ES 2 865 080 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

)2 ESPANA
o (@ Numero de publicacion: 2 865 080
GDint. Ci.;
C12N 9/20 (2006.01)

C11D 3/386 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud internacional: 11.10.2013  PCT/US2013/064672
Fecha y nimero de publicacién internacional: 17.04.2014 WO14059360

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  11.10.2013  E 13780299 (7)

Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 27.01.2021  EP 2906691

T|’tu|0: Composiciones y métodos que comprenden una variante de enzima lipolitica

Prioridad: @ Titular/es:
12.10.2012 US 201261713436 P DANISCO US INC. (100.0%)
925 Page Mill Road
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la Palo Alto, California 94304, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:
14.10.2021

GRAYCAR, THOMAS P,;
PRICELIUS, SINA;

POULOSE, AYROOKARAN J.y
ESTELL, DAVID A.

Agente/Representante:
FLORES DREOSTI, Lucas

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 865080 T3

DESCRIPCION
Composiciones y métodos que comprenden una variante de enzima lipolitica
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] Las enzimas lipoliticas, incluidas las lipasas y las cutinasas, se han empleado en composiciones de limpieza
detergentes para eliminar las manchas de grasa. Uno de los mecanismos por medio de los que funcionan las
enzimas lipoliticas es la hidrélisis de los triglicéridos para generar acidos grasos. Sin embargo, estas enzimas
suelen ser inhibidas por los tensioactivos y otros componentes presentes en la composicion de limpieza, lo que
interfiere en su capacidad para eliminar las manchas de grasa. Por consiguiente, existe la necesidad de contar con
enzimas lipoliticas que puedan funcionar en el duro entorno de las composiciones de limpieza.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0002] La presente invencién proporciona enzimas lipoliticas mejoradas, especialmente enzimas Utiles para
composiciones detergentes. Especificamente, la presente invencién proporciona variantes de enzima lipolitica que
presentan una o mas modificaciones, como una sustitucién, en comparacion con una enzima lipolitica original.
Esto puede lograrse mediante la introduccion de mejoras en la enzima, por medio de la mejora del rendimiento de
lavado en formulaciones detergentes estandar y formulaciones detergentes de bajo contenido en tensioactivos, la
estabilidad de la enzima en composiciones detergentes, la termoestabilidad de la enzima, la hidrélisis de sustrato,
la expresion y/o los perfiles de carga/hidrofobicidad modificados que mejoran la eficacia de la enzima en un ciclo
de lavado. La presente invencién proporciona variantes de enzimas lipoliticas como se define en la reivindicacion
1, incluidas, entre otras, las variantes de enzimas lipasas lipoliticas, que son particularmente adecuadas y Utiles
en una variedad de aplicaciones de limpieza. La invencién también proporciona métodos de limpieza que utilizan
variantes de enzima lipolitica de la presente invencion.

[0003] Como se expone en el presente documento, una variante de enzima lipolitica o un fragmento activo de la
misma puede comprender una modificacion de amino&cido en una enzima lipolitica original, donde la modificacién
se encuentra en una posicion productiva de la variante de enzima lipolitica, donde al menos una modificacién de
las modificaciones probadas en la posicion productiva cumple al menos con uno de los siguientes criterios:

a) una posicion en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en relaciéon con la TLL original para la
expresion, la actividad de micromuestra CS-61 a un pH 8,2, la actividad en sustratos de ésteres de p-nitrofenilo
aunpH®6ounpH 8,2, y la estabilidad del detergente, la estabilidad de LAS o la termoestabilidad son mayores
o iguales a 0,9 y, ademas, tienen un IR para cualquiera de estas pruebas mayor o igual a 1,0;

b) una posicion en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en relacién con la TLL original para la
expresion, la actividad de micromuestra CS-61 a un pH 8,2, la actividad en sustratos de ésteres de p-nitrofenilo
aunpH 6o unpH 8,2, y la estabilidad del detergente, la estabilidad de LAS o la termoestabilidad son mayores
o iguales a 0,8 y, ademas, tienen un IR para cualquiera de estas pruebas mayor o igual a 1,2;

¢) una posicion en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en relacién con la TLL original para la
expresion, la actividad de micromuestra CS-61 a un pH 8,2, la actividad en sustratos de ésteres de p-nitrofenilo
aunpH®6ounpH 8,2,y la estabilidad del detergente, la estabilidad de LAS o la termoestabilidad son mayores
o iguales a 0,5 y, ademas, tienen un IR para cualquiera de estas pruebas mayor o igual a 1,5;

y donde la posicion productiva es 130, donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan
numeradas por correspondencia con la secuencia de aminodacidos de la lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL
establecida en SEQ ID NO: 4.

[0004] En una realizacion, la invencion es una composicion de limpieza que comprende al menos una variante de
enzima lipolitica de la invencién. En algunas realizaciones, la invencion incluye ademas una enzima adicional del
grupo que consiste en hemicelulasas, celulasas, peroxidasas, enzimas lipoliticas, enzimas metalolipoliticas,
xilanasas, lipasas, fosfolipasas, esterasas, perhidrolasas, cutinasas, pectinasas, pectato liasas, mananasas,
queratinasas, reductasas, oxidasas, fenoloxidasas, lipoxigenasas, ligninasas, pululanasas, tanasas,
pentosanasas, malanasas, 3-glucanasas, arabinosidasas, hialuronidasas, condroitinasas, lacasas y amilasas.

[0005] También se da a conocer un método de limpieza, que comprende poner en contacto una superficie o un
articulo con una composicion de limpieza que comprende al menos una variante de enzima lipolitica indicada
anteriormente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 es un mapa del plasmido de pHYT-TLLwt.
La figura 2 muestra la actividad de lipasa en la enzima lipasa de TLL con diferentes niveles de adyuvante.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0007] La presente invencién proporciona enzimas lipoliticas mejoradas tal y como se define en la reivindicacion
1, especialmente enzimas Utiles para composiciones detergentes. Especificamente, la presente invencion
proporciona variantes de enzima lipolitica que presentan una o mas modificaciones, como una sustitucién, en
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comparaciéon con una enzima lipolitica original. Esto puede lograrse mediante la introduccion de mejoras en la
enzima, por medio de la mejora del rendimiento de lavado, la estabilidad de la enzima en composiciones
detergentes, la termoestabilidad de la enzima, y/o la hidrélisis de sustrato modificada, y/o los perfiles de
carga/hidrofobicidad que mejoran la eficacia de la enzima en un ciclo de lavado. La presente invencion proporciona
variantes de enzimas lipoliticas, incluidas, entre otras, las variantes de enzimas lipasas lipoliticas, que son
particularmente adecuadas y Utiles en una variedad de aplicaciones de limpieza. También se dan a conocer
composiciones que comprenden al menos una de las variantes de enzimas lipoliticas (p. €j., variantes de lipasas)
establecidas en la presente memoria. Algunas de dichas composiciones comprenden composiciones detergentes.
Se proporcionan variantes de enzimas lipoliticas de la especie Thermomyces y composiciones que comprenden
una o mas de dichas variantes de lipasas. Las variantes de enzima lipolitica de la presente invencién pueden
combinarse con otras enzimas Utiles en composiciones detergentes. También se proporcionan composiciones
enzimaticas que presentan un rendimiento de lavado comparable o mejorado, en comparacion con enzimas
lipoliticas conocidas, tales como las enzimas lipasas lipoliticas conocidas. También se proporcionan métodos de
limpieza que utilizan variantes de enzima lipolitica de la presente exposicion.

[0008] La exposicion incluye variantes de enzima de enzimas lipoliticas que presentan una o mas modificaciones
a partir de una enzima lipolitica original. Las variantes de enzima pueden ser Utiles en una composicién detergente
con un indice de rendimiento minimo en relaciéon con el rendimiento de lavado, la hidrélisis de sustrato, la
estabilidad de la enzima en composiciones detergentes y la termoestabilidad de la enzima, al tiempo que presentan
al menos una de estas caracteristicas mejorada a partir de una enzima lipolitica original.

[0009] Ademas, la exposicion proporciona modificaciones, tales como una sustitucion, en una o mas posiciones
de aminoacido en una enzima lipolitica que puede ser (til en una composicion detergente donde las modificaciones
favorables dan como resultado un indice de rendimiento minimo en relacién con el rendimiento de lavado, la
hidrolisis de sustrato, la estabilidad de la enzima en las composiciones detergentes y la termoestabilidad de la
enzima, al tiempo que presentan al menos una de estas caracteristicas mejorada a partir de una enzima lipolitica
original. Estas modificaciones se consideran modificaciones adecuadas. Estas posiciones de aminoacido pueden
considerarse posiciones utiles para modificaciones combinatorias de una enzima lipolitica original. Las posiciones
de amino&cido de enzimas lipoliticas que se consideran posiciones Utiles se pueden caracterizar, ademas, por
tener multiples modificaciones que son adecuadas para su uso en una composicién detergente. Para cada
posicién, un mayor nimero de posibles modificaciones adecuadas indica una mayor productividad de una posicién
concreta.

[0010] Salvo que se defina de otro modo en el presente texto, todos los términos técnicos y cientificos utilizados
en el presente documento tienen el mismo significado que el que entienden comunmente los expertos en la materia
a la que pertenece esta invencién. Aunque en la practica de la presente invencion se pueden utilizar muchos
métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, aqui se describen algunos
métodos y materiales. Por consiguiente, los términos que se definen inmediatamente a continuacion se describen
de forma mas completa con referencia a la memoria en su conjunto. Asimismo, en el sentido en que se usan en la
presente memoria, los términos singulares "un", "una", "el" y "la" incluyen la referencia al plural salvo que el contexto
indique claramente lo contrario. Salvo que se indique lo contrario, los acidos nucleicos estan escritos de izquierda
a derecha en una orientacién de 5' a 3'; las secuencias de aminodcidos estan escritas de izquierda a derecha en
una orientacion de amino a carboxi, respectivamente. Cabe comprender que la presente invencién no se limita a
la metodologia, los protocolos y los reactivos especificos aqui descritos, dado que estos pueden variar en funcion
del contexto en el que los utilizan los expertos en la materia.

[0011] Se pretende que cada limitacién numérica maxima proporcionada a lo largo de la presente memoria incluya
cada limitacién numérica inferior, como si dichas limitaciones numéricas inferiores se encontrasen expresamente
escritas en el presente documento. Todo limite numérico minimo proporcionado a lo largo de esta memoria incluira
todo limite numérico superior, como si dichos limites numéricos superiores estuvieran escritos expresamente en la
presente memoria. Todo intervalo numérico proporcionado a lo largo de esta memoria incluira todo intervalo
numérico mas reducido que se encuentre dentro de dicho intervalo numérico mas amplio, como si dichos intervalos
numéricos mas reducidos estuvieran escritos expresamente en el presente documento.

[0012] Una "proteina" o "polipéptido" comprende una secuencia polimérica de residuos de aminoacido. Los
términos "proteina" y "polipéptido" se utilizan indistintamente en el presente documento. A lo largo de la presente
exposicion, se utiliza el cédigo de unay tres letras para los aminoacidos, tal y como se define de conformidad con
la comision conjunta de nomenclatura bioquimica (JBCN, por sus siglas en inglés) de la IUPAC-IUB. Se
comprendera también que se puede codificar un polipéptido mediante mas de una secuencia de nucleétidos debido
a la degeneracion del cédigo genético. Las mutaciones se pueden denominar mediante el cédigo de una letra para
el aminoécido original, seguido por un nimero de posicion y, a continuacién, el codigo de una letra para la variante
de aminoéacido. Por ejemplo, la mutacion de glicina (G) en la posicion 87 a serina (S) se puede representar como
“G087S” 0 “G87S”. Pueden indicarse multiples mutaciones insertando un “-” entre las mutaciones. Por ejemplo, las
mutaciones en las posiciones 87 y 90 se pueden representar como “G087S-A090Y” o “G87S-A90Y” o “G87S +
A90Y” 0 “G087S + A090Y”.
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[0013] Los términos “derivado/a(s) de” y “obtenido/a(s) de” se refieren no solo a una enzima lipolitica producida o
producible por una cepa del organismo en cuestion, sino también una enzima lipolitica codificada por una secuencia
de ADN aislada de dicha cepa y producida en un organismo huésped que contiene dicha secuencia de ADN. De
forma adicional, el término se refiere a una enzima lipolitica codificada por una secuencia de ADN de origen ADNc
y/o sintético y que tiene las caracteristicas identificativas de la enzima lipolitica en cuestion. A modo de ejemplo,
“enzimas lipoliticas derivadas de Thermomyces” se refiere a las enzimas con actividad lipolitica que son producidas
de forma natural por Thermomyces, asi como a las enzimas lipoliticas como las producidas por fuentes de
Thermomyces, pero que son producidas mediante el uso de técnicas de ingenieria genética por organismos no
Thermomyces transformados con un acido nucleico que codifica las enzimas lipoliticas.

[0014] Tal como se utiliza en el presente documento, “homologia” se refiere a similitud o identidad de secuencia,
prefiriéndose la identidad. La homologia puede determinarse utilizando técnicas estandar conocidas en la técnica
(véase, p. ej., Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981); Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970);
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988); programas de software como GAP, BESTFIT,
FASTA y TFASTA del paquete de software Wisconsin Genetics Software Package (Genetics Computer Group,
Madison, Wisconsin); y Devereux et al., Nucl. Acids Res. 12:387-395 (1984)). Un ejemplo de algoritmo util es
PILEUP. PILEUP crea un alineamiento multiple de secuencias a partir de un grupo de secuencias relacionadas
utilizando alineamientos progresivos por pares. También puede trazar un arbol que muestra las relaciones de
agrupamiento utilizadas para crear el alineamiento. PILEUP utiliza una simplificacién del método de alineamiento
progresivo de Feng y Doolittle (véase, Feng y Doolittle, J. Mol. Evol. 35:351-360 (1987)). El método es similar al
descrito por Higgins y Sharp (véase, Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-153 (1989)). Unos parametros Utiles de
PILEUP incluyen un peso de hueco por defecto de 3,00, un peso de longitud de hueco por defecto de 0,10 y huecos
de extremo ponderados. Otro ejemplo de algoritmo util es el algoritmo BLAST, descrito por Altschul et al., (véase,
Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); y Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787
(1993)). Un programa BLAST especialmente util es el programa WU-BLAST-2 (véase, Alischul et al., Meth.
Enzymol. 266:460-480 (1996)). WU-BLAST-2 utiliza varios parametros de busqueda, la mayoria de los cuales se
establecen en los valores por defecto. Los parametros ajustables se establecen con los siguientes valores: intervalo
de solapamiento = 1, fraccién de solapamiento = 0,125, umbral de palabra (T) = 11. Los parametros HSP Sy HSP
S2 son valores dinamicos y son establecidos por el propio programa en funcién de la composicion de la secuencia
concreta y de la composicion de la base de datos concreta en la que se esta buscando la secuencia de interés. No
obstante, los valores pueden ajustarse para incrementar la sensibilidad.

[0015] El porcentaje de identidad de secuencia entre una secuencia de referencia y una secuencia de interés de
prueba puede determinarse facilmente por un experto en la materia. El porcentaje de identidad compartido por
secuencias polipeptidicas o polinucleotidicas se determina por comparacion directa de la informacion de la
secuencia entre las moléculas mediante el alineamiento de las secuencias y la determinacion de la identidad por
métodos conocidos en la técnica. Un ejemplo de un algoritmo adecuado para determinar la similitud de secuencia
es el algoritmo BLAST, (véase, Altschul, et al., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1990)). El software para llevar a cabo
los analisis BLAST esta disponible publicamente en el National Center for Biotechnology Information (Centro
Nacional de Informacién de Biotecnologia). Este algoritmo implica, en primer lugar, identificar pares de secuencias
de alta puntuacion (HSP, por sus siglas en inglés) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en
la secuencia de consulta que coinciden con o cumplen con alguna puntuacién umbral T con valor positivo cuando
se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de datos. Estas coincidencias de
palabras iniciales proximas actian como puntos de partida para encontrar pares de secuencias de alta puntuacién
mas largas que las contengan. Las coincidencias de palabras se expanden en ambas direcciones a lo largo de
cada una de las dos secuencias que se comparan hasta donde se pueda aumentar la puntuacién de alineamiento
acumulativa. La extension de las coincidencias de palabras se detiene cuando: la puntuacion de alineamiento
acumulativa disminuye en la cantidad X a partir de un valor maximo conseguido; la puntuacién acumulativa es cero
o inferior; o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan
la sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa BLAST utiliza por defecto una longitud de palabra (W)
de 11, la matriz de puntuacién BLOSUM®62 (véase, Henikoff y Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 89:10915
(1992)) alineamientos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M'5, N'-4, y una comparacion de ambas cadenas.

[0016] El algoritmo BLAST realiza a continuacion un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias
(véase, por ejemplo, Karlin y Altschul, supra). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es la
probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad por la que un
emparejamiento entre dos secuencias de nucle6tidos o aminodacidos se produciria al azar. Por ejemplo, un acido
nucleico se considera similar a un acido nucleico de enzima lipolitica de la presente invencion si la probabilidad de
suma mas pequefia en una comparacion del acido nucleico de prueba con respecto a un acido nucleico de enzima
lipolitica es inferior a aproximadamente 0,1, mas preferiblemente inferior a aproximadamente 0,01 y siendo lo mas
preferible inferior a aproximadamente 0,001. Cuando el acido nucleico de prueba codifica un polipéptido de enzima
lipolitica, se considera que es similar a un acido nucleico de enzima lipolitica concreto si la comparacion tiene como
resultado una probabilidad de suma mas pequena inferior a aproximadamente 0,5 y, mas preferiblemente, inferior
a aproximadamente 0,2.
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[0017] Porcentaje “idéntico” o “de identidad”, en el contexto de dos o mas secuencias de &cido nucleico o
polipéptido, se refiere a dos 0 mas secuencias que son iguales o que tienen un porcentaje especifico de residuos
de acido nucleico o residuos de aminoacido, respectivamente, que son iguales cuando se comparan y se alinean
para una similitud maxima, segun se determine utilizando un algoritmo de comparacién de secuencias o mediante
inspeccion visual. “Porcentaje de identidad de secuencia” o “% de identidad” o “% de identidad de secuencia” 0 “%
de identidad de secuencia de aminoacidos” de una secuencia de aminoacidos sujeto con respecto a una secuencia
de aminoé&cidos de referencia (es decir, de consulta) significa que la secuencia de aminoacidos sujeto es idéntica
(es decir, aminodcido a aminoacido) en un porcentaje especifico con respecto a la secuencia de aminoacidos de
consulta a lo largo de una longitud de comparacion cuando las secuencias estan alineadas de forma dptima. En
consecuencia, un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos o un 80 % de identidad en lo que respecta a
dos secuencias de aminodcidos significa que el 80 % de los residuos de aminodcido en dos secuencias de
aminoacidos alineadas de forma éptima son idénticos.

[0018] “Porcentaje de identidad de secuencia” o “% de identidad” 0 “% de identidad de secuencia” o “% de identidad
de secuencia de nucleétidos” de una secuencia de acido nucleico sujeto con respecto a una secuencia de acido
nucleico de referencia (es decir, de consulta) significa que la secuencia de acido nucleico sujeto es idéntica (es
decir, nucledtido a nucledtido para una secuencia polinucleotidica) en un porcentaje especifico con respecto a la
secuencia de consulta a lo largo de una longitud de comparacién cuando las secuencias estan alineadas de forma
optima. En consecuencia, un 80 % de identidad de secuencia nucleotidica o un 80 % de identidad en lo que
respecta a dos secuencias de acido nucleico significa que el 80 % de los residuos de nucledétidos en dos secuencias
de &cidos nucleicos alineadas de forma éptima son idénticos.

[0019] Los términos “alineamiento 6ptimo” o “alineado/a(s) de forma éptima” se refieren al alineamiento de dos (o
mas) secuencias que tienen la puntuacion mas alta de porcentaje de identidad. Por ejemplo, el alineamiento 6ptimo
de dos secuencias de proteinas puede obtenerse alineando de forma manual las secuencias de forma que se
alinee el maximo numero de residuos de aminoacidos idénticos en cada secuencia o utilizando programas de
software o procedimientos descritos en el presente documento o conocidos en la técnica. El alineamiento 6ptimo
de dos secuencias de acido nucleico puede obtenerse alineando de forma manual las secuencias de forma que se
alinee el maximo numero de residuos de nucleétidos idénticos en cada secuencia o utilizando programas de
software o procedimientos descritos en el presente documento o conocidos en la técnica.

[0020] En algunos modos de realizacién, dos secuencias polipeptidicas se consideran “alineadas de forma 6ptima”
cuando se alinean utilizando parametros definidos, como una matriz de sustitucion de aminoacidos definida, una
penalizacién por existencia de hueco (también denominada penalizacién por hueco abierto) y una penalizacién por
extensién de hueco, con el fin de conseguir la maxima puntuacioén de similitud posible para dicho par de secuencias.
La matriz de puntuacion de BLOSUM62 (véase, Henikoff & Henikoff, supra) suele utilizarse como matriz de
sustitucion de puntuacién por defecto en algoritmos de alineamiento de secuencias de polipéptidos (p. €.,
BLASTP). La penalizacion por existencia de hueco se impone para la introduccién de un solo hueco de aminoacido
en una de las secuencias alineadas, y la penalizacién por extension de hueco se impone para cada posicién de
residuo en el hueco. Algunos ejemplos de parametros de alineamiento utilizados son: Matriz de puntuacién de
BLOSUMG62, penalizacion por existencia de hueco =11 y penalizacién por extensién de hueco =1. La puntuacion
del alineamiento es definida por las posiciones de aminoacido de cada secuencia en las que empieza y acaba el
alineamiento (p. €j., la ventana de alineamiento), y opcionalmente por la insercion de un hueco o multiples huecos
en una 0 ambas secuencias, con el fin de conseguir la maxima puntuacién de similitud posible.

[0021] El alineamiento 6ptimo entre dos 0 mas secuencias puede determinarse manualmente mediante inspeccion
visual o utilizando un ordenador como, por ejemplo, sin caracter limitativo, el programa BLASTP para secuencias
de aminoé&cidos y el programa BLASTN para secuencias de acidos nucleicos (véase p. ej., Altschul et al., Nucleic
Acids Res. 25(17):3389-3402 (1997); véase también la pagina web del National Center for Biotechnology
Information (NCBI)).

[0022] Puede decirse que un polipéptido de interés es “sustancialmente idéntico” a un polipéptido original si el
polipéptido de interés comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente un 70 %,
al menos aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 85 %,
al menos aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 91 %, al menos aproximadamente un 92 %,
al menos aproximadamente un 93 %, al menos aproximadamente un 94 %, al menos aproximadamente un 95 %,
al menos aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, al menos aproximadamente un 98 %,
al menos aproximadamente un 99 % o al menos aproximadamente un 99,5 % de identidad de secuencia con
respecto a la secuencia de aminodacidos del polipéptido original. El porcentaje de identidad entre dos de dichos
polipéptidos puede determinarse manualmente mediante la inspeccion de las dos secuencias polipeptidicas
alineadas de forma éptima o utilizando programas de software o algoritmos (p. ej., BLAST, ALIGN, CLUSTAL) con
parametros estandar. Un indicativo de que dos polipéptidos son sustancialmente idénticos es que el primer
polipéptido reacciona inmunitariamente de forma cruzada con el segundo polipéptido. Normalmente, los
polipéptidos que difieren en sustituciones de aminoacidos conservativas reaccionan inmunitariamente de forma
cruzada. Por tanto, un polipéptido es sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los
dos péptidos difieren Unicamente en una sustitucion conservativa de aminoacidos o una o mas sustituciones
conservativas de aminodcidos.
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[0023] Puede decirse que un &cido nucleico de interés es “sustancialmente idéntico” a un acido nucleico original
si el acido nucleico de interés comprende una secuencia nucleotidica que tiene al menos aproximadamente un
70 %, al menos aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un
85 %, al menos aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 91 %, al menos aproximadamente un
92 %, al menos aproximadamente un 93 %, al menos aproximadamente un 94 %, al menos aproximadamente un
95 %, al menos aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, al menos aproximadamente un
98 %, al menos aproximadamente un 99 % o al menos aproximadamente un 99,5 % de identidad de secuencia
con respecto a la secuencia nucleotidica del &cido nucleico original. El porcentaje de identidad entre dos de dichos
acidos nucleicos puede determinarse manualmente mediante la inspecciéon de las dos secuencias de acido
nucleico alineadas de forma éptima o utilizando programas de software o algoritmos (p. ej., BLAST, ALIGN,
CLUSTAL) con parametros estandar. Un indicativo de que dos secuencias de acido nucleico son sustancialmente
idénticas es que las dos moléculas de &cido nucleico hibridan entre si en condiciones estrictas (por ejemplo, en un
intervalo de rigor medio-alto).

[0024] Un acido nucleico o polinucleétido esta “aislado” cuando esta parcial o completamente separado de otros
componentes, incluidos, entre otros, por ejemplo, otras proteinas, acidos nucleicos, células, etc. De manera similar,
un polipéptido, proteina o péptido esta “aislado” cuando estd parcial o completamente separado de otros
componentes, incluidos, entre otros, por ejemplo, otras proteinas, acidos nucleicos, células, etc. Desde el punto
de vista de la molaridad, una especie aislada es mas abundante que otras especies en una composicion. Por
ejemplo, una especie aislada puede comprender al menos aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 70 %,
aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 85 %, aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 91 %,
aproximadamente un 92 %, aproximadamente un 93 %, aproximadamente un 94 %, aproximadamente un 95 %,
aproximadamente un 96 %, aproximadamente un 97 %, aproximadamente un 98 %, aproximadamente un 99 % o
aproximadamente un 100 % (desde el punto de vista de la molaridad) de todas las especies macromoleculares
presentes. De forma preferible, la especie de interés esta purificada hasta lograr una homogeneidad esencial (es
decir, las especies contaminantes no pueden detectarse en la composicion mediante métodos de deteccién
convencionales). La pureza y la homogeneidad pueden determinarse utilizando un ndmero de técnicas
ampliamente conocidas en la técnica, como electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida de una muestra
de proteina o acido nucleico, seguido de visualizacién tras la tincion. Si se desea, puede utilizarse una técnica de
alta resolucién, como cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), o medios similares,
para la purificacién del material.

[0025] El término “purificado(s)”, en aplicacién a acidos nucleicos o polipéptidos, indica un acido nucleico o
polipéptido que, en esencia, esta libre de otros componentes segun lo determinado por técnicas analiticas
ampliamente conocidas en la técnica (p. ej., un polipéptido o un polinucleétido purificado forma una discreta banda
en un gel de electroforesis, un eluato cromatogréafico y/o un medio sometido a centrifugacion en gradiente de
densidad). Por ejemplo, un &cido nucleico o polipéptido que da lugar esencialmente a una banda en un gel de
electroforesis esta “purificado”. Un acido nucleico o polipéptido purificado es al menos aproximadamente un 50 %
puro, normalmente al menos aproximadamente un 75 %, aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 85 %,
aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 91 %, aproximadamente un 92 %, aproximadamente un 93 %,
aproximadamente un 94 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 96 %, aproximadamente un 97 %,
aproximadamente un 98 %, aproximadamente un 99 %, aproximadamente un 99,5 %, aproximadamente un
99,6 %, aproximadamente un 99,7 %, aproximadamente un 99,8 % o mas puro (p. €j., porcentaje en peso desde
el punto de vista de la molaridad). De forma relacionada, la invencién proporciona métodos de enriquecimiento de
composiciones para una o mas moléculas, como uno o0 mas polipéptidos o polinucleétidos. Una composicion se
enriquece para una molécula cuando hay un incremento sustancial en la concentracién de la molécula después de
aplicar una técnica de purificaciéon o enriquecimiento. Un polipéptido o un polinucleétido sustancialmente puro de
la invencion (p. gj., una variante de enzima lipolitica sustancialmente pura o un polinucleétido sustancialmente puro
que codifica una variante de enzima lipolitica de la invencién, respectivamente) comprenderan, normalmente, al
menos aproximadamente un 55 %, aproximadamente un 60 %, aproximadamente un 70 %, aproximadamente un
80 %, aproximadamente un 85 %, aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 91 %,aproximadamente un
92 %, aproximadamente un 93 %, aproximadamente un 94 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un
96 %, aproximadamente un 97 %, aproximadamente un 98 %, aproximadamente un 99 %, aproximadamente un
99,5 % 0 mas en peso (desde el punto de vista de la molaridad) de todas las especies macromoleculares en una
composicién concreta.

[0026] La posicién de un residuo de aminoacido en una secuencia de aminoacidos determinada se numera
normalmente en el presente documento utilizando la numeracién de la posicién del residuo de aminoacido
correspondiente de la secuencia de aminoacidos de la lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL mostrada en SEQ
ID NO:4. Por lo tanto, la secuencia de aminoéacidos de la lipasa de T. lanuginosus TLL de SEQ ID NO:4 sirve como
secuencia original de referencia. Una secuencia de aminoacidos determinada, como una secuencia de
aminoacidos de una variante de enzima lipolitica descrita en el presente documento, puede alinearse con la
secuencia de TLL (SEQ ID NO:4) utilizando un algoritmo de alineamiento tal como se describe en el presente
documento, y un residuo de aminodcido de la secuencia de aminodcidos determinada que se alinea
(preferiblemente, se alinea de forma o6ptima) con un residuo de aminoacido de la secuencia de TLL puede
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numerarse de forma conveniente por referencia al residuo de aminoacido correspondiente en la secuencia de
lipasa TLL.

Enzimas lipoliticas

[0027] Tal y como se utiliza en el presente documento, una enzima lipolitica incluye una enzima, un polipéptido o
una proteina que muestran una capacidad de degradacion de lipido, tal como una capacidad de degradacién de
un triglicérido o un fosfolipido. La enzima lipolitica puede ser, por ejemplo, una lipasa, una fosfolipasa, una esterasa
0 una cutinasa. Las enzimas lipoliticas pueden ser enzimas lipoliticas que tienen un pliegue de hidrolasa o/B. Estas
enzimas tienen tipicamente una triada catalitica de residuos de serina, acido aspartico e histidina. Las ao/f
hidrolasas incluyen lipasas y cutinasas. Las cutinasas muestran poca o ninguna activacioén interfacial, donde las
lipasas a menudo experimentan un cambio conformacional en presencia de una interfaz lipido-agua (Longhi y
Cambillau (1999) Biochimica et Biophysica Acta 1441:185-96). Un fragmento activo de una enzima lipolitica es una
porcién de una enzima lipolitica que retiene la capacidad de degradar lipido. Un fragmento activo retiene la triada
catalitica. Tal y como se utiliza en este documento, la actividad lipolitica se puede determinar de acuerdo con
cualquier procedimiento conocido en la técnica (véase, p. €., Gupta et al., Biotechnol. Appl. Biochem., 37:63-71,
2003; Pat. EE. UU. n.2 5,990,069; y Patente Internacional n.2 WO 96/1 8729A1).

[0028] En algunos casos, las enzimas lipoliticas de la presente exposicion son a/f hidrolasas. En algunos casos,
las enzimas lipoliticas de la presente exposicidén son lipasas. En algunos casos, las enzimas lipoliticas de la
presente exposicion son cutinasas.

Posiciones productivas de enzimas lipoliticas

[0029] La invencidn proporciona posiciones de aminoacido en una enzima lipolitica que pueden ser Utiles en una
composicién detergente en la que las modificaciones favorables dan como resultado un indice de rendimiento
minimo en relacién con el rendimiento de lavado, la hidrolisis de sustrato, la estabilidad de la enzima en
composiciones detergentes y la termoestabilidad de la enzima, al tiempo que presentan al menos una de estas
caracteristicas mejorada a partir de una enzima lipolitica original. Estas modificaciones se consideran
modificaciones adecuadas.

[0030] La estabilidad de las enzimas lipoliticas de la presente exposicién puede compararse con la estabilidad de
un patron, por ejemplo, la lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL de SEQ ID NO:3.

[0031] Los términos "estabilidad térmica" y "termoestabilidad" hacen referencia a lipasas de la presente exposicién
que retienen una cantidad especifica de actividad enzimatica tras una exposicién a una temperatura identificada,
normalmente a lo largo de un periodo de tiempo determinado en condiciones que se mantienen durante el proceso
lipolitico, de hidrdlisis, de limpieza o cualquier otro proceso descrito en la presente memoria, por ejemplo, mientras
se expone a temperaturas modificadas. Las temperaturas modificadas incluyen temperaturas mas altas o mas
bajas. En algunos casos, las lipasas retienen al menos aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 60 %,
aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 75 %, aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 85 %,
aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 92 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente un 96 %,
aproximadamente un 97 %, aproximadamente un 98 % o aproximadamente un 99 % de actividad lipolitica después
de ser expuestas a temperaturas modificadas durante un periodo de tiempo determinado, por ejemplo, al menos
aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 120 minutos, aproximadamente 180 minutos, aproximadamente
240 minutos, aproximadamente 300 minutos, etc.

[0032] Tal y como se utiliza en este documento, las propiedades mejoradas de una variante de enzima lipolitica
incluyen una variante de enzima lipolitica con un rendimiento de lavado o limpieza mejorado o potenciado, y/o una
estabilidad mejorada o potenciada opcionalmente con un rendimiento de lavado o limpieza conservado, en relacion
con la enzima lipolitica original correspondiente (por ejemplo, enzima lipolitica de tipo salvaje o natural). Las
propiedades mejoradas de una variante de enzima lipolitica pueden comprender un rendimiento de lavado o
limpieza mejorado y/o una estabilidad mejorada y/o una hidrélisis de sustrato mejorada y/o una expresion
mejorada. En algunos modos de realizacién, la invencién proporciona variantes de enzimas lipoliticas de la
invencion que muestran una o mas de las siguientes propiedades: rendimiento de lavado a mano mejorado,
rendimiento de lavado de vajilla de forma manual 0 a mano mejorado, rendimiento de lavado de vajilla de forma
automatica mejorado, rendimiento de lavado de ropa mejorado y/o estabilidad mejorada en comparacién con una
enzima lipolitica original de referencia (p. €j., enzima lipolitica de tipo salvaje, como una lipasa de tipo salvaje).

[0033] Las posiciones de aminoacido de enzima lipolitica que se consideran posiciones Utiles pueden tener
diferentes modificaciones adecuadas para su uso en una composicion detergente. Las modificaciones pueden
incluir una insercién, delecién o sustitucion en la posicién particular. Por ejemplo, una modificacion es una
sustitucion. Para cada posicién, un mayor nimero de posibles modificaciones adecuadas da como resultado una
puntuacion de productividad mas alta para la posicion. Por ejemplo, las posiciones de aminoacido pueden tener al
menos un 50 %, 30 % o 15 % de las modificaciones probadas en una posicion productiva como modificaciones
adecuadas, donde la modificacién cumple al menos con uno de los siguientes criterios de idoneidad:

a) una posicion en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en relaciéon con la TLL original para la
expresion, la actividad de micromuestra CS-61 a un pH 8,2, la actividad en sustratos de ésteres de p-nitrofenilo
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aunpH 6o unpH 8,2, y la estabilidad del detergente, la estabilidad de LAS o la termoestabilidad son mayores
o iguales a 0,9 y, ademas, tienen un IR para cualquiera de estas pruebas mayor o igual a 1,0;

b) una posicién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en relacion con la TLL original para la
expresion, la actividad de micromuestra CS-61 a un pH 8,2, la actividad en sustratos de ésteres de p-nitrofenilo
aunpH®6ounpH 8,2,y la estabilidad del detergente, la estabilidad de LAS o la termoestabilidad son mayores
o iguales a 0,8 y, ademas, tienen un IR para cualquiera de estas pruebas mayor o igual a 1,2; 0

¢) una posicion en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en relacién con la TLL original para la
expresion, la actividad de micromuestra CS-61 a un pH 8,2, la actividad en sustratos de ésteres de p-nitrofenilo
aunpH 6o unpH 8,2, y la estabilidad del detergente, la estabilidad de LAS o la termoestabilidad son mayores
o iguales a 0,5y, ademas, tienen un IR para cualquiera de estas pruebas mayor o igual a 1,5.

[0034] Las posiciones de enzimas lipoliticas descritas en este documento que tienen al menos el 50 % de las
modificaciones probadas como modificaciones adecuadas incluyen las posiciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 13, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 33, 37, 38, 39, 46, 51, 52, 54, 58, 64, 66, 68, 69, 71, 72, 75, 90, 93, 94, 111, 120, 122, 123, 130,
131, 137, 140, 162, 163, 189, 250, 252 y 264, donde las posiciones de aminodacido de la variante de lipasa estan
numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL
establecida en SEQ ID NO: 4.

