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DESCRIPCION
Detergente o agente de limpieza liquidos con proteasas estables al almacenamiento

La invencion esta en el campo de los detergentes y agentes de limpieza liquidos. La invencion se refiere en
particular al uso de proteasas definidas para el suministro de una actividad proteolitica en un detergente o agente
de limpieza liquido, en combinacion con un fosfonato, y propone ademas procedimientos en los cuales se aplican
tales agentes.

Para detergentes y agentes de limpieza se usan hasta ahora preferiblemente proteasas del tipo subtilisina. Las
proteasas usadas en los detergentes o agentes de limpieza conocidos a partir del estado la técnica provienen
originalmente de microorganismos, por ejemplo de los géneros Bacillus, Streptomyces, Humicola, o
Pseudomonas, y/o son producidos por microorganismos adecuados de acuerdo con procedimientos
biotecnolégicos de por si conocidos, por ejemplo mediante huéspedes transgénicos de expresion de los géneros
Bacillus o por hongos filamentosos.

En particular en detergentes liquidos modernos, pero también en agentes de limpieza, estan presentes fosfonatos.
Son usados por ejemplo como formadores de complejo, para impedir la precipitacion, o como estabilizantes de
blanqueo. Como formadores de complejo sirven por ejemplo para eliminar la dureza del agua. Pueden cubrir
cationes como Ca?* en la solucién y con ello modificar el comportamiento quimico el cation. En el caso del calcio,
desaparece la propiedad de formar dureza en el agua. También pueden formarse complejos con otros cationes y
con ello ser protegidos ante reacciones quimicas. Pueden actuar ademas como inhibidores de corrosién o sirven
como estabilizante para peréxidos, en particular en blanqueadores.

En el documento 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 detergentes o agentes de limpieza. Entre estas
proteasas esta también una que puede exhibir un intercambio de aminoacidos R99E, A, S o G. Ademas, se divulga
que el detergente puede contener un fosfonato, en particular un polifosfonato. Los detergentes pueden ser sélidos o
liquidos. Sin embargo, de este documento no se desprende ningun detergente o agente de limpieza liquido
concreto, que contenga obligatoriamente un fosfonato en combinacién con una proteasa tal.

Una desventaja de detergentes y agentes de limpieza liquidos que contienen proteasa del estado de la técnica, es
que frecuentemente no exhiben una actividad proteolitica satisfactoria, en particular a bajas temperaturas, por
ejemplo entre 10 °C y 50 °C, en particular entre 10 °C y 40 °C o entre 20 °C y 40 °C, y por ello el detergente o
agente de limpieza no muestra un desempefio 6ptimo de limpieza. Otra desventaja de detergentes y agentes de
limpieza liquidos que contienen proteasa del estado de la técnica, es que no son suficientemente estables al
almacenamiento y en consecuencia ya después de un corto tiempo pierden una considerable medida de actividad
proteolitica.

La presente invencién basa el objetivo en superar las desventajas mencionadas y suministrar detergentes o
agentes de limpieza, que exhiban una ventajosa actividad proteolitica, en particular a temperaturas como las
mencionadas previamente, y ademas tengan estabilidad mejorada al almacenamiento.

Por ello, un objetivo de la invencidon es el uso de una proteasa,

(a1) que comprenda una secuencia de aminoacidos, que es idéntica en por lo menos 80 % a la secuencia de
aminoacidos indicada en SEQ ID NO. 1 y que en la posicion 99 en la numeraciéon de acuerdo con SEQ ID NO. 1
exhibe los aminoacidos acido glutamico (E) o acido asparaginico (D), para el suministro de una actividad
proteolitica en un detergente o agente de limpieza liquido, el cual comprende un fosfonato en una cantidad de 0,01
a 4 % en peso.

De modo sorprendente se establecié que un detergente o agente de limpieza liquido, que contiene la combinacion
de una proteasa tal con un fosfonato, exhibe desempefio ventajoso de limpieza sobre suciedades sensibles a
proteasa y ademas es ventajosamente estable al almacenamiento. En una forma preferida de realizacion de la
invencion, los agentes se caracterizan porque muestran un desempefio de limpieza ventajoso respecto a por lo
menos una suciedad sensible a la proteasa a temperaturas entre 10 °C y 60 °C, preferiblemente también a bajas
temperaturas, por ejemplo entre 10 °C y 50 °C, entre 10 °C y 40 °C o entre 20 °C y 40 °C. Por ello en una forma de
realizacion, el agente hace posible una eliminacidn mejorada de por lo menos una, preferiblemente de varias
suciedades sensibles a la proteasa en textiles y/o superficies duras, por ejemplo vajillas. Por ello, respecto al
documento internacional WO 95/23221 mencionado inicialmente, la presente invencién es una eleccion
particularmente ventajosa, que conduce a la obtencién de detergente o agente de limpieza liquidos eficientes y
estables al almacenamiento.

En el marco de la invencion, se entiende por desempefio de limpieza el rendimiento de blanqueo sobre una o
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varias suciedades, en particular suciedades de ropa o suciedades de vajilla, que son sensibles a la degradacion
por las proteasas. Son ejemplos de tales suciedades sangre-leche/tinta china sobre algodén, huevo
completo/pigmentos sobre algoddn, chocolate-leche/tinta china sobre algodon, aceite de cacahuete-pigmento/tinta
china sobre poliéster/algodén, pasto sobre algodén o cacao sobre algodén, en particular aquellos que se indican
posteriormente. Son ejemplos de tales suciedades sobre vajillas la leche, carne desmenuzada o yema de huevo.
En el marco de la invencion, tanto el detergente como agente de limpieza, que comprende la proteasa o el licor de
lavado formado por este agente, como también la proteasa en si misma, exhiben un respectivo poder de limpieza.
El poder de limpieza de la enzima hidrolitica contribuye con ello al poder de limpieza del agente o del licor de
lavado o limpieza formado por el agente. El poder de limpieza es determinado preferiblemente como se indica
posteriormente.

Se entiende por licor de lavado o de limpieza a la solucion de uso que contiene el detergente o agente de limpieza,
que actua sobre textiles o tejidos (licor de lavado) o superficies duras (licor de limpieza) y con ello entra en
contacto con las suciedades presentes en textiles o tejidos o superficies duras. Comunmente, el licor de lavado o
de limpieza surge cuando comienza el procedimiento de lavado de limpieza y se diluye con agua el detergente o
agente de limpieza por ejemplo en una lavadora de ropa, lavadora de losa o en otro recipiente adecuado.

En una forma de realizacion de la invencion, el detergente o agente de limpieza contiene proteasa que comprende
una secuencia de aminoacidos, que es idéntica en por lo menos 80 % a la secuencia de aminoacidos indicada en
SEQ ID NO. 1 y que exhibe en la posicion 99 en la numeraciéon de acuerdo con SEQ ID NO. 1, los aminoacidos
acido glutamico (E) o acido asparaginico (D). Con creciente preferencia, la secuencia de aminoacidos es idéntica
en por lo menos 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % y de modo muy particularmente preferido en 99 % a la secuencia de aminoacidos indicada en
SEQ ID NO. 1. SEQ ID NO. 1 es la secuencia de la proteasa alcalina madura (mature) de Bacillus lentus DSM
5483, que se divulga en el documento internacional WO 92/21760, y sobre cuya divulgacion se hace aqui expresa
referencia.

La proteasa presente en un detergente o agente de limpieza de acuerdo con la divulgacion comprende una
secuencia de aminoacidos, que es idéntica a la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO. 1, en por lo
menos 80 % y que en la posicion 99 en la numeraciéon de acuerdo con SEQ ID NO. 1 exhibe los aminoacidos
asparagina (N) o glutamina (Q) o los aminoacidos alanina (A) o glicina (G) o serina (S). Con creciente preferencia,
la secuencia de aminoacidos es idéntica en por lo menos 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % y de modo muy particularmente preferido en 99 % a la
secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO. 1. SEQ ID NO. 1 es la secuencia de la proteasa alcalina
madura (mature) de Bacillus lentus DSM 5483, que se divulga en el documento internacional WO 92/21760, y
sobre cuya divulgacion se hace aqui expresa referencia.

De acuerdo con la invencion se ha mostrado que mediante la adicion de una proteasa asi a un detergente o agente
de limpieza liquido, que contiene un fosfonato, se obtiene un detergente liquido particularmente estable al
almacenamiento, en particular respecto a su actividad proteolitica remanente después del almacenamiento, en
particular después de un periodo de almacenamiento de 1 a 5 semanas, 1 a 4 semanas, 1,5 a 3 semanas y de
modo particularmente preferido después de 2 semanas.

Una proteasa presente en un detergente o agente de limpieza exhibe una actividad proteolitica, es decir es capaz
de hidrolizar los enlaces péptido de un polipéptido o proteina. Por ello, es una enzima que cataliza la hidrélisis de
enlaces péptido y por ello esta en capacidad de escindir péptidos o proteinas, en particular una subtilisina.

En otra forma de realizacion de la invencion, el detergente o agente de limpieza se caracteriza porque la proteasa
exhibe en la numeracion de acuerdo con SEQ ID NO. 1 ademas por lo menos uno de los siguientes aminoacidos:

(a) treonina en la posicion 3 (3T),

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

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

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

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

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

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

Por ello, aparte de uno de los aminoacidos mencionados en la posicion 99, la proteasa exhibe uno o varios de los
aminoacidos mencionados anteriormente en las respectivas posiciones. Estos aminoacidos pueden causar otras
propiedades ventajosas y/o reforzar propiedades ya presentes. En particular, los aminoacidos mencionados
anteriormente causan un aumento de la actividad proteolitica y/o la estabilidad de la proteasa en un detergente o
agente de limpieza liquido, o en el licor de lavado formado por este detergente o agente de limpieza. Mediante la
adicion de una proteasa asi a un detergente o agente de limpieza liquido, el cual contiene un fosfonato, se obtiene
con ello asi mismo un detergente liquido particularmente estable al almacenamiento, en particular respecto a su
actividad proteolitica remanente después del almacenamiento, en particular después de un periodo de
almacenamiento de 1 a 5 semanas, 1 a 4 semanas, 1,5 a 3 semanas y de modo particularmente preferido después
de 2 semanas.

Para ello, las posiciones de los aminoacidos son definidas mediante una alineaciéon de la secuencia de
aminoacidos de la proteasa que va a ser usada, con la secuencia de aminoacidos de la proteasa de Bacillus
lentus, como se indica en SEQ ID NO. 1. Puesto 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 reemplazos de
aminoacidos, es ventajoso en la asignacion de las posiciones de aminoacidos hacer referencia a la numeracion de
la proteasa de Bacillus lentus (SEQ ID NO. 1). Ademas, la numeracion esta determinada por la proteina madura
(mature). En particular se aplica esta asignacion, cuando la secuencia de aminoacidos de la proteasa que va a ser
usada comprende un numero mayor de radicales aminoacido que la proteasa de Bacillus lentus segun la SEQ ID
NO. 1.

Partiendo de las posiciones mencionadas en la secuencia de aminoacidos de la proteasa de Bacillus lentus, las
posiciones de aminoacidos en una proteasa que va a ser usada de acuerdo con la invencién son las que en una
alineacién coinciden incluso con estas posiciones.

En consecuencia, aparte de la posicion 99, en una alineacion con SEQ ID NO. 1 y con ello en la numeracion de
acuerdo con SEQ ID NO. 1, son posiciones particularmente ventajosas para asignar las posiciones 3, 4, 61, 154,
188, 193, 199 y 211. En las posiciones mencionadas en la molécula de tipo silvestre de la proteasa de Bacillus
lentus, estan los siguientes radicales aminoacido: S3, V4, G61, S154, A188, V193, V199, y L211. Se prefieren
particularmente los aminoacidos 3T, 41, 61A, 154D, 154E, 211D, 211G y 211E, en tanto las posiciones
correspondientes en una proteasa que va a ser usada de acuerdo con la invencién no estén ocupadas ya de modo
natural por uno de estos aminoacidos preferidos. El intercambio de 3T y 4l conduce por ejemplo mediante un
efecto de estabilizaciéon en la molécula, a un mejoramiento en la estabilidad de almacenamiento y el poder de
limpieza de la proteasa y con ello a poder mejorado de limpieza de un detergente o agente de limpieza liquido que
contiene fosfonato, el cual contiene la proteasa.

Debido a los aminoacidos mencionados previamente, previstos para las respectivas posiciones, pueden resultar
otras desviaciones de secuencia frente a SEQ ID NO. 1, en tanto la SEQ ID NO. 1 exhiba otro aminoacido en la
respectiva posicion. Dependiendo del nimero de desviaciones secuencia presentes frente a SEQ ID NO.1, surgen
por ello diferentes valores maximos de identidad, que una proteasa que va a ser usada de acuerdo con la invencién
puede exhibir frente a SEQ ID NO. 1, incluso cuando ella debiera en coincidir en todos los aminoacidos restantes
con SEQ ID NO. 1. Esta circunstancia debe ser considerada para todas las combinaciones posibles de los
aminoacidos propuestos en el caso individual y ademas depende también de la longitud de la secuencia de
aminoacidos de la proteasa. Por ejemplo, la identidad maxima para una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho o
nueve modificaciones de secuencia, es de 99,63 %, 99,26 %, 98,88 %, 98,51 %, 98,14 %, 97,77 %, 97,40 %,
97,03 % o 96,65 % para una secuencia de aminoacidos con una longitud de 269 aminoacidos, o 99,64 %, 99,27
%, 98,91 %, 98,55 %, 98,18 %, 97,82 %, 97,45 %, 97,09 % o 96,73 % para una secuencia de aminoacidos con
una longitud de 275 aminoacidos.

La determinacion de la identidad de secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos ocurre mediante una
comparacion de secuencia. Tal comparacion ocurre mediante la asignacién de secuencias similares una otra a las
secuencias de nucledtidos o secuencias de aminoacidos. Esta comparacion de secuencias ocurre preferiblemente
con base en el algoritmo BLAST establecido y usado comunmente en el estado de la técnica (véase por ejemplo
Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W. & Lipman, D.J. (1990) "Basic local alignment search tool." J. Mal.
Biol. 215:403- 410, y Altschul, Stephan F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Hheng
Zhang, Webb Miller, y David J. Lipman (1997): "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs"; Nucleic Acids Res., 25, S.3389-3402) y sucede en principio porque en las secuencias
de acidos nucleicos o de aminoacidos coinciden mutuamente secuencias similares de nucleétidos o aminoacidos.
Una asignacion tabular de las posiciones en cuestion es denominada como alineacion. Otro algoritmo disponible
en el estado de la técnica es el algoritmo FASTA. Las comparaciones de secuencia (alineaciones), en particular
comparaciones multiples de secuencia, son entregadas comunmente con programas de computador.
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Frecuentemente 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. Mal. Biol. 302, 205-217) o
programas que se basan en estos programas o algoritmos. Frecuentemente se usan por ejemplo Clustal (véase
por ejemplo Chenna et al. (2003): Multiple sequence alignment with the Clustal series of programs. Nucleic Acid
Research 31, 3497-3500) o T-Coffee (véase por ejemplo Notredame et al. (2000): T-Coffee: A novel method for
multiple sequence alignments. J. Mol. Biol. 302, 205-217) asi como BLAST o FASTA para la busqueda de bancos
de datos, o bien programas que se basan en estos programas o algoritmos. En el marco de la presente invencion
se prefiere emitir comparaciones de secuencia y alineaciones con el programa de computador Vector NTI® Suite
10.3 (Invitrogen Corporation, 1600 Faraday Avenue, Carlsbad, California, EEUU) con los parametros establecidos
previamente por defecto.

