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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Anmeldung betrifft Proteasen, deren proteolytische Leistung durch Veranderung der
Aminosauresequenz inbesondere im Hinblick auf deren Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln verbessert
wurde, alle hinreichend ahnlichen Proteasen mit einer vergleichbaren Veranderung und Nukleinsauren sowie
technische Einsatzmoglichkeiten fir diese Proteasen, vor allem ihren Einsatz in Wasch- und Reinigungsmit-
teln.

[0002] Proteasen gehdren zu den technisch bedeutendsten Enzymen Gberhaupt. Hierunter sind wiederum
Proteasen vom Subtilisin-Typ (Subtilasen, Subtilopeptidasen, EC 3.4.21.62) besonders wichtig, welche auf-
grund der katalytisch wirksamen Aminosauren den Serin-Proteasen zugerechnet werden. Sie wirken als un-
spezifische Endopeptidasen, das heildt, sie hydrolysieren beliebige Saureamidbindungen, die im Inneren von
Peptiden oder Proteinen liegen. Ihr pH-Optimum liegt meist im deutlich alkalischen Bereich. Einen Uberblick
Uber diese Familie bietet beispielsweise der Artikel ,Subtilases: Subtilisin-like Proteases" von R. Siezen, Seite
75-95 in ,Subtilisin enzymes", herausgegegeben von R. Bott und C. Betzel, New York, 1996. Subtilasen wer-
den naturlicherweise von Mikroorganismen gebildet; hierunter sind insbesondere die von Bacillus-Spezies ge-
bildeten und sekretierten Subtilisine als bedeutendste Gruppe innerhalb der Subtilasen zu erwahnen.

[0003] Proteasen sind neben anderen Enzymen etablierte aktive Inhaltsstoffe von Wasch- und Reinigungs-
mitteln. Sie bewirken dabei den Abbau proteinhaltiger Anschmutzungen auf dem Reinigungsgut. Glnstigen-
falls ergeben sich Synergieeffekte zwischen den Enzymen und den Ubrigen Bestandteilen der betreffenden
Mittel. Unter den Wasch- und Reinigungsmittelproteasen nehmen Subtilasen aufgrund ihrer giinstigen enzy-
matischen Eigenschaften wie Stabilitat oder pH-Optimum eine herausragende Stellung ein. Sie eignen sich da-
neben noch fiir eine Vielzahl weiterer technischer Verwendungsmaglichkeiten, beispielsweise als Bestandteile
von Kosmetika oder in der organisch-chemischen Synthese. Hinsichtlich der Anwendung von Proteasen in
Wasch- und Reinigungsmitteln ist bekannt, dass Proteasen zur Verbesserung der Wasch- beziehungsweise
Reinigungsleistung zusammen mit weiteren Enzymen, beispielsweise Amylasen, Cellulasen, Hemicellulasen,
Mannanasen, B-Glucosidasen, Oxidasen, Oxidoreduktasen oder Lipasen eingesetzt werden kénnen. Ebenso
ist der Einsatz von Proteasen in Waschmitteln in Kombination mit anderen Wirkstoffen wie etwa Bleichmitteln
oder Soil-Release-Wirkstoffen dem Fachmann bekannt.

[0004] Beispiele fur die in Wasch- und Reinigungsmitteln bevorzugt eingesetzten Proteasen vom Subtili-
sin-Typ sind die Subtilisine BPN' und Carlsberg, die Protease P692, die Subtilisine 147 und 309, die Alkalische
Protease aus Bacillus lentus, Subtilisin DY und die den Subtilasen, nicht mehr jedoch den Subtilisinen im en-
geren Sinne zuzuordnenden Enzyme Thermitase, Proteinase K und die Proteasen TW3 und TW7.

[0005] Proteasen werden durch aus dem Stand der Technik bekannte Verfahren gezielt oder zufallsbasiert
verandert und so beispielsweise fir den Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln optimiert. Dazu gehoéren
Punktmutagenese, Deletions- oder Insertionsmutagenese oder Fusion mit anderen Proteinen oder Proteintei-
len oder Uber sonstige Modifikationen. So sind fiir die meisten aus dem Stand der Technik bekannten Protea-
sen entsprechend optimierte Varianten bekannt.

[0006] Das Subtilisin BPN', welches aus Bacillus amyloliquefaciens, beziehungsweise B. subtilis stammt, ist
aus den Arbeiten von Vasantha et al. (1984) in J. Bacteriol., Volume 159, S. 811-819 und von J. A. Wells et al.
(1983) in Nucleic Acids Research, Volume 11, S. 7911-7925 bekannt. Subtilisin BPN' dient insbesondere hin-
sichtlich der Numerierung der Positionen als Referenzenzym der Subtilisine. Die internationale Patentanmel-
dung WO 95/07991 A2 offenbart beispielsweise Doppelmutanten, in welchen die Aminoséaure in Position 217
zu 15 anderen Aminosdauren, darunter auch zu L mutiert ist. Waschmittel mit derartigen BPN'-Varianten werden
in der Patentanmeldung WO 95/29979 A1 offenbart.

[0007] Subtilisin Carlsberg ist in weiterentwickelter Form unter dem Handelsnamen Alcalase® von der Firma
Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danemark, erhaltlich. Sie wird in den Publikationen von E. L. Smith et al. (1968)
in J. Biol. Chem., Volume 243, S. 2184-2191, und von Jacobs et al. (1985) in Nucl. Acids Res., Band 13, S.
8913-8926 beschrieben und wird naturlicherweise von Bacillus licheniformis gebildet. Durch Punktmutationen
in den Loop-Regionen dieses Molekiils erhéltliche Varianten sind aus der Anmeldung WO 96/28566 A2 be-
kannt.

[0008] Die Protease PB92 wird natlrlicherweise von dem alkaliphilen Bakterium Bacillus nov. spec. 92 pro-

duziert und war unter dem Handelsnamen Maxacal® von der Fa. Gist-Brocades, Delft, Niederlande, erhaltlich.
In ihrer urspruglichen Sequenz wird sie in der Patentanmeldung EP 283075 A2 beschrieben. Durch Punktmu-
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tation erhaltene Varianten dieses Enzyms fir den Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln werden beispiels-
weise in den Anmeldungen WO 94/02618 A1 und EP 328229 A1 offenbart. Aus beiden gehen Austausche in
der Position 211 hervor, beispielsweise L211E beziehungsweise 1211Y, aber nur allein oder in Kombination mit
anderen, hier nicht relevanten Punktmutationen.

[0009] Die Subtilisine 147 und 309 werden unter den Handelsnamen Esperase®, beziehungsweise Savinase®
von der Firma Novozymes vertrieben. Sie stammen urspriinglich aus Bacillus-Stdammen, die mit der Anmel-
dung GB 1243784 A offenbart werden. Durch Punktmutagenese in Hinblick auf den Einsatz in Wasch- und Rei-
nigungsmitteln weiterentwickelte Varianten dieser Enzyme werden beispielsweise in den Anmeldungen WO
94/02618 A1 (siehe oben) und WO 95/30011 A2 offenbart. Aus WO 95/30011 A2 gehen Mutationen in den
Loop-Regionen dieser Protease, unter anderem an Position 211, hervor.

[0010] Von der Protease aus Bacillus lentus DSM 5483 (WO 91/02792 A1) leiten sich die unter der Bezeich-
nung BLAP® gefiihrten Varianten ab, die insbesondere in WO 92/21760 A1, WO 95/23221 A1, WO 02/088340
A2 und WO 03/038082 A2 beschrieben werden. Aus der Anmeldung WO 95/23221 A1 beziehungsweise den
zugehorigen US-Patenten US 5691295, US 5801039 und US 5855625 gehen daritber hinaus fir den Einsatz
in Wasch- und Reinigungsmitteln durch gezielte Punktmutagenese leistungsverbesserte B. lentus-Alkalische
Protease-Varianten hervor. Als ein relevanter Austausch gegentber dem Wildtyp-Enzym aus B. lentus DSM
5483 ist ebenfalls die Position 211 genannt, insbesondere 211D und 211E. Die zugehorige Strategie, namlich
gezielt die Ladungsverhaltnisse nahe der Substrat-Bindungstasche zu verandern, verdeutlicht das Patent US
6197589 B1.

[0011] Weitere Proteasen sind beispielsweise die unter den Handelsnamen Durazym®, Relase®, Everlase®,
Nafizym, Natalase®, Kannase®, Shinezyme® und Ovozyme® von der Firma Novozymes, die unter den Handels-
namen, Purafect®, Purafect® OxP, Purafect® Prime und Properase® von der Firma Genencor, das unter dem
Handelsnamen Protosol® von der Firma Advanced Biochemicals Ltd., Thane, Indien, das unter dem Handels-
namen PRODET P von der Firma Richcore India, Bangalore, Indien, das unter dem Handelsnamen Wuxi® von
der Firma Wuxi Snyder Bioproducts Ltd., China, die unter den Handelsnamen Proleather® und Protease P® von
der Firma Amano Pharmaceuticals Ltd., Nagoya, Japan, und das unter der Bezeichnung Proteinase K-16 von
der Firma Kao Corp., Tokyo, Japan, erhaltlichen Enzyme.

[0012] Eine Besonderheit stellen die in der internationalen Patentanmeldung WO 03/054185 offenbarten al-
kalischen Proteasen aus Bacillus gibsonii (DSM 14391) dar. Dieser Stamm ist gemaR dem Budapester Vertrag
Uber die internationale Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen vom 28. April 1977 bei der Deut-
schen Sammlung von Mikroorganismen und Zeltkulturen GmbH, Inhoffenstrale 7B, 38124 Braunschweig
(http://www.dsmz.de) unter der Bezeichnung ID 01-192 und der Eingangsnummer DSM 14391 hinterlegt. Ge-
genulber den vorstehend genannten Proteasen weisen diese Proteasen erhebliche Unterschiede in der Ami-
nosauresequenz auf, so dass ein Identitatsvergleich der Aminosauresequenzen ldentitatswerte ergibt, die un-
ter 80% ldentitat liegen. Nachfolgende Tabelle 1 verdeutlicht diesen Sachverhalt an konkreten Beispielen:

Tabelle 1:
Protease Identitat zur alkalischen Proteasen aus
Bacillus gibsonii DSM 14391 (in %)
Subitilisin 309 78,4
Alkalische Protease aus Bacillus lentus DSM 5483 77,7
BPN' 55,3
PB92 78,1

[0013] Fur die alkalischen Proteasen aus Bacillus gibsonii (DSM 14391) sind keine fiir den Einsatz in Wasch-
und Reinigungsmitteln leistungsverbesserte Protease-Varianten im Stand der Technik bekannt, insbesondere
keine Varianten, die eine Veranderung an den Positionen 211 und/oder 212 in der Zahlweise der alkalischen
Proteasen aus Bacillus gibsonii (DSM 14391), bezogen auf das reife Enzym, aufweisen.

[0014] Die in erfindungsgemafen Mitteln eingesetzten Proteasen stammen entweder urspriinglich aus Mikro-
organismen, beispielsweise aus Mikroorganismen der Gattungen Bacillus, Streptomyces, Humicola, oder
Pseudomonas, und/oder werden nach an sich bekannten biotechnologischen Verfahren durch geeignete Mi-
kroorganismen produziert, beispielsweise durch transgene Expressionswirte der Gattungen Bacillus oder
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durch filamentése Fungi. Letzteres gilt insbesondere flr Protease-Varianten, die ausgehend von einem Aus-
gangsmolekil verandert wurden und somit beispielsweise fiir deren Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln
optimiert wurden.

[0015] Es ist ferner bekannt, dass einige fur den Einsatz in Waschmitteln etablierte Proteasen auch fiir kos-
metische Zwecke oder fur die organisch-chemische Synthese geeignet sind.

[0016] Es besteht nach wie vor ein hoher Bedarf an Proteasen in diversen technischen Einsatzgebieten. Ins-
besondere hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit in Wasch- und Reinigungsmitteln besteht selbst fur die im Stand
der Technik etablierte Familie der Subtilisin-Proteasen nach wie vor ein Optimierungsbedarf betreffend bei-
spielsweise deren katalytische Aktivitat, die Reaktionsbedingungen, die Stabilitat oder die Substratspezifitat.
Gerade hinsichtlich der Verwendung einer Protease in Wasch- und Reinigungsmitteln ist es jedoch in der Regel
nicht mdglich, auf Grund der mess- oder kalkulierbaren enzymatischen Eigenschaften des Enzyms per se auf
dessen Verhalten in Wasch- oder Reinigungsmittelrezepturen zu schlielen. Diesbezlglich spielen weitere
Faktoren wie Stabilitat gegenliber oxidierenden Agentien, Denaturierung durch Tenside, Faltungseffekte oder
Synergien mit anderen Inhaltsstoffen eine Rolle, die das Verhalten des Enzyms bzw. der Enzyme in Wasch-
oder Reinigungsmitteln bzw. in den resultierenden Wasch- bzw. Reinigungsldsungen beeinflussen.

[0017] Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, eine alkalische Protease vom Typ der
alkalischen Proteasen aus Bacillus gibsonii DSM 14391 weiterzuentwickeln und leistungsverbesserte Varian-
ten zu erhalten, die in technischen Anwendungen verbesserte Leistungen zeigen. Insbesondere sollten solche
gefunden werden, deren Leistungsverbesserung eine gesteigerte Reinigungsleistung von Wasch- und/oder
Reinigungsmitteln bewirkt. Diesbeziiglich sollten solche Protease-Varianten erzeugt werden, die in Bezug auf
die Ausgangsprotease eine verbesserte Waschleistung in Bezug auf zumindest eine Anschmutzung, vorzugs-
weise in Bezug auf mehrere Anschmutzungen, aufweisen.

[0018] Weitere Aufgaben der vorliegenden Erfindung kénnen darin gesehen werden, Proteasen, insbesonde-
re vom Subtilisin-Typ, bereitzustellen, die gegeniiber dem Stand der Technik eine verbesserte Stabilitat gegen-
Uber Temperatureinflissen, pH-Wert-Schwankungen, denaturierenden oder oxidierenden Agentien, proteoly-
tischem Abbau, hohen Temperaturen, sauren oder alkalischen Bedingungen oder gegentber einer Verande-
rung der Redox-Verhaltnisse aufweisen. Weitere Aufgaben kdnnen in einer verringerten Immunogenitat bzw.
verringerten allergenen Wirkung gesehen werden.

[0019] Eine weitere besondere Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, Proteasen ausfindig zu machen,
die bei Temperaturen von 20 bis 60°C eine gute Waschleistung, vorzugsweise eine verbesserte Waschleistung
im Vergleich zu den im Stand der Technik offenbarten Proteasen aufweisen.

[0020] Weitere Teilaufgaben bestanden darin, Nukleinsauren zur Verfligung zu stellen, die fiur derartige Pro-
teasen kodieren, und Vektoren, Wirtszellen und Herstellverfahren zur Verfigung zu stellen, die zur Gewinnung
derartiger Proteasen genutzt werden kénnen. Ferner sollten entsprechende Mittel, insbesondere Wasch- und
Reinigungsmittel, entsprechende Wasch- und Reinigungsverfahren sowie entsprechende Verwendungsmaog-
lichkeiten fir derartige Proteasen zur Verfligung gestellt werden. Schlief3lich sollten technische Einsatzmdg-
lichkeiten fur die gefundenen Proteasen definiert werden.

[0021] Eine Lésung fir die vorstehend genannte Aufgabe ergibt sich erfindungsgemaRn aus der Lehre des ers-
ten Anspruchs. Einen Gegenstand der Erfindung bildet somit eine Protease, die eine Aminosauresequenz um-
fasst, die zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz mindestens zu 78,5% identisch ist, und
die dadurch gekennzeichnet ist, dass sie in der Zahlweise gemafl SEQ ID NO. 2 an Position 211 oder Position
212 oder an den Positionen 211 und 212 eine im Vergleich zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosaure
veranderte Aminosaure aufweist.

[0022] Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass eine Veranderung der Positionen 211 und/oder 212 in
einer Protease, die eine zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz zu mindestens 78,5%
identische Aminosauresequenz umfasst, eine verbesserte Leistung dieser veranderten Protease in Wasch-
und Reinigungsmitteln bewirkt im Vergleich zu einer entsprechenden Protease, die diese Veranderungen nicht
aufweist. Dies ist insbesondere deshalb Gberraschend, da sich die erfindungsgemaf veranderte Protease wie
vorstehend beschrieben von weiteren Subtilisinen — wie beispielsweise Subtilisin 309, PB92, der alkalische
Protease aus Bacillus lentus DSM 5483, BPN', Proteinase K-16, etc. — deutlich unterscheidet. Es war somit
keinesfalls zu erwarten, dass fur alkalische Proteasen aus Bacillus gibsonii (DSM 14391) fur den Einsatz in
Wasch- und Reinigungsmitteln leistungsverbesserte Protease-Varianten erhalten werden durch eine Verande-
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rung an den Positionen 211 und/oder 212 in der Zahlweise der alkalischen Proteasen aus Bacillus gibsonii
(DSM 14391), bezogen auf das reife Enzym. Unerwarteterweise fihren genau diese Veranderungen bei die-
sen Enzymen zu einer Leistungsverbesserung, die sich von den klassischen, etablierten Proteasen vom Sub-
tilisin-Typ unterscheiden.

[0023] In einer bevozugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Protease dadurch gekennzeichnet, dass
sie eine Aminosauresequenz umfasst, die zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz zuneh-
mend bevorzugt zu mindestens 80%, 82,5%, 85%, 87,5%, 90%, 91%, 92%, 93%, 93,5%, 94%, 94,5%, 95%,
95,5%, 96%, 96,5%, 97%, 97,5%, 98%, 98,5%, 99% und ganz besonders bevorzugt zu 99,25% identisch ist.

[0024] Uberraschenderweise wurde ferner festgestellt, dass mehrere Mdglichkeiten vorhanden sind, die vor-
handene Aminosaure in den Positionen 211 und/oder 212 zu verandern, um eine Leistugnsverbesserung der
resultierenden Protease zu erhalten. Grundsatzlich ist es von Bedeutung, dass die Protease an einer dieser
Positionen Uberhaupt verandert ist, d. h. die an der jeweiligen Position vorhandene Aminosaure durch eine an-
dere proteinogene Aminosaure ersetzt ist. Alternativ kdnnen auch beide Positionen derart verandert sein. Ei-
nen weiteren Gegenstand der Erfindung bildet daher eine Protease, die dadurch gekennzeichnet ist, dass die
Protease ausgewahlt ist aus
a) einer Protease, die in der Zahlweise gemaflt SEQ ID NO. 2 an Position 211 eine Aminosaure aufweist,
die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: Alanin, Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Cystein,
Glutamin, Glutaminsaure, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin,
Tryptophan, Tyrosin und Valin
b) einer Protease, die in der Zahlweise gemafls SEQ ID NO. 2 an Position 212 eine Aminosaure aufweist,
die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: Alanin, Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Cystein,
Glutamin, Glutaminsaure, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Serin, Threo-
nin, Tryptophan, Tyrosin und Valin
c) einer Protease, die in der Zahlweise gemall SEQ ID NO. 2 an Position 211 eine Aminosaure gemafn
Merkmal a) aufweist und an Position 212 eine Aminosaure gemaf Merkmal b) aufweist.

[0025] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist Protease dadurch gekennzeichnet, dass die
Protease ausgewahlt ist aus
a) einer Protease, die in der Zahlweise gemafl SEQ ID NO. 2 an Position 211 einen Serinrest aufweist
b) einer Protease, die in der Zahlweise gemaR SEQ ID NO. 2 an Position 212 einen Asparaginrest aufweist
c) einer Protease, die in der Zahlweise gemal SEQ ID NO. 2 an Position 211 einen Serinrest und an Posi-
tion 212 einen Asparaginrest aufweist.

[0026] Denn fir die vorstehend genannten Substitutionen wurde eine besonders vorteilhafte Leistungsver-
besserung festgestellt bei einem Einsatz dieser Protease-Varianten in Wasch- und Reinigungsmitteln, insbe-
sondere in Waschmittelformulierungen. Ausgehend und in der Zahlweise von SEQ ID NO. 2 weisen die erfin-
dungsgemalen Varianten daher die Aminosaureveranderungen M211S (die Aminosaure Methionin an Positi-
on 211 wurde ersetzt durch die Aminosaure Serin) beziehungsweise P212N (die Aminosaure Prolin an Position
212 wurde ersetzt durch die Aminosaure Asparagin) alleine oder in Kombination auf.

[0027] Zusatzlich zu den vorstehend erlauterten Aminosaureveranderungen kénnen erfindungsgemafie Pro-
teasen weitere Aminosaureveranderungen, insbesondere Aminosaure-Substitutionen, -Insertionenen oder
-Deletionen, aufweisen.

[0028] Mit allen vorstehend genannten Erfindungsgegenstanden sind als weitere Erfindungsgegenstande die
zugehorigen Nukleinsauren, entsprechende natirliche Zellen, geeignete Verfahren zu ihrer Identifizierung, ins-
besondere auf den Nukleinsduren aufbauende molekularbiologische Verfahren und Verfahrenselemente sowie
Mittel, Wasch- und Reinigungsmittel, Wasch- und Reinigungsverfahren und uber die betreffenden Proteasen
gekennzeichnete Verwendungsmadglichkeiten verbunden. Aufgrund der zur Verfligung gestellten Nukleinsau-
ren ist eine zusatzliche Optimierung dieses Enzyms, beispielsweise Uber weitere Punktmutationen mdglich.
Ferner kann diese DNA in Shuffling-Anséatze eingebracht und damit zur Erzeugung véllig neuartiger Proteasen
genutzt werden.

[0029] Unter einem Enzym ist im Sinne der vorliegenden Anmeldung ein Protein zu verstehen, das eine be-
stimmte biokatalytische Funktion austbt. Unter Protease im Sinne der vorliegenden Anmeldung wird ein En-
zym verstanden, welches die Hydrolyse von Peptidbindungen katalysiert und dadurch in der Lage ist, Peptide
oder Proteine zu spalten.
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[0030] Ein Protein ist im Sinne der vorliegenden Anmeldung ein aus den natlirlichen Aminosauren zusam-
mengesetztes, weitgehend linear aufgebautes, zur Ausiibung seiner Funktion zumeist eine dreidimensionale
Struktur annehmendes Polypeptid. Ein Peptid besteht aus Aminosauren, die Gber Peptidbindungen miteinan-
der kovalent verbunden sind. Die Bezeichnung Polypeptid verdeutlicht diesbezlglich den Sachverhalt, dass
diese Peptidkette in der Regel aus vielen Aminosauren besteht, die Gber Peptidbindungen miteinander verbun-
den sind. Aminosauren kénnen in einer L- und einer D-Konfiguration vorliegen, wobei die Aminosauren, aus
denen Proteine bestehen, in der L-Konfiguration vorliegen. Sie werden als proteinogene Aminosauren be-
zeichnet. In der vorliegenden Anmeldung werden die proteinogenen, natirlich vorkommenden L-Aminosauren
mit den international gebrauchlichen 1- und 3-Buchstaben-Codes bezeichnet. Zahlreiche Proteine werden als
sogenannte Praproteine, also zusammen mit einem Signalpeptid gebildet. Darunter ist dann der N-terminale
Teil des Proteins zu verstehen, dessen Funktion zumeist darin besteht, die Ausschleusung des gebildeten Pro-
teins aus der produzierenden Zelle in das Periplasma oder das umgebende Medium und/oder dessen korrekte
Faltung zu gewahrleisten. Anschlielend wird das Signalpeptid unter naturlichen Bedigungen durch eine Sig-
nalpeptidase vom Ubrigen Protein abgespalten, so dass dieses seine eigentliche katalytische Aktivitat ohne die
zunachst vorhandenen N-terminalen Aminosauren ausubt. Pro-Proteine sind inaktive Vorstufen von Proteinen.
Deren Vorlaufer mit Signalsequenz werden als Pra-Pro-Proteine bezeichnet. Fir technische Anwendungen
sind aufgrund ihrer enzymatischen Aktivitat die maturen, d. h. reifen Peptide, d. h. die nach ihrer Herstellung
prozessierten Enzyme gegeniiber den Praproteinen bevorzugt. Die Proteine kdnnen von den sie produzieren-
den Zellen nach der Herstellung der Polypeptidkette modifiziert werden, beispielsweise durch Ankniipfung von
Zuckermolekilen, Formylierungen, Aminierungen, usw. Solche Modifikationen werden als posttranslationale
Modifikationen bezeichnet. Diese posttranslationalen Modifizierungen kdnnen, missen jedoch nicht einen Ein-
fluss auf die Funktion des Proteins ausiben.

[0031] Im Sinne der vorliegenden Erfindung werden alle Enzyme, Proteine, Fragmente und Derivate, sofern
sie nicht explizit als solche angesprochen zu werden brauchen, unter dem Oberbegriff Proteine zusammenge-
fasst.

[0032] Durch Vergleich mit bekannten Enzymen, die beispielsweise in allgemein zuganglichen Datenbanken
hinterlegt sind, lasst sich aus der Aminosaure- oder Nukleotid-Sequenz die enzymatische Aktivitat eines be-
trachteten Enzyms folgern. Diese kann durch andere Bereiche des Proteins, die nicht an der eigentlichen Re-
aktion beteiligt sind, qualitativ oder quantitativ modifiziert werden. Dies kénnte beispielsweise die Enzymstabi-
litat, die Aktivitat, die Reaktionsbedingungen oder die Substratspezifitat betreffen.

[0033] Solch ein Vergleich geschieht dadurch, dass ahnliche Abfolgen in den Nukleotid- oder Aminosaurese-
quenzen der betrachteten Proteine einander zugeordnet werden. Dies nennt man Homologisierung. Eine ta-
bellarische Zuordnung der betreffenden Positionen wird als Alignment bezeichnet. Bei der Analyse von Nukle-
otidsequenzen sind wiederum beide komplementaren Strange und jeweils allen drei mdglichen Leserastern zu
bertcksichtigen; ebenso die Degeneriertheit des genetischen Codes und die organismenspezifische Verwen-
dung der Codons (Codon-Usage). Inzwischen werden Alignments tiber Computerprogramme erstellt, wie bei-
spielsweise durch die Algorithmen FASTA oder BLAST; dieses Vorgehen wird beispielsweise von D. J. Lipman
und W. R. Pearson (1985) in Science, Band 227, S. 1435-1441 beschrieben.

[0034] Eine Zusammenstellung aller in den verglichenen Sequenzen Ubereinstimmenden Positionen wird als
Konsensus-Sequenz bezeichnet.