[0035] Las modificaciones de enzimas lipoliticas expuestas en la presente memoria que tienen al menos el 50 %
de las modificaciones probadas como modificaciones adecuadas incluyen las modificaciones

1(E,A,C,D,F,I,LLN,PQ,R,S,T,V,W,Y); 2(V,F,G,H,LK,L,M,P,T); 3(S,A,D,E,G,H,K,.Q,R,T.Y);
4(Q,A,D,F,G,K,LM,N,P,R,S,W,Y); 5(D,H,L,K,L,S,T,V,W.Y); 6(L,A,EH,LKM,Q,T,V,Y);
8(N,A,E,G,H,LK,LM,T,V,W,Y); 9(Q,A,D,E,G,H,LK,N,R,W,Y); 13(F,AH,KMN,Q,T,V.Y);
23(G,C,D,E,F,H,l,K,.L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W); 24(K,A,D,E,F,H,I,LLM,N,P,R,T,V,W,Y);
25(N,A,C,D,E,G,H,|,K,L,S,T,V,W); 26(N,C,G,K,L,M,Q,S,T,V,W,Y); 27(D,A,E,F,G,H,,N,Q,R,S,T,V.Y):
28(A,D,E,F,G,H,|,LLM,N,P,Q,R,S); 29(P,C,E,G,H,|,K,.LL,M,Q,R,S,T,V,W,Y); 33(N,D,E,F,K,L,M,Q,R,S);
37(T A,C,D,E,F,G,H,I.K,L,M,P,Q,R,W Y) 38(G,A,D,E,F,H,I,K,.LLM,NT,V,W,Y); 39(N,C,EH,IL,P,Q,S,T,V.W,Y):

46(K,D,E,F,G,L,M,V,W); 51(F,A,D,E,G,I,LLM,N,P,R,S,T.Y); 52(L,AE,G,|,M,R,T,V,W);
54(S,E,F,G,H,K,M,P,R,T,VW,Y); 58(S,D,G,H,1K,M,Q,R,W); 64(T,C,D,E,G,,K.LN,R,V,Y):
66(F,A,G,H,,LLM,N,Q,R,S,T,VW,Y); 68(A,C,G,1,.S,T,V,W,Y); 69(L,A,D,G,H,|,K,N,S,T,W);
71(N,D,E,H,K,Q,R,S,T,V,W,Y); 72(T,A,D,E,F,H,,K.L,N,P,R,S,V,Y); 75(L,AD,E,G,H,,M,N,Q,R,S,T,V,Y);
90(LAEF.N,QT,V,Y);  93(LDH,,KNP,QRV,W); 94N,D,GKMPRSTYV); 111(D,AEFLQTV,W):
120(V,G,H,IN,S,W,Y); 122(D,A,E,F,H,IN,S,T,Y); 123(T,E,G,I,K,L,M,N,QW); 130(D,A,C,E,F,G,H,Q,R,T,V,W,Y);
131(A,C,H,,LK.N,QR,S,TW,Y);  137(D,AE,F,.GH,.KLMN,P,Q,RST,V,W,Y):  140(V,C.EF,LLM,\N,QT);
162(N,D,E,F,G,H,I,LKM,P,Q,R,S,Y); 163(G,A,F,LLM,N,P,R,S,W,Y); 189(T,D,E,G,KM,N,Q,R,S,V):

250(P,D,E,G,K,Q,R,S,T); 252(1,A,C,D,E,F,G,H,K,L,N,Q,R,S, T,W); y 264(L,C,E,G,H,M,N,P,Q,R,S,T), donde las
posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de
aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0036] Las posiciones de enzimas lipoliticas expuestas en este documento que tienen al menos el 30 %, pero
menos del 50 % de las modificaciones probadas como modificaciones adecuadas incluyen las posiciones 18, 19,
20, 30, 31, 32, 47, 48, 49, 50, 53, 56, 60, 73, 74, 85, 86, 91, 95, 96, 97, 98, 99, 101, 105, 108, 115, 125, 127, 128,
132, 133, 151, 159, 164, 179, 183, 187, 188, 190, 216, 223, 232, 237, 244, 251, 254, 263, 267 y 269, donde las
posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de
aminodcidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0037] Las modificaciones de enzimas lipoliticas expuestas en la presente memoria que presentan al menos el
30 % de las modificaciones probadas como modificaciones adecuadas incluyen las modificaciones
1(E,A,C,D,F,ILLN,PQ,R,S,T,V,W,Y); 2(V,F,G,H,lLK,L,M,P,T); 3(S,A,D,E,G,H,K,Q,R,T,Y);
4(Q,A,D,F,G,ILK,L,M,N,P,R,S,W,Y); 5(D,H,I,K,L,S,T,V,W,Y); 6(L,A,E,H,LK.M,Q,T,V,Y);
8(N,AE,G,H,LK,L,M,T,VW,Y); 9(Q,A,D,E,G,H,I,K,N,R,W,Y); 13(F,A,H,K,M,N,Q,T,V,Y); 18(A,C,H,K,M,N,Q,S,W);
9(A C,G,ILL,T,V,W); 20(A,G,I,P,Q,S,T); 23(G,C,D,E,F,H,lLK,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W);
24(K,A,D,E,F,H,LLM,N,P,R,T,V,W,Y); 25(N,A,C,D,E,G,H,IK,L,S,T,V,W); 26(N,C,G,K,L,M,Q,S,T,V,W,Y);
27(D,A,E,F,G,H,,N,Q,R,S,T,V,)Y); 28(AD,EF,GH,ILMN,PQR,S); 29(P,C,EGH,ILKLM,QR,STVWY);
30(A,D,H,L,N,R,V,W); 31(G,D,E,H,M,P,Q,S,V); 32(T,A,l,M,Q,R,S); 33(N,D,E,F,K,LLM,Q,R,S);
37(T,A,C,D,E,F,GH,IKLM,P,QRW)Y); 38(G,AD,EFHILKLMNTVW)Y), 39N,CEH,LLP,Q,STVW)Y);
46(K,D,E,F,G,L,M,V,W); 47(A,D,E,F,H,M,T,W); 48(D,E,G,H,L,P,Q); 49(A,G,H,K,L,V,W); 50(T,A,D,F,K,L,R,S,W);
51(F,A,D,E,G,I,LLM,N,P,R,S,T,Y); 52(L,AE,G,LM,R,T,V,W); 53(Y,E,G,H,K,L,S,W);
54(S,E,F,G,H,K,M,P,R, T,VW,Y); 56(E,H,K,R,T,V); 58(S,D,G,H,l,K,M,Q,R,W); 60(V,G,K,L,Y);
64(T,C,D,E,G,ILK,L,N,R,V,Y); 66(F,A,G,H,I,.L,M,N,Q,R,S,T,VW,Y); 68(A,C,G,I,S,T,V,W,Y);
69(L,A,D,G,H,I,K,N,S, T,W); 71(N,D,E,H,K,Q,R,S,T,V,W,Y); 72(T,A,D,E,F,H,ILK,L,N,P,R,S,V,Y);
73(N,E,G,H,K,R,S); 74(K,A,D,E,G,H,N,Q,S); 75(L,A,D,E,G,H,,M,N,Q,R,S,T,V,Y); 85(S,F,H,I,N,Q,T);
(I,L M,P,Q,T,V,Y); 90(I,A,E,F,N,Q,T,V,Y); 91(G,E,F,H,,M,Q,R); 93(L,D,H,l,K,N,P,Q,R,V,W);
94(N,D,G,K,M,P,R,S,T,V); 95(F,G,H,K.L,Q,T,VW); 96(D,AK,P,RYV); 97(L,AD,IM,Q,T); 98(K,D,E,H,ILM,Q);
( ,D,K,P,Q,S,T,W); 101(N,C,D,E,H,M,Y); 105(S,A,D,E,F,K,P,W); 108(R,E,F,K.M,Q,Y); 111(D,A,E,F,.L,Q,T,V,W);
15(S,G,I,LLM,N,R,T,V); 120(V,G,H,I,N,S,W,Y); 122(D,A,E,F,H,I,N,S,T,Y); 123(T,E,G,ILK,L,M,N,Q,W);
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125(R,C,G,I,N,Q,T)Y);  127(K,D,EF,G,RT);  128(V,C,H,IL,N,SW,Y); 130(D,A,C,E,F,G,H,Q,R,T,V,W,Y);
131(A,C,H,LKN,Q,R,S,T,W,Y); 132(V,C,D,H,ILK,Q,R,W); 133(R,E,F,N,Q,V);
137(D,A,E,F,G,H,LK,LLM,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y); 140(V,C,E,F,I,LLM,N,Q,T); 151(L,1LM,N,P,T,V,W);
159(L,E,M,Q,R,W);  162(N,D,E,F,G,H,LKM,P,Q,R,S)Y); 163(G,A,F,LLM,N,P,R,S,W,Y);  164(Y,D,N,R,S,V);
179(R,E,H,|LK,.L,Q,V); 183(E,H,M,Q,S,T,V,Y); 187(V,G,H,L,N,Q,S,T,W); 188(Q,C,E,F,H,R,T);
189(T,D,E,G,K,M,N,Q,R,S,V); 190(G,D,H,R,S,Y); 216(S,D,G,N,Q,V,W); 223(K,A,H,L,M,Q,S,T,V);
232(R,C,D,I,LLM,P,T,W); 237(K,E,H,L,.L,T,W.Y); 244(T,AF,ILLM,P,Q,S); 250(P,D,E,G,K,Q,R,S,T);
251(N,D,M,Q,S,T,W,Y); 252(1,A,C,D,E,F,G,HK,L,N,Q,R,S, T,W); 254(D,A,H,K,N,P,T); 256(P,A,D,S,T);

263(G,C,H,ILK,M,V); 264(L,C,E,G,H,M,N,P,Q,R,S,T); 267(T,G,l.L,M,P,W); y 269(L,D,F.M,Q,V,W), donde las
posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de
aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0038] Las posiciones de enzimas lipoliticas expuestas en este documento que tienen al menos el 15 %, pero
menos del 30 % de las modificaciones probadas como modificaciones adecuadas incluyen las posiciones 7, 11,
12, 15, 22, 35, 40, 42, 43, 44, 45, 61, 63, 65, 67, 76, 77, 84,87, 114,117, 119, 121, 134, 135, 136, 143, 154, 155,
156, 158, 165, 166, 168, 176, 180, 191, 199, 200, 202, 209, 211, 214, 217, 221, 224, 225, 228, 229, 231, 233, 248,
249, 253, 255, 256, 265 y 268, donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estdn numeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0039] Las modificaciones de enzimas lipoliticas expuestas en la presente memoria que tienen al menos el 15 %
de las modificaciones probadas como modificaciones adecuadas incluyen las modificaciones
1(E,A,C,D,F,ILLN,PQ,R,S,T,V,W,Y); 2(V,F,G,H,lLK,L,M,P,T); 3(S,A,D,E,G,H,K,Q,R,T,Y);
4(Q,A,D,F,G,|K,L,M,N,P,R,S,W,Y); 5(D,H,l,K,L,S,T,V,W,Y); 6(L,A,E,H,LK,.M,Q,T,V,Y); 7(F,HM,V,Y);
8(N,AE,G,H,LLK,L,M,T,V,W,Y); 9(Q,A,D,E,G,H,I,K,N,R,W,Y); 11(N,H,K,V,Y); 12(L,F,H,V,W);
13(F,A,H.KM,N,Q,T,V,Y); 15(Q,G,H,M,S); 18(A,C,HKM,N,Q,S,W); 19(A,C,G,IL, T,V,W); 20(A,G,,P,Q,S,T);
2(C,H,L,M); 23(G,C,D,E,F,H,I,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W); 24(K,A,D,E,F,H,I,LLM,N,P,R, T,V,W,Y);
5(N,A,C,D,E,G,H,ILK,L,S,T,V,W); 26(N,C,G,K,L,M,Q,S,T,V,W,Y); 27(D,A,E,F,G,H,I,N,Q,R,S,T,V,Y);
8(A,D,E,F,G,H,LLLM,N,P,Q,R,S); 29(P,C,E,G,H,IK,L,M,Q,R,S,T,V,W,Y); 30(A,D,H,L,N,R,V,W);
1(G,D,E,H,M,P,Q,S,V); 32(T,A,l,M,Q,R,S); 33(N,D,E,F.K,L.M,Q,R,S); 35(T,E,K,R);
7(T,A, C D,E,F,G,H,LK,L,M,P,Q,R,W,Y); 38(G,AD,E,F,H,IKLMNTV,W)Y); 39(N,CEH,ILP,Q,STV,W,)Y);
40(A,F.M,S,W); 42(P,C,G,I,V,W); 43(E,D,|M,RT); 44(V,H,,T); 45(EF,Q,V); 46(KD,EF,GLM,\V,W);
7(A,D,E,F,H,M,T,W); 48(D,E,G,H,L,P,Q); 49(A,G,H,K,L,V.W); 50(T,A,D,F,K,L,R,S,W);
1(F,A,D,E,G,I.LLM,N,P,R,S,T,Y); 52(L,A,E,G,,M,R,T,V,W); 53(Y,E,G,H,K,L,S,W);
4(S,E,F,G,H,K,M,P,R, T,VW,)Y); 56(E,HKR,T,V); 58(S,D,G,H,I,KM,Q,RW); 60(V,GKL,Y); 61(G,AD,LR);
3(V,K,Q,T); 64(T,C,D,E,G,IKLN,R\V)Y); 65G,L,V)Y), 66(FAGH,ILMNQRSTVW)Y), 67(LHILQ\V);
8(A,C,G,I,S,T,V,W,Y); 69(L,A,D,G,H,I,K,N,S,T,W); 71(N,D,E,H,K,Q,R,S,T,V,W,Y);
2(T,AD,E,F H,K,LN,P,R,S,V,Y); 73(N,E,G,H,K,R,S); 74(K,A,D,E,G,H,N,Q,S);
5(L,A,D,E,G,H,,M,N,Q,R,S,T,V,Y); 76(1,H,S,V); 77(V,A,LLLN,T); 84(R,H,Q,W); 85(S F,H,LN,Q,T);
6(,L,M,P,Q,T,V,Y); 87(E,A,D,G,P,V); 90(L,A,E,F,N,Q,T,V,Y); 91(G,E,F,H,|,M,Q,R); 93(L,D,H,lLK,N, P Q,R,V,W);
4(N,D,G,K,M,P,R,S,T,V); 95(F,G,H,K,L,Q,T,V,W); 96(D,AK,P,R,V); 97(L,AD,IM,Q,T); 98(K,D,E,H,I;}M,Q);
99(E,D,K,P,Q,S,T,W); 101(N,C,D,E,H,M,Y); 105(S,A,D,E,F,K,P,W); 108(R,E,F,K,M,Q,Y); 111(D,A,E,F,L,Q,T,V,W);
114(T,F,LM,V); 115(S,G,,LLM,N,R,T,V); 117(W,H,K,Q,V); 119(S,D,,Q,T,V); 120(V,G,H,I,N,S,W,Y); 121(A,K,Q);
122 )
128 )
)

);

);

)

);

)i

)i

)i

);

)

)i

AE,F.HLNST)Y); 123(T,E,G,I.K,.LLM,N,Q,W); 125(R,C,G,I,N,Q,T,Y); 127(K,D,E,F,G,R,T);
C,H,LLLN,S,W.Y); 130(D,A,C,E,F,G,H,Q,R,T,V,W,Y); 131(A,C,H,ILK,N,Q,R,S,T,W,Y);
132
137

,C,.D,H,L,K,Q,R,W); 133(R,E,F,LN,Q,V); 134(E,L,P,V); 135(H,F,K,T); 136(P,D,Q,R);
AE,F,G,H,LK,.LLM,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y); 140(V,C,E,F,l,LLM,N,Q,T); 143(T,A,G,N,S); 151(L,|, M,N,P,T,V,W);
154
162

(

(

(

é

(V,F,LLLM,Y):; 155(A,G,S,T); 156(G,F,M,T,W); 158(D,E,F,Y); 159(L,E,M,Q,R,W);

(
168(

(

(

(

(

(

1,

(

T
D,

Vv,

Vv

D,

Vv,

N,D,E,F,G,H,ILK,M,P,Q,R,S,Y); 163(G,A,F,L,M,N,P,R,S,W,Y); 164(Y,D,N,R,S,V); 165(D,1,P,Y); 166(1,D,G,W);
V,G,L,Q); 176(V,F,I,.L,N,W); 179(R,E,H,LK,L,Q,V); 180(A,D,K,Q,T); 183(E,H.M,Q,S,T,V,Y);
V,G,H,L,N,Q,S,T,W); 188(Q,C,E,F,H,R,T); 189(T,D,E,G,K,M,N,Q,R,S,V); 190(G,D,H,R,S,Y); 191(G,F,L,V);
T,G,N,V); 200(N,A,P,S); 202(l,L,M,P,V); 209(R,H,S,T); 211(F,I,R,T,W); 214(S,A,D,M); 216(S,D,G,N,Q,V,W);
SHK)V);, 221(W,F,G)Y); 223(KAH,LM,Q,S,T,V); 224(S,AF,P); 225(G,C,EKR); 227(L,C,HM);
228(V,A,E,R); 229(P,l,K,M,S); 231(T,G,H,K,L,M); 232(R,C,D,I,L,M,P,T,W); 233(N,D,G,H,Q); 237(K,E,H,,L,T,W,Y);
244(T,AF,LLM,P,Q,S); 248(N,D,L,Y); 249(Q,E,G,T); 250(P,D,E,GK,Q,R,S,T); 251(N,D,M,Q,S,T,W,Y);
252(1,A,C,D,E, F ,G,H,K,.LLN,Q,R,S,T,W); 253(P,F,H,N,R); 254(D,A,H,K,N,P,T); 255(I,F,.L,W); 256(P,A,D,S,T);
263(G,C,H,|, K M,V); 264(L,C,E,G,H,M,N,P,Q,R,S,T); 265(l,L,M,Q,R,W); 267(T,G,l,L,M,P,W); 268(C,D,H,N); y
269(L,D,F,.M Q V,W), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por
correspondencia con la secuencia de amin&cidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ
ID NO: 4.

[0040] Las posiciones de enzimas lipoliticas expuestas en este documento que tienen al menos una modificacion,
pero menos del 15 % de las modificaciones probadas como modificaciones adecuadas incluyen las posiciones 14,
16, 17, 34, 41, 55, 57, 59, 62, 70, 79, 92, 100, 102, 103, 106, 109, 110, 112, 118, 126, 138, 139, 142, 149, 152,
153, 167, 169, 170, 181, 184, 192, 193, 196, 198, 205, 206, 208, 210, 212, 213, 218, 226, 227, 230, 236, 238, 239,
242, 243, 246, 257, 259, 260, 262 y 266, donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan
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numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL
establecida en SEQ ID NO: 4.

[0041] Las modificaciones de enzimas lipoliticas expuestas en la presente memoria que tienen al menos una
modificacién probada como modificacion adecuada incluyen las modificaciones
1(E,A,C,D,F,ILLN,PQ,R,S,T,V,W,Y); 2(V,F,G,H,LLK,L,M,P,T); 3(S,A,D,E,G,H,K,Q,R,T,Y);
4(Q,A,D,F,G,I,LK,L,M,N,P,R,S,W,Y); 5(D,H,l,K,L,S,T,V,W,Y); 6(L,AE,H,LK.M,Q,T,V,Y); 7(F,H,M,V,Y);
8(N,A,E,G,H,|.K,.L,M, T,V,W,Y); 9(Q,A,D,E,G,H,I,LK,N,R,W,Y); 11(N,H,K,V,Y); 12(L,F,H,V,W);
13(F, A,H.K.M,N,Q,T,V,Y); 14(A,S,)V); 15(Q,G,HM,S); 16(Y,HW); 17(S,E); 18(A,C,HKM,N,Q,S,W);
19(A,C,G,I,.L, T,V,W); 20(A,G,I,P,Q,S,T); 22(C,H,L,M); 23(G,C,D,E,F,H,ILK,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W);
24(K,A,D,E,F,H,I,LLM,N,P,R, T,V,W,Y); 25(N,A,C,D,E,G,H,,K,L,S,T,V,W); 26(N,C,G,K,L,M,Q,S,T,V,W,Y);
27(D,AE,F,G,H,I,N,Q,R,S,T,V)Y); 28(AD,EF,GH,ILMNPQR,S); 29P,CEGH,ILKLMQR,S,TVW)Y);
30(A,D,H,L,N,R,V,W); 31(G,D,E,H,M,P,Q,S,V); 32(T,A,|,M,Q,R,S); 33(N,D,E,F,K,L,M,Q,R,S); 34(1,P); 35(T,E,K,R);
37(T,A,C,D,E,F,G,H,K,LM,P,Q,R,W,Y); 38(G,AD,E,F.H,LK.LMNT,V,W)Y); 39N,CEH,ILLP,Q,STV,W,)Y);
40(A,F,M,S,W); 41(C,V); 42(P,C,G,I,V,W); 43(E,D,|,M,R,T); 44(V,H,I.T); 45(E,F,Q,V); 46(K,D,E,F,G,L,M,V,W);
47(A D,E,F,H,M, T,W); 48(D,E,G,H,L,P,Q); 49(A,G,H,K,L,V.W); 50(T,A,D,F,K,L,R,S,W);
51(F,A,D,E,G,|,LLM,N,P,R,S,T,Y); 52(L,AE,G,LM,R,T,V,W); 53(Y,E,G,H,K,L,S,W);
54(S,E,F,G,H.KM,P,R,T,VW,Y); 55(F,G,W); 56(E,H,KR,T,V); 57(D,S); 58(S,D,G,H,,K.M,Q,R,W); 59(G,D);
60(V,G,K,L,Y); 61(G,A,D,L,R); 62(D,N); 63(V,K,Q,T); 64(T,C,D,E,G,I,K,L,N,R,V,Y); 65(G,L,V,Y);
66(F,A,G,H,,LLM,N,Q,R,S,T,VW,Y); 67(L,H,1,Q,V); 68(A,C,G,I,S,T,V,W,Y); 69(L,A,D,G,H,,K,N,S, T,W); 70(D,S);
71(N,D,E,H,K,Q,R,S,T,V,W,Y); 72(T,A,D,E,F H,I,K,L,N,P,R,S,V,Y); 73(N,E,G,H,K,R,S); 74(K,A,D,E,G,H,N,Q,S);
75(L,AD,E,G,H,IM,N,Q,R,S,T,V,Y); 76(I,H,S,V); 77(V,A,L,LLN,T); 79(S,A,M); 84(R,H,Q,W); 85(S,F,H,,N,Q,T);
86(1,L,M,P,Q,T,V.,Y); 87(E,A,D,G,P,V); 90(I,A,E,F,N,Q,T,V,Y); 91(G,E,F,H,,M,Q,R); 92(N,A,T);
93(L,D, H ILK,N,P,Q,R,V,W); 94(N,D,G,K,M,P,R,S,T,V); 95(F,G,H,K,L,Q,T,V,W); 96(D,A,K,P,R,V);
97(L,A,D,I.M,Q,T); 98(K,D,E,H,I,M,Q); 99(E,D,K,P,Q,S,T,W); 100(I,M); 101(N,C,D,E,H,M,Y); 102(D,H); 103(l,Y);
105(S,A,D,E,F.K,P,W); 106(G,H); 108(R,E,F,KM,Q)Y); 109(G,T); 110(H,N,S); 111(D,AE,F.L,Q,T,V,W);
112(G,F,Q); 114(T,F,IM,\V);  115(S,G,LLM,N,R, T,V); 117(W,H,K,Q,V); 118(R,P); 119(S,D,1,Q,T,V);
120(V,G,H,I,N,S,W,Y); 121(A,K,Q); 122(D,A,E,F,H,I,N,S,T,Y); 123(T,E,G,|,K,L,M,N,Q,W); 125(R,C,G,I,N,Q,T,Y);
126(Q,I,M); 127(K,D,E,F,G,R,T); 128(V,C,H,l,L,N,S,W,Y); 130(D,A,C,E,F,G,H,Q,R,T,V,W,Y);
131(A,C,H,ILK,N,Q,R,S, T,W,Y); 132(V,C,D,H,ILK,Q,R,W); 133(R,E,F,LN,Q,V); 134(E,L,P,V); 135(H,FK,T);
136(P,D,Q,R); 137(D,AE,F,G,H,I,LK,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y); 138(Y,F); 139(RLT); 140(V,C,E,F,l.LLM,N,Q,T);
142(F,H,)Y); 143(T,A,G,N,S); 149(G,A); 151(L,LM,N,P,T,V,W); 152(A,,V); 153(T,S); 154(V,F,,L,M,Y);
155(A,G,S,T); 156(G,F,M,T,W);  158(D,E,F)Y); 159(L,.E,M,Q,R,W); 162(N,D,E,F,G,H,l,K,M,P,Q,R,S,Y);
163(G,A,F,LLM,N,P,R,S,W,Y); 164(Y,D,N,R,S,V); 165(D,l,P,Y); 166(l,D,G,W); 167(D,N); 168(V,G,L,Q); 169(F,S,Y);
170(S,G); 176(V,F,I,LLN,W); 179(R,E,H,I.K,L,Q,V); 180(A,D,K,Q,T); 181(F,L); 183(E,H,M,Q,S,T,V,Y); 184(F,W,Y);
187(V G,H,L,N,Q,5,T,W); 188(Q,C,E,F,H,R,T); 189(T,D,E,G,K,M,N,Q,R,S,V); 190(G,D,H,R,S,Y); 191(G,F,L,V);
192( )
208( )
217(S )
(L )
( )
G )
(I, )

(

T,N,P); 193(L,T); 196(1,V); 198(H,G,S); 199(T,G,N,V); 200(N,A,P,S); 202(l,L,M,P,V); 205(R,D); 206(L,N);
P.E
H
227 ,C
D,

,N); 209(R,H,S,T); 210(E,S); 211(F,I,R,T,W); 212(G,Q); 213(Y,S); 214(S,A,D,M); 216(S,D,G,N,Q,V,W);
K,V); 218(P,T); 221(W,F,G,Y); 223(K,A,H,L,M,Q,S,T,V); 224(S,A,F,P); 225(G,C,E,K,R); 226(T,D,N);
HM); 228(V,A,E,R); 229(P,,KM,S); 230(V,W); 231(T,G,H,K,L,M); 232(R,C,D,l,L,M,P,T,W);
233(N,D,G,H,Q); 236(V,W); 237(K,E,H,I,L,T,W,Y); 238(1,V); 239(E,K); 242(D,T); 243(A,S); 244(T,A,F,I.LLM,P,Q,S);
246(G,); 248(N,D,L,Y); 249(Q,E,G,T); 250(P,D,E,G,K,Q,R,S,T); 251(N,D,M,Q,S,T,W,Y);
252(1 A C,D,E,F,G,HK,LN,QR,S,T,W); 253(P,F,H,N,R); 254(D,AH,K,N,P,T); 255(I,F,L,W); 256(P,A,D,S,T);
257(A,\W,Y); 259(LW)Y); 260(W,P); 262(F,D,K); 263(G,C,H,ILKM,V); 264(L,CE,GHM,N,P,QR,S,T);
265(1,L,M,Q,R,W); 266(G,E); 267(T,G,I,L,M,P,W); 268(C,D,H,N); y 269(L,D,F,M,Q,V,W), donde las posiciones de
aminoécido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de
lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0042] Algunas modificaciones de enzimas lipoliticas adicionales de la presente exposicion que tienen una
modificacién adecuada incluyen las modificaciones 11(A,E,l), 23(A), 24(Q,S), 27(K,L), 29(N), 30(E,G,1,S,Y), 31(T),
33(C,I,P,T,V), 45(A,G,S,T), 48(N,R,T,V), 49(C,Y), 50(M), 51(H,V), 56(A,M,N,S), 58(A,F), 71(C,F,P), 73(Q,T),
74(1,M, T,W), 75(K), 91(K,N,Y), 94(A,H), 101(A), 108(A), 111(G,H,ILK,M,S,Y), 122(K,L,Q), 128(T,V), 130(K,M),
133(D,H,L,W), 135(A,D,M,N,Y), 140(Y), 159(G), 163(Q), 183(C), 187(C,l), 188(A,M,W), 190(W), 227(A,l,S)
233(F.,1,V), 251(V) y 252(M,V).

[0043] Estas posiciones de aminoacido pueden considerarse posiciones Utiles para modificaciones combinatorias
en una enzima lipolitica original. Por lo tanto, las enzimas lipoliticas pueden presentar una o mas modificaciones
en cualquiera de las posiciones anteriores.

)

Modificaciones adecuadas de enzimas lipoliticas

[0044] La invencidn incluye variantes de enzima de enzimas lipoliticas que presentan una o mas modificaciones a
partir de una enzima lipolitica original. Las variantes de enzima pueden ser Utiles en una composicion detergente
con un indice de rendimiento minimo en relacién con el rendimiento de lavado, la estabilidad de la enzima en
composiciones detergentes y la termoestabilidad de la enzima, al tiempo que presentan al menos una de estas
caracteristicas mejorada a partir de una enzima lipolitica original.
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[0045] Las modificaciones de enzimas lipoliticas de la presente exposicion que cumplen con los tres criterios de
idoneidad incluyen 1 (A,D,F,IN,P,SW,Y), 2 (L), 3 (D,G)Y), 4 (D,F,W), 5 (H,,L,S,T,V,Y), 6 (I,T), 7 (Y), 8
(G,H,LLM,T,VW,Y), 9 (H,K), 11 (V), 13 (H,N), 14 (S), 16 (W), 17 (E), 18 (K), 19 (G), 20 (T), 23 (D,E,H,I,K,;N,Q,T,V),
24 (AD,EH,I.LN,P,T,V,W), 25 (IL,T), 26 (G,K.M,S,T,V,W,Y), 27 (A,E,G,H,I,N,Q,R,S,T,V,Y), 28 (D,E,IN,S), 29
(E,H,K,L,M,R,T,V), 31 (D,H,S), 33 (D,E,F.L,QR,S), 34 (P), 37 (D,E,G,K,P,Q,W), 38 (D,F,H,ILK,L,M,N,Y), 39
,H,LLL,S,V), 40 (M,S), 42 (G,I,W), 43 (R,T), 44 (1), 45 (F,V), 46 (D,L,M), 47 (H), 48 (E,H,P,Q), 49 (V), 50 (L,R S)
(AE,G,I, L M ,S), 52 (A,G,LV), 54 (P,T,V), 56 (H,K,R,T), 58 (M), 60 (G), 63 (T), 64 (G), 66 (H,M, W) 7 (1,V), 6
,I S,T,v), 69 (,K,S,T), 70 (S), 71 (D,H,K,Q,R,S,T), 72 (A,D,E,F,H,LLN,R,S,V,Y), 73 (H,R,S), 74 (H,S), 7
E,G,H,1,Q,5,T,V), 79 (A), 85 (T), 86 (P,T), 87 (G), 90 (A,E,F,N), 91 (E,H,I,M,Q,R), 92 (T), 94 (R), 95 (G,Q,V, )
(AK), 97 (D,T), 98 (Q), 99 (D,5,T,W), 101 (D,H,Y), 105 (K), 108 (K,Q,Y), 111 (A,E,L,Q,T,V), 114 (F,|,M,V), 115
, 118 (P), 119 (T), 120 (Y), 121 (K), 122 (H,I), 123 (G,M,N,W), 125 (G,Q), 127 (G,T), 130 (A,G,H,T), 131 (H,1,Q),
2 (H,R), 134 (L,V), 135 (K), 137 (E,G,H,K,Q,T,Y), 139 (T), 151 (I,T,V), 154 (I,L), 155 (G,S), 158 (E,F), 162 (G,R),
3 (N,P)Y), 164 (V), 166 (G), 176 (l,.L), 179 (L,Q,V), 180 (K), 181 (L), 187 (G,H,L,N,Q,S,T,W), 188 (C,T), 189
,G,N,Q,R,S), 191 (F,L,V), 196 (V), 199 (G), 202 (P,V), 208 (E), 211 (I,W), 216 (N,W), 217 (K), 223 (Q,S,T,V), 225
E.,K,R), 227 (M), 228 (R), 232 (I,M,T), 233 (D,G,H,Q), 237 (l,L,Y), 242 (T), 244 (1), 250 (Q,R), 251 (D,W), 252
AD,G,H,Q,R,S,T), 255 (L), 256 (A,S), 257 (Y), 262 (D), 264 (E,M,N,P,Q,R), 265 (M,Q), 267 (L,W) y 269
(D,M,Q,V,W), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estdn numeradas por correspondencia
con la secuencia de aminodcidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO:4.

0863 8?69?5

—~ o~ —~

[0046] Las modificaciones de enzimas lipoliticas de la presente exposicién que cumplen con los criterios de
idoneidad a) y b), pero no con el c) incluyen 1 (Q,T), 2 (F,G,M,P), 3 (K,T), 4 (A,G,,K,LLM,N,R,S), 5 (K,W), 6 (E,M),
8 (A,E), 9 (E,G,N,R), 11 (H,K)Y), 12 (F,H,V), 13 (Q), 15 (S), 18 (Q), 19 (C), 20 (G,S), 23 (C,F,L,M,S,W), 24 (Y), 25
(C,H,K), 26 (C), 27 (F), 28 (H,M,P,Q,R), 29 (Q,W,Y), 30 (D,V), 31 (E,Q), 32 (A,LM,R,S), 35 (K), 37 (C), 38 (V,W),
39 (P,T,Y), 40 (W), 42 (V), 43 (D,M), 45 (Q), 46 (F,G,V,W), 47 (T), 50 (A), 51 (N,R,T), 52 (E,R,W), 53 (E,G,H,K,S),
4 (R)Y), 55 (G), 56 (V), 64 (C,E,N,V), 66 (N,Q,R), 67 (Q), 69 (A,G,HN,W), 71 (V,W,Y), 72 (P), 73 (E,G,K), 74
(N,Q), 75 (D,N,R,Y), 76 (H), 77 (I,L,N,T), 86 (L,M), 87 (P,V), 90 (Q,
(A,D,E,P), 108 (E,M), 122 (E,N), 123 (E,L,Q), 125 (N,T), 126 (I), 1 31
132 (D,K,W), 133 (E,Q), 135 (F,T), 136 (D,Q), 137 (S V), 139 (L), 140 (F.M,Q,T), 143 (A,G,S), 149 (A), 151 (N),
154 (F), 156 (F,W), 158 (Y), 159 (E), 163 (S,W), 164 (N,S), 165 (1), 166 (D,W), 167 (N), 168 (L), 179 (E,I), 183 (V),
188 (H), 189 (K,V), 200 (A), 205 (D), 209 (S,T), 214 (D), 216 (G,Q), 217 (H), 218 (T), 223 (M), 226 (N), 228 (E),
229 (K), 231 (K,L,M), 252 (K,L,N), 254 (H), 255 (F), 256 (T), 263 (1,V), 264 (H,S,T), 267 (P) y 269 (F), donde las
posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de
aminodcidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO:4.

,94 (D), 97 (Q), 98 (D,E,), 99 (K), 105
)

1), 91 (F) (D.E.))
27 (E,F,R), 128 (H,S), 130 (F,Q), 131 (RW.Y),
F 49 (

[0047] Las modificaciones de enzimas lipoliticas de la presente exposicién que cumplen con los criterios de
idoneidad a) o tanto b) como c), pero no con los tres incluyen 1 (E,R,V), 2 (V,H,T), 3 (S,E,Q), 4 (Q,Y), 5 (D), 6
(L,Q,V), 7 (F), 8 (N), 9 (QA,I), 11 (N), 12 (L), 13 (F), 14 (A), 15 (Q), 16 (Y), 17 (S), 18 (A,C,H,S), 19 (A,T), 20 (A,P),
22 (C), 23 (G,P), 24 (K,F), 25 (N,A,D,G,V,W), 26 (N,L,Q), 27 (D), 28 (A,F,G,L), 29 (P,C,I), 30 (A,H,R,W), 31 (G), 32

), 34 (1), 35 (T,E,R), 37 (T,A,F,L,M), 38 (G,T), 39 (N), 40 (A), 41 (C), 42 (P), 43 (E,I), 44 (V,H,T), 45

(T,Q), 33 (N,K
(E), 46 (K,E), 47 (A,D,E,F,M), 48 (D), 49 (A,H,K), 50 (T,D,W), 51 (F), 52 (L,T), 53 (Y,L,W), 54 (S), 55 (F),56 (E), 57
(D), 5 (SGH,K,Q,W), 59 (G), 60 (V), 61 (G,L), 62 (D), 63 (V), 64 (TDI,L), 65 (G,V), 66 (FILV) 7 (L),

(A,C,W), 69 (L), 70 (D), 71 (N,E), 72 (T,K), 73 (N), 74 (K,AD,G), 7 ( ), 76 (LV), 77 (V,A), 79 (S), 84 (R), 85
(SHNQ) 86(I,V,Y) 87 (E,D), 90 (1,), 91 (G), 92 (N), 93 (L,D,K.Q,R), 94 (N,G,T,V), 95 (F,K.L), 96 (D). 97 (L,A,M),
98 (K,H), 99 (E), 100 (1), 101 (N), 102 (D), 103 (I), 105 (S,W), 106 (G), 108 (R,F), 109 (G), 110 (H,S), 111 (D), 112
(G), 114 (T), 115 (S,G,M,R,V), 117 (W,H,V), 118 (R), 119 (S,D,l), 120 (VGHN,S,W) 121 (A ),122 (D,AF), 123
(T), 125 (R,Y), 126 (Q), 127 (K), 128 (V,C,I), 130 (D,V,W,Y), 131 (AK,S,T), 13 (v,o) 133 (R,l), 134 (E), 135 (H),
136 (P), 137 (D,L,R,W), 138 (Y), 139 (R), 140 (V), 142 (F,H,Y), 143 (T), 149 (G),1 (L,M,W), 152 (A ) 153 (T,S),
154 (V), 155 (A), 156 (G,M), 158 (D), 159 (L,Q,R), 162 (N,D,E,F,H,1,K,Q,S), 163 (G,F,L), 164 (Y), 165 (D), 166 (1),
167 (D), 168 (V,G), 169 (F,S), 170 (S), 176 (V), 179 (R,H,K), 180 (A,T), 181 (F), 183 (E), 184 (F.Y), 187 (V), 188
(Q), 189 (T), 190 (G), 191 (G), 192 (T), 193 (L, T), 196 (1), 198 (H,G,S), 199 (T), 200 (N,S), 202 (I,L), 205 (R), 206
(L), 208 (P), 209 (R,H), 210 (E), 211 (F,R,T), 212 (G), 213 (Y), 214 (S,A), 216 (S,V), 217 (S,V), 218 (P), 221 (W),
223 (K,A), 224 (S), 225 (G), 226 (T), 227 (L,H), 228 (V), 229 (P), 230 (V,W), 231 (T,H), 232 (R,P), 233 (N), 236 (V)
237 (K,H,T,W), 238 (1), 239 (E), 242 (D), 243 (A), 244 (T,Q,S), 246 (G), 248 (N), 249 (Q), 250 (P,S), 251 (N), 252
(,C,E), 253 (P,R), 254 (D,T), 255 (I}, 256 (P), 257 (A), 259 (L), 260 (W), 262 (F), 263 (G,K), 264 (L,C,G), 265 (I)

266 (G), 267 (T,G,M), 268 (C,H) y 269 (L), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan
numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL
establecida en SEQ ID NO:4.

[0048] Las modificaciones de enzimas lipoliticas de la presente exposicién que cumplen con el criterio de idoneidad
b) solo (cumplen con el b) pero no con el a) ni el ¢)) incluyen 2 (K), 3 (A,H), 4 (P), 6 (K)Y), 7 (H), 9 (D,W), 12 (W),
13 (A,M,Y), 15(M) 16 (H), 20 (Q) 22 (H) 23 (R), 25 (S) 29 (G,S), 30 (L,N), 33 (M), 37 (H) 39 (Q) 40 (F) 47 (W),
48 (G), 50 (F,K), 51 (D,P Y) 2 (M ) 4 (F,G,K,W), 55 (W), 58 (I), 60 (L), 64 (K R.,Y), 65 (L), 66 (G,Y), 67 (H), 68
(Y), 69 (D), 75 (M), 84 (H), 86 (Q), 90 (Y), 92 (A), 93 (I,P,V), 94 (S), 95 (H,T), 96 (V), 98 (M), 100 (M ) 115 (N), 117
(Q), 122 (S,T,Y), 125 (1), 126 (M), 127 (D), 128 (Y), 130 (C,R), 132 (l), 134 (P), 140 (C), 151 (P), 152 (V), 156 (T),
164 (D,R), 165 (Y), 188 (F), 208 (N), 213 (S), 216 (D), 227 (C), 229 (l), 232 (C,L), 237 (E), 249 (E), 250 (E), 252
(F), 254 (AK), 257 (W) y 267 (1), donde las posiciones de aminodcido de la variante de lipasa estan numeradas
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por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO:4.

[0049] Las modificaciones de enzimas lipoliticas de la presente exposicién que cumplen con el criterio de idoneidad
c) solo (cumplen con el ¢) pero no con el a) ni el b)) incluyen 1 (C,L), 3 (R), 6 (A,H), 7 (M,V), 8 (K), 9 (Y), 13 (K,T,V),
14 (V), 15 (G,H), 18 (M,N,W), 19 (I,L,V,W), 20 (1), 22 (L,M), 24 (M,R), 25 (E), 31 (M,P,V), 37 (R,Y), 38 (A,E), 39
(C,W), 41 (V), 42 (C), 48 (L), 49 (G,L,W), 54 (E,H,M), 57 (S), 58 (D,R), 59 (D), 60 (K,Y), 61 (A,D,R), 62 (N), 63
(K,Q), 65 (Y), 66 (A,S,T), 74 (E), 76 (S), 79 (M), 84 (Q,W), 85 (F.I), 87 (A), 93 (H,N,W), 94 (K,M,P), 96 (P,R), 97 (),
99 (P,Q), 101 (C,E,M), 102 (H), 103 (Y), 105 (F), 106 (H), 109 (T), 110 (N), 111 (F,W), 112 (F,Q), 115 (I,L), 117 (K),
119 (Q,V), 120 (1), 121 (Q), 123 (I,K), 125 (C), 128 (L,N,W), 130 (E), 131 (C,N), 132 (C), 133 (F,N,V), 136 (R), 137
(A,F,L,M,N,P), 138 (F), 140 (E,I,L,N), 143 (N), 152 (l), 154 (M,Y), 155 (T), 159 (M,W), 162 (M,P,Y), 163 (A,M,R),
165 (P), 168 (Q), 169 (Y), 170 (G), 176 (F,N,W), 180 (D,Q), 183 (H,M,Q,S,T,Y), 184 (W), 188 (E,R), 189 (E,M), 190
(D,H,R,S,Y), 192 (N,P), 199 (N,V), 200 (P), 202 (M), 206 (N), 210 (S), 212 (Q), 214 (M), 221 (F,G,Y), 223 (H,L),
224 (A,F,P), 225 (C), 226 (D), 228 (A), 229 (M,S), 231 (G), 232 (D,W), 236 (W), 238 (V), 239 (K), 243 (S), 244
(AF,L,M,P), 246 (1), 248 (D,L,Y), 249 (G,T), 250 (D,G,K,T), 251 (M,Q,S,T,Y), 252 (W), 253 (F,H,N), 254 (N,P), 255
(W), 256 (D), 259 (W,Y), 260 (P), 262 (K), 263 (C,H,M), 265 (L,R,W), 266 (E) y 268 (D,N), donde las posiciones de
aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de
lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO:4.

Modificaciones de superficie

[0050] La exposicion incluye variantes enzimaticas de enzimas lipoliticas que tienen una o mas modificaciones en
un aminoacido expuesto a una superficie. Las modificaciones de superficie en las variantes enzimaticas pueden
ser Utiles en una composicion detergente al tener un indice de rendimiento minimo para el rendimiento de lavado,
la estabilidad de la enzima en composiciones detergentes y la termoestabilidad de la enzima, mientras que
presentan al menos una de estas caracteristicas mejorada a partir de una enzima lipolitica original. En algunos
casos, la modificacion de superficie cambia la hidrofobicidad y/o la carga del aminoacido en esa posicion. La
hidrofobicidad puede determinarse mediante el uso de técnicas conocidas en la técnica, como las descritas en
White y Wimley (White,S.H. y Wimley, W.C,. (1999) Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 28:319-65.

[0051] En el sentido en que se utiliza en la presente memoria, “propiedad de superficie” se puede utilizar en
referencia a una carga electrostatica, asi como a propiedades como la hidrofobicidad e hidrofilicidad que presenta
la superficie de una proteina.