Tal comparaciéon permite una declaracién sobre la similitud mutua de las secuencias comparadas. Ella es indicada
comunmente en identidad porcentual, es decir la fraccidon de nucleétidos o radicales aminoacido idénticos en los
mismos o en una alineacién de posiciones mutuamente correspondientes. El otro concepto comprendido en la
homologia involucra en la consideraciéon para secuencias de aminoacidos, reemplazos conservadores de
aminoacidos, por consiguiente aminoacidos con actividad quimica similar, puesto que estos ejercen dentro de la
proteina principalmente actividades quimicas similares. Por ello la similitud de las secuencias comparadas puede
indicarse también como homologia porcentual o similitud porcentual. Los datos de identidad y/u homologia pueden
tener alcance a la totalidad del polipéptido o gen o solo sobre zonas individuales. Las zonas idénticas u homdlogas
de diferentes secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos son definidas por ello mediante coincidencias en
las secuencias. Tales zonas exhiben frecuentemente funciones idénticas. Pueden ser pequefias y comprender sélo
pocos nucleétidos o aminoacidos. Frecuentemente tales zonas pequefias ejercen funciones esenciales para la
actividad total de la proteina. Por ello, puede ser sensato referirse a coincidencias de secuencia sélo en zonas
individuales, dado el caso pequenas. En tanto no se indique de otro modo, en el presente documento los datos de
identidad u homologia se refieren sin embargo a la longitud total de la secuencia de acidos nucleicos o de
aminoacidos indicada en cada caso.

En otra forma de realizacion de este objetivo de la invencion, el detergente o agente de limpieza se caracteriza
porque la proteasa comprende secuencia de aminoacidos, que es idéntica a la secuencia de aminoacidos indicada
en SEQ ID NO. 1, como se indicé previamente y que es obtenida o es obtenible a partir de una proteasa de
acuerdo con SEQ ID NO. 1 mediante sustitucion individual o multiple conservadora de aminoacidos. El concepto
"sustitucion conservadora de aminoacidos" significa el reemplazo (sustitucién) de un radical aminoacido por otro
radical aminoacido, en el que este reemplazo no conduce a una modificacion en la polaridad o carga en la posicion
del aminoacido reemplazado, por ejemplo el reemplazo de un radical aminoacido apolar por otro radical
aminoacido apolar. En el marco de la invencién, las sustituciones conservadoras de aminoacidos comprenden por
ejemplo: G=A=S, I=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 otra forma de realizacion de la invencion, un detergente o agente de limpieza se caracteriza ademas porque su
poder de limpieza corresponde por lo menos al de un detergente o agente de limpieza, que contiene una proteasa,
que comprende una secuencia de aminoacidos que corresponde a la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ
ID NO. 2 0 SEQ ID NO. 3, en el que el poder de limpieza en un sistema de lavado es determinado, el cual contiene
un detergente en una dosificacion entre 4,0 y 8,0 gramos por litro de licor de lavado asi como la proteasa, en el
que se usan las proteasas que van a ser comparadas con la misma actividad y el poder de limpieza es
determinado contra una o varias de las suciedades sangre-leche/tinta china sobre algodén, huevo entero/pigmento
(huevo entero/hollin) sobre algodén, aceite de cacahuete-pigmento/tinta china sobre poliéster/algodén y pasto
sobre algodén, en particular frente a una o varias de las suciedades

- sangre-leche/tinta china sobre algodén: producto numero C-05 obtenible de CFT (Center for Testmaterials) B.V.
Vlaardingen, Paises Bajos

- huevo entero/pigmento (huevo entero/hollin) sobre algodén: producto nimero 10N obtenible de la compafia wfk
Testgewebe GmbH; Briiggen-Bracht, Alemania, o producto C-S-37 obtenible de CFT (Center for Testmaterials)
B.V. Vlaardingen, Paises Bajos

-aceite de cacahuete-pigmento/tinta china sobre poliéster/algodén: producto ndmero PC-10 obtenible de CFT
(Center for Testmaterials) B.V. Vlaardingen, Paises Bajos

-pasto sobre algodén: producto numero 164 obtenible de la comparia Eidgendssische Material- und Priifanstalt
(EMPA) Testmaterialien AG, St. Gallen, Suiza,

mediante la medicion del grado de blancura de los textiles lavados, el procedimiento de lavado ocurre por al menos
30 minutos, opcionalmente 60 minutos a una temperatura de 20 °C y el agua exhibe una dureza entre 15,5y 16,5°
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(dureza alemana).

En otra forma de realizacion de la divulgacion, un detergente o agente de limpieza se caracteriza ademas porque
su poder de limpieza corresponde por lo menos al de un detergente o agente de limpieza que contiene una
proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos, la cual corresponde a la secuencia de aminoacidos
indicada en SEQ ID NO. 4 0 SEQ ID NO. 5 0 SEQ ID NO. 6 0 SEQ ID NO. 7 o SEQ ID NO. 8, en la que se
determina el poder de limpieza de un sistema de lavado que contiene un detergente en una dosificacion entre 4,0 y
8,0 gramos por litro de licor de lavado asi como la proteasa, en el que se usan las proteasas que van a ser
comparadas con la misma actividad y el poder de limpieza es determinado contra una o varias de las suciedades
sangre- leche/tinta china sobre algodoén, huevo entero/pigmento (huevo entero/hollin) sobre algodén, aceite de
cacahuete-pigmento/tinta china sobre poliéster/algodén y pasto sobre algoddn, en particular frente a una o varias
de las suciedades

- sangre-lechef/tinta china sobre algodén: producto numero C-05 obtenible de CFT (Center for Testmaterials) B.V.
Vlaardingen, Paises Bajos

- huevo entero/pigmento (huevo entero/hollin) sobre algodén: producto nimero 10N obtenible de la compafia wfk
Testgewebe GmbH; Briiggen-Bracht, Alemania, o producto C-S-37 obtenible de CFT (Center for Testmaterials)
B.V. Vlaardingen, Paises Bajos

-aceite de cacahuete-pigmento/tinta china sobre poliéster/algodén: producto ndmero PC-10 obtenible de CFT
(Center for Testmaterials) B.V. Vlaardingen, Paises Bajos

- pasto sobre algodén: producto nimero 164 obtenible de la compaiiia Eidgendssische Material- und Priifanstalt
(EMPA) Testmaterialien AG, St. Gallen, Suiza,

mediante la medicion del grado de blancura de los textiles lavados, el procedimiento de lavado ocurre por al menos
30 minutos, opcionalmente 60 minutos a una temperatura de 20 °C y el agua exhibe una dureza entre 15,5y 16,5°
(dureza alemana).

El detergente para un sistema de lavado es un detergente liquido, que esta compuesto preferiblemente como se
indica en la tabla 1 (todos los datos en porcentajes en peso):

Tabla 1:
Ingrediente % en peso
Alcohol graso C12-C1g con 7 EO 6,40
Alquil C10-C13 bencenosulfonato lineal (sal de Na) | 5,35
Acidos grasos C12-C1s (sal de sodio) 2,00
Acido citrico (sal de sodio) 1,20
Fosfonato (Dequest® 2066) 0,50
Acido bérico (sal de sodio) 1,00
Espesante de poliacrilato 0,15
Glicerina 3,00
Etanol 1,00
Antiespumante de silicona 0,01
Perfume 0,70
Colorante, agente conservante +
Agua Hasta 100

La dosificacion preferida de este detergente liquido esta entre 7,0 y 7,5 gramos por litro de licor de lavado, en
particular 7,4 gramos por litro de licor de lavado. Respecto a esto se determina el peso del detergente liquido, de
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modo que los datos se refieren a su peso. Preferiblemente se lava en un intervalo de valor de pH entre pH 8 y pH
10,5, preferiblemente entre pH 8 y pH 9.

El grado de blancura, es decir el blanqueo de las suciedades, como medida para el poder de limpieza es
determinado preferiblemente con procedimientos épticos de medicién, preferiblemente fotométricos. Un aparato
adecuado para ello es por ejemplo el espectrometro Minolta CM508d. Comunmente se calibran los aparatos
usados para la medicién, previamente con un estandar blanco, preferiblemente un estandar blanco incluido.

Mediante el uso de la misma actividad de las respectivas proteasas se asegura que también para una eventual
divergencia de la relacion de sustancia activa a proteina total (el valor de la actividad especifica) se comparan las
respectivas propiedades enzimaticas, por consiguiente por ejemplo el poder de limpieza con determinadas
suciedades. En general, es valido que una baja actividad especifica puede ser compensada mediante adicion de
una mayor cantidad de proteinas. Los procedimientos para la determinacion de las actividades de proteasa son
familiares para los expertos en el campo de la tecnologia de enzimas y son aplicados por ellos de manera rutinaria.
Por ejemplo, tales procedimientos se divulgan en Tenside, volumen 7 (1970), pp. 125-132. Preferiblemente la
actividad de proteasa es indicada en PE (unidades de proteasa). Por ejemplo, actividades adecuadas de proteasa
ascienden a 2,25, 5 o 10 PE (unidades de proteasa) por ml de licor de lavado. Sin embargo, la actividad de
proteasa no es igual a cero.

Numerosas proteasas y en particular subtilisinas estan formadas como las denominadas preproteinas, por
consiguiente junto con un propéptido y un péptido de sefial, en las que la funcién del péptido de sefial consiste
comunmente en garantizar la transferencia al exterior de la proteasa desde la célula que la produce, al periplasma
o medio que circunda la célula, y comunmente el propéptido es necesario para el correcto pliegue de la proteasa.
El péptido de sefial y el propéptido son por regla general la parte terminal en N de la preproteina. El péptido de
sefial es escindido del resto de la proteasa, bajo condiciones naturales mediante una sefial-peptidasa. A
continuacion ocurre el pliegue definitivo correcto de la proteasa, promovido por el propéptido. La proteasa esta
entonces en su forma activa y escinde el propéptido mismo. Después de la escisidon del propéptido la proteasa
madura (mature), en particular subtilisina, ejerce su actividad catalitica sin los aminoacidos terminales en N
originalmente presentes. Para aplicaciones técnicas en general y en particular en el marco de la invencion se
prefieren las proteasa maduras (mature), es decir las enzimas procesadas después de su preparacion, respecto a
las preproteinas. Las proteasas pueden ademas ser modificadas de las células que las produce, después de la
preparacion de la cadena de polipéptido, por ejemplo mediante conexién de moléculas de azucar, formilacion,
introduccion de amina, etc. Tales modificaciones son modificaciones posttranslacionales y pueden, sin embargo no
tienen que, ejercer una influencia sobre la funcion de la proteasa.

Ademas, la proteasa madura puede recortarse en sus extremos terminales en N y/o terminales en C, de modo que
en el detergente o agente de limpieza de acuerdo con la invencién estd presente una proteasa recortada, por
consiguiente un fragmento, respecto a SEQ ID NO. 1 0 SEQ ID NO. 2 0 SEQ ID NO. 30 SEQ ID NO. 4 0 SEQ ID
NO. 50 SEQ ID NO. 6 0o SEQ ID NO. 7 o SEQ ID NO. 8. Todos los datos de identidad se refieren en este caso a la
zona, en la cual coincide el respectivo fragmento en una alineacion con SEQ ID NO. 1. Sin embargo, el respectivo
fragmento contiene en todo caso la posicion, que coincide con la posicion 99 en una alineacién con SEQ ID NO. 1,
y exhibe en esta posicion un aminoacido correspondiente. De manera ventajosa esta presente también una o
varias de las otras posiciones descritas previamente y exhibe alli uno o varios de los aminoacidos
correspondientes. Ademas, un fragmento tal tiene actividad proteolitica. un fragmento preferido adicionalmente
respecto a esto comprende una secuencia de aminoacidos, que sobre una longitud de por lo menos 50 o por lo
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 aminoacidos coherentes coincide con SEQ ID NO. 1 0 SEQ ID NO. 2 o SEQ ID NO.
30 SEQ ID NO. 4 0 SEQ ID NO. 5 0 SEQ ID NO. 6 o SEQ ID NO. 7 o SEQ ID NO. 8, considerando los
aminoacidos mencionados anteriormente para la posicion 99 y opcionalmente ademas 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 modo particularmente preferido, el poder de limpieza de un
detergente o agente de limpieza liquido con un fragmento tal, corresponde por lo menos al de un detergente o
agente de limpieza, que contiene una proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos, que corresponde a
la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO. 2, 0 SEQ ID NO. 30 SEQ ID NO. 4 0 SEQ ID NO. 50 SEQ
ID NO. 6 0 SEQ ID NO. 7 0 SEQ ID NO. 8, determinada como se indico previamente.

Ademas, la proteasa presente en un agente puede estar adsorbida sobre material de soporte y/o incorporada en
sustancias de envoltura, para protegerla contra la inactivacion prematura. En el licor de lavado, por consiguiente
bajo condiciones de aplicacion, la proteasa es liberada entonces y puede desplegar su efecto proteolitico.

En otro objeto de la invencion, un detergente o agente de limpieza liquido esta caracterizado porque comprende:

(a) una proteasa, que es elegida de entre el grupo consistente en
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a. proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID NO. 2 o SEQ ID NO. 3;

b. proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos modificada en por lo menos una posicién respecto a
SEQ ID NO. 2 o0 SEQ ID NO. 3, en la que la modificaciéon en la numeracién de acuerdo con SEQ ID NO. 1 es
elegido de entre el grupo consistente en:

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

ii. isoleucina en la posicién 4 (41),

ii. alanina, treonina o arginina en la posicion 61 (61A, 61T o0 61R),

iv. acido asparaginico 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 (199I),

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

(b) un fosfonato.

Estas proteasas son usadas de modo muy particularmente preferido en un detergente o agente de limpieza liquido.
Son obtenidas partiendo de SEQ ID NO. 1 mediante la sustitucion del aminoacido arginina en la posicién 99 por el
aminoacido acido glutamico (E) o acido asparaginico (D) en la numeracion de acuerdo con SEQ ID NO. 1. Estas
secuencias de aminoacidos estan indicadas en el protocolo de secuencia como SEQ ID NO. 2 y SEQ ID NO. 3.
Ademas, éstas proteasas, adicionalmente al aminoacido previsto para la posicion 99, pueden exhibir uno o varios
de los aminoacidos ilustrados previamente en las posiciones 3, 4, 61, 154, 188, 193, 199 y 211, asignar en una
alineacion con SEQ ID NO. 1 y con ello en la numeracién de acuerdo con SEQ ID NO. 1. Los aminoacidos
mencionados para estas posiciones causan también para estas proteasas otras propiedades ventajosas y/o
refuerzan mas las propiedades ya presentes. En particular provocan un aumento de la actividad proteolitica y/o la
estabilidad de la proteasa en un detergente o agente de limpieza liquido o en el licor de lavado formado por este
detergente o agente de limpieza. Todas las realizaciones precedentes - en tanto sean aplicables - son validas de
modo correspondiente para estas proteasas particularmente preferidas.

