gly

Thr

Gly

Ile

Val

Leu

Gly

125

Thr

Ser

Ala

Gly

Gly

205

val

Asn

Ser

Arg

His

Gly

Glu

110

Ser

Ser

Ser

Thr

Leu

1350

Ser

Ala

Val

Thr

Gly

Val

Gly

95

Trp

Pro

Arg

Ile

Asp

175

Aszp

Thr

Gly

Gln

Asn
255

Thr

Leu

80

Ala

Ala

Ser

Gly

Ser

160

Gln

Ile

Tyr

Ala

Ile

240

Leu
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Ala Gln Ser Val Pro Trp Gly

1

His

Thr

Phe

His

65

Gly

Asp

Gly

Pro

val

145

Tyr

Asn

Val

Ala

Ala

225

Tyr

Asn

Gly

vVal

50

Val

val

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Pro

Asn

Ala

Ser

210

Ala

Asn

Gly

Arg

Ile

Pro

Ala

Ala

Gln

Asn

115

Ala

val

Ala

Asn

Pro

135

Leu

Leu

His

Ser

5

Gly

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

100

Gly

Thr

val

Arg

Arg

180

Gly

Asn

Val

Leu

Gly
260

Leu

Thr

Glu

Thr

Ser

85

Ala

Met

Leu

RAla

Tyr

165

Ala

Val

Gly

Lys

Lys

245

Leu

Thr

His

Fro

Ile

70

Ala

Ile

His

Glu

Ala

150

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

230

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

55

Ala

Glu

Ser

val

Gln

135

Ser

Asn

Phe

Val

Ser

215

Lys

Thr

Asn

Ile

Ser

Asp

Thr

Ala

Leu

Ser

Ala

120

Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

200

Met

Asn

Ala

Ala

Ser Arg Val Gln Ala Pro

Gly

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ile

105

Asn

Val

RAsn

Met

Gln

185

Ser

BRla

Pro

Thr

Glu
265

22

10

Val

Asn

Asp

Asn

Ala

90

Ala

Leu

Asn

Ser

Ala

170

Tyr

Thr

Thr

Ser

Ser

250

Ala

Lys

Ile

Gly

Asn

75

val

Gln

Ser

Ser

Gly

155

Val

Gly

Tyr

Pro

Trp
235

Leu

Ala

Val

Arg

Asn

60

Ser

Lys

Gly

Leu

Ala

140

Ala

Gly

Ala

Pro

His

220

Ser

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

Ile

val

Leu

Gly

125

Thr

Ser

Ala

Gly

Gly

205

val

Asn

Ser

Val

Gly

His

Gly

Leu

Glu

110

Ser

Ser

Ser

Thr

Leu

190

Ser

Ala

Val

Thr

Leu

Ala

Gly

Val

Gly

95

Trp

Pro

Arg

Ile

Asp

175

Asp

Thr

Gly

Gln

Asn
255

Ala Ala
15

Asp

Ser

Thr

Leu

80

Ala

Ala

Ser

Gly

Ser

160

Gln

Ile

Tyr

Ala

Ile

240

Leu



<210>6
<211> 269
<212> PRT

<213> Bacillus lentus

<400> 6

Ala

His

Thr

Phe

His

65

Gly

Asp

Gly

Pro

val

145

Tyr

Asn

val

Ala

Ala

Gln

Asn

Gly

Val

50

val

val

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Pro

Azn

Ala

Sar

210

Ala

Ser

Ile

35

Pro

Ala

Ala

Ala

Asn

115

Ala

Val

Ala

Aszn

Pro

195

Leu

Leu

Val

Gly

20

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

100

Gly

Thr

Val

Arg

Arg

180

Gly

Asn

Vval

Pro

Leu

Thr

Glu

Thr

Ser

B85

Ala

Met

Leu

Ala

Tyr

165

Ala

val

Gly

Lys

ES 2 559 882 T3

Trp

Thr

His

Pro

Ile

70

Ala

Ile

His

Glu

Ala

150

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

Gly

Gly

Pro

Ser

55

Ala

Glu

Ser

Val

Gln

135

Ser

Asn

Phe

Vval

Ser

215

Lys

Ile

Ser

Asp

Thr

BRla

Leu

Ser

Ala

120

Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

200

Met

Asn

Ser

Gly

25

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ile