[0052] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen al menos una de las modificaciones de superficie como
modificaciones adecuadas incluyen las posiciones 18, 27, 29, 33, 51, 58, 72, 75, 101, 108, 114, 121, 135, 137,
156, 163, 187, 250, 252 y 264, donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0053] Las modificaciones de enzimas lipoliticas que tienen al menos una de las modificaciones de superficie como
modificaciones adecuadas incluyen las modificaciones A018K, D027N, D027S, D027T, D027V, P029E, N033D,
NO33E, NO33R, FO51T, S058M, T072R, L075Q, N101D, R108K, R108Q, R108Y, T114F, T1141, A121K, H135F,
D137V, G156W, G163Y, V187N, V187W, P250E, 1252A, 1252T o L264P, donde las posiciones de aminodacido de
la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de
Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0054] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen al menos una de las modificaciones de superficie como
modificaciones adecuadas donde el cambio es un cambio en la hidrofobicidad (pero no en la carga) incluyen las
posiciones 18, 27, 29, 33, 51, 58, 72, 75, 101, 108, 114, 121, 135, 137, 156, 163, 187, 250, 252 y 264, donde las
posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de
aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0055] Las modificaciones de enzimas lipoliticas que tienen al menos una de las modificaciones de superficie como
modificaciones adecuadas donde el cambio es un cambio en la hidrofobicidad (pero no en la carga) incluyen las
modificaciones A018K, D027N, D027S, D027T, D027V, P029E, N033D, NO33E, NO33R, FO51T, S058M, T072R,
L075Q, N101D, R108K, R108Q, R108Y, T114F, T1141, A121K, H135F, D137V, G156W, G163Y, V187N, V187W,
P250E, 1252A, 1252T o L264P, donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0056] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen al menos una de las modificaciones de superficie como
modificaciones adecuadas donde el cambio es un cambio en la carga (pero no en la hidrofobicidad) incluyen la
posicion 18, 27, 29, 33, 72, 101, 108, 121, 137 y 250, donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa
estan numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus
TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0057] Las modificaciones de enzimas lipoliticas que tienen al menos una de las modificaciones de superficie como
modificaciones adecuadas donde el cambio es un cambio en la carga (pero no en la hidrofobicidad) incluyen las
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modificaciones A018K, D027N, D027S, D027T, D027V, P029E, N033D, NO33E, N033R, T072R, N101D, R108Q,
R108Y, A121K, D137V o P250E, donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas
por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0058] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacién de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la estabilidad del detergente son mayores o iguales a 0,8, y donde
los indices de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para el rendimiento detergente con la mitad de la
dosis son mayores 0 iguales a 1,1, y donde la modificacién productiva se selecciona del grupo que consiste en 1
(S),5(H, 1,S,T),8(H),9 (K, ) 1 (H, K), 1 (N) 19 (G), 23 (K, N, Q R), 27 (Q, R), 29 (K, R), 32 (A), 33 (D), 37
(G,H,Q), 38 (F,L,M, W, Y),39(,L), 42 (W), 43 (D, I, R, T), 45 (F, Q, V), 51 (M), 53 (E), 54 (P), 56 (H, K, R), 58
(H, K, Q, W), 69 (R), 73 (R), 75 (A, R), 75 (T), 77 (I, L, T), 90 (F,T), 91 (1,Q), 94 (R), 105 (P), 108 (K), 122 (F), 125
(T), 130 (A, R), 132 (K,R), 134 (L), 137 (R), 151 (T), 155 (S), 156 (W), 163 (F, P), 164 (R), 180 (K), 183 (V), 184
(Y), 187 (G, H, N, Q, S, T, W), 189 (G, Q), 211 (I), 214 (A), 228 (R), 232 (P), 233 (Q), 244 (1), 252 (N) y 265 (Q),
donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la
secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0059] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacion de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la estabilidad del detergente son mayores o iguales a 0,8, y donde
los indices de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para el rendimiento detergente con la mitad de la
dosis con adyuvante son mayores o iguales a 1,1, y donde la modificacién productiva se selecciona del grupo que
consisteen 1 (S),3(T),4 (F),5(H,1,S,T),8(H, T, V), 9 (G, H, K), 11 (K), 12 (V, W), 18 (K), 19 (G), 23 (K, Q, R),
27 (R, S), 32 (I), 38 (F, L, M, W, Y), 39 (I, P), 43 (I, R, T), 45 (F, Q), 53 (K), 54 (P), 56 (K, R), 58 (H, Q), 75 (G, Q,
R), 77 (1), 90 (T), 91 (I, Q), 105 (P), 123 (N), 127 (F), 130 (A, F, H, Q, R), 131 (R), 136 (Q), 137 (R, S), 143 (S), 156
(T), 162 (G), 163 (S), 164 (R, V), 166 (G), 180 (K), 187 (G, H, N, Q, S, T, W), 188 (F), 189 (D, G), 199 (G), 228 (R),
252 (N), 264 (R) y 265 (Q), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0060] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacién de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la estabilidad del detergente son mayores o iguales a 0,8, y donde
los indices de rendimiento (IR) minimo en relacion con la TLL original para el rendimiento detergente con una dosis
completa son mayores o iguales a 1,1, y donde la modificacién productiva se selecciona del grupo que consiste en
1(S),5MH,1,T),23(E,Q),29(H,1,R, T),39 (H, ), 43 (R, T), 54 (T), 58 (Q), 115 (T), 130 (A, R), 154 (L), 158 (E),
180 (K), 187 (T), 228 (R) y 269 (W), donde las posiciones de aminodcido de la variante de lipasa estan numeradas
por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0061] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacién de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresioén y la hidrélisis del sustrato de pNPO a un pH 8 son mayores o iguales
a 0,8, y donde los indices de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para la termoestabilidad son
mayores o iguales a 1,1, y donde la modificacién productiva se selecciona del grupo que consiste en 2 (1), 11 (K),
15 (S), 18 (K), 23 (C,D,E,F,H,LK,M, N,Q,S,T,V), 24 (H), 26 (T), 27 (A,G,H,N,Q,R,S,T,V), 29 (E), 37 (P), 48 (E, Q),
50 (S), 51 (A,lLL,S,T), 56 (K,V,), 58 (M), 66 (N, Q), 75 (A, G, Q, R), 77 (I, T), 91 (E, Q), 94 (R), 96 (K), 99 (D, S),
101 (D, H), 108 (K, M, Y), 111 (A, E, Q), 114 (F, I, V), 117 (Q), 120 (N), 121 (K), 135 (F), 137 (I, Q, R), 154 (F, |, L),
155 (G, S), 156 (W), 163 (F), 169 (S), 176 (1), 187 (H, N, W), 226 (N), 250 (E), 252 (A), 256 (T), 264 (C, H, M, P, Q,
S), 265 (M) y 269 (Q), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0062] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacion de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresién y la hidrélisis del sustrato de pNPO a un pH 8 son mayores o iguales
a 0,8, y donde los indices de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para la estabilidad del detergente
son mayores o iguales a 1,1, y donde la modificacién productiva se selecciona del grupo que consiste en 12 (F),
13 (Q), 15 (S), 19 (C, G), 20 (P), 23 (D, E, F, 1, V), 24 (W), 26 (C, T, W, Y), 28 (D, P), 31 (E), 34 (P), 37 (C, D), 39

(E, L, P), 42 (I, V), 45( V), 46 (F, G, L, W), 47 (F, M, T, W), 49 (H, V), 5 (A G, I,L, M, S, T), 60 (L), 64 (V), 66
(Q), 68 (S, T, V), 73 (E, G, R, S), 75 (E, G, Q, R), 77 (A, L, N, T), 91 (E. Q), 94 (D), 108 (E, F, M, Q, Y), 114 (F, |,
V), 127 (T), 128 (H, S, Y), 131 (

31 (R, W,Y), 132 (D), 133 (E, Q), 136 (D, Q), 139 (M), 140 (F, M, Q), 142 (Y), 154 (I),
155 (S), 156 (W), 159 (E, R), 163 (F, L, P, Y), 168 (G, L), 179 (L), 187 (H, N, Q, T), 188 (F), 189 (D), 205 (D), 208
(E), 209 (S), 214 (D), 223 (T), 225 (E), 228 (E), 237 (L, Y), 250 (E), 251 (D), 252 (A), 256 (T), 264 (C,H, P, Q, S) y
265 (M), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estdn numeradas por correspondencia con
la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.
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[0063] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacion de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la hidrolisis del sustrato de pNPO a un pH 8 son mayores o iguales
a 0,8, y donde los indices de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para la estabilidad de LAS son
mayores o iguales a 1,1, y donde la modificacién productiva se selecciona del grupo que consiste en 1 (F, R), 4 (K,
L, N, W), 5 (K), 11 (K), 23 (K), 27 (A, H,N, R, S, T, V), 37 (P), 38 (H, K, L, W, Y), 42 (V), 43 (I, R), 45 (F, Q, V), 47
(T), 49 (V), 51 (LM, S),56 (H, K, S, T), 58 (M, Q), 73 (S), 75 (D, E, G, Q, R), 91 (Q), 94 (R), 101 (D), 108 (K), 111
(A), 119 (D, T), 120 (Y), 154 (1), 179 (L), 187 (T), 189 (D, Q), 200 (A), 209 (S), 211 (W), 226 (N), 250 (E, Q), 251
(W), 252 (A) y 256 (T), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0064] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacién de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la termoestabilidad son mayores o iguales a 0,8, y donde los indices
de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para la hidrélisis de pNPB son mayores o iguales a 1,1,y
donde la modificaciéon productiva se selecciona del grupo que consiste en 2 (l,L), 3 (D), 4 (D,l,L,W), 5 (H,Y), 8
(H,M), 9 (K), 11 (H,K), 18 (K), 23 (K), 24 (A,T), 26 (K,T), 27 (A,1,Q,T), 29 (H,.K,R,T,V), 30 (R,V), 32 (S), 35 (K), 37
(G), 40 (M), 54 (V), 69 (AK), 71 (R), 72 (L), 74 (A), 75 (M,S), 91 (1), 94 (R), 101 (Y), 108 (K,Y), 111 (L,T,V), 114 (1),
122 (T,Y), 123 (Q), 125 (Q), 130 (F,H), 132 (H,W), 134 (L,V), 137 (H,K,S,T,W,Y), 151 (T,W), 155 (G), 156 (W), 162
(G), 163 (Y), 166 (G), 176 (l), 180 (K), 187 (H,S,T,W), 189 (K), 232 (L,P), 233 (D,H), 237 (L,Y), 244 (I), 252 (L,T),
255 (L), 263 (1,V), 265 (M) y 269 (M), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estdn numeradas
por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0065] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacién de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la termoestabilidad son mayores o iguales a 0,8, y donde los indices
de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para la hidrélisis de pNPO son mayores o iguales a 1,1,y
donde la modificacién productiva se selecciona del grupo que consiste en 1 (D), 2 (L), 3 (D,T), 4 (A,D,L,M), 5 (H,Y),
8 (A,E.M), 9 (R), 18 (K), 23 (D,E,F,N,Q), 24 (A,D,E,H,N,T), 26 (G,K), 27 (A,E,IN,QT), 29 (E,Q,R), 33
(D,E,F.M,Q,R,S), 37 (D,E,P,Q), 38 (D,N), 40 (M), 48 (E,Q), 49 (V), 50 (E,F), 51 (L,L,T), 54 (F,R), 56 (H,K,R,T), 58
(M,Q), 64 (N), 66 (Q), 74 (Q), 75 (E,M,N,Q,R), 77 (A,I,L,T), 87 (P), 90 (E,F,Q), 101 (D), 105 (D,P), 108 (K,Q,Y), 111
(AE,L,Q,T), 114 (F,M), 115 (R), 117 (Q), 120 (N), 122 (Y), 123 (E,L,M,N,Q), 125 (Q), 127 (E,F,R), 130 (A,F,H,Q),
132 (K,Q,R), 134 (L), 137 (E,G,H,|,K,Q,R,S,T,V,W,Y), 154 (F,L), 155 (G,S), 156 (F,W), 158 (E,F,Y), 162 (G,R), 163
(F,P,S,W,Y), 169 (S), 176 (1), 180 (K), 187 (H,N,Q,S,T,W), 189 (D,Q,R), 225 (E), 227 (M), 228 (E), 232 (P), 233
(D,G,Q), 264 (E,M,N,P,Q,R,S,T), 265 (M) y 269 (M,Q), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa
estan numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus
TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0066] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacién de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la termoestabilidad son mayores o iguales a 0,8, y donde los indices
de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para la hidrélisis de pNPP son mayores o iguales a 1,1,y
donde la modificacion productiva se selecciona del grupo que consiste en 1 (Q,S), 3 (D,T), 4 (A,D,L,M), 5 (H,S,Y),
9 (M), 11 (K), 12 (F), 15 (S), 23 (F), 27 (E,N,Q,T), 29 (R), 32 (A,Q,S), 33 (D,Q), 35 (E,K,R), 40 (M), 48 (Q), 51
(L,L,M,T), 56 (H,K,R,T), 58 (M,Q), 71 (E), 75 (R), 77 (1,T), 87 (P), 105 (A), 108 (K), 111 (A,L), 114 (M), 115 (R), 127
(E,F), 130 (A), 132 (Q,R,W), 134 (L), 137 (E,G,H,ILK,Q,R,S,Y), 143 (A), 155 (S), 162 (G), 163 (F,P,S,W,Y), 164
(D,R), 165 (1,Y), 187 (H,N,Q,S,W), 189 (R), 225 (E), 227 (A,M), 232 (P), 233 (Q), 244 (1), 252 (A,K,L,R), 263 (1,V),
264 (H,R,T) y 269 (V), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estdn numeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0067] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacion de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la termoestabilidad son mayores o iguales a 0,8, y donde los indices
de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para la hidrélisis de pNPB y pNPO son mayores o iguales a
1,1, y donde la modificacion productiva se selecciona del grupo que consiste en 2 (L), 3 (D), 4 (D,L), 5 (H,Y), 8 (M),
18 (K), 24 (A,T), 26 (K), 27 (A,1,Q,T), 29 (R), 40 (M), 75 (M), 108 (K,Y), 111 (L,T), 122 (Y), 123 (Q), 125 (Q), 130
(F,H), 134 (L), 137 (H,K,S,T,W.,Y), 155 (G), 156 (W), 162 (G), 163 (Y), 176 (l), 180 (K), 187 (H,S,T,W), 232 (P), 233
(D), 265 (M) y 269 (M), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0068] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacion de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la termoestabilidad son mayores o iguales a 0,8, y donde los indices
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de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para la hidrélisis de pNPO y pNPP son mayores o iguales a
1,1, y donde la modificacion productiva se selecciona del grupo que consiste en 3 (D,T), 4 (A,D,L,M), 5 (H,Y), 23
(F), 27 (E,N,Q,T), 29 (R), 33 (D,Q), 40 (M), 48 (Q), 51 (I,L,T), 56 (H,K,R,T), 58 (M,Q), 75 (R), 77 (I,T), 87 (P), 108
(K), 111 (A,L), 114 (M), 115 (R), 127 (E,F), 130 (A), 132 (Q,R), 134 (L), 137 (E,G,H,|,K,Q,R,S,Y), 155 (S), 162 (G),
163 (F,P,S,W,Y), 187 (H,N,Q,S,W), 189 (R), 225 (E), 227 (M), 232 (P), 233 (Q) y 264 (R,T), donde las posiciones
de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de
lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0069] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacion de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la termoestabilidad son mayores o iguales a 0,8, y donde los indices
de rendimiento (IR) minimo en relacion con la TLL original para la hidrélisis de pNPB, pNPO y pNPP son mayores
o iguales a 1,1, y donde la modificacién productiva se selecciona del grupo que consiste en 3 (D), 4 (D,L), 5 (H), 5
(Y), 27 (Q,T), 29 (R), 40 (M), 108 (K), 111 (L), 134 (L), 137 (H,K,S,Y), 162 (G), 163 (Y), 187 (H,S,W) y 232 (P),
donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la
secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

[0070] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacion de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la termoestabilidad son mayores o iguales a 0,8, los indices de
rendimiento (IR) minimo en relacién con la TLL original para la hidrélisis de pNPB son inferiores o iguales a 0,8, y
donde los indices de rendimiento (IR) minimo en relacién con la TLL original para la hidrélisis de pNPP son
superiores o iguales a 1, y donde la modificacion productiva se selecciona del grupo que consiste en (Q), 9 (M), 12
(F), 15 (S), 23 (F), 27 (E), 32 (Q), 35 (E), 48 (Q), 58 (M, Q), 71 (E), 75 (R), 115 (R), 130 (A), 132 (Q, R), 137 (E, |,
Q, R), 143 (A), 155 (S), 163 (F, P, S), 164 (D), 165 (1, Y), 187 (Q), 225 (E), 227 (A, M), 233 (Q), 252 (A, K,R), 264
(H, R, T) y 269 (V), donde las posiciones de aminodcido de la variante de lipasa estan numeradas por
correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en
SEQ ID NO: 4.

[0071] Las posiciones de enzimas lipoliticas que tienen una modificacién de aminoacido con respecto a una enzima
lipolitica original, donde la modificacion es una modificacién en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en
relacién con la TLL original para la expresion y la termoestabilidad son mayores o iguales a 0,8, y donde los indices
de rendimiento (IR) minimo relativos a la TLL original para la hidrélisis de pNPO son mayores o iguales a 1,1,y
donde la modificacion productiva se selecciona del grupo que consiste en 1 (Q,S), 2 (L), 3 (T), 4 (A, D, L, M), 5 (H,
Y), 9 (K), 11 (K), 12 (F), 15 (S), 24 (A, D, E, H, N), 27 (A, E, Q, T), 29 (R), 32 (A), 33 (D, F, Q), 38 (D), 40 (M), 48
(Q), 49 (V), 51 (I, L, M, T),56 (H, K, T), 58 (M, Q), 69 (A), 75 (R), 77 (T), 91 (Q), 94 (R), 98 (I), 105 (A), 108 (K, Y),
111 (A, L), 114 (I, M, V), 121 (K), 123 (E, L, M, N, Q), 125 (Q), 127 (E, F), 130 (A, H), 132 (R), 134 (L), 137 (E, G,
H I,K Q,R,S,V,Y), 143 (A), 151 (P), 154 (F, |, L), 155 (S), 156 (W), 158 (Y), 162 (G), 163 (F, P, W, Y), 164 (D,
R), 165 (I, Y), 180 (K), 187 (H, N, Q, S, T, W), 189 (R), 227 (M), 228 (R), 232 (P), 252 (L), 263 (I, V), 265 (M) y 269
(M), donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estdn numeradas por correspondencia con la
secuencia de aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO: 4.

Polipéptidos de la invencion

[0072] La presente invencion proporciona polipéptidos novedosos, a los que se puede hacer referencia de forma
colectiva como "polipéptidos de la invencion”. Los polipéptidos de la invencién incluyen polipéptidos de variantes
de enzimas lipoliticas aislados, recombinantes, sustancialmente puros o no naturales, entre los que se incluyen,
por ejemplo, polipéptidos de variantes de enzimas lipoliticas que tienen actividad enzimatica (p. ej., actividad
lipolitica). En algunos modos de realizacién, los polipéptidos de la invencion son Utiles en aplicaciones de limpieza
y pueden incorporarse en composiciones de limpieza que son Utiles en métodos para limpiar un articulo o una
superficie (p. €j., de superficie de un articulo) que necesite limpiarse.

[0073] La variante de enzima lipolitica es una variante de una enzima lipolitica original del género Thermomyces.
Se han encontrado varias enzimas lipoliticas en el género Thermomyces que tienen una alta identidad entre si y
con la enzima lipolitica de Thermomyces lanuginosus (TLL), como se muestra en SEQ ID NO: 4. Todas las
variantes de enzimas lipoliticas descritas en la seccién anterior pueden ser una variante de una enzima lipolitica
original del género Thermomyces y, mas especificamente, una variante de la enzima lipolitica de Thermomyces
lanuginosus (TLL) como se muestra en SEQ ID NO: 4.

[0074] La variante de enzima lipolitica tiene una identidad del 90, 95, 96, 97, 98 0 99 % con respecto a la enzima
lipolitica de Thermomyces lanuginosus (TLL), como se muestra en SEQ ID NO: 4.

[0075] Se describen composiciones y métodos relacionados con la lipasa clonada a partir de Thermomyces
lanuginosus (TLL). Las composiciones y los métodos se basan, en parte, en la observacién de que la TLL clonada
y expresada tiene actividad de hidrolasa de éster carboxilico (actia en los ésteres de acido carboxilico) en
presencia de una composicion detergente. Estas caracteristicas de la TLL la hacen muy adecuada para su uso en
una variedad de aplicaciones de limpieza, donde la enzima puede hidrolizar lipidos en presencia de tensioactivos
y otros componentes que se encuentran en las composiciones detergentes.
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[0076] Mientras que la TLL muestra actividad contra una variedad de sustratos naturales y sintéticos, la enzima
mostré preferencia por los sustratos C4-C16, con una actividad maxima contra los sustratos C8. Este perfil de
especificidad hace que la TLL sea muy adecuada para la hidrélisis de triglicéridos de cadena corta, media y larga
y para llevar a cabo reacciones de transesterificacion que implican ésteres de acidos grasos de cadena corta,
media y larga. Tal y como se describe en la presente memoria, el polipéptido de TLL original se aislé de
Thermomyces lanuginosus (de la familia abH23.01, tipo lipasa Rhizomucor mihei [Lipase Engineering Database,
www.led.uni-stuttgart.de] con la secuencia de aminoacidos de la lipasa madura establecida en PDB: 1DT3). El
polipéptido de TLL maduro tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. En la naturaleza, pueden aparecer
polipéptidos de TLL similares, sustancialmente idénticos, por ejemplo, en otras cepas o aislados de T. lanuginosus.

[0077] En el presente documento, se describen variantes de enzima lipolitica aisladas, recombinantes,
sustancialmente puras o no naturales que tienen actividad lipolitica, cuyo polipéptido comprende una secuencia
polipeptidica que tiene al menos aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 91 %, al menos
aproximadamente un 92 %, al menos aproximadamente un 93 %, al menos aproximadamente un 94 %, al menos
aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, al menos
aproximadamente un 98 %, al menos aproximadamente un 99 % o al menos aproximadamente un 99,5 % de
identidad de secuencia con respecto a una enzima lipolitica original, como se proporciona en el presente
documento.

[0078] La variante de polipéptido puede ser una variante que tiene un grado especifico de homologia de secuencia
de aminodcidos con el polipéptido de TLL ejemplificado, por ejemplo, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al
menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %,
al menos un 98 % o incluso al menos un 99 % de homologia de secuencia con respecto a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4. La homologia se puede determinar mediante el alineamiento de secuencias de
aminodcidos; p. €j., utilizando un programa como BLAST, ALIGN o CLUSTAL, como se ha descrito en el presente
documento.

[0079] También se proporciona una secuencia aislada, recombinante, sustancialmente pura o no natural que
codifica una variante de enzima lipolitica que tiene actividad lipolitica, comprendiendo dicha variante de enzima
lipolitica (por ejemplo, variante de lipasa) una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 4 en no més de 25, no mas de 20, no mas de 19, no mas de 18, no mas de 17, no
mas de 16, no mas de 15, no mas de 14, no mas de 13, no méas de 12, no méas de 11, no mas de 10, no mas de
9, no mas de 8, no méas de 7, no mas de 6, no mas de 5, no mas de 4, no mas de 3, no méas de 2 o no mas de 1
residuo(s) de aminoacido, donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas de
acuerdo con la numeracioén de las posiciones de aminodcido correspondientes en la secuencia de aminoacidos de
lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL mostrada en SEQ ID NO:4 segun lo determinado por la alineacion de la
secuencia de aminodcidos de la variante de enzima lipolitica con la secuencia de amino&cidos de la lipasa de
Thermomyces lanuginosus TLL.

[0080] Como se ha indicado anteriormente, los polipéptidos de variante de enzima lipolitica de la invencion
presentan actividades enzimaticas (p. €j., actividades lipoliticas) y, por lo tanto, resultan Gtiles en aplicaciones de
limpieza, incluidos, entre otros, métodos para limpiar articulos de vajilla, articulos de mesa, tejidos y articulos que
poseen superficies duras (p. €j., la superficie dura de una mesa, tablero, pared, mueble, suelo, techo, etc.). Algunos
ejemplos de composiciones de limpieza que comprenden uno o mas polipéptidos de variante de enzima lipolitica
se describen a continuacion. La actividad enzimatica (p. €j., la actividad enzimatica lipolitica) de un polipéptido de
variante de enzima lipolitica de la invencion se puede determinar facilmente utilizando procedimientos ampliamente
conocidos por los expertos en la materia. Los ejemplos presentados a continuacion describen métodos para
analizar la actividad enzimatica, el rendimiento de limpieza, la estabilidad del detergente y/o la termoestabilidad.
El rendimiento de las variantes de enzimas lipoliticas de la invencion para eliminar manchas (p. €j., una mancha
lipidica), limpiar superficies duras o lavar articulos de la colada, de vajilla o de mesa puede determinarse faciimente
utilizando procedimientos ampliamente conocidos en la técnica y/o utilizando procedimientos expuestos en los
ejemplos.

[0081] Un polipéptido puede someterse a varios cambios, como una o mas inserciones, deleciones y/o
sustituciones de aminoacidos, ya sean conservativas 0 no conservativas, incluso cuando dichos cambios no
modifican de manera considerable la actividad enzimatica del polipéptido. De forma similar, un acido nucleico
también puede someterse a varios cambios, como una o mas sustituciones de uno o0 mas acidos nucleicos en uno
0 mas codones, de tal forma que un coddn concreto codifica el mismo o amino&cido o uno diferente, lo que da
como resultado bien una variacion silenciosa (p. ej., una mutacién en una secuencia nucleotidica tiene como
resultado una mutacion silenciosa en la secuencia de aminoacidos, p. €j., cuando el aminoacido codificado no es
alterado por la mutacion de &cido nucleico) o una variacién no silenciosa, una o méas deleciones de uno o mas
acidos nucleicos (o0 codones) en la secuencia, una 0 mas adiciones o inserciones de uno o mas acidos nucleicos
(o codones) en la secuencia, y/o la escisién de o uno o mas truncamientos de uno o mas acidos nucleicos (o
codones) en la secuencia. Muchos de estos cambios en la secuencia de &cido nucleico pueden no alterar de forma
sustancial la actividad enzimatica de la variante de enzima lipolitica codificada resultante en comparacion con la
variante de enzima lipolitica codificada por la secuencia de &cido nucleico original. Un acido nucleico también
puede modificarse para incluir uno o mas codones que proporcionan una expresioén Optima en un sistema de
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expresion (p. ej., sistema de expresién bacteriano), mientras que, si se desea, dicho uno o mas codones todavia
codifican el/los mismo(s) aminoacido(s).

[0082] En el presente documento, se proporciona un género de polipéptidos que comprende polipéptidos de
variante de enzima lipolitica que tienen la actividad enzimatica deseada (p. €j., actividad enzimatica lipolitica o
actividad de rendimiento de limpieza) que comprenden secuencias que tienen las sustituciones de aminoacidos
descritas en el presente documento y que también comprenden una o mas sustituciones de aminodacidos
adicionales, como sustituciones conservativas 0 no conservativas, donde el polipéptido muestra, mantiene o
mantiene de forma aproximada la actividad enzimatica deseada (p. €j., actividad enzimatica lipolitica o actividad
de lipasa, tal como se refleja en la actividad o en el rendimiento de limpieza de la variante de enzima lipolitica). Las
sustituciones de aminodcidos segun la invencién pueden incluir, entre otras, una o mas sustituciones no
conservativas de aminoacidos y/o una o mas sustituciones conservativas de aminoacidos. Una sustitucion de
residuo de aminoacido conservativa conlleva normalmente el intercambio de un elemento dentro de una clase
funcional de residuos de aminodacidos por un residuo que pertenece a la misma clase funcional (los residuos de
aminoacidos idénticos se consideran funcionalmente homologos o se conservan calculando el porcentaje de
homologia funcional). Una sustitucién de aminoacidos conservativa conlleva normalmente la sustitucion de un
aminoacido en una secuencia de aminoacidos por un aminodacido funcionalmente similar. Por ejemplo, la alanina,
la glicina, la serina y la treonina son funcionalmente similares y, en consecuencia, pueden servir como sustituciones
conservativas de amino&cidos entre si. El 4cido aspartico y el acido glutdmico pueden servir como sustituciones
conservativas entre si. La asparagina y la glutamina pueden servir como sustituciones conservativas entre si. La
arginina, la lisina y la histidina pueden servir como sustituciones conservativas entre si. La isoleucina, la leucina,
la metionina y la valina pueden servir como sustituciones conservativas entre si. La fenilalanina, la tirosina y el
triptéfano pueden servir como sustituciones conservativas entre si.

[0083] Pueden concebirse otros grupos de sustituciones conservativas de aminoacidos. Por ejemplo, los
aminoacidos pueden agruparse por estructura quimica, composicion o funcion similar (p. ej., acidos, basicos,
alifaticos, aromaticos, contenedores de sulfuro). Por ejemplo, un grupo alifatico puede comprender: Glicina (G),
Alanina (A), Valina (V), Leucina (L), Isoleucina (l). Otros grupos que contienen aminoacidos que se consideran
sustituciones conservativas entre si incluyen: aromaticos: Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W);
contenedores de sulfuro: Metionina (M), Cisteina (C); Basicos: Arginina (R), Lisina (K), Histidina (H); Acidos: Acido
aspartico (D), Acido glutamico (E); residuos sin carga no polares, Cisteina (C), Metionina (M) y Prolina (P); residuos
sin carga hidrofilicos: Serina (S), Treonina (T), Asparagina (N) y Glutamina (Q). Los expertos en la materia conocen
agrupaciones adicionales de aminoacidos, y se describen en varios libros de texto estandares. El listado de una
secuencia polipeptidica en el presente documento, junto con los anteriores grupos de sustituciones, proporciona
una relacion expresa de todas las secuencias polipeptidicas sustituidas de forma conservativa.

[0084] Existen mas sustituciones conservativas dentro de las clases de residuos de aminoacidos descritas
anteriormente, que pueden ser adecuadas de forma alternativa o adicional. Los grupos de conservacién para
sustituciones mas conservativas incluyen: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-
valina, y asparagina-glutamina. Por consiguiente, por ejemplo, en algunos modos de realizacién, la invencién
proporciona un polipéptido de variante de enzima lipolitica aislado o recombinante (por ejemplo, una variante de
lipasa) que presenta actividad lipolitica, comprendiendo dicho polipéptido de variante de enzima lipolitica una
secuencia de aminodcidos que presenta al menos aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 95 %,
aproximadamente un 96 %, aproximadamente un 97 %, aproximadamente un 98 %, aproximadamente un 99 % o
aproximadamente un 99,5 % de identidad de secuencia con respecto a la secuencia de aminodcidos de SEQ ID
NO:4. No se espera que una sustitucion conservativa de un aminoacido por otro en una variante de enzima lipolitica
de la invencion modifique de forma significativa la actividad enzimatica o la actividad de rendimiento de limpieza
de la variante de enzima lipolitica. La actividad enziméatica o la actividad de rendimiento de limpieza de la enzima
lipolitica resultante puede determinarse facilmente utilizando los ensayos estandar y los ensayos descritos en el
presente documento.

[0085] Las variaciones de una secuencia polipeptidica de la invencién sustituidas de forma conservativa (p. €j.,
variantes de enzimas lipoliticas de la invencidn) incluyen sustituciones de un pequeno porcentaje, a menudo menor
de aproximadamente un 10 %, aproximadamente un 9 %, aproximadamente un 8 %, aproximadamente un 7 % o
aproximadamente un 6 % de los aminodacidos de la secuencia polipeptidica, 0 menos de aproximadamente un 5 %,
aproximadamente un 4 %, aproximadamente un 3 %, aproximadamente un 2 % o aproximadamente un 1 % de los
aminoacidos de la secuencia polipeptidica, con un aminoacido seleccionado de forma conservativa del mismo
grupo de sustitucién conservativa.

Acidos nucleicos

[0086] En el presente documento, se proporcionan acidos nucleicos recombinantes, no naturales o aislados
(también denominados en el presente documento "polinucleétidos"), que codifican polipéptidos de la invencion.
Los &cidos nucleicos, incluidos todos los que se describen a continuacion, son Utiles en la produccién recombinante
(p. €j., expresion) de polipéptidos de la invencion, normalmente a través de la expresién de un vector de expresion
plasmido que comprende una secuencia que codifica el polipéptido de interés o un fragmento del mismo. Como se
ha analizado previamente, los polipéptidos incluyen polipéptidos de variante de enzima lipolitica, entre los que se
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incluyen polipéptidos de variante de lipasa que tienen actividad enzimatica (p. €j., actividad lipolitica) que son Utiles
en aplicaciones de limpieza y composiciones de limpieza para limpiar un articulo o una superficie (p. €j., la
superficie de un articulo) que necesite limpiarse.

[0087] Se proporciona un acido nucleico aislado, recombinante, sustancialmente puro o no natural que comprende
una secuencia nucleotidica que codifica cualquier polipéptido (incluida cualquier proteina de fusién, etc.) de la
invencion tal como se describe anteriormente en la seccién titulada "polipéptidos" y en cualquier otra parte del
presente documento. También se proporciona un acido nucleico aislado, recombinante, sustancialmente puro o no
natural que comprende una secuencia nucleotidica que codifica una combinacién de dos o0 mas de cualquier
polipéptido de la invencién descrito anteriormente y en cualquier otra parte del presente documento.

[0088] También se proporciona un &cido nucleico aislado, recombinante, sustancialmente puro o no natural que
comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una variante de enzima lipolitica que tiene actividad
lipolitica, comprendiendo dicha variante de enzima lipolitica (por ejemplo, variante de lipasa) una secuencia de
aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 en no mas de 25, no mas de 20, no
mas de 19, no més de 18, no méas de 17, no mas de 16, no mas de 15, no méas de 14, no mas de 13, no mas de
12, no mas de 11, no més de 10, no mas de 9, no mas de 8, no mas de 7, no mas de 6, no mas de 5, no mas de
4, no mas de 3, no més de 2 o no mas de 1 residuo(s) de aminoacido, donde las posiciones de aminoéacido de la
variante de lipasa estdn numeradas de acuerdo con la numeracién de las posiciones de aminoéacido
correspondientes en la secuencia de aminodcidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL mostrada en SEQ
ID NO:1 segun lo determinado por la alineacion de la secuencia de aminodacidos de la variante de enzima lipolitica
con la secuencia de aminod&cidos de la lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL.

[0089] La presente exposicion proporciona acidos nucleicos que codifican una variante de lipasa de lipasa de
Thermomyces, como se ha descrito anteriormente, donde las posiciones de aminoacido de la variante de lipasa
estan numeradas por correspondencia con la secuencia de aminoacidos de lipasa de T. lanuginosus TLL
establecida en SEQ ID NO:4.

[0090] Los acidos nucleicos pueden generarse utilizando cualquier técnica adecuada de sintesis, manipulacion y/o
aislamiento, o combinaciones de las mismas. Por ejemplo, un polinucleétido puede producirse utilizando técnicas
de sintesis de acido nucleico estandar, como técnicas de sintesis en fase sélida que son ampliamente conocidas
por los expertos en la materia. La sintesis de los acidos nucleicos también puede facilitarse (0 conseguirse de
forma alternativa) mediante cualquier método adecuado conocido en la técnica, incluyendo, pero sin caracter
limitativo, la sintesis quimica que utiliza el método de fosforamidita clasico (véase, p. ej., Beaucage et al.
Tetrahedron Letters 22:1859-69 (1981)); o el método descrito por Matthes et al. (véase, Matthes et al., EMBO J.
3:801-805 (1984), como se suele practicar en métodos sintéticos automatizados. Los acidos nucleicos también
pueden producirse utilizando un sintetizador de ADN automatico. Pueden adquirirse &cidos nucleicos
personalizados de una variedad de fuentes comerciales, (p. €j., The Midland Certified Reagent Company, the Great
American Gene Company, Operon Technologies Inc. y DNA2.0). Otras técnicas para sintetizar acidos nucleicos y
principios relacionados se conocen en la técnica (véase, p. €., Itakura ]., Ann. Rev. Biochem. 53:323 (1984); e
Itakura et al., Science 198:1056 (1984)).

Métodos para elaborar variantes de enzimas lipoliticas modificadas de la invencién

[0091] En la técnica, se conocen diversos métodos que resultan adecuados para generar polinucleétidos
modificados que codifican variantes de enzimas lipoliticas de la invencion, entre los que se incluyen, a modo de
ejemplo y sin caracter limitativo, la mutagénesis de saturacion de sitio, la mutagénesis de barrido, la mutagénesis
insercional, la mutagénesis de delecion, la mutagénesis aleatoria, la mutagénesis dirigida y la evolucion dirigida,
asi como otros enfoques recombinatorios. Algunos métodos para elaborar polinucleétidos y proteinas modificados
(p. e€j., variantes de enzimas lipoliticas) incluyen metodologias de barajado de ADN, métodos basados en
recombinacion de genes no homologos, como ITCHY (Véase, Ostermeier et al., 7:2139-44 (1999)), SCRACHY
(véase, Lutz et al. 98:11248-53 (2001)), SHIPREC (véase, Sieber et al., 19:456-60 (2001)), y NRR (véase, Bittker
et al., 20:1024-9 (2001); Bittker et al., 101:7011-6 (2004)), y métodos que se fundamentan en el uso de
oligonucleotidos para insertar deleciones, inserciones y/o mutaciones aleatorias y dirigidas (véase, Ness et al.,
20:1251-5 (2002); Coco et al., 20:1246-50 (2002); Zha et al., 4:34-9 (2003); Glaser et al., 149:3903-13 (1992)).

Vectores, células y métodos para producir variantes de enzimas lipoliticas de la invencién

[0092] Se proporcionan vectores aislados o recombinantes que comprenden al menos un polinucleétido descrito
en el presente documento (p. €j., un polinucleétido que codifica una variante de enzima lipolitica de la invencién
como se define en las reivindicaciones, vectores de expresion aislados o recombinantes o casetes de expresion
que comprenden al menos un acido nucleico o polinucleétido, constructos de ADN aislados, sustancialmente puros
o recombinantes que comprenden al menos un acido nucleico o polinucleétido, células aisladas o recombinantes
que comprenden al menos un polinucleétido, cultivos celulares que comprenden células que comprenden al menos
un polinucledtido, cultivos celulares que comprenden al menos un &cido nucleico o polinucleétido y composiciones
que comprenden uno o mas de dichos vectores, acidos nucleicos, vectores de expresion, casetes de expresion,
constructos de ADN, células, cultivos celulares o cualquier combinacion o mezcla de los mismos.
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[0093] Se proporcionan células recombinantes que comprenden al menos un vector (p. €j., vector de expresion o
constructo de ADN) que comprende al menos un &cido nucleico o polinucleétido. Algunas de dichas células
recombinantes se transforman o se transfectan con dicho al menos un vector. Dichas células se denominan
normalmente células huésped. Algunas de dichas células comprenden células bacterianas, entre las que se
incluyen, sin caracter limitativo, las células de Bacillus sp, como, p. €j., las células de B. subtilis. Asimismo, se
proporcionan células recombinantes (p. €j., células huésped recombinantes) que comprenden al menos una
variante de enzima lipolitica de la invencién.

[0094] Ademas, se proporciona un vector que comprende un acido nucleico o polinucleétido. El vector puede ser
un vector de expresion o casete de expresion en el que una secuencia polinucleotidica que codifica una variante
de enzima lipolitica de la invencidn esta operativamente unida a uno o mas segmentos de &cido nucleico
necesarios para la expresion génica eficaz (p. ej., un promotor operativamente unido al polinucleétido que codifica
una variante de enzima lipolitica de la invencién). Un vector puede incluir un terminador de la transcripcion y/o un
gen de seleccion, como un gen de resistencia a los antibiéticos que permite el mantenimiento continuo en el cultivo
de células huésped infectadas con plasmidos mediante el cultivo en medios antimicrobianos.

[0095] Un vector de expresion puede derivarse de ADN plasmidico o viral o, alternativamente, contiene elementos
de ambos. Entre los ejemplos de vectores se incluyen, entre otros, pXX, pC194, pJH101, pE194, pHP13 (véase,
Harwood y Cutting [eds.], Capitulo 3, Molecular Biological Methods for Bacillus, John Wiley & Sons ; entre los
plasmidos de replicacién adecuados para B. subtilis se incluyen los de la p. 92; véase también, Perego,
Integrational Vectors for Genetic Manipulations in Bacillus subtilis, en Sonenshein et al., [eds.] Bacillus subtilis and
Other Gram-Positive Bacteria: Biochemistry, Physiology and Molecular Genetics, American Society for
Microbiology, Washington, D.C. , pp. 615-624).

[0096] Para la expresion y la produccién de una proteina de interés (p. €j., la variante de enzima lipolitica) en una
célula, al menos un vector de expresién que comprende al menos una copia de un polinucleétido que codifica la
enzima lipolitica modificada y que, preferiblemente, comprende multiples copias, se transforma en la célula en
condiciones adecuadas para la expresiéon de la enzima lipolitica. Una secuencia polinucleotidica que codifica la
variante de enzima lipolitica (asi como otras secuencias incluidas en el vector) puede integrarse en el genoma de
la célula huésped, o un vector plasmidico que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica la variante
de enzima lipolitica puede permanecer como un elemento extracromosdémico auténomo dentro de la célula. En la
presente memoria, se proporcionan tanto elementos de acido nucleico extracromosémico como secuencias
nucleotidicas entrantes que estan integradas en el genoma de la célula huésped. Los vectores descritos en el
presente documento son Utiles para la produccién de las variantes de enzimas lipoliticas de la invencion. Un
constructo polinucleotidico que codifica la variante de enzima lipolitica puede estar presente en un vector de
integracién que permite la integracion y, opcionalmente, la amplificacion del polinucleétido que codifica la variante
de enzima lipolitica en el cromosoma bacteriano. Los expertos en la materia conocen ampliamente ejemplos de
sitios de integracion. La transcripcion de un polinucleédtido que codifica una variante de enzima lipolitica de la
invencion es efectuada por un promotor que es el promotor de tipo salvaje para la enzima lipolitica precursora
seleccionada. En algunos otros casos, el promotor es heterélogo a la enzima lipolitica precursora, pero funcional
en la célula huésped. Concretamente, entre los ejemplos de promotores adecuados para su uso en células
huésped bacterianas se incluyen, pero sin caracter limitativo, por ejemplo, los promotores amyE, amyQ, amyL,
pstS, sacB, pSPAC, pAprE, pVeg, pHpall, el promotor del gen de amilasa maltogénica de B. stearothermophilus,
el gen de amilasa (BAN) de B. amyloliquefaciens, el gen de enzima lipolitica alcalina de B. subtilis, el gen de enzima
lipolitica alcalina de B. clausii, el gen de xilosidasa de B. pumilis, el crylllA de B. thuringiensis y el gen de alfa-
amilasa de B. licheniformis. Entre los promotores adicionales se incluyen, sin caracter limitativo, el promotor A4,
asi como los promotores Pr o PL de fago lambda, y los promotores lac, trp o tac de E. coli.

