PRIMLASKA VYNALEZU  [sui 37

zverejnéna podle § 31 zakona ¢&. 527/1990 Sb.

(13) Druh dokumentu:

a9 (22) Piihlaseno: 19.07.2001
CESKA (51) It C1. -
REPUBLIKA (32) Datum podani prioritni ptihladky:  28.07.2000 28.07.2000

C12N 9/00
(31) Cislo prioritni prihlasky: 2000/10036752 2000/10036753

(33) Zemg priority: DE DE

(40) Datum zvefejnéni ptihlasky vynilezu:  18.06.2003
(Véstnik &. 6/2003)

(86) pCT ¢islo: PCT/EP01/08359

(87) PCT ¢islo zveiejnéni: ' W002/010356

URAD ,
. PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(71) Prihlagovatel:
HENKEL KOMMANDITGESELLSCHAFT AUF
AKTIEN, Diisseldorf, DE;

(72) Pivodce:
Breves Roland, Ratingen, DE;
Maurer Karl-Heinz, Erkrath, DE;
Kottwitz Beatrix, Diisseldorf, DE;
Polanyi Laura, Ké6ln, DE;
Hellebrandt Angela, K6ln, DE;
Schmidt Irmgard, Solingen, DE;
Stehr Regina, Diisseldorf, DE;
Weber Angrit, Bergisch-Gladbach, DE;

(74) Zastupce:
Korejzova Zdetika JUDr., Spalen4 29, Praha 1, 11000;

(54) Nazev piihlasky vynalezu:
Amylolyticky protein

(57)Anotace:

Reseni se tyka nového amylolytického enzymu z

mikroorganizmu Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) a
] dostatecné podobnych proteinli s amylolytickou funkci,
zplsobu jejich vyroby a riznych moznosti pouZiti téchto
proteinil. Kromé& uvedenych mozZnosti pouZiti se mohou dale
rozvijet pro dalsi pfedevsim technické icely. Zv1asté se tyka
praciho a &isticiho prostfedku s timto amylolytickym
proteinem, zpisobu ¢isténi textilii nebo tvrdych povrchi za

»

tcasti tohoto amylolytického proteinu nebo odpovidajiciho
prostiedku a jejich pouZiti pro ¢isténi textilii nebo tvrdych
povrchi.

CZ 2003 - 267 A3

P




Amylolyticky protein

Oblast techniky

Pifedkladany vynéalez se tyka nového amylolytického enzymu extrahovaného z
mikroorganizmu Bacillus sp. A 7-7 (MSM 12368) a dostate¢né podobnych
proteinl s amylolytickou funkci, zplUsobu jejich vyroby a rlznych zpusobl
pouziti t&chto proteinl. Kromé& uvedenych zplsobd pouziti se mohou dale
rozvinout pro jiné, pfedevsim technické ucely. Pfedkladana prihlaska se tyka
zvlasté praciho a disticiho prostfedku s obsahem té&chto amylolytickych
protein, zplsobu c¢isténi textilii nebo tvrdych povrchl za ucasti téchto
amylolytickych proteini nebo odpovidajicich prostfedkd a jejich pouZiti pro

gisténi textilii nebo tvrdych povrchd.

Dosavadni stav techniky

a-Amylazy (E.C. 3.2.1.1) hydrolyzuji oc-1,4-glykozidické vazby S§krobu a
polymerli podobnych Skrobu, které se nachazeji uvnitf polymeru, jako je
napfiklad amyloza, amylopektin nebo glykogen, za vzniku dextrini a
vyuzitelnym enzymim. A to ze dvou dlivodd: Na jedné strané se jako mnoho
biologicky odbouratelnych enzym( vétSinou rozkladaji mikroorganizmy do
okolniho prostiedi, takze se v prdmyslovém méritku mohou pfi srovnatelné
malych nakladech ziskat z kultivovaného prostfedi fermantaci a &isténim. Na

druhé strané se amylazy uplatiuji v Sirokém spektru pouZziti.

Dulezitym technickym pouzitim o-amylazy je vyroba glukbézoveho sirupu.

Existuji i jina uplatnéni, napfiklad jako aktivni sloZky pracich a Cisticich
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prostfedkd, pro Gpravu surovin v textilnim primyslu, pro vyrobu lepidel nebo
pro vyrobu potravin s obsahem cukru nebo sloZek potravin.

Enzymy jako proteazy, amylazy, lipazy nebo celuldzy se jiz desitky let
pouzivaji jako slozky pracich a Cisticich prostfedkd. Jejich pfinosem pro praci
popfipadé distici uc€inek konkrétniho prostiedku je v prfipadé proteazy
schopnost odbouravani nedistot s obsahem proteinu, v pfipadé amylazy
odbouravani necistot s obsahem Skrobu a v pfipadé lipazy schopnost §tépit
tuky. Celulazy se zvlasté vzhledem k pfinosu sekundarniho praciho G&inku
praciho prostfedku a vzhledem jejiho plsobeni na viakna textilii s vyhodou
pouziva v pracich prostiedcich. Produkty hydrolyzy se zbyvajicimi slofkami
praciho prostifedku pohlcuji, rozpoustéji, emulguji nebo suspenduji nebo se
na zakladé jejich vétSi rozpustnosti v praci lazni vyplavi, takZze dochazi k

synergickym u¢inkim mezi enzymy a ostatnimi slozkami.

a-Amylazou &asto pouzivanou v pracich a &isticich prostfedcich je a-amylaza
z Bacillus licheniformis. Odpovidajici produkt firmy Novo Nordisk A/S,
Bagsvaerd, Dansko, napfiklad nese obchodni nazev Termamy|®; od firmy
Genencor Int., Rochester, New York, USA se nazyva Purastar®. Homblog
ziskany z B. subtilis, popfipadé B. amylolquefaciens a zvéifejnény v pfihlasce
US 1 227 374 se vyrabi firmou Novo Nordisk A/S pod nazvem BAN®.

Tato molekula amylazy, popfipadé jeji blizci pfibuzni, byly dale rozvinuty v
mnoha vynalezech, které mély za kol pomoci rlznych molekularné-
biologickych modifikaci optimalizovat své enzymatické vlastnosti pro
specificka pouZiti. Tyto optimalizace se mohou napfiklad tykat specifity
substratu, stability enzymu za rdznych reakénich podminek nebo samotné
enzymatické aktivity. Napfiklad lze pro tyto optimalizace ohledné specifickych
pouziti uvést nasledujici pfihlagky: EP 0410498 pro textilni bfe¢ky a WO
96/02633 pro ztekucovani skrobu.




a-Amylazy se ale také predev§im vzhledem k jejich pouZiti v pracich a
isticich prostiedcich dale rozvijeji. Jako pﬁklédy lze pouze uvést nasledujici
pfihlagky: Amylazy podle pfihlasky WO 99/02702 jsou pfi vy$Sich teplotach
stabiln&j$i nez vychozi molekula. Enzymy podle pfihlaS8ky WO 99/23211 jsou
pfi vy8&ich hodnotach pH za pfitomnosti iontl vapniku a pfi vy$8ich teplotach
stabilni.  a-Amylazy podle piihlasky WO 97/43424 vykazuji zménény zpUsob
vazby iontd vapniku a tim zménéné enzymatické vlastnosti. ZpUsob
mutageneze podle piihlasky WO 99/20768 vede k variantdm o-Amylazy, které
jsou za pfitomnosti sloZek d&isticiho prostfedku zvlasté stabilni. Pfi téchto
modifikacich se prakticky vZdycky zméni jednotlivé enzymatické vlastnosti na
jiné vlastnosti a zméni se praci G€inek konkrétniho enzymu. Piikladem takto
ziskanym optimaliza&nim produktem, mezitim komeréné uvedenym na trh, je
Duramyl® (WO 94/02597) se snizenou oxidaéni citlivosti (Fa. Novo Nordisk
A/S, Bagsvaerg, Dansko; SOFW-Journal 123, (1997), str. 723-731).

ProtoZe vyvoje, které spocivaji pouze v optimalizaci je maélo znamych
vychozich enzymd, jsou podle moZnosti omezeny jen na dosaZitelné vysledky,
hledaji se proto paralelné intenzivné srovnatelné enzymy z jinych pfirodnich
zdroji. Byly identifikovdny enzymy schopné §tépit Skrob napfiklad z
Pimelobacter, Pseudomonas a Thermus pro vyrobu potravin, kosmetiku a
farmaka (EP 0 636693), rovnéz Rhizobium, Arthrobacter, Brevibacterium a
Micrococcus (EP 0 628 630), z Pyrococcus (WO 94/19454) a Sufolobus pro
ztekucovani $krobu pfi vysokych teplotach, popfipadé za silné kyselych
reakénich podminek (EP 0 727 485 a WO 96/02633). Pro pouZiti pfi
alkalickych hodnotach pH byly nalezeny amylazy z Bacillus sp. (WO 95/26397
a WO 97/00324). Vzhledem k jejich nizké citlivosti na detergenty jsou pro
pouZiti v pracich a gisticich prostfedcich vhodné jiné amylazy z raznych Bacilli
(EP 0 670 367).

Enzymy z nové objevenych organizmi jsou mozZna vhodnéjsi vzhledem k
jejich plvodu nez malo etablované enzymy pro dal$i rozvoj specifickych
pouziti. Pfikladem je amylaza z Thermoalcalibacter (WO 98/13481), jejiz




pfirozena aktivita je velmi necitlivd na ionty vapniku, takZze s sebou pfinasi

dobré predpoklady pro pouZiti v pracich prostiedcich.

Dal§i optimalizace enzymU izolovanych z pfirodnich zdroji pro tuto oblast
pouziti lze napfiklad provést molekularné-biologickymi zplsoby (podle US
5171673 nebo WO 99/20768) nebo chemickymi modifikacemi (DE 4013142).
V patentové piihlasce WO 99/43793 se napiiklad popisuje dalsi rozvoj znameé
a-amylazy Novamyl®. Piitom se vyuzivd sekvenénich podobnosti mezi
Novamyl® a znamymi cyklodextringlukanotransferazami (CGTazy), aby se
pomoci molekularné-biologickych zkonstruovala soustava pfibuznych molekul.
Pritom se jedna o a-amylazy s dalSimi konsenzus sekvencemi a funkcemi
specifickymi na CGTazu (Boxy) nebo obracené, o CGTazy s dal§imi oblastmi
a funkcemi typickymi pro a-amylazy nebo o chiméry obou molekul. Smysl

tohoto vyvoje spociva v tom, aby se optimalizoval Novamyl® pro tato pouZiti.

V pfihlasce WO 99/57250 se zvefejiiuji dalS$i metody, jak mohou enzymy
pracich prostfedk(, napfiklad Lipazy, celulazy, proteazy, amylazy meno také
CGTazy zvysit jeho praci uginek. Popsany princip spoéiva v tom, Ze tyto
enzymy se kovalentn& vazi neaminokyselinovymi vazbami na vazebné
domény celulézy (CBD) bakterialniho plvodu. Ty se staraji o to, Ze je enzym
na povrchu textilie siln& Géinny. Spisem WO 99/57252 se do tohoto konceptu
zahrnuji dal$i moZné vazby a spisem WO 99/57254 jiné enzymy, jako
napfiklad glykozyl-transferazy nebo acyl-transferazy, které jsou vazany na
CBD bud za vzniku chimerniho proteinu nebo vazbami uvedenymi v WO
99/57252.

Kazda amylaza, ktera se pouziva pro praci a Gistici prostfedek, ma individalni
profil uginku, coZ se projevuje tim, Ze néktera znecisténi se odstranuji lépe
jednim enzymem a jina jinym enzymem. To doklada navic nutnost obohatit
stav techniky o dal§i amylolytické enzymy, které maji rovnéz individuaini

spektrum pusobeni. Tato nutnost vznika také z ménicich se zvyklosti a narok




spotiebitele, podle kterych napfiklad existuje rostouci potfeba po pracich
prostiedcich pro ¢isténi pfi nizsich a stfednich teplotach.

Proto mohou nové enzymy, které se mohou ziskat z organizm( doposud
naépouzitych pro tento Ggel, ve smyslu ,proteinového inZenyrstvi® slouZit jako
vychozi bod pro dal$i genové-technické modifikace. Cilem je dosazeni
viastnosti, které dosud znamé enzymy nebo od nich odvozené enzymy nemaji

nebo nemohou mit.

Na druhé strané se ale pravé tyto pfirodni enzymy jevi jako zvlasté vhodni
kandidati pro tyto optimalizace, které spole¢né s obvyklymi pracimi nebo

isticimi slozkami maji jisty praci, popfipadé Cistici uginek.

Pfes v8echny tyto vyvoje ale existuje beze zmény Ukol, vedle malo pfirodnich
amylolytickych enzym(, které se v nezménéné formé& nebo v podobé dal$iho
vyvoje skutedné prmyslové vyuZzivaji, nalézt dal§i enzymy, které a priori maji
Siroké spektrum pouziti a mohou slouzit jako vychozi bod pro dalsi specificky

VYVOj.




Podstata vynalezu

Piedkladany vynalez si polozil za ukol identifikovat pfirodni dosud
nepopsanou o-amylazu, kterd se samotna jevi jako vhodna pro technické
moznosti pouZiti, zviasté v pracich a gisticich prostfedcich nebo muize slouzit

jako zaklad pro specificka pouZiti pfi dalSim rozvoji.

Dil&i Gkol spodival v tom, aby se ziskaly nukleové kyseliny kodované pro tuto
a-amylazu, protoZe jsou nepostradatelné jak pro biotechnologickou vyrobu,

tak také pro dal§i vyvoj téchto enzymu.

Dal$i dil&i Gkol spoé&ival v tom, aby se nalezl organizmus, ktery tyto a-amylazy

pfirozenym zplsobem produkuje.

Dalgi dilgi ukol spoégival v tom, aby se umozZnila biotechnologicka vyroba

nalezené a-amylazy.

Dal§i dil&i ukol spo&ival v tom, aby se vyrobil praci nebo Cistici prostfedek,
jehoZ praci poptipadé gistici u¢inek se pomoci nalezené a-amyléazy zlepsi, to
znamena, ze lze praci popfipadé C&istici uginek alespont z &asti pfisoudit

amylolytickému proteinu podle vynalezu.

Daldi dil&i aspekty spo&ivaji ve vytvoieni odpovidajiciho zplsobu prani nebo

gisténi a uvedeni odpovidajicich moznosti pouZziti.

Dalgi dil&i Gkol spoéival v tom, aby se definovaly daldi technické mozZnosti
pouZiti pro a-amylazu, kterd se v prvni fadé jevi jako vhodna pro pouZiti v

pracich a Gisticich prostifedcich.




Reseni (kolu a tim prvniho pfedmétu vynalezu pfedstavuji amylolytické
proteiny, jejichz sekvence aminokyselin je identicka k sekvenci aminokyselin
uvedené v SEQ ID No.2 alespori z 96 %, vyhodné alespofi z 98 %, zvlasté
vyhodné& ze 100 %, zvlasté v dilsi oblasti, ktera odpovida aminokyselinam 32
az 516 podle SEQ ID No.2.

Patfi k nim takové amylolytické proteiny, které se odvozuji od jedné
nukleotidové sekvence, ktera je identickd k nukleotidové sekvenci uvedené v
SEQ ID NO.1 alespoii z 85 %, vyhodné alespon z 90 % a zvlasté vyhodné ze
100 %, zvlasté v diléi oblasti, ktera odpovida aminokyselindm 32 az 516 podle
SEQ ID NO.2. Patfi k nim také takové proteolytické enzymy, které jsou jim
dostateé¢né& podobné nebo mohou byt znamymi metodami odvozeny. Vyhodné
zastupce Ize ov8em izolovat z mikroorganizmii, zvla§té gram-pozitivnich
bakterii rodu Bacillus, zvlasté druhu Bacillus sp. A 7-7, a z toho zvlasté z
Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368).

Druhy pfedmét podle vyndlezu tvofi nukleové kyseliny kodujici pro
amylolytické proteiny, jejichz nukleotidovd sekvence je identicka k
nukleotidové sekvenci uvedené v SEQ ID NO.1, alesponi z 85 %, vyhodné z
90 % a zvlasté vyhodné ze 100 %, zvlasté v dil¢i oblasti, kterd odpovida
aminokyselinam 32 az 516 SEQ ID NO.2. Patfi k nim odpovidajici nukleové

kyseliny, které koduji pro uvedené proteiny prvniho pfedmétu vynalezu.

Treti pfedmét vynalezu tvofi pfirodni organizmy, které tvofi protein nebo
derivat prvniho pfedmétu vynalezu nebo obsahuji kodujici nukleove kyseliny.
Zvlasté vyhodnou formou provedeni je kmen Bacillus sp. A 7-7, ktery byl

uloZen pod oznac¢enim DSM (12368).

Ctvrty predmét vynalezu tvoii vektory s nukleovymi kyselinami druhého

pfedmétu vynalezu, hostitelské buriky transformované témito vektory a
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v8echny biotechnologické zplisoby byroby proteinu nebo derivatu podle
prvniho pfedmétu vynalezu.

Paty pfedmét vynélezu tvofi praci a Cistici prostfedky, které se vyznaluji tim,
Ze obsahuji protein nebo derivat podle prvniho pfedmétu vynalezu. Patfi k nim
s vyhodou ty, které obsahuji amylolyticky protein nebo derivat v podilech
0,000001 % hmotn. aZ 5 % hmotn., zvlia§té 0,00001 az 3 % hmotn., které
obsahuji dal§i enzymy, které existuji ve znamych formach podavani nebo ve
kterych amylolytické aktivita pIni funkci pro uvoliiovani sloZek prostfedku nebo

se sama kontroluje.

Sesty predmét vynalezu tvofi zplUsob gisténi textilii nebo tvrdych povrchd,
které se vyznaduji tim, Ze alespori v nékterém technologickém kroku je
amylolyticky protein nebo derivat prvniho pfedmétu vynélezu aktivni. S
vyhodou se zde pouzivaji prostfedky podle patého pfedmétu vynalezu; a s
vyhodou dochazi k pouziti amylolytického proteinu nebo derivatu v konkrétnim
technologickém kroku v mnozstvi 0,01 mg az 200 mg na pouziti, vyhodné 0,02

mg aZ 100 mg na pouZiti

Sedmy pfedmét vynalezu tvofi odpovidajici moZnosti pouZiti proteini nebo
derivatl prvniho pfedmétu vynalezu nebo prostfedkl patého prfedmetu
vynalezu pro &i§téni textilii nebo tvrdych povrchl nebo pro uvolfiovani slozek
odpovidajicich prostifedkd; s vyhodou pro pouZiti v my&ce nadobi nebo pracce
pridla, v mnoZstvi 0,01 mg aZz 200 mg, vyhodné 0,02 mg az 100 mg

amylolytického proteinu nebo derivatu.

Osmy piedmét vynalezu tvofi dal$i technické moZnosti pouziti nalezenych
a-amylaz. Patii k nim zplsob ztekucovani S$krobu, zvlaste pro vyrobu
ethanolu, dodasny zplsob lepeni a rizné moZnosti pouziti, zvlasté pro upravu
surovin nebo meziproduktl v textilni vyrobé, zvlasté pro odslichtovani baviny,

pro vyrobu oligosacharidd s linearnim a/nebo s kratkym fetézcem, pro




hydrolyzu cyklodextrini, pro uvoliovani nizkomolekularnich slouéenin z
polysachari-dovych nosi¢li nebo cyklodextrinli, pro vyrobu potravin a/nebo
potravinovych sloZzek, pro vyrobu krmiva pro zvifata a/nebo sloZek krmiv pro

zvifata a pro rozpousténi lepenych spojl obsahujicich $krob.

Proteinem se ve smyslu pfedkladané pfihla8ky rozumi polymer, ktery je
sloZzen z pfirodnich aminokyselin, nadale linearné vystavén, a ma pro
vykonavani své funkce vétSinou trojrozmérnou strukturu. V predkladane
piihlasce se 19 proteinovych gent, L-aminokyselin vyskytujicich se v pfirodé,

oznacuji mezinarodné pouzivanymi kédy s 1 a 3 pismeny.

Enzymem se ve smyslu pfedkladané piihlasky rozumi protein, ktery vykonava
uréitou biochemickou funkci. Amylolytickymi proteiny nebo enzymy s
amylolytickou funkci se rozumi ty, které hydrolyzuji o-1,4-glykozidické vazby
polysacharid(l, zvlasté ty, které jsou uvnitf polysacharidi. Oznacuji se take

proto jako a-1,4-amylazy (E.C.3.2.1.1).

Cetné proteiny se tvofi jako takzvané preproteiny, tedy spole¢né se signalnim
peptidem. Tim se potom rozumi N-koncova ¢&ast proteinu, jehoz funkce
spodiva vétdinou v tom, Ze se zajisti pfevedeni vytvofeného proteinu z
produkujici bufiky do periplazmy nebo okolniho prostfedi a/nebo jeho spravné
faseni. Nasledn& se signalni peptid za pfirozenych podminek odstépi
sighalpeptidazou od zbyvajiciho proteinu, takze vytvafi svou vlastni
sp. A 7-7 (DSM 12368) je napfiklad dlouha 516 aminokyselin, jak je uvedeno
v SEQ ID NO.2. Jak je uvedeno v SEQ ID NO.1, obsahuje signéalni peptid
tohoto enzymu 31 aminokyselin, takZze z toho pro zraly (mature) enzym

vyplyva délka 485 aminokyselin.
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Pro technicka pouZiti jsou z dlivodu své enzymatické aktivity vyhodnéjsi zralé
(mature) peptidy, to znamena enzymy procesované po jejich vyrobé, oproti

pre-proteintm.

Pro-proteiny jsou inaktivni pfedstupné proteint. Jejich pfedchidci se signalni

sekvenci se oznadcuji jako pre-pro-proteiny.

Nukleovymi kyselinami se ve smyslu pfedkladané pfihlasky se rozumi
molekuly vystavé&né z nukleotidl a slouZzici jako nosi¢e informace, které koduji
linearni sled aminokyselin v proteinech nebo enzymech. Mohou existovat jako
jedinny provazec nebo jako koplementarni jedinny provazec k tomuto
jedinnému provazci nebo jako dvojity provazec. Jako dlouhodoby nosi¢
informace je pro molekularné-biologické prace ovéem vyhodna nukleova
kyselina DNA. Tim se pro realizaci vynalezu v pfirozeném prostiedi, jako v
exprimujici burice, tvofi RNA, ¢imZ molekuly RNA podstatné podle vynalezu

rovnéz predstavuji formy provedeni predklddaného vynalezu.

U DNA je nutné vzit v Uvahu sekvence obou komplementarnich provazcl ve
vech tfech mozZnych ¢tecich rastrech. Dale je nutné vzit v Gvahu, Ze se
mohou kédovat rizné kodonové triplety pro stejné aminokyseliny, takZe lze
odvodit urdity sled aminokyselin mnoha riznych nukleotidovych sekvenci,
které maji moZna jen nepatrnou identitu (degenarace genetického kodu).
Kromé& toho maji rlizné organizmy rozdily v pouZiti tohoto kodonu. Z téchto
diivod(i se musi jak aminokyselinové sekvence, tak také nukleotidové
sekvence zahrnout do oblasti ochrany a na uvedené nukleotidové sekvence

se pohliZi jen jako na pfikladné kédovani pro uréity sled aminokyselin,

Informaéni jednotka odpovidajici proteinu se ve smyslu pfedkladané prihiasky

oznaduje jako gen.
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Dnes obecnd znamé metody, jako je napfiklad chemicka syntéza nebo
polymerazova fetézova reakce (PCR), spoleéné s molekularnébiologickymi
a/nebo proteinchemickymi standardnimi metodami umoZnuji odbornikovi na
zakladé znamych DNA- a/nebo aminokyselinovych sekvenci vyrobit
odpovidajici nukieové kyseliny az uplné geny. Tyto metody jsou znamé
napfiklad z ,Lexikon der Biochemie®, Spektrum Akademischer Verlag, Berlin,

1999, Svazek 1, Str. 267-271 a Svazek 2, Str. 227-229.

Zmény nukleotidové sekvence, ke kterym mlze dochazet napfiklad znamymi
molekularnébiologickymi metodami, se oznaduji jako mutace. Podle druhu
zmeény jsou znamé napfiklad deleéni, inzertni nebo substituéni mutace nebo
takové, u kterych rizné geny nebo ¢&asti genl spolu fuzuji (shuffling); to jsou
genové mutace. Pfislusné organizmy se oznacuji jako mutanty. Proteiny
odvozené od nukleovych kyselin se oznaduji jako varianty. Tak vytvareji
napfiklad delecni, inzertni a substituéni mutace nebo fuze dele¢né, inzertne a
substituén& mutované nebo fuzni geny a na proteinové roviné odpovidajici

deleéni, inzertni nebo substitu¢ni varianty, popfipadé fuzni proteiny.

Fragmenty se rozumi v8echny proteiny nebo peptidy, které jsou mensi nez
pfirodni proteiny nebo takové, které odpovidaji zcela translaénim genim a
mohou se napfiklad ziskat také synteticky. Na zakladé svych amino-
kyselinovych sekvenci se mohou pfifadit pfislusnym Uplnym proteintm.
Mohou mit mapfikiad stejnou strukturu nebo prokazovat proteolytické aktivity
nebo ¢astecné aktivity, jako je napfiklad komplexace subtratu. Fragmenty a
deleéni varianty vychozich proteind jsou principielné stejné; zatimco
fragmenty predstavuji spiSe ménsi Glomky, chybéji dele€nim mutantdm spise

jen kratké oblasti, a tim jen jednotlivé ¢aste¢né funkce.

Chimerni nebo hybridni proteiny se ve smyslu pfedkladané pfihlaSky rozumi
takové proteiny, které se skladaji z prvkl, které ovéem pochazeji z rlznych
polypeptidickych fetézcll z téhoZ organizmu nebo z rGznych organizmd. Tanto.

postup se také nazyva shuffling nebo fuzni mutageneze. Smysl takove fuze
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mlZe spodivat napfiklad v tom, Ze se pomoci nafuzované proteinové &asti
zpUsobi nebo modifikuje uréita enzymaticka funkce.

Proteiny, které se ziskaji inzertni mutaci, se rozumi varianty, které byly
ziskany zmanymi metodami pfipojenim fragmentu nukleové kyseliny
popfipadé proteinu do vychozich sekvenci. Radi se v dlsledku své
stejnorodosti k chimernim proteinim. Li$i se od nich pouze v poméru velikosti
nezménéné Casti proteinu k k velikosti celého proteinu. V téchto inzertné
mutovanych proteinech je podil ciziho proteinu mensi nez v chimernich

proteinech.

Inverzni mutageneze, tedy ¢asteCna obraceni sekvence, Ize povaZovat jako
zvlastni formu jako delece, tak také inzerce. To samé plati pro novée
seskupeni rGznych molekul odchylujicich se od pavodniho sledu
aminokyselin. M(ize se povaZovat jak za deledni variantu, tak inzertni

varianta, tak také za variantu shufflig pdvodniho proteinu.

Derivaty se ve smyslu pfedkladaného vynalezu rozumi takové proteiny, jejichz
gisty aminokyselinovy fetézec byl chemicky modifikovan. Tato tvorba derivati
mlzZe probihat napfiklad biologicky v souvislosti s biosyntézou proteinu
organizmem hostitele. Pfitom se mohou pouzit molekularné biologicke
metody. Mohou se ale také provést chemicky, a sice chemickou pfeménou
postranniho fetézce aminokyseliny nebo kovalentni vazbou jiné slou€eniny na
protein. U takové slouceniny se mlzZe jednat o jiné proteiny, ktery se na
proteiny podle vynalezu vazi napfiklad bifunkénimi chemickymi souéeninami.
RovnéZ se tvorbou derivatli rozumi kovalentni vazba na makromolekularni

nosic.

Ve smyslu pfedkladaného vynalezu vySe uvedeny pojem proteiny zahrnuje
vSechny enzymy, proteiny, fragmenty a derivaty, pokud se explicitné jako

takové nemusi uvadét.
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Vektory se ve smyslu pfedkladaného vynalezu rozumi prvky sestavajici z
nukleovych kyselin, které jako chrakteristickou oblast nukleové kyseliny
obsahuji zviasté dllezity gen. Dosahnou toho v jednom druhu nebo jedné
bunééné linii mnoha generacemi nebo bunéénych déleni, nez se ze
zbyvajiciho genomu etabluje nezavisle replikovany, stabilni geneticky prvek.
Vektory jsou zviasté pfi pouziti u bakterii specialni plazmidy, tedy cirkularni
genetické prvky. V genové technice se rozliSuje na jedné strané mezi témi
vektory, které slouZi k uloZeni a tim jistym zplsobem k genové technické
praci, takzvanymi klonovacimi vektroy, a na druhé strané témi, které splniuji
funkci, kterou se dulezity gen realizuje v bulice hostitele, to znamena, Ze
umoziuje expresi pfisluSného proteinu. Tyto vektory se oznaduji jako

expresni vektory.

Srovnanim se znamymi enzymy, které jsou napfiklad uloZzeny ve vSeobecné
pfistupnych databankach, Ize z aminokyselinové nebo nukleotidové sekvence
odvodit charakteristické molekulové ¢asti, jako napfiklad strukturni prvky nebo
enzymatickou aktivitu sledovaného enzymu. Takové srovnani se provede tak,
Ze se vzajemné piifazuji podobné sledy v nukleotidové nebo aminokyselinové
sekvence sledovanych proteini. To se nazyvd homologizace. Tabulkové
ptifazeni pFisludnych pozic se oznaduje jako alignment (sefazeni do fady). Pfi
analyze nukleotidovych sekvenci jsou opét zohlednény obé& komplentarni
vlakna a vSechny tfi mozné &teci rastry; rovnéz degenerace genetického kédu
a organizmu specificky codon-usage. Mezitim se alignmenty zjisti
pocitaovym programem, jako napfiklad élgoritmem FASTA nebo BLAST;
tento postup je napfiklad popsan D.J.Lipman a W.R.Pearson (1985) v
Science, Svazek 227, Str. 1435-1441. Souhrn vS8ech shodnych poloh ve
srovhavanych sekvencich se oznacCuje jako konsenzualni sekvence

(Consensus-Sequenz).

Takové porovnani umoZznuje take vy'povéd"d»p_odobnosti nebo homologii

vzajemné porovnavanych sekvenci. To se opakuje v procentové identite, to
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Znamena podilu identickych nukleotidd nebo aminokyselinovych zbytkl ve
stejnych polohach. Dalsi obsazeny homologovy pojem zahrnuje v této
hodnoté konzervované aminokyselinové vymény. Jedna se potom o
podobnosti v procentech. Takové vypovédi se mohou tykat celého proteinu

nebo genu nebo jen jednotlivych oblasti.