105

Asn

val

Asn

Met

Gln

185

Ser

Ala

Pro

23

Val

Asn

Asp

Asn

Ala

90

Ala

Leu

Asn

Ser

Ala

170

Tyr

Thr

Thr

Ser

Val

Lys

Ile

Gly

Asn

75

val

Gln

Ser

Ser

Gly

155

Val

Gly

Tyr

Pro

Trp

Gln

Val

Arg

Asn

&0

Ser

Lys

Gly

Leu

Ala

140

Ala

Gly

Ala

Pro

His

220

Ser

Ala

Ala

Gly

Gly

Ile

val

Leu

Gly

125

Thr

Ser

Ala

Gly

Gly

205

Val

Asn

Pro

Val

Gly

His

Gly

Leu

Glu

110

Ser

Ser

Ser

Thr

Leu

190

Ser

Ala

Val

Ala

Leu

Ala

Gly

val

Gly

95

Trp

Pro

Ile

Asp

175

Asp

Thr

Gly

Gln

Ala

Asp

Ser

Thr

Leu

80

Ala

Ala

Ser

Gly

Ser

160

Gln

Ile

Tyr

Ala

Ile
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225 230 235 240

Arg Asn His Leu Lys Asn Thr Ala Thr Ser Leu Gly Ser Thr Asn Leu
245 250 255

Tyr Gly Ser Gly Leu Val Asn Ala Glu Ala Ala Thr Arg
260 265

<210>7

<211> 269

<212> PRT

<213> Bacillus lentus

<400>7

Ala Gln Ser Val Pro Trp Gly Ile Ser Arg Val Gln Ala Pro Ala Ala

His Asn Arg Gly Leu Thr Gly Ser Gly Val Lys Val Ala Val Leu Asp
20 25 30

Thr Gly Ile Ser Thr His Pro Asp Leu Asn Ile Arg Gly Gly Ala Ser
35 40 45

Phe Val Pro Gly Glu Pro Ser Thr Gln Asp Gly Asn Gly His Gly Thr
50 55 60

His Val Ala Gly Thr Ile Ala Ala Leu Asn Asn Ser Ile Gly Val Leu
65 70 75 80

Gly Val Ala Pro Ser Ala Glu Leu Tyr Ala Val Lys Val Leu Gly Ala

Asp Gly Gly Gly Ala Ile Ser Ser Ile Ala Gln Gly Leu Glu Trp Ala
100 105 110

Gly Asn Asn Gly Met His Val Ala Asn Leu Ser Leu Gly Ser Pro Ser
115 120 125

Pro Ser Ala Thr Leu Glu Gln Ala Val Asn Ser Ala Thr Ser Arg Gly
130 135 140

Val Leu Val Val Ala Ala Ser Gly Asn Ser Gly Ala Ser Ser Ile Ser
145 150 155 160

Tyr Pro Ala Arg Tyr Ala Asn Ala Met Ala Val Gly Ala Thr Asp Gln
165 170 175

Asn Asn Asn Arg Ala Ser Phe Ser Gln Tyr Gly Ala Gly Leu Asp Ile
180 185 190

24



vVal

Ala

Ala
225

Arg

Tyr

<210>8
<211> 269
<212> PRT

Ala

Ser

210

Ala

Asn

Gly

Pro

195

Leu

Leu

His

Ser

<213> Bacillus lentus

<400> 8

Ala

His

Thr

Phe

His

65

Gly

Asp

Gly

Pro

vVal

Gln

Asn

Gly

Val

50

Val

val

Gly

Asn

Sar

130

Leu

Ser

Arg

Ila

35

Pro

Ala

Ala

Ser

Asn

115

Ala

Val

Gly

Asn

val

Leu

Gly
260

Val

Gly

20

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

100

Gly

Thr

Val

Val

Gly

Lys

Lys

245

Leu

Pro

Leu

Thr

Glu

Thr

Ser

Ala

Met

Ala
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Asn

Thr

Gln

230

Asn

Val

Trp

Thr

His

Pro

Ile

70

Ala

Ile

His

Glu

Ala

Val

Ser

215

Lys

Thr

Asn

Gly

Gly

Pro

Ser

55

Ala

Glu

Ser

Val

Gln

135

Ser

Gln

200

Met

Asn

Ala

Ala

Ile

Ser

Asp

Thr

Ala

Leu

Ser

Ala

120

Ala

Gly

Ser

Ala

Pro

Thr

Glu
265

Sear

Gly

25

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ile

105

Asn

Val

Asn

25

Thr

Thr

Ser

Ser

250

Ala

Arg

10

Val

Asn

Asp

Asn

Ala

90

Ala

Leu

Asn

Ser

Tyr

Pro

Trp

235

Leu

Ala

Val

Lys

Ile

Gly

Asn

75

val

Gln

Ser

Sar

Gly

Pro

His

220

Ser

Gly

Thr

Gln

Val

Arg

Asn

60

Ser

Lys

Gly

Leu

Ala

140

Ala

Gly

205

Val

Asn

Ser

Arg