[0035] Solch ein Vergleich erlaubt auch eine Aussage (iber die Ahnlichkeit oder Homologie der verglichenen
Sequenzen zueinander. Diese wird in Prozent Identitat, das heifst dem Anteil der identischen Nukleotide oder
Aminosaurereste an denselben bzw. in einem Alignment einander entsprechenden Positionen wiedergegeben.
Ein weiter gefaltter Homologiebegriff bezieht die konservierten Aminosaure-Austausche in diesen Wert mit ein.
Es ist dann von Prozent Ahnlichkeit die Rede. Solche Aussagen kénnen (iber ganze Proteine oder Gene oder
nur Uber einzelne Bereiche getroffen werden.

[0036] Homologe Bereiche von verschiedenen Proteinen sind durch Ubereinstimmungen in der Aminosaure-
sequenz definiert. Diese kdnnen auch durch identische Funktion gekennzeichnet sein. Sie geht bis zu vélligen
Identitaten in kleinsten Bereichen, sogenannten Boxen, die nur wenige Aminosauren umfassen und meist fur
die Gesamtaktivitat essentielle Funktionen ausliben. Unter den Funktionen der homologen Bereiche sind
kleinste Teilfunktionen der vom gesamten Protein ausgeubten Funktion zu verstehen, wie beispielsweise die
Ausbildung einzelner Wasserstofforiickenbindungen zur Komplexierung eines Substrats oder Ubergangskom-
plexes.
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[0037] Proteine kénnen auch Uber die Reaktion mit einem Antiserum oder einem bestimmten Antikdrper zu
Gruppen immunologisch verwandter Proteine zusammengefal3t werden. Die Angehdrigen einer Gruppe zeich-
nen sich dadurch aus, dass sie dieselbe, von einem Antikdrper erkannte antigene Determinante aufweisen.

[0038] Einen weiteren Erfindungsgegenstand bilden daher Proteasen, dadurch gekennzeichnet sind, dass sie
mindestens eine und zunehmend bevorzugt zwei, drei oder vier Ubereinstimmende antigene Determinanten
mit einer erfindungsgemafen Protease aufweisen.

[0039] Proteasen bzw. Enzyme im allgemeinen kénnen durch verschiedene Verfahren, z. B. gezielte geneti-
sche Veranderung durch Mutageneseverfahren, weiterentwickelt und fiir bestimmte Einsatzzwecke oder hin-
sichtlich spezieller Eigenschaften, beispielsweise katalytische Aktivitat, Stabilitat, usw., optimiert werden. An-
derungen der Nukleotidsequenz, wie sie beispielsweise durch an sich bekannte molekularbiologische Metho-
den herbeigefiihrt werden kénnen, werden demnach als Mutationen bezeichnet. Je nach Art der Anderung
kennt man beispielsweise Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutationen oder solche, bei denen ver-
schiedene Gene oder Teile von Genen miteinander fusioniert (shuffling) werden; dies sind Genmutationen. Die
zugehorigen Organismen werden als Mutanten bezeichnet. Die von mutierten Nukleinsauren abgeleiteten Pro-
teine werden als Varianten bezeichnet. So fihren beispielsweise Deletions-, Insertions-, Substitutionsmutatio-
nen oder Fusionen zu deletions-, insertions-, substitutionsmutierten oder Fusionsgenen und auf Proteinebene
zu entsprechenden Deletions-, Insertions- oder Substitutionsvarianten, beziehungsweise Fusionsproteinen.
Die Strategie, in die bekannten Molekile gezielte Punktmutationen einzufiihren, etwa um die Waschleistung
der Proteasen, beispielsweise Subtilisinen, zu verbessern, wird auch als Rationales Protein-Design bezeich-
net. Eine ahnliche Strategie der Leistungsverbesserung besteht darin, die Oberflachenladungen und/oder den
isoelektrischen Punkt der Molekile und darlber ihre Wechselwirkungen mit dem Substrat zu verandern. So
kann beispielsweise tUber Punktmutationen die Nettoladung der Subtilisine verandert werden, um dartber die
Substratbindung insbesondere fiir den Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln zu beeinflussen. Eine weitere,
insbesondere erganzende Strategie besteht darin, die Stabilitat der betreffenden Proteasen zu erhéhen und
damit ihre Wirksamkeit zu erhéhen, beispielsweise Uber Kopplung an ein oder mehrere gleichartige oder ver-
schiedenartige Polymere. Insbesondere fiur kosmetische Anwendungen kann eine solche Kopplung in einer
verbesserten Hautvertraglichkeit resultieren. Insbesondere fir Wasch- und Reinigungsmittel sind zwar Stabili-
sierungen durch Punktmutationen gelaufiger, entsprechende Kopplungen an Polymere aber dennoch mdglich.

[0040] Eine moderne Richtung der Enzymentwicklung besteht darin, Elemente aus bekannten, miteinander
verwandten Proteinen Uber statistische Verfahren zu neuen Enzymen mit bislang nicht erreichten Eigenschaf-
ten zu kombinieren. Solche Verfahren werden auch unter dem Oberbegriff Directed Evolution zusamengefalt.
Dazu gehoren beispielsweise folgende Verfahren: Die StEP-Methode (Zhao et al. (1998), Nat. Biotechnol.,
Band 16, S. 258-261), Random priming recombination (Shao et al., (1998), Nucleic Acids Res., Band 26, S.
681-683), DNA-Shuffling (Stemmer, W. P. C. (1994), Nature, Band 370, S. 389-391) oder RACHITT (Coco, W.
M. et al. (2001), Nat. Biotechnol., Band 19, S. 354-359). Eine weitere Shuffling-Methode mit der Bezeichnung
~-Recombining ligation reaction" (RLR) ist in WO 00/09679 A1 beschrieben.

[0041] Fur die Beschreibung von Punktmutationen, die genau eine Aminosaureposition betreffen (Aminosau-
reaustausche), wird folgende Konvention angewendet: zunachst wird die natirlicherweise vorhandene Amino-
saure in Form des international gebrauchlichen Einbuchstaben-Codes bezeichnet, dann folgt die zugehdrige
Sequenzposition und schlielich die eingefligte Aminosaure. Mehrere Austausche innerhalb derselben Poly-
peptidkette werden durch Schragstriche voneinander getrennt.

[0042] Es ist aus dem Stand der Technik weiterhin allgemein bekannt, dass sich vorteilhafte Eigenschaften
einzelner Mutationen, z. B. einzelner Punktmutationen, erganzen kénnen. Eine hinsichtlich bestimmter Eigen-
schaften bereits optimierte Protease, zum Beispiel hinsichtlich ihrer Stabilitdt gegeniber Tensiden oder ande-
ren Komponenten, kann erfindungsgemal zusatzlich weiterentwickelt werden.

[0043] Unter Fragmenten werden alle Proteine oder Peptide verstanden, die kleiner sind als nattirliche Pro-
teine und beispielsweise auch synthetisch erhalten werden kénnen. Aufgrund ihrer Aminosauresequenzen
kdnnen sie den betreffenden vollstandigen Proteinen zugeordnet werden. Sie kdnnen beispielsweise gleiche
Strukturen annehmen oder proteolytische Aktivitaten oder Teilaktivitdten ausiiben, wie beispielsweise die Kom-
plexierung eines Substrats. Fragmente und Deletionsvarianten von Ausgangsproteinen sind prinzipiell gleich-
artig; wahrend Fragmente eher kleinere Bruchstlicke darstellen, fehlen den Deletionsmutanten eher nur kurze
Bereiche, und damit nur einzelne Teilfunktionen.

[0044] Unter chimaren oder hybriden Proteinen sind im Sinne der vorliegenden Anmeldung solche Proteine
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zu verstehen, deren Sequenz die Sequenzen oder Teilsequenzen von mindestens zwei Ausgangsproteinen
umfasst. Die Ausgangsproteine kdnnen diesbezuglich aus verschiedenen oder aus demselben Organismus
stammen. Chimare oder hybride Proteine kdnnen beispielsweise durch Rekombinationsmutagenese erhalten
werden. Der Sinn einer solchen Rekombination kann beispielsweise darin bestehen, mithilfe des heranfusio-
nierten Proteinteils eine bestimmte enzymatische Funktion herbeizuflihren oder zu modifizieren. Es ist dabei
im Sinne der vorliegenden Erfindung unwesentlich, ob solch ein chiméares Protein aus einer einzelnen Poly-
peptidkette oder mehreren Untereinheiten besteht, auf welche sich unterschiedliche Funktionen verteilen kén-
nen.

[0045] Unter durch Insertionsmutation erhaltene Proteine sind solche Varianten zu verstehen, die durch Ein-
fligen eines Proteinfragments in die Ausgangssequenzen erhalten worden sind. Sie sind ihrer prinzipiellen
Gleichartigkeit wegen den chimaren Proteinen zuzuordnen. Sie unterscheiden sich von jenen lediglich im Gro-
Renverhaltnis des unveranderten Proteinteils zur GréRe des gesamten Proteins. In solchen insertionsmutierten
Proteinen ist der Anteil an Fremdprotein geringer als in chimaren Proteinen.

[0046] Inversionsmutagenese, also eine partielle Sequenzumkehrung, kann als Sonderform sowohl der De-
letion, als auch der Insertion angesehen werden. Dasselbe gilt fir eine von der urspriinglichen Aminosaureab-
folge abweichende Neugruppierung verschiedener Molekdilteile. Sie kann sowohl als Deletionsvariante, als In-
sertionsvariante, als auch als Shuffling-Variante des urspriinglichen Proteins angesehen werden.

[0047] Unter Derivaten werden im Sinne der vorliegenden Anmeldung solche Proteine verstanden, deren rei-
ne Aminosaurekette chemisch modifiziert worden ist. Solche Derivatisierungen kénnen beispielsweise biolo-
gisch im Zusammenhang mit der Proteinbiosynthese durch die Wirtszelle erfolgen. Hierfur kbnnen molekular-
biologische Methoden eingesetzt werden. Sie kénnen aber auch chemisch durchgefiihrt werden, etwa durch
die chemische Umwandlung einer Seitenkette einer Aminosaure oder durch kovalente Bindung einer anderen
Verbindung an das Protein. Bei solch einer Verbindung kann es sich beispielsweise auch um andere Proteine
handeln, die beispielsweise tber bifunktionelle chemische Verbindungen an erfindungsgemafe Proteine ge-
bunden werden. Derartige Modifizierungen kénnen beispielsweise die Substratspezifitdt oder die Bindungs-
starke an das Substrat beeinflussen oder eine voriibergehende Blockierung der enzymatischen Aktivitat her-
beifuhren, wenn es sich bei der angekoppelten Substanz um einen Inhibitor handelt. Dies kann beispielsweise
fur den Zeitraum der Lagerung sinnvoll sein. Ebenso ist unter Derivatisierung die kovalente Bindung an einen
makromolekularen Trager zu verstehen, genauso wie auch ein nichtkovalenter Einschluss in geeignete makro-
molekulare Kafigstrukturen.

[0048] Einen weiteren Gegenstand der Erfindung stellt somit eine Protease dar, die dadurch gekennzeichnet
ist, dass sie aus einer erfindungsgemafen Protease als Ausgangsmolekil erhaltbar ist durch Fragmentierung,
Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutagenese und eine Aminosauresequenz umfasst, die Uber eine
Lange von mindestens 266 und zunehmend bevorzugt mindestens 260, 250, 240, 230, 220, 210, 200, 190,
180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60 und 50 zusammenhangenden Aminosaurepositio-
nen mit dem Ausgangsmolekiil Gbereinstimmt.

[0049] Soistes beispielsweise moglich, an den Termini oder in den Loops des Enzyms einzelne Aminosauren
zu deletieren, ohne dafl dadurch die proteolytische Aktivitat verlorengeht. Ferner kann durch derartige Deleti-
onen die Allergenizitat betreffender Proteasen gesenkt und somit insgesamt ihre Einsetzbarkeit verbessert
werden kann. Die Fragmentierung kommt dem nachstehend ausgefiihrten Aspekt der Insertions- oder Substi-
tutionsmutagenese und/oder auch einer méglichen Fusion mit anderen Enzymen zugute. Hinsichtlich des be-
absichtigten Einsatzes dieser Enzyme ist es besonders bevorzugt, wenn sie auch nach der Fragmentierung
oder Deletionsmutagenese eine proteolytische Aktivitat besitzen.

[0050] Zahlreiche Dokumente des Stands der Technik offenbaren vorteilhafte Wirkungen von Insertionen und
Substitionen in Subtilasen. Prinzipiell gehéren hierzu auch Einzelaustausche von Aminosauren, es kénnen
aber auch mehrere zusammenhangende Aminosauren gegen andere ausgetauscht werden. Hierzu gehéren
auch Neukombinationen von gréfteren Enzymabschnitten, d. h. die Kombination von Fragmenten, mit anderen
Proteasen oder Proteinen anderer Funktion beziehungsweise wiederum Fragmenten derselben. So ist es bei-
spielsweise mdglich, ein erfindungsgemafes Protein oder Teile davon Uber peptidische Linker oder direkt als
Fusionsprotein mit Bindungsdomanen aus anderen Proteinen, etwa der Cellulose-Bindungsdomane, zu ver-
sehen und dadurch die Hydrolyse des Substrats effektiver zu gestalten. Ebenso kdnnen erfindungsgemafe
Proteine beispielsweise auch mit Amylasen oder Cellulasen verknlpft werden, um eine Doppelfunktion auszu-
Uben.
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[0051] Einen weiteren Gegenstand der Erfindung stellt eine Protease dar, die dadurch gekennzeichnet ist,
dass sie aus einer erfindungsgemalfien Protease als Ausgangsmolekil erhaltbar ist und einen oder mehrere
Aminosaureaustausche in Positionen aufweist, die den Positionen 3, 4, 36, 42, 47, 56, 61, 69, 87, 96, 99, 101,
102, 104, 114, 118, 120, 130, 139, 141, 142, 154, 157, 188, 193, 199, 205, 224, 229, 236, 237, 242, 243, 255
und 268 der Alkalischen Protease aus Bacillus lentus gemaR SEQ ID NO. 3 in einem Alignment zugeordnet
sind. Die Aminosaurepositionen werden hierbei durch ein Alignment der Aminosauresequenz einer erfindungs-
gemalien Protease mit der Aminosauresequenz der Alkalischen Protease aus Bacillus lentus, wie sie in SEQ
ID NO. 3 angegeben ist, zugeordnet. Auf diese Art und Weise werden so genannte homologe Positionen be-
stimmt. Ein Beispiel fur ein solches Alignment ist in Fig. 1 angegeben.

[0052] Eine endglltige Bestatigung in der Zuordnung homologer Positionen, d. h. insbesondere deren funk-
tionelle Entsprechung, kénnen letztlich nur Vergleichsversuche liefern, wonach die beiden auf der Basis eines
Alignments einander zugeordneten Positionen in beiden miteinander verglichenen Proteasen auf die gleiche
Weise punktmutiert werden und beobachtet wird, ob bei beiden die enzymatische Aktivitat auf gleiche Weise
verandert wird. Geht beispielsweise ein Aminosaureaustausch in einer bestimmten Position der B. lentus-Al-
kalische Protease (BLAP) mit einer Erhéhung von KM oder einem anderen enzymatischen Parameter einher,
und wird tendenziell die gleiche Verschiebung des KM-Werts in einer erfindungsgemafien Protease-Variante
beobachtet, deren Aminosaureaustausch durch dieselbe eingeflihrte Aminosaure erreicht wurde, so ist hierin
die Bestatigung dieses Erfindungsaspekts zu sehen.

[0053] In den genannten Positionen liegen in dem Wildtypmolekul der B. lentus-Alkalischen Protease folgen-
de Aminosaurereste: S3, V4, S36, N42, A47, T56, G61, T69, E87, A96, R99, A101, 1102, S104, N114, H118,
A120, S130, S139, T141, S142, S154, S157, A188, V193, V199, G205, A224, K229, S236, N237, N242, H243,
N255 beziehungsweise T268.

[0054] Da neben der Alkalischen Protease aus Bacillus licheniformis die B. lentus-Alkalische Protease im
Stand der Technik ein wichtiges Referenzmolekiil zur Beschreibung neuer Proteasen und von Punktmutatio-
nen darstellt und die hier beschriebenen neuen Proteasen und somit auch ihre Sequenz bislang unbekannt
sind, erscheint es vorteilhaft, in der Zuordnung der Punktmutationen auf die Zahlung der Alkalische Protease
aus Bacillus lentus Bezug zu nehmen. Weiterhin richtet sich die Z&hlung im Allgemeinen nach dem reifen (ma-
turen) Protein. Vorteilhafte Positionen flir Sequenzveranderungen, beispielsweise durch Punktmutationen, der
Alkalischen Protease aus Bacillus lentus, die Ubertragen auf homologe Positionen der erfindungsgemafen
Proteasen bevorzugt von Bedeutung sind und der Protease vorteilhafte funktionelle Eigenschaften verleihen,
werden nachfolgend angegeben.

[0055] Aus der Anmeldung WO 92/21760 A1 gehen Einfach- und Mehrfachvarianten des Subtilisins aus Ba-
cillus lentus DSM 5483 in folgenden Positionen hervor: 3, 4, 36, 42, 47, 56, 69, 87, 96, 101, 102, 104, 114, 118,
120, 130, 139, 141, 142, 157, 188, 193, 199, 205, 224, 229, 236, 237, 242, 243, 255 und 268. Die Anmeldung
WO 95/23221 A1 offenbart neben einer Veranderung der Position 211 zuséatzlich Austausche an diesem Mo-
lekdl in den Positionen 99 und 154, insbesondere R99G, R99A, R99S, S154D und S154E. Die Anmeldung WO
02/088340 offenbart neben einer méglichen Veranderung an Position 211 weitere mogliche Aminosaureaus-
tausche in einer oder mehreren der Positionen 3, 4 und 199, wobei die Austausche an Position 3 (zum Beispiel
S3T) und an Position 4 (zum Beispiel V4l) vermutlich tGber einen Stabilisierungseffekt auf das Molekil zu einer
Verbesserung seines Beitrags zur Waschleistung eines Wasch- oder Reinigungsmittels flhren.

[0056] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine zuvor beschriebene Protease, die zusatzlich stabilisiert
ist, insbesondere durch Kopplung an ein Polymer.

[0057] Denn eine Erhéhung der Stabilitat bei der Lagerung und/oder wahrend des Einsatzes, beispielsweise
beim Waschprozess fiihrt dazu, daf ihre Aktivitat Ianger anhalt und damit in der Wirkung verstarkt wird. Als
Stabilisierungsmoglichkeiten kommen alle im Stand der Technik beschriebenen und zweckmafigen Strategien
in Betracht, bespielsweise die kovalente Kopplung an ein Polymer. Alternativ hierzu sind auch solche Stabili-
sierungen geeignet, die Gber Punktmutagenese des Molekiils selbst méglich sind (und aufgrund der Sequenz-
unterschiede bereits unter die oben beschriebenen Ausflihrungsformen fallen). Denn diese Stabilisierungen
erfordern im Anschluf3 an die Proteingewinnung keine weiteren Arbeitsschritte. Einige hierfir geeignete Punkt-
mutationen sind an sich aus dem Stand der Technik bekannt. So kénnen Proteasen beispielsweise dadurch
stabilisiert werden, dass ein oder mehrere Tyrosin-Reste gegen andere proteinogene Aminosauren aus-
tauscht.

[0058] Eine weitere Moglichkeit zur Stabilisierung von Enzymen stellt beispielsweise Veranderung der Bin-

9/41



DE 10 2007 044 415 A1 2009.03.19

dung von Metallionen, insbesondere der Bindung von Calcium-lonen, durch Veranderung der entsprechenden
Bindungsstellen, insbesondere der Calcium-Bindungsstellen, dar. Hierflr kann beispielsweise eine oder meh-
rere der an der Calcium-Bindung bzw. Metallionen-Bindung beteiligten Aminosauren gegen negativ geladene
Aminosauren ausgetauscht werden. Alternativ oder zusatzlich kénnen zur Stabilisierung tber die Calcium-Bin-
dung gleichzeitig in mindestens einer der Folgen der beiden Aminosaurereste Arginin/Glycin Punktmutationen
eingefiihrt werden. Als eine weitere Mdglichkeit zur Stabilisierung kénnen Proteine durch Mutationen auf der
Oberflache des Proteins gegen den Einflul® von denaturierenden Agentien wie Tensiden, insbesondere ioni-
schen Tensiden, geschiitzt werden. Insbesondere kdnnen hydrophobe Aminosaurereste durch starker hydro-
phile Aminosaurereste ersetzt werden und/oder polare ungeladene Aminosaurereste durch sterisch an-
spruchsvollere Aminosaurereste, vor allem solche mit im Vergleich zur urspriinglich vorhandenen Aminosaure
langeren hydrophilen Seitenketten, ersetzt werden und/oder ionische Aminosauren ersetzt werden durch un-
geladene hydrophile Aminosaurereste oder durch Aminosaurereste, deren Ladung nicht gegensatzlich zur
Nettoladung des denaturierenden Agens, also beispielsweise des ionischen Tensids, ist.

[0059] Eine andere Mdglichkeit zur Stabilisierung gegenlber erhéhter Temperatur und dem Einwirken von
Tensiden ergibt sich durch den Austausch von Aminosauren, die nahe des N-Terminus liegen, gegen solche
Aminosauren, die vermutlich Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen mit dem Rest des Molekils in Kontakt
treten und somit einen Beitrag zur Aufrechterhaltung der globularen Struktur leisten.

[0060] Bevorzugte Ausflihrungsformen sind solche, bei denen das Molekil auf mehrere Arten stabilisiert wird.
Denn in der Regel wirken mehrere stabilisierende Mutationen additiv oder synergistisch auf die Gesamtstabi-
litdt des Enzyms. Besonders bevozugt sind daher Kombinationen von stabilisierenden Enzymveranderungen,
die synergistisch zusammenwirken und sich in ihrer stabilisierenden Wirkung dahingehend erganzen, dass die
kombinatorisch erreichte Stabilisierung die bloe Summe der einzelnen Stabilisierungseffekte Ubersteigt.

[0061] Einen weiteren Gegenstand der Erfindung stellt eine Protease wie vorstehend beschrieben dar, die da-
durch gekennzeichnet ist, dass sie mindestens eine chemische Modifikation aufweist. Eine Protease mit einer
solchen Veranderung wird auch als Derivat bezeichnet, d. h. die Protease ist derivatisiert.

[0062] Unter Derivaten werden daher solche Proteine verstanden, die durch eine zusatzliche Modifikation aus
den ausgefihrten Proteinen erhalten werden. Bevorzugt handelt es sich hierbei um eine chemische Modifika-
tion der erfindungsgemafRen Proteine. Derartige Modifikationen kénnen beispielsweise die Stabilitat, Subst-
ratspezifitat oder die Bindungsstarke an das Substrat oder die enzymatische Aktivitat beeinflussen. Sie kbnnen
auch dazu dienen, um die Allergenizitat und/oder Immunogenizitat des Proteins herabzusetzen und damit bei-
spielsweise dessen Hautvertraglichkeit zu erhéhen.

[0063] Solche Derivatisierungen, insbesondere chemische Modifikationen, kénnen beispielsweise auf biolo-
gischem Wege erfolgen, etwa im Zusammenhang mit der Proteinbiosynthese durch den produzierenden Wirts-
organismus. Hier sind Kopplungen niedrigmolekularer Verbindungen wie von Lipiden oder Oligosacchariden
besonders hervorzuheben.

[0064] Derivatisierungen kénnen aber auch auf chemischem Wege durchgefiihrt werden, etwa durch die che-
mische Umwandlung einer Seitenkette oder durch kovalente Bindung einer anderen, beispielsweise makromo-
lekularen Verbindung an das Protein. Beispielsweise kann die Kopplung von Aminen an Carboxylgruppen ei-
nes Enzyms eine Veranderung des isoelektrischen Punkts des Proteins bewirken. Ferner kbnnen beispielswei-
se weitere Makromolekile wie Proteine, etwa tber bifunktionelle chemische Verbindungen, an erfindungsge-
malie Proteine gebunden werden. So ist es beispielsweise méglich, ein erfindungsgemalies Protein auch tber
einen Nichtprotein-Linker mit einer spezifischen Bindungsdomane zu versehen. Solche Derivate eignen sich
besonders fir den Einsatz in in Wasch- oder Reinigungsmitteln. Analog kénnen beispielsweise auch Protea-
se-Inhibitoren Uber Linker, insbesondere Aminosaure-Linker an die erfindungsgemaflen Proteine gebunden
werden. Kopplungen mit sonstigen makromolekularen Verbindungen wie etwa Polyethylenglykol verbessern
das Molekdul hinsichtlich weiterer Eigenschaften wie Stabilitdt oder Hautvertraglichkeit wie bereits vorstehend
erlautert.

[0065] Unter Derivaten erfindungsgemaler Proteine kdnnen im weitesten Sinne auch Praparationen dieser
Enzyme verstanden werden. Je nach Gewinnung, Aufarbeitung oder Praparation kann ein Protein mit diversen
anderen Stoffen vergesellschaftet sein, beispielsweise aus der Kultur der produzierenden Mikroorganismen.
Ein Protein kann auch, beispielsweise zur Erhéhung seiner Lagerstabilitat, mit bestimmten anderen Stoffen ge-
zielt versetzt worden sein. Erfindungsgemal sind deshalb auch alle Praparationen eines erfindungsgemafien
Proteins unabhangig davon, ob es in einer bestimmten Praparation tatsachlich die vorgesehene enzymatische
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Aktivitat entfaltet oder nicht. Denn es kann gewiinscht sein, dal3 es bei der Lagerung keine oder nur geringe
Aktivitat besitzt, und erst zum Zeitpunkt der Verwendung seine enzymatische Funktion entfaltet. Dies kann bei-
spielsweise Uber entsprechende Begleitstoffe gesteuert werden. Insbesondere die gemeinsame Praparation
von Proteasen mit Protease-Inhibitoren ist vorteilhaft und aus dem Stand der Technik bekannt.

[0066] Die Losung einer Teilaufgabe und somit einen eigenstandigen Erfindungsgegenstand bilden Nuklein-
sauremolekiile, die fur eine erfindungsgemafie Protease kodieren sowie Vektoren, enthaltend eine solche Nu-
kleinsaure.