Homologické oblasti rlznych proteinli jsou vétSinou oblasti se stejnymi
strukturnimi prvky a/nebo funkcemi, které lze poznat shodami v primarni
arhinokyselinové sekvenci. Jde az k Uplnym identitdm v nejmensich oblastech,
takzvanych box(, které obsahuji jen malo aminokyselin a vétSinou vykonavaji
podstatné funkce pro celkovou aktivitu. Funkcemi homologickych oblasti se
vétdinou rozumi nejmensi dil¢i fukce celkové funkce vykonavané celym
proteinem, jako napfiklad vytvofeni jednotlivych vazeb vodikovych mastkd pro

komplexaci substratu nebo pfechodovych komplexu.

Enzymaticka aktivita se mizZe kvalitativné nebo kvantitativné modifikovat
jinymi oblastmi proteinu, které se nepodili na viastni reakci. To se tyka
napfiklad stability enzymu, aktivity, reakénich podminek nebo specifity

substratu.

Pod pojmem amylolyticky protein podle vynalezu se tim nerozumi samotny
amylolyticky protein s ¢&istou funkci, provadéjici hydrolyzu «-1,4-
glykozidickych vazeb, které opét vznikaji na nékolika aminokyselinovych
zbytcich pravdé-podobného katalyticky aktivniho centra. Obsahuje proto
v8echny funkce podporujici hydrolyzu «-1,4-glykozidické vazby. Mohou se
dosahnout napfiklad jednotlivymi peptidy a také jednim nebo vice jednotlivymi
dily proteinu pUsobenim na puavodni katalyticky aktivni oblasti. Pojem
amylolyticka funkce v8ak obsahuje také tyto modifikované funkce. Nebot na
jedné stran& neni pfesné znamo, které aminokyselinové zbytky proteinu podle
vynalezu skute&né katalyzuji hydrolyzu, a na druhé strané nelze vySe uvedené
jednotlivé funkce definitivné vyloudit z podilu na katalyze. K pomocnym

funkcim nebo dil&im aktivitam patii napfiklad vazba substratu, meziproduktu
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nebo koneéného produktu, aktivace nebo inhibice nebo zprostfedklovani
regulujiciho vlivu na hydrolytickou aktivitu. Pfitom se mlzZe také napfiklad
jednat o vytvofeni strukturniho prvku, ktery lezi daleko od aktivnhiho centra,
nebo o signalni peptid, jehoz funkce se tyka vylouceni vytvofeného proteinu z
bufiky a/nebo jeho skladani a aniz se zpravidla vytvofi in vivo funkéni enzym.
OvSem celkové musi vzninout hydrolyza «-1,4-glykozidickych vazeb ékrobu

nebo polymerl podobnych $krobu.

Uginkem enzymu se rozumi jeho Gd&innost ve sledované technické oblasti. Je
zalozen na vlastni enzymatické aktivité, pficemz vSak také zavisi na dalSich
faktorech, které jsou relevantni k uvedenému procesu. Patfi k nim napfiklad
stabilita, vazba substratu, zména ucinku materialem, ktery nese substrat nebo
zmény Uginkl jinymi obsaZenymi latkami, zvlasté synergie. Tak se napfiklad
pfi vyzkumu, zda je enzym vhodny pro pouziti v pracim nebo Ccisticim
prostifedku, sleduje jeho pfinos pro praci nebo G¢istici G&inek prostfedku
formulovanym s daldimi slozkami. Pro rlzna technicka pouZiti Ize enzym
pomoci znamych molekularnébiologickych technik dale rozvijet a

optimalizovat.

Podle BudapesStské smlouvy o mezindrodnim uznavani ulozeni
mikroorganizm( z 28. dubna 1977 byl pro pfedkladany vynalez uloZzen u
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH v
Braunschweigu DSMZ) nasledujici mikroorganizmus: Bacillus sp. A7-7. Je
oznacen registraénim Cislem DSM 12368 (DSM 98-587). Rozhodujici udaje o
znacich tohoto biologického materialu, které byly stanoveny DSMZ pfi

uloZeni, jsou shromazdény v nasledujici tabulce 1.
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Tabulka 1

Mikrobiologické viastnosti Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) (stanoveno DSMZ
09.10. 1998)

Viastnost Vysledek
Tvar buriky Ty¢&inky
Sitka (um) 3,0-4,5
Délka (um) 0,8-1,0
Spory pozitivni/ovélni
Sporangium nabobtnalé
Oxidaza pozitivni
Katalaza pozitivni
Anaerobni rust pozitivni
Reakce VP negativni
Hodnota pH v prostfedi VP |9,1 |
Rast pfi teploté 40 °C pozitivni/slaba
Rust pri teploté 50 °C negativni
Rust v
prostfedi pH 7,0 negativni
NaCl 2 % pozitivni
NaCl 5 % pozitivni
NaCl 7 % pozitivni
NaCl 10 % pozitivni
NaCl 12 % ~ |negativni
NaCl 16 % negativni
prostfedi lyzozymu pozitivni
Kyselina z _
D-glukézy negativni
L-arabindzy negativni
D-xylézy negativni
D-Manitu pozitivni
D-fruktozy pozitivni
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Hydrolyza
Skrobu pozitivni
Zelatiny pozitivni
kaseinu pozitivni
tyrozinu slaba
tweenu 80 pozitivni
tweenu 60 pozitivni
tweenu 40 pozitivni
tweenu 20 negativni
Lecitinaza pozitivni
Pululan pozitivni
Hydrolyza hipuratu pozitivni
Esculin pozitivni
Vyuziti
citratu pozitivni
propionatu pozitivni
NO; z NO; pozitivni
Indolova reakce negativni
Dezaminaza fenylalaninu | negativni

Vysledek

Bacillus sp. (RNA-skupina VI, alcaliphil)

Poznamka

Fyziologické vysledky testl ukazuji na rod B.
Alcalophilus nebo B.Horikoshii, nemuseji v8ak
jednoznaéné identifikovat zadny z uvedenych rodd.
Kmenn ukazuje 2 formy kolonii, které vS8ak byly
pomoci analyzy mastné kyseliny stanovany jako
varianty jednoho vzorku.

Castedné sekvencovani 16S rDNA  poskytlo
potvrzeni 94,8 % B. Alcalophilus.

Jedna se pravdépodobné u kmene A 7-7 o zastupce
noveho rodu.

Protoze se vychazelo z této charakteristiky, bylo mozné s pfekvapenim zjistit,

Ze amylolyticky enzym, vyrobeny z tohoto kmene, ma vlastnosti, které jej
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predurduji pro pouziti v mnoha technickych procesech. Pfitom kmen disponuje

vlastnostmi, které pfiznivé plsobi na kultivaci.

Amylolyticky enzym kmene Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) podle vynalezu
lze, jak je podrobné pfedloZzeno v pfikladu 2, nasledujicim zplsobem
biochemicky charakterizovat: Jako zraly protein ma pfi denaturujici SDS-
polyakryldelové elektroforéze zfejmu molekularni hmotnost 58 kD, zatimco lze
z proteinové sekvence (SEQ ID No.2), obsahujici 516 aminokyselin, odvodit
molekularni hmotnost cirka 59 kD, popfipadé po odstépeni signalniho peptidu,
obsahujiciho 31 aminokyselin, molekularni hmnotnost 55,5 kD. Podle

izoelektrické fokuzace je izoslektricky bod zralého proteinu 6,0. Ma aktivitu

stabilni. P¥i teploté 60 °C existuje jesté 50 % zbytkové aktivity. Enzym je pfi
inkubaci nad 10 minut pfi teploté 40 °C nadale stabilni pfi hodnotach pH 5 az
12, nejlepsi stabilita je pozorovana pfi hodnoté pH 9. Za pfitomnosti 0,1 %
SDS po inkubaci 5 minut pfi hodnoté pH 10 a teploté 50 °C ma enzym jeste
zbytkovou aktivitu 98 %. Navic za pfitomnosti 10 HPE/ml na aktivitu proteazy
a po inkubaci 15 minut pfi hodnoté pH 10 a teploté 50 °C ma enzym jeste
zbytkovou aktivitu 74 %.

Predkladanym vynalezem se tedy dava k dispozici v pfirodé se vyskytujici
enzym, na ktery je nutno na zakladé jeho sekvenénich homologii k dosud
znamym enzymdm a na zakladé jeho enzymatické aktivity pohlizet jako na
a-amylazu. Lze jej principielné pouZzit pro v8echna pouZiti, ktera vyzaduji
amylolytickou funkci. Je vhodny zvlasté pro takova pouZiti, ktera probihaji pfi
alkalickych hodnotach pH a stfednich oblastech teplot, zvlasté pfi hodnotach
pH nad 9 a/nebo teplotich nad 40 °C. Spektrum pouZiti se rozsifuje
srovnateln& s vysokou stabilitou enzymu proti detergentiim a proteazam. Zda

se tim byt zviasté vhodn'y‘ pro pouZziti v pracim a Cisticim prostifedku.

Nukleotidova sekvence tohoto'enzymu se v sekven&nim protokolu uvadi pod
ozna¢nim SEQ ID No.1. Je tak napfiklad k dispozici pro dalsi VYyVOj pomoci
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znamych molekularné biologickych metod. Aminokyselinova sekvence tohoto

enzymu se v sekvenénim protokolu uvadi pod oznaéenim SEQ ID No. 2.

Srovnatelné amylolytické proteiny pfedstavuji rovnéz formy provedeni
pfedkladaného vynalezu a budou dale narokovany ty, které maji proteinovou
nebo DNA-sekvenci, které jsou v rozmezi podobnosti k sekvencim uvedenym
v SEQ ID No.1 a/nebo SEQ ID No.2. Tato oblast podobnosti obsahuje
proteiny, jejichz aminokyselinova sekvence je identicka k aminokyselinové
sekvenci, uvedené v SEQ ID NO.2, alespoii z 96 %, z 96,5 %, z 97 % , z 97,5
%, z 98 %, z 98,5 %, z 99 %, z 99,5 % nebo ze 100 %. Oblast podobnosti
obsahuje také véechny proteiny, jejichZz nukleotidova sekvence je identicka k
nukleotidové sekvenci, uvedené v SEQ ID No.1, alespori z 85 %, z 87,5 %, z
90 %, 2 92,5 %, 2 95 %, z 96 %, z 97 %, z 98 %, z 99 % nebo ze 100 %. To

zvlasté plati pro ty ¢asti proteinu, které se tykaji aminokyselin 32 az 516.

U dal§iho podobného proteinu, znamého do 17.3.2000, se jedné o a-amylazu
z Bacillus alcalophilus s ozna¢enim P 19571 v databance Swiss-Prot (Geneva
Bioinformatics (GeneBio) S.A., Genf, Schweiz; http://www.genebio.com/
sprot.html). Ten méa vzhledem k amylolytickému enzymu z Bacillus sp. A 7-7
(DSM 12368) podle vynalezu 93,4% identitu sekvenéni homologie na
proteinové roviné. Protein podle vynalezu je homologickymi oblastmi
jednoznaéné& charakterizovan jako a-amylaza. Reprezentativni pfibuzne

proteiny jsou uvedeny v uspofadani na obrazku 1.

Na zakladé tohoto usporadani mohou proteiny podle vynalezu dale zaujimat
stejné sekundarni nebo terciarni struktury, jako proteiny urlené pro
homologizaci. Jejich strukturni prvky lze ziskat v obecné pfistupnych
databankach, jako je napfiklad na EMBL-European Bioinformatics Institute
(EBI) v Cambridge, Velké Britanii (http://www.ebi.ac.uk), Swiss-Prot nebo
GenBank (National Center for Biotechnology Information NCBI, National
Institutes of health, Bethesda, MD, USA). Kdyby se vyskytly odchyiné

struktury nebo by vyvstalo, Ze existuji rizné slozené varianty s rlznymi
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amylolytickymi vlastnostmi, coZ napfiklad tyka optimainich reakénich
podminek nebo specifity substratu, budou vSechny zahrnuty do rozsahu
ochrany pfedkladaného vynalezu. Nebot na jedné strané mulzZe faseni zaviset
na vyrobnich podminkach, napfiklad na pfitomnosti nebo nepfitomnosti
vedouciho peptidu (Leader-peptid). Na druhé strané se mohou rlizné
mozZnosti pouziti, napfiklad pro kvantitativni ztekuceni Skrobu, pro hydrolyzu
cyklodextrinu nebo pro pouZiti v pracim nebo gisticim prostiedku, ukazat jako

zvlasté vhodné.

Zvlastni vyznam ma dil&i sekvence, kterd odpovida aminokyselinam 32 az 516
ze sekvence uvedené v SEQ ID No.2. Nebot prvnich 31 aminokyselin
pfedstavuji, jak je moZno usoudit z aminokyselinové sekvence, signaini
peptid, ktery zfejmé pfi tvorb& v odpovidajicich mikroofganizmech zahajuje
vyludovani proteinu a vnitfni &asti bufiky do prostfedi okolo bunék. Tento
signalni peptid se po vylou€eni in vivo od$tépi, takZze se vyuZiva vlastni

amylolyticka aktivita zbyvajici ¢asti proteinu.

Pro vlastni amylolytickou funkci maji tak pravdépodobné aminokyseliny 1 az
31 maly vyznam, jinak je tomu pro vyrobu a zvlasté pro Zzadané faseni. Proto

je nelze vylougit z oblasti ochrany pfedkladaného vynalezu.

Kdyby nastalo, Zze by se pfi vyrobé vyskytly odchylky v délce signalniho
peptidu a/nebo pfirodniho peptidu, napfiklad jednim nebo jinym kmenem
bakterie, tak plati naroky vztaZzené na polohy 1 az 31, popfipadé 32 aZ 516
podle SEQ ID No.2 podle variant odchylky. Tak by bylo napfikiad mozZné, ze
nastane pfenos proteinu z Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) jiz $est nukleotidd
pfed nukleotidovou sekvenci uvedenou v SEQ ID No.1. Pfed timto
pravdépodobnym zatatkem lezi Sest nukleotidd ATGACG. Mohly by byt
pfeneseny jako Met-Thr, pfiCemz N-koncovy signaini peptid bude o dvé
aminokyseliny del$i a vznikne uréita podbbnost k amylaze z Bacillus sp. # 707
uvedené pod &islem 2 na obrazku 1. Rovnéz jsou mozné variace pfi odstépeni

signalni peptidu.
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Mezi variantami, které se nachdazeji v oblasti podobnosti uvedené vySe, jsou
zvlasté vyhodné ty, které maji vzhledem k pfedpoklddanym moZnostem
pouziti optimalni vlastnosti. Ty jsou vyrobitelné znamymi, vyhodné
molekularné biologickymi metodami. Napfiklad by bylo také mozné, pfi pouziti
znalosti z pfihlasky WO 94/18314, deletovat methioninové, tryptofanove,
cysteinové a/nebo tyrozinové zbytky proteini podle vynalezu a/nebo
substituovat nesnadno oxidovatalné aminokyselinové zbytky. Tim lze zlepSit
oxidaé&ni stabilitu, profil aktivity hodnoty pH a/nebo termostabilitu. Dal$i vyvoj
pfes cilené bodové mutageneze se mohou orientovat napfiklad na pfihlasky
WO 99/09183 a WO 99/23211.

Fragmenty podle vynalezu se rozumi vS8echny proteiny nebo peptidy, které
jsou mensi nez proteiny, které odpovidaji proteinim z SEQ ID No. 1 nebo
SEQ ID No.2., a jsou k nim v odpovidajicich dil¢ich sekvencich dostatecnée
homologické. Pokud maji amylolytickou funkci nebo alespofi funkci, ktera
podporuje hydrolyzu a-1,4-glykozidické vazby, jsou pokladany za amylolyticky
aktivni fragmenty a pfedstavuji formy provedeni pfedklddaného vynélezu. To
se tyka napriklad téch fragmentl, které pfispivaji ke tvorbé kompexu
substratu nebo ke tvorbé strukturniho prvku pozadovaného pro hydrolyzu. U
fragmentl se mlze napfiklad jednat o jednotlivé domény nebo o uUlomky,
které nesouhlasi s doménami. Takové fragmanty se mohou vyrobit s niz§imi
naklady, pfiemz jiz nemaji uréité eventuelné nevyhodné viastnosti vychozi
mlekuly, které moznéa rozvijeji regulaéni mechanizmus snizujici aktivitu nebo
pfiznivéj§i profil aktivity. Tyto proteinové fragmenty se mohou také vyrobit
nebiosynteticky, nybrz napfiklad chemicky. Chemicka syntéza mize byt potom
napfiklad vyhodna, kdyZz se v navaznosti na syntézu maji provést chemické

modifikace.

Fragmentim jsou vzhledem k jejich principielni stejnorodosti také pomoci
deledni mutace pfifazeny ziskané proteiny. Ty se mohou nadéale shodovat -

biochemicky s vychozimi molekulami nebo jiz nemit jednotlivé funkce. To se
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jevi jako smyslupiné zvlasté napfiklad v oblastech inhibujicich deletaci. Ve
vysledku miZe delecemi dochazet jak ke specializaci, tak také k rozsifeni
spezifikuje nebo také nejprve dosahne amylolytické funkce, jedna se u
deleénich variant, jako jsou fragmenty, o proteiny podle vyndlezu; navic
jedinym predpokladem pro to je, Ze se pfes je$té existujici homologickou dilci
sekvenci nachazeji uvnitf oblasti podobnosti k sekvencim SEQ ID No. 1 a
SEQ ID No. 2.

Tak je mozné se opfit o WO 99/57250, jak protein podle vynalezu nebo jeho
gasti opatfit peptidickou nebo nepeptidickou vazbou s vazebnymi doménami z
jinych proteinu a tim efektivn&ji vytvofit hydrolyzu substratu. Tyto sestavy
potom patii do obaisti ochrany predkladaného vynalezu, pokud vykazuji
amylolytické aktivity a &asti sestavy, které vykazuji tuto funkci, jsou
dostateéné podobné uvedenych sekvencim podle vynalezu. Rovnéz také
mohou byt amylolytické proteiny podle vynalezu napfiklad spojeny s

protedzami, aby vykazovaly dvojitu funkci.

Jako fragmenty vytvofené v pfirodé, popfipadé dele¢né mutovane proteiny,
lze také povazovat proteiny a signaini peptidy, ziskané od§tépenim N-
koncovych aminokyselin od preproteinli. Tento mechanizmus odstépeni Ize
pouzit také k tomu, aby se pomoci uréitych sekvenénich oblasti, které jsou
znamé signalnim peptidazam, pfedem v rekombinantnich proteinech urcily
specificka mista odstépeni. Tim se mohou in vitro pfedem stanovit aktivace
a/nebo deaktivace proteinll podle vynalezu. Na kazdy z téchto proteind se
vztahuje rozsah ochrany piedkladaného vynalezu, pokud leZi v narokovaném

rozsahu ochrany a poskytuje amylolytickou aktivitu.

Chimernimi nebo hybridnimi proteiny podle vynalezu se rozumi takové
proteiny, které se skladaji z prvkl, které pfirozené pochazeji z riiznych
polypeptidickych fet&zcl. Tento zplisob se také nazyva Schufflingova nebo

fuzni mutageneze. Jedna se potom o chimerni prd_ﬁeiny podle vynalezu, pokud
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vykazovat &ast molekuly nebo se mize modifikovat, pficemz se vychazi z
proteinu podle vynalezu, ktery lezi uvnitf narokované oblasti podobnosti.
Smysl této fuze mize napfiklad spodivat v tom, Ze pomoci nafuzovanych
proteinovych &asti podle vynalezu vznikne nebo se modifikuje amylolyticka
funkce nebo funkce podporujici hydrolyzu o-1,4-gykkozidickych vazeb. Je
pfitom ve smyslu pfedkladaného vynalezu nepodstatné, zda se takovy
chimerni protein sklada z jediného polypeptidického fetézce nebo vice
podjednotek, na které se mohou rozdglit rizné funkce. Pro realizaci posledni‘
uvedené alternativy je napfiklad mozné, aby se jediny chimerni polypeptidicky |
Fetézec cilenym proteolytickym $tépenim rozlozZil na vice ¢asti posttraslatné
nebo teprve po kroku ¢&isténi. K pfedmétu vynalezu také patfi takové chimerni
proteiny, které na zakladé své stavby maji po celé své aminokyselinové
a/nebo nukleotidové sekvenci pfipadné mens$i identitu nez pro oblast
podobnosti podle vynalezu definovanou vy$e, které mu ale mohou pfiCitat
pfinejmesim jednu z oblasti ziskanou fuzi a v této &asti vykazuji stejné funkce
jako v amylaze, ktera svou celou délkou spadad do uvedené homologické

oblasti.

Proteiny podle vynalezu, ziskané inzertni mutaci, se rozumi varianty protein(’i
spadajici celou svou délkou sekvence do uvedeného rozsahu ochrany
sekvenci SEQ ID No.1 nebo SEQ ID No. 2. které byly zisk&ny viozenim
fragmentu nukleové kyseiny, popfipadé proteinu do pfisluSnych sekvenci.
Smysl inzertni mutageneze, jako tvorby hybridu, spoéivat v tom, Ze se
kombinuji jednotlivé vlastnosti proteinli podle vynalezu s vlastnostmi jinych
proteinll. Jedna se potom o proteiny podle vynélezu, ziskané inzertni mutaci -
nebo chimerni proteiny, pokud pies svou homologii k oblastem, které vedou
zpét na sekvence SEQ ID No.1 nebo SEQ ID No.2, maji odpovidajici

homologické hodnoty a protein ma na zakladé téchto oblasti amylolytickou

-----
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Také proteiny ziskané inverzni mutagenezi a ty s novym seskupenim riznych
molekulovych &asti odchylujicich se od plvodniho aminokyselinového sledu
jsou tak zadlenény do rozsahu ochrany pfedkladaného vynalezu. To sameé
plati. MizZe se na ni pohlizet jak na dele¢ni variantu, tak na inzertni variantu,

tak také jako Shufflingovu variantu ptvodniho proteinu.

Amylolyticky aktivnimi derivaty podel vynalezu se rozumi takové amylolytické
proteiny, které byly modifikovany, napfiklad v souvislosti s proteinovou
biosyntézou pfi zpracovani hostitelskym organizmem nebo chemicky
pfemé&nou postranniho fetézce aminokyseliny nebo kovalentni vazbou jiné
sloudeniny na protein. U takové slouceniny se miZe napfiklad jednat o jine
proteiny, které se napfiklad vazi pfes bifunkéni chemické slouceniny na
proteiny podle vynalezu. Tyto modifikace mohou napfiklad ovlivnit specifitu
substratu nebo silu vazby na substrat nebo pfedchazejici blokaci enzymatické
aktivity, pokud se u pfipojené substance jednd o inhibitor. To muiZe mit
napfiklad smysl po dobu ukladani. Dal$i formou provedeni jsou derivaty, které
byly ziskdny kovalentni vazbou na makromolekularnim nosici, jako je

napfiklad polyehylenglykol nebo poly-sacharid.

Dal§im feSenim Ukolu podle vynalezu jsou amylolytické proteiny nebo
derivaty, které maji alespori jeden antigenni determinant spole€né& s jednim z

vy$e uvedenych proteinll nebo derivata.

ProtoZe rozhodujici pro vykazovani enzymatickych aktivit neni samotny Cisty
sled aminokyselin, nybrz také jeho sekundarni strukturni prvky a jeho troj-
rozmérné faseni. Tak mohou ve své primarni struktufe vyrazné od sebe
odchylné domény nadale vytvaret prostorové shodné struktury a tim umoznuji
stejné enzymatické chovani. Tyto spole¢né znaky v sekundarni struktufe se
obvykle uznavaji jako shodné antigenni determinanty antisér nebo Cisté nebo
monoklonalni protilatky. Imunochemickymi kifzovymi reakcemi se tak mohou
s.polec":né detekovat a pfifazovat vzajemné strukturalné podobné proteiny nebo

derivaty.
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Proto se do rozsahu ochrany pfredkladaného vynalezu zahrnuji pravé take
takové proteiny nebo derivaty, které maji amylolytickou aktivitu a mozna, zZe
se nemohou homologickymi hodnotami v primarni struktufe, ale ani svou
imunochemickou pfibuznosti pfifadit vy$e definovanym proteinim podle

vynalezu.

Proteiny podle vynalezu, které pochazeji a pfirodnich zdroj, jsou vyhodné
formy provedeni pfedkladaného vynalezu, zvlasté pokud pochazeji v mikro-
organizmi, jako jsou jednobuné&éné houby a bakterie. Nebot ty se jsou
vétSinou k dispozici jako mnohobunééné organizmy nebo bunéfné kultury
odvozené od mnohobunéénych. Predstavuji pro specidlni formy provedeni

smyslupiné volby.

Zvlasté vyhodné jsou proteiny nebo derivaty podie vynalezu z gram-
pozitivnich bakterii, protoZze nemaji Zadné vnéj§i membrany a vyloucene

proteiny tak bezprostfedné odevzdavaji do okolniho prostiedi.

Jedté vyhodnéj$i jsou proteiny nebo derivaty podle vynalezu z gram-
pozitivnich bakterii rodu Bacillus, protoZe se v technickém procesu etabluji

jako produkéni organizmy se zvlasté vysokym produk&nim vykonem.

Mezi proteiny nebo derivaty podle vynalezu z rodu Bacillus jsou opét vyhodné
ty z alkylifilnich Bacilli, z toho zvlasté z Bacillus sp. A 7-7, a zvlasté vyhodné z
kmene Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368). Nebot z toho byla plivodné ziskana
forma provedeni enzymu podle vynalezu, jehoz pfislusné sekvence jsou
uvedeny v sekvenénim protokolu a jehoZ enzymatické vlastnosti jsou popsany

v ptikladech.
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Z vyrobnétechnickych dlivodl jsou vyhodné ty kmeny, které vytvoieny

amylolyticky protein odevzdéavaji do okolniho prostfedi.

Je mozné, zZe v 'pFirodé existujici producenti mohou sice vyrobit amylolyticky
enzym podle vynalezu, ktery ale exprimuji a/nebo uvolfiuji do okolniho
prostiedi za diive zji§ténych podminek pouze v malém mnoZstvi. Spadaji tak
dlouho do rozsahu ochrany pfedkladaného vynalezu, jak dlouho existuje
experimentalni mozZnost zajistit vhodné podminky prostfedi nebo
nizkomolekularni nebo jiné faktory, za jejichz plUsobeni mohou podnitit
produkci proteinu podle vynalezu, kterd se zda mit hospodarské vyuZiti.
Takovy ragulaéni mechanizmus se miZe pouZit pro biotechnologickou vyrobu,

napfiklad pro regulaci odpovédnych promotort.

Podle ziskavani, zpracovani nebo preparace proteinu se mize sloudit s jinymi
diverznimi latkami, zvliasté kdyz byl ziskan z pfirodnich producentl tohoto
proteinu. MUzZe byt potom, ale nezavisle na tom, cilen& smichan s urcitymi
jinymi latkami, napfiklad pro zvy$eni jeho skladovatelnosti. Pojmem protein
podle vynalezu se proto navic rozumi také vSechny preproteiny viastniho
proteinu podle vynalezu. To je také nezavisle na tom, zda se v urcité
preparaci tato enzymaticka aktivita skuteéné rozviji nebo ne. Protoze mlzZe
byt zadouci, aby pfi skladovani nemél Zadnou nebo malou aktivitu, a teprve v
dobé& pouzivani rozvinul svou amylolytickou aktivitu. To mdZe byt napfiklad
zavislé na stavu rozvinuti nebo vyplyvat z reverzibilni vazby jedné nebo vice

doprovodnych latek z preparace nebo z jiného kontrolniho mechanizmu.

Proteiny podle vynalezu mohou byt zvla§té bé&hem skladovani chranény
stabilizatory, napfiiklad pfed denaturaci, rozpadem nebo inaktivaci a sice
fyzikalnimi vlivy, oxidaci nebo proteolytickym $tépenim. U protein(, které se
ziskavaji z mikroorganizm(, je inhibice proteolyzy zvlasté kriticka, protozZe
vét§ina mikroorganizmt vyluéuje rGzné protedzy jako travici enzymy do
okoiniho prostiedi. Ty mohou zajmové proteiny béhem nasledujiciho stupné

¢isténi vyrazné poskodit.
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Skupinou stabilizatorl jsou reverzni inhibitory protedzy, jako je napfiklad
benzamidin-hydrochlorid a leupeptin, borax, kyselina boru, jejich soli nebo
estery; peptidaldehyd nebo Cisté peptidické inhibitory, jako je ovomucoid nebo
specifické subtilizinové inhibitory. Dal§imi béznymi enzymovymi stabilizatory
jsou aminoalkoholy, jako je mono-, di-, triethanol- a -propanolamin, alifatické
karboxylové kyseliny az C, dikarboxylové kyseliny, nizsi alifatické alkoholy,
polyoly, jako napfikiad glycerin, ethylenglykol, propylenglykol nebo sorbit.
Rovné&Z se pouzivaji soli vapniku, jako napfiklad octan vapenaty nebo
mraven&an vapenaty, soli hoféiku, rizné polymery, jako napfiklad lignin,
ether-celuléza, polyamidy nebo ve vodé rozpustné vinyl-kopolymery, aby se
enzymatické pfipravky stabilizovaly proti fyzikalnim vlivim nebo kolisani
hodnoty pH. Redukéni prostfedky nebo antioxidanty, jako napfiklad sifiCitan
sodny nebo redukovany cukr, zvySuji stabilitu proteint proti oxidativnimu

rozpadu.

Také ve formé provedeni odpovidajicich nukleovych kyselin‘ se prfedkiadany
koduji amylolyticky protein a maji k sekvenci uvedené pod SEQ ID No.1
dostateénou, vySe definovanou podobnost, zvlasté takové nukleové kyseliny,
které koéduji pro protein, ktery odpovida ¢&asti aminokyselin 32 aZz 516

aminokyselinové sekvence uvedené v SEQ ID No.1.

Zvlasté vyhodné formy provedeni pfedstavuji nukleové kyseliny, ktere koduji
néktery z vy$e uvedenych amylolytickych proteini podle vynalezu. To
zahrnuje také varianty, které po celé své délce sekvence nespadaji do oblasti
podobnosti definované podle SEQ ID No.1, to ale v jednotlivych oblastech
ano. Patii sem napfiklad nukleotidové sekvence, které, jak je uvedeno vyse,
byly ziskany inzertni nebo deleéni mutaci, chimerni proteiny nebo proteinove
fragmenty. Ale také takzvané protismyslové kostrukce, napfiklad jednotlivymi
dil¢imi useky, pfedstavuji formy provedeni podle pfedkladaného vynalezu,

protoZe se mohou pouzit pro regulaci amylolytické aktivity.