Se divulga ademas un detergente o agente de limpieza liquido que comprende:
(a) una proteasa, que es elegida de entre el grupo consistente en

a. proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID NO. 4 o SEQ ID NO. 5 0 SEQ
ID NO. 6 0 SEQ ID NO. 7 0 SEQ ID NO. 8;

b. proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos modificada en por lo menos una posicién respecto a
SEQ ID NO. 4 0 SEQ ID NO. 50 SEQ ID NO. 6 0 SEQ ID NO. 7 0 SEQ ID NO. 8, en la que la modificaciéon en la
numeracion de acuerdo con SEQ ID NO. 1 es elegido de entre el grupo consistente en:

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

ii. isoleucina en la posicién 4 (41),

ii. alanina, treonina o arginina en la posicion 61 (61A, 61T o0 61R),

iv. acido asparaginico 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 (199I),

viii. acido asparaginico, acido glutamico o glicina en la posicion 211 (211D, 211E 0 211G),

ix. combinaciones de los aminoacidos (i) a (viii);
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(b) un fosfonato.

Estas proteasas son usadas de modo muy particularmente preferido en un detergente o agente de limpieza liquido.
Son obtenidas partiendo de SEQ ID NO. 1 mediante la sustitucion del aminoacido arginina en la posicién 99 por el
aminoacido asparagina (N) o glutamina (Q) o el aminoéacido alanina (A) o glicina (G) o serina (S) en la numeracién
de acuerdo con SEQ ID NO. 1. Estas secuencias de aminoacidos estan indicadas en el protocolo de secuencia
como SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7 y SEQ ID NO. 8. Ademas, éstas proteasas
pueden exhibir adicionalmente al aminoacido previsto para posiciéon 99, uno o varios de los aminoacidos ilustrados
previamente en las posiciones 3, 4, 61, 154, 188, 193, 199 y 211, asignar en una alineacién con SEQ ID NO. 1y
con ello en la numeracion de acuerdo con SEQ ID NO. 1. Los aminoacidos mencionados para estas posiciones
provocan también para estas proteasas otras propiedades ventajosas y/o refuerzan mas las propiedades ya
presentes. En particular provocan un aumento de la actividad proteolitica y/o la estabilidad de la proteasa en un
detergente o agente de limpieza liquido o en el licor de lavado formado por este detergente o agente de limpieza.
De modo correspondiente, todas las realizaciones precedentes - en tanto sean aplicables - son validas para estas
proteasas particularmente preferidas.

Los fosfonatos son sales y compuestos organicos, en particular ésteres del acido fosfonico. Como sales, existen
fosfonatos primarios (M'H,PO3; o HP(O)(OH)(OM’)) y secundarios (M'2HPO3; o HP(O)(OM’);), en los que M’
representa un metal monovalente. Estos fosfatos inorganicos son denominados también como fosfitos primarios o
secundarios. Los fosfonatos inorganicos surgen por ejemplo por reaccion de acido fosfénico HP(O)(OH)2, en
particular de la féormula tautomérica estable del acido fosforoso con un equivalente de base (primaria) o dos
(secundaria), por ejemplo hidréxido de metal alcalino.

En el marco de la presente invencion, se prefieren fosfonatos organicos sustituidos en P, que exhiben un enlace
fosforo-carbono (compuestos organicos de fosforo). Su estructura general es R'P(O)(OR?),, con R' y/o R? =
alquilo, arilo o H, en la que los radicales alquilo o arilo pueden exhibir otras sustituciones o pueden portar otros
grupos quimicos. Los fosfonatos organicos sustituidos en P surgen por ejemplo por la reaccion de Michaelis-
Arbusov. Muchos de estos fosfonatos son solubles en agua. Algunos fosfonatos técnicamente importantes portan
ademas grupo(s) amino del tipo NR-(CH32)x-PO(OH), (R = alquilo, arilo o H). Algunos de estos aminofosfonatos
tienen similitudes estructurales con formadores de complejo como EDTA, NTA o DTPA y tienen una funcion
similar.

En el marco de la presente invencion, entre los fosfonatos particularmente preferidos se cuentan en particular
organofosfonatos como por ejemplo acido 1-hidroxietano-1,1-difosféonico (HEDP), acido aminotri(metilenfosfénico)
(ATMP, también denominado como aminotris(acido metilenfosfonico) o acido nitrolotris(metilenfosfénico)
(NTMP)), acido dietilentriamino-penta(metilenfosféonico) (DTPMP o DETPMP o DTPNT), acido
etilendiaminotetra(metilenfosfénico) (EDTMP, también denominado  como  etilendiaminotetra(acido
metilenfosfénico) asi como acido 2-fosfonobutano-1,2,4-tricarboxilico (PBS-AM, también denominado como acido
fosfonobutano-1,2,4-tricarboxilico o acido 3-carboxi-3-fosfonoadipico), que son usados principalmente en forma de
sus sales de amonio o metal alcalino. Se prefieren particularmente dietilentriaminopenta(metilenfosfonatos) de
sodio, en particular para detergentes en el sentido de la presente invencion, y/o acido 1-hidroxietano-1,1-difosférico
(HEDP), en particular para detergentes de acuerdo con la invencion para vajillas y entre ellos en particular
detergentes para lavadoras automaticas de vajillas. Tales fosfonatos son obtenibles por ejemplo bajo el nombre
comercial Dequest® 2066 y Dequest® 2010 en cada caso de la compafiia Thermphos).

En una forma preferida de realizacion de la invencion, el detergente o agente de limpieza se caracteriza porque el
fosfonato esta presente en una cantidad de 0,01 a 4 % en peso. Otras cantidades preferidas del fosfonato presente
en el detergente o agente de limpieza son de 0,01 a 3 % en peso, de 0,01 a 2,5 % en peso, de 0,02 a 2,4 % en
peso, de 0,02 a 2 % en peso, de 0,03 a 1,5 % en peso o de 0,05 a 1 % en peso.

En una forma de realizacion de la invencion, la proteasa en esta presente en un detergente o agente de limpieza
preferiblemente en una cantidad de 1 x 10® a 5 por ciento en peso, referida a la proteina activa. Con creciente
preferencia, la proteasa esta presente en el agente en una cantidad de 0,001 a 5 % en peso, mas preferiblemente
de 0,01 a 5 % en peso, todavia mas preferiblemente de 0,05 a 4 % en peso y de modo particular preferiblemente
de 0,075 a 3,5 % en peso. La concentracion de proteina puede ser determinada con ayuda de procedimientos
conocidos, por ejemplo el procedimiento BCA (acido bicincénico; 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), pp. 751-766).

En otra forma de realizacion de la invencion, el detergente o agente de limpieza se caracteriza porque comprende
ademas un componente que es elegido de entre

i. sustancia aniénica y/o polianiénica y/o

ii. sustancia cationica y/o policatiénica y/o



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2661317713

iii. sustancia que exhibe grupo(s) hidroxilo y/o polihidroxilo.

Se establecio que la adicion de tales sustancias mejora adicionalmente el poder de limpieza de detergentes y
agentes de limpieza, en particular de detergentes o agentes de limpieza liquidos que contienen proteasas, en
particular aquellos como se describié previamente, 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.

Las sustancias indicadas previamente bajo i. son sustancias anidnicas o polianiénicas, es decir estas sustancias
portan por lo menos una y preferiblemente varias cargas negativas. Preferiblemente es un polimero con por lo
menos un mondmero con carga negativa, preferiblemente con monémeros con varias cargas negativas. Por ello,
de acuerdo con la invencion preferiblemente este polimero es un polimero con carga negativa. Se prefieren por
ejemplo acidos organicos poliméricos o sus sales, en particular poliacrilatos y/o acidos poli-sacaricos y/o
copolimeros de poliacrilato y/o copolimero de poliazicares. Respecto a esto, otros compuestos preferidos son
poliacrilsulfonatos o policarboxilatos y sus sales, copolimeros o sales de los copolimeros.

Son ejemplos de sustancias preferidas de modo particular que van a ser usadas Acusol 587D (poliacrilsulfonato;
compafia Rohm & Haas/Dow Chemical), Acusol 445N (sal de sodio de policarboxilato; compafiia Rohm &
Haas/Dow Chemical), Acusol 590 (copolimero de poliacrilato; compafiia Rohm & Haas/Dow Chemical), Acusol 916
(sal de sodio de poliacrilato; compafia Rohm & Haas/Dow Chemical), Sokalan CP42 (sal de sodio de
policarboxilato modificado; compariia BASF), Sokalan PA 30CL (sal de sodio de policarboxilato; comparia BASF),
Dequest P 9000 (acido polimaleico; compafiia Thermfos), acido alginico, acido poli-2-acrilamido-2-metil-1-
propano-sulfénico, sal de sodio de acido poli-4-estireno sulfénico -co-maleico, sal de sodio de acido acrilico, sal de
sodio de acido polimetacrilico, acido poli-metil vinil eter-alt maleico o sal de sodio de acido polivinilsulfénico.

Las sustancias indicadas bajo ii. son sustancias cationicas o policationicas, es decir estas sustancias portan por lo
menos una y preferiblemente varias cargas positivas. Preferiblemente es un polimero con por lo menos un
mondémero con carga positiva, preferiblemente mondémeros con varias cargas positivas. Por ello, de acuerdo con la
invencion preferiblemente este polimero es un polimero con carga positiva. Son ejemplos de compuestos
preferidos respecto a esto las sales de las poliaminas, polietileniminas o sus copolimeros, sales de las
polialilaminas, sales de compuestos de polidialildimetilamonio o compuestos de poli(acrilamido-co-
dialildimetilamonio.

Las sustancias indicadas bajo iii. son sustancias que exhiben por lo menos un grupo hidroxilo y/o polihidroxilo y
preferiblemente varios grupos hidroxilo y/o polihidroxilo. Respecto a esto se prefieren por ejemplo
polivinilalcoholes, por ejemplo aquellos que estan disponibles bajo el nombre comercial Mowiol (compafiia Kremer
Pigmente GmbH & Co. KG).

En este pasaje se hace referencia expresa a que una sustancia concreta puede pertenecer a uno o varios de los
grupos i. a iii. mencionados anteriormente. Por ejemplo puede ser un polimero anidnico, el cual puede exhibir uno
o varios grupo(s) hidroxilo y/o polihidroxilo. Una sustancia asi puede pertenecer entonces a los grupos i. y iii. Asi
mismo, un polimero catiénico, que exhibe uno o varios grupo(s) hidroxilo y/o polihidroxilo, puede pertenecer a los
grupos ii. y iii.

Asi mismo, en el marco de la presente invencién se pueden usar derivados de las sustancias mencionadas
previamente, como pertenecientes a i., ii. o iii.. En el marco de la presente invencién se entiende por un derivado
una sustancia tal, que partiendo de una de las sustancias mencionadas previamente, es modificada quimicamente,
por ejemplo mediante la transformacion de una cadena lateral o mediante enlace covalente de otro compuesto, a la
sustancia. Un compuesto tal puede ser por ejemplo un compuesto de bajo peso molecular como lipidos o mono-,
oligo o polisacaridos o aminas o compuestos de amina. Ademas la sustancia puede ser glicosilada, hidrolizada,
oxidada, metilada en N, formilada en N, acetilada en N o contener metilo, formilo, etilo, acetilo, t-butilo, anisilo,
bencilo, trifluroacetilo, N-hidroxisuccinimido, t-butiloxicarbonilo, benzoilo, 4-metilbencilo, tioanizilo, tiocresilo,
benciloximetilo, 4-nitrofenilo, benciloxicarbonilo, 2-nitrobenzoilo, 2-nitrofenilsulfenilo, 4-toluenesulfonilo,
pentafluorofenilo, difenilmetilo, 2-clorobenciloxicarbonilo, 2,4,5-triclorofenilo, 2- bromobenciloxicarbonilo, 9-
fluorenilmetiloxicarbonilo, trifenilmetilo, 2,2,5,7,8-pentametil-croman-6-sulfonilo. Asi mismo, se entiende por un
derivado el enlace covalente o no covalente de la sustancia con un vehiculo macromolecular, exactamente como
una inclusiéon no covalente en estructuras macromoleculares de jaula adecuadas. También pueden tomarse
acoplamientos con otros compuestos macromoleculares como por ejemplo polietilenglicol. Otras modificaciones
quimicas preferidas son la modificacion de uno o varios de los grupos quimicos -COOH, -OH, =NH, -NH, —SH
hasta -COOR, -OR, -NHR, -NR3, -NHR, -NR, -SR; en los que:

R es -CH=CH-R?, -C=C-R?, -C(R?=CH>, -C(R?)=C(R®), -CH=NR?, -C(R2)=N-R?, un sistema anular de 4-7 atomos

de C con o sin sustitucion, un heterociclo 4-7 de nitrégeno con o sin sustitucién, o una cadena C; a Cgcon 1a 5
enlaces dobles o triples con sustituciones elegidas de entre R' R o R? enlos que
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- R' es H, -R, - NO,, -CN, sustituyente halogenuro, -N3, alquilo -C1.s, -(CH2)nCO2R?, alquenilo -Cps -CO;R?, -
O(CH,),CO2R?, -C(O)NR?R®, -P(0O)(OR?),, tetrazol-5-i sustituido con alquilo, arilo -(CH2).O(CHz)n, -NR?R®, -
(CH2):0OR?, -(CH2)nSR?, -N(R?)C(0)R®-S(02)NR?R?, -N(R?)S(02)R®, -(CHR*)n NR2R®, -C(O)R® (CHa)n
N(R*)C(O)R?-N(R?)CR?R?, ciclo alquilo (CH2).- sustituido o no sustituido, fenilo o ciclo sustituido o no sustituido
con (CH2)n; en los que n es un nimero entero mayor a 1;

- R? es H, sustituyente halogenuro, alquilo, -haloalquilo, -(CH2)s-fenilo, -(CH2)1-3-bifenilo, -(CH2)1-4-Ph-N(SO»-
alquilo Ciz)2, -CO(CHR":,-OR', heterociclo -(CHR")n,-(CHR"),-NH-CO-R', -(CHR')-NH-SO2R', -(CHR'),-Ph-
N(SO;-alquilo C1-2),-(CHR"),-C(O)(CHR')-NHR?', -(CHR"),-C(S)(CHR")-NHR", -(CH2),O(CH2),CHs,-CF3, acilo -C-
Cs, -(CHR",OH, -(CHR"),CO:R", alquilo -(CHR",-O-, alquilo -(CHR');-O-(CHa)n-O-, alquilo-(CHR"),-S-, alquilo-
(CHR")1-S(0)-, alquilo-(CHR")-S(02)-, (CHR)1-S(02)-NHR3,-(CHR®),-N?, -(CHR®),NHR*, una cadena alqueno C; a
Cs con 1 a 5 enlaces dobles, una cadena alqueno C; a Cs con 1 a 5 enlaces triples, heterociclo -(CHRe')n sustituido
0 no sustituido, cicloalquilo saturado o no saturado -(CHRe')n sustituido o no sustituido; en los que n es un nimero
entero mayor a 1y R"y R® pueden ser iguales o diferentes;

- R® es H, -OH, -CN, alquilo sustituido, alquenilo - C, a Cg, cicloalquilo sustituido o no sustituido, -N(R1)R2,
heterociclo o heterobiciclo Cs a C; de 4 a 7 atomos de C saturado o no saturado, -NR', -NR?, -NR" R? consistente
en un heterociclo o un heterobiciclo saturado o no saturado de 4 a 7 atomos de C;

- R* es H, -(CH2),OH, -C(O)OR®, -C(0)SR?®, -(CH2),.C(O)NRER’, -O-C(0)-0O-R®, un aminoacido o un péptido; en los
que n es un numero entero entre 0y 4;

-R%es H;
- R® es -C(R")-(CH2)a-0-C(0)-R®, -(CHa)n-C(R")-0-C(O)R®,~(CH2),-C(R")-O-C(0)-0-R?, o
-C(R")-(CHy)a-O-C(0)-0-R?; en los que n es un nimero entero entre 0y 4; y

- R’ y R® 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 alquilo CH,CO,, en los que R’ y R® pueden ser iguales o diferentes.