Ala

Ala

Gly

Gly

Ile

val

Leu

Gly

125

Thr

Ser

Ser

Ala

val

Thr

Pro

Val

30

Gly

His

Gly

Glu

110

Ser

Ser

Ser

Thr Tyr

Gly Ala

Gln Ile

Asn
255

Ala

15

Leu

Ala

Gly

Val

Gly

Trp

Pro

Arg

Ile

240

Leu

Ala

Asp

Ser

Thr

Leu

80

Ala

Ala

Ser

Gly

Ser



145

Tyr

Asn

val

Ala

Ala

225

Arg

Tyr

Fro

Asn

Ala

Ser

210

Ala

Asn

Gly

Ala

Asn

Fro

155

Leu

Leu

His

Ser

Arg

180

Gly

Asn

Vval

Leu

Gly
260

Tyr

165

Ala

val

Gly

Lys

Lys

245

Leu

150

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

230

Asn

Val
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Asn

Fhe

val

Ser

215

Lys

Thr

Asn

Ala

Ser

Gln

200

Met

Asn

Ala

Ala

Met

Gln

185

Ser

Ala

Pro

Thr

Glu
265

26

Ala
170

Tyr

Thr

Thr

Ser

Ser

250

Ala

155

Val

Gly

Tyr

Pro

Trp

235

Leu

Ala

Gly

Fro

His

220

Ser

Gly

Thr

Ala

Gly

Gly

205

Val

Asn

Ser

Thr

Leu

130

Ser

Ala

Val

Thr

Asp

175

Asp

Thr

Gly

Gln

Asn
255

160

Gln

Ile

Tyr

Ala

Ile

240

Leu
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REIVINDICACIONES
1. Detergente o agente de limpieza liquido que comprende

(a) una proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos, que es idéntica a la secuencia de aminoacidos
indicada en la SEQ ID NO. 1 en al menos el 80 % y que en la posiciéon 99 en la numeracion de acuerdo con la
SEQ ID NO. 1 presenta el aminoacido acido glutamico (E),

y
(b) una lipasa.

2. Detergente o agente de limpieza de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la proteasa en la
numeracion de acuerdo con la SEQ ID NO. 1 presenta ademas al menos uno de los siguientes aminoacidos:

(a) treonina en la posicién 3 (3T),

(b) isoleucina en la posicion 4 (41),

(c) alanina, treonina o arginina en la posiciéon 61 (61A, 61T 0 61R),

(d) acido aspartico o acido glutamico en la posicion 154 (154D o 154E),

(e) prolina en la posicion 188 (188P),

(f) metionina en la posicion 193 (193M),

(g) isoleucina en la posicion 199 (199I),

(h) acido aspartico, acido glutamico o glicina en la posicién 211 (211 D, 211 E 0 211 G),
(i) combinaciones de los aminoacidos (a) a (h).

3. Detergente o agente de limpieza liquido que comprende
(a) una proteasa, que se selecciona del grupo que consiste en

a. proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO. 2;

b. proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos modificada en al menos una posiciéon con
respecto a la SEQ ID NO. 2, seleccionandose la modificaciéon en la numeracién de acuerdo con la SEQ ID
NO. 1 del grupo que consiste en:

i. treonina en la posicion 3 (3T),

ii. isoleucina en la posicion 4 (41),

iii. alanina, treonina o arginina en la posicion 61 (61A, 61T 0 61 R),

iv. acido aspartico o acido glutamico en la posicion 154 (154D o 154E),

v. prolina en la posicion 188 (188P),

vi. metionina en la posicion 193 (193M),

vii. isoleucina en la posicion 199 (199),

viii. acido aspartico, acido glutamico o glicina en la posicion 211 (211 D, 211 E 0 211 G),
ix. combinaciones de los aminoacidos (i) a (viii);

(b) una lipasa.