[0097] Las variantes de enzimas lipoliticas de la presente invencion tal y como se define en las reivindicaciones
se pueden producir en células huésped de cualquier microorganismo grampositivo adecuado, incluidos bacterias
y hongos. Por ejemplo, en algunos casos, la variante de enzima lipolitica se produce en células huésped de origen
fungico y/o bacteriano. En algunos casos, las células huésped son Bacillus sp., Streptomyces sp., Escherichia sp.
0 Aspergillus sp. En algunos casos, las variantes de enzimas lipoliticas son producidas por células huésped de
Bacillus sp. Entre los ejemplos de células huésped de Bacillus sp. que son de utilidad en la produccién de las
variantes de enzimas lipoliticas de la invencion se incluyen, sin caracter limitativo, B. licheniformis, B. lentus, B.
subtilis, T. lanuginosus, B. lentus, B. brevis, B. stearothermophilus, B. alkalophilus, B. coagulans, B. circulans, B.
pumilis, B. thuringiensis, B. clausiiy B. megaterium, asi como otros organismos del género Bacillus. En algunos
casos, las células huésped de B. subtilis son Utiles para la produccion de variantes de enzimas lipoliticas. Las
patentes estadounidenses n.2 5,264,366 y 4,760,025 (RE 34,606) describen varias cepas huésped de Bacillus que
pueden utilizarse para producir variantes de enzimas lipoliticas de la invencién, aunque pueden utilizarse otras
cepas adecuadas.

[0098] Varias cepas bacterianas industriales que pueden utilizarse para producir variantes de enzimas lipoliticas
de la invencion incluyen cepas de Bacillus sp. no recombinantes (esto es, de tipo salvaje), asi como variantes de
cepas naturales y/o cepas recombinantes. En algunos casos, la cepa huésped es una cepa recombinante, donde
un polinucledtido que codifica un polipéptido de interés se ha introducido en el huésped. En algunos casos, la cepa
huésped es una cepa huésped de B. subtilis y, en particular, una cepa huésped de Bacillus subtilis recombinante.
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Se conocen numerosas cepas de B. subtilis, entre las que se incluyen, entre otras, p. €j., 1A6 (ATCC 39085), 168
(1A01), SB19, W23, Ts85, B637, PB1753 hasta PB1758, PB3360, JH642, 1A243 (ATCC 39,087), ATCC 21332,
ATCC 6051, MI113, DE100 (ATCC 39,094), GX4931, PBT 110 y la cepa PEP 211 (véase, p. €j., Hoch et al.,
Genetics 73:215-228 ; véanse también las patentes estadounidenses n.? 4,450,235 y 4,302,544 y la EP 0134048).
El uso de B. subtilis como células huésped de expresion es ampliamente conocido en la técnica (véase, p.ej., Palva
et al., Gene 19:81-87 ; Fahnestock y Fischer, J. Bacteriol., 165:796-804; y Wang et al., Gene 69:39-47 [1988]).

[0099] En algunos casos, la célula huésped de Bacillus es un Bacillus sp. que incluye una mutacién o delecion en
al menos uno de los siguientes genes: degU, degS, degRy degQ. Preferiblemente, la mutacion se produce en un
gen degUy, mas preferiblemente, la mutacién es degU(Hy)32 (véase, p. gj., Msadek et al., J. Bacteriol. 172:824-
834; y Olmos et al., Mol. Gen. Genet. 253:562-567 [1997]). Una cepa huésped adecuada es una Bacillus subtilis
que porta una mutacién degU32(Hy). En algunos casos, el huésped de Bacillus comprende una mutacion o
delecién en scoC4 (véase, p. ej., Caldwell et al., J. Bacteriol. 183:7329-7340 [2001]); spollE (véase, p.ej., Arigoni
et al., Mol. Microbiol. 31:1407-1415 [1999]); y/u oppA u otros genes del operdn opp (véase, p.ej., Perego et al.,
Mol. Microbiol. 5:173-185 [1991]). De hecho, se contempla que cualquier mutacién en el operdén opp que produzca
el mismo fenotipo que una mutacién en el gen oppA se utilizara en algunos casos de la cepa de Bacillus alterada.
En algunos casos, estas mutaciones se producen de forma independiente, mientras que, en otros casos, se dan
combinaciones de mutaciones. En algunos casos, una cepa de células huésped de Bacillus alterada que puede
utilizarse para producir una variante de enzima lipolitica de la invencién es una cepa huésped de Bacillus que ya
incluye una mutacién en uno o mas de los genes mencionados anteriormente. Ademas, son de utilidad las células
huésped de Bacillus sp. que comprenden mutaciones y/o deleciones de genes de enzima lipolitica enddgenos. En
algunos casos, la célula huésped de Bacillus comprende una delecién de los genes aprE 'y nprE. En otros casos,
la célula huésped de Bacillus sp. comprende una delecién de 5 genes de enzima lipolitica, mientras que, en otros
casos, la célula huésped de Bacillus sp. comprende una delecion de 9 genes de enzima lipolitica (véase, p. €j., la
solicitud de patente estadounidense n. 2005/0202535).

[0100] Las células huésped se transforman con al menos un acido nucleico que codifica al menos una variante de
enzima lipolitica de la invencién utilizando cualquier método adecuado conocido en la técnica. Tanto si el acido
nucleico se incorpora en un vector como si se utiliza sin la presencia de ADN plasmidico, este se introduce
normalmente en un microorganismo, en algunos casos, preferiblemente, una célula de E. coli o una célula de
Bacillus competente. Los métodos para introducir un acido nucleico (p. ej., ADN) en células de Bacillus o células
de E. coli utilizando vectores o constructos de ADN plasmidico y transformando dichos vectores o constructos de
ADN plasmidico en dichas células son ampliamente conocidos. En algunos casos, los plasmidos se aislan
posteriormente de células de E. coli y se transforman en células de Bacillus. No obstante, no es esencial utilizar
microorganismos de intervenciéon como E. coliy, en algunos casos, un vector o constructo de ADN se introduce
directamente en un huésped de Bacillus.

[0101] Los expertos en la materia estan bien informados de métodos adecuados para introducir secuencias de
acidos nucleicos o polinucleotidicas en células de Bacillus (véase, p. €j., Ferrari et al., "Genetics," en Harwood et
al. [eds.], Bacillus, Plenum Publishing Corp., pp. 57-72; Saunders et al., J. Bacteriol. 157:718-726 [1984]; Hoch et
al., J. Bacteriol. 93:1925 -1937 [1967]; Mann et al., Current Microbiol. 13:131-135 [1986]; Holubova, Folia Microbiol.
30:97 [1985]; Chang et al., Mol. Gen. Genet. 168:11-115 [1979]; Vorobjeva et al., FEMS Microbiol. Lett. 7:261-263
[1980]; Smith et al., Appl. Env. Microbiol. 51:634 [1986]; Fisher et al., Arch. Microbiol. 139:213-217 [1981]; y
McDonald, J. Gen. Microbiol. 130:203 [1984]). De hecho, dichos métodos como la transformacion, incluyendo la
transformacion y la congregacién de protoplastos, la transduccion y la fusion de protoplastos, son ampliamente
conocidos y adecuados para su utilizacion en la presente exposicion. Se utilizan métodos de transformacion para
introducir un vector o constructo de ADN que comprende un acido nucleico que codifica una variante de enzima
lipolitica de la presente invencion en una célula huésped. Los métodos conocidos en la técnica para transformar
células de Bacillus incluyen métodos como la transformacién de recuperacion de un marcador plasmidico, que
conlleva la absorcion de un plasmido donante por parte de células competentes que portan un plasmido residente
parcialmente homologo (véase, Contente et al., Plasmid 2:555-571 [1979]; Haima et al., Mol. Gen. Genet. 223:185-
191 [1990]; Weinrauch et al., J. Bacteriol. 154:1077-1087 [1983]; y Weinrauch et al., J. Bacteriol. 169:1205-1211
[1987]). En este método, el plasmido donante entrante se recombina con la regién homéloga del plasmido “auxiliar”
residente en un proceso que imita la transformacion cromosémica.

[0102] Ademas de los métodos utilizados comUnmente, en algunos casos, las células huésped se transforman
directamente con un vector o constructo de ADN que comprende un &cido nucleico que codifica una variante de
enzima lipolitica de la invencion (esto es, no se utiliza una célula intermedia para amplificar o procesar de cualquier
otra forma el vector o constructo de ADN antes de su introduccion en la célula huésped). La introduccién del vector
o constructo de ADN en la célula huésped incluye los métodos fisicos y quimicos conocidos en la técnica para
introducir una secuencia de acido nucleico (p. €j., una secuencia de ADN) en una célula huésped sin insercion en
un plasmido o vector. Dichos métodos incluyen, sin caracter limitativo, precipitacion con cloruro de calcio,
electroporacion, ADN desnudo, liposomas y similares. En casos adicionales, el vector o los constructos de ADN se
cotransforman con un plasmido sin insertarse en el plasmido. En otros casos, se deleciona un marcador selectivo
de la cepa de Bacillus modificada utilizando métodos conocidos en la técnica (véase Stahl et al., J. Bacteriol.
158:411-418 [1984]; y Palmeros et al., Gene 247:255 -264 [2000]).
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[0103] En algunos casos, las células transformadas se cultivan en medios nutritivos convencionales. Las
condiciones de cultivo especificas adecuadas, como la temperatura, el pH y similares son conocidas por los
expertos en la materia y se describen con detalle en la literatura cientifica. También se proporciona un cultivo (p.
ej., un cultivo celular) que comprende al menos una variante de enzima lipolitica o al menos un acido nucleico.
También se proporcionan composiciones que comprenden al menos un acido nucleico, vector o constructo de
ADN.

[0104] En algunos casos, las células huésped transformadas con al menos una secuencia polinucleotidica que
codifica al menos una variante de enzima lipolitica de la invencion se cultivan en un medio nutritivo adecuado en
condiciones que permiten la expresion de la enzima lipolitica presente, tras lo cual se recupera la enzima lipolitica
resultante del cultivo. EI medio utilizado para cultivar las células comprende cualquier medio convencional
adecuado para el cultivo de las células huésped, como medios complejos 0 minimos que contienen suplementos
apropiados. Los medios adecuados pueden adquirirse gracias a proveedores comerciales, o0 se pueden preparar
conforme a recetas publicadas (véanse p. €j., los catalogos de la American Type Culture Collection). En algunos
casos, la enzima lipolitica producida por las células se recupera del medio de cultivo mediante procedimientos
convencionales, incluyendo, a modo de ejemplo y sin caracter limitativo, la separacién de las células huésped del
medio mediante centrifugacion o filtracion, la precipitacion de los componentes proteinicos del sobrenadante o
filtrado por medio de una sal (p. €j., sulfato de amonio), purificacién cromatografica (p. ej., intercambio de iones,
filtracion en gel, afinidad, etc.). En la presente exposicion, puede utilizarse cualquier método adecuado para
recuperar o purificar una variante de enzima lipolitica.

[0105] En algunos casos, una variante de enzima lipolitica producida por una célula huésped recombinante se
secreta en el medio de cultivo. Una secuencia de &cido nucleico que codifica un dominio que facilita la purificacion
puede utilizarse para facilitar la purificacion de proteinas solubles. Un vector o constructo de ADN que comprende
una secuencia polinucleotidica que codifica una variante de enzima lipolitica puede comprender también una
secuencia de &cido nucleico que codifica un dominio que facilita la purificacion para facilitar la purificacion de la
variante de enzima lipolitica (véase, p. €j., Kroll et al., DNA Cell Biol. 12:441-53 [1993]). Dichos dominios que
facilitan la purificacion incluyen, sin caracter limitativo, por ejemplo, péptidos quelantes de metal como mdédulos
histidina-triptéfano que permiten la purificacion en metales inmovilizados (véase, Porath, Protein Expr. Purif. 3:263-
281 [1992]), dominios de proteina A que permiten la purificaciéon en inmunoglobulina inmovilizada, y el dominio
utilizado en el sistema de purificacion por afinidad/extension FLAGS (por ejemplo, dominios de proteina A
disponibles de Immunex Corp., Seattle, Washington). La inclusién de una secuencia de enlace escindible como un
Factor XA o enteroquinasa (por ejemplo, secuencias disponibles de Invitrogen, San Diego, California) entre el
dominio de purificacion y la proteina heteréloga también resultan de utilidad para facilitar la purificacion.

[0106] Son ampliamente conocidos los ensayos para detectar y medir la actividad enzimatica de una enzima, como
una variante de enzima lipolitica de la invencion. También son conocidos por los expertos en la materia varios
ensayos para detectar y medir la actividad de las enzimas lipoliticas (p. €j., las variantes de enzimas lipoliticas de
la invencién). Puede utilizarse una variedad de métodos para determinar el nivel de producciéon de una enzima
lipolitica madura (p. €j., la variante de enzimas lipoliticas madura de la presente invencion) en una célula huésped.
Dichos métodos incluyen, sin caracter limitativo, p. ej., métodos que utilizan anticuerpos policlonales o
monoclonales especificos para la enzima lipolitica. Entre los métodos de ejemplo se incluyen, pero sin caracter
limitativo, los ensayos por inmunoabsorcién ligados a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés), los
radioinmunoensayos (RIA, por sus siglas en inglés), los inmunoensayos fluorescentes (FIA, por sus siglas en
inglés) y la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés). Estos y otros
ensayos son ampliamente conocidos en la técnica (véase, p. ej., Maddox et al., J. Exp. Med. 158:1211 [1983]).

[0107] En otro aspecto, la invencion proporciona métodos para elaborar o producir una variante de enzima lipolitica
madura de la invencién, tal como se define en las reivindicaciones.

[0108] Una variante de enzima lipolitica madura no incluye un péptido sefial o una secuencia propeptidica. Algunos
métodos comprenden la elaboracién o produccién de una variante de enzima lipolitica de la invencion en una célula
huésped bacteriana recombinante, como, por ejemplo, una célula de Bacillus sp. (por ejemplo, una célula de B.
subtilis). Por ejemplo, en el presente documento se proporciona un método para producir una variante de enzima
lipolitica de la invencion, comprendiendo el método el cultivo de una célula huésped recombinante que comprende
un vector de expresion recombinante que comprende un acido nucleico que codifica una variante de enzima
lipolitica de la invencién en condiciones propicias para la produccién de la variante de enzima lipolitica. Algunos
de dichos métodos comprenden ademas la recuperacion de la variante de enzima lipolitica del cultivo.

[0109] Por ejemplo, en la presente memoria se proporcionan métodos de produccién de una variante de enzima
lipolitica de la invencion, comprendiendo los métodos: (a) introducir un vector de expresién recombinante que
comprende un &cido nucleico que codifica una variante de enzima lipolitica de la invencién en una poblacién celular
(p. €j., células bacterianas, como células de B. subtilis); y (b) cultivar las células en un medio de cultivo en
condiciones propicias para producir la variante de enzima lipolitica codificada por el vector de expresién. Algunos
de dichos métodos comprenden también: (c) aislar la variante de enzima lipolitica de las células o del medio de
cultivo.

Productos para el cuidado del hogar y de tejidos
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[0110] En algunos modos de realizacion, las variantes de enzimas lipoliticas de la presente invencién tal y como
se define en las reivindicaciones pueden utilizarse en composiciones que comprenden un material auxiliar y una
variante de enzima lipolitica, donde la composicion es un producto de cuidado del hogar y de tejidos. En el ejemplo
1, se describen ejemplos de composiciones adecuadas.

[0111] En algunos modos de realizacion, las composiciones de productos para el cuidado del hogar y de tejidos
que comprenden al menos una variante de enzima lipolitica comprenden uno o mas de los siguientes ingredientes
(basados en el peso total de la composicion): desde aproximadamente un 0,0005 % en peso hasta
aproximadamente un 0,5 % en peso, desde aproximadamente un 0,001 % en peso hasta aproximadamente un 0,1
% en peso o incluso desde aproximadamente un 0,002 % en peso hasta aproximadamente un 0,05 % en peso de
dicha variante de enzima lipolitica; y uno o mas de los siguientes: desde aproximadamente un 0,00003 % en peso
hasta aproximadamente un 0,1 % en peso de agente de matizado de tejidos; desde aproximadamente un 0,001 %
en peso hasta aproximadamente un 5 % en peso de capsulas de perfume; desde aproximadamente un 0,001 %
en peso hasta aproximadamente un 1 % en peso de blanqueadores solubles en agua fria; desde aproximadamente
un 0,00003 % en peso hasta aproximadamente un 0,1 % en peso de catalizadores de blanqueo; desde
aproximadamente un 0,00003 % en peso hasta aproximadamente un 0,1 % en peso de celulasas limpiadoras
bacterianas; y/o desde aproximadamente un 0,05 % en peso hasta aproximadamente un 20 % en peso de
tensioactivos no idnicos de Guerbet.

[0112] Tal y como se utiliza en el presente documento, el “rendimiento de lavado” de una enzima lipolitica (p. €j.,
una variante de enzima lipolitica de la invencién) se refiere a la contribucion de la enzima lipolitica al lavado que
proporciona un rendimiento de limpieza adicional al detergente en comparacién con el detergente sin la adiciéon de
la variante de enzima lipolitica a la composicién. El rendimiento de lavado se compara en condiciones de lavado
pertinentes. En algunos sistemas de prueba, otros factores pertinentes, como la composicién detergente, la
concentracién de espuma, la dureza del agua, el mecanismo de lavado, el tiempo, el pH y/o la temperatura pueden
controlarse de tal forma que se imite(n) la(s) condicion(es) tipica(s) para la aplicacién doméstica en un determinado
segmento de mercado (p. €j., lavado de la vajilla de forma manual o a mano, lavado de la vajilla de forma
automatica, limpieza de articulos de vajilla, limpieza de articulos de mesa, limpieza de tejidos, etc.).

[0113] En algunos modos de realizacion, la composicién de producto para el cuidado del hogar y de tejidos es un
detergente para lavado de ropa granulado o en polvo.

[0114] En algunos modos de realizacion, la composicién de producto para el cuidado del hogar y de tejidos es un
detergente para lavado de ropa liquido o un detergente para lavar la vajilla.

[0115] Se pretende que el producto para el cuidado del hogar y de tejidos se proporcione en cualquier forma
adecuada, incluyendo un fluido o un sélido. El producto para el cuidado del hogar y de tejidos puede presentarse
en forma de bolsa de dosis unitaria, especialmente cuando se encuentra en forma de liquido, y normalmente el
producto para el cuidado del hogar y de tejidos esta al menos parcialmente, o incluso completamente, contenido
en una bolsa soluble en agua. Ademas, en algunos modos de realizacion de los productos para el cuidado del
hogar y de tejidos que comprenden al menos una variante de enzima lipolitica, el producto para el cuidado del
hogar y de tejidos puede tener cualquier combinacion de parametros y/o caracteristicas detalladas anteriormente.

Composiciones de limpieza

[0116] Las composiciones de limpieza y las formulaciones de limpieza incluyen cualquier composicién adecuada
para limpiar, blanquear, desinfectar y/o esterilizar cualquier objeto, articulo y/o superficie. Dichas composiciones y
formulaciones incluyen, sin caracter limitativo, por ejemplo, composiciones liquidas y/o sélidas, incluyendo
composiciones de limpieza o detergentes (p. ej., composiciones detergentes para tejidos delicados y
composiciones detergentes o de limpieza para ropa liquidas, en pastillas, en gel, en barra, granuladas y/o sélidas;
composiciones y formulaciones de limpieza para superficies duras, como para encimeras y ventanas de vidrio,
madera, ceramica y metal; limpiadores de alfombras, limpiadores para hornos, ambientadores para tejidos,
suavizantes para tejidos, y composiciones detergentes o de limpieza potenciadoras para lavado de ropa y articulos
textiles, composiciones de limpieza aditivas para lavado de ropa, y composiciones de limpieza de pretratado para
lavado de ropa; composiciones lavavajillas, incluyendo composiciones para el lavado de vajilla de forma manual o
a mano (p. €j., detergentes para el lavado de vajilla de forma “manual” o0 “a mano”) y composiciones para el lavado
de vajilla de forma automatica (p. ej., “detergentes para el lavado de vajilla de forma automatica”).

[0117] La composicién de limpieza o las formulaciones de limpieza incluyen, tal como se utilizan en el presente
documento y a menos que se indique otra cosa, agentes de lavado de uso intensivo o multiusos en polvo o
granulados, especialmente detergentes de limpieza; agentes de lavado multiusos en forma liquida, granulada, en
gel, sélida, en pastillas o en pasta, en concreto los tipos denominados detergentes liquidos de uso intensivo (HDL,
por sus siglas en inglés) o detergentes en polvo de uso intensivo (HDD, por sus siglas en inglés); detergentes
liquidos para tejidos delicados; agentes para el lavado de la vajilla de forma manual o a mano, incluyendo los de
tipo muy espumoso; agentes de lavavajillas a mano o manuales, de lavavajillas automaticos o para el lavado de
articulos de vajilla o articulos de mesa, incluidos los varios tipos en pastillas, en polvo, sélidos, granulados, liquidos,
en gel o de enjuague para uso doméstico o institucional; agentes desinfectantes y de limpieza liquidos, incluidos
los tipos para el lavado de manos antibacteriano, barras de limpieza, enjuagues bucales, productos para la limpieza
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de dentadura, champus para automdviles, champus para alfombras, limpiadores para el bafio, champus para el
pelo y/o enjuagues de pelo para humanos y otros animales; geles de ducha y bafios de espuma y limpiadores de
metales; asi como productos auxiliares de limpieza, como aditivos blanqueadores y productos de tipo
“antiadherencia de manchas” o de pretratamiento. En algunos modos de realizacion, las composiciones granuladas
se encuentran en forma "compacta"; en algunos modos de realizacién, las composiciones liquidas se encuentran
en forma "concentrada”.

[0118] Tal y como se utiliza en el presente documento, el término “composicién detergente” o “formulacion
detergente” se emplea en referencia a una composicién prevista para su utilizaciéon en un medio de lavado para la
limpieza de objetos sucios o manchados, incluidos articulos u objetos de tejido o sin tejido concretos. Dichas
composiciones de la presente invencion no se limitan a ninguna composicion o formulacién detergente en concreto.
De hecho, en algunos modos de realizacion, los detergentes de la invencién comprenden al menos una variante
de enzima lipolitica de la invencién y, ademas, uno o mas tensioactivos, transferasa(s), enzimas hidroliticas,
oxidorreductasas, mejoradores (por ejemplo, una sal mejoradora), agentes de blanqueado, activadores de
blanqueo, agentes blanqueadores, colorantes fluorescentes, inhibidores de aglomerantes, agentes secuestrantes,
activadores de enzimas, antioxidantes y/o solubilizantes. En algunos casos, una sal mejoradora es una mezcla de
una sal de silicato y una sal de fosfato, preferiblemente, con mas silicato (p. ej., metasilicato sodico) que fosfato
(p. €j., tripolifosfato sddico). Algunas composiciones de la invencién, como, por ejemplo, entre otras, composiciones
de limpieza o composiciones detergentes, no contienen ningun fosfato (p. €j., sal de fosfato o mejorador de fosfato).

[0119] A no ser que se indique otra cosa, todos los niveles de componente o de composicion que se proporcionan
en el presente documento se elaboran en referencia al nivel activo de ese componente o composicion, y no incluyen
impurezas, como, por ejemplo, subproductos o disolventes residuales, que pueden estar presentes en fuentes
disponibles en el mercado. Los pesos de los componentes enzimaticos se basan en la proteina activa total. Todos
los porcentajes y relaciones se calculan en peso salvo que se indique de otro modo. Todos los porcentajes y
relaciones se calculan en funcion de la composicion total salvo que se indique de otro modo. En las composiciones
detergentes de ejemplo, los niveles enziméticos se expresan en enzima pura en peso de la composicion total vy,
salvo que se indique de otro modo, los ingredientes de detergente se expresan en peso de las composiciones
totales.

[0120] Como se indica en el presente documento, en algunos modos de realizacion, las composiciones de limpieza
de la presente invencion comprenden ademas materiales auxiliares que incluyen, entre otros, tensioactivos,
mejoradores, blanqueadores, activadores de blanqueo, catalizadores de blanqueador, otras enzimas, sistemas
estabilizadores de enzimas, quelantes, abrillantadores dpticos, polimeros de liberacion de suciedad, agentes de
transferencia de tinte, dispersantes, supresores de jabonaduras, tintes, perfumes, colorantes, sales de relleno,
hidrotropos, fotoactivadores, fluorescentes, suavizantes de tejidos, tensioactivos hidrolizables, conservantes,
antioxidantes, agentes contra el encogimiento, agentes contra la formacion de arrugas, germicidas, fungicidas,
motas de color, agentes para el cuidado de la plata, contra la pérdida de lustre y/o contra la corrosién, fuentes de
alcalinidad, agentes solubilizantes, portadores, coadyuvantes de elaboracién, pigmentos y agentes de control del
pH (véanse, p. €j., las patentes estadounidenses n.? 6,610,642, 6,605,458, 5,705,464, 5,710,115, 5,698,504,
5,695,679, 5,686,014 y 5,646,101). A continuacion, se ejemplifican de forma detallada algunos modos de
realizacién de materiales de composicién de limpieza especificos. En los modos de realizaciéon en los que los
materiales auxiliares de limpieza no son compatibles con las variantes de enzimas lipoliticas de la presente
invencion en las composiciones de limpieza, se utilizan métodos adecuados para mantener separados los
materiales de limpieza auxiliares y la(s) enzima(s) lipolitica(s) (es decir, que no estan en contacto entre si) hasta
que la combinacién de los dos componentes sea adecuada. Dichos métodos de separacion incluyen cualquier
método adecuado conocido en la técnica (p. ej., capsulas recubiertas de gelatina, encapsulacion, pastillas,
separacion fisica, etc.).

Composiciones detergentes que contienen lipasa

[0121] Las composiciones detergentes de la invencién pueden, por ejemplo, formularse como composiciones
detergentes para lavado a mano o a maquina, incluidas composiciones aditivas para lavado y composiciones
adecuadas para su uso en el tratamiento previo de tejidos manchados, composiciones suavizantes de tejido
anadidas al aclarado y composiciones para su uso en operaciones de limpieza domésticas de superficies duras
generales y operaciones de lavado de vajilla.

[0122] La composicién detergente de acuerdo con la invencidn puede encontrarse en forma liquida, en pasta, en
gel, en barras o granulada. El pH (medido en solucién acuosa en concentracion de uso) sera normalmente neutro
o alcalino, p. €j., en el rango de 7-11, concretamente 9-11. Las composiciones granuladas de acuerdo con la
presente invencion pueden también estar en "forma compacta", es decir, pueden tener una densidad relativamente
mas alta que otros detergentes granulados convencionales, es decir, entre 550 y 950 g/I.

[0123] Las presentes composiciones pueden incluir uno o0 mas adyuvantes (por ejemplo, tensioactivos eficaces
para eliminar &cidos grasos del tejido) y una o mas enzimas lipoliticas. En algunos modos de realizacion, el
adyuvante y la enzima lipolitica estan presentes en una uUnica composicion. En otros modos de realizacién, el
adyuvante y la enzima lipolitica estan presentes en composiciones independientes que se combinan antes de
entrar en contacto con una mancha de grasa en un tejido, 0 que se combinan sobre la mancha de grasa.
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[0124] Las presentes composiciones de limpieza pueden incluir uno o mas adyuvantes (tensioactivos) para su uso
en combinacién con una enzima lipolitica. Los adyuvantes adecuados pueden tener una porcién hidréfila
relativamente pequefia sin carga neta y una porcién hidrofébica lineal o saturada. En algunos modos de realizacion,
la porcién hidrofébica incluye, al menos, seis, siete, ocho o nueve carbonos alifaticos adyacentes. En algunos
modos de realizacion, la porcién hidrofébica es ciclica. En algunos modos de realizacién, la porcién hidrofébica no
se ramifica. Los tensioactivos adecuados incluyen compuestos a base de azlicar y compuestos zwitterionicos. En
la WO2011078949 se dan a conocer adyuvantes adecuados.

[0125] Los tensioactivos a base de azucar incluyen maltopiranésidos, tiomaltopirandsidos, glucopiranésidos y sus
derivados. Los tensioactivos a base de maltosa fueron, por lo general, mas eficaces que los tensioactivos a base
de glucosa. En algunos modos de realizacién, un tensioactivo a base de azucar preferido presenta una longitud de
cadena de parte hidrofébica de al menos 4, al menos 5, al menos 6 e incluso al menos 7 carbonos. La parte puede
ser alifatica o ciclica. La parte puede ser no ramificada, aunque la ramificacion es aceptable con una longitud de
cadena suficiente.

[0126] Ejemplos particulares de tensioactivos a base de azucar incluyen nonil-B-D-maltopirandsido, decil-p-D-
maltopirandsido,  undecil-B-D-maltopiranédsido,  dodecil-B-D-maltopiranésido,  tridecil-B-D-maltopiranésido,
tetradecil- B-D-maltopirandsido, hexaecil-B-D-maltopirandsido, n-dodecil-B-D-maltopirandsido y similares, 2,6-
dimetil-4-heptil-B-D-maltopiranésido, 2-propil-1-pentil-B-D-maltopiranésido, nonil-B-D-glucopiranésido, nonil-B-D-
glucopiranésido, decil-B-D-glucopirandsido, dodecil-B-D-glucopiranésido, monododecanoato de sacarosa,
determinados ciclohexilalquil-B-D-maltésidos (por ejemplo, los CYMAL® y CYGLA) y los tensioactivos MEGA™.

[0127] El adyuvante puede ser un tensioactivo no idnico sin azucar. Los tensioactivos de ejemplo incluyen tritones
con una repeticion de etoxilato de nueve o inferior. Algunos tritones especificos son ANAPOE®-X-100 y
ANAPOE®-X-114. En algunos modos de realizacién, el adyuvante es un tensioactivo de 6xido de fosfina no iénico,
que presenta una parte hidrofébica de al menos aproximadamente 9 carbonos. Los tensioactivos de ejemplo
incluyen 6xido de dimetildecilfosfina y 6xido de dimetildodecilfosfina.

[0128] El adyuvante puede ser un tensioactivo zwitteridnico, tal como una FOS-colina. En algunos modos de
realizacién, la FOS-colina presenta una parte hidrofdbica con una longitud de cadena de 12 o superior. La parte
hidrofébica puede ser saturada e insaturada y puede ser ciclica. Ejemplos de tensioactivos FOS-colina incluyen
FOS-CHOLINE®-12, FOS-CHOLINE®-13, FOS-CHOLINE®-14, LYSOFOS-CHOLINE®-14, FOS-CHOLINE®-15,
FOS-CHOLINE®-16, FOS-MEA®-12, DODECAFOQOS, ISO insat 11-10, I1ISO 11-6, CYOFO, NOPOL-FOS,
CYCLOFOS® (CYMAL®)-5, -6. -7, -8, etc., y similares.

[0129] En algunos casos, el adyuvante puede ser un tensioactivo zwitteridnico de sulfobetaina. Los tensioactivos
de sulfobetaina preferidos tienen una parte hidrofobica que presenta al menos 12 carbonos, p. ej., ANZERGENT®
3-12 y ANZERGENT® 3-14. Los 6xidos zwitteriénicos y los tensioactivos a base de CHAPS (p. ej., CHAPS y
CHAPSO) también son eficaces, normalmente en dosis mas altas que las sulfobetainas.

[0130] En algunos casos, el adyuvante puede ser un detergente aniénico, por ejemplo, una sarcosina. Las
sarcosinas preferidas presentan una parte hidrofébica que tiene al menos 10 carbonos. En algunos casos, el
adyuvante también puede ser un deoxicolato.

[0131] El adyuvante puede estar presente en una composicion en una cantidad de al menos un 0,001 %, al menos
un 0,005 %, al menos un 0,01 %, al menos un 0,05 %, al menos un 0,1 % o mas, o al menos 0,01 ppm, al menos
0,05 ppm, al menos 0,1 ppm, al menos 0,5 ppm, al menos 1 ppm, al menos 5 ppm, al menos 10 ppm 0 mas. En
algunos casos, el adyuvante puede presentarse en un rango preseleccionado, p. €j., de aproximadamente 0,001-
0,01 %, aproximadamente 0,01-0,1 %, aproximadamente 0,1-1 % o aproximadamente 0,01-1 ppm,
aproximadamente 0,1-1 ppm, o aproximadamente 1-10 ppm. En algunos casos, se observa una actividad 6ptima
en un rango, por encima y por debajo del cual se reduce la actividad.

[0132] El sistema tensioactivo del detergente puede comprender tensioactivos no iénicos, anidnicos, catidnicos,
anfoliticos y/o zwitteridnicos. El tensioactivo esta presente normalmente a un nivel de entre un 0,1 % y 60 % en
peso, p. €., 1 % a 40 %, particularmente 10-40 %, preferiblemente desde aproximadamente un 3 % a
aproximadamente un 20 % en peso. El detergente normalmente contendra un 0-50 % de tensioactivo aniénico,
como alquilbencenosulfonato lineal (LAS), alfa-olefina sulfonato (AOS), alquil sulfato (sulfato de alcohol graso)
(AS), alcohol etoxisulfato (AEOS o AES), alcanosulfonatos secundarios (SAS), ésteres metilicos de &cidos alfa-
sulfo grasos, acido alquil- o alquenilsuccinico o jabon.

[0133] El detergente puede comprender un 0-40 % de condensados de éxido de polialquileno tensioactivo no iénico
(p. €j., 6xido de polietileno) de alquilfenoles. Algunos tensioactivos no idnicos preferidos son el etoxilato de alcohol
(AEO o AE), los etoxilatos de alcohol carboxilado, el etoxilato de nonilfenol, el alquilpoliglicésido, el 6xido de alquil
dimetil amina, la monoetanolamida de &cido graso etoxilado, la monoetanolamida de &cido graso, la alquil (N-metil)
-glucosaamida o la polihidroxi alquil amida de acido graso (p. €j., como se describe en WO 92106154).

[0134] Los tensioactivos no idnicos semipolares son otra categoria de tensioactivos no i6nicos que incluyen éxidos
de amina solubles en agua que contienen una fraccion alquilo de aproximadamente 10 a aproximadamente 18
atomos de carbono y 2 fracciones seleccionadas del grupo que consiste en grupos alquilo y grupos hidroxialquilo
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que contienen de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 atomos de carbono; éxidos de fosfina solubles en
agua que contienen una fraccion alquilo de aproximadamente 10 a aproximadamente 18 atomos de carbono y 2
fracciones seleccionadas del grupo que consiste en grupos alquilo y grupos hidroxialquilo que contienen de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 atomos de carbono; y sulféxidos solubles en agua que contienen una
fraccion alquilo de aproximadamente 10 a aproximadamente 18 atomos de carbono y una fraccion seleccionada
del grupo que consiste en fracciones alquilo e hidroxialquilo de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 atomos
de carbono. Los tensioactivos de 6xido de amina, en particular, incluyen éxidos de alquil dimetil amina C1o-C1s y
o6xidos de alcoxi etil dihidroxi etil amina Cs-C12.

[0135] La composicion detergente puede comprender ademas tensioactivos cationicos. Los tensioactivos
detergentes catidnicos utilizados son los que tienen un grupo hidrocarbilo de cadena larga. Ejemplos de tales
tensioactivos catidnicos incluyen tensioactivos de amonio, tales como halogenuros de alquil trimetil amonio. Los
tensioactivos catiénicos muy preferidos son los compuestos de amonio cuaternario solubles en agua. Algunos
ejemplos de compuestos de amonio cuaternario adecuados incluyen el cloruro o bromuro de trimetilamonio de
coco; cloruro o bromuro de metil dihidroxietilamonio de coco; cloruro de decil trietilamonio; cloruro o bromuro de
decil dimetil hidroxiletilamonio; cloruro o bromuro de dimetil hidroxiletilamonio C12-15; cloruro o bromuro de dimetil
hidroxiletilamonio de coco; metil sulfato de miristil trimetil amonio; cloruro o bromuro de lauril dimetil bencil amonio;
cloruro o bromuro de lauril dimetil (etenoxi)4 amonio; ésteres de colina, dialquil imidazolinas.

[0136] La composicién detergente puede comprender ademas tensioactivos anfoliticos. Estos tensioactivos
pueden describirse ampliamente como derivados alifaticos de aminas secundarias o terciarias, o derivados
alifaticos de aminas secundarias y terciarias heterociclicas en las que el radical alifatico puede ser de cadena lineal
o ramificada. Uno de los sustituyentes alifaticos contiene al menos aproximadamente 8 atomos de carbono,
tipicamente de aproximadamente 8 a aproximadamente 18 atomos de carbono, y al menos uno contiene un grupo
anionico solubilizante en agua, p. €j., carboxi, sulfonato, sulfato. Algunos ejemplos de compuestos que entran
dentro de esta definicién son el 3-(dodecilamino) propionato de sodio, el 3-(dodecilamino)-propano-1-sulfonato de
sodio, el 2-(dodecilamino) etilsulfato de sodio, el 2-(dimetilamino) octadecanoato de sodio, el 3-(N-
carboximetildodecilamino) propano-I-sulfonato disédico, el octadecil-iminodiacetato disddico, el 1-carboximetil-2-
undecilimidazol de sodio y el N,N-bis(2-hidroxietil)-2-sulfato-3-dodecoxi-propilamina de sodio. Se prefiere el 3-
(dodecilamino)propano-I-sulfonato de sodio.

[0137] Los tensioactivos zwitteridnicos también se utilizan en composiciones detergentes, especialmente en el
lavado de ropa. Estos tensioactivos pueden describirse ampliamente como derivados de aminas secundarias y
terciarias, derivados de aminas heterociclicas secundarias y terciarias o derivados de compuestos de amonio
cuaternario, fosfonio cuaternario o sulfonio terciario. El atomo catiénico del compuesto cuaternario puede formar
parte de un anillo heterociclico. En todos estos compuestos, hay al menos un grupo alifatico, de cadena lineal o
ramificada, que contiene de aproximadamente 3 a 18 atomos de carbono y al menos un sustituyente alifatico que
contiene un grupo anionico solubilizante en agua, p. €j., carboxi, sulfonato, sulfato, fosfato o fosfonato. Los
compuestos zwitteridnicos etoxilados en combinacion con tensioactivos zwitteriénicos se han utilizado
particularmente para la eliminacion de tierra arcillosa en aplicaciones de lavado de ropa.

[0138] El detergente puede contener un 1-65 % de un mejorador de detergente o de un agente complejante como
la zeolita, el difosfato, el trifosfato, el fosfonato, el citrato, el acido nitrilotriacético (NTA), el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), el acido dietilentriaminopentaacético (DTMPA), el &cido alquilsuccinico o
alquenilsuccinico, los silicatos solubles o los silicatos estratificados (p. ej., SKS-6 de Hoechst). El detergente
también puede ser no mejorado, es decir, estar exento, en lo esencial, de mejorador de detergente.

[0139] Los mejoradores de detergente pueden subdividirse en los que contienen fosforo y en los que no contienen
fésforo. Algunos ejemplos de mejoradores de detergente alcalinos inorganicos que contienen fésforo incluyen las
sales solubles en agua, especialmente los pirofosfatos, ortofosfatos, polifosfatos y fosfonatos de metales alcalinos.
Algunos ejemplos de mejoradores inorganicos que no contienen fosforo incluyen los carbonatos, boratos y silicatos
de metales alcalinos solubles en agua, asi como los disilicatos estratificados y los diversos tipos de aluminosilicatos
amorfos o cristalinos insolubles en agua de los cuales las zeolitas son el representante mas conocido. Algunos
ejemplos de mejoradores organicos adecuados incluyen las sales de succinatos, malonatos, malonatos de acidos
grasos, sulfonatos de &cidos grasos, carboximetoxisuccinatos, poliacetatos, carboxilatos, policarboxilatos,
aminopolicarboxilatos y poliacetilcarboxilatos de metal alcalino, amonio 0 amonio sustituido.

[0140] Un quelante adecuado para su inclusion en las composiciones detergentes es el acido etilendiamina-N, N'-
disuccinico (EDDS) o las sales de metales alcalinos, metales alcalinotérreos, amonio o amonio sustituido del
mismo, 0 mezclas de los mismos. Los compuestos de EDDS preferidos son la forma de acido libre y su sal de
sodio o magnesio. Ejemplos de dichas sales de sodio preferidas de EDDS incluyen Na2EDDS y Na4EDDS.
Ejemplos de dichas sales de magnesio preferidas de EDDS incluyen MgEDDS y Mg2EDDS. Las sales de magnesio
son las mas preferidas para su inclusién en composiciones.