Nukleové kyseliny tvofi vychozi bod pro molekularné biologicka vySetfeni a
dal$i vyvoj. Tyto metody jsou napfiklad popsany v pfiruéce Fritsch, Sambrook
a Maniatis ,Molecular cloning: a laboratory manual“, Cold Spring Harbour
Laboratory Press, New York, 1989. Na gen, zvlasté na kolonovany gen se
odvolavaji v8echny genetické a protein-biochemické metody shromazdéné ve
stavu techniky pod pojmem proteinové inZenyrstvi. Pomoci téchto metod lze
proteiny podle vynalezu s ohledem na rizna pouziti dale optimalizovat,

napfiklad bodovou mutagenezi nebo fuzi se sekvencemi z jinych gend.

K variantdm proteinu podle vynalezu, ziskanych znamymi molekularné
'biologickymi metodami, patfi zvla$té varianty s jednotlivymi cilenymi
vymé&nami aminokyselin nebo nahodné bodové mutace, delece jednotlivych
aminokyselin nebo dil¢ich sekvenci, fuze s jinymi fragmenty nebo jinymi
enzymy, inzerce nebo inverze, také parcialni obraceni sekvenci. Takove
mutace nebo modifikace mohou pfedstavovat vyhodné formy provedeni pro
specificka pouziti. Takova mutageneze se mulZe provést cilené nebo
nahodnymi metodami. To Ize napfikiad kombinovat s naslednym a na aktivitu
zamé&fenym vybé&rovym a/nebo poznavacim postupem (Screening a Sektion)
na klonovanych genech. Geny ziskané mutaci spadaji do rozsahu ochrany
le?i ve vySe definované oblasti podobnosti; alespont v homologickych a

funkéné relevantnich oblastech.

Dal§i feseni Ukolu podle vynalezu a tim vlastniho pfedmétu vynalezu
pfedstavuji organizmy, které ovéem tvofi protein nebo derivat podle vynalezu
nebo obsahuji nukleové kyseliny, které koduji protein nebo derivat podle
vynalezu. Nebot jejich nalezeni umozZiiuje uskuteénéni vynalezecké myslenky.
Tyto organizmy se ziskaji pfi pouZiti obecné znamych technik, napfiklad
izolaci kmenu z pfirodniho zdroje nebo pomoci screeningu genovych bank.
Nukleotidova sekvence uvedena v SEQ ID No.1 Ize pfitom pouZit jako sondu

pro screening nebo slouZit jako pfedloha pro konstrukci odpovidajiciho PCR-
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primeru. Analogicky k tomu se mohou pouZit peptidy s kratkym fetézcem nebo
uplné peptidy s aminokyselinovymi sekvencemi podle SEQ ID No.2 pro tvorbu
odpovidajicich antisér, jejichz pomoci se mohou identifikovat odpovidajici

organizmy, popfipadé proteiny, které uvolfiuji.

Podle vyse vytvofenych provedenich jsou pfédevéim na zakladé kultivovatel-
nosti vyhodné mikroorganizmy, vyhodné bakterie, z té&chto gram-pozitivni
bakterie, z téchto baktefie rodu Bacillus, zvlasté Bacillus sp.‘A 7-7 a
nejvyhodnéjsi Bacillus sp. A 7-7 DSM (12368).

K viastnimu pfedmétu vynalezu pat¥i vektory, které obsahuji jednu z oblasti

nukleové kyseiny druhého pfedmétu vynalezu.

Nebot se jedné o nukleové kyseliny, klonuje se DNA vhodnym zpUsobem do
vektoru. Patfi k- nim napfiklad vektory, které se odvodi od bakterialnich
plazmid(, virll nebo od bakteriofagll, nebo prevazné syntetické vektory nebo
plazmidy s prvky rizného plvodu. S dal$imi existujicicmi genetickymi prvky
se vektory mohou s pfislusnymim hostitelskymi bufikymi po celé generace
etablovat jako stabilni jednotky. Pfitom je ve smyslu vynalezu nepodstatne,
zda se jako zvlastni jednotky etabluji extrachromozomalné nebo se integruji
do chromozomu. Ktery z mnoha systémi, znamych ze stavu techniky, se
zvoli, zavisi na jednotlivém pfipadu. Rozhodujici mohou napfiklad byt
dosazitelny podet kopii, selekéni systémy, které jsou k dispozici, z nichz
ptedev§im rezistence na antibiotika, nebo kultivatelnost hostitelskych nunék,

které jsou schopné pfijmout vektory.

Vektory tvofi vhodné vychozi body pro molekularné biologicka a biochemicka
vy$etieni pfislusného genu nebo proteinu a pro dal$i vyvoj podle vynalezu a
koneéné pro amplifikaci a produkci proteinli podle vynalezu. Pfedstavuji do té

miry formy provedeni pfedkladaného vynalezu, jak sekvence obsaZenych
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oblasti nukleovych kyselin podle vynalezu leZi uvnitf vySe blize oznalené

homologické oblasti.

Vyhodné formy provedeni pfedkladaného vynalezu jsou klonované vektory.
Jsou vedle skladovani, biologické amplifikace nebo selekce dllezitého genu
vhodné pro u&eni vlastnosti pfislu§ného genu, a sice sestavenim restrikéni
karty nebo sekvencovanim. Klonované vektory jsou také proto vyhodné formy
provedeni piedkladaného vynélezu, protoZe pfedstavuji trasportovatelnou a
skladovatenou formu narokovanych DNA. Jsou také vyhodnymi vychozimi
body pro molekularné biologické techniky, které nejsou vazané na buriky, jako

napfikiad polymerazova fetézova reakce.

Expresni vektory maji diléi sekvence, které jim umoZnuji, aby se Vv
hostitelském organizmu, optimalnim pro vyrobu proteind, replikovaly a tam
pfivedly obsaZeny gen k expresi. Vyhodné formy provedeni jsou expresni
vektory, které samy maji genetické prvky potfebné pro expresi. Exprese se
napfiklad ovlivni promotory, které reguluji transkripci genu. Tak miZe exprese
probihat pfirodnim promotorem lokalizovanym plvodné pred timto genem, ale
také po gentechnické fuzi, jak promotorem hostitelské buriky, pfipravenym na
expresnim vektoru, tak také modifikovanym nebo zcela jinym promotorem

jiného organizmu.

Vyhodné formy provedeni jsou takové expresni vektory, které jsou
regulovatelné zménou kultivaénich podminek nebo pfidavkem urcitych
slou&enin, jako je napfiklad hustota bunék nebo specialni faktory. Expresni
vektory umoZiuji, aby se pfislusny protein vyrobil heterologicky, tedy v jiném
organizmu, neZ v tom, ze kterého jej lze pfirozené ziskat. Také homologicke |
ziskani proteinu vhodnym vektorem z hostitelskéno organizmu, ktery
pfirozen& exprimuje gen, je v rozsahu ochrany pfedkladaného vynalezu. To
mGze mit vyhodu v tom, Ze se piirodni modifikaéni reakce, které souviseji s
translaci, na vznikajicim proteinu provadéji stejnym zpUsobem, jakym by

pfirozené probihaly.
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Formy provedeni pfedkladaného vynalezu mohou byt také expresni systémy
bez bunék, u kterych se nasladené provede proteinova biosyntéza in vitro.

Takové expresni systémy jsou ve stavu techniky rovnéz etablované.

Dal$i formu provedeni pfedmétu vynalezu pfedstavuji bunky, které obsahuji
n&ktery z vy$e definovanych vektorl, zvlasté klonovany nebo expresni vektor.
Nebot zvlasté v pribéhu molekularné biologickych praci, které jsou nutné
napfiklad pro mutagenezi, sekvencovani nebo ukladani vektord, = probiha
jejich transformace v odpovidajicich burikach. Pfitom mohou byt vhodne, v
zavislosti na metodé&, napfiiklad gram-pozitivni, zviasté ale také gram-

negativni bakterie.

Dalsi formou formou provedeni jsou hostiteldké bunky, které exprimuji protein
nebo derivat podle prvniho pfedmétu vynalezu nebo mohou K jejich expresi
podné&covat, vyhodné pii pouZiti nékterého z vySe definovanych expresnich

vektord.

Tedy vyhodna syntéza in vivo amylolytického enzymu podle vynalezu
vyZaduje transfer pfislusného genu do hostitelské buriky. Jako hostitelské
bufiky jsou vhodné v principu vSechny vSechny organizmy, to znamena
prokaryonty, eukaryonty nebo kyanofyta. Vyhodné jsou takové hostitelské
buriky, s kterymi lze geneticky dobfe zachazet, coz se napfiklad tyka
transformace s expresnim vektorem a jeho stabilniho etablovani, napfiklad
jednobuné&éné houby nebo bakterie. K tom se vyhodné hostitelské bunky
vyznaduji dobrou mikro-biologickou a biotechnologickou zpracovatelnosti. To
se napfiklad tyka snadné kultivovatelnosti, vysoké rychlosti rlstu, nizkymi
pozadavky na fermentaéni prostiedi a dobré produkéni a sekrecni rychlosti
pro cizi proteiny. Casto se musi z mnoZstvi riznych systémdi, které jsou k
dispozici ve stavu techniky, experimentalné pro jednotlivy pfipad zjistit

optimalni expresni systémy.




Kazdy protein podle vynalezu Ize timto zplsobem ziskat z mnoha

hostitelskych organizmu.

Vyhodné formy provedeni pfedstavuji takové hostitelské buriky, které jsou na
regulovatelné ve své aktivité zakladé genetickych regulaénich prvkil, které
jsou napfiklad k dispozici na expresnim vektoru, ale také mohou existovat v
t&chto burikach. Napfiklad fizenym pFidavkem chemickych slouéenin, které
slouzi jako aktivatory, zménou kultivaénich podminek nebo dosaZenim urcite
hustoty bun&k se mohou pfimét k expresi. To umoziiuje velmi hospodarnou

produkci Zadanych proteind.

Variantu tohoto eperimentalniho principu pfedstavuji expresni systéemy, u
kterych dal8i geny, napfiklad takové, které jsou k dispozici na jinych
vektorech, ovliviiuji produkci protein podle vynalezu. Pfitom se mlZe jednat
o modifikované genové produkty nebo o takové, které maji byt spolecné s
proteinem podle vynalezu vyci§tény, aby ovliviiovaly jeho amylolytickou
funkci. Pfitom se muize napFiklad‘j'ednat 0 jiné proteiny nebo enzymy, o
inhibitory nebo o takové prvky, které s riznymi substraty ovliviiuji vzajemny

tdinek.

Vyhodné hostitelské buriky jsou prokaryontni nebo bakterialni buriky. Bakterie
se vyznaduji oproti eukaryontim zpravidla krat§imi genere¢nimi dobami a
men$imi naroky na kultivaéni podminky. Tim se mohou etablovat levnéjsi

zpUsoby ziskani proteind podle vynalezu.

Zvlastgé vyhodné jsou hostitelské burky, zvlaste 'bakterie, které uvolnuji
vytvofeny protein do okolniho prostfedi, takze mohou exprimované proteiny

podle vynalezu pfimo dCistit.
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Forma provedeni podle vynalezu pouZivd samotstatné Bacillus sp. A 7-7
(DSM 12368), aby se proteiny podle vynalezu homologicky exprimovaly. To
maZe napfiklad probihat zavedenym vektorem, ktery do téchto bunék zavadi
jiz endogenni gen nebo jeho obmény podle vynalezu, napiiklad v
mnohonasobném podtu kopii. To mlze byt potom zvlasté vyhodné, kdyz ma
protein v navaznosti na svou syntézu ziskat modifikace, které se vhodnym

zpUsobem provadéji samotnymi pfislusnymi bufikami.

Naproti tomu je véak vyhodnéa heterologickd exprese. Grampozitivni bakterie,
jako je napiiklad actinomycten nebo bacilli, nemaji Zadnou vné&jsi membranu,
takze uvoliiuji protejny bezprostfedné do okolniho prostfedi. K bakteriim,
vyhodnym pro heterologickou expresi, tak patfi bakterie rodu BaCiIIus, zvlasté
druh Bacillus licheniformis, Bacillus amylolyquefaciens, Bacillus subtilis nebo

Bacillus alcalophilus.

Také gram-negativni bakterie se mohou pouzit pro heterologickou expresi. U
nich se uvolfiuje mnoho proteinl v periplazmatickém prostoru, tedy v oblasti
mezi ob&ma membranami obklopujicimi bufiky. To muZe byt vyhodné pro
specialni pouZiti. K nim patii napfiklad bakterie rodu klebsiella nebo
escherichia, vyhodné& druhu Escherichia coli, zvlasté kmenlQ E.coli JM 109,
E.coli DH 100B nebo E.coli DH 12S.

Také eukariontni bufiky mohou byt vhodné pro vyrobu amylolytickych proteind
podle vynalezu. Piikladem jsou kvasnice, jako Saccharomyces nebo
Kluyveromyces. To mulZe byt napfiklad zvlasté vyhodné tehdy, kdyz maji
proteiny v souvislosti se svou syntézou ziskat specifické modifikace, ktere
takové systémy umoznuji. K tomu patfi napfiklad vazba nizkomolekularnich

slougenin, jako je membranova kotva (Membrananker) nebo oligosacharid.

Véechny jiz vy$e uvedené prvky se mohou v postupu kombinovat, aby se

vyrobily proteiny podle vynalezu. Je pfitom myslitelnych mnoho komb‘inaénich
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moZnosti postupovych krokG pro kazdy protein podle vynalezu. VSechny
uskute&iuji myslenku, ktera je zakladem predkiadaného vynalezu, aby se totiz
zastupce proteinového typu, definovany amylolytickou funkci a souasné
vysokou homologii k sekvencim uvedenym v sekvenénich protokolech,
kvantitativné vyrobil pomoci pfislusné genetické informace. Optimalni postup
se musi experimentaln& zjistit pro kazdy konkrétni jednotlivy pfipad.
Principielné se k tomu dospéje nasledujicim zplisobem: Nukleove kyseliny
podle vynalezu, tedy nukleové kyseliny, které leZi uvniti vyse definované
oblasti podobnosti k sekvenci SEQ ID No.1, se podvaZi vhodnym zpusobem
ve form& DNA ve vhodném expresnim vektoru. Ten se transformuje do
hostitelské bufky, napfiklad do bunék kmene bakterii, které se snadno
kultivuji, ktery vylutuje proteiny, jejichz geny jsou pod kontrolou
odpovidajicich genetickych prvkd, do okolniho Zivného prostiedi; regulujici
prvky mohou byt k dispozici napfiklad od expresniho vektoru. Z okolniho
prostfedi se muZe protein podle vynalezu Ggistit vice Cisticimi kroky, jako
napfiklad srazenim nebo chromatograficky. Odbornik v oboru je schopen
systém, ktery byl v laboratornim méfitku experimentainé optimalizovan,

pfevést do provozniho vyrobniho méfitka.

Nasledné se uvadéji dllezité technické mozZnosti pouZziti proteind podle
vynalezu. Cetné moznosti pouziti pro amylolytické enzymy, etablované ve
stavu techniky, se uvadgji v pfiruckach, jako napfikiad v knize .industrial
enzymes and their applications“ od H. Uhlig, nakladatelstvi Wiley, New York,
1998. Nasledujicim pfehledem se nerozumi uzavieny vycet, nybrz pfedstavuje
vybér ze vdech teoreticky myslitelnych moznosti pouziti. Kdyby se stalo, Ze
jednotlivé proteiny podle vynalezu nejsou pro daldi, zde vyslovné
nenarokované moznosti pouZiti vhodné, zahrnuji se timto do rozsahu ochrany

pfedkladaného vynalezu.

DuleZitou oblasti pouZiti pro amylolytické enzymy je jejich pouZziti jako aktivni
slozky v pracim nebo gisticim prostfedku pro &isténi textilii nebo pevnych

povrchll. V téchto pouzitich slouzi amylolyticka aktivita k tomu, aby se
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nedistoty obsahujici uhlovodany, zvid§té nedistoty podobné Skrobu,
hydrolyticky odstranily a/nebo odstranily z podkladu. Pfitom se mohou pouZzit
samostatné ve vhodnych prostiedich nebo také v pracim nebo Cisticim
prostfedku. Tyto prostfedky se vyznaluji tim, Ze amylolytické enzymy a
ostatni slozky synergicky plsobi na odstranéni nedistot, napfiklad tim, Ze se
produkty hydrolyzy amylolytickych proteind rozpoust&ji jinymi slozkami
prostfedku, jako jsou tenzidy. Protein podle vynalezu miZe nalézt pouZziti jak v
prostfedcich pro velkospotfebitele nebo technické uiivatelé, tak také v

produktech pro soukromé spotfebitele.

Zvlagtni predmét vynalezu tak predstavuji v8echny praci prostfedky nebo

gistici prostfedky, které se vyznaduji tim, ze obsahuji amylolyticky protein

podle vynalezu.

Tim se mysli véechny myslitelné druhy &isticich prostfedkd, jako koncentraty,
tak také prostifedky pouzivané v nezfedéném stavu; pro pouZiti v komerénim
méfitku, v pradce nebo pfi ruénim prani, popfipadé ruénim Cisténi. Patii sem
naptiklad praci prostfedky pro textilie, koberce nebo pfirodni viakna, pro které
se podle ptedkiadaného vynalezu pouZiva oznaleni praci prostfedek. Patfi
sem napfiklad také prostfedky pro myti nadobi pro mycky nadobi nebo pro
rudni myti nadobi nebo &istiCe pro tvrdé povrchy, jako je kov, sklo, porcelan,
keramika, kachle, kamen, lakované povrchy, plastickké hmoty, dfevo nebo
ktize; pro tyto prostiedky se podle pfedkladaného vynalezu pouziva oznadeni
gistici prostfedky. KaZdy druh Cisticiho prostfedku pfedstavuje formu
provedeni pfedkladaného vynalezu, pokud je obohacen o protein podie

vynalezu.

Formy provedeni pfedkladaného vynalezu obsahuji vSechny podle stavu
techniky etablované a/nebo viechny Uéeiné formy podavéani prostfedku podie
vynalezu. Patfi sem napfiklad pevné, praskové, tekute, gelové nebo pastozni

prostfedky, popfipadé také prostfedky z vice fazi, komprimované nebo
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nekomprimované; dale sem patfi napfiklad: extrudaty, granulaty, tablety nebo

pouches, balené jak ve velkych balenich nebo po Castech.

Vedle enzymu podle vynalezu obsahuje prostfedek podle vynalezu pfipadné
dal§i slozky, jako tenzidy, napfiklad neionické, anionické a/nebo amfoterni
tenzidy, a/nebo bélici prostfedek a/nebo stavebni slozky a pfipadné dalsi

obvyklé slozky.

Jako neionické tenzidy se pfednostné pouZivaji alkoxylované, s vyhodou
ethoxylované, zvlasté primarni alkoholy vyhodné s 8 az 18 atomy C a
pramérné 1 aZz 12 mol ethylenoxidu (EO) na mol alkoholu, kde mlze byt
alkoholovy zbytek linearni nebo vyhodné v poloze 2 rozvétveny skupinou
methyl, popfipadé miZe ve smési obsahovat linearni zbytek nebo skupinou
methyl rozvétveny zbytek a obvykle existuji v oxoalkoholovych zbytcich.
Zvlasté jsou v8ak vyhodné alkoholethoxylaty s linearnimi zbytky z alkoholl
pfirodniho plvodu s 12 az 18 atomy C, napfiklad z kokosového, palmového,
lojového nebo oleylalkoholu a primérné 2 az 8 EO na mol alkoholu. K
vyhodnym ethoxylovanym alkoholim patii napfiklad C12.14 -alkoholy s 3 EO
nebo 4 EOQ, Cg.11 -alkohol s 7 EO, Cy3.15 -alkoholy s 3 EO, 5 EO, 7 EO nebo 8
EO, Cys.15 -alkoholy s 3 EO, 5 EO nebo 7 EO a z téchto smési, jako jsou
smési z Cya.14 -alkoholu s 3 EO a Cyz.1 -alkoholu s 5 EO. Uvedené stupné
ethoxylace statistické stfedni hodnoty, které mohou byt pro specialni produkt
celé nebo zlomkové &islo. Vyhodné alkoholethoxylaty maji zuzZené
homologické rozdéleni (narrow range ethoxylates, NRE). Navic k témto
neionickym tenzidim se mohou také pouZzit mastné alkoholy s vice nez 12
EO. Prikladem je lojovy alkohol s 14 EO, 25 EO, 30 EO nebo 40 EO.

Dal$i tfidou vyhodné& pouzivanych neionickych tenzidl, které se pouzivaji bud
jako samostatny neionicky tenzid nebo v kombinaci s jinymi neionickymi
tenzidy, jsou alkoxylované, vyhodné ethoxylovane nebo ethoxylované a
propoxylované alkylestery mastnych kyselin, vyhodné s 1 az 4 atomy uhliku v
alkylovém fetézci, zviasté methylester mastné kyseliny.




Dal$i tfidou neionickych tenzidl, které se mohou s vyhodou pouZit, jsou
alkylpolyglykozidy (APG). PouZitelné alkylpolyglykkozidy maji obecny vzorec
RO(G),, kde R znamena linearni nebo rozvétveny, zvlasté rozvétveny v poloze
2, nasyceny nebo nenasyceny, alifaticky zbytek s 8 az 22, vyhodné 12 az 18
atomy C a G je symbol, ktery znamena jednotku glykézy s 5 nebo 6 atomy C,
vyhodné& glukoézu. Stupeii glykozylace z je pfitom mezi 1,0 a 4,0, vyhodné
mezi 1,0 a 2,0 a zviasté mezi 1,1 a 1,4. Vyhodné se pouZivaji linearni
alkylpolyglukozidy, tedy alkylpolyglykozidy, kde polyglykozylovy zbytek je
glukézovy zbytek a alkylovy zbytek je n-alkylovy zbytek.

Také neionické tenzidy typu aminoxidu, napfiklad N-kokosalkyl-N,N-dimethyl-
aminoxid a N-lojovyalkyl-N,N-dihydroxyethylaminoxid a alkanolamidy mastné
kyseliny mohou byt vhodné. Podil téchto neionickych tenzidi neni vyhodné

vy$8i nez podil ethoxylovanych alkoholl, zvliasté neni vétsi nez polovina.




Dal&i vyhodné tenzidy jsou amidy polyhydroxymastné kyseliny podle vzorce

(1)

r1
l
. R-CO-N-{Z] (i

kde

RCO znamena alifyticka alkylovy zbytek s 6 az 22 atomy uhliku, R' znamena
atom vodiku, alkylovy nebo hydroxyalkylovy zbytek s 1 az 4 atomy uhliku a (Z)
znamena linearni nebo rozvétveny polyhydroxyalkylovy zbytek s 3 az 10
atomy uhliku a 3 aZ 10 hydroxylovymi skupinami. U amidl polyhydroxymastné
kyseliny se jedna o znamé latky, které se mohou obvykle ziskat reduktivni
aminaci redukujiciho cukru s amoniakem, alkylaminem nebo alkanolaminem a
naslednou acylaci s mastnou kyselinou, alkylesterem mastne kyseliny nebo

chloridem mastné kyseliny.

Ke skupiné amid‘G polyhydroxymastné kyseliny patfi také slouceniny podie

vzorce (11},

R1-0-R?

|
R-CO-N-{Z] )

kde

R znamena linearni nebo rozvétveny alkylovy nebo alkenylovy zbytek s 7 az

12 atomy uhliku, R' znamena linearni, rozvétveny nebo cyklicky alkylovy
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zbytek nebo arylovy zbytek s 2 aZ 8 atomy uhliku a R? znamena linearni,
rozvétveny nebo cyklicky alkylovy zbytek nebo arylovy zbytek nebo oxy-
alkylovy zbytek s 1 az 8 atomy uhliku, pfi¢emz C4.4 -alkylovy nebo fenylovy
zbytek je vyhodny a (Z) znamena linearni polyhydroxyalkylovy zbytek, jahoz
alkylovy fetézec je substituovan alespoii dvémi hydroxylovymi skupinami,
nebo alkoxylované, vyhodné ethoxylované nebo propoxylované derivaty

tohoto zbytku.

(Z) se ziskd reduktivni aminaci redukujiciho cukru, napfiklad glukézy,
fruktézy, maltdzy, laktézy, galaktézy, mandézy nebo xylézy. Slouceniny
substituované skupinou N-alkoxy- nebo N-aryloxy- se mohou napfiklad reakci
s methylestery mastnych kyselin za pfitomnosti alkoxidu jako katalyzatoru

prevést na Zzadané amidy polyhydroxymastné kyseliny.

Jako anionické tenzid}y se pouzivaji napfiklad tenzidy typu Sulfonétu nebo
sulfatu. Jako tenzidy sulfonatového typu pfitom pfichazeji v Gvahu s vyhodou
Co.13 -alkylbenzolsulfonaty, olefinsulfonaty, to znamena smési z alken- a
hydroxyalkansulfonatll a disulfonatl, které se napfiklad ziskaji z Ciz.1 -
monoolefind s dvojnou vazbou, stojici na konci nebo uvnitf, sulfonaci s
plynnym oxidem sirovym a nasledné alkalickou nebo kyselou hydrolyzou
produktll sulfonace. Vhodné jsou také alkansulfonaty, které se ziskaji z C12-1s
-alkani napfiklad sulfochloraci nebo sulfoxidaci s naslednou hydrolyzou,
popiipadé neutralizaci. RovnéZ jsou také vhodné estery a-sulfomastnych
kyseliny (ester-sulfonaty), napfiklad o-sulfonované methylestery hydrogeno-

vané kyseliny kokosové, palmového oleje nebo lojové.

Dalsi vhodné anionické tenzidy jsou sulfonované glycerolestery mastnych
kyselin. Glycerolestery mastnych kyselin se rozumi mono-, di a triestery a
jejich smési, které se ziskaji pfi vyrobé esterifikaci monoglycerolu s 1 az 3
mol mastné kyseliny nebo pfi esterifikaci triglyceriddl s 0,3 aZ 2 mol glycerolu.
Vyhodné sulfonované glycerolestery mastnych kyselin jsou pfitom produkty
sulfonace nasycenych mastnych kyselin s 6 az 22 atomy uhliku, napfikiad
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kyseliny kapronové, kaprylové, kyprinové, myristinové, laurové, palmitové,

stearové nebo behenové.

Jako alk(en)ylsulfaty jsou vyhodné soli alkalickych kovi a zvlasté sodne soli
poloesteru kyseliny sirové mastnych alkoholl Ci,-C4s, napfiklad z mastného
alkoholu kokosu, mastného alkoholu loje, laural-, myristyl-, cetyl nebo
stearylalkoholu nebo oxoalkoholll C19-Cz a poloesteri sekundarnich alkoholl
téchto délek fetézce. Dale jsou vyhodné alk(en)ylsulfaty uvedenych délek
fetézce, které obsahuji synteticky alkylovy zbytek s pfimym fetézcem,
vyrobeny na petrochemické bazi, které maji analogicky zplsob odbourani jako
adekvatni sloueniny na bazi chemickych surovin s obsahem tuku. Z hlediska
techniky prani jsou vyhodné Ci2-Cys-alkylsulfaty a Cq2-Cs-alkylsulfaty a Cqs-
Cqs -alkyl-sulfaty. Také 2,3-alkylsulfaty jsou vhodnymi anionickymi tenzidy.

Jsou také vhodné monoestery kyseliny sirové Cy-2; -alkoholl s pfimym nebo
rozvétvenym fetézcem ethoxylovanych 1 az 6 mol ethylenoxidu, jako jsou Co-
11 -alkoholy rozvétvené skupinou 2-methyl v prdméru s 3,5 mol ethylenoxidu
(EO) nebo Cqz-1g-mastné alkoholy s 1 az 4 EO. Pouzivaji se v CEisticich
prostiedcich na zakladé své vysoké pénivosti jen v relativng malych
mnozZstvich, napfiklad v mnoZstvich az 5 % hmotn., obvykle 1 aZ 5 %

hmotnostnich.

Dalsimi vhodnymi anionickymi tenzidy jsou také soli kyseliny alkylsulfo-
jantarové, které se také oznacuji jako sulfosukcinaty nebo jako estery kyseliny
sulfojantarové, a predstavuji monoestery a/nebo diestery kyseliny sulfo-
jantarové s alkoholy, vyhodné s mastnymi alkoholy a zvlasté s ethoxylovanymi
mastnymi alkoholy. Vyhodné sulfosukcinaty obsahuji zbytky mastnych
alkoholll Cg-Cyg nebo jejich smési. Zvlasté vyhodné sulfosukcinaty obsahuji
zbytek mastného alkoholu, ktery se odvodi od ethoxylovaného mastného
alkoholu, kterée ze svého pohledu predstavuji neionické tenzidy (popis viz
nize). Pfitom jsou zvlasté vyhodné opét sulfosukcinaty, jejichZz zbytky

mastnych alkoholil se odvodi od ethoxylovanych mastnych alkoholl s
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koncentrovanym homologickym rozdélenim. RovnéZ je také moziné pouZzit
kyselinu alk(en)yljantarovou, vyhodné s 8 az 18 atomy uhliku v alk(en)ylovém

Ffetézci nebo jejich soli.

Jako dal&i anionické tenzidy pfichazeji v uvahu zvlasté mydia. Vhodné jsou
nasycend mydla mastnych kyselin, jako jsou soli kyseliny laurove,
myristinové, palmitové, stearove, hydrogenované kyseliny erukové a
behenové a zvlasté z pfirodnich mastnych kyselin, napfiklad z kyselin

kokosové, palmovych jader nebo loje, odvozené mydlové smési.

Anionické tenzidy véetné mydel mohou existovat ve form& svych sodnych,
draselnych nebo amonnych soli a jako rozpustné soli organickych bazi, jako
je mono-, di- nebo triethanolamin. Vyhodné jsou anionické tenzidy ve formé

svych sodnych nebo draselnych soli, zvlasté ve formé sodnych soli.

Tenzidy mohou byt v Eisticich nebo pracich prostfedcich obsaZeny celkové v
mnozstvi vyhodné 5 % hmotn. az 50 % hmotn., zvlaété 8 % hmotn. az 30 %

hmotn., vztazeno na hotovy prostiedek.