4. Detergente o agente de limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la
lipasa esta contenida en una cantidad de 1 x 10%a5 por ciento en peso, con respecto a proteina activa, y/o porque
la proteasa esta contenida en una cantidad de 1 x 10%a5 por ciento en peso, con respecto a proteina activa.

5. Detergente o agente de limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque
comprende ademas un componente, que se selecciona de

i. sustancia anionica y/o polianidnica, y/o
ii. sustancia catiénica y/o policationica, y/o
iii. sustancia que presenta grupo(s) hidroxilo y/o polihidroxilo.

6. Detergente o agente de limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque
comprende al menos un componente adicional, en particular uno, que se selecciona del grupo que consiste en
fosfonato, tensioactivo, adyuvante (builder), disolvente no acuoso, acido, sal soluble en agua, espesante asi como
combinaciones de los mismos.

7. Detergente o agente de limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque
comprende al menos una enzima adicional, en particular una proteasa, amilasa, celulasa, hemicelulasa, manasa,
tanasa, xilanasa, xantanasa, xiloglucanasa, B-glucosidasa, pectinasa, carragenasa, perhidrolasa, oxidasa,
oxidorreductasa o una lipasa, asi como sus mezclas.

8. Uso de un detergente o agente de limpieza de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7 para la eliminacion
de ensuciamientos sensibles a proteasa sobre materiales textiles o superficies duras.
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9. Procedimiento para la limpieza de materiales textiles o de superficies duras, caracterizado porque en al menos
una etapa de procedimiento se emplea un detergente o agente de limpieza de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 a 7.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizado porque la lipasa se encuentra en las aguas de
lavado en una concentracion del 0,00075 al 0,03 % en peso, preferentemente del 0,003 al 0,027 % en peso, y/o
porque la proteasa se encuentra en las aguas de lavado en una concentracién del 0,00075 al 0,03 % en peso,
preferentemente del 0,003 al 0,027 % en peso.

11. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 9 o 10, caracterizado porque se lleva a cabo a una
temperatura entre 10 °C y 50 °C, preferentemente entre 10 °C y 40 °C y de manera especialmente preferente entre
20 °Cy 40 °C.

12. Uso de una proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos, que es idéntica a la secuencia de
aminoacidos indicada en la SEQ ID NO. 1 en al menos el 80 % y que en la posicion 99 en la numeracion de acuerdo
con la SEQ ID NO. 1 presenta el aminoacido acido glutamico (E), para la provision de una actividad proteolitica en
un detergente o agente de limpieza liquido, que comprende una lipasa.

13. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 12, caracterizado porque la proteasa en la numeracién de acuerdo con la
SEQ ID NO. 1 presenta ademas al menos uno de los siguientes aminoacidos:

(a) treonina en la posicién 3 (3T),

(b) isoleucina en la posicion 4 (41),

(c) alanina, treonina o arginina en la posiciéon 61 (61A, 61T 0 61 R),

(d) acido aspartico o acido glutamico en la posicion 154 (154D o 154E),

(e) prolina en la posicion 188 (188P),

(f) metionina en la posicion 193 (193M),

(g) isoleucina en la posicion 199 (1991),

(h) acido aspartico, acido glutamico o glicina en la posicién 211 (211 D, 211 E 0 211G),
(i) combinaciones de los aminoacidos (a) a (h).

14. Uso de una proteasa, que se selecciona del grupo que consiste en

a. proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO. 2;

b. proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos modificada en al menos una posicién con respecto a
la SEQ ID NO. 2, seleccionandose la modificacion en la numeracion de acuerdo con la SEQ ID NO. 1 del grupo
que consiste en:

i. treonina en la posicion 3 (3T),

ii. isoleucina en la posicion 4 (41),

iii. alanina, treonina o arginina en la posicion 61 (61A, 61T 0 61 R),

iv. acido aspartico o acido glutamico en la posicion 154 (154D o 154E),

v. prolina en la posicion 188 (188P),

vi. metionina en la posicion 193 (193M),

vii. isoleucina en la posicion 199 (1991),

viii. acido aspartico, acido glutamico o glicina en la posicion 211 (211 D, 211 E 0 211 G),
ix. combinaciones de los aminoacidos (i) a (viii);

para la provision de una actividad proteolitica en un detergente o agente de limpieza liquido, que comprende
una lipasa.
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