[0141] El detergente puede comprender uno o mas polimeros. Entre los ejemplos, se incluye la
carboximetilcelulosa (CMC), la poli(vinilpirrolidina) (PVP), el polietilenglicol (PEG), el poli(alcohol vinilico) (PVA),
los policarboxilatos, como los poliacrilatos, los copolimeros de acido maleico/acrilico y los copolimeros de lauril
metacrilato/acido acrilico.
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[0142] La composicidn detergente puede contener agentes blanqueadores de tipo cloro/bromo o de tipo oxigeno.
Los agentes blanqueadores pueden ser recubiertos o encapsulados. Algunos ejemplos de blanqueadores de tipo
cloro/bromo inorgénicos son el hipoclorito o hipobromito de litio, sodio o calcio, asi como el fosfato trisédico clorado.
El sistema blanqueador puede comprender también una fuente de peroxido de hidrégeno, como el perborato o
percarbonato, que puede combinarse con un activador de blanqueo que forma peracido, como la
tetraacetiletilendiamina (TAED) o el nonanoiloxibencenosulfonato (NOBS). Algunos ejemplos de blanqueadores
organicos de tipo cloro/bromo son las N-bromo y N-cloro imidas heterociclicas, tales como los acidos
tricloroisocianurico, tribromoisocianurico, dibromoisocianudrico y dicloroisocianurico, y sus sales con cationes
solubilizantes en agua tales como el potasio y el sodio. Los compuestos de hidantoina también son adecuados. El
sistema blanqueador puede comprender también peroxiacidos de, p. €j., tipo amida, imida o sulfona.

[0143] En los detergentes lavavajillas, se prefieren los blanqueadores de oxigeno, por ejemplo, en forma de persal
inorganica, preferiblemente, con un precursor de blanqueador o como un compuesto de peroxiacido. Ejemplos
tipicos de compuestos blanqueadores peroxi adecuados son los perboratos de metal alcalino, tanto los
tetrahidratos como los monohidratos, los percarbonatos, persilicatos y perfosfatos de metal alcalino. Los materiales
activadores preferidos son la tetraacetiletilendiamina (TAED), el nonanoiloxibencenosulfonato (NOBS), el 3,5-
trimetilhexsanoloxibencenosulfonato (ISONOBS) o la pentaacetilglucosa (PAG).

[0144] La lipasa de la invencién u, opcionalmente, otra enzima incorporada en la composicion detergente,
normalmente se incorpora en la composicion de detergente a un nivel de un 0,00001 % a un 3 % de proteina
enzimatica en peso de la composicién, preferiblemente, a un nivel de 0,0001 % a 1 % de proteina enzimatica en
peso de la composicion, mas preferiblemente, a un nivel de 0,001 % a 0,5 % de proteina enzimatica en peso de la
composicioén, incluso mas preferiblemente a un nivel de 0,01 % a 0,2 % de proteina enzimatica en peso de la
composicién. La cantidad de proteina lipasa puede ser de 0,001 a 30 mg por gramo de detergente o de 0,001 a
100 mg por litro de solucion de lavado. Las variantes de lipasa de la invencién son particularmente adecuadas para
detergentes que comprenden una combinacion de tensioactivo anidnico y no iénico con un 70-100 % en peso de
tensioactivo anidénico y un 0-30 % en peso de no idnico, particularmente un 80-100 % de tensioactivo aniénico, y
un 0-20 % de tensioactivo no iénico. Como se describe con mas detalle, algunas lipasas preferidas de la invencion
también son adecuadas para detergentes que comprenden un 40-70 % de tensioactivo aniénico y un 30-60 % de
tensioactivo no iénico. La composicién detergente puede, ademas de la lipasa de la invencion, comprender otras
enzimas que proporcionan beneficios de rendimiento de limpieza y/o de cuidado de tejidos; p. €j. proteasas, lipasas
adicionales, cutinasas, amilasas, celulasas, peroxidasas, oxidasas (por ejemplo, lacasas), mananasas,
oxidorreductasas y/o pectato liasas.

[0145] Las enzimas de la composicion detergente se pueden estabilizar con agentes estabilizadores
convencionales (por ejemplo, un poliol tal como el propilenglicol o glicerol, un azucar o polialcohol, acido lactico,
acido bérico o un derivado de acido borico como, por ejemplo, un éster de borato aromatico). Algunos derivados
de &cido bordnico o de acido borinico como estabilizadores enzimaticos incluyen acido bérico, acido tiofeno-3-
borénico, acido tiofeno-2-borénico, acido 4-metiltiofeno-2-borénico, acido 5-etiltiofeno-2-bordnico, acido 5-
metiltiofeno-2-borénico, acido 5-bromotiofeno-2-bordnico, acido 5-clorotiofeno-2-borénico, acido dibenzotiofeno-1-
borénico, acido dibenzofuran-1-borénico, acido dibenzofnran-4-borénico, acido picolina-2-borénico, acido
difenilborinico (complejo de etanolamina), acido 5-metoxitio-feno-2-borénico, acido tionaftreno-1-borénico, acido
furan-2-borénico, acido furan-3-boroénico, acido 2,5-dimetil-tiofeno-3-borénico, acido benzofuran-1-borénico, acido
3-metoxitio-feno-2-bordnico, éacido 5-n-propil-tiofeno-2-borénico, acido 5-metoxifuran-2-borénico, &cido 3-
bromotiofeno-2-bordnico, acido 5-etilfuran-2-borénico, acido 4-carbazol etil borénico.

[0146] Un ingrediente opcional es un supresor de jabonaduras (por ejemplo, ejemplificado por materiales de
polisiloxano alquilado con siliconas y mezclas de silice-silicona, donde la silice estd en forma de aerogeles y
xerogeles de silice y silices hidrofobicas de varios tipos. El supresor de jabonaduras se puede incorporar en forma
de particulas, en las que el supresor de jabonaduras esta incorporado de manera ventajosa y liberable en un
portador impermeable al detergente sustancialmente no tensioactivo soluble en agua o dispersable en agua.
Alternativamente, el supresor de jabonaduras puede disolverse o dispersarse en un portador liquido y aplicarse
mediante pulverizaciéon sobre uno o méas de los otros componentes.

[0147] El detergente también puede contener agentes suavizantes organicos o inorganicos. Los agentes
suavizantes inorganicos estan ejemplificados por las arcillas de esmectita (5 % a 15 %). Los agentes suavizantes
de tejidos organicos (0,5 % a 5 %) incluyen las aminas terciarias insolubles en agua y su combinacién con sales
de amonio cuaternario mono C12-C14 y diamidas de cadena larga, o materiales de éxido de polietileno de alto peso
molecular.

[0148] EI detergente puede contener también otros ingredientes de detergente convencionales, tales como, por
ejemplo, suavizantes, incluidas las arcillas, material defloculante, potenciadores de espuma, depresores de
espuma (en depresores de espuma de detergentes lavavajillas) agentes anticorrosivos, agentes suspensores o
dispersantes de la suciedad (0 a 10 %), agentes contra la suciedad y la redeposicion, tintes, agentes
deshidratantes, bactericidas, abrillantadores O6pticos, abrasivos, inhibidores de decoloracién, agentes colorantes
y/o perfumes encapsulados o no encapsulados.
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Formulacién detergente liquida
No iénico (Neodol 25-7) AE | 25 %
Anibnico (Vista C-S50) | 5%

LAS

Trietanolamina 5%

Etanol 10 %
Estabilizador 05,25,5%
Proteasa 1%
Amilasa 0,3 %

Agua hasta 100 %

AjustarapH =9,0

Inserto de lipasa tras | 0,001-1 %
amilasa

Formulaciones detergentes

Ingredientes I (%) | 1 (%) | (%) [ IV (%) |V (%) ]|Vl (%)
polvo | polvo | polvo | polvo | liquido | liquido

Alguilbencenosulfonato lineal (calculado como &cido) | 7-12 6-11 5-9 8-12 15-21 15-21
o sulfato de alquilo, sulfonato de alfa olefina, ésteres
metilicos de acidos grasos alfa-sulfo,
alcanosulfonatos, jabén

Alcohol etoxisulfato (p. €j., alcohol Ci2.18 1-2 EO) o | 1-4 1-3 -
alquilsulfato (p. €j., C16-18)

Jaboén como &cido graso (p. €j., C1s-22 0 acido oleico) | -- -- 1-3 3-13 3-10

Alcoholetoxilato (p. ej., C14-15 0 C12-15 7EO 0 5EQ) 5-9 5-9 7-14 10-25 | 12-18 3-9

Acido alquenilsuccinico (Ci2-14) 0-13
Aminoetanol 8-18
Carbonato de sodio (Naz2 COs) 14-20 | 15-21 | 10-17 | 14-22

Silicato soluble (como Na20, 2SiO») 2-6 1-4 3-9 1-5

Zeolita (como NaAISiOa4) 15-22 | 24-34 | 23-33 | 25-35 14-22
Sulfato de sodio (como Na2S04) 0-6 4-10 0-4 0-10

Citrato de sodio/acido citrico (CeHsNaszO7/CsHsO7) o | 0-15 0-15 - 2-8 9-18
citrato de potasio

Perborato de sodio (como NaBOs.H20) o borato de | 11-18 | -- 8-16 0-2 0-2
sodio (como B40O7)

TAED 2-6 - 2-8

Fosfonato (p. ej., EDTMPA) -- - 0-1 0-3

Etanol 0-3
Carboximetilcelulosa 0-2 0-2 0-2 0-2 0-2
Polimeros (PEG, PVP) 0-3 0-3
Polimeros de anclaje (p. ej., copolimero de &cido | 0-3 1-6 1-3 1-3 0-3

maleico/acrilico PVP, PEG)

Propilenglicol 8-14
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Formulaciones detergentes

Glicerol

0-5

Enzimas (lipasas alcalinas)

0-5

0-5

0-5

0-5

0-5

0-5

Ingredientes menores (p. ej., jabonaduras, | 0-5

supresores, perfume, abrillantador optico,

fotoblanqueador)

0-5

0-5

0-5

0-5

0-5

Formulaciones detergentes

Ingredientes

VIl (%)
polvo

VIl (%)
polvo

IX (%)
polvo

X (%)
liquido

Xl (%)
liquido

Xl (%)
polvo

Alquilbencenosulfonato lineal (calculado como
acido) o sulfato de alquilo, sulfonato de alfa
olefina, ésteres metilicos de &cidos grasos alfa-
sulfo, alcanosulfonatos, jabén

8-14

6-12

15-23

20-32

25-40

Sulfato de alcohol graso

5-10

Monoetanolamida de acidos grasos etoxilados

3-9

Alcohol etoxisulfato (p. ej., alcohol Ci2.18 1-2
EO) o Ci2-15 2-3 EO) o alquilsulfato (p. €j., Cie-
18)

8-15

Jabon como acido graso (p. €j., C1s-22 0 acido
oleico o &cido laurico)

0-3

0-3

2-6

0-3

Alcoholetoxilato (p. €j., C14-15 0 C12.15 7EO 0
5EQ)

1-4

3-9

6-12

Acido alquenilsuccinico (Ci2-14)

Aminoetanol

1-5

2-6

Carbonato de sodio (Naz2 COs)

5-10

4-10

14-22

8-25

Silicato soluble (como Na20, 2SiO»)

1-4

1-4

5-15

Zeolita (como NaAlISiO4)

20-40

30-50

18-32

15-28

Sulfato de sodio (como Na2SQ4)

2-8

3-11

5-20

0-5

Citrato de sodio/acido citrico
(CeHsNa3O7/CeHsO7) o citrato de potasio

5-12

3-8

8-14

Hidrotopo (p. €j., toluensulfonato de sodio)

Perborato de sodio (como NaBOs.H20 o
NaBO3.4H20) o borato de sodio (como B4Oy7)

12-18

0-20

TAED (0 NOBS)

2-7

1-5

0-5

Fosfonato (p. ej., EDTMPA)

Etanol

1-3

Carboximetilcelulosa

0-2

0-1

Polimeros (PEG, PVP)

Polimeros de anclaje (p. ej., copolimero de
acido maleico/acrilico PVP, PEG)

1-5

1-5

1-5

0-3

Propilenglicol

2-5

Glicerol

3-8

Enzimas (lipasas alcalinas)

0-5

0-5

0-5

0-5

0-5

0-5

28




10

15

20

25

30

35

ES 2 865080 T3

Formulaciones detergentes

Ingredientes menores (p. ej., jabonaduras, | 0-5 0-5 0-5 0-5 0-5 0-3
supresores, perfume, abrillantador optico,

fotoblanqueador)

Modelo aniénico detergente A

[0149] Se prepara un modelo de detergente granulado (90 % anidnico del total de tensioactivos, pH en solucion
10,2) mezclando los siguientes ingredientes (% en peso):

8,7 % de tensioactivo aniénico: LAS (C10-C13)

7,4 % de tensioactivo anionico: AS (Ci2)

1,8 % de tensioactivo no iénico: alcoholetoxilato (C12-C15 7EQ)
30 % de zeolita P (Wessalite P)

18 % de carbonato de sodio

5 % de citrato de sodio

17 % de sulfato de sodio

0,3 % de carboximetilcelulosa

6,5 % de percarbonato de sodio monohidratado

2,1 % de NOBS

Modelo anidénico detergente B

[0150] Se prepara un segundo modelo de detergente granulado (79 % aniénico del total de tensioactivos, pH en
solucién 10,2) mezclando los siguientes ingredientes (% en peso):

27 % de tensioactivo anidnico: AS (C12)

7 % de tensioactivo no iénico (C12-15, 7EO)
60 % de zeolita P (Wessalite P)

5 % de carbonato de sodio

0,6 % de Sokalan CP5

1,5 % de carboximetilcelulosa

Modelo de detergente aniénico/no iénico

[0151] Se prepara una solucién modelo de detergente (32 % anidnico del tensioactivo total, pH 10,2) afiadiendo
los siguientes ingredientes a 3,2 mM Ca2+/Mg2+(5:1) en agua pura:

0,300 g/l de alquilsulfato (AS; C1a-16);

0,650 g/l de alcoholetoxilato (AEO; C12-14, BEO);

1,750 g/l de zeolita P

0,145 g/l de Na2COs

0,020 g/l de Sokalan CP5

0,050 g/l de CMC (carboximetilcelulosa)
Composiciones poco detergentes

Detergente en polvo para lavado de ropa europeo

[0152] Un 15 % de tensioactivo del cual un 6 % era LAS, un 3 % era AES y un 6 % eran tensioactivos no i6nicos.
También contenia un 47 % de mejorador que comprendia acido graso, zeolita A, carbonato y silicato.

[0153] Un 15 % de tensioactivo del cual un 3 % era AES, un 6 % era LAS y un 6 % eran tensioactivos no ionicos.
También comprendia un 47 % de mejorador que comprendia &cido graso, zeolita A, carbonato, silicato y
comprendia un 5 % de polimeros de policarboxilato.
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[0154] Un 15 % de tensioactivo del cual un 3 % era AES, un 6 % era LAS y un 6 % eran tensioactivos no ionicos.
También contenia un 47 % de mejorador que comprendia acido graso, zeolita A, carbonato, silicato y comprendia
un 5 % de polimeros de policarboxilato.

[0155] Un 15 % de tensioactivo del cual un 6 % era LAS, un 3% era AES y un 6 % eran tensioactivos no ionicos.
También contenia un 47 % de mejorador que consistia en acido graso, zeolita A, carbonato y silicato, un 5 % de
polimeros de dispersion de policarboxilato, un 15 % de perborato de sodio y un 4 % de tetraacetiletilendiamina
(TAEOQ).

[0156] Un 15 % de tensioactivo del cual un 6 % era LAS, un 3 % era AES y un 6 % eran tensioactivos no i6nicos.
También contenia un 47 % de mejorador que consistia en &cido graso, un 22 % de zeolita A, carbonato y silicato,
y un 5 % de polimeros de dispersién de policarboxilato.

[0157] Un 15 % de tensioactivo del cual un 6 % era LAS, un 3 % era AES y un 6 % eran tensioactivos no i6nicos.
También contenia un 47 % de mejorador que consistia en acido graso, un 22 % de zeolita A, carbonato y silicato,
y un 5 % de polimeros de dispersion de policarboxilato.

[0158] Un 15 % de tensioactivo del cual un 6 % era LAS, un 3 % era AES y un 6 % eran tensioactivos no i6nicos.
También contenia un 47 % de mejorador que consistia en acido graso, un 22 % de zeolita A, carbonato y silicato,
y un 5 % de polimeros de dispersién de policarboxilato.

[0159] Un 21 % de tensioactivo del cual un 8,1 % era LAS, un 6,5 % era AS, un 4,0 % eran tensioactivos no iénicos
y un 2,5 % eran tensioactivos cationicos (DSDMAC). También contenia un 64 % de mejorador que consistia en
acido graso, carbonato, zeolita A, silicatos y citrato, y también contenia un 2,7 % de polimeros de dispersion.

[0160] Un 16,9 % de tensioactivos, incluyendo el jabon, de los cuales un 11 % era LAS y un 5,9 % no iénico y un
4,1 % jabdn y un 63 % mejoradores.

Detergente liquido para lavado de ropa europeo

[0161] Un 27 % de tensioactivo del cual un 16,9 % era AS, un 6,7 % eran tensioactivos no iénicos y un 3,5 % eran
tensioactivos catiénicos (DSDMAC). También contenia un 18,7 % de mejorador que consistia en acido graso,
carbonato, citrato y acido borico.

Detergente liquido para lavado de ropa norteamericano

[0162] Un 23 % de tensioactivo del cual un 16 % era AES, un 5 % era LAS y un 2 % eran tensioactivos no ionicos.
También contenia un 6 % de mejorador que comprendia jabén, acido citrico, DTPA y formiato calcico.

[0163] La reduccion del nivel de tensioactivo en la composicion detergente a un 50 % del nivel normal y la
sustitucion por un 0,1 % de proteina lipasa proporciond un mejor rendimiento.

[0164] Un 23 % de tensioactivo del cual un 16 % era AES, un 5 % era LAS y un 2 % eran tensioactivos no ionicos.
También contenia un 6 % de mejorador que consistia en jabon, acido citrico, DTPA y formiato calcico, y un 5 % de
polimeros de dispersién de policarboxilato.

Detergente en polvo para lavado de ropa norteamericano

[0165] Un 16,3% de tensioactivo del cual un 7,8 % era LAS, un 6,7 % era AS y un 1,8 % eran tensioactivos no
i6nicos, y un 60 % de mejorador que comprendia &acido graso, zeolita A, carbonato y silicato.

[0166] Un 14,9 % de tensioactivo del cual un 11,5 % era AS y un 3,4 % eran tensioactivos no iénicos, y un 55 %
de mejorador que comprendia acido graso, zeolita A, carbonato y silicato.

[0167] Un 19,5 % de tensioactivo del cual un 4,5 % era LAS, un 13 % era AS y un 2 % eran tensioactivos no
i6nicos, y un 61 % de mejorador que comprendia &cido graso, zeolita A, carbonato y silicato.

Detergente en polvo para lavado de ropa japonés

[0168] Un 24,3 % de tensioactivo, del cual un 11,1 % era LAS, un 11,6 % era éster sulfonato y un 1,6 % eran
tensioactivos no ionicos, y un 60 % de mejorador que comprendia acido graso, zeolita A, carbonato y silicato.

[0169] Un 27,9 % de tensioactivo, del cual un 15 27,5 % era LAS y un 0,4 % eran tensioactivos no iénicos y un
64 % de mejorador que comprendia zeolita A, carbonato, citrato, fosfatos y silicato.

Detergente en polvo para lavado de ropa compacto de color europeo

[0170] Un 21,1 % de un sistema tensioactivo, del cual un 8,1 % era LAS, un 6,5 % era AS, un 2,5 % era Arguat
2T-70 y un 4 % eran tensioactivos no iénicos, y un 64 % de mejorador que comprendia acido graso, zeolita A,
carbonato, acido citrico y silicato. El sistema tensioactivo se prepard separadamente del mejorador. El sistema
tensioactivo se preparé bien Neodol25-7 o Lutensol ON60 como tensioactivo no iénico.
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Composicion detergente

Ingredientes Ej. 1 Ej. 2 Ej. 3 Ej. 4
Material: Nivel Nivel Nivel Nivel
(partes en | (partes en | (partes en | (partes en
que estd) | que estd) | que estd) | que estd)
Glicerol 3,17 3,17 3,17 3,17
MPG 5,7 5,7 5,7 5,7
NaOH 2,13 2,13 2,13 2,13
TEA 2,05 2,05 2,05 2,05
Neodol 25-7 12,74 12,74 12,74 12,74
F-Tinta 0,18 0,18 0,18 0,18
Acido citrico 1,71 1,71 1,71 1,71
LAS (como &cido de LAS) 8,49 8,49 8,49 8,49
Acido graso 3,03 3,03 3,03 3,03
Empigen BB 1,5 1,5 1,5 1,5
SLES 4,24 4,24 4,24 4,24
Dequest 2066 0,875 0,875 0,875 0,875
Azul patentado 0,00036 0,00036 0,00036 0,00036
Amarillo 4cido 0,00005 0,00005 0,00005 0,00005
Opacificante 0,0512 0,0512 0,0512 0,0512
Perfume 0,734 0,734 0,734 0,734
Bérax 10 10 10 10
Savinase 2,362 2,362 2,362 2,362
Stainzyme 0,945 0,945 0,945 0,945
Jabon 3,03 3,03 3,03 3,03
EPEI 20E0 (ej. Nippon Shokubai) polietilenimina que | 5,5 55 55 9
tiene un peso molecular promedio de aproximadamente
600, y donde la polietilenimina se ha modificado por
alcoxilacién con una media de 20 fracciones de 6xido de
etileno
LIPASA 3 3 3 3
Polimero de liberacién de la suciedad Texcare SRN170 | 0 7,5 0 0
(ej. Clariant)
Ezll’snlg;aro de liberacién de la suciedad Sokolan CP5 (gj. | 0 0 20 0

Detergente enzimatico y composicion blanqueadora

Ingredientes % en peso
Dodecilbencenosulfonato de sodio 6,5
Alcohol primario C14-C15, condensado con 11 moles de | 2

Oxido de etileno

Estereato de sodio 1

Silicato de sodio 7
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Detergente enzimatico y composicién blanqueadora

Carboximetilcelulosa de sodio 0,5

Na2S04 37

Trifosfato de pentasodio 15

Ortofosfato de trisodio 5

Fluorescente 0,2

Acido tetraacético de etilenodiamina 0,5

Agua 6,2

Tintes 0,01

Lipasa 0,001-1

Sistemas blanqueadores perborato de sodio + SNOBS, perborato de sodio +
TAED, DPDA, MPS Todos generan 1,5 mmol de
peracido en solucién

Detergente enzimatico y composicion detergente

Ingredientes % en peso
Dodecilbencenosulfonato de sodio 8,5
Alcohol primario C14-C15, condensado con 11 moles de éxido de etileno 4

Jabon de aceite de colza endurecido con sodio 1,5
Trifosfato de sodio 33
Carbonato de sodio 5

Silicato de sodio 6

Sulfato de sodio 20

Agua 9

Fluorescentes, agentes suspensores de la suciedad, tintes, perfumes

menor cantidad

Granulos antiespumantes

1,2

Dequest R 2047 (34 % puro) 0,3
Lipasa 0,001-1
Composiciones detergentes
Ingredientes % en peso % en peso
Sulfonato de alquilbenceno de sodio | 24 28
Tripolifosfato de pentasodio 15 2,1
Silicato de sodio alcalino 10 12
Carboximetilcelulosa sédica 0,6 0,6
Sulfato 32,5 15,4
Fluorescente 0,4 0,4
Carbonato de sodio 10 35
Varios + agua hasta 100 % | hasta 100 %
Lipasa 0,001-1 0,001-1
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Composiciones detergentes

Composicion detergente enzimatica
Ingredientes % en
peso
Dodecilbencenosulfonato lineal de sodio 13,35
Sulfato de alcohol de sodio C12-C13 (6.5 EQ) 6,67
Carbonato de sodio 54,2
Tripolifosfato de sodio 9,01.
Silicato de sodio 4.6
Hidroxido de sodio 1,66
Carboximetilcelulosa sédica 0,5
Dequest 2006 1,9
Perfume, tinte, agua Q.S.
Lipasa 0,001-1
Proteasa (Alcalasa) 20GU/mL

Formulacién detergente para lavado de ropa liquida

Ingredientes Partes en peso
Dodecilbencenosulfonato de sodio 8,5
Alcohol primario C12-C15, condensado con 7 moles de 6xido de | 4
etileno
Jabén de aceite de colza endurecido con sodio 1,5
Trifosfato de sodio 33
Carbonato de sodio 5
Silicato de sodio: 6
Sulfato de sodio 20
Agua 9
Fluorescentes, agentes suspensores de la suciedad, tintes, perfumes | menor cantidad
Perborato de sodio 12
Tetraacetil etilendiamina (TAED) (granulos) 2
Enzima proteolitica (Savinasa ex NOVO) 0,4
Lipasa 0,001-1
Proteasa (Alcalasa) 20GU/mL

Composiciones detergentes liquidas

Dodecilbencenosulfonato de sodio 9 9 9 9
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Alcohol primario lineal C13-C15, condensado con 7 moles de 6xido de etileno | 1 4 4 1
(p. €j., Synperonic A7)
Alcohol primario lineal C13-C15, condensado con 3 moles de 6xido de etileno | 3 0 0 3
(p. €j., Synperonic A3)
Tripolifosfato de sodio 23 23 0 0
Zeolita tipo 4A 0 0 24 24
Copolimero de acido acrilico con anhidrido maleico 0 0 4 4
Poliacrilato de sodio 2 2 0 0
Silicato alcalino 5 5
Fluorescente 0,25 | 0,25 | 0,16 0,16
EDTA 0,15 | 0,15 | 0,18 0,18
SCMC 0,5 0,5 0,55 0,55
Sal 2 2 0 0
Sulfato de sodio 26,8 | 26,8 | 22,31 | 22,31
Carbonato de sodio 0 0 10,3 10,3
Humedad 10 10 11 11
TAED 3 3 3,3 3,3
Perborato de sodio monohidratado 10 10 8 8
Calcio Dequest® 2047 0,7 0,7 0,3 0,3
Depresor de espuma 3 3 2,5 2,5
Perfume 0,2 0,2 0 0
Proteasa alcalina (Savinasa (A) 6T) 0,4 0,4 0,4 0,4
Lipasa 0,001-1
Composicion para lavado de vajilla

Ingredientes % en peso

Tripolifosfato de sodio 24

Carbonato de sodio 20

Disilicato de sodio 11

Alcohol C10 lineal, condensado con 6 moles de éxido de etileno y 24 moles de éxido | 2,5

de propileno

Sulfato de sodio 44

Agua hasta 100

Lipasa 0,001-1

[0171] Las composiciones de limpieza de la presente invencion se emplean de manera ventajosa, por ejemplo, en
aplicaciones de lavado de ropa, limpieza de superficies duras, aplicaciones de lavado de vajilla, asi como en
aplicaciones cosméticas como dentaduras postizas, dientes, cabello y piel. Ademas, debido a las ventajas
singulares del aumento de eficacia en las soluciones a temperaturas inferiores, las enzimas de la presente
invencion son adecuadas idealmente para aplicaciones de lavado de ropa. Asimismo, las enzimas de la presente

invencion se utilizan en composiciones granuladas y liquidas.

[0172] Las variantes de enzimas lipoliticas de la presente invencién también se utilizan en productos aditivos de
limpieza. En algunos modos de realizacién, se pueden utilizar aplicaciones de limpieza de solucion a baja
temperatura. En algunos modos de realizacién, la presente invencion proporciona productos aditivos de limpieza
que incluyen al menos una enzima de la presente invencion que resulta adecuada idealmente para su inclusién en
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un proceso de lavado cuando se desee una eficacia de blanqueo adicional. Dichos casos incluyen, aunque sin
caracter limitativo, aplicaciones de limpieza de solucion a baja temperatura. En algunos modos de realizacion, el
producto aditivo esta en su forma mas simple; una o mas enzimas lipoliticas. En algunos modos de realizacién, el
aditivo se envasa en forma galénica para su adicién en un proceso de limpieza. En algunos modos de realizacién,
el aditivo se envasa en forma galénica para su adicion en un proceso de limpieza en el que se emplea una fuente
de peroxigeno y se desea un aumento de la eficacia de blanqueo. Cualquier unidad de dosis Unica adecuada se
puede utilizar con la presente invencion, incluyendo, pero sin caracter limitativo, pastillas, comprimidos, capsulas
u otras unidades de dosis Unica, como los polvos o liquidos ya medidos. En algunos modos de realizacién, se
incluyen uno o varios materiales de relleno y/o de vehiculo para aumentar el volumen de dichas composiciones.
Los materiales de relleno o de vehiculo adecuados incluyen, sin caracter limitativo, diversas sales de sulfato,
carbonato vy silicato, asi como talco, arcilla y similares. Los materiales de relleno o de vehiculo adecuados para
composiciones liquidas incluyen, pero sin caracter limitativo, agua o alcoholes primarios y secundarios de bajo
peso molecular, incluyendo polioles y dioles. Algunos ejemplos de dichos alcoholes incluyen, sin caracter limitativo,
el metanol, etanol, propanol e isopropanol. En algunos modos de realizacién, las composiciones contienen de
aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 90 % de dichos materiales. Los rellenos acidos se utilizan para
reducir el pH. Como alternativa, en algunos modos de realizacion, el aditivo de limpieza incluye ingredientes
auxiliares, como se describe de forma mas completa mas adelante.

[0173] Las presentes composiciones de limpieza y aditivos de limpieza precisan una cantidad efectiva de al menos
una de las variantes de enzima lipolitica proporcionadas en la presente memoria sola o combinada con otras
enzimas lipoliticas y/o enzimas adicionales. El nivel necesario de enzima se obtiene mediante la adiciéon de una o
mas variantes de enzima lipolitica de la presente invencion. Normalmente, las presentes composiciones de
limpieza comprenden al menos aproximadamente un 0,0001 por ciento en peso, de aproximadamente 0,0001 a
aproximadamente 10, de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 1 o incluso de aproximadamente un 0,01 a
aproximadamente un 0,1 por ciento en peso de al menos una de las variantes de enzimas lipoliticas de la presente
invencion.

[0174] Las composiciones de limpieza de la presente memoria se formulan normalmente de modo que, durante su
uso en operaciones de limpieza acuosas, el agua de lavado presentard un pH de aproximadamente 5,0 a
aproximadamente 11,5 o de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0, o incluso de aproximadamente 7,5 a
aproximadamente 10,5. Las formulaciones de producto liquido se formulan normalmente para tener un pH puro de
aproximadamente 3,0 a aproximadamente 9,0 o incluso de aproximadamente 3 a aproximadamente 8. Los
productos para el lavado de ropa granulados se formulan normalmente para tener un pH de aproximadamente 6 a
aproximadamente 11 o incluso de aproximadamente 8 aproximadamente 10. Las técnicas para controlar el pH en
los niveles de uso recomendados incluyen el uso de tampones, alcalis, acidos, etc., y son ampliamente conocidas
por los expertos en la materia.

[0175] Las “composiciones de limpieza con pH bajo” adecuadas tienen normalmente un pH puro de
aproximadamente 3 a aproximadamente 8 y no suelen tener tensioactivos que hidrolizan en dicho entorno de pH.
Dichos tensioactivos incluyen tensioactivos de alquil sulfato de sodio que comprenden al menos una fraccion de
oxido de etileno o incluso desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 16 moles de 6xido de etileno. Dichas
composiciones de limpieza comprenden normalmente una cantidad suficiente de un modificador de pH, como
hidroxido sédico, monoetanolamina o acido clorhidrico, para proporcionar a dicha composicion de limpieza un pH
puro desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 8. Dichas composiciones comprenden normalmente al
menos una enzima estable en acido. En algunos modos de realizacion, las composiciones son liquidas, mientras
que, en otros modos de realizacion, estas son soélidas. El pH de dichas composiciones liquidas se mide
normalmente como un pH puro. El pH de dichas composiciones sélidas se mide como un 10 % de solucion de
solidos de dicha composicion donde el disolvente es agua destilada. En estos modos de realizacién, todas las
mediciones del pH se toman a 20 °C, a menos que se indique otra cosa.

[0176] En algunos modos de realizacién, cuando la(s) variante(s) de enzima(s) lipolitica(s) se emplea(n) en una
composicién granulada o liquida, se desea que la variante de enzima lipolitica se encuentre en forma de particula
encapsulada para proteger la variante de enzima lipolitica de otros componentes de la composicién granulada
durante su almacenamiento. Ademas, la encapsulacién también es un medio para controlar la disponibilidad de la
variante de enzima lipolitica durante el proceso de limpieza. En algunos modos de realizacién, la encapsulacién
potencia el rendimiento de la(s) variante(s) de enzima(s) lipolitica(s) y/o de enzimas adicionales. En este sentido,
las variantes de enzimas lipoliticas de la presente invencidn se encapsulan con cualquier material de encapsulacion
adecuado conocido en la técnica. En algunos modos de realizacion, el material de encapsulacion normalmente
encapsula al menos parte del catalizador para la(s) variante(s) de enzima(s) lipolitica(s) de la presente invencién.
Normalmente, el material de encapsulacion es hidrosoluble y/o dispersable en agua. En algunos modos de
realizacién, el material de encapsulacion posee una temperatura de transicion vitrea (Tg) de 0 °C o superior. La
temperatura de transicién vitrea se describe con mayor detalle en el documento WO 97/11151. El material de
encapsulacion se suele seleccionar entre el grupo que consiste en carbohidratos, gomas naturales o sintéticas,
quitina, quitosano, celulosa y derivados de celulosa, silicatos, fosfatos, boratos, alcohol de polivinilo, polietilenglicol,
ceras de parafina y combinaciones de los mismos. Cuando el material de encapsulacién es un carbohidrato, se
selecciona normalmente de entre monosacaridos, oligosacaridos, polisacaridos y combinaciones de los mismos.
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En algunos modos de realizacién habituales, el material de encapsulacion es un almidén (véanse, p. €j., EP 0 922
499; US 4,977,252; US 5,354,559, y US 5,935,826). En algunos modos de realizacién, el material de encapsulacion
es una microesfera hecha de plastico, como termoplasticos, acrilonitrilo, metacrilonitrilo, poliacrilonitrilo,
polimetacrilonitrilo y mezclas de los mismos; entre las microesferas comercializadas que se pueden utilizar se
encuentran, sin caracter limitativo, las suministradas por EXPANCEL® (Stockviksverken, Suecia) y PM 6545, PM
6550, PM 7220, PM 7228, EXTENDOSPHERES®, LUXSIL®, Q-CEL® y SPHERICEL® (PQ Corp., Valley Forge,
Pensilvania).

[0177] Tal como se describe en el presente documento, las variantes de enzimas lipoliticas de la presente
invencion se utilizan en particular en la industria de la limpieza, incluyendo, pero sin caracter limitativo, detergentes
para lavado de ropa y de vajilla. Estas aplicaciones someten a las enzimas a varios niveles de exigencia ambiental.
Las variantes de enzimas lipoliticas de la presente invencién proporcionan ventajas con respecto a muchas
enzimas utilizadas en la actualidad debido a su estabilidad en varias condiciones.

[0178] De hecho, existe una variedad de condiciones de lavado, entre las que se incluyen extensiones de tiempo
de lavado, temperaturas del agua de lavado, volimenes del agua de lavado y formulaciones detergentes variables,
a las que se exponen las enzimas lipoliticas empleadas en el lavado. Ademas, las formulaciones detergentes
utilizadas en areas geograficas distintas tienen distintas concentraciones de sus componentes pertinentes
presentes en el agua de lavado. Por ejemplo, los detergentes europeos tienen aproximadamente 2000-10000 ppm
de componentes detergentes en el agua de lavado, mientras que los detergentes asiaticos tienen
aproximadamente 300-2500 ppm de componentes detergentes en el agua de lavado. En América del Norte,
concretamente en Estados Unidos, los detergentes suelen tener aproximadamente 300 ppm - 1500 ppm de
componentes detergentes presentes en el agua de lavado.

[0179] Un sistema de alta concentracion de detergente incluye los detergentes en los que mas de
aproximadamente 2000 ppm de los componentes detergentes se encuentran en el agua de lavado. Los detergentes
europeos se adscriben, por lo general, a los sistemas de alta concentracién de detergente, dado que tienen
aproximadamente 2000-10000 ppm de componentes detergentes en el agua de lavado.

[0180] Los detergentes latinoamericanos son generalmente detergentes con mejoradores de fosfato con altos
niveles de jabonadura, y la gama de detergentes utilizada en Latinoamérica puede adscribirse tanto a las
concentraciones de detergente medias como a las altas, dado que las mismas varian entre 1500 ppm y 6000 ppm
de componentes detergentes en el agua de lavado. Como se ha mencionado anteriormente, Brasil tiene
normalmente aproximadamente 1500 ppm de componentes detergentes en el agua de lavado. Sin embargo, otras
zonas geograficas con detergentes con mejoradores de fosfato con altos niveles de jabonadura, no limitadas a
otros paises de Latinoamérica, pueden tener sistemas de alta concentracién de detergente de hasta
aproximadamente 6000 ppm de componentes detergentes presentes en el agua de lavado.

[0181] En vista de lo anterior, resulta evidente que las concentraciones de composiciones detergentes en
soluciones de lavado tipicas en el mundo varia desde menos de aproximadamente 300 ppm de composicién
detergente ("zonas geograficas con baja concentracion de detergente") hasta 10000 ppm y aproximadamente 6000
ppm en zonas geograficas con detergentes con mejoradores de fosfato con altos niveles de jabonadura.

[0182] Las concentraciones de las soluciones tipicas de lavado se determinan de forma empirica. Por ejemplo, en
los EE.UU., una lavadora tipica soporta un volumen de aproximadamente 64,4 | de solucion de lavado. Por
consiguiente, para obtener una concentracién de aproximadamente 1000 ppm de detergente en la solucion de
lavado hay que afiadir aproximadamente 64,4 g de composicion detergente a los 64,4 | de solucién de lavado. Esta
cantidad es la cantidad tipica introducida en el agua de lavado por el usuario al utilizar la taza medidora
proporcionada con el detergente.

[0183] Como ejemplo adicional, distintas zonas geograficas utilizan distintas temperaturas de lavado. La
temperatura del agua de lavado en Japén es normalmente inferior a la utilizada en Europa. Por ejemplo, la
temperatura del agua de lavado en América del Norte y Japdn se encuentra normalmente entre aproximadamente
10 y aproximadamente 30 °C (p. €j., aproximadamente 20 °C), mientras que la temperatura del agua de lavado en
Europa se encuentra normalmente entre aproximadamente 30 y aproximadamente 60 °C (p. ej., aproximadamente
40 °C). No obstante, en aras de ahorrar energia, muchos consumidores estan pasando a utilizar el lavado en agua
fria. Ademas, en algunas otras regiones, normalmente se emplea agua fria para lavado de ropa, asi como para
aplicaciones de lavado de la vajilla. En algunos modos de realizacion, el "lavado en agua fria" de la presente
invencion utiliza "detergente para agua fria" adecuado para un lavado a temperaturas de aproximadamente 10 °C
a aproximadamente 40 °C, o de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C, o de aproximadamente 15 °C
a aproximadamente 25 °C, asi como cualquier otra combinacién comprendida en el rango de aproximadamente
15 °C a aproximadamente 35 °C, y todos los rangos que se encuentren entre 10 °C y 40 °C.

[0184] Como ejemplo adicional, distintas zonas geograficas tienen normalmente distinta dureza del agua. La
dureza del agua suele describirse en términos de granos por galén de Ca?*/Mg?* mezclados. La dureza es una
medida de la cantidad de calcio (Ca®*) y magnesio (Mg?*) en el agua. La mayoria del agua en Estados Unidos es
dura, pero el grado de dureza varia. El agua moderadamente dura (60-120 ppm) a dura (121-181 ppm) tiene de
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60 a 181 partes por millén (partes por millon convertido a granos por galén estadounidense es ppm # dividido entre
17,1 y da como resultado granos por galén) de minerales de dureza.

Agua Granos por galén | Partes por millén
Blanda inferior a 1,0 inferiora 17
Ligeramente dura 1,0a3,5 17 a 60
Moderadamente dura | 3,5a 7,0 60 a 120

Dura 7,0a10,5 120 a2 180

Muy dura mas de 10,5 mas de 180

[0185] La dureza del agua europea es normalmente mayor que 10,5 (p. €j., aproximadamente de 10,5 hasta
aproximadamente 20,0) granos por galon de Ca?*/Mg?* mezclados (p. ej., aproximadamente 15 granos por galon
de Ca?*/Mg?* mezclados). La dureza del agua norteamericana es normalmente mayor que la dureza del agua
japonesa, pero menor que la dureza del agua europea. Por ejemplo, la dureza del agua norteamericana puede ser
de entre aproximadamente 3 hasta aproximadamente 10 granos, aproximadamente 3 hasta aproximadamente 8
granos, o aproximadamente 6 granos. La dureza del agua japonesa suele ser menor que la dureza del agua
norteamericana, normalmente menor que aproximadamente 4, por ejemplo, aproximadamente 3 granos por galén
de Ca?/Mg?* mezclados.

[0186] Por consiguiente, en algunos modos de realizacion, la presente invencidn proporciona variantes de enzimas
lipoliticas que muestran un rendimiento de lavado sorprendente en al menos un conjunto de condiciones de lavado
(p. ej., temperatura del agua, dureza del agua y/o concentracion de detergente). En algunos modos de realizacion,
las variantes de enzimas lipoliticas de la presente invencidén son comparables en términos de rendimiento de lavado
con otras enzimas lipoliticas de lipasa. En algunos modos de realizacion, las variantes de enzimas lipoliticas de la
presente invencion muestran un rendimiento de lavado potenciado en comparacioén con las enzimas lipoliticas de
lipasa disponibles actualmente en el mercado. Por consiguiente, en algunos modos de realizacién de la presente
invencion, las variantes de enzimas lipoliticas proporcionadas en el presente documento muestran una mejor
estabilidad oxidativa, una termoestabilidad potenciada, capacidades de limpieza mejoradas en varias condiciones
y/0 una mayor estabilidad quelante. Ademas, las variantes de enzimas lipoliticas de la presente invencién son de
utilidad en composiciones de limpieza que no incluyen detergentes, de nuevo por si solas 0 en combinacion con
mejoradores y estabilizadores.

