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Cistici prostfedky obsahujici mnohonasobné substituované protedzové a amylazové varianty

Oblast techniky

Vynalez se tyka d&isticich prostfedkd, které zahmuji jeden nebo vice proteazovych
enzymd, jeZ jsou mnohondsobn& substituovanymi protedzovymi variantami a jeden nebo vice
enzymi, jez jsou amyldzovymi variantami. Konkrétngji, se tento vyndlez zabyva pfipravky na
prani pradla, pfipravky pro myti nadobi, pfipravky na myti tuhych povrchl a pfipravky pro
osobni &isténi, které zahrnuji jednu nebo vice mnohonéasobné substituovanych proteazovych

variant nebo jednu nebo vice amylazovych variant.

Dosavadni stav techniky

Riizné typy enzymd se jiz del§i dobu pouzZivaji v pracich detergentech kviili napoméahani
pfi odstrafiovani uréitych neistot z tkaniny. Kazda tfida enzymi (amyldzy, proteazy a pod.)
obecné katalyzuje rtizné druhy chemickych reakci. Napfiklad, protedzové enzymy jsou zndmé pro
jejich schopnost hydrolyzovat (rozbijet slougeniny na dvé nebo vice jednodusi sloueniny) jiné
proteiny. Tato schopnost byla vyuZita pomoci zabudovani pfirodnich nebo opracovanych
proteazovych enzymu do ptipravki na prani pradla.

V soucasné dobé je také provadén vyzkum pouZiti enzymi pii automatickém myti nadobi.
Naneitésti, mnohé enzymy, jako tfeba konvendni protedzové enzymy, se dobfe nesnaseji s
pracim prostfedim. Konkrétng, k zajisténi jejich uspokojivého plisobeni musi byt optimalizovana
jejich termicka stabilita, pH stabilita, oxidatvni stabilita a substratova specifita.

U. S. Patent RE 34,606 (Estell et al.) popisuje modifikace aminokyselinovych zbytkd
subtilisinového amionu odpovidajicich pozicim v subtilisinu u Bacillus amyloliquefaciens,
tyrosin -1, aspartat +32, asparagin +155, tyrosin +104, methionin +222, glycin +166, histidin
+64, glycin +169, fenylalanin +189, serin +33, serin +221, tyrosin +217, glutamat +156 a alanin
+152.

U. S. Patent 5,182,204 popisuje modifikaci aminokyselinového zbytku +224 u subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens a ekvivalentnich pozic u dal§ich subtilisind, které mohou byt
modifikovany prostiednictvim substituce, inserce nebo vypusténi a které mohou byt

kombinovany s modifikacemi zbytk® popsanymi v U. S. Patent RE 34,606 za vzniku uZitecnych



subtilisinovych mutant(i nebo variant. U. S. Patent 5,182,204 dale popisuje modifikace mnoha
aminokyselinovych zbytki v subtilisinu, véétné konkrétné +99, +101, +103, +107, +126, +135,
+197 a +204.

U. S. Patent 5,679,630 (Baeck et al.) popisuje Cistici pfipravky zahrnujici proteazovou
variantu v¢etné substituci aminokyselinovych zbytkd s jinymi aminokyselinovymi zbytky na
pozicich odpovidajicich pozici 76 v kombinaci s jednou nebo vice nasledujicich pozic: 99, 101,
103, 104, 107, 123, 27, 105, 109, 126, 128, 135, 156, 166, 195, 197, 204, 206, 210, 216, 217,
218, 222, 260, 265 a/nebo 274 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens a jednim nebo vice
Cisticich materialu.

Kromé protedzovych enzymi byly pouzity také amyldzové enzymy v celé fadé riznych
v papirenském primyslu, a dale pro pivovarnictvi a pe€eni. Dalsi pouZiti amyldzovych enzymd,
které nabyva na stale vét§im vyznamu, je odstratiovani skvrn a ne&istot s obsahem Skrobu b&hem
prani tkanin, ¢iSténi tuhych povrchi a/nebo nadobi.

WO 94/18314 (Genencor) publikovany 18. srpna 1994, WO 94/02596 (Novo)
publikovany 3. tinora 1994 a WO 95/10603 (Novo) publikovany 20. dubna 1995, popisuji &istici
prostiedky obsahujici mutantni amylazy.

Dalsi amylazy znamé svym vyuzitim v &isticich prostiedcich zahrnuji o- a 3-amylazy. o-
Amylazy jsou znamy v oboru a zahrnuji takové, které jsou popsany v U. S. Patent 5,003,257, EP
252 666, WO 91/00353, FR 2,676,456, EP 285 123, EP 525 610, EP 368 341 a Britskou
patentovou specifikaci 1,296,839 (Novo).

WO 95/26397 (Novo), publikovana 5. fijna 1995, popisuje a-amylazu, majici specifickou
aktivitu nejméné o 25% vyssi nez je specificka aktivita Termamyl® pii teplotach od 25 °C do 55
°C a pii hodnotach pH v rozmezi od 8 do 10.

WO 98/05748 (P&G), publikovana 12. Unora 1998, popisuje varianty o-amylazy,
popsané v WO 95/26397 pouzité v detergentnich pfipravcich.

WO 98/30669 (Henkel), publikovana 16. Cervence 1998, popisuje detergentni pfipravky
obsahujici proteazy a amylazy, kde proteazou je protedzovy mutant, ve kterém je aminokyselina
leucin pfitomna v poloze 211 (zpisob &islovani BLAP) pfirodni protedzy vyménéna v této poloze
za aspartamovou nebo glutamovou kyselinu, a amylasou je amylasovy mutant, ve kterém je jeden
methionin, tryptofan, cystein nebo tyrosin pfitomny v pfirodni amylédze odstranén nebo vyménén

za jinou aminokyselinu, kterou je obzvlasté cystein nebo methionin. Pfiklady amyldsovych



mutantdi, vhodnych pro pouziti v p¥ipravcich podle WO 98/30669 jsou popsany v WO 94/02597
(Novo), WO 95/10603 (Novo) a WO 94/18314 (Genecor) a jsou komeréné dostupné pod
obchodnimi nézvy Duramyl® (Novo) a Purafect OxAm® (Genecor).

Ovsem stale existuji zakaznici, ktefi vyZaduji Cistici prostfedky zajiSt'ujici zvySené a/nebo
zlepSené ¢isténi od necistot (odstratiovani a/nebo sniZeni necistoty) a/nebo odstratiovani skvrn ze
substratii ve srovnani s konvenénimi Cisticimi prostfedky obsahujicimi enzymy.

V tomto vynalezu bylo shledano, Ze kombinace novych proteazovych enzymi, které jsou
mnohonasobné substituované proteazové a amylézové varianty, poskytuje zvySené a/nebo
zlepSené uCinky pii CiSténi a/nebo odstrafiovani skvrn ve srovnani s €isticimi prostiedky
obsahujicimi konvenéni enzymy a ve srovnani s Cisticimi prostfedky obsahujicimi nové
proteazové enzymy podle tohoto vynalezu bez pfitomnosti amylazovych enzymu podle tohoto
vynalezu.

Déle bylo nalezeno, Ze C(istici prostfedky zahrnujici novou kombinaci novych
protedzovach enzyml podle tohoto vyndlezu s amyldzovymi enzymy podle tohoto vynalezu
zaji$tuji vynikajici Cistici u€inky ve srovnani s €isticimi schopnostmi prostredkd, které obsahuji
bud’ jedno nebo druhé ale nikoliv oboje (protedzy nebo amylazy podle tohoto vynalezu).

Pifedmétem tohoto vynalezu je tedy zajisténi Cisticich prostfedki, obzvlasté detergentnich
prostfedkd pro prani pradla a/nebo prostfedkd pro myti nadobi, majicich zvysené G&inky pii
odstrafiovani zne€isténi a skvrn a pfi prani tkanin.

Konkrétni kombinace ndrokované vtomto vynalezu nejsou identifikovany v zadném

referenci, tykajici se soucasného stavu techniky v tomto oboru.

Podstata vynalezu

Tento vynalez vychazi vstfic vySe zminénych pozadavkim v tom, Ze prekvapiveé odhaluje
fakt, Ze mnohonasobné substituované proteazové varianty podle tohoto vyndlezu, jsou-li pouzity
v kombinaci s amylazovymi variantami podle tohoto vynalezu v Cisticich prostfedcich, zajiStuji
a/nebo stupné bélosti a/nebo vymizeni za$pinéni nebo skvm a/nebo odstrafiovani nebo sniZovani

povlaki ve srovnani s Cisticimi prostfedky obsahujicimi konven¢ni enzymy.
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Mnohonasobné substituované proteazové a amylazové varianty podle tohoto vynalezu
jsou vhodné pro vysoko- i nizko koncentrované granularni pfipravky, pro kapalné pfipravky
s vysokou i niz§i u¢innosti, tablety popf. kusové €i jiné syntetické detergentni pfipravky.

V jednom aspektu tohoto vynalezu &istici prostfedek zahmuje:

(a) protedzovou variantu, s vyhodou G¢inné mnoZstvi proteazoveé varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti &isticiho prostfedku, kde zminéna proteazova varianta obsahuje substituci
aminokyselinovych  zbytkd sjinymi  pfirodné se vyskytujicimi  aminokyselinami
v aminokyselinovych  polohiach  odpovidajicich ~ pozicim 103 substilisinu ~ Bacillus
amyloliquefaciens v kombinaci se substituci aminokyselinovych zbytkli za pfirodni
aminokyseliny v jedné nebo vice pozicich odpovidajicich polohédm 1, 3, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 27, 33, 37, 38, 42, 43, 48, 55, 57, 58, 61, 62, 68, 72, 75, 76, 77, 18, 19,
86, 87, 89, 97, 98, 99, 101, 102, 104, 106, 107, 109, 111, 114, 116, 117, 119, 121, 123, 126, 128,
130, 131, 133, 134, 1l37, 140, 141, 142, 146, 147, 158, 159, 160, 166, 167, 170, 173, 174, 177,
181, 182, 183, 184, 185, 188, 192, 194, 198, 203, 204, 205, 206, 209, 210, 211, 212, 213, 214,
215, 216, 217, 218, 222, 224, 227, 228, 230, 232, 236, 237, 238, 240, 242, 243, 244, 245, 246,
247, 248, 249, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 268, 269,
270, 271, 272, 274 a 275 substilisinu Bacillus amyloliquefaciens, kde kdyz zminéna varianta
zahrnuje substituci aminokyselinového zbytku v pozicich 103 a 76, obsahuje také substituci
aminnokyselinového zbytku v jedné nebo vice aminokyselinovych poloh jinych nez odpovida
aminokyselinovym pozicim 27, 99, 101, 104, 107, 109, 123, 128, 166, 204, 206, 210, 216, 217,
218, 222, 260, 265 nebo 274 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens.

(b) amylazovou variantu, s vyhodou G¢inné mnoZstvi amyldzové varianty, vyhodnéji od 0,0001
% do asi 10 % hmotnosti isticiho prostfedku, kde zmin&na amylazova varianta je vybrana ze
skupiny obsahujici:

(i) a-amylazu charakterizovanou tim, Ze ma specifickou aktivitu nejméné o 25 % vyssi
nez je specificka aktivita Termamyl® pfi teploté v rozsahu od 25 °C do 55 °C a pti hodnotach pH
v rozsahu od 8 do 10, méfeno pomoci stanoveni a-amylazové aktivity Phadebas® a/nebo

(i) a-amyldzu podle (i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v SEQI™¢. 1
nebo a-amylazu, ktera je alespoti z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢. 1

a/nebo



(iii) a-amylazu podle (i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v SEQ ID ¢. 2
nebo o-amylazu, ktera je alespoii z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢. 2
a/nebo

(iv) a-amylazu podle (i) zahrnujici nasledujici aminokyselinovou N-terminalni sekvenci:
His-His-Asn-Gly-Thr-Asn-Gly-Thr-Met-Met-Gln-Tyr-Phe-Glu-Trp-Tyr-Leu-Pro-Asn-Asp (SEQ
ID ¢&. 3) nebo o-amylazu, ktera je N-termindlné alespori z 80 % homologicka s aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID €. 3 a/nebo

(v) a-amylazu podle (i-iv), kde o-amyldza se ziskava z alkalofilnich druhl Bacillus
a/nebo

(vi) a-amylazu podle (v), kde amylédzu lze ziskat z libovolného z kmenii NCIB 12289,
NCIB 12512, NCIB 12513 a DSM 935 a/nebo

(vii) o-amyldzu vykazujici pozitivni imunologickou kros-reaktivitu s protilatkami
vzniklymi proti a-amylaze, majici sekvenci aminokyselin odpovidajici SEQ ID €. 1, SEQ ID €. 2
nebo SEQ ID ¢. 3 a/nebo

(viii) variantu mateiské o-amylizy, kde matefskd a-amyldza (1) ma jednu
z aminokyselinovych sekvenci SEQ ID &. 1, SEQ ID ¢&. 2 nebo SEQ ID ¢&. 4, nebo (2) vykazuje
alespoii 80 % homologii s jednou nebo vice ze zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo
vykazuje imunologickou kros-reaktivitu s protilatkou vzniklou proti o-amyléze, majici jednu ze
zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo je kédovana DNA sekvenci, kterd hybridizuje se
stejnym vzorkem jako DNA sekvence kodujici o-amyldzu majici jednu ze zminénych
aminokyselinovych sekvenci, kde jsou varianty: (A) nejméné jeden aminokyselinovy zbytek
zminéné mateéné a-amylazy byl vypustén a/nebo (B) nejméné jeden aminokyselinovy zbytek
zminéné mateéné o-amyldzy byl nahrazen jinym aminokyselinovym zbytkem a/nebo (C)
nejméné jeden aminokyselinovy zbytek byl inzerovan do zminéné matecné a-amyldzy; zminéna
varianta méa o-amylazovou aktivitu a vykazuje ve srovnani s mate¢nou a-amylazou nasledujici
vlastnosti: zvy$ena termostabilita, zvySena stabilita vii¢i oxidaci, sniZzend zavislost na Ca iontech,
zvySena stabilita a/nebo o-amylolytickd aktivita pfi neutrdlnim nebo relativné vysokém pH,
zvySena a-amylolyticka aktivita pfi relativnd vy$§i teploté a zvyseni nebo sniZeni isoelektrického
bodu (pI) takze pI hodnoty o-amylazové varianty lépe vyhovuji pH média a

(c) jeden nebo vice ¢isticich dopliikovych materiald.



V dal§im aspektu tohoto vynalezu je zajistén pfipravek na CiSténi tkanin obsahuje:
(a) proteazovou variahtu, s vyhodou ¢inné mnoZstvi proteazové varianty, vyhodné&ji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti &isticiho prostiedku tkanin, kde zminéna protedzova varianta je popsdna
vyse;
(b) amylazovou variantu, s vyhodou G¢inné mnoZstvi amylazové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti &isticiho prostiedku, kde zminéna amyldzové varianta je popsana vyse;
(c) nejméné 5% hmotnosti pfipravku na ¢isténi tkanin surfaktantu a
(d) nejméné 5 % hmotnosti piipravku na &isténi tkanin plniva.

V dal§im aspektu tohoto vynalezu je zajistén zplsob CiSténi tkanin, které vyZzaduji
vy¢isténi, zahrnujici kontaktovani tkaniny s prostfedkem na ¢iSténi tkanin podle tohoto vynélezu.

V dalsim aspektu tohoto vyndlezu je zaji§tén Gistici prostfedek na myti nadobi, zahrnujici:
(a) proteazovou variantu, s vyhodou u¢inné mnoZstvi protedzové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti &isticiho prostiedku na myti nadobi, kde zminéna protedzové varianta je
popsana vyse;
(b) amylazovou variantu, s vyhodou i¢inné mnoZzstvi amylazové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti &istictho prostfedku na myti nadobi, kde zminéna amylazova varianta je
popséana vyse;
(c) od 0,1 % do asi 10 % hmotnosti &isticiho prostfedku na myti nadobi surfaktantu.

V dal$im aspektu tohoto vyndlezu je zajistén zpilsob CiSténi nadobi, které potiebuje
vydistit, zahrujici kontaktovani nadobi s prostfedkem na myti niddobi podle tohoto vynalezu.

V dal§im aspektu podle tohoto vynalezu je zaji§tén prostfedek na osobni Cisténi,
zahrnujici:
(a) protedzovou variantu, s vyhodou i¢inné mnoZstvi proteazové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti prostiedku pro osobni ¢isténi, kde zminéné proteazova varianta je popsana
vyse;
(b) amylézovou variantu, s vyhodou i¢inné mnoZstvi amyldzové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti prostfedku osobni &isténi, kde zminéna amyldzové varianta je popsana
vyse;
(c) 0d 0,1 % do asi 95 % (hmotnosti prostfedku pro osobni ¢i§téni) surfaktantového systému a
(d) ptipadng, od 0,05 % do asi 50 % (hmotnosti prostfedku pro osobni iSténi) enzymového

stabilizatoru.



V dal$im aspektu tohoto vynélezu je zaji§tén zpisob osobniho Cisténi ¢asti lidského nebo
zviteciho téla, vyZadujiciho takovéto isténi, zahmujici kontaktovani této Casti téla s pfipravkem
pro osobni ¢isténi podle tohoto vynalezu.

V dal§im aspektu podle tohoto vyndlezu je zajistén Cistici prostfedek, zahrnujici:

(a) proteazovou variantu, s vyhodou u¢inné mnozstvi proteazové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti ¢isticiho prostiedku, kde zminéna proteazova varianta zahrnuje substituci
aminokyselinového zbytku s jinym pfirodnim aminokyselinovym zbytkem v jedné nebo vice
aminokyselinovych polohich odpovidajicich pozicim 62, 212, 230, 232, 252 a 257 subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens,

(b) amylazovou variantu, s vyhodou u¢inné mnoZstvi amylazové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti &isticiho prostfedku, kde zminéna amyldzova varianta je vybrdna ze
skupiny obsahujici:

(i) o-amylazu charakterizovanou tim, Ze ma specifickou aktivitu nejméné o 25 % vyssi
nez je specificka aktivita Termamyl® pii teplotach v rozsahu od 25 °C do 55 °C a pti hodnotich
pH v rozsahu od 8 do 10, mé&feno pomoci stanoveni o-amylézové aktivity Phadebas® a/nebo

(ii) a-amylazu podle (i) zahmujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v SEQ ID ¢. 1
nebo o-amylazu, kterd je alespori z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci SEQ ID ¢. 1
a/nebo

(iii) a-amylazu podle (i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v SEQ ID ¢&. 2
nebo o-amylazu, ktera je alespori z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci SEQ ID €. 2
a/nebo

(iv) a-amyldzu podle (i) zahmujici nasledujici aminokyselinovou N-terminalni sekvenci:
His-His-Asn-Gly-Thr-Asn-Gly-Thr-Met-Met-Gln-Tyr-Phe-Glu-Trp-Tyr-Leu-Pro-Asn-Asp (SEQ
ID ¢&. 3) nebo a-amylazu, ktera je N-terminalné alespoii z 80 % homologicka s aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID &. 3 a/nebo

(v) a-amylazu podle (i-iv), kde o-amylaza se ziskava z alkalofilnich druht Bacillus
a/nebo

(vi) a-amylazu podle (v), kde amyldzu lze ziskat z libovolného z kmenti NCIB 12289,
NCIB 12512, NCIB 12513 a DSM 935 a/nebo

(vii) o-amyldzu vykazujici pozitivni imunologickou kros-reaktivitu s protilatkami
vzniklymi proti a-amyldze, majici sekvenci aminokyselin odpovidajici SEQ ID &. 1, SEQ ID ¢. 2

nebo SEQ ID ¢. 3 a/nebo



(viii) variantu matefské o-amylazy, kde matefskd o-amylaza (1) ma jednu
z aminokyselinovych sekvenci SEQ ID €. 1, SEQ ID ¢. 2 nebo SEQ ID &. 4, nebo (2) vykazuje
alespori 80 % homologii s jednou nebo vice ze zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo
vykazuje imunologickou kros-reaktivitu s protilatkou vzniklou proti a-amylaze, majici jednu ze
zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo je kodovana DNA sekvenci, kterd hybridizuje se
stejnym vzorkem jako DNA sekvence kddujici a-amylazu majici jednu ze zminénych
aminokyselinovych sekvenci, kde jsou varianty: (A) nejméné jeden aminokyselinovy zbytek
zminéné matecné a-amylazy byl vypustén a/nebo (B) nejméné jeden aminokyselinovy zbytek
zminéné mateCné o-amylazy byl nahrazen jinym aminokyselinovym zbytkem a/nebo (C)
nejméné jeden aminokyselinovy zbytek byl inzerovan do zminéné mateéné o-amylazy; zminéna
varianta ma o-amylazovou aktivitu a vykazuje ve srovnani s mate¢nou o-amylézou nésledujici
vlastnosti: zvySena termostabilita, zvySena stabilita vii¢i oxidaci, sniZzend zavislost na Ca iontech,
zvySend stabilita a/nebo o-amylolytickd aktivita pfi neutrdlnim nebo relativné vysokém pH,
zvy$end a-amylolyticka aktivita pfi relativné vyssi teploté a zvySeni nebo sniZeni isoelektrického
bodu (pl) takze pl hodnoty a-amylazové varianty lépe vyhovuji pH média a
(c) jeden nebo vice Eisticich dopliikovych materiald.

V dal$im aspektu tohoto vynalezu je zajistén prostiedek na ¢isténi tkanin, zahrnujici:
(a) proteazovou variantu, s vyhodou u¢inné mnoZzstvi proteazové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti Cisticiho prostfedku, kde zminéna protedzova varianta zahrnuje substituci
aminokyselinového zbytku s jinym pfirodnim aminokyselinovym zbytkem v jedné nebo vice
aminokyselinovych polohach odpovidajicich pozicim 62, 212, 230, 232, 252 a 257 subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens,
(b) amylazovou variantu, s vyhodou G¢inné mnozstvi amylazové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti ¢isticiho prostfedku, kde zminéna amylazova varianta je popsana vyse,
(c) nejméné 5 % hmotnosti Cisticiho prostfedku surfaktantu,
(d) nejméné 5 % hmotnosti Cisticiho prostiedku plniva.

V dal§im aspektu tohoto vynalezu je zajistén zpisob Cisténi tkanin, které to potiebuyji,
zahrnujici kontaktovani tkaniny s ¢isticim prostfedkem podle tohoto vynalezu.

V dal§im aspektu tohoto vynalezu je zajistén prostiedek na myti nddobi, zahrnujici:
(a) proteazovou variantu, s vyhodou i¢inné mnoZstvi protedzové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti ¢isticiho prostiedku, kde zminéna protedzova varianta zahmuje substituci

aminokyselinového zbytku s jinym pfirodnim aminokyselinovym zbytkem v jedné nebo vice



aminokyselinovych pdlohéch odpovidajicich pozicim 62, 212, 230, 232, 252 a 257 subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens,

(b) amylazovou variantu, s vyhodou uginné mnoZstvi amyldzové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti &isticiho prostfedku, kde zminéna amylazova varianta je popsana vyse,

(c) 0d 0,1 % do asi 10 % hmotnosti &isticiho prostfedku surfaktantu.

V dalim aspektu tohoto vynalezu je zaji§tén zpusob Cisténi nadobi, které to vyZaduje,
zahrnujici kontaktovani nadobi s prostfedkem na myti nadobi podle tohoto vynalezu.

V dal§im aspektu tohoto vynalezu je zaji§tén prostiedek pro osobni €isténi, zahrnujici:

(a) proteazovou variantu, s vyhodou u&inné mnoZstvi protedzové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti osobniho ¢isticiho prostfedku, kde zminéna proteazova varianta zahrnuje
substituci aminokyselinového zbytku s jinym pfirodnim aminokyselinovym zbytkem v jedné
nebo vice aminokyselinovych polohach odpovidajicich pozicim 62, 212, 230, 232, 252 a 257
subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens,

(b) amylazovou variantu, s vyhodou u¢inné mnoZstvi amylazové varianty, vyhodnéji od 0,0001%
do asi 10% hmotnosti prostfedku osobni ¢&isténi, kde zminénd amylazova varianta je popsana
vyse;

(c) 0od 0,1 % do asi 95 % (hmotnosti prostfedku pro osobni €isténi) surfaktantového systému a
(d) ptipadng, od 0,05 % do asi 50 % (hmotnosti prostfedku pro osobni Cisténi) enzymového
stabilizatoru.

V dal§im aspektu tohoto vynalezu je zajistén zplsob ¢isténi ¢asti lidského nebo zvifeciho
téla, vyzadujictho takové ¢&iSténi, zahrnujici kontaktovéni Casti t€la s osobnim Cisticim
prostiedkem podle tohoto vynalezu.

Piedmétem tohoto vynélezu je tedy zaji§téni Cistictho pfipravku, majictho kombinaci
protedzové a amylazové varianty, schopné zajisténi zvySeného a zlepSeného Cisténi tkanin,
nadobi, piibord, kuchyiiského zafizeni a dalSich substrati s pevnym povrchem. Dale je objektem
tohoto vynalezu zajisténi zpisobu ¢isténi téchto zminéﬁ;'lch substrati pomoci pouziti Cisticich
prostfedku obsahitacich protedzové a amylazové varianty podle tohoto vynalezu.

Tyto a dali pfedméty, znaky a vyhody tohoto vyndlezu budou jasnéjsi z nésledujiciho
detailniho popisu vynalezu, piikladd provedeni vynalezu a z pfipojenych néroki.

Viechna procentualni vyjadieni, poméry a proporce pouzité v textu jsou na zakladé
hmotnosti pokud neni pfimo uvedeno jinak. VSechny zde citované dokumenty jsou zde zahrnuty

jako reference.
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Kratky popis zobrazeni

Obréazek 1 A-C zobrazuje DNA aminokyselinovou sekvenci subtilisinu Bacillus
amyloliquefaciens a &astetnou restrikéni mapu tohoto genu.

Obrézek 2 zobrazuje zachované aminokyselinové zbytky subtilisind Bacillus
amyloliquefaciens (BPN)’ a Bacillus lentus (pfirodni typ).

Obrazek 3A a 3B zobrazuji aminokyselinovou sekvenci ¢tyf subtilisind. Horni fadka
reprezentuje aminokyselinovou sekvenci subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens (nékdy také
popisovany jako substilisin BNP”). Druha fadka ukazuje aminokyselinovou sekvenci subtilisinu
z Bacillus subtilis. Treti fadka zobrazuje aminokyselinovou sekvenci subtilisinu Bacillus
licheniformis. Ctvrta fadka ukazuje aminokyselinovou sekvenci subtilisinu z Bacillus lentus
(také oznaGovany jako subtilisin 309 v PCT WO 89/06276). Symbol * oznaCuje specifické

aminokyselinové zbytky ve srovnani se subtilisinem BNP”.

Detailni popis vynalezu

1. Proteazy - Protedzy jsou karbonylhydrolazy, které obecné ucinkuji tak, Ze Stépi
peptidovou vazbu proteinti nebo peptidi. Vtomto textu oznaCuje ,proteaza“ pfirodné se
vyskytujici protedzu nebo rekombinantni proteazu. Pfirodn€ se vyskytujici proteazy zahruji o-
aminoacylpeptid hydrolazy, peptidylaminokyselinové hydrolazy, acylamino hydrolazy, serin
karboxypeptiddzy,  metalokarboxypeptiddzy,  thiolproteinizy,  karboxylproteinazy  a
metalloproteinazy. Jsou zahrnuty serin-, metallo-, thiol- a kyselinové proteazy, stejné jako endo-
a exo-proteazy. |

Tento vynilez zahruje protedzové enzymy, nevyskytujici se v pfirodé, které jsou
variantami karbonylhydrolaz (proteazové varianty), majici jinou proteolytickou aktivitu, stabilitu,
substratovou specifitu, pH profil a/nebo charakteristiku puisobeni ve srovnéni s prekurzorem
karbonylhydroldzy, ze které je aminokyselinovéd sekvence varianty odvozena. Konkrétné,
takovéto proteazové varianty maji aminokyselinovou sekvenci, ktera se nenachazi v piirodé,
ktera je vytvofena zaménou nékolika aminokyselinovych zbytkii v prekurzoru proteazy jinymi
aminokyselinovymi zbytky.

Protedzové varianty podle tohoto vynalezu zahrnuji substituci libovolné z devatenacti
pfirodné se vyskytujicich L-aminokyselin na pfedem uréenych aminokyselinovych pozicich. Tyto
kombinace mohou byt provedeny v libovolném prekurzorovém subtilisinu (prokaryotni,

eukariotni, sav&i a pod.). V tomto textu se na rizné aminokyselinové zbytky odkazuje pomoci
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b&znych jednopismennych nebo tiipismennych zkratek. Tyto kody jsou identifikovany v Dale M.
W. (1989), Molecular Genetics of Bacteria, John Wiley & Sons, Ltd., Pfiloha B.

Prote4zové varianty uZite¢né podle tohoto vynalezu jsou s vyhodou odvozeny od Bacillus
subtilisin. Vyhodngji jsou protedzové varianty odvozeny od subtilisinu Bacillus lentus a/nebo
subtilisinu 309. |

Karbonyl hydrolazy - Karbonyl hydroldzy jsou proteazové enzymy, které hydrolyzuji
slouéeniny obsahujici
0
E—x
vazbu, kde X je kyslik nebo dusik. Zahmuji pfirodng se vyskytujici karbonylové hydrolazy a
rekombinantni karbonylhydroldzy. Piirodn& se vyskytujici karbonyl hydroldzy zahrnuji
hydrolézy, napt. peptidhydroldzy jako je subtilisiny nebo metalloprotedzy. Peptidhydrolazy
zahrnuji o-aminoacylpeptid hydrolazy, peptidylaminokyselinové hydrolazy, acylaminohydrolazy,
serinkarboxypeptidzy, metallokarboxypeptiddzy, thiolproteindzy, karboxyproteinazy a
metalloproteinazy. Také jsou zahrnuty serin-, metallo-, thiol- a kyselinové peoteazy, stejné jako
endo- a exo-proteazy.

Subtilisiny - Subtilisiny jsou bakteralni nebo houbové proteazy, které obecn€ plsobi na
$té&peni peptidové vazby proteinli nebo peptidi. V tomto textu oznaCuje ,,subtilisin® pfirodné se
vyskytujici subtilisin nebo rekombinantni subtilisin. Je zndmo, Ze série pfirodné se vyskytujicich
subtilisind je produkovana a asto vyluovéna riznymi mikrobidlnimi druhy. Aminokyselinova
sekvence &lend této série neni plné homologicka. Aviak subtilisiny v této sérii vykazuji stejny
nebo podobny typ proteolytické aktivity. Tato tfida serinovych proteaz vykazuje spolecnou
aminokyselinovou sekvenci definujici katalytickou triadu, ktera je odliSuje od tfidy serinovych
proteaz, které jsou piibuzné chymotrypsinu. Subtilisiny a serinové proteazy, které jsou piibuzné
chymotripsinu maji oba katalytickou triddu, zahrnuji aspartat, histidin a serin. U protedz
piibuznych se subtilisinem je relativni pofadi téchto aminokyselin, ¢tenych od aminokonce
smérem ke karboxylovému konci, je aspartat- histidin-serin. Subtilisin vtomto textu tedy
oznaluje serinovou protedzu, majici katalytickou triddu protedz piibuznych se subtilisinem.
Piiklady zahrnuji (vy&et neni Giplny) subtilisin popsany v obrazku 3. Obecné a pro ucely tohoto
vynalezu odpovida &islovani aminokyselin v protedzach islovani ur€enému pro subtilisinovou

sekvenci Bacillus amyloliquefaciens, uvedenému na obrazku 1.
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Proteazové varianty - ,,Protedzova varianta“ ma aminokyselinovou sekvenci, ktera je odvozena
z aminokyselinové sekvence ,,prekurzorové proteazy“. Prekurzorové proteazy zahruji pfirodné
se vyskytujici protedzy a rekombinantni protedzy. Aminokyselinovd sekvence proteazové
varianty je ,odvozena“ od aminokyselinové sekvence prekurzorové protedzy substituci,
vymazénim nebo inserci jedné nebo vice aminokyselin aminokyselinové sekvence prekurzoru.
Tato modifikace je modifikace ,,prekurzorové DNA sekvence®, ktera kdéduje sekvenci
aminokyselin v prekurzorové protedze spiSe neZ manipulace samotného prekurzoru protedzového
enzymu. Vhodné metody pro takovouto manipulaci sekvence prekurzoru DNA zahrnuji metody
popsané v tomto vynilezu stejné jako metody znamé odbornikiim v oboru (viz. napfiklad EP 0
328299, WO 89/06279 a U. S. patenty a patentové pfihlasky, které byly popsany vyse).

V preferovaném provedeni protedzové varianty, které jsou protedzové enzymy uZziteCné
v &isticich piipravcich podle tohoto vynalezu, zahrnuji protedzové varianty vCetné substituce
aminokyselinového zbytku s jinym pfirodnim aminokyselinovym zbytkem na aminokyselinové
pozici odpovidajici poloze 103 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens v kombinaci se
substituci aminokyselinového zbytku za pfirodni amindkyselinovy zbytek na jedné nebo vice
aminokyselinovych pozic odpovidajicich poloham 1, 3, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,24, 27,33, 37, 38, 42, 43, 48, 55, 57, 58, 61, 62, 68, 72,75, 76,717, 78, 19, 86, 87, 89, 97, 98,
99, 101, 102, 104, 106, 107, 109, 111, 114, 116, 117, 119, 121, 123, 126, 128, 130, 131, 133,
134, 137, 140, 141, 142, 146, 147, 158, 159, 160, 166, 167, 170, 173, 174, 177, 181, 182, 183,
184, 185, 188, 192, 194, 198, 203, 204, 205, 206, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217,
218, 222, 224, 227, 228, 230, 232, 236, 237, 238, 240, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249,
251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 268, 269, 270, 271, 272,
274 a 275 substilisinu Bacillus amyloliquefaciens, kde kdyZz zminéna protedzova varianta
zahrnuje substituci aminokyselinového zbytku v pozicich 103 a 76, obsahuje také substituci
aminokyselinového zbytku v jedné nebo vice z aminokyéelinov?ch poloh, jinych nez odpovida
aminokyselinovym pozicim 27, 99, 101, 104, 107, 109, 123, 128, 166, 204, 206, 210, 216, 217,
218, 222, 260, 265 nebo 274 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens a jeden nebo vice Cistici
piidavny material. '

I kdyz miZe byt vyuZita libovolnd kombinace vySe uvedenych aminokyselinovych
substituci, preferované protedzové variantni enzymy uzite¢né podle tohoto vyndlezu zahrnuji

substituci, vymazani nebo inzerci v nasledujicich kombinacich:
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(1) protedzova varianta zahrnujici substituce aminokyselinovych zbytki v polohach 103 a jedné
nebo vice z nasledujicich poloh 236 a 245;

(2) proteazova varianta zahrnujici substituce aminokyselinovych zbytkd v polohach 103 a 236 a
jedné nebo vice z nasledujicich poloh: 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 104, 109, 130, 131,
159, 183, 185, 205, 209, 210, 211, 212, 213, 215, 217, 230, 232, 248, 252, 257, 260, 270 a 275,
(3) proteazova varianta zahrnujici substituce aminokyselinovych zbytki v polohach 103 a 245 a
jedné nebo vice z nasledujicich poloh: 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 104, 109, 130, 131,
159, 170, 183, 185, 205, 209, 210, 211, 212, 213, 215, 217, 222, 230, 232, 248, 252, 257, 260,
270 a 275;

(4) protedzova varianta zahrnujici substituce aminokyselinovych zbytkd v polohach 103, 236 245
a jedné nebo vice z nasledujicich poloh: 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 104, 109, 130, 131,
159, 183, 185, 205, 209, 210, 211, 212, 213, 215, 217, 230, 232, 243, 248, 252, 257, 260, 2770 a
275;

Preferovandj$i protezové varianty uZitecné v Cisticich prostfedcich podle tohoto
vynalezu zahrnuji soubor substituci (jedna sada substituci v fadce nésledujici Tabulky I) vybrany
ze skupiny obsahujici:

Tabulka I

76 | 98 | 103 | 104
76 | 78 [ 103 | 104
76 | 103 | 104 | 107
4 [ 76 [ 103104
76 | 103 | 104 | 246
76 | 77 [103 | 104
76 [ 103 [ 104 | 183 | 218
16 | 76 [ 103 | 104 | 248
1 [ 76 | 103 | 104
76 ] 103 | 104 | 261
76 | 103 | 104 | 160
76 [ 103 104 | 216
17| 76 | 103 | 104
371 76 | 103 | 104
76 | 77 [103 (104 [ 174
381 76 | 103|104




38 | 76 {103 | 104 | 237
8 | 76 | 103 | 104

76 | 103 1 104 | 183

191 76 {103 | 104

131 76 {103 ]104

191 76 | 103 | 104

76 1 103 | 104 | 184

76 | 103 | 104 | 252

76 | 103 | 104 | 259

76 | 103 [ 104 | 251

76 | 86 | 103 | 104

721 76 | 103 | 104 | 185
76 | 103 | 104 | 237 | 274
76 {103 | 104 | 160

76 |1 103 | 104 | 228

551 76 | 103 | 104 | 240
76 | 103 | 104 | 254

76 | 103 | 104 | 204

76 | 103 | 104 | 204

431 76 | 103 | 104

76 | 103 1104 | 159

10 { 76 {103 {104 ] 177
581 76 | 103|104

76 | 103 {104 | 270

76 | 103 |1 104 | 185
27176 | 103 | 104

76 | 103 | 104 | 262

76 | 78 {103 ] 104

24 1 76 {103 | 104

76 | 103 | 104 | 166 | 236 | 251
171 76 | 103 | 104 | 237
76 1103 [ 104 | 130
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76 | 103 { 104 | 109

76 1 99 1103|104 | 204

76 [ 103 | 104 | 181

121 76 [ 103 | 104

76 | 103 | 104 | 212 ] 271

76 1 103 | 104 | 252 | 261

76 { 103 | 104 | 242

76 | 103 | 104 | 271

12176 | 103 | 104 | 242
43176 (1031104 [ 116 | 183
76 1103 | 104 | 258

76 | 103 1 104 | 271

61| 76 | 103 [ 104

38176 [ 103]104] 182 | 263
76 | 103 1104 | 1821 272 |
76 1103 [ 104 [ 109 [ 246

76 | 87 | 103 | 104 | 206 | 249 | 265
76 | 103 | 104 | 137 | 238 | 271
103 ] 104 | 228

76 1103 | 104 | 182 | 198

211 76 | 103104 ] 182

76 1103 1104 | 119 ] 137

76 [ 103 [ 104 [ 137 | 248
13176 1103|104 ] 206

76 1103 | 104 | 206

76 1103 1104 [ 212] 258
58176 | 103] 104 | 271

76 | 103 { 104 | 206 | 261

4 176 1103]104 ] 206

76 | 77 {103 ] 104 | 206

76 1103 1104 | 158

76 | 103 | 104 | 206
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4 |76 | 103 {104 ] 159 | 217 | 251
4 176 1103|104 159 | 217 | 252
76 1 77 {103 {104 | 133 | 185 | 251
76 1 103 | 104 [ 159 | 206 | 244

4 | 76 | 103104 | 188

4 176 1103|104 158

76 1 77 {103 [ 104 ] 185

76 [ 103 {104 | 206 [ 251

48 1 76 [ 103 104 [ 111 | 159

68 | 76 [ 103|104 | 159 | 236

421 76 1103 [ 104 | 159

12162 176 [103] 104 | 159

421 76 1103 [ 104 ] 159

76 | 103 1 104 | 146 | 159

76 [ 103 | 104 | 159 | 238

76 | 103 | 104 | 159 | 224

76 | 103 | 104 | 212 ] 268 | 271

76 | 89 | 103 | 104

76 | 87 1103 [ 104 | 2127 271

76 1 103 1104 | 212 | 245 | 271

76 | 1031104 [ 134 ] 141 | 212 | 271
76 | 1031104 [ 212 236 | 243 | 271
76 1103 | 104 | 109 | 245

76 {103 104 [ 109 | 210

201 62 | 76 [ 103 104

68 | 76 | 103 | 104 | 236

68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 236 | 271
68 ( 76 | 103 [ 104 | 159 | 236 245
68 | 76 | 103 ]104 | 159 | 217 236 | 271
17168 | 76 1103 ] 104

68 | 76 | 103 | 104

68 | 76 1103|104 | 159 | 236
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68 ] 75 | 76 | 103 ] 104 | 159 | 236

68 | 76 | 76 | 103 | 114 | 121 | 159 | 236 | 243
12| 68 | 76 [ 103 | 104 | 156 | 236

68 | 76 | 103 [ 104 | 159 | 209 | 236 | 253

68 | 76 | 103 | 104 | 117 | 150 | 184 | 236

68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 236 | 243

68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 236 | 245

68 | 76 | 103 [ 104 ] 142 [ 139

68 | 76 [ 103 [ 104 | 123 | 150 | 236 | 249

68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 236 | 249

76 | 105 | 104 | 223 | 245

12 ] 76 [ 103 [ 104 | 222 | 249"

76 1105 | 104 [ 173 ] 222

76 [ 103 [ 104 | 222 | 263

21| 76 [ 105 [ 104 222 | 237 | 263

76 | 103 | 104 [ 109 | 222

76 [ 103 | 104 | 109 | 222 | 271

61| 76 | 103 | 104 | 222

76 | 103 | 104 | 137 | 222

76 | 103 | 104 | 109 ] 227 | 248

76 | 103 | 104 | 222 | 249

68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 236 | 245 | 261

68 | 76 | 103 | 104 | 141 | 159 | 236 | 245 | 253
68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 236 | 245 | 247

68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 174 | 204 | 236 | 243
68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 204 | 236 | 243

68 | 76 | 103 | 104 | 133 | 159 | 218 | 236 | 245
68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 243

68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 194 | 203 | 236 | 243
12| 76 [ 103 | 104 | 222 | 243 |

76 | 103 | 104 | 232 | 245

24| 68 | 76 [ 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 345

o000



18

68 [ 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252

68 1 76 | 103 | 104 ] 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260
12} 76 [ 103 ] 104 | 222 | 244 | 245

12} 76 | 105 {2221 210 | 245

121 76 103 {104 | 130 | 222 | 245

221 68 | 76 1103 | 104

68 | 76 | 103|104 | 184

68 | 103 {104 ] 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

68 1 103 1 104 } 159 | 232 | 236 | 245

68 1103 1104|1140 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252

43 1 68 | 103|104 159 | 232 | 236 | 245 | 252

43 1 68 | 103 1104 | 159 | 232 | 236 | 245

43 | 68 | 103 {104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252

68 | 87 | 103|104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252 | 275
121 76 | 103|104 { 130 | 222 | 245 | 248 | 262

121 76 | 103 {104 130 | 215 | 222 | 245

12176 {103 {104 | 130 | 222 | 227 | 245 | 262

12| 76 [ 103 {104 | 130 | 222 | 245 | 261

76 | 103 | 104 | 130 | 222 | 245

121 76 | 103 | 104 | 130 | 218 | 222 | 245 | 262 | 269
121 57 1 76 | 103 ] 104 | 130 [ 222 } 245 | 251
12476 | 1031104 ] 130 | 170 | 185 | 222 | 243 | 245
121 76 | 103104 ] 130 | 222 | 245 | 268

1221 76 | 103|104 | 130 | 222 | 210 | 245

68 | 103|104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 103 | 104 { 116 | 159 | 232 | 236 | 245

68 | 103 1 104 { 159 | 232 | 236 | 245 | 248

10 { 68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245

68 { 103 { 104 | 159 | 203 | 232 | 236 | 245

68 1 1031104 | 159 | 232 | 236 | 237 | 245

681 76 | 79 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245

68 | 1031104 | 159 183 | 232 | 236 | 245




68 [ 103|104 | 159 | 174 | 206 | 232 | 236 | 245

68 1 103 | 104 | 159 | 188 | 232 | 236 | 245

68 | 1031104 | 159 | 230 | 232 | 236 | 245

68 | 98 [ 103 {104 | 159 | 232 | 236 | 245

68 [ 103 1104 [ 159 | 215 | 232 | 236 | 245

68 [ 103|104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248

68 | 76 | 103|104 | 159 | 232 | 236 | 245

68 | 76 | 103|104 | 159 | 210 | 232 | 236 | 245

68 | 76 | 103|104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257

76 | 103 ] 104 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 1031104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257 | 275

76 | 103 1 104 | 257 | 275

68 1 103 ) 104 | 159 | 224 | 232 | 236 [ 245 | 257

76 1103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 76 | 103|104 | 159 | 209 | 232 [ 236 | 245

68 1 76 1103|104 | 159 | 211 | 232 | 236 | 245

1271 68 | 76 1103 | 104 | 159 | 214 | 232 | 236 | 245
68 | 76 | 103|104 | 159 | 215 | 232 | 236 | 245

1271 68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245

20 | 68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 259
68 | 87 | 76 | 103 | 104 | 159 | 2327 236 | 245 | 260
68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 261

76 | 103 [ 104 | 232 | 236 | 242 | 245

68 1 76 1103|104 | 159 | 210 | 232 | 236 | 245
12148 | 68 | 76 | 103 | 104 | 159 [ 232 | 236 | 245
76 {103 | 104 | 232 | 236 | 245

76 | 103 | 104 | 159 | 192 | 232 | 236 | 245

76 | 103 | 104 | 147 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 251
121 68 | 76 ‘103 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 272
68 | 76 [ 1031104 | 159 | 183 | 206 | 232 | 236 | 245
68 | 76 | 103|104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 256