De acuerdo con la invencion, es posible ademas usar todas las combinaciones posibles de las sustancias
mencionadas previamente como pertenecientes a i., ii. o iii. y/o sus derivados.

En una forma preferida de realizacion de la invencion, el detergente o agente de limpieza liquido, es usado como
tal o después de dilucidon con agua, para la limpieza de textiles y/o superficies duras. Una diluciéon asi puede ser
fabricada facilmente, para lo cual se diluye una cantidad medida del agente en ofra cantidad de agua, en
determinadas relaciones de peso de agente : agua y opcionalmente se agita esta dilucion para asegurar una
distribucion homogénea del agente en el agua. Son posibles relaciones de peso o de volumen de las diluciones de
1:0 agente : agua a 1:10.000 o 1:20.000 de agente : agua, preferiblemente de 1:10 a 1:2.000 de agente : agua.

Como detergente o agente de limpieza liquido pueden servir al respecto todas las formas de dosificacion liquidas o
fluidas. En el sentido del presente documento, "fluidos" son al respecto los agentes, que pueden ser vertidos y
pueden exhibir viscosidades de hasta varios 10.000 mPas. La viscosidad puede ser medida con procedimientos
estandar (por ejemplo viscosimetro Brookfield LVT-11 a 20 rpm y 20 °C, aguja 3) y esta preferiblemente en el
intervalo de 5 a 10.000 mPas. Los agentes preferidos tienen viscosidades de 10 a 8.000 mPas, en los que se
prefieren valores entre 120 a 3.000 mPas. En el marco de la presente invencion, un detergente o agente de
limpieza liquido puede por ello también tener forma de gel o de pasta, pueden estar presente como soluciones o
suspensiones homogéneas, asi como por ejemplo ser atomizables o estar confeccionados en otras formas
corrientes de administracion. Entre los detergentes se cuentan todos los tipos imaginables de detergente, en
particular detergentes para textiles, alfombras o fibras naturales. Pueden ser previstos para la aplicacion manual
y/o también para la automatica. Entre los detergentes se cuentan ademas agentes para detergentes, que pueden
ser dosificados al verdadero detergente en el lavado manual o automatico de textiles, para alcanzar un efecto
adicional. Entre los agentes para limpieza se cuentan, asi mismo agentes que ocurren en todas las formas
mencionadas de administracion, para la limpieza y/o desinfeccion de superficies duras, lavado manual y
automatico de vajillas, limpiadores de alfombras, abrasivos, limpiadores de vidrio, aromatizantes para sanitarios,
etc.. Los agentes para tratamiento previo y posterior son finalmente por un lado aquellos agentes con los cuales la
pieza de ropa es puesta en contacto antes del verdadero lavado, por ejemplo para disolver suciedades
persistentes, por el otro lado aquellos que en una etapa siguiente al verdadero lavado el textil imparten a la pieza
de lavado otras propiedades deseables como agradable sensacion al tacto, ausencia de arrugas o baja carga
estatica. Entre los ultimos agentes mencionados se cuentan entre otros los suavizantes para textiles. Son agentes
desinfectantes por ejemplo agentes desinfectantes para manos, agentes desinfectantes para superficies y agentes
desinfectantes para instrumentos, que pueden ocurrir asi mismo en las formas mencionadas de administracion.
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En otra forma de realizacion de la invencion, el detergente o agente de limpieza se caracteriza porque comprende
por lo menos otro aditivo, en particular uno que es elegido de entre el grupo consistente en tensioactivo, sustancia
estructural (agente de relleno), compuesto de peracido, activador de blanqueo, alcohol, acido, inhibidor de
agrisamiento, aclarador 6ptico, inhibidor de espuma, sal soluble en agua, espesante, agente alcalino y/o base
volatil, agente que imparte caracter hidrofilico asi como combinaciones de ellos.

Como tensioactivo(s) puede(n) usarse tensioactivo(s) aniénicos, no iénico, zwiteridnicos y/o anféteros. Desde el
punto de vista de la aplicacion técnica, se prefieren mezclas de tensioactivos anidnicos y no iénicos. El contenido
total de tensioactivo del detergente o agente de limpieza liquido esta preferiblemente por debajo de 60 % en peso y
de modo particular preferiblemente por debajo de 45 % en peso, referido a la totalidad del detergente o agente de
limpieza liquido.

Los tensioactivos no idnicos adecuados comprenden alcoholes grasos alcoxilados, alquilésteres de acidos grasos
alcoxilados, amidas grasas, amidas grasas alcoxiladas, polihidroxiamidas grasas, alquilfenolpoliglicoléteres, 6xidos
de amina, alquilpoliglucésidos y mezclas de ellos.

Como tensioactivos no idnicos se usan preferiblemente alcoholes, ventajosamente etoxilados, en particular
primarios con preferiblemente 8 a 18 atomos de C y en promedio 1 a 12 mol de 6xido de etileno (EO) por mol de
alcohol, en los cuales el radical alcohol puede ser lineal o ramificado en la segunda posicién con metilo o puede
contener radicales lineales y ramificados con metilo en la mezcla, asi como estan presentes cominmente en
radicales oxoalcohol. En particular sin embargo se prefieren etoxilatos de alcohol con radicales lineares de
alcoholes de origen nativo con 12 a 18 atomos de C, por ejemplo alcohol de coco, de palma, de grasa de sebo u
oleilalcohol, y en promedio 2 a 8 EO por mol de alcohol. A los alcoholes preferidos etoxilados pertenecen por
ejemplo alcoholes C12.14 con 3 EO, 4 EO o 7 EO, alcohol Cs.11 con 7 EO, alcoholes C13.15 con 3 EO, 5 EO, 7 EO o
8 EO, alcoholes Ci2.1 con 3 EO, 5 EO o 7 EO y mezclas de estos, como mezclas de alcohol C12.14 con 3 EO y
alcohol Cq2.18 con 7 EO. Los grados indicados de etoxilacion representan valores estadisticos promedio, que para
un producto especial pueden ser un nimero entero fraccionario. Los etoxilatos preferidos de alcohol exhiben una
distribucion homodloga estrecha (etoxilatos de intervalo estrecho, NRE). Adicionalmente a estos tensioactivos no
idnicos, pueden usarse también alcoholes grasos con mas de 12 EO. Son ejemplos de ello el alcohol de grasa de
sebo con 14 EO, 25 EO, 30 EO o 40 EO. También pueden usarse de acuerdo con la invencién tensioactivos no
idnicos, que contienen en la molécula juntos los grupos EO y PO. Ademas son adecuados también una mezcla de
un alcohol graso (mas fuerte) ramificado etoxilado y un alcohol graso etoxilado no ramificado, como por ejemplo
una mezcla de un alcohol graso Ci6.13 con 7 EO y 2-propilheptanol con 7 EO. En particular el detergente, agente de
limpieza, agente de tratamiento posterior o agente auxiliar de lavado contiene como tensioactivo no iénico
preferiblemente un alcohol graso Ci12-18 con 7 EO o un oxoalcohol C+3.15 con 7 EO.

El contenido de tensioactivo no idnico en el detergente o agente de limpieza es preferiblemente de 3 a 40 % en
peso, preferiblemente 5 a 30 % en peso y en particular 7 a 20 % en peso, referido en cada caso a la totalidad del
detergente o agente de limpieza.

Aparte de los tensioactivos no idnicos, el detergente o agente de limpieza puede contener también tensioactivos
anioénicos. Como tensioactivos anidnicos se usan preferiblemente sulfonatos, sulfatos, jabones, fosfatos alcalinos,
tensioactivos anionicos de silicona y mezclas de ellos.

Al respecto, como tensioactivos del tipo sulfonato entran en consideracion preferiblemente alquil Cg.q3-
bencenosulfonatos, olefinsulfonatos, es decir mezclas de alquen- e hidroxialcanosulfonatos asi como disulfonatos,
como se obtienen por ejemplo a partir de monoolefinas C12.18 con enlaces dobles terminales o internos, mediante
sulfonacién con triéxido de azufre gaseoso y subsiguiente hidrdlisis alcalina o acida del producto de sulfonacion.
Son adecuados también alcano Ciz.1g sulfonatos y los ésteres de acidos a-sulfograsos (estersulfonatos), por
ejemplo los metilésteres a-sulfonados de los acidos grasos hidrogenados de coco, nucleo de palma o grasa de
sebo.

Como alqu(en)ilsulfatos se prefieren las sales alcalinas y en particular de sodio del semiéster de acido sulfurico de
alcoholes grasos C12-C1s, por ejemplo de alcohol de grasa de coco, alcohol de grasa de sebo, lauril-, miristil-, cetil-
o estearilalcohol o los oxoalcoholes C1o-C2 y los semiésteres de alcoholes secundarios de estas longitudes de
cadena. De interés para el lavado técnico, se prefieren los alquilsulfatos C12-C+6 y alquilsulfatos C12-C15 asi como
alquilsulfatos C14-C+5. También son tensioactivos anidnicos adecuados los 2,3 alquilsulfatos.

También son adecuados los monoésteres de acido sulfurico de los alcoholes C7.,1 de cadena recta o ramificados,
etoxilados con 1 a 6 mol de 6xido de etileno, como alcoholes Co.11 ramificados con metilo en posicién 2, con en
promedio 3,5 mol de 6xido de etileno (EO) o alcoholes grasos Ci2-18 con 1 a 4 EO.

También son tensioactivos anionicos preferidos los jabones. Son adecuados jabones de acidos grasos saturados e
insaturados, como las sales de los acidos laurico, miristico, palmitico, estearico, erucico hidrogenado y behénico
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asi como en particular mezclas de jabones derivados de acidos grasos naturales, por ejemplo acidos grasos de
coco, de nucleo de palma, de aceite de oliva o de grasa de sebo.

Los tensioactivos anionicos, incluyendo los jabones, pueden estar presentes en forma de sus sales de sodio,
potasio, o0 magnesio o amonio. Preferiblemente los tensioactivos anidnicos estan presentes en forma de sus sales
de sodio. Otros aniones contrarios preferidos para los tensioactivos aniénicos son también las formas protonadas
de colina, trietilamina o metiletilamina.

El contenido de tensioactivos aniénicos en un detergente o agente de limpieza puede ser de 1 a 40 % en peso,
preferiblemente 5 a 30 % en peso y de modo muy particularmente preferido 10 a 25 % en peso, referido en cada
caso a la totalidad del detergente o agente de limpieza.

Como sustancias estructurales que pueden estar presentes en el detergente o agente de limpieza, se mencionan
en particular silicatos, silicatos de aluminio (en particular zeolitas), carbonatos, sales de acidos organicos di- y
policarboxilicos asi como mezclas de estas sustancias.

Por ejemplo, son sustancias estructurales organicas que pueden estar presentes en el detergente o agente de
limpieza, los acidos policarboxilicos que se pueden usar en forma de su sal de sodio, en los que se entienden 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, acido sacarico, acidos aminocarboxilicos, acido nitrilotriacético (NTA), acido metilglicindiacético (MGDA)
y sus derivados asi como mezclas de estos. Son sales preferidas las sales de los acidos policarboxilicos como
acido citrico, acido adipico, acido succinico, acido glutarico, acido tartarico, acido sacarico y mezclas de estos.

Como sustancias estructurales son adecuados ademas policarboxilatos poliméricos. Estos son por ejemplo las
sales de metales alcalinos de los acidos poliacrilicos o de los acidos polimetacrilicos, por ejemplo aquellos con una
masa molecular relativa de 600 a 750.000 g/mol.

Son polimeros adecuados en particular poliacrilatos, que exhiben preferiblemente una masa molecular de 1.000 a
15.000 g/mol. Debido a su solubilidad superior, de este grupo pueden preferirse nuevamente los poliacrilatos de
cadena corta, que exhiben masas molares de 1.000 a 10.000 g/mol, y de modo particular preferiblemente de 1.000
a 5.000 g/mol.

Son adecuados ademas los policarboxilatos copoliméricos, en particular aquellos de acido acrilico con acido
metacrilico y de acido acrilico o acido metacrilico con acido maleico. Para el mejoramiento de la solubilidad en
agua, los polimeros pueden contener también acidos alilsulfénicos, como acido aliloxibencenosulfénico y acido
metalilsulfonico.

Sin embargo en detergentes o agentes de limpieza liquidos se usan preferiblemente sustancias estructurales
solubles, como por ejemplo acido citrico, o acrilpolimeros con una masa molar de 1.000 a 5.000 g/mol.

Tales sustancias organicas de relleno pueden, en caso de desearse, estar presentes en cantidades de hasta 40 %
en peso, en particular hasta 25 % en peso y preferiblemente de 1 % en peso a 8 % en peso. Se usan cantidades
cercanas al limite superior mencionado, preferiblemente en agentes en forma de pasta o liquida, en particular que
contienen agua.

Como compuestos de peroxigeno adecuados para el uso en agentes en el sentido de la invenciéon entran en
consideracion en particular peracidos organicos o bien sales de peracido de acidos organicos, como acido
ftalimidopercapronico, acido perbenzoico o sales del acido diperdodecanodioico, peroxido de hidrogeno y sales
inorganicas que bajo las condiciones de lavado liberan peréxido de hidrégeno, a las cuales pertenecen perborato,
percarbonato, persilicato y/o persulfato como caroato. En caso que un agente contenga compuestos de
peroxigeno, estos estan presentes en cantidades de preferiblemente hasta 50 % en peso, en particular de 5 % en
peso a 30 % en peso. La adicién de pequefas cantidades de estabilizantes de blanqueo conocidos, como por
ejemplo de fosfonatos, boratos o metaboratos y metasilicatos asi como sales de magnesio, como sulfato de
magnesio, puede ser conveniente.