[0187] En algunos modos de realizacion de la presente invencion, las composiciones de limpieza comprenden al
menos una variante de enzima lipolitica de la presente invencion a un nivel de aproximadamente un 0,00001 %
hasta aproximadamente un 10 % en peso de la composicion, comprendiendo el resto (p. ej., de aproximadamente
un 99,999 % a aproximadamente un 90,0 %) materiales de limpieza auxiliares en peso de la composicién. En
algunos otros modos de realizacién de la presente invencion, las composiciones de limpieza de la presente
invencion comprenden al menos una variante de enzima lipolitica a un nivel de aproximadamente un 0,0001 % a
aproximadamente un 10 %, de aproximadamente un 0,001 % a aproximadamente un 5 %, de aproximadamente
un 0,001 % a aproximadamente un 2 %, de aproximadamente un 0,005 % a aproximadamente un 0,5 % en peso
de la composicion, comprendiendo el resto de la composicion de limpieza (p. ej., de aproximadamente un
99,9999 % a aproximadamente un 90,0 %, de aproximadamente un 99,999 % a aproximadamente un 98 %, de
aproximadamente un 99,995 % a aproximadamente un 99,5 % en peso) de materiales de limpieza auxiliares.

[0188] En algunos modos de realizacion, las composiciones de limpieza de la presente invencion comprenden una
o varias enzimas de detergente adicionales que proporcionan beneficios en cuanto al rendimiento de limpieza y/o
al cuidado de tejidos y/o al lavado de vajilla. Algunos ejemplos de enzimas adecuadas incluyen, sin caracter
limitativo, hemicelulasas, celulasas, peroxidasas, enzimas lipoliticas, xilanasas, lipasas, fosfolipasas, esterasas,
cutinasas, pectinasas, pectato liasas, mananasas, queratinasas, reductasas, oxidasas, fenoloxidasas,
lipoxigenasas, ligninasas, pululanasas, tanasas, pentosanasas, malanasas, B-glucanasas, arabinosidasas,
hialuronidasas, condroitinasas, lacasas y amilasas o cualquier combinaciéon o mezcla de las mismas. En algunos
modos de realizacién, se utiliza una combinacién de enzimas (es decir, un “coctel”) que comprende enzimas
aplicables convencionales como la enzima lipolitica, lipasa, cutinasa y/o celulasa junto con amilasa.

[0189] Por ejemplo, una variante de enzima lipolitica de la invencién puede combinarse con una proteasa. Algunas
enzimas proteoliticas adecuadas incluyen las de origen animal, vegetal o microbiano. En algunos modos de
realizacién, se utilizan enzimas proteoliticas microbianas. En algunos modos de realizacién, la enzima proteolitica
es preferiblemente una enzima proteolitica microbiana alcalina o una enzima proteolitica de tipo tripsina. Algunos
ejemplos de enzimas lipoliticas alcalinas incluyen las lipasas, especialmente las derivadas de Bacillus (p. €j., lentus,
amyloliquefaciens, Carlsberg, 309, 147 y 168). Otros ejemplos incluyen las enzimas proteoliticas mutantes
descritas en las patentes estadounidenses n.® RE 34,606, 5,955,340, 5,700,676, 6,312,936 y 6,482,628. Algunos
ejemplos de proteasas adicionales incluyen, sin caracter limitativo, la tripsina (p. €j., de origen porcino o bovino) y
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la enzima proteasa de Fusarium descrita en el documento WO 89/06270. En algunos modos de realizacion, las
enzimas proteasas disponibles comercialmente que se pueden utilizar en la presente invencion incluyen, pero sin
caracter limitativo, MAXATASE®, MAXACAL™, MAXAPEM™, OPTICLEAN®, OPTIMASE®, PROPERASE®,
PURAFECT®, PURAFECT® OXP, PURAMAX™, EXCELLASE™ y PURAFAST™ (Genencor); ALCALASE®,
SAVINASE®, PRIMASE®, DURAZYM™, POLARZYME®, OVOZYME®, KANNASE®, LIQUANASE®,
NEUTRASE®, RELASE® y ESPERASE® (Novozymes); BLAP™ vy variantes de BLAP™ (Henkel
Kommanditgesellschaft auf Aktien, Disseldorf, Alemania) y KAP (lipasa de B. alkalophilus; Kao Corp., Tokio,
Japon). Se describen diversas enzimas proteoliticas en los documentos W095/23221, WO 92/21760, Pub. Pat.
estadounidense n.? 2008/0090747 y Pub. Pat. estadounidense n.? 5,801,039, 5,340,735, 5,500,364, 5,855,625, US
RE 34,606, 5,955,340, 5,700,676, 6,312,936 y 6,482,628 y diversas patentes mas. En algunos otros modos de
realizacién, se pueden emplear enzimas metaloproteasa en la presente invencion, incluida, aunque sin caracter
limitativo, la enzima metaloproteasa neutra descrita en el documento WO 07/044993.

[0190] En algunos modos de realizacién de la presente invencion, se puede utilizar cualquier amilasa adecuada
en la presente invencion. En algunos modos de realizacién, puede utilizarse cualquier amilasa (por ejemplo, alfa
y/0 beta) adecuada para su uso en soluciones alcalinas. Entre las amilasas adecuadas se incluyen, pero sin
cardacter limitativo, las de origen bacteriano o fingico. Se incluyen mutantes modificados genética o quimicamente
en algunos modos de realizacion. Entre las amilasas que son de utilidad en la presente invencion se incluyen, pero
sin caracter limitativo, las a-amilasas obtenidas de B. licheniformis (véase, p. €j., GB 1,296,839). Entre las amilasas
comercializadas que son de utilidad en la presente invencion se incluyen, sin caracter limitativo, DURAMYL®,
TERMAMYL®, FUNGAMYL®, STAINZYME®, STAINZYME PLUS®, STAINZYME ULTRA® y BAN™
(Novozymes), asi como POWERASE™, RAPIDASE® y MAXAMYL® P (Genencor).

[0191] En algunos modos de realizacion de la presente invencién, las composiciones de limpieza de la presente
invencion comprenden, ademas, amilasas a un nivel de aproximadamente un 0,00001 % a aproximadamente un
10 % de amilasas adicionales en peso de la composicion, y el resto de materiales auxiliares de limpieza en peso
de la composicion. En algunos otros modos de realizacion de la presente invencion, las composiciones de limpieza
de la presente invencién también comprenden amilasas a un nivel de aproximadamente un 0,0001 % a
aproximadamente un 10 %, de aproximadamente un 0,001 % a aproximadamente un 5 %, de aproximadamente
un 0,001 % a aproximadamente un 2 %, de aproximadamente un 0,005 % a aproximadamente un 0,5 % de amilasa
en peso de la composicion.

[0192] En algunos modos de realizacion adicionales, se puede utilizar cualquier celulasa adecuada en las
composiciones de limpieza de la presente invencién. Entre las celulasas adecuadas se incluyen, aunque sin
caracter limitativo, aquellas de origen bacteriano o fungico. Se incluyen mutantes quimica o genéticamente
modificados en algunos modos de realizacion. Las celulasas adecuadas incluyen, pero sin caracter limitativo,
celulasas de Humicola insolens (véase, p. €j., la pat. estadounidense n.® 4,435,307). Las celulasas especialmente
adecuadas son las celulasas que presentan beneficios de cuidado del color (véase, p. €j., EP 0 495 257). Entre las
celulasas comercializadas que son de utilidad en la presente invenciéon se incluyen, sin caracter limitativo,
CELLUZYME®, CAREZYME® (Novozymes) y KAC-500(B)™ (Kao Corporation), PURADAX HA 1200E (Danisco),
PURADAX EG 7000L(Danisco). En algunos modos de realizacion, las celulasas se incorporan como partes o
fragmentos de celulasas naturales maduras o variantes de celulasas maduras, donde se deleciona una parte del
extremo N-terminal (véase, p. €j., la patente estadounidense n.? 5,874,276). En algunos modos de realizacién, las
composiciones de limpieza de la presente invenciébn comprenden, ademas, celulasas a un nivel de
aproximadamente un 0,00001 % a aproximadamente un 10 % de celulasa adicional en peso de la composicion y
el resto de materiales de limpieza auxiliares en peso de la composicion. En algunos otros modos de realizacién de
la presente invencién, las composiciones de limpieza de la presente invencién también comprenden celulasas a
un nivel de aproximadamente un 0,0001 % a aproximadamente un 10 %, de aproximadamente un 0,001 % a
aproximadamente un 5 %, de aproximadamente un 0,001 % a aproximadamente un 2 %, de aproximadamente un
0,005 % a aproximadamente un 0,5 % de celulasa en peso de la composicion.

[0193] También se puede utilizar cualquier mananasa adecuada para su uso en composiciones detergentes en la
presente invencion. Entre las mananasas adecuadas se incluyen, pero sin caracter limitativo, las de origen
bacteriano o fungico. Se incluyen mutantes modificados genética o quimicamente en algunos modos de realizacion.
Se conocen varias mananasas que se pueden utilizar en la presente invencion (véase, p. €]., la pat. estadounidense
n.? 6,566,114, la pat. estadounidense n.% 6,602,842 y la pat. estadounidense n.? 6,440,991). En algunos modos de
realizacién, las composiciones de limpieza de la presente invencion comprenden, ademas, mananasas a un nivel
de aproximadamente un 0,00001 % a aproximadamente un 10 % de mananasa adicional en peso de la
composicion, y el resto de materiales de limpieza auxiliares en peso de la composiciéon. En algunos modos de
realizacién de la presente invencion, las composiciones de limpieza de la presente invencién también comprenden
mananasas a un nivel de aproximadamente un 0,0001 % a aproximadamente un 10 %, de aproximadamente un
0,001 % a aproximadamente un 5 %, de aproximadamente un 0,001 % a aproximadamente un 2 %, de
aproximadamente un 0,005 % a aproximadamente un 0,5 % de mananasa en peso de la composicion.

[0194] En algunos modos de realizacién, se utilizan peroxidasas en combinacion con perdxido de hidrégeno o una
fuente del mismo (p. €j., un percarbonato, perborato o persulfato) en las composiciones de la presente invencion.
En algunos modos de realizacién alternativos, se utilizan oxidasas en combinacién con oxigeno. Ambos tipos de
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enzimas se utilizan para “blanquear la solucién” (esto es, para evitar la transferencia de un tinte textil de un tejido
tintado a otro tejido cuando los tejidos se lavan juntos en una solucién de lavado), preferiblemente junto con un
agente potenciador (véase, p. ej., WO 94/12621 y WO 95/01426). Entre las peroxidasas/oxidasas adecuadas se
incluyen, pero sin caracter limitativo, las de origen bacteriano, vegetal o fungico. Se incluyen mutantes modificados
genética o quimicamente en algunos modos de realizacién. En algunos modos de realizacion, las composiciones
de limpieza de la presente invencion comprenden, ademas, enzimas oxidasas y/o peroxidasas a un nivel de
aproximadamente un 0,00001 % a aproximadamente un 10 % de oxidasa y/o peroxidasa adicional en peso de la
composicion, y el resto de materiales de limpieza auxiliares en peso de la composicién. En algunos otros modos
de realizacion de la presente invencion, las composiciones de limpieza de la presente invencion también
comprenden enzimas oxidasas y/o peroxidasas a un nivel de aproximadamente un 0,0001 % a aproximadamente
un 10 %, de aproximadamente un 0,001 % a aproximadamente un 5 %, de aproximadamente un 0,001 % a
aproximadamente un 2 %, de aproximadamente un 0,005 % a aproximadamente un 0,5 % de enzimas oxidasas
y/o peroxidasas en peso de la composicion.

[0195] En algunos modos de realizacion, se pueden utilizar enzimas adicionales, incluyendo, pero sin caracter
limitativo, las perhidrolasas (véase, p. ej., WO 05/056782). Ademas, en algunos modos de realizacion, el presente
documento abarca mezclas de las enzimas mencionadas anteriormente, en concreto una 0 mas enzimas lipoliticas,
amilasas, proteasas, mananasas, y/o al menos una celulasa adicionales. De hecho, se contempla que se podran
utilizar varias mezclas de estas enzimas en la presente invencién. También se contempla que los niveles variables
de la(s) variante(s) de enzima(s) lipolitica(s) y una o mas enzimas adicionales pueden variar de forma
independiente hasta aproximadamente un 10 %, constituyendo los materiales de limpieza auxiliares el resto de la
composicién de limpieza. La seleccién especifica de los materiales de limpieza auxiliares se realiza con facilidad
teniendo en cuenta la superficie, el articulo o la tela que va a ser limpiado y la forma deseada de la composicién
para las condiciones de limpieza en el uso (p. ej., mediante el uso de detergente de lavado).

[0196] Entre los ejemplos de materiales de limpieza auxiliares se incluyen, sin caracter limitativo, p. ej.,
tensioactivos, mejoradores, blanqueadores, activadores del blanqueado, catalizadores del blanqueado, otras
enzimas, sistemas estabilizadores de enzimas, quelantes, abrillantadores 6pticos, polimeros de liberacion de
suciedad, agentes de transferencia de tintes, agentes inhibidores de la transferencia de tintes, materiales
cataliticos, peroxido de hidrégeno, fuentes de perdxido de hidrégeno, peracidos preformados, agentes
dispersantes poliméricos, agentes de eliminacion de la suciedad de arcilla, agentes elastificantes de la estructura,
dispersantes, supresores de jabonaduras, tintes, perfumes, colorantes, sales de relleno, hidrotropos,
fotoactivadores, fluorescentes, suavizantes de tejidos, portadores, hidrotropos, coadyuvantes de elaboracion,
disolventes, pigmentos, tensioactivos hidrolizables, conservantes, antioxidantes, agentes contra el encogimiento,
agentes contra la formacién de arrugas, germicidas, fungicidas, motas de color, agentes para el cuidado de la
plata, contra la pérdida de lustre y/o contra la corrosion, fuentes de alcalinidad, agentes solubilizantes, portadores,
coadyuvantes de elaboracion, pigmentos y/o agentes de control del pH (véanse, p. ej., las patentes
estadounidenses n.? 6,610,642, 6,605,458, 5,705,464, 5,710,115, 5,698,504, 5,695,679, 5,686,014 y 5,646,101).
A continuacion, se ejemplifican de forma detallada algunos modos de realizacién de materiales de composicion de
limpieza especificos. En los modos de realizacién en los que los materiales auxiliares de limpieza no son
compatibles con las variantes de enzimas lipoliticas de la presente invencién en las composiciones de limpieza, se
utilizan métodos adecuados para mantener separados los materiales de limpieza auxiliares y la(s) enzima(s)
lipolitica(s) (es decir, que no estén en contacto entre si) hasta que la combinacién de los dos componentes sea
adecuada. Dichos métodos de separacién incluyen cualquier método adecuado conocido en la técnica (p. €j.,
capsulas recubiertas de gelatina, encapsulacion, pastillas, separacion fisica, etc.).

[0197] En algunos modos de realizacion, se incluye una cantidad efectiva de una o més variantes de enzima(s)
lipolitica(s) proporcionada(s) en el presente documento en composiciones Utiles para limpiar una variedad de
superficies que necesitan una eliminacién de manchas lipidicas. Dichas composiciones de limpieza incluyen
composiciones de limpieza para aplicaciones tales como la limpieza de superficies duras, tejidos y vajilla. De hecho,
en algunos modos de realizacion, la presente invencidn proporciona composiciones de limpieza de tejidos, mientras
que, en otros modos de realizacion, la presente invencidn proporciona composiciones de limpieza que no son para
tejidos. Se pretende que la presente invencion abarque composiciones detergentes en cualquier forma (esto es,
liquidas, granuladas, en barra, semisélidas, en gel, en emulsiones, en pastillas, en capsulas, etc.).

[0198] A modo de ejemplo, varias composiciones de limpieza donde se utilizan las variantes de enzimas lipoliticas
de la presente invencion se describen con mas detalle a continuacion. En algunos modos de realizacién en los que
las composiciones de limpieza de la presente invencién estan formuladas como composiciones adecuadas para
su uso en un método o varios métodos de lavado en lavadoras, las composiciones de la presente invencion
contienen preferiblemente al menos un tensioactivo y al menos un compuesto mejorador, asi como uno 0 mas
materiales de limpieza auxiliares, preferiblemente, seleccionados de entre compuestos poliméricos organicos,
agentes blanqueantes, enzimas adicionales, supresores de jabonaduras, dispersantes, dispersantes de jabones
de cal, agentes de suciedad en suspension y contra la redeposicién e inhibidores de la corrosion. En algunos
modos de realizacion, las composiciones para lavado de ropa también contienen agentes suavizantes (esto es,
como materiales de limpieza auxiliares adicionales). Las composiciones de la presente invencion también utilizan
productos detergentes aditivos en forma liquida o sélida. Dichos productos aditivos tienen por objeto complementar
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y/o potenciar el rendimiento de las composiciones detergentes convencionales y pueden afiadirse en cualquier
fase del proceso de limpieza. En algunos modos de realizacién, la densidad de las composiciones detergentes
para lavado de ropa varia desde aproximadamente 400 hasta aproximadamente 1200 g/litro, mientras que, en
otros modos de realizacién, varia desde aproximadamente 500 hasta aproximadamente 950 g/litro de composicion
medida a 20 °C.

[0199] En modos de realizacion formulados como composiciones para su uso en métodos de lavado de vajilla
manual, las composiciones de la invencion contienen preferiblemente al menos un tensioactivo y preferiblemente
al menos un material auxiliar de limpieza adicional seleccionado de entre compuestos poliméricos organicos,
agentes potenciadores de jabonaduras, iones metalicos del grupo Il, disolventes, hidrotopos y enzimas adicionales.

[0200] En algunos modos de realizacion, varias composiciones de limpieza, tales como las que se proporcionan
en la patente estadounidense n.? 6,605,458, se pueden utilizar con las variantes de enzimas lipoliticas de la
presente invencion. Por consiguiente, en algunos modos de realizacién, las composiciones que comprenden al
menos una variante de enzima lipolitica de la presente invencién son una composicién de limpieza de tejidos
granulada compacta, mientras que, en otros modos de realizacién, la composiciéon es una composicion de limpieza
de tejidos granulada util para el lavado de tejidos de color; en modos de realizacién adicionales, la composicion es
una composicion de limpieza de tejidos granulada que proporciona suavizado a través de la capacidad de lavado;
en modos de realizacion adicionales, la composicién es una composicion de limpieza de tejidos liquida para uso
intensivo. En algunos modos de realizacion, las composiciones que comprenden al menos una variante de enzima
lipolitica de la presente invencion son composiciones de limpieza de tejidos como las descritas en las patentes
estadounidenses n.? 6,610,642 y 6,376,450. Asimismo, las variantes de enzimas lipoliticas de la presente invencion
se pueden utilizar en composiciones detergentes para lavado de ropa granuladas, de especial utilidad en las
condiciones de lavado de Europa o Japén (véase, p. €j., la pat. estadounidense n.? 6,610,642).

[0201] En algunos modos de realizacién alternativos, la presente invencién da a conocer composiciones de
limpieza para superficies duras que comprenden al menos una variante de enzima lipolitica proporcionada en el
presente documento. Asi, en algunos modos de realizacién, las composiciones que comprenden al menos una
variante de enzima lipolitica de la presente invencion son una composicion de limpieza de superficies duras como
las descritas en las patentes estadounidenses n.® 6,610,642, 6,376,450 y 6,376,450.

[0202] En otros modos de realizacién adicionales, la presente invencion proporciona composiciones para lavado
de vajilla que comprenden al menos una variante de enzima lipolitica proporcionada en el presente documento.
Asi, en algunos modos de realizacion, las composiciones que comprenden al menos una variante de enzima
lipolitica de la presente invenciéon es una composicion de limpieza de superficies duras, tales como las de las
patentes estadounidenses n.? 6,610,642 y 6,376,450. En algunos otros modos de realizacién adicionales, la
presente invencion da a conocer composiciones para lavado de vajilla que comprenden al menos una variante de
enzima lipolitica proporcionada en el presente documento. En algunos otros modos de realizacion, las
composiciones que comprenden al menos una variante de enzima lipolitica de la presente invencién comprenden
composiciones de cuidado bucal, tales como las que se describen en las patentes estadounidenses n.° 6,376,450,
y 6,376,450. Las formulaciones y descripciones de los compuestos y los materiales de limpieza auxiliares
contenidos en las patentes estadounidenses mencionadas anteriormente n.® 6,376,450, 6,605,458, 6,605,458 y
6,610,642, pueden utilizarse con las variantes de enzimas lipoliticas proporcionadas en la presente memoria.

[0203] Las composiciones de limpieza de la presente invencion se formulan en cualquier forma adecuada y se
preparan mediante cualquier proceso seleccionado por el formulador; ejemplos no limitativos de ello se describen
en las patentes estadounidenses n.? 5,879,584, 5,691,297, 5,574,005, 5,569,645, 5,565,422, 5,516,448, 5,489,392
y 5,486,303. Cuando se desea una composicion de limpieza con un pH bajo, el pH de dicha composicion se ajusta
mediante la adicion de un material como monoetanolamina o un material acido como el HCI.

[0204] A pesar de que no son fundamentales para los propésitos de la presente invencion, la lista no limitativa de
auxiliares ilustrados en lo sucesivo resultan adecuados para su utilizacion en las composiciones de limpieza
instantanea. En algunos modos de realizacién, estos auxiliares se incorporan, por ejemplo, para potenciar el
rendimiento de limpieza o para contribuir al mismo, para el tratamiento del sustrato que se vaya a limpiar o para
modificar la apariencia de la composicion de limpieza, como es el caso de los perfumes, los colorantes, los tintes
o similares. Se entiende que dichos auxiliares son adicionales a las variantes de enzimas lipoliticas de la presente
invencion. La naturaleza concreta de estos componentes adicionales, asi como los niveles de incorporacién de los
mismos, dependeran de la forma fisica de la composicién y de la naturaleza de la operacion de limpieza para la
que se va a utilizar. Los materiales auxiliares adecuados incluyen, sin caracter limitativo, tensioactivos, adyuvantes,
quelantes, inhibidores de la transferencia de tinte, auxiliares de deposicidn, dispersantes, enzimas adicionales y
estabilizadores enzimaticos, materiales cataliticos, activadores del blanqueo, potenciadores del blanqueo, peréxido
de hidrégeno, fuentes de peroxido de hidrégeno, peracidos preformados, agentes dispersantes poliméricos,
agentes de eliminacién de la suciedad de arcilla/antirredeposicion, blanqueadores, supresores de jabonaduras,
tintes, perfumes, agentes elastificantes de la estructura, suavizantes de tejidos, portadores, hidrotropos, auxiliares
de procesamiento y/o pigmentos. Ademas de en la exposicion que se presenta mas abajo, pueden encontrarse
ejemplos adecuados de dichos otros auxiliares y niveles de uso en las patentes estadounidenses n.? 5,576,282,
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6,306,812 y 6,326,348. Los ingredientes auxiliares mencionados anteriormente pueden constituir el resto de las
composiciones de limpieza de la presente invencion.

[0205] En algunos modos de realizacion, las composiciones de limpieza de acuerdo con la presente invencion
comprenden al menos un tensioactivo y/o un sistema tensioactivo, donde el tensioactivo se selecciona de entre
tensioactivos no i6nicos, tensioactivos anidnicos, tensioactivos catidnicos, tensioactivos anfoliticos, tensioactivos
zwitteridnicos, tensioactivos no idnicos semipolares y mezclas de los mismos. En algunos modos de realizaciéon de
composiciones de limpieza con un pH bajo (por ejemplo, composiciones que presentan un pH puro de 3
aproximadamente a aproximadamente 5), la composicién no contiene normalmente sulfato de alquilo etoxilado,
puesto que se cree que dicho tensioactivo puede que hidrolice por medio de dichas composiciones los contenidos
acidos. En algunos modos de realizacion, el tensioactivo esté presente a un nivel desde aproximadamente un
0,1 % a aproximadamente un 60 %, mientras que, en modos de realizacion alternativos, el nivel es de
aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 50 %, mientras que, en otros modos de realizacién adicionales,
el nivel es de aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 40 % en peso de la composicién de limpieza.

[0206] En algunos modos de realizacion, las composiciones de limpieza de la presente invencién comprenden uno
o varios mejoradores o sistemas mejoradores de detergentes. En algunos modos de realizacién que incorporan al
menos un mejorador, las composiciones de limpieza comprenden al menos aproximadamente un 1 %, de
aproximadamente un 3 % a aproximadamente un 60 %, o incluso de aproximadamente un 5 % a aproximadamente
un 40 % de mejorador en peso de la composicién de limpieza. Entre los mejoradores se incluyen, aunque sin
caracter limitativo, las sales de metales alcalinos, amonio y alcanolamonio de polifosfatos, silicatos de metales
alcalinos, carbonatos de metales alcalinotérreos y alcalinos, aluminosilicatos, compuestos de policarboxilato,
hidroxipolicarboxilatos de éter, copolimeros de anhidrido maleico con etileno o vinilmetiléter, acido 1,3,5-trihidroxi
benceno-2, 4, 6-trisulfonico y &cido carboximetiloxisuccinico, las diversas sales de metales alcalinos, de amonio y
de amonio sustituido de acidos poliacéticos, como el acido tetraacético de etilendiamina y el &cido nitrilotriacético,
asi como policarboxilatos, tales como el &cido melitico, acido succinico, acido citrico, acido oxidisuccinico, acido
polimaleico, acido de benceno 1,3,5-tricarboxilico, acido carboximetiloxisuccinico y sales solubles de los mismos.
De hecho, se contempla que se podra utilizar cualquier mejorador adecuado en diversos modos de realizacién de
la presente invencion.

[0207] En algunos modos de realizacién, los mejoradores forman complejos hidrosolubles de iones de dureza (p.
ej., mejoradores secuestrantes), tales como citratos y polifosfatos (p. ej., tripolifosfato de sodio y tripolifosfato de
sodio hexahidratado, tripolifosfato de potasio, y tripolifosfato con mezcla de sodio y potasio, etc.). Se contempla
que se podra utilizar cualquier mejorador adecuado en la presente invencion, incluyendo los que se conocen en la
técnica (véase, p. ej., EP 2 100 949).

[0208] En algunos modos de realizacion, las composiciones de limpieza de la presente invencion contienen al
menos un agente quelante. Entre los agentes quelantes adecuados se incluyen, aunque sin caracter limitativo, los
agentes quelantes de cobre, hierro y/o manganeso y mezclas de los mismos. En modos de realizacion en los que
se utiliza al menos un agente quelante, las composiciones de limpieza de la presente invencion comprenden de
aproximadamente un 0,1 % a aproximadamente un 15% o0 incluso de aproximadamente un 3,0 % a
aproximadamente un 10 % de agente quelante en peso de la composicién de limpieza en cuestion.

[0209] En algunos otros modos de realizacion adicionales, las composiciones de limpieza expuestas en el presente
documento contienen al menos un coadyuvante de deposicion. Los coadyuvantes de deposicién adecuados
incluyen, aunque sin caracter limitativo, polietilenglicol, polipropilenglicol, policarboxilato, polimeros de liberacion
de suciedad como el acido politereftalico, arcillas como caolinita, montmorillonita, atapulgita, illita, bentonita,
halloysita y mezclas de estas.

[0210] Como se indica en el presente documento, en algunos modos de realizacidn, los agentes antirredeposicion
se pueden utilizar en algunos modos de realizacion de la presente invencion. En algunos modos de realizacion, se
utilizan tensioactivos no iénicos. Por ejemplo, en modos de realizacion de lavado de vajilla automatico, se pueden
utilizar tensioactivos no iénicos para fines de modificacién de superficies, en concreto para el laminado, para evitar
la formacién de peliculas y manchas, y para mejorar el brillo. Estos tensioactivos no idnicos también se utilizan
para prevenir la redeposicion de suciedad. En algunos modos de realizacién, el agente antirredeposicién es un
tensioactivo no i6nico segun se conoce en la técnica (véase, p. ej., EP 2 100 949).

[0211] En algunos modos de realizacidn, las composiciones de limpieza de la presente invencion incluyen uno o
mas agentes inhibidores de transferencia de tintes. Los agentes inhibidores de transferencia de tintes poliméricos
adecuados incluyen, sin caracter limitativo, polimeros de polivinilpirrolidona, polimeros de N-éxido de poliamina,
copolimeros de N-vinilpirrolidona y N-vinilimidazol, poliviniloxazolidonas y polivinilimidazoles o mezclas de los
mismos. En modos de realizacion en los que se utiliza al menos un agente inhibidor de transferencia de tintes, las
composiciones de limpieza de la presente invencion comprenden de aproximadamente un 0,0001 % a
aproximadamente un 10 %, de aproximadamente un 0,01 % a aproximadamente un 5 %, o incluso de
aproximadamente un 0,1 % a aproximadamente un 3 % en peso de la composicion de limpieza.

[0212] En algunos modos de realizacion, se incluyen silicatos en las composiciones de la presente invencion. En
algunos de dichos modos de realizacién, se utilizan silicatos de sodio (p. €j., disilicato de sodio, metasilicato de
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sodio y filosilicatos cristalinos). En algunos modos de realizacién, los silicatos estan presentes a un nivel de
aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 20 %. En algunos modos de realizacion, los silicatos estan
presentes a un nivel de aproximadamente un 5 % a aproximadamente un 15 % en peso de la composicién.

[0213] En algunos otros modos de realizacién adicionales, las composiciones de limpieza de la presente invencion
también contienen dispersantes. Los materiales organicos hidrosolubles adecuados incluyen, sin caracter
limitativo, los acidos homopoliméricos o copoliméricos o sus sales, en los que el acido policarboxilico comprende
al menos dos radicales carboxilo separados entre si por no mas de dos atomos de carbono.

[0214] En algunos otros modos de realizacién, las enzimas utilizadas en las composiciones de limpieza se
estabilizan mediante cualquier técnica adecuada. En algunos modos de realizacién, las enzimas empleadas en el
presente documento se estabilizan mediante la presencia de fuentes solubles en agua de iones calcio y/o magnesio
en las composiciones finalizadas que aportan dichos iones a las enzimas. En algunos modos de realizacion, los
estabilizadores de enzimas incluyen oligosacaridos, polisacaridos y sales metdlicas divalentes inorganicas,
incluidos metales alcalinotérreos, como sales de calcio. Se contempla que se utilizaran diversas técnicas para la
estabilizacion enzimatica en la presente invencién. Por ejemplo, en algunos modos de realizacién, las enzimas
empleadas en el presente documento se estabilizan mediante la presencia de fuentes hidrosolubles de iones zinc
(11, calcio (Il) y/o magnesio (Il) en las composiciones acabadas que aportan dichos iones a las enzimas, asi como
otros iones metalicos (por ejemplo, bario (Il), escandio (Il), hierro (ll), manganeso (ll), aluminio (Ill), estafio (ll),
cobalto (I1), cobre (ll), niquel (1) y oxovanadio (IV)). Los cloruros y los sulfatos también se utilizan en algunos modos
de realizacién de la presente invencién. En la técnica, se conocen ejemplos de oligosacéaridos y polisacaridos
adecuados (p. €j., dextrinas) (véase, p. ej., WO 07/145964). En algunos modos de realizacion, también se utilizan
los inhibidores reversibles de enzimas, como los compuestos que contienen boro (p. ej., borato, acido 4-formil fenil
borénico) y/o se puede utilizar un aldehido tripeptidico para mejorar ademas la estabilidad, segun se prefiera.

[0215] En algunos modos de realizacion, se incluyen blanqueadores, activadores de blanqueo y/o catalizadores
de blanqueo en las composiciones de la presente invencion. En algunos modos de realizacién, las composiciones
de limpieza de la presente invencién comprenden compuesto(s) blanqueador(es) organico(s) y/o inorganico(s).
Entre los blanqueadores inorganicos se incluyen, sin caracter limitativo, las sales perhidratadas (p. €j., sales de
perborato, percarbonato, perfosfato, persulfato y persilicato). En algunos modos de realizacion, las sales
perhidratadas inorganicas son sales de metales alcalinos. En algunos modos de realizacion, se incluyen sales
perhidratadas inorganicas como el solido cristalino, sin proteccién adicional, aunque, en algunos otros modos de
realizacién, la sal se encuentra cubierta. En la presente invencion, se puede utilizar cualquier sal adecuada que se
conozca en la técnica (véase, p. €j., EP 2 100 949).

[0216] En algunos modos de realizacion, se utilizan activadores de blanqueo en las composiciones de la presente
invencion. Los activadores de blanqueo son normalmente precursores de peracidos organicos que potencian la
accioén blanqueante durante la limpieza con temperaturas de 60 °C e inferiores. Entre los activadores de blanqueo
adecuados para su uso segun el presente documento se incluyen compuestos que, en condiciones de perhidrdlisis,
proporcionan &cidos peroxicarboxilicos alifaticos que poseen preferiblemente de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 atomos de carbono, en concreto, de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 atomos de
carbono y/u, opcionalmente, acido perbenzoico sustituido. En la técnica, se conocen activadores de blanqueo
adicionales que se pueden utilizar en la presente invencion (véase, p. ej., EP 2 100 949).

[0217] Ademas, en algunos modos de realizacion y, segun se describe ademas en el presente documento, las
composiciones de limpieza de la presente invencién comprenden, ademas, al menos un catalizador de blanqueo.
En algunos modos de realizaciéon, son de utilidad el triazaciclononano de manganeso y otros complejos
relacionados, asi como complejos de cobalto, cobre, manganeso y hierro. En la presente invencién, son de utilidad
catalizadores del blanqueo adicionales (véase, p. €j., US 4,246,612, 5,227,084, 4,810410, WO 99/06521, y EP 2
100 949).

[0218] En algunos modos de realizacién, las composiciones de limpieza de la presente invencion contienen uno o
mas complejos metalicos cataliticos. En algunos modos de realizacién, se utiliza un catalizador de blanqueo que
contiene metal. En algunos modos de realizacion, el catalizador de blanqueo metalico comprende un sistema
catalizador que comprende un cation de metal de transicion de actividad catalitica de blanqueo definida (por
ejemplo, cationes de cobre, hierro, titanio, rutenio, wolframio, molibdeno o manganeso), un catién de metal auxiliar
que presenta una actividad catalitica de blanqueo minima o nula (p. €j., cationes de zinc o de aluminio) y un
secuestrante que presenta unas constantes de estabilidad definidas para los cationes metdlicos cataliticos y
auxiliares, en concreto acido etilendiaminotetraacético, acido etilendiamino tetra (metilenfosfonico) y sales
hidrosolubles de los mismos (véase, por ejemplo, la pat. estadounidense n.% 4,430,243). En algunos modos de
realizacién, las composiciones de limpieza de la presente invencién se catalizan por medio de un compuesto de
manganeso. Dichos compuestos y niveles de uso resultan ampliamente conocidos en la técnica (véase, p. €j., la
pat. estadounidense n.% 5,576,282). En modos de realizacion adicionales, los catalizadores de blanqueo de cobalto
se utilizan en las composiciones de limpieza de la presente invencion. En la técnica, se conocen diversos
catalizadores de blanqueo de cobalto (véanse, p. €j., las patentes estadounidenses n.? 5,597,936 y 5,595,967) y
se preparan facilmente mediante procedimientos conocidos.
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[0219] En algunos modos de realizacion adicionales, las composiciones de limpieza de la presente invencion
incluyen un complejo de metal de transicién de un ligando macropoliciclico rigido (MRL). A modo practico, y no a
modo limitativo, en algunos modos de realizacion, las composiciones y procesos de limpieza proporcionados en la
presente invencion se ajustan para proporcionar del orden de al menos una parte por cien millones de la especie
de MRL activa en el medio de lavado acuoso y, en algunos modos de realizacion, proporcionan de 0,005 ppm a
aproximadamente 25 ppm , mas preferiblemente, de aproximadamente 0,05 ppm a aproximadamente 10 ppm, y
siendo lo mas preferible de aproximadamente 0,1 ppm a aproximadamente 5 ppm del MRL en el agua de lavado.

[0220] En algunos modos de realizacion, los metales de transicion en el catalizador de blanqueo instantaneo de
metal de transicion incluyen, aunque sin caracter limitativo, el manganeso, el hierro y el cromo. Los MRL también
incluyen, sin caracter limitativo, ligandos ultrarrigidos especiales que estan entrecruzados (p. ej., 5,12-dietil-
1,5,8,12-tetraazabiciclo[6.6.2]hexadecano). Los MRL adecuados de metales de transicion se preparan facilmente
mediante procedimientos conocidos (véase, p. ej., WO 2000/32601 y la pat. estadounidense n.2 6,225,464).

[0221] En algunos modos de realizacion, las composiciones de limpieza de la presente invencién comprenden
agentes para el cuidado de metales. Los agentes para el cuidado de metales se pueden utilizar para prevenir y/o
reducir la pérdida de lustre, la corrosién y/o la oxidacién de los metales, incluidos el aluminio, el acero inoxidable y
metales no ferrosos (p. ej., plata y cobre). Entre los agentes para el cuidado de los metales adecuados se incluyen
los descritos en EP 2 100 949, WO 9426860 y WO 94/26859). En algunos modos de realizacién, el agente para el
cuidado de metales es una sal de zinc. En algunos modos de realizacién adicionales, las composiciones de
limpieza de la presente invencién comprenden de aproximadamente un 0,1 % a aproximadamente un 5 % en peso
de uno o mas agentes para el cuidado de metales.

[0222] Tal como se ha indicado anteriormente, las composiciones de limpieza de la presente invencion se formulan
en cualquier forma adecuada y se preparan mediante cualquier proceso seleccionado por el formulador; ejemplos
no limitativos de ello se describen en las patentes estadounidenses n.2 5,879,584, 5,691,297, 5,574,005, 5,569,645,
5,516,448, 5,489,392 y 5,486,303. En algunos modos de realizacion en que se desea una composicion de limpieza
con un pH bajo, el pH de dicha composicién se ajusta mediante la adicion de un material acido como el HCI.

[0223] Las composiciones de limpieza expuestas en el presente documento son de utilidad en la limpieza de un
sitio (p. €j., una superficie, vajilla, articulo, o tejido). Normalmente, al menos una parte del sitio se pone en contacto
con un modo de realizacion de la presente composicién de limpieza, en su forma pura o diluida en una solucién de
lavado, y a continuacion el sitio se lava y/o aclara de manera opcional. A efectos de la presente invencion, el
“lavado” incluye, sin caracter limitativo, frotado y agitacién mecanica. En algunos modos de realizacion, las
composiciones de limpieza normalmente se usan en concentraciones de 300 ppm aproximadamente a 15 000 ppm
aproximadamente en solucién. Cuando el disolvente de lavado es agua, la temperatura del agua normalmente
oscila entre aproximadamente 5 °C y aproximadamente 90 °C y, cuando el sitio comprende un tejido, la relacién
de masa agua/tejido normalmente va de 1:1 aproximadamente a 30:1 aproximadamente.

Procesos de elaboracion y uso de las composiciones de limpieza

[0224] Las composiciones de limpieza de la presente invencion se formulan en cualquier forma adecuada y se
preparan mediante cualquier proceso adecuado elegido por el formulador (véanse, p. ej., las patentes
estadounidenses n.? 5,879,584, 5,691,297, 5,574,005, 5,569,645, 5,565,422, 5,516,448, 5,489,392, 5,486,303,
4,515,705, 4,537,706, 4,515,707, 4,550,862, 4,561,998, 4,597,898, 4,968,451, 5,565,145, 5,929,022, 6,294,514 y
6,376,445).

[0225] En algunos modos de realizacion, las composiciones de limpieza de la presente invencion se proporcionan
en formato de dosis unitaria, lo que incluye pastillas, cépsulas, sobres, bolsas y bolsas con multiples
compartimentos. En algunos modos de realizacién, el formato de dosis unitaria esta disefiado para ofrecer una
liberacion controlada de los ingredientes que se encuentran en el interior de una bolsa con mudltiples
compartimentos (u otro formato de dosis unitaria). Los formatos de dosis unitaria y de liberacion controlada se
conocen en la técnica (véase, p. ej., EP 2 100 949, WO 02/102955, US Pat. n.2 4,765,916 y 4,972,017, y WO
04/111178 para materiales adecuados para su uso en formatos de dosis unitaria y de liberacion controlada). En
algunos modos de realizacion, el formato de dosis unitaria se proporciona en pastillas envueltas por una pelicula
soluble en agua o en bolsas solubles en agua. En el documento EP 2 100 947, se proporcionan varios formatos
para dosis unitarias que son conocidos en la técnica.