[0067] Unter Nukleinsauren sind im Sinne der vorliegenden Anmeldung die natirlicherweise aus Nukleotiden
aufgebauten als Informationstrager dienenden Molekiile zu verstehen, die fir die lineare Aminosaureabfolge
in Proteinen oder Enzymen codieren. Sie kdnnen als Einzelstrang, als ein zu diesem Einzelstrang komplemen-
tarer Einzelstrang oder als Doppelstrang vorliegen. Als der natirlicherweise dauerhaftere Informationstrager
ist die Nukleinsaure DNA fiir molekularbiologische Arbeiten bevorzugt. Demgegenuber wird fiir die Realisie-
rung der Erfindung in nattrlicher Umgebung, wie beispielsweise in einer exprimierenden Zelle, eine RNA ge-
bildet, weshalb erfindungswesentliche RNA-Molekule ebenfalls Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfin-
dung darstellen.

[0068] Bei DNA sind die Sequenzen beider komplementarer Strange in jeweils allen drei moglichen Leseras-
tern zu bertcksichtigen. Ferner ist zu berlicksichtigen, dass verschiedene Codon-Triplets fur dieselben Amino-
sauren codieren kdnnen, so dass eine bestimmte Aminosaure-Abfolge von mehreren unterschiedlichen und
moglicherweise nur geringe ldentitat aufweisenden Nukleotidsequenzen abgeleitet werden kann, was als De-
generiertheit des genetischen Codes bezeichnet wird. Aulerdem weisen verschiedene Organismen Unter-
schiede im Gebrauch dieser Codons auf. Aus diesen Grinden mussen sowohl Aminosauresequenzen als
auch Nukleotidsequenzen in die Betrachtung des Schutzbereichs einbezogen werden. Daher sind samtliche
Nukleotidsequenzen in die Erfindung mit eingeschlossen, die eine der vorstehend beschriebenen Enzyme ko-
dieren kénnen. Der Fachmann ist in der Lage, diese Nukleotidsequenzen zweifelsfrei zu bestimmen, da trotz
der Degeneriertheit des genetischen Codes einzelnen Codons definierte Aminosauren zuzuordnen sind. Da-
her kann der Fachmann ausgehend von einer sind jeweils nur als eine beispielhafte Codierung fiir eine be-
stimmte Aminosaurefolge anzusehen.

[0069] Die einem Protein entsprechende Informationseinheit wird auch im Sinne der vorliegenden Anmeldung
als Gen bezeichnet.

[0070] Einem Fachmann ist es Uber heutzutage allgemein bekannte Methoden, wie beispielsweise die che-
mische Synthese oder die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in Verbindung mit molekularbiologischen
und/oder proteinchemischen Standardmethoden méglich, anhand bekannter DNA- und/oder Aminosaurese-
guenzen die entsprechenden Nukleinsauren bis hin zu vollstdndigen Genen herzustellen. Derartige Methoden
sind beispielsweise aus Sambrook, J., Fritsch, E. F. and Maniatis, T. 2001: Molecular cloning: a laboratory ma-
nual, 3. Edition (Cold Spring Laboratory Press) bekannt.

[0071] Anderungen der Nukleotidsequenz, wie sie beispielsweise durch an sich bekannte molekularbiologi-
sche Methoden herbeigefiinrt werden kénnen, werden als Mutationen bezeichnet. Je nach Art der Anderung
kennt man beispielsweise Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutationen oder solche, bei denen ver-
schiedene Gene oder Teile von Genen miteinander fusioniert oder rekombiniert werden; dies sind Genmutati-
onen. Die zugehdrigen Organismen werden als Mutanten bezeichnet. Die von mutierten Nukleinsduren abge-
leiteten Proteine werden als Varianten bezeichnet. So fiihren beispielsweise Deletions-, Insertions-Substituti-
onsmutationen oder Fusionen zu deletions-, insertions-substitutionsmutierten oder Fusionsgenen und auf Pro-
teinebene zu entsprechenden Deletions-, Insertions- oder Substitutionsvarianten, beziehungsweise Fusions-
proteinen.

[0072] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung ist das Nukleinsduremolekiil, das fiir eine erfin-
dungsgemale Protease kodiert, dadurch gekennzeichnet, dass es zu der in SEQ ID NO. 1 angegebenen Nu-
kleinsduresequenz zunehmend bevorzugt zu mindestens 78,5%, 80%, 82,5%, 85%, 87,5%, 90%, 91%, 92%,
93%, 93,5%, 94%, 94,5%, 95%, 95,5%, 96%, 96,5%, 97%, 97,5%, 98%, 98,5%, 99% und ganz besonders be-
vorzugt zu 99,25% identisch ist.

[0073] Bevorzugt sind solche Nukleinsauren, die fir reife (mature) Proteine codieren, und zunehmend bevor-
zugt sind besonders solche, die fur zunehmend aktive Varianten der erfindungsgemafRen Proteine codieren.
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[0074] Weiterhin bevorzugt sind solche Nukleinsduren, von denen eines oder vorzugsweise mehrere Codons
durch synonyme Codons ersetzt worden sind.

[0075] Dieser Aspekt bezieht sich auf die heterologe Expression der betreffenden Proteasen. So besitzt jeder
Organismus, insbesondere jeder Produktionsstamm tber eine gewisse Codon-Usage. Hierbei kann es zu Eng-
passen in der Proteinbiosynthese kommen, wenn die auf der transgenen Nukleinsaure liegenden Codons in
der Wirtszelle einer vergleichsweise geringen Zahl von beladenen tRNAs gegeniberstehen. Synonyme Co-
dons codieren dagegen fir dieselben Aminosauren und kdnnen in Abhangigkeit vom Wirt besser translatiert
werden. Dieses gegebenenfalls notwendige Umschreiben hangt somit von der Wahl des Expressionssystems.
Insbesondere bei Proben aus unbekannten, eventuell nicht kultivierbaren Organismen kann eine entsprechen-
de Anpassung notwendig sein.

[0076] Die vorliegende Erfindung umfasst die Herstellung rekombinanter Proteine. Hierunter sind erfindungs-
gemal alle gentechnischen oder mikrobiologischen Verfahren zu verstehen, die darauf beruhen, dass die
Gene flr die interessierenden Proteine in eine fiir die Produktion geeignete Wirtszelle eingebracht und von die-
ser transkribiert und translatiert werden. Geeigneterweise erfolgt die Einschleusung der betreffenden Gene
Uber Vektoren, insbesondere Expressionsvektoren; aber auch tber solche, die bewirken, dass das interessie-
rende Gen in der Wirtszelle in ein bereits vorhandenes genetisches Element wie das Chromosom oder andere
Vektoren eingefiigt werden kann. Die funktionelle Einheit aus Gen und Promotor und eventuellen weiteren ge-
netischen Elementen wird erfindungsgeman als Expressionskassette bezeichnet. Sie muss dafir jedoch nicht
notwendigerweise auch als physische Einheit vorliegen.

[0077] Unter Vektoren werden im Sinne der vorliegenden Erfindung aus Nukleinsduren bestehende Elemente
verstanden, die als kennzeichnenden Nukleinsaurebereich ein interessierendes Gen enthalten. Sie vermoégen
dieses in einer Spezies oder einer Zellinie iber mehrere Generationen oder Zellteilungen hinweg als stabiles
genetisches Element zu etablieren. Vektoren sind insbesondere bei der Verwendung in Bakterien spezielle
Plasmide, also zirkulare genetische Elemente. Man unterscheidet in der Gentechnik einerseits zwischen sol-
chen Vektoren, die der Lagerung und somit gewissermafien auch der gentechnischen Arbeit dienen, den so-
genannten Klonierungsvektoren, und andererseits denen, die die Funktion erfullen, das interessierende Gen
in der Wirtszelle zu realisieren, das heif’t, die Expression des betreffenden Proteins zu ermdglichen. Diese
Vektoren werden als Expressionsvektoren bezeichnet.

[0078] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird die Nukleinsaure geeigneterweise in einen Vektor klo-
niert. Die molekularbiologische Dimension der Erfindung besteht somit in Vektoren mit den Genen fir die ent-
sprechenden Proteine. Dazu kénnen beispielsweise solche gehdéren, die sich von bakteriellen Plasmiden, von
Viren oder von Bacteriophagen ableiten, oder iberwiegend synthetische Vektoren oder Plasmide mit Elemen-
ten verschiedenster Herkunft. Mit den weiteren jeweils vorhandenen genetischen Elementen vermdgen Vek-
toren, sich in den betreffenden Wirtszellen Gber mehrere Generationen hinweg als stabile Einheiten zu etab-
lieren. Es ist dabei im Sinne der Erfindung unerheblich, ob sie sich extrachomosomal als eigene Einheiten eta-
blieren oder in ein Chromosom integrieren. Welches der zahlreichen aus dem Stand der Technik bekannten
Systeme gewahlt wird, hangt vom Einzelfall ab. Ausschlaggebend kénnen beispielsweise die erreichbare Ko-
pienzahl, die zur Verfugung stehenden Selektionssysteme, darunter vor allem Antibiotikaresistenzen, oder die
Kultivierbarkeit der zur Aufnahme der Vektoren befahigten Wirtszellen sein.

[0079] Die Vektoren bilden geeignete Ausgangspunkte flir molekularbiologische und biochemische Untersu-
chungen des betreffenden Gens oder zugehdrigen Proteins und fir erfindungsgemafe Weiterentwicklungen
und letztlich fur die Amplifikation und Produktion erfindungsgemafer Proteine. Sie stellen insofern Ausfuh-
rungsformen der vorliegenden Erfindung dar, als die Sequenzen der enthaltenen erfindungsgemafen Nukle-
insdurebereiche jeweils innerhalb der oben naher bezeichneten Homologiebereiche liegen.

[0080] Einen weiteren Gegenstand der Erfindung stellen somit Vektoren dar, die mindestens ein Nukleinsau-
remolekul beinhalten, welches fir eine erfindungsgemale Protease kodiert, insbesondere ein Nukleinsaure-
molekil, wie es vorstehend beschrieben ist. In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung ist der Vektor
dadurch gekennzeichnet, dass der Vektor ein Klonierungsvektor oder ein Expressionsvektor ist. Klonierungs-
vektoren eignen sich neben der Lagerung, der biologischen Amplifikation oder der Selektion des interessieren-
den Gens fur die Charakterisierung des betreffenden Gens, etwa Uber das Erstellen einer Restriktionskarte
oder die Sequenzierung. Klonierungsvektoren sind auch deshalb bevorzugte Ausfiihrungsformen der vorlie-
genden Erfindung, weil sie eine transportierbare und lagerfahige Form der beanspruchten DNA darstellen. Sie
sind auch bevorzugte Ausgangspunkte fir molekularbiologische Techniken, die nicht an Zellen gebunden sind,
wie beispielsweise die Polymerasekettenreaktion.
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[0081] Expressionsvektoren sind chemisch den Klonierungsvektoren ahnlich, unterscheiden sich aber in je-
nen Teilsequenzen, die sie dazu befahigen, in den fir die Produktion von Proteinen optimierten Wirtszellen
oder Wirtsorganismen zu replizieren und dort das enthaltene Gen zur Expression zu bringen. Bevorzugte Aus-
fuhrungsformen sind Expressionsvektoren, die selbst die zur Expression notwendigen genetischen Elemente
tragen. Die Expression wird beispielsweise von Promotoren beeinfluf3t, welche die Transkription des Gens re-
gulieren. So kann die Expression durch den naturlichen, ursprunglich vor diesem Gen lokalisierten Promotor
erfolgen, aber auch nach gentechnischer Fusion sowohl durch einen auf dem Expressionsvektor bereitgestell-
ten Promotor der Wirtszelle als auch durch einen modifizierten oder einen vollig anderen Promotor eines an-
deren Organismus oder einer anderen Wirtszelle.

[0082] Bevorzugte Ausfilhrungsformen sind solche Expressionsvektoren, die iiber Anderungen der Kulturbe-
dingungen oder Zugabe von bestimmten Verbindungen, wie beispielsweise die Zelldichte oder spezielle Fak-
toren, regulierbar sind. Expressionsvektoren ermoglichen, dass das zugehorige Protein heterolog, also in einer
anderen Zelle bzw. Wirtszelle als derjenigen, aus der es naturlicherweise gewonnen werden kann, produziert
wird. Die Zellen kénnen dabei durchaus zu verschiedenen Organismen zugehorig sein oder von verschiede-
nen Organismen stammen. Auch eine homologe Proteingewinnung aus einer das Gen natlrlicherweise expri-
mierenden Wirtszelle Gber einen passenden Vektor liegt innerhalb des Schutzbereichs der vorliegenden Erfin-
dung. Diese kann den Vorteil aufweisen, dass natirliche, mit der Translation in einem Zusammenhang stehen-
de Modifikationsreaktionen an dem entstehenden Protein genauso durchgefiihrt werden, wie sie auch naturli-
cherweise ablaufen wirden.

[0083] Eine weitere Ausfiihrungsform stellen Expressionssysteme dar, bei denen zusatzliche Gene, bei-
spielsweise solche, die auf anderen Vektoren zur Verfligung gestellt werden, die Produktion erfindungsgema-
Rer Proteine beeinflussen. Hierbei kann es sich um modifizierende Genprodukte handeln oder um solche, die
mit dem erfindungsgemaRen Protein gemeinsam aufgereinigt werden sollen, etwa um dessen enzymatische
Funktion zu beeinflussen. Dabei kann es sich beispielsweise um andere Proteine oder Enzyme, um Inhibitoren
oder um solche Elemente handeln, die die Wechselwirkung mit verschiedenen Substraten beinflussen.

[0084] Alternative Ausfliihrungsformen der vorliegenden Erfindung kénnen auch zellfreie Expressionssyste-
me sein, bei denen die Proteinbiosynthese in vitro nachvollzogen wird. Derartige Expressionssysteme sind im
Stand der Technik ebenfalls etabliert.

[0085] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine nicht menschliche Wirtszelle, die eine erfindungsge-
maRe Protease oder ein Fragment derselben beinhaltet oder die zu deren Herstellung angeregt werden kann,
vorzugsweise unter Einsatz eines Expressionsvektors. Die in-vivo-Synthese eines erfindungsgemafien En-
zyms, also die durch lebende Zellen, erfordert den Transfer des zugehdrigen Gens in eine Wirtszelle, deren
sogenannte Transformation. Als Wirtszellen eignen sich prinzipiell alle Zellen, das heif3t prokaryotische oder
eukaryotische Zellen. Bevorzugt sind solche Wirtszellen, die sich genetisch vorteilhaft handhaben lassen, was
beispielsweise die Transformation mit dem Expressionsvektor und dessen stabile Etablierung angeht, bei-
spielsweise einzellige Pilze oder Bakterien. Zudem zeichnen sich bevorzugte Wirtszellen durch eine gute mi-
krobiologische und biotechnologische Handhabbarkeit aus. Das betrifft beispielsweise leichte Kultivierbarkeit,
hohe Wachstumsraten, geringe Anforderungen an Fermentationsmedien und gute Produktions- und Sekreti-
onsraten fiir Fremdproteine. Haufig missen aus der Fille an verschiedenen nach dem Stand der Technik zur
Verfligung stehenden Systeme die optimalen Expressionssysteme fir den Einzelfall experimentell ermitteln
werden. Jedes erfindungsgemale Protein kann auf diese Weise aus einer Vielzahl von Wirtszellen gewonnen
werden. Auch solche Wirtszellen sind bevorzugt, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie nach Transforma-
tion mit einem der oben beschriebenen Vektoren erhalten worden sind. Dabei kann es sich beispielsweise um
Klonierungsvektoren handeln, die zur Lagerung und/oder Modifikation beispielsweise in einen beliebigen Bak-
terienstamm oder eine andere erfindungsgemafe Wirtszelle eingebracht worden sind. Solche Schritte sind in
der Lagerung und in der Weiterentwicklung betreffender genetischer Elemente allgemein verbreitet. Da aus
diesen Wirtszellen die betreffenden genetischen Elemente in nachfolgende, zur Expression geeignete Wirts-
zellen unmittelbar Ubertragen werden kdnnen, handelt es sich auch bei den vorangegangenen Transformati-
onsprodukten um Verwirklichungen des betreffenden Erfindungsgegenstands.

[0086] Bevorzugte Ausfihrungsformen stellen solche Wirtszellen dar, die aufgrund genetischer Regulations-
elemente, die beispielsweise auf dem Expressionsvektor zur Verfligung gestellt werden, aber auch von vorn-
herein in diesen Zellen vorhanden sein kdnnen, in ihrer Aktivitat regulierbar sind. Beispielsweise durch kontrol-
lierte Zugabe von chemischen Verbindungen, die als Aktivatoren dienen, durch Anderung der Kultivierungsbe-
dingungen oder bei Erreichen einer bestimmten Zelldichte kdnnen diese zur Expression angeregt werden. Dies
ermdglicht eine sehr wirtschaftliche Produktion der interessierenden Proteine.
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[0087] Bevorzugte Wirtszellen sind prokaryontische oder bakterielle Zellen. Bakterien zeichnen sich gegenu-
ber Eukaryonten in der Regel durch kiirzere Generationszeiten und geringere Anspriiche an die Kultivierungs-
bedingungen aus. Dadurch kénnen kostenginstige Verfahren zur Gewinnung erfindungsgemafer Proteine
etabliert werden. Bei gramnegativen Bakterien, wie beispielsweise Escherichia coli (E. coli), werden eine Viel-
zahl von Proteinen in den periplasmatischen Raum sekretiert, also in das Kompartiment zwischen den beiden
die Zellen einschlieBenden Membranen. Dies kann fur spezielle Anwendungen vorteilhaft sein. Grampositive
Bakterien, wie beispielsweise Bacilli oder Actinomyceten oder andere Vertreter der Actinomycetales, besitzen
demgegeniber keine duRere Membran, so dass sekretierte Proteine sogleich in das die Zellen umgebende
Nahrmedium abgegeben werden, aus welchem sich nach einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform die ex-
primierten erfindungsgemafen Proteine direkt aufreinigen lassen.

[0088] Bevorzugtermalien ist die Wirtszelle daher dadurch gekennzeichnet, dass sie das erfindungsgemalfe
Protein oder ein Fragment oder Derivat hiervon ins umgebende Medium sezerniert. Einen weiteren Gegen-
stand der Erfindung stellen somit Wirtszellen dar, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie die Protease oder
ein Fragment derselben in das die Wirtszelle umgebende Medium sezernieren.

[0089] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform ist die erfindungsgemafe Wirtszelle dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie ein Bakterium ist, insbesondere eines, welches ausgewahlt ist aus der Gruppe der Gattun-
gen von Escherichia, Klebsiella, Bacillus, Staphylococcus, Corynebakterium, Arthrobacter, Streptomyces, Ste-
notrophomonas und Pseudomonas.

[0090] Besonders bevorzugt handelt es sich bei der Wirtszelle um ein Bakterium, welches ausgewahlt ist aus
der Gruppe von Escherichia coli, Klebsiella planticola, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus amyloli-
quefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus alcalophilus, Bacillus globigii gibsonii, Bacillus pumilus, Staphylococcus
carnosus, Corynebacterium glutamicum, Arthrobacter oxidans, Streptomyces lividans, Streptomyces coelico-
lor und Stenotrophomonas maltophilia.

[0091] Die Wirtszellen kénnen hinsichtlich ihrer Anforderungen an die Kulturbedingungen verandert sein, an-
dere oder zusétzliche Selektionsmarker aufweisen oder andere oder zusatzliche Proteine exprimieren. Es
kann sich insbesondere um solche Wirtszellen handeln, die zusatzlich zu dem erfindungsgeman hergestellten
Protein noch weitere, insbesondere wirtschaftlich interessante Proteine exprimieren.

[0092] Die Wirtszelle kann aber auch eine eukaryontische Zelle sein, die dadurch gekennzeichnet ist, dass
sie einen Zellkern besitzt. Einen weiteren Gegenstand der Erfindung stellt daher eine Wirtszelle dar, die da-
durch gekennzeichnet ist, dass sie einen Zellkern besitzt.

[0093] Im Gegensatz zu prokaryontischen Zellen sind eukaryontische Zellen in der Lage, das gebildete Pro-
tein posttranslational zu modifizieren. Beispiele dafiir sind Pilze wie Actinomyceten oder Hefen wie Saccharo-
myces oder Kluyveromyces. Dies kann beispielsweise dann besonders vorteilhaft sein, wenn die Proteine im
Zusammenhang mit ihrer Synthese spezifische Modifikationen erfahren sollen, die derartige Systeme ermog-
lichen. Zu den Modifikationen, die eukaryontische Systeme besonders im Zusammenhang mit der Proteinsyn-
these durchflihren, gehdren beispielsweise die Bindung niedermolekularer Verbindungen wie Membrananker
oder Oligosaccharide. Derartige Oligosaccharid-Modifikationen kdnnen beispielsweise zur Senkung der Aller-
genizitat winschenswert sein. Auch eine Coexpression mit den natirlicherweise von derartigen Zellen gebil-
deten Enzymen, wie beispielsweise Cellulasen, kann vorteilhaft sein. Thermophile pilzliche Expressionssyste-
me eignen sich beispielsweise besonders zur Expression temperaturbestandiger Enzyme beziehungsweise
von Enzymvarianten.

[0094] Die erfindungsgemafien Wirtszellen werden in an sich bekannter Weise kultiviert und fermentiert, bei-
spielsweise in diskontinuierlichen oder kontinuierlichen Systemen. Im ersten Fall wird ein geeignetes Nahrme-
dium mit den Wirtszellen beimpft und das Produkt nach einem experimentell zu ermitteInden Zeitraum aus dem
Medium geerntet. Kontinuierliche Fermentationen zeichnen sich durch Erreichen eines Flielgleichgewichts
aus, in dem Uber einen vergleichsweise langen Zeitraum Zellen teilweise absterben aber auch nachwachsen
und gleichzeitig Produkt aus dem Medium entnommen werden kann.

[0095] Fermentationsverfahren sind an sich aus dem Stand der Technik bekannt und stellen den eigentlichen
groftechnischen Produktionsschritt dar, in der Regel gefolgt von einer geeigneten Aufreinigungsmethode des
hergestellten Produktes, beispielsweise des rekombinanten Proteins. Alle Fermentationsverfahren, die auf ei-
nem der oben ausgeflihrten Verfahren zur Herstellung der rekombinanten Proteine beruhen, stellen entspre-
chend bevorzugte Ausflihrungsformen dieses Erfindungsgegenstandes dar.
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[0096] Hierbei missen die fiir die eingesetzten Herstellungsverfahren, fiir die Wirtszellen und/oder die herzu-
stellenden Proteine jeweils optimalen Bedingungen anhand der zuvor optimierten Kulturbedingungen der be-
treffenden Stdmme nach dem Wissen des Fachmanns, beispielsweise hinsichlich Fermentationsvolumen, Me-
dienzusammensetzung, Sauerstoffversorgung oder Rihrergeschwindigkeit experimentell ermittelt werden.

[0097] Fermentationsverfahren, die dadurch gekennzeichnet sind, dass die Fermentation tber eine Zulauf-
strategie durchgefiihrt wird, kommen ebenfalls in Betracht. Hierbei werden die Medienbestandteile, die durch
die fortlaufende Kultivierung verbraucht werden, zugefittert; man spricht auch von einer Zufiitterungsstrategie.
Hierdurch kénnen betrachtliche Steigerungen sowohl in der Zelldichte, als auch in der Biotrockenmasse
und/oder vor allem der Aktivitat des interessierenden Proteins erreicht werden.

[0098] Analog dazu kann die Fermentation auch so gestaltet werden, dass unerwiinschte Stoffwechselpro-
dukte herausgefiltert oder durch Zugabe von Puffer oder jeweils passende Gegenionen neutralisiert werden.

[0099] Das hergestellte Protein kann nachtraglich aus dem Fermentationsmedium geerntet werden. Dieses
Fermentationsverfahren ist gegentber der Produktaufbereitung aus der Trockenmasse bevorzugt, erfordert je-
doch die Zurverfigungstellung geeigneter Sekretionsmarker und Transportsysteme. Ohne Sekretion ist unter
Umstanden die Aufreinigung des Proteins aus der Zellmasse erforderlich, auch dazu sind verschiedene Ver-
fahren bekannt, wie Fallung zum Beispiel durch Ammoniumsulfat oder Ethanol, oder die chromatographische
Reinigung, wenn erforderlich bis zur Homogenitat. Die Mehrzahl der beschriebenen technischen Verfahren
dirfte jedoch mit einer angereicherten, stabilisierten Praparation auskommen.

[0100] Alle bereits oben ausgefihrten Elemente kénnen zu Verfahren kombiniert werden, um erfindungsge-
male Proteine herzustellen. Es ist dabei fir jedes erfindungsgemafie Protein eine Vielzahl von Kombinations-
moglichkeiten an Verfahrensschritten denkbar. Das optimale Verfahren mul fiir jeden konkreten Einzelfall ex-
perimentell ermittelt werden.

[0101] Durch Expression oder Klonierung kénnen die erfindungsgemafien Proteasen in der fir den techni-
schen Einsatz erforderlichen Menge zur Verfliigung gestellt werden.

[0102] Einen eigenstandigen Erfindungsgegenstand stellen somit auch Verfahren zur Herstellung einer erfin-
dungsgemalien Protease dar.

[0103] Dazu gehdrt jedes Verfahren, das zur Herstellung einer oben beschriebenen, erfindungsgemafen Pro-
tease geeignet ist beziehungsweise das den Erhalt einer erfindungsgemafien Protease ermdglicht. Hierzu zah-
len beispielsweise auch chemische Syntheseverfahren.

[0104] Demgegeniber bevorzugt sind jedoch alle im Stand der Technik etablierten, oben in einzelnen Aspek-
ten bereits angesprochenen molekularbiologischen, mikrobiologischen, beziehungsweise biotechnologischen
Herstellverfahren, die auf den oben bezeichneten erfindungsgemalen Proteinen oder Nukleinsauren aufbau-
en. Hierflr kann entsprechend dem oben Gesagten beispielsweise auf die im Sequenzprotokoll unter SEQ ID
NO. 1 angegebene Nukleinsdure oder hieraus erhaltene Mutanten oder Teilsequenzen zurtickgegriffen wer-
den.

[0105] Vorzugsweise handelt es sich dabei um Verfahren, die unter Einsatz einer zuvor bezeichneten Nukle-
insdure, vorzugsweise unter Einsatz eines vorstehend beschriebenen Vektors und besonders bevorzugt vor-
zugsweise unter Einsatz einer zuvor bezeichneten, vorteilhafterweise gentechnisch modifizierten Wirtszelle er-
folgen. Denn hierdurch wird die entsprechend bevorzugte genetische Information in mikrobiologisch verwert-
barer Form zur Verfigung gestellt.