Como activadores de blanqueo pueden usarse compuestos que bajo condiciones de perhidrélisis dan como
resultado acidos peroxocarboxilicos alifaticos con preferiblemente 1 a 10 atomos de C, en particular 2 a 4 atomos
de C, y/o dado el caso acido perbenzoico sustituido. Son adecuadas las sustancias que portan grupos O- y/o N-
acilo del niumero mencionado de atomos de C y/o dado el caso grupos benzoilo sustituidos. Se prefieren
alquilendiaminas aciladas varias veces, en particular tetraacetiletiiendiamina (TAED), derivados acilados de
triazina, en particular 1,5- diacetil-2,4-dioxohexahidro-1,3,5-triazina (DADHT), glicolurilos acilados, en particular
tetraacetilglicolurilo (TAGU), N-acilimidas, en particular N-nonanoilsuccinimida (NOSI), fenolsulfonatos acilados,
en particular n-nonanoil- o isononanoiloxibencenosulfonato (n- o iso-NOBS), anhidridos de acidos carboxilicos, en
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particular anhidrido ftalico, alcoholes acilados varias veces, en particular triacetina, etilenglicoldiacetato, 2,5-
diacetoxi-2,5-dihidrofurano y enolésteres asi como sorbitol y manitol acetilados o sus mezclas descritas
(SORMAN), derivados acilados de azicar, en particular pentaacetilglucosa (PAG), pentaacetilfructosa,
tetraacetilxilosa y octaacetillactosa asi como glucamina y gluconolactona acetiladas, dado el caso lactama N-
alquilada, y/o N-acilada, por ejemplo N-benzoilcaprolactama. Asi mismo, se prefieren los acilacetales y las
acilactamas hidrofilicas sustituidas. También pueden usarse combinaciones de activadores convencionales de
blanqueo. Tales activadores de blanqueo pueden estar presentes, en particular en presencia del agente de
blanqueo que libera peréxido de hidrogeno mencionado anteriormente, en el intervalo corriente de cantidad,
preferiblemente en cantidades de 0,5 % en peso a 10 % en peso, en particular 1 % en peso a 8 % en peso,
referidas a la totalidad del agente, sin embargo en su ausencia se prefiere mucho el uso de acidos percarboxilicos
como unico agente de blanqueo.

Adicionalmente a los activadores convencionales de blanqueo o en su lugar, pueden estar presentes como los
denominados catalizadores de blanqueo, también sulfoniminas y/o sales de metales de transicion o complejos de
metales de transicion que refuerzan el blanqueo.

Los detergentes o agentes de limpieza son liquidos y como solvente principal contienen preferiblemente agua.
Aparte de ellos, al detergente o agente de limpieza pueden anadirse solventes no acuosos. Los solventes no
acuosos comprenden alcoholes monovalentes o polivalentes, alcanolaminas o glicoléteres, en tanto sean miscibles
en agua en el intervalo indicado de concentracion. Preferiblemente se usan los solventes elegidos de entre etanol,
n-propanol, i-propanol, butanoles, glicol, propanodiol, butanodiol, glicerina, diglicol, propildiglicol, butildiglicol,
hexilenglicol, etilenglicolmetiléter, etilenglicoletiléter, etilenglicolpropiléter, etilenglicolmono  n-butiléter,
dietilenglicolmetiléter, dietilenglicoletiléter, propilenglicolmetiléter, propilenglicoletiléter, propilenglicolpropiléter,
dipropilenglicolmonometiléter, dipropilenglicolmonoetiléter, di-isopropilenglicolmonometiléter, di-
isopropilenglicolmonoetiléter, metoxitriglicol, etoxitriglicol, butoxitriglicol, 1-butoxietoxi-2-propanol, 3-metil-3-
metoxibutanol, propilen-glicol-t-butiléter, di-n-octiléter asi mezclas de estos solventes. Sin embargo, se prefiere que
el detergente o agente de limpieza contenga como solvente no acuoso un poliol. El poliol puede comprender en
particular glicerina, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, etilenglicol, dietilenglicol y/o dipropilenglicol. En particular, el
detergente o agente de limpieza contiene una mezcla de un poliol y un alcohol monovalente. Los solventes no
acuosos pueden ser usados en el detergente o agente de limpieza en cantidades entre 0,5 y 15 % en peso, sin
embargo preferiblemente por debajo de 12 % en peso.

Para el ajuste de un valor de pH deseado, el cual no resulta en si mismo por la mezcla de los componentes
restantes, los agentes pueden contener acidos compatibles con el sistema y el medio ambiente, en particular acido
citrico, acido acético, acido tartarico, acido malico, acido lactico, acido glicélico, acido succinico, acido glutarico
y/o acido adipico, pero también acidos minerales, en particular acido sulfurico o bases, en particular hidroxidos de
amonio o alcalinos. Tales reguladores de pH estan presentes en el agente en cantidades preferiblemente de no
mas de 20 % en peso, en particular de 1,2 % en peso a 17 % en peso.

Los inhibidores de agrisamiento tienen la tarea de mantener suspendida en el licor la suciedad disuelta de la fibra
textil. Para ello son adecuados los coloides solubles en agua, principalmente de naturaleza organica, por ejemplo
almiddn, cola, gelatina, sales de acidos etercarboxilicos o acidos etersulfénicos del almidon o la celulosa o sales
de ésteres acidos de acido sulfurico de celulosa o almidén. También son adecuados para este propodsito
poliamidas solubles en agua que contienen grupos acidos. Ademas se usan otros derivados de almiddn diferentes
de los mencionados anteriormente, por ejemplo aldehido-almidén. Preferiblemente se usan éteres de celulosa,
como carboximetilcelulosa (sal de sodio), metilcelulosa, hidroxialquilcelulosa y éteres mixtos, como
metilhidroxietilcelulosa, metil-hidroxipropilcelulosa, metilcarboximetilcelulosa y sus mezclas, por ejemplo en
cantidades de 0,1 a 5 % en peso, referidas al agente.

Los agentes para el lavado textil pueden contener como aclarador 6ptico por ejemplo derivados del acido
diaminoestilbendisulfénico o sus sales de metales alcalinos, aunque para el uso como agentes para el lavado de
color preferiblemente estan libres de aclaradores 6pticos. Son adecuadas por ejemplo sales del acido 4,4’-bis(2-
anilino-4-morfolino-1,3,5-triazinil-6-amino)estilben-2,2’-disulfénico o compuestos constituidos de modo similar, que
en lugar del grupo morfolino portan un grupo dietanolamino, un grupo metilamino, un grupo anilino o un grupo 2-
metoxietilamino. Ademas, pueden estar presentes aclaradores del tipo de los difenilestirilos sustituidos, por
ejemplo las sales alcalinas del 4,4-bis(2-sulfoestiril)-difenilo, 4,4’-bis(4-cloro-3-sulfoestiril)-difenilo, o 4-(4-
cloroestiril)-4’-(2-sulfoestiril)-difenilo. También pueden usarse mezclas de los aclaradores Opticos mencionados
anteriormente.

En particular en el uso de procedimientos automaticos puede ser ventajoso afiadir inhibidores de espuma a los
agentes. Como inhibidores de espuma son adecuados por ejemplo jabones de origen natural o sintético, que
exhiben una elevada fraccion de acidos grasos Cis-Co4. Son inhibidores de espuma de tipo no tensioactivo
adecuados por ejemplo organopolisiloxanos y sus mezclas con acido silicico microfino, dado el caso silanizado,
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asi como parafinas, ceras, ceras microcristalinas y sus mezclas con acido silicico silanizado o bisalquilendiamidas
de acidos grasos. Con ventaja se usan también mezclas de diferentes inhibidores de espuma, por ejemplo aquellas
de siliconas, parafinas o ceras.

Preferiblemente los inhibidores de espuma, en particular inhibidores de espuma que contienen silicona y/o
parafina, estan unidos a una sustancia soporte granular soluble o dispersable en agua. Al respecto, en particular se
prefieren mezclas de parafinas y biesteariletilendiamida.

Un agente en el sentido de la invencion puede contener ademas una o mas sales solubles en agua, que sirven por
ejemplo para el ajuste de la viscosidad. Al respecto, pueden ser sales organicas y/o inorganicas. Al respecto, las
sales inorganicas que se pueden usar son elegidas preferiblemente de entre el grupo que comprende halogenuros,
sulfatos, sulfitos, carbonatos, hidrogenocarbonatos, nitratos, nitritos, fosfatos y/u éxidos de los metales alcalinos,
de metales alcalinotérreos, de aluminio y/o de los metales de transicion, incoloros solubles en agua; ademas, se
pueden usar sales de amonio. Al respecto, se prefieren particularmente halogenuros y sulfatos de los metales
alcalinos; por ello, preferiblemente la sal inorganica es elegida de entre el grupo consistente en cloruro de sodio,
cloruro de potasio, sulfato de sodio, sulfato de potasio asi como mezclas de ellos. Son sales organicas que se
pueden usar por ejemplo sales incoloras, solubles en agua de metales alcalinos, metales alcalinotérreos, amonio,
aluminio y/o metales de transicion de los acidos carboxilicos. Se prefieren las sales elegidas de entre el grupo que
comprende formiato, acetato, propionato, citrato, malato, tartrato, succinato, malonato, oxalato, lactato asi como
mezclas de ellos.

Para el espesamiento, un agente en el sentido de la invencion puede contener ademas uno o varios agentes
espesantes. Preferiblemente el agente espesante es elegido de entre el grupo que comprende xantano, guar,
carragenina, agar-agar, gellan, pectina, harina de algarroba y mezclas de ellos. Estos compuestos también son
espesantes efectivos en presencia de sales inorganicas. En una forma de realizacion particularmente preferida, el
detergente o agente de limpieza contiene como agente espesante xantano, puesto que el xantano es un espesante
efectivo también en presencia de elevadas concentraciones de sal e impide una separacién macroscépica de la
fase continua. Adicionalmente, el agente espesante estabiliza la fase continua, pobre en tensioactivo e impide una
separacion macroscopica de fases.

De modo alternativo o complementario, como espesantes pueden usarse también (co)polimeros de acido
(met)acrilico. Los (co)polimeros adecuados de acido acrilico y metacrilico comprenden por ejemplo los
homopolimeros entrecruzados de alto peso molecular de acido acrilico con un polialquenilpoliéter, en particular un
aliléter de sacarosa, pentaeritritol o propileno, (denominaciéon INCI de acuerdo con "International dictionary of
Cosmetic Ingredients" de la "The Cosmetic, Toiletry and Fragrance Association (CTFA)": carbémero), que son
denominados también como polimeros de carboxivinilo. Tales acidos poliacrilicos son obtenibles entre otros bajo
los nombres comerciales Polygel® y Carbopol®. Ademas son adecuados por ejemplo los siguientes copolimeros
de acido acrilico: (i) copolimeros de dos o0 mas monémeros del grupo de acido acrilico, acido metacrilico y sus
ésteres (INCI copolimero de acrilatos) simples formados preferiblemente con alcanoles C1.4, que son obtenibles por
ejemplo bajo el nombre comercial Aculyn®, Acusol® o Tega® Polymers; (ii) copolimeros entrecruzados de alto peso
molecular de acido acrilico, a los cuales pertenecen por ejemplo los copolimeros de alquilacrilatos Cio.30
entrecruzados con un aliléter de sacarosa o de pentaeritritol, con uno o varios monémeros del grupo del acido
acrilico, acido metacrilico y sus ésteres (INCI polimero cruzado de acrilatos/alquil Cio-30 acrilato) simples,
preferiblemente formados con alcanoles Ci4 y que son obtenibles bajo el nombre comercial Carbopol®. Otros
polimeros adecuados son (co)polimeros de acido metacrilico des tipo Sokalan®.

Puede preferirse que el detergente o agente de limpieza contenga un (co)polimero de acido (met)acrilico en
combinacién con otro agente espesante, preferiblemente xantano. El detergente o agente de limpieza puede
contener 0,05 a 1,5 % en peso y preferiblemente 0,1 a 1 % en peso de agente espesante, referido en cada caso a
la totalidad del detergente o agente de limpieza. Al respecto, la cantidad de agente espesante usado depende del
tipo de agente espesante y del grado deseado de espesamiento.

Un agente correspondiente puede contener ademas alcalis volatiles. Como tales, se usan amoniaco y/o
alcanolaminas, que pueden tener en la molécula hasta 9 atomos de C.

Como alcanolaminas se prefieren las etanolaminas y de estas a su vez la monoetanolamina. El contenido de
amoniaco y/o alcanolamina es preferiblemente 0,01 a 2 % en peso; de modo particularmente preferido se usa
amoniaco. Al respecto, pueden estar presentes también pequefias cantidades de bases. Las bases preferidas
provienen del grupo de los hidréxidos y carbonatos de metales alcalinos y alcalinotérreos, en particular los
hidroxidos de metales alcalinos, de los cuales se prefieren particularmente hidroxido de potasio y sobre todo
hidréxido de sodio.

Un agente correspondiente puede contener también un agente que da caracter hidrofilico. Dentro de ellos, en el
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marco de la presente invencion, se entienden agentes para dar a las superficies caracter hidrofilico. Para dar
caracter hidrofilico son adecuados en particular los soles coloidales de silice, en los cuales el diéxido de silicio esta
presente preferiblemente en forma de nanoparticulas. Los soles coloidales de silice en forma de nanoparticulas, en
el sentido de esta invencion, son dispersiones estables de didxido de silicio SiO, amorfo en forma de particulas con
tamafos de particula en el intervalo de 1 a 100 nm. Al respecto, los tamafios de particula estan en el intervalo 3 a
50 nm, de modo particularmente preferido 4 a 40 nm. Un ejemplo de un sol de silice que es adecuado para ser
usado en el sentido de esta invencion, es el sol de silice obtenible bajo el nombre comercial Bindzil® 30/360 de la
compafiia Akzo, con un tamafio de particula de 9 nm.

Otros soles adecuados de silice son Bindzil® 15/500, 30/220, 40/200 (Akzo), Nyacol® 215, 830, 1430, 2034DI asi
como Nyacol® DP5820, DP5480, DP5540 etc. (Nyacol Products), Levasil® 100/30, 100F/30, 100S/30, 200/30,
200F/30, 300F/30, VP 4038, VP 4055 (H.C. Starck/ Bayer) o también CAB-O-SPERSE® PG 001, PG 002
(dispersiones acuosas de CAB-O-SIL®, Cabot), Quartron PL-1, PL-3 (FusoChemical Co.), Kostrosol 0830, 1030,
1430 (Chemiewerk Bad Kostritz). Los soles de silice usados pueden ser también silice con modificacion superficial,
que fue tratada con aluminato de sodio (silice modificada con alimina).

Aparte de ello, para la transformacion de las superficies en hidrofilicas se usan también determinados polimeros.
Como polimeros que dan caracter hidrofilico son adecuados en particular polimeros anféteros, por ejemplo
copolimeros de acido acrilico o metacrilico y MAPTAC, DADMAC u otro compuesto de amonio cuaternario
polimerizable. Ademas pueden usarse también copolimeros con AMPS (acido 2-acrilamido-2-
metilpropansulfonico). Otros polimeros adecuados son polietersiloxanos, por consiguiente copolimeros de
polimetilsiloxanos con segmentos de 6xido de etileno-6xido de propileno. Asi mismo, se pueden usar polimeros de
acrilo, copolimeros de acido maleico, y poliuretano con unidades de PEG (polietilenglicol). Son obtenibles
comercialmente por ejemplo polimeros adecuados bajo el nombre comercial Mirapol Surf-S 100, 110, 200, 210,
400, 410, A 300, A 400 (Rhodia), Tegopren 5843 (Goldschmidt), Sokalan CP 9 (BASF) o Polyquart Amfo 149
(Cognis).

Comunmente se optimizan los ingredientes que van a ser elegidos, como también las condiciones bajo las cuales
son usados de acuerdo con la invencion, como por ejemplo temperatura, valor de pH, fuerza idnica, relacion redox
o influencias mecanicas.

Los agentes liquidos o pastosos en forma de soluciones corrientes que contienen solvente son por regla general
fabricados mediante mezcla simple de los ingredientes, los cuales pueden ser afiadidos sin solvente o como
solucion, en un mezclador automatico.