Prostfedky podle vynalezu mohou obsahovat belici prostfedek. Mezi
slou&eniny, které slouZi jako bélidla a jsou dodavané ve vodném H,02, maji
zvlaétni vyznam peroxouhli¢itan sodny, peroxoboritan sodny tetrahydrat a
peroxoboritan sodny monohydrat. Dal$imi potiebnymi bélidly jsou napfiklad
peroxopyrofosfosfaty, citratperoxohydraty a v H;O; dodavané soli peroxo-
kyselin nebo peroxokyseliny, jako je peroxosulfat popfipadé kyselina peroxo-
sirova. Pouzitelny je také peroxohydrat mocoviny peroxokarbamid, ktery mizZe
byt popsan vzorcem H,N-CO-NH3.H,0,. Zvlasté pfi pouZiti prostfedkd pro
gisténi tvrdych povrchl, napfiklad pfi strojovém myti nadobi, mohou také
podle potfeby obsahovat bélidla ze skupiny organickych bélidel, atkoliv jejich
pouziti je také principielné mozné u prostfedkl pro prani textilil. Typickymi

organickymi bélidly jsou diacylperoxidy, jako napfikliad dibenzoylperoxid.
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Dal&imi typickymi organickymi bélidly jsou peroxykyseliny, pfitemz jako
piiklady se zvlaété uvadéji alkylperoxykyseliny a arylperoxykyseliny.
Vyhodnymi zastupci jsou peroxybenzoové kyseliny a jejich derivaty
substituovana v kruhu, jako jsou alkylperoybenzooveé kyseliny, ale take
peroxy-a-naftoova kyseliny a mono-peroxoftalat hofe&naty, alifatické nebo
substituované alifytické peroxykyseliny, jako je peroxylaurova Kkyselina,
peroxystearova kyselina, e-ftalimidoperoxy-kapronova kyselina (ftalimido-
peroxyhexanova kyselina, PAP), o-karboxybenz-amido peroxykapronova
kyselina, N-nonenylaminoperoxoadipova kyselina a N-noneylamido-peroxo-
sukcinat. a alifatické a aralifatické peroxydikarboxylové kyseliny, jako je 1,12-
diperoxykarboxylova kyselina, 1,9-diperoxyazelainova kyselina, diperoxy-
sebakova kyselina, diperoxybrassylova kyselina, diperoxy-ftalové kyseliny, 2-
decyldiperoxybutan-1,4-dikyselina, N,N-tereftaloyl-di-(6-aminoperoxokaprono-

va kyselina.

Obsah bélidla v prostiedku maze Cinit 1 aZ 40 % hmotn., zvlasté 10 az 20 %
hmotn., pfiéemz se s vyhodou pouzije peroxoborat monohydrat nebov peroxo-
karbonat. Synergické pouziti amylazy s peroxokarbonatem nebo amylazy s
peroxokarboxylovou kyselinou je zvefejnéno v pfihlasce WO 99/63036,
poptipadé WO 99/63037.

Aby se pfi prani pfi teplotach 60 °C a nizsich a zvlasté pfi predupravé pradla
dosahlo zlepdeného béliciho G&inku, mohou prostiedky také obsahovat
aktivatory béleni. Jako aktivatory béleni se mohou pouZit slouéeniny, které za
podminek peroxohydrolyzy poskytuji alifatické peroxokarboxylové kyseliny,
vyhodné s 1 az 10 atomy C, zvlasté 2 az 4 atomy C, a/nebo pfipadné
substituovanou peroxobenzoovou kyselinu. Vhodné jsou latky, které nesou 0O-
a/nebo N-acylové skupiny uvedeného poctu atomu C a/nebo pfiipadné
substituované benzoylové skupiny. Vyhodné 'jsou vicekrat acylované
alkylediaminy, zvlaste tetraacetylethylendiamin (TAED), acylované triazin-
derivaty, zvlaste 1,5-diacetyl-2,4—dioxohexahydro-1,3,5-triazin (DADHT),
acylované glykolurily, zviaste 1,3,4,6-tetraacetyliglykolurii  (TAGU), N-
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acylimidy, zvia§té N-nonanoylsukcinimid (NOSI), acylované fenolsulfonaty,
zvlagté n-nona-noyl- nebo isononanoyloxybenzolsulfonat (n- popfipadé iso-
NOBS), acylované hydroxykarboxylové kyseliny, jako je triethyl-O-acetylcitrat
(TEOC), anhydridy karboxylovych kyselin, zvlasté anhydrid kyseliny ftalove,
anhydrid kyseliny isatové a/nebo anhydrid kyseliny jantarové, amidy
karboxylovych kyselin, jako je N-methyldiacetamid, glykolid, acylovaneé
vicesytné alkoholy, zvlasté triacetin, ethylenglykoldiacetat, isopropenylacetat,
2 5-diacetoxy-2,5-dihydrofuran a enol-estery, znamé z némeckych
patentovych piihlasek DE 196 16 693 a DE 196 16 767, acetylvoany sorbitol a
manitol, poptipadé& jejich smési (SORMAN), popsané evropské patentove
piihlasce EP 0 525 239, acylované cukerné derivaty, zviasté
pentaacetylglukéza  (PAG), pentaacetylfriktéza, tetraacetylxyléza a
oktaacetyllaktéza a acetylovany, popfipadé N-alkylovany glukamin, popfipadé
glukonolakton, triazol. Popfipadé triazolovy derivat a/nebo kaprolaktam ve
formé &astic a/nebo kaprolaktamovy derivat, vyhodné N-acylované laktamy,
napfiklad N-benzoylkaprolaktam a N-acetylkaprolaktam, které jsou znamé z
mezinarodnich patentovych pfihlasek WO 94/27970, WO 94/28102, WO
94/28103, WO 95/00626, WO/14759 a WO 95/17498. Hydrofiing
substituované acylacetaly, zndmé z némecké patentové pfihlasky DE 196 16
769 a acyyllaktamy popsané v némecké patentové pfihlasce DE 196 16 770 a
v mezinarodni patentové pfihlasce WO 95/14075 se rovnéZ s vyhodou
pouzivaji. Také se mohou pouZit kombinace obvyklych aktivatorl béleni
znamé z ndmecké patentové pfihlasky DE 44 43 177. Rovnez se mohou
pouzit nitrilové derivaty, jako jsou kyanopyridiny, kvrterni nitrily, napfiklad N-
alkylamonium-acetonitril, a/nebo kyanamidové derivaty. Vyhodné aktivatory
bé&leni jsou natrium-4-(oktanoyloxy)-benzolsulfonat, n-nonanoyl- nebo iso-
nonanoyloxy-benzolsulfonat (n- popfipadé iso-NOBS), undecenoyloxybenzol-
sulfonat (UDOBS), dodekanoyloxybenzolsulfonat sodny (DOBS), dekanoyl-
oxybenzoova kyselina (DOBA, OBC 10) a/nebo dodekanoyloxybenzolsulfonat
(OBS 12), a N-methylmorfolinum-acetonitril (MMA). Tyto aktivatory béleni
mohou byt obsazeny v obvyklych mnoZstvich 0,01 az 20 % hmotn., vyhodné v
mnozstvivh 0,1 aZ 15 % hmotn., zviasté 1 % hmotn. az 10 % hmotn., vztazeno

na celové sloZeni.




Navic k obvyklym aktivatorim béleni nebo na jejich misté mohou byt také
obsaZzeny takzvané katalyzatory béleni. U téchto latek se jedna o soli
pfechodnych kovl posilujici béleni, popfipadé komplex pfechodnych kovdl,
jako napfiklad Mn-, Fe-, Co-, Ru- nebo Mo-salenkomplexy nebo -karbonylové
komplexy. Také Mn-, Fe-, Co-, Ru-, Mo-, Ti-, V- a Cu-komplexy s tripod-
ligandy obsahujici N a Co-, Fe-, Cu- a Ru-aminkomplexy jsou vhodné jako
katalyzatory béleni, pficemz se s vyhodou pouZivaji slougeniny, ktéré jsou
popsané v DE 197 09 284 A1. Podle WO 99/63038 mohou také acetonitrilové
derivaty a podle WO 99/63041 komplexni slouceniny pfechodnych kovl

aktivujici b&leni v kombinaci s amylédzami rozvijet ucinek aktivujici béleni.

Prostfedky podle vynalezu obsahuji zpravidla jednu nebo vice stavebnich
latek, zvlasté zeolity, silikaty, karbonaty, organické pomocné stavebni latky a -
kde neexistuji zadné ekologické dlvody pro jejich pouZiti - také fosfaty.
Posledni uvedené jsou zvlasté v gisticich prostfedcich pro strojové myti

nadobi vyhodné pouZitelné stavebni latky.

Lze zde uvést krystalické, sodné silikaty ve formé vrstev obecného vzorce
NaMSiOo+1 . YH20, pfitemz M znamena sodik nebo vodik, x &islo od 1,6 az
4, vyhodné 1,9 aZ 4,0 a y je ¢islo od 0 do 20 a vyhodné hodnoty pro x jsou 2,
3 nebo 4. Tyto krystalické vrstevnaté silikaty se napfiklad popisuji v evropské
patentové pfihlasce EP 0 164 514. Vyhodné krystalické vrstevnaté silikaty
uvedeného vzorce jsou ty, kde M znamena sodik a x zaujima hodnotu 2 nebo
3. Zvlasté vyhodné jsou jak B-, tak také 8-sodné silikaty NazSizOs . yH,O. Na
trhu se nachazeji napfikiad slou¢eniny pod oznacnim SKS® (Fa. Clariat). Tak
se jednad u SKS-6% prevazné o s-sodny silikat vzorce NazSi20s . yH20, u
SKS-7® pfevazné o B-sodny silikat. Reakci s kyselinami (napfikiad kyselinou
citronovou nebo uhliCitou vznii(é z 8-sodného silikatu kanemit NaHSi;Os .
yH,0, na trhu pod oznacenimi SKS-9°, poptipadé SKS-10® (Fa. Clariant).
Vyhodné také miZe byt pouzit modifikace téchto vrstevnatych silikath. Tak se

meze vhodné& ovlivnit napiiklad alkalita vrstevného silikatu. Fosfatem nebo
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karbonatem dotované vrstavnaté silikaty maji ve srovnani s &-sodnym
silkatem zménéné krystalové morfologie, rozpoustéji se rychleji a vyznacuji se
ve srovnani s 8-sodnym silikatem zvy$enou schopnosti vazat vapnik. Tak jsou
vrstevnaté silikaty obecného sumarniho vzorce x Na;O . y SiOz . z P,Os, kde
pomé&r x ku y odpovida &islu 0,35 az 0,6, pomér x ku z odpovida Cislu 1,75 az
1200 a pomér y ku z odpovida &islu 4 az 2800, popsané v patentové pfihlasce
DE 19601 063. Rozpustnost vrstevného silikatu se mize také zvysit tim, Ze se
pouziji zvlasté jemné vrstevné silikaty. Mohou se také pouZzit slouceniny z
krystalickych vrstevnych silikatl s obsahem jinych latek. Pfitom lze uvest
zejména sloudeniny s celulézovymi derivaty, které maji vyhody dezinte-
grujiciho uginku, a pouZivaji se zejména v tabletach pracicho prostiedku, a
sloudeniny s polykarboxylaty, napfiklad kyselina citronova, popfipade poly-

merni polykarboxylaty, napfiklad kopolymery kyseliny akrylové.

Pouzitelné jsou také amorfni sodné silikaty s modulem Na,0:SiOz v pomérech
1:2 az 1:3,3, vyhodné 1:2 az 1,2,8 a zviasté 1:2 az 1,2,6, které prodiuzuji
rozpou$téni a maji sekundarni praci vlastnosti. ProdlouZeni rozpous$téni mize
byt oproti béznym amorfnim sodnym silikatdm pfitom vyvolano riznym
zplsobem, napfiklad povrchovou Upravou, stmelenim, zcelistvovanim/
utésfiovanim nebo pfesschnutim. V ramci tohoto vynalezu se pojmem
~amorfni* rozumi také ,rentgenamorfni‘. To znamena, Ze silikaty pfi
experimentech ohybu rentgenového zafeni nezplsobuji Zadné rentgenoveé
reflexy, které jsou typické pro krystalické latky, nybrz popfipadé jeden nebo
vice maxim rozptyleného rentgenového zafeni, které maji Sirku nékolika
jednotek stupfidl Ghlu ohybu. MliZe to v8ak vést k dobrym nebo dokonce ke
zvlasté dobrym vlastnostem stavebnich latek, pokud silikatové c&astice pfi
experimentech ohynu elektronll poskytuji nejasna nebo dokonce ostra
ohybova maxima. To Ize interpretovat tak, Ze produkty maji mikrokrystalické
oblasti velikosti 10 aZ nékolik stovek nm, pfiéemZ vyhodné hodnoty jsou az
max. 50 nm a zvlasté az max. 20 nm. Zvlasté vyhodné jsou utésnéné/celistvé
amorfni silikaty, stmelené amorfni silikaty a pfesschnuté rentgenamorfni

silikaty.



Pfipadné pouzitelnym, syntetickym, jemné krystalickym zeolitem, obsahujicim
vazanou vodu, je s vyhodou zeolit A a/nebo P. Jako zeolit P je zvlasté
vyhodny zeolit MAP® (obchodni produkt firmy Crosfield). Vhodné jsou v8ak
také zeolity X a smési z A, X a/nebo P. Komertné& dostupny a v ramci
pfedkladaného vynalezu pouZitelny je napfiklad take smésny krystalizat ze
zeolitu X a zeolitu A (ca. 80 % hmotn. Zeolitu X), ktery prodava firma
CONDEA Augusta S.p.A pod obchodnim oznacenim VEGOBOND AX® a muze

byt popsan vzorcem

nNay0 . (1-n)K20 . Al,O3 . (2-2,5)Si0; . (3,5-5,5) H20

Vhodné zeolity maji stfedni velikost &astic mensi nez 10 pm (objemoveé
rozdéleni; Metoda méfeni: Couiter Counter) a obsahuji vyhodné 18 az 22 %

hmotn., zvlasté 20 aZ 22 % hmotn. vazane vody.

Samozfejmé je mozné také pouziti obecné znamych fosfath jako stavebnich
latek, pokud se takovému pouZiti neméa z ekologickych davodu zabrénit. Mezi
mnoha komeréné dostupnymi fosfaty maji v pramyslu pracich a C&isticich
prostfedki nejvétsi vyznam fosfaty alkalickych kovl, zvlasté vyhodny je

trifosfat pentasodny nebo pentadraseiny (polyfosfat sodny nebo draselny).

Fosfaty alkalickych kovl je sumarni oznageni pro soli alkalickych kovi
(zvlasté sodna a draselna sul) rlznych fosfore¢nych kyselin, u nichz lze vedle
vysokomolekularnich zastupct rozliSovat kyselinu metafosfore¢nou (HPO3)n a
ortfosforednou HsPO4. Fosfaty piitom v sobé sjednocuji mnoho vyhod: pisobi
jako nosi¢e alkality, zbrafuji vapenatym povlaklim na strojirenskych dilech

popfipadé vapenatym inkrustacim tkanin a pfispivaji tim k gisticimu ucinku.
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Dihydrogenfosforeénan sodny, NaH,PO,, existuje jako dihydrat (hustota 1,91
gem™, teplota tani 60 °C) a jako monohydrat (hustota 2,04 gem™). Obé& soli
jsou bilé, ve vodé velmi snadno rozpustné prasky, které se pfi zahtati ztraceji
krystalickou vodu a teploté 200 °C pfechazeji na slab& kysely difosfat
(hydrogendifosforeénan dvojsodny, NazH:P207), pfi vy§§i teploté na
trimetafosforeénan sodny (Naz;P30g) a maddrelschovu shl (viz dole). NaH2POq4
reaguje kysele, vznika, kdyZ se kyselina fosforecna s hydroxydem sodnym,
nastavi na hodnotu pH 4,5 a rmut se rozpra$i. Dihydrogenfosfore¢nan
draselny (primarni nebo jednosytny fosforeCnan draselny, difosfore¢nan
draselny KDP), KH,PO4 je bila sil o hustoté 2,33 gcm'3, ma teplotu tani 253
°C (rozklad za tvorby polyfosfatu draselného (KPOs)x) a je snadno rozpustny

ve vodé.

Hydrogenfosforeénan dvojsodny (sekundarni fosforeénan sodny), Na;HPO,, je
bezbarva, velmi snadno ve vodé& rozpustna krystalickd sll. Existuje jako
bezvoda a s 2 mol (hustota 2,066 gcm'3, ztrata vody pfi teploté 95 °C), 7 mol
(hustota 1,68 gcm-3, teplota tani 48 °C pfi ztraté 5 H,0) a 12 mol vody
(hustota 1,52 gcm'3, teplota tani 35 °C pfi ztraté 5 H,0) a pfi teploté 100 °C
bude bezvoda a pii silném zahfati pfechazi na difosfore¢nan NasP207.
Hydrogenfosforeénan disodny se vyrobi neutralizaci kyselina fosforecné
roztokem sody za pouziti fenoftalenu jako indikatoru. HydrogenfosforeCnan
didraselny (sekundarni nebo dvojsytny fosforeCnan draseiny), KoHPOy4, je

amorfni bila s(l, ktera je ve vodé snadno rozpustna.

Forforednan trisodny, terciarni fosfore¢nan sodny, NazPO,, jsou bezdarve
krystaly, které maji jako dodekahydrat hustotu 1,62 gcm’3 a teplotu tani 63-76
°C (rozklad), jako dekahydrat (dopovida 19-20 % P2Os) teplotu tani 100 °C av
bezvodé formé& (odpovida 39-40 % P20s) hustotu 2,536 gcm'3. Fosfore€nan
trisodny je ve vodé za alkalické reakce snadno rozpustny a vyrobi se
odpafenim roztoku pfesné z 1 mol fosfore¢nanu disodného a 1 mol NaOH.
Fosforeénan tridraselny (terciarni nebo trojsytny fosfore¢nan draselny),

KsPO,, je bily, rozplyvajici se zrnity prasek o hustoté 2,56 gcm-3, ma teplotu
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tani 1340 °C a je ve vodé& pfi alkalické reakci snadno rozpustny. Vznika
napfiklad pfi zahfati Thomasovy strusky s uhlim a siranem draselnym. Pres
vysokou cenu se v primyslu Cisticich prostfedkid dava mnohonasobné vetsi
prednost snadno rozpustnym, proto vysoce aginnym, fosforeénanim

draselnym oproti odpovidajicim sodnym slouéeninam.

Difosforednan tetrasodny (pyrofosforeénan sodny), NasP207, existuje v bez-
vodé formé (hustota 2,534 gcm'3), teplota tani 988 °C, také se uvadi 880 °C)
a jako dekahydrat (hustota 1,815-1,836 gcm™, teplota tani 94 °C pfi ztraté
vody). Obé latky jsou bezbarvé, ve vodé s alkalickou reakci rozpustné krysta-
ly. NasP,07 vznika zahtatim fosforeénanu disodného na vice nez 200 °C nebo
tim, ze se provede rakce kyseliny fosforecné se sodou ve stechiometrickém
poméru a roztok se rozprasenim odvodni. Dekahydrat vytvaii komplexy soli
tézkych kovl a tvrdicich pfisad a snizuje proto tvrdost vody. Difosfore€nan
draselny (pyrofosfore¢nan draselny), KsP207, existuje ve formé trihydratu a
pfedstavuje bezbarvy, hydroskopicky prasek o hustoté 2,33 gcm'3, ktera je
vodé rozpustny, pfiéemz hodnota pH 1% roztoku pfi teplot& 25 °C &ini 10,4.

Kondenzaci NaH,PO4, popfipadé KHyPO4, vznika vysokomolekularni
fosforeénan sodny a draselny, u nichZ Ize rozliSovat cyklické zéastupce,
metafosforeénan sodny nebo draselny a typy tvofici fetézce, polyfosfat sodny
popfipadé draselny. Zviasté pro posledng& uvedené se pouZiva mnoho
oznadeni: tavici a zZihaci fosfaty, Grahamova sl Kurrolschova a
Maddrellschova siil. V&echny vy$e uvedené fosfore¢nany sodné a draselné se

spole&né oznatuji jako kondenzované fosforeénany.

Technicky dulezity trifosfore¢nan pentasodny, NasP3;O10 (polyfosforeCnan
sodny), je bezvoda nebo krystalizujici s 6 H,O, neni hydroskopicka, bila, ve
vodé rozpustna stl obecného vzorce NaO-(P(O)(ONa)-O),-Na, pfic¢emz n=3.
Ve 100 g vody se rozpusti pfi pokojové teploté asi 17 g , pii teploté 60 °C ca.
20 g, pfi teploté¢ 100 °C okolo 32 ¢ krystalické bezvodé soli; po dvou-
hodinovém zahiivani roztoku na teplotu 100 °C vznika hydrolyzou asi 8 %



... (X ] s evese e (LA XN
L ]

-49 - R

ortofosforeénanu a 15 % dofosforeénanu. Pfi vyrobé trifosfore€nanu penta-
sodného se provede reakce kyseliny fosfore€né s roztokem sody nebo
hydroxidu sodného ve stechiometrickém poméru a roztok se rozprasenim
odvodni. Podobné& jako Grahamova sl a difosforeGnan sodny rozpousti
trifosforeénan pentasodny mnoho nerozpustnych sloucenin kovli (také
vapenna mydla a podobné.) Trifosfore¢nan pentadraselny, KsP3010
(polyfosforeénan draselny) pfichazi na trh napfiklad ve formé& 50% hmotn.
roztoku (vice nez 23 % P20s, 25 % K;0). PolyfosforeCnany draselné nalézaji
Siroké pouziti v primyslu pracich a ¢isticich prostfedki. Dale existuji také
tripolyfosforeénany sodnodraselné, které jsou rovnéz pouzitelné v ramci
predkladaného vynalezu. Vznikaji napfiklad, hydrolyzou trimetafosfore€nanu

sodny pomoci KOH;
(NaPO3)3 + 2 KOH — Na3zK;P304g + H,O

Pouzitelné podle vynalezu jsou tripolyfosfat sodny, tripolyfosfat draselny nebo
jejich smési; také smési z tripolyfosfore¢nanu sodného a tripolyfosforeCnanu
sodnodraselného nebo smési z tripolyfosforeénanu draselného a tripoly-
fosforeénanu sodnodraselného nebo smési z tripolyfosfore¢nau sodného a
tripolyfosforeénanu draselného a tripolyfosforecnanu sodnédraselného jsou

pouzitelné podle vynalezu.

Jako organické pomocné stavebni latky pro praci a gistici prostiedky podle
vynalezu se mohou pouZit zvlasté polykarboxylaty nebo polykarboxylové
kyseliny, polymerni polykarboxylaty, polyasparagova kyselina, polyacetaly,
pfipadné oxidované dextriny, dal$i organicke pomocné stavebni latky (viz

dole) a fosfonaty. Tyto tfidy latek jsou nasledovné popsany.

Pouzitelné organické strukturni latky jsou napfiklad polykarboxylové kyseliny
pouzitelné ve formé& svych sodnych soli, pifiéemz polykarboxylovymi

kyselinami se rozumi karboxylové kyseliny, které nesou vice nez jednu
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kyselinovou skupinu. Napfiklad to jsou kyselina citronova, kyselina adipova,
kyselina jantarova, kyselina glutarova, kyselina jable&na, kyselina vinna,
kyselina maleinova, kyselina fumarova, kyselina cukerna, kyselina
aminokarboxylova, kyselina nitrilotrioctova (NTA), pokud se jejich pouziti
nemusi z ekologickych divodii zabranit, a jejich smési. Vyhodnymi solemi
jsou soli polykarboxylovych kyselin, jako je kyselina citronova, kyselina
adipova, kyselina jantarova, kyselina glutarova, kyselina vinna, kyselina

cukrena, a jejich smési.

Také kyseliny jako takové se mohou pouZit. Maji vedle svého stavebniho
uginku obvykle také vlastnost kyselé slozky a slouzi tak také pro nastaveni
niz&i a stfedni hodnoty pH praciho a &isticiho prostfedku, pokud neni zadana
hodnota pH vznikla smisenim ostatnich sloZek. Zvlasté je mozné uveést
kyseliny pfijatelné z hlediska systému a Zivotného prostiedi, jako jsou
kyselina citronova, kyselina octova, kyselina vinna, kyselina jable¢na, kyselina
mlé&na, kyselina glykolova, kyselina jantarova, kyselina glutarova, kyselina
adipova, kyselina glukonové jejich libovoiné smési. Ale také mineralni
kyseliny, zvlasté kyselina sirova a baze, zvlasté hydroxid amonny a hydroxidy
alkalickych kovl mohou slouzit jako regulatory hodnoty pH. Tyto regulatory
jsou v prostfedcich podle vynalezu obsazeny vyhodné& v mnoZstvi

nepfesahujici 20 % hmotn., zvlasté 1,2 % hmotn. az 17 % hmotnostnich.

Jako stavebni latky jsou dale vhodné polykarboxylaty, jsou to napriklad soli
alkalickych kovii kyseliny polyakrylové nebo kyseliny polymethakrylove,
napfiklad soli s relativni molekulovou hmotnosti 500 az 70 000 g/mol.

U molovych hmotnosti uvedenych pro polymerni polykarboxylaty se ve smyslu
tohoto spisu jedna o stfedni molovou hmotnost My piisludné formy kyseliny,
které byly v zasad& stanoveny pomoci gelové chromatografie (GPC), pficemz
byl pouzit detektor UV. Mé&feni pfitom probihalo proti externimu standardu
kyseliny polyakrylove, ktery na zakladé své strukturni pfibuznosti ke

zkoumanym polymerdm poskytoval realistické hodnoty molové hmotnosti. Tyto
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tdaje maji vyraznou odchylku od udaji molové hmotnosti, u nichZ se jako
standard pouZivaji kyseliny polystyrolsulfonové. Molové hmotnosti méfené
proti polystyrolsulfonovym kyselinam jsou zpravidla vy$§i, neZ molové

hmotnosti uvedené v tomto spisu.

Vhodnymi polymery jsou zvla§t&¢ polyakrylaty, které maji s vyhodou
molekulovou hmotnost 2000 aZz 20000 g/mol. V dusledku jejich veétsi
rozpustnosti mohou byt z této skupiny opét vyhodné polyakrylaty s kratkym
Fetézcem, které maji molovou hmotnost 2000 az 10000 g/mol, a zvlasté
vyhodné 3000 az 5000 g/mol.

Dale jsou vhodné kopolymerni polykarboxylaty, zvlasté polykarboxylaty
kyseliny akrylové s kyselinou methakrylovou a kyseliny akrylové nebo
methakrylové s kyselinou maleinovou. Jako zvlasté vyhodné se projevily
kopolymery kyseliny akrylové s kyselinou maleinovou, které obsahujji 50 az
90 % hmotn. kyseliny akrylové a 50 az 10 % hmotn. kyseliny maleinove. Jejich
relativni molekulova hmotnost, vztazeno na volné kyseliny, ¢&ini obecné 2000
az 70000 g/mol, vyhodné 20000 aZ 50000 g/mol a zvlasté 30000 az 40000
g/mol. (Ko-)polymerni polykarboxylaty se mohou pouZzit bud jako prasek nebo
jako vodny roztok. Obsah prostfedku na (ko-)polymerni polykarboxylaty muze
ginit 0,5 aZ 20 % hmotn., zvlasté 1 az 10 % hmotnostnich.

Pro zlep$eni rozpustnosti ve vodé mohou polymery take obsahovat kyseliny
allylsulfonové, jako napfiklad kyselinu allyloxybenzensulfonovou a kyselinu

methallylsulfonovou, jako monomer.

Zvlagté vyhodné jsou také biologicky odbouratelné polymery z vice nez dvou
rdznych monomernich jednotek, napfiklad polymery, které jako monomery
obsahuji soli kyseliny akrylové a kyseliny maleinové a vinylalkohol popfipadé
derivaty vihylalkoholu, nebo které jako monomery obsahuji soli kyseliny

akrylové a kyseliny 2-alkylallylsulfonové a derivaty cukru.




Dal§imi vyhodnymi kopolymery jsou kopolymery, které jako monomery maji
vyhodné akrolein a kyselinu akrylovéu/soli kyseliny akrylové, popfipadé

akrolein a vinylacetat.

Rovnéz Ize jako dal$i vyhodné stavebni latky uvést polymerni aminodi-
karboxylové kyseliny, jejich soli nebo jejich pfedchozi latky. Zvlasté vyhodne

jsou kyseliny polyasparagové, popfipadé jejich soli a derivaty.

Dal$imi vhodnymi stavebnimi latkami jsou polyacetaly, které se mohou ziskat
reakci dialdehyd(i s polykarboxylovymi kyselinami, které maji 5 az 7 atoml C
a alespoit 3 hydroxylové skupiny. Vyhodné polyacetaly se ziskaji z
dialdehyd(, jako je glyoxal, glutaraldehyd, tereftalataldehyd, a z jejich smési a
z polykarboxylovych kyselin, jako je kyselina glukonova a/nebo kyselina

glukonheptonova.

Dal&imi vhodnymi organickymi stavebnimi latkami jsou dextriny, napfiklad
oligomery, popfipadé polymery uhlovodan(, které se mohou ziskat ¢asteCnou
hydrolyzou &krobd. Hydrolyza se miZe provést podle obvyklych postupd,
napfiklad kyselou nebo enzymatickou katalyzou. Vyhodné se jedna o produkty
hydrolyzy se stfednimi molovymi hmotnostmi v rozmezi 400 aZz 500000 g/mol.
P¥itom je vyhodny polysacharid s ekvivalentem dextrézy (DE v rozsahu 0,5 az
40, zvlasté 2 aZ 30, pfitemz hodnota DE je obvyklym meéfitkem pro snizujici
se uginek polysacharidu ve srovnani k dextréze, ktera ma hodnotu DE 100.
Pouzitelné jsou jak maltodextriny s hodnotou DE 3 aZ 20 a suché glokézové
sirupy s hodnotou DE 20 az 37 a také takzvané Zluté dextriny a bilé dextriny s

vy$§imi molovymi hmotnostmi v rozmezi 2000 az 30000 g/mol.

U oxidovanych derivatll téchto dextrini se jedna o jejich reakéni produkty s
oxidaénimi prostfedky, které jsou schopné oxidovat alespon jednu

alkoholovou skupinu sacharidového kruhu na karboxylovu skupinu. Zvlasté



-t

-53' .o

vyhodnymi organickymi stavebnimi latkami pro prostfedky podle vynélezu jsou
oxidované S$kroby, popfipadé jejich derivaty z pfihlasky EP 472 042, WO
97/25399 a EP 755 944.

Také oxydisukcinaty a jiné derivaty disukcinatli, vyhodné ethylendiamindi-
sukcinat, jsou dal§imi vhodnymi pomocnymi stavebnimi latkami. Pfitom se
pouziva ethylendiamin-N,N -disukcinat (EDDS), vyhddné ve formé své sodné
nebo hofeénaté soli. Dale jsou v této slouvislosti také vyhodné glycerol-
disukcinaty a glyceroltrisukcinaty. Vhodna mnozstvi pro pouziti ve formulacich
s obsahem zeolitu a/nebo silikagelu jsou 3 az 15 % hmotnostnich.

Dal8imi pouzitelnymi pomocnymi stavebnimi latkami jsou napfiklad
acetylované hydroxykarboxylové kyseliny, popfipadé jejich soli, které mohou
byt také pripadné ve formé laktonu a které obsahuji élespoﬁ 4 atomy uhliku a

alespoii jednu skupinu hydroxy a maximalné dvé kyselinové skupiny.