[0106] Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung kénnen auf der Grundlage der zugehérigen Nuklein-
sauresequenzen auch zellfreie Expressionssysteme sein, bei denen die Proteinbiosynthese in vitro nachvoll-
zogen wird. Alle bereits oben ausgefiihrten Elemente kénnen auch zu neuen Verfahren kombiniert werden, um
erfindungsgemafe Proteine herzustellen. Es ist dabei fir jedes erfindungsgemalie Protein eine Vielzahl von
Kombinationsmdglichkeiten an Verfahrensschritten denkbar, so dass optimale Verfahren fiir jeden konkreten
Einzelfall experimentell ermittelt werden missen.

[0107] Entsprechend dem oben Gesagten sind unter den genannten Verfahren weiterhin solche bevorzugt,

bei denen die Nukleotidsequenz in einem, vorzugsweise mehreren Codons an die Codon-Usage des Wirts-
stamms angepasst worden ist.
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[0108] Einen eigenen Erfindungsgegenstand stellt ein Mittel dar, das dadurch gekennzeichnet, dass es min-
destens eine erfindungsgemale Protease wie vorstehend beschrieben enthalt.

[0109] Hiermit werden alle Arten von Mitteln, insbesondere Gemische, Rezepturen, Lésungen etc., deren Ein-
setzbarkeit durch Zugabe eines oben beschriebenen, erfindungsgemafen Proteins verbessert wird, in den
Schutzbereich der vorliegenden Erfindung eingeschlossen. Es kann sich dabei je nach Einsatzgebiet beispiels-
weise um feste Gemische, beispielsweise Pulver mit gefriergetrockeneten oder verkapselten Proteinen, oder
um gelférmige oder flissige Mittel handeln. Bevorzugte Rezepturen enthalten beispielsweise Puffersubstan-
zen, Stabilisatoren, Reaktionspartner und/oder Cofaktoren der Proteasen und/oder andere mit den Proteasen
synergistische Inhaltsstoffe. Insbesondere sind darunter Mittel fur die weiter unten ausgefihrten Einsatzgebie-
te zu verstehen. Weitere Einsatzgebiete gehen aus dem Stand der Technik hervor und werden beispielsweise
in dem Handbuch ,Industrial enyzmes and their applications" von H. Uhlig, Wiley-Verlag, New York, 1998 dar-
gestellt.

[0110] In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung ist ein erfindungsgemafes Mittel dadurch gekenn-
zeichnet, dass es ein Waschmittel, Handwaschmittel, Spulmittel, Handgeschirrspulmittel, Maschinengeschirr-
spulmittel, Reinigungsmittel, Zahnprothesen- oder Kontaktlinsenpflegemittel, Nachspulmittel, Desinfektions-
mittel, kosmetisches Mittel, pharmazeutisches Mittel oder ein Mittel zur Behandlung von Filtermedien, Textilien,
Pelzen, Papier, Fellen oder Leder, ist.

[0111] Diesem Erfindungsgegenstand werden als bevorzugte Ausfihrungsform Mittel zugerechnet, bei de-
nen es sich um Wasch- oder Reinigungsmittel handelt.

[0112] Denn wie in den Ausfiihrungsbeispielen der vorliegenden Anmeldung gezeigt ist, konnte fir Wasch-
und Reinigungsmitteln mit einer erfindungsgeman bevorzugten Protease eine Leistungssteigerung gegentber
einem proteasefreien Mittel festgestellt werden und eine sehr gute Reinigungsleistung im Hinblick auf Protea-
se-sensitive Anschmutzungen erreicht werden.

[0113] Zu diesem Erfindungsgegenstand zahlen alle denkbaren Reinigungsmittelarten, sowohl Konzentrate
als auch unverdinnt anzuwendende Mittel, zum Einsatz im kommerziellen Maf3stab, in der Waschmaschine
oder bei der Hand-Wasche beziehungsweise -Reinigung. Dazu gehoéren beispielsweise Waschmittel flr Texti-
lien, Teppiche, oder Naturfasern, fir die nach der vorliegenden Erfindung die Bezeichnung Waschmittel ver-
wendet wird. Dazu gehdren beispielsweise auch Geschirrspulmittel fur Geschirrspilmaschinen oder manuelle
Geschirrspulmittel oder Reiniger fiir harte Oberflachen wie Metall, Glas, Porzellan, Keramik, Kacheln, Stein,
lackierte Oberflachen, Kunststoffe, Holz oder Leder; fur solche wird nach der vorliegenden Erfindung die Be-
zeichnung Reinigungsmittel verwendet.

[0114] Ein erfindungsgemafes Mittel kann sowohl ein Mittel fir GroRRverbraucher oder technische Anwender
als auch ein Produkt fir den Privatverbraucher sein, wobei alle im Stand der Technik etablierten Wasch- und
Reinigungsmittelarten ebenfalls Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung darstellen. Dazu gehdren bei-
spielsweise Konzentrate und unverdiinnt anzuwendende Mittel zum Einsatz im kommerziellen Maf3stab, in der
Waschmaschine oder bei der Handwasche beziehungsweise -reinigung. Ebenso gehéren dazu beispielsweise
Waschmittel fur Textilien, Teppiche, oder Naturfasern, fur die nach der vorliegenden Erfindung die Bezeichnung
Waschmittel verwendet wird. Weiterhin gehdéren dazu beispielsweise auch Geschirrspulmittel fir Geschirrspul-
maschinen oder manuelle Geschirrspulmittel oder Reiniger fur harte Oberflachen wie Metall, Glas, Porzellan,
Keramik, Kacheln, Stein, lackierte Oberflachen, Kunststoffe, Holz oder Leder; fiir solche wird nach der vorlie-
genden Erfindung die Bezeichnung Reinigungsmittel verwendet.

[0115] AusfUhrungsformen der vorliegenden Erfindung umfassen alle etablierten und/oder alle zweckmafi-
gen Darreichungsformen. Dazu zahlen beispielsweise feste, pulverformige, flissige, gelférmige oder pastdse
Mittel, die gegebenenfalls auch aus mehreren Phasen bestehen kénnen sowie in komprimierter oder nicht
komprimierter Form vorliegen kénnen. Einen weiteren Erfindungsgegenstand stellen daher Mittel dar, die da-
durch gekennzeichnet sind, dass sie als Einkomponentensystem vorliegen. Solche Mittel bestehen bevorzugt
aus einer Phase. Selbstverstandlich kdnnen erfindungsgemafe Mittel aber auch aus mehreren Phasen beste-
hen. Einen weiteren Erfindungsgegenstand bilden daher Mittel, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie in
mehrere Komponenten aufgeteilt sind. Zu den erfindungsgemaRen Darreichungsformen zahlen ferner Extru-
date, Granulate, Tabletten oder Pouches, die sowohl in Grof3gebinden als auch portionsweise abgepackt vor-
liegen kdnnen. Bevorzugt ist ein erfindungsgemafles Mittel dadurch gekennzeichnet, dass es die Protease in
einer Menge von 2 pg bis 20 mg, vorzugsweise von 5 g bis 17,5 mg, besonders bevorzugt von 20 ug bis 15
mg und ganz besonders bevorzugt von 50 ug bis 10 mg pro g des Mittels enthalt.
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[0116] Erfindungsgemale Mittel kénnen in fester Form vorliegen. Einen weiteren Gegenstand der Erfindung
stellen daher Mittel dar, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie in fester Form vorliegen. In einer bevorzug-
ten Ausfuhrungsform liegt das Mittel als rieselfahiges Pulver mit einem Schittgewicht von 300 g/l bis 1200 g/I,
insbesondere 500 g/l bis 900 g/l oder 600 g/l bis 850 g/l, vor.

[0117] Alternativ kbnnen erfindungsgemale Mittel auch flissig oder pastds sein. Einen weiteren Gegenstand
der Erfindung ist das Mittel daher dadurch gekennzeichnet, dass es in pastdser oder flissiger Form vorliegt,
insbesondere in Form eines nicht-wafrigen Flissigwaschmittels oder einer nicht-wafirigen Paste oder in Form
eines walrigen Flissigwaschmittels oder einer wasserhaltigen Paste.

[0118] Das erfindungsgemale Mittel, insbesondere Wasch- oder Reinigungsmittel, kann in einem Behaltnis,
vorzugsweise einem luftdurchlassigen Behaltnis, verpackt sein, aus dem es kurz vor Gebrauch oder wahrend
des Waschvorgangs freigesetzt wird, insbesondere kann die Protease und/oder weitere Inhaltsstoffe des Mit-
tels mit einer bei Raumtemperatur oder bei Abwesenheit von Wasser flir das Enzym undurchlassigen Substanz
umhillt sein, welche unter Anwendungsbedingungen des Mittels durchlassig fir das Enzym wird. Das Mittel ist
somit dadurch gekennzeichnet, dass die Protease mit einer bei Raumtemperatur oder bei Abwesenheit von
Wasser fir die Protease undurchlassigen Substanz umbhiuillt ist.

[0119] Erfindungsgemafie Mittel kdnnen ausschliellich eine Protease enthalten. Alternativ kdnnen sie auch
weitere Proteasen oder andere Enzyme in einer fur die Wirksamkeit des Mittels zweckmaRigen Konzentration
enthalten. Einen weiteren Gegenstand der Erfindung stellen somit Mittel dar, die ferner eines oder mehrere
weitere Enzyme umfassen, wobei prinzipiell alle im Stand der Technik fiir diese Zwecke etablierten Enzyme
einsetzbar sind. Als weitere Enzyme bevorzugt einsetzbar sind alle Enzyme, die in dem erfindungsgemafen
Mittel eine katalytische Aktivitat entfalten kénnen, insbesondere Proteasen, Amylasen, Cellulasen, Hemicellu-
lasen, Mannanasen, Tannasen, Xylanasen, Xanthanasen, B-Glucosidasen, Carrageenasen, Oxidasen, Oxido-
reduktasen oder Lipasen, sowie vorzugsweise deren Gemische. Diese Enzyme sind im Prinzip nattrlichen Ur-
sprungs; ausgehend von den natirlichen Molekilen stehen fiir den Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln
verbesserte Varianten zur Verfligung, die entsprechend bevorzugt eingesetzt werden. Erfindungsgemafie Mit-
tel enthalten Enzyme vorzugsweise in Gesamtmengen von 1 x 107 bis 5 Gewichts-Prozent bezogen auf akti-
ves Protein. Bevorzugt sind die Enzyme von 0,001 bis 5 Gew.-%, weiter bevorzugt von 0,01 bis 5 Gew.-%, noch
weiter bevorzugt von 0,05 bis 4 Gew.-% und besonders bevorzugt von 0,075 bis 3,5 Gew.-% in erfindungsge-
maRen Mitteln enthalten, wobei jedes enthaltene Enzym in den genannten Mengenverhaltnissen vorliegen
kann.

[0120] Die Proteinkonzentration kann mit Hilfe bekannter Methoden, zum Beispiel dem BCA-Verfahren (Bi-
cinchoninsaure; 2,2'-Bichinolyl-4,4'-dicarbonsaure) oder dem Biuret-Verfahren (A. G. Gornall, C. S. Bardawill
und M. M. David, J. Biol. Chem., 177 (1948), S. 751-766) bestimmt werden. Besonders bevorzugt unterstitzen
die weiteren Enzyme die Wirkung des Mittels, beispielsweise die Reinigungsleistung eines Wasch- oder Rei-
nigungsmittels, hinsichtlich bestimmter Anschmutzungen oder Flecken. Besonders bevorzugt zeigen die En-
zyme synergistische Effekte hinsichtlich ihrer Wirkung gegeniiber bestimmter Anschmutzungen oder Flecken,
d. h. die in der Mittelzusammensetzung enthaltenen Enzyme unterstitzen sich in ihrer Reinigungsleistung ge-
genseitig. Synergistische Effekte kdnnen nicht nur zwischen verschiedenen Enzymen, sondern auch zwischen
einem oder mehreren Enzymen und weiteren Inhaltsstoffen des erfindungsgeméafRen Mittels auftreten. In einer
weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist das erfindungsgemafie Mittel somit dadurch gekenn-
zeichnet, dass es mindestens ein weiteres Enzym enthalt, welches eine Protease, Amylase, Cellulase, Hemi-
cellulase, Mannanase, Tannase, Xylanase, Xanthanase, p-Glucosidase, Carrageenase, Oxidase, Oxidoreduk-
tase oder eine Lipase ist.

[0121] Die in erfindungsgemafen Mitteln eingesetzten Enzyme stammen entweder urspringlich aus Mikro-
organismen, etwa der Gattungen Bacillus, Streptomyces, Humicola, oder Pseudomonas, und/oder werden
nach an sich bekannten biotechnologischen Verfahren durch geeignete Mikroorganismen produziert, bei-
spielsweise durch transgene Expressionswirte der Gattungen Bacillus oder durch filamentése Fungi.

[0122] In erfindungsgemafen Mitteln wird die erfindungsgemalie Protease beispielsweise mit einzelnen oder
mehreren der folgenden Inhaltsstoffe kombiniert: nichtionische, anionische und/oder kationische Tenside, (ge-
gebenenfalls weitere) Bleichmittel, Bleichaktivatoren, Bleichkatalysatoren, Builder und/oder Cobuilder, Sauren,
alkalische Substanzen, Hydrotropen, Losungsmittel, Verdicker, Sequestrierungsmittel, Elektrolyte, optische
Aufheller, Vergrauungsinhibitoren, Korrosionsinhibitoren, insbesondere Silberschutzmittel (Silberkorrosionsin-
hibitoren), Soil-Release-Wirkstoffe, Farbtransfer (oder -Ubertragungs) -Inhibitoren, Schauminhibitoren, Abra-
sivstoffe, Farbstoffe, Duftstoffe, Parfums, antimikrobielle Wirkstoffe, UV-Schutzmittel bzw. -Absorbenzien, An-
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tistatika, Perlglanzmitteln und Hautschutzmitteln, Enzyme wie beispielsweise Protease, Amylase, Cellulase,
Hemicellulase, Mannanase, Tannase, Xylanase, Xanthanase, 3-Glucosidase, Carrageenase, Oxidase, Oxido-
reduktase oder eine Lipase, Stabilisatoren, insbesondere Enzymstabilisatoren, und andere Komponenten, die
aus dem Stand der Technik bekannt sind. In einer weiteren Ausfihrungsform der Erfindung ist ein erfindungs-
gemales Mittel somit dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens eine weitere Komponente enthalt, ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehend aus Tensiden, Buildern, Sauren, alkalischen Substanzen, Hydrotropen, L6-
sungsmitteln, Verdickungsmitteln, Bleichmitteln, Farbstoffen, Parfums, Korrosionsinhibitoren, Sequestriermit-
teln, Elektrolyten, optischen Aufhellern, Vergrauungsinhibitoren, Silberkorrosionsinhibitoren, Farbibertra-
gungsinhibitoren, Schauminhibitoren, Abrasivstoffen, UV-Absorbenzien, Lésungsmitteln, Antistatika, Perl-
glanzmitteln und Hautschutzmitteln.

[0123] Die zu wahlenden Inhaltsstoffe wie auch die Bedingungen, unter denen das Mittel eingesetzt wird, wie
beispielsweise Temperatur, pH-Wert, lonenstarke, Redox-Verhaltnisse oder mechanische Einfliisse, sollten fur
das jeweilige Reinigungsproblem optimiert sein. So liegen tbliche Temperaturen fir Wasch- und Reinigungs-
mittel in Bereichen von 10°C bei manuellen Mitteln tGber 40°C und 60°C bis hin zu 95° bei maschinellen Mitteln
oder bei technischen Anwendungen. Da bei modernen Wasch- und Spulmaschinen die Temperatur meist stu-
fenlos einstellbar ist, sind auch alle Zwischenstufen der Temperatur eingeschlossen. Vorzugsweise werden die
Inhaltsstoffe der betreffenden Mittel aufeinander abgestimmt. Bevorzugt sind Synergien hinsichtlich der Reini-
gungsleistung. Besonders bevorzugt diesbezliglich sind Synergien, die in einem Temperaturbereich zwischen
20°C und 60°C vorhanden sind, da auch die in den erfindungsgemafRen Mitteln enthaltene Protease in diesem
Temperaturbereich katalytisch aktiv ist.

[0124] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform umfasst ein erfindungsgemafes Mittel, insbesondere
ein Wasch- oder Reinigungsmittel, ferner
— 5 Gew.-% bis 70 Gew.-%, insbesondere 5 Gew.-% bis 30 Gew.-% Tenside und/oder
— 10 Gew.-% bis 65 Gew.-%, insbesondere 12 Gew.-% bis 60 Gew.-% wasserlésliches oder wasserdisper-
gierbares anorganisches Buildermaterial und/oder
- 0,5 Gew.-% bis 10 Gew.-%, insbesondere 1 Gew.-% bis 8 Gew.-%, wasserldsliche organische Buildersub-
stanzen und/oder
— 0,01 bis 15 Gew.-% feste anorganische und/oder organische Sauren beziehungsweise saure Salze
und/oder
— 0,01 bis 5 Gew.-% Komplexbildner fir Schwermetalle und/oder
— 0,01 bis 5 Gew.-% Vergrauungsinhibitor und/oder
— 0,01 bis 5 Gew.-% Farblbertragungsinhibitor und/oder
— 0,01 bis 5 Gew.-% Schauminhibitor.

[0125] Optional kann das Mittel ferner optische Aufheller umfassen. Die optischen Aufheller werden bevor-
zugt von 0,01 bis 5 Gew.-% eingesetzt.

[0126] Die Proteaseaktivitat in derartigen Mitteln kann nach der in Tenside, Band 7 (1970), S. 125-132 be-
schriebenen Methode ermittelt werden. Sie wird dementsprechend in PE (Protease-Einheiten) angegeben.

[0127] Bei dem Vergleich der Leistungen zweier Waschmittelenzyme, wie etwa in den Beispielen der vorlie-
genden Anmeldung, mull zwischen proteingleichem und aktivitdtsgleichem Einsatz unterschieden werden.
Insbesondere bei gentechnisch erhaltenen, weitgehend nebenaktivitatsfreien Praparationen ist der proteinglei-
che Einsatz angebracht. Denn damit ist eine Aussage dariiber méglich, ob dieselben Proteinmengen — als Mal}
fur den Ertrag der fermentativen Produktion — zu vergleichbaren Ergebnissen fuhren. Klaffen die jeweiligen Ver-
haltnisse von Aktivsubstanz zu Gesamtprotein (die Werte der spezifischen Aktivitat) auseinander, so ist ein ak-
tivitatsgleicher Vergleich zu empfehlen, weil hierliber die jeweiligen enzymatischen Eigenschaften verglichen
werden. Generell gilt, dal3 eine niedrige spezifische Aktivitat durch Zugabe einer grofleren Proteinmenge aus-
geglichen werden kann. Hierbei handelt es sich letztlich um eine 6konomische Erwagung.

[0128] Einen eigenen Erfindungsgegenstand stellt die Verwendung eines oben beschriebenen erfindungsge-
maRen Mittels zur Entfernung von protease-sensitiven Anschmutzungen auf Textilien oder harten Oberflachen,
d. h. zur Reinigung von Textilien oder von harten Oberflachen, dar.

[0129] Denn erfindungsgemale Mittel kbnnen, insbesondere entsprechend den oben beschriebenen Eigen-
schaften, dazu verwendet werden, um von Textilien oder von harten Oberflachen proteinhaltige Verunreinigun-
gen zu beseitigen. Ausfiihrungsformen stellen beispielsweise die Handwasche, die manuelle Entfernung von
Flecken von Textilien oder von harten Oberflachen oder die Verwendung im Zusammenhang mit einem ma-
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schinellen Verfahren dar.

[0130] In einer bevorzugten Ausflihrungsform dieser Verwendung werden die betreffenden erfindungsgema-
Ren Mittel, vorzugsweise Wasch- beziehungsweise Reinigungsmittel, nach einer der oben ausgefiihrten Aus-
fuhrungsform bereitgestellt.

[0131] Einen weiteren eigenen Erfindungsgegenstand stellen Verfahren zur Reinigung von Textilien oder von
harten Oberflachen dar, bei denen wenigstens in einem der Verfahrensschritte ein erfindungsgemales Mittel
verwendet wird. Das Verfahren zur Reinigung von Textilien oder harten Oberflachen ist demnach dadurch ge-
kennzeichnet, dass in mindestens einem Verfahrensschritt ein erfindungsgemafes Mittel angewendet ist.

[0132] Hierunter fallen sowohl manuelle als auch maschinelle Verfahren, wobei maschinelle Verfahren auf-
grund ihrer praziseren Steuerbarkeit, was beispielsweise die eingesetzten Mengen und Einwirkzeiten angeht,
bevorzugt sind.

[0133] Verfahren zur Reinigung von Textilien zeichnen sich im allgemeinen dadurch aus, dass in mehreren
Verfahrensschritten verschiedene reinigungsaktive Substanzen auf das Reinigungsgut aufgebracht und nach
der Einwirkzeit abgewaschen werden, oder dass das Reinigungsgut in sonstiger Weise mit einem Waschmittel
oder einer Lésung dieses Mittels behandelt wird. Das gleiche gilt fir Verfahren zur Reinigung von allen anderen
Materialien als Textilien, welche unter dem Begriff harte Oberflachen zusammengefasst werden. Alle denkba-
ren Wasch- oder Reinigungsverfahren kénnen in wenigstens einem der Verfahrensschritte um ein erfindungs-
gemales Mittel bereichert werden, und stellen dann Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung dar.

[0134] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform solcher Verfahren werden die betreffenden erfin-
dungsgemalien Enzyme im Rahmen einer der oben ausgefiihrten Rezepturen fir erfindungsgemale Mittel,
vorzugsweise erfindungsgemalfe Wasch- beziehungsweise Reinigungsmittel, bereitgestellt.

[0135] Da bevorzugte erfindungsgemafle Enzyme natlrlicherweise bereits eine proteinauflésende Aktivitat
besitzen und diese auch in Medien entfalten, die sonst keine Reinigungskraft besitzen, wie beispielsweise in
bloRem Puffer, kann ein einzelner Teilschritt eines solchen Verfahrens zur maschinellen Reinigung von Textili-
en darin bestehen, dall gewunschtenfalls neben stabilisierenden Verbindungen, Salzen oder Puffersubstanzen
als einzige reinigungsaktive Komponente ein erfindungsgemafRes Enzym aufgebracht wird. Dies stellt eine be-
sonders bevorzugte Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung dar.

[0136] In einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung ist das Verfahren zur Reinigung von Textilien oder
harten Oberflachen daher dadurch gekennzeichnet, dass in mindestens einem Verfahrensschritt eine Protease
nach einem der Anspriiche 1 bis 11 proteolytisch aktiv ist. Bevorzugt wird die Protease in einer Menge von 40
Mg bis 4 g, vorzugsweise von 50 ug bis 3 g, besonders bevorzugt von 100 ug bis 2 g und ganz besonders be-
vorzugt von 200 pg bis 1 g pro Anwendung eingesetzt.

[0137] Bevorzugte Ausfiihrungsformen dieses Erfindungsgegenstandes stellen Verfahren zur Behandlung
von Textilrohstoffen oder zur Textilpflege dar, bei denen in wenigstens einem der Verfahrensschritte eine erfin-
dungsgemale Alkalische Protease aktiv wird.

[0138] Hierunter sind Verfahren fur Textilrohstoffe, Fasern oder Textilien mit natlrlichen Bestandteilen bevor-
zugt, und ganz besonders fir solche mit Wolle oder Seide.

[0139] Es kann sich dabei beispielsweise um Verfahren handeln, in denen Materialien zur Verarbeitung in
Textilien vorbereitet werden, etwa zur Antifilzausristung, oder beispielsweise um Verfahren, welche die Reini-
gung getragener Textilien um eine pflegende Komponente bereichern. Wegen der oben beschriebenen Wir-
kung von Proteasen auf naturliche, proteinhaltige Rohstoffe handelt es sich in bevorzugten Ausfiihrungsfor-
men um Verfahren zur Behandlung von Textilrohstoffen, Fasern oder Textilien mit natirlichen Bestandteilen,
insbesondere mit Wolle oder Seide.

[0140] Erfindungsgemale Enzyme sind entsprechend der vorstehenden Ausflihrungen vorteilhaft in erfin-
dungsgemalien Mitteln, insbesondere Wasch- und Reinigungsmitteln, und Verfahren, insbesondere Wasch-
und Reinigungsverfahren, einsetzbar. Sie kdnnen dazu verwendet werden, um von Textilien oder von harten
Oberflachen proteinhaltige Verunreinigungen zu beseitigen. Ausfiihrungsformen stellen beispielsweise die
Handwasche, die manuelle Entfernung von Flecken von Textilien oder von harten Oberflachen oder die Ver-
wendung im Zusammenhang mit einem maschinellen Verfahren dar.
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[0141] Einen weiteren Gegenstand der Erfindung bildet daher die Verwendung einer erfindungsgemalien
Protease, wie sie vorstehend beschreiben wurde zur Reinigung von Textilien oder von harten Oberflachen. Be-
vorzugt wird die Protease in einer Menge von 40 g bis 4 g, vorzugsweise von 50 g bis 3 g, besonders bevor-
zugt von 100 ug bis 2 g und ganz besonders bevorzugt von 200 pg bis 1 g pro Anwendung eingesetzt.

[0142] In einer bevorzugten Ausflihrungsform dieser Verwendung werden die betreffenden erfindungsgema-
Ren Alkalischen Proteasen im Rahmen einer der oben ausgefiihrten Rezepturen fiir erfindungsgemafie Mittel,
vorzugsweise Wasch-, beziehungsweise Reinigungsmittel bereitgestellt.

[0143] Eine weitere Ausflihrungsform dieses Erfindungsgegenstands stellt die Verwendung einer erfindungs-
gemalien Alkalischen Protease zur Aktivierung oder Deaktivierung von Inhaltsstoffen von Wasch- oder Reini-
gungsmitteln dar.