68 | 76 [ 103|104 | 159 | 206 | 232 | 236 | 245




27 ) 68 | 76 [ 103] 104 | 159 | 232 236 | 245

68 1 76 (103 [104 [ 116 | 159 | 170 | 185 232 | 236 | 245
61 | 68 (103|104 ] 159 | 232 | 236 245 1 248 | 252

43 | 68 (103|104 159 | 232 | 236 245 ] 248 | 252

68 1103 1104 [ 159 212 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 (1031104 | 99 | 159 [ 184 | 232 236 | 245 | 248 | 252
1031104 | 159 {232 | 236 | 245 | 248 252

68 (103|104 [ 159 ] 209 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 11031104 1109 159 | 232 | 236 245 | 248 | 252

20 | 68 1103 [104] 159 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 | 103 1104 | 1591 209 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 | 103 [ 104 | 159 [ 2327] 236 | 245 248 | 252 | 26]

68 | 103 | 104 [ 159 | 185 | 232 | 236 | 245 248 | 252

68 | 103 | 104 [ 159 [ 210 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 | 103 | 104 | 159 185 | 210 | 232 236 | 245 | 248 | 252
68 [ 103 1104 [ 159 ] 212 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 | 103 [ 104 [ 159 | 213 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 | 103 | 104 | 213 [ 232 | 236 | 245 248 | 252

68 1 103|104 [ 159 [ 215 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 1103 | 104 [ 159 ] 216 | 232 | 236 245 | 248 | 252

20 1 68 (1031104 ] 159 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 | 103 [ 104 [ 159 [ 1737 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 (103|104 [ 159 | 232 [ 236 | 245 248 | 251 | 252

68 {103 (104 [ 159] 206 | 232 236 | 245 | 248 | 252

68 | 103 1 104 | 159 | 232 [ 236 | 245 248 | 252

55168 (103104 159 | 232 | 236 245 | 248 | 252

68 | 103 1104 [ 159 | 232 [ 236 245 | 248 | 252 [ 255

68 | 103 [ 104 [ 159 | 232 | 236 245 | 248 | 252 | 256

68 | 103 {104 [ 159 | 232 | 236 245 | 248 | 252 | 260

68 [ 103104159 232 | 236 245 . 248 | 252 | 257

68 | 103 1 104 [ 159 [ 232 | 236 245 1248 | 252 | 258

8 | 68 | 103|104 159 | 232 236 | 245 | 248 | 252 | 269




68 | 103 1104 | 116 | 159 | 232 | 236 | 245 | 2438 252 | 260

68 | 103 {104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 261

68 | 103 | 104 [ 159 [ 232 | 236 | 245 | 248 | 252 261

68 | 76 [ 103 {104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248

o
(%4
ro

68 [ 103 | 104 [ 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

68 | 103 | 104 { 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

18 1 68 | 103 1104 ]| 159 | 232 | 236 | 245 | 248 252

68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

68 | 76 | 101 [ 103 | 104 | 159 | 213 | 218 | 232 236 | 245 | 260

68 | 103 (104 [ 159 | 228 | 232 | 236 | 245 | 248 252

331 68 | 76 {103 ] 104 | 159 | 232 | 236 | 245 248 | 252

68 | 76 | 89 [103 | 104 | 159 | 210 | 213 | 232 236 | 245 | 260

61 | 68 | 76 | 103 104 | 159 | 232 | 236 | 245 248 | 252

1031104 | 159 [ 205 | 210 | 232 [ 236 | 245

61 | 68 | 103 {104 | 130 | 159 | 232 | 236 | 245 248 | 252

61 | 68 | 103 1104 | 133 [ 137 | 159 | 232 236 | 245 | 248 | 252

61 | 103|104 [ 133 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 252

68 | 103 | 104 [ 159 ] 232 [ 236 | 245 | 248 | 252

68 | 103 | 104 [ 159 | 218 | 232 | 236 | 245 | 248 252

61 | 68 | 103|104 | 159 | 160 | 232 | 236 | 245 248 | 252

3161 |68 | 76| 103 | 104 | 232 | 236 245 | 248 | 252

61 | 68 11031104 | 159 | 167 | 232 | 236 | 245 248 | 252

97 | 103 [ 104 | 159 | 2327 236 | 245 | 248 252

98 1103 | 104 [ 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

99 | 1031104 [ 159 [ 232 | 236 | 245 | 248 252

1011103 1104 | 159 232 | 236 | 245 | 248 252

1021103 { 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 252

1031104 1106 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 253

1031 104 | 109 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 252

103 104 | 159 | 232|236 | 245 | 248 | 252 261

62 1103 | 104 | 159 [ 232 | 236 | 245 | 248 252




103|104 | 159 | 184 | 232 [ 236 [ 245 | 248 | 252

103 104 | 159 | 166 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

1031104 1 159 | 217 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

201 62 1103104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 248 | 252
62 | 103 [ 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
1031104 | 159 1206 [ 217 [ 232 | 236 | 245 | 248 | 252

62 [ 103 | 104 | 159 | 206 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

1031 104 { 130 | 159 | 232 [ 236 | 245 | 248 | 252

1031104 | 131 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

27 1103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

38 | 103 1104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

381 76 1103|104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

68 | 76 1103 | 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260 271
68 | 76 | 103 | 104 | 159 [ 209 | 213 | 232 | 236 | 245 260
68 | 76 | 1031104 | 159 [ 210 | 213 | 232 | 236 | 245 260
68 | 76 | 103 104 | 159 [ 205 | 213 | 232 | 236 | 245 260
68 | 76 1103104 | 159 | 210 | 232 | 236 | 245 | 260

68 1 103 | 104 | 159 | 213 | 232 [ 236 | 245 | 260

76 | 103 | 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

68 | 103 1104 | 159 | 209 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 159 | 210 [ 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 159 | 230 [ 232 | 236 | 245

68 | 103|104 | 159 ] 126 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 [ 159 | 205 | 232 | 236 | 245

68 | 103 1104|159 | 210 | 232 | 236 | 2a5

103104 | 159 | 230 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 260

1031104 | 159|232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 159 | 174 | 2327 | 236 | 245 | 257

68 [ 103 [ 104 | 159 | 194 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 103 |1 104 [ 159 | 209 | 232 | 236 | 245 | 257

103104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257




68 | 76 | 103|104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260 [ 261
68 | 103 |1 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257 | 261

103 104 | 159 1 213 | 232 | 236 | 245 | 260

103|104 ) 159 {210 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

1031 104 | 159 | 209 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 210 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260
12 1103 1104 | 159 1 209 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

103 104 | 209 | 232 | 236 | 245 | 257

1031104 | 159 1205 | 210 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

103 104 | 159 | 205 | 209 | 232 | 236 | 245 [ 260

68 | 103 | 104 | 159 | 205 | 209 | 210 | 232 | 236 | 245

105 104 { 159 | 205 { 209 | 210 | 232 | 236 | 245 | 257
1031104 | 159 1205 | 209 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 103 1 104 | 159 | 205 | 209 | 210 | 232 | 236 | 245 | 260
1031 104 | 159 1205 | 209 | 210 | 232 | 236 | 245

1031 104 { 1591209 | 210 | 232 | 236 | 245

1031 104 [ 1591205} 210 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 128 | 159 | 232 | 236 | 245

48 [ 103 | 104 | 159 | 230 | 236 | 245

48 | 68 | 1031104 159 | 209 | 232 | 236 | 245

48 | 68 | 103 1104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

48 | 68 [ 103|104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257 | 261
1021103 1 104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
121102 ] 103 1104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
101 102 1 103 | 104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
98 11021103 | 104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
1021103 | 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
1031104 | 131|159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103|104 | 159 | 184 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

1031 104 | 159 {232 | 236 | 244 | 245 | 248 | 252

62 | 103 |1 104 | 159 | 213 | 232 [ 236 | 245 | 248 | 252 | 256
1271 62 11031104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252




101|103 {104 | 159 | 185 | 232 | 236 | 245 248 | 252
1011103 [ 104 | 159 [ 206 | 232 | 236 | 245 248 | 252
1011103 { 104 [ 159 [ 213 | 232 | 236 | 245 248 | 252

98 102 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
1011102 [ 103 [ 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 252

98 11021103 {104 [ 159 [ 212 | 232 | 236 | 245 248 | 252
98 1102 [ 103 [ 104 | 159 [ 212 | 232 | 236 | 248 252

62 11031104 1109 ] 159 | 213 | 232 | 236 245 | 248 | 252
62 11031104 1159 | 212 [ 213 | 232 | 236 245 | 248 | 252
62 1101 11103 | 104 | 159 [ 212 | 213 | 232 | 236 245 1 248 | 252
103|104 1 159 { 2327] 245 | 248 | 252

1031104 | 159 | 230 | 245

62 1 103 [ 104 | 130 [ 159 | 213 | 232 | 236 245 | 248 | 252
1011103 | 104 | 130 | 159 | 232 | 236 | 245 | 24 252
101|103 1 104 | 128 [ 159 | 232 | 236 | 245 248 | 252

62 | 101 [ 103|104 [ 159 | 213 | 232 | 236 | 245 248 | 252
62 (103 1104 1128 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 248 | 252
62 1103 | 104 | 128 | 159 | 213 | 232 | 236 245 | 248 | 252
1011103 1 104 | 159 [ 232 [ 236 | 245 | 248 | 252 260
1011103 ] 104 | 131 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 252

98 | 101 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 252

99 | 101 1 103 [ 104 | 159 | 232 | 236 | 245 248 | 252
1011103 {104 [ 159 | 212 | 232 | 236 | 245 248 | 252

76 1103 1104 | 167 [ 170 | 194

10111031104 [ 159 | 209 | 232 | 236 | 245 | 248 252

101] 103 | 104 [ 159 [ 210 | 232 | 236 | 245 248 | 252
1011103 | 104 [ 159 [ 205 | 232 | 236 | 245 248 | 252
1011103 | 104 | 159 | 230 | 236 | 245

1011103 | 104 [ 159 194 | 232 | 236 | 245 248 | 252

76 11011103 {104 | 159 | 194 | 232 | 236 245 | 248 | 252
10111031104 { 159 230 | 232 | 236 | 245 248 | 252

62 1 1031104 | 159 | 185 | 206 | 213 | 232 236 | 245 | 248 | 252 271
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Jjeste preferovanéjsi protedzové varianty uzite¢né v Cisticich prostiedcich podle tohoto

vynalezu zahrnuji soubor substituci (jedna sada substituci v fadce nasledujici Tabulky II) vybrany

ze skupiny obsahujici:

Tabulka II

N76D |A98E {S103A |V104I
N76D |S78T [si03a {vioa
N76D [s103A [viedl {107V
V4E__ IN76D Is103A |Vi041
N76D [s103A |vioar [12a6V
N76D {N77D [si03a |Vioai
N76D |S103A [Vioal |N183D |N218I
A16T {N76D [s103A [vioal |N248D
AIE__|N76D [S103A |Vi04l
N76D [S103A |Vi041 IN261D
N76D [S103A [vio4r |si6oT
N76D_|S103A |Vio4l |s216C
;7Q N76D _|s103A |vi04l
S37T_IN76D  Is103a |vio4l
N76D_INTTD _Is103A [vioal |a174v
T38S {N76D |s103A |Viod]
T38S {N76D {S103A |V1041 [K237Q
18V [N76D si03a (vio4l
N76D |S103A |viosr |N183D
RISL [N76D [S103A |Viodl
Al3V IN76D S103A {V104I]
RISC IN76D is103A V104l
N76D |S103A |V1041 |N184D
N76D |s103A |vioal {N252D
N76D_|S103A {V1041 {S259C
N76D_{S103A |viodl |K251T
N76D {P865  |S103A [V1i04l
172V N76D |SI103A {V104! |N185D
N76D |S103A |Vi041 |K237E {T274A
N76D _|s103A [vio4r |si60L




N76D

S103A

V1041

A228V
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P35S

N76D

S103A

V1041

S240T

N76D

S103A

V1041

A254T

N76D

S103A

1104N

N204T

N76D

S103A

V1041

N204D

N43S

N76D

S103A

V104l

N76D

S103A

V1041

G159D

RIOH

N76D

S103A

V104l

VI177A

TS58S

N76D

S103A

V1041

N76D

S103A

V1041

A270V

N76D

S103A

V1041

N185D

N76D

S103A

V104!

N76D

S103A

V1041

L262M

N76D

S78P

S103A

V1041

S24P

N76D

S103A

V104l

N76D

S103A

V1041

S166G

Q1236R

K251R

HI7L

N76D

S103A

V1041

K237E

N76D

S103A

V1041

S130L

N76D

S103A

V1041

QI09R

N76D

S99R

S103A

V1041

N204T

N76D

S103A

V104]

DI8IN

12R

N76D

S103A

V1041

N76D

S103A

V1041

S212P

E271v

N76D

S103A

V104!

N252K

N261Y

N76D

S103A

V104!

S242T

N76D

S103A

V1041

E271Q

12R

N76D

S103A

Vio4l

$242T

N43S

N76D

S103A

V1041

N116K

N1831

N76D

S103A

V104!

G258R

N76D

S103A

Vio41

E271G

G6IR

N76D

S103A

V1041

T38S

N76D

S103A

V104!

QI182R

Y263H

N76D

S103A

V1041

QI82R

A2728

N76D

$103A

V104!

QIO9R

1246V

N76D

S87G

S103A

Vi0di

Q206R

H249Q

$265G

N76D

S103A

V1041

QI37TR

N238Y

E271V
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S103A

V1041

A228T

N76D

S103A

V1041

QI82R

1198V

L2IM

N76D

S103A

V1041

QI82R

N76D

S103A

V104l

M1191

QI3TR

N76D

S103A

V1041

QI37R

N248S

Al13T

N76D

S103A

V1041

Q206R

N76D

S103A

V1041

Q206R

N76D

S103A

V1041

S212p

G258R

T58S

N76D

S103A

V104!

E271G

N76D

S103A

V104!

Q206E

N261D

V4E

N76D

S103A

V1041

Q206E

N76D

N77D

S103A

V1041

Q206E

N76D

S103A

V104!

Al1S8E

N76D

S103A

Viodi

Q206E

V4E

N76D

S103A

V1041

G159D

L217E

K251Q

V4E

N76D

S103A

V1041

G159D

L217E

N252D

N76D

N77D

S103A

V104!

Al33T

N185D

K2351T

N76D

S103A

V104]

G159D

Q206E

V244A

V4E

N76D

S103A

V1041

S138E

V4E

N76D

S103A

V1041

AlS8E

N76D

N77D

S103A

V1041

N185D

N76D

S103A

V1041

Q206E

K251T

A48T

N76D

Sto3A

V1041

L11IM

G159D

V68A

N76D

S103A

Vio4l

G159D

Q236H

LAZV

N76D

S103A

V1041

G139D

QI2H

N62H

N76D

S103A

V104]

G139D

LA21

N76D

S103A

V104!

G1359D

N76D

S103A

V104!

G146S

G159D

N76D

S103A

V104!

G159D

N238S

N76D

S103A

Vio4!

G159D

T224A

N76D

S103A

V1041

S212P

V268F

E271V

N76D

E89A

S103A

V104]

N76D

S8TR

S103A

V104]

S212P

E271V

N76D

S103A

V1041

S212pP

Q245L

E271V

N76D

S103A

V1041

T1348

S141IN

S212pP

E2N1V

.o

N76D

S103A

V1041

$212P

Q236L

N243S

E271V
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N76D [S103A [Vi04l |QI109R Q245K
N76D_|S103A (V1041 |Q109R |P210L
G20V _IN62S IN76D |s103A |Vio4l
V68A |N76D |S103A {V1041 {Q236H
V68A IN76D IS103A |V1041 [G139D |Q236H |E271V
V68A IN76D |S103A [VI04l |G159D {Q236H |Q24SR
V68A IN76D [S103A (V1041 |G1S9D {12171 |Q236H|E271V
H17Q |V68A |N76D [s103A |viosl
V68A [N76D [S103A |Vio4
V68A IN76D IS103A V1041 |G139D [Q236R
V68A |L7SR__IN76D _IS103A |V1041 |G159D |Q236H
V68A_ IN76D IN76D |S103A |A114V_[VI21] |G159D|Q236H Q245R
QI2R [V68A |N76D |S103A |V104l [G159D |Q236H
V68A IN76D |S103A V104l {G1S9D |Y209s |Q236H|T253K
V68A IN76D |S103A [VIo4l |N117K |G159D |Nisas Q236H
V68A IN76D [SI103A |V104l |G1S9D |Q236H |N243]
V68A IN76D iS103A |V1041 |G159D |Q236H |Q24sL
V68A IN76D Is103A |vi041 |a142v |G1soD
V68A INT6D IS103A V1041 |N123S [G159D [Q236H|H249Y
V68A IN76D IS103A V104l |GIS9D |Q236H |H249Q
N76D |S103A |Vio4l [M2225 |Q245R
QI2R IN76D {S103A [V1041 [M222S |H249R
N76D_|S103A |V1041 [NI7T3R |M222S
N76D |S103A {V104l [M222S |Y263F
L2IM _IN76D |S103A |V104l {M2225 |K237R |Y263F
N76D |S103A |VIo4l [Q109R [M2228
N76D _|S103A V104! [Q109R |M222S |E271D
G6IR IN76D  {S103A V104l |M222S
N76D {S103A {V104i QI37R iM2228
N76D |S103A |V1041 |Q109R {M222S |N24ss
N76D |S103A |V1041 [M222S |H249R
V68A INT6D {S103A V104l |G159D [Q236H |Q245R|N261D
V68A IN76D |S103A [V104! |SI4IN |G159D |0Q236H|Q245R |T255s
V68A INT6D [S103A |V1041 [G159D |Q236H [Q245R|R247H
V68A IN76D |S103A |V1041 |G1S9D |A174V |N204D Q236H [Q245R
V68A |N76D _|S103A_|V1041 |G159D |N204D |Q236H Q245R
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V68A |N76D |[S103A [V104] Al33V |G159D {N218D Q236H |Q24SR
V68A [N76D |S103A (V1041 |G159D [A232Vv Q236H{Q245R
V68A [N76D {S103A (V1041 |G159D |A1941 V203A{Q236H Q24SR
I2R |{N76D |S103A |V104]1 [M222S Q245R
N76D |SI103A |Vi104] lA232V Q245R
S24T ({V68A IN76D [S103A [V104] |G1S9D {A232V Q236H {Q245R
V68A |[S103A V104l |G159D (A232V Q236H [Q245R|N252K
V68A IN76D (S103A {V104] |[G159D |T213R A232V10Q236H Q245R IT260A
12R IN76D {S103A |1104T M222S V2441 Q24SR
12R {N76D |S103A |M222S |P210T Q245R
Q12R [N76D |S103A [1104T S130T |M2228 Q245R
T22K |{V68A |IN76D |{S103A |V104]
V68A |N76D |SI103A V104l N184D
V68A |S103A |VI04] {G159D [A232V Q236H Q245R{N248D [N252K
V68A |{S103A |[VIOo4l |G1S9D {A232V Q236H |Q245R
V68A [S103A {V104] N140D |G159D [A232V Q236H|Q245R |N252K
N43S |V68A [S103A [V104] |G159D |A232Vv Q236H|0Q245R [N252K
N43K {V68A [S103A |VI104] |G159D |A232V Q236H|Q245R
N43D |V68A |IS103A |V104] |G1S9D |A232V Q236H]Q245R |N252K
V68A |S87G SI03A V1041 |G1IS9D |A232Vv Q236H{Q245R |N252K (R27SS
QI2R _IN76D |S103A {1104T |S130T [M222S Q245RIN248S 11L262M
QI2R IN76D |S103A {I1104T |S130T |A215V M222S[Q245R
12R _IN76D {S103A [1104T |S130T IM222S V227A1Q245R |1L262S
12R_|N76D |S103A |1104T |S130T {A21ST M222S1Q245R
12R_IN76D {S103A |I104T [SI30T [M222S Q245R|N261D
N76D {S103A [1104T {SI130T |M2228 Q245R
12R |N76D {S103A |1104T S130T |N218D |M222S Q245R {12625 [N265D
Q12R [S57P N76D S103A |1104T |S130T |M222S Q245R K251Q
12R_IN76D [S103A |1104T |S130T |R170S NI185D|M222S |N243D Q245R
QI2R [N76D |S103A [1104T [S130T M222S [Q245R|V268A
12R {N76D |S103A |1104T S130T IM2228 |P210S Q245R
V68A [S103A (V1041 |GI1S9D {A232v Q236H Q245R|1257V
V68A [S103A [V104] [NI116D |G159D |A232V Q236H{Q245R
V68A [S103A V1041 |G1S9D [A232V Q236H {Q245R|N248D
RI10C |V68A [S103A |ViO4l |GlsoD A232V Q236H{Q245R
V68A |S103A {Vi104l [G159D V203E |A232V Q236H Q245R
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V68A |S103A |Viodl {G1s9D |A232V Q236H |K237E |Q245R
V68A [IN76D |179N S103A |Vi041 |G1s9D |A232Vv Q236H |Q245R
V68A |S103A [V1041 |G1S9D {N183D A232V 10Q236H{Q245R
V68A [S103A (V1041 |G1ssD |A174v Q206L_|A232V|Q236H |Q245R
V68A [S103A |VIo4l |G159D {s1ssC A232V 1Q236H{Q245R
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N62D |S103A |VI04l [QI09R [G1S9D [T213R [A232V Q236H [Q245R {N248D |N252K
N62D IS103A {V1041 |G159D {S212G [T213R |A232V Q236H jQ24SR {N248D [N252K
N62D (S101G {S103A |V104] |G159D {S212G |T2i13R|A232V Q236H {0245R |N248DIN252K
S103A [V1041 JG159D |A232v [Q245R |N248D |N252K
S103A {V1041 |{G159D [A230V [Q245R
N62D |S103A V1041 |S130G [G159D |T213R |A232Vv Q236H ]Q245R |N248D [N252K
$101G {S103A {V1041 {S130G [G139D |A232V Q236H{Q245R [N248D [N252K
S101G |S103A |V1041  [S128G |G159D jA232V Q236H{Q245R |N248D |N252K
S101G [S103A {V1041 [s128L |G159D {A232Vv Q236H|Q245R |N248D |N252K
N62D |S101G [S103A [Viodl |GISSD |T213R [A232V Q236H [Q245R |N248D [N252K
N62D [S103A {VI04l |[S128G |G159D {T213R |A232V Q236H 10245R |N248D [N252K
N62D {S103A {Vvi104!1 [S128L |G159D |T213R |A232Vv Q236H {Q245R [N248D |N252K
S101G [S103A {V104] |G1s59D jA232Vv Q236H 1Q245R{N248D |N252K |T260A
S101G [S103A {vio4l |P131v |G159D |A232Vv Q236H|Q245R |N248D {N252K
A98V_IS101G |S103A |V1041 |G159D {A232v |Q236H Q245R _|N248D {N252K
S99G_ISI101G [S103A |V104l [G159D |A232V Q236H[|Q245R [N248D {N252K
S101G |S103A |V1041 |G159D IS212G [A232Vv Q236H|Q245R |N248D |N252K
S101G |S103A Vi04l {G159D |Y209W |A232V Q236H|Q245R |N248D |N252K
S101G |S103A _[V1041 {G159D |P2101 |A232V Q236H{Q245R [N248D [N252K
S101G |S103A [Vi04l |G1s9D |vaosi |az32v Q236H{Q245R |N248D {N252K
SI01G IS103A 1Vi04l {Gi59D |A230V Q236H [Q245R
S101G |S103A [V104] |G159D |A194P {A232V Q236H|Q245R [N248D {N252K
N76D [S101G |S103A [V104] |G159D |A194P |A232V Q236H |Q245R |N248D [N252K
S101G |S103A {V1041 |G159D |A230V {A232V Q236H{Q245R |N248D [N252K
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N62D [S103A (V1041 [G159D (N18SD |Q206E |T213R {A232V jQ236H [Q245R IN248D|N252K |E271

Jest€ preferovanéjsi protedzové varianty uZitetné v Cisticich prostfedcich podle tohoto
vynalezu zahrnuji soubor substituci vybrany ze skupiny obsahujici substitu¢ni soubory z Tabulky
I's vyjimkou nasledujicich substituénich soubort z Tabulky III.

Tabulka II1

76 103 104 259
76 86 103 104
76 103 104 130
76 99 103 104 204
76 103 104 242
76 103 104 104 182 198
21 76 103 104 182
76 103 104 119 137

76 103 104 173 222
61 76 103 104 222
68 76 103 104 116 159 170 185 232 236 245

Jest& preferovanéjsi proteazové varianty uZiteCné v Eisticich prostfedcich podle tohoto
vynélezu zahrnuji soubor substituci vybrany ze skupiny obsahujici substitu¢ni soubory uvedené v
Tabulce IV.

Tabulka TV

76 | 103 | 104 | 222 | 245
76 | 103 | 104 | 222 | 249

68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 245 | 252

68 | 76 | 103|104 | 159 |213] 232 | 236 | 245 260
22| 68 | 76 | 103 | 104
68 | 103 | 104 | 159 | 232 |236] 245 | 248 252
68 | 103 | 104 | 159 | 232 [236] 245
68 | 103 | 104 | 140 | 159 {232} 236 | 245 252
43 | 68 | 103|104 | 159 [232] 236 | 245 252
43 | 68 | 103 {104 | 159|232 236 | 245

121 76 | 103 | 104 | 130 |222] 245 | 2€1
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20| 68 | 103|104 159 |232f 236 | 245 | 248 252
68 | 103 [ 104 | 159|232 1236 245 | 248 | 252 255
68 | 103 | 104 | 159 | 232 |236| 245 | 248 | 252 256
68 | 103 | 104 | 159 | 232 |236| 245 | 248 | 252 260
68 | 103 | 104 | 159 | 228 |232 2367 245 | 248 252
68 | 76 | 89 | 103 {104 |159| 210 | 213 | 232 236 245 260
68 | 103 | 104 | 159 | 218 |232| 236 | 245 | 248 252
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Jesté preferovanéjsi protedzové varianty uZite¢né v &isticich prostiedcich podle tohoto
vynalezu zahrnuji soubor substituci vybrany ze skupiny obsahujici substituéni soubory uvedené v
Tabulce V.

Tabulka V

V68A {S103A |Vio4l GIS9D |A228V  |A232V  JQ236H |Q24SR [N248D |N252K
V68A  IS103A V104l G159D |N218S (A232V  |Q236H |Q245R {N248D |N252K
G20R [V68A |S103A |VIO4l GI59D (A232V  |Q236H |Q245R |[N248D |N252K
V68A |N76D |E89D S103A |V104] G159D |P210L  |T213R [A232V {Q236H|Q245R|T260A
V68A {S103A [V104l G159D JA232V  |Q236H |Q24SR |N248D |N252K {S256R
V68A |SI03A |V104] G159D |A232V  1Q236H |JQ245R {N248D [N252K |T260R
V68A  |S103A }V104l G159D JA232V  |Q236H |Q245R [N248D [N252K |T255V
V6BA {S103A (V1041 G159D |A232V  |Q236H [Q245R |N248D |[N252K |S256N
V68A |SI03A [V104] GI59D |A232V  ]Q236H ]Q24SR |N248D |N2s2L
V68A jS103A |V104] G159D {T213R  JA232V  |Q236H [Q245R |N248D |N252K{
V6BA |SI103A |V1041 G159D 1A215V  JA232V  |Q236H |Q245R |N248D |N252K
V68A [S103A [V104] G159D |[A215R  |A232V  |Q236H |Q245R |N248D |N252K
V68A {S103A {V104] GI59D |S216T JA232V  |Q236H |Q245R |N248D |N252K
V68A |S103A [Vi04] G159D |S216V  |A232V  jQ236H {Q245R |N248D |N252K
V68A [S103A |V104] T2138  |A232V  |Q236H |Q245R |N248D |N252K
V68A {S103A {V104] G159D |[P210L |A232V  |Q236H [Q245R [N248D |N252K
V68A |S103A |Vio4l G139D |{S212C  JA232V  |Q236H (Q245R [N248D [N252K
V68A |SI03A |V1041 G15SD  |S212G  |A232V  |Q236H |Q245R |N248D |N252K
S103A V1041 |GI1s9D }|A232V  |Q236H |Q245R |N248D |N252K
V68A  [S103A V104! G159D |Y209W [A232V  |Q236H [Q245R {N248D |N252K
V68A |S103A [V104l QIO9R  |G159D |[A232V  |Q236H [Q245R |N248D |N252K
G20R |V68A |S103A |Vi04l G159D |A232V  |Q236H |Q245R |N248D |N252K
V68A [S103A {V104l G159D [Y209F |A232V  |Q236H |Q245R {N248D {N252K
QI2R  [N76D [S103A  [1104T S130T |{M222S {Q245R |N261D
N76D [S103A {1104T SI130T |M222S |Q245R
N76D |S103A (V1041 M222S  |H249R
N76D {S103A |V104] M222S |Q245R
N76D |S103A {V104] Gi59D |Y192F JA232V  |Q236H |Q245R
N76D {S103A V104l V147] GIS9D {A232V  |Q236H |Q245R [N248S |K251R
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QI2R  |V68A {N76D S103A |Vio4l GIS9D |A232V |Q236H |Q245R |A272S
V6BA [N76D ([SI103A |V104I G159D |NI183K [Q206L |A232V [Q236H |Q245R
V68A |N76D |S103A [VIo4l GIS9D JA232V  |Q236H {Q24SR |S256R
V68A [N76D [S103A V1041 G159D |Q206R |A232V |Q236H [Q245R
KI7TR {V68A |N76D S103A |V104) G159D JA232V [Q236H |Q245R
QI2R A48V |V6BA N76D S103A }Vio4] G159D |A232V |Q236H [Q245R
V68A {N76D [S103A |V1o4l G159D |A232V  |Q236H [Q245R |N261W
V68A |N76D [S103A |V104] G159D |G21IR  jA232V |Q236H |Q245R
V68A [N76D (S103A |V104] G159D |G211V  }A232V |Q236H jQ245R
Ql2R |V68A |N76D S103A {V104] G159D |Y214L JA232V [Q236H |Q245R
V68A [N76D {S103A {V104] GI59D |[A21SR  }A232V |Q236H |Q245R
QI2R |V68A IN76D S103A |Vio4l G159D |A232V  JQ236H |Q245R
G20R |V68A |N76D S103A  |VI104l G159D |A232V |Q236H |Q245R [S259G
V68A [N76D (S87R S103A  |V1i04l G159D |A232V  |Q236H |Q245R [T260V
N76D |[S103A |V104i G139D [A232V  |Q236H |Q24SR [L257V
V68A [N76D |S103A |V104] G159D [T213R  |A232V |Q236H |Q245R T260A
T22K |V68A |N76D S103A V104l
V68A |N76D |SI103A V104l G159D |P210R A232V  }Q236H {Q245R
V68A |S103A |Vio4l G159D [S212P A232V 1Q236H |Q245R |N248D [N252K
V68A |S103A V104l G159D {T224A ]A232V  [Q236H |Q24SR |[L257V
V68A {S103A V104l G159D }[A232V  1Q236H |Q245R [N252S
V68A |S103A V104l G159D [A232V  |Q236H |Q245R [N2352K
V68A |S103A {VI04] GI59D |A232V  |Q236H |Q245R {N248D |[N252K
V68A |S103A V1041 G159D {A232V  |Q236H [Q245R
V68A {S103A V104l N140D |GISSD |[A232V  |Q236H |[Q245R [N252K
N43S |V68A |S103A |Vio4l GI59D ]A232V  |Q236H {Q24SR {N252K
N43K |V68A ([S103A V104l G159D |A232V  |Q236H {Q245R
N43D |V68A {S103A |V104] G15SD  |A232V  |Q236H |Q245R {N252K
V68A |SI03A |V104] G159D |[A232V  ]Q236H [Q245R {L257V
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Vysoce preferované proteazové varianty uZiteCné v Cisticich prostfedcich podle tohoto

12/102/103/104/159/212/232/236/245/248/252;

12/76/103/104/130/222/245/261;
12/76/103/104/222/245;
61/68/103/104/159/232/236/245/248/252;
62/103/104/109/159/213/232/236/245/248/252;

vynalezu zahrnuji soubor substituci vybrany ze skupiny obsahujici:

12/76/103/104/130/170/185/222/243/245;
12/76/103/104/130/222/245;

62/103/104/159/213/232/236/245/248/252-
62/103/104/159/232/236/245/248/252-

62/101/1 03/IA04/1 59/212/213/232/236/245/248/252;

62/103/104/130/159/213/232/236/245/248/252:
68/103/104/159/185/232/236/245/248/252:
68/103/104/159/185/210/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/230/232/236/245;
68/103/104/232/236/245/248/257/275;
68/103/104/159/232/236/245/248/252;
68/76/103/104/159/236;
68/76/103/104/159/232/236/245:
68/103/104/159/232/236/245;
68/76/103/104/159/211/232/236/245;
68/103/104/159/210/232/236/245;
68/76/103/104/159/213/232/236/245/260;
68/76/103/104/159/210/232/236/245/260:

© 68/103/104/159/183/232/236/245/248/252;
68/103/104/232/236/245/257/275;
76/103/222/245;

76/103/104/159/232/236/245;
76/103/104/159/213/232/236/245/260;
76/103/104/131/159/232/236/245/248/252:
98/102/103/104/159/212/23 2/236/245/248/252;
101/103/104/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/232/236/245;
103/104/159/205/209/232/236/245/257
103/104/159/205/209/2 1 0/232/236/245/257,
103/104/159/217/232/236/245/248/252;
103/104/159/230/236/245;
103/104/159/248/252/270;
103/104/159/205/209/232/236/245: and

68/103/104/1 59/232/236/245/248/252/270:
68/103/104/159/21 0/232/236/245/248/252:
68/103/104/159/213/232/236/245/248/252:
68/76/103/104/159/209/232/236/245:
68/103/104/213/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/209/232/236/245:
68/76/103/104/159/236/245:
68/103/104/159/232/236/245/252:
68/103/104/159/232/236/245/257:
68/76/103/104/159/215/232/236/245:
68/103/104/159/213/232/236/245/260:
68/103/104/159/236;
68/103/104/159/236/245;
68/76/103/104/159/236/245:
68/103/104/159/213/232/236/245;
76/103/104/222/245;

76/103/104/159;
97/103/104/159/232/236/245/248/252:
98/103/104/159/232/236/245/248/252;
102/103/104/159/232/236/245/248/252:
103/104/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/232/245/248/252;
103/104/159/213/232/236/245/248/252;
103/104/130/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/236/245;
103/104/131/159/232/236/245/248/252:
103/104/159/232/236/245/257.
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Vice vysoce preferované proteazové varianty uZite¢né v Cisticich prostiedcich podle

tohoto vynélezu zahrnuji soubor substituci vybrany ze skupiny obsahujici:

12R/76D/103A/104T/130T/222S/245R;
12R/76D/103A/1041/222S/245R;
12R/102A/103A/1041/159D/212G/232V/236H/245R/248D/252K;
12R/76D/103A/104T/130G/222S/245R/261D;
12R/76D/103A/104T/130G/170S/185D/2225/243D/245K;;
61E/68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K:
62D/103A/1041/109R/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K:
62D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K.:
62D/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K;
62D/103A/1041/130G/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K:
62D/101G/103A/1041/159D/212G/213R/232V/236H/245R/248D/252K.
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K/270A
68A/76D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A.;
68A/103A/1041/159D/236H;
68A/103A/1041/159D/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/159D/2101/232V/236H/245R/260A:
68A/103A/1041/159D/183D/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/209W/232V/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/159D/211R/232V/236H/245R;;
68A/76D/103A/1041/159D/215R/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A
68A/76D/103A/1041/159D/236H;
68A/76D/103A/1041/159D/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/159D/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/252K
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/257V
68A/103A/1041/159D/185D/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/210L/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/185D/210L/232V/236H/245R/248D/252K,
68A/103A/1041/159D/213E/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/230V/232V/236H/245R,;
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68A/76D/103A/1041/159D/209W/232V/236H/245 R;
68A/103A/1041/232V/236H/245R/248D/257V/275H:
68A/103A/1041/232V/236H/245R/257V/275H:
68A/103A/1041/21 3E/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/1 59D/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/2101/232V/236H/245R;;
68A/103A/1041/159D/21 0L/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/159D/21 3G/232V/236H/245R,;
76D/103A/222S/245R;
76D/103A/1041/2225/245R;
76D/103A/1041/159D/232V/236H/245R:
76D/103A/1041/159D;
76D/103A/1041/131V/159D/232V/236H/245R/248D/252K - :
76D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245 R/260A;
97E/103A/1041/159D/232V/236H/245 R/248D/252K:
98L/103A/1041/1 59D/232V/236H/245R/248D/252K ;
98L/102A/103A/1041/159D/21 2G/232V/236H/245R/248D/252K :
101G/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K
102A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K -
103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K
103A/1041/159D/213R/23 2V/236H/245R/248D/252K;
103A/1041/130G/159D/232V/236H/245R/248D/252K -
103A/1041/159D/230V/236H/245R;
103A/1041/159D/21 TE/232V/236H/245R/248D/252K ;
103A/1041/159D/236H/245R,;
103A/1041/159D/248D/252K/270V;
103A/1041/159D/232V/236H/245R;
103A/1041/159D/2051/209W/232V/236H/245R ;
103A/1041/159D/232V/236H/245R/257V;
103A/1041/1 59D/2051/209W/232V/236H/245R/257V;
103A/1041/131V/1 59D/232V/236H/245R/248D/252K;
103A/1041/159D/2051/209W/2101/232V/236H/245 R/257V; and
103A/1041/159D/232V/245R/248D/252K.

Dokonce jest¢ vice vysoce preferované protedzové varianty uZitené v Cisticich

prosttedcich podle tohoto vynalezu zahrnuji soubor substituci vybrany ze skupiny obsahujici:
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12/76/103/104/130/222/245/261;
62/103/104/159/232/236/245/248/252;
62/103/104/159/213/232/236/245/248/252:
62/101/103/104/159/212/213/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/232/236/245;
68/103/104/159/230/232/236/245;
68/103/104/159/209/232/236/245;
68/103/104/159/232/236/245/257,
68/76/103/104/159/213/232/236/245/260;
68/103/104/159/213/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/183/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/185/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/185/210/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/210/232/236/245/248/252,
68/103/104/159/213/232/236/245;
98/103/104/159/232/236/245/248/252;
98/102/103/104/159/212/232/236/245/248/252;
101/103/104/159/232/236/245/248/252;
102/103/104/159/232/236/245/248/252:
103/104/159/230/236/245;
103/104/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/217/232/236/245/248/252;
103/104/130/159/232/236/245/248/252;
103/104/131/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/213/232/236/245/248/252; a
103/104/159/232/236/245.

Nejvice preferované protedzové varianty uZite¢né v Eisticich prostfedcich podle tohoto

vynalezu zahrnuji soubor substituci vybrany ze skupiny obsahujici:

12R/76D/103A/104T/130T/222S/245R/261D:;
62D/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K
62D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/209W/232V/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A
68A/103A/1041/159D/213E/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/183D/232V/226H/245R/248D/252K ;



. SRR

68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/159D/230V/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/257V;
68A/103A/1041/159D/213G/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/185D/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/185D/210L/232V/236H/245R/248D/252K:
68A/103A/1041/159D/210L/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/213G/232V/236H/245K;
98L/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K:
98L/102A/103A/1041/159D/212G/232V/236H/245R/248D/252K.
101G/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K:
102A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K;
103A/1041/159D/230V/236H/245R;
103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K:
103A/1041/159D/217E/232V/236H/245R/248D/252K .
103A/1041/130G/159D/232V/236H/245R/248D/252K:
103A/1041/131V/159D/232V/236H/245R/248D/252K;
103A/.]04l/159D/2l 3R/232V/236H/245R/248D/252K;; and
103A/1041/159D/232V/236H/245R.

V dal$im preferovaném provedeni proteazové varianty, které jsou protedzové enzymy
uzitetné v Cisticich prostredcich podle tohoto vynalezu, zahrnuji protedzové varianty zahmujici
substituci aminokyselinového zbytku sjinou pfirodni aminokyselinou v jedné nebo vice
polohach odpovidajicich pozicim 62, 212, 230, 232, 252 a 257 subtilisinu Bacillus
amyloliquefaciens.

I kdyz miize byt pouzita libovolna z vySe uvedenych aminokyselinovych substituci,
preferované proteazové variantni enzymy uZite¢né v &isticich prosttedcich podle tohoto vynélezu
zahrnuji  substituce, vypudténi nebo inserci aminokyselinového zbytku v nasledujicich

kombinacich:
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(1) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytki v poloze 62 a jedné nebo
vice z nasledujicich poloh 103, 104, 109, 159, 213, 232, 236, 245, 248 a 252;

(2) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkd v poloze 212 a jedné
nebo vice z nasledujicich poloh 12, 98, 102, 103, 104, 159, 232, 236, 245, 248 a 252;

(3) protedzova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytki v poloze 230 a jedné
nebo vice z nasledujicich poloh 68, 103, 104, 159, 232, 236 a 245;

(4) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytk v poloze 232 a jedné
nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130, 131,
159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245, 248, 252, 257, 260, 270 a 275;

(5) protedzova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkd v poloze 212 a jedné
nebo vice z nasledujicich poloh 103, 104, 236 a 245;

(6) protedzova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkd v poloze 232 a 103 a
Jjedné nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130,
131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245, 248, 252, 257, 260, 270 a 275;
(7) protedzova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytk v poloze 232 a 104 a
Jedné nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130,
131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245, 248, 252, 257, 260, 270 a 275;
(8) protedzova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkid v poloze 232 a 236 a
jedné nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130,
131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245, 248, 252, 257, 260, 270 a 275;
(9) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkli v poloze 232 a 245 a
jedné nebo vice z nasledyjicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130,
131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245, 248, 252, 257, 260, 270 a 275;
(10) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkf v poloze 232, 103, 104,
236 a 245 a jedné nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 103, 104,
109, 130, 131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245, 248, 252, 257, 260,
270 a275;

(11) protedzova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkii v poloze 252 a jedné
nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130, 131,
159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270,

(12) protedzova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkd v poloze 252 a jedné

nebo vice z nasledyjicich poloh 103, 104, 236 a 245;
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(13) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkl v poloze 252 a 103 a
jedné nebo vice z nasledyjicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130, 131,

159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270;

(14) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkl v poloze 252 a 104 a
jedné nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130, 131,
159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270;

(15) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkli v poloze 252 a 236 a
jedné nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130, 131,
159, 183, 185,210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270;

(16) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkil v poloze 252 a 245 a
jedné nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130, 131,
159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270;

(17) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkd v poloze 252, 103, 104,
236 a 245 a jedné nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109,
130, 131, 159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 2 270;

(18) proteazova varianta zahrnujici substituci aminokyselinovych zbytkl v poloze 257 a jedné
nebo vice z nasledujicich poloh 68, 103, 104, 205, 209, 210, 232, 236, 245 a 275;

Preferovanéj$i proteazové varianty uzitecné v Cisticich pfipravcich podle tohoto vynalezu

zahrnuji substitu¢ni soubor (jeden substituéni soubor na fadku v nasledujici Tabulce VI) vybrany
ze skupiny obsahujici:

Tabulka VI

76 1103 | 104 | 212 | 271

76 {103 | 104 | 252 | 261
76 | 103 ] 104 | 212 | 258

4 76 {103 | 104 | 159 | 217 | 252
12 62 | 76 | 103 | 104 159
76 | 103 | 104

to
—
t9
t9
(=)
(=]
9
~J

76 87 | 103 | 104 | 212 | 271
76 | 103 | 104

(S8
L
|08
N
H
w
N
~3

76 | 103 | 104 | 134 | 141 | 212 | 271

76 1103 | 104 | 212 | 236 | 243 | 271
20 62 ] 76 | 103 | 104

68 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245

76 | 103 | 104

9
w
9
]
§eS
(W)

24 | 68 | 76 {103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245
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68 | 103 [ 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252

68 76 | 103 | 104 { 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260
68 | 103 | 104 | 159 [ 232 | 236 | 245 | 248 | 252
68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245

68 | 1031 104 | 140 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252
43 68 | 103.1 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252
43 68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245

43 68 [ 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252
68 87 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252 | 275
68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 103 | 104 | 116 | 159 | 232 [ 236 | 245

68 | 1053 | 104 [ 159 | 232 | 236 | 245 | 248

10 | 68 | 103 104 | 159 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 159 | 205 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 237 | 245

68 | 76 | 79 | 103 | 104 159 | 232 | 236 | 245
68 | 103 | 104 | 159 | 183 | 232 | 236 | 245

68 | 103 [ 104 | 159 | 174 | 206 | 232 | 236 | 245
68 | 103 | 104 | 159 | 188 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 } 159 [ 230 | 232 | 236 | 245

68 98 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 § 159 | 215 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248

68 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245

68 76 | 103 | 104 | 159 | 210 | 232 | 236 | 245
68 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257
76 | 103 | 104 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 245 | 257 | 275
76 | 103 | 104 | 257 | 275

68 | 103 ] 104 | 159 | 224 | 232 | 236 | 245 | 257
76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257

68 76 | 103 | 104 | 159 | 209 | 232 | 236 | 245
68 | 76 j 103 | 104 | 159 | 21 232 | 236 | 245
12 68 | 76 | 103 | 104 159 | 214 | 232 | 236 | 245
68 76 {103 1 104 | 159 | 215 | 232 | 236 | 245
12 68 | 76 | 103 | 104 159 | 232 | 236 | 245
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68 | 76 232 | 236 | 245
87 | 76 232 | 236 | 245
76 | 103 236 | 245 | 261
103 | 104 245

76 | 103 232 | 236 | 245
48 | 68 159 | 232 | 236
103 | 104

103 {.104 236 | 245

103 | 104 236 | 245 | 248
68 | 76 232 | 236 | 245
76 | 103 206 | 232 | 236
76 103 236 245 256
76 | 103 232 | 236 | 245
68 | 76 232 | 236 | 245
76 | 103 170 | 185 | 232 245
68 | 103 236 | 245 | 248
68 | 103 236 | 245 | 248
103 | 104 236 | 245 | 248
103 | 104 232 | 236 | 245 252
104 | 159 248 | 252

103 | 104 236 | 245 | 248
103 | 104 236 | 245 | 248
68 | 103 236 | 245 | 248
103 | 104 236 | 245 | 248
103 | 104 245 248 252
103 | 104 236 | 245 | 248
103 | 104 236 | 245 | 248
103 | 104 232 | 236 | 245 252
103 | 104 236 245 248
103 | 104 236 | 245 | 248
103 | 104 245 | 248 | 252
103 | 104 236 | 245 | 248
103 | 104 236 | 245 | 248
68 | 103 236 | 245 | 248
103 | 104 236 | 245 | 248
103 | 104 245 248 251
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68 | 103 | 104 | 159 | 206 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
55 68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
68 | 103 | 104 § 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 255
68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 256
68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 260
68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 257
68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 258
8 68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 269
68 | 1031104 | 116 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 260
68 { 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 261
58 1103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 261}
)8 76 {103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
8 | 103§ 104 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
)3 1 104 | 159 {232 | 236 | 245 | 248 | 252
8 | 103} 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
3 68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
3| 103 ] 104 { 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
76 | 101 { 103 | 104 | 159 | 213 | 218 | 232 | 236 | 245 | 260
103 | 104 | 159 | 228 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
68 | 76 | 103 | 104 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
76 | 89 | 103 | 104 159 | 210 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260
68 | 76 | 103 | 104 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
104 1 159 { 205 | 210 | 232 | 236 | 245
68 | 103} 104 | 130 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
68 | 103 | 104 | 133 137 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
103 1104 | 133 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
105 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
103 | 104 | 159 | 218 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
68 | 103 [ 104 | 159 160 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
61 68 | 76 103 104 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
68 | 103 | 104 | 159 167 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
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102 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 1104 | 106 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

105 | 104 | 109 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 ] 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 261

62 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 | 104 | 159 | 184 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 | 104 | 159 ] 166 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 | 104 | 159 | 217 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

20 | 62 | 103 | 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
62 [ 103 | 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 248 | 252

103 | 104 | 159 | 206 | 217 | 232 | 236 | 245 248 | 252

62 | 103|104 | 159 ] 206 | 232 | 236 | 245 248 | 252

105 ] 104 | 130 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 | 104 | 131 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

27 1103 ] 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 252

38 | 103 ] 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 252

38 76 11031104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

68 | 76 | 103 1104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260 | 271
68 76 | 103 104 | 159 | 209 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260
68 | 76 1103|104 159 | 210 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260
68 76 1 103 | 104 | 159 | 205 | 213 | 232 236 | 245 | 260
68 76 1103 | 104 | 159 | 210 | 232 | 236 | 245 | 260

68 | 103 | 104 [ 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

76 1103 | 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

68 V 103 1104 | 159 | 209 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 159 | 210 | 232 | 236 | 245

68 1103 | 104 | 1591 230 | 232 | 236 | 245

68 | 103 164 159 | 126 | 232 | 236 | 245

68 [ 103|104 | 159 | 205 | 232 | 236 | 245

68 {103 1104|159 | 210 | 232 | 236 | 245

103 | 104 | 159 | 230 | 236 | 245

68 | 103 ] 104 [ 159 | 232 | 236 | 245 | 260

103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245

68 {103 | 104 | 159 174 | 232 | 236 | 245 257

68 1103 1104|159 194 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 103|104 | 159 | 209 | 232 | 236 | 245 | 257
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103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257

68 76 | 103 | 104 § 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260 | 26!
68 | 1031104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257 | 261

103 | 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

103 | 104 | 159 | 210 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 | 104 | 159 | 209 | 232 | 236 | 245 | 257

68 76 | 103 ] 104 | 159 | 210 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260
12 1 105 | 104 1159 ] 209 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

103 | 104 | 209 | 232 | 236 | 245 | 257

103 | 104 [ 159 [ 205 | 210 | 213 | 232 | 236 | 245 | 260

105 | 104 | 159 | 205 | 209 | 232 | 236 | 245 | 260

68 | 103|104 ] 159 | 205 | 209 | 210 | 232 | 236 | 245

103 | 104 | 159 | 205 | 209 | 210 | 232 | 236 | 245 | 257

103 | 104 | 159 | 205 | 209 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 103 | 104 | 159 | 205 | 209 | 210 | 232 | 236 | 245 | 260
103 | 104 | 159 | 205 | 209 | 210 | 232 | 236 | 245

103 | 104 | 159 | 209 | 210 | 232 | 236 | 245

103 | 104 | 159 | 205 | 210 | 232 | 236 | 245

68 | 103 | 104 | 128 | 159 | 232 | 236 | 245

48 | 103} 104 | 159 | 230 | 236 | 245

48 68 | 103 | 104 | 159 | 209 | 232 | 236 | 245

48 68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

43 68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257 | 261

102 | 103 | 104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
121102} 103 | 104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
101 | 102 | 103 [ 104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
98 | 102 ) 103} 104} 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
102 | 103 | 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 | 104 | 131 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 | 104 | 159 | 184 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 244 | 245 | 248 | 252

62 | 103 1104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 256
12 62 | 103 | 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
101 | 103 | 104 | 159 | 185 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

101 | 103 | 104 | 159 | 206 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

101 | 103 { 104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
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o8 | 102|103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
101 | 102} 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
o8 | 102|103 | 104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
o8 | 102 {103 | 104 { 159 | 212 | 232 | 236 | 248 | 252
62 1103|104 | 100 ] 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
62 1103104 | 159} 212 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
62 | 1011103 | 104 ] 159 | 212 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
103 | 104 | 159 | 232 | 245 | 248 | 252
103 | 104 | 159 | 230 | 245
62 1103 | 104|130 150 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
101 | 103 | 104 | 130 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
101 | 103 | 104 | 128 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
62 1101 | 103 {104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
62 1103 1104 [ 128 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
62 11031104 | 128 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
101 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 260
101 | 103 | 104 | 131 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
98 | 101 {103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
99 | 101 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

101 | 103 | 104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

101 | 103 | 104 | 159 | 209 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

101 | 103 | 104 { 159 | 210 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
100 | 103 {104 | 159 | 205 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
101 | 103 | 104 { 159 | 230 | 236 | 245

101 {103 | 104 | 159 | 194 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

76 | 1011103 | 104 { 159 194 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

101 | 103 ] 104 | 159 | 230 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
62 | 103|104 | 159 | 185 | 206 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 252 271

JesSt€ preferovanéjsi protedzové varianty uZite¢né v Cisticich pfipravcich podle tohoto
vynalezu zahrnuji substituéni soubor (jeden substituéni soubor na fadce nasledujici Tabulky VII)
vybrany ze skupiny obsahujici:

Tabulka VII

N76D |S103A {Vi04l |S212P |E271V
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N76D |S103A {V104] [N252K |N261Y
N76D (S103A|Vi104] |S212P |G258R
V4E N76D |S103A V1041 |G159D JL217E [N252D
QI12H {N62H [N76D S103A (V1041 |G159D
N76D |{S103A V1041 [S212P {V268F [E271V
N76D |S87R |S103A |V104] |[S212P |E271V
N76D {S103A V1041 [S212P |Q245L {E271V
N76D {S103A V1041 T134S |S14IN [S212P j{E271V
N76D |[S103A|V104] S212P 1Q236L [N243S [E271V
G20V [N62S IN76D S103A (V104]
V68A |N76D [S103A [VI04l {G159D |A232V |Q236H [Q245R
N76D {S103A|V104] A232V [Q245R
S24T V68A IN76D S103A {V1041 |G1359D |A232V |Q236H |Q245R
V68A [S103A V104l |G159D |A232V [Q236H {Q245R [N252K
V68A [N76D |S103A |VI1041 |G1S9D [T213R {A232V 1Q236H [Q245R |[T260A
V68A |S103A|V104l [G159D |A232V [Q236H {Q24SR |N248D {N252K
V68A |S103A |V104] G159D [A232V |Q236H (Q245R _
V68A |S103A V1041 |N140D {G159D jA232V 1Q236H |Q245R [N252K
N43S [V68A |S103A [VI104] |G159D |A232V |Q236H |Q245R |N252K
N43K jV68A {S103A (V1041 |G159D jA232V (Q236H [Q245R
N43D |[V68A {SI103A |VI041 |G159D [A232V |Q236H |Q245R |N252K
V68A {S87G |S103A |V1041 {G159D jA232V [Q236H [Q245R |{N252K |R27SS
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G139D

A232V

Q236H

V24T

Q245R

N243D

N252K

S103A

V1041

G139D

A232V

Q236H

V244A

Q245R

N248D

N252K

N62D

S103A

V1041

G159D

T213R

A232V

Q236H

Q245R

N248D

N252K

S256R

QI2R

N62D

S103A

V1041

G159D

T213R

A232V

Q236H

Q245R

N248D

N252K

S101G

S103A

V1041

G1359D

N185D

A232V

Q236H

Q245R

N248D

N252K

S101G

S103A

V1041

G139D

Q206E

A232V

Q236H

Q245R

N248D

N252K

S101G

S103A

Viodl

G139D

T213Q

A232V

Q236H

Q245R

N248D

N252K

ASSL

G102A

S103A

Viodl

G139D

A232V

Q236H

Q243R

N248D

N2352K

S101G

G102A

S103A

V104!

G139D

A232V

Q236H

Q245R

N248D

N252K

A9SL

G102A

S103A

V1041

G1359D

$212G

A232V

Q236H

Q245R

N248D

N252K

LN WY
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A9SL |G102A|S103A |V1041 |G159D [S212G [A232V |Q236H {N248D |N2352K

N62D |S103A {V104] [Q109R |G159D [T213R 1A232V 1Q236H |Q245R {N248D {N252K

N62D |S103A V104l |G159D {S212G |T213R ]A232V |Q236H [Q245R |N248D [N252K

N62D {S101G |S103A {V104] |GI159D {S212G |T2I3R {A232V |Q236H |Q245R {N248D [N252K

S103A | V1041 {G159D |A232V |Q245R [N248D [N252K

S103A (V1041 |G159D |A230V Q245R

N62D [S103A {V1041 {S130G [G159D {T213R ]A232V {Q236H |Q245R_|N248D [N252K

S101G [S103A {V104]1 |S130G {G159D |A232V |Q236H [Q245R |N248D {N252K

S101G {S103A |V104] [S128G |GIS9D JA232V |Q236H [Q245R |N248D |N252K

S101G |S103A |V104l {S128L |G159D {A232V JQ236H {Q24SR {N248D [N252K

N62D |S101G |S103A |V1041 [G159D IT213R [A232V |Q236H {Q245R IN248D [N252K

N62D |S103A{V1041 {S128G |G159D |T213R |A232V |Q236H |Q24SR |N248D |N252K

N62D |S103A V104l {S128L |G159D |T213R |A232V [Q236H |Q24SR [N248D |N252K

S101G [S103A |V1041 |G159D |A232V |Q236H [Q245R {N248D {N252K [T260A

S101G |S103A [V1041 |P131V {G159D jA232V {Q236H |Q24SR [N248D |N252K

A98V IS101G|S103A [V104]1 |G159D }A232V |Q236H [Q245R [N248D [N232K

$99G {S101G|S103A |[V104! |G159D {A232V [jQ236H [Q24SR IN248D [N252K

S101G |S103A |V1041 |G159D [S212G [A232V 1Q236H 1Q24SR |N248D jN232K

S101G |S103A]V104] {G159D |Y209W [A232V jQ236H [Q245R [N248D |N252K

S101G [S103A |V1041 [G159D |P2101  [A232V jQ236H |Q24SR |N248D [N252K

S101G [S103A [Vi04] |G1S9D |V2051 A232V [Q236H [Q245R |N248D |N252K

S101G {S103A{V104] )G1S9D |A230V ]Q236H |Q243R

S101G {S103A V1041 [G159D [A194P 1A232V [Q236H [Q245R |N248D IN252K

N76D [S101G|S103A {V104] |G159D |A194P |A232V |Q236H |Q245SR {N248D |N252K

S101G |S103A |V104] |G159D JA230V [A232V |Q236H |Q24SR |N248D |N252K

N62D |S103A V104l |G159D |N185D |Q206E [T213R |A232V {Q236H {Q245R [N248D [N252K [E271

Jesteé preferovangjsi proteazové varianty uzitecné v Cisticich piipravcich podie tohoto
vyndlezu zahrnuji substituéni soubor vybrany ze skupiny obsahujici substituéni soubory
v Tabulce VI s vyjimkou nésledujicich substitu¢nich soubortl v Tabulce VIII:

Tabulka VIII

68 76 103 104 116 159 170 185 232 236 245
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Jedte preterované)si proteazové varianty uzZiteCné v Cisticich piipravcich podle tohoto
vynalezu zahrnuji substituéni soubor vybrany ze skupiny obsahujici substituni soubory
z Tabulky IX:

Tabulka IX
Table IX

68 | 103 {104 | 159 | 232 | 236 | 245 252
68 | 76 1103 | 104 | 159 | 213 | 232 236 | 245 | 260
68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 {245 | 248 | 252
68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245
68 | 103 {104 | 140 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252
43 | 68 (103 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 252
43 | 68 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245
68 | 103 {104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257
68 | 76 [103| 104 | 159 | 210 | 232 | 236 | 245
68 | 103 | 104 { 159 | 224 | 232 | 236 | 245 | 257
76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 257

68 | 76 |103| 104 | 159 | 211 [ 232 236 | 245
121 68 | 76 | 103 | 104 | 159 (214 | 232 | 236 | 245
68 | 76 |103] 104 | 159 | 215 [ 232 | 236 | 245
121 68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245
20 | 68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 259
68 | 76 | 87 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 260
68 | 76 [103] 104 | 159 | 232 [236 | 245 | 261
121 48 | 68| 76 | 103 | 104 {159 | 232 | 236 | 245
76 | 103 | 104 | 159 | 192 | 232 | 236 | 245
76 | 103 | 104 | 147 | 159 | 232 {236 | 245 | 248 | 251
121 68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 272
68 | 76 |103| 104 | 159 | 183 | 206 | 232 ) 236 1 245
68 | 76 (103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 256
68 | 76 |103| 104 | 159 | 206 | 232 | 236 | 245
27 | 68 | 76 | 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245
68 | 103 | 104 | 159 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
103 | 104 {159 232 | 236 | 245 | 248 | 252
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=T 703 T 1041 159 | 209 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
68 103 | 104 { 109 | 159 | 232 236§ 245 | 248 252
o 68 [ 103 | 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
< 1703 104 | 159 | 209 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
s 1703 (104 ] 159 | 210 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
= 1703 (108 | 139 | 212 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
s 17105 (104 | 159 | 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
s 105 (104 ] 213 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

68 103 [ 104 | 159 | 215 | 232 236 | 245 | 248 252
7705 [ 108 | 159 | 216 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
20 68 11031 104 | 159 | 232 | 236 245 | 248 252
<o 1705 1704 [ 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 255
<1703 | 104 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 256
<3 105 104 | 159 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252 | 260
7703 (104 | 159 | 228 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252
T 7¢ T35 | 103 | 104 | 159 |210| 213 | 232 | 236 | 2457] 260
s 1703 1104 | 159 | 218 | 232 | 236 | 245 | 248 | 252

Jesté preferovanéj§i protedzové

vynalezu zahrnuji substitu¢ni soubor

z Tabulky X:

varianty uzite¢né v Cisticich piipravcich podle tohoto

vybrany ze skupiny obsahujici substituéni soubory

Tabulka X

V68A

S103A

V1041

G159D

A228V

A232V [Q236H] Q245R

N248D | N252K

V6BA

S103A

V1041

GI59D

N218S

A232V |Q236H| Q245R

N248D | N252K

G20R

V68A

S103A

V1041

G159D

A232V |Q236H| Q245R

N248D | N252K

V68A

N76D

E89D

S103A

V1041

G159D | P210L | T213R

A232V|Q236H

Q245R | T260A

V638A

S103A

V1041

G159D

A232V

Q236H }Q245R | N248D

N252K | S256R

V68A

S103A

V1041

G159D

A232V

Q236H [Q245R[N248D

N252K | T260R

V68A

S103A

V1041

G159D

A232V

Q236H jQ245R | N248D

N252K | T255V

V68A

S103A

V1041

G159D

A232V

Q236H |Q245R|N248D

N252K | S256N

V68A

S103A

V1041

GI59D

A232V

Q236H |Q245R|N248D

N252L

V6BA

S103A

V1041

G159D

T213R

A232V |Q236H| Q245R

N248D |N252K

V68A

S103A

V1041

GI159D

A215V

A232V |Q236H| Q245R

N248D | N252K

V68A

S103A

V1041

G159D

A21SR

A232V |Q236H| Q245R

N248D | N252K
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G159D

N248D

N252K

V68A |S103A

V1041

Gi59D

N248D

N252K

V68A [SI03A

V1041

G159D

N248D

N252K

S103A

V1041

G159D

A232V

V68A |S103A

V1041

G159D

N248D

N252K

V68A {S103A

V1041

QI09R

N248D

N252K

G20R

V68A

S103A

V1041

N248D

N252K

V68A |S103A

V104]

G159D

N248D

N252K

N76D |S103A

V1041

G159D

N76D [S103A

V1041

V1471

N248S

K251R

QI2R

V68A

N76D

SI103A

Q245R

A272S

V68A

N76D

S103A

V1041

Q236H

Q245R

V68A

N76D

S103A

V1041

S256R

V68A

N76D

S103A

V1041

Q245R

K27R

V68A

N76D

S103A

Q245R

QI2R

A48V

V68A

N76D

Q236H

Q245R

V68A

N76D

SI103A

V1041

N261W

V68A

N76D

S103A

V104]

Q245R

V68A

N76D

SI103A

V1041

Q245R

QI2R

V68A

N76D

S103A

Q236H

Q245K

V68A

N76D

Si103A

V1041

Q245R

QI2R

V68A

N76D

S103A

Q245R

G20R

V68A

N76D

S103A

Q245R

S259G

V68A

N76D

S87R

S103A

Q245R

T260V

N76D [S103A

V1041

G159D

V68A

N76D

SI03A

V104]

Q245R

T260A

V63A

N76D

S103A

V104]

Q245R

V68A |S103A

V1041

GI59D

N248D

N252K

V68A [S103A

V104]

G159D

L257v

V68A {S103A

V104]

G159D

V68A |SI03A

V1041

G159D

V68A |SI03A

V1041

G159D

N252K

V68A [S103A

V1041

G159D

V68A |S103A

V1041

N140D

Q245R

N252K

N43S

V68A

S103A

V1041

Q245R

N252K

N43K

V68A

S103A

V1041

Q245R
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N43D | V68A | S103A | V1041 {G159D | A232V [Q236H| Q245R | N252K
V68A [S103A] V1041 {G159D |A232V | Q236H |Q245R| L257V

Vysoce preferované protedazové varianty uzite€né v Cisticich pfipravcich podle tohoto

vynalezu zahrnuji substituéni soubor vybrany ze skupiny obsahujici:

12/102/103/104/159/212/232/236/245/248/252; 61/68/103/104/159/232/236/245/248/252,
62/103/104/130/159/213/232/236/245/248/252; 62/103/104/159/213/232/236/245/248/252:
62/103/104/109/159/213/232/236/245/248/252; 62/103/104/159/232/236/245/248/252;
62/101/103/104/159/212/213/232/236/245/248/252.
68/103/104/159/232/236/245/248/252/270:

68/103/104/159/185/232/236/245/248/252, 68/103/104/159/210/232/236/245/248/252:
68/103/104/159/185/210/232/236/245/248/252: 68/103/104/159/213/232/236/245/248/252:

68/103/104/159/230/232/236/245: 68/76/103/104/159/209/232/236/245:
68/103/104/232/236/245/248/257/275. 68/103/104/213/232/236/245/248/252.
68/103/104/159/232/236/245/248/252. 68/103/104/159/209/232/236/245;
68/76/103/104/159/232/236/245; 68/103/104/159/232/236/245/252.
68/103/104/159/232/236/245; 68/103/104/159/232/236/245/257,
68/76/103/104/159/211/232/236/245. 68/76/103/104/159/215/232/236/245;
68/103/104/159/210/232/236/245; 68/103/104/159/213/232/236/245/260;
68/76/103/104/159/213/232/236/245/260; 68/76/103/104/159/210/232/236/245/260;
68/103/104/159/183/232/236/245/248/252; 68/103/104/232/236/245/257/275:
68/103/104/159/213/232/236/245; 76/103/104/159/232/236/245:
76/103/104/159/213/232/236/245/260: 76/103/104/131/159/232/236/245/248/252,;
97/103/104/159/232/236/245/248/252, 98/103/104/159/232/236/245/248/252;
98/102/103/104/159/212/232/236/245/248/252; 101/103/104/159/232/236/245/248/252;
102/103/104/159/232/236/245/248/252; 103/104/159/232/236/245;
103/104/159/248/252/270: 103/104/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/205/209/232/236/245/257 103/104/159/232/245/248/252;
103/104/159/205/209/210/232/236/245/257: 103/104/159/213/232/236/245/248/252;
103/104/159/217/232/236/245/248/252; 103/104/130/159/232/236/245/248/252;
103/104/131/159/232/236/245/248/252; 103/104/159/205/209/232/236/245; and

103/104/159/232/236/245/257.

Jest¢ vice vysoce preferované proteazové varianty uZite¢né v Cisticich piipravcich podle

tohoto vynalezu zahruji substitu¢ni soubor vybrany ze skupiny obsahujici:



64 »e e L) e . .o

12R/102A/103A/1041/159D/212G/232V/236H/245R/248D/252K:
61E/68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K;
62D/103A/1041/109R/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K
62D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K ;
62D/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
62D/103A/1041/130G/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K;
62D/101G/103A/1041/159D/212G/213R/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/76D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A ;
68A/76D/103A/1041/159D/2101/232V/236H/245R/260A
68A/103A/1041/159D/183D/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/209W/232V/236H/245R,;
68A/76D/103A/1041/159D/211R/232V/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/159D/215R/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A;
68A/76D/103A/1041/159D/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/252K;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R:
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/257V:
68A/103A/1041/159D/185D/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/210L/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/185D/210L/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/213E/232V/236H/245R/248D/252K,;
68A/103A/1041/159D/230V/232V/236H/245R,;
68A/76D/103A/1041/159D/209W/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/232V/236H/245R/248D/257V/275H;
68A/103A/1041/232V/236H/245R/25TV/275H;
68A/103A/1041/213E/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K;
68A/103A/1041/159D/2101/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/159D/210L/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/159D/213G/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K/270A;
76D/103A/1041/159D/232V/236H/245R;
76D/103A/1041/131V/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
76D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A;
97E/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
98L/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
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98L/102A/103A/1041/159D/212G/232V/236H/245R/248D/252K,;
101G/1 03A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K:
102A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K..
103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K,;
103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K;
103A/1041/130G/159D/232V/236H/245R/248D/252K.
103A/1041/159D/217E/232V/236H/245R/248D/252K
103A/1041/159D/248D/252K/270V;
103A/1041/159D/232V/236H/245R;
103A/1041/159D/2051/209W/232V/236H/245R
103A/1041/159D/232V/236H/245R/257V;
103A/1041/159D/2051/209W/232V/236H/245R/257V;
103A/1041/131V/159D/232V/236H/245R/248D/252K.;
103A/1041/159D/2051/209W/2101/232V/236H/245R/257V: a
103A/1041/159D/232V/245R/248D/252K.

Rekombinantni protedzy/rekombinantni subtilisiny - ,,Rekombinantni proteazy* nebo
rekombinantni subtilisin“ oznaCuje protedzu nebo subtilisin, u kterého je DNA sekvence
pfirodné se vyskytujici protedzy nebo subtilisninu modifikovana za vzniku mutantni DNA
sekvence, kterd koduje substituci, inserci nebo vymazéani jedné nebo vice aminokyselin
v aminosekvenci protedzy nebo subtilisinu. Vhodné modifikacni metody jsou popsény v tomto
vynalezu a v U. S. Patentu RE 34,606, 5,204,015 a 5,185,258.

Jiné neZ humanni proteazy /jiné neZ humanni subtilisiny - ,,Jiné nezZ humanni proteazy*
nebo ,.jiné neZ humanni subtilisiny“ a DNA, ktera je koduje mohou byt ziskany z mnoha
prokaryotnich a eukaryotnich organismi. Vhodné piiklady prokariotnich organismd zahrnuji
gramnegativni organismy jako je E. coli nebo Pseudomonas a gram positivni baktérie jako jsou
Micrococcus nebo Bacillus. Pfiklady eukaryotnich organismii, znichZ mohou byt ziskény
karbonylhydrolazy a jejich geny, zahrmuji kvasinky jako tfeba Saccharomyces cerevisae, houby
jako tfeba Aspergillus sp. a nehumanni sav¢i zdroje jako napi. hovézi sp., z nichZ mohou byt
ziskany geny kodujici proteazy chymosin nebo subtilisinovy chymosin. Série prote4dz a/nebo
subtilisinti miZe byt ziskana z riznych pfibuznych druhi, majicich aminokyselinovou sekvenci,
kterd mezi dvéma &leny této série neni plné homogenni, kterd ovSem vykazuje stejny typ

biologické aktivity. Jiné neZ lidské protedzy nebo jiné nez lidské subtilisiny pouzité v tomto
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vyndlezu maji funk¢ni definici, kterd se odkazuje na protedzy nebo subtilisiny, které jsou spojeny
piimo nebo nepfimo s prokaryotnimi nebo eukaryotnimi zdroji. '

Variantni DNA sekvence - Variantni DNA sekvence kodujici tyto protedzové nebo subtilisinové
varianty jsou odvozeny od sekvence prekurzorové DNA, ktera koduje pfirozené se vyskytujici
nebo rekombinantni prekurzory enzymu. Sekvence variantni DNA jsou odvozeny modifikaci
sekvence prekurzorové DNA tak, aby kodovaly substituci jedné nebo vice "specifickych
aminokyselinovych zbytkt kédovanych prekurzorovou DNA sekvenci odpovidajici polohdm 103
v kombinaci s jednou nebo s vice nasledujicich poloh: 1, 3, 4, 8,9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 183 20,
21,22,24,27, 33,37, 38, 42, 43, 48, 55, 57, 61, 62, 68, 72, 75, 76, 77, 78, 79, 86, 87, 89, 97, 98,
99, 101, 102, 104, 106, 107, 109, 111, 114, 115, 116, 117, 119, 121, 123, 128, 130, 131, 133,
- 134, 137, 140, 141, 142, 146, 147, 158, 159, 160, 161, 166, 167, 170, 173, 174, 177, 181, 182,
183, 184, 185, 188, 192, 194, 198, 203, 204, 205, 206, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216,
217, 218, 222, 224, 227, 228, 230, 232, 236, 237, 238, 240, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248,
249, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 268, 269, 270, 271,
272, 274 a 275 substilisinu Bacillus amyloliquefaciens, kde kdyZ zminéna protedzova varianta
zahrnuje substituci aminokyselinového zbytku v pozicich 103 a 76, obsahuje také substituci
aminokyselinového zbytku v jedné nebo vice z aminokyselinovych poloh, jinych nez odpovida
aminokyselinovym pozicim 27, 99, 101, 104, 107, 109, 123, 128, 166, 204, 206, 210, 216, 217,
218, 222, 260, 265 nebo 274 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens. A&koliv _aminokyselifxové
zbytky identifikované pro modifikaci jsou identifikovany podle &islovani pouZitelného pro B.
~ amyloliquefaciens (coz se stalo béZnou metodou identifikace pozice zbytku u vSech subtilisini),
preferovana sekvence prekurzorové DNA uzZitetné podle tohoto vynalezu je sekvence Bacillus
lentus zobrazena na Obrazku 3. -

V preferovaném provedeni kéduji tyto sekvence variantni DNA substituci, inserci nebo
vymazani aminokyselinového zbytku odpovidajiciho poloze 103 subtilisinu Bacillus
amyloliquefaciens v kombinaci s jednou nebo svice dal$imi aminokyselinovymi zbytky
odpovidajicimi nasledujicim poloham: 1, 3, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 24, 27,
33,37, 38, 42, 43, 48, 55, 57, 61, 62, 68, 72, 75, 76, 77, 78, 79, 86, 87, 89, 97, 98, 99, 101, 102,
104, 106, 107, 109, 111, 114, 115, 116, 117, 119, 121, 123, 128, 130, 131, 133, 134, 137, 140,
141, 142, 146, 147, 158, 159, 160, 161, 166, 167, 170, 173, 174, 177, 181, 182, 183, 184, 185,
188,192, 194, 198, 203, 204, 205, 206, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 222,
224, 227, 228, 230, 232, 236, 237, 238, 240, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 251, 252,
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| 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 268, 269, 270, 271, 272, 274 a 275
substilisinu  Bacillus amyloliquefaciens, kde kdyz zminénd proteizova varianta zahrnuje
substituci aminokyselinového zbytku vpozicich 103 a 76, obsahuje také substituci
aminokyselinového zbytku v jedné nebo vice z aminokyselinovych poloh, jinych nez odpovida
aminokyselinovym pozicim 27, 99, 101, 104, 107, 109, 123, 128, 166, 204, 206, 210, 216, 217,
218, 222, 260, 265 nebo 274 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens. Vyhodné&ji tyto sekvence
variantni DNA koéduji protedzové varianty popsané v tomto vynalezu.

V dals$im provedeni tyto sekvence variantni DNA koéduji substituci, inserci nebo
vymazani jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytkd odpovidajicich polohdm 62, 212, 230,
232, 252 a 257 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens. Vyhodn&;ji tyto sekvence variantni DNA
- kéduji protedzové varianty popsané zde. |

Ackoliv aminokyselinové zbytky identifikované pro modifikaci jsou identifikovany podle
Cislovani pouzitelného pro B. amyloliquefaciens (co se stalo b&Znou metodou identifikace
pozice zbytku u vsech subtilisinti), preferovana sekvence prekurzorové DNA uzitedné podle
tohoto vyndlezu je sekvence Bacillus lentus zobrazena na Obrazku 3.

Tyto sekvence rekombinantni DNA kéduji protedzové varianty, majici no.vou sekvenci
aminokyselin a obecné alespori jednu vlastnost, ktera je vyznamné jina neZ je stejnd vlastnost u
enzymu kodovaného sekvenci DNA prekurzorové protedzy. Tyto vlastnosti zahrnuji
proteolytické aktivity, substrdtovou specifitu, stabilitu, zménény pH profil ‘a/nebo zlepené
pracovni charakteristiky. |

Specifické substituce odpovidaji poloze 103 vkombinaci s jednou nebo s vice
nasledujicich poloh: 1, 3,4, 8,9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, 24, 27, 33, 37, 38, 42, 43,
48, 55, 57, 61, 62, 68, 72, 75,76, 77, 78, 19, 86, 87, 89, 97, 98, 99, 101, 102, 104, 106, 107, 109,
111, 114, 115, 116, 117, 119, 121, 123, 128, 130, 131, 133, 134, 137, 140, 141, 142, 146, 147,
158, 159, 160, 161, 166, 167, 170, 173, 174, 177, 181, 182, 183, 184, 185, 188, 192, 194, 198,
203, 204, 205, 206, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 217, 218, 222, 224, 227, 228, 230,
232,236, 237, 238, 240, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248, 249, 251, 252, 253, 254, 255, 256,
257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 268, 269, 270, 271, 272, 274 a 275 substilisinu Bacillus
amyloliquefaciens, kde kdyZ zminéné protedzova varianta zahrnuje substituci aminokyselinového
zbytku v pozicich 103 a 76, obsahuje také substituci aminokyselinového zbytku v jedﬁé nebo
- vice z aminokyselinovych poloh, jinych neZ odpovid4 aminokyselinovym pozicim 27, 99, 101,

104, 107, 109, 123, 128, 166, 204, 206, 210, 216, 217, 218, 222, 260, 265 nebo 274, kde
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Cislovani poloh odpovida pfirodné se vyskytujicimu subtilisinu z Bacillus amyloliquefaciens
nebo ekvivalentnim aminokyselinovym zbytkim vjinych karbonyl hydrolézéch nebo
subtilisinech (jako je subtilisin Bacillus lentus) zde popsanych. Dile jsou zde popsiny specifické
substituce odpovidajici jedné nebo vice z nasledujicich poloh 62, 212, 230, 232, 252 a 257, kde
Cislované polohy odpovidaji piirodné se vyskytujicimu subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens
nebo ekvivalentnim 'aminokyselinovym zbytkim u jinych karbonylhydroldz nebo subtilisind
(ako je subtilisin Bacillus lentus). Tato &isla poloh aminokyselin odkazuji na sekvenci
piirodniho subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens, kterd je zobrazena na Obrazku 1. T;:nto
vynalez ovSem neni omezen na pouZivani mutace tohoto konkrétniho subtilisinu, ale je roziifen i
. na prekursorové protedzy obsahujici aminokyselinové zbytky v polohach, které jsou
wekvivalentni konkrétné identifikovanym zbytkiim v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens.
V preferovaném provedeni tohoto vynalezu je prekurzorovou proteazou subtilisin Bacillus lentus
a substituce, vymazani nebo inserce jsou provedeny na ekvivalentnich aminokyselinovych
zbytcich v Bacillus lentus odpovidajici vySe uvedenému seznamu.

Zbytek (aminokyseliny) prekursorové protedzy je ekvivalentni ke zbytku Bacillus
amyloliquefaciens pokud je bud’ homologicky (to jest v odpovidajici poloze primarni nebo
tercidlni struktury) nebo analogicky kuritému zbytku nebo ¢&asti subtilisinu Bacillus
amyloliquefaciens (to jest majici stejnou nebo podobnou funkéni schopnost kombinovat,
reagovat nebo interagovat chemicky).

Za ucelem urceni homologie k priméarni struktufe se sekvence aminokyselin prekursorové
proteazy piimo srovndva s primarni sekvenci subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens a obzvlasté
se sadou zbytkill o niz je zndmo, Ze je invariantni u subtilisinu se zndmou strukturou. Napiiklad,
obrazek 2 ukazuje zachované zbytky mezi subtilisinem Bacillus amyloliquefaciens a subtilisinem
Bacillus lentus. Po sefazeni zachovanych zbytkid, dovolujicim nezbytnou inzerci a vymazani za
ucelem udrZeni zakladniho uspofadani (to jest vyhnuti se eliminace zachovanych zbytk pomoci
nezavislého vymazani nebo inzerce) jsou definovany zbytky odpovidajici konkrétnim
aminokyselindm v primdmi sekvenci subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens. Uspofadani
zachovanych zbytkli by s vyhodou mélo zachovavat 100 % t&chto zbytkd. Avsak uspoiadani
majici vice nez 75 % nebo dokonce jen 50 % zachovanych zbytk je také adekv.étm' k definovani
ekvivalentnich zbytkdi. Zachovani katalytické triddy Asp32/His64/Ser22]1 by mélo byt

zachovano.
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Napiiklad, na obrazku 3 jsou sefazeny aminokyselinové sekvence subtilisnt z Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis (carlsbergensis) a Bacillus lentus za
ucelem zajiSténi maximalni homologie mezi aminokyselinovymi sekvencemi. Tyto zachované
zbytky (jako mezi BNP’ a B. lentus) jsou identifikovany na obrazku 2.

Tyto konservované zbytky mohou byt tedy pouzity k definovani oapovidajicich
ekvivalentnich aminokyselinovych zbytk Bacillus lentus (PCT Publication &. WO 89/06279
publikované 13. Cervence 1989), preferovany proteazovy prekurzorovy enzym nebo subtilisin
oznacovany jako PB92 (EP 0 328 299), ktery je vysoce homologicky k preferovanému subtilisinu
Bacillus lentus. Aminokyselinova sekvence né&kterych z téchto subtilisind jsou sefaieny na
~ obrazku 3A a 3B spolu se sekvenci subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens za ugelem vytvofent
maximalni homologie konservovanych zbytkd. Jak je vidét, je zde mnoho vypusténi v sekvenci
Bacillus lentus ve srovnani se subtilisinem Bacillus amyloliquefaciens. Tak napiiklad,
ekvivalentni aminokyselina pro Vall65 v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens v ostatnich
subtilisinech je isoleucin pro B. lentus a B. licheniformis. Tak napiiklad, aminokyselina v poloze
+76 je asparagin (N) jak u subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens tak u subtilisinu Bacillus
lentus. V protedzovych variantach podle tohoto vynélezu je viak aminokyselinovy ekvivalent k
+76 subtilisinu  Bacillus amyloliquefaciens substituovan s aspartatem (D). Zkratky a
jednopismenné kody pro viechny aminokyseliny podle tohoto vynalezu odpovidaji Patentin User
Manual (GenBank, Mountain View, CA), 1990, str. 101. '

»Ekvivalentni zbytky* mohou byt také definovany uréenim homologie na wrovni tercialni
struktury pro prekursorovou protedzu, jejiz tercialni struktura byla urSena x-Ray krystalografii.
Ekvivalentni zbytky jsou definovéany jako ty, u nichZ atomové koordinaty dvou‘nebo vice atomul
hlavniho fetézce konkrétniho aminokyselinového zbytku prekursorové proteazy a subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens (N kN, CA kCA, C kC a O kO) jsou vrozmezi 0,13 nm a
s vyhodou 0,1 nm po sefazeni. Sefazeni je dosaZeno poté co je nejlepsi model ‘orientovan a
natoCen tak, aby daval maximalni pfekryv atomovych koordinat nevodikovych proteinovych
atomii zkoumané proteazy se subtilisinem Bacillus amyloliquefaciens. Nejlep§i model je
krystalograficky model davajici nejnizsi R faktor pro experimentalni difrakéni data pii nejvyééim
dostupném rozliseni.

Zy, [Fo(h)-[F (h)]
Zy, [Fo(h)l

R faktor =
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Ekvivalentni zbytky, které jsou funkéné analogické k urCitym zbytkiim subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens, jsou definovany jako takové aminokyseliny prekursorové proteazy,
které mohou pifijmout takovou konformaci, kdy bud meéni, modifikuji nebo pfispivaji
k proteinové struktufe, vazani substratu nebo katalyze zpisobem definovanym a piipisovanym
konkrétnimu zbytku- v subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens. Dale jsou to takové zbytky
prekursorové protedzy (u které byla tercialni struktura ziskdna pomoci X-ray krystalografie),
které zaujimaji analogickou pozici do té miry, ze aCkoliv atomy hlavniho fetézce daného zbytku
nemusi spliiovat kritéria ekvivalence na zakladé obsazeni homologické poziée, lezi atomové
koordinaty nejméné dvou atomi postranniho fetézce v rozmezi 0,13 nm s odpovidajicimi atomy
' postranniho fetézce subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens. Koordinaty trojdimenzionalni
struktury subtilisini Bacillus amyloliquefaciens jsou sepsany v WPO publikaci ¢islo 0 251 446
(ekvivalentni s U. S. Patentem 5,182, 204, jejichZ popis je zde zahrnut jako reference) a mohou
byt pouzity jak bylo naznadeno vyse k ureni ekvivalentnich zbytki na trovni tercidlni struktury.

Nekteré ze zbytk( identifikovanych pro substituci, inserci nebo vymazani jsou
konservované zbytky, zatimco ostatni nikoliv. V ptipadé zbytku, které nejsou konservovany, je
nahrada jedné nebo vice aminokyselin limitovana na substituci, ktera produkuje variantu, ktera
mé& aminokyselinovou sekvenci jenz neodpovida sekvenci nalézané v prirodé. V pripadé
konservovanych zbytki by takovéto zmény nemély vést k pfirodnim sekvencim. Proteazové
varianty podle tohoto vynalezu zahrnuji zralé formy proteazovych variant, stejn€ jako pro- a pre-
~ pro-formy t&chto proteazovych variant. Pre-pro-formy jsou preferovanou konstrukci protoze
usnadriuji expresi, sekreci a zrani proteazovych variant.

»Prosekvence* oznacuje sekvenci aminokyselin vazanou k N-termindlni ¢asti zralé formy
protedzy, pfiemZ po jejim odstranéni vznika ,,zrala“ forma proteazy. Mnoho proteolytickych
enzymt se nachazi v pfirodé jako produkty translacnich proenzymi a bez post-transla¢niho
opracovani se exprimuji timto zpusobem. Preferovana prosekvence pro produkci i)roteézovych
variant je putativni prosekvence subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens, ackoliv mohou byt
pouzity i dal$i proteazové prosekvence.

»oignalova sekvence nebo ,,prosekvence” oznacuje libovolné sekvence aminokyselin
vazanou k N’terminalni Casti proteazy nebo N-tterminalni Casti proprotedzy, které ' mohou
- participovat pifi sekreci zralych forem protedz. Tato definice signalové sekvence je definici
funkéni, zamysSlena tak, aby zahmovala vSechny tyto aminokyselinové sekvence kédované N-

termindlni ¢asti proteazového genu, ktery participuje pfi efektuaci sekrece proteazy za nativnich



71 A A4 ve oo ae .s

podminek. Tento vynalez vyuziva takovéto sekvence k ovlivnéni sekrece protéézovych variant
podle zde uvedené definice. Jedna mozna signdlovd sekvence zahrnuje prvnich sedm
aminokyselinovych zbytkii signalni sekvence ze subtilisinu Bacillus subtilis pfipojenych ke
zbytku signalové sekvence subtilisinu z Bacillus lentus (ATCC 21536).

»Prepro“ forma protedzové varianty se sklada zdospélé formy protedzy, majici
prosekvenci operativné piipojenou k aminokonci proteazy a ,,pre nebo ,,signdlni“ sekvence je
»provozuschopné® pfipojena k aminokonci prosekvence. . '

»Expresni vektor“ oznacuje DNA konstrukci obsahujici DNA sekvenci, ktery je
~ operativné pfipojen ke vhodné kontrolni sekvenci schopné ovliviiovat expresi zminéné DNA ve
vhodném hostiteli. Tyto kontrolni sekvence zahrnuji promoter k ovlivnéni transkripce, optimélni
peratorovou sekvenci pro kontrolu takovéto transkripce, sekvenci kédujici vhodné vazaci misto
pro mRNA na ribosomu a sekvence, které fidi terminaci transkripce a translace. Vektor muze byt
plasmid, ¢astice figu nebo jednoduSe potencialni genomicky insert. Po transformovani do
vhodného hosta se vektor miZe replikovat a fungovat nezavisle na hostitelském genomu nebo se
v nékterych pfipadech miize integrovat do samotného genomu. V této ptihlasce se oznaceni
,»plasmid® a ,,vektor” nékdy pouZivaji zaménitelné, protoze plasmid je v soucasné dobé nejéastéji
pouZivanou formou. Ov§em, vynalez je zamyslen tak, aby zahrnoval tyto dalsi formy expresnich
vektor, které plni stejnou funkci a které jsou znamé v oboru.

»~Hostitelské buiiky* pouzivané v tomto vynalezu jsou obecné prokariotni nebo eukaryotni

hostitelé, které byly s vyhodou manipulovany zptisoby popsanymi v U. S. Patent RE 34,606
scilem ucinit je neschopnymi sekrece enzymaticky aktivnich endoproteaz. Preferované
hostitelské buriky pro expresi proteaz je kmen Bacillus BG2036, ktery je deficientni pokud jde o
enzymaticky aktivni neutralni proteazy a alkalické protedzy (subtilisin). Konstrukce kmenu
BG2036 je popsana detailné v U. S. Patent 5,264,366. Dalsi hostitelské buriky pro expresi
proteaz zahrnuji Bacillus subtilis 168 (také popsany v U. S. Patent RE 34,606 a U. S. Patent
5,264,366, jejichz popis je zde zafazen jako reference), stejné jako libovolné vhodné kmeny
Bacillus jako tfeba Bacillus licheniformis, Bacillus lentus a pod.).

Hostitelské buiiky jsou transformovéany nebo transfektovany s vektory.konstruovan}'/mi
s vyuzitim technik rekombinantni DNA. Takto transformované hostitelské buriky jsou schopné
' bud replikace vektord kédujicich protedzové varianty nebo exprimovani poZadované proteazové

varianty. V pfipadé vektori kddujicich pre- nebo prepro-formu protedzové varianty, jsou tyto
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varianty jsou-li exprimovany, v typickém piipadé vyluCovany z hostitelské bunky do média
hostitelskych bunék.

,»Operativné spojen”, pfi popisu vztahi mezi dvéma oblastmi DNA tento termin
jednoduSe znamena, Ze jsou funkcionalné pfibuzné jeden druhému. Napiiklad, pfosekvence je
operativné pfipojena k peptidu, pokud funguje jako signilni sekvence a Ucastriuje se v sekreci
dospélych forem proteinu coZ nejpravdépodobnéji zahrnuje $té€peni signalni sekvence. Promoter
je operativné pfipojen ke kdédujici sekvenci pokud fidi transkripci sekvence, ribosomové vazaci
misto je operativné piipojen ke kddujici sekvenci je-li umistén tak, aby dovolil translaci. v

Geny kédujici pfirodné se vyskytujici prekurozorové protedzy mohou byt ziskany podle
obecné metody znamé v oboru. Metody obecné zahrnuji syntézu znalenych znadek, majicich
oblasti putativnich sekvenci kédujicich pfislusené proteazy, piipravu genomickych knihoven
z organismu exprimujicich proteazu a skrining téchto knihoven hybridizaci do vzorki. Pozitivné
hybridizované klony jsou poté mapovany a sekvencovany.

Klonovana protedza je poté pouzita k transformaci hostitelské buriky za ucelem
exprimace proteazy. Proteézovy gen je potom ligovan do plasmidu. Tento plasmid se replikuje
uvniti v tom smyslu, Ze obsahuje dobie znamé elementy nezbytné pro plasmidovou replilfaci:
promoter operativné pfipojen k genu (ktery muze byt dodan jako genu vlastni homologicky
promoter je-li rozeznén, to jest:transkribovan hostitelem.) terminaci transcripce a polyadenyl pro
. stabilitu m-RNA trenskribované hostitelem z proteazového genu v ur€itych eukaryotnich
hostitelskych bunék, které jsou exogenii nebo je zajiStén endogenni oblasti terminatoru
proteazového genu a s vyhodou vybérovy gen jako je resistence genu proti aﬁtibiotikﬁm, ktera
zajiStuje kontinudlni kultivaci hostitelskych bunék infikovanych plasmidem v médiu
obsahujicim antibiotika. Plasmidy vysSich kopii také obsahuji pocatek replikace pro hostitele,
¢imz uvoliuje velké mnoZstvi plasmidi, které by mély byt generovany cytoplasmé bez
chromosomaélni limitaci. OvSem, vramci tohoto vynalezu je integrace nasobnych kopii
protedzového genu do hostitelského genomu. To je usnadnéno prokaryotnimi a eukaryotnimi
organismy, které jsou obzvlasté nachylné k homologické rekombinaci. Genem muize byt pﬁr;)dni
gen B. lentus. Alternativné, miize byt vyroben synteticky gen kodujici pfirodné se vyskytujici
~ nebo mutantni prekursorovou proteazu. V tomto piipadé se uruje DNA a/nebo aminokyselinova
sekvence prekursorové protedzy. Poté se syntetizuji nasobné, prekryvajici se, syntetické

fragmenty jednopramennych DNA, kédujici prekurzorové proteazy. Priklad syntetické genové
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konstrukce je uveden v piikladu 3 U.S. Patentu 5,204,105, jehoZ popis je zde zafazen jako
reference.

Jsou-li piirodn€ se vyskytujici nebo syntetické prekursorové protedzy naklonovany,
provadi se mnoho modifikaci za udelem vét§iho pouziti genu kromé syntézy pfirodné se
vyskytujici prekursorové protedzy. Takovéto modifikace zahrnuji produkci rekombinantnich
proteaz jak je popsano v U. S. Patent RE 34,606 a EPO publikace ¢islo 0 251 446 a produkci
proteazovych variant popsanych zde. .

Nasledujici metoda kazetové mutageneze muZze byt pouzita k usnadnéni konstrukce
proteazovych variant podle tohoto vynalezu, ackoliv mohou byt pouzity i jiné metody. Nejdfive
se ziskaji pfirodné se vyskytujici geny kodujici proteazu a sekvence, a to celé nebo ¢astené. Poté
se u sekvence hledd misto, ve kterém je vhodné provést mutaci (vymazani, inserce nebo
substituce) jedné nebo vice aminokyselin v kddovaném enzymu. Sekvence sousedici s timto
mistem se prohlédnou s ohledem na pritomnost restrikénich mist pro nahradu kratkého segmentu
genu s mnozstvim oligonukleotidl, které po expresi budou koédovat rtizné mutanty. Tyto
restrik¢ni mista jsou s vyhodou unikatni mista vridmci protedzového genu takze usnadiiuji
nahradu genového segmentu. OvSem, muze byt pouzito libovolné konvenéni restrikéni misto
proteazového genu, které neni redundantni, za piedpokladu, Ze genové fragmenty generované
restrikénim travenim mohou byt poskladany v pfislusnou sekvenci. Nejsou-li pfitomna restrikéni
mista v lokalitach v rdmci konvenéni vzdélenosti od vybraného bodu (od 10 do 15 nukleotidi),
jsou tato mista generovana substituci nukleotidd v genu takovym zplisobem, Ze ani &teci ramec
ani kodované aminokyseliny nejsou zménény ve findlni konstrukci. Mutace genu za uéelem
zmény jeho sekvence a potvrzeni pozadované sekvence se provadi extensi M13 primeru
v souladu sobecnd zndmymi metodami. Ukol lokalizace vhodnych sousednich regionﬁ a
vyhodnoceni potiebnych zmén k dosazeni dvou konvenénich sekvenci restrik¢énich ‘mist se stivé
rutinnim diky redundanci genetického kodu, restrikéni enzymatické mapé genu a velkému
mnoZstvi riznych restrikénich enzym@. PovSimnéte si prosim, Ze je-li dosazitelné konvenéni
sousedni restrikéni misto, vySe uvedena metoda musi byt pouZita pouze ve spojeni se sousednim
regionem, neobsahujicim misto. '

Poté, co je pfirodné se vyskytujici nebo synteticki DNA klonovana, restrikéni mista
obklopujici pozice, které maji byt zmutovany, jsou natrdvena s pfibuznymi restrikénimi enzymy
a mnozstvi koncoveé-komplementarnich oligonukleotidovych kazet je ligovano do genu.

Mutageneze je touto metodou usnadnéna, protoZe vsSechny oligonukleotidy mohou byt
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syntetizovany tak, abychom méli stejna restrikéni mista a k vytvofeni restrikénich mist nejsou
tieba Zadné spojovaci Casti. V tomto textu je definovana proteolyticka aktivita jako rychlost
hydrolyzy peptidickych vazeb na miligram aktivniho enzymu. Pro méfeni proteolytické aktivity
existuje mnoho procedur (K. M. Kalisz, ,,Microbial Proteinases,”, Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, A. Fiechter ed., 1988). Kromé toho popiipadé jako alternativa
k modifikované proteolytické aktivité mohou mit variantni enzymy podle tohoto vynalezu dalsi
modifikované vlastnosti jako je Ky, kea, pomér ke./Ki, a/nebo specificky modifikovany substrat

a/nebo modifikovanym profilem pH aktivity. Tyto enzymy mohou byt pfipraveny na miru pro
| konkrétni substrat o némZ se pfepoklada, Ze bude pfitomen, napi. v piipravé peptidi nebo u
hydrolytickych procesi jako je prani pradla.

V jednom aspektu vynélezu je pfedmétem vynalezu zaji§téni variantni protedzy, majici
proteolytickou aktivitu ve srovnani s prekursorovou protedzou, protoZe zvySeni této aktivity
(numericky vys$8i) umoziiuje pouZiti enzymi k lep§imu pisobeni na substrat. Pfedmétem zajmu
jsou také variantni enzymy, majici zménénou termickou stabilitu a/nebo zménénou substratovou
specifitu ve srovnani s prekurzorem. V nékterych pfipadech miize byt pozadovdna niZsi
proteolytickd aktivita, napfiklad sniZeni proteolytické aktivity by bylo uZite¢né tam, kde je
poZadovana synteticka aktivita proteaz (jako pii syntéze peptidi). Nékdy je t%eba sniZeni této
proteolytické aktivity, ktera by byla schopna rozbiti produkti této syntézy. Obraceng, v nékterych
| pfipadech miize byt vhodné zvySeni proteolytické aktivity variantniho enzymu ve srovnani
s prekurzorem. Kromé toho, zvySeni nebo sniZeni (alterace) stability variant; at’ jiz alkalické
nebo termalni stability, miize byt vyzadovano. ZvySeni nebo snizeni v K¢z, Ky nebo keo/Kiy jsou
specificka k substratu pouzitém k uréeni t€chto kinetickych parametra.

V dalSim aspektu tohoto vynélezu bylo uréeno, Ze substituce v pozicich odpovidajicich
103 v kombinaci s jednim nebo vice nasledujicich pozic 1, 3, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 17, 18, 19,
20, 21,22, 24,27, 33, 37, 38, 42, 43, 48, 55, 57, 58, 61, 62, 68, 72, 75, 76, 77, 78, 79, 86, 87, 89,
97, 98, 99, 101, 102, 104, 106, 107, 109, 111, 114, 116, 117, 119, 121, 123, 126, 128, 130, 131,
133, 134, 137, 140, 141, 142, 146, 147, 158, 159, 160, 166, 167, 170, 173, 174, 177, 181, 182,
183, 184, 185, 188, 192, 194, 198, 203, 204, 205, 206, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216,
| 217, 218, 222, 224, 227, 228, 230, 232, 236, 237, 238, 240, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248,
249, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 268, 269, 270, 271,
272, 274 a 275 substilisinu Bacillus amyloliquefaciens jsou dilezité pii modulovani celkové

stability a/nebo proteolytické aktivity enzymu.
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V dalSim aspektu vynalezu bylo uréeno, Ze substituce na jedné nebo vice nasledujicich
pozic odpovidajicich poloham 62, 212, 230, 232, 252 a 257 subtilisinu Bacillus
amyloliquefaciens jsou také dtilezité pfi modulovani celkové stability a/nebo proteolytické
aktivity anzymu.

Tyto substituce jsou s vyhodou u subtilisinu Bacillus lentus (rekombinantni nebo piirodni
typ), ackoliv substituce mohou byt provedeny v libovolné Bacillus proteaze.

Na zakladé vysledkii screeningu ziskaného u variantnich protedz jsou zminéné mutace
. subtilisinu Bacillus amyloligefaciens dilezité pro proteolytickou aktivitu, pisobeni a/nebo
stabilitu téchto téchto enzymu a pro &istici a praci pisobeni téchto variantnich enzymi.

Metody a zptisoby piipravy enzymu pouzitych v detergentech a Sisticich prostiedcich
podle tohoto vynalezu jsou zndmé a jsou diskutované v PCT Publikaci . WO 95/10615.

Enzymy podle tohoto vynalezu maji trypsinovou specifitu. To znamen4, Ze enzymy podle
tohoto vynalezu hydrolyzuji proteiny piednostnim S$té€penim peptidové vazby nabitého
aminokyselinového zbytku, konkrétnéji zbytkd jako je arginin a lysin, spiSe neZ preferenénim
Stépenim peptidovych vazeb hydrofobnich aminokyselinovych zbytki, konkrétnéji fenylalanin,
tryptofan a tyrosin. Enzymy majici tento profil se oznacuji jako enzymy s chymotrypsin(;vou
specifitou. Substratova specifita, diskutovana vyse, je ilustrovana plisobenim enzymu na dva
~ syntetické substraty. Protedzy majici trypsinovou specifitu hydrolyzuji synteticky substrat bVGR-
pNA preferencné ve srovnani se syntetickym substratem sucAAPF-pNA. Oproti tomu,
chymotripsinové protedzové enzymy hydrolyzuji pozdgji zminény substrat (sucAAPF-pNA)
mnohem rychleji nez prvné jmenovany. Pro ucely tohoto vynalezu byla vyuzita nasledujici
procedura pro definovani trypsinové specifity enzymii podle tohoto vynalezu:

Fixni mnozstvi glycinového pufru pfi pH 10 a teploté 25 °C bylo pfiddno do standardni
10 ml zkumavky. Pak bylo do zkumavky pfidano 0,5 ppm aktivniho anzymu, uréeného
k testovani. Poté bylo do zkumavky pfidano 1,25 mg syntetického substratu na 1 ml roztoku
pufru. Smés byla ponechéna inkubovat 15 minut pfi 25 °C. Po probéhnuti inkubacni doby byl ke
smési pfidan enzymovy inhibitor PMSF v koncentraci 0,5 mg na 1 ml rozotku pufru. Peté byla

nameéfena absorbance nebo hodnoty OD smési pfi 410 nm. Absorbance potom indikuje aktivitu
enzymu viéi syntetickému substratu. Cim vy$si je absorbance tim vys3i je trovei aktivity vigi

substratu.
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Kuréeni specifity konkrétniho enzymu miZe byt absorbance dvou syntetickych
substratovych proteinti pfevedena na specifitni pomér. Pro ucely tohoto vynalezu je pomér uréen
vzorcem: '

[aktivita viici SAAPF-pNA]/[aktivita vii¢éi bVGR-pNA]

Enzym majici pomér mensi nez asi 10, vyhodné&ji niZ8i nez asi 5 a nejvyhodnéji nizsi nez
asi 2,5, mohou byt povazovany za enzymy, demonstrujici trypsinu podobnou aktivitu.

Tyto varianty obecné maji nejméné jednu vlastnost, ktera je odliSuje od téze viastnosti
~ proteazovych prekurzori, z nichZ jsou aminokyselinové sekvence variant odvozeny.

Jeden aspekt tohoto vynélezu jsou pfipravky, jako jsou detergenty a Cistici pfipravky pro
¢isténi textilu, kuchyriského nadobi a dalSich substratii s tuhymi povrchy, které zahrnuji jednu
nebo vice proteazovych variant podle tohoto vynalezu. Pfipravky obsahujici proteazy mohou byt
pouZity pro CiSténi napf.: hedvabi nebo vlny, stejné jako pro dalsi typy tkanin, jak je popsano
v publikacich jako tf¢ba RD 216,034, EP 134,267, US 4,533,359 a EP 344,259 a'kuchyﬁského
vybaveni a dal$ich substrat s pevnym povrchem jak je popsano v US 5,478,742, US 5,346,822,
US 5,679,630 a US 5,677,272.

II. Amylazové varianty - Amylazové varianty pouzivané podle tohoto vynélezu zahrnuji,
vy&et neni limitujici, amylazové enzymy popsané v WO 95/26397 a WO 96/23873 (Novo). Tyto
- enzymy jsou zahrnuty v Cisticich pfipravcich v koncentracich od 0,0001 %, s vyhodou od
0,00018 %, vyhodnéji od asi 0,00024 %, nejvyhodnéji od 0,05 % do asi 0,1 %, s vyhodou do asi
0,060 %, vyhodné;ji do asi 0,048 % Cistého enzymu na hmotnost ¢isticiho prostfédku.

Amylazové varianty jsou s vyhodou vybrany ze skupiny obsahujici a-amylazové varianty.

Vhodné a-amylazové varianty pro pouZiti podle tohoto vynalezu zahrnuji, vycet neni
limitujici, nasledujici a-amylazy:

(1) a-amylazy charakterizované tim, Ze maji specifickou aktivitu neyméné o 25 % vyssi
nez je specificka aktivita Termamyl® pii teploté v rozsahu 25 °C az 55 °C a pfi pH hodnotach
v rozsahu od 8 do 10, m&feno stanovenim a-amylazové aktivity Phadebas®, a/nebo

(ii) a-amylazy podle bodu (i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci ukazanou na SEQ ID
& 1 nebo a-amylazy, které jsou nejméné z 80 % homologické s aminokyselinovou sekvenci
ukazanou na SEQ ID ¢. 1 a/nebo

(iii)) a-amylazy podle bodu (i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci ukézanou na SEQ
ID €. 2 nebo a-amylazy, které jsou nejméné z 80 % homologické s aminokyselinovou sekvenci

ukdzanou na SEQ ID ¢. 2 a/nebo
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(iv) a-amylazy podle bodu (i) zahrnujici nasledujici aminokyselinovou N-termindlni
sekvenci: His-His-Asn-Gly-’I'hr-Asn—Gly—Thr—Met—Met-Gln-Tyr-Phe—Glu-Trp-Tyr-Leu—Pro—Asn—
Asp- (SEQ ID ¢&. 3) nebo amylazy, které jsou nejméné z 80 % homogenni s aminokyselinovou N-
terminalni sekvenci ukazanou na SEQ ID ¢&. 3 a/nebo

(v) a-amyldza podle bodd (i-iv), kde je a-amylaza ziskatelna z alkalofilnich druhi
Bacillus a/nebo .

(vi) a-amylaza podle bodu (v), kde amylaza je ziskatelna z libovolnych kment NCIB
12289, NCIB 12512, NCIB 12513 a DSM 935 a/nebo

(vil) o-amylaza vykazujici pozitivni imunologickou kros-reaktivitu s protilatkami
vyrobenymi proti o-amylaze, majici aminokyselinovou sekvenci odpovidajici SEQ ID ¢. 1, ID &.
2 nebo ID €. 3 a/nebo

(viii) varianta mate¢né o-amyldzy, kde mate¢nd o-amyldza (1) ma jednu
z aminokyselinovych-sekvenci ukazanou na SEQ ID ¢. 1, ID ¢. 2 nebo ID ¢. 4, (2) vykazuji
alespoi 80 %homologii s jednou nebo vice zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo
vykazuje imunologickou kros-reaktivitu s protilatkou ziskanou proti a-amylaze, majici jednu ze
zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo je kédovana DNA sekvenci, kterd hybridizuje se
stejnou znaCkou jako DNA sekvence kodujici a-amylazu, majici jednu ze zminénych
| aminokyselinovych sekvenci, kde varianty: (A) alesport jeden aminokyselinovy zbytek zminéné
matecné a-amylazy byl vypustén, a/nebo (B) alespori jeden aminokyselinovy zbytek zminéné
mate¢né o-amylazy byl nahrazen jinou aminokyselinou a/nebo (C) alespori jeden
aminokyselinovy zbytek byl inzerovan ve srovnani se zminénou matecnou o-amylazou; pficemz
zminéné varianty maji o-amylazovou a vykazuji alesponl jednu z nésledujicich vlastnosti ve
srovnani se zminénou matenou o-amylazou: zvySend termostabilita, zvySend stabilita viici
oxidaci, snizena zavislost na Ca iontech, zvySena stabilita a/nebo a-amylolyticka aktivita pfi
neutralnim nebo relativné vysokém pH, zvySeny nebo sniZeny isoelektricky -bod (pI) aby pl
hodnoty pro a-amylazovou variantu lépe odpovidaly pH hodnotdm média.

Polypeptid se pokladd za X % homologicky k mate¢né amyldze, pokud srovndni
odpovidajicich aminokyselinovych sekvenci, provadéné algoritmem jako napf. popsanym

v Lipman a Pearson v Science 227, 1985, 1435, potvrdi X% identitu.

LR X1



78 fee” tue

V kontextu tohoto vynalezu oznaluje termin ,ziskatelny z“ nejen to, Ze je amyldza
produkovana kmenem Bacillus, ale také to, Ze je amylaza kodovana DNA sekvengi izolovanou
z kmene Bacillus a produkovéna v hostitelském organismu transformovaném s DNA sekvenci.

IMI. Proteazové/amylazové kombinace - Ackoliv libovolna jedna nebo vice proteazovych
variant popsanych vySe miZze byt kombinovano s jednou nebo vice amyldzovymi variantami,
podle vysoce preferovaného provedeni tohoto vynalezu zahrnuji proteazové var.ianty substitucni
sadu: 101/103/104/159/232/236/245/248/252 a jesté preferovangj§i provedeni obsahuje
 substituéni sadu: 101G/103A/1041/232V/236H/245R/248D/252K.

Ackoliv protedzové varianty a amyldzové varianty podle tohoto vynalezu mohu byt
piitomny v &isticich prostiedcich v libovolném poméru ppm, preferovany pomér protedzové
varianty k amylazové varianté v ppm Cisticiho prostfedku podle tohoto vynalezu v rozmezi od
1:20 do asi 20:1, s vyhodou od asi 1:10 do asi 10:1, jesté vyhodnéji od 1:3 do 3:1.

Cistici prostredky

Cistici prostiedky podle tohoto vynalezu zahrnuji, kromé jedné nebo vice proteazovych
variant popsanych vyse, jednu nebo vice pomocnych &isticich materidlii, s vyhodou kompatibilni
s proteazovou variantou. Termin ,.Sistici pfidavny material“ oznacuje libovolﬁy kapalny, tuhy
nebo plynny material, vybrany pro urdity typ &isticiho pfipravku uréeného pro konkrétné formu
~ produktu (napf. kapaliny, granule, prasek, kus, pasta, éprej, tableta, gel, péna), pricemz tyto
materidly jsou svyhodou kompatibilni s protedzovymi enzymy pouZivanymi v piipravku.
Granularni pifpravky mohou byt také v , kompaktni“ formé a kapalné pfipravky mohou byt
,,koncentrované* forme.

Konkrétni vybér &isticich pfidavnych materiald je snadno proveden na zédkladé povrchu,
druhu tkaniny uréenému &isténi a pozadované formy piipravku pro zamyslené ;‘:i§téni (napft.
pomoci praciho detergentu). Termin ,kompatibilni oznaCuje v tomto vyndlezu, Ze materidly
Sisticiho piipravku nesnizuji proteolytickou aktivitu protedzovych enzymii do takové miry, ze by
protedzy nebyly G¢inné jak je pozadovéno za normalnich okolnosti. Pfiklady vhodnych éisticich
ptidavnych materialii zahrnuji (vy&et neni uplny) surfaktanty, pojiva, bélidla, aktivatory béleni,
* katalyzétory béleni, dalsi enzymy, systémy pro stabilizaci enzymt, chelanty, optické zjastiovace,
polymery pro uvoliiovani 3piny, ¢inidla branici pfenosu barev, disperzanty, protipénova cinidla,
barviva, parfémy, koloranty, soli plnidla, hydrotropy, fotoaktivatory, fluorescentni latky,
kondicionéry latek, hydrolyzovatelné surfaktanty, preservativa, antioxidanty, litky proti

smritovani, latky proti mackani, germicidy, fungicidy, latky proti skvmam, latky proti zdkalu
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a/nebo antikorozivni latky, zdroje alkality, ¢inidla pro rozpousténi, nosi¢e, pomocna vyrobni
¢inidla, pigmenty a latky na upravu pH podle popisu U. S. Patent 5,705,464, 5,710,115,
5,698,504, 5,695,679, 5,686,014 a 5,646,101. Konkrétni materidly &isticiho pfipravku jsou
detailné uvedeny v niZe uvedenych piikladech.

Pokud piidavné Cistici materidly nejsou kompatibilni s proteazovou variantou v Sisticim
prostiedku, muizZe byt pouzito vhodnych metod udrzujicich Cdistici pfidavné materidly a
~ proteazové varianty oddélené (nejsou v pfimém vzijemném kontaktu) aZ do doby pouZiti
Cisticiho pfipravku. Vhodné metody mohou byt libovolné metody znamé v oboru, jako jsou gely,
enkapsulace, tablety, fyzicka separace a pod. '

S vyhodou je v pfipravku na ¢i§téni riznych povrchi, které vyzaduji odstranéni
proteinovych skvrn, zahrnuto uéinné mnozstvi jedné nebo vice vySe popsanych protedzovych
variant. Tyto Cistici piipravky zahrnuji detergentni pfipravky pro ¢isténi tuhych povrchu,
neomezené pokud jde o formu (napf. kapalné a granuldrni), detergentni pfipravky pro {isténi
tkanin, neomezené¢ pokud jde o formu (napf. granularni, kapalné a kouskové pripravky),
pfipravky na myti nadobi (neomezené pokud jde o formu a zahrnujici jak granule'imi tak i kapalné
prostiedky na automatické myti nadobi), Ustni Cistici prostfedky bez omezeni pokud jde o formu

(napf. Gstni voda, zubni pasta a prostfedky na vyplachovani Gstni dutiny) a pfipravky na cisténi
| zubnich ndhrad bez omezeni pokud jde o formu (napt. kapaliny, tablety).

,U&inné mnoZstvi protedzové varianty* oznacuje v tomto vynalezu mnoZstvi protedzové
varianty popsané v tomto vynalezu, potfebné pro dosazeni enzymatické aktivity nezbytné pro
konkrétni éistici prostfedek. Tato u€inna mnozstvi jsou snadno ur¢ena odborniky v oboru na
zakladé mnoha faktorti jako jsou konkrétni pouzité varianty, pouziti Cistictho prostredku,
konkrétni ¢istici pipravky, popf. zda je poZadovan kapalny nebo kusovy (istici prostiedek a pod.

S vyhodou ¢istici prostfedky zahrnuji od asi 0,0001 %, s vyhodou od asi 0,001 %, jesté
vyhodnéji od 0,01 % (hmotnosti Cisticiho prostfedku) jednu nebo vice proteazovych variant
podle tohoto vynalezu do asi 10 %, s vyhodou do asi 1 %, jeSté vyhodnéji do 0,1 %. Také
vyhodné jsou proteazové varianty podle tohoto vynalezu pfitomny v pfipravcich v mnozstvich
' dostatecnych pro zajisténi poméru aktivni protedzy (v mg na 100 g pfipravku) k ppm teoreticky
dostupného O, (,,AvO;) z libovolné peroxykyseliny v pracim roztoku, ktery-se zde oznacuje
jako pomér enzymu a bélidla (E/B pomér), v rozmezi od asi 1:1 do asi 20:1. Nekolik prikladi

ruznych Cisticich prostfedkli, v nichz mohou byt pouzity protedzové varianty podle tohoto
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vynalezu, je diskutovano dale. Cistici ptipravky mohou také zahmovat od 1% do asi 99,9 %
hmotnosti ptipravku pomocnych €isticich materiali. '

Cistici prostfedky podle tohoto vynalezu mohou byt ve formé ,tkaninovych ¢isticich
piipravki‘ nebo jako ,,netkaninové &istici pripravky.“

» L kaninové Cistici pfipravky* zahrnuji detergentni pfipravky na ruéni nebo automatické
prani pradla véetné ptidavnych pfipravki a kompozic vhodnych pro pouziti pfi namédeni a/nebo
- predeprani zaspinénych tkanin.

»Netkaninové &istici pripravky* zahrnuji Cistici pfipravky na tuhé poyrchy, detergentni
pfipravky na myti nadobi, ustni Cistici pfipravky, Cistici pfipravky zubnich nahrad a osobni &istici
pripravky.

Jsou-li Cistici pfipravky podle tohoto vynalezu formulovany jako pripravky vhodné pro
pouziti v automatickém prani pradla, obsahuji pifipravky podle tohoto vynalezu s vyhodou jak
surfaktant tak i pojivo a dale jeden nebo vice Cisticich pfidavnych materidld, s vyhodou
vybranych ze skupiny organickych polymemich latek, bélicich cinidel, dalsich enzymi,
protipénivych cinidel, disperzanti, zmékc¢ovadel, ¢inidel podporujicich suspendovani $piny a
branicich jejimu zpétnému usazovani a inhibitord koroze. Pfipravky na prani pradla mohu také
. obsahovat zmékdujici Cinidla jako dalsi Cistici pfidavné latky.

Pripravky podle tohoto vynalezu mohou byt také pouzity jako detergentni aditivni
produkty v tuhé nebo kapalné formé. Tyto aditivni produkty jsou zamysleny pfo doplnéni nebo
zesileni vykonu konvenéniho detergentniho pfipravku a mohou byt pfidany v libovolném stupni
¢isténi.

Jsou-li ¢istici pfipravky podle tohoto vynalezu formulovany jako piipravky pro pouziti pfi
manualnim myti nadobi, s vyhodou obsahuji surfaktant a s vyhodou i1 dalsi €istici pfidavné
materidly jako jsou organické polymerni slouéeniny, Cinidla na zvySeni pénivosti, kovy skupiny
11, rozpoustédla, hydrotropy a dalsi enzymy. '

Pokud je potfeba, hustota pracich detergentnich prostiedki podle tohoto vyndlezu se
~ pohybuje v rozmezi od 400 do 1200 g/1, s vyhodu od 500 do 950 g/l pfipravku, méfeno pfi 20 °C.

»Kompaktni“ forma ¢isticich prostfedkt podle tohoto vyndlezu je nejlépe popsana
pomoci hustoty, a pokud jde o sloZeni pomoci mnoZstvi anorganické plnici soli; anorganické
plnici soli jsou konven¢ni slozky detergentnich pfipravki v praskové formé; v konvencnich
detergentnich pfipravcich jsou plnici soli pfitomny ve znaéném mnoZstvi, typicky od 17 do 35 %

celkové hmotnosti ptipravku. V kompaktnich pfipravcich jsou plnici soli pfitomny v mnoZstvich



nepiesahujicich 15 % celkové hmotnosti, s vyhodou ne vice nez 10 %, nejvyhodnéji ne vice nez
5 % celkové hmotnosti pfipravku. Anorganické plnici soli, ve smyslu tohoto vynélezu, jsou
vybrany ze sulfatii a chloridi alkalickych kovi a kovi alkalickych zemin. Preferovanou plnici
soli je siran sodny.

Kapalné distici prostfedky podle tohoto vynalezu mohou byt také pouZity v
»koncentrované formé“, v tomto pfipadé bude kapalny cistici prostfedek podle tohoto vynalezu
~ obsahovat mens§i mnozstvi vody ve srovnani s konvenénimi kapalnymi detergenty. Typicky bude
obsah vody v koncentrovanych kapalnych ¢isticich prostfedcich nizsf nez 40 %, vyhodnéji mensi
nez 30 %, nejvyhodnéji nizsi nez 20 % hmotnosti Cisticiho prostiedku.

Cistici pfidavné materialy
Systém surfaktantu

Detersivni surfaktanty ptedstavuji v pIné formulovaném cisticim pfipravku- podle tohoto
vynalezu od alespon 0,01 %, s vyhodou alespori 0,1 %, vyhodnéji alespori 0,5 %, nejvyhodnéji
alesponi 1 % do 60 %, vyhodné&ji do asi 35 %, nejvyhodnéji do ast 30 % hmotnosti Cisticiho
prostiedku, v zavislosti na konkrétnim surfaktantu pouzitém pro poZadované G¢inky. .

Detersivni surfaktant miZe byt neionicky, anionicky, amfolyticky, zwitterionicky,
- kationicky, semipolarni neionicky a jejich smés, Cetné priklady jsou uvedeny v U. S. Patent
5,707,950 a 5,576,282. Preferovany detergent a Cistici protfedky zahrnuji anionické detersivni
surfaktanty nebo smési anionickych surfaktantti sjinymi surfaktanty, obzvlasté neionickymi
surfaktanty.

Ptiklady surfaktantli uziteénych podle tohoto vyndlezu zahrnuji konvenéni Ci; aZ Cig
alkylbenzensulfonaty a primarni, sekundami a nahodné alkylsulfaty, Clo az Cyg
alkylalkoxysulfaty, C;o aZ C;s alkylpolyglykosidy a jejich odpovidajici sulfonované
polyglykosidy, Ci; az C;g o-sulfonované estery mastnych kyselin, C;; az C;g alkyl a
alkylfenolalkoxylata (obzvlasté ethoxylaty a smési ethoxy/propoxy), C;-Cis betainy a
sulfobetainy (,,sultainy), C;o az C;g aminoxidy a pod. Dal§i konvenéni uzitecné surfakta.nty jsou
" uvedeny ve standardnich textech.

Surfaktant se s vyhodou formuluje tak, aby byl kompatibilni s enzymovou slozkou
pfitomnou v kompozici. V kapalnych nebo gelovych piipravcich je surfaktant nejvyhodnéji
formulovan tak, aby povzbuzoval nebo alespoii nesniZoval stabilitu enzymu v téchto ptipravcich.

Neionické surfaktanty
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Polyethylen, polypropylen a polybutylenoxidové kondenzaty alkylfenolt jsou vhodné pro
pouziti jako neionické surfaktantni systémy podle tohoto vynalezu, pfi¢emz jsou preferovany
polyethylenoxidové kondenzaty. Komeréné dostupné neionické surfaktanty tohoto typu zahrnuji
Igepal™ CO-630, prodavany firmou GAF Corporation a Triton™ X-45, X-114, X-100 a X-102,
prodiavané firmou Rohm & Haas Company. Tyto surfaktanty jsou bézn€ oznacovany jako
- alkylfenolalkoxylaty (napf. alkylfenolethoxyléty).

Kondenzaéni produkty primarnich a sekundarnich alifatickych alkoholi s 1 az 25 moly
ethylenoxidu jsou vhodné pro pouZiti jako neionické surfaktanty v neionickych surfaktantnich
systémech podle tohoto vynalezu. Pfiklady komer¢éné dostupnych neionickych surfaktanti tohoto
typu zahrnuji Tergitol™ 15-S-9 (kondenzaéni produkt C;; az C;s linearnich alkohol s 9 moly
ethylenoxidu), TergitolTM 24-L-6 NMW (kondenzac¢ni produkt C,, az C,4 primarniho alkoholu se
6 moly ethlenoxidu s zkou distribuci molekulovych hmot), oba proddvané firmou Union
Carbide Corporation; Neodol™ 45-9 (kondenzac¢ni produkt C;4 aZ Cis linearnich alkoholl s 9
moly ethylenoxidu), Neodol™ 23-3 (kondenzaéni produkt Cj; az Ci3 linedrnich alkohold se 7
moly ethylenoxidu), Neodol™ 45-5 (kondenzaéni produkt Ci4 az Cis lineérniho alkoholu s 5
moly ethylenoxidu) prodavané firmou Shell Chemical vCompany, KyroTM EOB (kondenza¢ni
| produkt C;3 az C;5 alkoholu s 9 moly ethylenoxidu), prodavany firmou Procter & Gamble
Company a Genapol LA O30 nebo O50 (kondenzacni produkt C;; az C,4 alkoholu se 3 az 5
moly ethylenoxidu), prodavané firmou Hoechst. Preferovany rozsah HLB téchto produkti je od 8
do 11 a nejvyhodnéji od 8 do 10.

Alkylpolysacharidy popsané v U. S. Patent 4,565,647 jsou uzitené neionické surfaktanty
neionickych surfaktantnich systému podle tohoto vynalezu.

Preferované alkylpolysacharidy maji vzorec RZO(CnHznO)t(glykosyl)x, kde R? je vybran
ze skupiny obsahujici alkyl, alkylfenyl, hydroxyalkyl, hydroxyalkylfenyl a jejich smési, kde
alkylova skupina obsahuje od 10 do 18, s vyhodou od 12 do 14 uhlikovych atorriﬁ, n je 2 nebo 3,
s vyhodou 2, t je od 0 do asi 10, s vyhodou 0 a x je od 1,3 do asi 10, s vyhodou od 1,3 do asi 3,
' nejvhodnsji od 1,3 do asi 2,7. |

Kondenzaéni produkty ethylenoxidu s hydrofobni béazi vzniklou kondenzaci
propylenoxidu s propylenglykolem jsou také vhodné pro pouziti jako dodate¢né neionické
surfaktantni systémy podle tohoto vynalezu. Pfiklady slouenin tohoto typu zahmuji nékteré

komer¢né dostupné surfaktanty Plurafac™ LF404 a Pluronic™, prodavané firmou BASF.
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Také vhodné pro neionické surfaktanty zneionickych surfaktantnich systémi podle
tohoto vynalezu jsou kondenza¢ni produkty ethylenoxidu s produktem, vzniklym reakci
propylenoxidu a ethylendiaminu. Pfiklady tohoto typu neionickych surfaktanti zahrnuji nékteré
komer&né& dostupné slougeniny Tetronic™, prodavané firmou BASF.

Preferované neionické surfaktanty surfaktantnich systémi podle tohoto vyndlezu jsou
polyethylenoxidové kondenzaty alkylfenolti, kondenzacni produkty primarnich nebo
sekundarnich alifatickych alkoholti s 1 aZ 25 moly ethylenoxidu, alkylpolysacharidy a jejich
Cs az Cy3 alkoholethoxylaty (s vyhodou primémé C;o) majici od 2 do 10 atomid uhliku a jéjich
smeési. '

Vysoce preferované neionické surfaktanty jsou amidy polyhydroxymastnych kyselin
~ obecného vzorce: R*-C(O)-N(R')-Z, kde R' je H nébo R' je C; az C, hydrokarbyl, 2-
hydroxyethyl, 2-hydroxypropyl nebo jejich smési; R* je Cs az Ci hydrokarbyl a Zje
polyhydroxyhydrokarbyl, majici linearni uhlovodikovy fetézec snejméné 3 hydroxyly pfimo
napojenymi na fetézec nebo jejich alkoxylované derivaty. S vyhodou R' je methyl, R? je rovny
Cn az Cys alkyl nebo Cj¢ az C,3 alkylovy nebo alkenylovy fetézec jako tfeba kokosovy alkyl
nebo jejich smési a Z je odvozeny od redukujiciho cukru jako je glukosa, fruktosa, maltosa,
laktosa v reduktivni aminac¢ni reakci.

Anionické surfaktanty

Vhodné anionické surfaktanty pro pouziti podle tohoto vynalezu jsou lineérni
alkylbenzenové sulfonaty, alkylestersulfonatové surfaktanty véetné linedrnich esterti Cg az Cy
~ karboxylovych kyselin (to jest mastnych kyselin), které jsou sulfonovéany s plynnym SOs podle
Journal of the American Oil Chemists Society, 52 (1975), str. 323-329. Vhodné. vychozi latky by
zahrnovaly pfirodni mastné kyseliny odvozené od loje, palmového oleje a pod.

Preferované alkylestersulfonatové surfaktanty, obzvlasté¢ pro prani pradla, zahrnuji

alkylesterové sulfonatové surfaktanty obecného vzroce:

I
RL?H-C—OR4
SO.M
kde R’ je Cs az Cy hydrokarbyl, s vyhodou alkyl, nebo jejich kombinace, R* je C; az Cg
hydrokarbyl, s vyhodou alkyl nebo jejich kombinace a M je kation, ktery vytvari vodorozpustnou
st s alkylestersulfonatem. Vhodny kation vytvéfejici stil zahrnuje kovy jako jsou sodik, draslik a
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lithium a substituované nebo nesubstituované amonné. kationty jako jsou monoethanolamin,
diethanolamin a triethanolamin. S vyhodou R? je Cyg az Cys alkyl a R* je methyl, ethyl nebo
isopropyl. Obzvlasté preferované jsou methylestersulfonaty, kde Cyp az Cy¢ alkyl.

Dali vhodné anionické surfaktanty zahmuji alkylsulfatové surfaktanty, které jsou
vodorozpustné soli kyselin obecného vzorce ROSO;M, kde R je svyhodou Cio az Cy
uhlovodikovy zbytek, svyhodou alkyl nebo hydroxylalkyl, majici Cjo aZ Cy alkylovou
komponentu, vyhodnéji C;; az C;g alkyl nebo hydroxyalkyl a M je H nebo kation. Typicky, jsou
preferovany alkylové C;; az Cy fetdzce pro nizsi praci teploty (napi. pod teploty 50 °C) a Cy6 aZ
C,g alkylové fetézce pro vy3si praci teploty (napf. nad teploty 50 °C). .

Dal$i anionické surfaktanty uzite¢né pro detersivni ucely zahmuji soli mydel, Cs az Cy,
- primarni nebo sekundarni alkansulfonaty, Cg az Cy4 olefinsulfondty, sulfonované
polykarboxylové kyseliny piipravené sulfonaci pyrolyzovanych produktd citrdtd kovi
alkalickych zemin, napf. popsané v britské patentové specifikaci 1,082,179, Cg az Cy
alkylpolyglykolethersulfaty (obsahujici az 10 mold ethylenoxidu); alkylglycerolsulfonaty, mastné
acylglycerin sulfonity, mastné oleylglycerinsulfaty, alkylfenolethylenoxidether sulféty,
parafinsulfonaty, alkylfosfaty, isethionaty jako jsou acylisethionaty, N-acyltauraty, alkylsukcinaty
a sulfosukcinaty, monoestery sulfosukcinati (obzvla$té nasycené a nenasycené Ci; aZ Cis
monoestery) a diestery sulfosukcinatd (obzvl4sté nasycené nebo nenasycené Cq az Cy, diestery),
acylsarkosinity, sulfaty alkylpolysacharidy jako jsou sulfaty alkylpolyglukc?sidﬁ (neionické
nesulfitované  sloudeniny  popsané  nize),  v&tvené  primdmi  alkylsulfity a

alkylpolyethoxykarboxylaty jako jsou slouceniny obecného vzorce RO(CH,CH,0)-CH,COO
| M, kde R je Cg az Cy; alkyl, k je celé &islo od 1 do 10 a M je rozpustny siil vytvafejici kation.
Pryskytiéné kyseliny a hydrogenované pryskyfi¢né kyseliny jsou také vhodné, jako napt. rosin,
hydrogenovany rosin a pryskyfiéné kyseliny a hydrogenované pryskyficné kyseliny piitomné
v tallovém oleji nebo z ného odvozené.

Dalsi piiklady jsou popsany v ,,Surface Active Agents and Detergents* (vol. I a II,
Schwartz, Perry a Berch). Mnozstvi téchto surfaktantl je také obecné popsano v U. S. Patentu
3,929,678, vydaném 30. prosince 1975 (Laughlin et al.) na sloupci 23, fadka 58 aZ sloupci 29,
fadce 23 (zde zahrnuty jako reference).

Vysoce preferované anionické surfaktanty zahrnuji alkylalkoxylé)vané sulfatové
surfaktanty podle tohoto vynalezu jsou vodo-rozpustné soli nebo kyseliny obecného vzorce

| RO(A)nSO:3M, kde R je nesubstituovany Cio az Ca4 alkyl nebo hydroxyalkylova skupina, majici

.o
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Ci0 az Cy4 alkylovou komponentu, s vyhodou Cy; az Cy alkyl nebo hydroxyalkyl, vyhodngji C,,
az Cg alkyl nebo hydroxylalkyl, A je ethoxy nebo propoxyjednotka, m je vyssi ne nula, typicky
mezi 0,5 a asi 6, vyhodnéji mezi 0,5 a asi 3 a M je H nebo kation, ktery mliZze byt napt. kation
kovu (napf. sodik, draslik, lithium, vapnik, hoi¢ik a pod.), amonny nebo substituovany kation.
Alkylethoxylované sulfaty stejné jako alkylpropoxylované sulfaty jsou zde také zahrnuty.
Konkrétni piiklady substituovanych amonnych kationtd zahrnuji methyl-, dimethyl-,
trimethylamonné kationty a kvartérni amonné kationty jako tetramethylamonium a
dimethylpiperidiniovy kation a dale ty, které jsou odvozené od alkylamin jako jsou ethylarhin,
diethylamin, triethylamin, jejich smési a pod. Pfiklady surfaktantd jsou C;; az Cig
~ alkylpolyethoxylat (1,0) sulfat (Cy; az CisE(1.0)M), C, az Cy3 alkylpolyethoxylat (2,25) sulfat
(Cr2 aZ C13E(2,25)M), Cy; az Cys alkylpolyethoxylat (3,0) sulfat (Cy; az Ci3E(3,0)M) a Cy; az
Cis alkylpolyethoxylat (4,0) sulfat (C;; az Cy3E(4,0)M), kde M je konvencné vybran ze skupiny
obsahujici sodik a draslik.

Jsou-li obsazeny v Eisticich prostfedcich podle tohoto vynilezu, typicky anionické
surfaktanty tvoii od 1 % , s vyhodou od 3 % do asi 4 %, s vyhodou kolem 20 % hmotnosti
Cisticiho prostiedku.

Kationické surfaktanty

Kationické detersivni surfaktanty pro pouziti v &isticich prostedcich podle tohoto

vynélezu jsou surfaktanty, majici jednu dlouhou uhlovodikovou skupinu. Piiklady téchto

kationickych surfaktantd zahruji amonné surfaktanty jako jsou alkyltrimethylamonium
| halogenidy a surfaktanty majici obecny vzorec[Rz(OR3)y][R“(OR3 )y]2R5N+X', kde R? je alkyl
nebo alkylbenzylova skupina, majici od 8 do asi 18 uhlikovych atomi v alkylovém fetézci, kazdy
R’ je vybran ze skupiny obsahujici -CH,CH,-, -CH,CH(CH;)-, -CH,CH(CH,OH)-, -
CH,CH,CH,- a jejich smési; kazdy R* je vybran ze skupiny obsahujici C; az C4 alkyl, C, az C4
hydroxyalkyl, benzylové kruhové struktury vzniklé spojenim dvou R skupin, -CH,CHOH-
CHOHCOR®CHOHCH,OH, kde R® je libovolnd hexosa nebo hexosovy polymer, majici
molekulovou hmotnost niZ$i nez 1000 a vodik, kdyZ y neni 0; R’ je stejny jako R* nebo je
alkylovy fetézec, kdyz celkovy po&et atomi uhliku v R? plus R® neni vy$si nez asi 18; kazdy'y je
od 0 do asi 10 a soucet hodnot y je od 0 do asi 15; X je libovolny kompatibilni aﬁion.

Vysoce preferované kationické surfaktanty, uzite¢né v piipravcich podle tohoto vynélezu,
| jsou vodo-rozpustné kvarterni amonné slou¢eniny, majiéi vzorec (i): RiR,R3RN'X, kde R je

Cs az Cy alkyl, kazdy Ry, R; a R4 je nezavisle C; az Cy alkyl, C; aZ C4 hydroxylalkyl, benzyl a -
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(CaoHao)xH, kde x ma hodnotu od 2 do 5 a X je anion. Ne vice neZ jeden z R,, R3 nebo R4 by mél
byt benzylem. Délka preferovaného alkylového fetézce pro R; je Ci, aZ Cis, obzvlasté kde
alkylova skupina je smési riznych délek fetézcti odvozenych od kokosového nebo palmového
oleje nebo je derivovan synteticky vystavbou olefimii nebo OXO syntézou alkohold, Preferované
skupiny pro R;R; a R4 jsou methyl a hydroxyethylova skupina a anion X miZe byt vybran ze
skupiny obsahujici halidy, methosulfét, acetat a fosfat.

Piiklady vhodnych kvarternich amonnych slou¢enin vzorce (i) pro pouziti podle tohoto
vynalezu zahrnuji, vyet neni uplny, kokosovy trimethylamonium chlori& nebo bromid,
kokosovy methyldihydroxyethylamonium chlorid nebo bromid, decyltriethylamonium chlorid,
| decyldimethylhydroxethylamonium chlorid nebo bronﬁd, Ci2 az Cjsdimethylhydroxyethyl
amonium chlorid nebo bromid, kokosovy dimethylhydroxyethylamonium chlorid nebo bromid,
myristyltrimethylamonium methylsulfat, lauryldimethylbenzylamonium chlorid nebo bromid,
lauryldimethyl(ethenoxy)samonium chlorid nebo bromid, chlolinové estery (slougeniny obecného
vzorce (1), kde R; je CH,-CH,-O-C(=0)-C5.14 alkyl a R;R3R4 jsou methyl) a di-alkylimidazoliny
(D]

Dalsi kationické surfaktanty uZite¢né podle tohoto vynélezu jsou také popsany v U. S.
Patentu 4,228,044 (Cambre), vydaném 14. fijna 1980 a v Evropské patentové piihlasce EP
000,224. ' _

Jsou-li zahrnuty v Cisticich pfipravcich podle tohoto vynalezu, kationické surfaktanty
~ typicky pfedstavuji od asi 0,2 %, s vyhodou od 1 % do asi 25 %, s vyhodou do asi 8 % hmotnosti
ptipravku.

Amfolytické surfaktanty

Amfolytické surfaktanty, jejichZ ptiklady jsou popsany v U. S. Patent 3,929,678, jsou také
vhodné pro pouziti v Eisticich prostfedcich podle tohoto vynalezu.

Jsou-li zahrnuty v Eisticich pfipravcich podle tohoto vynalezu, amfolytick;é surfaktanty
typicky predstavuji od asi 0,2 %, s vyhodou od 1 % do asi 15 %, s vyhodou do asi 10 %
hmotnosti ptipravku.

Zwitterionické surfaktanty
Zwitterionické surfaktanty, jejichZ pfiklady jsou popsany v U. S. Patent 3,929,6'78, jsou

- také vhodné pro pouziti v ¢isticich prostfedcich podle tohoto vynélezu.
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Jsou-li zahrnuty v ¢isticich pfipravcich podle tohoto vynalezu, zwitterionické surfaktanty
typicky predstavuji od asi 0,2 %, s vyhodou od 1 % do asi 15 %, s vyhodou do asi 10 %
hmotnosti piipravku.

Semipolarni neionické surfaktanty

Semipolérni neionické surfaktanty jsou specialni kategorii, ktera zahrnuje vodo-rozpustné

aminoxidy, majici vzorec:

0

R}(ORY)N(R?), -

kde R’ je alkyl, hydroxyalkyl nebo alkylfenylova skupina nebo jejich smési obsahujici od 8 do
asi 22 uhlikovych atomii; R je alkylenova nebo hydroxyalkylenové skupina obsahujici od 2 do
asi 3 uhlikovych atomd; x je od 0 do asi 3; a kazdy R’ je alkyl nebo hydroxylalkylova skupina
obsahujici od 1 do asi 3 uhlikovych atomt nebo polyethylenoxidova skupina obsahujici od 1 do
asi 3 ethylenoxidovych jednotek (R’ skupiny mohou byt pfipojeny navzijem, naptiklad
prostiednictvim kysliku nebo dusiku za vzniku kruhové struktury); vodo-rozpustné fosfinové
oxidy obsahujici jednu alkylskupinu od 10 do asi 18 atomii uhliku a 2 skupiny vybrané ze
skupiny obsahujici alkylové skupiny a hydroxyalkylové skupiny obsahujici- od 1 do asi 3
uhlikovych atomt a vodo-rozpustné sulfoxidy obsahujici jednu alkylovou jednotku od 10 do asi
18 uhlikovych atomi a jednotku vybranou ze skupiny obsahujici alkyl nebo hydroxyalkylové
jednotky majici od 1 do asi 3 atomi uhliku.

Aminoxidové surfaktanty obzvlasté zahrmuji Cio az Cyg alkyldimethylalﬁinoxidy a Cg az
C\2 alkoxyethyldihydroxyethylamin oxidy.

Jsou-li zahmuty v Sisticich pfipravcich podle tohoto vynalezu, semipolarni neionické
surfaktanty typicky pfedstavuji od asi 0,2 %, s vyhodou od 1 % do asi 15 %, s vyhodou do asi 10
% hmotnosti pfipravku.

Kosurfaktanty _

Cistici piipravky podle tohoto vynalezu mohou dale obsahovat kosurfaktant vybrany ze
skupiny obsahujici primarni nebo tercidlni aminy. Vhodné primarni aminy k pouziti podle tohoto
. vyndlezu zahrnuji aminy podle obecného vzorce RijNH;, kde R, je Cs az C,, s vyhodou Cs az
Cyo alkylovy fetézec nebo RyX(CHy)p, X je -O-, -C(O)NH- nebo -NH-, R4 je C¢ aZ C), alkylovy
fetézec, n je mezi 1 az 5, s vyhodou 3, R; alkylové fetézce mohou byt rovné nebo rozvétvené a

mohou byt pferuSovany az se 12, s vyhodou méné nez 5 ethylenoxidovymi jednotkami.
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Preferované aminy podle vyse uvedeného vzorce jsou n-alkylaminy. Vhodné aminy pro
pouziti podle tohoto vynalezu mohou byt vybrany z 1-hexylaminu, 1-oktylaminu, 1-decylaminu a
laurylaminu. Dals§i preferované primami aminy zahrnuji Cg az Cyy oxypropylamin,
oktyloxypropylamin, 2-ethylhexyloxypropylamin, laurylamidopropylamin a amidopropylamin.
Nejpreferovanéjsi aminy pro pouZiti v prostfedcich podle tohoto vynalezu jsou 1-hexylamin, 1-
decylamin,  1-dodecylamin.  Obzvlast€ vhodné jsou n-dodecyldimethylamin a
~ bisthydroxyethyl)kokosalkylamin a oleylamin sedmkrat hydroxylovany, laurylamidopropylamin
a kokoamidopropylamin.

LFNS

Obzvlasté preferované surfaktanty pro pfipravky urené pro automatické myti nadobi
(ADD) podle tohoto vynalezu jsou nizkopénivé neionické surfaktanty (LFNI), které jsou popsany
v U. S. Patent 5,705,464 a 5,710,115. LFNI mohou byt pfitomny v mnozstvich od 0,01 % do asi
10 % hmotnosti , s vyhodou od asi 0,1 % do pfiblizné 10 % a nejvyhodnéji od asi 0,25 % do asi 4
(obzvlasté pokud jde o sklo), kterou vnaseji do ADD produkti. Mohou také zahrnovat
nesilikonové, nefosfatové polymerni materialy dale ilustrované, které jsou’ znamy tim, Ze
odpéniuji zbytky jidel s nimiZ se setkavaji v myckach nadobi.

Preferované LFNI zahrnuji neionické alkoxylovahé surfaktanty, obzvlasté ethoxylované
derivaty primarnich alkoholti a jejich smési se sofistikovanéj§imi surfaktanty, jako tieba
polyoxypropylen/polyoxyethylen/polyoxypropylen (PO/PE/PO) reverzni blokové polymery podle
popisu v U. S. Patent 5,705,464 a 5,710,115.

LFNI, které mohou byt pouzity, zahrnuji také POLY-TERGENT® SLF-18 neionické
surfaktanty od firmy Olin Corp., a libovolné biodegradovatelné LFNI majici vyse diskutované
vlastnosti tykajici se bodu tani.

Tyto a dal$i neionické surfaktanty jsou dobfe znamé v oboru a jsou detailnéji popsany
v Kirk Otmer’s Encyklopedia of Chemical Technology, 3. vydani, vol. 22. str. 360-379,
»ourfactants and Detersive Systems®, zahrnuté zde jako reference.

' Bélici systém |

Cistici prostfedky podle tohoto vynalezu s vihodou obsahuji bélici systém. Bélici systém
typicky obsahuje ,,bélici ¢inidlo* (zdroj peroxidu vodiku) a ,,iniciator* nebo ,katalyzator. Jsou-
1i pfitomny, bélici ¢inidla budou typicky v mnozstvich od asi 1 %, s vyhodou od asi 5 % do asi

30 %, s vyhodou od 20 % hmotnosti pfipravku. Jsou-li pfitomny, mnozstvi béliciho aktivatoru
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bude typicky od asi 0,1 %, s vyhodou od asi 0,5 % do asi 60 %, s vyhodou do asi 40 % hmotnosti
béliciho piipravku, zahmujiciho bélici ¢inidlo plus aktivator béleni.
Bélici ¢inidla

Zdroje peroxidu vodiku jsou detailn€ popsany ve zde zahrnuté Kirk Othmer’s
Encyclopedia of Chemical Technology, 4. vydani (1992, John Wiley & Sons)., vol. 4, str. 271-
300. ,Bleaching Agents (Survey)“ a zahmuji rizné formy peroxyboritanu sodného a
peroxyuhli¢itanu sodného, véetné rliznych potdhnutych a modifikovanych forem.

Preferovany zdroj peroxidu vodiku pouZity v tomto vynalezu mize byt libovolny zdroj,
véetné samotného peroxidu vodiku. Napfiklad, perborat, tieba perborat sodny (libovolny hydrat
oviem s vyhodou mono- nebo tetra hydrét), uhli¢itan sodny peroxyhydrat n@bo ekvivalentni
peruhli¢itanova sil, pyrofosfat sodny peroxyhydrat, peroxyhydrat mo¢oviny nebo peroxid sodny.

Také jsou uzite¢né zdroje dostupného kysliku jako tfeba persulfatova bélidla (napf. OXONE,
| vyrabény firmou DuPont). Perbordt sodny monohydrat a perkarbonat sodny jsou obzvlasté
preferovany. Smési libovolnych zdrojii kysliku mohou byt také pouzity.

Preferovana perkarbonatové bélidla zahrnuji ¢astice majici v priiméru velikost v rozsahu
od asi 500 mikrometrii do pfiblizné 1000 mikrometri, ne vice neZ asi 10 % hmotnosti zminénych
&astic neni mensich ne 200 mikrometrd a ne vice nez 10 % hmotnosti ¢astic je vétSich nez 1250
mikrometrd. Perkarbonat miZe byt piipadné pokryt se silikatem, bordtem nebo vodo-rozpustnym
surfaktantem. Perkarbonat je dostupny z riznych komercnich zdroji jako jsou FMC, Solvay a
Tokai Denka.

Pfipravky podle tohoto vynalezu mohou také zahmovat bélici ¢inidlo ;:hlorového typu.
Tato &inidla jsou velmi dobfe zndma v oboru a zahrnuji napt. dichlorisokyanurat sodny
 (,NaDCC*). OvSem bélici &inidla chlorového typu jvsou méné preferovana pro piipravky
obsahujici enzymy.

(a) Bélici aktivatory

Bélici slozka s vyhodou obsahuje aktivator (prekursor perkyseliny). Aktivator je pfitomen
v koncentracich od asi 0,01 %, s vyhodou od asi 0,5 %, vyhodnéji od 1 % do pﬁ'bliiné 15 %,
vyhodngji 10 %, jesté vyhodngji asi 8 % hmotnosti pfipravku. Preferované aktivatory jsou
vybréany ze skupiny obsahujici tetraacetylethylendiamin (TAED), benzoylkaprolaktam (BzCl), 4-
nitrobenzoylkaprolaktam, 3-chlorbenzoylkaprolaktam, benzoyloxybenzensulfonat (BOBS),
nonanoyloxybenzensulfonat (NOBS), fenylbenzoat (PhBz), dekanoyloxybeniensulfongit (Cyo-
OBS), benzoylvalerolaktam (BZVL), oktanoyloxybenzensulfonat (Cs-OBS), perhydrolyzovatelné
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estery a jejich smési, nejvyhodnéji benzoylkaprolaktam a benzoylvalerolaktam. Obzvl4sts
~ vyhodné jsou aktivatory pro pH rozsah od 8 do asi 9,5, které maji OBS nebo VL odstupujici
skupinu. ‘

Preferované  hydrofobni  bélici  aktivatory zahmuji ~ (vyCet neni Uplny)
nonanoyloxybenzensulfonat (NOBS), sodna stl 4-[N-(nonanoyl)aminohexanoyloxy]-benzen-
sulfonatu  (NACA-OBS), jejichz priklady jsou popsany vU. S. Patent 5,523,434,
dodekanoyloxybenzensulfonat (LOBS nebo C;,-OBS), 10-undecenoyloxybenzensulfonat
(UDOBS nebo C;;-OBS) s nenasycenim v poloze 10 a dekanoyloxybenzoova kyselina (DOBA).

Preferované aktivatory béleni jsou popsany v U. S. Patent 5,698,504 (Christie et al.)
vydaném 16. prosince 1997; U. S. Patent 5,695,679 (Christie et al.) vydaném 9. prosince 1997;
U. S. Patent 5,686,401 (Willey et al.) vydaném 11. listopadu 1997; U. S. Patent 5,686,014
~ (Hartshom et al.) vydaném 11. listopadu 1997; U. S. Patent 5,405,412 (Willey et al.) vydaném
11. dubna 1995; U. S. Patent 5,405,413 (Willey et al.) vydaném 11. dubna 1995; U. S. Patent
5,130,045 (Mitchel et al.) vydaném 14.Cervence 1992 a U. S. Patent 4,412,934 (Chung et al.)
vydaném 1. listopadu 1983 a dosud nevyfizené patentové piihlasky U. S. pofadové cislo
08/709,072, 08/064,564, které jsou zde zahrnuty jako reference.

Molarni pomér peroxydového béliciho &inidla (AvO) k bélicimu aktivatoru v tomto
vynalezu je obecné v rozsahu od nejméné 1:1 do asi 20:1, vyhodnéji od 10:1 do asi 1:1,
s vyhodou do asi 3:1.

Mohou byt také zahrnuty kvartémi substituované bélici aktivatory. Soucasné éi'stici
prosttedky s vyhodou zahrnuji kvartémi substituované bélici aktivatory (QSBA) nebo kvartérni
~ substituované perkyseliny (QSP), pfi¢emZ vyhodnéjsi je dfive uvedeny. Preferované QSBA
struktury jsou dale popsany v U. S. Patent 5,686,015 (Willey et al.), vydaném 11. listopadu 1997,
U. S. Patent 5,654,421 (Taylor et al.), vydaném 5. srpna 1997; U. S. Patent 5,460,747 (Gosselink
et al.), vydaném 24. fijna 1995; U. S. Patent 5,584,888 (Miracle et al.), vydaném 17. prosince
1996 a U. S. Patent 5,578,136 (Taylor et al.), vydaném 26. listopadu 1996, které jsou zde
viechny zahrnuty jako reference.

Vysoce preferované bélici aktivatory pouZitelné v tomto vynéalezu jsou amidsubstituované
aktivatory, jak je popsano v U. S. Patent 5,698,504, U. S. Patent 5,695,679 a U. S. Patent
5,686,014, které jsou zde vSechny zahrnuty jako reference. Preferované pfiklady téchto
aktivatort béleni zahrnuji: (6-oktanamidokaproyl)oxybenzensulfonat, - (6-
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nonanamidokaproyl)oxybenzensulfonat, ~(6-dekanamidokaproyl)oxybenzensulfonat a jejich
smési. '

Dalsi uZiteéné aktivatory jsou popséany v U. S. Patent 5,698,504, U. S. Patent 5,695,679,
U. S. Patent 5,686,014, které jsou zde vSechny zahrnuty jako reference a U. S. Patent 4,966,723
(Hodge et al.), vydaném 30. fijna 1990 a zahrnuji aktivatory bezoxazinového typu, jako tieba
CeHs kruh, ke kterému je piikondenzovana v polohach 1,2 skupina -C(0)OC(RH=N.

V zéavislosti na aktivatoru a pouZiti mohou byt ziskany dobré bélici ﬁéiﬁky z bélicich
systémi majicich pouziti pti pH od 6 do 13, s vyhodou od asi 9,0 do asi 10,5. Typicky se
pouzivaji aktivatory s elektron pfitahujicimi skupinami pro neutralni nebo subneutralni pH.. Pro
zajisténi takového pH lze pouZit alkalie a pufrovaci Cinidla.

Acyllaktamové aktivatory, podle popisu v U. S. Patent 5,698,504, U. S. Patent 5,695,679
~a U. S. Patent 5,686,014, které jsou zde viechny zahrnuty jako reference, jsou velmi uZite¢né
podle tohoto vynalezu, obzvlasté acylkaprolaktamy (viz. naptiklad WO 94-28102 A) a
acylvalerolaktamy (viz. U. S. Patent 5,503,639 (Willey et al.), vydany 2. dubna 1996), které jsou
zde zahrnuty jako reference.

(b) Organické peroxidy, obzvlasté diacylperoxidy

Tyto jsou §iroce dokumentovany v Kirk Othmer, Encyklopedia of Chemical Technology,
vol. 17, John Wiley and Sons, 1982 na str. 27-90 a obzvl4sté na str. 63 az 72, vSechny jsou zde
zahrnuty jako reference. Jestlize je pouZit diacylperoxid, bude to s vyhodou ten, ktery vykazuje
minimalni negativni vliv na tvorbu skvrn nebo vytvafeni filmd.

(c) Bélici katalyzatory obsahujici kov

Pfipravky podle tohoto vynilezu a metody zde obsaZené mohou vyuZivat bélicich
katalyzatord s obsahem kovu, které jsou uzite¢né pro pouZiti v bélicich piipravcich. Preferovany
jsou bélici katalyzatory s obsahem kobaltu a manganu.

Jeden typ katalyzatoru béleni obsahujiciho kov je katalyticky systém zahmujici kation
pfechodného kovu s definovanou bélici katalytickou aktivitou, jako je méd, Zzelezo, titan,
ruthenium, wolfram, molybden nebo mangan, pomocny kovovy kation majici Zadnou nebo jen
malou bélici aktivitu jako jsou zinek nebo hlinik a sequestrant, majici definovanou konstantu
stability pro kationty katalytického a pomocného kovu, obzvlaste ethylendiamintetraoctova
kyselina, ethylendiamintetra(methylenfosfore¢na kyselina) a jejich vodo-rozpustné soli. Takovéto
katalyzatory jsou popsany v U. S. Patent 4,430,243 (Bragg), vydaném 2. anora 1982.

Komplexy manganu
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Je-li to pozadoviano, ptipravky podle tohoto vynalezu mohou byt katalyzovany pomoci
sloudenin manganu. Takovéto sloudeniny a jejich koncentrace jsou znimy v oboru a zahrnuji
naptiklad katalyzitory na bazi manganu popsané vU. S. Patent 5,576,282, U. S. Patent
5,246,621, U. S. Patent 5,244,594, U. S. Patent 5,194,416 a U. S. Patent 5,114,606 a publikace
Evropské patentové pfihlasky 549,271 Al, 549,272 Al, 544,440 A2 a 544,490 Al; Preferované
ptiklady  téchto  katalyzdtord  zahmuji  Mn''5(u-O)(1,4,7-trimethyl-1,4,7-triazacyklo-
nonan),(PFg);, Mn"3(u-0);(u-OAc)(1,4,7-trimethyl-1,4,7-triazacyklononan);(ClO4),, Mn"4(u-
0)s(1,4,7-triazacyklononan)4(ClO4)s, Mn™Mn" 4(u-0)1(u-0OAc)y(1,4,7-trimethyl-1,4,7-triaza-
cyklononan),(Cl04);, Mn'"(1,4,7-trimethyl-1,4,7-triazacyklononan)(OCH;)3(PFe) a jejich smeési.
Dalsi bélici katalyzatory na béazi kovil zahrnuji katalyzatory popsané v U. S. Patentu 4,430,243 a
U. S. Patentu 5,114,611. Pouziti manganu s riiznymi komplexnimi ligandy ke zvySeni béliciho
tginku jsou také popsany v nasledujicich U. S. Pateﬁtech 4,728,455, 5,284,944, 5,246,612,
5,256,779, 5,280,117, 5,274,147, 5,153,161 a 5,227,084.

Komplexy kobaltu

Kobaltové belici katalyzatory uZite¢né v tomto vynalezu jsou popséany napiiklad v U. S.
Patent 5,597,936, U. S. Patent 5,595,967 a U. S. Patent 5,703,030 a M. L. Tobe, ,BAse
Hydrolysis of Transition-Metal Complexes“, Adv. Inorg. Bioinorg. Mech., (1983), 2, str. 1-94.
Nejpreferovangjsi kobaltovy katalyzator uZitetny podle tohoto vynélezu jsou kobaltové soli
pentaaminacetatu, majici vzorec [Co(NH3)sOAc]Ty, kde ,,OAc® reprezentuje acetatovou
jednotku a ,,T,* je anion a obzvlasté kobalt pentaaminacetat chlorid [Co(NH3}5OAc]C12 stejné
jako [Co(NH3)s0Ac](OAc),, [Co(NH3)sOAc](PF¢)2, [Co(NH3)sOAc](SOs),
~ [Co(NH3)sOAc)(BFs), a [Co(NH3)sOAc](NOs), (oznaéoVan}'f jako ,,PAC*).

Tyto kobaltové katalyzatory jsou snadno piipravovény zndmymi postupy, jako tieba témi
popsanymi v U. S. Patent 5,597,936, U. S. Patent 5,595,967 a U. S. Patent 5,703,030, v Tobeho
&lanku a referencich tam uvedenych a v U. S. Patent 4,810,410, J. Chem. Ed. (1989), 66, (12),
1043-45, The Synthesis and Characterization of Inorganic Compounds, W. L. Jolly (Prentice-
Hall, 1970), str. 461-3, Inorg. Chem., 18, 1497-1502 (1979), Inorg. Chem., 2i, 2881-2885
(1982), Inorg. Chem., 18, 2023-2025 (1979), Inorg. Synthesis, 173-176 (1960) a Journal of
Physical Chemistry, 56, 22-25 (1952).

Komplexy piechodnych kovii s makropolycyklickymi rigidnimi ligandy

Piipravky podle tohoto vynalezu mohou také vyhodné obsahovat jako bélici kat.alyzétor

* komplexy piechodnych kovii s makropolycyklickymi — rigidnimi ligandy. Termin
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- ,makropolycyklicky rigidni ligand* je n&kdy v niZe uvedené diskusi zkracovan jako ,MLR*.
Mnoistvi pouzité v piipravcich je katalyticky uginné mnoZzstvi, vhodné kolem 1 ppb nebo vice,
napiiklad az do asi 99,9 %, typit&ji kolem 0,001 ppm nebo vice, s vyhodou od asi 0,05 ppm do
asi 500 ppm (kde ,,ppb“ oznaduje part per bilion podle hmotnosti a ,,ppm“ oznaCuje part per
milion podle hmotnosti).

Vhodné piechodné kovy napf. Mn jsou ilustrovany déle. ,,Makropolycyklicky* oznaCuje
7¢ MLR je zaroveii makrocyklicky a polycyklicky. ,Polycyklicky* znamend, Ze je nejméné
bicyklicky. Termin , rigidni“ oznaduje fakt, Ze jde o ,superstrukturu® a ,kfizem pfemosténou™
strukturu. ,,Rigidni“ byl definovéan jako vynuceny opak flexibilniho: viz. D. H. Busch., Cherr‘lical
Reviews., (1993), 93, 847-860, zahrnuté zde jako reference. Konkrétnéji, ,,rigidni* znamena, ze
- MLR musi byt uréitelné vice rigidni neZ je makrocylus (,,mateény makrocyklus®), ktery by byl
jinak identicky (majici stejnou velikost kruhu a typ a poet atomil v hlavnim kruhu) ovSem
postradd superstrukturu (obzvlasté spojovaci jednotku, svyhodou pfemosf’ujici jednotky),
nalézajici se v MLR. P¥i uréovéani komparativni rigidity makrocykli se superstrukturou nebo bez
superstruktury, bude hodnotitel pouzivat volnou formu (nikolv formu s vézanym kovem)
makrocyklu. Je zndmo, Ze rigidita je velmi uZite¢na pii srovnavani makrocykld, vhedné zpisoby
uréovéani, méfeni srovnatelné rigidity zahrnuji vypodetni metody (viz. napf.: Zimmer, Chemical
Reviews, (1995), 95(38), 2629-2648 nebo Hancock et al., Inorganica Chimica Acta, (1989), 164,
73-84. . '

Preferované MLR podle tohoto vynalezu jsou specidlni typ ultrarigidniho ligandu, ktery je
- pfemostén. ,Pfemosténi“ je nikoliv limitné popsano v nize uvedeném 1.11. V 1.11 je
pfemosténim -CH,CH,- jednotka. Tato jednotka kiizem pfemost'uje N' a N® ilustrované niZe. Pro
srovnani, ,,mustek na stejné stran&“, pokud by byl pfemostén N' a N'2 v 1.11, nevedlo by toto
premosténi ke , kiizovému pfemosténi* a nebylo by tedy preferovano.

Vhodné kovy v komplexech rigidniho ligandu zahrmuji Mn(I), Mn(III), Mn(IV), Mn(V),
Fe(Il), Fe(Ill), Fe(IV), Co(I), Co(Il), Co(IIT), Ni(T), Ni(Il), Ni(Il), Cu(I), Cu(Il), Cu(Ill), Cr(D),
Cr(I), Cr(IV), Cr(V), Cr(VD), V), V(IV), V(V), Mo(IV), Mo(V), Mo(VI), W(IV), W(V),
W(VI), Pd(II), Ru(II), Ru(Ill) a Ru(IV). Preferované pfechodné kovy v téchto katalyzatorech na
bazi pfechodnych kovii zahrnuji mangan, Zelezo a chrom. . ’

Obecngji, MLR (a odpovidajici katalyzatory na bazi pfechodnych kovii) podle tohoto
vynalezu vhodné zahrnuji:

(a) alespoii jeden makrocyklicky hlavni kruh, zahrnujici &tyfi nebo vice heteroatomi a
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(b) kovalentné vazané nekovové superstruktury schopné zvysit rigiditu makrocyklu, s vyhodou
vybrany z
(i) pfemost’ujici superstruktury, jako tfeba spojovaci jednotka
(ii) k¥izem ptemostujici superstruktury jako kiizem pfemost'ujici spojovaci jednotka a
(iii) jejich kombinace.

Termin ,,superstruktura® se zde pouziva podle definice v literatufe Busch et .al., viz. napft.
¢lanky v ,,Chemical Reviews.

Preferované superstruktury podle tohoto vynalezu nejen Ze zvySuji rigiditu mate¢ného
makrocyklu, ale také favorizuji skladani makrocyklu tak, aby se koordinoval ke kovu ve forme
klepet. Vhodné superstruktury mohou byt znaéné jednoduché, napf. mohou byt pouzity spojovaci

* jednotky jako tieba ty, které jsou ilustrovany na niZe uvedeném Obr. 1 a Obr. 2.

yd
\(CHz)n

Obr. 1
kde n je celé &islo, napt. od 2 do 8, s vyhodou méné nez 6, typicky 2 aZ 4 nebo
T

CH
(CH,); ( <"

/

Obr.2
~ kde m a n jsou cela &isla od 1 do 8, vyhodngji od 1 do 3; Z je N nebo CH; a T je kompatibilni
substituent, napf. H, alkyl, trialkylamonium, halogen, nitro, sulfonat a pod. Aromaticky kruh v
1.10 méize byt nahrazen nasycenym kruhem, ve kterém je atom Z pfipojen do kruhu obsahujicim
N, O, S nebo C.

Vhodné MLR jsou dale (nikoliv vyGerpavajicim vyctem) ilustrovany nasledujici
slouceninou:
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Toto je MLR podle tohoto vynélezu, ktery je vysoce preferovan, kiizem piemostény,
methylsubstituovany (viechny atomy dusiku jsou tercialni) derivat cyklamu. Formélng se tento
ligand jmenuje 5,12-dimethyl-1,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan s vyuzitim rozsifeného
von Baeyerova sytému. Viz. ,A Guide to [UPAC Nomenclature of Organic Compounds:
Recommendations 1993¢, R. Panico, W. H. Powell a J-C. Richter (Eds.), Blackwell Scientific
Publications, Boston, 1993, viz. obzvlasté sekci R-2.4.2.1.

Bélici katalyzatory na bézi pfechodnych kovi a makrocyklickych rigidnich ligandd
(MLR), které jsou vhodné pro pouZiti v prostiedcich podle tohoto vynalezu mohou obecné
zahrnovat znamé sloudeniny, kde jsou v souladu s vySe uvedenou definici stejné jako vyhodnéji
libovolnou z velkého mnoZstvi novych sloucenin umyslné navrzenych pro pouziti pfi prani
pradla nebo ¢isténi a které jsou (nikoliv vy&erpavajicim zplisobem) ilustrovéany dale:
dichlor-5,12-dimethyl-1,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6.2Jhexadekan mangan 1))
diaquo-5,12-dimethyl-1 ,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan mangan (II) hexafluorofosfat
aquo-hydroxy-S,12-dimethyl-1,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan mangan (1) hexafluoro-
fosfat
diaquo-5,12-dimethyl-1 ,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan mangan (1) tetrafluoroborat
dichlor-5,12-dimethyl-1,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan mangan (1I1) hexafluorofosfat
dichlor-5,12-di-n-butyl-1,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan mangan (I
dichlor-5,12-dibenzyl-1,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan mangan (In
dichlor-5-n-butyl-12-methyl-1 ,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6.2]hexadekan mangan ID)

4 dichlor—S-n-octyl-12-methyl—1,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6..2]hexadekan mangan (II)
dichlor-5-n-butyl-12-methyl-1,5,8,12-tetraazabicyklo[6.6 .2]hexadekan mangan (II).

Z praktickych divodd a nikoliv jako vysledek néjakého omezeni se pfipravky a zpisoby
&isténi podle tohoto vynalezu mohou adjustovat za igelem zajisténi fadové alespon jednu part
per sto miliont aktivni astice béliciho katalyzatoru ve vodném pracim roztoku a budou s vyhodu
zajistény v koncentracich od 0,01 ppm do asi 25 ppm, vyhodnéji od 0,05 ppm do asi 10 ppm a
nejvyhodnéji od 0,1 ppm do asi 5 ppm aktivni Castice béliciho katalyzatoru v pracim roztoku. Za
Gitelem ziskani téchto koncentraci v pracim roztoku pfi automatickém prani pradla, typické
pfipravky budou obsahovat od asi 0,0005 % do asi 0,2 %, vyhodnéji od 0,004 % do asi 0,08 %
(hmotnosti béliciho piipravku) béliciho katalyzatoru, obzvl4§té manganového nebo kobaltového
~ katalyzatoru. '

(d) ostatni bélici katalyzatory
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Piipravky podle tohoto vynilezu mohou obsahovat jeden nebo vice jinych bélicich
katalyzatort. Preferované bélici katalyzatory jsou zwitterionické bélici katalyzatory, které jsou
popsany v U. S. Patent 5,576,282 (obzvlaste 3-(3,4-dihydroisochinolinium)propansulfonat. Dalsi
bélici katalyzatory zahrnuji kationické bélici katalyzatory popsané v U. S. Patent 5,360,569, U. S.
Patent 5,442,066, U. S. Patent 5,478,357, U. S. Patent 5,370,826, U. S. Patent 5,482,515, U. S.
Patent 5,550,256 a WO 95/13351, WO 95/13352 a WO 95/13353.

Také jsou jako bélici ¢inidla vhodné perkyseliny jako tieba ftalimidoperoxykaproova
kyselina (,,PAP*). Viz. naptiklad U. S. Patent 5,487,818, U. S. Patent 5,310,934, U. S. Patent
5,246,620, U. S. Patent 5,279,757 a U. S. Patent 5,132,431. .

- Dopliikové detersivni enzymy

Detergenty a &istici prostfedky podle tohoto vynalezu mohou také pﬁpadné obsahovat
jeden nebo vice typtl detergentnich enzymi. Takovéti enzymy mohou zghrnovat dalsi proteazy,
amylazy, celuldzy a lipazy. Tyto materidly jsou znimé v oboru a jsou komeréné€ dostupné pod
obchodnimi nazvy. Mohou byt zahruty do nevodnych kapalnych detergentnich prostfedki podle
tohoto vynalezu ve formé suspenzi. Dal§i vhodny typ enzymii zahrnuje ty, které jsou ve formé
kasi enzymi v neionickych surfaktantech, napf. enzymy prodavané firmou Novo Nordisk pod
obchodni znackou ,,SL* nebo mikroenkapsulované enzymy proddvané firmou Novo Nordisk.pod
obchodnim nazvem ,LDP“. Vhodné enzymy a koncentrace pro pouZiti jsou .popsany v U. S.
Patent 5,576,282, U.‘ S. Patent 5,705,464 a U. S. Patent 5,710,115. |

Enzymy pfiddvané do piipravki podle tohoto vyndlezu ve form& konvencnich
enzymovych prilti jsou zde obzvlasté preferovany. Tyto prily budou obecné velikosti v rozsahu
od 100 do 1000 mikrometrd, vyhodnéji od 200 do 800 mikrometri a budou suspendovany
v nevodné kapalné fazi piipravku. Bylo zjidténo, Ze prily v pfipravcich podle tohoto vynalezu ve
srovnéni s jinymi formami enzymi, vykazuji obzvl4st& vhodnou enzymovou stabilitu pokud jde
o zachovani enzymatické aktivity s asem. Piipravky vyuZivajici enzymové prily tedy nemusi
obsahovat konvenéni stabilizaéni latky pro enzymy jak tomu musi ¢asto byt jsou-li pouZity
enzymy ve vodnych kapalnych detergentech.

Enzymy ptidivané do piipravkii oviem mohou byt ve form& granulaty, s V}'Ihodo{l T-
granulatt.

. Detersivni enzymy“ ozan¢uje enzymy, majici Cistici efekt, schopnost odstrafiovani skvrn
nebo jiny prospésny vliv na prané pradlo, &isténi tuhého povrchu nebo v detergentnich

pfipravcich pro osobni &isténi. Preferované detersivni enzymy jsou hydrolazy jako tieba
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proteazy, amylazy a lipazy. Preferované enzymy pro prani pradla zahruji (vycet neni uplny)
proteazy, celulazy, lipazy a peroxidazy. Vysoce preferované pro automatické myti nadobi jsou
amylazy a/nebo protedzy, v&etnd jak v soucasné dobé komeréné dostupnych typd tak i
upravenych typt, které, atkoliv jsou stile vice kompatibilni s bélenim, maji urCitou zbyvajici
schopnost deaktivace pii béleni. ,

Piiklady vhodnych enzymi zahrnuji (vy&et neni uplny) hemicelulézy, peroxidazy,
proteazy, celulazy, xylanazy, lipizy, fosfolipazy, esterazy, kutindzy, pektinazy, keratinazy,
reduktazy, oxidazy, fenoloxiddzy, lipoxygenazy, lignindzy, pululanazy, tanné.zy, pentosanazy,
malanazy, p-glukanazy, arabinosidazy, hyaluronidazy, chondroitindzy, lakkdzy a znamé amylazy
nebo jejich smési.

Ptiklady téchto vhodnych enzymi jsou popsany v U. S. Patent 5,705,464, U. S. Patent
5,710,115, U. S. Patent 5,576,282, U. S. Patent 5,728,671 a U. S. Patent 5,707,950.

Celulazy uzitetné podle tohoto vynalezu zahrnuji jak bakteridlni tak i houbové celulazy.
S vyhodou budou mit pH optimum mezi 5 aZ 12 a specifickou aktivitu vyssi nez 50 CEVU/mg
(Cellulose Viskosity Unit). Vhodné celulézy jsou popsany v U. S. Patent 4,435,307, J 61078384 a
WO 96/02653, které popisuji houbové celulazy, produkované Humicola insolens, Trichoderma,
Thielavia a Sporotrichum. EP 739 982 popisuje celulazy, izolované z novych druhd Bacillus.
Vhodné celulazy jsou také popsany v GB-A-2.075.028, GB-A-2.095.275, DELOS-2.24_7.832 a

WO 95/26398.
| Ptiklady téchto celuldz, produkovanych kmenem Humicola insolens (Humicola grisea
var. thermoidea), obzvla§té kmenem Humicola DSM 1800.

Dalsi vhodné celulazy, majici piivod v Humicola insolens, maji molekulovou hmotnost
kolem 50 kDa, isoelektricky bod 5,5 a obsahuji 415 aminokyselin, a 43 kDa endoglutindza
z Humicola insolens, DSM 1800, vykazujici celulazovou aktivitu, preferovana endoglutinézové
komponenta ma aminokyselinovou sekvenci popsanou v WO 91/17243. Také vhodné celulazy
jsou EGIII celulazy z Trichoderma longibrachiatum, popsané ve WO 94/21801 Genecorem.
Obzvlasté vhodné celuldzy jsou celulazy majici kladny vliv na péci o barvy. Priklady téchto
celulaz jsou celulazy popsané v evropské patentové piihlaSce 91202879.2, podané 6. listopadu
1991 (Novo). Carezyme a Celluzyme (Novo Nordisk A/S) jsou obzvlasté uZzitecné. Viz také WO
" 91/17244 a WO 91/21801. Dalsi vhodné celulazy pro pééi o tkaniny a/nebo Cisténi tkanin jsou
popsany ve WO 96/34092, WO 96/17994 a WO 95/24471.
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Celuldzy, jsou-li piitomny, jsou normélné obsazeny v Cisticich prostfedcich
v koncentracich od 0,0001 % do 2 % &istého enzymu na hmotnost isticiho prostfedku.

Peroxiddzové enzymy jsou pouzivany v kombinaci se zdrojem k}_lsliku, napf.
perkarbonaty, perboraty, persulfity, peroxidem vodiku a pod., a s fenolickym substratem jako
molekulou zesilujici b&leni. Jsou pouzivany pro ,;roztokové béleni®, to jest k prevenci pienosu
barev nebo pigmentii odstranénych ze substratu béhem praci operace na ostatni substraty
v pracim roztoku. Peroxiddzové enzymy jsou zndmy v oboru a zahrnuji napiiklad kfenovou
peroxidazu, ligninazu a haloperoxidazu jako jsou chlor- a brom-peroxidazy. Vhodné peroxidazy
" a detergentni pfipravky obsahujici peroxidazy jsou popsany v U. S. Patent 5,705,464, U. S.
Patent 5,710,115, U. S. Patent 5,576,282, U. S. Patent 5,728,671 a U. S. Patent 5,707,950, PCT
mezinarodni pfihlaska WO 89/099813, WO 89/09813 a v evropské patentove pfihlasce EP
91202882.6, podané 6. listopadu 1991 a EP 96870013.8, podané 20. tnora 1996. Také jsou
vhodné lakkazové enzymy.

Zesilovage jsou obecn& zahrnuty v koncentracich od 0,1 % do 5 % celkové hmotnosti
pfipravku. Preferované zesilovae jsou substituovany fenthiazin a fenoxazin 10-
fenothiazinpropionovéa kyselina (PPT), 10-ethylfenothiazin-4-karboxylova kyselina (EPC),. 10-
fenoxazinpropionova kyselina (POP) a 10-methylfnoxazin (popsany ve WO 94/12621) a
substituované syringaty (C3-C5 substituované alkylsyringaty) a fenoly. Preferovan)’fm.i zdroji
- peroxidu vodiku jsou perkarbonat sodny a perborat sodny.

Zmin&né peroxidazy jsou normalné zahmuty do Cisticich prostedkil v koncentracich od
0,0001 % do 2 % ¢istého enzymu na hmotnost &isticiho prostredku.

Enzymatické systémy mohou byt pouzity jako bélici Cinidla. Peroxid vodiku mtiye byt
také pfitomen pfidanim enzymatického systému (to jest enzymu a jeho substratu), ktery je
schopen generovéni peroxidu vodiku na za¢atku nebo béhem praciho a/nebo méchaciho procesu.
Tyto enzymové systémy jsou popsany v EP evropské patentové pfihlasce 91202655.6, podané 9.
fijna 1991. .

Dal§i preferované enzymy, které mohou byt zahmuty v €isticich pfipraveich podle tohoto
vynalezu, zahrnuji lipdzy. Vhodné lipdzové enzymy pro pouZiti v detergentech zahrnuji énzymy,
- produkované mikroorganismy skupiny Pseudomonas, jako tieba Pseudomonas stutzeri ATCC
19.154 jak je popsano v Britském patentu 1,372,034. Vhodné lipazy zahrnuji lipazy vykazujici
pozitivni kros-reakce s protilatkou lipazy, produkované mikroorganismelﬁ Pseudomonas

fluorescent IAM 1057. Tato lipdza je dostupnd od Amano Pharmaceutical Co. Ltd., Nagoya,
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Japonsko pod obchodnim nézvem Lipase P ,,Amano*, dile oznadovana jako ,,Amano-P“. Dalsi
vhodné komeréni lipazy zahmuji Amano-CEX, lipdzy z Chromobacter viscosum, napf.
Chromobacter viscosum var. lipolyticum NRRLB 3673 od Toyo Jozo Co., Tagata Japonsko;
Chromobacter viscosum lipazy z U. S. Biochemical Corp., USA a Disoynth Co., Nizozemi a
lipazy ex Pseudomonas gladioli. Obzvl4§td vhodné lipazy jsou lipazy jako tfeba Ml Lipase® a
LipomaxR (Gist-Brocades) a LipolaseR a Lipolase Ultra® (Novo), které byl}; shledény velmi
U¢innymi, jsou-li pouzity v kombinaci s piipravky podle tohoto vynédlezu. Také jsou vhodné
lipolytické enzymy popsané v EP 258 068, WO 92/05249 a WO 95/22615 od firmy Novo
Nordisk a WO 94/03578, WO 95/35381 a WO 96/00292 od firmy Unilever.

Také jsou vhodné kutindzy [EC 3.1.1.50], které mohou byt povazovany za specidlni druh
lipasy, jmenovité lipasy, které nepotfebuji mezifdzovou aktivaci. Piidavek kutindz do Cisticich
prostiedki bylo popsano napt. v WO-A-88/09367 (Genecor), WO 90/09446 (Plant Genetic
System) a WO 94/14963 a WO 94/14964 (Unilever). .

Lipazy a/nebo kutinazy, jsou-li pfitomny, jsou normalné zahrnuty v Cisticich prosttedcich
v koncentracich od 0,0001 % do 2 % ¢&istého enzymu na hmotnost Cisticiho prosfedku.

Kromé vyse zminénych lipdz mohou byt v prostiedcich podle tohoto vynalezu zahrnuty
fosfolipazy. Nikoliv vy&erpavajici ptiklady vhodnych fosfolipdz zahrnuji: EC '3.1.1.32
" Fosfolipaza Al, EC 3.1.1.4 Fosfolipaza A2, EC 3.1.1.5 Lysofolopaza, EC 3.1.4.3 Fosfolipaza C,
EC 3.1.4.4. Fosfolipaza D. Komeréné dostupné fosfolipazy zahrnuji LECITASE?® od firmy Novo
Nordisk A/S zDanska a Fosfolipiza A2 od firmy Sigma. Jsou-li zahrnuty fosfolipazy
v pfipravcich podle tohoto vynélezu, jsou preferovany amylazy. Bez toho aniz bychom se citili
byti vazani teorii, ma se za to, e kombinovany ¢inek fosfolipdzy a amylazy zajistuji znaény
G¢inek pii odstrafiovani skvrn, obzvlasté mastnych a olejovych, Skrobovych a vysdce barevnych
skvin a $piny. S vyhodou jsou fosfolipizy a amylazy pfitomny v pfipravcich podle tohoto
vynalezu v poméru hmotnosti &istého enzymu v rozmezi od 4500:1 do 1:5, vyhodnéji od 50:]1 do
1:1.

Vhodnymi protedzami jsou subtilisiny, které se ziskavaji zn€kterych kmeni Bacillus
- subtilis a Bacillus licheniformis (subtilisi BPN a BPN’). Jedna vhodna protedza se ziskava
z kmene Bacillus, majici maximalni aktivitu pfi pH v rozmezi od 8 do 12, vyvinuta a proddvana
jako ESPERASE® od firmy Novo Industries A/S z Dasnka, déle oznacovanou jako ,,Novo®.
Piiprava tohoto enzymu a enzym@ analogickych je popsdna v GB 1,243,784 (Novo).
Proteolytické enzymy také zahrmuji modifikované bakteridlni serinové proetdzy, jako jsou
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protedzy popsané v piihlasce evropského patentu 87 303761.8, podané 28. dubna 1987
(obzvlaste strany 17, 24 a 98) a které se zde dale nazyvaji ,,Proteaza B* a evropské patentové
pfihlasce 199,404, Venegas, publikované 29. fijna 1986, ktera odkazuje na ,modiﬁkovanfr
bakterialni serinovy proteolyticky enzym, ktery se zde déle nazyva ,,Protedza A“. Vhodna je
prote4za nazyvana zde ,,Protedza C*, ktera je variantou alkalické serinové proteazy z Bacillus,
ve které je Lysin nahrazen argininem v poloze 27, tyrosin nahrazuje valin v poloze 104, serin
nahrazuje asparagin v poloze 123 a alanin nahrazuje threonin v poloze 274. Protedza C je
popsana vEP 90915958.4, odpovidajici WO 91/06637, publikované 16. kvétna 1991.
Geneticky modifikované varianty, obzvlasté Proteazy C, jsou zde také zahrnuty.

Preferovanou protedzou oznacovanou jako ,,Proteaza D je karbonyl hydrolaza jak je
popsana v U. S. Patent 5,677,272 a WO 95/10591. Také je vhodna karbonylhydrolazova
varianta proteazy, popsana ve WO 95/10591, majici aminokyselinovou sekvenci odvozenou
nahradou nékolika aminokyselinovych zbytki nahrazenych v prekurzoru enzymu
odpovidajiciho pozici +210 v kombinaci s jednim nebo vice nasledujicimi zbytky: +33,-+62,
+67, +76, +100, +103, +104, +107, +128, +129, +130, +132, +135, +156, +158, +164, +166,
+167, +170, 4209, +215, +217, +218 a +222, kde &islované pozice odpovidaji pfirodné se
vyskytujicimu  subtilisinu  zBacillus ~ amyloliquefaciens  nebo  ekvivalentnim
aminokyselinovym zbytkiim v jinych karbonylhydrolazach nebo subtilisinech, jako tieba
subtilisin z Bacillus lentus (dosud neuzaviena patentova piihlaska US ¢&. 60/048,550, podané
4. gervna 1997 a PCT mezinarodni piihlasce ¢. PCT/IB98/00853).

Také vhodné podle tohoto vyndlezu jsou protedzy popsané v patentové prihlaSce EP
251 446 a WO 91/06637, protedza BLAP® popsana ve WO 91/02792 a jeji varianty popsané
ve WO 95/23221. '

Viz. také proteazu pracujici pfi vysokém pH z Bacillus sp. NCIMB 4033'8, popsané ve
WO 93/18140 A (Novo). Enzymatické detergenty zahrnujici protedzy, jeden nebo vice
enzymi, a reverzibilni protedzovy inhibitor, jsou popsany ve WO 92/03529 A (Novo). Je-li to
poZzadovano, jsou dostupné proteazy se sniZzenou adsorpci a zvySenou schopnosti hydrolyzy
jak je popsano ve WO 95/07791 (Proster & Gamble). Rekombinantni trypsinova proteaza pro
detergenty podle tohoto vynalezu je popséna ve WO 94/25583 (Novo). Dalsi vhodné proteazy
jsou popsany v EP 516 200 (Unilever). .

Obzvlasté uziteéné protedzy jsou popsany v PCT publikacich: WO 95/30010, WO
95/30011, WO 95/29979. Vhodné protedzy jsou komeréné dostupné jako ESPERASE®,
ALCALASE®, DURAZYM®, SAVINASE®, EVERLASE® a KANNASE®, viechny od Novo
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Nordisk A/S z Danska a jako MAXATASE®, MAXACAL®, PROPERASE® a MAXAPEM®,
viechny od firmy Genecor International (dfive Gist-Brocades of the Netherlands).

Tyto proteolytické enzymy, jsou-li pfitomny, jsou zabudovany v ¢isticich prostiedcich
podle tohoto vynalezu v koncentracich od 0,0001 % do 2 %, s vyhodou od 0,001 % do 0;2 %,
vyhodnéji od 0,005 % do 0,1 % &istého enzymu na hmotnost piipravku.

Amylazy (o a/nebo ) mohou byt zahrnuty pro odstratiovani karbohydratovych skvm.
WO 94/02597 popisuje istici prostiedky, které obsahuji mutantni amylazy. Viz. také WO
95/10603. Dal§i amylazy znamé pro jejich pouziti v €isticich prostfedcich zahrnuji jak a- tak i
B-amylazy. a-Amyldzy jsou znamé v oboru s zahrnuji ty, které jsou popsany v U. S. Patent
5,003,257, EP 252,666, W0/91/00353, FR 2,676,456, EP 285,123, EP 525,610, EP'368,341 a
britska patentova specifikace &. 1,296,839 (Novo). Dalsi vhodné amylazy jsou amylazy se
zvySenou stabilitou, popsané v WO 94/18314 a WO 96/05295, Genencor a amylazové
varianty majici dal§i modifikace v bezprostfednich predchidcich, dostupné od firmy Novo
Nordisk A/S, popsané ve WO 95/10603. Takeé jsou vhodné amylazy popsané v EP 277 21'6.

® od firmy

Piiklady komerénich a-amylazovych produktii jsou Purafect Ox Am
Genencor a Termamyl®, Ban®, Fungamyl® a Duramyl®, vSechny dostupné od firmy Novo
Nordisk A/S Déansko. WO 95/26397 popisuje dal§i vhodné amylazy: o-amylazy
charakteristické tim, Ze maji specifickou aktivitu nejméné o 25 % vySsi nez je specificka
aktivita Termamyl® pfi teplotach v rozmezi od 25 °C do 55 °C a pti pH v rozmezi od 8 do 10,
méfeno pomoci stanoveni o-amylazové aktivity Phadebas®. Vhodné jsou variénty vyse
uvedenych enzymt, popsané ve WO 96/23873 (Novo Nordisk). Dalsi amylolitické enzymy se
zlepSenymi vlastnostmi pokud jde o tdroveil aktivity a kombinace termostability a vyssi
urovné aktivity jsou popsany ve WO 95/35382.

Tyto amylolytické enzymy, jsou-li pfitomny, jsou zabudovany v €isticich prostfec.lcich
podle tohoto vyndlezu v Grovnich od 0,0001 % do 2 %, vyhodnéji od 0,00018 % do 0,06 %,
vyhodnéji od 0,00024 % do 0,048 % &istého enzymu na hmotnost piipravku.

Vy$e zminéné enzymy mohou byt libovolného plvodu, jako tieba rostlinného,
zivo&isného, bakteridlniho, houbového a kvasinkového. Piivod mize byt dale mesofilni nebo
extreemofilni (psychrofilni, psychrotropni, termofilni, barofilni, alkalofilni, acidofilni,
halofilni, a pod.). Mohou byt pouzity ¢i$téné nebo necisténé formy téchto enzymd. Dnes je
béZnou praxi modifikovat divoké typy enzymi pomoci technik proteinového/genetického
inZzenyrstvi za u¢elem optimalizace jejich pusobeni v detergentech pro prani pradla a/nebo

piipravcich pro pééi o tkaniny podle tohoto vynalezu. Napiiklad, mohou byt navrzeny takové
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varianty, Ze jejich kompatibilita vici b&zné se vyskytujicim ingrediencim v té€chto
ptipravcich. Alternativné, mohou byt varianty navrzeny tak, aby bylo dosazeno optimalniho
pH, stability vii¢i béleni nebo chelantu, katalytické aktivity a pod., aby se co ﬁejlépe hodily
pro zymyslené aplikace.

Obzvlasté by méla byt vénovana pozorost citlivosti aminokyselin k oxidaci v pfipadé
stability vii¢i béleni a povrchovym nabojim kwvili kompatibilit€ se -surfaktantem.
Izoelektricky bod takovychto enzymi mize byt modifikovan substituci nékterych nabitych
aminokyselin, napf. zvySeni isoelektrického bodu miize pomoci zvysit kompatibilitu
s anionickymi surfaktanty. Stabilita enzym@ mize byt dale zvysena vytvofenim napf. dalSich
solnych mustki a zesilenim mist vazajicich vapnik ke zvyseni stability chelantu.

Tyto op¢ni detersivni enzymy, jsou-li pfitomny, jsou normainé zahrnuty v disticich
prostfedcich v koncentracich od 0,0001 % do 2 % cistého enzymu na hmotnost Cisticiho
piipravku. Enzymy mohou byt pfidany jako oddélend jednotliva ingredience (pfily, granuléty,
stabilizované kapaliny a pod. obsahujici jeden enzym) nebo jako smési dvou nebo vice
- enzym (napt. kogranulaty). -

Dalsi vhodné detersivni ingredience, které mohou byt pfidany do pripravki podle
tohoto vynélezu, jsou ¢inidla branici oxidaci enzymu. Priklady téchto Cinidel branicich
oxidaci enzymt jsou ethoxylované tetraethylenpolyaminy.

Rozsah enzymovych materiali a prostiedky pro jejich zavedeni do syntetickych
detergentnich prostiedkt je také popsan ve WO 9307260 (Genencor Intemati(;nal), WO
8908694 a U. S. Patent 3,553,139, z 5. ledna 1971 (McCarty et al.). Enzymy jsou dale
popsany v U. S. Patent 4,101,457 a U. S. Patent 4,507,219. Enzymové materialy uZiteCné pro
kapalné detergentni ptipravky a jejich zabudovani do téchto piipravkii jsou popsany v U. S.
Patent 4,261,868. ‘
Enzymové stabilizatory

Enzymy pro pouZiti v detergentech podle tohoto vynadlezu mohou byt stabilizovany
riznymi technikami. Techniky stabilizace enzymu jsou popséany a piiklady uvedeny v U. S.
Patent 3,600,319, EP 199,405 a EP 200,586. Systémy pro stabilizaci enzymi jsou také
popsany napt. v U. S. Patent 3,519,570. Uzite¢ny Bacillus sp. AC13, poskytujici proteazy,
xylandzy a celuldzy, je popsan ve WO 9401532. Enzymy zde pouZité mohou byt
stabilizovany pfitomnosti vodo-rozpustnych zdroji iontti vapniku a/nebo hoi¢iku ve findlnim

piipravku, které zajistuji tyto ionty pro enzymy. Vhodné stabilizitory enzymil a jejich
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koncentrace pro pouZiti jsou popsany v U. S. Patent 5,705,464, U. S. Patent 5,710,115a U. S.
Patent 5,576,282, |
Plnidla

Detergentni a &istici prostfedky podle tohoto vynalezu s vyhodou obsahuji jeden nebo
vice detergentnich plniv nebo plnivovych systému. Jsou-li pfitomny, piipravky podle tohoto
vynalezu budou typicky obsahovat nejméné€ 1 % plniva, s vyhodou od 5 %, vyhodnéji od asi
10 % do asi 80 %, s vyhodou do asi 50 %, vyhodnéji do asi 30 % hmotnosti detergentniho
plniva. NiZ&i nebo vyssi koncentrace plniva, viak nejsou timto vylouceny.

Preferovana pojiva pro pouziti v detergentnich a gisticich piipravcich podle tohoto
vynalezu, obzvlasté piipravkd na myti nadobi, zahruji vodo-rozpustné plnidla, (napf.
polykarboxylaty) podle popisu v U. S. Patent 5,695,679, U. S. Patent 5,705,464 a U. S. Patent
5,710,115. Dal3i vhodné polykarboxylaty jsou popsany v U. S. Patent 4,144,226, U. S. Patent
3,308,067 a U. S. Patent 3,723,322. Preferované polykarboxylaty jsou hydroxykarboxylaty
obsahujici az tii karboxylové skupiny v molekule, konkrétnéji titraty.

Anorganicka nebo fosfor obsahujici detergentni plniva zahrnuji, vycet neni aplny, soli
alkalickych kovii, amonné soli a alkanolamonné soli polyfosfati (pfiklady jsou tripolyfosfaty,
pyrofosfaty a sklovité polymemi meta-fosfaty), fosfonaty (viz. napfiklad U. S. Patent
3,159,581, U. S. Patent 3,213,030, U. S. Patent 3,422,021, U. S. Patent 3,400,148 a U. S.
Patent 3,422,137), kyselina listova, silikaty, uhli¢itany (vCetné¢ bikarbondtd a
sesquikarbonati), sulfaty a aluminosilikaty.

Ovsem, v nékterych oblastech jsou vyZzadovany nefosfitové plnidla. Je dillezité, Ze
piipravky podle tohoto vynilezu piekvapivé dobfe funguji dokonce i v pfitomnosti tzv.
,,slabych® plnidel (ve srovnani s fosfaty) jako jsou citrat nebo v tzv. ,,underbuilt‘.‘ situacich, ke
kterym miize dojit v pfitomnosti zeolitl nebo vrstvenych silikatovych plnidel.

Vhodné silikaty zahrnuji vodo-rozpustné sodﬁé silikaty s pomérem Si0,:Na,O
v rozmezi od 1,0 do 2,8, s preferovanym pomérem od 1,6 do asi 2,4 a obzvlasté preferovany
jsou poméry kolem 2,0. Silikaty mohou byt bud’ ve formé bezvodych soli nebo hydratovanych
soli. Sodny silikat s pomérem Si0,:Na,O kolem 2,0 je nejvice preferovan. Silikaty, jsou-li
pfitomny, jsou s vyhodou piitomny v detergentech a &isticich pfipravcich popsanych v tomto
vynalezu v koncentracich od asi 5 % do pfiblizng 50 % hmotnosti piipravku, vyhodnéji od asi
10 % do asi 40 % hmotnosti.

Céste¢né rozpustna nebo nerozpustna plnidla, vhodna pro pouZiti v detergentnich a

Sisticich pfipraveich podle tohoto vynalezu, obzvlasté granuldrni detergenini piipravky,

veeoo
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zahmuji krystalické vrstvené silikéty, s vyhodou krystalické vrstvené sodné silikaty (obzvlaste
vodo-rozpustné) podle popisu vU. S. Patent 4,664,839 a sodné aluminosilikity (vodo-
nerozpustné). Jsou-li pfitomny v detergentnich nebo Cdisticich prostfedcich podle tohoto
vynalezu, jsou tato plnidla typicky pfitomna v koncentracich od asi 1 % do asi 80 %
hmotnosti, s vyhodou od 10 % do asi 70 % hmotnosti, nejvyhodnéji od asi 20 % do asi 60 %
hmotnosti pfipravku. |

Krystalické vrstvené sodné silikaty majici obecny vzorec NaMSiyOox+1'yH,0, kde M
je sodik nebo vodik, x je &islo od 1,9 do asi 4, s vyhodou od 2 do 4, nejvyhodnéji 2 a y je Cislo
od 0 do 20, s vyhodou 0, mohou byt pouzity v piipravcich podle tohoto vynalezu. Krystalické
vrstvené sodné silikaty tohoto typu jsou popsany v EP-A-0164514 a zpisoby jejich pfipravy
jsou popsany v DE-A-3417649 a DE-A-3742043. Nejpreferovanéj§i material je delta-
Na,SiOs, dostupny od firmy Hoechst AG jako NaSKS-6 (obvykle zkracovany jako ,,SKS-6“5.
Narozdil od zeolitovych plnidel, toto NaSKS-6 silikatové plnidlo neobsahuje hlinik. NaSKS-6
ma delta-Na,SiOs morfologii vrstveného silikatu. SKS-6 je vysoce preferovany vrstveny
silikat pro pouziti podle tohoto vynalezu, ov§em v pfipravcich popsanych v tomto vynélezu
mohou byt pouzity i dal$i vrstvené silikaty, jako tieba ty které maji dbecny vzorec
NaMSi,Ox+1°yH0, kde M je sodik nebo vodik, x je ¢islo od 1,9 do 4, s vyhodou 2 a y je
Cislo od 0 do asi 20, s vyhodou 0. Dalsi rizné silikaty od firmy Hoechst zahrnuji NaSKS-5,
NaSKS-7 a NaSKS-11) jako alfa, beta a gama formy. Jak bylo zminéno vySe, delta forma
Na,SiOs (NaSKS-6 form) je nejpreferovanéjsi pro pouZiti v tomto vynalezu. Dalsi silikaty
mohou byt také pouzity jako napi. silikat hoi¢iku, ktery muZe slouZit zostfovaci Cinidlo
v granularnich kondenzacich, jako stabiliza¢ni ¢inidla pro kyslikata bélidla a jako komponenfa
do systému na fizeni pénivosti.

Krystalicky vrstveny sodny silikatovy material se s vyhodou nachdzi v granulamich
detergentnich  pfipravcich jako (&astice vtésné smési stuhou, vodo-rozpustného
ionizovatelného materialu. Tuhy vodo-rozpustny material je s vyhodou vybran z organickych
kyselin, organickych nebo anorganickych soli a jejich smési.

Aluminosilikatova pojiva jsou velmi dileZita ve vétsiné v soucasné dobé proddvanych
granularnich detergentnich pfipravcich a mohou byt také vyznamnou soucasti plniva u
kapalnych detergentnich formulaci. Aluminosilikatova plnidla maji empiricky vzorec:

[Mz(AlOz)y] xH,O0
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kde z a y jsou celd ¢isla nejméné 6, molami pomér z ku y je v rozsahu od 1,0 do asi 0,5 a x je
celé Cislood 15 do asi 264. S vyhodou aluminosilikatova plnidla jsou alurhinosilika{ttové
zeolity, majici vzorec:
Nay[(AlO02)x(Si0,)y ‘H0

kdyz z a y jsou alespoii 6, molarni pomér z ku y je od 1,0 do 0,5 a x je alespori 5, s vyhodou
7,5 az 276, vyhodnéji od 10 do 264. Aluminosilikatova plniva jsou piednostné v hydratované
formé a s vyhodou krystalické, obsahujici od 10 % do asi 28 %, vyhodnéji od 18 % do asi 22
% vody ve vazané formé.

Tyto aluminosilikatové iontoméni¢ové materialy mohou byt krystalické nebo amorfni
pokud jde o strukturu a mohou to byt pfirozené se vyskytujici nebo derivované
aluminosilikaty. Zpusoby vyroby aluminosilikatovych iontoméniovych materidli jsou
popsany v U. S. Patent 3,985,669. Preferované syntetické krystalické aluminosilikatové
ionexové materialy uzitecné podle tohoto vynalezu jsou dostupné pod oznacenimi Zeolite A,
Zeolite B, Zeolite P, Zeolit X, Zeolite MAP a Zeolite HS a jejich smési. V obzvlasté
preferovaném provedeni maji aluminosilikitové iontové-vyménné materialy tento vzorec:

Nay2[(AlO2)12(S5102)12] xH,0
kde x je od asi 20 do asi 30, svyhodou 27. Tento materidl je znamy jako zeolit A.
Dehydratovaé zeolity (x = 0-10) mohou byt také uzitecné. S vyhodou ma aluminosilikat
velikost ¢astic od 0,1 »do 10 mikrometru. Zeolit X ma nasledujici vzorec:
Nags[(A10;)36(S102)106] 27H,0

Citratova plnidla, napf. kyselina citronova a jeji rozpustné soli (obzvlasté soli sodné)
jsou polykarboxylova plnidla obzvla§tniho vyznamu pro kapalné detergentni formulace
svelkym vykonem, diky jejich dostupnosti zobnovitelnych zdroji a jejich
biodegradovatelnosti. Citraty mohou byt také pouZity v granularnich pfipravcich, obzvlasté
v kombinaci se Zeolitem a/nebo vrstveném silikitovém plnidlem. Oxydisukcinaty jsou také
uzitecné v téchto pripravcich a kombinacich. |

Také 3,3-dikarboxy-4-oxa-1,6-hexanedionaty jsou vhodné pro zde popsané detergentni
pripravky, stejné jako pfibuzné slouceniny popsané v U. S. Patent 4,566,984. Uzite¢né plnidla
na bazi jantarové kyseliny zahrnuji Cs - Cyo alkyl a alkenyljantarové kyseliny a jejich soli.
Obzvlasté preferovanbu slouceninou tohoto typu je dodecenyljantarova kyselina. Konkrétni
priklady jantarovych plnidel zahrnuji: laurylsukcinat, myristylsukcinat, palmitylsukcinat, 2-

dodecenylsukcinat (preferovany), 2-pentadecenylsukcinit a pod. Laurylsukcindty jsou

sese
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preferovand plnidla této skupiny a jsou popsany v evropské patentové piihlasce
86200690.5/0.200,263, publikované 5. listopadu 1986. .

Mastné kyseliny, napf. Ci; aZz C;s3 monokarboxylové kyseliny mohou byt také
zabudovany do pfipravkl, a to samotné nebo v kombinaci sdfive zminénymi plnidly,
obzvlasté citratovymi nebo sukcindtovymi plnidly, za Gcelem zajisténi dal§i plnidlové
aktivity. Toto pouziti mastnych kyselin obecné povede ke sniZeni pénéni, coZ musi byt vzato
v tvahu pfi formulaci pfipravku.

Disperganty _

Jedna nebo vice vhodnych polyalkyleniminovych disperganti miize byt zabudovano
do disticich prostfedkid podle tohoto vynalezu. Piiklady takovychto vhodnych disperganti
mohou byt nalezeny v evropské patentové prihlasce 111,965, 111,984 a 112,592, U. S. Patent
4,597,898, U. S. Patent 4,548,744 a U. S. Patent 5,565,145. OvSem vpracich prostfedcich
podle tohoto vynalezu mohou byt pouzity jakékoliv disperganty Spiny a jilu nebo Cinidla
zabranyjici jejich zpétnému usazovani.

Kromé toho jsou pro pouziti podle tohoto vynalezu vhodné polymerni dispergujici
¢inidla, zahmujici polymerni karboxylaty a polyethylenglykoly. Nenasycené monomerni
kyseliny, které mohou byt polymerizovany za vzniku vhodnych polymernich polykarboxylata
zahrnuji  kyselinu  akrylovou, kyselinumaleinovou (nebo maleinanhydrid), kyselinu
fumarovou, kyselinu itakonovou, kyselinu akonitovou, kyselinu mesakonovou; kyselinu
citrakonovou a kyselinu methylenmalonovou. Obzvlasté vhodné polymermi polykarboxylaty
mohou byt odvozeny od kyseliny akrylové. Tyto polymery zaloZené na kyseliné akrylové,
uzite¢né podle tohoto vyndlezu, jsou vodo-rozpustné soli polymerizované kyseliny akrylové.
Primérna molekulova hmotnost téchto polymerti v kyselé formé se s vyhodou pohybuJ:e od
asi 2000 do 10000, vyhodnéji od asi 4000 do 7000 a nejvyhodnéji od 4000 do 5000. Vodo-
rozpustné soli téchto polymera kyseliny akrylové mohou zahrnovat, napf. soli alkalickych
kovii, amonné a substituované amonné soli. Vhodné polymery tohoto typu jsou znamé
materialy. Pouziti polyakrylatd tohoto typu v detergentnich pfipravcich bylo popsano napf.
v U. S. Patent 3,308,067.

Kopolymery akrylové/maleinové kyseliny mohou byt také pouzity jako pfeferované
slozky dispergujicich ¢inidel a ¢inidel zabrarujicich opétnému usazeni dispergované Spiny.
Takovéto materialy zahrmuji vodo-rozpustné soli kopolymert akrylové a maleinové kyseliny.
Primérma molekulovd hmotnost téchto kopolymerti v kyselé formé se s vyhodou pohybuje

v rozmezi od asi 2000 az 100000, vyhodné&ji od 5000 do 75000, nejvyhodnéji od 7000 do



107 B

65000. Pomér akrylatovych a maleinovych segmentti v téchto kopolymerech se bude obecnd
pohybovat od asi 30:1 do asi 1:1, vyhodngji od asi 10:1 do 2:1. Vodo-rozpustné soli téchto
kopolymerti akrylové a maleinové kyseliny mohou zahrnovat napf. soli alkalickych kovi,
amonné a substituované amonné soli. Rozpustné kopolymery akrylové a maleinové kyseliny
tohoto typu jsou znamé materialy v oboru, které jsou popsany v evropské patentové piihlasce
&. 66915, publikované 15. prosince 1982, stejné jako v EP 193,360, publikované 3. zati 1986,
které také popisuji tyto polymery zahrnujici hydroxypropylakrylat. Dalsi uZite¢né dispergani
inidla zahmuji terpolymery maleinové kyseliny/akrylové kyseliny/vinylalkoholu. Tyto
materialy jsou také popsiny v EP 193,360, véetné napt. 45/45/10 terpolymeru akrylové
kyseliny/maleinové kyseliny/vinyl alkoholu.

Dalsi polymerni material, ktery mtize byt zahmut je polyethylenglykol (PEG). PEG
muzZe vykazovat udinky dispergujiciho ¢inidla stejné jako napoméhd odstraflévéni $piny a
jejimu opétnému usazovani. Typické molekulové hmotnosti se pohybuji v rozsahu od asi 500
do 100000, s vyhodou od asi 1000 do asi 50000, vyhodnéji od asi 1500 do 10000.

Mohou byt pouzita polyaspartitova a polyglutamatova dispergacni €inidla, obzvlasté
ve spojeni se zeolitovymi plnidly. Dispergujici €inidla jako jsou polyaspartat maji s vyhodou
molekulovou hmotnost (primér) kolem 10000.

Cinidla uvoliiujici $pinu .

P¥ipravky podle tohoto vynalezu mohou ptipadné zahrnovat jedno nebo vice Cinidel
uvoltiujicich $pinu. Jsou-li pouZity, budou tato ¢inidla zahrnovat kolem 0,01 %, s vyhodou od
asi 0,1 %, vyhodnéji od asi 0,2 % do asi 10 %, s vyhodou do 5 %, vyhodnéji do asi 3 %
hmotnosti pfipravku. Nikoliv limitujici pfiklady vhodnych ¢inidel uvolﬁujicich $pinu _jsou
popsany v U. S. Patent 5,728,671, 5,691,298, 5,599,782, 5,415,807, 5,182,043, 4,956,447,
4,976,879, 4,968,451, 4,925,577, 4,861,512, 4,877,896, 4,771,730, 4,711,730, 4,721,580,
4,000,093, 3,959,230 a 3,893,929 a evropské patentové piihlasce 0 219 048.

Dalsi vhodna ¢inidla uvolfiujici $pinu jsou popsany v U. S. Patent 4,201,824,
4,240,918, 4,525,524, 4,579,681, 4,220,918 a 4,787,989, EP 279,134 A, EP 457,205 A av DE
2,335,044,

Chelatujici ¢inidla

Piipravky podle tohoto vynalezu mohou také obsahovat chelatujici ¢inidla, ktera slouzi
k chelataci alkalickych kovii a kovovych neéistot, které by jinak vedly k deaktivaci béliciho
¢inidla. Uzite¢na chelatyjici &inidla mohou zahrnovat aminokarboxylaty, fosfopéty,

aminofosfonaty, polyfunkéné substituované aromatické chelatujici Cinidla a jejich smési.

[ XXX
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Dal3i ptiklady vhodnych chelatujicich ¢inidel a koncentraci jejich pouZiti jsou.popsany v U
S. Patent 5,705,464, 5,710,115, 5,728,671 a 5,576,282. ‘

Pripravky podle tohoto vynalezu také obsahuji vodo-rozpustné soli nebo kyselé formy
methylglycin dioctové kyseliny (MGDA) jako chelant nebo koplnidlo uZite¢né napf.
nerozpustnymi plnidly typu zeolity, vrstvené silikaty a pod. ‘

Jsou-li pouZita, chelatujici ¢inidla budou obecné predstavovat od asi 0,1 % do asi 15
%, vyhodnéji od 0,1 % do asi 3,0 % hmotnosti detergentniho pfipravku podle tohoto
vynalezu.

Cinidla potladujici p&néni

Dalsi vhodné ingredience jsou ¢inidla potlacujici vznik pény, jejichZ ptiklady zahrnuji
silikony a smési silikonti. Pfiklady Cinidel potlacujicich vznik pény jsou uvedeny v U. S.
Patent 5,707,950 a 5,728,671. Tato ¢inidla pro potladeni pé€nivosti jsou obvykle pouzity
v koncentracich od 0,001 % do 2 % hmotnosti pfipravku, s vyhodou od 0,01 % do 1 %
hmotnosti.

Zmekcyjici Einidla

Do pracich prostfedki podle tohoto vynalezu mohou byt také zahrnuty zmékcéovadla
latek. Anorganicka zmékcujici ¢inidla jsou napf. smektické jily popsané v GB-A-1 400 898 a
U. S. 5,019,292. Organicka zmékc¢ujici €inidla zahrnuji vodo-rozpustné tercidlni aminy jak je
popsano v GB-A-1 514 276 a EP-B-011 340 a jejich kombinace s Cy, az Cy4 kvarternimi
amonnymi solemi jsou popsany v EP-B-026 527 a EP-B-026 528 a amidy se dvéma dlouhymi
fet€zci podle popisu vEP-B-0 242 919. Dalsi uZiteéné organické slozky systémi
zmékcujicich tkaniny zahrnuji vysokomolekulami polyethylenoxidové materiél); podle popisu
v EP-A-0299 575 a0 313 146.

Obzvlasté vhodna ¢inidla zmék¢ujici tkaniny jsou popsany v U. S. Patent 5,707,950 a
5,728,673.

Koncentrace smektickych jilti jsou normaln€ v rozsahu od 2 % do 20 %, vyhodnéji od
5 % do 15 % hmotnosti, pfi¢emZ se material pfidaval ve formé na vzduchu suSeného
materidlu ke zbytku piipravku. Organicka €inidla pro zmékCovani latek, jako jsou vodo-
nerozpustné tercidlni aminy nebo amidy se dvéma dlouhymi alkalickymi fetézci jsou
zabudovany v koncentracich od 0,5 % do 5 % hmotnosti, normalné od 1 % do 3 % hmotnosti,
zatimco vysokomolekularni polyethylenoxidové materidly a vodo-rozpustné kationické
materialy se pfidavaji v koncentracich od 0,1 % do 2 %, normalné od 0,15. % do 1,5 %

hmotnosti. Tyto materidly se normalné pfidavaji ke sprejovanim usuSené casti pripravku,
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ackoliv v nékterych pifipadech miiZze byt pohodIngjsi piidavat je jako suché michané Castice
nebo sprejovany jako roztavena kapalina na dalsi tuhé slozky pfipravku. ‘

Biodegradovatelné kvartérni amonné slou¢eniny podle popisu v EP-A-040 562 a EP-
A-239 910 byly prezentovany jako alternativy k tradi¢né pouzivanym amonium chloridim
popi. amonium methylsulfatim se dvéma dlouhymi alkyly. |

Nikoliv vyCerpéavajici piiklady aniontd kompatibilnich s funkci zmék&ovace pro
kvarterni amonné soli a aminové prekursory zahrnuji chlorid a methylsulfat.

Inhibitory pfenosu barviva

Detergentni pfipravky podle tohoto vyndlezu mohou také zahrnovat slou¢eniny pro
inhibici pfenosu barev (rozpusténych popf. suspendovanych) z jedné latky na druhou béher_n
praciho procesu popiipadé béhem kondicionujici operace barvenych tkanin.

Polymerni ¢inidla branici pfenosu barev

Detergentni pfipravky podle tohoto vynalezu mohou také zahrnovat od 0,001 % do 10
%, s vyhodou od 0,01 % do asi 2 %, vyhodné&ji od 0,05 % do 1 % hmotnosti polymerniho
¢inidla braniciho pfenosu barev. Zminéna polymerni ¢inidla branici pfendsu barev jsou
normalné zabudovany do detergentniho pfipravku za i¢elem inhibice barev z jedné tkaniny na
druhou. Tyto polymery maji schopnost komplexovat nebo adsorbovat nestalé barvy vymyté
ven z tkaniny pred tim, nez dojde k usazeni barev na jiném kusu pradla.

Obzvlasté vhodna polymerni €inidla pro inhibici pfenosu barev jsou polyamin N-
oxidové polymery, kopolymery N-vinylpyrrolidonu a N-vinylimidazolu,
polyvinylpyrrolidonové polymery, polyvinyloxazolidony a polyvinylimidazoly a jejich smési.
Ptiklady téchto ¢inidel zabrafiujicich pfenosu barev jsou popsany v U. S. Patent 5,707,950 a
5,707,951.

Dal$i vhodna ¢inidla inhibujici pfenos barev zahrnuji (vycet neni Uiplny) zesitované
polymery. Zesitované polymery jsou polymery, jejichZ hlavni fetézce jsou navzijem
propojeny do urcitého stupné; tato propojeni mohou byt chemické nebo fyzikalni povahy,
pravdépodobné s aktivnimi skupinami na skeletu nebo na rozvétveni; zésitované polymery
byly popsany v Journal Polymer Science, vol. 22, str. 1035-1039.

V jednom provedeni vynalezu jsou zesitované polymery udé€lany tak, aby tvofily troj-
dimensionalni rigidni strukturu, kterd muize zachycovat barvivo ve vytvofenych porech,
vzniklych trojdimensionalni strukturou. V dal§im provedeni zesitované polymery zachycuji
barvivo pomoci bobtnani. Tyto zesitované polymery jsou popsany v dosud nevyfizené

evropské patentové prihlasce 94870213.9.

cees
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Pfidavek téchto polymert také zesiluje i¢inky enzymi podle tohoto vynélezu.
Uprava pH a pufry

Mnohé detergentni a &istici prostfedky podle tohoto vynalezu budou pufrovany, to
znamena, Ze jsou relativné rezistentni ke zménam pH v pfitomnosti kyselych znecisténi.
Ovsem, jiné pfipravky podle tohoto vyndlezu mohou mit vyjimeéné nizkou pufrovaci
kapacitu nebo mohou byt v podstaté nepufrovany. Techniky kontroly a zmény pH pii
doporucenych uzitnych koncentracich obecné zahrnuji pouZiti nejen pufrd, ale také dalSich
alkalii, kyselin, systému na skokovou zménu pH, dvojitych oddélenych nadob a pbd., a jsou
velmi dobfe znami odbornikiim v oboru.

Preferované ADD pfipravky podle tohoto vynalezu zahrnuji slozky pro upravu pH,
vybrané zvodo-rozpustnych alkalickych anorganickych soli a vodo-rozpustna organicka
pojidla jak jsou popsany v U. S. Patent 5,705,464 a 5,710,115. .
Cinidla pro pé&i o materiél

Preferované ADD pfipravky mohou obsahovat jedno nebo vice Cinidel pro péci o
materidl, kterd jsou u¢inna jako inhibitory koroze a/nebo ¢inidla proti matnému zakalu podle
popisu v U. S. Patent 5,705,464, 5,710,115 a 5,646,101.

Jsou-li pfitomna, tato ¢inidla pro ochranu materiala jsou s vyhodou zahrnuta v nizkych
koncentracich od asi 0,0l % do asi 5 % ADD pfipravku.

Dalsi materialy

Detersivni ingredience nebo pfidavné materialy pfipadné zahmuté v piipravcich podle
tohoto vynalezu mohou obsahovat jeden nebo vice materiali pro asistovani-nebo zesileni
Sisticiho idinku, pro zpracovani &isténého substratu nebo jsou uréeny pro estetické vylepseni
piipravku. Doplitkkové latky, které mohou byt také obsazeny v piipravku v koncentracich
obvyklych v oboru pro dany typ sloucenin; dopliikové materialy predstavuji obecné od 30 %
do asi 99,9 %, s vyhodou od 70 % do asi 95 % hmotnosti pfipravku, zahrnuj'i dalsi aktivni
slozky jako jsou tfeba nefosfatové pojidla, barevné skvrny, protimatové a protikorozni ¢inidla,
barvy, plniva, germicidy, zdroje alkalinity, hydrotropy, anti-oxidanty, parfémy, rozpoustéci
¢inidla, nosice, procesni latky, pigmenty a ¢inidla pro kontrolu pH podle popisu v U. S. Patent
5,705,464, 5,710,1 15; 5,698,504, 5,695,679, 5,686,014 a 5,646,101.

Zpusoby &isténi

Kromé zde popsanych zpisobti ¢isténi tkanin, nadobi a dalSich tuhych povrchi a éés;d

téla pfi osobni hygiené, obsahuje také proces pfedzpracovani tkaniny, ktera byla poskvrnéna

nebo zaSpinénd, zahrnujici kontakt zminénych skvrn svysoce koncentrovanou formou

eqee
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Cisticiho prostfedku pfed samotnym pranim této tkaniny s vyuZitim konvenéniho vodného
praciho roztoku. Vyhodné, Cistici prostfedky zistavaji v kontaktu se $pinou nebo skvmou po
dobu 30 sekund az 24 h pfed tim, neZz je tkanina vyprana obvyklym konvenénim
zptusobem.Vyhodnéji zpracovani pfedem bude trvat od 1 do 180 minut.

Nésledujici ptiklady jsou minény jako piiklady pfipravki podle tohoto vyndlezu,
oviem nejsou nezbytné zamysleny jako limitujici z hlediska rozsahu tohoto vynalezu.

Ve vSech nasledujicich piikladech Proteaza oznaduje protedzovou variantu zahrnujici
substituci aminokyselinového zbytku s jinym pfirodnim aminokyselinovym zbytk&n Vv pozici
odpovidajici poloham 101G/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K  subtilisinu
Bacillus amyloliquefacience. Protedza miZe byt substituovéna s libovolnou dal3i proteazovou
variantou podle tohoto vynalezu s prakticky podobnymi vysledky v nasledujicich ptikladech.

V prikladec disticich prostiedkid podle tohoto vynalezu, konentrace protedzového
enzymu je vyjadfena jako &isty enzym ku celkové hmotnosti pfipravku, koncentrace jinych
enzymu je vyjadiena hmotnosti surového materialu k celkové hmotnosti piipravku pokud neni
specifikovano jinak, ostatni ingredience jsou vyjadfeny na celkovou hmotnost piipravku.

Ve vSech nasledujicich piikladech oznauje Amyldza amylazovou variantu podle
tohoto vynalezu.

V nasledujicich piikladech jsou pouzity zkratky, které jsou znamé odbornikiim

v oboru.



Piiklady provedeni vynélezu

Priklady 1-7

Kapalné &istici prostfedky na pevné povrchy
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. Priklad cislo
Stozka ] 2 3 4 5 6 7
Protedza ' 0,05 0,05 0,20 002 0,03 0,10 0,03
Proteaza? - - - . - 0,20 '0’]
Amylaza® " - 0,002 0,002 0,0005 0,04 0,0008 0,005
Chelant** - - - 290 290 * - -~
Citrat - - - - - 2,90 2,90
LAS - 1,95 - 195 - 195 . -
AS 2,00 - 2,20 - 2,20 - 2,20
AES 200 - 2,20 - 2,20 - 2,2
Aminoxid 0,40 - 0,50 - 0,50 - 0,50
Hydrotrop - 1,30 - 1,30 - 130 . -
Rozpoustédio *** . 6,30 6,30 6,30 6,30 6,30 6.30
Voda a minority doplnit na 100 %

*Proteaza jina neZ protedza' véetnd daliich protedz uzite¢nych podle tohoto vynalezu

**Nay ethylendiamindioctova kyselina

***Diethylenglykolmonohexylether

**** VSechny formulace jsou adjustovany na pH 7

V piikladech 6 a 7, libovolné kombinace proteazovych enzymu uZziteénych podle

tohoto vynalezu, jsou substituovany za Prote4zu' a Protedzu’, s v podstaté stejnymi vysledky.
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Priklady 2-7 Prikiad &islo:
Ptipravky na myti nadobi 5 3 4 5 6 7
Protedza 005 050 002 040 0,10 0,03
Protedza?® - - - - 0,40 0,1
Amylaza s 0,002 0,002 00005 004 00008 0,005
TFAA | 09 09 09 09 09 090
AES 1200 12,00 12,00 12,00 1200 12,00
2-methylundekanova kyselina 450 450 - 4,50 4,50 -
C12 ethoxy (2) karboxylét 450 450 450 450 450 4,50
C12 alkoholethoxyl4t (4) 300 3,00 300 300 3,00 3,00
Aminoxid 300 300 3,00 3,00 3,00 3,00
Hydrotrop 200 200 200 2,00 2,00 2,00
Ethanol 400 400 400 400 400 4,00
Mg (jako MgClI2) 020 020 020 020 020 0720
Ca** (jako CaCl2) 0,40 040 0,40 0,40 0,40 0,40

Voda a minority #s+»

doplnit do 100 %

*Prote4za jina nez protedza' vietné dalSich zde popsanych protedz uZite¢nych podle tohoto

vynalezu

**** VSechny formulace jsou adjustovany na pH 7

V ptikladech 6 a 7, libovolné kombinace protedzovych enzymt uziteSnych podle

tohoto vynalezu, jsou substituovany za Protedzu’ a Protedzu’, s v podstaté stejnymi vysledky.

Piiklad 8

Piipravek na myti nadobi (A & B ADW, C kapalina)

Slozka

STPP

Citrat

Natrium polyakrylat (MW 4500)
Acusol 480 N

Uhlic¢itan draselny

Uhliéitan sodny

2.1r K silikat

2.0r Na Silikat

A
17,5

0,80

8,30

3,99
2,00

15,0

5,10

8,50
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3.2r Na silikat 5,18 - -

tristearat hlinity 0,10 - -
neionicky surfaktant - 2,50 -
NaAE0.6S - - 24,70
glukosamid - - 3,09
C10E8 - - 4,11
Betain - - 2,06
aminoxid - _ - 2,06
hoi¢ik jako oxid - - 0,49
hydrotrop - - 4,47
natrium hypochlorit jako AvCl, 1,15 - -
Amylaza' 0,002 0,03 0,005
Proteaza' 0,01 0,43 0,05

Doplnéno na 100 %

Priklad 9
Kapalné prostfedky na myti nadobi (obzvlasté vhodné do japonskych podminek)

Slozka A B
AE1.45 24,69 24,69
N-kokoyl-N-methylglukamin 3,09 3,09
aminoxid 2,06 2,06
betain 2,06 2,06
neionicky surfaktant - 4,11 4,11
hydrotrop 447 - 447
hot¢ik 0,49 0,49
ethanol 7,2 7,2
LemonEase 0,45 0,45
Geraniol/BHT - 0,60/0,02
Amylaza’ 0,03 0,005 -
Protedza' 0,01 0,43

Doplnéno na 100 %



Priklad 10
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Granularni pfipravky na automatické prani pradla

Slozka
kyselina citronova
citrat

akrylat/methakrylat kopolymer

kyselina akrylova/kyselina maleinova kopolymer

za sucha pfidany uhli¢itan
silikat alkalickych kovi
parafin

benzotriazol

Amylaza®

Proteaza'

Peroxyuhli¢itan (AvO)
peroxyboritan monohydrat
peroxyboritan tetrahydrat

tetraacetylethylendiamin

diethylentrieminpentamethylfosfore¢n4 kys.

(Mg stil)

alkylethoxysulfét -3 krat ethoxylovany

alkylethoxypropoxyneionicky surfaktant

¢inidlo proti pénéni

Olin SLF18 neionicky surfaktant

Sulfat

Piiklad 11

A
15,0
4,0
6,0

9,0
8,5

1,6
0,2
1,5

3,8
0,13

3,0

2,0

LX)

29,0

3,7

17,0
0,5
0,3
1,6
0,1

0,3
0,9
4.4
0,13

1,5

doplnéno na 100 %

esse
sece e
se

15,0
6,0

20,0
9,0
1,6

0,06

1,5

0,13

2,0
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Kompaktni detergentni pfipravky A az F na myti nadobi s vysokou hustotou (0,96 kg/l) podle

tohoto vynalezu:

Slozka A B C D E F
STPP - 51,4 514 - . 443
Citrat 1705 |- - 49,6 40,2 -
Karbonat 17,50 14,0 20,0 8,0 33,6
Hydrogenuhlicitan - - - 26,0 - -
Silikat 14,81 15,0 8,0 - 25,0 3,6
Metasilikat 2,50 4,5 4,5 - - -
PBI 9,74 7,79 7,79 - - -
PB4 . - - 96 - -
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Peroxyuhli¢itan - . . - 11,8 48
Neionicky {200 1,50 1,5 |26 1,9 59
TAED 2,39 - - 38 - 14
HEDP 1,00 - - - - -
DETPMP 065 |- - - - -
Mn TACN - - - - 0,008 |-
PAAC - 0,008 10,008 |- - -
Parafin 0,50 0,38 0,38 0,6 - -
Proteaza' 0,1 0,06 0,05 0,03 0,07 0,01
Amylaza® 1,5 15 s |26 2,1 08
BTA 0,30 0,22 0,22 03 03 - 103
Polykarboxylat 6,0 - . . 42 0.9
Parfém 02 log2  log2 o2 0,2 02
Siran / voda 20,57 1,97 2,97 3,6 4.5 3,9
_pH (1% roztok ) 11,0 11,0 11,3 9.6 10,8 10,9

Piiklad 12

Priklady granulamich detergentnich piipravki na myti nadobi A aZ F o hustoté 1,02 kg/l podle

tohoto vynalezu:

Slozka A B C D E F
STPP 30,00 335 279 |2962 |338 22,0
Uhlicitan 30,50 130,50 |305 23,00 |345 45,0
Silikat {740 [7,50 12,6 13,3 32 |62
Metasilikat . 45

Peroxyubhlic¢itan . . - 4.0

PB! 44 4,5 4,3 - - '
NaDCC - - 2,00 ; 0,9
Neionicky 10 0,75 1,0 19 |07 05
TAED 1,00 - - 0,9

PAAC - 0,004 - -

Parafin 025 10725 - -
Proteéza' 0,05 0,06 0,025 {01 0,02 0,07
Amylaza® 0,38 0,64 046 |- 0.6

BTA 0,15 0,15 - - 0,2
Parfém 0,2 0.2 005 |o, 0.2
Siran/voda 12345 |1687 12226 3008 |21.7 254
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Piiklad 13
Tabletové detergentni piipravky A az H podle tohoto vynalezu jsou piipravovaay
kompresi granuldrniho detergentniho pfipravku pii tlaku 13 KN/cm? s vyuZitim standardniho

dvanactihlavého rotujiciho lisu:

Slozky A |B |cC D E F G H
'STPP 1- la8s|s47 |382 |- 524 1561 |36,0
Citrat 200 (- |- - 1359 |- ; -
Karbonat 200050 |140 [154 |80 230 1200 |280
Silikat 150 1148 1150 1126 |234 |29 43 |42
Proteaza’ 0,05 1009 1005 1003 {006 [003 [003 |01
Amylaza® LS L5 11,5 1085 [19 0,4 21 |03
PB) 143 178 (11,7 122 |- - 6,7 |85
PB4 : . - - - 28 |- 34 |-
Peroxyuhli¢itan - - - - . 10,4 . -
Neionicky 1,5 120 {20 22 11,0 42 40 |65
PAAC - - U,016 | 0,009 |- - - -
MnTACN - - ; - 0,007 |- - -
TAED 27 |24 |- - - 2,1 07 |16
HEDP 10 |- - 0,93 |- 0,4 02 |-
DETPMP 07 |- |- - . - - -
Parafin 04 105 105 fos55 |- - 05 |-
BTA 02 103 |03 033 |03 0,3 03 |-
Polykarboxylat 40 |- - - 49 0,6 0,8 -
PEG - - } . 20 |- |20
Glycerin - - - - - 0.4 - 0,5
Parfém - - - 0,05 {020 {02 02 |02
Siran/voda 174 {1471- 11574 |- - - . {13
hmotnosttablety | 205 |25 |20g | 30¢ 182 [20g [25g |240
H (1% roztok ) 10,7 110,6 1 10,7 | 10,7 1019* 11,2 11,0 |108
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Priklad 14

Ptipravek pro automatické myti nadobi ve tvaru tablety s vyplni

Slozka A (% R.M.) B (gR. M) C(gR. M)
Téleso tablety '
uhligitan sodny 15,348 3,500 5,25
STPP (12 % H20) 46,482 10,600 9,03
Gran HEDP 0,789 0,180 0,28
SKS 6 6,578 1,500 2,25
silikat 7,016 1,600 1,65
PBI 10,743 2,450 13,68
Termamyl 2x PCA 0,491 0,112 0,17
Savinaza 0,526 0,120 0,18
Plurafac 3,508 0,800 0,9
BTA 0,263 0,060 0,09
PEG | 1,140 0,260 .
PEG 4000 - - 0,39
Winog 0,439 0,100 -0,15
Parfém 0,101 0,023 0,01
Vypli

kyselina citronova 0,987 0,225 0,23
hydrogenuhligitan 2,600 0,593 10,59
Sandolan EHRL barvivo 0,007 0,0017 0,0017
PEG 400/4000 0,395 0,090 -
PEG 400 - - 0,02
PEG 4000 | - - 0,08
Prote4za' 0,05 0,268 0,27
Amyliza® 1,412 0,322 .0,32

Granularmni pfipravek na ¢iSténi tkanin

Granuldrni pfipravek na ¢iSténi tkanin podle tohoto vynédlezu obsahuje w&inné
mnoZstvi jednoho nebo vice proteazovych enzymi, s vyhodou od asi 0,001 % do asi 10 %,
vyhodnéji od asi 0,005 % do asi 5 %, jesté vyhodngji od asi 0,01 % do asi 1 % hmotnosti
proteazového enzymu na hmotnost pfipravku (viz. U. S. Patent 5,679,630, Priklady).
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Priklad 15

Granularni ptipravek na ¢isténi tkanin

Slozka A
Protedza' 0,10
Protedza® -
Amylaza® 0,002
Ci3 linearni alkylbenzensulfonat 22,00
Fosfat (jako tripolyfosfat sodny) 23,00
Uhli¢itan sodny 23,00
Silikat sodny 14,00
Zeolit 8,20
Chelant (diethylentriaminpentaoctova 0,40
kyselina)

Siran sodny 5,50
Voda

Piiklad &islo:
B

0,20

0,0005

22,00

23,00

- 23,00

14,00
8,20
0,40

5,50

C

0,03
0,2
0,04
22,00 -
23,00
23,00
14,00
8,20 |
0,40

5,50

doplnéno na 100 %

0,05
0,15
0,005
22,00
23,00
23,00
14,00
8,20
0,40

5,50

*Protedza jin4 nez 'Protedza véetng dalsich proteaz uzite¢nych podle tohoto vynalezu.

V piikladech 15C a D miiZe byt namisto Proteazy' a Protedzy’ pouzita libovolna

kombinace proteazovych enzymi uZite¢nych podle tohoto vyndlezu, pfi¢emz vysledky jsou

v podstaté stejné.

Piiklad 16

Granularni pfipravek pro ¢isténi tkanin

Slozka A
Proteéza’ 0,10
Protedza’ -
Amyléza® 0,002

C)2 linearni alkylbenzensulfonat 22,00

Priklad &islo:
B
0,20

0,0005

. 22,00

0,03
0,2
0,04
22,00

0,05
0,15
0,005
22,00
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2-butyloktanova kyselina 4,00 4,00 4,00 4,00
C12-Ci4 sekundarni (2,3 )alkylsulfat 5,00 5,00 5,00 5,00
sodna stil

Citrat sodny 5,00 5,00 5,00 5,00
Opticky zjasiiovad 0,10 - 0,10 0,10 0,40
Siran sodny 17,00 17,00 17,00 17,00
Plnidlo, Voda, minority doplnéno na 100 % |

*Protedza jina nez 'Protedza véetné dalSich proteaz uzite¢nych podle tohoto vynalezu.
V piikladech 16C a D miiZe byt namisto Protedzy' a Protedzy® pouzita’ libovolna
kombinace proteéZO\)}'lch enzymu uzite¢nych podle tohoto vynalezu, pfiemz vysledky jsou

v podstaté stejné.

Ptiklad 17

Granularni pfipravek na ¢isténi tkanin

Piiklad ¢islo:
Slozka A B
Linearni alkylbenzensulfonat 114 10,70
Lij alkylsulfat 1,80 2,40
Ci4-Cs alkylsulfat 3,00 3,10
C14-C;s alkohol 7krat ethoxylovany 4,00 4,00
Lijalkohol 11krat ethoxylovany 1,80 1,80
Dispergant 0,07 0,1
Silikonova kapalina 0,80 0,80
Citrét trisodny 14,00 15,00
Kyselina citronova 3,00 2,50
Zeolit 32,50 32,10
Maleinova kys/akrylova kys. kopolymer 5,00 5,00
Diethylentriaminpentamethylen fosfore¢na 1,00 0,20

kyselina



Proteza’

Lipaza

Amylaza’

Silikat sodny

Siran sodny
Polyvinylpyrrolidon
Peroxyborat
Fenolsulfonat
Peroxidaza

Minority

Piiklad 18

Granularni piipravky na ¢isténi tkanin

Slozka

sodny linearni C;; alkylbenzensulfonat

Siran sodny

Zeolit A

Nitrilotriacetat sodny
Polyvinylpyrrolidon
Tetraacetylethylendiamin
Kyselina borita
Peroxyboritan
Fenolsulfonat

Protedza’
Amylaza®

Plnidla (napf. silikaty, uhli¢itany,

parfémy, voda)

121

0,1

0,36

0,30

2,00

3,50

0,30

0,5

0,1

0,1

az do 100

Piiklad ¢islo:
A

6,5

15,0

26,0

5,0

0,5

3,0

4,0

0,5

0,1

0,02
0,005

az do 100

0,01
0,40
0,30
2,50
5,20
0,50
1

0,2

0,1
az do 100

8,0
18,0
22,0
5,0
0,7
3,0

1

0,2
0,05
0,002
az do 100
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Priklad 19

Kompaktni granularni pfipravek na ¢isténi tkanin

Slozky

Alkylsulfat

Alkylethoxysulfat

Smeés C25 a C45 alkohol 3-krat az 7-krat ethoxylovany
Amid polyhydroxymastné kyseliny

Zeolit

Vrstveny silikat/citrat

Uhli¢itan

Maleinova kyselina/akrylova kyselina kopolymer
Polymer uvoliujici §pinu
Karboxymethylcelul6za
Poly(4-vinylpyridin)-N-oxid

Kopolymer vinylimidazolu a vinylpyrrolidonu
PEG2000

Prote4za’

Lipaza

Celulaza

Amylaza®

Tetraacetylethylendiamin

Perkarbonat

Ethylendiamindijantarova kyselina

Potlacovac pénéni

Disodna siil 4,4°-bis(2-morfolino-4-anilino-s-triazin-6-
ylamino)stilben-2,2’-disulfonatu

Disodna siil 4,4°-bis(2-sulfostyril)bifenylu

Voda, Parfém a minority

Hmotnostni %

8,0
2,0
6,0
2,5
17,0
16,0
7,0
5,0
0,4
0,4
0,1
0,1
0,2
0,03
0,2
0,2
0,005
6,0
22,0
0,3
3,5
0,25

0,05
doplnit do 100
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Priklad 20

Granulérni pfipravek na ¢isténi tkanin

Slozky

Linearni alkylbenzensulfonat

C16-Ci3 alkylsulfat

Ci4 a Cy5 alkohol 7-krat ethoxylovany
Kokoalkyldimethylhydroxyethylamonium chlorid
Disperzant

Silikonova kapalina

Citrat trisodny

Zeolit 4A

Maleinova kyselina/akrylova kyselina kopolymer
Diethylentriaminpentamethylenfosfore¢na kyselina
Peroxyboritan

Tetraacetylethylen diamin

Smekticky jil

Poly(oxyethylen) (MW 300,000)

Proteédza’

Lipaza

Amyléza’

Celulaza

Silikat sodny
Uhli¢itan sodny
Karboxymethylcelul6za
Zjasnovace

Voda, parfém a minority

Hmotnostni %

7,6
1,3
4,0
1,4
0,07
0,8
5,0
15,0
4,0
0,4
15,0
5,0
10,0
0,3
0,02
0,2
0,3
0,2
3,0
10,0
0,2
0,2
doplnit do 100
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Priklad 21

Granularni piipravek na ¢isténi tkanin

Slozky

Linearni alkylbenzensulfonat
Lijalkylsulfat

C14 a Cy5 alkohol 7-krat ethoxylovany

Ci2 a C;;5 alkoholethoxysulfat 3-krat ethoxylovany
Kokoalkyldimethylhydroxyethylamonium chlorid

Zeolit

Citrat

Uhlicitan

Silikat

Maleinova kyselina/akrylova kyselina kopolymer

Diethylentriaminpentamethylenfosfore¢na kyselina

Karboxymethylceluloza

Polymer uvoliiujici $pinu

Proteaza’

Lipaza

Celulaza

Amyléza’

Perborat tetrahydrat

Perborat monohydrat
Tetraacetylethylendiamin
Diethylentriaminpentamethylfosfore¢na kyselina
Siran hore¢naty

Zjasniovad

Parfém, silikon a potlaovace pénéni

Minority

Hmotnostni %
6,92
2,05
4,4
0,16
1,4
20,2
5,5
15,4
3,0
4,0
0,4
0,31
0,30
0,1
0,36
0,13
0,005
11,64
8,7
5,0
0,38
0,40
0,19
0,85
doplnit do 100
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Priklad 22

Granulami pfipravky na ¢isténi tkanin

Slozka A B C
Zékladni slozky granuli

LAS/AS/AES (63/35) 9,95 - -
LAS/AS/AES (70/30) 12,05 7,70
Aluminosilikat 14,06 15,74 17,10
Uhli¢itan sodny 11,86 12,74 13,07
Silikat sodny 0,58 0,58 0,58
NaPAA tuh4 2,26 2,26 1,47
PEG tuhé 1,01 1,12 0,66
Zjasnovace 0,17 0,17 0,11
DTPA - - 0,70 |
Sulfét 5,46 6,64 4,25
DC-1400 deareant 0,02 0,02 0,02
Vihkost 3,73 3,98 4,33
Minority | 0,31 0,49 0,31
BOT nasprejovany

Neionicky surfaktant 0,50 0,50 0,50
Slozky aglomeratt

LAS/AS (25/75) 11,70 - 9,60 10,47
Aluminosilikat 13,73 11,26 12,28
Uhligitan 8,11 6,66 726
PEG 4000 0,59 0,48 0,52
Vlhkost/minority 4,88 4,00 4,36
Funkéni aditiva

Uhli¢itan sodny 7,37 6,98 7,45
Peroxyboritan 1,03 1,03 2,56
AC zakladni povlak - 1,00 -
NOBS - - 2,40

Polymer uvolriujici $pinu 0,41 0,41 0,31



Celulaza

Prote4za'

Amyléza3

AE-vlocky

Kapalina nasprejovana
Parfém

Neionické sprejovani

Miority

Priklad 23

Granulémi prostfedek na ¢isténi tkanin

Surfaktant

-Na LAS

-KLAS

-AS/AE3S

-TAS

-C24AE5

-Genagen

-N-kokoyl-N-methyl

glukamin (lin)

hydroxyethyl amonium chlorid

Pojidlo
-Zeolit
-SKS-6
-Kyselina citronova

Pufr

-Uhligitan
-Hydrogenuhlicitan
-Siran

-Silikat

Polymer

-Akrylova kyselina/maleinova kyselina

kopolymer (Na)
-CMC

126

0,33
0,1
0,002
0,40

0,42
1,00

6,40
6,40
0,08
3,48
1,14
1,00
20,59

10,84
2,00

9,60
2,00
2,64
0,61

1,17

0,45

0,33
0,05
0,005
0,40

0,42
1,00

doplnit do 100

4,39
0,11

1,88
2,82

1,40

13,39

10,78

12,07
2,00

0,16

1,12

0,24

9,90

0,24
0,15

0,04 .

0,29

0,42
0,50



-Polymer
-Hexamethylendiamin tetra-E24

ethoxylat, dikvarternizovany s methyl

chloridem

Enzymy

-Prote4za’

(% Cistého enzymu)
-Celulaza
-Amylélza3

-Lipaza

Bélidlo

-TAED (100%)

-Fenolsulfonat ester N-nonanoyl-6-
aminokapronova kyselina
-Peroxyuhli¢itan

-HEDP

-EDDS

Riazné
-Jable¢né &astice
-Zjastiova¢ 15/49

-Zinec¢ny ftalokyaninsulfonat

-Polydimethylsiloxan s trimethylsilylovou

koncovou blokujici skupinou
-Mydio
-Parfém

CELKEM

127

0,34
1,00

0,03

0,26
0,65
0,27

3,85

16,20
0,48
0,30

0,077/0,014
0,0026
0,25

0,45
100

ssee ‘e
L]

XN X
s00e
*
XY X}

0,18
1,00

0,03

0,26
0,73
0,15

3,50
2,75

18,30
0,48
0,30

2,20 + bicarb.
0,07/0,014
0,0026

0,24

1,00
0,55
100



Piiklad 24

Granularni prostfedek na ¢isténi tkanin

Surfaktant

NaLAS

KLAS

FAS

AS

C25AE3S

AES
N-kokoyl-N-methylglukamin
Genagen

C8-10 dimethylhydroxyethyl
amonium chlorid

Pojidlo

SKS-6

Zeolit

Kyselina citronova

Pufr

Uhli¢itan
Hydrogenuhli¢itan sodny
Siran

Kyselina jable¢na

Silikat

Polymer

Akrylové kyselina/maleinova kyselina

kopolymer (Na)

Hexamethylendiamin tetra-E24 ethoxylat
dikvarternizovany s methylchloridem

Polymer
CMC

Enzymy

Proteaza’

(% cistého enzymu)
Lipaza

Amylaza’®

Celulaza

128

%

6,8
0,9
0,6

0,1
4,2

3,3
17,2
1,5
21,10

15,2

0,1

0,1
0,2

0,02

0,18
0,64
0,13

%

0,4
10,9
0,1
1,5

1,8
1,2
1,0

9,0
18,9

15,0
2,60
5,5

2,9

0,9

0,7

0,1
0,1

0,05

- 0,14

0,73
0,26



Bélidlo

TAED 2,2 2,5
Fenolsulfonat ester N-nonanoyl-6- - 1,96
aminokapronové kyseliny

Peroxyuhliéitan sodny - 13,1
PB4 15,6 -
EDDS 0,17 0,21
MgSO4 0,35 0,47
HEDP 0,15 0,34
Riizné |
Zjasiovac 0,06 0,04
Zine¢ny ftalokyaninsulfonat 0,0015 0,0020
Polydimethylsiloxan s trimethylsilylovou 0,04 0,14
koncovymi blokujicimi skupinami

Mydlo 0,5 0,7
Parfém 0,35 0,45
Tecky 0,5 0,6

Piiklad 25
Granularni detergentni pfipravky pro prani pradla 25 A-C jsou obzvlasté uZitedné

v evropskych prackach a pfipravuji se v souladu s timto vynalezem:

Slozka A B C
LAS 7,0 5,6i 4,76
TAS . - 1,57
C45AS 6,0 2,24 3,89
C25E3S 1.0 0,76 1,18 L
C45E7 : - 2,0
C25E3 40 5,5 -
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QAS 0,8 2,0 20
STPP - -
Zeolit A 25,0 19,5 19,5
kyselina citronova 2,0 2,0 2,0
NaSKS-6 8,0 10,6 10,6
Uhliéitan | 8,0 10;0 8,6
MA/AA 1,0 2,6 1,6
CMC 0,5 04 04
PB4 - 12,7 -
Peroxyuhli¢itan . . 19,7
TAED 31 50
Citrat 7.0 - -
DTPMP 0,25 0,2 0,2
HEDP 0,3 0,3 0,3
QEA ] 0,9 1,2 1.0
Protedza’ 0,02 0,05 0,035
Lipaza 0,15 0,25 0,15
Cellulaza 0,28 0,28 0,28
Amylaza 0’4 0 ,7 0.3
PVPI PVNO 0,4 - 0,1
behdlo " @om) | 15ppm | 27 ppm 27 ppm
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Zjasnovac 1

0,08

0,19

Zjasniovac 2

0,04

_ Parfém

0,3

03

Sumivé granule
{kyselina miécna 40%,
hydrogenuhlic¢itan sodny
40 %, uhli¢itan sodny
20%

15

15

Silikonové protipénivé
¢inidlo

0,5

24

24

Minority/inerty do 100 %

Priklad 26

Nasledujici formulace jsou piiklady ptipravki podle tohoto vynalezu, které mohou byt

bud’ ve formé granuli nebo ve formé tablet.

Slo_ika 26
Zakladni produkt

C45 AS/TAS 3,0

LAS 8,0

C25AE3S 1.0

NaSKS-6 9,0

C25AES/AE3 5,0

Zeolit” A 10,0

SKS-6 (1) (za sucha ptidavany) 2,0

MA/AA 20

citronova kyselina 1,5

EDDS 0,5

HEDP 0,2

PB1 10,0

NACA OBS 2,0

TAED 20

uhli¢itan . |- - 8,0

siran 20

Amyldza’| 03

Lipaza 0.2

Protedza'| 002

Minority (zjastiovac/SRP1/ 0.5
CMC/fotobélidio/MgSO4/
PVPVI/potlacovaé pénfpi/

[ Parfém | 0,5 |




Priklad 27
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Nasledujici granulami prostfedky pro prani pradla 27 A-E jsou obzvlasté uZiteiné

v japonskych prackach a jsou pfipravovany v souladu s timto vynalezem:

Slozka A B C D E
LAS 23,57 | 2357 | 21,67 21,68 2 l’.6;3
FAS 416 4,16 3,83 3,83 3,83
Neionicky surfaktant 3,30 3,50 2,94 3,27 3,27
Sri:ng:::s:z')mefhy' alkyl 047 | 047 | 120 1,20 1,20
SKS-6 7,50 7,50 5,17 5,76 5,06
Polyakrylétoyy' kopolymer (m.h. | ~ 7,03 7,03 14,36 14,36 14,36
11000) (kyselina maleinova/
kyselina akrylova v poméru 4:6)
Zeolit 11,90 | 11,40 | 10,69 11,34 11,34
Uhlicitan 1490 | 1482 | 11,7] 11,18 11,18
Silikat 12,00 | 12,00 | 12,37 12,38 12,38
Proteaza 0,016 0,016 0,046 0,046 0,046
Lipaza B . 0,28 -
Amylaza * - . 0,62 - -
Celulaza - - 0,48 - 0,70
NOBS 3750 375 | 2,70 270 | 2,70
PBI 3,53 - 2,60 - -
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Peroxyghliéitan sodny R 4,21 - 3,16 3,16
SRP 0,52 0,52 0,70 0,70 0,70
Zjasinovac 031 0,31 0,28 0,28 0,50
AE- vioCky 0,17 0,20 0,17 0,17 0,17
Polydimethylsiloxan - - 0,68 0,68 0,68‘
Parfém 0,06 0,06 0,08 - -
Parfém - - - 0,23 0,23
Hydrofobni srazeny oxid kfemiCity | 930 | 0,30 0,30 0,3'0 0,30
PEG4000 0,19 0,19 0,17 0,17 0,17

LMinori-’ty/inerty do 100 %

Kapalné prostfedky pro ¢isténi tkanin

Kapalné prostiedky pro &iSténi tkanin podle tohoto vynalezu s vyhodou zahrnuji

i¢inné mnoZstvi jednoho nebo vice protedzovych enzymi, s vyhodou od 0,0001 % do asi 10

%, vyhodné&ji od 0,001 % do asi 1 % a nejvyhodnéji od asi 0,001 % do asi 0,1 % hmotnosti

aktivniho enzymu na hmotnost pfipravku (Viz. U. S. Patent 5,679,630 Ptiklady).

Priklad 28

Kapalny prostiedek na ¢isténi tkanin

Example No.
Slozka A B C D E
Proteézat 0,05 0,03 0,30 0,03 0,10
Proteaza 2 - - - 0,1 0,20
2
Amylaza 3 '
C12-C14 alkylsulfat sodny 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
2-butyloktanova kyselina 5,00 5,00 5,00 5,00 5.00
7
citrat sodny 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
C10 alkohol ethoxylat (3) 13,00 13,00 13,00 1300 13,00
Monoethanolamin 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50

Voda/propylenglykol/ethanol {100:1:1)

dopinéno na 100 %
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’Proteaza jina neZ 'Protedza v&etné dalich protedz uZite¢nych podle tohoto vynélezu.
V piikladech 28D a E miZe byt namisto Proteazy' a Proteazy” pouzita libovolna
kombinace protedzovych enzymi uZite¢nych podle tohoto vynalezu, pficemz vysledky jsou

v podstaté stejné.

Priklady 29
Kapalné prostfedky na ¢isténi tkanin

Piiklad ¢.
Slozka A B
Ci»-Cy4 alkenyljantarova kyselina 3,0 8,0
Monohydrét kyseliny citronové 10,0 15,0
Sodny C,,-C,s alkylsulfat 8,0 8,0
Sodny sulfat C;,-C;s alkohol 2-krat ethoxylovany - 3,0
C12-Cy;5 alkohol 7-krat ethoxylovany - 8,0
Ci2-Cys alkohol 5-krat ethoxylovany - 80 -
Diethylentriaminpenta(methylenfosfore¢na kyselina) 0,2 -
Kyselina olejova 1,8 -
Ethanol 4,0 4,0
Propandiol 2,0 2,0
Proteza’ 0,01 0,02
Amyléza® ' 0,005 0,002
Polyvinylpyrrolidon 1,0 2,0
Potlaovac pénéni 0,15 0,15
NaOH azdopH 7,5
Peroxyboritan 0,5 1
Fenolsulfonat 0,1 0,2
Peroxidaza 0,4 0,1

Voda a minority doplnit do 100 %
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Priklad 30
Kapalné ptipravky pro ¢isténi tkanin

Slozka

NaLAS (100 %)
Neodol

Citrat

EDDS

Dispergant
Peroxyboritan
Fenolsulfonatovy ester N-nonanoyl-6-aminokapro-
nové kyseliny
Protedza' (% &istého enzymu)
Amylaza®

Carezym
Rozpoustédlo (BPP)
Polymer

Uhli¢itan

FWA 15

TiO,

PEG 8000

Parfém

Potlacovac pénéni
Voda a minority

Priklad 31
Kapalné prostfedky pro ¢isténi tkanin

Slozky
D1 H20
MEA
NaOH
Pdiol

Kyselina citronova

Priklad ¢.

28
16
21,5
6,8
1,2
1,3
12
6

0,03
0,40
0,03
18,5
0,1
10
0,2
0,5
0,4

1,0-1,2

0,06

az do 100 %

Piiklady ¢.
A

38,43

0,48
4,40

4,00

2,50

9,0
1,0
10,0
2,0
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DTPA 0,50 1,0
FWA Premix (Br 15/MEA/NI 23-9) 0,15 0,15
Na C25AE1.80S 23,50 -
AE3S (H) - 4,0
C11.8HLAS 3,00 14,0
Neodol 2,00 6,0
EtOH 0,50 2,0
Ca formiat 0,10 0,10
Borax premix (Borax/MEA/Pdiol/citronova kys.) 2,50 -
C10 APA 1,50 -
TEPA 105 1,20 -
FA C12-18 5,00 -
Neptune LC | 0,50 -
Barvivo 0,0040 0,0015
Celulaza 0,053 0,2
Amylaza® 0,15 0,2
Proteaza' 0,1 0,1
DC 2-3597 0,12 . 0,2
Repkovy FA 6,50 4,0
Voda a minority az do 100 %
Priklady 32

Kapalny ptipravek pro ¢isténi tkanin

Slozka ' 30

NaOH 5,50
Pdiol 6,90
Kyselina citronova 1,50
DTPA 1,50
FWA Premix (Br 15/MEA/NI 23-9) - 0,15
AE3S (H) 2,50
LAS (H) 13,0
Neodol 2,00
EtOH 3,50
Ca formiat 0,10
Kyselina borita 1,00
Jily ' 4,00
Amyléza3 0,15

Protedza 0,02
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*n € se ee .e

Mastné kyseliny 16,50
Voda a minority az do 100 %
Ptiklad 34

Kapalné pfipravky na €isténi tkanin
Nasledujici kapalny ptipravek je obzvlast’ vhodny pro japonské pracky a pfipravuje se
pomoci tohoto vynélezu.

Slozka 34
AE2.58 15,00
AS 5,50
N-kokoyl N-methylglukamin 5,00
Neionicky surfaktant 4,50
Kyselina citronova 3,00
Mastna kyselina 5,00
Baze 0,97
Monoethanolamin 5,10
1,2-Propandiol 7,44
EtOH 5,50
HXS 1,90
Kyselina borita 3,50
Ethoxylovany tetraethylen 3,00
pentaimin

SRP 0,30
Prote4za’ 0,069
Amylaza’ 0,06
Celulaza 0,08
Lipaza 0,18
Zjastiovac 0,10

Minority/inerty do 100 %

Priklad 35
Kapalné ptipravky na ¢isténi tkanin
Nasledujici kapalny pfipravek je obzvlast vhodny pro japonské pra¢ky pro prani

jemného pradla a pfipravuje se pomoci tohoto vynalezu.

Slozka 34
AE2.5S 2,16
AS 3,30
N-kokoyl N-methylglukamin 1,10
Neionicky surfaktant 10,00
Kyselina citronova 0,40
Mastna kyselina 0,70
Baze 0,85

Monoethanolamin 1,01
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1,2-Propandiol 1,92

EtOH 0,24
HXS 2,09
Proteaza' 0,01
Amylaza® 0,06

Minority/inerty do 100 %

Kusové Cistici prostiedky na tkaniny

Kusové &istici prostiedky na tkaniny podle tohoto vynalezu vhodné pro ru¢ni myti
zaSpinénych tkanin typicky obsahuji u¢inné mnoZstvi jednoho nebo vice protedzovych
enzymu, s vyhodou od asi 0,001 % do asi 10 %, vyhodné&ji od asi 0,01 % do asi 1 % hmotnosti
aktivniho proteazového enzymu na hmotnost pfipravku (viz. U. S. Patent 5,679,630 Piiklady).

Piiklad 36

Kusové ¢istici prostiedky na tkaniny

Sioska Piiklady ¢.
ot A B C D
Proteéza 1 0.3 - 0,1 ~ 0,02
Protedza 2 . . 0,4 0,1
Amylaza 3 0,01 0,02 0,002 0,005
C12-C16 alkylsulfat sodny 20,0 20,0 20,0 20,00
C12_C14 N-methylglukamid 50 5,0 50 - 5,00
C11-C13 alkylbenzensulfonat sodny 10,0 10,0 10,0 10,00
uhliCitan sodny 25,0 25,0 25,0 25,00
tripolyfosfat sodny 7,0 7,0 7,0 7,00
Zeolit A (0,1-10) 5,0 5,0 5,0 5,00
Karboxymethylceluléza 0,2 0,2 0,2 0,20
Polyakrylat (m. h. 1400) 0,2 0,2 0,2 0,20
kokosovy monoethanolamid 50 5,0 5,0 5,00
Zjasiiovaé, parfém 0,2 0,2 02 020
CaSO4 1,0 1,0 1,0 1,00
MgSO4 1,0 1,0 1,0 1,00
Voda 4,0 4,0 4,0 4,00
_ Plnidlio * dopinéno do 100 %-

"Mize byt vybran z konven¢nich materiald jako jsou CaCOj, talek, jil, silikaty a pod.
*Prote4za jina neZ Protedza' vEetn& dal3ich proteaz uZite¢nych podle tohoto vynalezu.
V ptikladech 28D a E miize byt namisto Protedzy' a Proteazy’ pouZita libovolna

kombinace protedzovych enzymi uZite¢nych podle tohoto vynalezu, pti¢emZ vysledky jsou
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v podstat¢ stejné.

Zatimco byly popsany konkrétni provedeni pfedmétu vynalezu, bude odbornikiim
v oboru zfejmé, Ze mohou byt provedeny rizné zmény a modifikace aniz bychom se vzdalili
od platnosti a rozsahu vynalezu.

Ptipravky podle tohoto vynéalezu mohou byt vhodné pfipraveny libovolnym procesem
vybranym pracovnikem provadé&jicim formulaci, pfi¢emz nikoliv vyCerpavajici pfiklady lze
nalézt v U. S. 5,691,297 (Nassano et al.) vydaném 11. listopadu 1997, U. S. 5,574,005 (Welch
et al.) vydaném 12. listopadu 1996, U. S. 5,569,645 (Dinniwell et al.), vydaném 29. fijna
1996, U. S. 5,565,422 (Del Greco et al.), vydaném 15. fijna 1996, U. S. 5,516,448 (Capeci et
al.) vydaném 14. kvétna 1996, U. S. 5,489,392 (Capeci et al.) vydaném 6. unora 1996, U. S.
5,486,303 (Capeci et al.) vydaném 23. ledna 1996, které jsou zde vSechny zahrnuty jako
reference.

Kromé vyse uvedenych ptikladi mohou byt istici pfipravky podle tohoto vynalezu
formulovany do vhodnych detergentnich prostfedki na prani pradla, jejichZz nikoliv
vy&erpavajici piiklady lze nalézt v U. S. 5,679,630 (Baeck et al.) vydaném 21. f{jna 1997, U.
S. 5,565,145 (Watson et al.) vydaném 15. fijna 1996, U. S. 5,478,489 (Fred; et al.) vydaném
26. prosince 1995, U. S .5,470,507 (Fred; et al.) vydaném 28. listipadu 1995, U. S. 5,466,802
(Panandiker et al.) vydaném 14. listopadu 1995, U. S. 5,460,752 (Fredj et al.) vydaném 24.
fijna 1995, U. S. 5,458,810 (Fredj et al.) vydaném 17. fijna 1995, U. S. 5,458,809 (Fred) et al.)
vydaném 17. fijna 1995, U. S. 5,288,431 (Huber et al.) vydaném 22. Gnora 1994, které jsou
zde vSechny zahrnuty jako reference.

Zatimco byl detailné popsan vynélez s odkazy na preferovana provedeni a piiklady,
bude odbornikiim v oboru zfejmé, Ze mohou byt provedeny rizné zmény a modifikace aniZ
bychom se vzdalili od platnosti a rozsahu vynalezu, nebot’ vynalez neni omezen pouze popisy

ve specifikacich.

Primyslova vyuzitelnost

Vynalez popisuje nové &istici prostfedky zahrnujici protedzové varianty, vzniklé
substituci aminokyselinovych zbytki ve vybranych polohéch pfirozené se vyskytujiciho
subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens. Tyto d&istici prostfedky jsou vhodné jako praci
prostiedky pro prani pradla, ¢istici prostfedky na myti nddobi nebo prostiedky pro osobni

hygienu.
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Seznam sekvenci

Sekvence ID ¢. 1

His His Asn Gly Thr Asn Gly Thr Met Met GIn Tyr Phe Giu Trp Tyr
1 5 10 15
Leu Pro Asn Asp Gly Asn His Trp Asn Arg Leu Arg Asp Asp Ala Ala
20 25 30
Asn Leu Lys Ser Lys Giy lle Thr Ala Val Trp tie Pro Pro Ala Trp
35 40 - 45
Lys Gly Thr Ser Gin Asn Asp Val Gly Tyr Gly Ala Tyr Asp Leu Tyr
50 55 €0
Asp Leu Gly Glu Phe Asn Gin Lys Gly Thr val Arg Tnr Lys Tyr Gly
65 70 75 80
Tnr Arg Asn Gin Leu GIn Ala Ala Val Thr Ser Leu Lys Asn Asn Gly
85 80 © 95
lle Gin Val Tyr Gly Asp Val Val Met Asn His Lys Gly Gly Ala Asp
100 105 110
Gy Tnr Glu lie Val Asn Ala Val Glu Val Asn Arg Ser-Asn Arg Asn
115 120 125
Gin Gw Thr Ser Gly Glu Tyr Al3 lie Glu Ala Trp Thr Lys Phe Asp
130 135 40
Pne Pro Gly Arg Gly Asn Asn His Ser Ser Phe Lys Trp Arg Trp Tyr
14% 150 185 160
His Phe Asp Gly Thr Asp Trp Asp Gin Ser Arg Gin Leu Gin Asn Lys
165 170 175
lle Tyr Lys Phe Arg Gly Thr Gly Lys Ala Trp Asp Trp Glu Val Asp
180 185 : 190
Thr Giu Asn Gly Asn Tyr Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Asp Va! Asp Met
185 200 205 :
Asp His Pro Glu Val lle His Glu Leu Arg Asn Trp Giy Val Trp Tyr
210 215 220
Thr Asn Thr Leu Asn Leu Asp Gly Phe Arg lie Asp Ala Val Lys His
225 230 235 240
lie Lys Tyr Ser Phe Thr Arg Asp Tro Leu Thr His Val Arg Asn The
245 250 . 255
Thr Gly Lys Pro Met Phe Ala Val Ala Glu Phe Trp Lys Asn Asp Leu
280 265 270
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Gly Ala lie Glu Asn Tyr Leu Asn Lys Thr Ser Trp Asn His Ser Vai
275 280 285
Phe Asp Val Pro Leu His Tyr Asn Leu Tyr Asn Ala Ser Asn Ser Gly-
290 295 300
Gly Tyr Tyr Asp Met Arg Asn lie Leu Asn Gly Ser Val Val Gin Lys
305 310 315 320
His Pro Thr His Ala Val Thr Phe Val Asp Asn His Asp Ser Gin Pro
325 -330 335
Gly Glu Ala Leu Glu Ser Phe Val Gin Gin Trp Phe Lys Pro Leu Ala
340 245 350
Tyr Ala Leu Val ieu Thr Arg Glu Gin Gly Tyr Pro Ser Val Phe Tyr
355 360 365
Gly Asp Tyr Tyr Gly lie Pro Tnr His Gly Val Pro Ala Met Lys Ser
370 375 380
Lys lie Asp Pro leu Leu Gin Ala Arg Gin Thr Phe Ala Tyr Gly Tnr
385 390 395 400
Gin His Asp Tyr Phe Asp His His Asp lie ite Gly Trp Thr Arg Glu
405 410 415
Gly Asr Ser Ser His Pro Asn Ser Gly Leu Ala Tnr lte Met Ser Asp
420 425 430
Gly Pro Gly Giy Asn Lys Trp Met Tyr Val Gly Lys Asn Lys Ala Gly
435 440 445
Gin Val Trp Arg Asp lie Thr Gly Asn Arg Thr Gly Thr Val Thr lie
450 4s5 o 460
Asn Ala Asp Gly Trp Gly Asn Phe Ser Val Asn Giv Giy Ser val Ser
465 470 47% 480
Va! Trp Val Lys Gin
485

ceeace

XX R
see 0



142 o0 .o o L

Sekvence ID ¢é. 2

His His Asn Gly Thr Asn Gly Thr Met Met Gin Tyr Phe Giu Trp His
) 5 10 15
Leu Pro Asn Asp Gly Asn His Trp Asn Arg Leu Arg Asp Asp Ala Ser
20 25 30
Asn Leu Arg Asn Arg Gly lie Thr Ala lle Trp lle Pro Pro Ala Trp
35 40 45
Lys Gly Thr Ser GIn Asn Asp Val Gly Tyr Gly Ala Tyr Asp Leu Tyr
50 55 60
Asp Leu Gly Glu Phe Asn Gin Lys Gly Thr Val Arg Thr Lys Tyr Gly
65 70 75 )
Tnr arg Ser Gin Leu Glu Ser Ala lle His Ala Leu Lys Asn Asn Gly
80 85 20 A 85
val Gin Val Tyr Gly Asp Val Val Met Asn His Lys Gly Gly Ala Asp
100 105 110
Alz Tnr Glu Asn Val Leu Ala Val Glu Val Asn Pro Asn Asn Arg Asn
115 120 125
Gin Giu lie Ser Gly Asp Tyr Thr lle Glu Ala Trp Thr Lys Phe Asp
130 135 140
Pne Pro Gly Arg Gly Asn Thr Tyr Ser Asp Phe Lys Trp Arg Trp Tyr
145 180 155
His Pne Asp Gly Val Asp Trp Asp GIn Ser Arg Gin Pne Gin Asn Arg
160 165 170 175
ile Tyr Lys Phe Arg Gly Asp Gly Lys Ala Trl Asp Trp Giu Vat Asp
180 . 185 190
Ser Giu Asn Gly Asn Tyr Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Asp Val Asp Me:
195 200 205
Asp His Pro Giu Val Val Asn Glu Leu Arg Arg Trp Gly Giu Trp Tyr
210 215 220
Thr Asn Thr Leu Asn Leu Asp Gly Phe Arg lie Asp Ala Val Lys His
225 230 235
lie Lys Tyr Ser Phe Thr Arg Asp Trp Leu Thr His Val Arg Asn Ala
240 . 245 250 255
Thr Gly Lys Glu Met Phe Ala Val Ala Giu Phe Trp Lys Asn Asp Leu
260 265 270

X EN]
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Gly Ala Leu Glu Asn Tyr Leu Asn Lys Thr Asn Trp Asn His Ser Val
275 280 285
Phe Asp Val Pro Leu His Tyr Asn Leu Tyr Asn Ala Ser Asn Ser Gly
290 295 300
Gly Asn Tyr Asp Met Ala Lys Leu Leu Asn Gly Thr Val Val Gin Lys
305 310 315
His Pro Met His Ala Val Thr Phe Val Asp Asn His Asp Ser Gin Pro
320 325 330 335
Gly Glu Ser Leu Glu Ser Phe Val Gin Glu Trp Phe Lys Pro Leu Ala
340 345 350
Tyr Ala Leu lie Leu Thr Arg Glu Gin Gly Tyr Pro Ser Val Phe Tyr
355 360 365
Gly Asp Tyr Tyr Giy lle Pro Thr His Ser Val Pro Ala Met Lys Aia
370 375 380
Lys he Asp Pro lis Leu Glu Ala Arg GIn Asn Phe Ala Tyr Giy Thr
385 390 385
Gln His Asp Tyr Pne Asp His His Asn lie lle Giv Trp Thr Arg Glu
400 405 410 415
Gly Asn Thr Tnr His Pro Asn Ser Gly Leu Al3 Thr lie Met Ser Asp
420 425 430
Gly Pro Gly Gly Glu Lys Trp Met Tyr Val Gly Gin Asn Lys Ala Giy
435 440 445
Gin Val Trp His Asp lie Thr Gly Asn Lys Pro Gly Thr Val Thr lie
450 455 460
Asn Ala Asp Gly Trp Ala Asn Phe Ser Val Asn Gly Gly Ser Val Ser
465 470 475 '
lle Trp Val Lys Arg
480
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Sekvence ID ¢. 3

His-His-Asn-Gly-Thr-Asn-Gly-Thr-Met-Met-Gin-Tyr-Phe-Giu-Trp-Tyr-Leu-Pro-
Asn-Asp



Sekvence ID ¢. 4

AAPFNGTMMQ YFEWYLPDDG
SRSDVGYGVY DLYDLGEFNC

AHAAGMQVYA
DVVFDHKGGA DGTEWVDAVE
YSSFKWRWYH FDGVDWDESR
TENGNYDYLM

YADLDMDHPE  VVTELKSWGK
VRSOTGKPLF TVGEYWSYD:!
SGGTFOMRTL  MTNTLMKDQP
WVDPWFKPLA
YAFILTROEG YPCVFYGDYY
DYLDHSDIG WTREGVTEKP
GKOHAGKVFY
DLTGNRSDTV  TINSDGWGE?
DEFVRWTEPR  LVAW?P
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TLWTKVANEA

KGAVRTKYGT

VNPSDRNQE!
KLSRIYKFRG

WYVNTTNIDG
NKLHNYIMKT
TLAVTFVDNH

GIPOYNIPSL
GSGLAALITT

NNLSSLGITA LWLPPAYKGT
KAQYLOAIQA

SGTYQIQAWT KFDFPGRGNT
IGKAWDWEVD

FRLDAVKRIK FSFFPDWLSD
NGTMSLFDAP LHNKFYTASK
DTEPGOALQS

KSKIDPLLIA RRDYAYGTQOH
GPGGSKWMYV

KVNGGSVSVW VPRKTTVST!I AWSITTRPWT
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PATENTOVE NAROKY

1. Cistici prostfedek na tkaniny, myti nadobi a/nebo &i§téni pevnych povrchd,

vyznacujici se tim,Zezahmuje:

a) uéinné mnoZstvi protedzové varianty, kde zminéna proteazova varianta zahrnuje substituci
aminokyselinového zbytku s jinym pfirozené se vyskytujicim aminokyselinovym zbytkem
v poloze odpovidajici pozici 103 u subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens v kombinaci se
substituci aminokyselinového zbytku sjinym pfirozené se vyskytujicim aminokyselinovym
zbytkem v jedné nebo vice polohach odpovidajicich poziéim 1,3,4,8,9, 10, 12, 13, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 24, 27, 33, 37, 38, 42, 43, 48, 55, 57, 58, 61, 62, 68, 72,75, 76, 77, 78, 79, 86, 87,
89, 97, 98, 99, 101, 102, 104, 106, 107, 109, 111, 114, 116, 117, 119, 121, 123, 126, 128, 130,
131, 133, 134, 137, 140, 141, 142, 146, 147, 158, 159, 160, 166, 167, 170, 173, 174, 177, 181,
182, 183, 184, 185, 188, 192, 194, 198, 203, 204, 205, 206, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215,
216, 217, 218, 222, 224, 227, 228, 230, 232, 236, 237, 238, 240, 242, 243, 244, 245, 246, 247,
248, 249, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 268, 269, 270,
271, 272, 274 a 275 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens; kde kdyz zmin€na varianta zahmuje
substituci aminokyselinového zbytku v.pozicich 103 a 76, obsahuje ‘také substituci
aminnokyselinového zbytku v jedné nebo vice aminokyselinovych poloh jinych nez odpovida
aminokyselinovym pozicim 27, 99, 101, 104, 107, 109, 123, 128, 166, 204, 206, 210, 216, 217,
218,222, 260, 265 nebo 274 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens;

b) amylazovou variantu, kde zminéna amylazova varianta je vybrana ze skupiny obsahujici:

i) a-amylazu charakterizovanou tim, Ze ma specifickou aktivitu nejméné o 25 % vySsi nez
je specificka aktivita Termamyl® pfi teploté v rozsahu od 25 °C do 55 °C a pfi hodnotach pH
v rozsahu od 8 do 10, mé&feno pomoci stanoveni a-amylazové aktivity Phadebas® a/I;ebo

ii) a-amylazu podle i) zahrujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v Sekvence ID €.
1 nebo a-amylazu, ktera je alespoii z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci Sekvence
ID &. 1 a/nebo '

iii) a-amylazu podle i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v Sekvence ID ¢.
2 nebo a-amylazu, ktera je alespori z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci Sekvence
ID €. 2 a/nebo

iv) o-amylazu podle i) zahrujici nasledujici aminokyselinovou N-terminalni sekvenci:

His-His-Asn-Gly-Thr-Asn-Gly-Thr-Met-Met-GIn-Tyr-Phe-Glu-Trp-Tyr-Leu-Pro-Asn-Asp,
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Sekvence ID ¢&. 3 nebo a-amyldzu, ktera je N-terminaln€é alesport z 80 % homologicka
s aminokyselinovou sekvenci Sekvence ID €. 3 a/nebo

v) a-amylazu podle i) az iv), kde o-amyldza se ziskava z alkalofilnich dfuhﬁ Bacillus
a/nebo

vi) a-amylazu podle v), kde amyldzu lze ziskat z libovolného z kment NCIB 12289,
NCIB 12512, NCIB 12513 a DSM 935 a/nebo ' .

vii) o-amylazu vykazujici pozitivni imunologickou kifizovou reaktivitu s protilatkami
vzniklymi proti a-amyldze, majici sekvenci aminokyselin odpovidajici Sekvence ID &. 1,
Sekvence ID ¢. 2 nebo Sekvence ID €. 3 a/nebo

viii) variantu matefské o-amylazy, kde matefskd o-amylaza 1) ma jednu
z aminokyselinovych sekvenci Sekvence ID €. 1, Sekvence ID €. 2 nebo Sekvence ID ¢. 4, nebo
2) vykazuje alespori 80 % homologii s jednou nebo vice ze zminénych aminokyselinovych
sekvenci a/nebo vykazuje imunologickou kfizovou reaktivitu s protilatkou vzniklou proti o-
amylaze, majici jednu ze zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo je kédovana DNA
sekvenci, ktera hybridizuje se stejnym vzorkem jako DNA sekvence kédujici a-amylazu majici
jednu ze zminénych aminokyselinovych sekvenci, kde jsou varianty: A) nejméné jeden
aminokyselinovy zbytek zminéné mate¢né o-amylazy byl vypustén a/nebo B) nejméné jeden
aminokyselinovy zbytek zminéné matecné o-amylazy Byl nahrazen jinym aminokyselinovym
zbytkem a/nebo C) nejméné jeden aminokyselinovy zbytek byl inzerovan do zminéné mate¢né a-
amylazy; pfiemz zminéna varianta ma o-amyldzovou aktivitu a vykazuje ve srovnani
s mateCnou a-amylazou nasledujici vlastnosti: zvySena termostabilita, zvySena stabilita viici
oxidaci, sniZena zavislost na Ca iontech, zvySena stabilita a/nebo c-amylolytickd aktivita pfi
neutralnim az relativné vysokém pH, zvySena a-amylolyticka aktivita pfi relativné vyssi teploté a
zvySeni nebo sniZeni isoelektrického bodu, pl, takZe pl hodnoty o-amylazové varianty lépe
vyhovuji pH v médiu a

c) jeden nebo vice &isticich dopliikovych materiald.

2. Cistici prostfedek podle naroku 1, vyznacujici se tim,Ze zminénd protedzova
varianta je odvozena od subtilisinu Bacillus, s vyhodou subtilisinu Bacillus lentus nebo

subtilisinu 309.
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3. Cistici prostfedek podle naroku 1,vyzna&ujici se tim,Ze zminénd protedzova
varianta zahmuje substituce aminokyselinového zbytku v poloze 103 a jedné nebo vice
nasleduyjicich pozic 236 a 245, s vyhodou pozic 103 a 236 a na jedné nebo vice z nasledujicich
pozic 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 211,
212, 213, 215, 217, 230, 232, 248, 252, 257, 260, 270 a 275 nebo v pozicich, 103 a 245 é na
jedné nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 104, 109, 130, 131,
159, 170, 182, 185, 205, 209, 210, 211, 212, 213, 215, 217, 222, 230, 232, 248, 252, 257, 260,
261, 270 a 275, vyhodnéji v polohach 103, 236 a 245 a v jedné nebo vice z néasledujicich poloh
12, 61, 62, 68, 76, 97, 98, 101, 102, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 211, 212,
213,215, 217, 230, 232, 248, 252, 257, 260, 270 a 275.

4. Cistici prostfedek podle naroku 1, vyznaéujici se tim,Ze zminénd proteazova

varianta zahrnuje soubor substituci vybranych z nasledujici skupiny obsahujici:

12/102/103/104/159/212/232/236/245/248/252; 12/76/103/104/130/170/185/222/243/245:

12/76/103/104/130/222/245/261. 12/76/103/104/2221245;
12/76/103/104/130/222/245;
61/68/103/104/159/232/236/245/248/252; 62/103/104/159/213/232/236/245/248/252;

62/103/104/109/159/213/232/236/245/248/252; 62/103/104/159/232/236/245/248/252:
62/101/103/104/159/212/213/232/236/245/248/252;
62/103/104/130/159/213/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/232/236/245/248/252/270;

68/103/104/159/185/232/236/245/248/252; 68/103/104/159/210/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/185/210/232/236/245/248/252: 68/103/104/159/213/232/236/245/248/252:

68/103/104/159/230/232/236/245; 68/76/103/104/159/209/232/236/245;
68/103/104/232/236/245/248/257/275; 68/103/104/213/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/232/236/245/248/252; 68/103/104/159/209/232/236/245;
68/76/103/104/159/236; 68/76/103/104/159/236/245,
68/76/103/104/159/232/236/245: 68/103/104/159/232/236/245/252:
68/103/104/159/232/236/245; 68/103/104/159/232/236/245/257,
68/76/103/104/159/211/232/236/245: 68/76/103/104/159/215/232/236/245;
68/103/104/159/210/232/236/245; 68/103/104/159/213/232/236/245/260;
68/76/103/104/159/213/232/236/245/260; 68/103/104/159/236:
68/76/103/104/159/210/232/236/245/260; 68/103/104/159/236/245;
68/103/104/159/183/232/236/245/248/252; 68/76/103/104/159/236/245:
68/103/104/232/236/245/257/275, 68/103/104/159/213/232/236/245;
76/103/222/245, _ 76/103/104/159/232/236/245,
76/103/104/159/213/232/236/245/260;, 76/103/104/159;

76/103/104/131/159/232/236/245/248/252; 76/103/104/222/245;
97/103/104/159/232/236/245/248/252;

98/102/103/104/159/212/232/236/245/248/252; 98/103/104/159/232/236/245/248/252;
101/103/104/159/232/236/245/248/252; 102/103/104/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/232/236/245; 103/104/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/205/209/232/236/245/257 103/104/159/232/245/248/252;

o — 74
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103/104/159/205/209/210/232/236/245/257; 103/104/159/213/232/236/245/248/252;

103/104/159/217/232/236/245/248/252; 103/104/130/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/230/236/245; 103/104/159/236/245;
103/104/159/248/252/270; 103/104/131/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/205/209/232/236/245; a 103/104/159/232/236/245/257.

5. Cistici prostfedek podle niaroku 4, vyznacdujici se tim,Ze zminéna protedzova

varianta zahrnuje soubor substituci vybranych z nasledujici skupiny obsahujici:

12R/76D/103A/104T/130T/222S/245R;
12R/76D/103A/1041/222S/245R,
12R/102A/103A/1041/159D/212G/232V/236H/245R/248D/252K.:
12R/76D/103A/104T/130G/222S/245R/261D;,
12R/76D/103A/104T/130G/170S/185D/2225/243D/245R.
61E/68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K.:
62D/103A/1041/109R/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K.:
62D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K:
62D/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K;
62D/103A/1041/130G/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K;
62D/101G/103A/1041/159D/212G/213R/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/76D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A.;
68A/103A/1041/159D/236H;
68A/103A/1041/159D/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/159D/2101/232V/236H/245R/260A.
68A/103A/1041/159D/183D/232V/236H/245R/248D/252K
68A/103A/1041/159D/209W/232V/236H/245R
68A/76D/103A/1041/159D/211R/232V/236H/245R
68A/76D/103A/1041/159D/215R/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A.
68A/76D/103A/1041/159D/236H;
68A/76D/103A/1041/159D/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/159D/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/252K;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R,
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/257V,
68A/103A/1041/159D/185D/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/210L/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/185D/210L/232V/236H/245R/248D/252K
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68A/103A/1041/159D/213E/232V/236H/245R/248D/252K
68A/103A/1041/159D/230V/232V/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/159D/209W/232V/236H/245R
68A/103A/1041/232V/236H/245R/248D/257V/275H:
68A/103A/1041/232V/236H/245R/257V/275H;
68A/103A/1041/213E/232V/236H/245R/248D/252K :
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/2101/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/210L/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/213G/232V/236H/245R:
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K/270A
76D/103A/222S5/245R:
76D/103A/1041/159D/232V/236H/245R;
76D/103A/1041/159D:
76D/103A/1041/222S/245R;
76D/103A/1041/131V/159D/232V/236H/245R/248D/252K
76D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A :
97E/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K
98L/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K -
98L/102A/103A/1041/159D/212G/232V/236H/245R/248D/252K
101G/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
102A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K
103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K ;
103A/1041/130G/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
103A/1041/159D/230V/236H/245R
103A/1041/159D/217E/232V/236H/245R/248D/252K ;
103A/1041/159D/236H/245R
103A/1041/159D/248D/252K/270V;,
103A/1041/159D/232V/236H/245R;
103A/1041/159D/2051/209W/232V/236H/245R;
103A/1041/159D/232V/236H/245R/257V;
103A/1041/159D/2051/209W/232V/236H/245R/257V:
103A/1041/131V/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
103A/1041/159D/2051/209W/2101/232V/236H/245R/257V: a
103A/1041/159D/232V/245R/248D/252K..
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6. Cistici prostiedek podle naroku 1, vyznadujici se tim,Ze doplikové istici materialy
jsou vybrany ze skupiny obsahujici surfaktanty, rozpoustédla, pufry, enzymy, c¢inidla pro
odstrafiovani skvrn, ¢inidla pro uvoliiovani $piny, dispergac¢ni Cinidla, zjastiovace, ¢inidla pro
potlaceni pénéni, zméklovace tkanin, zpénovace, enzymové stabilizatory, plnidla, dal§i bélici

¢inidla, barviva, parfémy, chelatujici latky a jejich smési.

7. Cistici prosttedek podle naroku 6, vyzna&ujici se tim, e zminéné doplikové &istici
materidly zahrnuji alesponl jeden detersivni surfaktant, svyhodou rozvétveny surfaktant,

vyhodnéji rozvétveny surfaktant se stfedni délkou fetézce.

8. Cistici prostiedek podle naroku 7, vyznadujici se tim,Ze zminéné doplikové &istici
materialy zahrnuji alespont 0,1 % surfaktantu na hmotnost pfipravku, kde zminéné surfaktant
obsahujici materidly jsou vybrany ze skupiny obsahujici alkylbenzensulfonaty, primarni
alkylsulfaty, sekundarni alkylsulfaty, alkylalkoxysulfaty, alkylalkoxykarboxylaty,
alkylpolyglykosidy a jejich odpovidajici sulfatované polyglykosidy, a-sulfonované estery
mastnych kyselin, alkyl a alkylfenolalkoxylaty, betainy a sulfobetainy, aminoxidy, N-
methylglukamidy, ethoxylaty neionickych priméarnich alkoholli, smésné ethoxylaty/propoxylaty

neionickych primarnich alkoholt a jejich smési.

9. Cistici prostfedek podle naroku 8, vyzna&ujici se tim, ze dale zahmuji alespont 5 %
plnidla vybraného ze skupiny obsahujici zeolity, polykarboxylaty, vrstvené silikaty, fosfaty a

jejich smési.

10. Cistici prostiedek podle naroku 6, vyznadujici se tim,%ezminéné doplikové &istici
materialy zahrnuji alesporl jeden detersivni enzym vybrany ze skupiny obsahujici celulazy,

lipazy, dal§i amylazy, fosfolipazy, dalsi proteazy, peroxidazy a jejich smési.

11. Cistici prostiedek podle naroku 6, vyznadujici se tim,%ezminéné doplikové &istici
materialy zahrnuji alespoti jedno bélici ¢inidlo vybrané ze skupiny obsahujici peroxyuhlicitany,
peroxyboraty a jejich smési a nepovinné dale zahrnuji alespori jeden bélici aktivétor s vyhodou
vybrany ze skupiny obsahujici benzoyloxybenzensulfonat, nonanoyloxybenzensulfonat,

dekanoyloxybenzensulfonat, oktanoyloxybenzensulfonat, perhydrolyzovatelné estery, sodna siil
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4-[N-(nonanoyl)aminohexanoyloxy]benzensulfonatu, lauryloxybenzensulfonat, 10-
undecenoyloxybenzensulfonat a dekanoyloxybenzoovou kyselinu a jejich smési a dale nepovinné

zahrnuje katalyzator béleni, s vyhodou 3-(3,4-dihydroisochinolinium)-propansulfonat.

12. Cistici prostfedek podle naroku 1, v yznadujici se tim,Ze Cistici prostiedek je
piipravek pro ¢isténi tkanin, s vyhodou ve formé kapaliny, granuli, kusd, tablet, gelu, prasku

nebo pény, zahrnujici alespon 5 % surfaktantu a alespori 5 % plnidla na hmotnost pfipravku.

13. Cistici prostfedek podle naroku 1, vyzna&ujici se tim,Zezminény éistici prastiedek
je prostiedek pro ¢isténi tkanin, zahrnujici:

a) od 0,0001 % do asi 10 % hmotnosti zminéné pr;)teézové varianty;

b) od 0,0001 % do asi 0,1 % hmotnosti zminéné amylazové varianty;

c) alespoi 5 % hmotnosti surfaktantu s vyhodou vybraného ze skupiny obsahujici
alkylbenzensulfonaty, primami alkylsulfaty, sekundami alkylsulfaty, alkylalkoxysulfaty,
alkylalkoxykarboxylaty, alkylpolyglykosidy a jejich odpovidajici sulfitované polyglykosidy, a-
sulfonované estery mastnych kyselin, alkyl a alkylfenolalkoxylaty, betainy a sulfobetainy,
aminoxidy, N-methylglukamidy, ethoxylaty neionickych primarnich alkohol, smésné
ethoxylaty/propoxylaty neionickych primamich alkoholii a jejich smési, a kde dale plnidlo je
vybrano ze skupiny obsahujici zeolity, polykarboxylaty, vrstvené silikaty, fosfét}; a jejich smési a

d) alesponi 5 % hmotnosti plnidla s vyhodou vybraného ze skupiny obsahujici zeolity,
polykarboxylaty, vrstvené silikaty, fosfaty a jejich smési. |
14. Cistici prostfedek podle naroku 25, vyznadujici se tim, Ze je ve formé
koncentrovaného granularniho Cistictho prostiedku na tkaniny obsahujiciho alespont 15 %

surfaktantu.

15. Zplsob ¢isténi tkaniny, vy znadujici se tim,Ze zminény zplsob zahrnuje

kontaktovani tkaniny s €isticim prostfedkem podle narokt 12 nebo 13.

16. Cistici prostfedek podle ndroku 1, vyzna&ujici se tim,Zezminény &istici prostredek
je prostfedkem pro myti nadobi, s vyhodou ve formé kapaliny, granuli, prasku, gelu nebo tablet,

zahmujici
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a) od 0,0001 % do asi 10 % hmotnosti zminéné proteazové varianty;

b) od 0,0001 % do asi 0,1 % hmotnosti zminéného pfipravku na myti nadobi amylazové
varianty; a

¢) od 0,1 % do 10 % hmotnosti surfaktantu.

17. Zptsob ¢isténi nadobi, vy znadujici se tim,Ze zminény zplsob zahrnuje

kontaktovani nadobi s isticim prostfedkem podle naroku 16.

18. Cistici osobni prostfedek, vy zna&ujici se tim,Ze zahruje:

a) ufinné mnoZzstvi protedzové varianty, kde zminéna proteazova varianta zahrnuje substituci
aminokyselinového zbytku s jinym pfirozené se vyskytujicim aminokyselinovym zbytkem
v poloze odpovidajici pozici 103 u subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens v kombinaci se
substituci aminokyselinového zbytku s jinym pfirozené se vyskytujicim aminokyselinovym
zbytkem v jedné nebo vice polohach odpovidajicich pozicim 1, 3, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 17, 18,
19,20, 21, 22, 24, 27, 33, 37, 38, 42, 43, 48, 55, 57, 58, 61, 62, 68, 72, 75, 76, 717, 78, 79, 86, 87,
89, 97, 98, 99, 101, 102, 104, 106, 107, 109, 111, 114, 116, 117, 119, 121, 123, 126, 128, 130,
131, 133, 134, 137, 140, 141, 142, 146, 147, 158, 159, 160, 166, 167, 170, 173, 174, 177, 181,
182, 183, 184, 185, 188, 192, 194, 198, 203, 204, 205, 206, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215,
216, 217, 218, 222, 224, 227, 228, 230, 232, 236, 237, 238, 240, 242, 243, 244, 245, 246, 247,
248, 249, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 258, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 268, 269, 270,
271, 272, 274 a 275 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens; kde kdyz zminéna varianta zahrnuje
substituci aminokyselinového zbytku v pozicich 103 a 76, obsahuje | také substituci
aminnokyselinového zbytku v jedné nebo vice aminokyselinovych poloh jinych neZ odpovida
aminokyselinovym pozicim 27, 99, 101, 104, 107, 109, 123, 128, 166, 204, 206, 210, 216, 217,
218, 222, 260, 265 nebo 274 subtilisinu Bacillus amyloliquefaciens;

b) amylazovou variantu, kde zminéna amylazova varianta je vybrana ze skupiny obsahujici:

i) a-amylazu charakterizovanou tim, ze ma specifickou aktivitu nejméné o 25 % vyssi nez
je specificka aktivita Termamyl® pii teplot& v rozsahu od 25 °C do 55 °C a pfi hodnotéch' pH
v rozsahu od 8 do 10, méfeno pomoci stanoveni a-amylazové aktivity Phadebas® a/nebo -

ii) a-amylazu podle i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v Sekvence ID ¢.
1 nebo a-amylazu, ktera je alespori z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci Sekvence

ID &. 1 a/nebo
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iii) a-amylazu podle i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v Sekvence ID &.
2 nebo a-amylazu, ktera je alespont z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci Sekvence
ID €. 2 a/nebo

1v) a-amylazu podle i) zahrnujici nasledujici aminokyselinovou N-terminaini sekvenci:
His-His-Asn-Gly-Thr-Asn-Gly-Thr-Met-Met-Gln-Tyr-Phe-Glu-Trp-Tyr-Leu-Pro-Asn-Asp,
Sekvence ID ¢. 3 nebo a-amylazu, ktera je N-termindlné alesport z 80 % homologicka
s aminokyselinovou sekvenci Sekvence ID €. 3 a/nebo |

V) a-amylazu podle i) aZ iv), kde a-amylaza se ziskava z alkalofilnich druht Bacillus
a/nebo

vi) a-amylazu podle v), kde amylazu lze ziskat z libovolného z kmenti NCIB 12289,
NCIB 12512, NCIB 12513 a DSM 935 a/nebo |

vil) o-amylazu vykazujici pozitivni imunologickou kfiZzovou reaktivitu s protilatkami
vzniklymi proti a-amylaze, majici sekvenci aminokyselin odpovidajici Sekvence ID &. 1,
Sekvence ID €. 2 nebo Sekvence ID €. 3 a/nebo

viii) variantu matefské o-amyldzy, kde matefskd o-amyldiza 1) ma jednu
z aminokyselinovych sekvenci Sekvence ID ¢. 1, Sekvence ID €. 2 nebo Sekvence ID ¢. 4, qebo
2) vykazuje alespoit 80 % homologii s jednou nebo vice ze zminénych aminokyselinevych
sekvenci a/nebo vykazuje imunologickou k¥iZovou reaktivitu s protilatkou vzniklou proti a-
amyldze, majici jednu ze zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo je kédovana DNA
sekvenci, ktera hybridizuje se stejnym vzorkem jako DNA sekvence kédujici o-amylazu majici
jednu ze zminénych aminokyselinovych sekvenci, kde jsou varianty: A). nejméné jeden
aminokyselinovy zbytek zminéné mateéné o-amylazy byl vypustén a/nebo B) nejméné jeden
aminokyselinovy zbytek zminéné mate¢né o-amylazy byl nahrazen jinym aminokyselinovym
zbytkem a/nebo C) nejméné jeden aminokyselinovy zbytek byl inzerovan do zminéné mateéné o-
amylazy; pfiCemz zminéna varianta ma o-amylazovou aktivitu a vykazuje ve srovnani
s mate¢nou o-amyldzou nasledujici vlastnosti: zvySend termostabilita, zvySena stabilita vici
oxidaci, snizena zavislost na Ca iontech, zvySena stabilita a/nebo o-amylolyticka aktivita pri
neutralnim az relativné vysokém pH, zvySena a-amylolyticka aktivita pfi relativné€ vySsi téploté a
zvySeni nebo sniZeni isoelektrického bodu, pl, takZe pl hodnoty o-amyldzové varianty lépe
vyhovuji pH v médiu a

c) jeden nebo vice Cisticich dopliikovych materiala.
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19. Cistici osobni prostfedek podle ndroku 18, vyzna&ujici se tim, e zahmuje:

a) od 0,001 % do asi 5 %, s vyhodou od 0,001 % do asi 2 %, vyhodnéji od 0,002 % do asi
0,8 % hmotnosti zminéné protedzové varianty, .

b) od 0,0001 % do asi 0,1 % hmotnosti Cisticiho osobniho prostiedku zminéné amylazové
varianty,

c) od 0,1 % do asi 95 % hmotnosti surfaktantového systému s vyhodou zahrnujiciho
surfaktant vybrany ze skupiny obsahujici anionické karboxylaty, aminoxidy, alkylglﬁkosidy,
glukosamidy, alkylsulfaty, alkylethersulfaty, acylisethionaty, alkylsulfosukcinaty, alkylfosfatové
estery, ethoxylované fosfatové estery, alkylglycerylethersulfonaty a jejich smési, vyhodnéji
zahmujici surfaktant vybrany ze skupiny obsahujici mydla, acylglutamaty, alkylsarkosinaty,
lauraminoxidy, kokaminoxidy, kokamindopropylaminoxidy, decylglukosidy, laurylsulfaty,
laurethsulfaty, C;,-C;g acylisethionéty a jejich smési a

d) pfipadné od 0,05 % do asi 50 % hmotnosti enzymového stabilizatoru.

20. Cistici osobni prostiedek podle ndroku 19, vyznac€ujici se tim,Ze zminénym
surfaktantem je mydlo v urovnich kolem 2 %, s vyhodou alespoti 10 %, vyhodnéji nejméné 25 %

hmotnosti Cistictho pfipravku.

21. Cistici osobni prostfedek podle naroku 20, vyznadujici se tim, Ze pomér mydla

k proteazové varianté je od 2000:1 do asi 8:1, s vyhodou od 400:1 do asi 40:1.

22. Zpusob osobniho Cisténi, vy znacujici se tim,Ze zahrnuje kontaktovani ¢asti

lidského nebo zvifeciho téla s Cisticim prosttedkem podie naroku 18.

23. Cistici prostiedek na tkaniny, myti nadobi a/nebo &i§téni pevnych povrchd,

vyznadujici se tim,zZe zahmuji:

a) u¢inné mnozstvi proteazové varianty, kde zminénd protedzova varianta zahrnuje substituci
aminokyselinového zbytku sjinym pfirozené se vyskytujicim aminokyselinovym zbytkem
v jedné nebo vice polohach odpovidajicich pozicim 62, 212, 230, 232, 252 a 257 u subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens; ‘

b) amylazovou variantu, kde zminéna amylazova varianta je vybrana ze skupiny obsahujici:



s B 02000 e

156

evee
(XXX

XY
seee

i) a-amylazu charakterizovanou tim, Ze ma specifickou aktivitu nejméné o 25 % vyssi nez
je specifické aktivita Termamyl® pii teplot& v rozsahu od 25 °C do 55 °C a pii hodnotach pH
v rozsahu od 8 do 10, méfeno pomoci stanoveni a-amylazové aktivity Phadebas® a/nebo

ii) a-amylazu podle i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v Sekvence ID ¢.
1 nebo a-amylazu, ktera je alespori z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci Sekvence
ID &. 1 a/nebo |

iii) a-amylazu podle i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v Sekvence ID ¢.
2 nebo a-amylazu, ktera je alespoit z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci Sekvence
ID €. 2 a/nebo

iv) a-amylazu podle i) zahmujici nasledujici aminokyselinovou N-terminélni sekvenci:
His-His-Asn-Gly-Thr-Asn-Gly-Thr-Met-Met-Gin-Tyr-Phe-Glu-Trp-Tyr-Leu-Pro-Asn-Asp,
Sekvence ID "é. 3 nebo o-amyldzu, ktera je N-termindlné alesport z 80 % homologicka
s aminokyselinovou sekvenci Sekvence ID €. 3 a/nebo

v) a-amylazu podle i) az iv), kde a-amylaza se ziskava z alkalofilnich druht Bacillus
a/nebo

vi) a-amylazu podle v), kde amylazu lze ziskat z libovolného z kmenti NCIB 12289,
NCIB 12512, NCIB 12513 a DSM 935 a/nebo '

vii) a-amylazu vykazujici pozitivni imunologickou kifiZovou reaktivitu s protilatkami
vzniklymi proti o-amyldze, majici sekvenci aminokyselin odpovidajici Sekvence ID ¢. 1,
Sekvence ID €. 2 nebo Sekvence ID ¢. 3 a/nebo |

viil) variantu matefské o-amylazy, kde matefskd o-amyldza 1) ma jednu
z aminokyselinovych sekvenci Sekvence ID ¢&. 1, Sekvence ID €. 2 nebo Sekvence ID €. 4, nebo
2) vykazuje alespoi 80 % homologii s jednou nebo vice ze zminénych aminokyselincvych
sekvenci a/nebo vykazuje imunologickou kfiZovou reaktivitu s protilatkou vzniklou proti o-
amylaze, majici jednu ze zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo je kédovana DNA
sekvenci, ktera hybridizuje se stejnym vzorkem jako DNA sekvence kddujici a-amyldzu majici
jednu ze zminénych aminokyselinovych sekvenci, kde jsou varianty: A) nejméné jeden
aminokyselinovy zbytek zminéné mateéné o-amylazy byl vypustén a/nebo B) nejméné jeden
aminokyselinovy zbytek zminéné mate¢né o-amylazy byl nahrazen jinym aminokyselinovym
zbytkem a/nebo C) nejméné jeden aminokyselinovy zbytek byl inzerovan do zminéné matecné a-

amylazy, pfi¢emz zminénad varianta ma a-amyldzovou aktivitu a vykazuje ve srovnani
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s mate¢nou o-amylazou nasledujici vlastnosti: zvySend termostabilita, zvySena stabilita vici
oxidaci, sniZzena zavislost na Ca iontech, zvySena stabilita a/nebo o-amylolyticka aktivita pfi
neutralnim az relativné vysokém pH, zvysena o-amylolyticka aktivita pii relativné v'y§§1' teploté a
zvySeni nebo sniZeni isoelektrického bodu, pl, takZe pl hodnoty oa-amyldzové varianty lépe
vyhovuji pH v médiu a

c) jeden nebo vice Cisticich dopliikovych materiald.

24. Cistici prostfedek podle naroku 23, vyznadujici se tim,Ze zminéna protedzova

varianta je odvozena ze subtilisinu Bacillus lentus nebo subtilisinu 309.

25. Cistici prostfedek podle naroku 23, vyznacujici se tim,Ze zminéna protedzova
varianta zahrnuje substituce aminokyselinovych zbytki v jedné nebo vice z nasledujicich pozic
vybranych ze skupiny obsahujici: .

1) pozice 62 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 103, 104, 109, 159, 213, 232, 236,
245,248 a 252;

2) pozice 212 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 12, 98, 102, 103, 104, 159, 232,
236,245, 248 2 252; |

3) pozice 230 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 68, 103, 104, 159, 232, 236 a 245;

4) pozice 232 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101, 102,
103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245, 2438, 252,
257,260, 270 a 275;

5) pozice 232 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 103, 104, 236 a 245;

6) pozice 232 a 103 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98,
101, 102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245,
248, 252,257,260, 270 a 275; .

7) pozice 232 a 104 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98,
101, 102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245,
248,252,257, 260, 270 a 275;

8) pozice 232 a 236 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98,
101, 102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245,
248, 252, 257, 260, 270 a 275;
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9) pozice 232 a 245 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 76, 97, 98,
101, 102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217, 230, 236, 245,
248, 252,257,260, 270 a 275;

10) pozice 232, 103, 104, 236 a 245 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62,
68, 76, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 205, 209, 210, 212, 213, 217,
230, 236, 245, 248, 252, 257, 260, 270 a 275; .

11) pozice 252 a jedna nebo vice z nasleduyjicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101, 102,
103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270;

12) pozice 252 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 103, 104, 236 a 245;

13) pozice 252 a 103 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101,
102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270;

14) pozice 252 a 104 a jedna nebo vice z nésledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101,
102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270;

15) pozice 252 a 236 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62, 68, 97, 98, 101,
102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270;

16) pozice 252 a 245 a jedna nebo vice z nasleduyjicich poloh 12, 61, 62,' 68, 97, 98, 101,
102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245, 248 a 270;

17) pozice 252, 103, 104, 236 a 245 a jedna nebé vice z nasledujicich poloh 12, 61, 62,
68, 97, 98, 101, 102, 103, 104, 109, 130, 131, 159, 183, 185, 210, 212, 213, 217, 232, 236, 245,
248 a 270;

18) pozice 257 a jedna nebo vice z nasledujicich poloh 68, 103, 104, 205, 209, 210, 232,
236, 245 a 275.
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26. Cistici prostfedek podle naroku 23, vyzna&ujici se tim,Ze zminénd protedzova

varianta zahrnuje soubor substituci vybranych ze skupiny obsahujici:

12/102/103/104/159/212/232/236/245/248/252;

62/103/104/130/159/213/232/236/245/248/252
62/103/104/109/159/213/232/236/245/248/252

L3

61/68/103/104/159/232/236/245/248/252:
62/103/104/159/213/232/236/245/248/252;
62/103/104/159/232/236/245/248/252:

62/101/103/104/159/212/213/232/236/245/248/252;

68/103/104/159/232/236/245/248/252/270;
68/103/104/159/185/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/185/210/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/230/232/236/245:
68/103/104/232/236/245/248/257/275:
68/103/104/159/232/236/245/248/252;,
68/76/103/104/159/232/236/245;
68/103/104/159/232/236/245;
68/76/103/104/159/211/232/236/245;
68/103/104/159/210/232/236/245:
68/76/103/104/159/213/232/236/245/260:
68/103/104/159/183/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/213/232/236/245; ’
76/103/104/159/213/232/236/245/260;
97/103/104/159/232/236/245/248/252;
98/102/103/104/159/212/232/236/245/248/252;
102/103/104/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/248/252/270;
103/104/159/205/209/232/236/245/257

103/104/159/205/209/210/232/236/245/25 7;
103/104/159/217/232/1236/245/248/252;
103/104/131/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/232/236/245/257.

68/103/104/159/210/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/213/232/236/245/248/252;
68/76/103/104/159/209/232/236/245:
68/103/104/213/232/236/245/248/252;
68/103/104/159/209/232/236/245:
68/103/104/159/232/236/245/252;
68/103/104/159/232/236/245/257;
68/76/103/104/159/215/232/236/245;
68/103/104/159/213/232/236/245/260;
68/76/103/104/159/210/232/236/245/260;
68/103/104/232/236/245/257/275;
76/103/104/159/232/236/245;
76/103/104/131/159/232/236/245/248/252;
98/103/104/159/232/236/245/248/252;
101/103/104/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/232/236/245;

103/104/1 5§/232/236/245/248/252;
103/104/159/232/245/248/252;

103/104/159/213/232/236/245/248/252;
103/104/130/159/232/236/245/248/252;
103/104/159/205/209/232/236/245; a



160 tioied iieed

27. Cistici prostfedek podle naroku 26, vyznadujici se tim,Ze zminéna proteazova

varianta zahrnuje soubor substituci vybranych ze skupiny obsahujici:

12R/102A/103A/1041/159D/212G/232V/236H/245R/248D/252K
61E/68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
62D/103A/1041/109R/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K ;
62D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K ;
62D/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
62D/103A/1041/130G/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K
62D/101G/103A/1041/159D/212G/213R/232V/236H/245R/248D/252K -
68A/76D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A ;
68A/76D/103A/1041/159D/2101/232V/236H/245R/260A;
68A/103A/1041/159D/183D/232V/236H/245R/248D/252K
68A/103A/1041/159D/209W/232V/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/159D/211R/232V/236H/245R
68A/76D/103A/1041/159D/215R/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A
68A/76D/103A/1041/159D/232V/236H/245R
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/252K ;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/257V;
68A/103A/1041/159D/185D/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/210L/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/185D/210L/232V/236H/245R/248D/252K
68A/103A/1041/159D/213E/232V/236H/245R/248D/252K
68A/103A/1041/159D/230V/232V/236H/245R;
68A/76D/103A/1041/1 59D/209W/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/232V/236H/245R/248D/257V/275H;
68A/103A/1 041/232V/236H/245R/257V/27SH;
68A/103A/1041/213E/232V/236H/245R/248D/252K ;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K.;
68A/103A/1041/159D/2101/232V/236H/245R;
68A/103A/1041/159D/210L/232V/236H/245R;
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68A/103A/1041/159D/213G/232V/236H/245R,;
68A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K/270A:
76D/103A/1041/159D/232V/236H/245R,;
76D/103A/1041/131V/159D/232V/236H/245 R/248D/252K;
76D/103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/260A ;
97E/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
98L/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
98L/102A/103A/1041/159D/21 2G/232V/236H/245R/248D/252K;;
101G/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K:
102A/103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K -
103A/1041/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
103A/1041/159D/213R/232V/236H/245R/248D/252K -
103A/l041/13OG/159D/232V/236I—I/245R/248D/252K;
103A/1041/159D/217E/232V/236H/245R/248D/252K ;
103A/1041/159D/248D/252K/270V:;
103A/1041/159D/232V/236H/245R;
103A/1041/159D/2051/209W/232V/236H/245R;
103A/1041/159D/232V/236H/245R/257V;
103A/1041/159D/2051/209W/232V/236H/245R/257V;
103A/1041/131V/159D/232V/236H/245R/248D/252K ;
103A/1041/159D/2051/209W/2101/232V/236H/245R/257V: a
103A/1041/159D/232V/245R/248D/252K.

28. Cistici prosttedek podle naroku 23, vyznacujici se tim,Ze zminéné doplikové

X Y]
esze

Cistici materialy jsou vybrany ze skupiny obsahujici surfaktanty, rozpoustédla, pufry, enzymy,
¢inidla pro odstrafiovani skvrn, ¢inidla pro uvoltiovani $piny, dispergacni ¢inidla, zjastiovade,
¢inidla pro potlaceni p€néni, zmékcovace tkanin, zpéfiovade, enzymové stabilizatory, plnidla,

dalsi bélici ¢inidla, barviva, parfémy, chelatujici latky a jejich smési.

29. Cistici prostiedek podle naroku 28, vyznadujici se tim, ze zminéné doplikové
Cistici materialy zahrnuji alespoii jeden detersivni surfaktant, s vyhodou rozvétveny surfaktant,

vyhodnéji rozvétveny surfaktant se stiedné dlouhym fetézcem.

30. Cistici prostfedek podle naroku 28, vyzna&ujici se tim,Zezminéné doplikové
Cistici materidly zahrnuji alesponi 0,1 % surfaktantu na hmotnost pﬁpravk}l, kde zminéné
surfaktant obsahujici materidly jsou vybrany ze skupiny obsahujici alkylbenzensulfonaty,
primamni  alkylsulfaty, sekundarni alkylsulfaty, alkylalkoxysulfaty, alkylalkoxykarboxylaty,
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alkylpolyglykosidy a jejich odpovidajici sulfatované polyglykosidy, a-sulfonované estery
mastnych kyselin, alkyl a alkylfenolalkoxylaty, betainy a sulfobetainy, aminoxidy, N-
methylglukamidy, ethoxylaty neionickych primarnich alkoholti, smésné ethoxylaty/propoxylaty

neionickych primarnich alkohold a jejich smési.

31. Cistici prostiedek podle naroku 30, vyzna&ujici se tim,ze dale zahmuje alespon 5
% plnidla vybraného ze skupiny obsahujici zeolity, polykarboxylaty, vrstvené silikaty, fosfaty a

jejich smési.

32. Cistici prostfedek podle naroku 28, v yznadujici se tim,Ze zminéné doplikové
Cistici materidly zahrnuji alespori jeden detersivni enzym vybrany ze skupiny obsahujici celulazy,

lipazy, amylazy, fosfolipazy, dalsi protedzy, peroxidazy a jejich smési.

33. Cistici prostfedek podle naroku 28, vyznacdujici se tim,Ze zminéné doplikové
Cistici materidly zahrnuji alesponi jedno bélici Cinidlo vybrané ze skupiny obsahujici
peroxyuhliCitany, peroxyboraty a jejich smési a nepovinné dale zahrnuji alesponi jeden bélici
aktivator svyhodou vybrany ze skupiny obsahujici benzoyloxybenzensulfonat (BOBS),
nonanoyloxybenzensulfonat, dekanoyloxybenzensulfonat, oktanoyloxybenzensulfonat,
perhydrolyzovatelné estery, sodna stl 4a[N-(nonanoyl)aminohexanoyloxy]benzensuifonétu,
lauryloxybenzensulfonat, 10-undecenoyloxybenzensulfonat a dekanoyloxybenzoovou kyselinu a
jejich  smési a dile nepovinn€ zahrnuje katalyzator béleni, svyhodou 3-(3,4-

dihydroisochinolinium)-propansulfonat.

34. Cistici prostfedek podle nroku 23, vyznadujici se tim, Ze istici pfpravek je
pfipravek pro &isténi tkanin, s vyhodou ve formé kapaliny, granuli, kust, tablet, gelu, prasku

nebo pény, zahrnujici alespoii 5 % surfaktantu a alesponl 5 % plnidla na hmotnost piipravku.

35. Cistici prostfedek podle naroku 23, vyznaéujici se tim, Ze zminény &istici
prostiedek je prostfedek pro ¢isténi tkanin, zahrnujici:
a) od 0,0001 % do asi 10 % hmotnosti zminéné proteazové varianty;

b) od 0,0001 % do asi 0,1 % hmotnosti zminéné amylazové varianty;
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c) alespoi 5 % hmotnosti surfaktantu s vyhodou vybraného ze skilpiny obsahujici
alkylbenzensulfonaty, primarni alkylsulfaty, sekundarni alkylsulfaty, alkylalkoxysulfaty,
alkylalkoxykarboxylaty, alkylpolyglykosidy a jejich odpovidajici sulfatované polyglykosidy, o-
sulfonované estery mastnych kyselin, alkyl a alkylfenolalkoxylaty, betainy a -sulfobetainy,
aminoxidy, N-methylglukamidy, ethoxylaty neionickych primamich alkoholi, smésné
ethoxylaty/propoxylaty neionickych primarnich alkoholi a jejich smési, a kde dale plnidlo je
vybrano ze skupiny obsahujici zeolity, polykarboxylaty, vrstvené silikaty, fosfaty a jejich smési a

d) alespont 5 % hmotnosti plnidla s vyhodou vybraného ze skupiny obsahujici ‘zeolity,
polykarboxylaty, vrstvené silikaty, fosfaty a jejich smési.

36. Cistici prostfedek podle naroku 35, vy zna dujici se tim, Ze je ve formé
koncentrovaného granularniho disticiho prostfedku na tkaniny obsahujiciho alespoii 15 %

surfaktantu.

37. Zpusob Cisténi tkaniny, vy znadujici se tim, Ze zminény zplsob zahmuje

kontaktovani tkaniny s ¢isticim prostfedkem podle naroki 34 nebo 35.

38. Cistici prostfedek podle naroku 23, vy znadujici se tim, Ze zminény &istici
prostiedek je prostfedkem pro myti nddobi, s vyhodou ve formé kapaliny, granuli, prasku, gelu
nebo tablet, zahrnujici:

a) od 0,0001 % do asi 10 % hmotnosti zminéné protedzové varianty;

b) od 0,1 % do 10 % hmotnosti surfaktantu.

39. Zpisob cisténi nddobi, vyznacdujici se tim,Ze zminény zpisob zahrnuje

kontaktovani nadobi s ¢isticim prostfedkem podle naroku 38.

40. Cistici osobni prostiedek, vyznadujici se tim, e zahrnuji:

a) ufinné mnoZstvi protedzové varianty, kde zmin€na protedzovéa varianta zaﬁrnuje substituci
aminokyselinového zbytku sjinym pfirozené se vyskytujicim aminokyselinovym zbytkem
v jedné nebo vice polohach odpovidajicich pozicim 62, 212, 230, 232, 252 a 257 u subtilisinu
Bacillus amyloliquefaciens;

b) amylazovou variantu, kde zminéna amylazova varianta je vybrana ze skupiny obsahujici:
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1) a-amylazu charakterizovanou tim, Ze ma specifickou aktivitu nejméné o 25 % vyssi nez
je specificka aktivita Termamyl® pii teplotd v rozsahu od 25 °C do 55 °C a pfi hodnotach pH
v rozsahu od 8 do 10, méfeno pomoci stanoveni a-amylazové aktivity Phadebas® a/nebo

i1) a-amylazu podle i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v Sekvence ID &.
1 nebo a-amylazu, ktera je alespori z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci Sekvence
ID €. 1 a/nebo

iil) a-amylazu podle i) zahrnujici aminokyselinovou sekvenci popsanou v Sekvencge ID ¢.
2 nebo a-amylazu, ktera je alespoii z 80 % homologicka s aminokyselinovou sekvenci Sekvence
ID €. 2 a/nebo

1v) a-amylazu podle i) zahrnujici nasledujici aminokyselinovou N-terminalni sekvenci:
His-His-Asn-Gly-Thr-Asn-Gly-Thr-Met-Met-Gln-Tyr-Phe-Glu-Trp-Tyr-Leu-Pro-Asn-Asp,
Sekvence ID €. 3 nebo a-amylazu, kterd je N-termindlné alesponn z 80 % homologicka
s aminokyselinovou sekvenci Sekvence ID ¢. 3 a/nebo

v) a-amylazu podle i) az iv), kde a-amylaza se ziskava z alkalofilnich druhd Bacillus
a/nebo

vi) a-amylazu podle v), kde amylazu lze ziskat z libovolného z kmel?ﬁ NCIB 12289,
NCIB 12512, NCIB 12513 a DSM 935 a/nebo

vii) a-amylazu vykazujici pozitivni imunologickou kiiZovou reaktivitu s protilitkami
vzniklymi proti o-amylaze, majici sekvenci aminokyselin odpovidajici Sekvence ID ¢. 1,
Sekvence ID €. 2 nebo Sekvence ID €. 3 a/nebo

viii) variantu matefské o-amylazy, kde matefska o-amylaza 1) ma jednu
z aminokyselinovych sekvenci Sekvence ID &. 1, Sekvence ID ¢. 2 nebo Sekvence ID ¢. 4, nebo
2) vykazuje alespori 80 % homologii s jednou nebo vice ze zmin€nych aminokyselinovych
sekvenci a/nebo vykazuje imunologickou kfiZovou reaktivitu s protildtkou vzniklou proti o-
amylaze, majici jednu ze zminénych aminokyselinovych sekvenci a/nebo je kédovana DNA
sekvenci, ktera hybridizuje se stejnym vzorkem jako DNA sekvence kodujici o-amylazu méjici
jednu ze zminénych aminokyselinovych sekvenci, kde jsou varianty: A) nejméné jeden
aminokyselinovy zbytek zminéné mate¢né o-amylazy byl vypustén a/nebo B) nejméné jeden
aminokyselinovy zbytek zminéné mate¢né a-amylazy byl nahrazen jinym aminokyselinovym
zbytkem a/nebo C) nejméng jeden aminokyselinovy zbytek byl inzerovan do zminéné matedné -

amylazy; pfiemZ zminénd varianta ma o-amylazovou aktivitu a vykazuje ve srovnani
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s mateCnou o-amyldzou nésledujici vlastnosti: zvy$ena termostabilita, zvySena stabilita viici
oxidaci, snizena zavislost na Ca iontech, zvySena stabilita a/nebo a-amylolyticka aktivita pii
neutralnim az relativné vysokém pH, zvySena o-amylolyticka aktivita pfi relativné Vy§§i teploté a
zvySeni nebo sniZeni isoelektrického bodu (pI) takZe pl hodnoty a-amylazové varianty lépe
vyhovuji pH v médiu a

¢) jeden nebo vice Cisticich dopliikovych materiald.

41. Cistici osobni prostfedek podle naroku 40, v yznacujici se tim,Ze zahmuje:

a) od 0,001 % do asi 5 %, s vyhodou od 0,001 % do asi 2 %, vyhodnéji od 0,002 % do asi
0,8 % hmotnosti zminéné proteazové varianty,

b) od 0,0001 % do asi 0,1 % hmotnosti ¢isticiho osobniho prostfedku zminéné amylazové
varianty,

c) od 0,1 % do asi 95 % hmotnosti surfaktantového systému s vyhodou zahrnujiciho
surfaktant vybrany ze skupiny obsahujici anionické karboxylaty, aminoxidy, alkylglukosidy,
glukosamidy, alkylsulfaty, alkylethersulfaty, acylisethionaty, alkylsulfosukcinaty, alkylfosfatové
estery, ethoxylované fosfatové estery, alkylglycerylethersulfonaty a jejich smési, vyhodn&ji
zahrnujici surfaktant vybrany ze skupiny obsahujici mydla, acylglutamaty, alkylsarkbsinéty,
lauraminoxidy, kokaminoxidy, kokamindopropylaminoxidy, decylglukosidy, laurylsulfaty,
laurethsulfaty, C,,-C,g acylisethionaty a jejich smési a

d) pfipadné od 0,05 % do asi 50 % hmotnosti enzymového stabilizatoru.

42. Cistici osobni prostfedek podle niroku 41, vyznadujici se tim, z¢ zmindnym
surfaktantem je mydlo v tirovnich kolem 2 %, s vyhodou alespoii 10 %, vyhodnéji nejméné 25 %

hmotnosti ¢isticiho pfipravku.

43. Cistici osobni prostfedek podle nroku 42, vyzna&ujici se tim,.%e pomér mydla

k proteazové varianté je od 2000:1 do asi 8:1, s vyhodou od 400:1 do asi 40:1.

44. Zpisob osobniho Cisténi, vy znadujici se tim, Ze zahrnuje kontaktovani ¢asti

lidského nebo zviteciho téla s isticim prostfedkem podle naroku 40.



7

L Xd

0~ 3P

LA 4
-

LR ] (&4 L 14

o8 @
tTace
XY X}
*

seew
smee
even
eese
PR
cusa

166

e “
.o L3 o Y] se X

45. Zpisob piedcisténi tkanin, vyznadujici se tim,Ze zahrnuje kontaktovani tkaniny
pfed pranim s vodnym roztokem obsahujicim surfaktant s bélicim pfipravkem podle naroku 12

nebo 13.

46. Zpusob predcisténi tkanin, vyznacujici se tim,Ze zahrnuje kontaktovani tkaniny
pfed pranim s vodnym roztokem obsahujicim surfaktant s bélicim piipravkem podle naroku 34

nebo 35.
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Obrazek 2

Zychované zbytky v subtilisinech z Bacillus amyloliquefaciens



Srovnani sekvenci subtilisinG z

8. amyloliquefaciens
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