Dal$i skupinou latek s vlastnostmi pomocnych stavebnich latek predstavuji
fosfonaty. Pfitom se jedna zviasté hydroxyalkan- popfipadé aminoalkan-
fosfonaty. Mezi hydroxyalkanfosfonaty ma jako pomocna stavebni latka
zvléétnivvyznam 1-hydroxyethan-1,1-difosfonat (HEDP). Pouziva se vyhodné
jako sodna sll, pfic¢emz disodna sll reaguje neutraing a tetrasodna st
alkalicky (hodnota pH 9). Jako aminoalkanfosfonaty pfichazeji v (vahu
vyhodné ethylandiamin-tetramethylenfosfonat (EDTMP), diethylentriamin-
pentamethylenfosfonat (DTPMP) a jejich vy$8i homology. PouZivaji se
vyhodné ve formé neutradlné reagujicich sodnych soli, napfiklad jako
hexasodna sl EDTMP, popfipadné jako hepta- a oktasodnéa stl DTPMP. Jako
stavebni latky se pfitom ze tfidy fosfonatd s vyhodou pouZiva HEDP.
Aminoalkanfosfonaty maji k tomu vyraznou schopnost vazat tézké kovy. Podle
toho mze byt vyhodné, zvlasté kdyz prostiedek obsahuje také bélidla, pouzit
aminoalkanfosfonaty, zvia§té DTPMP, nebo pouzit smési z uvedenych

fosfonatu.
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Z toho vyplyva, ze se v8echny slougeniny, které jsou schopné tvofit komplexy

s ionty kovu alkalickych zemin, pouZivaji jako pomocné stavebni latky.

Stavebni latky mohou byt v prostiedcich podle vynalezu obsazeny pfipadné v
mnozstvich az 90 % hmotn. Jsou obsaZeny s vyhodou v mnoZzstvich az 75 %
hmotnostnich. Praci prostiedky podle vynalezu maji obsahy stavebnich latek
zvlagté v rozsahu 5 % hmotn. az 50 % hmotnostnich. V prostfedcich podle
vynalezu pro &isté&ni tvrdych povrchl, zvlasté pro strojové myti nadobi, Cini
obsah stavebnich latek zvlasté 5 % hmotn. az 88 % hmotn., pfiemz se v
téchto prostifedcich s vyhodou nepouZivaji Zadné ve vodé nerozpustné
stavebni latky. Ve vyhodné formé& provedeni prostFedku podle vynalezu,
zvlasté pro strojové myti nadobi, je obsazeno 20 % hmotn. az 40 % hmotn. ve
vodé rozpustnych organickych stavebnich latek, zvlasté citrat alkalickych
kov(, 5 % hmotn. az 15 % hmotn. uhli¢itanu alkalickych kovd a 20 % hmotn.

az 40 % hmotn. disilikatu alkalickych kovd.

Rozpoustédla, ktera se mohou pouZit v kapalnych az gelovitych sloZenich
pracich a &isticich prostfedkl, pochazeji naptklad ze skupiny jedno- nebo
vicesytnych alkoholl, alkanolaminli nebo glykolether(i, pokud jsou misitelne s
vodou v uvedenych oblastech koncentraci. Vyhodné se rozpoustédla voli z
ethanolu, n- nebo i-propanoclu, butanolu, ethylenglykolmethyletheru, ethylen-
glykolethyletheru, ethylenglykolpropyletheru, ethylenglykolmono-n-butyl-
etheru, diethylenglykol-methyletheru, diethylenglykolethyletheru, propylen-
glykolmethyl-, -ethyl- nebo -propyl-etheru, dipropylenglykoimonomethyl- nebo
-ethyletheru, di-isopropylengkaolmonomethyl? nebo -ethyletheru, methoxy-,
ethoxy- nebo butoxytriglykolu, 1-butoxyethoxy-2-propanolu, 3-methyl-3-
metoxybutanolu, propylen-glykol-t-butyletheru a smési téchto rozpoustédel.

Rozpoustédla se mohou v kapalnych aZz gelovitych pracich a gisticich
prostfedcich podle vynalezu pouzivat v mnoZstvich 0,1 aZ 20 % hmotn.,

vyhodné ale pod 15 % hmotn. a zviasté pod 10 % hmotnostnich.
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Pro nastaveni viskozity se mlzZe ke sloZeni podle vynalezu pfidat jeden nebo
vice zahuétovadl, popiipadé zahustovacich systémul. Tyto vysokomolekularni
latky, které se také nazyvaji jako bobtnadla, pohicuji kapaliny a pfitom

bobtnaji, aby nakonec presly na viskézni pravé nebo koloidni roztoky.

Vhodnymi zahu$tovadly jsou anorganické nebo polymerni organickeé
sloudeniny. K anorganickym zahustovadllm patii napfiklad polykiemicité
kyéeliny, jilové mineraly, jako jsou montmorillonity, zeolity, kyseliny kiemicite
a bentonity. Organickd zahus$tovadla pochazeji ze skupiny pfirodnich

polymer{l, pozmé&né&nych pfirodnich polymerll a zcela syntetickych polameru.

Polymery pochazejici z pfirody jsou napfiklad agar-agar, karagen, tragant,

arabska guma, alginaty, pektiny, polyézy, guarova moucCka, moucka
svatojanského chlebiku, Skroby, dextriny, Zelatina a kasein. Pozménéneé
pfirodni latky, které se pouzivaji jako zahustovadlo, pochazeji prfedevSim ze
skupiny modifikovanych  8krobl a celuléz. Napfiklad lze uvést
karboxymethylceluldzu a jiné ethery celuldzy, hydroxyethyl- a propylceluléza a
ether Zitné mouky. Zcela syntetickymi zahu$tovadly jsou polymery, jako jé
polyakrylové a polymethakrylové slouéeniny, vinylpolymery, polykarboxylovée
kyseliny, polyethery, polyiminy, polyamidy a polyurethany.

Zahustovadla mohou byt obsaZzena v mnozstvi az 5 % hmotn., vyhodné 0,05
az 2 % hmotn. a zvlasté vyhodné 0,1 az 1,5 % hmotn., vztazeno na hotové

slozZeni.

Praci a gistici prostiedek podle vynélezu mlzZe pfipadné jako dal$i obvykle
slozky obsahovat sequestraéni prostfedky (Sequestrierungsmittel), elektrolyty
a dals§i pomocné latky, jako jsou optické zjasfiovace, inhibitory zeSednuti,
inhibitory koroze stfibra, inhibitory pfenosu barvy, inhibitory pény, abrazivni
latky, barviva a/nebo vonné latky a mikrobialni Gginné latky a/nebo latky
absorbujici UV.
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Textilni praci prostfedky podle vynalezu mohou jako optické zjasfiovace
obsahovat derivaty kyseliny diaminostilbensulfonové, popfipadé jeji soli
alkalickych kov(. Vhodné jsou napfiklad soli kyseliny 4,4"-bis(2-anilino-4-
morfolino-1,3,5-triazinyl-6-amino)stilben-2,2 -disulfonové  nebo podobnym
zplsobem uspofadané slougeniny, které misto morfolinové skupiny nesou
diethanolaminovou skupinu, methylaminoskupinu, anilinovou skupinu nebo 2-
methoxyethylaminovou skupinu. Dale mohou byt pfitomny optické zjasfiovace
typu substituovanych difenylstyryld, napfiklad soli alkalickych kovl 4,4°-bis(2-
sulfonylstyryl)-difenylu, 4,4"-bis(4-chlor-3-sulfostyryl)-difenylu nebo 4-(4-chlor-
styryl)-4°-(2-sulfostyryl)-difenylu. Mohou se také pouzit smési vySe uvedenych

optickych zjasfiovaci.

Inhibitory ze$ednuti maji za ukol udrZovat neéistotu uvolnénou z textilniho
vlakna v suspenzi v praci lazni. K tomu jsou vhodné ve vodé rozpustné
koloidy vétsinou organického pivodu, napfiklad $kroby, klih, Zelatiny, soli
etherkarboxylovych kyselin nebo ethersulfonovych kyselin 8krobu nebo
celuldzy nebo soli kyselych esteru kyseliny sirové celulézy nebo $krobu. Take
ve vodé rozpustné polyamidy, obsahujici kyselé skupiny, jsou pro tento Gcel
vhodné. Dale se mohou pouzit jiné nez vySe uvedené deri\)éty skrobu,
napfiklad aldehydové $kroby. S vyhodou se pouZzivaji ethery celulozy, jako je
karboxymethylceluléza (sodna sil), methyiceléza, hydroxyalkylceluloza a
smésné ethery, jako je methylhydroxyethylceluléza, methylhydroxypropyl-
celuléza, methylkarboxymethylceluléza a jejich smési, napfiklad v mnoZstvich

0,1 az 5 % hmotn., vztazeno na prostiedek.

Aby vznikla ochrana proti korozi stfibra, mohou se v Cisticich prostfedcich
podle vynalezu pouZit pro nadobi inhibitory koroze stfibra. Jsou zname ze
stavu techniky, napfiklad benzotriazoly, chiorid Zelezity nebo CoSOs.. Jak je
naptiklad znamo z patentového spisu EP 0 736 084 B1, jsou pro spole¢né
pouZiti s enzymy zvla§té vhodné inhibitory koroze stiibra soli a/nebo

komplexy manganu, titanu, zirkonia, hafnia, vanadu, kobaltu nebo ceru, kde
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jsou uvedené kovy v oxida&nich stupnich Il, Ill, IV, V nebo VI. Pfiklady téchto
sloucenin jSOU MnSO4, V205, V204, VOz, TiOSO4, KgTiFs, KzZI’Fs, CO(NO3)2,

Co(NO3); a jejich smési.

Uginné latky ,soil-release* nebo ,soil-repelents” jsou vétSinou polymery, které
pii pouZiti v pracim prostiedku propujéuji vidknim pradla vlastnosti odpuzujici
nedistotu a/nebo podporuji schopnost odluovat nedistotu ostatnich slozek
praciho prostiedku. Srovnatelny efekt Ize také pozorovat pfi jejich pouZiti v

&isticich prostfedcich pro tvrdé povrchy.

Zvlagté uginné a dlouhou dobu znadmé udinné latky ,soil-release” jsou
kopolyestery s dikarboxylovymi kyselinami, alkylenglykoly a polyalkylglykoly.
Ptikladem jsou kopolymery nebo smé&sné polymery z polyethylentereftalatu a
polyoxyethylenglykolu (DT 16 17 141, popfipadé DT 22 00 911). V némeckém
zvefejnéném spisu DT 22 53 063 jsou uvedeny prostiedky, které mezi jinym
obsahuji kopolymer z dvojsytné karboxylové kyseliny a alkylen- nebo
cykloalkylenpolyglykolu. Polymery z ethylentetraftalatu a polyethylenoxid-
tereftalatu a jejich pouziti v pracich prostfedcich jsou popsany v némeckych
spisech DE 28 57 292 a DE 33 24 258 a v evropském patentovém spisu EP 0
253 567. Evropsky patent EP 066 944 se tyka prostfedkl, které obsahuji
kopolyester z ethylenglykolu, polyethylenglykolu, aromatické dikarboxylové
kyseliny a sulfonované aromatické dikarboxylové kyseliny v urgitych molovych
pomérech. Z evropského patentu EP 0 185 427 jsou znamé polyestery
koncové uzaviené skupinou methyl nebo ethyl s ethylen- a/nebo propylen-
tereftalatem a polyethylenoxid-tetraftalatem a praci prostfedky, které takovy
polymer ,soil-release” obsahuji. Evropsky patent EP 0 241 984 se tyka
polyesteru, ktery vedle oxyethylenovych skupin a jednotek kyseliny tereftalové
obsahuje také substituované ethylenové jednoty a glycerolové jednotky. Z
evropského patentu EP 0 241 985 jsou znamé polyestery, které vedle
oxyethylenovych skupin a jednotek kyseliny tereftalové obsahuji skupiny 1,2-
propylen, 1,2-butylen a/nebo 3-methoxy-1,2-propylen a glycerolové jednotky a

jsou koncové uzaviené skupinami Ci az C4 -alkyl. Z evropské patentové
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pfihlasky EP 0 272 033 jsou zndmé polyestery alespon ¢asteéné koncové
uzaviené zbytky Ci.4 -alkyl nebo acyl s polypropylentereftalatovymi a
polyoxyethylentereftalatovymi jednotkami. Evropsky patent EP 0 274 907
popisuje polyestery ,soil-release” s obsahem tereftalatu koncové uzaviené
skupinou sulfoethyl. Podle evropské patentové pfihlasky EP 0 357 280 se
sulfonaci nenasycenych koncovych skupin vyrobi polyestery ,soil-release”
tereftalatovymi, alkylenglykolovymi a poly-C2.s -glykolovymi jednotkami.
Mezinarodni patentova pfihladka WO 95/32232 se tykd kyselych,
aromatickych polyesterll se schopnosti odluovat necistotu. Z mezinarodni
patentové pfihlasky WO 97/31085 nejsou zndmé polymerni ucinné latky ,SOil-
release” pro materialy z baviny s mnoha funkénimi jednotkami: Prvni jednotka,
kterda muZe byt napfiklad kationicka, zpusobuje adsorpci na povrchu baviny
elektrostatickym vzajemnym plsobenim a druha jednotka, ktera je hydrofobni,

je odpovédna za setrvani uginné latky na mezni ploSe voda/bavina.

K inhibitorlim pfenosu barvy, které pfichazeji v tvahu pro pouziti v textilnich
pracich prostiedcich podle vynalezu, patfi zvlasté polyvinylpyrrolidon,
polyvinyl-imidazol, polymerni N-oxidy, jako je poly-(vinylpyridin-N-oxid) a
kopolymery vinylpyrolidonu s vinylimidazolem.

PFi pouziti ve zplsobu strojového ¢isténi mlze byt vyhodné k prostifedkd
pfidat inhibitory tvorby pény. Jako inhibitory tvorby pény jsou vhodné
napfiklad mydla pfirodniho nebo syntetického plvodu, které maji vysoky podil
mastnych kyseliny Cqs -Co4. Organopolysiloxany a jejich smési s kyselinou
kiemiGitou s jemnymi &asticemi, pfipadné silanizovanou, jako jsou parafiny,
vosky, mikrokrystalické vosky a jejich smési se silanizovanou kyselinou
kfemigitou nebo biestearylethylendiamid. S vyhodou se také pouZivaji smési
riiznych inhibitor(i tvorby pény, napfiklad ze silikond, parafinli nebo voskd.
Vyhodné jsou inhibitory tvorby pény, zviasté inhibitory tvorby pény s obsahem
silikonu a/nebo parafinu, vdzany na granularni, ve vodé rozpustne, popfipadé
dispergovatelné nosi¢e. Zvlasté vyhodné jsou pfitom smési z parafind a

bistearylethylendiamidd.
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Cistici prostfedek podle vynalezu pro tvrdé povrchy mizZe podle toho
obsahovat abrazivné plsobici slozky, zvlasté ze skupiny, obsahujici
kiemenné moudky, dfevéné moudky, plastické moucky, kfidu a sklenéné
mikrokuliky a jejich smési. Obsah abrazivnich latek v &isticich prostfedcich
podle vynalezu nepfesahuje s vyhodou 20 % hmotn., zvlaété 5 % hmotn. az

15 % hmotnostnich.

Barviva a vonné latky se do pracich a &isticich prostfedkil pfidavaji, aby se
zlepsil esteticky dojem produktl a aby se spotiebiteli dal k dispozici
prostfedek, ktery vedle praciho a ¢isticiho Uinku predstavuje vizuelné a
senzoricky ,typicky a nezaménitelny“ produkt. Jako vonné oleje, popfiipadé
vonné latky, se mohou pouzit jednotlivé slouCeniny vonnych latek, napfiklad
syntetické produkty typu estery, ethery, aldehydy, ketony, alkoholy a
uhlovodiky. Slougeniny vonnych latek typu estery jsou napfiklad benzylacetat,
fenoxyethylisobutyrat, p-terc.-butylcyklohexylacetat, linalylacetat, dimethyl-
benzylkarbinylacetat, fenylethyl-acetat, linalylbenzoat, benzylformiat, ethyl-
methylfenylglycinat, allylcyklohexyl-propionat, styrallylpropionat a benzyl-
salicylat. Mezi ethery patfi napfiklad benzylethylether, mezi aldehydy
napfiklad linearni alkanaly s 8-18 atomy C, citral, citronellal, citronellyl-
oxyacetaldehyd, cyklamenaldehyd, hydroxycitro-nellal, lilial a bourgeonal,
mezi ketony napfiklad jonony, a-isomethylionon a methylcedralketon, mezi
alkoholy anethol, citronellol, eugenol, gereniol, linalool, fenylethylalkohol a
terpineol, mezi uhlovodiky patfi hlavné terpeny, jako jsou limoneny a pineny.
Vyhodné se v8ak pouzivaji smési riznych vonnych latek, které spole¢né
vytvoii oslovujici vini. Tyto parémové oleje mohou také obsahovat pfirodni
smési vonnych latek, které jsou dostupné z pfirodnich zdrojd, napfiklad
piniovy, citrusovy, jasminovy patchoulyovy, rGZzovy nebo ylang-ylangovy olej.
Rovnéz jsou vhodné muskatova, jasminovd, hefmankova, karafiatova,
medufikova, matova silice, silice ze skoficovych listd, silice z lipovych kvétd,
silice z jalovcovych bobuli, vetivenova, olibanumova, galbanumova a
labdanumova silice a silice pomeranéovych kvét, neroliova silice, silice z

pomeranéovych slupek a silice ze sandelového dfeva. Obvykle je obsah




-60- .o

barviv v pracim a gisticim prostfedku pod 0,01 % hmotn., zatimco vonné latky

mohou tvofit az 2 % hmotn. celé formulace.

Vonné latky se mohou zapracovat pfimo do praciho a &isticiho prostfedku, ale
mize byt také vyhodné nanést vonné latky na nosi¢, které posiluji udrzeni
parfému v d&isticim prostiedku a pomalej$§im uvolfiovanim vonné latky
zpusobuji dlouhotrvajici vini, zvlasté u textilii. Jako nosiCe se napfiklad
osvédéily cyklodextriny, pfigemz komplexy cyklodextrin-parfém mohou byt
navic opatieny je$té dalsimi pomocnymi latkymi. Dai§im vyhodnym nosiCem
vonnych latek je popsany zeolit X, ktery misto nebo ve smési s tenzidy maze
zahrnovat také vonné latky. Vyhodné jsou proto praci a Cistici prostredky,
které obsahuji popsany zeolit a vonné latky, které jsou s vyhodou alespon

gasteéné absorbovany na zeolitu.

Vyhodna barviva, jejichZz vybér odbornikovi nedéla Zadne potiZe, maji velkou
skladovatelnost a necitlivost proti ostatnim slozkam prostfedku a proti svétlu a

zadnou vyraznou substantivitu na textilni viakna, aby se nenabarvila.

V boji proti mikroorganizmiim mohou praci nebo ¢&istici prostiedky obsahovat
antimikrobialni Gg&inné latky. Pfitom se rozlisuji podle antimikrobialniho
spektra a mechanizmu Géinku na bakteriostatika a bakteriocidy, fugistatika a
fungicidy atd. Dalezité latky z téchto skupin jsou napfiklad benz-
alkoniumchloridy, alkylarylsulfonaty, halogenfenoly a fenolmerkuriacetat.
Pojmy antimikrobialni Gginek a antimikrobialni aginna latka maji v ramci
vynalezu obvykly odborny vyznam, ktery se napfiklad nachazi v
K.H.Wallhdusser. ,Praxis der Sterilisation, Desinfektion - Konservierung:
keimidentifizierung - Betriebs-hygiene* (5.vydani - Stuttgart; New York:
Thieme, 1995), pfitemZ se mohou pouzit vSechny zde popsane latky s
antimikrobialnim G&inkem. Vhodnymi antimikrobialnimi uéinnymi latkami jsou
vyhodné zvoleny za skupin alkoholl, amind, aldehydd, antimikrobialnich
kyselin popfipadé jejich soli, esterll karboxylovych kyselin, amid( kyselin,
fenolli, fenolovych derivatl, difenyld, difenylalkand, derivatd mocoviny,
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kyslikovych, dusikovych acetall a formalll, benzamidinQ, isothiazo-lind,
ftalim’idovych derivatti, pyrimidovych derivatl, antimikrobialnich povrchoveé
aktivhich slou&enin, guanidind, antimikrobialnich amfoternich slougenin,
chinolin@, 1,2-dibrom-2,4-dikyanobutanu, jodo-2-propyl-butyl-karbamatu, jodu,
jodoforil, peroxoslougenin, halogenovych sloucenin a libovolnych smési vyse

uvedenych latek.

Antimikrobialni uginna latka mizZe byt pfitom zvolena z ethanolu, n-propanolu,
i-propanolu, 1,3-butandiolu, fenoxyethanolu, 1,2-propylenglykolu, glycerinu,
undecylenové kyseliny, kyseliny benzoove, kyseliny salicylové, Kkyseliny
dihydrooctové, o-fenylfenolu, N-methylmorfolinacetonitrilu (MMA), 2-benzyl-4-
chlorfenolu, 2,2’-methylen-bis-(6-brom-4-chlorfenolu), 4,4"-dichlor-2"-hydroxy-
difenyletheru (dichlorsan), 2,4,4 -trichlor-2"-hydroxydifenyletheru (trichlorsan),
chlorhexidin, N-(4-chlorfenyl)-N-(3,4-dichlorfenyl)-mocoviny, N,N"-(1,10-
dekan-diyldi-1-pyridinyI-4-yIiden)-bis—(1-oktanamin)-dihydrochloridu, N,N’-bis-
(4-chlor-fenyl)-3,112-diimino-2,4,11 .13-tetraza-tetradekandiimidamidu, gluko-
protaminti, antimikrobidlnich povrchové aktivnich kvarternich slouéenin,
guanidin{l v&etné bi- a polyguanidind, jako je napfiklad 1,6-bis-(2-ethylhexyl-
biguanido-hexan)-di-hydrochlorid, 1,6-di-(N1,N4 -fenyldiguanido-Ns,Ns")-
hexan-tetrahydrochiorid, 1,6-di-(N1,N1’-fenyI-N1,N1-methylguanido-N5,N5’)-‘
hexan-dihydrochlorid, 1,6-di-(Ny, N1 -o-chlorofenyldiguanido-Ns,Ns")-hexan-di-
hydrochlorid, 1,6-di-(N1,N1 '-2,6-di-chlorofenyldiguanido-Ns,N5’)—hexah-di-
hydrochlorid, 1,6-di-(N1,N4 -beta-(p-me-thoxyfenyl)-diguanido-Ns,Ns")-hexan-
dihydrochlorid, 1,6-di-(N+,N; "-alfa-methyl-beta-fenyldiguanido-Ns,Ns")-hexan-
dihydrochlorid, 1,6-di-(N1,N; “-p-nitrofenyl-di-guanido-Ns,Ns")-hexan-dihydro-
chlorid, omega omega-di-(N1,N; -fenyldiguanido-Ns,Ns)-di-n-propylether-
dihydrochlorid, omega : omega’-di-(Ny,N4 ’-p-chlorofenyl-diguanido-Ns,Ns")-di-
n-propylether-tetrahydrochlorid, 1,6-di-(N1,N1"-2,4-dichloro-fenyldiguanido-Ns,
Ns')-hexan-tetrahydrochlorid, 1,6-di-(N1,N¢"-p-methylfenyldi-guanido-Ns,Ns’)-
hexan-dihydrochlorid, 1,6-di-(Ny,N'-2,4,5-trichlorofenyldi-guanido-Ns,Ns)-
hexan-tetrahydrochlorid, 1,6-di-(N1,N;"-alfa-(p-chlorofenyl)-ethyldiguanido-Ns,
Ns")-hexan-dihydrochlorid, omega : omega-di(N4,N -p-chloro-fenyldiguanido-
Ns,N5’)-m-xylen-dihydrochlorid, 1,12-di-(N1,N; -p-chlorofenyl-diguanido-Ns,
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Ns’)-dodekan-dihydrochlorid, 1,10-di-(N1,N; -fenyldiguanido-Ns,N5")-dekan-
tetrahydrochlorid, 1,12-di-(N¢,N; -fenyldiguanido-Ns,Ns")-do-dekan-tetrahydro-
chlorid, 1,6-di-(N1,N;"-o-chlorofenyldiguanido-Ns,Ns")-hexan-dihydrochlorid,
1,6-di-(N4,N4"-o-chlorofenyldiguanido-Ns,Ns")-hexan-dihydro-chlorid, 1,6-di-
(N1,N4 -o-chlorofenyldiguanido-Ns,Ns")-hexan-tetrahydrochlorid, ethylen-bis-
(1-tolylbiguanid), ethylen-bis-(3,5-dimethylfenylbiguanid), ethylen-bis-(p-terc.-
amylifenylbiguanid), ethylen-bis-(nonylfenylbiguanid), ethylen-bis-(fenyl-
biguanid), ethylen-bis-(N-butylfenylbiguanid), ethylen-bis-(2,5-diethoxy-fenyl-
| biguanid), ethylen-bis-(2,4-dimethylfenyl-biguanid), ethylen-bis-(o-difenyl-
bigunid), ethylen-bis (smés amyinaftylbiguanid), N-butyl-ethylen-bis-(fenyl-
biguanid), trimethylen bis (o-tolylbiguanid), N-butyl-trimethylen-bis-(fenyl-
biguanid) a odpovidajici soli, jako jsou acetaty, glukonaty, hydrochloridy,
hydrobromidy, citraty, bisulfity, fluoridy, polymaleaty, n-kokosalkylsarkosinaty,
fosfity, hypofosfity, perfluorooktanoaty, silikaty, sorbaty, salicylaty, maleaty,
tartraty, fumaraty, ethylendiamintetraacetaty, iminoacetaty, cinnamaty, thio-
kyanaty, arginaty, pyromélitéty, tetrakarboxybutyraty, benzoaty, glutaraty,
monofluorofosfaty, perfluorpropionaty a jejich libovolné smési. Dale jsou
vhodné halogenované xylolové a krezolové derivaty, jako je p-chlormetakrezol
nebo p-chlor-meta-xylol a pfirodni antimikrobiaini G€inné latky rostlinného
pavodu (napfiklad z kofeni nebo bilin), Zivo€isného a mikrobialniho pGvodu. S
vyhodou se pouZivaji antimikrobialné plsobici povrchové aktivni kvarterni
slouéeniny, pfirodni antimikrobialni G€innéa latka rostlinného plivodu a/nebo
pfirodni antimikrobiaini Gginna latka Zivo&i§ného plvodu, zvlaste vyhodné
alespofi jedna pfirodni antimikrobiaini Gc¢inna latka rostlinného pGvodu ze
skupiny, ktera obsahuje kofein, theobromin a theofylin a etherické oleje, jako
jé eugenol, thymol a geraniol, a/nebo alespofi jednu pfirodni antimikrobialni
adinnou latku Zivogiéného plvodu ze skupiny, ktera obsahuje enzymy, jako je
bilek z mléka, lyzozym a laktoperoxiddza a/nebo alespoii jedna
antimikrobialné pasobici povrchové aktivni kvarterni slouenina s amoniovou,
sulfoniovou, fosfoniovou, jodoniovou nebo arsoniovou  skupinou,
peroxosloudeniny a chlorové slouceniny. Také latky mikrobiainiho puvodu,

takzvané bakterioziny, se mohou pouZit.
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Kvarterni amoniové slouéeniny (QAV) vhodné jako antimikrobiaini uginné latky
maji obecny vzorec (R')(R})(R®)(R)N'X, kde R; aZ R4 pfedstavuji stejné
nebo rozdilné zbytky C-Cs; -alkyl, C,-Cos -aralkyl nebo heterocyklické zbytky,
pficemZ dva nebo v pfipadé aromatické vazby, jako v pyridinu, dokonce ffi
zbytky tvofi spoleén& s atomem dusiku heterocyklus, napfiklad pyridiniovou
nebo imidazoliniovou slouéeninu, a X- jsou halogenidové ionty, sulfatove
ionty, hydroxydové ionty nebo podobné anionty. Pro optimalni antimikrobialni
udinek s vyhodou alespoii jeden ze zbytk( délku Fetézce 8 az 18, zviasté 12

aZ 16 atomd.

QAV lze vyrobit reakci terciarnich amind s alkylaénimi ¢&inidly, jako je
napiiklad methylchlorid, benzylchlorid, dimethylsulfat, dodecylbromid, ale také
ethylen-oxid. Alkylace terciarnich aminl s dlouhym alkylovym zbytkem dvéma
methylovymi skupinami se dosahne obzvlasté snadno, také kvarternaci
terciarnich amin s dvéma dlouhymi zbytky a jednou skupinou methyl mize
byt provedena pomoci methylchloridu za mirnych podminek. Aminy, které
disponuji tfemi dlouhymi alkylovymi zbytky nebo alkylovymi zbytky
substituovanymi skupinou hydroxy, jsou mélo reaktivni a kvarternizuji se

vyhodné s dimethyl-sulfatem.

Vhodné QAV jsou napfiklad benzalkoniumchlorid (N-alkyl-N,N-dimethyl-
benzyl-amoniumchlorid, CAS No. 8001-54-5), benzalkon (m,p-dichlorbenzyl-
dimethyl-Cy,-alkylamoniumchlorid, CAS No. 58390-78-6), benzoxoniumchlorid
(benzyl-dodecyl-bis-(2-hydroxyethyl)-amonium-chlorid), cetrimoniumbromid
(N-hexa-decyl-N,N-trimethyl-amoniumbromid, CAS No. 57-09-0), benz-
etoniumchlorid (N,N-dimethyl-N-(2-(2-(p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-fenoxy)-
ethoxy)-ethyl)-benzylamoniumchlorid, CAS No. 121-54-0), dialkyldimethyl-
amoniumchloridy, jako je di-n-decyl-dimethyl-amoniumchlorid (CAS No. 7173-
51-5-5), didecyldi-methylamoniumbromid (CAS No0.2390-68-3), dioktyl-
dimethyl-amoniumchlorid, 1-cetylpyridiniumchlorid (CAS No. 123-03-5) a
thiazolinjodid (CAS No. 15764-48-1) a jejich smési. Zvlasté vyhodné QAV jsou
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benzalkoniumchlorid se zbytky Cgs-Cis -alkyl, zvla$té Cq2-Cy4 -alkyl-benzyl-

dimethylamoniumchlorid.

Benzalkoniumhalogenidy a/nebo substituované benzalkoniumhalogenidy jsou
napfiklad komeréné dostupné jako Barquat® od firmy Lonza, Marquat® od
firmy Mason, Variquat® od firmy Witco/Sherex a Hyamin® od firmy Lonza a
Bradac® od firmy Lonza. Dal§imi komeréné dostupnymi antimikrobialnimi
aginnymi latkami jsou N-(3-chiorallyl)-hexaminiumchlorid, jako je Dowicid® a
Dowicil® od firmy Dow, benzethiniumchlorid, jako je Hyamin® 1622 od firmy

Rohm and Haas, cetylpyridiniumchlorid, jako je Cepacolchlorid od firmy Labs.

e

Mikrobialni uginné latky se pouzivaji v mnozstvich 0,0001 % hmotn. az 1 %
hmotn., vyhodné 0,001 % hmotn. az 0,8 % hmotn., zvlasté vyhodné 0,005 %

hmotn. az 0,3 % hmotn. a zejména 0,01 aZ 0,2 % hmotnostnich.

Prostfedky mohou obsahovat absorbéni prostfedky UV (UV-absorbéry), které
se nanaseji na upravované textilie a zlep$uji odolnost viakem proti svétlu
a/nebo odolnost jinych slozek receptlry proti svétlu. UV-absorbéry se rozumi
organické latky (ochranné filtry proti svétlu, které jsou schopne absorbovat
ultrafialové zafeni a pfijatou energii ve formé dlouhoviného zéafeni, napfiklad

ve formé tepla, opét odevzdavat.

Slougeniny, které maji tyto zadané vlastnosti, jsou napfiklad slouceniny
aginné dezaktivaci bez zareni a derivaty benzofenonu se substituenty v
poloze 2 a/nebo 4. Dale jsou také vhodné substituované benzotriazoly,
akrylaty substituované skupinou fenyl v poloze 3 (derivaty kyseliny skoficové,
pfipadn& skupinymi kyano v poloze 2), salicylaty, organické komplexy Ni a
ptirodni latky, jako je umbeliferon a télu vlastni kyselina modova. Zvlastni
vyznam maji bifenylové a pfedev§im stilbenove derivaty, které jsou napfiklad
popsané v EP 0728749 A a jsou komer¢né dostupné jako Tinosorb® FD nebo

Tinosorb® FR od firmy Ciba. Jako UV-absorbéry lze uvést: 3-benzylidenkafr
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popfipadé 3-benzylidenkafr a jeho derivaty, napfiklad 3-(4-methyl-
benzyliden)kafr, ktery je popsan v EP 0693471; derivat kyseliny 4-amino-
benzoové, vyhodné& 2-ethylhexylester kyseliny 4-(dimethylamino)benzoové, 2-
oktylester kyseliny 4-(dimethylamino)benzoové a amylester kyseliny 4-
(dimethylamino)benzoové; estery kyseliny skoficové, vyhodne 2-ethyl-
hexylester kyseliny 4-methoxy-skoricove; propylester 4-methoxyskoficové,
isoamylester 4-methoxyskoficové, 2-ethylhexylester kyseliny 2-kyano-3,3-
fenyiskoficové (oktokrylen); estery kyseliny salicylové, vyhodné 2-ethyl-
hexylester kyseliny salicylové, 4-isopropyl-benzylester kyseliny salicylové,
monomethylester kyseliny salicylové; derivaty benzofenonu, vyhodné 2-
hydroxy-4-methoxybenzofenon,  2-hydroxy-4-methoxy-4"-methylbenzofenon,
2,2°-dihydroxy-4-methoxybenzofenon; estery kyseliny benzylmalonove,
vyhodné& di-2-ethylhexylester kyseliny 4-methoxybenz-malonové; triazinové
derivaty, jako napfiklad 2,4,6-trianilino-(p-karbo-2"-ethyl-1"-hexyloxy)-1,3,5-
triazin a oktyl triazon, ktery je popsan v EP 0818450 A1 nebo dioktylbutamido
triazon (Unvasorb® HEB); propan-1,3-dion, jako napfiklad 1-(4-terc.-
butylfenyl)-3-(4"-methoxyfenyl)-propan-1,3-dion; ketotricyklo(-5.2.1.0)
dekanovy derivat, ktery je popsan v EP0694521 B1. Dale jsou vhodné 2-
fenylbenzimidazol-5-sulfonova kyselina a jeji soli alkalickych kovi a
alkylickych zemin, amoniové, alkylamoniové alkanolamoniové a glukamoniové
soli; derivaty kyseliny sulfonové benzofenoni, vyhodné 2-hydroxy-4-methoxy-
benzofenon-5-sulfonova kyselina a jeji soli; derivaty kyseliny sulfonoveé 3-
benzylidenkafru, jako napfiklad 4-(2-oxo-3-bornylidenmethyl)benzoisulfonova

kyselina a 2-methyl-5-(2-oxo-3-bornyliden)sulfonovéa kyselina a jeji soli.

Jako typické UV-A-filtry pfichazeji v avahu derivaty benzoylmethanu, jako
napfiklad 1-(4"-terc.-butylfenyl)-3-(4"-methoxyfenyl)propan-1,3-dion, 4-terc.-
butyl-4"-methoxydibenzoylmethan (Parsol 1789), 1-fenyl-3-(4"-isopropylfenyl)-
propan-1,3-ddion a enaminové slouceniny, kateré jsou popsané Vv DE
19712033 A1 (BASF). Filtry UV-A a UV-B se mohou také samoziejmé pouZit
ve smésich. Vedle uvedenych rozpustnych latek pfichazeji v Gvahu pro tento
udel také nerozpustné pigmenty na ochranu proti svétlu, totiz jemné disperze,

vyhodné nanodgastice oxidl kovll, popfipadé soli. Piikladem pro vhodné oxidy
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kovll jsou zvlasté oxid zinku a oxid titanicity a vedle toho oxidy Zeleza,
zirkonia, kfemiku, manganu, hliniku a ceru a jejich smési. Jako soli se mohou
pouzit silikaty (mastek), siran barnaty nebo stearan zine¢naty. Oxidy a soli se
pouzivaji ve formé pigmentt jiz pfi péci o pokozku a jako emulze na ochranu
pokozky a jako dekorativni kosmetika. Castice by pfitom mély mit stfedni
pramér mensi nez 100 nm, vyhodné& 5 az 50 nm a zejména 15 az 30 nm.
Mohou mit sférickou formu, mohou se v8ak pouzit takové Castice, které maji
elipsoidni formu nebo formu, ktera je né&jakym zpGsobem odchylna od
sférického tvaru. Pigmenty mohou také byt povrchové upravené, to znamena
hydrofilizované nebo hydrofobni. Typickymi pfiklady jsou oplasténé oxidy
titanicité, jako napFik‘Iad oxid titanic¢ity T 805 (Degussa) nebo Eusolex® T2000
(Merck); jako hydrofobni prostfedky pro povrchovou upravu pfichazeji
vyhodné& v UGvahu silikony a zvlasté vyhodné trialkoxyoktylsilany nebo
simethikony. S vyhodou se pouzivad mikronizovany oxid zine¢naty. DalSi
vhodné filtry na ochranu proti UV lIze uvést'pfehled od P.Finkel v SOFW-
Journal 122 (1996), strana 543.

e

Absobéni prostiedky UV se obvykle pouZivaji v mnozstvich 0,01 % hmotn. az
5 % hmotn., vyhodné 0,03 % hmotn. az 1 % hmotnostnich.

Také v pracich a &isticich prostfedcich mohou proteiny podle vynalezu a/nebo
jiné proteiny potfebovat zvlastni ochranu. Prostfedky podle vynalezu mohou

pro tento Ucel obsahovat stabilizatory.

Skupinou stabilizatord jsou reverzibilni inhibitory proteazy, které se pfi
zfedéni prostiedku v praci lazni oddisociuji. Benzamidin-hydrochiorid a
leupeptin jsou pro tento GCel etabolovaneé. Casto se pouziva borax, kyseliny
borité nebo jejich soli nebo estery, z toho pfedev§im derivaty s aromatickymi
skupinami, podle WO 95/12655 orto-substituované, podle WO 92/19707
meta-substituované a podle US 5 972 873 para-substituované fenylborité
kyseliny, popfipadé jejich soli nebo estery. V pfihlaskach WO 08/13460 a EP
583 534 se zvefejiiuji peptidaldehydy, to znamen& oligopeptidy s
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redukovanym koncovym atomem C a sice z 2-50 monomertl, pro reverzibiini
inhibici proteaz praciho a gisticiho prostfedku. K peptidickym reverzibilnim
inhibitortim proteazy patfi mazi jinym ovomukoid (WO 93/00418). Napfikiad s
pfinlaskou WO 00/01826 se zvefejiiuji specifické, reverzibilni peptidové
inhibitory proteazy subtilizin pro pouZiti v prostfedcich s obsahem proteazy, a
s pfihlaskou WO 00/01831 odpovidajici fuzni proteiny z protedzy a inhibitor.

Dal$imi enzymovymi stabilizatory jsou aminoalkoholy, jako je mono-, di-,
triethanol- a -propanolamin a jejich smési, alifatické karboxylové kyseliny az
C12, jak je napfiklad znamo z prihlagek EP 0 378 261 a WO 97/05227, jako je
kyselina jantarova, jiné dikarboxylové kyseliny nebo soli uvedenych kyselin.
Prihlaskou DE 196 50 537 se pro tento G&el zv&fejiiuji amidalkoxylaty mastné
kyseliny s uzavienymi koncovymi skupinami. Ur¢&ité organické kyseliny
pouZivané jako stavebni latka umoziuji, jak je zvefejnéno v pfihlasce WO

'97/18287, navic stabilizovat obsazeny enzym.

Niz&i alifatické alkoholy, predev§im ale polyoly, jako napiiklad glycerol,
ethylenglykol, propylenglykol nebo sorbit, jsou dalSimi Casto pouzivanymi
enzymovymi stabilizatory. Podle novéjsi pfihlasky (EP 0 965 268) chrani také
diglycerolfosfat proti denaturaci fyzikalnimi vlivy. Rovnéz se pouzivaji soli
vapniku, jako nepfiklad octan vapenaty, nebo mravencan vapenaty
zvefejnény pro tento Ucel v patentovém spisu EP 0 028 865, a soli hof¢iku
podle evropské pfihlagky EP 0 378 262.

Polyamidové oligomery (WO 99/43780) nebo polymerni slouceniny, jako je
lignin (WO 97/00932), ve vodé rozpustné vinyl-kopolymery (EP 828 762)
nebo, jak je zvefejnéno v EP 702 712, ether celulézy, akrylové polymery
a/nebo polyamidy stabilizuji enzymatické pfipravky mezi jinym proti fyzikalnim
viivim nebo kolisani hodnoty pH. Polymery obsahujici polyamin-N-oxid (EP
587 550 a EP 581 751) pUsobi soutasné jako enzymoveé stabilizatory a jako
inhibitory pfenosu barvy. Jinymi polymernimi stabilizatory jsou linearni
Cs-C1s -polyoxyalkyleny zviejnéné vedle jinych slozek v pfihlasce WO 97/
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05227. Alkylpolyglykozidy by mohly, jako v pfihlaskach WO 97/43377 a WO
08/45396, stabilizovat enzymatické sloZky prostfedku podle vynalezu a
dokonce zvysit jejich U&inek. Zesiténé sloueniny s obsahem N, které jsou
zvefejnény v pfihlasce WO 98/17764, spliiuji dvojitou funkci jako &inidla ,soil-
release" a jako enzymové stabilizatory. Hydrofobni, neionicky polymer plsobi
ve smési s jinymi stabilizatory podle pfihlasky WO 97/32958 stabilizujicim
zplsobem na celulézu, takZze by tyto nebo podobné sloZky mohly byt také

vhodné pro enzym podle vynalezu.

Redukéni prostfedky a antioxidanty zvySuji, jak je mezi jinym zvefejnéno v EP
780 466, stabilitu enzymu proti oxidacnimu rozkladu. Redukéni prostfedky s
obsahem siry jsou napfiklad znamé z patentovych spistt EP 0 080 748 a EP 0
080 223. Jinymi pﬁklady jsou sifi¢itan sodny (EP 533 239) a redukujici cukr
(EP 656 058).

Gastokrat se také pouzivaji kombinace stabilizatord, napfiklad jak je
zvefejnéno v pfinlasce WO 96/31589 z polyold, kyseliny borité a/nebo boraxu,
v pfihlagce EP 126 505 kombinace kyseliny borité nebo boritanu, redukujicich
soli a kyseliny jantarové nebo jinych dikarboxylovych kyselin, nebo v pfihlasce
EP 080 223 kombinace kyseliny borit¢ nebo boritanu s polyoly nebo
polyaminovymi slouéehinami a s redukujicimi solemi. Uginek peptido-
aldehydovych stabilizatori se podle WO 98/13462 zvy$uje kombinaci s
kyselinou boritou a/nebo derivaty kyseliny borité a polyoly a podle WO

08/13459 se navic dale posiluje pouZitim vapenatych iontd.

Prostfedky se stabilizovanymi enzymovymi aktivitami pfedstavuji vyhodné
formy provedeni pfedkladaného vynalezu. Zvlasté vyhodné jsou formy

provedeni s enzymy, které jsou stabilizovany mnoha z uvedenych zplsob.

Prostfedky podle vynalezu obsahuji proteiny podle vynalezu nebo derivaty
vyhodné v mnozstvich 0,000001 % hmotn. az 5 % hmotn. a postupné
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vyhodnéji 0,00005 az 4 % hmotn., 0,00001 aZ 3 % hmotn., 0,0001 az 2 %
hmotn. a zvlasté vyhodné 0,001 aZz 1 % hmotnostni. Koncentrace proteinu se
mize stanovit pomoci znamych metod, napfiklad zplusobem BCA (kyselina
bichinolova: 2,2°-bichinolyl-4,4’-dikarboxylova) nebo biuretovym zplsobem
(A.G.Gornall, C.S.Bardawill a M.M.David; J.Biol.Chem.177 (1948), str. 751-
766).

Prostiedky podle vynalezu mohou navic kromé& proteinu podle vynalezu
obsahovat daldi amylolytické enzymy, zvl4sté a-amylazy. Mohou se mezi nimi
také nachazet vy$e uvedené enzymy etablované pro pouziti v pracim a
gisticim prostfedku. Pfikladem komeréné dostupnych amylaz jsou BAN®,
Termanyl®, Purastar® Amylase-LT®, Maxamy!®, Duramyl® a/nebo Purafect®
OxAm. Ty se potom uplatni, kdyZz se mohou rizné enzymy navzajem
dopliiovat. Z hlediska regulace mize toto dopliiovani napfiklad probihat
vzajemnou aktivaci nebo inaktivaci. M{Ze napfiklad nastat tim, Ze alespon
jedna nehomologicka Cast ke znamym o-amyldzam enzymu podle vynalezu
ovliviiuje neamylolytické aktivity podle vynalezu. Spoleéné pouZiti vSak muze
byt uzitetné v dlsledku odlinych specifikaci substratu. Oba jsou formy

provedeni pfedkladaného vynalezu.

7Zvlagté na chemicky rozdilna znecidténi mulze byt vyhodné pouZivat
amylolytické enzymy v pracim a gisticim prostfedku spoleéné s jinymi pracimi
a/nebo &isticimi aktivnimi enzymy. Tak pfedstavuji praci a gistici prostiedky,
které se kromé proteinu podle vynalezu navic vyznaduji dal$imi enzymy,

vyhodné formy provedeni pfedkladaného vynalezu.

Patii k nim vedle dalgich amylaz napfiklad protedzy, ale také lipazy, kutinazy,
esterazy, pululanazy, celulazy, hemicelulazy a/nebo xylanazy a jejich smeési.
Zvlasté vyhodné jsou proteazy, lipazy, B-glukanazy a/nebo celulazy. Dalsi
enzymy rozsifuji G¢inek cisteni odpovidajicich prostfedkl o jejich specificky
enzymaticky G&inek. Patfi k nim naptiklad oxidoreduktazy nebo peroxidazy

jako sloZzky enzymatickych bélicich systémi, laccazy (WO 00/39306),
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B-glukanazy (WO 99/06515 a WO 99/06516) nebo enzymy rozpoustéjici
pektin (WO 00/42145), které se zvlaste puZivaji ve specialnich pracich

prostifedcich.

Pfikladem komeréné dostupnych enzyml pro potfeby prostfedkd podle
vynalezu jsou proteazy, jako je Subtillisin BPN’, Properase®, BLAP®,
Optimase®, Opticlean®, Maxatase®, Maxacal®, Maxapem®, Alcalase®,
Esperase®, Savinase®, Durazym® Everlase® a/nebo Purafect®G nebo
Purafect?OxP a lipazy , jako je Lipolase®, Lipomax®, Lumafast® a/nebo

Lipozym®.

Aktivitu protedz v téchto prostfedcich lze zajistit zplsobem uvedenym v
Tenside, svazek 7 (1970), str. 125-132. Uvadi se podle toho v PE (jednotky
protedzy). Aktivita protedz vyhodnych prostfedk mazZe ¢init az 1,500.000
jednotek proteazy na gram pfipravku (PE, stanoveno zplisobem popsanym v
Tenside, svazek 7 (1970), str. 125-132).

Z hlediska jejich ziskani pfichazeji mezi pouZitelné enzymy v avahu v prvni
fadé ty, které se ziskaji z mikroorganizmd, jako jsou bakterie nebo plisné,
naptiklad z Bacillus subtillis, bacillus licheniformis, Streptomyces griseus,
Humicola lanuginosa, Humicola insolens, Pseudomonas pseudoalcaligenes
nebo Pseudomonas cepacia, zvla§té z téchto kmenl pfirozeym zpUsobem
vytvofené enzymové, popfipadé smési s jejich jinymi kmeny. Ziskavaji se
znamym zpUsobem fermentacnim procesem z vhodnych mikroorganizm,
které jsou napfiklad popsané v némeckych zvefejnénych spisech DE 19 40
488 a DE 21 21 397, v americkych patentovych spisech US 3 623 957 a US 4
264 738, v evropské patentové pfihlaSce EP 006 638 a v mezinarodni
patentové pfihlasce WO 91/02792.

Také tyto pfipadné navic pouZité enzymy se mohou, jak je napfiiklad popsano

v evropském patentu EP 0 564 476 nebo v mezinarodni patentové pfihlasce
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WO 94/23005, adsorbovat na nosi&i a/nebo byt soucasti latek pro povrchovou
Gpravu, aby se chranily proti pfed¢asné inaktivaci. Jsou v pracich prostfed-
cich obsaZeny vyhodné& v mnoZstvivc az 10 % hmotn., zvlasté 0,2 % hmotn.
a? 2 % hmotn., pfitemZ se zvlasté vyhodné proti oxidaénimu odbouravani
pouZivaji stabilizované enzymy, které jsou napfiklad znamé z mezinarodni
patentové pfihlasky WO 94/18314.

Prostfedky podle vynalezu se mohou skladat z vice fazi, napfiklad proto, aby
se obsazené Gg&inné latky &asové nebo prostorové vzajemné oddélené
uvolfiovaly. Pfitom se muZe jednat o faze v rliznych skupenstvich, zvlasté

v8ak o dvé faze ve stejnych skupenstvich.

Prostfedky podle vynéalezu, které se skladaji z vice pevnych sloZek, se mohou
jednoduchym zplsobem vyrobit tim, Ze se rGzné prasky nebo granulaty
smichaji spoleén& s riznymi slozkami a/nebo s rozdilnym zplsobem
uvolfiovani do celkem volné formy. Vyroba pevného prostfedku podle
vynalezu z jedné nebo vice fazi mize probihat znamym zpiisobem, napfiklad
suchym rozpragovanim nebo granulaci, pfi¢emz se enzymy a eventuelné dalsi
termicky citlivé slozky, jako napfiklad bélici prostfedky, mohou popfipadé
pozdé&ji separatné pfidat. Pro vyrobu prostiedkl podle vynalezu se zvySenou
sypnou hmotnostni, zvlasté v rozmezi 650 g/l az 950 g/l, je vyhodny zpusob s
extruznim krokem znamym z evropského patentu EP 0 486 592. Dalsi
vyhodna vyroba granulagnim zplsobem je popsana v evropském patentu EP .
0 642 576.

Proteiny se mohou pro pevné prostfedky pouZit napfiklad ve vysusene,
granulované formé&, ve formé kapsli nebo ve formé kapsli a navic ve vysuSene
formé&. Mohou se pfidat zvlaét, to znamena jako vlastni faze, nebo s jinymi
slozkami spoleéné ve stejné fazi, s nebo bez kompaktace. KdyZ se maiji
enzymy ve formé& mikrokapsli zpracovat v pevné formé&, tak se mlze voda z
vodnych roztokl vzniklych ze zpracovani odstranit zplsobem znamym ze

stavu technik, jako su$eni rozpraSovanim, odstfedéni nebo opakovanou
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solubilizaci. Timto zplsobem ziskané &astecky maji obvykle velikost &astic 50

az 200 um.

Nabizi se forma kapsli, aby se enzymy chranily pfed jinymi slozkami, jako
jsou napfiklad bélici prostfedky nebo aby se umoznilo Fizené uvolfiovani
(controlled release). Podle velikosti téchto kapsli se rozliduji mili-, mikro- a
nanokapsle, pficemz mikfokapsle jsou pro enzymy zvI4§té vyhodné. Tyto
kapsle jsou napfiklad zvefejnény patentovymi pfihla§kami WO 97/24177 a DE
1999 18 267. Dal8i mozny zplsob kapslovani spogiva v tom, Ze enzymy
vhodneé pro pouziti v pracim a &isticim prostiedku, pfiéemZ se vychazi ze
smési enzymového roztoku s roztokem nebo suspenzi $krobu nebo derivatu
Skrobu, se kapsluji v 8krobu, popfipadé& v §krobovém derivatu. Tento zptsob
kapslovani je popsan v némecké pfinlaSce DE 199 56 382 s nazvem ,ZpUsob

vyroby mikrokapslovanych enzymua*.

Jina moznosti, jak dat k dispozici pevny prostiedek podle vynalezu, je
slisovani nebo kompaktace na tablety. Tyto tablety mohou byt jedno nebo
dvoufazové. Tim tato forma podavani nabizi moZnost pfedkladat pevny
prostiedek podle vynalezu s dvéma pevnymi fazemi. Pfi vyrob& prostiedkd
podle vynalezu ve formé tablet, které mohou byt jednofazové nebo vice
fazové, jednobarevné nebo vicebarevné a/nebo nohou sestavat z mnoha
vrstev, se vyhodné v8echny sloZky - pfipadné po vrstvé - spoleéné& smichaji
ve smesovaCi a smeés se obvyklym tabletovacim lisem, napfiklad
vystfednikovym lisem nebo klob&hovym lisem, slisuji tlakem v rozmezi asi 50
az 100 kN/cm?, vyhodné pfi 60 az 70 kN/cm?. Zvlasté u vicevrstevnych tablet
mdZe byt vyhodné, kdyz se alespori jedna vrstva stlagi piedem. To se s
vyhodou provede napfiklad pfi tlacich 5 az 20 kN/cm?, zvlasté pfi 10 az 15
kN/cm?. Vyhodn& ma timto zpUsobem vyrobena tableta hmotnost 10 g aZ
50 g, zvlasté 15 g az 40 g. Prostorova forma tablet je libovolna a miiZze byt

kulata, ovalna nebo hranata, pfi¢emz jsou také mozné meziformy.
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Ke kapalnym, gelovitym nebo pastoznim prostiedkim podle vynalezu se
mohou pfidat enzymy a také protein podle vynalezu, pfitemz se vychazi ze
zpUsobu ziskani proteinu provedeného podle stavu techniky a preparace v
koncentrovaném vodném nebo nevodném roztoku, naptiklad v kapalné formé,
jako roztok, suspenze nebo emulze, ale také ve formé gelu nebo kapsli nebo
jako vysuseny prasek. Tyto praci nebo &istici prostfedky podle vynalezu ve
formé roztokd v obvyklych rozpoustédlech se zpravidla vyrobi jednoduchym
smichanim slozek, které se mohou do automatického smé$ovade viozit jako

latka nebo roztok.

Formou provedeni pfedkladaného vynalezu jsou takové tekuté, gelovité nebo
pastozni prostfedky, ke kterym byl pfidan protein podle vynalezu a/nebo jeden
z ostatnich obsaZenych proteinli a/nebo jedna z ostatnich obsaZenych slozek
ve formé& mikrokapsli. Z nich zvla$té vyhodné jsou s kapslemi z materialu,
ktery je senzitivni na amylazu. Toto spoleéné pouziti materialll senzitivnich na
amylazu a amylolytického enzymu podle vynalezzu v pracim a gisticim
podporuje stépeni mikrokapsli a tim Fidi proces uvolfiovani zakapslovanych
slozek, takze jejich uvolfiovani neprobiha b&hem skladovani a/nebo na
zaCatku ¢iSténi, nybrz nejdfive k uréitému &asovému bodu. Na tomto
mechanizmu se mohou zakladat komplexy praciho a &isticiho prostiedku s
raznymi slozkami a riznymi typy kapsli, které predstavuji zvlasté vyhodné |

formy provedeni pfedkladaného vynalezu.

Srovnatelnym Gc¢inek nastava tehdy, kdyZ se slozky praciho nebo &isticiho
prostfedku rozdéli alespofi na dvé rlizné faze, napfiklad na dvé nebo vice
pevnych, spole¢né spojenych fazi praciho nebo &isticiho prostfedku ve formé
tablet, nebo rlzné granulaty uvniti stejného praskového prostfedku. Dvou
nebo vicefazové jsou stavem techniky pro pouziti jak ve strojovych my&kéch
nadobi, tak také v prackach pradla. Aktivita amylolytického enzymu v dfive
aktivované fazi je pfedpokladem pro aktivaci pod&j$i faze, kdyZ je opatifena

obalem nebo vrstvou senzitivni na amylazu, nebo. material senzitivni na
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amylazu pfedstavuje integraini slozku pevné faze, jejiz ¢asteGnou nebo
Uplnou hydrolyzou se pfisludna faze dezintegruje. PouZiti enzymu podle
vynalezu pro tento GCel tak pfedstavuje vyhodnou formu provedeni

predkladaného vynalezu.

Slozky pracich a Cisticich prostifedkd se mohou vhodnym zplsobem vzajemné
podporovat. ve svém ucinku. Synergické pouziti amylazy a inhibitor(i pfenosu
barvy pro zvySeni Cdisticiho uGginku je nafiklad zveFejnéno patentovou
pfihlaskou WO 99/63035. Z pfihlasky WO 98/45396 je také znamo, e
polymery, které se mohou souéasné pouZit jako pomocné stavebni latky, jako
napfiklad alkyl-polyglykozidy, mohou stabilizovat a zvy$ovat aktivitu a stabilitu
obsaZenych enzyml. Rovnéz je mozné, ze se amylolyticka aktivita podle
vynalezu také modifikuje jednou z ostatnich vyse uvedenych slozek, zejména
stabilizuje a/nebo zvySuje. Odpovidajicim zplsobem schvalené receptury
prostiedkl podle vynalezu tak pfedstavuji zvlasté vyhodné forma provedeni
predkladaneho vynalezu. To plati zvlasté tehdy, kdyz se tim zvy$uje praci,

popfipadé Cistici u€inek prostiedku.

Také ve zpusobu Cisténi textilii nebo tvrdych povrch(, které se vyznaduji tim,
Ze se alespon v jednom z krokl zpisobu aktivuje amylolyticky protein nebo
derivat podle vynalezu, se uskute¢ni mys$lenka podle predkladaného

vynalezu.

Pravé strojové zpUsoby ¢isténi se vyznaluji vicestupfiovym &isticim
programem, tedy Ze se rizné slozky aktivného ¢isténi od sebe véas oddéluji a
nanaseji na pfedmét Cisténi. Tento zplisob se napfiklad pouziva pfi &isténi
pramyslovych vyrobnich zafizeni pro potraviny. Na druhé stran& maji proteiny
samotné podle vynalezu na zakladé své enzymatické aktivity schopnost
rozpoustét neclistoty s obsahem uhlovodan( a sice také za &asteéné nebo
Upiné nepiitomnosti detergentll nebo jinych sloZek charakteristickych pro
praci nebo Cistici prostfedky. Podle jedné formy provedeni predkladaného
vynalezu se mizZe také zvolit strojovy zplsob &idténi textilii nebo pevnych
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latek, pfi kterém na nedistoty pusobi protein podle vynaiezu po uréitou dobu
bez pfitomnosti jinych sloZek aktivniho gigténi.

Vyhodné formy provedeni pfedkladaného vynalezu pfedstavuji vSechny
zplsoby cCiténi, véetné manualnich, zvlasté ale strojové zplsoby gisténi,
které se vyznacuji tim, Ze se alespofi v jednom z krok(i zplisobu aktivuje
amylolyticky protein nebo derivat podle vynalezu. Mohou to byt jak zpUsoby
c¢isténi textilii nebo srovnatelnych materiald, tak také zpUsoby c¢isténi tvrdych

povrch.

Jak je dolozeno v pfikladech, je a-amylaza podle vynalezu z Bacillus sp. A7-7
(DSM 12368), kdyZz je vhodné vazana v pracim nebo &isticim prostfedku,
vhodna jak pro zvySeni praciho ug&inku pracich prostfedkd pro strojové prani
textilii, tak také pro zvySeni praciho u&inku 'prostfedkﬂ pro strojové myti

nadobi.

Vyhodné formy provedeni pfedkddaného vynalezu tak rovnéz pfedstavuji
vSechny zpUsoby Cisténi, véetné manualnich, zvlaété ale strojovych zpasobil
Cisténi, které se vyznaduji tim, Ze se alespoit v jednom z krokd zplsobu
pouZije prostfedek podle vynalezu. To mohou byt jak zplUsoby Cisténi textilii

nebo srovnatelnych material(i, tak také zplsoby &isténi tvrdych povrcha.

Pro zplsoby ¢isténi, napfiklad v béznych my&kach nadobi nebo pradkach
pradla pro domacnosti, byla zji$téna zviasté vhodna mnozstvi proteinu podle
vynalezu nebo fragmentu 0,02 mg aZ 400 mg amylolytického proteinu nebo
fragmentu, vyhodné& 0,01 mg az 200 mg, zejména 0,02 mg aZz 100 mg
amylolytického enzymu nebo fragmentu na pouziti. V jedné mozné formé
pouZziti strojového Cisténi textilii nebo pevnych povrchl se pro protein podle
vynalezu ukazaly jako zvlasté vhodné koncentrace 0,0005 mg aZ 10 mg na |
praci lazen, vyhodné 0,005 mg aZz 8 mg na | praci lazef. Pfedstavuji tak formy

provedeni pfedkladaného vynalezu. V jinych vhodnych formach provedeni
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mohou vznikat znacné odliSné hodnoty, pokud se zohledni, Ze pro strojové
zpUsoby ¢&isténi se pouZivaji stroje, které provadgji 5 az 70 | pracich lazni pfi

pfibliZzné identickém mnozstvi praciho popfipadé &isticiho prostfedku.

Také pouzZiti proteinu podle vyndlezu nebo prostfedku podle vynalezu
predstavuje formu provedeni podle pfedkladaného vynalezu. M(iZe probihat
strojové nebo jinak, zviasdté manualnim zpldsobem. To se tyka &i§téni vSech
pomyslitelnych materialG, zvlasté textilii nebo tvrdych povrchl. Pfitom se
mizZe protein podle vynalezu vioZit do receptury z jinych latek s pracim

G€inkem nebo podle jeho povahy mizZe nadale plsobit bez té&chto slouéenin.

Odpovidajici formu provedeni také pfedstavuje pouziti samotného proteinu
podle vynalezu pro ciSténi textilii nebo tvrdych povrchl, zvlasté ve vice-

stupfiovém zplsobu ¢&isténi.

Vyhodnou formu provedeni pfedstavuji vSechny moZnosti pouziti, pfi kterych
se prostfedek podle vynalezu pouZiva pro cisténi textilii nebo tvrdych

povrchl.

Vyhodné pouZiti se vyznacuje tim, Ze se pro pouziti v myéce nadobi nebo
prace pradla pouZiva 0,02 az 400 mg, vyhodné 0,01 aZz 200 mg, zvlaste

vyhodné 0,02 aZz 100 mg amylolytického proteinu nebo fragmentu.

Pouziti proteini nebo derivatdl podle vynalezu pro &asteéné nebo Uplné
rozpusténi necistot ochrannych vrstev a sloZek pevnych pracich nebo gisticich
prostfedkll nebo dezintegraci pevnych fazi obsahujici nebo obklopujici
materialy senzitivni na amylazu, pfedstavuje rovnéz formu provedeni
pfedkladaného vynalezu. To plati také pro formy provedeni, u kterych se v
jedné z téchto fazi nachéazeji amylolytické proteiny podle vynalezu samotné
nebo spoleéné s alespori jednou jinou Gginnou latkou s &isticim uginkem nebo

acinnou latkou, ktera gistici ucinek podporuje. Do té miry slouzi amylolyticky
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protein k aktivaci viastni nebo jiné faze v nékterém z pracich nebo &isticich
prostiedkd, skladajici se z vice neZ jedné faze. Zvlasté vyhodné je také pod
timto aspektem uvolfovani slozek, aby se pfivodil istici efekt slozek na tvrdé

povrchy nebo textilni material.

Pouziti enzymu podle vynalezu, aby zplsobily &aste¢né nebo Upiné
rozpusteni kapsli s obsahem uhlovodand, zvlasté nano-, mikro nebo milikapsli
v kapalnych, gelovitych nebo pastéznich prostiedcich, pfedstavuje formu
provedeni predkladaného vynalezu, jehoz vyznam pro fizeny proces
uvolfiovani zakapslovanych sloZek prostfedku byl jiz probran vy$e. Jedna se o
zviasté vyhodnou formu provedeni tohoto vynalezu tedy, kdyZ uvolfiovanim
slozky dochazi k Cisticimu Ginku slozky na tvrdém povrchu nebo textilnim

materialu.

Dalsi forma provedeni pfedstavuje pouZiti proteinu nebo derivatu podle
vynalezu pro Upravu surovych materialll nebo meziproduktd pfi vyrobé textilu,

zvlasté pfi odslichtovani baviny.

Suroviny a meziprodukty textilni vyroby, napfiklad na bazi baviny, se v ramci
jejich vyroby a dalSiho zpracovani upravuji §krobem, aby se umoZnilo lep§i
zpracovani. Tento zpUsob pouzZivany jak na pfize, na meziprodukty, tak také
na textilie, se nazyva S$lichtovani (sizing). Pro odstranéni $lichty, tedy
ochranné vrstvy s obsahem S8krobu (odSlichtovani, desizing) jsou vhodné

amylolytické proteiny.

Dal$i formu provedeni pfedstavuji zplsoby ztekucovani $krobu, zvlasté pro
vyrobu ethanolu, ktera se vyznaluje tim, Ze pfitom pouZiva protein nebo

derivat podle vynalezu.

Pro ztekucovani Skrobu se ve vodé nebo pufru inkubuje nabobtnaly $krob s

amylolytickym enzymem, pfi€¢emZ se polysacharid $tépi na mens$i slozky,
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pfevainé na maltézu. Enzymy podle vynalezu se s vyhodou pouZivaji v tomto
zplUsobu nebo jeho &asti, kdyZ se mohou na zékladé svych biochemickych
vlastnosti dobfe pfizpUsobit odpovidajicimu vyrobnimu zplUsobu. Napfiklad to
mlze byt pfipad, kdyz se maji v jednom kroku pfivést s jinymi dal§imi enzymy,
které vyZaduji stejné reakéni podminky. Zvlasté vyhodné jsou amylolytické
proteiny podle vynalezu, pokud pravé produkty z nich samostnych vytvofené
jsou v centru zajmu. Ztekucovani Skrobu mlzZe také predstavovat krok ve
vicestupriovém zplsobu ziskavani ethanolu nebo z né&ho odvozenych

naslednych produktl, napfiklad kyseliny octové.

Dal8i forma provedeni pfedstavuje pouzZiti proteinu podle vynalezu nebo jeho
derivatu pro vyrobu linedrnich oligosacharid(i a/nebo oligosacharidi s kratkym

fetézcem.

Na zakladé své enzymatické aktivity tvofi amylolytické proteiny podle
vynalezu z polymerl s obsahem $krobu po kratsi inkubaé&ni dobé& pfevazné
vysokomolekularni oligosacharidy, jako je napfiklad maltohexaoza, malto-
heptaoza nebo maltooktaoza. Po del$i inkubacéni dobé stoupa mezi rakénimi
produkty podil nizSich oligosacharidi, jako je nafiklad maltoza nebo
maltotrioza. Pfi zvlaStnim zajmu na uréitych reakénich produktech se mohou
pouZit odpovidajici varianty proteind podle vynalezu a/nebo nastavit
odpovidajici reakéni podminky. To je zvlasté atraktivni tehdy, kdyZz nezalezi
na Cistych slou€eninach, nybrz na smési podobnych slouéenin, jako napfiklad
pfi tvorb& roztok(i, suspenzi nebo gell pouze s uréitymi fyzikalnimi

vlastnostmi.

Dal8i forma provedeni pfedstavuje protein nebo derivat podle vynalezu pro

hydrolyzu cyklodextrind.

Cyklodextriny jsou o-1,4-glykozidicky vazané, cyklické oligosacharidy, ze

kterych maji hospodaisky nejvétsi vyznam «, B- popfipadé y-cyklodextriny




R

(cyklohexa, -hepta- popfipadé -okta-amylozy) z monomerll 6, 7 nebo 8-
glukézy. Mohou s hydrofobnimi hostitelskymi molekulami, jako napfiklad s
vonnymi latkami, chutovymi latkami nebo farmaceutickymi Gginnymi latkami,
tvorit klatraty, ze kterych se hostitelské molekuly mohou podle potieby opét
uvolnit. Tyto klatraty maji podle oblasti pouziti slozek vyznam napfiklad pro
vyrobu potravin, farmacii nebo kosmetiku, napfiklad v odpovidajicich
produktech pro koneéné spotfebitele. Uvoliiovani slozek z cyklodextrind tak

pfedstavuje moZnost pouziti proteinl podle vynalezu.

Dalsi forma provedeni pfedstavuje pouziti proteinu nebo derivatu podle
vynalezu pro ulofiovani nizkomolekularnich slouéenin z polysacharidovych

nosi¢u nebo cyklodextrind.

Na zakladé své enzymatické aktivity mohou amylolytické proteiny podle
vynalezu uvolfiovat nizkomolekularni slouéeniny také z jinych «-1,4-
glykozidicky vazanych polysacharidi. To se mlZe jako u cyklodextrind
odehravat na molekularni Grovni, stejné tak na vétsich systémech, jako jsou
napfiklad sloZky, které jsou zakapslovany ve formé mikrokapsli. Napfiklad
s§krob je material etablovany ve stavu techniky, aby se slouceniny, jako
napfiklad enzymy, které se maji v definovanych mnoZstvich pfivadét do
reak&ni vsazky, béhem skladovani zakapslovaly. Rizeny proces uvolfiovani z

t&chto kapsli se mize amylolytickymi enzymy podle vynalezu podpofit.

Dalsi forma provedeni predstavuje pouziti proteinu nebo derivatu podle

vynalezu pro vyrobu potravin a/nebo potravinovych slozek.

RovnéZz pouziti proteinu nebo derivatu podle vynalezu pro vyrobu krmiva
a/nebo krmivovych slozek predstavuje formu provedeni tohoto predmétu

vynalezu.




Kde ma stale vyznam $krob nebo od $krobu odvozené uhlovodany jako slozky
potravin nebo krmiv, mize se amylolyticka aktivita pouZit pro vyrobu tohoto
druhu zboZi. Zvy$uje podil mono- nebo oligomerl oproti polymernim cukrim,
coZz muze pfispét napfiklad k chuti, stravitélnosti nebo konzistenci potraviny.
To mlzZe byt dllezité pro vyrobu urgitych krmiv, napfiklad ale také pfi vyrobé
ovocnych Stav, vina nebo jinych potravin, kdyz se podil polymerniho cukru
snizi a podil sladkych a/nebo snadno rozpustnych cukri se ma zvysit. Na
dalsi vySe uvedené moZnosti pouziti pro ztekucovani skrobu a/nebo vyrobu

ethanolu Ize pohliZet jako na varianty tohoto principu pro velkovyrobu.

Z toho vyplyva, Ze amylazy plsobi také proti ztrat& chuti pediva (anti staling-
effect) pfi okoravani a tvrdnuti. Proto se vhodnym zplUsobem pfidavaji do
tésta pfed pecenim. Vyhodné formy provedeni piedkladaného vynalezu jsou
tedy takové, pfi kterych se proteiny podle vynalezu pouZivaji pro vyrobu

peciva.

Dalsi forma provedeni pfedstavuje pouZiti proteinu nebo derivatu podle

vynalezu pro rozpousténi lepidel s obsahem $krobu.

RovnéZ dolasné zplsoby lepeni, které se vyznadéuji tim, Ze se pfi nich
pouZiva protein nebo derivat podle vynalezu, pfedstavuji formu provedeni

pfedmétu vynalezu.

Vedle jinych pfirodnich latek se také Skrob pouZiva jiZ stovky let jako pojivo
pfi vyrobé papiru a pro lepeni riznych papirll a lepenek. To se tyka napfiklad
grafik a knih. Béhem dlouhé doby se mohou tyto papiry za nepfiznivych vlivd,
jako napfiklad vihkosti, zvlnit nebo lamat, coz muzZe vést k jejich Gplnému
zni¢eni. PFi restaurovani t&chto papirll a lepenek maZe byt nutné rozpoustét

vrstvy lepidla a pfi pouZiti amylolytického enzymu to Ize vyrazné ulehdit.
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Rostlinné polymery, jako 8krob nebo celuléza a jejich ve vodé rozpustné
derivaty se mezi jinym pouZivaji jako lepidla a tmely. Proto musi nejdfive
bobtnat ve vodé a po naneseni na lepeny pfedmét zaschnout, ¢im2 se fixuji
na podklad. Enzym podle vynalezu se m{Ze pfidat k této vodné suspenzi, aby
se ovlivnily lepici vlastnosti vznikajiciho lepidia. M(Ze se vdak také misto
nebo navic k této funkci pfidat k lepidiu, aby po uschnuti na dlouhou dobu,
napfiklad nékolik let, zlstalo na lepeném pfedmétu inaktivni. Cilena zména
okolnich podminek, napfiklad zvlhnutim, lze potom pouzit k tomu, aby se
enzym v pozdéjSi dobé aktivoval a tim se pfivodilo rozpusténi lepidla. Timto
zpGsobem se lepeny pfedmét snadnéji opét uvolni s podkladu. V tomoto
zpusobu plsobi enzym podle vynalezu na zakladé své amylolytické aktivity
jako oddeélovaci cinidlo pfi do¢asném zplsobu lepeni nebo jako takzvany

,Spoustéc” pro uvolnéni lepeného predmétu.

Piehled obrazkl na vykresech

Obrazek 1 Alignment amylolytického enzymu podle vynalezu z Bacillus sp.
A 7-7 (DSM 12368) se tfemi dal8imi podobnymi amylazami

Pfitom znamenaji:

1. Amylaza z Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368)

2. Zrala amylaza z Bacillus sp. # 707 podle: Tsukamoto, Kimura, Ishii,
Takano a Yamane, Biochem. Biophys. Res. Commun. 151 (1988), str.
25-31

3. Amylaza SEQ ID No. 1 z pfihlasky WO 96/23873
4. Amylaza SEQ ID No. 2 z pfihlasky WO 96/23873




Pfiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Mezi kandidaty mikrobiologického screeningu na mikroorganizmech tvoficich
amylazu s kriteriem vybéru rist a tvorba dvorce na agarovych destickach se
Srobem jako jedinného zdrojem uhliku se nachazi také kmen Bacillus sp
(skupina IV - RNA, alcaliphil) A 7-7, ktery byl ulozen u DSMZ (DSM ID 98-587,
ulozeni DSM 12368).

Péstovani probihalo v prostfedi YPSS, obsahujici 15 g/l rozpu$téného skrobu,
4 g/l kvasnicového extraktu, 1 g/l K;HPO4a 0,5 g/l MgSOy4 x 7 H,O. Hodnota
pH byla po autoklavovani 20% roztokem uhligitanu sodného nastavena na
10,3. Nyni bylo 25 ml prostfedi napinéno do sterilni 100 ml erlenmayerovy
banky se Sikanou a naolkovanou kulturou Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368),
ktera vyrostla na agarové desti€ce YPSS. Pé&stovani probihalo pfi teploté
30 °C 48 hodin za tfepani pfi 200 rpm.

Priklad 2

Nasledujicimi kroky ¢&iSténi byl prostfedi kultur ziskan singularni enzym:
srazeni zbytku kultury ethanolem; pohlceni proteinovych desti¢ek v 50 mM
pufru Tris/HCI, hodnota pH 8,5; dialyza proti 50 mM pufru Tris/HCI, hodota pH
8,5, chromatografie s vyménou kationtd na Fast-flow-S-Sepharose® (Fa.
Pharmacia-Amersham Biotech, Freiburg) s 50 mM pufru Tris/HCI, hodnota pH
8,5 jako eluent; pfepufrovani propadu s obsahem amylazy proti 20 mM pufru
glycin/NaOH, hodnota pH 10, pfes kolony PD10® firmy Pharmacia-Amersham

Biotech; chromatografie s vyménou aniontli pfes Mono-Q® (Fa. Pharmacia-
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Amersham Biotech) za eluce stejnym pufrem se stoupajicim gradientem soli 0
az 1 M NaCl. Amylaza eluovala pfi ca. 0,25 M NaCl.

Z 250 ml kultivagniho prostfedi bylo timto zplUsobem, jak bylo zji§té&no
metodou BCA (Bicinchinonova kyselina; 2,2°-bichinoyl-4,4"-dikarboxylova
kyselina), ziskano 2,6 mg Cistého proteinu podle SDS-Gelektroforézy a

zbarveni stfibrem.

Pfi denaturujici SDS-polyakryigelektroforéze v 8-25% gelu, systému PHAST®
firmy Pharmacia-Amersham a pfi srovnani s relevantnimi velkymi znackami
ma amylolyticky enzym z Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) molekulovou
hmotnost 58 kD.

Podle izoelektrické fokuzace pfi hodnoté pH 3 aZz 9 v systému PHAST® firmy

Pharmacia-Amersham leZi jeho izoelektricky bod na hodnoté 6,0.

Amylolytickd aktivita vyc€iSténého enzymu byla stanovena pomoci takzvané
metody DNS, tedy za pouZiti kyseliny dinitrosalicylové. Pfitom se prokazaly
oligosacharidy, disacharidy, uvoliiované enzymem pfi hydrolyze Skrobu, a
glukozové jednotky uvolfiované oxidaci redukovanych koncovych skupin
kyselinou dinitrosalicylovou (DNS). Intenzita vyvoje barvy je pfitom
proporcionalni k poc¢tu vzniklych Stépnych produktli. Tento test se provadi
nasledujicim zplsobem: Po inkubaci 50 pl roztoku enzymu se 100 pl 1%
rozpusteného skrobu v pufru Tris/maleat o hodnoté pH 6,5 (12,11 g Tris +
11,61 g kyseliny maleinové ad 1 |, hodnota pH nastavena 0,2 N NaOH) pfi
teploté 50 °C 15 minut, se redukované sacharidy oxiduji 300 pul roztokem DNS
(8,8 g kyseliny dinitrosalicylové, 915 ml destilované vody, 250 g K-Na-tartratu,
334 ml 4,5= NaOH, 6,3 g disifi¢itanu sodného) pfi teploté 100 °C 20 minut. Po
ochlazeni v ledové lazni se fotometricky pfi 540 nm detekuje absopce proti
hodnoté na slepo. Kalibrace testu probiha fadou koncentraci maltézy. Aktivita

se udava v umol redukujiciho cukru (vztazeno na maltézu) na minutu a ml.




Protein podle pfikladu méa po tomto testu jednozna&né amylolytickou aktivitu.
Nasledné slouZi aktivita stanovitelna timto zplsobem jako parametr stability

enzymu za rdznych podminek.

Stabilita teploty enzymu byla méfena pfi 10-minutové inkubaci pfi hodnoté pH
10. Pii pokojové teploté, 30 °C, 40 °C a 50 °C je aktivita alesponl 85%. Pfi
teploté 40 °C ma amyldza své maximum 90% zbytkové reaktivity. PFi teploté
60 °C mé& enzym 50% aktivitu. Pfi teplotach vice nez 60 °C ztraci siing

aktivitu, ale pfi teplotach 80 az 90 °C ma vzdy jesté 10% zbytkovou reaktivitu.

Amylolyticky enzym z Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) je pfi hodnotach pH 5
az 12 nadéle stabiini, pokud se inkubuje 10 minut pfi teploté 40 °C. P¥i
hodnotach pH 8 az 9 je amylaza 100% stabilni, pfi hodotach pH nad a pod
aktivita pomalu klesa; enzym disponuje v§ak pfi hodnotach pH 5 a 12 jesté

vice nez 65% zbytkovou reaktivitou.

Pro dalSi charakteristiku bylo zkoumano poskozeni enzymatické aktivity
moznymi rusivymi faktory jako je proteaza nebo detergenty; Po plsobeni 10
HPE/mI proteazy Savinase® (Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Dansko; jednotky
HPE jsou stanovitelné podle metody uvedené v Tenside 7 (1970) str. 125-
132) a 0,1% SDS pfi hodnoté pH 10 po dobu 15 minut a teploté 50 °C
prokazoval enzym 64% zbytkovou aktivitu. Po plUsobeni 0,1% SDS za
stejnych podminek (pH 10, 15 minut, teplota 50 °C) ma enzym 98% zbytkovou
aktivitu. A rovnéz za téchto podminek (hodnota pH 10, 15 minut, teplota
50 °C) ma enzym za pfitomnosti 3 mM EDTA jesté 10% zbytkovou aktivitu a
za pfitomnosti 1 mM EDTA jesté 65% zbytkovou aktivitu.
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Priklad 3

VSechy molekularnébiologické pracovni kroky probihaji podle standardnich
metod, které jsou napfiklad uvedeny v pfiru¢kach, jako je Fritsch, Sambrook a
Maniatis ,Molecular cloning; laboratory manual®, Cold Spring Harbour
Laboratory Press, New York, 1989.

Nejdfive byl pro stanoveni internich aminokyselinovych sekvenci protein
ziskany podle pfikladu 1 a cCiStény podle pfikladu 2 vysrazen ethanolen a
oddélen pomoci denaturujici SDS-polyakrylgelelekroforézy. Po vykrojeni
odpovidajicicho pasu z SDS-polyakrylamid-gelu byl trypticky straven in situ,
vysledné peptidy déleny pomoci HPLC a analyzovany pomoci Edman-Abbau a
MALDI-TOF. Z velkého mnoZsti tryptickych fragmentll ziskanych timto

zpUsobem byly zvoleny nasledujici dva D1 a D6:

D1: GITAVWIPPAWK 5-GTN TGG ATH CCN CCN GCN TGG-3°

D6: QGYPSVFYGDYYGIPTH  5°-GGD ATN CCN TAN TAR TCN CC-3°

Podle jejich (uvedeny vlevo) aminokyselinovych sekvenci byly konstruovany
odpovidajici degenerované PCR-primery. Jejich nukleotidové sekvence jsou
uvedeny vpravo (N znamena libovolnou bazi; H znamena A nebo C nebo T; R

znamenda A nebo G; D znamena A, G nebo T).

Ze standardné preparované chromozomaini DNA z Bacillus sp. A 7-7 (DSM
12368) jako matrice se mohl timto primernim parem ve standardni PCR
amplifikovat ca. 1.000bp velky fragment. Tento PCR-fragment byl klonovan
pro uloZeni do vektoru pGEM-Teasy® (Fa. Promega, Madison, Wisconsin,
USA).




Priklad 4

Vycistény PCR-fragment byl podle navodu znac¢en neradioaktivnhim DIG-High-
Prime® znad&kvacim kitem firmy Boehringer Mannheim (Némecko; &.vyrobku
1745832) jako sonda DNA. Pro naslednou hybridizaci byla chromozomalni
DNA kmene Bacillus sp A 7-7 (DSM 12368) §tépena restriktnim enzymem Xba
| a rozdélena 0,9% gelem agarézy. DNA se mohla pomoci vakuového
odsavacle pfenést na kladné nabitou nylonovou membranu (Fa. Roche,
mannheim). Hybridizace DNA a imunologickd detekce PCR-fragmentu,
pouZitého jako sonda, probihala podle pfedpisu DIG-High-Prime® Labeling-
and-Detection-Starter kits 1° firmy Boehringer Mannheim. Ukazalo se, Ze se
hledany gen nachazi ve viditelném ca 3.000 - 4.000 bp velkém UGseku DNA.
Fragmenty tohoto uspofadani podle velikosti byly vy&istény 0,9% gelem
agarézy a nasledné ligovany do vektoru pCB56C ( z B. Subtilis DB104;
popsano v piihlaSce WO 91/02792) protnutého restrikénimi enzymy Xba | a
Nhe I. Po transformaci na kmen Bacillus subtillis negativni na amylazu mohly
byt klony pozitivni na amylazu identifikovany tvorbou dvorce na agarové

destiéce s obsahem Skrobu. Reprezentativni izolat nesl Zadany inzert.
Priklad 5

Sekvencovani ziskaného plazmidu probihalo standardnim zplsobem podle
metody pferuSovani fetézce. Plazmid obsahoval jeden inzert o velikosti 2,015
bp. Potom je gen, obsahujici 1,545 bp, pro Zadouci enzym, ktery je uveden v
sekvenénim protokolu pfedkladaného vynalezu pod SEQ ID No.1. Tomu
odpovida polypeptid o 516 aminokyselin, jehoz sekvence je uvedena v SEQ
ID No. 2 v sekvenénim protokolu. Molekulova hmotnost odvozena z této
aminokyselinové sekvence &ini 59 kD, popfipadé pro zraly protein 55,5 kD,

ziskany odstépenim signainiho peptidu obsahujiciho 31 aminokyselin.
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Porovnani sekvenci podle metody BLAST (S.F.Altschul et al., Nucl.Acids
Res., 25 (1997), str. 3389-3402), provedené 17.3.2000, chrakterizuji enzym
jako a-amylazu. Homologie tohoto proteinu ke znamym proteinim je, jak

ukazuje nasledujici tabulka 2, na proteinové roviné 71 az 95% identity.

Tabulka 2: Homologie enzymu podle vynalezu z Bacillus sp. A 7-7 (DSM
12368) k nejbliz§imu podobnému a dal§im reprezentativnim
proteiniim; uvedeno v % identity na proteinové roviné. ID se

oznacuji zapisy u Swiss-Prot-Datenbank (Genf, Schweiz).

Organizmus ID Identita (%)
B. alcolaphilus P19571 95
B. alcalophilus WO 96/23873 91
B. licheniformis P06278 72
B. amyloliquefaciens P00692 72
B. stearothemophilus P06297 71

Alignment s reprezentativnimi proteiny je zobrazen na obrazku 1. U vSech se
jedna o a-amylazu, takZze na zaklade dalSich stanoveni se musi vychazet z
toho, Ze se také u enzymu podle vynalezu jedna o a-amylazu. To se kryje s
plvodnim ziskadnim genu z mikroorganizmu odbouravajiciho $krob (pfiklad 1)
a zjisténi amylolytické aktivity transformantu s plazmidem obsahujici inzert
(pfiklad 4). Vlastnosti amylolytického proteinu ziskaného z tohoto produkéniho
kmene jsou shodné s vlastnostmi kmene divokého typu (pfiklad 2). Takovy

produkéni kmen se mliZze vyrobit podle pfikladu 4.




Priklad 6

Bavinéné textilie byly standardizované opatfeny tfemi riznymi nedistotami A
(Mousse au chocolat), B (ovesné vio¢ky s kakaem), C (ovesné vlocky s
kakaem a trochu mléka) a D (bramborovy $krob) a na z&kladé materialu
pfipraveného timto zptisobem zkoumany riizné receptury pracich prostfedkd z
hlediska jejich praciho uginku. Proto byl nastaven pomér 1azné& 1:12 a pralo se
30 minut pfi teploté 30 °C. Davkovani bylo 5,88 g praciho prostiedku na |
praci lazné. Tvrdost vody &inila 16° némecké stupnice tvrdosti.

Jako kontrolni praci prostfedek slouzila pro A, B a C receptura zakladniho

3

praciho prostfedku nasledujiciho sloZeni (véechny Udaje jsou v % hmotn.):

4 % linearniho alkylbenzolsulfonatu (sodna sil),
4 % sulfatu C12-C1g -mastného aloholu (sodna sil),
55 % C12-C+s -mastného alkoholu s 7 EO,

1% sodného mydla,

11 % uhliitanu sodného,

25% amorfniho disilikatu sodného,

20 % tetrahydratu peroxoboratu sodného,

55 % TAED,

25 % zeolitu A,

4,5 % polykarboxylatu,

0,5% fosfonatu,

25% granulatu inhibitoru pény,

5% siranu sodného,

1% granulatu proteazy
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Zbytek: voda, opticky zjasfiovac, parfém, soli.

Byla pro rGzné fady pokusl smichana s rliznymi amylazami, takze vznikla

konecna koncentrace 44 TAU amylolytické aktivity na | praci lazef.

Pro stanoveni amylolytické aktivity v TAU se pouziva modifikovany p-nitro-
fenyimaltoheptaozid, jehoZz koneéna glukozova jednotka je blokovana
benzylidenovou skupinou; to se amylazou rozstépi na volny p-nitrofenyl-
oligosacharid, ktery se pomocnymi enzymemy glukoamyldzou a alfa-
glukozidazy pfevede na glukézu a p-nitrofenol. Tim je mnoZstvi uvoliiovaného
p-nitrofenolu aktivity amylazy proporcionalni. Mé&feni probiha napfiklad
testovacim kitem Quick-Start® firmy Abbott, Abbott park, lllinois, USA.
Pfiristek absopce (405 nm) se v testované vsazce détekuje pfi teploté 37 °C
3 min vzhledem k hodnoté na slepo pomoci fotometru. Kalilbrace probiha
enzymovym standardem znamé aktivity (napfiklad Maxamy|®/Purastar® 2900
firmy Genenco s 2900 TAU/g). Vyhodnoceni probiha vynesenim absorpéniho

rozdilu dE (405 nm) za min vzhedem kg koncentraci enzymu standardu.

Amylolytickym enzymem podle vynalezu z Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368)
byly srovnany Termamyl®, Duramyl® a BAN® (vyrobce: Novo Nordisk A/S,
Bagsvead, Dansko). Pro znegisténi D byla pouzita stejna zakladni receptura,

ovéem bez proteazy, a A - C jako kontrola, popfipadé smichana s amylazami.

V pfedkadaném pfikladu byl stupefl bélosti textilii méfen v systému CIELAB
meéficim pfistrojem Minolta CR 310 pfed a po prani ve srovnani se
standardem, ktery byl nominovéan na 100 %. Rozdily ze ziskanych hodnot jsou
shromazdény pro jednotlivé pokusy v nasledujici tabulce 3. Uvedené jsou
stfedni hodnoty z 5. méfeni. Dovoluji bezprostiedni zhodnoceni pfinosu

obsazeného enzymu na praci Uéinek pouzitého prostiedku.
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Tabulka 3

Zakladni praci prostiedek s A B C D
amylazou podle vynalezu 29,3 26,0 20,9 15,2
Termamyl!® 25,9 22,7 17,4 12,3
Duramyl® 28,6 23,4 20,2 14,3
BAN® 22,5 22,0 17,0 13,2
Kontrola bez amylazy 22,9 22,2 11,9 10,0

Standardni odchylka 1,3 0,6 1,4 2,2

Je vidét, Ze a-amyldza z Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) na necdistoté B
pfinasi vyrazné lepsi praci uginky neZ kazdy ze tfi referenénich enzymi. U
ostatnich typech znedisténi prokazuje v ramci meze chyb mirné zlep§ené
praci G¢inky, které stale vyrazné leZi nad srovnavacimi hodnotami bez
amylolytického enzymu. Tento vysledek presvédéuje tim vic, Ze je ve vSech
zkoumanych recepturach pracich prostfedkl obsaZen bélici prostiedek, na

ktery enzym divokého typu obecné velmi citlivé reaguje.

Pfiklad 7

Bavinéné textilie byly standardizované znegisté&ny nedistotami B (ovesné
vioCky s kakaem) a C (ovesné vlotky s kakaem a trochu miéka).
Launderometrické vySetfeni probihalo stejnym zplsobem jako v pfikliadu 1, za
pouziti jiné zakladni receptury praciho prostfedku, v hmotnostnich

procentech:
14 % alkylbenzolsulfonatu sodného,

6 % sodného sulfonatu mastného alkoholu,
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6 % 7-krat ethoxylovaného C12-C45 -mastného alkoholu,
1% mydla,

25 % zeolitu Na-A,
10 % uhli¢itanu sodného,

5 % polymerniho polykarbonatu (Sokalan®CP5),

11% dihydratu citronanu trisodného,

4 % kyseliny citronové,

1% konfekcionovaného inhibitoru pény ve formé &astic,
1% granulatu proteazy,

5% siranu sodného,

Zbytek: voda a soli.

Tato zakladni receptura se pro rlzné fady pokusli smichala s riznymi
amylazami, takZze vznikla konedna koncentrace 33,5 TAU amylolytické aktivity
na | praci lazefi; ktera se mize stanovit podle metody uvedené v pfikladu 1.
S amylolytickym enzymem z Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) podle vynalezu
byly porovnany Termamyl®, Duramyl® a BAN® (vyrobce: Novo Nordisk A/S,
Bagsvaerd, Dansko). Davkovéni bylo 4,45 g praciho prostiedku na | praci

lazen.