Los detergentes o agentes de limpieza en el sentido de la invencién pueden contener exclusivamente una proteasa
como se describié. De modo alternativo pueden contener también otras enzimas hidroliticas u otras enzimas en
una concentracion conveniente para la eficacia del agente. Con ello, en el sentido de la invencion, el agente puede
comprender una o varias otras enzimas, en las que en principio se pueden usar todas las enzimas establecidas en
el estado de la técnica para este propésito. Como otras enzimas se pueden usar preferiblemente todas las enzimas
que pueden desplegar una actividad catalitica en el agente de acuerdo con la invencion, en particular una proteasa,
amilasa, celulasa, hemicelulasa, mananasa, tanasa, xilanasa, xantanasa, f-glucosidasa, carraginasa,
perhidrolasa, oxidasa, oxidoreductasa o una lipasa, asi como preferiblemente sus mezclas. Estas enzimas son en
principio de origen natural; partiendo de las moléculas naturales, estan disponibles para el uso en detergentes y
agentes de limpieza variantes mejoradas, que son usadas de modo correspondiente preferiblemente.

Los agentes en el sentido de la invencién contienen enzimas preferiblemente en cantidades totales de 1x10® a 5
por ciento en peso, referidas a la proteina activa. Preferiblemente, las enzimas estan presentes en el agente de
0,001 a 5 % en peso, mas preferiblemente de 0,01 a 5 % en peso, aun mas preferiblemente de 0,05 a 4 % en peso
y de modo particular preferiblemente de 0,075 a 3,5 % en peso, en las que cada enzima contenida puede estar
presente en las mencionadas relaciones de cantidad. Las enzimas pueden estar adsorbidas sobre sustancias de
soporte y/o incorporadas en sustancias de envoltura, para protegerlas contra la inactivaciéon prematura. La
concentracion de proteina puede ser determinada con ayuda de procedimientos conocidos, por ejemplo el
procedimiento BCA acido bicincénico; 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), pp. 751-766).

De modo particularmente preferido, las enzimas muestran efecto sinérgico respecto a su accién contra
determinadas suciedades o manchas, es decir las enzimas presentes en la composicion de agente se promueven
mutuamente en su poder de limpieza. De modo muy particularmente preferido esta presente un sinergismo asi
entre la proteasa presente de acuerdo con la invencion y otra enzima de un agente, bajo ellas en particular entre la
proteasa mencionada y una amilasa y/o una mananasa y/o una lipasa.

Pueden ocurrir efectos sinérgicos no soélo entre las diferentes enzimas, sino también entre una o varias enzimas y
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otros ingredientes del agente.

Entre las proteasas se prefieren aquellas del tipo subtilisina. Son ejemplos de ellas las subtilisinas BPN' y
Carlsberg, la proteasa PB92, la subtilisina 147 y 309, la proteasa alcalina de Bacillus lentus, subtilisina DY vy las
enzimas que van a ser asignadas en el sentido estrecho a las subtilasas, aunque ya no a las subtilisinas,
termitasa, proteinasa K y las proteasas TW3 y TW7. La subtilisina Carlsberg es obtenible en forma refinada bajo el
nombre comercial Alcalase® de la compafia Novozymes A/S, Bagsvrerd, Dinamarca.

Las subtilisinas 147 y 309 son distribuidas bajo el nombre comercial Esperase®, o Savinase® de la compaiiia
Novozymes. De la proteasa de Bacillus lentus DSM 5483 se derivan las variantes de proteasa conducidas bajo la
denominacion BLAP®. Otras proteasas convenientes son por ejemplo las enzimas obtenibles bajo el nombre
comercial Durazym®, Relase®, Everlase®, Nafizym®, Natalase®, Kannase® y Ovozyme® de la compaiiia
Novozymes, las enzimas obtenibles bajo el nombre comercial, Purafect®, Purafect® OxP, Purafect® Prime,
Excellase® y Properase® de la compariia Genencor, la enzima obtenible bajo el nombre comercial Protosol® de la
compaiia Advanced Biochemicals Ltd., Thane, India, la enzima obtenible bajo el nombre comercial Wuxi® de la
compafia Wuxi Snyder Bioproducts Ltd., China, la enzima obtenible bajo el nombre comercial Proleather® y
proteasa P® de la compafiia Amano Pharmaceuticals Ltd., Nagoya, Japan, y la enzima obtenible bajo la
denominaciéon Proteinase K-16 de la compaiia Kao Corp., Tokio, Japén. De modo particularmente preferido se
usan también las proteasas de Bacillus gibsonii y Bacillus pumilus, que son divulgadas en los documentos
internacionales WO 2008/086916 y WO 2007/131656.

Son ejemplos de amilasas que pueden ser confeccionadas de acuerdo con la invencion, las a-amilasas de Bacillus
licheniformis, de B. amiloliquefaciens o de B. stearothermophilus asi como sus desarrollos avanzados mejorados
para el uso en detergentes o agentes de limpieza. La enzima de B. licheniformis es obtenible de la compafiia
Novozymes bajo el nombre Termamyl® y de la comparfia Genencor bajo el nombre Purastar®ST. Productos de
desarrollo avanzado de esta a-amilasa son obtenibles de la compafiia Novozymes bajo el nombre comercial
Duramyl® y Termamyl®ultra, de la compafia Genencor bajo el nombre Purastar®OxAm y de la compariia Daiwa
Seico Inc., Tokio, Japon, como Keistase®. La B-amilasa de B. amiloliquefaciens es distribuida por la compafiia
Novozymes bajo el nombre BAN®, y variantes derivadas de la a-amilasa de B. stearothermophilus bajo el nombre
BSG® y Novamyl®, asi mismo de la compafia Novozymes.

Ademas, para este propdsito se resaltan la a-amilasa de Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) y la ciclodextrin-
glucanotransferasa (CGTasa) de B. agaradherens (DSM 9948). Ademas pueden usarse las enzimas amiloliticas,
que estan asociadas con el espacio de secuencia de a-amilasas, que se define en el documento internacional WO
03/002711 A2 y que se describe en el documento WO 03/054177 A2. Asi mismo, se pueden usar productos de
fusion de las moléculas mencionadas.

Ademas, son adecuados los desarrollos avanzados obtenibles bajo el nombre comercial Fungamyl® de la
comparfia Novozymes, de la a-amilasa de Aspergillus niger y A. oryzae. Otros productos comerciales que se
pueden usar son por ejemplo la Amilase-LT® y Stainzyme® o Stainzyme ultra® o Stainzyme plus®, estas ultimas
asi mismo de la comparfiia Novozymes. También pueden usarse de acuerdo con la invencién variantes de estas
enzimas obtenibles mediante mutaciones puntuales.

Son ejemplos de lipasas o cutinasas que pueden ser confeccionadas de acuerdo con la invencién, que estan
presentes en particular debido a sus actividades de escision de ftriglicéridos, pero también para generar in situ
peracidos a partir de precursores adecuados, las lipasas obtenibles originalmente de Humicola lanuginosa
(Thermomyces lanuginosus) o de desarrollos avanzados, en particular aquellas con el reemplazo de aminoacidos
D96L. Son distribuidas por ejemplo por la compafia Novozymes bajo el nombre comercial Lipolase®,
Lipolase®Ultra, LipoPrime®, Lipozyme® y Lipex®.

Ademas, se pueden usar las cutinasas, que fueron aisladas originalmente de Fusarium solani pisi y Humicola
insolens. Asi mismo, son obtenibles lipasas adecuadas de la compafila Amano bajo las denominaciones Lipase
CE®, Lipase P®, Lipase B®, o Lipase CES®, Lipase AKG®, Bacillis sp. Lipase®, Lipase AP®, Lipase M-AP® y
Lipase AML®. De la comparia Genencor se pueden usar por ejemplo las lipasas o cutinasas, cuya enzima de
partida fue aislada originalmente de Pseudomonas mendocina y Fusarium solanii. Como otros productos
comerciales importantes se mencionan las preparaciones M1 Lipase® y Lipomax® distribuidas originalmente por la
compaiiia Gist-Brocades y las enzimas distribuidas por la compafiia Meito Sangyo KK, Japén, bajo los nombres
Lipase MY-30®, Lipase OF® y Lipase PL®, ademas el producto Lumafast® de la compafia Genencor.

En el sentido de la invencion, los detergentes o agentes de limpieza pueden contener ademas celulasas,
dependiendo del propdsito como enzima pura, como preparaciones de enzima o en forma de mezclas, en las
cuales los componentes individuales se complementan de manera ventajosa respecto a sus diferentes aspectos de
desempefio. Entre estos aspectos de desempefio se cuentan en particular la contribuciéon al poder primario de
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lavado, al poder secundario de lavado del agente (efecto contra la nueva deposicion o inhibicién del agrisamiento)
y avivamiento (efecto sobre el tejido), hasta ejercer un efecto de "lavado en piedra".

Una preparacion adecuada de celulasa fungica, rica en endoglucanasa (EG), o bien sus desarrollos avanzados, es
ofrecida por la compafila Novozymes bajo el nombre comercial Celluzyme®. Los productos Endolase® y
Carezyme® asi mismo obtenibles de la compafiia Novozymes se basan en la 50 kD-EG, o en 43 kD-EG de H.
insolens DSM 1800. Otros productos comerciales que se pueden usar de esta compafia son Cellusoft®,
Renozyme® y Celluclean®. Ademas se pueden usar por ejemplo la 20 kD-EG de Melanocarpus, que es obtenible
de la compariiia AB Enzymes, Finlandia, bajo el nombre comercial Ecostone® y Biotouch®. Otros productos
comerciales de la compafia AB Enzymes son Econase® y Ecopulp®. Otras celulasas adecuadas son de Bacillus
sp. CBS 670.93 y CBS 669.93, en las cuales la de Bacillus sp. CBS 670.93 es obtenible de la compaiia Genencor
bajo el nombre comercial Puradax®. Otros productos comerciales de la comparfia Genencor son "Genencor
detergent celulasa L" e IndiAge®Neutra.

Ademas, pueden usarse otras enzimas en particular para la eliminacién de determinadas suciedades que son
problema, las cuales se compilan bajo el concepto de hemicelulasas. A ellas pertenecen por ejemplo mananasas,
xantanoliasas, pectinliasas (=pectinasas), pectinesterasas, pectatliasas, xiloglucanasas (=xilanasas), pululanasas y
B-glucanasas. Respecto a esto, las enzimas adecuadas son obtenibles por ejemplo bajo los nombres Gamanase®
y Pektinex AR® de la compafiia Novozymes, bajo el nombre Rohapec® B1L de la comparia AB Enzymes y bajo el
nombre Pyrolasa® de la compafiia Diversa Corp., San Diego, CA, EEUU. La B-glucanasa de Bacillus subtilis es
obtenible bajo el nombre Cereflo® de la compafiia Novozymes. Las hemicelulasas particularmente preferidas de
acuerdo con la invencidon son las mananasas, que son distribuidas por ejemplo bajo el nombre comercial
Mannaway(R) del fabricante Novozymes o Purabrite® del fabricante Genencor.

Para el aumento del efecto de blanqueo, los agentes en el sentido de la invencion pueden contener también
oxidorreductasas, por ejemplo oxidasas, oxigenasas, catalasas (que a bajas concentraciones de H,O; reaccionan
como peroxidasas), peroxidasas, como halo-, cloro-, bromo-, lignin-, glucosa- o manganoperoxidasas,
dioxigenasas o lacasas (fenoloxidasas, polifenoloxidasas). Como productos comerciales adecuados se mencionan
Denilite® 1 y 2 de la comparfia Novozymes. Como sistemas a modo de ejemplo que se pueden usar de manera
ventajosa para una perhidrolisis enzimatica se remite a los documentos WO 98/45398 A1, WO 2005/056782 A2
asi como WO 2004/058961 A1. El documento WO 2005/124012 describe un sistema de blanqueo enzimatico
combinado, que comprende una oxidasa y una perhidrolasa. De manera ventajosa se afiaden adicionalmente
compuestos que interactian con las enzimas, preferiblemente organicos, de modo particularmente preferido
aromaticos, para reforzar (potenciador) la actividad de las oxidorreductasas en cuestion, o para garantizar el flujo
de electrones (mediadores) a potenciales redox fuertemente diferentes, entre las enzimas oxidantes y las
suciedades.

Las enzimas usadas de acuerdo con la invencién provienen bien sea originalmente de microorganismos por
ejemplo de los géneros Bacillus, Streptomyces, Humicola, o Pseudomonas, y/o son producidas de acuerdo con
procedimientos biotecnoldgicos de por si conocidos por microorganismos adecuados, por ejemplo mediante
huéspedes transgénicos de expresion del género Bacillus o por hongos filamentosos. La purificacion de la enzima
en cuestion ocurre de manera conveniente mediante un procedimiento establecido, por ejemplo mediante
precipitacion, sedimentacién, concentracion, filtraciéon de la fase liquida, microfiltracién, ultrafiltracion, acciéon de
sustancias quimicas, desodorizacién o combinaciones adecuadas de estas etapas. Ademas, las enzimas pueden
ser confeccionadas junto con sustancias acompariantes, por ejemplo de la fermentacion, o con estabilizantes.

El uso de un detergente o agente de limpieza de acuerdo con la invencién para la eliminacion de suciedades, en
particular de suciedades sensibles a la proteasa, sobre textiles o superficies duras, es decir para la limpieza de
textiles o de superficies duras, representa un objetivo propio de la invencidon. Entonces, los agentes pueden, en
particular debido a la combinacion de proteasa y fosfonato presentes, ser usados de manera ventajosa para
separar de textiles o de superficies duras las correspondientes impurezas. Por ejemplo el lavado de manos, la
eliminaciéon manual de manchas de textiles o de superficies duras o el uso en combinaciéon con un procedimiento
automatico, representan formas de realizacion de este objetivo de la invencién.

Todos los asuntos, objetivos y formas de realizacion que se describen para detergentes o agentes de limpieza, son
aplicables también en este objetivo de la invencion. Por ello en este pasaje se remite de manera expresa a la
divulgacion de pasajes correspondientes, con la observacion segun la cual esta divulgacion también es valida para
el precedente uso de acuerdo con la invencion.

Un procedimiento para la limpieza de textiles o de superficies duras representa otro objetivo de acuerdo con la
invencion, en el cual por lo menos en una de las etapas del procedimiento se usa un detergente o agente de
limpieza. En consecuencia, el procedimiento para la limpieza de textiles o superficies duras se caracteriza porque
en por lo menos una etapa del procedimiento, se usa un detergente o agente de limpieza.
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Dentro de ellos caen tanto procedimientos manuales como también automaticos, en los que se prefieren los
procedimientos automaticos debido a la posibilidad de controlarlos de manera precisa, lo cual concierne por
ejemplo a las cantidades usadas y tiempos de accion.

Los procedimientos para la limpieza de textiles se distinguen en general porque en varias etapas del
procedimiento, diferentes sustancias con actividad de limpieza son aplicadas sobre el material que se va a limpiar
y después del tiempo de accion se enjuagan, o porque el material que se va a lavar es tratado de otra forma con
un detergente o una solucion o dilucion de este agente. De modo correspondiente, es valido para procedimientos
para la limpieza de todos los otros materiales diferentes a textiles, en particular de superficies duras. Todos los
procedimientos imaginables de lavado o limpieza pueden ser enriquecidos en al menos una de las etapas del
procedimiento para el uso de un detergente o agente de limpieza y representan entonces formas de realizacion de
la presente invencion.