[0144] Denn wie bekannt ist, kbnnen Protein-Bestandteile von Wasch- oder Reinigungsmitteln durch das Ein-
wirken einer Protease inaktiviert werden. Diesen ansonsten eher unerwiinschten Effekt gezielt einzusetzen, ist
ebenfalls ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Ebenso ist es wie oben beschrieben maéglich, da® durch
Proteolyse eine andere Komponente erst aktiviert wird, etwa, wenn sie ein Hybridprotein aus dem eigentlichen
Enzym und dem dazu passenden Inhibitor darstellt. Ein anderes Beispiel fiir eine solche Regulation ist die, bei
der eine aktive Komponente zum Schutz oder zur Kontrolle seiner Aktivitat in einem Material verkapselt vor-
liegt, das durch Proteolyse angegriffen wird. ErfindungsgemaRe Proteine kdnnen somit zu Inaktivierungs-, Ak-
tivierungs- oder Freisetzungsreaktionen verwendet werden, insbesondere in mehrphasigen Mitteln.

[0145] Entsprechend den vorstehenden Ausflihrungen stellen auch folgende Verwendungen Ausfiihrungsfor-
men der vorliegenden Erfindung dar:
— Die Verwendung einer erfindungsgemafen Protease zur Gewinnung oder Behandlung von Rohmateria-
lien oder Zwischenprodukten in der Textilherstellung, insbesondere zum Entfernen von Schutzschichten auf
Geweben;
— die Verwendung einer erfindungsgemalen Protease zur Behandlung von Textilrohstoffen oder zur Textil-
pflege und hierunter bevorzugt
—die entsprechende Verwendung fiir Textilrohstoffe, Fasern oder Textilien mit nattirlichen Bestandteilen und
ganz besonders fir solche mit Wolle oder Seide.

[0146] Die vorliegende Erfindung wird auch in Form von solchen eine erfindungsgemafie Alkalische Protease
enthaltenden Mitteln verwirklicht, bei denen es sich um Kosmetika handelt. Hierunter werden alle Arten von
reinigenden und pflegenden Mitteln fir menschliche Haut oder Haar verstanden, insbesondere reinigende Mit-
tel.

[0147] Denn Proteasen spielen auch im Zellerneuerungsprozel der menschlichen Haut (Desquamation) eine
entscheidende Rolle (T. Egelrud et al., Acta Derm. Venerol., Band 71 (1991), S. 471-474). Dementsprechend
werden Proteasen auch als bioaktive Komponenten in Hautpflegemitteln verwendet, um den Abbau der in tro-
ckener Haut vermehrten Desmosomenstrukturen zu unterstiitzen. Diesbezlglich mdéglich ist beispielsweise
der Einsatz von Subtilisin-Proteasen, beispielsweise auch Varianten der alkalischen Protease aus Bacillus len-
tus mit Aminosaureaustauschen in den Positionen R99G/A/S, S154D/E und/oder L211D/E, fir kosmetische
Zwecke. Wie vorstehend erlautert kbnnen erfindungsgemalfe Proteasen Uber die entsprechenden Punktmu-
tationen weiterentwickelt werden. Somit eignen sich auch erfindungsgemalie Proteasen, insbesondere solche,
die etwa nach Mutagenese oder durch Zugabe entsprechender, mit ihnen wechselwirkender Stoffe in ihrer Ak-
tivitat kontrolliert sind, als aktive Komponenten in Haut- oder Haar-Reinigungs- oder Pflegemitteln. Besonders
bevorzugt sind solche Praparationen dieser Enzyme, die wie oben beschrieben, beispielsweise durch Kopp-
lung an makromolekulare Trager stabilisiert und/oder durch Punktmutationen an hochallergenen Positionen so
modifiziert sind, dass sie eine héhere Hautvertraglichkeit aufweisen.

[0148] Dementsprechend werden auch entsprechende kosmetische Reinigungs- und Pflegeverfahren und
die Verwendung derartiger proteolytischer Enzyme zu kosmetischen Zwecken in diesen Erfindungsgegen-
stand einbezogen, insbesondere in entsprechenden Mitteln, wie beispielsweise Shampoos, Seifen oder
Waschlotionen, oder in Pflegemitteln, die beispielsweise in Form von Cremes angeboten werden. Auch die
Verwendung in einem schéalenden Arzneimittel beziehungsweise zu dessen Herstellung ist in diesen Gegen-
stand eingeschlossen.

[0149] Neben dem Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln und Kosmetika sind im Stand der Technik zahl-
reiche Anwendungsmaéglichkeiten von Proteasaen, insbesondere Subtilasen etabliert. Einen Uberblick hierii-
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ber bietet beispielsweise das Handbuch ,Industrial enyzmes and their applications" von H. Uhlig, Wiley-Verlag,
New York, 1998. All diese Techniken kénnen erfindungsgemale Alkalischen Proteasen bereichert werden.
Sollte sich herausstellen, dal3 sie durch den Einsatz erfindungsgemafer Proteasen weiterentwickelt werden
kdnnen, so sind diese in den Schutzbereich der vorliegenden Erfindung eingeschlossen. Hierzu gehéren ins-
besondere folgende Einsatzgebiete:
— die Verwendung einer erfindungsgemafen Alkalischen Proteasen zur biochemischen Analyse oder zur
Synthese von niedermolekularen Verbindungen oder von Proteinen;
— darunter bevorzugt die Verwendung zur Endgruppenbestimmung im Rahmen einer Peptid-Sequenzana-
lyse;
— die Verwendung einer erfindungsgemafien Alkalischen Proteasen zur Préparation, Reinigung oder Syn-
these von Naturstoffen oder biologischen Wertstoffen, vorzugsweise im Rahmen entsprechender Mittel
oder Verfahren;
— die Verwendung einer erfindungsgemafRen Alkalischen Proteasen zur Synthese von Proteinen oder an-
deren niedermolekularen chemischen Verbindungen;
— die Verwendung einer erfindungsgemalfen Alkalischen Proteasen zur Behandlung von natirlichen Roh-
stoffen, insbesondere zur Oberflachenbehandlung, ganz besonders in einem Verfahren zur Behandlung
von Leder, vorzugsweise im Rahmen entsprechender Mittel oder Verfahren;
— die Verwendung einer erfindungsgemafen Alkalischen Proteasen zur Behandlung von photographischen
Filmen, insbesondere zur Entfernung von gelatinhaltigen oder ahnlichen Schutzschichten; und
—die Verwendung einer erfindungsgemafen Alkalischen Proteasen zur Herstellung von Lebensmitteln oder
von Futtermitteln.

[0150] Grundsatzlich wird der Einsatz erfindungsgemafer Alkalischer Proteasen in allen weiteren Technikge-
bieten in den Schutzbereich der vorliegenden Anmeldung eingeschlossen, fiir die es sich als geeignet heraus-
stellt.

[0151] Die zuvor beschriebenen erfindungsgemaflien Mittel bzw. die nach dem zuvor beschriebenen erfin-
dungsgemalen Verfahren hergestellten Mittel enthalten gegebenenfalls weitere Inhaltsstoffe wie weitere En-
zyme, Enzymstabilisatoren, Tenside, z. B. nichtionische, anionische und/oder amphotere Tenside, und/oder
Bleichmittel, und/oder Builder, sowie gegebenenfalls weitere Ubliche Inhaltsstoffe. Insbesondere Kombinatio-
nen der erfindungsgemaflen Enzyme mit ausgewahlten weiteren Inhaltsstoffen der Mittel erweisen sich als vor-
teilhaft und sind daher besonders bevorzugt. Besonders vorteilhafte Wirkungen zeigen sich, wenn die erfin-
dungsgemaflen Enzyme mit Geruststoffen (nachfolgend auch als Builder bzw. Buildersubstanzen bezeichnet),
Tensiden, Bleichmitteln oder weiteren Enzymen kombiniert werden. Solche vorteilhaften Kombinationen, die
eine verbesserte Reinigungsleistung durch sich ergebende Synergismen ergeben, werden nachstehend be-
schrieben.

Kombination erfindungsgemafer Enzyme mit Geruststoffen

[0152] Durch die Kombination mit ausgewahlten Geriststoffen, die nachstehend naher beschrieben werden,
wird eine synergistische Reinigungsleistung des Mittels erreicht. Dies bedeutet, dass das Mittel eine verbes-
serte Entfernung von Anschmutzungen, beispielsweise proteinhaltigen Anschmutzungen, bewirkt im Vergleich
mit Mitteln, die entweder nur eine der beiden Komponenten, also Enzyme oder Gertiststoffe, beinhalten, oder
auch im Vergleich zur erwarteten Reinigungsleistung eines Mittels mit beiden Komponenten auf Grund der blo-
Ren Addition der jeweiligen Einzelbeitrage dieser beiden Komponenten zur Reinigungsleistung des Mittels. So-
mit stellt die ausgewahlte Kombination von erfindungsgemafen Enzymen mit den Gertiststoffen einen wesent-
lichen Aspekt der Erfindung dar, die in erfindungsgemafen Mitteln eine synergistische Wirkung aufweisen.

[0153] Zu diesbezuglich vorteilhaften Geruststoffen zéhlen insbesondere die Zeolithe, Silikate, Carbonate, or-
ganische Cobuilder und — wo keine 6kologischen Vorurteile gegen ihren Einsatz bestehen — auch die Phospha-
te.

[0154] Der eingesetzte feinkristalline, synthetische und gebundenes Wasser enthaltende Zeolith ist vorzugs-
weise Zeolith A und/oder P. Als Zeolith P wird Zeolith MAP® (Handelsprodukt der Firma Crosfield) besonders
bevorzugt. Geeignet sind jedoch auch Zeolith X sowie Mischungen aus A, X und/oder P. Kommerziell erhaltlich
und im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt einsetzbar ist beispielsweise auch ein Co-Kristallisat
aus Zeolith X und Zeolith A (ca. 80 Gew.-% Zeolith X), das durch die Formel

nNa,O-(1 - n)K,0-Al,0,(2 - 2,5)Si0,"(3,5 - 5,5)H,0
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beschrieben werden kann. Der Zeolith kann dabei sowohl als Geruststoff in einem granularen Compound ein-
gesetzt, als auch zu einer Art ,Abpuderung" einer granularen Mischung, vorzugsweise einer zu verpressenden
Mischung verwendet werden, wobei Ublicherweise beide Wege zur Inkorporation des Zeoliths in das Vorge-
misch genutzt werden. Geeignete Zeolithe weisen eine mittlere Teilchengrée von weniger als 10 um (Volu-
menverteilung; MelRmethode: Coulter Counter) auf und enthalten vorzugsweise 18 bis 22 Gew.-%, insbeson-
dere 20 bis 22 Gew.-% an gebundenem Wasser.

[0155] Mit Vorzug werden auch kristalline schichtférmige Silikate der allgemeinen Formel NaMSi,O,,,,'yH,O
eingesetzt, worin M Natrium oder Wasserstoff darstellt, x eine Zahl von 1,9 bis 22, vorzugsweise von 1,9 bis 4,
wobei besonders bevorzugte Werte fiir x 2, 3 oder 4 sind, und y fir eine Zahl von 0 bis 33, vorzugsweise von
0 bis 20 steht. Die kristallinen schichtférmigen Silikate der Formel NaMSij,0,,.,-yH,O werden beispielsweise
von der Firma Clariant GmbH (Deutschland) unter dem Handelsnamen Na-SKS vertrieben. Beispiele fir diese
Silikate sind Na-SKS-1 (Na,Si,,0,;xH,0, Kenyait), Na-SKS-2 (Na,Si,,0,,xH,0, Magadiit), Na-SKS-3
(Na,Sig0,,xH,0) oder Na-SKS-4 (Na,Si,04xH,0, Makatit).

[0156] Furdie Zwecke der vorliegenden Erfindung besonders geeignet sind kristalline Schichtsilikate der For-
mel NaMSi,O,,.,'yH,0, in denen x fir 2 steht. Insbesondere sind sowohl B- als auch &-Natriumdisilikate
Na,Si,0,yH,O0 sowie weiterhin vor allem Na-SKS-5 (a-Na,Si,0;), Na-SKS-7 (B-Na,Si,O;, Natrosilit),
Na-SKS-9 (NaHSi,04,-H,0), Na-SKS-10 (NaHSi,O4-3H,0, Kanemit), Na-SKS-11 (t-Na,Si,0;) und Na-SKS-13
(NaHSi,0,), insbesondere aber Na-SKS-6 (6-Na,Si,O;) bevorzugt.

[0157] Wasch- oder Reinigungsmittel enthalten vorzugsweise einen Gewichtsanteil des kristallinen schicht-
férmigen Silikats der Formel NaMSi,O,,.,-yH,O von 0,1 bis 20 Gew.-%, bevorzugt von 0,2 bis 15 Gew.-% und
insbesondere von 0,4 bis 10 Gew.-%, jeweils bezogen auf das Gesamtgewicht dieser Mittel.

[0158] Einsetzbar sind auch amorphe Natriumsilikate mit einem Modul Na,O:SiO, von 1:2 bis 1:3,3, vorzugs-
weise von 1:2 bis 1:2,8 und insbesondere von 1:2 bis 1:2,6, welche vorzugsweise |6severzogert sind und Se-
kundarwascheigenschaften aufweisen. Die Loseverzdgerung gegeniber herkémmlichen amorphen Natrium-
silikaten kann dabei auf verschiedene Weise, beispielsweise durch Oberflachenbehandlung, Compoundie-
rung, Kompaktierung/Verdichtung oder durch Ubertrocknung hervorgerufen worden sein. Im Rahmen dieser
Erfindung wird unter dem Begriff "amorph" verstanden, dass die Silikate bei Réntgenbeugungsexperimenten
keine scharfen Rontgenreflexe liefern, wie sie fur kristalline Substanzen typisch sind, sondern allenfalls ein
oder mehrere Maxima der gestreuten Réntgenstrahlung, die eine Breite von mehreren Gradeinheiten des Beu-
gungswinkels aufweisen, hervorrufen.

[0159] Alternativ oder in Kombination mit den vorgenannten amorphen Natriumsilikaten werden réntgenamor-
phe Silikate eingesetzt, deren Silikatpartikel bei Elektronenbeugungsexperimenten verwaschene oder sogar
scharfe Beugungsmaxima liefern. Dies ist so zu interpretieren, dass die Produkte mikrokristalline Bereiche der
Grole zehn bis einige Hundert Nanometer (nm) aufweisen, wobei Werte bis max. 50 nm und insbesondere bis
max. 20 nm bevorzugt sind. Derartige rontgenamorphe Silikate, weisen ebenfalls eine Léseverzégerung ge-
genuber den herkémmlichen Wasserglasern auf. Insbesondere bevorzugt sind verdichtete/kompaktierte amor-
phe Silikate, compoundierte amorphe Silikate und Gbertrocknete réntgenamorphe Silikate.

[0160] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es bevorzugt, dass diese(s) Silikat(e), vorzugsweise Alka-
lisilikate, besonders bevorzugt kristalline oder amorphe Alkalidisilikate, in Wasch- oder Reinigungsmitteln in
Mengen von 3 bis 60 Gew.-%, vorzugsweise von 8 bis 50 Gew.-% und insbesondere von 20 bis 40 Gew.-%,
jeweils bezogen auf das Gewicht des Wasch- oder Reinigungsmittels, enthalten sind.

[0161] Selbstverstandlich ist auch ein Einsatz der allgemein bekannten Phosphate als Geriststoffe (Builder-
substanzen) madglich, sofern ein derartiger Einsatz nicht aus 6kologischen Griinden vermieden werden sollte.
Unter der Vielzahl der kommerziell erhéltlichen Phosphate sind die Alkalimetallphosphate unter besonderer
Bevorzugung von Pentanatrium- bzw. Pentakaliumtriphosphat (Natrium- bzw. Kaliumtripolyphosphat) erfin-
dungsgemal bevorzugt.

[0162] Alkalimetallphosphate ist dabei die summarische Bezeichnung fur die Alkalimetall-(insbesondere Na-
trium- und Kalium-)Salze der verschiedenen Phosphorsauren, bei denen man Metaphosphorséauren (HPO,),
und Orthophosphors&ure H,PO, neben héhermolekularen Vertretern unterscheiden kann. Die Phosphate ver-
einen dabei mehrere Vorteile in sich: Sie wirken als Alkalitrager, verhindern Kalkbelage auf Maschinenteilen
bzw. Kalkinkrustationen in Geweben und tragen zur Reinigungsleistung bei.
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[0163] Besonders wichtige Phosphate sind das Pentanatriumtriphosphat, Na,P,0,, (Natriumtripolyphosphat)
sowie das entsprechende Kaliumsalz Pentakaliumtriphosphat, K,P,0,, (Kaliumtripolyphosphat). Erfindungs-
gemal bevorzugt eingesetzt werden weiterhin die Natriumkaliumtripolyphosphate.

[0164] Werden im Rahmen der vorliegenden Anmeldung Phosphate als wasch- oder reinigungsaktive Sub-
stanzen in Wasch- oder Reinigungsmitteln eingesetzt, so enthalten bevorzugte Mittel diese(s) Phosphat(e),
vorzugsweise Alkalimetallphosphat(e), besonders bevorzugt Pentanatrium- bzw. Pentakaliumtriphosphat (Na-
trium- bzw. Kaliumtripolyphosphat), in Mengen von 5 bis 80 Gew.-%, vorzugsweise von 15 bis 75 Gew.-% uns
insbesondere von 20 bis 70 Gew.-%, jeweils bezogen auf das Gewicht des Wasch- oder Reinigungsmittels.

[0165] Weitere erfindungsgemal einsetzbare Geruststoffe sind die Alkalitrager. Als Alkalitrager gelten bei-
spielsweise Alkalimetallhydroxide, Alkalimetallcarbonate, Alkalimetallhydrogencarbonate, Alkalimetallsesqui-
carbonate, die genannten Alkalisilikate, Alkalimetasilikate, und Mischungen der vorgenannten Stoffe, wobei im
Sinne dieser Erfindung bevorzugt die Alkalicarbonate, insbesondere Natriumcarbonat, Natriumhydrogencar-
bonat oder Natriumsesquicarbonat eingesetzt werden. Besonders bevorzugt ist ein Buildersystem enthaltend
eine Mischung aus Tripolyphosphat und Natriumcarbonat. Aufgrund ihrer im Vergleich mit anderen Buildersub-
stanzen geringen chemischen Kompatibilitdt mit den Gbrigen Inhaltsstoffen von Wasch- oder Reinigungsmit-
teln, werden die Alkalimetallhydroxide bevorzugt nur in geringen Mengen, vorzugsweise in Mengen unterhalb
10 Gew.-%, bevorzugt unterhalb 6 Gew.-%, besonders bevorzugt unterhalb 4 Gew.-% und insbesondere un-
terhalb 2 Gew.-%, jeweils bezogen auf das Gesamtgewicht des Wasch- oder Reinigungsmittels, eingesetzt.
Besonders bevorzugt werden Mittel, welche bezogen auf ihr Gesamtgewicht weniger als 0,5 Gew.-% und ins-
besondere keine Alkalimetallhydroxide enthalten.

[0166] Besonders bevorzugt ist der Einsatz von Carbonat(en) und/oder Hydrogencarbonat(en), vorzugsweise
Alkalicarbonat(en), besonders bevorzugt Natriumcarbonat, in Mengen von 2 bis 50 Gew.-%, vorzugsweise von
5 bis 40 Gew.-% und insbesondere von 7,5 bis 30 Gew.-%, jeweils bezogen auf das Gewicht des Wasch- oder
Reinigungsmittels. Besonders bevorzugt werden Mittel, welche bezogen auf das Gewicht des Wasch- oder
Reinigungsmittels weniger als 20 Gew.-%, vorzugsweise weniger als 17 Gew.-%, bevorzugt weniger als 13
Gew.-% und insbesondere weniger als 9 Gew.-% Carbonat(e) und/oder Hydrogencarbonat(e), vorzugsweise
Alkalicarbonat(e), besonders bevorzugt Natriumcarbonat enthalten.

[0167] Als organische Cobuilder sind insbesondere Polycarboxylate/Polycarbonsauren, polymere Polycarb-
oxylate, Asparaginsaure, Polyacetale, Dextrine, weitere organische Cobuilder (siehe unten) sowie Phospho-
nate zu nennen. Diese Stoffklassen werden nachfolgend beschrieben.

[0168] Weitere erfindungsgemal verwendbare organische Geriistsubstanzen sind beispielsweise die in Form
der freien Saure und/oder ihrer Natriumsalze einsetzbaren Polycarbonsauren, wobei unter Polycarbonsauren
solche Carbonsauren verstanden werden, die mehr als eine Saurefunktion tragen. Beispielsweise sind dies Ci-
tronensaure, Adipinsdure, Bernsteinsaure, Glutarsaure, Apfelsaure, Weinsaure, Maleinsaure, Fumarsaure,
Zuckersauren, Aminocarbonsauren, Nitrilotriessigsaure (NTA), sofern ein derartiger Einsatz aus 6kologischen
Grunden nicht zu beanstanden ist, sowie Mischungen aus diesen. Die freien Sauren besitzen neben ihrer Buil-
derwirkung typischerweise auch die Eigenschaft einer Sduerungskomponente und dienen somit auch zur Ein-
stellung eines niedrigeren und milderen pH-Wertes von Wasch- oder Reinigungsmitteln. Insbesondere sind
hierbei Citronensaure, Bernsteinsaure, Glutarsaure, Adipinsaure, Gluconsaure und beliebige Mischungen aus
diesen zu nennen.

[0169] Als Geruststoffe sind weiter polymere Polycarboxylate geeignet, dies sind beispielsweise die Alkalime-
tallsalze der Polyacrylsaure oder der Polymethacrylsadure, beispielsweise solche mit einer relativen Molekiil-
masse von 500 bis 70000 g/mol.

[0170] Bei den fir polymere Polycarboxylate angegebenen Molmassen handelt es sich im Sinne dieser
Schrift um gewichtsmittlere Molmassen M,, der jeweiligen Saureform, die grundsatzlich mittels Gelpermeati-
onschromatographie (GPC) bestimmt wurden, wobei ein UV-Detektor eingesetzt wurde. Die Messung erfolgte
dabei gegen einen externen Polyacrylsdure-Standard, der aufgrund seiner strukturellen Verwandtschaft mit
den untersuchten Polymeren realistische Molgewichtswerte liefert. Diese Angaben weichen deutlich von den
Molgewichtsangaben ab, bei denen Polystyrolsulfonsaduren als Standard eingesetzt werden. Die gegen Poly-
styrolsulfonsauren gemessenen Molmassen sind in der Regel deutlich héher als die in dieser Schrift angege-
benen Molmassen.

[0171] Geeignete Polymere sind insbesondere Polyacrylate, die bevorzugt eine Molekilmasse von 2000 bis
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20000 g/mol aufweisen. Aufgrund ihrer Gberlegenen Ldslichkeit kbnnen aus dieser Gruppe wiederum die kurz-
kettigen Polyacrylate, die Molmassen von 2000 bis 10000 g/mol, und besonders bevorzugt von 3000 bis 5000
g/mol, aufweisen, bevorzugt sein.

[0172] Geeignet sind weiterhin copolymere Polycarboxylate, insbesondere solche der Acrylsaure mit Me-
thacrylsaure und der Acrylsaure oder Methacrylsaure mit Maleinsaure. Als besonders geeignet haben sich Co-
polymere der Acrylsaure mit Maleinsaure erwiesen, die 50 bis 90 Gew.-% Acrylsaure und 50 bis 10 Gew.-%
Maleinsaure enthalten. lhre relative Moleklilmasse, bezogen auf freie Sauren, betragt im allgemeinen 2000 bis
70000 g/mol, vorzugsweise 20000 bis 50000 g/mol und insbesondere 30000 bis 40000 g/mol.

[0173] Die (co-)polymeren Polycarboxylate kdnnen entweder als Pulver oder als walrige Losung eingesetzt
werden. Der Gehalt von Wasch- oder Reinigungsmitteln an (co-)polymeren Polycarboxylaten betragt vorzugs-
weise 0,5 bis 20 Gew.-%, insbesondere 3 bis 10 Gew.-%.

[0174] Zur Verbesserung der Wasserloslichkeit kbnnen die Polymere auch Allylsulfonsauren, wie beispiels-
weise Allyloxybenzolsulfonsaure und Methallylsulfonsaure, als Monomer enthalten.

[0175] Insbesondere bevorzugt sind auch biologisch abbaubare Polymere aus mehr als zwei verschiedenen
Monomereinheiten, beispielsweise solche, die als Monomere Salze der Acrylsdure und der Maleinsdure sowie
Vinylalkohol bzw. Vinylalkohol-Derivate oder die als Monomere Salze der Acrylsaure und der 2-Alkylallylsul-
fonsaure sowie Zucker-Derivate enthalten.

[0176] Weitere bevorzugte Copolymere sind solche, die als Monomere Acrolein und Acrylsdure/Acrylsaure-
salze bzw. Acrolein und Vinylacetat aufweisen.

[0177] Ebenso sind als weitere bevorzugte Buildersubstanzen polymere Aminodicarbonsauren, deren Salze
oder deren Vorlaufersubstanzen zu nennen. Besonders bevorzugt sind Polyasparaginsauren bzw. deren Sal-
ze.

[0178] Weitere geeignete Buildersubstanzen sind Polyacetale, welche durch Umsetzung von Dialdehyden mit
Polyolcarbonsauren, welche 5 bis 7 C-Atome und mindestens 3 Hydroxylgruppen aufweisen, erhalten werden
kénnen. Bevorzugte Polyacetale werden aus Dialdehyden wie Glyoxal, Glutaraldehyd, Terephthalaldehyd so-
wie deren Gemischen und aus Polyolcarbonsauren wie Gluconsaure und/oder Glucoheptonsaure erhalten.

[0179] Weitere geeignete organische Buildersubstanzen sind Dextrine, beispielsweise Oligomere bzw. Poly-
mere von Kohlenhydraten, die durch partielle Hydrolyse von Starken erhalten werden kénnen. Die Hydrolyse
kann nach ublichen, beispielsweise saure- oder enzymkatalysierten Verfahren durchgefihrt werden. Vorzugs-
weise handelt es sich um Hydrolyseprodukte mit mittleren Molmassen im Bereich von 400 bis 500000 g/mol.
Dabei ist ein Polysaccharid mit einem Dextrose-Aquivalent (DE) im Bereich von 0,5 bis 40, insbesondere von
2 bis 30 bevorzugt, wobei DE ein gebrauchliches Mal fir die reduzierende Wirkung eines Polysaccharids im
Vergleich zu Dextrose, welche ein DE von 100 besitzt, ist. Brauchbar sind sowohl Maltodextrine mit einem DE
zwischen 3 und 20 und Trockenglucosesirupe mit einem DE zwischen 20 und 37 als auch sogenannte Gelbd-
extrine und Weilddextrine mit héheren Molmassen im Bereich von 2000 bis 30000 g/mol.