Po prani byl stanoven stupen bélosti vypranych textilii, jako v predchozim
pfikladu. Ziskané rozdilné hodnoty jsou shromazdény v tabulce 4. Jedna se o
stfedni hodnoty z 5. méfeni, které opét dovoluji bezprostiedni zhodnoceni

pfinosu enzymu na praci u€inek prostiedku.
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Tabulka 4

Zakladni praci prostiedek s B C
amylazou podle ‘vynélezu 30,6 17,5
Termamyl® 29,3 15,0
Duramyl® 29,2 16,7
BAN® 28,9 15,6
Kontrola bez amylazy 28,5 | 14,5

Standardni odchylka 0,6 1,2

Je vidét, Ze o-amylaza z Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) v této receptuie
praciho prostfedku bez bélidla pfinasi lepsi praci Gginky na negistoty B a C

nez kazdy z referenénich enzymd.

Priklad 8

Bavinéné textilie byly standardizované znecistény dvéma rdznymi typy
komeréné dostupnymi druhd miééného kakaa (E a F). Potom probihalo
launderometrické vySetfeni stejné jako v pfikladu 1. Jako kontrolni praci
prostiedek slouZila zakladni receptura praciho prostiedku z pfikladu 2, avsak
bez proteazy. Smichala se pro rGzné fady pokusl, jako v pfikladu 2, s

riznymi amylazami a pouzily ve stejném davkovani.

Po prani byl méfen stupen bélosti vypranych textilii ve srovnani se siranem
barnatym, ktery byl normovan na 100 %. Méfeni na spektrometru Datacolor
SF500-2 pfi 460 nm (UV-clonovy filtr 3), 30 mm clona, bez lesku, Druh svétla
D65, 10°, d/8°. Ziskané vysledky se shromazdily jako % remise, to znamena

jako procentové (daje ve srovnani se siranem barnatym, v nasledujici
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tabulce. Je tam také uvedena pocateéni hodnota. Uvedeny jsou stfedni
hodnoty z 5 méfeni. Umoziuji bezprostfedni zhodnoceni pfinosu ziskaného

amylolytického enzymu na praci U€inek pouZitého prostredku.

Tabulka 5

Zakladni praci prostiedek s E F
amylazou podle vynalezu 70,3 41,0
Termamyl® 67,3 39,7
Duramyl® 68,3 40,5
BAN® 68,7 39,8
kontrola bez amylazy 61,1 31,4

Pocatecni hodnota 211 25,0

Standardni odchylka 1,0 1,2

Je vidét, Ze a-amylaza z Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368) v této receptuie v
pfipadé E pfinddi vyznamné lep§i praci GCinek neZz v8echny testované

referenéni enzymy a v pfipadé F srovnatelny ucinek.

Priklad 9

Pro aplikované (cistici pokusy byly nadoby s tvrdym, hladkym povrchem
satndardizované opatieny néasledujicimi negistotami: A (DIN-ovesné vlocky), B
(vodu nabobtnalé ovesné vlo&ky) a C (Skrobova smés) a pfi teploté 45 °C
umyvany normalnim programem domaci myéky nadobi typ Miele®G575. Na
myti bylo pouZito 20 g myciho prostiedku; tvrdost vody ¢inila 16° némecké

tvrdosti.
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Jako myci prostiedek slouzila zakladni receptura (vSechny u(daje jsou

hmotnostnich procentech):

55 % polyfosfatu sodného (pfepoéteno na bezvody),

4 % amorfniho disilikatu sodného (pfepoéteno na bezvody),
22 % uhli¢itanu sodného, 9 % peroxoboratu sodného,

2% TAED,

2% neionického tenzidu,

1.4 % granulatu proteazy,

Zbytek: voda, barviva, parfém.

Tato zakladni receptura byla pro rdzné pokusy smichana s rlznymi
amylazami, téz Termamyl® Duramyl® BAN® (vyrobce: Novo Nordisk A/S,
Bagsvaerd, Dansko) nebo s amylolytickym enzymem z Bacillus sp. A 7-7
(DSM 12368) podle vynalezu v ulinnych mnoZstvich 150 TAU amylolytické

aktivity na &istici krok, jak je stanoveno podle metody uvedené v pfikladu 1.

Po myti byl vizualné zaznamenan ubytek znedi$téni A po obarveni jédem
pomoci jod-§krobové reakce na stupnici od 0 (= nezménéno, to znamena
velmi silné znegisténi) do 10 (= Zadné znatelné znegisténi). Ubytek znedisténi
B a C byl zjistén gravimetricky v procentech. Pfitom se pouZil rozdil hmotnosti
znedidtné a nasledné umyté nadoby a pocateéni hmotnosti nadoby v relaci k
rozdilu hmotnosti nemyté nadoby k polate€ni hmotnosti. Na tyto relace lze

pohliZzet jako na procento Ubytku.

Ziskané vysledky jsou shromazdény v nasledujici tabulce 6. Uvedené jsou
stfedni hodnoty z deviti méfeni pro A a B, popfipadé 18 méieni pro C.
Dovoluji bezprostfedni zhodnoceni pfinosu obsaZeného enzymu na Zdistici

ucinek pouzitého prostfedku.
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Tabulka 6
Zakladni receptura s A B C
Ubytek % Ubytek %

amylazou podle vynalezu 6,2 91,2 95,8
Termamy!® 3,7 53,9 15,7
Duramyl® 2,2 78,8 35,5
BAN® 3,7 69,1 34,2
Kontrola bez amylazy 43 31,7 0,6

Tyto vysledky ukazuji, ze a-amyldza z Bacillus sp A 7-7 (DSM 12368) ma
vzhledem ke svému Cisticimu G¢inku v prostiedcich pro strojové myti nadobi u
vech tfech znegisténi pfi teploté myti 45 °C pfevahu nad vSemi ostanimi

testovanymi amylazami.

Pfiklad 10

Nadoby s tvrdymi, hladkymi povrchy byly opatfeny stejnymi zne&isténimi jako
v pfedchazejicim pfikladu a umyvany pfi teploté 55 °C. Cistici podminky a
receptura pouzitého prostfedku odpovidaly rovnéz t&m z predchazejiciho

pfikladu.

Po umyti byl dbytek znelisténi A jako v piikladu A vizualné zjistovan jod-
Skrobovou reakci a vyhodnocen na stupnici 0 aZ 10; a Ubytek znegiéténi B a C
byl rovnéz jako v pfikladu 4 zjistovan gravimetricky v procentech. Ziskané
vysledky jsou shromazdény v nasledujici tabulce. Uvedeny jsou zde stiedni

hodnoty z 9. méfeni pro A, 10. pro B a 18. mé&zeni pro C. Dovolu;ji
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bezprostiedni zhodnoceni pfinosu obsaZeného enzymu na distici (&inek

pouziteho prostfedku.

Tabulka 7
Zakladni receptura s A B C
Ubytek % Ubytek‘ %

amylazou podle vynalezu |8,3 | 97 99
Termamyl® 6,7 95 53
Duramy!® 6,9 95 89
BAN® 6,2 92 77
Kontrola bez amylazy 5,3 71 27

Tyto vysledky ukazuji, ze a-amylaza z Bacillus sp A 7-7 (DSM 12368)
vzhledem ke svému Cisticiho G&inku v prostfedcich pro strojové myti ma u
v8ech tfech znedlisténi pfi teploté myti 55 °C také prfevahu nad vSemi

ostatnimi testovanymi amylazami.

Zastupuje:



'97" o:lc e (X} .‘o as L X ]

Patentové naroky

1. Amylolyticky protein s aminokyselinovou sekvenci, ktera je alespon
z 96 % identicka s aminokyselinovou sekvenci uvedenou v SEQ ID
NO.2.

2. Amylolyticky protein s aminokyselinovou sekvenci, ktera je alespon
z 98 % identickd s aminokyselinovou sekvenci uvedenou v SEQ ID
NO.2.

3. Amylolyticky protein s aminokyselinovou sekvenci, ktera je alesporni
z 96 % identicka s aminokyselinovou sekvenci uvedenou v SEQ ID NO.
2 v polohach 32 az 516.

4. Amylolyticky protein | s aminokyselinovou sekvenci, ktera je alespori
z 98 % identicka s aminokyselinovou sekvenci uvedenou v SEQ ID NO.
2 v polohach 32 az 516.

5. Amylolyticky protein, ktery se odvodi od nukleotidové sekvence, ktera je
alespon z 85 % identicka s nukleotidovou sekvenci uvedenou v SEQ ID
NO.1, zvlasté v Casti, kterd odpovida aminokyselinam 32 aZ 516 podle
SEQ ID NO.2.

6. Amylolyticky protein, ktery se odvodi od nukleotidové sekvence, ktera je
alespon z 90 % identicka s nukleotidovou sekvenci uvedenou v SEQ ID
NO.1, zvlasté v Easti, ktera odpovida aminokyselinam 32 az 516 podle
SEQ ID NO.2. |
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Amylolyticky protein, ktery je identicky s aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v SEQ ID NO.2 celkové a/nebo v polohach 32 aZ 516 a/nebo
ktery je identicky s aminokyselinovou sekvenci odvozenou od nukleoti-
dové sekvence uvedené v SEQ ID NO.1 celkové a/nebo v polohach 32
az 516.

Amylolyticky proteinovy fragment nebo amylolyticky protein, ziskany

deleéni mutaci, podle nékterého z naroki 1 az 7.

Amylolyticky protein, ziskany inzertni mutaci, nebo amylolyticky
chimerni protein, ktery alespon v jedné ¢asti, propQjéujici amylolytickou
aktivitu, sestava z proteinu, ktery je identicky s proteinem nebo s

fragmentem podle n&kterého z narok(i 1 az 8.

Amylolyticky aktivni derivat proteinu podle nékterého z naroki 1 az 9.

Amylolyticky protein nebo derivat, ktery méa alespoii jeden antigenni
determinant spoleény s nékterym z proteind nebo derivatl uvedenych v

narocich 1 az 10.

Amylolyticky protein nebo derivat podle nékterého z naroku 1 az 11,

ktery se pfirozenym zptsobem zisk& z mikroorganizmu.

Amylolyticky protein nebo derivat podle naroku 12, pficemz mikro-

organizmem je grampozitivni bakterii.

Amylolyticky protein nebo derivat podle naroku 13, pficemzZ gram-

pozitivni bakterie je rodu Bacillus.
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Amylolyticky protein nebo derivat podle naroku 14, pfi¢emZ rodem
Bacillus je Bacillus sp. A 7-7, zvlasté Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368).

Nukleova kyselina kédujici amylolyticky protein, jejiZz nukleotidova
sekvence je alespofl z 85 % identicka s nukleotidovou sekvenci
uvedenou v SEQ ID NO.1, zvlasté v ¢asti, ktera odpovida amino-
kyselinam 32 az 516 podle SEQ ID NO.2.

Nukleova kyselina kédujici amylolyticky protein, jejiZz nukleotidova
sekvence je alespon z 90 % identicka s nukleotidovou sekvenci
uvedenou v SEQ ID NO.1, zvlasté v ¢asti, kterd odpovida amino-
kyselinam 32 az 516 podle SEQ ID NO.2.

Nukleova kyselina kédujici amylolyticky protein, ktera je ze 100 %
identickéa s nukleotidovou sekvenci uvedenou v SEQ ID NO.1, zvlasté v
Casti, ktera odpovida aminokyselinam 32 az 516 podle SEQ ID NO.2.

Nukleova kyselina, ktera kéduje néktery z proteinli nebo derivatd,

uvedenych v narocich 1 az 15.

Pfirozeny organizmus, ktery tvofi néktery z proteintl nebo derivat(
uvedenych v narocich 1 az 15 nebo obsahuje nukleové kyseliny, které

je koduiji.

Pfirozeny organizmus podle naroku 20, ktery je mikroorganizmem,

vyhodné bakterii.
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Pfirozeny organizmus podle naroku 21, pfiéemz bakterii je gram-

pozitivni bakterie.

Pfirozeny organizmus podle naroku 22, pfiéemZ grampozitivni bakterie
je rodu Bacillus, zejména Bacillus sp A 7-7, zvlasté Bacillus sp. A 7-7
DSM (12368).

Vektor, ktery obsahuje ¢ast nukleové kyseliny uvedenou v narocich 16
az 19 nebo Cast nukleové kyseliny, kterd koduje néktery z proteinli nebo

derivatd uvedenych v narocich 1 az 15.

Klonovaci vektor podle naroku 24.

Expresni vektor podie naroku 24.

Bunka, ktera obsahuje vektor podle nékterého z narokll 24 az 26.

Hostitelska bunka, ktera exprimuje jeden z proteinl nebo derivati
uvedenych v narocich 1 aZ 15, nebo mize dat k jeho expresi podnét,

vyhodné za pouZziti expresniho vektoru podie naroku 26.

Hostitelska burika podle naroku 28, ktera je bakterii, zvlasté bakterii,

ktera vymeésuje vytvofeny protein nebo derivat do okolniho prostiedi.

Hostitelska bufika podle naroku 28 nebo 29, ktera je bakterii rodu
Bacillus, zvlasté druhu Bacillus licheniformis, Bacillus amylolique-

faciens, Bacillus subtillis nebo Bacillus alcalophilus.
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Hostitelska buritka podle naroku 28 nebo 29, ktera je grampozitivni
bakterii.

Hostitelska buiika podie naroku 31, ktera patfi do rodu Escherichia,
vyhodné do rodu Escherichia coli, zvla§té vyhodné& do nékterého
z kmenl E.coli JM 109, E.coli DH 100B nebo E.coli DH 128S.

Hostitelska bunika podle naroku 28, ktera je eukaryontni bufikou, zvIa§té

burikou, ktera vytvofeny protein posttranslaéné modifikuje.

ZpUsob vyroby proteinu nebo derivatu podle nékterého z narokd 1 az

15, vyznacujici se tim, Ze ze pouZije nukleova kyselina podle
nékterého z narokl 16 az 19 a/nebo se pouzije vektor podle nékterého
z narokll 24 az 26 a/nebo se pouzZije hostitelska burika podle né&kterého
z narok( 28 az 33 nebo se pouZije buﬁka, ktera jej tvofi, zvlasté burka

podle nékterého znarokd 20 az 23.

Praci nebo Cistici prostfedek, vyznacujici se tim, Ze obsahuje

protein nebo derivat podle nékterého z narokl 1 az 15.

Praci nebo Cistici prostiedek podle naroku 35, vyznacujici se
t i m, Ze obsahuje 0,000001 % hmotn. az 5 % hmotn., zvlasté& 0,00001

% hmotn. aZz 3 % hmotn. amylolytického proteinu nebo derivatu.

Praci nebo Cistici prostiedek podle nékterého z narokd 35 nebo 36,
vyznadujici se tim, Ze navic obsahuje jeden nebo vice jinych

amylolytickych protein(, zviasté a-amylazy.
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Praci nebo Cistici prostfedek podle nékterého z narokd 35 az 37,
vyznacujici se tim, Ze navic obsahuje jiné enzymy, zviasté

jednu nebo vice proteaz, lipaz, p-glukanaz a/nebo celulaz.

Praci nebo Cistici prostfedek podle nékterého z narokl 35 az 38,

vyznacujici se tim, Ze sestdva z vice nez jedné faze.

Praci nebo Cistici prostfedek podle nékterého z narokl 35 az 39,
vyznadcujici se tim, Ze je pevny a alespofi dva rlizné prasky

nebo granulaty jsou spole¢né smichany v celkem volné formé.

Praci nebo Cistici prostfedek podle naroku 39, vyznadujici se
tim, Ze alespori dvé pevné faze jsou navzajem spojené, zvlasté po

spoleéném kompaktaénim kroku.

Pevny praci nebo Cistici prostfedek podle nékterého z narokti 39 az 41,
vyznacujici se tim, Ze alespofi jedna z fazi obsahuje materiél
senzitivni na amylazu, zvlasté skrob, nebo je jim alespor &asteéné

obklopena nebo povrchové upravena.

Praci nebo Cistici prostifedek podle nékterého z narokll 35 az 42,
vyznadcujici se tim, Ze je tekuty, gelovity nebo pastozni a
obsazeny protein a/nebo alespofi jeden z obsaZenych enzymii a/nebo
alespon jedna z ostatnich obsaZenych sloZek je samostatné nebo
spolecné s jinymi slozkami ve formé kapsli, vyhodné v mikrokapslich,

zvlasté vyhodné v kapslich z materiadlu senzitivniho na amylazu
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Praci nebo Cistici prostfedek podle nékterého z narok(l 35 az 43,
vyznacujici se tim,Ze se amylolyticka aktivita modifikuje
jednou z ostatnich sloZek prostfedku, zvia$té stabilizuje, a/nebo pfipiva

ke zvyseni praciho popfipadé Cisticiho Géinku prostifedku.

Zpusob cisténi textilii nebo tvrdych povrchi, vyznadujici se
tim, Ze alespon v nékterém z krokl zplsobu je amylolyticky protein

nebo derivat podle narokd 1 az 15 aktivni.

ZpUsob cCisténi textilii nebo tvrdych povrchl, vyznadujici se
tim, Ze se alespofi v nékterém z krok( zplsobu pouZije prostfedek

podle nékterého z narokl 35 az 44.

ZpUsob podle naroku 45 nebo 46, vyznadujici se tim, Ze se
amylolyticky protein nebo derivat v pfislusném kroku zplsobu pouZije v
mnoZstvi 0,01 mg az 200 mg na pouZiti, vyhodné& 0,02 mg aZ 100 mg na

pouziti.

Pouziti amylolytického proteinu nebo derivatu podle né&kterého z narokd
1 az 15 samotnéeho nebo spoleéné s alespof jednou jinou Géinnou
latkou s &isticim u¢inkem nebo podporujici &istici G&inek pro &isténi

textilii nebo tvrdych povrchd.

Pouziti praciho nebo Cisticiho prostiedku podle né&kterého z narokd 35

az 44 pro ¢isténi textilii nebo tvrdych povrchda.

PouZiti podle naroku 48 nebo 49, pfi€emz se na pouziti, vyhodné na

pouziti v myCce nadobi nebo v praéce pradla, pouzije 0,01 mg az
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200 mg amylolytického proteinu nebo derivatu, vyhodné 0,02 mg a2

100 mg amylolytického proteinu nebo derivatu.

Pouziti amylolytického proteinu nebo derivatu podle n&kterého z narok
1 az 15 samotného nebo spole¢né s alespoii jednou jinou Gdinnou
latkou s Cisticim u¢inkem nebo podporujici gistici Gdinek v pracim nebo
Cisticim prostfedku, sestavajicim z vice nez jedné faze, pro aktivaci

vlastni nebo jiné faze.

Pouziti amylolytického proteinu nebo derivatu podle nékterého z narok
1 aZz 15 samotného nebo spole¢né s alespori jednou jinou Gginnou
latkou s Cisticim Gcinkem nebo podporujici gistici Gginek v pracim nebo
Cisticim prostfedku se sloZzkami ve formé kapsli pro uvolfiovani t&chto

slozek z kapsli.

Pouziti proteinu nebo derivatu podle nékterého z narokl 1 az 15 pro
Upravu surovin nebo meziproduktl pfi vyrobé textilii, zviaté pro

odslichtovani baviny.

Zpusob  ztekucovani  Skrobu, zvla§t& pfi  vyrob& ethanolu,
vyznacujici se tim, Ze se pfitom pouZije protein nebo derivat

podle nékterého z narokll 1 az 15.

Pouziti proteinu nebo derivatu podle nékterého z narokt 1 az 15 pro
vyrobu linearnich oligosacharid( a/nebo oligosacharida s kratkym

fetézcem.

Pouziti proteinu nebo derivatu podle nékterého z narokl 1 az 15 pro

hydrolyzu cyklodextrina.
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PouZiti proteinu nebo derivatu podle nékterého z narokd 1 aZ 15 pro
uvolnovani nizkomolekularnich slou€enin z polysacharidovych nosiéa

nebo cyklodextrin(.

PouZiti proteinu nebo derivatu podle nékterého z narok( 1 az 15 pro

vyrobu potravin a/nebo potravinovych sloZek.

PouZiti proteinu nebo derivata podle nékterého z narokd 1 az 15 pro

vyrobu krmiva pro zvifata a/nebo krmivovych sloZek pro zvifata.

Pouziti proteinu nebo derivatu podle nékterého z naroklt 1 az 15 pro

rozpousténi lepidel s obsahem $krobu.

Doc¢asny zplUsob lepeni,vyznacujici se tim, Ze se pfitom

pouzije protein nebo derivat podle nékterého z narokl 1 az 15.

Zastupuje:
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Novy amylolyticky enzym z Bacillis sp A 7-7 (DSM 12368)

a praci a Cistici prostfedelf s timto novym amylolytickym enzymem

H 4713 / H 4846

DE10036752
2000-07-28

DE10036753
2000-07-28

2

PatentIﬁ Ver. 2.1

1
1551
DNA

Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368)

CDS
(1) .. (1551

|

mat_peptide

(94)

1

atg aga aaa cgt
Met Arg Lys Arg
-30

ttg gta ctt aca
Leu Val Leu Thr

-15

cat aat ggc aca
His Asn Gly Thr

cca aat gac ggt

Pro Asn Asp Gly

20

ctt zaa gat aaa
Leu Lys Asp Lys

35

ggg gct tct caa
Gly Ala Ser Gln

50

aaa
Lys

tca
Ser

aat
Asn

aat

_Asn

g9g
Gly

aat
Asn

aat
Asn

ata
Ile
-10

gga
Gly

cat
His

att
Ile

gat
Asp
55

gga
Gly
~25

cct
Pro

aca
Thx

tgg
Trp

aca
Thr
40

gta
vVal

tta
Leu

ttt
Phe

atg
Met

aat
Asn
25

gcg
Ala

999
Gly

atce
Ile

act
Thr

atg
Met
10

aga

gtt
val

tat
Tyxr

Ser

tca
Ser

caa
Gln

tta
Leu

tgg

gga
Gly

att

‘Ile

gca
Ala
-5

tat
Tyxr

aga

Axg

ata
Ile

gcc
Ala
60

Efa
Leu
-20

aac
Asn

ttt
Phe

tca
Ser

cca
Pro
45

tat
Tyr

tg
Leu

gta
val

gaa
Glu

gat
Asp
30

cct

Pro

gat
Asp

gca
Ala

gaa
Glu

tgg
Trp
15

gca
Ala

gct
Ala

ctg
Leu

g oot
o ct

gca
Ala
-1

tat
Tyx

Ser

tgg
Trp

tat
Tyr

ttg
Leu

cac
His

ttg
Leu

aat
Bsn

aaa
Lys

gat
Asp
65

>
(&)

96

144

192

240

288




tta
Leu-

cgt
Arg

caa
Gln

act
Thr

gaa
Glua
130

cct

Pro

ttc
Phe

tat
Tyx

gag
Glu

cac
His
210

aat

Asn.

zaa
Lys

ggt
Gly

gca
Ala

gat
Asp
290

aat

gga
Gly

aat
Asn

gta
val

gag
Glu
115

gtc
val

ggt
Gly

gat
Asp

aaa
Lys

aac
Asn
195

cct
Pro

aca
Thr

tat
Tyr

aaa
Lys

att
Ile
275

gtg
vVal

tat

géa
Glu

caa
Gln

tac
Tyr
100

tgg
Trp

tct
Ser

cga
Arg

ggt
Gly

ttc
Phe
180

gga
Gly

gaa
Glu

ctg
Leu

agc
Ser

aat
Asn
260

gaa
Glu

cce
Pro

gat

ttc
Phe

tta
Leu
85

gga
Gly

gtt
val

ggt
Gly

ggt
Gly

gta
vVal
165

aga

aac
Asn

gta
val

ggd
Gly

ttt
Phe
245

atg
Met

aat
Asn

ctg
Leu

atg

aat
Asn
70

caa
Gln

gat
Asp

cga
Arg

gat
Asp

aat
Asn
150

gat
Asp

gga
Gly

tat
Tyr

gtg
val

cta
Leu
230

act
Thr

ttt
Phe

tac
Tyr

cat
His

agg

caa
Gln

gct
Ala

gtc
val

gcg
Ala

tat

Tyxr
135

acc

Thr

tgg
Trp

gat
Asp

gac
Asp

aat
Asn
215

gac
Asp

cgt

gca
Ala

tta
Leu

tat
Tyr
295

caa

aaa
Lys

gca
Ala

gta
val

gtt
vVal
120

acg
Thx

cac
His

gat
Asp

gga
Gly

tat
Tyr
200

gaa

Glu

g99g
Gly

gat
Asp

gtt
val

agt
Ser
280

aac
Asn

ata

gga
Gly

gta
val

atg
Met
105

gaa
Glu

att
Ile

tct
Ser

cag
Gln

aaa
Lys
185

cta

Leu

cte
Leu

ttc
Phe

tgg
Trp

gca
Ala
265

aaa
Lys

ctt
Leu

ttt

acc
Thr

acc
Thr.
90

aat
Asn

gtg
Val

gag
Glu

aac
Asn

tca
Ser
170

ggt
Gly

atg
Met

ctt
Leu
250

gag
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

aat

gta
Val
75

gcec
Ala

cat
His

aac
Asn

gct
Ala

ttt
Phe
155

cgt
Axrg

tgg

Trp

tac
Tyr

aac

Asn T

ata

" Ile

235

act
Thr

ttc
Phe

aat
Asn

aat
Asn

gga

cgt
Arg

tta
Leu

aag
Lys

cca
Pro

tgg
Trp
140

aaa

Lys

caa
Gln

gac
Asp

gcg
Ala

cac
His

tgg
Trp

tgg
Trp

gca
Ala
300

aca

aca
Thr

aaa
Lys

ggt
Gly

agt
Ser
125
act
Thr

tgg
Trp

ttg
Leu

tgg
Trp

gat
Asp
205

ggt
Gly

gcg
Ala

gtt
Val

aag
Lys

aat
Asn
285

tecg
Ser

gtt

aag
Lys

agt
Ser

gga
Gly

110

aat
Asn

aag
Lys

aga
Arg

cag
Gln

gaa
Glu
190
att
Ile

gta
val

gta
val

aga
Arg

aat
Asn
270

cat
His

aga
Arg

gtt

tac
Tyx

aat
Asn
95

gcg
Ala

cgt
Arg

ttt
Phe

tgg
Trp

aat
Asn
175

gtt
Val

gat
Asp

tgg
Trp

aaa
Lys

aat
Asn
255

gac
Asp

teca
Ser

agt

Ser

cag

gga
Gly
80

ggt
Gly

gat
Asp

aat
Asn

gat

tat
Tyr
160

cga

Arg

gat
Asp

atg
Met

tat
Tyx

cat
His
240

acg
Thr

ata
Ile

gtt
val

ggt
Gly

aga

att
Ile

gcc
Ala

caa
Gln

ttt
Phe
145

cat
His

atc
Ile

aca
Thr

gat
Asp

acc
Thr
225

‘ata

Ile

aca
Thr

ggt

336

384

432

480

Gly

ttt
Phe

ggc
Gly
305

cat

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056




Met Arg Gln Ile Phe Asn
310

Gly
315’

Asn Tyr Asp

ttt
Phe

‘aca
Thr

gta
Val

gtt
Val

gat
Asp
330

cat
His

cct
Pro

aca
Thr

gct
Ala
325

aac
Asn

ttt
Phe

tag
Trp

tca
Ser

gtt
Val

cta
Leu
340

gcc
Ala

gaa
Glu
345

gag
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

tat
Tyr

caa
Gln

aca
Thr

cta
Leu

cgt
Arg

gat
Asp
360

gga
Gly

aca
Thr

ctc
Leu
355

gct
Ala

cat
His

att
Ile

gta
Val

ggt
Gly

tat
Tyr

tat
Tyx

gat
Asp
370

ccg
Pro
375

acg
Thr

g99g
Gly

att
Ile

tta gaa
Leu Glu
390

cgt caa

Gln

att
Ile

gca
Ala

gat
Asp

ccg
Pro

aag
Lys
395

att
Ile

aat
Asn

cat
His

cac
His

atg
Met
410

tat
Tyr

aat
Asn

gat
Asp

ttg
Leu
405

gat
Asp

cta
Leu

tca
Ser

aac
Asn

cce
Pro

cat
His

aat
Asn

gga
Gly
425

aca
Thr

gca
Ala

gca
Ala
420

tat
Tyxr

atg
Met
440

gtt
Val

aat
Asn

aaa tgg
Lys Trp

cca
Pro

g9g
Gly

gga
Gly
435

gga
Gly

‘aat
Asn

att
Ile

tca
Sexr

aca
Thr
455

gtt
val
450

gat
Asp

gga
Gly

cgc
Arg

tgg
Trp

aga
Arg

ttt
Phe

tct
Ser

aat
Asn
© 475

gta
Val

ggt
Gly Asn
470

gca
Ala

gat
Asp

tgg
Trp

gg99
Gly

aat taa
Asn

485

aat
Asn

gta
Val

tgg
Trp

<210> 2

<211> 516

<212> PRT ,

<213> Bacillus sp. A 7-7 (DSM 12368)

<400> 2

Met Brg Lys Arg Lys Asn Gly Leu Ile Ser
1 5 10

Leu Val Leu Thr Ser Ile Pro Phe Thr Ser

_ 20 25
His Asn Gly Thr Asn Gly Thr Met Met Gln
35 . 40
Pro Asn Asp Gly Asn His Trp Asn Arg Leu

Thr

cat
His

ttc
Phe

cct
Pro

cca
Pro
380
tat
Tyr

ggc
Gly

act
Thr

cgt
Arg

ggt
Gly
450

aggt

Gly

Ile
Rla
Tyr

Arg

e

Val Arg His

320
tca 1104
Ser

gat
Asp

cag ccg gaa
Gln Pro Glu
335 .

tta 1152
Leu

tgt
Cys

aaa
Lys

gcg
Ala

ccg
Pro
350
ttt 1200 -
Phe

tat
Tyr

tece
Ser
365

gtt
Val

gga
Gly

tect 12438

Ser

aaa
Lys

aag
Lys
385

atg
Met

gca
Ala

caa 1236

Gln

tac
Tyr

aaa
Lys
400

gga
Gly

gcg
Ala

ggt
Gly

cgt
Arg
415

gaa
Glu

tgg
Trp

acg
Thr

att
Ile

gge
Gly

gat
Asp

tcg
Ser

atg
Met
430

caa
Gln

gga
Gly

aat
Asn
445

gct
Ala

aag
Lys

att 1488

Ile

aac
Asn
465

acg
Thr

gtg
val

acg
Thr

ata 1536

Ile

tct
Ser
480

tect
Ser

gta
val

999
Gly

" 1551

Ala Phe Leu
15

Ala

Leu Leu

Glu His

30
Trp

Asn Val

Phe Glu Leu
45

Asp

Tyr

Ser Ala Ser Asn
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