Todos los asuntos, objetivos y formas de realizacién que se describen para detergentes o agentes de limpieza, son
aplicables también en este objetivo de la invencion. Por ello en este pasaje se remite de manera expresa a la
divulgacion de pasajes correspondientes, con la observacion segun la cual esta divulgacion también es valida para
el precedente procedimiento de acuerdo con la invencion.

En una forma preferida de realizacion, el procedimiento se caracteriza porque el fosfonato esta presente en el licor
de lavado en una concentracion de 0,00075 a 0,05 % en peso y/o porque la proteasa esta presente en el licor de
lavado en una concentracion de 0,0005 a 0,03 % en peso. Otras concentraciones preferidas del fosfonato presente
en el licor de lavado son de 0,00075 a 0,01125 % en peso, de 0,001 a 0,035 % en peso, de 0,002 a 0,01125 % en
peso o de 0,00375 a 0,0075 % en peso. Otras concentraciones preferidas de proteasa presente en el licor de
lavado son de 0,00075 a 0,03 % en peso o de 0,00077 a 0,028 % en peso.

En otra forma preferida de realizacion, el procedimiento se caracteriza porque es ejecutado a una temperatura
entre 10 °C y 60 °C, entre 10 °C y 55 °C, entre 10 °C y 50 °C, entre 10 °C y 40 °C o entre 20 °C y 40 °C.

Las proteasas usadas en los agentes son de modo correspondiente con las realizaciones precedentes, que se
pueden usar de manera ventajosa en detergentes y agentes de limpieza en el sentido de la invencidn, asi como en
procedimientos de acuerdo con la invencion, en particular en procedimientos de lavado y limpieza. Por
consiguiente pueden ser usadas de manera ventajosa para suministrar a los correspondientes agentes una
actividad proteolitica.

Por ello, forma otro objetivo de la invencién el uso de una proteasa, (a1) que comprende una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en por lo menos 80 % a la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO. 1y
que en la posicion 99 en la numeracién de acuerdo con SEQ ID NO. 1 exhibe los aminoacidos acido glutamico (E)
o acido asparaginico (D), para el suministro de una actividad proteolitica a un detergente o agente de limpieza
liquido, el cual incluye un fosfonato en una cantidad de 0,01 a 4 % en peso.

La divulgacién comprende también el uso de una proteasa (a2) que comprende una secuencia de aminoacidos la
cual es idéntica en por lo menos 80 % a la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO. 1 y que en la
posicion 99 en la numeracion de acuerdo con SEQ ID NO. 1 exhibe los aminoacidos asparagina (N) o glutamina
(Q), o (a3) que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en por lo menos 80 % a la secuencia de
aminoacidos indicada en SEQ ID NO. 1 y que en la posicion 99 en la numeraciéon de acuerdo con SEQ ID NO. 1
exhibe los aminoacidos alanina (A) o glicina (G) o serina (S), para suministrar una actividad proteolitica a un
detergente o agente de limpieza liquido, el cual comprende ademas un fosfonato.

En otra forma de realizacion, este uso se caracteriza porque la proteasa exhibe ademas en la numeracién de
acuerdo con SEQ ID NO. 1 por lo menos uno de los siguientes aminoacidos:

(a) treonina en la posicion 3 (3T),

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

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

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

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

(g) isoleucina en la posicion 199 (1991),
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(h) acido asparaginico, acido glutamico o glicina en la posicion 211 (211D, 211E 0 211G),

(i) combinaciones de los aminoacidos (a) a (h).

Forma otro objetivo de la invencion el uso de una proteasa, que es elegida de entre el grupo consistente en
a. proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID NO. 2 o SEQ ID NO. 3;

b. proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos modificada en por lo menos una posicién respecto a
SEQ ID NO. 2 o SEQ ID NO. 3, en la que la modificaciéon en la numeracién de acuerdo con SEQ ID NO. 1 es
elegido de entre el grupo consistente en:

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

ii. isoleucina en la posicion 4 (41),

ii. alanina, treonina o arginina en la posicion 61 (61A, 61T o0 61R),

iv. acido asparaginico 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 (199I),

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

para el suministro de una actividad proteolitica en un detergente o agente de limpieza liquido, el cual comprende
ademas un fosfonato en una cantidad de 0,01 a 4 % en peso.

Forma otro objetivo de la divulgacion el uso de una proteasa, que es elegida de entre el grupo consistente en

a. proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID NO. 4 o SEQ ID NO. 5 0 SEQ
ID NO. 6 0 SEQ ID NO. 7 0 SEQ ID NO. 8;

b. proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos modificada en por lo menos una posicién respecto a
SEQIDNO.40SEQIDNO.50SEQIDNO.60SEQIDNO.70SEQIDNO. 8, en las que la modificacién en la
numeracion de acuerdo con SEQ ID NO. 1 es elegido de entre el grupo consistente en:

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

ii. isoleucina en la posicion 4 (41),

ii. alanina, treonina o arginina en la posicion 61 (61A, 61T o0 61R),

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

para suministrar una actividad proteolitica a detergente o agente de limpieza liquido, el cual comprende ademas un
fosfonato.

Todos los asuntos, objetivos y formas de realizacion que se describen para detergentes o agentes de limpieza, son
aplicables también en los usos mencionados. Por ello en este pasaje se remite de manera expresa a la divulgacion
de pasajes correspondientes, con la observacion segun la cual esta divulgacion también es valida para los usos
precedentes de acuerdo con la invencion.
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Ejemplos

Todos los documentos de trabajo de biologia molecular siguen procedimientos estandar, como indica por ejemplo
en el manual de Fritsch, Sambrook y Maniatis "Molecular cloning: a laboratory manual”, Cold Spring Harbour
Laboratory Press, Nueva York, 1989, o trabajos pertinentes comparables. Se usaron enzimas y conjuntos de
construccion (kits) de acuerdo con los datos del respectivo fabricante.

Ejemplo 1
Determinacion del poder de limpieza de un detergente liquido

Para este ejemplo se usaron textiles con suciedad estandarizada, que habian sido obtenidos de la compafia EMPA
Testmaterialien AG (St. Gallen, Suiza), de wfk Testgewebe GmbH (Bruggen-Bracht, Alemania) o del Center for
Testmaterials (CFT, Vlaardingen, Paises Bajos). Al respecto se usaron las siguientes suciedades y textiles:

A: Pasto sobre algodén: producto numero 164 de la compaiia Eidgendssische Material- y Prifanstalt (EMPA)
Testmaterialien AG, St. Gallen, Suiza;

B: Aceite de cacahuete-pigmento/tinta china sobre poliéster/algodén: producto numero PC-10 de CFT (Center for
Testmaterials) B.V. Vlaardingen, Paises Bajos;

C: Huevo entero/pigmento (huevo entero/hollin) sobre algodoén: producto numero 10N de la compariia wfk
Testgewebe GmbH; Bruggen-Bracht, Alemania;

D: Sangre-leche/tinta china sobre algodén: producto numero C-05 obtenible de CFT (Center for Testmaterials) B.V.
Vlaardingen, paises bajos

Con estos materiales de prueba, se investigaron diferentes detergentes respecto a su poder de limpieza. Para ello
se lavaron las cargas por 60 minutos a temperaturas de 40 °C o 20 °C. La dosificacion estuvo en 7,4 gramos de
detergente por litro de licor de lavado. Se lavé con un agua de la ciudad con una dureza de aproximadamente 16°
de dureza alemana. Como detergente sirvié una receta base de detergente, como se indico previamente en la tabla
1.

A esta receta base de detergente se afiadieron para las diferentes series de ensayo, con la misma actividad
(concentracion final de 5 PE/ml) las siguientes proteasas: proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos
de acuerdo con SEQ ID NO. 2 (Carga 1), variante F49 de potencia mejorada de la proteasa de Bacillus lentus de
acuerdo con WO 95/23221 (Carga 2) y la proteasa divulgada en la figura 2 o SEQ ID NO. 3 del documento
internacional WO 03/057713 (Carga 3).

Después del lavado se midid el grado de blancura de los textiles lavados. La medicién ocurrioé en un espectrometro
Minolta CM508d (Lichtart D65, 10°). El aparato fue calibrado primero con un estandar blanco incluido. Los
resultados obtenidos son las diferencias en emision entre un procedimiento de lavado con un detergente que
contiene una proteasa y un ciclo de lavado de control ejecutado en paralelo con un detergente sin proteasa. En la
siguiente tabla 2 se compilan los resultados y permiten una inmediata conclusion sobre el aporte de la enzima
presente en cada caso, el poder de limpieza del agente usado.

Tabla 2: Resultados del lavado con un agente liquido a 40 °C 0 20 °C

Suciedad Carga 1 Carga 2 Carga 3
40°C | 20°C 40 20 40 °C 20°C
°C °C
A 1,4 1,3 1,4 0,4 1,0 0,7
B 5,2 4,9 4,0 2,9 4,9 4,2
C 3,0 3,5 4,9 2,3 2,1 24
D 16,7 12,6 13,6 11,4 15,4 11,1

Es claro que un detergente en el sentido de la invencién muestra un poder de lavado muy bueno y en la mayoria
de las suciedades incluso mejorado, en comparacion con los detergentes de las cargas 2 y 3.

Ejemplo 2
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Determinacion del poder de limpieza de un detergente liquido para lavado automatico de vajillas

Se estandarizaron recipientes con superficies duras, lisas, dotados de las respectivas suciedades y se lavaron con
una lavadora doméstica corriente del mercado para vajillas, a 40 °C asi como 50 °C. Por ciclo de lavado se usaron
en cada caso 30 ml de un detergente para vajillas liquido o en forma de gel o liquido, corriente en el mercado para
lavado automatico, que contenia 2,4 % en peso de fosfonato (HEDP). Se lavé con agua de la ciudad con una
dureza de aproximadamente 21° de dureza alemana. Como proteasa se usé Savinase ultra 16L (Novozymes,
Carga 1) y una proteasa de acuerdo con la invencién que comprendia una secuencia de aminoacidos de acuerdo
con SEQ ID NO. 2 (Carga 2). Las proteasas fueron usadas con control respecto a la proteina de enzima (0,689 de
Savinase ultra 16L o bien la cantidad controlada de proteina de enzima proteasa de acuerdo con la invencién por
30ml de agente de limpieza).

Después del enjuague, se determiné el retiro de las suciedades bien sea por via gravimétrica (yema de huevo) o
visual (otras suciedades de acuerdo con la tabla 3). Para la determinacién gravimétrica se determiné la diferencia
del peso del recipiente sucio y lavado (liberado de yema de huevo) y se refirié este a la cantidad de yema de huevo
aplicada originalmente, de acuerdo con la siguiente formula: % de poder de limpieza = (mg de yema de huevo
retirada/ mg de yema de huevo aplicada) x 100. Para la determinacion visual del retiro de suciedad, personas
entrenadas al respecto asigharon visualmente una escala porcentual. En la siguiente tabla 3 se compilan los
resultados y permiten una conclusién inmediata sobre el aporte de la enzima presente en cada caso, al poder de
limpieza del agente usado.

Tabla 3: poder de limpieza de un detergente liquido de acuerdo con la invencién para lavado automatico de vajillas
a40°Cob50°C

Suciedad 40 50
°C °C
Carga 1 Carga 2 Carga 1 Carga 2
Leche 74 76 74 74
Carne desmenuzada 99 100 94 98
Yema de huevo 37 47 47 65

Es claro que un detergente liquido para lavado automatico de vaijillas en el sentido de la invencion muestra un
poder de limpieza muy bueno, incluso uno claramente mejorado, y en particular sobre la suciedad de yema de
huevo, en comparacion con el detergente para vajillas de acuerdo con la Carga 1.

Ejemplo 3
Determinacion de la estabilidad al almacenamiento de un detergente liquido

Se reviso la estabilidad al almacenamiento del detergente de acuerdo con la Carga 1 y 2 del Ejemplo 1. Para ello
se almacenaron los detergentes a una temperatura de 30 °C por el intervalo de tiempo indicado en cada caso y se
determind la respectiva actividad proteolitica residual a través de la liberacién desde el sustrato del cromoéforo
para-nitroanilina (pNA). El sustrato es suc-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-nitroanilida (suc-AAPF-pNA). La proteasa
escindio el sustrato y liberé pNA. La liberacion del pNA causé un aumento de la extincion a 410 nm, cuyo curso en
el tiempo es una medida de la actividad enzimatica (véase del Mar et al., 1979). La medicién ocurrié a una
temperatura de 25 °C, a pH 8,6 y una longitud de onda de 410 nm. El tiempo de medicion fue 5 min. para un
intervalo de medicion de 20s a 60s. En la siguiente Tabla 4 se indican las actividades residuales obtenidas.

Tabla 4: determinacién de la actividad proteolitica residual después del almacenamiento

Detergente de Inicio Semana Semana
acuerdo con 1 2
Carga 1 100 % 71 % 77 %
Carga 2 100 % 47 % 37 %

Es claro que un detergente en el sentido de la invencidon exhibe una estabilidad al almacenamiento claramente
mejorada, en comparacion con un detergente de acuerdo con la Carga 2. Después de una semana, el detergente
en el sentido de la invencion exhibe un aumento en la actividad proteolitica de 151 % o después de dos semanas
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de 211 %.