Métodos de uso

[0226] En algunos modos de realizacion, las composiciones de limpieza de la presente invencion se utilizan en la
limpieza de superficies (p. €j., vajilla), ropa, superficies duras, lentes de contacto, etc. Al menos una parte de la
superficie se puede poner en contacto con al menos un modo de realizacién de las composiciones de limpieza de
la presente invencién, en forma pura o diluida en una solucién de lavado y, luego, la superficie se lava y/o aclara
de manera opcional. A efectos de la presente invencién, el "lavado" incluye, sin caracter limitativo, frotado y
agitacion mecanica. En algunos modos de realizacion, las composiciones de limpieza de la presente invencién se
usan en concentraciones de 500 ppm aproximadamente a 15 000 ppm aproximadamente en solucion. Cuando el
disolvente de lavado es agua, la temperatura del agua normalmente varia de aproximadamente 5°C a
aproximadamente 90 °C.
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[0227] En la presente memoria, se proporcionan métodos para limpiar o lavar un articulo o superficie (p. €j.,
superficie dura) que necesita limpiarse, incluidos, sin caracter limitativo, p. ej., métodos para limpiar o lavar un
articulo de vaijilla, un articulo de mesa, un articulo de tejido, un articulo de colada, un articulo de cuidado personal,
etc., o similares, como, p. €j., una superficie dura de un articulo.

[0228] Por ejemplo, se proporciona un método para limpiar un articulo, un objeto o una superficie que necesite
limpiarse, comprendiendo el método poner en contacto el articulo o la superficie (o una parte del articulo o la
superficie que se desee limpiar) con al menos una variante de enzima lipolitica de lipasa de la presente invencion
0 una composicion de la presente invencion durante un tiempo suficiente y/o en condiciones adecuadas y/o
efectivas para limpiar el articulo, el objeto, o la superficie hasta un nivel deseado. Algunos de dichos métodos
comprenden también enjuagar el articulo, el objeto o la superficie con agua. Para algunos de dichos métodos, la
composicién de limpieza es una composicion detergente para lavado de la vajilla y el articulo o el objeto que se va
a limpiar es un articulo de vajilla o un articulo de mesa. Tal como se entiende en el presente documento, un “articulo
de vajilla” es un articulo utilizado generalmente para servir o comer alimentos. Un articulo de vajilla puede ser, sin
caracter limitativo, p. €j., un plato, un plato llano, un plato hondo, una copa, etc., y similares. Tal como se entiende
en el presente documento, “articulo de mesa” es un término mas amplio que incluye, sin caracter limitativo, por
ejemplo, platos, cubiertos, cuchillos, tenedores, cucharas, palillos chinos, articulos de cristal, jarras, salseras,
recipientes para beber, articulos para servir etc. Se pretende que “articulo de mesa” incluya cualquiera de estos
articulos para servir o comer alimentos, o articulos similares. Para algunos de dichos métodos, la composicion de
limpieza es una composicion detergente para lavado de la vajilla de forma automatica o una composicion
detergente para lavado de la vajilla a mano y el articulo o el objeto que se va a limpiar es un articulo de vajilla o un
articulo de mesa. Para algunos de dichos métodos, la composicién de limpieza es una composicién detergente
para lavado de ropa (p. €., una composicién detergente para lavado de ropa en polvo o una composicion
detergente para lavado de ropa liquida), y el articulo que se va a limpiar es un articulo de tejido. En otros modos
de realizacion adicionales, la composicion de limpieza es una composicion de tratamiento previo al lavado de ropa.

[0229] Por ejemplo, se proporcionan métodos para limpiar o lavar un articulo de tejido que necesite, opcionalmente,
limpiarse o lavarse, respectivamente. En algunos casos, los métodos comprenden proporcionar una composicion
que comprende la variante de enzima lipolitica (incluyendo, pero sin caracter limitativo, una composicion de
limpieza para lavado de ropa o para tejidos) y un articulo de tejido o articulo de colada que necesite limpiarse, y
poner en contacto el articulo de tejido o el articulo de colada (o una parte del articulo que se desee limpiar) con la
composicién en condiciones suficientes o efectivas para limpiar o lavar el articulo de tejido o de colada hasta un
nivel deseado.

[0230] En el presente documento, se proporciona un método para limpiar o lavar un articulo o una superficie (p.
€j., una superficie dura) que, de forma opcional, necesite limpiarse, comprendiendo el método proporcionar un
articulo o una superficie que se va a limpiar o lavar y poner en contacto el articulo o la superficie (o una parte del
articulo o la superficie que se desee limpiar o lavar) con al menos una variante de lipasa de la invenciéon o una
composicién de la invencion que comprende al menos una variante de lipasa tal durante un tiempo suficiente y/o
en condiciones suficientes o efectivas para limpiar o lavar el articulo o la superficie hasta un nivel deseado. Dichas
composiciones incluyen, sin caracter limitativo, por ejemplo, una composiciéon de limpieza o una composicién
detergente de la invencion (p. ej., una composicion detergente para el lavado de la vajilla a mano, una composicién
de limpieza para el lavado de la vajilla a mano, una composicién de limpieza para tejidos o la colada o una
composicion detergente para tejidos o la colada, una composicion de limpieza para lavado de ropa liquida, un
detergente para lavado de ropa liquida, una composicién de limpieza para lavado de ropa en polvo, una
composicion detergente para lavado en polvo, una composicién detergente para el lavado de la vajilla de forma
automatica, una composicion detergente o de limpieza potenciadora para lavado, un aditivo de limpieza para lavado
de ropa y una composicion de pretratado para lavado de ropa, etc.). En algunos casos, el método se repite una o
varias veces, especialmente si se desea limpieza o lavado adicional. Por ejemplo, en algunos casos, el método
también comprende de forma opcional permitir que el articulo o la superficie permanezca en contacto con la al
menos una variante de enzima lipolitica o composicién durante un periodo de tiempo suficiente o efectivo para
limpiar o lavar el articulo o la superficie hasta el nivel deseado. En algunos casos, los métodos comprenden ademas
aclarar el articulo o superficie con agua y/u otro liquido. En algunos casos, los métodos comprenden también poner
en contacto de nuevo el articulo o la superficie con al menos una variante de enzima lipolitica de la invencion o
una composicion de la invencion y permitir que el articulo o la superficie permanezcan en contacto con la al menos
una variante de enzima lipolitica o composicion durante un periodo de tiempo suficiente para limpiar o lavar el
articulo o la superficie hasta el nivel deseado. En algunos casos, la composicién de limpieza es una composicién
detergente para el lavado de la vajilla y el articulo que se va a limpiar es un articulo de vajilla o un articulo de mesa.
En algunos casos de los presentes métodos, la composicion de limpieza es una composicién detergente para el
lavado de la vajilla de forma automatica o una composicion detergente para el lavado de la vajilla a mano y el
articulo que se va a limpiar es un articulo de vajilla o un articulo de mesa. En algunos casos de los métodos, la
composicidon de limpieza es una composicién detergente para lavado de ropa y el articulo que se va a limpiar es
un articulo de tejido.

[0231] Asimismo, se proporcionan métodos para limpiar un articulo de mesa o un articulo de vajilla en un
lavavajillas automatico, comprendiendo el método proporcionar un lavavajillas automatico, poner una cantidad de
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una composicién para el lavado de la vajilla de forma automatica que comprende al menos una variante de lipasa
de la presente invencidon o una composicién de la invencion suficiente para limpiar el articulo de mesa o el articulo
de vajilla en el lavavajillas (p. €j., poniendo la composiciéon en un compartimento o dispensador de detergente
proporcionado o adecuado en la maquina), colocar un articulo de mesa o de vajilla en el lavavajillas y poner en
funcionamiento la maquina con el fin de limpiar el articulo de mesa o el articulo de vajilla (p. €j., de acuerdo con
las instrucciones del fabricante). En algunos casos, los métodos incluyen cualquier composicion para el lavado de
vajilla que se describe en el presente documento que comprende, pero sin caracter limitativo, al menos una variante
de lipasa proporcionada en el presente documento. La cantidad de composicidn para el lavado de vajilla de forma
automatica que se ha de emplear puede determinarse facilmente segun las instrucciones o las sugerencias del
fabricante y puede emplearse cualquier forma de la composicién para el lavado de vajilla de forma automatica que
comprende al menos una variante de enzima lipolitica de la invencién (p. ej., liquida, en polvo, sélida, en gel, en
pastilla, etc.), incluyendo cualquiera descrita en el presente documento.

[0232] En el presente documento, también se proporcionan métodos para limpiar una superficie, un articulo o un
objeto que, de forma opcional, necesite limpiarse, comprendiendo el método poner en contacto el articulo o la
superficie (0 una parte del articulo o la superficie que se desee limpiar) con al menos una variante de lipasa de la
presente invencién o una composicion de limpieza de la invenciéon en forma pura o diluida en una solucién de
lavado durante un tiempo suficiente y/o en condiciones suficientes o efectivas para limpiar o lavar el articulo o la
superficie hasta un nivel deseado. Posteriormente, la superficie, el articulo o el objeto pueden lavarse y/o
enjuagarse (de forma opcional) si se desea. A efectos de la presente invencion, el "lavado” incluye, sin caracter
limitativo, por ejemplo, frotado y agitacion mecanica. En algunos casos, las composiciones de limpieza se usan en
concentraciones de aproximadamente 500 ppm hasta aproximadamente 15 000 ppm en una solucion (p. €j,
solucion acuosa). Cuando el disolvente de lavado es agua, la temperatura del agua normalmente oscila entre
aproximadamente 5 °C y aproximadamente 90 °C y, cuando la superficie, articulo u objeto comprende un tejido, la
relacién de masa agua/tejido normalmente va de 1:1 aproximadamente a 30:1 aproximadamente.

[0233] En la presente exposicion, también se proporcionan métodos para limpiar un articulo de colada o un articulo
de tejido en una lavadora, comprendiendo el método proporcionar una lavadora, poner una cantidad de una
composicion detergente para lavado de ropa que comprende al menos una variante de lipasa de la invencién
suficiente para limpiar el articulo de colada o el articulo de tejido en la maquina (p. €j., poniendo la composicién en
un compartimento o dispensador de detergente proporcionado o adecuado en la maquina), colocar el articulo de
colada o el articulo de tejido en la maquina, y poner en funcionamiento la maquina con el fin de limpiar el articulo
de colada o el articulo de tejido (p. €j., de acuerdo con las instrucciones del fabricante). Los métodos incluyen
cualquier composicion detergente para el lavado de ropa descrita en la presente memoria, comprendiendo, entre
otras, al menos una variante de lipasa proporcionada en la presente memoria. La cantidad de composicién
detergente para lavado de ropa que se ha de emplear puede determinarse facilmente segun las instrucciones o
las sugerencias del fabricante y puede emplearse cualquier forma de la composicion detergente para lavado de
ropa que comprende al menos una variante de enzima lipolitica de la invencién (p. ej., solida, en polvo, liquida, en
pastilla, en gel, etc.), incluyendo cualquiera descrita en el presente documento.

[0234] La presente exposicion también da a conocer variantes, tales como variantes de TLL, con actividad de
esterasa. La actividad de esterasa incluye escisién en ésteres, por ejemplo, formas solubles monoméricas de
triglicéridos. Se pueden usar variantes de la invencién en presencia de adyuvantes, incluidos adyuvantes no idnicos
0 zwitteridnicos, por ejemplo, n-Dodecil-beta-D-maltopiranésido (D310), LysoFos Colina 14 (L214), Anzergent 3-
12 (AZ312) y CHAPSO (C317). Se pueden usar variantes de la invencion con diferentes concentraciones de niveles
de adyuvante, que incluyen, pero no se limitan a, IX, 0,5X y 0,25X de concentracion micelar critica (CMC).

[0235] También se proporcionan variantes, como variantes de TLL, Utiles para el procesamiento de pulpa y papel,
incluido el control de contaminantes organicos en fibras. Las fibras pueden ser fibras de celulosa y, en algunos
casos, son fibras recicladas de una variedad de productos de papel o productos que contienen fibra, como envases
corrugados viejos (OCC, por sus siglas en inglés), papel de periodico viejo (ONP, por sus siglas en inglés),
desechos de oficina mixtos (MOW, por sus siglas en inglés) o combinaciones de los mismos. Estos tipos de
productos que contienen papel normalmente contienen grandes cantidades de contaminantes organicos que estan
presentes en los productos de papel. Cuando estos tipos de productos de papel se reciclan, estos contaminantes
organicos estan presentes junto con las fibras formadas durante la etapa de fabricacion de pasta de un proceso
de fabricacién de papel. Estos contaminantes organicos, si no se eliminan sustancialmente, pueden interferir
gravemente con las etapas posteriores del proceso de fabricacién de papel al afectar la calidad de las hojas de
papel resultantes formadas y/o afectar a la maquinaria utilizada para formar el papel. Por consiguiente, la
eliminacion de dichos contaminantes organicos es importante para el proceso de fabricacion de papel cuando
dichos contaminantes organicos estan presentes en las fibras.

[0236] Los ejemplos de contaminantes organicos incluyen lo que se conoce en la industria como "adhesivos” e
incluyen, entre otros, polimeros sintéticos resultantes de adhesivos y similares, colas, colas de fusion,
revestimientos, aglutinantes de revestimiento, residuos de tinta, productos quimicos para destintar, resinas de
madera, colofonia y resinas de resistencia en humedo sin destruir. Estos tipos de materiales se encuentran
tipicamente en productos que contienen papel, como papel de periédico, envases corrugados y/o desechos de
oficina mixtos. Estos contaminantes organicos tendran tipicamente presentes polimeros, tales como caucho
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estireno butadieno, acrilatos de vinilo, poliisopreno, polibutadieno, caucho natural, acetatos de etilvinilo, acetatos
de polivinilo, alcoholes etilvinilicos, alcoholes polivinilicos, acrilatos de estireno y otros polimeros de tipo sintético.

[0237] En el proceso, estos contaminantes organicos se controlan poniendo en contacto la fibra que contiene los
contaminantes organicos con una composicién que contiene al menos una variante de la presente invencién
durante un tiempo suficiente y en una cantidad suficiente para controlar los contaminantes organicos presentes en
la fibra. Las composiciones preferiblemente dispersan o convierten los contaminantes organicos en especies
organicas que no afectan al proceso de fabricacién de papel. Por ejemplo, los acetatos de polivinilo,
preferiblemente, se dispersan y/o se convierten en alcoholes polivinilicos, que no afectan al proceso de fabricacién
de papel. Esta forma preferida de que las composiciones logren el control de los contaminantes organicos es
bastante diferente de la recogida de contaminantes por flotacion.

[0238] El control de los contaminantes organicos presentes en las fibras que tienen contaminantes organicos puede
entenderse como uno o mas de los siguientes: reducir el tamafno de las particulas contaminantes, reducir el nimero
o la cantidad de particulas medibles presentes y/o reducir la pegajosidad de los contaminantes organicos. En
algunos casos, cuando se controlan los contaminantes organicos mediante los métodos, se producen todas estas
reducciones. En algunos casos, la reduccién del tamafio de las particulas contaminantes es de al menos
aproximadamente un 5 %, o de aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 75 % en comparacion con
cuando no esta presente ninguna variante. De manera similar, la reduccion del nimero o la cantidad de
contaminantes organicos presentes en la fibra se reduce en al menos aproximadamente un 5 %, o de
aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 75 % en comparacioén con las fibras que no han sido tratadas
con una variante. De manera similar, la reducciéon de pegajosidad de los contaminantes organicos puede reducirse
en al menos aproximadamente un 5 %, o de aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 75 % en
comparacioén con las fibras que no han sido tratadas con una variante.

[0239] Las composiciones que contienen al menos una variante también pueden contener opcionalmente otros
productos quimicos o ingredientes convencionales para el tratamiento del papel tales como, entre otros, los
tensioactivos, disolventes, adyuvantes de suspension, rellenos, quelantes, conservantes, tampones, agua,
estabilizadores y similares. Estos ingredientes adicionales pueden estar presentes en cantidades convencionales.

[0240] Se proporciona un método para tratar poliéster, incluyendo poliéster limpio y sin ensuciar, que comprende
poner en contacto dicho tejido de poliéster con una solucion enzimatica que tiene una variante durante un tiempo
y en condiciones tales que las propiedades del poliéster se modifican. Preferiblemente, el poliéster es una fibra, un
hilo, tejido o producto textil acabado que comprende tal fibra, hilo o tejido. Mas preferiblemente, las propiedades
que se modifican comprenden aquellas tales como el tacto, el tacto y/o peso mejorados de un tejido hecho de tal
fibra, hilo o articulo. En algunos casos, se proporciona un mecanismo para modificar las caracteristicas textiles de
un tejido que comprende poliéster. Por tanto, en este caso, a menudo es ventajoso aplicar la poliesterasa a
productos textiles que no estdn manchados, es decir, que no comprenden manchas que se someten tipicamente
a detergentes comerciales para el lavado de ropa. En otros casos, se proporciona un método para lavar las
manchas de tejidos de poliéster.

[0241] También se proporciona un método para tratar una fibra, hilo o tejido de poliéster, antes de su incorporacién
a un producto textil o la aplicacién de un acabado textil con una variante enzimatica de la presente invencién
durante un tiempo y en condiciones tales que se modifican las propiedades del poliéster. En consecuencia, en
caso de que los componentes textiles se traten por separado, los componentes de poliéster tratados (es decir,
fibras, hilos, tejidos) se pueden incorporar a un producto textil a través de métodos estandar para producir tejidos
de poliéster; por ejemplo, procesos como el tejido, la costura y el corte y cosido, confiriendo asi las modificaciones
al producto textil acabado.

[0242] También se proporciona un método para tratar una resina o pelicula de poliéster con una variante de enzima
durante un tiempo y en unas condiciones para modificar las propiedades del poliéster. El poliéster tratado puede
ser un producto de resina o pelicula acabado o puede incorporarse a un producto mediante, por ejemplo,
construccion mecanica, confiriendo asi las modificaciones al producto textil acabado.

[0243] En otro método mas, un producto de desecho de poliéster se trata con una variante enzimatica para
degradar el producto de desecho de poliéster para eliminar o reciclar facilmente los compuestos. Este caso es
particularmente Util en la degradacion de plasticos a base de poliéster que se estan volviendo cada vez mas
problematicos en la eliminacién y el vertido de residuos. Una alternativa de este caso es el uso para aumentar la
cantidad de material digerible de forma microbiana en un producto de desecho para facilitar la degradacién
completa o el compostaje de dichos desechos.

[0244] En el método de acuerdo con, la soluciéon que contiene una variante enzimatica de la presente invencion
como se proporciona en este documento puede ponerse en contacto con la fibra, el hilo, tejido o textil de poliéster
que comprende tal fibra, hilo o tejido en condiciones adecuadas para que la enzima presente una modificacién de
poliéster. La presente exposicion esta orientada, preferiblemente, al uso de la poliesterasa en la fabricacion del
producto textil y no necesariamente en combinacién con un detergente con el fin de eliminar las manchas que se
producen durante el uso. Asi, en este caso, la aplicacién de la variante enzimatica de la presente invencién al
articulo de poliéster se produce antes del hilado de la fibra en un hilo, antes de la incorporacion del hilo en un tejido
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y/o antes de la construccion del producto textil que comprende el poliéster. Sin embargo, también se prefiere tratar
el producto textil terminado con la variante enzimatica de la presente invencién identificada en el presente
documento.

INVESTIGACION

[0245] Los siguientes ejemplos no pretenden limitar de ningiin modo el alcance de la invencién tal y como se
reivindica.

[0246] En la exposicidon experimental que se indica a continuacion, se aplican las siguientes abreviaturas: IR (indice
de rendimiento), ppm (partes por millén); M (molar); mM (milimolar); uM (micromolar); nM (nanomolar); mol (moles);
mmol (milimoles); pumol (micromoles); nmol (nanomoles); g (gramos); mg (miligramos); ug (microgramos); pg
(picogramos); L (litros); ml y mL (mililitros); pl y pl (microlitros); cm (centimetros); mm (milimetros); um
(micrémetros); nm (nandémetros); U (unidades); V (voltios); MW (peso molecular); s (segundos); min
(minuto/minutos); h (hora/horas); °C (grados centigrados); QS (cantidad suficiente); ND (no hecho); rpm
(revoluciones por minuto); GH (grados de dureza alemana); H20 (agua); dH20 (agua desionizada); HCI (acido
clorhidrico); aa (aminoacido); bp (par de bases); kb (par de kilobase); kD (kilodaltons); ADNc (copia o ADN
complementario); ADN (acido desoxirribonucleico); ssDNA (ADN monocatenario); dsDNA (ADN bicatenario); dNTP
(desoxirribonucleoétido trifosfato); ARN (&cido ribonucleico); MgClz (cloruro de magnesio); NaCl (cloruro de sodio);
p/v (peso-volumen); v/v (volumen-volumen); p/p (peso-peso); g (gravedad); OD (densidad éptica); ppm (partes por
millén); soluciéon tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS); SOC (2 % de bacto-triptona, 0,5 % de extracto de
levadura de Bacto, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM); Caldo Terrific (TB; 12 g/l de bacto-triptona, 24 g/l de glicerol, 2,31 g/|
de KH2PO4 y 12,54 g/l de K2HPOQa); OD2so (densidad éptica a 280 nm); ODeoo (densidad éptica a 600 nm); Aasos
(absorbancia a 405 nm); Vmax (la velocidad inicial maxima de una reaccion catalizada por enzimas); PAGE
(electroforesis en gel de poliacrilamida); PBS (solucion salina tamponada con fosfato [NaCl 150 mM, tampdn fosfato
de sodio 10 mM, pH 7,2]); PBST (PBS + 0,25 % TWEEN®)-20); PEG (polietilenglicol); PCR (reaccién en cadena
de la polimerasa); RT-PCR (PCR de transcripcion inversa); SDS (dodecilsulfato de sodio); Tris (tris(hidroximetil)
aminometano); HEPES (acido N-[2-hidroxietil]piperazina-N- [2-etanosulfénico]); HBS (solucién salina tamponada
con HEPES); Tris-HCI (tris[hidroximetillaminometano-clorhidrato); Tricina (N-[tris-(hidroximetil)-metil]-glicina);
CHES (acido 2-(N-ciclohexilamino) etanosulfénico); TAPS (acido 3-{[tris-(hidroximetil)-metil]-amino}-
propanosulfénico); CAPS (acido 3-(ciclohexilamino)-propano-sulfénico; DMSO (dimetilsulféxido); DTT (1,4-ditio-
DL-treitol); SA (acido sinapinico (s,acido 5-dimetoxi-4-hidroxicinamico)); TCA (acido tricloroacético); Glut y GSH
(glutation reducido); GSSG (glutatién oxidado); TCEP (Tris[2-carboxietil] fosfina); Ci (Curies); mCi (miliCuries); uCi
(microCuries); HPLC (cromatografia liquida de alta presion); RP-HPLC (cromatografia liquida de alta presion en
fase inversa); TLC (cromatografia en capa fina); MALDI-TOF (desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz-tiempo
de vuelo); Ts (tosyl); Bn (bencilo); Ph (fenilo); Ms (mesilo); Et (etilo), Me (metilo); Tag (ADN polimerasa de Thermus
aquaticus); Klenow (fragmento grande de ADN polimerasa | (Klenow)); EGTA (acido etilenglicol-bis (B-aminoetil
éter) N, N, N ', N'-tetraacético); EDTA (acido etilendiaminotetracético); bla (gen de resistencia a la B-lactamasa o
ampicilina); HDL (liquido de alta densidad); HDD (detergente en polvo de uso intensivo); HSG (detergente
granulado de alta jabonadura); CEE (Europa central y oriental); EO (Europa Occidental); NA, cuando se usa CON
referencia a detergentes (América del Norte); Japon y JPN, cuando se utilizan en referencia a detergentes (Japon);
MJ Research (MJ Research, Reno, NV); Baseclear (Baseclear BV, Inc., Leiden, Paises Bajos); PerSeptive
(PerSeptive Biosystems, Framingham, MA); ThermoFinnigan (ThermoFinnigan, San José, CA); Argo (Argo
BioAnalytica, Morris Plains, NJ); Seitz EKS (SeitzSchenk Filtersystems GmbH, Bad Kreuznach, Alemania); Pall
(Pall Corp., East Hills, NY y Bad Kreuznach, Alemania); Spectrum (Spectrum Laboratories, Dominguez Rancho,
CA); Molecular Structure (Molecular Structure Corp., Woodlands, TX); Accelrys (Accelrys, Inc., San Diego, CA);
Chemical Computing (Chcmical Computing Corp., Montreal, Canada); New Brunswick (New Brunswick Scientific,
Co., Edison, NJ); CFT (Center for Test Materials, Vlaardingen, Paises Bajos); P&G y Procter & Gamble (Procter &
Gamble, Inc., Cincinnati, OH); GE Healthcare (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino Unido); DNA2.0 (DNA2.0,
Menlo Park, CA); OXOID (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido); Megazyme (Megazyme International
Ireland Ltd., Bray Business Park, Bray, Co., Wicklow, Irlanda); Finnzymes (Finnzymes Oy, Espoo, Finlandia); Kelco
(CP Kelco, Wilmington, DE); Corning (Corning Life Sciences, Corning, Nueva York); (NEN (NEN Life Science
Products, Boston, MA); Pharma AS (Pharma AS, Oslo, Noruega); Dynal (Dynal, Oslo, Noruega); Bio-Synthesis
(Bio-Synthesis, Lewisville, TX); ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD); Gibco/BRL (Gibco/BRL,
Grand Island, NY); Sigma (Sigma Chemical Co., San Louis, MO); Pharmacia (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ);
NCBI (National Center for Biotechnology Information); Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA);
BD Biosciences y/o Clontech (BD Biosciences CLONTECH Laboratories, Palo Alto, CA); Operon Technologies
(Operon Technologies, Inc., Alameda, CA); MWG Biotech (MWG Biotech, High Point, Carolina del Norte); Oligos
Etc (Oligos Etc. Inc, Wilsonville, OR); Bachem (Bachem Bioscience, Inc., Rey de Prusia, PA); Difco (Difco
Laboratories, Detroit, Ml); Mediatech (Mediatech, Herndon, VA; Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA); Oxoid (Oxoid Inc., Ogdensburg, NY); Worthington (Worthington Biochemical Corp., Freehold, NJ);
GIBCO BRL o Gibco BRL (Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD); Millipore (Millipore, Billerica, MA); Bio-Rad
(Bio-Rad, Hercules, CA); Invitrogen (Invitrogen Corp., San Diego, CA); NEB (New England Biolabs, Beverly, MA);
Sigma (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO); Pierce (Pierce Biotechnology, Rockford, IL); Takara (Takara Bio Inc.
Otsu, Japon); Roche (Hoffmann-La Roche, Basilea, Suiza); EM Science (EM Science, Gibbstown, NJ); Qiagen
(Qiagen, Inc., Valencia, CA); Biodesign (Biodesign Intl., Saco, Maine); Aptagen (Aptagen, Inc., Herndon, VA);

47



10

15

20

25

ES 2 865080 T3

Sorvall (marca Sorvall, de Kendro Laboratory Products, Asheville, NC); Molecular Devices (Molecular Devices,
Corp., Sunnyvale, CA); R&D Systems (R&D Systems, Minneapolis, MN); Siegfried Handel (Siegfried Handel AG,
Zofingen, Suiza); Stratagene (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA); Marsh (Marsh Biosciences, Rochester,
Nueva York); Geneart (Geneart GmbH, Ratisbona, Alemania); Bio-Tek (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT);
(Biacore (Biacore, Inc., Piscataway, Nueva Jersey); PeproTech (PeproTech, Rocky Hill, NJ); SynPep (SynPep,
Dublin, CA); New Objective (marca New Objective; Scientific Instrument Services, Inc., Ringoes, NJ); Waters
(Waters, Inc., Milford, MA); Matrix Science (Matrix Science, Boston, MA); Dionex (Dionex, Corp., Sunnyvale, CA);
Monsanto (Monsanto Co., St. Louis, MO); Wintershall (Wintershall AG, Kassel, Alemania); BASF (BASF Co.,
Florham Park, NJ); Huntsman (Huntsman Petrochemical Corp., Salt Lake City, UT); Shell Chemicals (Shell
Chemicals, Inc., Londres, Reino Unido); Stepan (Stepan, Northfield, IL); Clariant (Clariant, Sulzbach, Alemania);
Industrial Zeolite (Industrial Zeolite Ltd., Grays, Essex, Reino Unido); Jungbunzlauer (Jungbunzlauer, Basilea,
Suiza); Solvay (Solvay, Bruselas, Bélgica); 3V Sigma (3V Sigma, Bérgamo, ltalia); Innospec (Innospec, Ellesmere
Port, Reino Unido); Thermphos (Thermphos, Vlissiggen-Ost, Paises Bajos); Ciba Specialty (Ciba Specialty
Chemicals, Basilea, Suiza); Dow Corning (Dow Corning, Barry, Reino Unido); Enichem (Enichem Iberica,
Barcelona, Espana); Fluka Chemie AG (Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza); Gist-Brocades (Gist-Brocades, NV, Delft,
Paises Bajos); Dow Corning (Dow Corning Corp., Midland, Ml); Mettler-Toledo (Mettler-Toledo Inc, Columbus, OH);
RB (Reckitt-Benckiser, Slough, Reino Unido); y Microsoft (Microsoft, Inc., Redmond, WA).

[0247] Tal como se utiliza en el presente documento, en algunas listas, se indica un “0” al principio, con el fin de
proporcionar una designacion de tres nimeros para cada sitio (p. €j., “001” es lo mismo que “1”, por lo que “A001C”
es lo mismo que “A1C”). En algunas listas, no se incluye el “0” inicial. Ademas, tal como se utiliza en el presente
documento, “X” se refiere a cualquier aminoacido.

[0248] En las composiciones detergentes de ejemplo proporcionadas en el presente documento, los niveles
enzimaticos se expresan en enzima pura en peso de la composicién total y, salvo que se especifique de otro modo,
los ingredientes del detergente se expresan en peso de las composiciones totales. Las identificaciones de
componentes abreviadas en la presente memoria tienen los siguientes significados:

Abreviatura Ingrediente

LAS: Alquilbencenosulfonato C11-13 lineal de sodio

NaC16-17HSAS: Alquilsulfato C1e-17 de sodio altamente soluble

TAS: Alquilsulfato de sebo de sodio

CxyAS: Alquilsulfato C1x - C1y de sodio

CxyEz: Alcohol primario Cix - C1y predominantemente lineal condensado con una media de z
moles de 6xido de etileno.

CxyAEzS: Alquilsulfato de sodio Cix - C1iy condensado con una media de z moles de 6xido de
etileno. Nombre de molécula afiadido en los ejemplos.

No iénico: Alcohol graso etoxilado/propoxilado mixto; por ejemplo, Plurafac LF404, siendo un
alcohol con un grado medio de etoxilacion de 3,8 y un grado medio de propoxilacion
de 4,5.

QAS: R2.N+(CHz)2(C2H4OH) con Rz = C12-C1a.

Silicato: Silicato de sodio amorfo (ratio de SiO2:Na20 = 1,6-3,2:1).

Metasilicato: Metasilicato de sodio (ratio de SiO2:Na20 = 1,0).

Zeolita A: Aluminosilicato hidratado de formula Nai2(AlO2SiOz)12. 27H20

SKS-6: Silicato laminar cristalino de férmula 8-Na2Si2Os.

Sulfato: Sulfato sodico anhidro.

STPP: Tripolifosfato de sodio.

MA/AA: Copolimero aleatorio de acrilato/maleato 4:1, peso molecular medio de
aproximadamente 70 000-80 000.

AA: Polimero de poliacrilato de sodio de peso molecular medio de 4 500.

Policarboxilato: Copolimero que comprende una mezcla de mondémeros carboxilados como acrilato,

maleato y metacrilato con un MW que oscila entre 2000-80 000 como Sokolan,
comercializado por BASF, siendo un copolimero de acido acrilico de MW 4500.

BB1: Propano sulfonato de 3-(3,4-dihidroisoquinolinio)
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Abreviatura
BB2

PB1:

PB4:
Percarbonato:
TAED:

NOBS:

DTPA:

HEDP
DETPMP:

EDDS:

Diamina:

DETBCHD
PAAC:
Parafina:

Sulfonato de parafina:

Aldosa oxidasa:
Galactosa oxidasa:

nprE:

PMN:

Amilasa:

Lipasa:

Celulasa:

Pectina liasa:

PVP:

PVNO:

PVPVI:
Abrillantador 1:

Antiespumante de
silicona:

Supresor de
jabonaduras:

SRP 1:
PEG X:

ES 2 865080 T3

Ingrediente

1-(3,4-dihidroisoquinolinio)-decano-2-sulfato

Perborato de sodio monohidratado

Perborato de sodio tetrahidrato de formula nominal NaBOs.4H20.
Percarbonato de sodio de férmula nominal 2Na2C03.3H202.
Tetraacetiletilendiamina.

Nonanoiloxibencenosulfonato en forma de sal sédica.

Acido dietilentriaminopentaacético

acido 1,1-hidroxietanodifosfénico.

Penta(metilen)fosfonato de dietiltriamina (metileno), comercializado por Monsanto con
el nombre comercial Dequest 2060.

Acido etilendiamino-N,N’-disuccinico, isémero (S,S) en forma de su sal sodica.

Dimetilaminopropilamina; 1,6-hezanodiamina; 1,3-propanodiamina; 2-metil-1,5-

pentanodiamina; 1,3-pentanodiamina; 1-metildiaminopropano.

Dicloruro de 5,12-dietil-1,5,8,12-tetraazabiciclo[6,6,2]hexadecano, sal de Mn(ll).
Sal de pentaminacetato de cobalto (l11).

Aceite de parafina vendido con el nombre comercial Winog 70 por Wintershall.

Un aceite o cera de parafina donde algunos de los a&tomos de hidrégeno se han
reemplazado por grupos sulfonato.

Enzima oxidasa vendida con el nombre comercial Aldose Oxidase por Novozymes A/S
Galactosa oxidasa de Sigma.

La forma recombinante de la enzima metalolipolitica neutra expresada en Bacillus
subtilis (véase, p. €j., el documento WO 07/044993).

Enzima metalolipolitica neutra purificada de Bacillus amyloliquefacients.

Una enzima amilolitica adecuada, como las vendidas con los nombres comerciales
PURAFECT® Ox, descritas en WO 94/18314, WO96/05295 vendidas por Genencor;
NATALASE®, TERMAMYL®, FUNGAMYI® y DURAMYL™, todas comercializadas
por Novozymes A/S.

Una enzima lipolitica adecuada, como las vendidas con los nombres comerciales
LIPEX®, LIPOLASE®, LIPOLASE® Ultra de Novozymes A/S y Lipomax™ de Gist-
Brocades

Una enzima celulitica adecuada, como las vendidas con los nombres comerciales
CAREZYME®, CELLUZYME® y/o ENDOLASE® de Novozymes A/S add ours.

Una pectina liasa adecuada, como las vendidas con los nombres comerciales
PECTAWAY® y PECTAWASH®, comercializadas por Novozymes A/S.

Polivinilpirrolidona con un peso molecular medio de 60 000.

N-6xido de polivinilpiridina, con un peso molecular medio de 50 000.

Copolimero de vinilimidazol y vinilpirrolidona, con un peso molecular medio de 20 000.
4,4'-bis(2-sulfoestiril)bifenilo de disodio.

Regulador de espuma de polidimetilsiloxano con un copolimero de siloxano-
oxialquileno como dispersante, con una relacion de dicho regulador de espuma con
respecto a dicho dispersante de 10:1 a 100:1.

12 % de silicona/silice, 18 % de alcohol estearilico, 70 % de almidén en forma
granulada.

Poiésteres de extremo terminado aniénicamente.

Polietilenglicol de peso molecular x.
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Abreviatura Ingrediente

PVP K60®: Homopolimero de vinilpirrolidona (MW medio 160 000)

Jeffamine ® ED-2001 Polietilenglicol con terminacién, de Huntsman.

Isachem ® AS: Alquilsulfato de alcohol ramificado de Enichem

MME PEG (2000): Polietilenglicol monometil-éter (MW 2000), de Fluka Chemie AG.

DC3225C: Supresor de jabonaduras de silicona, mezcla de aceite de silicona y silice de Dow
Corning.

TEPAE: Etoxilato de tetraetilenpentaamina.

BTA: Benzotriazol.

Betaina: (CHs)sN+*CH2CO0O

Azucar: D-glucosa de calidad industrial o azlicar de calidad alimentaria

CFAA: Alquilo C12-C14-N-metilglucamida

TPKFA: Acidos grasos de fraccién completa descabezada C12-C1a.

Arcilla: Un silicato de aluminio hidratado en una férmula general Al203SiO2-xH20. Tipos:

Caolinita, montmorillonita, atapulgita, illita, bentonita, halloysita.
pH: Medido en solucién al 1 % en agua destilada a 20 °C.

[0249] Para los detergentes de lavado de ropa liquidos de uso intensivo (HDL, por sus siglas en inglés) de
Norteamérica (NA) y Europa Occidental (EO), la inactivacion por calor de las enzimas presentes en detergentes
comercializados se realiza poniendo detergente liquido medido previamente (en una botella de vidrio) en un bafo
de agua a 95 °C durante 2 horas. El tiempo de incubacion para la inactivacion por calor de los detergentes para
lavar la vajilla de forma automatica (ADW, por sus siglas en inglés) de NA 'y EO es de 8 horas. Tanto los detergentes
calentados como los no calentados se someten a prueba a los 5 minutos tras la disolucion del detergente para
determinar de forma precisa el porcentaje desactivado. La actividad enzimatica se analiza mediante el ensayo de
AAPF.

[0250] Para someter a prueba la actividad enzimatica en detergentes inactivados por calor, se elaboran soluciones
de trabajo de detergentes a partir de soluciones madre inactivadas por calor. Se afiaden cantidades apropiadas de
dureza del agua (p. €j., 6 gpg 0 12 gpg) y de tampédn a las soluciones detergentes para cumplir con las condiciones
deseadas. Las soluciones se mezclan mediante agitacion vorticial o inversion de las botellas. La siguiente tabla
proporciona informacion respecto a algunos de los detergentes disponibles en el mercado y condiciones de ensayo
utilizados en el presente documento. En algunos experimentos, se pueden utilizar detergentes adicionales y/o
disponibles comercialmente en los siguientes ejemplos.

Tabla A. Condiciones de lavado de vajilla y de ropa
Region | Forma | Dosis | Detergente* | Tampodn ‘ Gpg | pH ‘ T (°C)
Lavado de ropa (granulado y liquido para uso intensivo)
NA HDL 0,78 g/l P&G TIDE® 2X HEPES 5 mM 6 8,0 20
EO HDL 5,0 g/L Henkel PERSIL™ HEPES 5 mM 12 8,2 40
EO HDG 8,0 g/L P&G ARIEL® 2 mM de Na2COs 12 10,5 | 40
JPN HDG 0,7 g/L P&G TIDE® 2 mM de Naz2 COs 6 10,0 | 20
NA HDG 1,0 g/L P&G TIDE® 2 mM de Naz2 COs 6 10,0 | 20
Lavado de vajilla automatico
EO ADW 3,0 g/L RB CALGONIT™ 2 mM de Naz2 COs 21 10,0 | 40
NA ADW 3,0g/L P&G CASCADE® 2 mM de Naz2 COs 9 10,0 | 40

[0251] En algunos ejemplos adicionales, son de utilidad las siguientes soluciones:

Tabla B. Soluciones detergentes de trabajo
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Detergente Temp (°C) Detergente (g/L) pH Tampon Gpg |
TIDE® 2X Cold 16 0,98 8 HEPES 5mM 6
TIDE® 2X Cold 32 0,98 8 HEPES 5mM 6
TIDE® 2X Cold 16 0,98 7 MOPS 5mM 6
En la tabla C, se proporcionan composiciones detergentes de lavado de ropa granuladas, adecuadas para el lavado
de tejidos.

Tabla C. Composiciones detergentes para lavado de ropa granuladas y sus componentes

Componente Composiciones detergentes
1 2 3 4 5 6

Alquilbenzenosulfonato lineal con una longitud de | 15 12 20 10 12 13
cadena de carbono alifatica C11-C12
Otros tensioactivos 1,6 1,2 1,9 3,2 0,5 1,2
Mejorador(es) de fosfato 2 3 4
Zeolita 1 1 4 1
Silicato 4 5 2 3 3 5
Carbonato de sodio 5 5 4 0 3
Poliacrilato (MW 4500) 1 0,6 1 1 1,5 1
Carboximetilcelulosa (Finnfix BDA de CPKelco) 1 - 0,3 - 1,1 -
Celluclean® (15,6 mg/g) 0,23 0,17 0,5 0,2 0,2 0,6
Lipasa (20mg/g) 0,2 0,1 0,3
Stainzyme Plus® (14 mg/g) 0,23 0,17 0,5 0,2 0,2 0,6
Mannaway 4.0T (4 mg/g) 0,1 0,1 0,1
Blanqueador(es) fluorescente(s) 0,16 0,06 0,16 0,18 0,16 0,16
Acido dietilentriaminopentaacético o 4acido | 0,6 0,6 0,25 0,6 0,6
etilendiaminotetraacético
MgSO4 1 1 1 0,5 1 1
Blanqueador(es) y activador(es) de blanqueo 6,88 6,12 2,09 1,17 4,66
Colorante matificante de tiofeno etoxilado® 0,002 | 0,001 | 0,003 | 0,003 - -
Violeta directo 9 de Ciba Specialty Chemicals 0,0006 | 0,0004 | 0,0006
Sulfato/Acido citrico/Bicarbonato de | Resto hasta 100 %
sodio/Humedad/perfume

4 Inhibidor de enzima lipolitica reversible de estructura:

2 Polietilenimina (MW = 600) con 20 grupos etoxilados por -NH.

' Un copolimero de injertos aleatorios es un copolimero de dxido de polietileno con un injerto de acetato de
polivinilo que presenta una cadena principal de 6xido de polietileno y multiples cadenas laterales de acetato de
polivinilo. El peso molecular de la cadena principal de éxido de polietileno es de aproximadamente 6000 y la
proporcion de peso del 6xido de polietileno en relacién con el acetato de polivinilo es de aproximadamente 40 a
60, y no mas de 1 punto de injerto por 50 unidades de 6xido de etileno.