[0180] Bei den oxidierten Derivaten derartiger Dextrine handelt es sich um deren Umsetzungsprodukte mit
Oxidationsmitteln, welche in der Lage sind, mindestens eine Alkoholfunktion des Saccharidrings zur Carbon-
saurefunktion zu oxidieren.

[0181] Auch Oxydisuccinate und andere Derivate von Disuccinaten, vorzugsweise Ethylendiamindisuccinat,
sind weitere geeignete Cobuilder. Dabei wird Ethylendiamin-N,N'-disuccinat (EDDS) bevorzugt in Form seiner
Natrium- oder Magnesiumsalze verwendet. Weiterhin bevorzugt sind in diesem Zusammenhang auch Glyce-
rindisuccinate und Glycerintrisuccinate. Geeignete Einsatzmengen liegen in zeolithhaltigen und/oder silicathal-
tigen Formulierungen bei 3 bis 15 Gew.-%.

[0182] Weitere brauchbare organische Cobuilder sind beispielsweise acetylierte Hydroxycarbonsauren bzw.
deren Salze, welche gegebenenfalls auch in Lactonform vorliegen kdnnen und welche mindestens 4 Kohlen-
stoffatome und mindestens eine Hydroxygruppe sowie maximal zwei Sauregruppen enthalten.

[0183] Darlber hinaus kdnnen alle Verbindungen, die in der Lage sind, Komplexe mit Erdalkaliionen auszu-
bilden, erganzend als Geriiststoffe eingesetzt werden.
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Kombination erfindungsgemafier Enzyme mit Tensiden

[0184] Auch durch die Kombination mit ausgewahlten Tensiden, welche nachstehend naher beschrieben wer-
den, wird eine synergistische Reinigungsleistung des Mittels erreicht. Auch durch die Kombination von erfin-
dungsgemalien Enzymen mit solchen Tensiden wird erreicht, dass das Mittel eine verbesserte Entfernung von
Anschmutzungen bewirkt im Vergleich mit Mitteln, die entweder nur eine der beiden Komponenten, also Enzy-
me oder Tenside, beinhalten, oder auch im Vergleich zur erwarteten Reinigungsleistung eines Mittels mit bei-
den Komponenten auf Grund der bloRen Addition der jeweiligen Einzelbeitrage dieser beiden Komponenten
zur Reinigungsleistung des Mittels. Somit stellt auch die ausgewahlte Kombination von erfindungsgemalien
Enzymen mit den Tensiden einen wesentlichen Aspekt der Erfindung dar, die in erfindungsgemaflen Mitteln
eine synergistische Wirkung aufweisen.

[0185] Nachfolgend werden die hierflir geeigneten Tenside naher beschrieben, gegliedert in nichtionische,
anionische, kationische und amphotere Tenside.

[0186] Als nichtionische Tenside eignen sich Alkylglykoside der allgemeinen Formel RO(G),, in der R einem
primaren geradkettigen oder methylverzweigten, insbesondere in 2-Stellung methylverzweigten aliphatischen
Rest mit 8 bis 22, vorzugsweise 12 bis 18 C-Atomen entspricht und G das Symbol ist, das fur eine Glykosee-
inheit mit 5 oder 6 C-Atomen, vorzugsweise fir Glucose, steht. Der Oligomerisierungsgrad x, der die Verteilung
von Monoglykosiden und Oligoglykosiden angibt, ist eine beliebige Zahl zwischen 1 und 10; vorzugsweise liegt
x bei 1,2 bis 1,4.

[0187] Eine weitere Klasse bevorzugt einzusetzender nichtionischer Tenside, die entweder als alleiniges nich-
tionisches Tensid oder in Kombination mit anderen nichtionischen Tensiden eingesetzt werden, sind alkoxylier-
te, vorzugsweise ethoxylierte oder ethoxylierte und propoxylierte Fettsaurealkylester, vorzugsweise mit 1 bis 4
Kohlenstoffatomen in der Alkylkette.

[0188] Auch nichtionische Tenside vom Typ der Aminoxide, beispielsweise N-Kokosalkyl-N,N-dimethylamin-
oxid und N-Talgalkyl-N,N-dihydroxyethylaminoxid, und der Fettsaurealkanolamide kénnen geeignet sein. Die
Menge dieser nichtionischen Tenside betragt vorzugsweise nicht mehr als die der ethoxylierten Fettalkohole,
insbesondere nicht mehr als die Halfte davon.

[0189] Weitere geeignete Tenside sind Polyhydroxyfettsdureamide der Formel,

|'T’1
R—CO—N—{Z]

in der R fiir einen aliphatischen Acylrest mit 6 bis 22 Kohlenstoffatomen, R fiir Wasserstoff, einen Alkyl- oder
Hydroxyalkylrest mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen und [Z] fiir einen linearen oder verzweigten Polyhydroxyalkyl-
rest mit 3 bis 10 Kohlenstoffatomen und 3 bis 10 Hydroxylgruppen steht. Bei den Polyhydroxyfettsaureamiden
handelt es sich um bekannte Stoffe, die Ublicherweise durch reduktive Aminierung eines reduzierenden Zu-
ckers mit Ammoniak, einem Alkylamin oder einem Alkanolamin und nachfolgende Acylierung mit einer Fett-
saure, einem Fettsdurealkylester oder einem Fettsdurechlorid erhalten werden kénnen.

[0190] Zur Gruppe der Polyhydroxyfettsdureamide gehéren auch Verbindungen der Formel

FI-'\H—O—RZ
R—CO—N—[Z]
in der R fur einen linearen oder verzweigten Alkyl- oder Alkenylrest mit 7 bis 12 Kohlenstoffatomen, R" fir ei-
nen linearen, verzweigten oder zyklischen Alkylrest oder einen Arylrest mit 2 bis 8 Kohlenstoffatomen und R?
fur einen linearen, verzweigten oder zyklischen Alkylrest oder einen Arylrest oder einen Oxy-Alkylrest mit 1 bis
8 Kohlenstoffatomen steht, wobei C,_-Alkyl- oder Phenylreste bevorzugt sind und [Z] fur einen linearen Poly-
hydroxyalkylrest steht, dessen Alkylkette mit mindestens zwei Hydroxylgruppen substituiert ist, oder alkoxylier-
te, vorzugsweise ethoxylierte oder propxylierte Derivate dieses Restes.

[0191] [Z] wird vorzugsweise durch reduktive Aminierung eines reduzierten Zuckers erhalten, beispielsweise
Glucose, Fructose, Maltose, Lactose, Galactose, Mannose oder Xylose. Die N-Alkoxy- oder N-Aryloxy-substi-
tuierten Verbindungen kénnen durch Umsetzung mit Fettsduremethylestern in Gegenwart eines Alkoxids als
Katalysator in die gewiinschten Polyhydroxyfettsdureamide Uberflhrt werden.
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[0192] Ebenfalls bevorzugte Tenside sind nichtionische Tenside aus der Gruppe der alkoxylierten Alkohole.
Vorzugsweise handelt es sich hierbei um alkoxylierte, vorteilhafterweise ethoxylierte, insbesondere primare Al-
kohole mit vorzugsweise 8 bis 18 C-Atomen und durchschnittlich 1 bis 12 Mol Ethylenoxid (EO) pro Mol Alko-
hol, in denen der Alkoholrest linear oder bevorzugt in 2-Stellung methylverzweigt sein kann bzw. lineare und
methylverzweigte Reste im Gemisch enthalten kann, so wie sie Ublicherweise in Oxoalkoholresten vorliegen.
Insbesondere sind jedoch Alkoholethoxylate mit linearen Resten aus Alkoholen nativen Ursprungs mit 12 bis
18 C-Atomen, z. B. aus Kokos-, Palm-, Talgfett- oder Oleylalkohol, und durchschnittlich 2 bis 8 Mol EO pro Mol
Alkohol bevorzugt. Zu den bevorzugten ethoxylierten Alkoholen gehéren beispielsweise C,,_,,-Alkohole mit 3
EO oder 4 EO, C,_,,-Alkohol mit 7 EO, C,,,s-Alkohole mit 3 EO, 5 EO, 7 EO oder 8 EO, C,, ,,-Alkohole mit 3
EO, 5 EO oder 7 EO und Mischungen aus diesen, wie Mischungen aus C,,_,,-Alkohol mit 3 EO und C,, ,5-Al-
kohol mit 5 EO. Die angegebenen Ethoxylierungsgrade stellen statistische Mittelwerte dar, die fur ein spezielles
Produkt einer ganzen oder einer gebrochenen Zahl entsprechen kénnen. Bevorzugte Alkoholethoxylate wei-
sen eine eingeengte Homologenverteilung auf (,narrow range ethoxylates", NRE). Zusatzlich zu diesen nich-
tionischen Tensiden kénnen auch Fettalkohole mit mehr als 12 EO eingesetzt werden. Beispiele hierfir sind
Talgfettalkohol mit 14 EO, 25 EO, 30 EO oder 40 EO.

[0193] Mit besonderem Vorzug werden ethoxylierte Niotenside, die aus Cg,,-Monohydroxyalkanolen oder
Cq.0-Alkylphenolen oder C,q ,,-Fettalkoholen und mehr als 12 Mol, vorzugsweise mehr als 15 Mol und insbe-
sondere mehr als 20 Mol Ethylenoxid pro Mol Alkohol gewonnen wurden, eingesetzt. Ein besonders bevorzug-
tes Niotensid wird aus einem geradkettigen Fettalkohol mit 16 bis 20 Kohlenstoffatomen (C,_,,-Alkohol), vor-
zugsweise einem C,g-Alkohol und mindestens 12 Mol, vorzugsweise mindestens 15 Mol und insbesondere
mindestens 20 Mol Ethylenoxid gewonnen. Hierunter sind die sogenannten ,narrow range ethoxylates" beson-
ders bevorzugt.

[0194] Mit besonderem Vorzug werden weiterhin Kombinationen aus einem oder mehreren Talgfettalkoholen
mit 20 bis 30 EO und Silikonentschaumern eingesetzt.

[0195] Insbesondere bevorzugt sind nichtionische Tenside, die einen Schmelzpunkt oberhalb Raumtempera-
tur aufweisen. Nichtionische(s) Tensid(e) mit einem Schmelzpunkt oberhalb von 20°C, vorzugsweise oberhalb
von 25°C, besonders bevorzugt zwischen 25 und 60°C und insbesondere zwischen 26,6 und 43,3°C, ist/sind
besonders bevorzugt.

[0196] Geeignete nichtionische Tenside, die Schmelz- bzw. Erweichungspunkte im genannten Temperaturbe-
reich aufweisen, sind beispielsweise schwachschaumende nichtionische Tenside, die bei Raumtemperatur fest
oder hochviskos sein kdnnen. Werden Niotenside eingesetzt, die bei Raumtemperatur hochviskos sind, so ist
bevorzugt, dass diese eine Viskositat oberhalb von 20 Pa-s, vorzugsweise oberhalb von 35 Pa-s und insbe-
sondere oberhalb 40 Pa-s aufweisen. Auch Niotenside, die bei Raumtemperatur wachsartige Konsistenz be-
sitzen, sind in Abhangigkeit von ihrem Anwendungszweck bevorzugt.

[0197] Niotenside aus der Gruppe der alkoxylierten Alkohole, besonders bevorzugt aus der Gruppe der ge-
mischt alkoxylierten Alkohole und insbesondere aus der Gruppe der EO-AO-EO-Niotenside, werden ebenfalls
mit besonderem Vorzug eingesetzt.

[0198] Das bei Raumtemperatur feste Niotensid besitzt vorzugsweise Propylenoxideinheiten im Molekiil. Vor-
zugsweise machen solche Propylenoxideinheiten bis zu 25 Gew.-%, besonders bevorzugt bis zu 20 Gew.-%
und insbesondere bis zu 15 Gew.-% der gesamten Molmasse des nichtionischen Tensids aus. Besonders be-
vorzugte nichtionische Tenside sind ethoxylierte Monohydroxyalkanole oder Alkylphenole, die zusatzlich Poly-
oxyethylen-Polyoxypropylen Blockcopolymereinheiten aufweisen. Der Alkohol- bzw. Alkylphenolanteil solcher
Niotensidmolekiile macht dabei vorzugsweise mehr als 30 Gew.-%, besonders bevorzugt mehr als 50 Gew.-%
und insbesondere mehr als 70 Gew.-% der gesamten Molmasse solcher Niotenside aus. Bevorzugte Mittel
sind dadurch gekennzeichnet, dass sie ethoxylierte und propoxylierte Niotenside enthalten, bei denen die Pro-
pylenoxideinheiten im Molekul bis zu 25 Gew.-%, bevorzugt bis zu 20 Gew.-% und insbesondere bis zu 15
Gew.-% der gesamten Molmasse des nichtionischen Tensids ausmachen.

[0199] Bevorzugt einzusetzende Tenside stammen aus den Gruppen der alkoxylierten Niotenside, insbeson-
dere der ethoxylierten primaren Alkohole und Mischungen dieser Tenside mit strukturell komplizierter aufge-
bauten Tensiden wie Polyoxypropylen/Polyoxyethylen/Polyoxypropylen ((PO/EO/PQO)-Tenside). Solche
(PO/EO/PO)-Niotenside zeichnen sich dariber hinaus durch gute Schaumkontrolle aus.

[0200] Weitere besonders bevorzugt einzusetzende Niotenside mit Schmelzpunkten oberhalb Raumtempe-
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ratur enthalten 40 bis 70% eines Polyoxypropylen/Polyoxyethylen/Polyoxypropylen-Blockpolymerblends, der
75 Gew.-% eines umgekehrten Block-Copolymers von Polyoxyethylen und Polyoxypropylen mit 17 Mol Ethy-
lenoxid und 44 Mol Propylenoxid und 25 Gew.-% eines Block-Copolymers von Polyoxyethylen und Polyoxy-
propylen, initiiert mit Trimethylolpropan und enthaltend 24 Mol Ethylenoxid und 99 Mol Propylenoxid pro Mol
Trimethylolpropan, enthalt.

[0201] Als besonders bevorzugte Niotenside haben sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung schwach-
schaumende Niotenside erwiesen, welche alternierende Ethylenoxid- und Alkylenoxideinheiten aufweisen.
Unter diesen sind wiederum Tenside mit EO-AO-EO-AO-Blécken bevorzugt, wobei jeweils eine bis zehn EO-
bzw. AO-Gruppen aneinander gebunden sind, bevor ein Block aus den jeweils anderen Gruppen folgt. Hier
sind nichionische Tenside der allgemeinen Formel

R*+-0O-(CH;-CH,-0)7—(C Hg-(|3 H-0);—(CH,-CH,-0);~(C Hz—(|3 H-O);—H
R2 R3

bevorzugt, in der R fiir einen geradkettigen oder verzweigten, gesattigten oder ein- bzw. mehrfach ungesét-
tigten C, ,,-Alkyl- oder -Alkenylrest steht; jede Gruppe R? bzw. R® unabhangig voneinander ausgewahlt ist aus
-CHj,, -CH,CHj,, -CH,CH,-CH,, CH(CH,), und die Indizes w, x, y, z unabhangig voneinander fir ganze Zahlen
von 1 bis 6 stehen.

[0202] Die bevorzugten Niotenside der vorstehenden Formel lassen sich durch bekannte Methoden aus den
entsprechenden Alkoholen R'-OH und Ethylen- bzw. Alkylenoxid herstellen. Der Rest R' in der vorstehenden
Formel kann je nach Herkunft des Alkohols variieren. Werden native Quellen genutzt, weist der Rest R' eine
gerade Anzahl von Kohlenstoffatomen auf und ist in der Regel unverzweigt, wobei die linearen Reste aus Al-
koholen nativen Ursprungs mit 12 bis 18 C-Atomen, z. B. aus Kokos-, Palm-, Talgfett- oder Oleylalkohol, be-
vorzugt sind. Aus synthetischen Quellen zugangliche Alkohole sind beispielsweise die Guerbetalkohole oder
in 2-Stellung methylverzweigte bzw. lineare und methylverzweigte Reste im Gemisch, so wie sie Uiblicherweise
in Oxoalkoholresten vorliegen. Unabhangig von der Art des zur Herstellung der in den Mitteln enthaltenen Ni-
otenside eingesetzten Alkohols sind Niotenside bevorzugt, bei denen R’ in der vorstehenden Formel fiir einen
Alkylrest mit 6 bis 24, vorzugsweise 8 bis 20, besonders bevorzugt 9 bis 15 und insbesondere 9 bis 11 Koh-
lenstoffatomen steht.

[0203] Als Alkylenoxideinheit, die alternierend zur Ethylenoxideinheit in den bevorzugten Niotensiden enthal-
ten ist, kommt neben Propylenoxid insbesondere Butylenoxid in Betracht. Aber auch weitere Alkylenoxide, bei
denen R? bzw. R® unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus -CH,CH,-CH, bzw. CH(CH,), sind geeignet.
Bevorzugt werden Niotenside der vorstehenden Formel eingesetzt, bei denen R? bzw. R® fiir einen Rest -CH.,,
w und x unabhangig voneinander fir Werte von 3 oder 4 und y und z unabhangig voneinander fiir Werte von
1 oder 2 stehen.

[0204] Zusammenfassend sind insbesondere nichtionische Tenside bevorzugt, die einen C,_,.-Alkylrest mit 1
bis 4 Ethylenoxideinheiten, gefolgt von 1 bis 4 Propylenoxideinheiten, gefolgt von 1 bis 4 Ethylenoxideinheiten,
gefolgt von 1 bis 4 Propylenoxideinheiten aufweisen. Diese Tenside weisen in wassriger Losung die erforder-
liche niedrige Viskositat auf und sind erfindungsgemaf mit besonderem Vorzug einsetzbar, insbesondere wie
vorstehend beschrieben durch deren synergistische Kombination mit erfindungsgemaen Enzymen.

[0205] Tenside der allgemeinen Formel

R1-CH(OH)CHZO-(AO)W-(A'O)X-(A"O)y-(A"'O)Z-RZ, in der

R' und R? unabhéngig voneinander fiir einen geradkettigen oder verzweigten, gesattigten oder ein- bzw. mehr-
fach ungesattigten C,_,,-Alkyl- oder -Alkenylrest steht; A, A', A" und A" unabhéngig voneinander fir einen Rest
aus der Gruppe -CH,CH,, -CH,CH,-CH,, -CH,-CH(CH,), -CH,-CH,-CH,-CH,, -CH,-CH(CH,)-CH,-,
-CH,-CH(CH,-CH,) steht; und w, x, y und z fur Werte zwischen 0,5 und 90 stehen, wobei x, y und/oder z auch
0 sein kénnen sind erfindungsgemaf bevorzugt.

[0206] Bevorzugt werden insbesondere solche endgruppenverschlossene poly(oxyalkylierten) Niotenside,
die gemaf’ der Formel

R'O[CH,CH,0],CH,CH(OH)R?
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neben einem Rest R', welcher fir lineare oder verzweigte, gesattigte oder ungesattigte, aliphatische oder aro-
matische Kohlenwasserstoffreste mit 2 bis 30 Kohlenstoffatomen, vorzugsweise mit 4 bis 22 Kohlenstoffato-
men steht, weiterhin einen linearen oder verzweigten, gesattigten oder ungesattigten, aliphatischen oder aro-
matischen Kohlenwasserstoffrest R2 mit 1 bis 30 Kohlenstoffatomen aufweisen, wobei x flir Werte zwischen 1
und 90, vorzugsweise fir Werte zwischen 40 und 80 und insbesondere fiir Werte zwischen 40 und 60 steht.

[0207] Besonders bevorzugt sind Tenside der Formel
R1O[CHZCH(CH3)O]X[CHZCHZO]yCH2CH(OH)R2,

in der R flir einen linearen oder verzweigten aliphatischen Kohlenwasserstoffrest mit 4 bis 18 Kohlenstoffato-
men oder Mischungen hieraus steht, R? einen linearen oder verzweigten Kohlenwasserstoffrest mit 2 bis 26
Kohlenstoffatomen oder Mischungen hieraus bezeichnet und x fir Werte zwischen 0,5 und 1,5 sowie y flr ei-
nen Wert von mindestens 15 steht.

[0208] Besonders bevorzugt werden weiterhin solche endgruppenverschlossene poly(oxyalkylierten) Nioten-
side der Formel

R'O[CH,CH,0],[CH,CH(R*)0],CH,CH(OH)R?,

in der R" und R? unabhéngig voneinander flr einen linearen oder verzweigten, gesattigten oder ein- bzw. mehr-
fach ungesattigten Kohlenwasserstoffrest mit 2 bis 26 Kohlenstoffatomen steht, R® unabhéngig voneinander
ausgewahlt ist aus -CH,, -CH,CH,, -CH,CH,-CH,, CH(CH,),, vorzugsweise jedoch fir -CH, steht, und x und y
unabhangig voneinander fiir Werte zwischen 1 und 32 stehen, wobei Niotenside mit R* = -CH, und Werten fiir
x von 15 bis 32 und y von 0,5 und 1,5 ganz besonders bevorzugt sind.

[0209] Weitere bevorzugt einsetzbare Niotenside sind die endgruppenverschlossenen poly(oxyalkylierten)
Niotenside der Formel

R'O[CH,CH(R*)0],[CH,],CH(OH)[CH,]OR?,

in der R" und R? fiir lineare oder verzweigte, gesattigte oder ungesattigte, aliphatische oder aromatische Koh-
lenwasserstoffreste mit 1 bis 30 Kohlenstoffatomen stehen, R® fiir H oder einen Methyl-, Ethyl-, n-Propyl-,
iso-Propyl, n-Butyl-, 2-Butyl- oder 2-Methyl-2-Butylrest steht, x fur Werte zwischen 1 und 30, k und j fir Werte
zwischen 1 und 12, vorzugsweise zwischen 1 und 5 stehen. Wenn der Wert x 2 2 ist, kann jedes R®in der oben-
stehenden Formel R1O[CHZCH(R3)O][CH2]kCH(OH)[CHZ]].OR2 unterschiedlich sein. R" und R? sind vorzugswei-
se lineare oder verzweigte, gesattigte oder ungesattigte, aliphatische oder aromatische Kohlenwasserstoffres-
te mit 6 bis 22 Kohlenstoffatomen, wobei Reste mit 8 bis 18 C-Atomen besonders bevorzugt sind. Fiir den Rest
R®sind H, -CH, oder -CH,CH, besonders bevorzugt. Besonders bevorzugte Werte fiir x liegen im Bereich von
1 bis 20, insbesondere von 6 bis 15.

[0210] Wie vorstehend beschrieben, kann jedes R? in der obenstehenden Formel unterschiedlich sein, falls x
2 2 ist. Hierdurch kann die Alkylenoxideinheit in der eckigen Klammer variiert werden. Steht x beispielsweise
fur 3, kann der Rest R® ausgewahlt werden, um Ethylenoxid-(R® = H) oder Propylenoxid-(R® = CH,) Einheiten
zu bilden, die in jedweder Reihenfolge aneinandergefligt sein kénnen, beispielsweise (EQO)(PO)(EO),
(EO)(EO)(PO), (EO)(EO)(EO), (PO)[EO)PO), (PO)(PO)(EO) und (PO)(PO)(PO). Der Wert 3 fiir x ist hierbei
beispielhaft gewahlt worden und kann durchaus groR3er sein, wobei die Variationsbreite mit steigenden x-Wer-
ten zunimmt und beispielsweise eine grofle Anzahl (EO)-Gruppen, kombiniert mit einer geringen Anzahl
(PO)-Gruppen einschlieftt, oder umgekehrt.

[0211] Besonders bevorzugte endgruppenverschlossene poly(oxyalkylierte) Alkohole der obenstehenden
Formel weisen Werte von k = 1 und j = 1 auf, so dass sich die vorstehende Formel zu

R'O[CH,CH(R?*)0],CH,CH(OH)CH,OR?
vereinfacht. In der letztgenannten Formel sind R', R? und R® wie oben definiert und x steht fir Zahlen von 1 bis
30, vorzugsweise von 1 bis 20 und insbesondere von 6 bis 18. Besonders bevorzugt sind Tenside, bei denen

die Reste R' und R? 9 bis 14 C-Atome aufweisen, R® fiir H steht und x Werte von 6 bis 15 annimmt.

[0212] Die angegebenen C-Kettenlangen sowie Ethoxylierungsgrade bzw. Alkoxylierungsgrade der vorge-
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nannten Niotenside stellen statistische Mittelwerte dar, die fiir ein spezielles Produkt eine ganze oder eine ge-
brochene Zahl sein kénnen. Aufgrund der Herstellverfahren bestehen Handelsprodukte der genannten For-
meln zumeist nicht aus einem individuellen Vertreter, sondern aus Gemischen, wodurch sich sowohl fir die
C-Kettenlangen als auch fir die Ethoxylierungsgrade bzw. Alkoxylierungsgrade Mittelwerte und daraus folgend
gebrochene Zahlen ergeben kénnen.

[0213] Selbstverstandlich kénnen die vorgenannten nichtionischen Tenside nicht nur als Einzelsubstanzen,
sondern auch als Tensidgemische aus zwei, drei, vier oder mehr Tensiden eingesetzt werden. Als Tensidgemi-
sche werden dabei nicht Mischungen nichtionischer Tenside bezeichnet, die in ihrer Gesamtheit unter eine der
oben genannten allgemeinen Formeln fallen, sondern vielmehr solche Mischungen, die zwei, drei, vier oder
mehr nichtionische Tenside enthalten, die durch unterschiedliche der vorgenannten allgemeinen Formeln be-
schrieben werden kénnen.

[0214] Als anionische Tenside sind beispielsweise solche vom Typ der Sulfonate und Sulfate erfindungsge-
maf einsetzbar. Als Tenside vom Sulfonat-Typ kommen dabei vorzugsweise Cg4_,,-Alkylbenzolsulfonate, Ole-
finsulfonate, d. h. Gemische aus Alken- und Hydroxyalkansulfonaten sowie Disulfonaten, wie man sie bei-
spielsweise aus C,,,,-Monoolefinen mit end- oder innenstandiger Doppelbindung durch Sulfonieren mit gas-
formigem Schwefeltrioxid und anschlieende alkalische oder saure Hydrolyse der Sulfonierungsprodukte er-
halt, in Betracht. Geeignet sind auch Alkansulfonate, die aus C,, ,,-Alkanen beispielsweise durch Sulfochlorie-
rung oder Sulfoxidation mit anschlieBender Hydrolyse bzw. Neutralisation gewonnen werden. Ebenso sind
auch die Ester von a-Sulfofettsduren (Estersulfonate), z. B. die a-sulfonierten Methylester der hydrierten Ko-
kos-, Palmkern- oder Talgfettsduren geeignet.