Listado de secuencias

<110> Henkel AG & Co. KGaA
<120> Detergente o agente de limpieza liquido estable al almacenamiento que contiene proteasas
<130> H 08707 PCT

<150> DE 102009029513
<151> 2009-09-16

<160> 8

<170> Patentlna version 3.3
<210> 1

<211> 269

<212> PRT

<213> Bacillus lentus

<400> 1
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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
85 920 95

Asp Gly Arg 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

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> 2
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<211> 269

<212> PRT

<213> Bacillus lentus
<400> 2

Ala Gln Ser Val
1

His Asn Arg Gly
20

Thr Gly Ile Ser
35

Phe Val Pro Gly
50

His Val Ala Gly
65

Gly Val Ala Pro

Asp Gly Glu Gly
100

Gly Asn Asn Gly
115

Pro Ser Ala Thr
130

Val Leu Val val
145

Tyr Pro Ala Arg

Pro

Leu

Thr

Glu

Thr

Ser

85

Ala

Met

Leu

Ala

Tyr
165

Trp

Thr

His

Pro

Ile

70

Ala

Ile

His

Glu

Ala
150

Ala

Gly

Gly

Pro

Ser

55

Ala

Glu

Ser

val

Gln
135

Ser

Asn

Ile

Ser

Asp

40

Thr

Ala

Leu

Ser

Ala
120

Ala

Gly

Ala
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Ser

Gly

25

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ile

105

Asn

Val

Asn

Met

Arg

10

vVal

Asn

Asp

Asn

Ala

920

Ala

Leu

Asn

Ser

Ala
170

Val

Lys

Ile

Gly

Asn

75

Val

Gln

Ser

Ser

Gly

155

Val

25

Gln Ala Pro Ala Ala
15

Val Ala Val Leu Asp
30

Arg Gly Gly Ala Ser
45

Asn Gly His Gly Thr
60

Ser Ile Gly Val Leu
80

Lys Val Leu Gly Ala

Gly Leu Glu Trp Ala
110

Leu Gly Ser Pro Ser
125

Ala Thr Ser Arg Gly
140

Ala Ser Ser Ile Ser
160

Gly Ala Thr Asp Gln
175



Asn Asn Asn

Val Ala Pro
195

Ala Ser Leu
210

Ala Ala Leu
225

Arg Asn His

Tyr Gly Ser

<210> 3
<211> 269

<212> PRT

Arg

180

Gly

Asn

Val

Leu

Gly
260

<213> Bacillus lentus

<400> 3

Ala Gln Ser
1

His Asn Arg

Thr Gly Ile
35

Phe Val Pro
50

His Val Ala
65

Gly Val Ala

Asp Gly Asp

Gly Asn Asn
115

Val

Gly
20

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly
100

Gly

Ala

Val

Gly

Lys

Lys

245

Leu

Pro

Leu

Thr

Glu

Thr

Ser
85

Ala

Ser Phe

Asn Val

Thr Ser
215

Gln Lys
230

Asn Thr

Val Asn

Trp Gly

Thr Gly

His Pro

Pro Ser

55

Ile Ala
70
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Ser

Gln

200

Met

Asn

Ala

Ala

Ile

Ser

Asp

40

Thr

Ala

Gln

185

Ser

Ala

Pro

Thr

Glu
265

Ser

Gly

25

Leu

Gln

Leu

Ala Glu Leu Tyr

Tyr

Thr

Thr

Ser

Ser

250

Ala

Arg

10

Val

Asn

Asp

Asn

Gly

Tyr

Pro

Trp

235

Leu

Ala

Val

Lys

Ile

Gly

Asn
75

Ala Gly

Pro Gly

205

His Val
220

Gln

Val

Arg

Asn

60

Ser

Ala Val Lys

920

Ser Asn

Gly Ser

Thr Arg

Leu Asp Ile

190

Ser Thr Tyr

Ala Gly Ala

Val Gln Ile

240

Thr Asn Leu
255

Ala Pro Ala

15

Ala Val Leu
30

Gly Gly Ala

45

Gly His Gly

Ile Gly Val

Val Leu Gly

95

Ala

Asp

Ser

Thr

Leu

80

Ala

Ile Ser Ser Ile Ala Gln Gly Leu Glu Trp Ala

105

110

Met His Val Ala Asn Leu Ser Leu Gly Ser Pro Ser

120

26
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Pro

Val

145

Tyr

Asn

val

Ala

Ala

225

Arg

Tyr

Ser

130

Leu

Pro

Asn

Ala

Ser

210

Ala

Asn

Gly

<210> 4

<211> 269

<212> PRT

Ala

Val

Ala

Asn

Pro

195

Leu

Leu

His

Ser

Thr

Val

Arg

Arg

180

Gly

Asn

Val

Leu

Gly
260

<213> Bacillus lentus

<400> 4

Ala
1

His

Thr

Phe

His
65

Gln

Asn

Gly

vVal
50

vVal

Ser

Arg

Ile
35

Pro

Ala

Val

Gly
20

Ser

Gly

Gly

Leu

Ala

Tyr

165

Ala

val

Gly

Lys

Lys

245

Leu

Pro

Leu

Thr

Glu

Thr

Glu

Ala

150

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

230

Asn

Val

Trp

Thr

His

Pro

Ile
70

Gln

135

Ser

Asn

Phe

Val

Ser

215

Lys

Thr

Asn

Gly

Gly

Pro

Ser
55

Ala
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Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

200

Met

Asn

Ala

Ala

Ile

Ser

Asp
40

Thr

Ala

vVal

Asn

Met

Gln

185

Ser

Ala

Pro

Thr

Glu
265

Ser

Gly
25

Leu

Gln

Leu

Asn

Ser

Ala

170

Tyr

Thr

Thr

Ser

Ser

250

Ala

Arg
10

Val

Asn

Asp

Asn

Ser

Gly

155

val

Gly

Tyr

Pro

Trp

235

Leu

Ala

Val

Lys

Ile

Gly

Asn
75

27

Ala

140

Ala

Gly

Ala

Pro

His

220

Ser

Gly

Thr

Gln

Val

Arg

Asn
60

Ser

Thr

Ser

Ala

Gly

Gly

205

val

Asn

Ser

Arg

Ala

Ala

Gly
45

Gly

Ile

Ser

Ser

Thr

Leu

190

Ser

Ala

Val

Thr

Pro

val
30

Gly

His

Gly

Arg

Ile

Asp

175

Asp

Thr

Gly

Gln

Asn
255

Ala
15

Leu

Ala

Gly

Val

Gly

Ser

160

Gln

Ile

Tyr

Ala

Ile

240

Leu

Ala

Asp

Ser

Thr

Leu
80
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Gly Val Ala Pro Ser Ala Glu Leu Tyr Ala Val Lys Val Leu Gly Ala
85 90 95

Asp Gly Asn 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

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>5

<211> 269

<212> PRT

<213> Bacillus lentus
<400> 5

Ala Gln Ser Val Pro Trp Gly Ile Ser Arg Val Gln Ala Pro Ala Ala
1 5 10 15

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

Phe

His

65

Gly

Asp

Gly

Pro

vVal

145

Tyr

Asn

vVal

Ala

Ala

225

Tyr

Gly

vVal

50

Val

Val

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Pro

Asn

Ala

Ser

210

Ala

Asn

Gly

<210>6

<211> 269

<212> PRT

Ile

35

Pro

Ala

Ala

Gln

Asn

115

Ala

val

Ala

Asn

Pro

195

Leu

Leu

His

Ser

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

100

Gly

Thr

Val

Arg

Arg

180

Gly

Asn

vVal

Leu

Gly
260

Thr

Glu

Thr

Ser

85

Ala

Met

Leu

Ala

Tyr

165

Ala

Val

Gly

Lys

Lys

245

Leu

His

Pro

Ile

70

Ala

Ile

His

Glu

Ala

150

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

230

Asn

Val

Pro

Ser

55

Ala

Glu

Ser

Val

Gln

135

Ser

Asn

Phe

Val

Ser

215

Lys

Thr

Asn
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Asp

40

Thr

Ala

Leu

Ser

Ala

120

Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

200

Met

Asn

Ala

Ala

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ile

105

Asn

Val

Asn

Met

Gln

185

Ser

Ala

Pro

Thr

Glu
265

Asn

Asp

Asn

Ala

920

Ala

Leu

Asn

Ser

Ala

170

Tyr

Thr

Thr

Ser

Ser

250

Ala

Ile

Gly

Asn

75

Val

Gln

Ser

Ser

Gly

155

Val

Gly

Tyr

Pro

Trp

235

Leu

Ala

29

Arg

Asn

60

Ser

Lys

Gly

Leu

Ala

140

Ala

Gly

Ala

Pro

His

220

Ser

Gly

Thr

Gly

45

Gly

Ile

Val

Leu

Gly

125

Thr

Ser

Ala

Gly

Gly

205

val

Asn

Ser

Arg

Gly

His

Gly

Leu

Glu

110

Ser

Ser

Ser

Thr

Leu

190

Ser

Ala

val

Thr

Ala

Gly

val

Gly

95

Trp

Pro

Arg

Ile

Asp

175

Asp

Thr

Gly

Gln

Asn
255

Ser

Thr

Leu

80

Ala

Ala

Ser

Gly

Ser

160

Gln

Ile

Tyr

Ala

Ile

240

Leu



<213> Bacillus lentus

<400> 6

Ala

1

His

Thr

Phe

His

65

Gly

Asp

Gly

Pro

val

145

Tyr

Asn

val

Ala

Ala

Gln

Asn

Gly

Val

50

Val

vVal

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Pro

Asn

Ala

Ser

210

Ala

Ser

Arg

Ile

35

Pro

Ala

Ala

Ala

Asn

115

Ala

val

Ala

Asn

Pro

195

Leu

Leu

Val

Gly

20

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

100

Gly

Thr

vVal

Arg

Arg

180

Gly

Asn

Val

Pro

Leu

Thr

Glu

Thr

Ser

85

Ala

Met

Leu

Ala

Tyr

165

Ala

val

Gly

Lys

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

Val

Ser

215

Lys

Ile

Ser

Asp

40

Thr

Ala

Leu

Ser

Ala

120

Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

200

Met

Asn
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Ser

Gly

25

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ile

105

Asn

Val

Asn

Met

Gln

185

Ser

Ala

Pro

Arg

10

vVal

Asn

Asp

Asn

Ala

920

Ala

Leu

Asn

Ser

Ala

170

Tyr

Thr

Thr

Ser

val

Lys

Ile

Gly

Asn

75

vVal

Gln

Ser

Ser

Gly

155

val

Gly

Tyr

Pro

Trp

30

Gln

vVal

Arg

Asn

60

Ser

Lys

Gly

Leu

Ala

140

Ala

Gly

Ala

Pro

His

220

Ser

Ala

Ala

Gly

45

Gly

Ile

val

Leu

Gly

125

Thr

Ser

Ala

Gly

Gly

205

val

Asn

Pro

val

30

Gly

His

Gly

Leu

Glu

110

Ser

Ser

Ser

Thr

Leu

190

Ser

Ala

Val

Ala

15

Leu

Ala

Gly

Val

Gly

95

Trp

Pro

Arg

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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235

240

Arg Asm Hiz Leu Lya Asn Thr Ala Thr Ser Leu Gly Ser Thr Asn Leu
250

245

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

260
<210>7
<211> 269
<212> PRT
<213> Bacillus lentus
<400> 7

Ala Gln Ser Val Pro
1 5

His Asn Arg Gly Leu
20

Thr Gly Ile Ser Thr
35

Phe Val Pro Gly Glu
50

His Val Ala Gly Thr
65

Gly Val Ala Pro Ser
85

Asp Gly Gly Gly Ala
100

Gly Asn Asn Gly Met
115

Pro Ser Ala Thr Leu
130

Val Leu Val Val Ala
145

Trp

Thr

His

Pro

Ile

70

Ala

Ile

His

Glu

Ala
150

Gly

Gly

Pro

Ser

55

Ala

Glu

Ser

val

Gln

135

Ser

Ile

Ser

Asp

40

Thr

Ala

Leu

Ser

Ala

120

Ala

Gly

Ser

Gly

25

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ile

105

Asn

Val

Asn

Arg

10

Val

Asn

Asp

Asn

Ala

20

Ala

Leu

Asn

Ser

31

Val

Lys

Ile

Gly

Asn

75

Val

Gln

Ser

Ser

Gly
155

Gln

Val

Arg

Asn

60

Ser

Lys

Gly

Leu

Ala

140

Ala

Ala

Ala

Gly

45

Gly

Ile

Val

Leu

Gly

125

Thr

Ser

255

Pro

Val

30

Gly

His

Gly

Leu

Glu

110

Ser

Ser

Ser

Ala

15

Leu

Ala

Gly

Val

Gly

Trp

Pro

Arg

Ile

Ala

Asp

Ser

Thr

Leu

80

Ala

Ala

Ser

Gly

Ser
160
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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

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> 8

<211> 269

<212> PRT

<213> Bacillus lentus
<400> 8

Ala Gln Ser Val Pro Trp Gly Ile Ser Arg Val Gln Ala Pro Ala Ala
1 5 10 15

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
85 90 95

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

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

33



10

15

20

25

30

35

40

ES 2661317713

REIVINDICACIONES
1. Uso de una proteasa,

(a1) que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en por lo menos el 80 % a la secuencia de
aminoacidos indicada en SEQ ID NO. 1 y que en la posicion 99 en la numeraciéon de acuerdo con SEQ ID NO. 1
exhibe los aminoacidos acido glutamico (E) o acido asparaginico (D), para el suministro de una actividad
proteolitica en un detergente o un agente de limpieza liquidos, el cual comprende ademas un fosfonato en una
cantidad del 0,01 al 4 % en peso.

2. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque la proteasa en la numeracién de acuerdo con
SEQ ID NO. 1 exhibe ademas por lo 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 posicion 61 (61A, 61T o 61R),

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

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

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

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

(h) acido asparaginico, acido glutamico o glicina en la posicion 211 (211D, 211E 0 211G),
(i) combinaciones de (a) a (h).

3. Uso de una proteasa, que es elegida de entre el grupo que consiste en

a. proteasa que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con SEQ ID NO. 2 o SEQ ID NO. 3;

b. proteasa, que comprende una secuencia de aminoacidos modificada en por lo menos una posicién respecto a
SEQ ID NO. 2 o SEQ ID NO. 3, en donde la modificaciéon en la numeracién de acuerdo con SEQ ID NO. 1 es
elegida de entre el grupo consistente en:

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

ii. isoleucina en la posicion 4 (41),

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

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

para proporcionar una actividad proteolitica en un detergente o un agente de limpieza liquidos, que comprenden
ademas un fosfonato en una cantidad del 0,01 al 4 % en peso.

4. Uso de un detergente o un agente de limpieza que comprenden una proteasa y un fosfonato, como se describe
en una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el fosfonato es elegido de entre el grupo consistente en
acido 1-hidroxietano-1,1-difosfénico (HEDP), acido aminotri(metilenfosfonico) (ATMP), acido
dietilentriaminopenta(metilenfosfénico) (DTPMP o DETPMP o DTPNT), acido etilendiaminotetra(metilenfosfénico)
(EDTMP), acido 2-fosfonobutano-1,2,4-tricarboxilico (PBS-AM) asi como combinaciones de ellos.

5. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la proteasa esta contenida en una
cantidad del 1x107 al 5 por ciento en peso, referido a la proteina activa.
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6. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque comprende ademas un
componente que es elegido de entre

i. sustancia aniénica y/o polianiénica y/o
ii. sustancia cationica y/o policatiénica y/o
iii. sustancia que exhibe grupo(s) hidroxilo y/o polihidroxilo.

7. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque comprende por lo menos otro
ingrediente, en particular uno que es elegido de entre el grupo consistente en tensioactivo, sustancia estructural
(agente de relleno), compuesto de peroxigeno, activador de blanqueo, alcohol, acido, inhibidor de agrisamiento,
aclarador 6ptico, inhibidor de espuma, sal soluble en agua, espesante, alcali y/o base volatiles, agente que imparte
caracter hidrofilico asi como combinaciones de ellos.

8. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque comprende por lo menos otra
enzima, en particular proteasa, amilasa, celulasa, hemicelulasa, mananasa, tanasa, xilanasa, xantanasa, [-
glucosidasa, carraginasa, perhidrolasa, oxidasa, oxidorreductasa o una lipasa, asi como preferiblemente sus
mezclas.

9. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 8 para la eliminacion de suciedades sensibles a la proteasa
sobre textiles o superficies duras.

10. Procedimiento para la limpieza de textiles o superficies duras caracterizado porque en por lo menos una
etapa del procedimiento se usa un detergente o un agente de limpieza como se define en una de las
reivindicaciones 1 a 8.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 10, caracterizado porque el fosfonato esta presente en el licor
de lavado en una concentracion del 0,00075 al 0,05 % en peso, y/o porque la proteasa esta presente en el licor de
lavado en una concentracién del 0,0005 al 0,03 % en peso.

12. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11, caracterizado porque es realizado a una
temperaturade entre 10 °C y 60 °C.

35



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones

