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OZET
BiR ALFA-AMILAZ iCEREN SIVI DETERJAN BILESIMLERI

Mevcut bulus bir yiizey aktif madde sistemi, bir selatlastirict madde ve bir alfa-amilaz igeren

sivi deterjan bilesimlerine iliskindir.
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ISTEMLER
1. Asagidakileri igeren sivi deterjan bilesimi:
a) agirlikca en az %5 su;

b) agirlikca en az %3 bir yiizey aktif madde sistemi, burada yiizey aktif madde sistemi

agirlik¢a %10 ila %100 bir anyonik yiizey aktif madde igerir;

¢) DIZI ID. NO: 1’le en az %95 dizi zdesligine sahip bir alfa-amilaz ve s6z konusu
alfa-amilaz numaralandirma i¢in DiZI ID. NO: 1 kullanildiginda

G46A+T471+G105A+I199F sibstitiisyonlarini icerir;

burada deterjan ayrica bir selatlagtirict madde igerir; ve burada selatlastirict madde HEDP
veya ayni kosullar altinda HEDP’ye esit veya daha yiiksek selatlagtirma kapasitesine sahip bir
baska selatlastirict maddedir, burada s6z konusu HEDP veya bir baska selatlastirict madde

agirlikca en az %0.25 bir konsantrasyonda mevcuttur.

2. Istem 1°deki siv1 deterjan olup, burada yiizey aktif madde sistemi, yiizey aktif madde

sistemi agirhiginca %0 ila %85 dogrusal alkilbenzen siilfonat (LAS) igerir.

3. Istem 2°deki siv1 deterjan olup, burada yiizey aktif madde sistemi, yiizey aktif madde

sistemi agirliginca %10 ila %75 dogrusal alkilbenzen siilfonat (LAS) igerir.

4. Istem 1°deki siv1 deterjan olup, burada yiizey aktif madde sistemi, yiizey aktif madde
sistemi agirhinca %0 ila %90 alkol etersiilfat, tercihen sodyum lauril eter siilfat (SLES)
icerir.

5. Yukandaki istemlerden herhangi birindeki siv1 deterjan olup, ayrica ylzey aktif madde

sistemi agirlikga %0 1la %60 bir noniyonik yiizey aktif madde igerir.

6. Yukaridaki istemlerden herhangi birindeki sivi deterjan olup, yiizey aktif madde sistemi
agirhginca %35 ila %75 dogrusal alkilbenzen siilfonat (LAS), yiizey aktif madde sistemi
agirh@inca %5 ila %90 sodyum lauril eter siilfat (SLES) ve yiizey aktif madde sistemi
agirhi@inca %35 ila %60 noniyonik ylizey aktif madde igerir.

7. Yukaridaki istemlerden herhangi birindeki sivi deterjan olup, burada alfa-amilaz

G46A+T471+G105A+I1199F siibstitiisyonlart olan DIZI ID. NO: 1°e ait diziye sahiptir.
8. Yukanidaki istemlerden herhangi birindeki siv1 deterjan olup, en az 8 bir pH’a sahiptir.

9. Istem 1°deki gibi bir s1v1 deterjanda bir alfa-amilazin kullanimi olup, s6z konusu amilaz

DIZI ID. NO: 1’e sahip alfa-amilazla en az %95, en az %96, en az %97, en az %98, en az
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999 ancak %100’den daha az dizi 6zdesligine sahiptir ve s6z konusu alfa-amilaz
numaralandirma igin DIZI ID. NO: 1 kullamldiginda G46A+T471+G105A+1199F

siibstitiisyonlarini igerir,

10. Tercihen 40 °C veya daha diisiik sicakliklarda veya daha tercihen 30 °C veya daha diisiik
bir sicaklikta veya daha da tercihen 20 °C veya daha diisiik bir sicaklikta camasir yikamak

i¢in Istem 9°daki gibi bir siv1 deterjanda bir alfa-amilazin kullanima.

11. Kumaglarin yikanmasina iligkin bir islem olup, bir kumagin tercihen 40 °C veya daha
diisiik bir sicaklikta veya daha tercihen 30 °C veya daha diisiik bir sicaklikta veya daha da
tercihen 20 °C veya daha diisiik bir sicaklikta Istem 1-8°den herhangi birindeki gibi bir s1vi

deterjan bilesimiyle yikanmasini igerir.
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TARIFNAME
BiR ALFA-AMILAZ iCEREN SIVI DETERJAN BILESIMLERI
BULUSUN TEKNIiK ALANI

Mevcut bulus bir yiizey aktif madde sistemi, bir selatlastirict madde ve bir alfa-amilaz igeren
sivt deterjan bilesimlerine iliskindir. Daha hususiyetle, bulus en az %S5 su; agirlik¢a %10 ila
% 100’0 anyonik yluzey aktif maddeden olusan agirlik¢a en az %3 bir yiizey aktif madde
sistemi; agirlikca %0.25 bir selatlagtirict madde, burada selatlastirict madde HEDP veya aym
kosullar alinda HEDP ye esit veya daha yiiksek selatlagtirma kapasitesine sahip bir baska
selatlagtiric1 maddedir; ve DIZI ID. NO:1’le en az %95 dizi 6zdesligine sahip bir alfa-amilaz
igeren sivi deterjan bilesimlerine iliskin olup, burada s6z konusu alfa-amilaz numaralandirma

igin DIZI ID. NO:1 kullanildiginda G46A+T471+G105A +1199F siibstitiisyonlarin igerir.
BULUSA ILiSKIN BiLINEN HUSUSLAR

Anyonik yilizey aktif maddeler, 6rnegin alkilbenzen siilfonat (LAS) ve bir alfa-amilaz igeren
sulu siv1 deterjan bilesimleri teknikte gayet iyi bilinir. Ornegin, US-A-4 537 706°da
(Severson) agirlik¢a en az %5 dogrusal alkilbenzen siilfonat (LAS) yiizey aktif madde,
sodyum lauriletoksisiilfat (SLES), noniyonik, yag asidi igeren bir yiizey aktif madde sistemi

ve bir alfa-amilaz igeren gesitli siv1 deterjan bilesimleri agiklanmaktadir.

Alfa-amilazlar (alfa-1,4-glukan-4-glukanohidrolazlar, E.C. 3.2.1.1) nisastanin ve diger
dogrusal ve dall1 1,4-glukozidik oligo- ve polisakaritlerin hidrolizini katalize eden bir
enzimler grubunu olusturmaktadir. Kullamlan ilk bakteriyel alfa-amilazlar arasinda,
ozellikleri kapsamli bir sekilde tamimlanmis Termamyl™ olarak da bilinen B.licheniformis’e
ait bir alfa-amilaz bulunmaktadir ve bu enzimin kristal yapis1 belirlenmistir, Termamyl™ ve
yiiksek etkili bir¢ok bagka alfa-amilaz etkinlesmek i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duyar. Termamy]™
i¢in dort kalsiyum atomunun, negatif yiklii amino asit kalintilariyla koordineli alfa-amilaz
yapiya bagli olduklar1 bulunmustur. Diger alfa-amilazlarda yapiya bagl kalsiyum iyonlarinin
miktar1 farkli olabilir. Nigastanin sivilagtirilmas: ve biyoyakat Giretimi gibi baska
uygulamalarda ¢ogunlukla selatlagtiricilar eklenmez ancak kuvvethi selatlastirnica bilesiklerin
mevcut oldugu uygulamalarda, 6rnegin deterjanlarda bu kalsiyum gerekliligi bir dezavantaj

olusturur,

Alfa-amilaz igeren bu tiir siv1 deterjan bilesimleriyle yasanan en dnemli sorun deterjan

bilesiminde enzimlerin depolanma stabilitesinin siklikla arzu edilenden uzak olmasidir. Sulu
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sivi veya jel deterjan bilesimlerinde, amilazlari kolaylikla pargalayabilen proteazlar mevcut
oldugunda amilazlarin stabilize edilmesi 6zellikle zorlagir, Deterjan bilesimlerini igeren bu tiir
bir s1v1 deterjanla baglantili bir bagka sorun anyonik yiizey aktif maddelerin, 6zellikle de
alkilbenzen siilfonatin (LAS) enzimleri, 6rnegin alta-amilaz enzimini etkisiz kilma egiliminin

olmasidir.

Bu nedenle US-A-4 537 706’da (Severson) borik asidin veya bir alkali metal boratin kalsiyum
ivonuyla ve tercihen bir poliolle bir karigimini igeren enzim stabilize edici bir sistem
kullanilmaktadir. Borik asidin veya bir alkali metal boratin kalsiyum iyonuyla ve tercihen bir
poliolle bir karisimini igeren bu tlir enzim stabilize edici sistemlerin bir dezavantaji bu igerik
maddelerin aslinda temizleme etkinligine katk: saglamamasidir. Dahasi, kuvvetli selatlastirici
bilesiklerin mevecut oldugu uygulamalarda, 6rnegin deterjanlarda ve temizlik bilesimlerinde
kalsiyuma gerek duyulmasi bir dezavantaj olusturur. Bir siv1 deterjana kalsiyum eklenmesi
formiilasyona, yani deterjanin fiziksel stabilitesine iligskin de sorunlar ortaya ¢ikartabilir.

Cevresel nedenlerden otiirii boron daha az tercih edilmektedir.

Yakin zamanda, selatlastirict maddelerin mevcudiyetinde daha stabil kalan alta-amilazlar
gelistirilmistir . Ornegin WO-A-2011/100410"da (Procter&Gamble) Bacillus suslar1 NCIB
12289, NCIB 12512, NCIB 12513 ve DSM 9375’in herhangi birinden elde edilebilen bir alfa-
amilaz SP722’nin varyantlarini igeren temizlik bilesimleri agiklanmaktadir. Bu alfa amilaz
varyantlarinin bir kismi anyonik yiizey aktif maddelerin ve selatlastiric maddelerin

mevcudiyetinde pH 8.2°de 1yi depolama stabilitesi sergilemektedir.

WO-A-2011/082429°da (Novozymes) kalsiyuma duyarli bir alfa-amilaz A domenini,
kalsiyuma duyarsiz bir alfa-amilaz B domenini ve kalsiyum duyarli bir alfa-amilaz C
domenini i¢eren diislik kalsiyum duyarlilifina sahip ¢ok sayida bagka alta-amilaz varyanti
aciklanmaktadir. Bu varyantlarin nisastanin islenmesi (6rnegin, sivilastirilmasi); yag 6giitme
islemleri; karbonhidrat kaynaklarindan alkol tiretimi; deterjanlar; bulasik vikama bilesimleri;
tekstil endistrisinde nigasta hagilinin sdkiilmesi; pisirme uygulamalari; icecek endiistrisi;
sondaj iglemlerinin yapildig1 petrol sahalari; geri doniistiirme islemleri, drnegin kagidin
miirekkebinden arindirilmasi ve hayvan yemi gibi ¢esitli uygulamalarda kullanish olduklar

sOylenmektedir.

Alfa-amilazlarin bu ¢esitli uygulamalarinda kosullarin oldukga farkli olmasi nedeniyle her
ozel uygulama igin farkl alfa-amilazlar gelistirilmistir. Dolayisiyla, deterjan alfa-amilazlan

alkali pH (8’in Gisti} ve nispeten diisiik sicaklik (15-60 °C) kullanilan uygulamalar igin

2



10

15

20

25

30

EP-18916

optimize edilmisken, biyoyakit {iretiminde veya nisastanin sivilastirilmasinda kullanilan alfa-
amilazlar asidik pH (6 ’mn alt1) ve 80 °C’nin tizerindeki sicakliklar igin optimize edilmistir.
Dolayisiyla, sivilagtirmada veya biyoyakit iiretiminde kullanim i¢in tasarlanng amilazlann

deterjanlarda kullanim i¢in uygun olmasi beklenmemelidir.

Anyonik yiizey aktif maddeler igeren; hem depolama durumunda stabil kalan hem iyi
temizleme performansi sergileyen; bilesimlerin gelatlastirict maddeler igermesi durumunda
bile enzim stabilize edici sistemlere gerek duyulmayan baska veya gelismis sivi deterjan
bilesimlerine ihtiyag duyulmaktadir. Selatlastirici maddeler deterjan bilesimlerine yikama
sirasinda suyun sertlifini azaltmak icin dahil edilir, aym sekilde mevcut olabilecek agartici

maddeleri korur ve ayrica bazi lekelerin ¢ikartilmasinda da dogrudan etkiye sahip olabilirler.

Ayrica, alfa-amilazlarin bazen kendilerini igeren s1vi deterjan bilesimlerinde kétli koku

sorunlarina yol agtiklari bulunmusgtur.

Dolayisiyla mevcut bulusun bir amaci alfa-amilazlar ve anyonik yiizey aktif maddeler igeren
siv1 deterjan bilesimleri saglamak olup, s6z konusu bilesimler ¢ok benzer alfa-amilazlar
igeren bilesimlerle karsilastinlldiklarinda gelismis depolama stabilitesine ve/veya depolama

sonras1 yitkama performansina sahiptir.

Mevcut bulusun bir bagka amaci1 selatlastiricilarin bulundugu gamasir yikama bilesimlerinde

kullanilabilecek alfa-amilazlari igeren sivi deterjan bilesimleri saglamaktir.

Son olarak, mevcut bulusun bir diger amaci bazen gézlemlenen kotii koku sorunlarim dnleyen
alfa-amilazlari igeren sivi deterjan bilegimleri saglamaktir. Simdi sasirtici bir sekilde bulusa
uygun s1vi deterjan bilesimleriyle bu amaglardan birine veya daha fazlasina ulagilabilecegini
bulduk; burada s6z konusu bulusa uygun bilesimler a) agirlik¢a en az %5 su; b) agirlikga en
az %3 bir yiizey aktif madde sistemi, burada séz konusu ylizey aktif madde sistemi agirhikca
%10 ila %100 bir anyonik yiizey aktif maddeden olusur; ¢) DIZI ID. NO: 1°le en az %95 dizi
Ozdesligine sahip bir alfa-amilaz icerir, burada s6z konusu alfa-amilaz numaralandirma igin
DIZi iD. NO: 1 kullanildiginda G46A+T471+G105A+1199F siibstitiisyonlarini igerir; burada
deterjan ayrica bir selatlagtirict madde igerir; ve burada selatlastirict madde HEDP veya ayni
kosullar altinda HEDP ye esit veya daha yiiksek selatlagtirma kapasitesine sahip bir bagka
selatlastirict maddedir; burada séz konusu HEDP veya bir baska selatlastirict madde agirhikga
en az %0.25 bir konsantrasyonda mevcuttur. Yine sasirtict bir sekilde buluga uygun siv1

deterjan bilesimlerinin bazi kitii koku sorunlarinin {istesinden gelebildikleri de bulunmustur

BULUSUN ACIKLAMASI
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Bulusun bir ilk yonil itibariyla agsagidakileri igeren bir sivi deterjan bilesimi saglanmaktadir:

a) agirlik¢a en az %5 su;

b) agirlik¢a en az %3 bir kanisik yiizey aktif madde sistemi, burada yiizey aktif madde

sistemi agirlikga %10 ila %100 bir anyonik yiizey aktif madde igerir;

¢) DIZI ID. NO: 1’le en az %95 dizi dzdesligine sahip bir alfa-amilaz, burada séz

konusu alfa-amilaz numaralandirma i¢in DiZI ID. NO: | kullanildiginda

G46A+T471+G105A+1199F sibstitiisyonlarini igerir; burada deterjan ayrica bir

selatlastiric1 madde igerir ve burada selatlastirici madde HEDP veya aym kosullar

alinda HEDP’ye esit veya daha yiiksek selatlastirma kapasitesine sahip bir baska

selatlagtirict maddedir, burada s6z konusu HEDP veya bir baska selatlastirict madde

agirhkea en az %0.25 bir konsantrasyonda mevcuttur.

Mevceut bulusun bir ikinci yonii bu tiir bir s1v1 deterjan bilegiminin ¢amasir yikamakta

kullanimina iliskindir.

Meveut bulusun bir iigiincii yonii itibariyla kumaslarin yikanmasina iligskin bir islem

saglanmakta olup, s6z konusu islem bir kumasim tercihen 40 °C veya daha az bir sicaklikta

yukarida belirtilen s1v1 deterjan bilesimiyle yikanmasini igerir.

BULUSA ILISKIN AYRINTILI ACIKLAMA

Tammlar

Alfa-Amilaz: (Alfa-1,4-glukan-4-glukanohidrolazlar, E.C. 3.2.1.1) nisastanin ve diger

dogrusal ve dalli 1,4-glukozidik oligo ve polisakaritlerin hidrolizini katalize eden bir enzimler

grubunu olusturur. Burada kullanildign sekliyle, "alfa-amilazlar" enzimin alfa-amilaz

etkinligine sahip oldugu anlamina gelir.

DiZi ID. NO: 1’¢ Sahip Alfa-Amilaz:

VNGTLMQYFE WYTPNDGQHW
PPAYKGTSQA DVGYGAYDLY
LOSAIKSLHS RDINVYGDWVV
ADRNRVISGE HLIKAWTHFH
TDWDESRKLN RIYKFQGKTW
YOHPDVVAE! KRWGTWYANE
DWVNHVREKT GKEMFTVAEY
VFOVPLHYQF HAASTQGGGY
FVDNHDTQPG QSLESTVQTW

KRLONDAEHL
DLGEFHQKGT
INHKGGADAT
FPGRGSTYSD
DWEVSNEFGN
LOLOGFRLDA
WSNDLGALEN
DMRKLLNGTY
FKPLAYAFIL

SDIGITAVWI
VRTKYGTKGE
EDVTAVEVDP
FKWYWYHFDG
YDYLMYADID
VKHIKFSFLR
YLNKTNFNHS
VEKHPLKSVT
TRESGYPQVF
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YGDMYGTKGD SQREIPALKH KIEPILKARK QYAYGAQHOY
FDHHDIVGWT REGDSSVANS GLAAL|ITOGP GGAKRMYVGR
ONAGETWHOD! TGNRSEPVVI NSEGWGEFHV NGGSVSIYVQ

R

DIZI ID. NO 1’e sahip bu amilaz yapaydir ve teknikte bilinen usullerle imal edilebilir.

DIZI iD. NO: 2’ye Sahip Alfa-Amilaz:

VNGTLMQYFE WYTPNDGQHW KRLOGNDAEHL SDIGITAVWI
PPAYKAISQA DVGYGAYOLY DLGEFHQKGT VRTKYGTKGE
LOSAIKSLHS RDINVYGDVV INHKAGADAT EDVTAVEVDP
ADRNRVISGE HLIKAWTHFH FPGRGSTYSD FKWYWYHFDG
TOWOESRKLN RIYKFQGKTW DWEVSNEFGN YDYLMYADFD
YDHPDVVAEI KRWGTWYANE LAQLDGFRLDA VKMIKFSFLR
DWVNHVREKT GKEMFTVAEY WSNDOLGALEN YLNKTNFNHS
VFOVPLHYQF HAASTQGGGY DMRKLLNGTV VSKHPLKSVT
FVONHDTQPG QSLESTVQTW FKPLAYAFIL TRESGYPQVF
YGDMYGTKGD SQREIPALKH KIEPILKARK QYAYGAQHDY
FDHHDIVGWT REGDSSVANS GLAALITDGP GGAKRMYVGR
QNAGETWHODI TGNRSEPVVI NSEGWGEFHV NGGSVSIYVQ
R

Bu, DIZI ID. NO: 1’e ait ancak G46A+T471+G105A+T199F siibstitiisyonlarinin oldugu

amilazdir.

Allelik Varyant: "Allelik varyant” terimi bir genin ayn1 kromozomal lokusta bulunan iki
veya daha fazla alternatif formundan herhangi biri anlamina gelir. Allelik varyasyon
mutasyon yoluyla dogal olarak ortaya ¢ikar ve popiilasyonlarda polimortfizme neden olabilir.
Gene mutasyonlari sessiz olabilir (kodlanan polipeptitte degisiklik olmadan) veya farklilasmis
amino asit dizilerine sahip polipeptitleri kodlayabilir. Bir polipeptide ait bir allelik varyant bir

gene ait bir allelik varyant tarafindan kodlanan bir polipeptittir.

cDNA: "cDNA" terimi 6karyotik veya prokaryotik bir hiicreden elde edilen olgun, ug
birlestirmesi yapilmig, bir mRNA molekiiliinden ters transkripsiyonla hazirlanabilecek bir
DNA molekiilii anlamina gelir. cDNA’da, karsilik gelen genomik DNA’da bulunabilecek
intron dizileri bulunmaz. Baslangig, birincil RNA transkripti u¢ birlegmesi yapilmis olgun
mRNA olarak ortaya ¢ikmadan dnce ug birlestirme dahil bir dizi asamayla islenen bir mRNA

preklrsériidiir,
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Kodlayier Dizi: "Kodlayicr dizi" terimi dogrudan bir varyant amino asit dizisini belirleyen bir
poliniikleotit anlamina gelir, Kodlayici dizinin sinirlan genellikle ATG, GTG veya TTG gibi
bir baslama kodonuyla baglayan ve TAA, TAG veya TGA gibi bir bitis kodonuyla sonlanan
bir agik okuma cercevesiyle belirlenir. Kodlayic1 dizi bir genomik DNA, cDNA, sentetik

DNA veya bunlarin bir kombinasyonu olabilir.

Kontrol Dizileri: "Kontrol dizileri" terimi mevcut bulusa ait bir varyant1 kodlayan bir
polintikleotidin ekspresyonu icin gerekli niikleik asit dizileri anlamina gelir. Her bir kontrol
dizisi varyanti kodlayan poliniikleotide dogal (yani, aym genden) veya yabanci (yani, farkh
bir genden) olabilir veya birbirine dogal veya yabanci olabilir. Bu tiir kontrol dizileri, bunlarla
sinirli kalmamak kaydiyla bir dnciiyii, peliadenilasyon dizisini, propeptit dizisini, promotorii,
sinyal peptidi dizisini ve transkripsiyon sonlandiriciyi igerir. Kontrol dizileri en azindan bir
promotdni ve transkripsiyonu ve translasyonu sonlandirma sinyallerini igerir. Kontrol
dizilerinde, s6z konusu kontrol dizilerinin bir varyanti kodlayan poliniikleotidin kodlama
bolgesiyle baglanmasini kolaylastiran spesifik restriksiyon alanlarini saglamak amaciyla

baglayicilar bulundurulabilir.

Ekspresyon: "Ekspresyon" terimi bir varyantin (iretilmesi ile baglantili ve bunlarla sinirh
kalmamak kaydiyla transkripsiyon, post-transkripsiyonal modifikasyon, translasyon, post-

translasyonal modifikasyon ve salgilama dahil herhangi bir asamay iger.

Ekspresyon Vektorii: "Ekspresyon vektorii” terimi bir varyanti kodlayan bir polintkleotidi
iceren ve bunun ekspresyonunu saglayan kontrol dizilerine islevsel baglanmig dogrusal veya

dairesel bir DNA molekiilii anlamina gelir.

Konak Hiicre: "Konak hiicre" terimi bir niikleik asit yapisiyla veya mevcut bulusa ait bir
poliniikleotidi iceren ekspresyon vektoriiyle transformasyona, transfeksiyona, transdiiksiyona
veya benzerine egilimli herhangi bir hiicre tiirli anlamina gelir. "Konak hiicre” terimi bir
parent (soy) hiicrenin, replikasyon sirasinda olusan mutasyonlar nedeniyle parent hiicre ile

6zdes olmayan herhangi bir d6liinii de kapsar.

Gelismis Ozellik: "Gelismis 6zellik" terimi bir varyant veya bir alfa-amilazla baglantili
olarak parent veya en yakin dnceki teknige ait amilazla karsilastirildiginda gelismis bir nitelik
anlamina gelir. Bu tiir gelismis dzellikler, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla katalitik
etkinlik, katalitik hiz, kimyasal stabilite, pH etkinligi, pH stabilitesi, spesifik etkinlik,
depolama kosullan altinda stabilite, yikama performansi ve depolama sonrasi yikama
performansini igerir; burada depolama siiresi 30, 37, 40 veya 45 °C’de 1, 2,3,4,5,6, 7, 8

6



10

15

20

25

30

EP-18916

veya daha fazla hafta olabilir.

Aynistirilmag: "Aynigtinnllmig” terimi dogada olugmayan bir formda veya ortamda bulunan bir
madde anlamina gelir. Aynistinlmis maddelerin bunlarla simirli kalmayan drnekleri (1) dogal
olusumlu olmayan herhangi bir maddeyi; (2) dogada birlikte bulundugu dogal olusumlu
bilesenlerinin birinden veya daha fazlasindan veya tamamindan en azindan kismen ayrilmis
halde ve bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla herhangi bir enzimi, varyanti, niikleik asidi,
proteini, peptiti veya kofaktorii igeren bir maddeyi; (3) dogada bulunan haliyle bir maddeye
gore insan eliyle modifiye edilmis bir maddeyi; veya (4) madde miktarimin dogal olarak
birlikte bulundugu diger bilesenlere gire artirilmasiyla modifiye edilmis bir maddeyi
(0rnegin, maddeyi kodlayan bir genin ¢oklu kopyalar1; maddeyi kodlayan genle dogal olarak
baglantili promotdrden daha kuvvetli bir promotériin kullanilmasi). Ayristinlmis bir madde

bir fermentasyon sivi besiyeri numunesinde mevcut olabilir,
Mutant: "Mutant" terimi bir varyanti kodlayan bir poliniikleotit anlamina gelir.

Niikleik Asit Yapisi: "Niikleik asit yapis1” terimi dogal olusumlu bir genden ayristirilmis
veya dogada mevcut olmayacag bir tarzda niikleik asit segmentlerini icerecek sekilde
modifiye edilmis veya sentezle elde edilmis, bir veya daha fazla kontrol dizisini i¢eren, gerek

tek gerek iki iplikli bir niikleik asit molekiilii anlamina gelir.

Parent veya Parent Alfa-Amilaz: "Parent” veya "parent alfa-amilaz" terimi enzim
varyantlarini iiretmek fizere bir alterasyonun yapildigi bir alfa-amilaz anlamina gelir. DIZI ID.
NO: 1’e sahip alfa-amilazin parent oldugu sdylenebilir, oysa 6rnegin G46A, T471, G105A ve
[199F siibstitiisyonlarindan birini veya daha fazlasim igeren DIZI ID. NO: 1°¢ sahip alfa-
amilazin DIZI ID. NO: 1’e sahip alfa-amilazin bir varyanti oldugu séylenebilir. Parent dogal
olusumlu (yabani tip) bir polipeptit veya bunun bir varyant1 veya fragmani veya DIZI ID. NO:
1’e sahip alfa-amilazla en az %80 dizi 6zdesligine sahip, 6rnegin DIZI ID. NO: 1’e sahip alfa-
amilazla en az %835, %86, %87, %88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97,

%98 veya en az %99 dizi 6zdesligine sahip bir baska alfa-amilaz olabilir.

Dizi Ozdesligi: Tki amino asit dizisi arasindaki veya iki niikleotit dizisi arasindaki ilintililik
"dizi 6zdesligi" parametresi ile tanimlanir. Mevcut bulusun amaclar dahilinde iki amino asit
dizisi arasindaki dizi 6zdesligi, tercihen 5.0.0 veya ileri siirimlii EMBOSS paketi (EMBOSS:
The European Molecular Biology Open Software Suite (Avrupa Molekiiler Biyoloji Agik
Yazilim Paketi), Rice ve digerleri, 2000, Trends Genet. 16: 276-277) Needle programinda
uygulamaya gegirilen Needleman-Wunsch algoritmasim (Needleman ve Wunsch, 1970, .
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Mol. Biol. 48: 443453) kullanarak belirlenir. Kullamlan parametreler 10 bosluk agma cezasi,
0.5 bosluk vzatma cezas1 ve EBLOSUM62 (BLOSUM62 EMBOSS siiriimii) siibstitiisyon
matrisidir. "En uzun &zdeglik" etiketli Needle ¢iktist (-nobrief opsiyonunu kullanarak elde

edilir) 6zdeslik yiizdesi olarak kullanilir ve asagidaki sekilde hesaplanir:
(Ozdes Kalintilar x 100)/(Hizalama Uzunlugu — Hizalamadaki Toplam Bosluk Sayisi)

Varyant: "Varyant" terimi bir veya daha fazla (6rnegin birkag¢) konumda bir alterasyon, yani
bir siibstitiisyon, insersiyon ve/veya delesyon iceren alfa-amilaz etkinligine sahip bir
polipeptit anlamina gelir. Siibstitiisyon bir konumda bulunan amino asidin farkli bir amino
asitle yer degistirmesi anlamma gelir; delesyon bir konumda bulunan amino asidin
¢ikartilmasi anlamina gelir; ve insersiyon bir konumda bulunan amino asidin bitigigine ve
hemen arkasina bir amino asidin eklenmesi anlamia gelir. Mevcut bulusa ait alfa-amilaz
varyantlar1 37 °C’de sivi deterjan modeli B i¢inde iki hafta depolama sonrasinda baglangigtaki

alfa-amilaz etkinliginin tercihen en az %90 1na, en az %95’ ine veya en az %100’ line sahiptir.

Yabani Tip Alfa-Amilaz: "Yabani tip" alfa-amilaz dogal olusumlu bir mikroorganizma,
Ornegin dogada bulunan bakteri, maya veya lifli mantar tarafindan eksprese edilen bir alfa-

amilaz anlamina gelir.

Yikama Performansi: "Yikama performansi” terimi bir enzimin, rnegin yikama veya sert
yiizey temizligi sirasinda temizlenecek esyanin lizerinde bulunan lekeleri ¢ikarma kapasitesi
anlaminda kullanilir. Yikama performans: buradaki tanimda agiklanan sekilde delta remisyon

degeri (ARem) denilen degerin hesaplanmasiyla belirlenir.

Delta Remisyon Degeri (ARem): Burada "delta remisyonu" veya "delta remisyon degeri”
terimleri bir test materyalinde, émegin bir CS-28 kumas parcasinda 460 nm’de yapilan
yansitma veye remisyon dl¢limiiniin sonucu olarak tanimlanir (Center For Testmaterials BV,
P.O. Box 120, 3133 KT Vlaardingen, Hollanda). Kumas par¢asinda zemin deger olarak ayni
kosullar altinda yikanan en az bir baska kumas parcasivla birlikte 6l¢iim vapilir. Delta
remisyonu, amilaz olmadan yikanan test materyalinin remisyon degerinden ¢ikartilan amilazla

yikanan test malzemesinin remisyon degeridir.

Gelismis Yikama Performansi: Burada "gelismis yikama performansi” terimi yikama
performansinda, érnegin artan leke temizlifiyle bir baskalagma sergileyen bir (varyant) enzim
(ayrica enzimlerin bir karisimi, sadece varyantlar olmasi sart degildir omurgalar da olabilir ve

bazi temizlik bilesimleri ile kombinasyon halinde vb.) olarak tanimlanir,
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Deterjan Bilesimi

Meveut bulusa ait deterjan bilesimleri ¢evre sicakliginda (6rnegin 25 °C) sivi haldedir.
[zotropik veya yapilagmis olabilirler ve viskoziteleri oldukga diisiik ila ¢ok yiiksek arasi
olabilir, dolayisiyla jellere benzeyebilirler. Agirlik¢a en az %5 su igerirler ve tercihen su
esaslidirlar, yani bilesimde ¢6ziicilinlin esas kismini su olusturur. Yardimei ¢oziiciiler olarak
sudan daha az bir miktarda propilen glikol ve gliserol/gliserin gibi hidrotroplar dahil
edilebilir. Bilesimde ylizey aktif maddenin, polimerlerin, ¢éziiniir gelistirici maddelerinin,
enzimlerin ve benzerinin ¢ozeltide tutulmasi i¢in su gereklidir. Belirtilen su miktart hem
serbest suyu hem bagh suyu icerir. Bilesimde su miktan tercihen agirlikca en az %20, daha

tercihen agirlik¢a en az %30 dur.

Yiizey Aktif Madde Sistemi

Bulusa uygun sivi deterjan agirlikca en az %3 bir yiizey aktif madde sistemi i¢ermekte olup,
burada yiizey aktif madde sistemi agirhikca %10 ila %100 bir anyonik yiizey aktif madde
icerir. Tercihen, s1vi deterjan agirlik¢a en az %3 ila yaklagik %40 yiizey aktif madde sistemi,
Ornedin yaklasik %35 ila yaklasik %30, érnegin yaklasik %5 ila yaklasik %15 veya yaklagik
%20 ila yaklasik %25 yiizey aktif madde sistemi icerir. Yiizey aktif madde sistemi tamamen
bir veya daha fazla anyonik yiizey aktif maddeden olusabildigi gibi noniyonik ve/veya
katyonik ylizey aktif maddeler gibi bagka ylizey aktif maddeleri de igerebilir. Yiizey aktif
madde(maddeler) uygulamamn tiiriine gére secilir ve teknikte bilinen herhangi bir gelencksel
yiizey aktif maddeyi(maddeleri) igerir. Yiizey aktif madde sistemini olugturan yiizey aktif
maddeler 'Surface Active Agents' Cilt 1, Schwartz ve Perry, Interscience 1949; Cilt 2,
Schwartz, Perry ve Berch, Interscience 1958; Manufacturing Confectioners Company
tarafindan yaymlanan 'McCutcheon's Emulsifiers and Detergents' veya Tenside Taschenbuch',
H. Stache, 2. Baski, Carl Hauser Verlag, 1981 referanslarinda agiklanan viizey aktif

maddelerden secilebilir.

Anyonik ylizey aktif maddelerin bunlarla sinirl kalmayan drnekleri siilfatlar ve siilfonatlar,
ozellikle dogrusal alkilbenzensiilfonatlar (LAS), LAS izomerleri, dalh alkilbenzensiilfonatlar
(BABS), fenilalkansiilfonatlar, alfa-olefinsiilfonatlar (AOS), olefin siilfonatlar, alken
siilfonatlar, alkan-2,3-diilbis(siilfatlar), hidroksialkansiilfonatlar ve disiilfonatlar, alkil
siilfatlar (AS), drnegin sodyum dodesil siilfat (SDS), yag alkolii siilfatlar1 (FAS), primer alkol
stlfatlar (PAS), alkol etersiilfatlar (AES veya AEOS veya FES, alkol etoksisiilfatlari veya

yag alkoli eter siilfatlar1 olarak da bilinir), sekonder alkansiilfonatlar (SAS), parafin
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sitllfonatlar (PS), ester siilfonatlar, siilfonlu yag asidi gliserol esterleri, alfa-siilfo yag asidi
metil esterleri (alfa-SFMe veya SES), 6megin metil ester siilfonat (MES), alkil veya
alkenilsiiksinik asit, dodesenil/tetradesenil siiksinik asit (DTSA), amino asitlerin yag asidi
tirevleri, siilfo-sliksinik asit veya sabun diesterleri ve monoesterleri ve bunlarin
kombinasyonlarini igerir. Tercih edilen bir alkol etersiilfat sodyum lauril eter siilfat veya

SLES dir.

Oldukga tercih edilen bir yiizey aktif madde sistemi iki farkli anyonik yiizey aktif madde,

tercihen dogrusal alkil benzen siilfonat ve bir siilfat, 6rnegin LAS ve SLES igerir.

Anyonik ylizey aktif madde sabun da (yag asidi tuzu) i¢erebilir, Tercih edilen bir sabun
hidrojene hindistancevizi yag: asidinin, érnegin Prifac(R) 5908’in (Croda) notralize

edilmesiyle yapilir. Doymus ve doymamuis yag asitlerinin karisimlar: da kullanilabilir.

Tercihen, ylizey aktif madde sistemi agirlik¢a %10 ila %100, daha tercihen agirlik¢a %25 ila
%50 dogrusal alkilbenzen siilfonat (LAS) yiizey aktif madde sistemi igerir. Daha da tercihen,
yiizey aktif madde sistemi agirlik¢a %5 ila %75 dogrusal alkilbenzen stilfonat (LAS) yiizey
aktif madde sistemi ve agirlik¢a %5 ila %90 sodyum lauril eter siilfat (SLES) yiizey aktit

madde sistemi igerir.

Deterjan bilesimleri anyonik yiizey aktif maddeye ilaveten genellikle yiizey aktif madde
sistemi agirhiZinca yaklasik %0.2 ila yaklasik %50, 6rnegin yiizey aktif madde sistemi
agirhiginea yaklasik 9%0.5 ila yaklasik %30, 6zellikle yaklasik %1 ila yaklasik %20, yaklasik
%3 ila yaklasik %10, ornegin yaklasik %3 ila yaklasik %5 veya yaklagik %8 ila yaklasik %12
bir noniyonik yiizey aktif madde igerir. Uygun noniyonik yiizey aktif maddeler alkol
ctoksilatlar (AE veya AEQ), alkol propoksilatlar, propoksillenmis vag alkolleri (PFA),
alkoksillenmis yag asidi alkil esterleri, 6rmegin etoksillenmis ve/veya propoksillenmis yag
asidi alkil esterleri, alkilfenol etoksilatlar (APE), nonilfenol etoksilatlar (NPE),
alkilpoliglikozitler (APG), alkoksillenmis aminler, yag asidi monoetanolamitleri (FAM), yag
asidi dietanolamitleri (FADA), etoksillenmis yag asidi monoetanolamitleri (EFAM),
propoksillenmis yag asidi monoetanolamitleri (PFAM), polihidroksi alkil yag asidi amitleri
veya glukozaminin N-acil N-alkil tiirevleri (glukamitler, GA veya yag asidi glukamidi,
FAGA) ve ayrica SPAN ve TWEEN ticari isimleriyle piyasada bulunan iiriinleri ve bunlarn
kombinasyonlarini igerir. Tercih edilen bir noniyonik yiizey aktif madde molekiil basina 3 ila
9 etilen oksit birimi iceren bir C12-C18 etoksillenmis alkoldiir. Daha fazla tercih edilen
ortalama 5 ila 9 etilen oksit gruplu, daha tercihen ortalama 7 etilen oksit gruplu C12-C15
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primer, dogrusal etoksillenmis alkollerdir.

Ozellikle tercih edilen bulusa uygun bir s1vi deterjan, yiizey aktif madde sistemi agirhiginca
%05 ila %75 dogrusal alkilbenzen siilfonat (LLAS), yiizey aktif madde sistemi agirhiginca %5
ila %90 sodyum lauril eter siilfat (SLES) ve yiizey aktif madde sistemi agirliginca %5 ila %60

bir nonivonik yiizey aktif madde igerir.

Yzey aktif madde(maddeler) tipik olarak agirlikca yaklasik %0.1 ila %60, 6rnegin yaklasik
%1 ila yaklasik %40 veya yaklagik %3 ila yaklasik %20 veya yaklasik %3 ila yaklasik %10
bir seviyede bulunur. Yiizey aktif madde(maddeler) arzu edilen temizlik uygulamasma gore
secilir ve teknikte bilinen herhangi bir geleneksel yiizey aktif maddeyi(maddeleri) igerir.

Deterjanlarda kullanim igin teknikte bilinen herhangi bir yiizey aktif madde kullanilabilir.

Eger istenirse, bulusa uygun sivi deterjan bilesimleri agirlik¢a yaklasik %0 ila yaklasik %10
bir katyonik yiizey aktif madde de igerebilir. Katyonik ylizey aktif maddelerin bunlarla sinirh
kalmayan 6rnekleri alkildimetil etanolamin kuat (ADMEAQ), setiltrimetil -amonyum bromiir
(CTAB), dimetil distearilamonyum kloriir (DSDMAC) ve alkilbenzil-dimetil amonyum, alkil
kuaterner amonyum bilesikler, alkoksillenmis kuaterner amonyum (AQA) bilesikler ve

bunlarin kombinasyonlarini igerir.

Bulusa ait s1v1 deterjan bilesimi agirlikca yvaklasik %0 ila yaklasik %10 yar1 kutuplu bir ylizey
aktif madde de igerebilir. Yar1 kutuplu yiizey aktif maddelerin bunlarla sinirh kalmayan
ornekleri amin oksitleri (AQ), 6rnegin alkildimetil aminoksit, N-(koko alkil)-N,N-dimetil
amin oksit ve N-(donyagi-alkil)-N,N-bis(2-hidroksietil Jamin oksidi, yag asidi
alkanolamitlerini ve etoksillenmis yag asidi alkanolamitlerini ve bunlarin kombinasyonlarin

icerir,

Son olarak, bulusa ait s1v1 deterjan bilesimi agirhikca yaklagik %0 ila yaklasik %10 bir
zvitteriyonik viizey aktif madde igerebilir. Zvitteriyonik viizey aktif maddelerin bunlarla
sintrlt kalmayan ornekleri betain, alkildimetil betain, siilfobetain ve bunlarin

kombinasyonlarini igerir.
Alfa-Amilaz

Varyantlarin Isimlendirilmesine ve Amino Asit Konumu Sayisina Iligkin

Konvansiyonlar

Meveut bulusun amaglari dahilinde, DIiZI ID. NO: 1°de agiklanan olgun polipeptit bir baska

alfa-amilazda karsilik gelen amino asit kalintisinin belirlenmesinde kullanilir. Bir bagka alfa-
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amilazin amino asit dizisi DIZI ID. NO: 1°de aciklanan olgun polipeptitle hizalanir ve
hizalamaya dayanarak, DIZI ID. NO: 1’de aciklanan olgun polipeptitteki herhangi bir amino
asit kalintisina kargihk gelen amino asit konumu sayisi, tercihen 5.0.0 veya ileri siiriimlii
EMBOSS paketi (EMBOSS: The European Molecular Biclogy Open Software Suite (Avrupa
Molekiiler Bivoloji A¢ik Yazilim Paketi), Rice ve digerleri, 2000, Trends Genet. 16; 276-277)
Needle programinda uygulamaya gecirilen Needleman-Wunsch algoritmasini (Needleman ve
Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443453} kullanarak belirlenir. Kullanilan parametreler 10
bosluk agma cezasi, 0.5 bosluk uzatma cezas1 ve EBLOSUM62 (BLOSUM62 EMBOSS
striimil) siibstitiisyon matrisidir. Bir bagka alfa-amilazda karsilik gelen amino asit kalintisinin
tanimlanmasi ¢esitli bilgisayar programlarini kullanarak ¢ok sayida polipeptit dizisinin
hizalanmastyla belirlenebilir; s6z konusu bilgisayar programlar1 bunlarla sinirli kalmamak
kaydiyla varsayilan ilgili parametrelerinin kullanildigi MUSCLE (log beklentili ¢oklu dizi
kargilastirmasi; 3.5 veya daha ileri siiriim; Edgar, 2004, Nucleic Acids Research 32: 1792-
1797), MAFFT (6.857 veya daha ileri siiriim; Katoh ve Kuma, 2002, Nucleic Acids Research
30: 3059-3066; Katoh ve digerleri, 2005, Nucleic Acids Research 33: 511-518; Katoh ve Toh,
2007, Bioinformatics 23: 372-374; Katoh ve digerleri, 2009, Methods in Molecular Biology
537: 39-64; Katoh ve Toh, 2010, Bioinformatics 26: 1899-1900) ve Clustal W uygulamali
EMBOSS EMMA’y1 (1.83 veya daha ileri siirlim; Thompson ve digerleri, 1994, Nucleic
Acids Research 22: 4673-4680) igerir.

Diger enzim, geleneksel dizi bazh karsilastirmanin aralarindaki iliskiyi saptamakta bagarisiz
kalacag sekilde DIZI ID. NO: 1’e sahip olgun polipeptitten sapma gdsterdiginde (Lindahl ve
Elofsson, 2000, J. Mol. Biol. 295: 613-615) baska ikili dizi kargilagtirma algoritmalan
kullamlabilir. Veri tabanlarinda arama yapmakta polipeptit ailelerinin (profiller) olasiliksal
temsillerinin uygulandig1 arama programlarmin kullanilmasiyla dizi bazli aramada yliksek
hassasiyet elde edilebilir. Ornegin, PSI-BLAST programinda profiller yinelemeli bir veri
tabani arama i1slemi ile dretilir ve uzak homologlar: saptama kapasitesine sahiptir (Atschul ve
digerleri, 1997, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402). Eger polipeptit ailesi veya iist ailesi
protein yapisi veri tabanlarinda bir veya daha fazla temsilciye sahipse daha da biiyiik bir
hassasiyet elde edilebilir, GenTHREADER (Jones, 1999, J. Mol. Biol. 287; 797-

815; McGuftin ve Jones, 2003, Bioinformatics 19; 874-881}) gibi programlar, bir sorgu
dizisinin yapisal katlanisint kestiren bir sinir agina girdi olarak ¢esitli kaynaklardan (PSI-
BLAST, sekonder yap1 kestirimi, yapisal hizalama profilleri ve ¢dziinme potansiyelleri) gelen

bilgiyi kullanir. Ayni sekilde, yapist bilinmeyen bir dizinin SCOP veri tabaninda bulunan iist
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aile modelleriyle hizalanmasinda Gough ve digerleri, 2000, J. Mol. Biol. 313: 903-919
referansinda agiklanan usul kullanilabilir. Bu hizalamalar pelipeptit i¢in homoloji
modellerinin olusturulmasinda da kullanilabilir ve bu modeller bu amagla gelistirilmis ¢esitli

araclar1 kullanarak dogruluk agisindan incelenebilir.

Yapisi bilinen proteinlerde yapisal hizalamalarin alinmasi ve olusturulmasi i¢in ¢esitli araglar
ve kaynaklar mevcuttur. Ornegin proteinlerin SCOP st aileleri yapisal olarak hizalanmistir
ve bu hizalamalar erisilebilir ve indirilebilir haldedir. iki veya daha fazla protein yapist
mesafe hizalama matrisi (Holm ve Sander, 1998, Proteins 33: 88-96) veya kombinatoryal
uzatma (Shindyalov ve Bourne, 1998, Protein Engineering 11: 739-747) gibi ¢esitli
algoritmalar: kullanarak hizalanabilir ve bu algoritma uygulamalari ilaveten bir ilgili yapiyla
yapi veri tabanlarinin sorgulanmasimda kullanilabilir ve bu sekilde olasi yapisal homologlar
kesfedilebilir (6rnegin, Holm ve Park, 2000, Bioinformatics 16: 566-567). Mevcut bulusa ait
varyantlarin agiklanmasinda referans kolayligi saglamak igin asagida aciklanan nomenklatiir
uyarlanmistir. Kabul edilmis IUPAC tek harfli veya ti¢ hartli amino asit kisaltmasi

kullanilmustir.

Siihstitlisyonlar. Bir amino asit siibstitiisyonu icin asagidaki nomenklatiir kullanilir: Orijinal

amino asit, konum, siibstitiie edilmis amino asit. Dolayisiyla, treoninin konum 226°da alaninle
stibstitisyonu "Thr226Ala" veya "T226A" olarak gdsterilir. Coklu mutasyonlar art1 ("+")
isaretleriyle ayrilir, 6rnegin "Gly205Arg + Ser411 Phe" veya "G205R + S411F" sirasiyla
konum 205 ve 411°de glisinin (G} argininle (R) ve serinin (S) fenilalaninle (F)

siibstitiisyonlari temsil eder.

Delesyonlar. Bir amine asit delesyonu igin asagidaki nomenklatiir kullanilir; Orijinal amino
asit, konumu, *, Dolayisiyla glisinin konum 195’te delesyonu "Gly 195%" veya "G195*"
olarak goésterilir. Coklu delesyonlar arti isaretleriyle ("+"), érnegin, "Gly195* + Ser4 1 [*"
veya "G195* + S411*" seklinde gdsterilir.

Insersiyonlar. Bir amino asit insersiyonu i¢in asagidaki nomenklatiir kullanilir: Orijinal amino
asit, konum, orijinal amino asit, eklenen amino asit. Dolayisiyla konum 195°te glisinden sonra
lizin insersiyonu "Gly195GlyLys" veya "G195GK" seklinde gosterilir. Cok sayida amino asit
insersiyonu [Orijinal amino asit, konum, orijinal amino asit, eklenen amino asit #1, eklenen
amino asit #2; vb.] seklinde gdsterilir. Ornegin, konum 195’te glisinden sonra lizin ve alanin

insersiyonu "Gly195GlyLysAla" veya "G195GKA" seklinde gosterilir,

Bu durumlarda eklenen amino asit kalintisi(kalintilart), eklenen amino asit
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kalintisi(kalintilar1) 6ncesinde amino asit kalintisinin konum sayisina kii¢iik harfler ekleyerek

numaralandinlir, Yukandaki omekte, dizi asagidaki sekilde olacaktir:

Parent: |Varyant:
195 195 195a 195b
G G-K-A

Coklu Alterasyonlar. Coklu alterasyonlar igeren varyantlar art igaretleriyle ("+") aynilir,

omegin "Argl 70Tyr+Gly195GIu" veya "R1I70Y+GI195E" konum 170 ve 195’te arginin ve

glisinin sirasiyla tirozin ve glutamik asitle bir slibstitisyonunu temsil eder.

Farkli Alterasyonlar. Bir konumda farkli alterasyonlarin yerlestirilebilmesi durumunda, farkl

alterasyonlar bir virgiille ayrilir, drnegin "Argl70Tyr,Glu" argininin konum 170°te tirozin
veya glutamik asitle bir stibstitiisyonunu temsil eder. Dolayisiyla, "Tyr167Gly,Ala +
Argl70Gly,Ala" su varyantlar gosterir: "Tyrl67Gly+Argl 70Gly", "Tyr167Gly+Argl 70Ala",
"Tyrl67Ala+Argl 70Gly" ve "Tyrl67Ala+Argl 70Ala".

Bulusa ait s1vi deterjan bilesimi DIZI ID. NO: 1’le en az %95 dizi 6zdesligine sahip bir alfa-
amilaz igerir ve numaralandirma igin DIZI ID. NO: 1 kullanildiinda sz konusu alfa-amilaz

G46A+T471+G105A+T199F siibstitiisyonlarini igerir.

Alfa-amilaz bagka alterasyonlar da icerebilir. Ornegin amilaz ayrica 1-20 alterasyon &rnegin
1-10 veya 1-5, 6rnegin 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 veya 10 baska alterasyon icerebilmekte olup,
burada alterasyonlar bagimsiz olarak siibstitiisyonlar, delesyonlar ve/veya isersiyonlardir ve

alterasyonlar DIZI ID. NO: 1’e sahip amino asit dizisiyle iliskilidir.

Amino asit degisiklikleri veya alterasyonlar1 6nemsiz bir yapida olabilir, yani proteinin
katlanmasini ve/veya etkinligini anlamli dl¢iide etkilemeyen koruyucu amino asit
stibstitiisyonlar: veya insersiyonlar; tipik olarak 1-30 amino asitlik kiiciik delesyonlar; kiigiik
amino veya karboksil terminal uzantilari, 6rnegin bir amino-terminal metionin kalintist; 20-25
kalintilik kii¢iik bir baglayic1 peptit; veya net yiikii veya bir bagka fonksiyonu degistirerek
saflagtirmay1 kolaylastiran kiiciik bir uzanti, 6rnegin bir poli-histidin kismi, bir antijenik
epitop veya bir baglayic:t domen olabilir. Koruyucu siibstitiisyonlarin émekleri bazik amino
asitler (arginin, lizin ve histidin), asidik amino asitler (glutamik asit ve aspartik asit), kutupla
amino asitler (glutamin ve asparajin), hidrofobik amino asitler (16sin, izoldsin ve valin),
aromatik amino asitler (fenilalanin, triptofan ve tirozin} ve kii¢iik amino asitler (glisin, alanin,

serin, treonin ve metionin) gruplarindadir. Spesifik etkinligi genel olarak farklilastirmayan
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amino asit siibstitiisyonlan teknikte bilinmekte ve 6rmegin H. Neurath ve R.L. Hill, 1979,
"The Proteins”, Academic Press, New York referansinda agiklanmaktadir. Bildik
siibstitlisyonlar Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val,
Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Lew/lle, Leu/Val, Ala/Glu ve Asp/Gly
seklindedir. Alternatif olarak, amino asit degisiklikleri polipeptitlerin fiziksel ve kimyasal
dzelliklerini farklilastiran bir yapidadir. Ornegin, amino asit degisiklikleri polipeptidin 1s1l
stabilitesini iyilestirebilir, substrat spesifikligini farklilagtirabilir, pH optimumunu ve

benzerini degistirebilir.

Bir polipeptitteki esansiyel amino asitler teknikte bilinen usullere gore, 6rmegin alana
yonlendirilmis mutagenez veya alanin taramali mutagenez yoluyla tanimlanabilir
(Cunningham ve Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). Ikinci bahsedilen teknikte,
molekiildeki her kalintida tekli alanin mutasyonlari yapilir ve ortaya ¢ikan mutant molekiiller
alfa-amilaz etkinligi bakimindan test edilerek molekiiliin etkinligi agisindan kritik dnemi olan
amino asit kalintilar1 tanimlanir. Ayrica bakimz, Hilton ve digerleri, 1996, J. Biol. Chem. 271:
4699-4708. Enzimin etkin bdlgesi veya bir baska biyolojik etkilesim de fiziksel yap1 analizi
ile belirlenebilir, 6rmegin varsayilan temas alani1 amino asitleri mutasyonu ile birlikte niikleer
manyetik rezonans, kristallografi, elektron kirnimi veya foto-afiniteli igaretleme gibi
tekniklerle belirlenir. Bakiniz 6rnegin, de Vos ve digerleri, 1992, Science 255: 306-

312; Smith ve digerleri, 1992, J. Mol. Biol. 224: 899-904; Wlodaver ve digerleri, 1992, FEBS
Lett. 309: 59-64. Esansiyel amino asitlerin kimlikleri de bir ilgili polipeptitle hizalama
yaparak ¢ikartilabilir.

Baska diizenlemelerde, bulusa ait siv1 deterjan bilesiminin amilaz1 DIZI ID. NO: 1’¢ ait
amilazla en az %96 veya en az %97 veya en az %98 veya en az %99 ancak %100°den az dizi

ozdesligine sahiptir ve G46A+T471+G105A+1199F siibstitiisyonlarini igerir.

Sonug olarak, depolama sonrasinda gelismis stabiliteye ve/veya etkinlie ve/veya sivi
deterjanlarin depolanmasi sonrasinda nisasta igeren lekeler lizerinde gelismis yikama
performansina sahip sivi deterjan bilesimleri saglanmaktadir. Depolama siiresi en az 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11,12, 13,14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 veya en az 26 hafta
veya hatta daha da uzun siireler olabilir. Depolama sirasindaki sicaklik uygun herhangi bir
sicaklik, drnegin 20 ve 40 °C arasi, 6rnegin 20, 22, 25, 30, 35, 37 veya 40 °C olabilir, Mevcut
bulusu yapanlar, 6rnegin 40 °C’de 1 hafta sonrasinda veya 37 °C’de 2 hafta depolama

sonrasinda, mevcut bulusa ait sivi deterjanin DIZI ID. NO: 1’e sahip alfa-amilaz iceren benzer
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bir s1v1 deterjanla karsilastinldiginda, 6zellikle nisasta igeren lekeler fizerinde gelismis yikama
performansima sahip oldugunu bulmuslardir (bakimiz asagidaki Ornekler). Yikama
performansmda gériilen bu gelismenin bir nedeni DIZI ID. NO: 1°de yukarida bahsedilen
siibstitisyonlara sahip amilazlarin, DIZI ID. NO: 1’e sahip amilazla karsilastirildiginda sivi
deterjanlarda gelismis stabiliteye sahip olmalar olabilir. Dolayisiyla, bir diizenlemede bulus
yukarida tamimlanan sekilde bir alfa-amilaz igeren bir s1v1 deterjan bilesimine iliskin olup,
burada sz konusu alfa-amilaz DIZI iD. NO: 1’e sahip alfa-amilaza gdre s1v1 deterjanlarda

gelismig bir depolama stabilitesine sahiptir.

Gelismis depolama stabilitesi 1 ila 8 hafta, 6rnegin 2-6 hafta, tercihen 2, 3, 4, 5 veya 6 hafta
bir depolama siiresi sonrasinda kalinti etkinlik olarak belirlenebilir (bakiniz Ornekler). Bir
baska diizenlemede, bulus yukarida agiklanan sekilde bir amilaz igeren bir siv1 deterjan
bilesimine iliskin olup, burada sivi deterjan bilesimi s6z konusu siv1 deterjanlarin 37 °C’de iki
hafta depolanmasindan sonra DIZI ID. NO: 1’e sahip alfa-amilaz igeren s1v1 deterjan

bilesimine gore gelismis yikama performansina sahiptir.

Bulusa ait s1vi deterjan bilesimi ayrica bir selatlastirict madde icermekte olup, burada
selatlastirict madde HEDP veya aymi kosullar altinda HEDP ye esit veya daha yiiksek
selatlastirma kapasitesine sahip bir bagka selatlastirict maddedir, burada s6z konusu HEDP
veya bir baska selatlastirici madde agirlik¢a en az %0.25 bir konsantrasyonda mevcuttur.
Yukarida bahsedildigi gibi, deterjan bilesimlerine selatlastiricr maddeler ilave edilebilir. Bu
maddeler bilesimde serbest kalsiyum iyonlarinin konsantrasyonunu azaltma islevini goriir.
Bununla birlikte, alfa-amilazlann ¢ogu etkinlesmek igin kalsiyuma thtiyag duyar. Meveut
bulusu yapanlar Istem 1°de tamimlanan sekildeki alfa-amilazin selatlastirict maddeler igeren
sivi deterjanlarda sasirtic bir sekilde stabil kaldigim ve hatta yiiksek veya ¢ok yiiksek
konsantrasyonda selatlastirici madde i¢eren sivi deterjanlarda bile stabil kaldigini
bulmuslardir. Selatlastirict maddelerin serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonunu azaltma

kapasiteleri Ornek 5’e uygun sekilde tanimlanabilir (ayrica bakiniz Tablo 12.1).

Bir diizenlemede, bulusa uygun sivi deterjan en az %0.25 (ag/ag), drnegin en az %0.3 veya en
az %0.4, 6regin en az %0.5 veya %0.6, %0.7, %0.8, %0.9, %1.0 (ag/ag) veya hatta en az
%1.5 (ag/ag) bir konsantrasyonda bir selatlastirict madde igerir. Selatlastiric1 madde, %0.257te
(ag/ag) selatlastirici madde HEDP nin serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonunu azaltma
kapasitesine esit veya bundan daha iyi bir serbest kalsiyum ivonu konsantrasyonunu azaltma

kapasitesine sahiptir. Serbest kalsivumun azaltilmasina iliskin bu kapasite 21 °C veya 37
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°C’de model deterjan 2 sivi deterjanda Slciilebilir. Sonug olarak, selatlastirict maddeler
serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonunu azaltma kapasitesinin, %0.25te (ag/ag) HEDP’nin
gdsterdigi séz konusu kapasiteye en azindan esit olacak bir konsantrasyonda cklenmelidir.
Yani, efer asagida aciklanan sekilde serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonunu azaltma
kapasitesine sahip bir selatlastirict madde kullanilirsa ve bu kapasite sivi deterjanlarda veya
tamponda esit konsantrasyonlarda HEDP nin soz konusu kapasitesinden daha az ise, bu
durumda selatlastirict madde %60.25°te (ag/ag) HEDP nin s6z konusu kapasitesiyle en azindan
esit bir serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonunu azaltma kapasitesine ulagmak i¢in daha
yiiksek konsantrasyonlarda eklenmelidir. Serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonunu azaltma
kapasitesini etkileyen faktorler teknikte uzman kisi tarafindan bilinir. Bunlar kalsiyum igin
baglanma afinitesini ve selatlastirict madde konsantrasyonunu igerir. Bir baska diizenlemede,
selatlastirict madde sivi deterjana en az %0.3 veya en az %0.4, drnegin en az %0.5 veya %0.6,
%0.7, %0.8, %0.9 veya %1.0 (ag/ag) HEDP veya hatta en az %1.5, %1.7, %1.8, %1.9 veya en
az %2.0 (ag/ag) HEDP ilavesine karsilik gelen bir miktarda eklenir. Sonug olarak,
selatlastirict maddeler s1vi deterjanda serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonunu azaltma
kapasitesinin, en az %0.3 veya en az %{0.4, 6rnegin en az %0.5 veya %0.6, %0.7, %0.8, %0.9
veya %1.0 (ag/ag) veya hatta en az %1.5, %1.7, %1.8, %1.9 veya en az %2.0 (ag/ag) HEDP
bir konsantrasyonda HEDP 'nin s6z konusu kapasitesine en azindan esit olacak bir

konsantrasyonda cklenmelidir.

Bir bagka diizenlemede, serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonunu azaltma kapasiteleri s6z
konusu kapasitenin 21 °C’de ve pH 8.0°da 80 mM potasyum kloriir ve 49 mM EPPS i¢inde
Olciilmesiyle karsilastirildi, Bir selatlagtirict maddenin serbest kalsiyum iyonu
konsantrasyonunu azaltma kapasitesi asagida "Selatlastirict Maddelerin Ozelliklerinin
Belirlenmesi" altinda daha ayrintili agiklanmaktadir. Bir diizenlemede, selatlastirici
HEDP’dir. Bagka diizenlemelerde bulusa ait sivi deterjan en az %{.25 (ag/ag), drnegin en az
%{0.3 veva en az %0.4, 6rnegin en az %0.5 veya %0.6, %0.7, %0.8, %0.9 veya %1.0 (ag/ag)
veya hatta en az %1.2, %1.3, %1.4, %1.5, %1.6, %1.7, %1.8, %1.9 veya en az %2.0 (ag/ag)
HEDP igerir.

Bir bagka diizenlemede, bulusa ait siv1 deterjan, s6z konusu deterjanda selatlastirma
kapasitesinin en azindan %0.25 (ag/ag)} HEDP eklendiginde elde edilen selatlagtirma
kapasitelerine karsilik gelmesini saglayan konsantrasyonlarda bir veya daha fazla selatlastirict

madde igerir.
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Bir baska diizenlemede, bulusa ait siv1 deterjan, s6z konusu deterjanda selatlastirma
kapasitesinin en azindan %0.3 (ag/ag) HEDP cklendiginde ¢lde edilen selatlagtirma
kapasitelerine karsilik gelmesini saglayan konsantrasyonlarda bir veya daha fazla selatlagtinic
madde igerir. Bir bagka diizenlemede, bulusa ait s1v1 deterjan, s6z konusu deterjanda
selatlastirma kapasitesinin en azindan %0.4 (ag/ag) HEDP eklendiginde elde edilen
selatlagtirma kapasitelerine karsilik gelmesini saglayan konsantrasyonlarda bir veya daha
fazla selatlastirict madde icerir. Bir bagka diizenlemede, bulusa ait s1v1 deterjan, séz konusu
deterjanda selatlagtirma kapasitesinin en azindan %0.5 (ag/ag) HEDP eklendiginde elde edilen
selatlagtirma kapasitelerine karsilik gelmesini saglayan konsantrasyonlarda bir veya daha
fazla gelatlastirict madde igerir. Bir bagka diizenlemede, bulusa ait s1v1 deterjan, séz konusu
deterjanda selatlastirma kapasitesinin en azindan %0.6 (ag/ag) HEDP eklendiginde elde edilen
selatlagtirma kapasitelerine karsilik gelmesini saglayan konsantrasyonlarda bir veya daha

fazla selatlastirict madde igerir.

Bir baska diizenlemede, bulusa ait siv1 deterjan, soz konusu deterjanda selatlastirma
kapasitesinin en azindan %0.7 (ag/ag) HEDP eklendiginde elde edilen selatlastirma
kapasitelerine karsilik gelmesini saglayan konsantrasyonlarda bir veya daha fazla selatlastirici
madde igerir. Bir baska diizenlemede, bulusa ait siv1 deterjan, s6z konusu deterjanda
selatlagtirma kapasitesinin en azindan %1.0 (ag/ag) HEDP eklendiginde elde edilen
selatlagtirma kapasitelerine karsilik gelmesini saglayan konsantrasyonlarda bir veya daha

fazla gelatlagtirici madde igerir.

Bir bagka diizenlemede, bulusa ait siv1 deterjan, s6z konusu deterjanda selatlagtirma
kapasitesinin en azindan %1.5 (ag/ag) HEDP eklendiginde elde edilen selatlagtirma
kapasitelerine karsilik gelmesini saglayan konsantrasyonlarda bir veya daha fazla selatlagtinic
madde igerir. Bir baska diizenlemede, bulusa ait s1v1 deterjan, s6z konusu deterjanda
selatlastirma kapasitesinin en azindan %2.0 (ag/ag) HEDP eklendiginde elde edilen
selatlagtirma kapasitelerine karsilik gelmesini saglayan konsantrasyonlarda bir veya daha

fazla gelatlagtirict madde igerir.

Bir baska diizenlemede, selatlastirict madde en az %0.25 (ag/ag) veya en az %0.3 veya en az
%0.4, 6rnegin en az %0.5 veya %0.6, %0.7, %0.8, %0.9 veya %1.0 (ag/ag) veya hatta en az
%1.5, %1.7, %1.8, %1.9 veya en az %2.0 (ag/ag) bir konsantrasyonda DTMPA dur.
Orneklerde mevcut bulusa ait stvi deterjanin amilazinin (8rnegin DIZI ID. NO: 1’e ait,

G46A+T471+G105A+1199F mutasyonlarina sahip amilaz), DIZI ID. NO: 1 e ait amilazi
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iceren s1vi deterjanlarla karsilagtinldiginda yiiksek bir konsantrasyonda selatlastirici madde
iceren s1vi deterjanlarda (model deterjan 2) gelismis stabiliteye ve gelismis yikama
performansia sahip oldugu goriilebilmektedir. Daha uzun depolama siirelerinde ve daha
yiiksek sicakliklarda farklilik daha belirgin olacaktir. Dolayisiyla, mevcut bulusa ait sivi
deterjan bilesimi, yliksek selatlastirma kapasitelerinde bile (serbest kalsiyum 1yonu
konsantrasyonunu azaltmak i¢in) amilazin stabil kalmas1 ve iyi yikama performansina sahip
olma ve Termamyl™ veya DIZI ID. NO 1’ ait amilaza gire daha iyi performans sergileme

avantajina sahiptir.

Bulusa ait s1v1 deterjan bilesimi bir gamasir deterjani bilesimidir. Bulusa ait s1iv1 deterjan
bilesiminin pH’1 en az 7.5, 8.0, 8.5 veya 9.0 olabilir. S1vi1 deterjan bilesimi ayrica tercihen
agirhikca %0.01 ila %99.9 bir miktarda asagida agiklanan sekilde bir veya daha fazla
temizlemeye yardimer madde igerebilir. Baska diizenlemelerde, bulusa ait sivi deterjan
bilesimi ilaveten bir veya daha fazla baska enzim, érnegin bir proteaz, lipaz, peroksidaz, bir
bagka amilolitik enzim, glukoamilaz, maltogenik amilaz, CGTaz, mannanaz, kutinaz, lakkaz

ve/veya bir seliilaz icerir.

Alfa-amilaz sivi deterjan bilesimine yikama ¢ézeltisi litresi basina 0.001-200 mg proteine,
ornegin 0.005-100 mg proteine, tercihen 0.01-50 mg proteine, érnegin 0.028 mg proteine veya
daha tercihen 0.05-20 mg proteine, daha da tercihen 0.1-10 mg proteine karsilik gelen bir

miktarda eklenebilir.

Kesin olarak sart olmasa da, bulusa ait deterjan bilesiminin alfa-amilaz1 geleneksel stabilize
edici maddeleri kullanarak, 6megin propilen glikol veya gliserol gibi bir poliol, bir seker veya
seker alkolii, laktik asit, borik asit veya bir borik asit tiirevi, drnegin bir aromatik borat ester
veya bir fenil boronik asit tlirevi, megin 4-formilfenil boronik asit kullanarak stabilize
edilebilir ve bilesim érnegin WO 92/19709 ve WO 92/19708de agiklanan sekilde formiile
edilebilir.

Diger icerik Maddeler

Hidrotroplar

Bir hidrotrop hidrofobik bilesikleri sulu ¢ozeltiler icinde (veya tersine kutuplu maddeleri bir
kutupsuz ortamda) ¢dziindiiren bir bilesiktir. Tipik olarak, hidrotroplar hem hidrofilik hem
hidrofobik &zellige sahiptir (yiizey aktif maddelerden bilinen amfifilik ézellikler denilenler);
bununla birlikte hidrotroplarin molekiiler yapisi genellikle spontan kendiliginden

topaklanmaya elverigli degildir, bu hususta 6rnegin, Hodgdon ve Kaler, 2007, Current
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Opinion in Colloid & Interface Science 12: 121-128 referansindaki incelemeye bakilabilir.
Hidrotroplar, miselli, katmanli veya sinirlar1 belli orta fazlar olusturan yiizey aktif maddelerde
ve lipitlerde bulundugu gibi lizerine ¢ikildiginda kendiliginden topaklanmanin olustugu bir
kritik konsantrasyon sergilemez. Aksine, bir¢ok hidrotrop kesintisiz tiirde bir topaklanma
siireci sergilemekte olup, burada konsantrasyon arttik¢a topaklarin boyutu biiyiir. Bununla
birlikte, birgok hidrotrop su, yag, yiizey aktif madde ve polimer karisimlar1 gibi kutuplu ve
kutupsuz 6zellikteki maddeleri igeren sistemlerin faz davranigini, stabilitesini ve kolloidal
ozelliklerini farklilastirir. Hidrotroplar klasik olarak ilag, kisisel bakim, gida sanayilerinde ve
teknik uygulamalarda kullanilir, Hidrotroplarin temizlik veya deterjan bilesimlerinde
kullanimi, 6rnegin faz ayrilmasi veya yiiksek viskozite gibi istenmeyen olaylara neden
olmaksizin daha konsantre yiizey aktif madde formiilasyonlari (siv1 deterjanlarin suyun

atilmasiyla kompakt hale getirilmesi isleminde oldugu gibi) saglar.

Deterjan agirlikca %0-25, drnegin yaklasik %0.5 ila yaklasik %10 veya yaklasik %2 ila
yaklasik %5 bir hidrotrop igerebilir. Deterjanlarda kullanim igin teknikte bilinen herhangi bir
hidrotrop kullanilabilir. Hidrotrop drnekleri, bunlarla sinirlh kalmamak kaydiyla sodyum
benzen siilfonat, sodyum p-toluen siilfonat (STS), sodyum ksilen siilfonat (SXS), sodyum
kiimen siilfonat (SCS), sodyum simen siilfonat, amin oksitler (AO), alkoller ve
poliglikoleterler, sodyum hidroksinaftoat, sodyum hidroksinaftalen siilfonat, sodyum
etilheksil siilfat, monoetanolamin, dietanolamin, trietanolamin ve bunlarin kombinasyonlarini
igerir.

Gelistirici Maddeler ve Yardimel Gelistirici Maddeler

Deterjan bilesimi agirlikca yvaklagik %0-65, 6rmegin yaklasik %35 ila yaklasik %45 bir deterjan
gelistirici madde veya yardimer gelistirici madde veya bunlarin bir karigimini i¢erebilir,
Gelistirici madde ve/veya yardimci gelistirici madde 6zellikle Ca ve Mg ile suda ¢oziiniir
kompleksler olusturan bir selatlastirict madde olabilir. Selatlagtiric1 maddeler veya
selatlagtiricilar bazit metal 1yonlariyla molekiiller olusturan, diger elementlerle reaksiyona
giremeyecekleri sekilde iyonlart etkisiz kilan kimyasallardir, yani selatlar olusturarak
kimyasal etkinligi bastiran bir baglayici maddedir. Selatlagma bir ligand ve tek bir merkezi
atom arasinda iki veya daha fazla ayn baglanmanin olugsmasi veya mevcut olmasidir, Ligand
herhangi bir organik bilesik, bir silikat veya bir fosfat olabilir. Mevcut baglamda "selatlastiric
maddeler" kalsiyum ve magnezyum gibi metal iyonlariyla suda ¢dziiniir kompleksler

olugturan selatlastiricilar, selatlastirict maddeyi, selatlastirict maddeleri, kompleks olusturan
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maddeleri veya sekestrasyon maddelerini igerir. Selat etkisi, selatlastirici olmayan bir benzer
ligandlar grubunun aym metal igin afinitesi ile karsilastinldiginda selatlastirict ligandlarin bir
metal iyonu i¢in giiclenmis afinitesini tammlar. Metal iyonlariyla, dzellikle kalsiyum (Ca™)
iyonlartyla baglanma kapasitesine sahip selatlastirict maddeler genel olarak ¢amasir veya
bulasik yvikama gibi yikamaya iliskin deterjanlarda ve bilesimlerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte selatlastirict maddelerin kendilerinin enzimatik etkinlik
inhibisyonu yaptiklar: gésterilmistir. Mevcut bagvuruda selatlagtirict madde terimi "kompleks
olugturan madde" veya "selatlastirict madde” veya "selatlastiric1” ile birbirinin yerine gececek

sekilde kullaniimaktadir.,

Alfa-amilazlarin ¢ogu kalsiyuma duyarh oldugu igin selatlastirici maddelerin mevcut olmasi
enzim etkinligini zayiflatabilir. Alfa-amilazlarin kalsiyvum duyarlilig1 verili bir alfa-amilazin
kuvvetli bir selatlastirict madde mevcudiyetinde inkiibe edilmesi ve bu inkiibasyonun sdz
konusu alfa-amilazin etkinligi lizerindeki etkisinin analiz edilmesiyle belirlenebilir. Kalsiyum
duyarli bir alfa-amilaz inkiibasyon sirasinda etkinliginin énemli bir kismini veya tamamini

kaybedecektir.

Selatlastirie1 Maddelerin Ozelliklerinin Belirlenmesi: Belirtildigi iizere selat etkisi veya
selatlastiric1 etki selatlastirict olmayan bir benzer ligandlar grubunun ayni metal i¢in afinitesi
ile karsilastirlldiginda selatlastirici ligandlarin bir metal ivonu icin gliglenmis afinitesini
tamumlar. Ancak bu selat etkisinin giicii ¢esitli analiz tiirleriyle veya ol¢iim usulleriyle
belirlenebilir, bu sekilde selatlagtirici maddelerin gdsterdikleri selatlagtiricr etkiye (veya giice)
gore farklhilagtinlmasi veya derecelendirilmesi saglanir. Bir analizde, rmegin M.K. Nagarajan
ve digerleri, JAOCS, Cilt 61, No. 9 (Eyliil 1984), s. 1475-1478 referansinda agiklanan usule
dayanan bir testin kullanilmasiyla selatlastirict maddeler pH 8.0°da serbest kalsiyum iyonlan
(Ca*") konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ye veya daha azina diisiirme kapasitelerine
gore tanimlanabilmektedir. Selatlastirict maddelerin Nagarajan ve digerleri tarafindan
actklanan usulii kullanarak tanimlanmasina iliskin bir drnek Ornek 3a’da agiklanmaktadir.
Tercihen, buluga uygun selatlastirict madde, ayni kosullar altinda serbest kalsiyum 1yonu
konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ye diisiirmek icin gerekli HEDP konsantrasyonuna
esit veya bundan daha diisiik bir konsantrasyonda serbest kalsiyum iyonlarn konsantrasyonunu
2.0 mM’den 0.1 mM’ye diisiirebilen selatlastirict maddeleri kapsar. Dolayisiyla, mevcut
bulusa ait selatlastirict madde benzer veya ayni kosullar altinda HEDP ile esit veva

HEDP’den daha iyi "serbest kalsiyumu" diistirme kapasitesine sahip olabilir.
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Tercihen, bulusa uygun selatlastirict madde 80 mM potasyum kloriir ve 49 mM EPPS ((4-(2-
hidroksietil )piperazin-1-propansiilfonik asit)) iginde pH 8’de ve 21 °C’de dlgildigiinde 10
mM’nin altinda, tercihen 9.5 mM nin altinda, tercihen 9 mM’nin altinda, tercihen 8.5 mM nin
altinda, tercihen 8 mMnin altinda, tercihen 7.5 mM’nin altinda, tercihen 7 mM™nin altinda,
tercihen 6.5 mM’nin altinda, tercihen 6 mM’nin altinda, tercihen 5.5 mM’nin altinda, tercihen
5 mM’nin altinda, tercihen 4.5 mM’nin altinda, tercihen 4 mM’nin altinda, tercihen 3.5

mM nin altinda, tercihen 3 mM  nin altinda, tercihen 2.5 mM’nin altinda, tercihen 2 mM nin
altinda, tercihen 1.5 mM’nin altinda veya tercihen 1 mM’nin altinda bir konsantrasyonda
serbest kalsiyum iyonlar1 konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.1 mM’ye diisiirebilen selatlastirict
maddeleri kapsar. Ozellikle tercih edilen bir diizenlemede selatlastirici madde "Malzemeler ve
Usuller” boliimil altinda agiklandigi gibi 80 mM potasyum kloriir ve 49 mM EPPS i¢inde pH
8’de ve 21 °C’de ve serbest kalsiyum konsantrasyonu saptamasi i¢in kalsiyum iyonu segici bir
elektrot kullanarak 6l¢tildigiinde serbest kalsiyum iyonlart konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.1
mM’ye diigiirebilir. Dolayisiyla tercihen, selatlastirict maddeler "Malzemeler ve Usuller”
bodllimii altinda aciklandigi gibi pH 8.0 ve 21 °C’de test edildiginde 10 mM’nin altinda,
tercihen 9.5 mM’nin altinda, tercihen 9.0 mM nin altinda, tercihen 8.5 mM nin altinda,
tercihen 8.0 mM nin altinda, tercihen 7.5 mM nin altinda, tercihen 7.0 mM nin altinda,
tercihen 6.5 mM’nin altinda, tercihen 6.0 mM’nin altinda, tercihen 5.5 mM’nin altinda,
tercihen 5.0 mM’nin altinda, tercihen 4.5 mM’nin altinda, tercihen 4.0 mM’nin altinda,
tercihen 3.5 mM’nin altinda, tercihen 3.0 mM’nin altinda, tercihen 2.5 mM’nin altinda,
tercihen 2.0 mM’nin altinda, tercihen 1.5 mM’nin altinda veya tercihen 1.0 mM’nin altinda
bir konsantrasyonda serbest kalsiyum iyonlan konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ye

diisiirebilen selatlastiricr maddeleri kapsar.

Ozellikle tercih edilen bir diizenlemede, selatlastirict madde 80 mM potasyum kloriir ve 49
mM EPPS iginde pH 8’de ve 21 °C’de dlgiildiigiinde 9 mM ila 0.5 mM, tercihen 9 mM ila 1
mM, tercihen 8 mM ila 1 mM, tercihen 7 mM ila 1 mM, tercihen 6 mM ila 1 mM, tercihen 5
mM ila 1 mM, tercihen 4 mM ila 1 mM, tercihen 3 mM ila 1 mM, tercihen 2 mM ila 1 mM,
tercihen 9.0 mM ila 1.5 mM, tercihen 8.0 mM ila 1.5 mM, tercithen 7.0 mM ila 1.5 mM,
tercihen 6.0 mM ila 1.5 mM, tercihen 5.0 mM ila 1.5 mM, tercihen 4.0 mM ila 1.5 mM,
tercihen 3.0 mM ila 1.5 mM, tercihen 2.5 mM ila 1.0 mM, tercihen 2.0 mM ila 1.1 mM,
tercihen 1.85 mM ila 1.0 mM bir konsantrasyonda serbest kalsiyum iyonlari

konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ve diisiirebilir.

Serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonunda goriilen 2.0 mM Ca ila 0.10 mM Ca arasi diisiis su
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sertliginin 200 ppm’den (asidik CO2 mevcudiyetinde Ca(HCO3)2 formunda CaCO3 olarak)
10 ppm’ye disiirilmesine kargilik gelir, Minimum gelistirici madde seviyesi selatlagtirier

sodyum tuzundan ve %100 kuru selatlagtirici baz alinarak hesaplanir.,

Selatlastirict maddenin selatlastirict etkisi sitrata gére de 6lgiilebilir. Serbest kalsiyvum iyonu
konsantrasyonu miktarini 2.0 mM’den 0.10 mM’vye diisiirebilen sitrat konsantrasyonuna 1
degeri verilir ve selatlagtirict maddelerin sonuglar1 bu degerle karsilastirilir. Tercih edilen
bulusa uygun selatlagtirict madde, pH 8.0°de ve 21 °C’de 6lgiildiglinde, sitrat konsantrasyonu
ile kargilastinldiginda 0.9 katin altinda, 6rnegin 0.8 katin altinda, 6rnegin 0.7 katin altinda,
6megin 0.6 katin altinda, 6regin 0.5 katin altinda, 6rmegin 0.4 katin altinda, drmegin 0.3 katin
altinda, 6rnegin 0.2 katin altinda, érnegin 0.1 katin altinda daha diisiik bir konsantrasyonda
serbest kalsiyum konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ye diisiirme kapasitesine sahiptir.
Tercih edilen bulusa uygun selatlastirici madde, pH 8.0°da ve 21 °C’de 80 mM potasyum
kloriir ve 49 mM EPPS icinde ve serbest kalsiyum konsantrasyonu saptamasi igin pH 8.0°da
ve 21 °C’de kalsiyum ivonu secici bir elektrot kullanarak 6l¢iildigiinde sitrat konsantrasyonu
ile karsilastinlldiginda 0.9 katin altinda, 6rnegin 0.8 katin altinda, 6rnegin 0.7 katin altinda,
ornegin 0.6 katin altinda, érnegin 0.5 katin altinda, 6rnegin 0.4 katin altinda, &rnegin 0.3 katin
altinda, 6rnegin 0.2 katin altinda, 6érnegin 0.1 katin altinda daha diisiik bir konsantrasyonda

serbest kalsiyum konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ye diisiirme kapasitesine sahiptir.

Ozellikle tercih edilen bir diizenlemede, selatlastirici madde, pH 8.0 ve 21 °C’de
olgiildiigiinde, serbest kalsiyum iyonlar1 konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ye
diisiirebilen sitrat konsantrasyonu ile karsilastirldiginda 1.0 ila 0.1 katin altinda, 6rnegin 0.9
ila 0.1 katin altinda, 6rmegin 0.8 ila 0.1 katin altinda, érmegin 0.7 ila 0.1 katin altinda, émegin
0.6 ila 0.1 katin altinda, 6rmegin 0.5 ila 0.1 katin altinda, érnegin 0.4 ila 0.1 katin altinda,
ornegin 0.35 ila 0.1 katin altinda, 6rnegin 0.3 ila 0.1 katin altinda daha diisiik bir selatlastirici
madde konsantrasyonunda serbest kalsiyum iyonlar1 konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10
mM’ye diisiirebilir. Dolayisiyla buluga uygun selatlastirict madde serbest kalsiyum iyonu
konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ye, ayni kosullar altinda serbest kalsiyum iyonu
konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ye diisiirmek icin gereken HEDP

konsantrasyonundan daha diisiik bir konsantrasyonda diisiirebilir.

Alternatif olarak, selatlastirici madde ve metal iyonlari, 6rnegin kalsiyum ve/veya
magnezyum arasinda olusturulan kompleksin giicii log K degeri {denge veya baglanma veya

ayrigsma veya stabilite sabiti) olarak ifade edilir. Bu sabit verili bir pH’ta, verili bir sicaklikta
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ve verili bir iyonik giicte ¢lgiilebilir. Yukarda bahsedildigi gibi selatlastirict madde ve metal
ivonlar érmegin kalsiyum ve/veya magnezyum arasinda olusturulan kompleksin giicii log K
degeri (denge veya baglanma veya ayrisma veya stabilite sabiti) olarak ifade edilebilmekte
olup, burada sabit A. Nielsen ve digerleri, Anal. Biochem. Cilt 314, (2003), s. 227-234
referansinda agiklanan sekilde ve K degerinden izotermal titrasyon kalorimetresiyle (ITC)
Olcilebilir, log K ise K degerinin logaritmasi (10 tabani) seklinde hesaplanabilir. Bu usulle
Olciilen log K degeri sicaklik, pH ve iyon giiciine baghdir, dolayisiyla log K degerlerini
kargilastirirken bunlarin benzer, tercihen aym kosullar altinda belirlenmis olmalar 6nemlidir.
Ayrica, referans olarak bir standart, drnegin sitrat kullanarak deneylerdeki varyasyonlardan
kaynaklanan etkiler azaltilabilir. Tercihen log K mevcut bagvurunun "Malzemeler ve Usuller”
boliimii altinda agiklanan sekilde belirlenir, dolayisiyla bulusun bir diizenlemesinde bulusa
uygun bilesimdeki selatlastirici madde, log K "Malzemeler ve Usuller” bliimiinde agiklanan
sekilde pH 10°da ve 19 °C’de 6lglildiigiinde en az 3, 6rnegin en az 4, érnegin en az 5, érnegin
en az 6, ornegin en az 7, 6rnedin en az §, drnedin en az 9, érnegin en az 10, drnegin en az 11
bir log K’ye sahiptir. Bulusa uygun bilesimlerdeki selatlastirict maddenin log K degeri 3-11,
ornegin 3-10, 6rnegin 3-9, drnedin 3-8, dmegin 4-11, 6rmegin 5-11, 6megin 6-11, érmegin 4-
10, 6rnegin 5-10, 6rnegin 4-9, 6rnegin 5-9, drnegin 4-8, dzellikle 5-8 araliginda da olabilir.
Tercihen, bulusa uygun bilesimdeki selatlastirici maddenin log K’si, "Malzemeler ve Usuller"”
bélimii altinda agiklanan sekilde belirlenen sitrat log K’sinin en az 1, 6rnegin en az 1.33,
ornegin en az 1.67, 6rnedin en az 2, drnegin en az 2.33, érnegin en az 2.67, 6rnegin en az 3,
ormegin en az 3.33, érnedin en az 3.67 katidir. Bulusa uygun bilesimlerdeki selatlastiric
madde "Malzemeler ve Usuller” béliimii altinda aciklanan sekilde belirlenen sitrat log K’sinin
1-3.67, 6rmegin 1-3.33, 6megin 1-3.00, 6megin 1-2.67, émegin 1.33-3.67, 6megin 1.33-3.33,
ornegin 1.33-3.00, 6rnegin 1.33-2.67, 6rnegin 1.67-3.67, drnegin 1.67-3.33, 6rnefin 1.67-3,
ozellikle 1.67-2.67 kat1 aralifinda da olabilir. Kullanisli selatlastirict maddeler, bunlarla sinirl
kalmamak kaydiyla asagidakileri icerir: N-(1,2-dikarboksietil )-D,L-aspartik asit (IDS), N-(2-
hidroksietil )iminodiasetik asit (EDGQ), aspartik asit-N-monoasetik asit (ASMA), aspartik asit-
N.N-diasetik asit (ASDA), aspartik asit-N-monopropionik asit (ASMP), iminodisiiksinik asit
(IDA), N-(2-siilfometil} aspartik asit (SMAS), N-(2-siilfoetil) aspartik asit (SEAS), N-(2-
stilfometil) glutamik asit (SMGL), N-(2-siilfoetil) glutamik asit (SEGL), N-metil
iminodiasetik asit (MIDA), a¢-alanin-N,N-diasetik asit (a-ALDA), serin-N,N-diasetik asit
(SEDAY), izoserin-N,N-diasetik asit (ISDA), fenilalanin-N,N-diasetik asit (PHDA), antranilik
asit-N ,N-diasetik asit (ANDA), sulfanilik asit-N, N-diasetik asit (SLDA), taurin-N, N-
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diasetik asit (TUDA), siilfometil -N,N-diasetik asit (SMDA), N-(hidroksietil }-etil
idendiamintriasetat (HEDTA), dictanolglisin (DEG), aminotris(metilenfosfonik asit) (ATMP),

Tercih edilen selatlastirict madde bir amino grubu i¢erebilir ve rmegin bir amino-
polikarboksilat veya bir fosfonat olabilir. Bir, iki veya {i¢ amino grup (tipik olarak sekonder
veya tersiyer amino gruplari) iceren bir monomerik molekiil olabilir ve iki, ii¢, dort veya bes
karboksil grubu veya hatta daha fazla karboksil grubu icerebilir. Selatlastirici maddeler fosfor
iceren veya fosforsuz maddeler olabilir. Selatlastirict maddelerin gruplandirilmasina iliskin

cesitli yollar vardir ve bunlardan biri asagidaki sekilde olabilir:

Selatlastirict maddeler karboksilatlar olabilir veya karboksilat gruplarina dayanabilirler,
ornekleri EDTA (etilen diamin tetraasetat), NTA (2,2",2"-nitrilotriasetat}, sitrat, 2-
hidroksipropan-1,2,3-trikarboksilat, DTPA (dietilentriaminpentaasetik asit), MGDA (metil
glisindiasetik asit veya N,N'-bis(karboksimetil )alanin), EGTA (etilen glikol tetraasetik asit),
EDDS (etilendiamin-N,N-disiiksinik asit), GLDA (L-Glutamik asit, N,N-diasetik asit),
polikarboksilatlar, 6rnegin PAA [poli(akrilik asit}], PAA/PMA [kopoli(akrilik asit/maleik
asit)] seklindedir.

Fosfor igeren selatlastirict maddeler polifosfatlar veya fosfonatlar, érnegin sodyum
tripolifosfat (STP), HEDP (1-Hidroksietiliden-1,1-Difosfonik asit), EDTMP [bis(fosfonometil
Jamino] metil fosfonik asit] veya (etilendiamin tetra(metilen fosfonik asit)), EDTMPA
(etilendiamintetrametilentetrafostonik asit), DTPMP (dietilentriamin penta (metilen fosfonik
asit), DTMPA (dietilentriaminpenta(metilen-fosfonik asit)) olabilir. Selatlastirici maddeler
EDTA, NTA, DTPA, PDTA, GLDA, MGDA, EDDS, EDTMP, EDTMPA ve DTPMP veya
ASMA, ASDA, ASMP, IDA, SMAS, SEAS, SMGL, SEGL, MIDA, a-ALDA, SEDA, ISDA,
PHDA, ANDA, SLDA, TUDA, SMDA, HEDTA, DEG, ATMP veya bunlarin karisimlarinda

oldugu gibi azot i¢erebilir.

Sonug olarak, tercih edilen selatlastirici maddeler, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla
etilendiamin-tetra-asetik asit (EDTA), dietilen triamin penta metilen fosfonik asit (DTMPA,
DTPMP), hidroksi-etan difosfonik asit (HEDP), etilendiamin N,N'-disiiksinik asit (EDDS),
metil glisin di-asetik asit (MGDA), dietilen triamin penta asetik asit (DTPA), propilen diamin
tetraasetik asit (PDTA), 2-hidroksipiridin-N-oksit (HPNQO), metil glisin diasetik asit (MGDA),
glutamik asit N N-diasetik asit (N,N-dikarboksimetil glutamik asit tetrasodyum tuzu (GLDA)
ve nitrilotriasetik asit (NTA) veyva bunlarin karigimlarini igerebilir. Selatlagtirict maddeler asit

formlarinda veva bir tuz seklinde mevcut olabilir, tercihen selatlastirict maddeler sodyum,
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potasyum, amonyum veya amin (érnegin trietanolamin ve monoetanolaminy} tuzlan seklinde

meveut olabilir,

Bagka selatlagtinct maddeler bitkisel madde, 6megin asagida daha ayrintili agiklanan nisasta
iceren madde kokenli selatlastirict maddeler olabilir. Bu tiir dogal selatlastirict maddelerin
drnekleri, bunlarla sinirlt kalmamak kaydiyla fitik asit (Inozitol heksafosforik asit (IP6) veya
tuz formda oldugunda fitin veya fitat), Inozitol difosforik asit, inozitol trifosforik veya
Inozitol pentafosforik asittir. Selatlastirict madde bilesimde agirlikga %0.0001 ila %20,
tercihen agirlikca %0.01 ila %10, daha tercihen agirlik¢a %0.1 1la %5 bir miktarda meveut

olabilir.
Agartic1 Sistemler

Bulusa ait s1ivi deterjan bilesimi agirhke¢a %0-50, drnegin yaklasik %0.1 ila yaklasik %25 bir
agartici sistemi igerebilir. S1vi camasir deterjanlarinda kullanim bakimindan teknikte bilinen
herhangi bir agartici sistemi kullanilabilir. Uygun agartici sistemi bilesenleri agartic
katalizorlerini, foto-agarticilari, agartici etkinlestiricilerini, hidrojen peroksit kaynaklarini,
Ornegin sodyum perkarbonat ve sodyum perboratlari, énceden olusturulmus perasitleri ve
bunlarin karisimlarini icerir. Onceden olusturulmus uygun perasitler, bunlarla sinirl
kalmamak kaydiyla peroksikarboksilik asitleri ve tuzlari, perkarbonik asitleri ve tuzlan,
perimidik asitleri ve tuzlari, peroksimonosiilfiirik asitleri ve tuzlari, 6rnegin Oxone’u (R) ve
bunlarin karigimlaring igerir. Agartict sistemlerinin, bunlarla sinirli kalmayan 6rnekleri perasit
olugturucu bir agartic etkinlestirici ile kombinasyon halinde, 6rnegin alkali metal tuzlar dahil
bir inorganik tuz, 6rmegin perborat sodyum tuzlari (genellikle mono- veya tetra-hidrat),
perkarbonat, persiilfat, perfosfat, persilikat tuzlarini icerebilecek peroksit bazl agartici
sistemlerini i¢erir. Burada agartici etkinlestirici terimi hidrojen peroksit gibi bir peroksijen
agarticiyla reaksiyona girerek bir perasit olusturan bir bilesik anlamuna gelir. Bu sekilde
olusturulan perasit etkinlesmis agarticiyr meydana getirir. Burada kullanilacak uygun agartici
etkinlestiriciler ester amitleri, imitleri veya anhidriirleri sinifina ait olanlar igerir. Uygun
omekleri tetrasetiletilen diamin (TAED), sodyum 4-[(3,5,5-trimetil heksanoil) oksi]benzen
siilfonat (ISONOBS), diperoksi dodekanoik asit, 4-(dodekanoiloksi) benzensiilfonat (LOBS),
4-(dekanoiloksi) benzensiilfonat, 4-(dekanoiloksi)benzoat (DOBS), 4-
(nonanoiloksi)benzensiilfonat (NOBS) ve/veya WO 98/17767 de aciklananlardir. Séz konusu
agartici etkinlestiricilerin bir 6zel ailesi EP 624154°te agiklanmaktadir ve bu aileden dzellikle

tercih edilen asetil trietil sitrattir (ATC). ATC veya kisa zincirli bir trigliserit, drnegin triasetin
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sonunda sitrik asit ve alkole bozunmasi nedeniyle ¢evre dostu olma avantajina sahiptir. Ayrica
asetil trietil sitrat ve triasetin depolamada iiriin i¢inde 1yi bir hidrolitik stabiliteye sahiptir ve
etkili bir agartict etkinlestiricisidir. Son olarak ATC ¢amagir yikama katk: maddesinde iyi bir
gelisme kapasitesi saglar. Alternatif olarak, agartici sistemi drnegin amit, imit veya siilfon tipi
peroksiasitler i¢erebilir. Agartict sistemi 6(ftalimido)peroksiheksanoik asit (PAP) gibi
perasitler de icerebilir. Agartic1 sistemi bir agartici katalizori de icerebilir. Bazi
diizenlemelerde agartic1 bilesen bir organik katalizér olabilir ve asagidaki formiillere sahip

organik katalizorlerden olusan gruptan secilebilir:

oso?
# ?‘lﬁ};/l\/(::"_R1

(i)

(ii)

(1i1) ve bunlarin karigimlari; burada her R1 bagimsiz olarak 9 ila 24 karbon igeren bir
dalli alkil grubu veya 11 ila 24 karbon igeren dogrusal alkil grubudur, tercihen her R1
bagimsiz olarak 9 ila 18 karbon igeren bir dall alkil grubu veya 11 ila 18 karbon
iceren dogrusal alkil grubudur, daha tercihen her R1 bagimsiz olarak 2-propilheptil, 2-
butiloktil, 2-pentilnonil, 2-heksildesil, n-dodesil, n-tetradesil, n-heksadesil, n-
oktadesil, izo-nonil, izodesil, izo-tridesil ve izo-pentadesilden olusan gruptan segilir.
Diger 6rnek agartict sistemleri, drnegin WO 2007/087258, WO 2007/087244, WO
2007/08725% ve WO 2007/087242 de agiklanmaktadir. Uygun foto-agarticilar 6rnegin

siilfonlu ¢inko ftalosiyanin olabilir.
Polimerler

Bulusa ait siv1 deterjan bilesimi airhikca %0-10, 6megin %0.5-5, %2-5, %0.5-2 veya %0.2-1
bir polimer igergbilir. Deterjanlarda kullanim bakimindan teknikte bilinen herhangi bir
polimer kullanilabilir. Polimer yukarida bahsedildigi gibi bir yardimei gelistirici madde islevi
gorebilir veya kir taginmasini énleme, lif koruma, leke ¢ikarma, boya aktarimini engelleme,
gres temizleme ve/veya kopiik giderme ozellikleri saglayabilir. Bazi polimerlerde yukarida
bahsedilen ozelliklerin birinden fazlasi ve/veya asagida bahsedilen motiflerin birinden fazlasi

bulunabilir. Ornek polimerler (karboksimetil )seliiloz (CMC), poli(vinil alkol) (PVA),
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poli(vinilpirrolidon) (PVP), poli(etilenglikol) veya poli(etilen oksit) (PEG), etoksillenmig
poli(etilenimin}, karboksimetil infilin (CMI) ve polikarboksilatlar, drmegin PAA, PAA/PMA,
poli-aspartik asit ve lauril metakrilat/akrilik asit kopolimerleri, hidrofobik bakimdan modifiye
edilmis CMC (HM-CMC) ve silikonlar, tereftalik asit ve oligomerik glikollerin kopolimerleri,
poli(etilen tereftalat) ve poli{oksieten tereftalat) kopolimerleri (PET-POET), PVP,
poli(vinilimidazol} (PVI), poli(vinilpiridin-N-coksit} (PVPO veya PVPNO} ve
polivinilpirrolidon-vinilimidazoli (PVPVI) igerir. Diger érnek polimerler siilfonlu
polikarboksilatlar, polietilen oksit ve polipropilen oksit (PEO-PPQ) ve dikuaterniyum etoksi
siilfat1 icerir. Baska ornek polimerler 6megin WO 2006/130575 te agiklanmaktadir, Yukarida

bahsedilen polimerlerin tuzlari da éngdrilmiistiir,

Kumas Tonlama Maddeleri

Mevcut bulusa ait sivi deterjan bilesimi boyalar veya pigmentler gibi kumas tonlama
maddelerini de igerebilmekte olup, bunlar deterjan bilesimlerinin formiiliinde bulunmalar
durumunda, kumas s6z konusu deterjan bilesimlerini igeren bir yikama ¢ozeltisi ile temas
ettiginde séz konusu kumas tizerinde birikebilir ve bu sekilde goriintir 151810
sogurulmasi/yansitilmasi yoluyla s6z konusu kumagin renk tonunu degistirebilirler. Floresan
beyazlatict maddeler en az biraz goriiniir 151k yayar. Tersine, kumas tonlama maddeleri
gbrinir 151k spektrumunun en az bir kismini sogurduklari igin bir yiizeyin renk tonunu
degistirirler. Uygun kumas tonlama maddeleri boyalar ve boya-kil konjugatlarini igerir ve
ayrica pigmentleri de igerebilir. Uygun boyalar kii¢lik molekiillii boyalar1 ve polimerik
boyalar igerir. Uygun kii¢iik molekiillii boyalar Direkt Mavi, Direkt Kirmizi, Direkt Viyole,
Asit Mavi, Asit Kirmizi, Asit Viyole, Bazik Mavi, Bazik Viyole ve Bazik Kirmiz1 Renk
Indeksi (C.I.) siniflandirmalarina giren boyalardan veya bunlarin karisimlarindan olusan
gruptan se¢ilen kiiglik molekillii boyalari, 6rnefin WO 2005/03274, WO 2005/03275, WO
2005/03276 ve EP 1876226°da (burada géndermeyle dahil edilmislerdir) a¢iklananlar: igerir.
Deterjan bilesimi tercihen agirlik¢a yaklasik %0.00003 ila yaklasik %0.2, agirlik¢a yaklagik
%0.00008 ila yaklagik %0.05 veya hatta agirlik¢a yaklasik %0.0001 ila yaklagik %60.04 kumas
tonlama maddesi icerir. Bilesim agirlikca %0.0001 ila %0.2 kumas tonlama maddesi
icerebilmekte olup, bilesimin bir birim dozluk poset formunda olmasi 6zellikle tercih
edilebilir. Uygun tonlama maddeleri drmegin WO 2007/087257 ve WO 2007/087243’te de

actklanmaktadir.

ilave Enzimler
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Sivi deterjan bilesimi bir veya daha fazla ilave enzim, 6rnegin proteaz, lipaz, kutinaz, ilave
amilaz, karbohidraz, seliilaz, pektinaz, mannanaz, arabinaz, galaktanaz, ksilanaz, oksidaz,
dmegin bir lakkaz ve/veya peroksidaz icerebilir. Genel olarak se¢ili enzimin{enzimlerin)
ozellikleri segili deterjanla uyumlu olmalidir (yani, pH optimumu, enzimatik ve enzimatik
olmayan diger igerik maddelerle uyumluluk, vb.} ve enzim(enzimler) etkili miktarlarda

bulunmalidit.

Selilazlar: Uygun seliilazlar bakteri veya mantar kdkenli olanlar igerir. Kimyasal olarak
modifiye edilmis veya protein milthendisligine tabi tutulmus mutantlar dahildir. Uygun
seliilazlar Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium cinslering ait
seliilazlari, 6rnegin US 4,435,307, US 5,648,263, US 5,691,178, US 5,776,757, WO
89/09259°da agiklanan Humicola insolens, Myceliophthora thermophila ve Fusarium
oxysporum’dan {iretilen mantar seliilazlarini igerir. Ozellikle uygun seliilazlar renk koruma
taydalari olan alkali veya nétral seliilazlardir. Bu tiir seliilazlarin érnekleri EP 0 495 257, EP 0
531372, WO 96/11262, WO 96/29397, WO 98/08940 ve WO 02/099091°de agiklanan
seliillazlardir. Diger 6rnekler érnegin WO 94/07998, EP 0 531 315, US 5,457,046, US
5,686,593, US 5,763,254, WO 95/24471, WO 98/12307 ve PCT/DK 98/00299’da

aciklananlar gibi seliilaz varyantlaridir.

Ticari olarak piyasada mevcut seliilazlar Celluzyme® ve Carezyme®, Carezyme Premium®;,
Celluclean® (Novozymes A/S), Clazinase™ ve Puradax HA™ (Genencor International Inc.)

ve KAC-500(B)™ (Kao Corporation) selillazlarini igerir.

Proteazlar: Uygun proteazlar hayvansal, bitkisel veya mikrobiyal kékenli olanlar igerir.
Mikrobiyal kokenli olanlar tercih edilir. Kimyasal olarak modifiye edilmis veya protein
miihendisliine tabi tutulmus mutantlar dahildir, Proteaz bir serin proteaz veya bir metallo
proteaz, tercihen bir alkali mikrobiyal proteaz veya tripsin benzeri bir proteaz olabilir. Alkali
proteazlarin ornekleri subtilisinler, bilhassa Bacillus’tan tiiretilenler, drnegin subtilisin Novo,
subtilisin Carlsberg, subtilisin 309, subtilisin 147 ve subtilisin 168°dir (WO 89/06279°da
aciklanmaktadir). Tripsin benzeri proteazlarin drnekleri tripsin (6rnegin domuz veya sigir
kdkenli) ve WO 89/06270 ve WO 94/25583 te agiklanan Fusarium proteazidir. Kullanigh
proteazlarin drnekleri WO 92/19729, WO 98/20115, WO 98/20116 ve WO 98/34946°da
aciklanan varyantlar, &zellikle 27, 36, 57, 76, 87, 97, 101, 104, 120, 123, 167, 170, 194, 206,
218, 222, 224, 235 ve 274 konumlarinin birinde veya daha fazlasinda siibstitiisyonlar1 olan

varyantlardir. Ticari olarak piyasada mevcut tercih edilen proteaz enzimleri Alcalase™,
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Savinase™, Primase™, Duralase™, Esperase™ ve Kannase™ (Novozymes A/S),
Maxatase™, Maxacal™, Maxapem™, Properase™, Purafect™, Purafect OxP™, FN2T™ ve

FN3T™ (Genencor International Inc.) proteaz enzimlerini igerir.

Lipazlar ve Kutinazlar: Uygun lipazlar ve kutinazlar bakteri veya mantar kokenli olanlar1

igerir. Kimyasal olarak modifiye edilmis veya protein miihendisligine tabi tutulmus mutantlar
dahildir. Ornekleri Thermomyces, érnegin EP 258 068 ve EP 305 216°da agiklanan T.
lanuginosus (daha 6énce Humicola lanuginosa isimli) lipazi, Humicola, 6regin WO
96/13580°de aciklanan H. insolens kutinazi, bir Pseudomonas lipazi, 6rmegin P. alcaligenes
veya P. pseudoalcaligenes (EP 218 272), P. cepacia (EP 331 376), P. stutzeri (GB 1,372,034),
P. fluorescens, Pseudomonas sp. susu SD 705 (WO 95/06720 ve WO 96/27002), P,
wisconsinensis (WO 96/12012) lipazi, bir Bacillus lipazi, 6rnegin B. subtilis (Dartois ve
digerleri, 1993, Biochemica et Biophysica Acta, 1131: 253-360), B. stearothermophilus (JP
64/744992) veya B. pumilus (WO 91/16422) lipazin igerir. Diger 6rnekleri 6rnegin WO
92/05249, WO 94/01541, EP 407 225, EP 260 105, WO 95/35381, WO 96/00292, WO
95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO 95/22615, WO 97/04079, WO 97/07202, WO
00/060063, WO2007/087508 ve WO 2009/109500°de aciklanan lipaz varyantlanidir. Ticari
olarak piyasada mevcut tercih edilen lipaz enzimleri LipolaseTM, Lipolase UltraTM ve
Lipex™; LecitaseTM, LipolexTM; LipocleanTM, LipoprimeTM (Novozymes A/S) lipaz
enzimlerini igerir. Ticari olarak piyasada mevcut diger lipazlar Lumafast (Genencor Int Inc);

Lipomax (Gist-Brocades/Genencor Int Inc) ve Solvay’dan Bacillus sp. lipaz igerir.

Peroksidazlar/Oksidazlar: Uygun peroksidazlar/oksidazlar bitki, bakter: veya mantar kékenh

olanlan i¢erir, Kimyasal olarak modifiye edilmis veya protein mithendisligine tabi tutulmus
mutantlar dahildir. Kullanigh peroksidazlarin émekleri Coprinus’a ait, 6rmegin WO
93724618, WO 95/10602 ve WO 98/15257 de aciklanan C. cinereus ve varyantlarina ait
peroksidazlari i¢erir. Ticari olarak piyasada mevcut peroksidazlar Guardzyme™ (Novozymes

A/S) peroksidazlari igerir.

Deterjan enzimi(enzimleri) bir deterjan bilesimine bir veya daha fazla enzim iceren ayr1 katki
maddelerinin eklenmesiyle veya bu enzimlerin tamamuni i¢eren birlesik bir katki maddesinin
eklenmesiyle dahil edilebilir. Bulusa ait bir deterjan katki maddesi, yani bir ayn katki maddesi
veya bir birlesik katki maddesi 6rnegin bir graniil, sivi, sulu karisim, vb. seklinde formiile
edilebilir. Tercih edilen deterjan katki maddesi formiilasyonlar: graniiller, ozellikle

tozlanmamis graniiller, sivilar, 6zellikle stabil sivilar veya sulu karigimlardir.
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Tozlanmamig graniiller 6rnegin US 4,106,991 ve 4,661,452 de aciklanan sekilde iretilebilir
ve istege bagh olarak teknikte bilinen usullerle kaplanabilir, Mumsu kaplama maddelerinin
dmekleri 1000 ila 20000 ortalama mol agirhiklarinda poli(etilen oksit) liriinler
(polietilenglikol, PEG); 16 ila 50 etilen oksit birimine sahip etoksillenmis nonilfenoller;
alkoliin 12 ila 20 karbon atomu icerdigi ve 15 ila 80 etilen oksit biriminin bulundugu
etoksillenmig yag alkolleri; yag alkolleri; yag asitleri; ve yag asitlerinin mono-ve di- ve
trigliseritleridir. Akiskan yatakli tekniklerle uygulanmak i¢in uygun film olusturan kaplama
maddelerinin 6rnekleri GB 1483591 de agiklanmaktadir. S1vi enzim preparasyonlan yerlesik
usullere gore drmegin bir poliol, dregin propilen glikol, bir seker veya seker alkolii, laktik asit
veya borik asit ekleyerek stabilize edilebilir. Korunmus enzimler EP 238,216’da agiklanan

usule gore hazirlanabilir.

Yardimec1 Maddeler

S1vi gamasir deterjanlarinda kullanim i¢in teknikte bilinen herhangi bir deterjan bileseni de
kullanilabilir. Istege bagli diger deterjan bilesenleri gerek tek basina gerek kombinasyon
halinde korozyon énleyici maddeler, gekme 6nleyici maddeler, kir tasiyict maddeler, kirnisma
onleyici maddeler, bakterisitler, baglayicilar, korozyonu engelleyici maddeler, dagitici
maddeler/dagitim maddeleri, boyalar, enzim stabilizatorleri (borik asit, boratlar, CMC ve/veya
polioller, 6rnegin propilen glikol dahil), killeri igeren kumas kondisyonlama maddeleri, dolgu
maddeleri/islem yardimeilari, floresan beyazlatict maddeler/optik parlaticilar, kopiik
artiricilar, kopiik (sabun koptigl) diizenleyiciler, parfimler, kir siispansiyonlama maddeleri,
yumusaticilar, sabun képiigi bastirici maddeler, matlagma engelleyici maddeler ve fitilleme

maddeleridir. Bu tiir igerik maddelerin segimi uzman kisinin bilgisine kalmistir,

Dagitict Maddeler - Mevcut bulusa ait deterjan bilesimleri dagitict maddeler de igerebilir,

Ozellikle toz haldeki deterjanlar dagitict maddeler icerebilir. Uygun suda ¢dziiniir organik
maddeler homo- veya ko-polimerik asitleri veya bunlarin tuzlarini icermekte olup, burada
polikarboksilik asit birbirinden en fazla iki karbon atomuyla ayrilmis en az iki karboksil
radikali igerir. Uygun dagitict maddeler Powdered Detergents, Surfactant Science Series Cilt

71, Marcel Dekker, Inc referansinda agiklanmaktadir.

Bova Aktarimimi Engelleyici Maddeler - Mevcut bulusa ait deterjan bilesimleri bir veya daha

fazla boya aktarimini engelleyici madde de igerebilir. Uygun polimerik boya aktarimini
engelleyici maddeler, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla polivinilpirrolidon polimerleri,

poliamin N-oksit polimerleri, N-vinilpirrolidon ve N-vinilimidazol kopolimerlerini,
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poliviniloksazolidonlari ve polivinilimidazolleri veya bunlarin karigimlarim igerir. S6z konusu
edilen bir bilesimde mevcut olmas1 durumunda, boya aktarimini engelleyici maddeler bilesim
agirhginca yaklasik %0.0001 ila yaklasik %10, yaklagsik %00.01 ila yaklagik %5 veya hatta
yaklasik %0.1 ila vaklasik %3 seviyelerinde mevcut olabilir.

Floresan Bevazlatici Madde - Mevcut bulusa ait deterjan bilesimleri tercihen temizlenmekte
olan esyalarin renk tonunu agabilecek ilave bilesenler, 6rnegin floresan beyazlatict madde
veya optik parlaticilar da igerebilir. Mevcut oldugunda parlatici tercihen yaklagik %60.01 ila
yaklagik %60.5 bir seviyededir. Mevcut bulusa ait bilesimde bir camasir deterjani bilesiminde
kullanimi uygun herhangi bir floresan beyazlatict madde kullamilabilir. En yaygin kullanilan
floresan beyazlatici maddeler diaminostilben-siilfonik asit tiirevleri, diarilpirazolin tiirevleri
ve bisfenil-distiril tiirevleri siniflarina ait olanlardir. Diaminostilben-siilfonik asit tlirevi tiirii
floresan beyazlatict madde drnekleri 4,4'-bis-(2-dietanolamino-4-anilino-s-triazin-6-ilamino)
stilben-2,2'-disiilfonat, 4,4'-bis-(2,4-dianilino-s-triazin-6-ilamino) stilben-2,2'-disiilfonat, 4,4'-
bis-(2-anilino-4-(N-metil -N-2-hidroksi-etil amino)-s-triazin-6-ilamino) stilben-2,2'-
disiilfonat, 4,4'-bis-(4-fenil-1,2,3-triazol-2-il)stilben-2,2'-disiilfonat ve sodyum 5-(2H-
nafto[1,2-d][1,2,3]triazol-2-il)-2-[(E}-2-fenilvinil]benzensiilfonat sodyum tuzlarini i¢erir.
Tercih edilen floresan beyazlatici maddeler Ciba-Geigy AG, Basel, Isvigre’den temin edilen
Tinopal DMS ve Tinopal CBS maddeleridir. Tinopal DMS 4.,4'-bis-(2-morfolino-4-anilino-s-
triazin-6-ilamino) stilben-2.2'-distlfonat disodyum tuzudur. Tinopal CBS 2,2'-bis-(fenil-
stiril)-distilfonat disodyum tuzudur. Yine aym sekilde tercih edilen floresan beyazlatici madde
ticari olarak piyasada mevcut ve Paramount Minerals and Chemicals (Mumbai, Hindistan)
tarafindan temin edilen Parawhite KX tir. Bulusta kullanimi uygun diger floreserler 1-3-diaril
pirazolinleri ve 7-alkilaminokumarinleri igerir. Uygun floresan parlatict seviyeleri agirlikca
yaklasik %0.01, %0.05, vaklasik %0.1 veya hatta yaklagik %0.2 alt seviyelerinden agirlik¢a

%{0.5 veya hatta %0.75 iist seviyelerine dek olan seviyeleri igerir.

Leke Cikarict Polimerler - Mevcut bulusa ait deterjan bilesimleri bar veya daha fazla leke

¢ikarict polimer de igerebilmekte olup, bunlar pamuk ve polyester bazli kumaslardan lekelerin
cikarilmasina, 6zellikle polyester bazli kumaglardan hidrofobik lekelerin ¢ikarilmasina
yardimer olurlar. Leke ¢ikarici polimerler drne@in noniyonik veya anyonik tereftalat bazlh
polimerler, polivinil kaprolaktam ve ilgili kopolimerler, vinil asi1 kopolimerleri, poliester
poliamitler olabilir; bu konuda 6rnegin Powdered Detergents, Surfactant Science Series Cilt
71, Marcel Dekker, Inc. referansinda Boliim 7°ye bakilabilir. Leke ¢ikarici polimerlerin bir
diger tiirl bir ¢ekirdek yapi ve bu ¢ekirdek yapiya bagh halde ¢ok sayida alkoksilat grubu
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iceren amfifilik alkoksillenmis gres temizleyici polimerlerdir. WO 2009/087523te (buraya
referansla eklenmistir) ayrintili olarak agiklandig tizere ¢ekirdek yapisi polialkilenimin bir
yap1 veya polialkanolamin bir yap1 i¢erebilir. Ayrica rastgele asili ko-polimerler uygun leke
¢ikarici polimerlerdir. Uygun asi ko-polimerleri WO 2007/138054, WO 2006/108856 ve WO
2006/113314’te (buraya referansla eklenmislerdir) daha ayrintili agiklanmaktadir. Diger leke
¢ikarict polimerler siibstitiie edilmis polisakarit yapilar, bilhassa siibstitiie edilmis seliilozik
yapilar, 6rmegin EP 1867808 veya WO 2003/040279°da (her ikisi de buraya referansla
eklenmistir) aciklananlar gibi modifiye seliiloz tiirevleridir . Uygun seliilozik polimerler
selillozu, seliiloz eterleri, seliiloz esterleri, selilloz amitleri ve bunlarin karigimlarini icerir,
Uygun seliilozik polimerler anyonik modifiye edilmis seliiloz, noniyonik modifiye edilmis
seliiloz, katyonik modifiye edilmis selilloz, zvitteriyonik modifiye edilmis seliiloz ve bunlarin
karisimlarmni igerir. Uygun seliilozik polimerler metil seliiloz, karboksi metil seliiloz, etil
seltiloz, hidroksil etil seliiloz, hidroksil propil metil seliiloz, ester karboksi metil selilloz ve

bunlarin karisimlarini igerir.

Kir Tasiyict Maddeler - Mevcut bulusa ait deterjan bilesimleri, drnegin karboksimetil seliiloz

(CMC), polivinil alkol (PVA), polivinilpirrolidon (PVP), polioksietilen ve/veya

polietilenglikol (PEG), akrilik asit homopolimerleri, akrilik asit ve maleik asit kopolimerleri
ve etoksillenmis polietileniminler gibi bir veya daha fazla kir tasiyict madde de icerebilir.
Yukarida leke gikarict polimerler béliimiinde agiklanan seliiloz bazh polimerler kir tasiyict

maddeler iglevini de gorebilir.

Diger Uygun Yardime1 Maddeler, bunlarla sinirh kalmamak kaydiyla ¢ekme 6nleyici

maddeleri, kinsma onleyici maddeleri, bakterisitleri, baglayicilan, tasiyicilar, boyalan, enzim
stabilizatorlerini, kumas yumusaticilan, dolgu maddelerini, képiik diizenleyicileri,
hidrotroplar1, parfimleri, pigmentleri, sabun képiigii bastirici maddeleri, sivi1 deterjanlara

iliskin ¢oziiciileri ve yapilandiricilart ve/veya yapi elastiklestirme maddelerini igerir.

Sivi Deterjan Uriinlerin Formu

Bulusa ait s1v1 deterjan bilesimi uygun herhangi bir formda, 6rnegin bir veya daha fazla kisom
olan bir kapsiil, bir macun, bir jel veya bildik, kompakt veya konsantre bir s1v1 olabilir.
Tabakalar (ayn1 veya farkli fazlar), kapsiiller gibi ¢esitli deterjan formiilasyonu formlan ve

ayrica makine dozlama birimi formlan vardir.

Kapsiiller tek veya gok kisimli diizenlenebilir, Ornegin suyla temas etmeden &nce kapsiilden
bilesimin a¢i1Za ¢ikmasina izin vermeden bilesimin tutulmas igin uygun herhangi bir formda,
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sekilde ve malzemeden olabilir. Kapsiil bir i¢ hacmi kapatan suda ¢oziiniir filmden yapilir.
S6z konusu i¢ hacim kapsiil kisimlarma aynlabilir. Tercih edilen filmler polimerik
malzemeler, tercihen bir film veya tabaka seklinde sekillendirilmis polimerlerdir. Tercih
edilen polimerler, kopolimerler veya bunlarin tiirevleri secili poliakrilatlar ve suda ¢6zlintir
akrilat kopolimerler, metil selilloz, karboksi metil seliiloz, sodyum dekstrin, etil seliiloz,
hidroksietil seliiloz, hidroksipropil metil seliiloz, malto dekstrin, poli metakrilatlar, en fazla
tercihen polivinil alkol kopolimerler ve hidroksipropil metil seliilozdur (HPMC). Tercihen
filmdeki, 6rnegin PV A’daki polimer seviyesi en az yaklasik %60 tir. Tercih edilen ortalama
molekiil agirhig tipik olarak yaklasik 20,000 ila yaklasik 150,000 olacaktir. Filmler hidrolitik
olarak bozunabilir ve suda ¢oziiniir polimer harmanlarimi, rnegin polilaktit ve polivinil alkolii
(M8630 ticari referansiyla bilinir ve MonoSol LLC (Indiana, ABD) tarafindan satilir) arti
gliserol, etilen gliserol, propilen glikol, sorbitol ve bunlarin karigimlar: gibi plastiklestiricileri
iceren harmanlanmus bilesimler de olabilir. Kapsiiller suda ¢oziintir filmle ayrilan bir kati
¢amasir temizleme bilesimi veya parca bilesenlerini ve/veya bir s1vi temizleme bilesimi veya
parca bilesenlerini icerebilir. Sivi bilesenlere iliskin kisim bilesim bakimindan katilari i¢ceren

kistmlardan farkli olabilir. Ref: (US 2009/0011970 Al).

Deterjan igerik maddeleri suda eriyen kapsiillerde veya tabletlerin farkl katmanlarinda
kisimlarla birbirlerinden fiziksel olarak ayr tutulabilir. Bu sekilde bilesenler arasinda negatif
depolanma etkilesiminin olmasi o6nlenebilir. Her kismin farkli ¢éztinme profillerinin olmasi

yikama ¢ozeltisinde secili bilesenlerin gecikmis ¢6ziinmesini de saglayabilir,

Birim doz halinde olmayan bir s1vi veya jel deterjan sulu olabilir ve tipik olarak agirlik¢a en
az %20 ve %95’¢ kadar su, 6megin yaklasik %70’¢ kadar su, yaklagik %65’¢ kadar su,
yaklasik %55 e kadar su, yaklasik %45°¢ kadar su, yaklasik %35°¢ kadar su igerir. Sulu sivi
veya jel icine diger sivi tiirleri, 6rnegin bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla alkanoller,
aminler, dioller, eterler ve polioller eklenebilir. Bir sulu sivi veya jel deterjan %0-30 organik
¢oziicl igerebilir. S1vi veya jel deterjan agirlikca yaklasik %5 1la yaklasik %15 veya %10°un

alt1 kadar su igeren su esaslt olmayan bir deterjan olabilir.

Meveut bulusa ait s1v1 deterjan bilesimi, érnegin lekeli kumaslarin 6nceden igleme tabi
tutulmas i¢in uygun bir gamasir katki maddesi bilesimi ve durulama sirasinda eklenen bir
kumas yumusatici bilesim dahil olmak tizere bir elde veya makinede ¢amasir yikama deterjani

bilesimi olarak formiile edilebilir.

Meveut Bulusta Kullamim icin Alfa-Amilazlarin Hazirlanmasi
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Deterjan bilesiminin alfa-amilazlan (varyantlari) teknikte bilinen herhangi bir mutagenez
usuliinii, érmegin alana yonlendirilmis mutagenez, sentetik gen yapimu, yari sentetik gen
yapimi, rastgele mutagenez, karma ve benzerini kullanarak hazirlanabilir. Alana
yonlendirilmis mutagenez, parenti kodlayan bir poliniikleotitte bir veya daha fazla tanimh

alana bir veya daha fazla (6rnegin birka¢) mutasyonun uygulandigi tekniktir.

Alana yoénlendirilmis mutagenez arzu edilen mutasyonun bulundugu oligoniikleotit
primerlerinin kullanilmasini igeren PCR ile in vitro gerceklestirilebilir. Alana yonlendirilmis
mutagenez in vitro kaset mutageneziyle de gergeklestirilebilmekte olup, parenti kodlayan bir
poliniikleotidi igeren plazmitte bulunan bir alanda bir restriksiyon enzimi ile par¢alamay1 ve
ardindan mutasyonu igeren bir oligoniikleotidin poliniikleotitte baglanmasini igerir. Genellikle
plazmidi ve oligoniikleotidi pargalayan restriksiyon enzimi aynidir, bdylece plazmidin
yapiskan uglarinin ve eklentinin birbirine baglanmasi saglanir. Bakiniz 6rnegin, Scherer ve
Davis, 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 4949-4955; ve Barton ve digerleri, 1990, Nucleic
Acids Res. 18: 7349-4966.

Alana yonlendirilmis mutagenez in vivo teknikte bilinen usullerle de gergeklestirilebilir.
Bakiniz ornegin, 2004/0171154 sayili ABD Patent Basvurusu Yayini; Storici ve digerleri,
2001, Nature Biotechnol. 19: 773-776; Kren ve digerleri, 1998, Nat. Med. 4: 285-290; ve
Calissano ve Macino, 1996, Fungal Genet. Newslett. 43: 15-16. Mevcut bulusta herhangi bir
alana yonlendirilmis mutagenez usulii kullamlabilir. Varyantlarin hazirlanmasinda
kullanilabilecek ¢ok sayida ticari kit mevecuttur. Sentetik gen yapimi, bir ilgili polipeptidi
kodlamak i¢in tasarlanmig bir poliniikleotit molekiiliiniin in vitro sentezini gerektirir. Gen
sentezi gesitli teknikleri, dregin Tian ve digerleri (2004, Nature 432: 1050-1054) tarafindan
aciklanan multipleks mikrogip esash teknolojivi ve oligoniikleotitlerin sentezlendigi ve 1s1kla
programlanabilir mikroakiskan ¢iplerde toplandigi benzeri teknolojileri kullanarak

gerceklestirilebilir.

Tekli veya ¢coklu amino asit siibstitiisyonlar1, delesyonlar1 ve/veya insersiyonlari bilinen
mutagenez, rekombinasyon ve/veya karma usullerini kullanarak yapilabilir ve test edilebilir,
ardindan bir ilgili tarama usuli, 6rnegin Reidhaar-Olson ve Sauer, 1988, Science 241: 53-
57; Bowie ve Sauer, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. ABD 86; 2152-2156 referanslarinda; WO
95/17413; veya WO 95/22625’te agiklanan usuller gergeklestirilebilir. Kullanilabilecek diger
usuller hataya agik PCR, faj gdsterimi (6rnedin, Lowman ve digerleri, 1991, Biochem. 30:

10832-10837; 5,223,409 sayilt ABD patent belgesi; WO 92/06204) ve alana yonlendirilmis
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mutagenezi (Derbyshire ve digerleri, 1986, Gene 46: 145; Ner ve digerleri, 1988, DNA 7:
127) igerir. Mutagenez/karma usulleri konakg1 hiicreler tarafindan eksprese edilen klonlanmig,
mutageneze tabi tutulmus polipeptitlerin etkinligini tespit eden yiiksek verimli, otomatik
tarama usulleri ile birlestirilebilir (Ness ve digerleri, 1999, Nature Biotechnology 17: 893-
896). Etkin polipeptitleri kodlayan mutagenez uygulanmis DNA molekiilleri teknikteki
standart usulleri kullanarak konakgi1 hiicrelerden geri kazanilabilir ve hizla dizilebilir. Bu
usuller bir polipeptit i¢indeki miinferit amino asit kalintilarinin éneminin hizla belirlenmesini
saglarlar. Yari-sentetik gen yapirm sentetik gen yapinm ve/veya alana yonlendirilmig
mutagenez ve/veya rastgele mutagenez ve/veya karmamin 6zelliklerinin birlestirilmesiyle
gerceklestirilir. Yari-sentetik yapiminin tipik 6zelligi PCR teknikleriyle kombinasyon halinde,
sentezlenmis poliniikleotit fragmanlarinin kullanildig: bir islem olmasidir. Bu sekilde
tanimlanmis gen bdlgeleri de novo sentezlenirken, diger bélgeler alana spesifik mutagenik
primerleri kullanarak amplifikasyona tabi tutulur, yine baska bélgeler ise hataya acik PCR
veya hataya acik olmayan PCR amplifikasyonuna tabi tutulabilir. Daha sonra poliniikleotit alt
dizileri karilabilir. Parent, mevcut bulusa ait polipeptidin N-terminalinde veya C-terminalinde
bir bagka polipeptidin fiizyon olusturdugu bir fiizyon polipeptidi veya pargalanabilir fiizyon
polipeptidi olabilir. Bir fiizyon polipeptidi bir bagka polipeptidi kodlayan bir polinlikleotidin
mevcut bulusa ait bir poliniikleotitle flizyon yapmasiyla iiretilir. Fiizyon polipeptitlerini
uretme yontemleri teknikte bilinmektedir ve polipeptitleri kodlayan kodlayici dizilerin,
cergeve iginde olmalarim ve fiizyon polipeptidi ekspresyonunun ayni
promotoriin(promotorlerin) ve sonlandiricinin kontrolii altinda olmasimi saglayacak sekilde
baglanmasimi igerir. Fiizyon polipeptitleri, séz konusu fiizyon polipeptitlerinin translasyon
sonrasinda yaratildig intein teknolojisini kullanarak da yapilabilir (Cooper ve digerleri, 1993,

EMBO J. 12: 2575-2583; Dawson ve digerleri, 1994, Science 266: 776-779).

Bir fiizyon polipeptidi ayrica iki polipeptit arasinda bir par¢alanma alani igerebilir. Filizyon
proteininin salgilanmasiyla séz konusu alan pargalanarak iki polipeptidi agiga ¢ikartir.
Parcalanma alanlarinin 6rnekleri, bunlarla sinirli kalmamak kaydiyla Martin ve digerleri,
2003, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 3: 568-576; Svetina ve digerleri, 2000, J. Biotechnol. 76:
245-251; Rasmussen-Wilson ve digerleri, 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 3488-

3493; Ward ve digerleri, 1995, Biotechnology 13: 498-503; ve Contreras ve digerleri, 1991,
Biotechnology 9: 378-381; Eaton ve digerleri, 1986, Biochemistry 25: 505-512; Collins-Racie
ve digerleri, 1995, Biotechnology 13: 982-987; Carter ve digerleri, 1989, Proteins: Structure,
Function and Genetics 6: 240-248; ve Stevens, 2003, Drug Discovery World 4: 35-48
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referanslarinda ag¢iklanan alanlar igerir.

Parent herhangi bir cinsten mikroorganizmadan elde edilebilir, Mevcut bulusun amaglar
dahilinde, verili bir kaynakla baglantili olarak burada kullanildigi sekliyle "... den elde
edilmistir" ifadesi bir poliniikleotit tarafindan kodlanan parentin, kaynak veya igine kaynaga
ait poliniikleotidin eklenmis oldugu bir sus tarafindan iiretildigi anlamina gelecektir. Bir yén
itibaryla, parent hiicre disinda salgilanir. Parent veya bir baska deyisle DiZi ID. NO: 1 ile en
az %85 dizi dzdesligine sahip alfa-amilaz bakteriyel bir alfa-amilaz olabilir. Ornegin, alfa-
amilaz (parent) Gram-pozitif bir bakteriyel polipeptit, drnegin bir Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Geobacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Oceanobacillus, Staphylococcus,
Streptococcus veya Streptomyces alfa-amilaz veya Gram-negatif bir bakteriyel polipeptit,
ornegin bir Campylobacter, E. coli, Flavobacterium, Fusobacterium, Helicobacter, Ilyobacter,

Neisseria, Pseudomonas, Salmonella veya Ureaplasma alfa-amilaz olabilir.

Bir yonil itibariyla, alfa-amilaz (parent) bir Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus firmus,
Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus
pumilus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis veya Bacillus thuringiensis alfa-

amilazdir.

Bir baska y6nii itibariyla, alfa-amilaz parent bir yapay alfa-amilaz, érnegin DIZI ID. NO: 1°¢
sahip alfa-amilazdir. Yukarida bahsedilen tiirler bakimindan bulusun, tanindiklar: tiir isimleri
ne olursa olsun hem kusursuz hem kusurlu durumlari ve diger taksonomik esdegerlileri,
ormegin anamorflan kapsadigi bilinmelidir. Teknikte uzman olanlar uygun esdegerlilerin

kimligini kolaylkla bilecektir.

Bu tiirlerin suslann Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC), Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), Centraalbureau Voor Schimmelcultures
(CBS) ve Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional
Research Center (NRRL) gibi halka acik ¢esitli kiiltiir koleksiyonlarindan kolaylikla temin

edilir.

Parent, 6rnegin yukarida bahsedilen problan kullanarak dogadan (6megin, toprak,
kompostlar, su, vb.) ayrigtirilmis mikroorganizmalari veya dogrudan dogal malzemelerden
(Ornegin, toprak, kompostlar, su, vb.} elde edilen DNA numunelerini igeren baska
kaynaklardan tanimlanabilir ve elde edilebilir. Mikroorganizmalarin ve DNA’nin dogrudan
dogal yagsam alanlarindan ayristirtlmasina iligskin yontemler teknikte gayet iyi bilinmektedir.
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Bir parenti kodlayan bir poliniikleotit bir bagska mikroorganizmaya veya karigik DNA
numunesine ait bir genomik DNA’nin veya ¢DNA kiitiiphanesinin benzer sekilde
taranmasiyla elde edilebilir, Bir parenti kodlayan bir poliniikleotit probla(problarla) tespit
edildiginde, s6z konusu poliniikleotit teknikte genel bilgi sahibi olanlarca bilinen yéntemleri
kullanarak ayristirilabilir veya klonlanabilir (bakiniz érnegin, Sambrook ve

digerleri, 1989, yukarisi).

Burada agiklanan ve hak talep edilen bulusun kapsami burada ifsa edilen belli yénlerle sinirh
tutulmamalidir ¢linkii bu yénlerin verilig amaci bulusun birkag yoniine drnek teskil etmektir.
Aslinda, burada gosterilenlere ve aciklananlara ilaveten bulusta yapilabilecek c¢esitli
modifikasyonlar yukaridaki agiklamadan yola ¢ikarak teknikte uzman olanlarca anlagilir

olacaktir. Ihtilaf olmas1 durumunda, tanimlar dahil mevcut agiklama gecerli olacaktir,

Bulus simdi asagidaki sinirlayici olmayan érnekler yoluyla daha ayrintili agiklanacaktir;

burada aksi belirtilmedigi siirece paylar ve ylizdeler agirhk tizerindendir.
[lisikteki Sekillerde:

Sekil 1’de numaralandirma i¢in DIZI ID. NO: 1 kullanildiginda, G46A+T471+G105A+1199F
siibstitiisyonlar1 olan DIZI ID. NO: 1°e sahip alfa amilazin pH profili gdsterilmektedir.

Malzemeler ve Usuller

Model deterjanlarin hazirlanmasi. Cesitli amilazlarin test edilmesi igin farkli selatlastiricilara
sahip model siv1 deterjanlar hazirland:. Iki model deterjamn bilesimleri asagida agiklanan

sekildedir:

Model 1 |{Model 2
Bilesen % ag/ag |% ag/ag
LAS 12 12
AEOS 4,9 4.9
Sabun (kakao) 2,75 2.75
Sabun (soya) 2,75 2,75
AEQO N25-7 11 11
NaOH 1,75 1,75
Etanol 3 3
MPG 6 6
Gliserol 1,7 1.7
TEA 33 3,3
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Model 1| Model 2

Bilesen % ag/ag |% ag/ag
Sodyum format 1 1
Sodyum sitrat 2 2
HEDP 0 0,5

PCA (Sokalan CP-5)|0,18 0,18
Iyon degisimli su 34,2 342
DTMPA 0,2 0

PNP-G7 Amilaz Analizi

Alfa-amilaz etkinligi PNP-G7 substratinin kullanildigi bir usulle belirlenebilir. 4,6-
etiliden(G7)-p-nitrofenil(G1)-a, D-maltoheptaozidin kisaltmasi olan PNP-G7 bir endo-
amilazla, 6rnegin bir alfa-amilazla parcalanabilen bloke edilmis bir oligosakarittir.
Parcalanmay1 takiben kitte bulunan alfa-Glukozidaz hidrolize olmus substrat1 daha da
sindirerek bir serbest PNP molekiiliinii aciga ¢ikartir, s6z konusu molekiiliin san bir rengi
vardir ve dolayisiyla A=405nm’de (400-420 nm) goriiniir spektrofotometreyle dlgiilebilir.
PNP-G7 substratini ve alfa-Glukozidazi igeren kitler Roche (kat. No.11876473) tarafindan
imal edilmektedir. REAKTIFLER: Bu kite ait G7-PNP substrati 22 mM 4,6-etiliden-G7-PNP
ve 52.4 mM HEPES (2-[4-(2-hidroksietil )-1-piperazinil]-etansiilfonik asit), pH 7.0} igerir.

Alfa-Glukozidaz reaktif 52.4 mM HEPES, 87 mM NaCl, 12.6 mM MgCl2, 0.075 mM CaCl2,
>4 kU/L alfa-glukozidaz igerir.

Substrat ¢calisma ¢ozeltisi 66 mL alfa-Glukozidaz reaktifin 16 mL G7-PNP substratla

karistinnlmasiyla yapilir. Bu substrat ¢alisma ¢ozeltisi kullanimdan hemen once yapilir.
Seyreltme tamponu: 30 mM CaCl2 + %0,0026 BRIJ 35 (Polioksietil en-laurileter)

USUL:

Analiz 40 pl seyreltik enzim numunesinin 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakasina aktarilmasi
ve 220 ul substrat ¢alisma ¢dzeltisimin eklenmesiyle gerceklestirildi. Cézelti kanstirildi ve 15
dakika 37 °C’de 6n inkiibasyon yapildi ve "Spectra Max 384 Plus" bir Elisa okuyucuda
(Molecular Devices) OD 405 nm’de 10 dakika boyunca her 20 saniyede bir absorpsiyon
Olgtimii yapildi. Zamana bagl absorpsiyon egrisinin egimi (dakikada absorbans) verili
kosullar grubu altinda séz konusu alfa-amilazin spesifik etkinliiyle (enzim miligrami basina
etkinlik) dogru orantilidir.
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Serbest Kalsivum ivonlar1 Olciimii Analizi

Asa@idaki analiz ¢ozeltide serbest kalsiyum iyonlarinin dlgiilmesi ve dolayisiyla selatlastiric
maddelerin (gelatlastiricilar) serbest kalsiyum ivonlan konsantrasyonunu (Ca2+) pH 8’de

ornegin 2.0 mM’den 0.10 mM’ve diisiirme kapasitesinin belirlenmesi i¢in kullanilabilir.
Analiz Prensibi:

Cesitli miktarlarda selatlastirict 2.0 mM bir Ca2+ ¢dzeltisine eklendi ve sabitlenmis pH ve
sicaklikta Kalsiyum iyonu Secici Elektrot kullanarak serbest Ca2+ konsantrasyonu belirlendi.
Serbest kalsiyum konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’ye diisiirmek i¢in gerekli
selatlastirict konsantrasyonu selatlastiricr konsantrasyonuna gore dleiilmiis serbest kalsiyum
konsantrasyonu grafiginden belirlenebilir. Mevcut analizde serbest kalsiyum
konsantrasyonunu 2.0 mM’den 0.10 mM’vye diiglirmek icin gereken selatlastiric

konsantrasyonu potasyum kloriir ve 49 mM EPPS iginde pH 8’de ve 21 °C’de ol¢iildi.

COZELTILER:

Elektrolit ¢dzeltisi: Ultra saf suda (Milli-Q su) 4 M potasyum kloriir. pH 8 tamponu:
minimum miktarda 1 N sodyum hidroksit kullanarak pH 8.0’a ayarlanmis 50 mM EPPS (4-(2-
Hidroksietil Ypiperazin-1-propansiilfonik asit}. Kalsiyum stok ¢ozeltisi: CaCl2.2H20’dan
yapilmis, pH 8 tamponunda 25 mM Ca2+. Selatlastirici stok ¢dzeltisi: minimum miktarda 1

M NaOH veya | M HCI kullanarak yeniden pH 8.0’a ayarlanmis, pH 8 tamponda 15 mM
selatlastirict (%100 kuru selatlagtirict bazinda).

Tim tamponlarn ve ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su (Milli Q su) kullanilmstir.
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EKiPMAN:

Thermo Scientific’ten (kat. No. 9720BNWP) alinan Kalsiyum Iyonu Segici Elektrot Kalsiyum
kloriir standart ¢ozeltisine kalibre edildi. Elektrot, elektrot kilavuzlarinda agiklanan sekilde

kalibre edildi.
USUL:

Her biri 4 mL kalsiyum stok ¢ozeltisi (nihai konsantrasyon 2.0 mM), 1 mL elektrolit ¢ézeltisi
(nihai konsantrasyon 80 mM potasyum kloriir), ¢esitli miktarlarda selatlagtiricr stok ¢ézeltisi
(0 - 45 mL}) iceren ve toplam hacrmi 50 mL’ye getirmek i¢in pH 8 tamponun kullanildigi bir
dizi sise hazirlandi. Analizde nihai EPPS konsantrasyonu 49 mM’dir. Kanstirma sonrasinda
serbest Ca2+ konsantrasyonu kalsiyum elektrotla 6l¢iildii. Serbest kalsiyum konsantrasyonu
test edilen her selatlastirici igin yeterli bir sayida farkli selatlastirici konsantrasyonunda
belirlenmelidir, bu sekilde veri grubunun 2.0 mM serbest kalsiyum ivonundan 0.10 mM’nin
altindaki bir degere dek tiim aralig1 kapsamasi veya analizde nihai selatlastiric
konsantrasyonunun 10.0 mM’den daha yiiksek olmasi saglanmis olacaktir. Uygun bir veri
noktasi sayis1 8 veya fazlasidir. Baslangigtaki 2.0 mM serbest kalsiyum iyonunu (.10 mM’ye
diisiirmek icin gereken selatlastirici konsantrasyonu, ara degerlemeye yaparak selatlastirici

konsantrasyonuna gore 6lgiilii serbest kalsiyum iyonu konsantrasyonu grafiginden elde edildi.
(Cozeltiler istenilen sicaklia, yani mevcut analizde 21 °C’ye dengelendi.

LogK’nin Belirlenmesi

Selatlagtiric1 maddelerin 6zellikleri selatlagtirict madde (selatlagtirict) ve kalsiyum iyonlar
baglanma sabitiyle de belirlenebilir. Bu sabit AD> Nielsen, CC Fuglsang ve P Westh,
Analytical Biochemistry Cilt 314 (2003) sayfa 227-234 ve T Wiseman, S Williston, JF
Brandts ve L-N Lin, Analytical Biochemistry Cilt 179 (1989) sayfa 131-137 referanslarinda

aciklanan sekilde ITC’yle (izotermal titrasyon kalorimetresi) belirlenebilir.

Kullanilan tim cam egvalar ve plastik siseler %1 (ag/ag) bir EDTA ¢ozeltisiyle yikandi ve
ardindan Chelex 100 ile 1sleme tabi tutulmus ultra saf suda (Milli-Q su} iyice durulandi.
Cozeltiler plastik siselerde saklandi ve kullanima dek 5 °C’de tutuldu. TAMPONLAR:

ultra saf suyla (Milli-Q su) hazirlanmmig 20 mM HEPES (2-[4-(2-hidroksietil }-1-piperazinil]-
etansiilfonik asit) (pH 8); ultra saf suyla hazirlanms (Milli-Q su) 20 mM glisin (pH 10).

COZELTILER:

o 20 mM HEPES iginde 125 uM selatlastiric1 (pH 8) veya 20 mM glisin iginde 125 uM
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selatlastiric: (pH 10)

» 20 mM HEPES iginde 4 mM CaCI2 (pH 8) veya 20 mM glisin iginde 4 mM CaC12
(pH 10)

« Ultra saf su (Milli-Q su)

Tiim tamponlar Chelex 100 kolonlarindan (Sigma Aldrich C-7901, matris: %1 ¢apraz bagh
polistiren; matris aktif grubu: iminodiasetik asit (sodyum formu); matris baglanmasi: metil
grubuyla aromatik halkalara) gecirilerek kalsiyum iyonlar atildi. Deneylerden dnce vakum
altinda karnistirarak tiim ¢o6zeltilerin gaz1 giderildi. ALET: MCS-ITC (MicroCal Inc.,
Northampton, MA, ABD)

USUL:

Referans hiicre ultra saf suyla (Milli-Q su) dolduruldu. Numune hiicre se¢ili pH’ta
selatlastirici ¢gozeltiyle dolduruldu ve siringa segili pH’ta kalsiyvum ¢ézeltisiyle dolduruldu.
Cozeltiler istenilen sicakliga, 6rnegin 19 °C’ye dengelendi. Daha sonra numune hiicredeki

selatlastirici ¢ozelti 30-40 temsili miktarda 8 pL kalsiyvum ¢ozeltisiyle titre edildi.

ITC’den elde edilen sinyaller MicroCal Inc.’den temin edilen Origin yaziliminm kullanarak
biitlinlestirildi. Baglanma izotermlerini elde etmek i¢in aynm1 yazilim paketini kullanarak
regresyon rutinleri yapildi. Daha sonra bu veriler Origin yazilimina yerlesik rutinleri
kullanarak bir modele uyarlandi. Hali hazirda tercih edilen yaygin olarak kullanilan
selatlastirict maddelerin ¢ogu i¢in en uygunu veren "OneSites" modelidir, yani kalintilar sifir
etrafinda esit olarak dagilir. K degerinden K degeri logaritmasi olarak (10 tabani) log K

hesaplanir.

Yikama Performansini Belirleme Analizleri

Terg-O-tometre (TOM) Yikama Analizi

Terg-O-Tometre kullanilan yikama performansi testi orta 6lgekli bir gamasir makinesi
modelinde yapilan bir analizdir ve amilazlarin yikama performansinin degerlendirilmesinde
kullanilir. Bir TOM esas olarak 12 kadar agik metal deney kabinin icine batirildigi sicakligi
kontrollii biiyiik bir su banyosudur. Her deney kabi bir kii¢iik camasir makinesini olusturur ve
bir deney sirasinda bunlarin her biri bir 6zel deterjan/enzim sistemi ¢dzeltisi ve iizerinde
bunun performansinin test edildigi lekeli ve lekesiz kumaslar icerir. Mekanik gerilim, her
deney kab1 i¢indeki siviy1 kanistiran bir ddner karistirma koluyla saglanir, TOM deney

kaplarinin kapaklari olmadigi igin bir TOM deneyi sirasinda numunelerin geri alinmasi ve
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yikama sirasinda elektronik bilgi analizinin yapilmasi miimkiindiir. 1000 mL’lik deney
kaplarinin ve dakikada 120 bir siklikla her yonde 180° salinimli dénme hareketi saglayan bir
kanatl karistiricinin kullanildigin TOM yikama performansi testi asagidaki asamalan igerir:
Deney kaplarina 500 mL yikama ¢ozeltisi (40 mM NaHCO3 iceren 4:1 bir Ca/Mg oraniyla 15
°dH) eklenir. Yikama i¢in se¢ilen sicakliga, érnegin 40 °C’ye ulasildiginda yikama ¢ozeltisine
deterjan ve enzim eklenir. Yikama sirasinda deterjan konsantrasyonu yikama ¢ézeltisi litresi
basina 3.3 g deterjan olmalidir (6rnegin yukarida agiklanan model deterjan 1 veya 2 i¢in 3.3
g/L). Yikama sirasinda enzim konsantrasyonu 0 ve/veya 0.028 mg enzim proteini/L yikama
cozeltisi olmalidir, Yikamayi baslatmak icin yikama ¢ozeltisine 5x5 cm’lik dért pamuklu
piring nisastas1 kumasg pargasi, drnegin CS-28 (Center For Testmaterials BV, P.O. Box 120,
3133 KT, Vlaardingen, Hollanda) ile birlikte 5*5 cm kesilmis 10 g 6nceden yikanmis balast
WFK80A (wik Testgewebe GmbH, Christenfeld 10; D-41379 Briiggen-Bracht; Almanya)
eklendi. Segilen yikama siiresinden sonra &rnegin 20 dakika sonra yikama sonlandirildi ve
kumas parcalar1 hemen soguk akan musluk suyunda 5 dakika durulandi. Daha sonra
durulanan kumas parcalari karanlikta kurutuldu. Kurutmanin ardindan yikama performansi
asagida agiklanan sekilde Color Eye kullanarak 460 nm’de diisen 151k remisyonunun
Olciilmesiyle degerlendirildi. 0 mg enzim protein/L ile yapilan test bir delta remisyon degeri

elde etmek i¢in kor drnek olarak kullanildi.

ColorEve Olciimii

Yikama performansi bir delta remisyon degeri {ARem) olarak ifade edilir. Kumasg
pargalarinda 151k remisyonu degerlendirmeleri biiyiik bir yuvarlak diyafram agikligr (25 mm
capinda) olan bir Macbeth ColorEye 7000 remisyon spektrofotometresi kullanarak yapildi.
Olciimler UV olmadan diisen 1s1kta yapildi ve 460 nm’de remisyon ¢ikartildi. Olgiim
yapilacak kumas pargasi, kumas par¢asini 6lgme agikhigina dogru iten pistondan yansimayi
azaltmak i¢in dl¢lim dncesinde ayni kosullar altinda yikanmis aymi tiirden diger ii¢ kumasg
par¢asinin iizerine konuldu. Verili bir yikama kosulu igin delta remisyon degerleri, amilazla
yikanmis (0.028 mg enzim protein/L) kumas parcalarinin remisyon degerinden amilaz ilavesi
olmadan yikanmis (0 mg enzim protein/L) kumas pargalarinin ortalama remisyon degerini

¢ikartarak hesaplandi,

Camasir Yikamava lliskin Otomatik Mekanik Gerilim Analizi (AMSA)

Kullanilabilecek bir baska yikama performansi testi AMSA’dir. Camasirda yikama

performansimin degerlendirilmesi igin Otomatik Mekanik Gerilim Analizi (AMSA) kullanarak
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yikama deneylen gerceklestirilebilir. AMSA ile birgok kiiciik hacimli enzim-deterjan
¢Ozeltisinin yikama performansi incelenebilir, AMSA plakasi test ¢ozeltileri igin gesitli
yuvalara ve yikanacak dokumay1 yuva agikliklarna iyice sikistiran bir kapaga sahiptir.
Yikama sirasinda plaka, test ¢ozeltileri, dokuma ve kapak hizla c¢alkalanarak test ¢ozeltisinin
dokumayla temas etmesi ve dlizenli, peryodik, salinimli bir tarzda mekanik gerilimin
uygulanmasi saglanir. Daha fazla aciklama igin WO 02/42740°a ve dzellikle sayfa 23-24 teki

"Ozel Usul Diizenlemeleri" paragrafina bakilabilir.

Deterjan dozaji 5 g/L (s1v1 deterjan)

Test ¢ozeltisi hacmi | 160 mikro L

pH pH 7 veya pH 6’ya ayarli (s1v1 deterjan)
Yikama siiresi 20 dakika

Sicaklik 60 °C, 40 °C ve 20 °C veya 15 °C

Su sertligi 15°dH

Model deterjanlar ve test malzemeleri asagidaki sekilde olabilir:

Sivt model ¢amasir deterjan [ Sodyum alkiletoksi siilfat (C-9-15, 2EQ) %6.0
Sodyum dodesil benzen siilfonat %3.0
Sodyum toluen siilfonat %3.0

Oleik asit %2.0

Primer alkol etoksilat (C12-15, 7EO) %3.0
Primer alkol etoksilat (C12-15, 3EO) %2.5
Etanol %0.5

Monopropilen glikol %2.0

Tri-sodyum sitrat dihidrat %4.0

Trietanolamin %60.4

%100’e dek deiyonize su
pH NaOH ile 8.5’e ayarh
Test Malzemesi EMPAT112 (Pamukluda kakao)

PC-05 (Pamukluda/polyesterde
kan/siit/miirekkep)

WFK10PPM (Pamukluda bitkisel
yag/slit/pigment)

C-10 (Pamukluda s1v1 yad/siit/pigment)

CS-28 (pamukluda piring nisastast)
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Test malzemeleri EMPA Testmaterials AG, Movenstrasse 12, CH-9015 St. Gallen, Isvigre;
Center For Testmaterials BV, P.O. Box 120, 3133 KT Vlaardingen, Hollanda ve WFK
Testgewebe GmbH, Christenfeld 10, D-41379 Briiggen, Almanya’dan elde edildi. Su sertligi
test sistemine CaCl2, MgCl2 ve NaHCO?3 (Ca2+:Mg2+ = 4:1:7.5) ekleyerek 15°dH’ye
ayarlandi. Yikama sonrasinda dokumalar musluk suyunda durulandi ve kurutuldu. Yikama
performansi yikanan dokumanin renginin parlaklii olarak 6l¢iildii. Parlaklik, beyaz 1sikla
aydinlatildifinda numuneden yanstyan 15131n siddeti olarak da ifade edilebilir. Numune
lekelendiginde yansiyan 1s1gin siddeti temiz bir numuneden yansiyandan daha azdir. Bu
nedenle, yansiyan 1s181n siddeti yikama performansinin 6l¢iilmesinde kullanilabilir. Renk
olctimleri, yikanmms dokumanin bir goriintiisiiniin yakalanmasinda kullanilan profesyonel bir
diiz yatakl tarayict (Kodak iQsmart, Kodak, Midtager 29, DK-2605 Brendby, Danimarka}
kullanarak yapildi.

Taranan goriintiilerden 1s1k siddetine iliskin bir deger ¢ikarmak igin gériintiiye ait 24-bit
piksel degerleri kirmizi, yesil ve mavi (RGB) degerlerine ¢evrildi. Siddet degeri (Int) RGB
degerlerinin birlikte vektdrler olarak toplanmasi ve ardindan ortaya ¢ikan vektoriin

uzunlugunun alinmasiyla hesaplandi:

Inf='\f"2 +g2 +b

Ornek 1 - pH Profilinin Belirlenmesi

pH Profili numaralandirma i¢in DIZI iD. NO: 1 kullanildiginda G46 A+T471+G105A+1199F
siibstitiisyonlariyla DIZI ID. NO: 1’e sahip alfa amilaz igin belirlendi.

indirgen Seker Analizi:

Amilolitik etkinlik (alfa-amilaz etkinligi) l¢iimii analizleri.

Alfa-amilaz etkinligi nigasta substrat, 6rnegin Sigma-Aldrich’ten piring nisastas1 S7260
kullanilan bir usulle belirlenebilir. Alfa-amilaz substrat1 par¢alar ve amilazin olusturdugu
indirgenmis u¢ p-Hidroksibenzoik asit hidrazitle reaksiyonla (indirgen seker analizi)
belirlenir. Bu, 405 nm’de absorbans &lgiimiiyle tespit edilebilecek hidrazon olusumunu ortaya

¢ikartir. Olusan indirgen uglarin sayisi amilaz etkinligiyle orantihidir.

Enzim, enzim seyreltme tamponu (10 mM MES, pH7.0, %0.01 TritonX100, 0.100 mM
CaCl2) iginde analizde bir dogrusal doz-yanit egrisinin elde edildigi bir enzim
konsantrasyonuna seyreltilir. pH etkinligi pH 4-11’¢ ayarlannus etkinlik tamponlarmi (50 mM

MES, 50 mM asetik asit, 50 mM Glisin} kullanarak belirlenir. Substrat (Sigma-Aldrich’ten
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S§7260) (MilliQQ suda 3 mg/ml) 5 dakika pigirilir ve kullamim 6ncesinde sogutulur. Analiz igin
50 ul substrat (3mg/ml)} PCR mikrotitrasyon plakasina aktarilir ve 50 pl etkinlik tamponu (50
mM MES, 50 mM asetik asit, 50 mM Glisin, pH4-11) eklenir. 50 ul seyreltik enzim eklenir

ve karistirilir. PCR makinesinde 5 dakika 40 °C’de inkiibasyon yapilir, ardindan sogutulur.

p-Hidroksibenzoik asit hidrazidin (Sigma H-9882) Ka-Na-tartarat/NaOH ¢ozeltisinde (1 Litre
icin: 50 g K-Na-tartarat (Merck 8087) ve 20 g NaOH eklenir) ¢oziindiriilmesiyle sonlandirma
¢ozeltisi 15 mg/ml yapilir. 75 pl sonlandirma ¢dzeltisi eklenir ve incubate at in PCR
makinesinde 95 °C’de 10 dakika inkiibasyon yapilir. 150 pl yeni 96-Mikrotitrasyon plakasina
eklenir ve 405 nm’de absorbans dlciillir. Enzim, verili pH’ta etkinlik analizinin dogrusal
aralif1 iginde olacak sekilde seyreltilmelidir. Amilaz etkinligi maksimum etkinlige

normallestirilir.

Numaralandirma i¢in DIZI ID. NO: | kullanildiginda G46A+T47T+G105A+1199F
siibstitiisyonlarryla DIZI ID. NO: 1’e sahip alfa amilazin pH profili belirlendi ve sonug Sekil
1’de gosterilmektedir. Maksimum etkinlige pH 6 ve 7 arasinda ulasildigi ve etkinligin alkali
bdlgede bariz dlciide diistiigl goriilebilmektedir, dolayisiyla enzim alkali sivi deterjanlarda
kullanim i¢in pek cazip gibi durmamaktadir. Mevcut bulusu yapanlar alfa-amilaz enzimin
claganiistii stabilitesinin (bakiniz asagisi) alkali pH degerlerine sahip sivi deterjanlardaki

diisiik etkinligi fazlasiyla telafi ettigini bulmuslardir.

Takip eden orneklerde kisaltilmis bilesen tanimlar: asagida verilen anlamlara sahiptir:

MPG, mono propilen glikoldir;

TEA, trictanolamindir;

MEA, Monoctanolamindir;

NaOH, %47 sodyum hidroksit ¢6zeltisidir;

NI 7EO C12-15, alkol etoksilat 7EO noniyonik Neodol® 25-7’dir (Shell Chemicals);
LAS asidi, C12-14 dogrusal alkilbenzen siilfonik asittir;

Prifac® 5908, doymus laurik yag asididir (Croda);

SLES 3EQ, 3 mol EO’lu sodyum lauril eter siilfattir;

SLES 1EQ, I mol EO’lu sodyum lauril eter siilfattir;

EPEI Sokalan HP20, - etoksillenmis polietilen imin temizleyici polimer: PEI(600)

20E0’dur (BASF)
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Parfiim, serbest yagh parfiimdiir;
Dequest®2010, HEDP dir (1-Hidroksietiliden-1,1,-difosfonik asit);

Koruyucu madde, Proxel GXL antimikrobiyal koruyucu madde, vani dipropilen glikol

ve su iginde %20°lik bir 1,2 benzizotiazolin-3-on ¢dzeltisidir (Arch Biocides);
Floreser, Tinopal™ CBS-X'tir (Ciba);

Stainzyme™, Termamyl Ultra™, Savinase Ultra XL™, Mannaway™ (Novozymes)

ticari enzimlerdir.
Ornek 2: S1v1 Deterjanlarda Amilazin Depolanma Stabilitesi

Onceki teknige ait amilazlarla (Stainzyme ve Termamyl Ultra) ve
G46A+T471+G105A+1199F siibstitiisyonlari olan DIZI ID. NO: 1’e sahip amilazla (DIiZ1 ID.
NO: 2 amilaz) bir dizi s1v1 deterjan bilesimi formiile edildi. Kullanilan bilesimler Tablo 1°de
verilmektedir. Deterjan enzim numuneleri cam sigelere konuldu ve daha sonra cam siseler
kapatildi. Deterjan enzim numuneleri 2 ve 4 hafta 37 °C’de veya 45 °C’de inkiibe edildi ve
taze numuneleri temsil etmesi i¢in benzer bir numune grubu donduruldu. Depolamadayi
takiben PNP-G7 amilaz etkinligi analizini kullanarak kalint1 amilaz etkinligi 6l¢iildii. Test
edilen amilazlar Termamyl Ultra, Stainzyme (Novozymes A/S; Krogshoejvej 36; 2880
Bagsvaerd; Danimarka) ve DIZI ID. NO:2’ye sahip amilazdir.

Tablo 1 - S1v1 Deterjan Bilesimleri

Bilesimler %100 Olarak Ag. %

[cerik Madde %AD| A B C D E F
Demin. su 100 |denge | denge [ denge | denge | denge | denge
MPG 100 5 5 5 5 1,1 0
Gliserol 100 0 0 2,2 2,2 4,5 2,2
MEA 100 | 3,21 | 3,95 | 2,83 | 3,66 0 0
TEA 100 | 1,87 | 1,87 | 1,5 1,5 | 4,08 1,5
NaOH 47 0 0 0 0 LL81 | 1,56
NI7EO 100 392 | 392 | 1,16 | L,L16 | 3,31 | 1,16
LAS Asidi 97,1 | 5,23 [ 5,23 | 4,63 | 4,63 | 13,23 | 4,63
Prifac 5908 100 | 1,63 | 1,63 0 0 0 0
SLES 3EO 70 | 3,92 | 3,92 0 0 0 0
SLES 1EQ 70 0 0 5,79 | 5,79 | 16,54 | 5,79
EPEI 80 1.4 1.4 0 0 0 0
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Bilesimler %100 Olarak Ag. %
Icerik Madde %AD| A B C D E F
Dequest 2010 60 0 0,7 0 0,7 0 0
Sitrik asit 50 | L,17 | L17 2 2 1,25 2
Sodyum Siilfit 98 | 0,12 [ 0,12 0 0 0 0
Koruyucu madde 20 [ 0,02 10,02 [ 0,03 10,03 ] 0,03 ] 0,03
Floreser 100 | 0,12 | 0,12 | 0.1 0,1 | 0,09 [ 0,03
Parfiim 100 | 0,65 | 0,65 | 0,34 | 0,34 | 0,98 | 0,34
Amilaz DIZI ID. NO: 2
(14.6 mg etkin/g) 100 |0-0.2]10-0.2|0-0.2(0-0.2{0-0.3]0-0.11
Stainzyme (13.7 mg etkin/g) 100 10-0.2|10-0.2|0-0.2(0-0.2]0-03]0-0.11
Termamyl Ultra (24.8 mg etkin/g) | 100 [0-0.2|10-0.2|10-0.2(0-02( 0 0
Savinase Ultra XL (48 mg etkin/g)| 100 0 0 0 0 1 0,35
Mannaway (4.4 mg etkin/g) 100 0 0 0 0 0,3 0,11
Toplam 100 | 100 | 100 | 100 [ 100 | 100 100
25°C’de pH 8,5 8,5 8,5 8,5 8,2 8,2
Tablo 2
Kahnt1 Etkinlik, 37 °C
Amilaz DiZi ID. NO:2 | Termamyl Ultra Stainzyme
2 Hafta 4 Hafta 2 Hafta | 4 Hafta |2 Hafta | 4 Hafta

Deterjan A 82 69 29 10 5 |

Deterjan B 90 80 83 61 50 25

Deterjan C 89 83 38 16 7 1

Deterjan D 92 78 71 46 37 15

Tablo 3
Kalnt1 Etkinlik, 45 °C
Amilaz DIiZI iD. NO:2 | Termamyl Ultra Stainzyme
2 Hafta 4 Hafta 2 Hafta | 4 Hafta | 2 Hafta | 4 Hafta

Deterjan A 60 40 0 0 0 0

Deterjan B 79 69 36 17 4 1

Deterjan C 70 53 2 0 0 0

Deterjan D 77 72 21 5 2 1
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Tablo 4
Kahnt1 Etkinlik, 37 °C Kahnt1 Etkinlik, 45 °C
. Al'nilaz Stainzyme ) A_u'nilaz Stainzyme
DIZI ID.NO:2 DIZI ID.NQO:2
2 Hafta | 4 Hafta | 2 Hafta | 4 Hafta | 2 Hafta | 4 Hafta | 2 Hafta | 4 Hafta
Deterjan E 100 100 82 69 99 96 49 30
Deterjan F 96 96 66 36 39 82 10 0

Test edilen kosullar altinda G46A+T471+G105A+T199F siibstitiisyonlar olan DIZI 1D, NO:
1’e ait amilazin (DIZI ID. NO: 2’ye ait amilaz) tiim deterjan numunelerinde Termamyl

Ultra™ ve Stainzyme™’den anlamli él¢lide daha stabil oldugu agiktir.
Ornek 3: S1v1 Deterjanlarda Depolanma Stabilitesi.

Test edilen amilazlar 0,084 mg EP/g bir nihai final protein konsantrasyonuna ulasmak iizere
deterjanlara eklendi. S6z konusu amilaza sahip 5 gram deterjan numunesi 40 °C’de 1 hafta
veya 37 °C’de 2 hafta icin kapali cam siselere konuldu. Amilaz etkinligi yukarida aciklanan
PNP-G7 amilaz analizine gore ol¢iildii. Amilazlarin kalinti etkinlikleri 1 ve 2 hafta -18 °C’de

depolanan bir referans numunesi ile karsilastirarak hesaplandi.

Tablo 5

40 °C’de 1 hafta |DIZI NO1: G46A+T471+G105A+1199F | DIZi NO1: | Termamyl
Model 1 %96 %100 %30
Model 2 %94 %84 %16

Tablo 6

37 °C’de 2 hafta|DIZI NO1: G46A+T471+G105A+I199F |DIZI NO1: | Termamyl
Model 1 %093 %95 %38
Model 2 %93 %85 %18

Bu 6rnekte DIZI ID. NO: 1’ ait amilazin Model 1°de iyi depolama stabilitesine sahip oldugu
ancak 40 °C’de bir haftalik depolamadan sonra deterjan modeli 2°de hemen anlamh 6lgtlide
etkinlik kaybina ugradigi agiktir. G46A+T471+G105A+1199F siibstitiisyonlarina sahip DiZ1
ID. NO: 1’¢ ait amilazin deterjan modeli 1 ve 2’nin her ikisinde yiiksek stabilite gsterdigi de

aciktir. Dolayisiyla, G46A+T471+G105A+1199F siibstitiisyonlarina sahip DIZI ID. NO: 1’e
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ait bu amilaz model 1 ile karsilastinldiginda daha yiiksek bir konsantrasyonda selatlastiric

madde igeren model 2°de stabildir. Termamyl bu iki deterjan modelinde stabil degildir,
Ornek 4: Deterjanda Depolama Sonrasi Kalinti Amilaz Yikama Performansi

Deterjan Enzimi Numunesinin Hazirlanmasi

0.084 mg amilaz enzimi proteini/g deterjan i¢eren deterjan enzimi numuneleri, 6rnegin
deterjan modeli 1 veya 2 cam siselere konuldu ve ardindan cam siseler kapatildi. Deterjan
enzim numuneleri 1 hafta 40 °C’de veya 2 hafta 37 °C’de inkiibe edildi ve taze numuneleri
temsil etmesi i¢in benzer bir numune grubu donduruldu. Depolamaday1 takiben hem donmus
hem inkiibe edilmis numunelerde Terg-O-Tometrede yikama performansi belirlendi. Test
edilen amilazlar Termamyl (Novozymes A/S; Krogshoejvej 36; 2880 Bagsvaerd; Danimarka),
DIZI ID. NO: 1’e sahip amilaz ve G46A+T47I1+G105A+I199F siibstitiisyonlarinm oldugu
DIZI ID. NO: 1’e sahip amilazdir.

Terg-O-Tometrede Yikama Performansi Testi

Depolama sonrasinda Termamyl, DIiZI ID. NO: 1’e ait amilaz ve G46A+T471+G105A+1199F
siibstitiisyonlar1 olan DIZI ID. NO: 1’¢ ait amilazin yikama performansi asagida aciklanan

deney kosullari altinda Terg-O-Tometrede incelendi:

Tablo 7

Yikama sirasinda deterjan 33¢g/L

konsantrasyonu
Yikama sicaklig 40 °C
Yikama siiresi 20 dakika

Yikama c¢ozeltisinin su sertligi |15°dH (40 mM NaHCO3 ile 4:1 Ca/Mg orani)

Dakikada salinun 120

pH Oldugu gibi

Test ¢ozeltisinde enzim 0; 0.028 mg EP/L
konsantrasyonu

Test ¢cozeltisi hacmi 500 mL

Deney kab1 basina dokuma 4 piring nisastali pamuklu kumas parcgasi (CS-28, 5*5 cm) ve
10 g pamuklu balast (WFK 80A, 5*5 cm})

Yikama ¢ozeltisi litresi basina nihai 3.3 g deterjan elde etmek igin 1.485 g deterjan (6rnegin
Model 1 veya 2) 15°dH bir su sertligindeki 500 mL yikama ¢6zeltisine eklendi, ardindan

yikama performansi bakimindan incelenecek olan 0.165 g amilaz/deterjan numunesi eklendi.
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Deterjan konsantrasyonu artik yikama ¢ozeltisi litresi basina 3.3 g deterjan ve amilaz

konsantrasyonu yikama ¢ozeltisi litresi bagina 0.028 mg enzim proteinidir,

Yikamay1 baglatmak i¢in yikama ¢ozeltisine 5x5 em’lik dort CS-28 kumas pargasiyla (Center
For Testmaterials BV, P.O. Box 120, 3133 KT, Vlaardingen, Hollanda} birlikte 5*5 cm
kesilmis 10 g 6nceden yikanmig balast WFK&80A (wtk Testgewebe GmbH, Christenfeld 10;
D-41379 Briiggen-Bracht; Almanya} eklendi. 40 °C’de 20 dakika yikama sonrasinda yikama
sonlandirildt ve hemen CS-28 kumas pargalar1 5 dakika akan soguk musluk suyunda
durulandi. Kurutma sonrasinda Macbeth Color Eye 7000 remisyon spektrofotometresi
kullanarak CS-28 kumas pargalarnin remisyon degerleri dlgiildii. Inkiibasyon sonrasmda
yikama performansi (ARem) elde edildi ve Termamyl, DIiZi ID. NO:1’¢e ait amilaz ve
G46A+T471+G105A+1199F siibstitisyonlari olan DIZI ID. NO:1 e ait amilazin yikama
performansi arasindaki bir oran olarak gosterilen kalint1 yikama performansinin
hesaplanmasinda kullanildi. DIZI ID. NO:1’¢ ait amilazin inkiibasyon sonrasindaki yikama
performansi (ARem) %100 olarak alind1 (Tablo 2.1 & 2.2). Ilaveten ayr1 ayr1 her amilazin
kalint1 yikama performansi depolanmis numunenin ortalama yikama performansinin (ARem)
0zdes donmus numunenin ortalama yikama performansina (ARem) béliinmesiyle hesaplandi

(Tablo 8 & 9).

Tablo 8: Termamyl, DiZI ID. NO:1e ait amilaz ve G46A+T471+G105A+I199F
siibstitiisyonlart olan DIZI ID. NO:1"e ait amilaz igin 40 °C’de 1 hafta depolama sonrasinda
kalint1 yikama performansi orani. DIZI ID. NO:1’e ait amilazin kalinti yikama performansi

her deterjanda %100 olarak alinda.

Tablo 8
40 °C’de 1 hafta Model Deterjan 1 |Model Deterjan 2
Termamyl %24 %20
DIZI ID. NO:1 amilaz %100 %100
G46A+T471+G105A+1199F li DIZ1 ID. NO:1 amilaz | %83 %119

Bu sonuglarda, model deterjan 2 kullanildiginda 1 hafta depolama sonrasinda
G46A+T471+G105A+1199F siibstitiisyonlar: olan DIZI ID. NO:1’e ait amilazin kalint
yikama performansmin DIZI ID. NO:1e ait amilazla karsilastirnldiginda daha iyi oldugu agik
olarak gérillmektedir. Model deterjan 1 kullamldiginda DIiZ1 ID. NO:1’e ait amilaz en yiiksek

depolama sonrasi kalinti yikama performansina sahiptir. Bu farkin selatlastiricr madde
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konsantrasyonunun model 1°e gbre model 2’de daha yiiksek olmasina bagl oldugu
diistiniilmektedir. Sonug olarak, G46A+T471+G105A+1199F siibstitiisyonlar olan DIZ1 ID.
NO:1’¢ ait amilaz yiiksek miktarlarda selatlastirict madde igeren deterjanlarda iyi diizeyde

depolama sonrasi yikama performansina sahiptir.

Tablo 9: Termamyl, DIZI ID. NO:1’¢ ait amilaz ve G46A+T471+G105A+1199F
siibstitiisyonlar1 olan DIiZI ID. NO:1°e ait amilaz i¢in 37 °C’de 2 hafta depolama sonrasinda

kalint1 yikama performansi oran1. DIZI ID. NO:1°e ait amilazin kalint: yitkama performansi

%100 olarak alnda.

Tablo 9
37 °C’de 2 hafta Model Deterjan 1 [Model Deterjan 2
Termamyl %34 %3
DIZI ID. NO:1 Amilaz %100 %100
G46A+T471+G105A+1199F1i DIZI ID. NO:1 amilaz [%103 %138

37 °C’de 2 hafta depolama sonrasinda elde edilen bu sonuglar 1 hafta depolama sonrasinda

elde edilen sonuglar teyit etmektedir.

Tablo 10: Termamyl, DIZI ID. NO:1’e ait amilaz ve G46A+T471+G105A+1199F
siibstitiisyonlari olan DIZI ID. NO:1’¢ ait amilaz i¢in 40 °C’de 1 hafta depolama sonrasinda

ayri ayri kalinti yikama performansi.

Tablo 10
40 °C’de 1 hafta Model Deterjan 1 |Model Deterjan 2
Termamyl %47 %34
DIZI ID. NO:1 amilaz %96 %71
G46A+T47I+G 105A+1199F1i DIZI ID. NO:1 amilaz |%107 %108

Bu sonuglar donmug amilaz numuneleriyle karsilastinldiginda iki deterjanda amilazlarin
yikama performansim gostermektedir. Donmus numuneler %100 olarak alindi. Buradan DIZI
ID. NO:1’¢ ait amilazin model 2°de yikama performansi kayb gésterdigi,
G46A+T471+G105A+199F siibstitiisyonlari olan DIZT ID. NO:17¢ ait amilaz igin ise bunun

s6z konusu olmadig gorillebilmektedir.
Tablo 11: Termamyl, DIZI ID. NO:1’e ait amilaz ve G46A+T471+G105A+1199F
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siibstitiisyonlar1 olan DIZI ID. NO:1’e ait amilaz i¢in 37 °C’de 2 hafta depolama sonrasinda

ayr ayn kalintt yikama performansi,

Tablo 11

37 °C’de 2 hafta Model Deterjan | |Model Deterjan 2
Termamyl %67 %5

DIiZi ID. NO:1 amilaz %75 %61
G46A+T471+G105A+1199F’1li DIZI ID. NO:1 amilaz [ %90 %102

Test edilen kosullar altinda DIZI ID. NO:1e ait amilazin Termamyl’den daha stabil oldugu
ve model deterjan 2’de siibstitiisyonlarm (G46A+T471+G105A+1199F) DIZI ID. NO:1’e ait

amilazda gelismis stabilite ve gelismis yikama performansi sagladigi agiktir.

Ornek 5: Selatlastirici Maddelerin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ornek 5a - Serbest Kalsiyam Iyonlar1 Olgiimii

Selatlastirict maddeler (selatlastiricilary M. K. Nagarajan ve digerleri, JAOCS, Cilt 61, No. 9

(Eylil 1984), s. 1475-1478 referansinda acgiklanan bir usulle gelistirildigi tizere pH 8°de

serbest kalsiyum 1yonlari konsantrasyonunu (Ca2+) 2.0 mM’den 0.10 mM’ye diisiirme

kapasitelerine gore siniflandirilabilir. Serbest kalsiyum iyonlarmin 6l¢iimii ig¢in yukarida

"Malzemeler ve Usuller" boliimiinde agiklanan analiz kullanildi, Dolayisiyla, su sertligini 2.0

mM’den 0.10 mM’ye diisiirmek i¢in gercken selatlastiric konsantrasyonu yukarida agiklanan

sekilde belirlendi. Deney pH 8 tamponda 21 °C’de gergeklestirildi. Kullanilan nihai

selatlastirict konsantrasyonlar1 ve 6l¢iilen serbest Ca2+ konsantrasyonu asagida Tablo 3.1'de

gosterilmektedir.

Tablo 12.1: pH 8’de 2.0 mM Ca2+ ve Cesitli Miktarlarda Selatlastirict Madde Igeren Bir

Karisimda Belirlenen Serbest Ca2+ Konsantrasyonu

Kalsivum Stok |Elektrolit pH 8 Tampon (mL)|Selatlastiric1 [Nihai
Cozeltisi (mL) [Cdzeltisi (mL) (mL) Selatlastiric
Konsantrasyonu (mM)

4 1 45.0 0.0 0.00

4 1 44.0 1.0 0.30

4 1 43.0 2.0 0.60

4 1 41.0 4.0 1.20

4 1 39.0 6.0 1.80
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Kalsiyum Stok |Elektrolit pH 8 Tampon (mL)|Selatlastiric1 [Nihai
Cozeltisi (mL) |Cozeltisi (mL) (mL) Selatlastirici
Konsantrasyonu (mM)

4 1 38.5 6.5 1.95

4 1 38.0 7.0 2.10

4 1 37.5 7.5 2.25

4 1 37.0 8.0 2.40

4 1 36.5 8.5 2.55

4 1 36.0 9.0 2.70

4 1 355 9.5 2.85

4 1 35.0 10.0 3.00

4 1 325 12.5 3.75

4 1 30.0 15.0 4.50

4 1 25.0 20.0 6.00

4 1 20.0 25.0 7.50

4 1 15.0 30.0 9.00

4 ] 10.0 35.0 10.50

Bu verilerden yola ¢ikarak ara degerleme yoluyla serbest Ca2+ konsantrasyonunu 2.0

mM’den 0.10 mM’nin altina diisiirmek i¢in gereken selatlastirici madde konsantrasyonu

belirlendi. Bu analizi kullanarak ¢esitli selatlastiricilar tanimlandi ve 49 mM EPPS tampon ve

80 mM potasyum kloriir icinde pH 8.0°da serbest kalsiyum iyonlar1 konsantrasyonunu 2.0

mM’den 0.10 mM’ye diistirmek i¢in gerekli olan selatlastinc: konsantrasyonlan asagida

Tablo 12.2°de gosterilmektedir. Dolayisiyla bu tablo selatlastinict maddelerin serbest kalsiyum

iyonlar1 konsantrasyonunu diistirme kapasitelerinin kargilastirilmasi i¢in de kullanilabilir,

Tablo 12.2
mM |Sitrata Gore

Sitrat 8.36(1.00
EGTA [2.60]0.33
EDTA |[1.90]0.21
HEDP [1.60{0.20
DTPA |[1.87(0.24
DTMPA|1.17]0.25
MGDA [2.56(0.33
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Alternatif olarak, selatlastirict maddeler selatlastirict madde (selatlastiricr) ve kalsiyum

iyonlarinin baglanma sabitiyle de tammlanabilmektedir. Bu sabit AD Nielsen, CC Fuglsang
ve P Westh, Analytical Biochemistry Cilt 314 (2003} sayfa 227-234 ve T Wiseman, S
Williston, JF Brandts ve L-N Lin, Analytical Biochemistry Cilt 179 (1989) sayfa 131-137

referanslarinda aciklanan sekilde ITC (izotermal titrasyon kalorimetresi) ile belirlenebilir. Log

K’nin belirlenmesine iligkin usul yukarida "Malzemeler ve Usuller" boliimii altinda ayrintih

olarak aciklanmaktadir. Log K'nin belirlenmesi i¢in bu usulii kullanarak pH 10°da ¢esitli

selatlastirict maddelere iliskin asagidaki log K degerleri belirlenmistir (Tablo 12.3).

Tablo 12.3
Log K [Sitrat Log K’sine Goére Log K
Sitrat |3 1.00
EGTA |9 3.0
EDTA (8 27
HEDP (6 2.0
DTPA |7 2.7
MGDA|2.56 [0.33
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