[0215] Weitere geeignete Aniontenside sind sulfierte Fettsdureglycerinester. Unter Fettsdureglycerinestern
sind die Mono-, Di- und Triester sowie deren Gemische zu verstehen, wie sie bei der Herstellung durch Veres-
terung von einem Monoglycerin mit 1 bis 3 Mol Fettsaure oder bei der Umesterung von Triglyceriden mit 0,3
bis 2 Mol Glycerin erhalten werden. Bevorzugte sulfierte Fettsaureglycerinester sind dabei die Sulfierprodukte
von gesattigten Fettsduren mit 6 bis 22 Kohlenstoffatomen, beispielsweise der Capronsaure, Caprylsaure, Ca-
prinsdure, Myristinsaure, Laurinsaure, Palmitinsaure, Stearinsaure oder Behensaure.

[0216] Als Alk(en)ylsulfate werden die Alkali- und insbesondere die Natriumsalze der Schwefelsdurehalbester
der C,,-C,,-Fettalkohole, beispielsweise aus Kokosfettalkohol, Talgfettalkohol, Lauryl-, Myristyl-, Cetyl- oder
Stearylalkohol oder der C,,-C,,-Oxoalkohole und diejenigen Halbester sekundarer Alkohole dieser Kettenlan-
gen bevorzugt. Weiterhin bevorzugt sind Alk(en)ylsulfate der genannten Kettenlange, welche einen syntheti-
schen, auf petrochemischer Basis hergestellten geradkettigen Alkylrest enthalten, die ein analoges Abbauver-
halten besitzen wie die adaquaten Verbindungen auf der Basis von fettchemischen Rohstoffen. Aus wasch-
technischem Interesse sind die C,,-C,s-Alkylsulfate und C,,-C,.-Alkylsulfate sowie C,,-C,.-Alkylsulfate bevor-
zugt. Auch 2,3-Alkylsulfate, welche als Handelsprodukte der Shell Oil Company unter dem Namen DAN® er-
halten werden kdénnen, sind geeignete Aniontenside.

[0217] Auch die Schwefelsduremonoester der mit 1 bis 6 Mol Ethylenoxid ethoxylierten geradkettigen oder
verzweigten C,,,-Alkohole, wie 2-Methyl-verzweigte C,_,,-Alkohole mit im Durchschnitt 3,5 Mol Ethylenoxid
(EO) oder C,,_,,-Fettalkohole mit 1 bis 4 EO, sind geeignet. Auf Grund ihres hohen Schaumverhaltens werden
sie nur in relativ geringen Mengen, beispielsweise in Mengen von 1 bis 5 Gew.-%, eingesetzt.

[0218] Weitere geeignete Aniontenside sind auch die Salze der Alkylsulfobernsteinsaure, die auch als Sulfo-
succinate oder als Sulfobernsteinsaureester bezeichnet werden und die Monoester und/oder Diester der Sul-
fobernsteinsdure mit Alkoholen, vorzugsweise Fettalkoholen und insbesondere ethoxylierten Fettalkoholen,
darstellen. Bevorzugte Sulfosuccinate enthalten C,_.-Fettalkoholreste oder Mischungen aus diesen. Insbeson-
dere bevorzugte Sulfosuccinate enthalten einen Fettalkoholrest, der sich von ethoxylierten Fettalkoholen ab-
leitet, die fur sich betrachtet nichtionische Tenside darstellen. Dabei sind wiederum Sulfosuccinate, deren Fett-
alkohol-Reste sich von ethoxylierten Fettalkoholen mit eingeengter Homologenverteilung ableiten, besonders
bevorzugt. Ebenso ist es auch mdglich, Alk(en)ylbernsteinsaure mit vorzugsweise 8 bis 18 Kohlenstoffatomen
in der Alk(en)ylkette oder deren Salze einzusetzen.

[0219] Als weitere anionische Tenside kommen insbesondere Seifen in Betracht. Geeignet sind gesattigte
Fettsaureseifen, wie die Salze der Laurinsaure, Myristinsaure, Palmitinsaure, Stearinsaure, hydrierte Eruca-
saure und Behensaure sowie insbesondere aus natlrlichen Fettsauren, z. B. Kokos-, Palmkern- oder Talgfett-
sauren, abgeleitete Seifengemische.
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[0220] Die anionischen Tenside einschlieRlich der Seifen kdnnen in Form ihrer Natrium-, Kalium- oder Ammo-
niumsalze sowie als l6sliche Salze organischer Basen, wie Mono-, Di- oder Triethanolamin, vorliegen. Vor-
zugsweise liegen die anionischen Tenside in Form ihrer Natrium- oder Kaliumsalze, insbesondere in Form der
Natriumsalze vor.

[0221] An Stelle der genannten Tenside oder in Verbindung mit ihnen kénnen zudem kationische und/oder
amphotere Tenside eingesetzt werden.

[0222] Als solche kationische Aktivsubstanzen kénnen beispielsweise kationische Verbindungen der nachfol-
genden Formeln eingesetzt werden:

R1
R1—l$lt-(C Ho)-T-R2
(CHp)-T-R2
R1
R1—h:f—(CH2>n—$H—c|:Hz
R T
Rz R2
R1
R3—llllf—(C Hp)=T-R2
R4

worin jede Gruppe R' unabhangig voneinander ausgewahlt ist aus C, ;-Alkyl-, -Alkenyl- oder -Hydroxyalkyl-
gruppen; jede Gruppe R? unabhéngig voneinander ausgewahlt ist aus C, ,,-Alkyl- oder -Alkenylgruppen; R® =
R" oder (CH,),-T-R?% R* = R' oder R? oder (CH,) -T-R?% T = -CH,-, -O-CO- oder -CO-O- und n eine ganze Zahl
von 0 bis 5 ist.

[0223] In maschinellen Geschirrspulmitteln, betragt der Gehalt an kationischen und/oder amphoteren Tensi-
den vorzugsweise weniger als 6 Gew.-%, bevorzugt weniger als 4 Gew.-%, ganz besonders bevorzugt weniger
als 2 Gew.-% und insbesondere weniger als 1 Gew.-%. Maschinelle Geschirrspulmittel, welche keine kationi-
schen oder amphoteren Tenside enthalten, werden besonders bevorzugt.

Kombination erfindungsgemafler Enzyme mit Bleichmitteln

[0224] Weiterhin wird durch die Kombination erfindungsgemafRer Enzyme mit ausgewahlten Bleichmitteln,
welche nachstehend naher beschrieben werden, eine synergistische Reinigungsleistung des Mittels erreicht.
Ein solches Mittel bewirkt eine verbesserte Entfernung von Anschmutzungen im Vergleich mit Mitteln, die ent-
weder nur eine der beiden Komponenten, also Enzyme oder Bleichmittel, beinhalten, oder auch im Vergleich
zur erwarteten Reinigungsleistung eines Mittels mit beiden Komponenten auf Grund der blof3en Addition der
jeweiligen Einzelbeitrage dieser beiden Komponenten zur Reinigungsleistung des Mittels. Somit stellt auch die
ausgewahlte Kombination von erfindungsgemafen Enzymen mit solchen Bleichmitteln einen wesentlichen As-
pekt der Erfindung dar, die in erfindungsgemafien Mitteln eine synergistische Wirkung aufweisen.

[0225] Nachfolgend werden die hierflir geeigneten Bleichmittel naher beschrieben. Unter den als Bleichmittel
dienenden, in Wasser H,O, liefernden Verbindungen haben das Natriumpercarbonat, das Natriumperboratte-
trahydrat und das Natriumperboratmonohydrat besondere Bedeutung. Weitere erfindungsgemaf einsetzbare
Bleichmittel sind beispielsweise Peroxypyrophosphate, Citratperhydrate sowie H,0, liefernde persaure Salze
oder Persauren, wie Perbenzoate, Peroxophthalate, Diperazelainsaure, Phthaloiminopersaure oder Diperdo-
decandisaure.

[0226] Zudem kdnnen auch Bleichmittel aus der Gruppe der organischen Bleichmittel eingesetzt werden. Ty-
pische organische Bleichmittel sind die Diacylperoxide, wie z. B. Dibenzoylperoxid. Weitere typische organi-
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sche Bleichmittel sind die Peroxysauren, wobei insbesondere die Alkylperoxysauren und die Arylperoxysauren
eingesetzt werden. Bevorzugte Vertreter sind (a) die Peroxybenzoesaure und ihre ringsubstituierten Derivate,
wie Alkylperoxybenzoesauren, aber auch Peroxy-a-Naphtoesdure und Magnesiummonoperphthalat, (b) die
aliphatischen oder substituiert aliphatischen Peroxysauren, wie Peroxylaurinsdure, Peroxystearinsaure,
e-Phthalimidoperoxycapronsaure [Phthaliminoperoxyhexansaure (PAP)], o-Carboxybenzamidoperoxycapron-
saure, N-Nonenylamidoperadipinsaure und N-Nonenylamidopersuccinate, und (c) aliphatische und araliphati-
sche Peroxydicarbonsauren, wie 1,12-Diperoxycarbonsaure, 1,9-Diperoxyazelainsaure, Diperocysebacinsau-
re, Diperoxybrassylsaure, die Diperoxyphthalsauren, 2-Decyldiperoxybutan-1,4-disdure, N,N-Terephthalo-
yl-di(6-aminopercapronsaue).

[0227] Weitere erfindungsgemal einsetzbare Bleichmittel stellen enzymatische und chemischenzymatische
Bleichsysteme dar. Hierbei wird ein geeignetes Substrat durch ein entsprechendes Enzym umgesetzt, so dass
Wasserstoff-Peroxid entsteht. Dieses kann dann enzymatisch oder chemisch aktiviert werden. Umgekehrt
kann auch chemisch freigesetztes Wasserstoff-Peroxid durch ein enzymatisches System in eine aktivierte
Form Ubertragen werden.

[0228] Als Bleichmittel kénnen auch Chlor oder Brom freisetzende Substanzen eingesetzt werden. Unter den
geeigneten Chlor oder Brom freisetzenden Materialien kommen beispielsweise heterozyklische N-Brom- und
N-Chloramide, beispielsweise Trichlorisocyanursaure, Tribromisocyanursaure, Dibromisocyanursaure
und/oder Dichlorisocyanursaure (DICH) und/oder deren Salze mit Kationen wie Kalium und Natrium in Be-
tracht. Hydantoinverbindungen, wie 1,3-Dichlor-5,5-dimethylhydanthoin sind ebenfalls geeignet.

[0229] Erfindungsgemal werden Wasch- oder Reinigungsmittel, insbesondere maschinelle Geschirrspilmit-
tel, bevorzugt, die 1 bis 35 Gew.-%, vorzugsweise 2,5 bis 30 Gew.-%, besonders bevorzugt 3,5 bis 20 Gew.-%
und insbesondere 5 bis 15 Gew.-% Bleichmittel, vorzugsweise Natriumpercarbonat, enthalten.

[0230] Der Aktivsauerstoffgehalt der Wasch- oder Reinigungsmittel, insbesondere der maschinellen Geschirr-
spulmittel, betragt, jeweils bezogen auf das Gesamtgewicht des Mittels, vorzugsweise zwischen 0,4 und 10
Gew.-%, besonders bevorzugt zwischen 0,5 und 8 Gew.-% und insbesondere zwischen 0,6 und 5 Gew.-%. Be-
sonders bevorzugte Mittel weisen einen Aktivsauerstoffgehalt oberhalb 0,3 Gew.-%, bevorzugt oberhalb 0,7
Gew.-%, besonders bevorzugt oberhalb 0,8 Gew.-% und insbesondere oberhalb 1,0 Gew.-% auf.

[0231] Erfindungsgemal bevorzugt einsetzbare Bleichmittel kénnen ferner Bleichaktivatoren umfassen, bei-
spielsweise um beim Reinigen bei Temperaturen von 60°C und darunter eine nochmals verbesserte Bleichwir-
kung zu erreichen. Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass auch eine Kombination von erfindungsge-
maRen Enzymen mit bestimmten, nachfolgend naher beschriebenen Bleichaktivatoren, synergistische Reini-
gungseffekte eines entsprechenden Mittels bewirkt. Solche Bleichaktivatoren sind Verbindungen, die unter
Perhydrolysebedingungen aliphatische Peroxocarbonsauren mit vorzugsweise 1 bis 10 C-Atomen, insbeson-
dere 2 bis 4 C-Atomen, und/oder gegebenenfalls substituierte Perbenzoesaure ergeben. Geeignet sind Sub-
stanzen, die O- und/oder N-Acylgruppen der genannten C-Atomzahl und/oder gegebenenfalls substituierte
Benzoylgruppen tragen. Bevorzugt sind mehrfach acylierte Alkylendiamine, insbesondere Tetraacetylethylen-
diamin (TAED), acylierte Triazinderivate, insbesondere 1,5-Diacetyl-2,4-dioxohexahydro-1,3,5-triazin
(DADHT), acylierte Glykolurile, insbesondere Tetraacetylglykoluril (TAGU), N-Acylimide, insbesondere N-Non-
anoylsuccinimid (NOSI), acylierte Phenolsulfonate, insbesondere n-Nonanoyl- oder Isononanoyloxybenzolsul-
fonat (n- bzw. iso-NOBS), Carbonsaureanhydride, insbesondere Phthalsdureanhydrid, acylierte mehrwertige
Alkohole, insbesondere Triacetin, Ethylenglykoldiacetat und 2,5-Diacetoxy-2,5-dihydrofuran, n-Methyl-Mor-
pholinium-Acetonitril-Methylsulfat (MMA) sowie acetyliertes Sorbitol und Mannitol beziehungsweise deren Mi-
schungen (SORMAN), acylierte Zuckerderivate, insbesondere Pentaacetylglukose (PAG), Pentaacetylfrukto-
se, Tetraacetylxylose und Octaacetyllactose sowie acetyliertes, gegebenenfalls N-alkyliertes Glucamin und
Gluconolacton, und/oder N-acylierte Lactame, beispielsweise N-Benzoylcaprolactam. Hydrophil substituierte
Acylacetale und Acyllactame werden ebenfalls bevorzugt eingesetzt. Auch Kombinationen konventioneller
Bleichaktivatoren kénnen eingesetzt werden.

[0232] Diese Bleichaktivatoren werden vorzugsweise in Mengen bis 10 Gew.-%, insbesondere 0,1 Gew.-%
bis 8 Gew.-%, besonders 2 bis 8 Gew.-% und besonders bevorzugt 2 bis 6 Gew.-%, jeweils bezogen auf das
Gesamtgewicht der bleichaktivatorhaltigen Mittel, eingesetzt.

[0233] Weitere im Rahmen der vorliegenden Anmeldung bevorzugt eingesetzte Bleichaktivatoren sind Ver-
bindungen aus der Gruppe der kationischen Nitrile, insbesondere kationische Nitrile der Formel
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||?1
Rz—r}f—(c Hz)—CN X"
R3

in der R' fur -H, -CH,, einen C,_,,-Alkyl- oder -Alkenylrest, einen substituierten C,_,,-Alkyl- oder -Alkenylrest mit
mindestens einem Substituenten aus der Gruppe -Cl, -Br, -OH, -NH,, -CN, einen Alkyl- oder Alkenylarylrest mit
einer C,_,,-Alkylgruppe, oder flr einen substituierten Alkyl- oder Alkenylarylrest mit einer C,_,,-Alkylgruppe und
mindestens einem weiteren Substituenten am aromatischen Ring steht, R? und R® unabhangig voneinander
ausgewahlt sind aus -CH,-CN, -CH,, -CH,-CH,, -CH,-CH,-CH,, -CH(CH,)-CH,, -CH,-OH, -CH,-CH,-OH,
-CH(OH)-CH,, -CH,-CH,-CH,-OH, -CH,-CH(OH)-CH,, -CH(OH)-CH,-CH,, -(CH,CH,-O) H mitn=1, 2, 3,4, 5
oder 6 und X ein Anion ist.

[0234] Besonders bevorzugt ist ein kationisches Nitril der Formel

R4

| ]
R5—lTli(C Hz)—CN X

Rs

in der R*, R® und R® unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus -CH,, -CH,-CH,, -CH,-CH,-CH.,,
-CH(CHy,)-CH,, wobei R* zusatzlich auch -H sein kann und X ein Anion ist, wobei vorzugsweise R® = R® = -CH,
und insbesondere R* = R® = R® = -CH, gilt und Verbindungen der Formeln (CH,),N®)CH,-CN X,
(CH,CH,),N*)ICH,-CN  X-,  (CH,CH,CH,),N*)ICH,-CN  X-,  (CH,CH(CH,)),N*)CH,-CN  X-,  oder
(HO-CH,-CH,),N")CH,-CN X~ besonders bevorzugt sind, wobei aus der Gruppe dieser Substanzen wiederum
das kationische Nitril der Formel (CH,),N“)CH,-CN X", in welcher X~ fiir ein Anion steht, das aus der Gruppe
Chilorid, Bromid, lodid, Hydrogensulfat, Methosulfat, p-Toluolsulfonat (Tosylat) oder Xylolsulfonat ausgewahlt
ist, besonders bevorzugt wird.

[0235] ErfindungsgemaR bevorzugt einsetzbare Bleichmittel konnen zusatzlich zu den Bleichaktivatoren oder
an deren Stelle auch Bleichkatalysatoren umfassen. Bei diesen Stoffen handelt es sich um bleichverstarkende
Ubergangsmetallsalze bzw. Ubergangsmetallkomplexe wie beispielsweise Mn-, Fe-, Co-, Ru- oder Mo-Salen-
komplexe oder -carbonylkomplexe. Auch Mn-, Fe-, Co-, Ru-, Mo-, Ti-, V- und Cu-Komplexe mit N-haltigen Tri-
pod-Liganden sowie Co-, Fe-, Cu- und Ru-Amminkomplexe sind als Bleichkatalysatoren verwendbar.

[0236] Bleichverstarkende Ubergangsmetallkomplexe, insbesondere mit den Zentralatomen Mn, Fe, Co, Cu,
Mo, V, Ti und/oder Ru, bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe der Mangan- und/oder Cobaltsalze und/oder
-komplexe, besonders bevorzugt der Cobalt(ammin)-Komplexe, der Cobalt(acetat)-Komplexe, der Cobalt(Car-
bonyl)-Komplexe, der Chloride des Cobalts oder Mangans, des Mangansulfats werden in iblichen Mengen,
vorzugsweise in einer Menge bis zu 5 Gew.-%, insbesondere von 0,0025 Gew.-% bis 1 Gew.-% und besonders
bevorzugt von 0,01 Gew.-% bis 0,25 Gew.-%, jeweils bezogen auf das Gesamtgewicht der erfinderischen Mit-
tel, eingesetzt. In speziellen Fallen kann jedoch auch mehr Bleichaktivator eingesetzt werden.

[0237] Mit besonderem Vorzug werden Komplexe des Mangans in der Oxidationsstufe II, Ill, IV oder IV ein-
gesetzt, die vorzugsweise einen oder mehrere makrocyclische(n) Ligand(en) mit den Donorfunktionen N, NR,
PR, O und/oder S enthalten. Vorzugsweise werden Liganden eingesetzt, die Stickstoff-Donorfunktionen auf-
weisen. Dabei ist es besonders bevorzugt, Bleichkatalysator(en) in den erfindungsgemaRen Mitteln einzuset-
zen, welche als makromolekularen Liganden 1,4,7-Trimethyl-1,4,7-triazacyclononan (Me-TACN), 1,4,7-Triaza-
cyclononan (TACN), 1,5,9-Trimethyl-1,5,9-triazacyclododecan (Me-TACD), 2-Methyl-1,4,7-trimethyl-1,4,7-tria-
zacyclononan (Me/Me-TACN) und/oder 2-Methyl-1,4,7-triazacyclononan (Me/TACN) enthalten. Geeignete

Mangankomplexe sind beispielsweise [Mn",(u-O),(u-OAc),(TACN),](CIO,),, [Mn"M-
nlv(U'O)z(U'OAC)1(TACN)z](BPh4)2s [Mn'V(u-O)s(TACN)4](CIO4)4, [Mnmz(U'O)1(U'OAC)z(Me'TACN)2](C|O4)2v [Mn”_
anlv(U'O)1(U'OAC)z(Me'TACN)2](C|O4)31 [Mnlvz(U'O)a(Me'TACN)2](PF6)2 und

[Mn",(u-0),(Me/Me-TACN),](PF;),(OAc = OC(O)CH,).

Kombination erfindungsgemafier Enzyme mit weiteren Enzymen
[0238] Auch die Kombination erfindungsgemafer Enzyme mit weiteren Enzymen, welche nachstehend naher
beschrieben werden, bewirkt eine synergistische Reinigungsleistung des Mittels. Fur Mittel enthaltend ausge-

wahlte Enzymkombinationen wurde eine verbesserte Entfernung von Anschmutzungen festgestellt im Ver-
gleich mit Mitteln, die entweder nur eines der Enzyme enthalten oder auch im Vergleich zur erwarteten Reini-
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gungsleistung eines Mittels mit beiden Komponenten auf Grund der bloRen Addition der jeweiligen Einzelbei-
trage dieser beiden Komponenten zur Reinigungsleistung des Mittels. Die unterschiedlichen Enzyme unter-
stitzen sich somit gegenseitig in ihrem Wirken. Somit stellt auch die ausgewahlte Kombination von erfindungs-
gemalen Enzymen mit weiteren Enzymen einen wesentlichen Aspekt der Erfindung dar.

[0239] Hierzu zahlen insbesondere Enzyme, die ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend aus Protease,
Amylase, Cellulase, Hemicellulase, Mannanase, Tannase, Xylanase, Xanthanase, 3-Glucosidase, Carragee-
nase, Oxidase, Oxidoreduktase, Pektinabbauendes Enzym oder Lipase. Auch Enzymgemische aus mehren
verschiedenen Enzymarten, beispielsweise erfindungsgemafie Enzyme in Kombination mit Amylasen und Li-
pasen, erfindungsgemafle Enzyme in Kombination mit Amylasen und Cellulasen, erfindungsgemafle Enzyme
in Kombination mit Amylasen und Hemicellulasen, insbesondere Mannanasen oder Xylanasen, erfindungsge-
maRe Enzyme in Kombination mit Amylasen und Xanthanasen sowie erfindungsgemafie Enzyme in Kombina-
tion mit Amylasen und Carrageenasen weisen bevorzugt synergistische Reinigungsleistungen auf. Diese En-
zyme sind im Prinzip naturlichen Ursprungs; ausgehend von den natirlichen Molekulen stehen fir den Einsatz
in Wasch- und Reinigungsmitteln allerdings oftmals verbesserte Varianten zur Verfigung, die entsprechend
bevorzugt eingesetzt werden. Wasch- oder Reinigungsmittel enthalten Enzyme vorzugsweise in Gesamtmen-
gen von 1 x 107 bis 5 Gew.-% bezogen auf aktives Protein. Die Proteinkonzentration kann mit Hilfe bekannter
Methoden, zum Beispiel dem BCA-Verfahren oder dem Biuret-Verfahren bestimmt werden.

[0240] Unter den Proteasen sind solche vom Subtilisin-Typ bevorzugt. Beispiele hierfur sind die Subtilisine
BPN' und Carlsberg sowie deren weiterentwickelte Formen, die Protease P692, die Subtilisine 147 und 309,
die Alkalische Protease aus Bacillus lentus, Subtilisin DY und die den Subtilasen, nicht mehr jedoch den Sub-
tilisinen im engeren Sinne zuzuordnenden Enzyme Thermitase, Proteinase K und die Proteasen TW3 und
TW7.

[0241] Beispiele fir erfindungsgemaf einsetzbare Amylasen sind die a-Amylasen aus Bacillus licheniformis,
aus B. amyloliquefaciens, aus B. stearothermophilus, aus Aspergillus niger und A. oryzae sowie die fir den
Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln verbesserten Weiterentwicklungen der vorgenannten Amylasen.
Desweiteren sind fir diesen Zweck die a-Amylase aus Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) und die Cyclodext-
rin-Glucanotransferase (CGTase) aus B. agaradherens (DSM 9948) hervorzuheben.

[0242] Erfindungsgemal einsetzbar sind weiterhin Lipasen oder Cutinasen, insbesondere wegen ihrer Trig-
lycerid-spaltenden Aktivitaten, aber auch, um aus geeigneten Vorstufen in situ Persauren zu erzeugen. Hierzu
gehdren beispielsweise die urspriinglich aus Humicola lanuginosa (Thermomyces lanuginosus) erhaltlichen,
beziehungsweise weiterentwickelten Lipasen, insbesondere solche mit dem Aminosaureaustausch D96L.
Desweiteren sind beispielsweise die Cutinasen einsetzbar, die urspriinglich aus Fusarium solani pisi und Hu-
micola insolens isoliert worden sind. Einsetzbar sind weiterhin Lipasen, beziehungsweise Cutinasen, deren
Ausgangsenzyme urspringlich aus Pseudomonas mendocina und Fusarium solanii isoliert worden sind.

[0243] Weiterhin bevorzugt einsetzbar sind Enzyme, die unter dem Begriff Hemicellulasen zusammengefal3t
werden. Hierzu zahlen Mannanasen, Xanthanlyasen, Pektinlyasen (=Pektinasen), Pektinesterasen, Pektatly-
asen, Xyloglucanasen (=Xylanasen), Pullulanasen und B-Glucanasen. Weitere einsetzbare Enzyme sind Car-
rageenasen sowie Tannasen. Ebenso kdénnen in den erfindungsgeméafien Mitteln Perhydrolasen eingesetzt
werden.

[0244] Zur Erhéhung der bleichenden Wirkung kénnen erfindungsgeman weitere Oxidoreduktasen, beispiels-
weise weitere Oxidasen, Oxygenasen, Katalasen, Peroxidasen, wie Halo-, Chloro-, Bromo-, Lignin-, Glucose-
oder Mangan-peroxidasen, Dioxygenasen oder Laccasen (Phenoloxidasen, Polyphenoloxidasen) eingesetzt
werden. Vorteilhafterweise werden zusatzlich vorzugsweise organische, besonders bevorzugt aromatische,
mit den Enzymen wechselwirkende Verbindungen zugegeben, um die Aktivitat der betreffenden Oxidoreduk-
tasen zu verstarken (Enhancer) oder um bei stark unterschiedlichen Redoxpotentialen zwischen den oxidie-
renden Enzymen und den Anschmutzungen den Elektronenfluss zu gewahrleisten (Mediatoren).

[0245] Erfindungsgemall besonders bevorzugt sind Enzymkombinationen, die eine synergistische Reini-
gungsleistung des sie enthaltenden Mittels bewirken, bestehend aus erfindungsgemalen Enzymen in Kombi-
nation mit Amylasen, erfindungsgemafen Enzymen in Kombination mit Lipasen, erfindungsgemafen Enzy-
men in Kombination mit Cellulasen, erfindungsgemafien Enzymen in Kombination mit Hemicellulasen, insbe-
sondere Mannanasen oder Xylanasen, erfindungsgemafen Enzymen in Kombination mit Xanthanasen sowie
erfindungsgemafen Enzymen in Kombination mit Carrageenasen. Ganz besonders bevorzugt werden erfin-
dungsgemale Enzyme in synergistischer Weise mit Lipasen, Hemicellulasen, Xanthanasen oder Carrageena-
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sen kombiniert.

[0246] Die Enzyme kénnen in jeder nach dem Stand der Technik etablierten Form eingesetzt werden. Hierzu
gehdren beispielsweise die durch Granulation, Extrusion oder Lyophilisierung erhaltenen festen Praparationen
oder, insbesondere bei flissigen oder gelférmigen Mitteln, LOsungen der Enzyme, vorteilhafterweise méglichst
konzentriert, wasserarm und/oder mit Stabilisatoren versetzt.

[0247] Alternativ kdnnen die Enzyme sowohl fir die feste als auch fur die flissige Darreichungsform verkap-
selt werden, beispielsweise durch Spriihtrocknung oder Extrusion der Enzymlésung zusammen mit einem vor-
zugsweise naturlichen Polymer oder in Form von Kapseln, beispielsweise solchen, bei denen die Enzyme wie
in einem erstarrten Gel eingeschlossen sind oder in solchen vom Kern-Schale-Typ, bei dem ein enzymhaltiger
Kern mit einer Wasser-, Luft- und/oder Chemikalien-undurchlassigen Schutzschicht Gberzogen ist. In aufgela-
gerten Schichten kénnen zusatzlich weitere Wirkstoffe, beispielsweise Stabilisatoren, Emulgatoren, Pigmente,
Bleich- oder Farbstoffe aufgebracht werden. Derartige Kapseln werden nach an sich bekannten Methoden, bei-
spielsweise durch Schiuittel- oder Rollgranulation oder in Fluid-bed-Prozessen aufgebracht. Vorteilhafterweise
sind derartige Granulate, beispielsweise durch Aufbringen polymerer Filmbildner, staubarm und aufgrund der
Beschichtung lagerstabil.

[0248] Weiterhin ist es mdglich, zwei oder mehrere Enzyme zusammen zu konfektionieren, so dass ein ein-
zelnes Granulat mehrere Enzymaktivitaten aufweist.

[0249] Das bzw. die Enzyme kdnnen gegen Schadigungen wie beispielsweise Inaktivierung, Denaturierung
oder Zerfall, etwa durch physikalische Einflisse, Oxidation oder proteolytische Spaltung, geschitzt werden.
Bei mikrobieller Gewinnung der Proteine und/oder Enzyme ist eine Inhibierung der Proteolyse besonders be-
vorzugt, insbesondere wenn auch die Mittel Proteasen enthalten. Wasch- oder Reinigungsmittel kénnen zu
diesem Zweck zusatzlich Stabilisatoren enthalten, die hinlanglich aus dem Stand der Technik bekannt sind. Er-
findungsgemafe Mittel kbnnen daher prinzipiell alle bekannten Enzymstabilisatoren enthalten.

[0250] Die nachfolgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter, ohne sie jedoch darauf einzuschranken.
Beispiele

[0251] Alle molekularbiologischen Arbeitsschritte folgen Standardmethoden, wie sie beispielsweise in dem
Handbuch von Fritsch, Sambrook und Maniatis ,Molecular cloning: a laboratory manual”, Cold Spring Harbour
Laborstory Press, New York, 1989, oder vergleichbaren einschlagigen Werken angegeben sind. Enzyme und
Baukasten (Kits) wurden nach den Angaben der jeweiligen Hersteller eingesetzt.

Beispiel 1: Ortsgerichtete Mutagenese

[0252] Die Protease-Varianten wurden durch ortsgerichtete (,site-directed") Mutagenese der alkalischen Pro-
tease aus Bacillus gibsonii DSM 14391 hergestellt. Es wurde eine Ubliche Mutagenesemethode verwendet un-
ter Einsatz des ,Quick Change Site-directed Mutagenesis Kit" des Unternehmens Stratagene (Katalog-Nr.
200518, Stratagene, La Jolla, Ca, USA). Es wurde das Codon fur die Aminosdureposition 211 (Nukleotide
631-633) in der Zahlweise gemafll SEQ ID NO. 2 von ATG nach TCT geandert, so dass ein Austausch der
Aminosaure Methionin (M) gegen die Aminosaure Serin (S) erfolgt. Alternativ oder in Ergédnzung wurde das
Codon fiir die Position 212 (Nukleotide 634-636) in der Zahlweise gemal SEQ ID NO. 2 von CCT nach AAT
geandert, so dass ein Austausch der Aminosaure Prolin (P) gegen die Aminosaure Asparagin (N) erfolgt.

Beispiel 2: Expression der Proteasevarianten

[0253] Die fiir die jeweilige Protease codierende Nukleinsdure liegt in dem Vektor pAWA22 kloniert vor. Dabei
handelt es sich um einen von pBC16 abgeleiteten Expressionsvektor flir den Einsatz in Bacillus-Spezies (Bern-
hard et al. (1978), J. Bacteriol., Band 133 (2), S. 897-903). Dieser Vektor wurde in den Wirtsstamm Bacillus
subtilis DB 104 (Kawamura und Doi (1984), J. Bacteriol., Band 160 (1), S. 442-444) mit Standardmethoden
transformiert.

[0254] Die Transformanten wurden zunachst auf DM3-Medium (8 g/l Agar, 0,5 M Bernsteinsaure, 3,5 g/l
K2HPO4, 1,5 g/l KH2PO4, 20 mM MgClI2, 5 g/l Casiaminoacids, 5 g/l Hefeextrakt, 6 g/l Glucose, 0,1 g/l BSA)
regeneriert und dann auf TBY-Skimmilk-Platten (10 g/l Pepton, 10 g/l Milchpulver (siehe oben), 5 g/l Hefe, 5 g/l
NaCl, 15 g/l Agar) Uberimpft. Proteolytisch aktive Klone wurden anhand ihrer Lysehdfe identifiziert. Aus den
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erhaltenen proteolytisch aktiven Klonen wurde einer ausgewahlt, dessen Plasmid isoliert und das Insert nach
Standardmethoden sequenziert, um es auf Korrektheit zu Gberpriifen. Die gewlinschte Proteaseaktivitat ist in
KulturGiberstanden entsprechend verifizierter Klone enthalten und kann bei Bedarf hieraus weiter prozessiert
werden.

Beispiel 3: Ermittlung der Waschleistung bei Einsatz in einem handelsiblichen pulverférmigen Waschmittel

[0255] Fur dieses Beispiel wurden standardisiert verschmutze Textilien eingesetzt, die von der Eidgendéssi-
schen Material-Priifungs- und -Versuchsanstalt, St. Gallen, Schweiz (EMPA), oder der Waschereiforschungs-
anstalt, Krefeld, bezogen worden waren. Dabei wurden folgende Anschmutzungen und Textilien verwendet:
A Gras auf Baumwolle, EMPA 164

B Schokomilch/Ruf® auf Baumwolle, C-03

C Kakao, EMPA 112

D Blut/Milch auf Baumwolle, C-5 (044).

[0256] Mit diesem Testmaterial wurden verschiedene Waschmittelrezepturen auf ihre Waschleistung hin un-
tersucht. Dafur wurden die Ansatze fir 60 Minuten bei einer Temperatur von 40°C gewaschen. Die Dosierung
lag bei 5,9 g des Waschmittels pro Liter Waschflotte. Es wurde mit Stadtwasser mit einer Wasserharte von etwa
16° deutscher Harte gewaschen.

[0257] Als Kontroll-Waschmittel diente eine Waschmittel-Basis-Rezeptur folgender Zusammensetzung (alle
Angaben in Gewichts-Prozent): 10% lineares Alkylbenzolsulfonat (Natrium-Salz), 1,5% C12-C18-Fettalkohol-
sulfat (Natrium-Salz), 2,0% C12-C18-Fettalkohol mit 7 EO, 20% Natriumcarbonat, 6,5% Natriumhydrogencar-
bonat, 4,0% amorphes Natriumdisilikat, 17% Natriumcarbonat-peroxohydrat, 4,0% TAED, 3,0% Polyacrylat,
1,0% Carboxymethylicellulose, 1,0% Phosphonat, 25% Natriumsulfat, Rest: Schauminhibitoren, optischer Auf-
heller, Duftstoffe. Die Waschmittel-Basis-Rezeptur wurde flir die verschiedenen Versuchsreihen aktivitats-
gleich mit folgenden Proteasen versetzt: Protease gemafl SEQ ID NO. 2 (WO 03/054185), Protease gemaf
SEQ ID NO. 2 mit der Aminosauresubstitution P212N und die alkalische Protease aus Bacillus lentus Variante
F49 (WO 95/23221).

[0258] Nach dem Waschen wurde der Weiltheitsgrad der gewaschenen Textilien gemessen. Die Messung er-
folgte an einem Spektrometer Minolta CM508d, Lichtart D65, 10. Das Gerat wurde zuvor mit einem mitgelie-
ferten Weildstandard kalibriert. Die erhaltenen Ergebnisse sind die Differenzremissionen zwischen einem
Waschvorgang mit einem Waschmittel enthaltend eine Protease und einem parallel durchgeflihrten Kontroll-
waschgang mit einem Waschmittel ohne Protease. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 2 zusam-
mengestellt. Sie erlauben einen unmittelbaren Rickschluss auf den Beitrag des jeweils enthaltenen Enzyms
zur Waschleistung des verwendeten Mittels.

Tabelle 2: Waschergebnisse mit einem pulverférmigen Waschmittel bei 40°C

Anschmutzung SEQ ID NO. 2 SEQ ID NO. 2 P212N B. lentus
A 3,7 4,6 1,2
B 8,6 11,1 3,6
C 6,2 6,5 4.1
D 14,5 17,7 8,1

[0259] Die Protease-Variante zeigt an verschiedenen Anschmutzungen, insbesondere an den Anschmutzun-
gen B und D, eine verbesserte Leistung im Vergleich zum Ausgangsmolekil gemaR SEQ ID NO. 2 und im Ver-
gleich mit der im Stand der Technik etablierten Protease aus Bacillus lentus.

Beispiel 4: Ermittlung der Waschleistung bei Einsatz in einem handelsiblichen flissigen Waschmittel

[0260] Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte im Wesentlichen wie in Beispiel 3 beschrieben. Dabei wurden fol-
gende Anschmutzungen und Textilien verwendet:

A Gras auf Baumwolle, EMPA 164

B Ganzei/Ruf® auf Baumwolle, 10N

C Schokomilch/Ruf® auf Baumwolle, C-03

D Blut/Milch auf Baumwolle, C-5 (044).
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[0261] Mit diesem Testmaterial wurden verschiedene Waschmittelrezepturen auf ihre Waschleistung hin un-
tersucht. Dafur wurden die Anséatze fir 60 Minuten bei einer Temperatur von 40°C gewaschen. Die Dosierung
lag bei 5,9 g des Waschmittels pro Liter Waschflotte. Es wurde mit Stadtwasser mit einer Wasserharte von etwa
16° deutscher Harte gewaschen.

[0262] Als Kontrollwaschmittel diente eine Waschmittel-Basis-Rezeptur folgender Zusammensetzung (alle
Angaben in Gewichts-Prozent): 0,3-0,5% Xanthan Gum, 0,2-0,4% Anti-Schaummittel, 6-7% Glycerin,
0,3-0,5% Ethanol, 4-7% FASOS, 24-28% Nichtionische Tenside, 1% Borsaure, 1-2% Natriumcitrat (Dihydrat),
2-4% Soda, 14-16% Kokosnuss-Fettsauren, 0,5% HEDP, 0-0,4% PVP, 0-0,05% optischer Aufheller,
0-0,001% Farbstoff, Rest demineralisiertes Wasser. Die Waschmittel-Basis-Rezeptur wurde fiir die verschie-
denen Versuchsreihen aktivitatsgleich mit folgenden Proteasen versetzt: Protease gemall SEQ ID NO. 2 (WO
03/054185), Protease gemafl SEQ ID NO. 2 mit der Aminosauresubstitution M211S und die alkalische Prote-
ase, die unter dem Handelsnamen Purafect Prime® von dem Unternehmen Genencor International vertrieben
wird.

[0263] Nach dem Waschen wurde der Weiltheitsgrad der gewaschenen Textilien gemessen. Die Messung er-
folgte an einem Spektrometer Minolta CM508d, Lichtart D65, 10. Das Gerat wurde zuvor mit einem mitgelie-
ferten Weildstandard kalibriert. Die erhaltenen Ergebnisse sind die Differenzremissionen zwischen einem
Waschvorgang mit einem Waschmittel enthaltend eine Protease und einem parallel durchgefihrten Kontroll-
waschgang mit einem Waschmittel ohne Protease. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 3 zusam-
mengestellt. Sie erlauben einen unmittelbaren Rickschluss auf den Beitrag des jeweils enthaltenen Enzyms
zur Waschleistung des verwendeten Mittels.

Tabelle 3: Waschergebnisse mit einem flissigen Waschmittel bei 40°C

Anschmutzung SEQ ID NO. 2 SEQ ID NO. 2 M211S Purafect Prime
A 2,7 5,5 3,2

B 8,6 11,1 3,0

C 4,1 7,9 8,1

D 16,6 26,1 15,2

[0264] Die Protease-Variante zeigt an verschiedenen Anschmutzungen, insbesondere an den Anschmutzun-
gen A, B und D, eine deutlich verbesserte Leistung im Vergleich zum Ausgangsmolekil gemal SEQ ID NO. 2
und im Vergleich mit der im Stand der Technik etablierten Protease Purafect Prime.

Beschreibung der Figuren

[0265] Fig. 1: Alignment der erfindungsgemafien reifen Ausgangsprotease (SEQ ID NO. 2) mit Proteasen
aus dem Stand der Technik, errechnet mit dem Programm Vector NTI Suite Ver. 7 (Fa. InforMax, Inc. Bethesda,
USA) unter Standardparametern (angegeben ist jeweils das reife (mature) Enzym).

Darin bedeuten:
SEQ ID NO. 2: Erfindungsgemale Ausgangsprotease gemal SEQ
ID NO. 2 (reifes Enzym)
BLAP: Alkalische Protease aus Bacillus lentus DSM 5483
(WO 92/21760 A1) gemals SEQ ID NO. 3

Subtilisin 309: Subtilisin 309 gemafl SEQ ID NO. 4

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.
Dieses kann von der amtlichen Veroffentlichungsplattform des DPMA heruntergeladen werden.
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Patentanspriiche

1. Protease umfassend eine Aminosauresequenz, die zu der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosaure-
sequenz mindestens zu 78,5% identisch ist, dadurch gekennzeichnet, dass sie in der Zahlweise gemalRSEQ
ID NO. 2 an Position 211 oder Position 212 oder an den Positionen 211 und 212 eine im Vergleich zu der in
SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosaure veranderte Aminosaure aufweist.

2. Protease nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Aminosauresequenz umfasst, die zu
der in SEQ ID NO. 2 angegebenen Aminosauresequenz zunehmend bevorzugt zu mindestens 80%, 82,5%,
85%, 87,5%, 90%, 91%, 92%, 93%, 93,5%, 94%, 94,5%, 95%, 95,5%, 96%, 96,5%, 97 %, 97,5%, 98%, 98,5%,
99% und ganz besonders bevorzugt zu 99,25% identisch ist.

3. Protease nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Protease ausgewahlt ist aus
d) einer Protease, die in der Zahlweise gemalt SEQ ID NO. 2 an Position 211 eine Aminosaure aufweist, die
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: Alanin, Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Cystein, Glutamin,
Glutaminsaure, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, Tryptophan, Ty-
rosin und Valin
e) einer Protease, die in der Zahlweise gemall SEQ ID NO. 2 an Position 212 eine Aminosaure aufweist, die
ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: Alanin, Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Cystein, Glutamin,
Glutaminsaure, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Phenylalanin, Serin, Threonin, Trypto-
phan, Tyrosin und Valin
f) einer Protease, die in der Zahlweise gemafll SEQ ID NO. 2 an Position 211 eine Aminosaure gemaf Merkmal
a) aufweist und an Position 212 eine Aminosaure gemaf Merkmal b) aufweist.

4. Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Protease ausgewahit
ist aus
a) einer Protease, die in der Zahlweise gemafl SEQ ID NO. 2 an Position 211 einen Serinrest aufweist
b) einer Protease, die in der Zahlweise gemal SEQ ID NO. 2 an Position 212 einen Asparaginrest aufweist
c) einer Protease, die in der Zahlweise gemafl SEQ ID NO. 2 an Position 211 einen Serinrest und an Position
212 einen Asparaginrest aufweist.

5. Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie mindestens eine und
zunehmend bevorzugt zwei, drei oder vier Ubereinstimmende antigene Determinanten mit einer der in den An-
sprichen 1 bis 4 bezeichneten Protease aufweist.

6. Protease, dadurch gekennzeichnet, dass sie aus einer Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 5 als
Ausgangsmolekil erhaltbar ist durch Fragmentierung, Deletions-, Insertions- oder Substitutionsmutagenese
und eine Aminosauresequenz umfasst, die Uber eine Lange von mindestens 266 und zunehmend bevorzugt
mindestens 260, 250, 240, 230, 220, 210, 200, 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70,
60 und 50 zusammenhangenden Aminosaurepositionen mit dem Ausgangsmolekil Ubereinstimmt.

7. Protease, dadurch gekennzeichnet, dass sie aus einer Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 6 als
Ausgangsmolekul erhaltbar ist und einen oder mehrere weitere Aminosaureaustausche in Positionen aufweist,
die den Positionen 3, 4, 36, 42, 47, 56, 61, 69, 87, 96, 99, 101, 102, 104, 114, 118, 120, 130, 139, 141, 142,
154,157, 188, 193, 199, 205, 224, 229, 236, 237, 242, 243, 255 und 268 der Alkalischen Protease aus Bacillus
lentus gemaR SEQ ID NO. 3 in einem Alignment zugeordnet sind.

8. Protease nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich stabilisiert ist,
vorzugsweise durch kovalente Kopplung an ein Polymer.

9. Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass sie mindestens eine che-
mische Modifikation aufweist.

10. Nukleinsduremolekiil, kodierend fiir eine Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 9.
11. Nukleinsduremolekul nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass es zu derin SEQ ID NO. 1 an-
gegebenen Nukleinsduresequenz zunehmend bevorzugt zu mindestens 78,5%, 80%, 82,5%, 85%, 87,5%,

90%, 91%, 92%, 93%, 93,5%, 94%, 94,5%, 95%, 95,5%, 96%, 96,5%, 97%, 97,5%, 98%, 98,5%, 99% und
ganz besonders bevorzugt zu 99,25% identisch ist.
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12. Vektor enthaltend eine Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 10 oder 11.

13. Vektor nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass er Klonierungsvektor oder ein Expressions-
vektor ist.

14. Nicht menschliche Wirtszelle, die eine Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 9 oder ein Fragment
derselben beinhaltet oder die zu deren Herstellung angeregt werden kann, vorzugsweise unter Einsatz eines
Vektors gemafl Anspruch 12 oder 13.

15. Wirtszelle nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass sie die Protease oder ein Fragment der-
selben in das die Wirtszelle umgebende Medium sezerniert.

16. Wirtszelle nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Bakterium ist.

17. Wirtszelle nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass das Bakterium ausgewahlt ist aus der
Gruppe der Gattungen von Escherichia, Klebsiella, Bacillus, Staphylococcus, Corynebakterium, Arthrobacter,
Streptomyces, Stenotrophomonas und Pseudomonas.

18. Wirtszelle nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Bakterium ausgewahlt ist aus
der Gruppe von Escherichia coli, Klebsiella planticola, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, Bacillus amyloli-
quefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus alcalophilus, Bacillus globigii gibsonii, Bacillus pumilus, Staphylococcus
carnosus, Corynebacterium glutamicum, Arthrobacter oxidans, Streptomyces lividans, Streptomyces coelico-
lor und Stenotrophomonas maltophilia.

19. Wirtszelle nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen Zellkern besitzt.

20. Verfahren zur Herstellung einer Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 9.

21. Verfahren nach Anspruch 20 unter Einsatz einer Nukleinsaure nach einem der Anspriche 10 oder 11,
vorzugsweise unter Einsatz eines Vektors nach einem der Anspriiche 12 oder 13, besonders bevorzugt unter

Einsatz einer Wirtszelle nach einem der Anspriiche 14 bis 19.

22. Mittel, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens eine Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 9
enthalt.

23. Mittel nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Waschmittel, Handwaschmittel, Spil-
mittel, Handgeschirrspulmittel, Maschinengeschirrspllmittel, Reinigungsmittel, Zahnprothesen- oder Kontakt-
linsenpflegemittel, Nachspulmittel, Desinfektionsmittel, kosmetisches Mittel, pharmazeutisches Mittel oder ein
Mittel zur Behandlung von Filtermedien, Textilien, Pelzen, Papier, Fellen oder Leder, ist.

24. Mittel nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Waschewaschmittel oder ein
Geschirrspulmittel ist.

25. Mittel nach einem der Anspriiche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass es als Einkomponentensys-
tem vorliegt.

26. Mittel nach einem der Anspriiche 22 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass es in mehrere Komponen-
ten aufgeteilt ist.

27. Mittel nach einem der Anspriche 22 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass es die Protease in einer
Menge von 2 ug bis 20 mg, vorzugsweise von 5 g bis 17,5 mg, besonders bevorzugt von 20 ug bis 15 mg und
ganz besonders bevorzugt von 50 ug bis 10 mg pro g des Mittels enthalt.

28. Mittel nach einem der Ansprliche 22 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass es in fester Form vorliegt.

29. Mittel nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass es als rieselfahiges Pulver mit einem Schutt-
gewicht von 300 g/l bis 1200 g/I, insbesondere 500 g/l bis 900 g/, vorliegt.

30. Mittel nach einem der Anspriiche 22 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass es in pastéser oder flissiger
Form vorliegt.
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31. Mittel nach einem der Anspriiche 22 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass die Protease mit einer bei
Raumtemperatur oder bei Abwesenheit von Wasser flr die Protease undurchlassigen Substanz umhdillt ist.

32. Mittel nach einem der Anspriche 22 bis 31, ferner umfassend eines oder mehrere weitere Enzyme.

33. Mittel nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein weiteres Enzym eine Protea-
se, Amylase, Cellulase, Hemicellulase, Mannanase, Tannase, Xylanase, Xanthanase, p-Glucosidase, Carra-
geenase, Oxidase, Oxidoreduktase oder eine Lipase ist.

34. Mittel nach einem der Anspriiche 22 bis 33, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens eine weitere
Komponente enthalt, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Tensiden, Buildern, Sauren, alkalischen Sub-
stanzen, Hydrotropen, Lésungsmitteln, Verdickungsmitteln, Bleichmitteln, Farbstoffen, Parfums, Korrosionsin-
hibitoren, Sequestriermitteln, Elektrolyten, optischen Aufhellern, Vergrauungsinhibitoren, Silberkorrosionsinhi-
bitoren, Farblibertragungsinhibitoren, Schauminhibitoren, Abrasivstoffen, UV-Absorbenzien, Lésungsmitteln,
Antistatika, Perlglanzmitteln und Hautschutzmitteln.

35. Mittel nach einem der Anspriiche 22 bis 34, ferner umfassend
-5 Gew.-% bis 70 Gew.-%, insbesondere 5 Gew.-% bis 30 Gew.-% Tenside und/oder
— 10 Gew.-% bis 65 Gew.-%, insbesondere 12 Gew.-% bis 60 Gew.-% wasserlosliches oder wasserdispergier-
bares anorganisches Buildermaterial und/oder
- 0,5 Gew.-% bis 10 Gew.-%, insbesondere 1 Gew.-% bis 8 Gew.-%, wasserlésliche organische Buildersub-
stanzen und/oder
—0,01 bis 15 Gew.-% feste anorganische und/oder organische Sauren beziehungsweise saure Salze und/oder
— 0,01 bis 5 Gew.-% Komplexbildner flir Schwermetalle und/oder
— 0,01 bis 5 Gew.-% Vergrauungsinhibitor und/oder
— 0,01 bis 5 Gew.-% Farblbertragungsinhibitor und/oder
— 0,01 bis 5 Gew.-% Schauminhibitor

36. Mittel nach Anspruch 35, ferner umfassend von 0,01 bis 5 Gew.-% optische Aufheller.

37. Verwendung eines Mittels nach einem der Anspriiche 22 bis 36 zur Entfernung von protease-sensitiven
Anschmutzungen auf Textilien oder harten Oberflachen.

38. Verfahren zur Reinigung von Textilien oder harten Oberflachen, dadurch gekennzeichnet, dass in min-
destens einem Verfahrensschritt ein Mittel nach einem der Anspriche 22 bis 36 angewendet ist.

39. Verfahren zur Reinigung von Textilien oder harten Oberflachen, dadurch gekennzeichnet, dass in min-
destens einem Verfahrensschritt eine Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 10 proteolytisch aktiv ist.

40. Verfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnet, dass die Protease in einer Menge von 40 ug
bis 4 g, vorzugsweise von 50 ug bis 3 g, besonders bevorzugt von 100 ug bis 2 g und ganz besonders bevor-
zugt von 200 ug bis 1 g pro Anwendung eingesetzt ist.

41. Verwendung einer Protease nach einem der Anspriiche 1 bis 10 zur Reinigung von Textilien oder von
harten Oberflachen.

42. Verwendung nach Anspruch 41, wobei die Protease in einer Menge von 40 ug bis 4 g, vorzugsweise
von 50 pg bis 3 g, besonders bevorzugt von 100 ug bis 2 g und ganz besonders bevorzugt von 200 ug bis 1 g
pro Anwendung eingesetzt ist.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Figur 1
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