3 Un polimero de limpieza de grasa alcoxilado anfifilico es una polietilenimina (MW = 600) con 24 grupos
etoxilados por -NH y 16 grupos propoxilados por -NH.
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Tabla C. Composiciones detergentes para lavado de ropa granuladas y sus componentes

Componente Composiciones detergentes

1 L2 [ s | a | s [ 6
) )
-~ - -
b ; "

5 Colorante matificante de tiofeno etoxilado tal como se describe en el documento US 7,208,459 B2.

[0252] En la Tabla C, todos los niveles enzimaticos se expresan como un % de materia prima enzimatica, excepto
para la enzima lipolitica (de esta exposicidn), que se expresa como un % de proteina activa afadida al producto.

[0253] La Tabla D proporciona composiciones detergentes para lavado de ropa granuladas adecuadas para
lavadoras automaticas de carga superior (composiciones detergentes 7-9) y para lavadoras de carga frontal
(composiciones detergentes 10-11). La variante de enzima lipolitica analizada y/o la enzima lipolitica de la presente
exposicion se afnade de manera separada a estas formulaciones de tal forma que la concentracion final en la
solucion de lavado sea de entre 0,01 ppm y 10 ppm.

Tabla D. Composiciones detergentes para lavado de ropa granuladas y sus componentes

Componente Composicion detergente
7 8 9 10 11

Tensioactivos

Alguilsulfato C1e-17 ramificado 3,55 15,8

Alquilsulfato C12-14 1,5

Alguilbenzenosulfonato de sodio lineal con una longitud de | 9,6 10,6 7,5 9
cadena alifatica C11-C12

Alcohol etoxi C14/15-3-sulfato de sodio 1,15 2,88

Alquilsulfato C14/15 de sodio 2,37

Alcoholetoxilato Ci4/15 con una media de 7 moles de 1,17 1
etoxilacion

Cloruro de amonio cuaternario mono-hidroxietil dimetil- 0,45
alguilo Cs-10

Cloruro de di-metil-hidroxietil-lauril-amonio 0,18
Zeolita A 13,9 4,7 0,01 29 1,8

Silicato de sodio a una relacién de 1,6 4 0,2 4 4

Silicato de sodio a una relacién de 2,35 8
Acido citrico 2,5 1,4

Tripolifosfato de sodio 5
Carbonato de sodio 241 30 16,9 24,4 21

Nonanoiloxibenzenosulfonato 5,78 2,81 0,96

Potenciador del blanqueo a base de oxaziridinio 0,03 0,017

S,S,-etilendiaminodisuccinato de tetrasodio 0,2

Sal heptasddica del acido | 0,61 0,33
dietilentriaminopenta(metilenfosfénico)

52



10

15

20

ES 2 865080 T3

Tabla D. Composiciones detergentes para lavado de ropa granuladas y sus componentes

Componente Composicion detergente

7 8 9 10 11
Acido hidroxietanodimetilenfosfonico 0,29 0,45
Tetraacetato de etilendiamina 0,27
MgSO4 0,47 0,5994 0,782
Percarbonato de sodio 7 4.4 15,9 19,1
Tetraacetiletilenodiamina 3,3 4.6
Perborato de sodio monohidrato 1,2
Carboximetilcelulosa (p. €j., Finnfix BDA de CPKelco) 0,1 0,17 1,69 0,23
Copolimero de é&cido maleico/acido acrilico de sodio | 0,0236 3,8 2 2,5
(70/30)
Poliacrilato de sodio (Sokalan PA30 CL) 4 0,84
Polimero de tereftalato 0,23
Copolimero de injerto aleatorio de acetato de 0,89 0,89 0,91
vinilo/polietilenglicol
Fotoblanqueador (tetrasulfonato de ftalocianina de zinc) 0,005 0,001 0,002
Blanqueador fluorescente C.I. 260 0,11 0,15 0,04 0,23 0,15
Blanqueador fluorescente C.I. 351 (Tinopal ® CBS) 0,1
Granulado de supresor de jabonaduras 0,25 0,07 0,04
Carboximetilcelulosa modificada hidrofébicamente 0,019 0,028
(Finnifix ® SH-1)
Bentonita 8,35
Miscelaneo  (Colorantes, perfumes, coadyuvante | Resto Resto Resto Resto Resto

tecnoldgico, humedad y sulfato sédico)

[0254] En la Tabla D, los ingredientes tensioactivos pueden obtenerse de cualquier proveedor adecuado,
incluyendo, pero sin caracter limitativo, BASF (p.ej., LUTENSOL®), Shell Chemicals, Stepan, Huntsman y Clariant
(p. ej., PRAEPAGEN®). Puede obtenerse zeolita de fuentes como Industrial Zeolite. Puede obtenerse acido citrico
y citrato de sodio de fuentes como Jungbunzlauer. Puede obtenerse percarbonato de sodio, carbonato de sodio,
bicarbonato de sodio y sesquicarbonato de sodio de fuentes como Solvay. Pueden obtenerse copolimeros de
maleato/acrilato de fuentes como BASF. Puede obtenerse carboximetilcelulosa y carboximetilcelulosa modificada
hidrofébicamente de fuentes como CPKelco. Puede obtenerse blanqueador fluorescente C.l. 260 de 3V Sigma (p.
ej., OPTIBLANC®, OPTIBLANC® 2M/G, OPTIBLANC® 2MG/LT Extra u OPTIBLANC® Ecobright). Puede
obtenerse el S,S,-etilendiaminodisuccinato de tetrasodio de fuentes como Innospec. Puede obtenerse el
copolimero de tereftalato de Clariant (p. ej., REPELOTEX SF 2). Ademas, puede obtenerse acido 1-Hidroxietano-
1,1-difosfénico de Thermphos. El potenciador del blanqueo basado en oxaziridinio presenta la siguiente estructura,
donde R1 = 2-butiloctilo, y se produjo conforme al documento US 2006/0089284A1.

e
Q503
Rt

[0255] Pueden obtenerse las enzimas NATALASE®, TERMAMYL®, STAINZYME PLUS®, CELLUCLEAN® y
MANNAWAY® de Novozymes. Puede obtenerse el tetrasulfonato de ftalocianina de zinc de Ciba Specialty
Chemicals (p. ej., TINOLUX® BMC). Puede obtenerse el granulado de supresor de jabonaduras de Dow Corning.
En estas composiciones detergentes, un copolimero de injertos aleatorios es un copolimero de 6xido de polietileno
con injertos de acetato de polivinilo que presenta una cadena principal de éxido de polietileno y multiples cadenas
laterales de acetato de polivinilo. El peso molecular de la cadena principal de 6xido de polietileno es de 6000 y la
proporcion del peso de 6xido de polietileno en relacién con el acetato de polivinilo es de aproximadamente 40 a
60, y no mas de 1 punto de injerto por 50 unidades de 6xido de etileno.
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[0256] Las Tablas E-G proporcionan composiciones detergentes granuladas adicionales adecuadas para
lavadoras (detergentes 36a-n). La variante de enzima lipolitica GG36 analizada o la enzima lipolitica de agua fria
de la presente exposicion se afiade de manera separada a estas formulaciones.

Tabla E. Composiciones detergentes granuladas para lavado de ropa adicionales y sus componentes

Composicién detergente

Componente 36a 36b 36¢ 36d 36e
Tensioactivos

No idnico C1o 0,1843
Alquilsulfato C1e-17 ramificado 3,53 3,53 3,53

Alquilsulfato C12-14

Alquilbenzenosulfonato de sodio lineal con una longitud de | 8,98 8,98 8,98 13,58 14,75
cadena alifatica C11-C12

Alcohol etoxi C14/15-3-sulfato de sodio 1,28 1,28 1,28

Alquilsulfato C14/15 de sodio 2,36 2,36 2,36

Alcoholetoxilato C14115 con una media de 7 moles de
etoxilaciéon

Cloruro de amonio cuaternario mono-hidroxietil dimetil-
alquilo mono-Cs-10

Cloruro de di-metil-hidroxietil-lauril-amonio 0,1803

Zeolita A 15,31 15,31 15,31 4,47
Bentonita 8,35

Silicato de sodio a una relacion de 1,6 0,16
Silicato de sodio a una relacion de 2,0 3,72 3,72 3,72 8,41

Silicato de sodio a una relacién de 2,35

Acido citrico 0,0066
Tripolifosfato de sodio 5,06
Carbonato de sodio 26,1 26,18 26,1 15,9 29,0
Nonanoiloxibenzenosulfonato 5,78 5,78 5,78 1,17 1,86
Potenciador del blanqueo a base de oxaziridinio 0,037 0,037 0,037

S, S,-etilendiaminodisuccinato de tetrasodio

Sal heptasédica del acido | 0,62 0,62 0,62
dietilentriaminopenta(metilenfosfénico)

Acido hidroxietanodimetilenfosfénico

Tetraacetato de etilendiamina 0,2701
MgSOa4 0,056 0,056 0,056 0,47
Percarbonato de sodio 7,06 7,06 3,64

Tetraacetiletilenodiamina

Perborato de sodio monohidrato 1,47
Carboximetilcelulosa (p. ej., Finnfix BDA de CPKelco) 0,38 0,38 0,38 0,173
Copolimero de &cido maleico/acido acrilico de sodio | 3,79 3,78 3,79 3,64
(70/30)

Poliacrilato de sodio (Sokalan PA30 CL) 3,78 3,78 3,78 0,842
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Tabla E. Composiciones detergentes granuladas para lavado de ropa adicionales y sus componentes

Composicion detergente

Componente 36a 36b 36¢ 36d 36e
Polimero de tereftalato

Copolimero de injerto aleatorio de acetato de 0,89
vinilo/polietilenglicol

Fotoblanqueador (tetrasulfonato de ftalocianina de zinc)

Blanqueador fluorescente C.I. 260 0,1125 | 0,1125 | 0,1125 | 0,043 0,15
Blanqueador fluorescente C.I. 351 (Tinopal ® CBS) 0,0952
Granulado de supresor de jabonaduras 0,015 0,015 0,015 0,031
Carboximetilcelulosa modificada hidrofébicamente

(Finnifix ® SH-1)

Bentonita

Miscelaneo  (Colorantes, perfumes, coadyuvante | Resto Resto Resto Resto Resto

tecnoldgico, humedad y sulfato sédico)

Tabla F. Composiciones detergentes granuladas para lavado de ropa adicionales y sus componentes

Composicién detergente

Componente

36f

369

36h

36i

36j

Tensioactivos

No i6énico C1o

0,1142

0,2894

0,1885

0,1846

0,1885

Alguilsulfato C1e-17 ramificado

Alquilsulfato C12-14

Alquilbenzenosulfonato de sodio lineal con una longitud de
cadena alifatica C11-C12

12,94

15,69

9,01

8,42

9,51

Alcohol etoxi C14/15-3-sulfato de sodio

Alquilsulfato C14/15 de sodio

Alcoholetoxilato Ci2/14 con una media de 7 moles de
etoxilaciéon

2,9

Alcoholetoxilato Ci2/14 con una media de 3 moles de
etoxilacion

Alcoholetoxilato Ci4/15 con una media de 7 moles de
etoxilacion

0,97

0,97

Cloruro de amonio cuaternario mono-hidroxietil dimetil-
alguilo mono-Cs-10

0,45

Cloruro de di-metil-hidroxietil-lauril-amonio

0,195

0,45

Zeolita A

2,01

0,39

1,83

2,58

0,59

Silicato de sodio a una relacién de 1,6

4,53

5,62

4,53

Silicato de sodio a una relacion de 2,0

10,1

Silicato de sodio a una relaciéon de 2,35

7,05

Acido citrico

1,4

1,84

1,0

Tripolifosfato de sodio

5,73
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Tabla F. Composiciones detergentes granuladas para lavado de ropa adicionales y sus componentes

Composicion detergente

Componente 36f 369 36h 36i 36j
Tensioactivos

Carbonato de sodio 12,65 15,93 21,0 27,31 20,2
Nonanoiloxibenzenosulfonato 1,73

Potenciador del blanqueo a base de oxaziridinio 0,0168 | 0,0333 | 0,024
S,S,-etilendiaminodisuccinato de tetrasodio

Sal heptasddica del acido 0,327 0,3272
dietilentriaminopenta(metilenfosfénico)

Acido hidroxietanodimetilenfosfonico 0,45 0,2911 0,45
Tetraacetato de etilendiamina 0,28 0,1957

MgSO4 0,54 0,79 0,6494 | 0,793
Percarbonato de sodio 19,1 15,85 22,5
Tetraacetiletilenodiamina 4,554 3,71 5,24
Perborato de sodio monohidrato 5,55

Carboximetilcelulosa (p. ej., Finnfix BDA de CPKelco) 0,62 0,21 0,23 1,07 0,2622
Copolimero de &cido maleico/acido acrilico de sodio | 0,40 2,61 2,5 2,00 1,75
(70/30)

Poliacrilato de sodio (Sokalan PA30 CL) 0,0055 | 0,011 0,008
Polimero de tereftalato 0,231
Copolimero de injerto aleatorio de acetato de | 0,55 1,40 0,911 0,8924 | 0,911
vinilo/polietilenglicol

Fotoblanqueador (tetrasulfonato de ftalocianina de zinc)

Blanqueador fluorescente C.I. 260 0,1174 | 0,048 0,1455 | 0,2252 | 0,1455
Blanqueador fluorescente C.I. 351 (Tinopal ® CBS) 0,1049

Granulado de supresor de jabonaduras 0,04 0,0658 | 0,04
Carboximetilcelulosa modificada hidrofébicamente

(Finnifix ® SH-1)

Bentonita

Miscelaneo  (Colorantes, perfumes, coadyuvante Resto Resto Resto Resto Resto

tecnolégico, humedad y sulfato sédico)

Tabla G. Composiciones detergentes granuladas para lavado de ropa adicionales y sus componentes

Composicion detergente

Componente 36k 361 36m 36n
Tensioactivos

No iénico Cio 0,1979 |0,1979 | 0,1979 | 0,1979
Alquilsulfato C1e-17 ramificado

Alquilsulfato C12-14

Alquilbenzenosulfonato de sodio lineal con una longitud de | 8,92 8,92 11,5 11,5

cadena alifatica C11-C12
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Tabla G. Composiciones detergentes granuladas para lavado de ropa adicionales y sus componentes

Composicion detergente

Componente 36k 36l 36m 36n
Tensioactivos
Alcohol etoxi C14/15-3-sulfato de sodio 1,62 1,62 1,125 1,125

Alquilsulfato C14/15 de sodio

Alcoholetoxilato Ci4/15 con una media de 7 moles de | 1,0 1,0 1,5 1,5
etoxilacion

Cloruro de amonio cuaternario mono-hidroxietil dimetil-
alguilo mono-Cs-10

Cloruro de di-metil-hidroxietil-lauril-amonio

Zeolita A 1,63 1,63 2,0 2,0
Silicato de sodio a una relacién de 1,6 4,75 4,75 4,75 4,75
Silicato de sodio a una relacién de 2,0 0,06 0,06

Silicato de sodio a una relaciéon de 2,35

Acido citrico 1,10 1,10 1,1 1,1

Tripolifosfato de sodio

Carbonato de sodio 23,3 23,3 23,3 23,3
Nonanoiloxibenzenosulfonato

Potenciador del blanqueo a base de oxaziridinio 0,021 0,021 0,015 0,015
S, S,-etilendiaminodisuccinato de tetrasodio 0,26 0,26 0,26 0,26
Sal heptasddica del acido

dietilentriaminopenta(metilenfosfénico)

Acido hidroxietanodimetilenfosfénico 0,47 0,47 0,47 0,47

Tetraacetato de etilendiamina

MgSOa4 0,83 0,83 0,82 0,82
Percarbonato de sodio 19,35 19,35 19,35 19,35
Tetraacetiletilenodiamina 4,51 4,51 4.51 4.51

Perborato de sodio monohidrato

Carboximetilcelulosa (p. €j., Finnfix BDA de CPKelco) 1,01 1,01 1,01 1,01
Copolimero de &cido maleico/acido acrilico de sodio | 1,84 1,84 1,84 1,84
(70/30)

Poliacrilato de sodio (Sokalan PA30 CL) 0,007 0,007 0,005 0,005
Polimero de tereftalato 0,179 0,179 0,179 0,179
Copolimero de injerto aleatorio de acetato de | 0,96 0,96 0,96 0,96

vinilo/polietilenglicol

Fotoblanqueador (tetrasulfonato de ftalocianina de zinc)

Blanqueador fluorescente C.I. 260 0,153 0,153 0,171 0,171
Blanqueador fluorescente C.I. 351 (Tinopal ® CBS)
Granulado de supresor de jabonaduras 0,042 0,042 0,042 0,042

Carboximetilcelulosa modificada hidrofébicamente
(Finnifix ® SH-1)
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Tabla G. Composiciones detergentes granuladas para lavado de ropa adicionales y sus componentes

Composicion detergente
Componente 36k 36l 36m 36n

Tensioactivos

Bentonita

Miscelaneo  (Colorantes, perfumes, coadyuvante | Resto Resto Resto Resto Resto
tecnoldgico, humedad y sulfato sédico)

[0257] Notas para las composiciones detergentes 36a-n de las tablas E, Fy G:

[0258] Los ingredientes tensioactivos pueden obtenerse de BASF, Ludwigshafen, Alemania (Lutensol®); Shell
Chemicals, Londres, Reino Unido; Stepan, Northfield, lllinois, EE. UU.; Huntsman, Huntsman, Salt Lake City, Utah,
EE. UU.; Clariant, Sulzbach, Alemania (Praepagen®).

[0259] La zeolita puede obtenerse de Industrial Zeolite (UK) Ltd, Grays, Essex, Reino Unido.
[0260] El acido citrico y el citrato de sodio pueden obtenerse de Jungbunzlauer, Basilea, Suiza.

[0261] EI percarbonato de sodio, carbonato de sodio, bicarbonato de sodio y sesquicarbonato de sodio pueden
obtenerse de Solvay, Bruselas, Bélgica.

[0262] Los copolimeros de acrilato/maleato pueden obtenerse de BASF, Ludwigshafen, Alemania. La
carboximetilcelulosa y la carboximetilcelulosa modificada hidrofébicamente pueden obtenerse de CPKelco,
Arnhem, Paises Bajos.

[0263] El blanqueador fluorescente C.I. 260 puede obtenerse de 3V Sigma, Bérgamo, ltalia, como Optiblanc®
Optiblanc® 2M/G, Optiblanc® 2MG/LT Extra, u Optiblanc® Ecobright.

[0264] EI S,S,-etilendiaminodisuccinato de tetrasodio puede obtenerse de Innospec, Ellesmere Port, Reino Unido.
El copolimero de tereftalato puede obtenerse de Clariant, bajo el nombre comercial de Repelotex SF 2. El acido 1-
Hidroxietano-1,1-difosfénico puede obtenerse de Termphos, Vlissingen-Oost, Paises Bajos.

[0265] El potenciador del blanqueo basado en oxaziridinio presenta la siguiente estructura, donde R1 = 2-
butiloctilo, y se produjo conforme al documento US 2006/0089284A1.

[0266] Las enzimas Natalase ®, Termamyl ®, Stainzyme Plus®, Celluclean® y Mannaway® pueden obtenerse de
Novozymes, Bagsveerd, Dinamarca.

[0267] El tetrasulfonato de ftalocianina de zinc puede obtenerse de Ciba Specialty Chemicals, Basilea, Suiza, como
Tinolux® BMC.

[0268] El granulado de supresor de jabonaduras puede obtenerse de Dow Corning, Barry, Reino Unido.

[0269] EI copolimero de injerto aleatorio es un copolimero de éxido de polietileno con un injerto de acetato de
polivinilo que presenta una cadena principal de 6xido de polietileno y multiples cadenas laterales de acetato de
polivinilo. El peso molecular de la cadena principal de 6xido de polietileno es de 6000 y la proporcion del peso del
6xido de polietileno en relacion con el acetato de polivinilo es de aproximadamente 40 a 60, y no hay mas de 1
punto de injerto por 50 unidades de 6xido de etileno.

EJEMPLO 1
Métodos

[0270] Los siguientes ensayos son ensayos estandar utilizados en los ejemplos descritos a continuacion. En
ocasiones, determinados protocolos especificos exigen desviaciones de estos ensayos estandar. En dichos casos,
las desviaciones de estos protocolos de ensayo estandar que se describen a continuacion se identifican en los
ejemplos.

A. indice de rendimiento

[0271] El indice de rendimiento (IR) de una enzima compara el rendimiento de la variante (valor medido) y el de la
enzima estandar (valor tedrico o valor medido) con la misma concentracién de proteinas. Ademas, se pueden
calcular los valores tedricos por medio de los parametros de la ecuacion de Langmuir de la enzima estandar.
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[0272] Un indice de rendimiento (IR) superior a 1 (IR>1) indica un rendimiento mejorado de una variante en
comparacion con la estandar (p. ej., TLL, SEQ ID NO:2) mientras que un IR de 1 (IR=1) identifica una variante con
el mismo rendimiento que la estandar, y un IR inferior a 1 (IR<1) identifica una variante con un peor rendimiento
que la estandar.

B. Hidrdlisis de ensayo de ésteres de p-nitrofenilo

[0273] Las variantes de TLL se analizan para observar la actividad de lipasa en tres sustratos de éster de para-
nitrofenilo (pNP) de diversas longitudes de cadena alquilo para determinar la preferencia de longitud de cadena de
las variantes de TLL. En la tabla 1-1, se proporcionan detalles de los sustratos de éster de pNP.

Tabla 1-1 Sustratos de éster de pNP

Sustrato: Abr. Longitud de cadena Fuente

butirato de p-nitrofenilo pNPB | C4 Sigma (CAS 2635-84-9)
caprilato (octanoato) de p-nitrofenilo pNPO | C8 Fluka (CAS 1956-10-1)
palmitato de p-nitrofenilo pNPP | C16 Sigma (CAS 1492-30-4)

[0274] Se prepara una emulsién de reaccion con sustratos de éster de pNP usando éster de pNP 0,8 mM
presuspendido en etanol (5 %) en HEPES 0,05 M ajustado a pH 8,2 o en MES 0,05 M ajustado a pH 6,0.

[0275] Las suspensiones de éster de pNP/tampén se mezclan y se transfieren a una placa de microtitulacion (MTP)
de 96 pocillos que contiene la muestra de enzima, en un volumen total de 200 pl. La dilucién de las muestras de
enzima y sus volumenes de transferencia se ajustan para mantener la reacciéon dentro de un rango lineal. La
generaciéon de pNP liberado se controla durante un periodo de 3 minutos a una DO4os nm y se corrige usando
valores en blanco (sin enzima). El producto de pNP generado por segundo se calcula usando una curva estandar
de pNP y luego se normaliza a la muestra de enzima afnadida en el pocillo (umol de pNP/s por mg de enzima
anadida). Cuando se utiliza el caprilato de p-nitrofenilo a pH 6,0, las suspensiones de éster de pNP/tampén se
mezclan y se transfieren a una placa de microtitulacion (MTP) de 96 pocillos que contiene la muestra de enzima,
en un volumen total de 150 pl. Las placas se cierran y se agitan durante 10 minutos a 900 rpm a 25 °C en un
agitador iEMS (Thermo scientific). Después de la incubacion, se afiaden 50 ul de HEPES 0,2 M pH 8,2 que incluye
triton X-100 0,5 %. La generacion de pNP liberado se lee a una DOasos nm y se corrige usando valores en blanco
(sin enzima).

[0276] El indice de rendimiento de la hidrélisis se determina mediante la comparacion de la hidrdlisis de la variante
de enzima en un sustrato de éster de pNP particular con la de la enzima de TLL (SEQ ID NO: 2).

C. Ensayo de estabilidad del detergente

[0277] La estabilidad del detergente acelerada de las variantes de TLL se controla sometiendo a las variantes a
estrés en una solucion al 10 % (v/v) del detergente liquido de uso intensivo (HDL) conocido comercialmente como
liquido de agua fria Tide (P&G, EE. UU; con tratamiento de calor) a una temperatura elevada.

[0278] El fermento crudo de las lipasas se diluye 50x con una solucién al 10 % (v/v) de liquido de agua fria Tide
en una placa de PCR de 96 pocillos. Después de la mezcla, se transfieren 7,5 pl a pocillos de una placa de 96
pocillos que contiene 192,5 ul de sustrato de octanoato de pNP y se mide la actividad como se describe en B para
generar el valor sin estrés.

[0279] La placa de PCR se cierra y se incuba en una maquina de PCR durante 30 min a 41 °C. Una vez finalizada
la incubacion, la placa se enfria durante 3 minutos a 4 °C antes de volver a medir la actividad. La actividad de las
variantes de enzimas se determina mediante la transferencia de 15 pl de las mezclas incubadas a una placa de 96
pocillos que contiene 185 pl de suspension de octanoato de pNP/tampédn, y la actividad se mide como se describe
en la seccién B para generar el valor sometido a estrés.

[0280] El indice de rendimiento de estabilidad del detergente se determina mediante la comparacion de la relacion
de actividad del valor sometido a estrés y sin estrés para la variante de enzima con la de la enzima de TLL SEQ
ID NO: 2).

D. Ensayo de termoestabilidad

[0281] La termoestabilidad acelerada de las variantes de TLL se controla sometiendo a las variantes a estrés en
HEPES 50 mM, pH 8,2, con 1 ppm de proteasa de subtilisina BPN'-Y217L a una temperatura elevada. Se
transfieren 80 pul de HEPES 50 mM, pH 8,2 con proteasa a unos pocillos de una placa de PCR de 96 pocillos que
contiene 20 pl de la muestra de enzima. Después de la mezcla, la actividad de las variantes de enzimas se
determina transfiriendo 2 pl de las mezclas de tampoén/lipasa a una placa de 96 pocillos que contiene 198 pl de
octanoato de pNP/suspension de tampdn, y la actividad se mide como se describe en la seccién B.
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[0282] La placa de PCR se cierra y se incuba en una maquina de PCR durante 30 min a 64 °C. Después de la
incubacién, la placa se enfria a 4 °C durante 3 min antes de medir la actividad. La actividad de las variantes de
enzimas se determina mediante la transferencia de 4 pl de las mezclas incubadas a una placa de 96 pocillos que
contiene 196 pl de octanoato de pNP/suspensién de tampdn, y la actividad se mide como se describe en la seccién
B.

[0283] Se calcula una relacién de actividad de termoestabilidad a partir de la actividad enzimatica después del
calentamiento, dividida por la actividad enzimatica antes del calentamiento, y se expresa como el porcentaje de
actividad restante. El indice de rendimiento de la termoestabilidad acelerada se determina mediante la comparacion
de la relacién de actividad de la variante de enzima con el de la enzima de TLL tratada de manera similar (SEQ ID
NO: 2).

D. Ensayo de estabilidad de LAS

[0284] La estabilidad de LAS (sulfonato de alquilbenceno lineal, concretamente dodecilbencenosulfonato de sodio,
Sigma Cat. n.? 289957) acelerada de las variantes de TLL se controla sometiendo las variantes a estrés en LAS al
0,1 % diluido en tamp6n HEPES, pH 8.

[0285] Se transfieren 80 pl de LAS al 0,1 % (p/v) a pH 8,2 a una placa de PCR de 96 pocillos que contiene 20 uL
de la muestra de enzima. Después de la mezcla, la actividad de las variantes de enzimas se determina transfiriendo
2 ul de las mezclas de tampén/lipasa a una placa de 96 pocillos que contiene 198 pl de octanoato de
pNP/suspension de tampén, y la actividad se mide como se describe en la seccién B.

[0286] La placa de PCR se cierra y se incuba en una maquina de PCR durante 30 min a 25°C. Después de la
incubacién, la placa se enfria a 4 °C durante 3 min antes de medir la actividad. La actividad de las variantes de
enzimas se determina mediante la transferencia de 4 pl de las mezclas incubadas a una placa de 96 pocillos que
contiene 196 pl de octanoato de pNP/suspensién de tampdn, y la actividad se mide como se describe en la seccién
B.

[0287] Una relacion de actividad de estabilidad de LAS se calcula basandose en la actividad enzimatica después
de la incubacién en LAS, dividida por la actividad enzimatica en ausencia de LAS, y se expresa como porcentaje
de actividad restante. El indice de rendimiento para la estabilidad de LAS se determina comparando la relacién de
actividad de la enzima variante con la de la enzima de TLL tratada de forma similar SEQ ID NO: 2).

E. Ensayo de micromuestras CS-61

[0288] El rendimiento de limpieza de las variantes de lipasa se analiza en un ensayo de micromuestras. Las
muestras CS-61, que son muestras de algodon previamente tefidas, tefiidas con grasa de vaca y un tinte rojo
(Center for Testmaterial, CFT, Paises Bajos) se utilizan en un formato de placa de 96 pocillos. Las muestras se
cortan en trozos de 5 mm de diametro y se colocan en cada pocillo de la MTP. El rendimiento de las variantes de
lipasa se prueba en tres fondos de detergente; dosis completa de liquido de agua fria Tide (tratado térmicamente
durante tres horas a 95 °C, dosis final: 0,92 g/l), media dosis de liquido de agua fria Tide (tratado térmicamente
durante tres horas a 95 °C, dosis final: 0,46 g/l) y media dosis de liquido de agua fria Tide (tratado térmicamente
durante tres horas a 95 °C), mas adyuvante (n-dodecil-B-D-maltopiranésido) (dosis final de detergente: 0,46g/L,
adyuvante: 0,272 pM).

[0289] Las muestras de variantes de lipasa para su analisis se obtienen de caldo de cultivo filtrado de Millipore de
cultivos cultivados en placas MTP. Los tampones utilizados son HEPES 20 mM (concentracién final), pH 8,2, y la
dureza del agua se ajusta a 6gpg 2:1 Ca:Mg.

[0290] Se afiade un volumen de 247,5 pl de la solucién de detergente HDL (descrita anteriormente) a cada pocillo
que contiene muestra de la placa de 96 pocillos. Para iniciar la reaccion, se afiaden muestras de enzima a un
volumen de 3,5 L en cada pocillo. Las placas se cierran y se agitan durante 30 minutos a 900 rpm a 30 °C en un
agitador iEMS (Thermo scientific). Tras la incubacién, se enjuagan los tejidos 3 veces con agua desionizada
mediante el uso de una lavadora de placas Hydrospeed (Tecan, Austria) y se dejan secar a 50 °C durante la noche.
La eliminacién de manchas se cuantifica mediante mediciones RGB de los tejidos enjuagados y secos, tomadas
con un escaner (MiCrotek Scan Maker 900). Las imagenes se importan a Photoshop CSlII, donde los valores RGB
se extraen de la muestra que contiene areas mediante la utilizacion de IPTK 5.0 de Reindeer Graphics. Los valores
porcentuales de eliminacién de suciedad (SR, por sus siglas en inglés) del tejido lavado se calculan en relacién
con los tejidos sin lavar utilizando la férmula:

% de eliminacién de suciedad (SRI) = (AE/AEjnicia)*100

Donde

” z S I o
AE = J{E antes Edespue’s} + {G antes Gdespués} + &E antes Edespués}

Donde
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[0291] EI indice de rendimiento para el rendimiento de limpieza se calcula comparando el SRI de la variante de
enzima con el SRI de la enzima estandar de TLL (SEQ ID NO: 2) con la misma dosis de enzima que la variante.
Se utiliza un ajuste de Langmuir para calcular cual seria el SRI para la TLL con la misma dosis de enzima que la
variante.

F. Detergentes
[0292] Se utiliza un detergente disponible en el mercado:

Liquido de agua fria Tide (P&G). Adquirido comercialmente en agosto de 2010 y tratado con calor (tres horas a
95 °C) para inactivar las enzimas en la formulacién de producto.

G. Ensayo de determinacion de proteinas

[0293] La concentracion de proteina de las variantes de TLL se determina para el caldo de fermento filtrado de
cultivos cultivados en placas MTP usando un inmunoensayo de transferencia de excitacién fluorescente. El
antigeno de TLL marcado con fluoresceina se mezcla con un anticuerpo de conejo anti-TLL marcado con rodamina
con una relacién antigeno-anticuerpo en la que se apaga la emisién de fluoresceina. Cuando se agrega a la mezcla,
la proteina variante de TLL competira por unirse al anticuerpo anti-TLL marcado, lo que provocara un aumento en
la emision de fluoresceina. El aumento de la emision de fluoresceina es directamente proporcional a la
concentracién de proteina variante de TLL.

[0294] Se transfieren 20 pl de caldo de fermento filtrado de variante de TLL a una placa negra de 96 pocillos de
fondo plano que contiene 140 ul de solucion salina tamponada con fosfato y se mezcla. A continuacion, se
transfieren a la placa 20 pl de cada TLL marcada con fluoresceina y de anticuerpo de conejo anti-TLL marcado
con rodamina y se mezclan. Después de 30 minutos de incubacion a oscuras a temperatura ambiente, se mide la
fluorescencia de cada pocillo usando una longitud de onda de excitacién de 495 nm y una longitud de onda de
emisién de 520 nm. Se usé un ajuste lineal de emision de fluoresceina para estandares de enzima de TLL (SEQ
ID NO: 2) para determinar la concentracion de proteina de cada variante de TLL.

Ejemplo 2
Clonacion y expresion en Bacillus subtilis de lipasa-3 de Thermomyces lanuginosus

[0295] La lipasa-3 de Thermomyces lanuginosus (TLL) corresponde a la familia abH23.01, de tipo lipasa
Rhizomucor mihei (Lipase Engineering Database, www.led.uni-stuttgart.de) con la secuencia de aminoacidos de
la lipasa madura establecida como PDB: 1DT3.

[0296] Un gen sintético de TLL (SEQ ID NO: 1) fue disefiado para su expresion en B. subtilis basandose en la
secuencia de amino&cidos de TLL. El gen de TLL fue subclonado en un vector de expresiéon de Bacillus basado en
pBN de replicacion como un fragmento Bmtl-Hindlll, que contiene el promotor aprE, la secuencia de sefiales de
aprE y el terminador del gen de subtilisina BPN' (B. Amyloliquefaciens) Babé et al. (1998), Biotechnol. Appl.
Biochem. 27: 117-124). La ligacion de este vector con el gen sintético dio como resultado la fusién del extremo N-
terminal del polipéptido de TLL con el tercer aminoacido del propéptido AprE de B. subtilis codificado por el vector
de expresién (en el vector basado en pBN, el aminoacido -2 en el péptido sefal fue previamente mutagenizado
para introducir el sitio Bmtl). Tras la escision de la peptidasa sefal natural en el huésped, la proteina de TLL
recombinante producida de esta manera tiene tres aminoacidos adicionales (Ala-Gly-Lys) en su término amino. El
sitio de escision de senal predicho fue determinado por el programa Signal P 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), establecido en el sistema SignalP-NN, (Emanuelsson et al., (2007),
Nature Protocols, 2: 953-971).

[0297] Para la expresion del gen de TLL en B. subtilis, un vector basado en pHY300PLK (Takara) fue utilizado con
un terminador transcripcional introducido después del gen de tetraciclina mediante la ligacién de un casete de

oligonucledtido (5'-
GTTACCTTGAATGTATATAAACATTCTCAAAGGGATTTCTAATAAAAAACGCTCGGTTGCCG
CCGGGCGTTTTTTATGCATCGATGG hibridado con 5'-

AATTCCATCGATGCATAAAAAACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTTTTTATTAGAAATCCCTT
TGAGAATGTTTATATACATTCAAG) en los sitios BstEll y EcoRI de un vector a base de pHY300PLK.

[0298] A continuacion, el casete de expresion de TLL completo del vector basado en pBN se clon6 como un
fragmento EcoRI-BamHI en los sitios EcoRI y Hindlll de este vector basado en pHY300PLK usando un conector
BamHI-Hindlll (5-GATCCTGACTGCCTG hibridado con 5-AGCTCAGGCAGTCAG) que, después de la clonacion,
elimina el sitio Hindlll original en el vector basado en pHY300PLK. El vector resultante se denominé pHYT-TLLwt
(figura 2-1).

SEQ ID NO: 1 establece la secuencia nucleotidica del gen de TLL sintético
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GCTAGCGCAGCTGGCAAAGAAGTTAGCCAAGATCTGTTCAACCAATTCAACCTTTTCGCTCA
ATACTCTGCAGCTGCTTACTGCGGAAAGAACAACGATGCACCTGCTGGTACTAACATCACTT
GCACAGGTAACGCATGTCCTGAAGTAGAAAAAGCTGATGCTACATTTCTTTACTCTTTTGAA
GATAGCGGCGTCGGCGATGTTACCGGTTTCTTAGCTCTGGATAACACAAACAAACTTATCGT
CCTTAGCTTCAGAGGCTCTCGCTCAATCGAAAACTGGATCGGTAACCTTAATTTTGACTTGA
AAGAAATCAACGATATCTGCTCTGGTTGCCGTGGCCATGACGGATTCACATCATCTTGGAGA
AGCGTCGCAGACACGCTTCGCCAAAAAGTAGAAGATGCCGTACGCGAACACCCAGATTACA
GAGTAGTTTTCACAGGTCACTCTCTTGGCGGAGCTTTAGCAACAGTAGCAGGCGCTGATCTC
CGCGGTAACGGATACGACATTGATGTCTTCTCTTACGGCGCTCCGCGCGTCGGTAACAGAGC
GTTTGCTGAATTTTTAACTGTACAAACAGGCGGAACTCTTTATCGCATCACTCACACAAACG
ATATTGTCCCGCGCTTACCTCCGAGAGAATTTGGTTACTCACACAGCTCTCCTGAATACTGG
ATCAAAAGCGGTACATTGGTACCTGTTACTCGAAACGATATCGTCAAAATTGAAGGAATTG
ACGCCACCGGCGGCAACAACCAACCGAACATCCCTGACATCCCGGCACACCTTTGGTACTTC
GGCTTAATCGGAACATGCCTTTAAAAGCTT

SEQ ID NO: 2 establece la secuencia de aminoacidos de TLL producida por el plasmido de expresion pHYT-
TLLwt (la secuencia sefial de AprE se subraya; sitio de escision predicho por la Sefal P):
MRSKKLWISLLFALTLIFTMAFSNMSASAAGKEVSQDLFNQFNLFAQYSAAAYCGKNNDAPAG
TNITCTGNACPEVEKADATFLYSFEDSGVGDVTGFLALDNTNKLIVLSFRGSRSIENWIGNLNFD
LKEINDICSGCRGHDGFTSSWRSVADTLRQKVEDAVREHPDYRVVFTGHSLGGALATVAGADL
RGNGYDIDVFSYGAPRVGNRAFAEFLTVQTGGTLYRITHTNDIVPRLPPREFGYSHSSPEYWIKS

GTLVPVTRNDIVKIEGIDATGGNNQPNIPDIPAHLWYFGLIGTCL
SEQ ID NO: 3 establece la secuencia de amino&cidos de la proteina madura de TLL producida por el plasmido

de expresion pHYT-TLLwt con una extensién amino-terminal de tres aminoacidos

AGKEVSQDLFNQFNLFAQYSAAAYCGKNNDAPAGTNITCTGNACPEVEKADATFLYSFEDSGV
GDVTGFLALDNTNKLIVLSFRGSRSIENWIGNLNFDLKEINDICSGCRGHDGFTSSWRSVADTLR
QKVEDAVREHPDYRVVFTGHSLGGALATVAGADLRGNGYDIDVFSYGAPRVGNRAFAEFLTV
QTGGTLYRITHTNDIVPRLPPREFGYSHSSPEYWIKSGTLVPVTRNDIVKIEGIDATGGNNQPNIPD
IPAHLWYFGLIGTCL

SEQ ID NO: 4 establece la secuencia de aminoacidos de la proteina madura de TLL basada en la secuencia
genética de origen natural
EVSQDLFNQFNLFAQYSAAAYCGKNNDAPAGTNITCTGNACPEVEKADATFLYSFEDSGVGDV
TGFLALDNTNKLIVLSFRGSRSIENWIGNLNFDLKEINDICSGCRGHDGFTSSWRSVADTLRQKV
EDAVREHPDYRVVFTGHSLGGALATVAGADLRGNGYDIDVFSYGAPRVGNRAFAEFLTVQTGG
TLYRITHTNDIVPRLPPREFGYSHSSPEY WIKSGTLVPVTRNDIVKIEGIDATGGNNQPNIPDIPAH
LWYFGLIGTCL

EJEMPLO 3

Generacion de bibliotecas de evaluacion del sitio de TLL

[0299] Se crearon bibliotecas de evaluacion del sitio (SEL) con GENEART mediante la utilizacion de un proceso
patentado (WO 2004/059556A3) y para la fabricacion de moléculas de ADN se empled tecnologia de la que
GENEART es titular o licenciatario (Patente Europea n.? 0 200 362 y 0 201 184; y Patente Estadounidense n.®
4,683,195, 4,683,202 y 6,472,184). La construccién de las SEL de TLL descritas en este ejemplo fue realizada por
GENEART utilizando su plataforma tecnoldgica para la generacion de bibliotecas con el conocimiento y/o la
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propiedad intelectual patentados de GENEART. El enfoque de permutacion secuencial de GENEART para producir
SEL se describe en general en el sitio web de la empresa.

[0300] EI ADN plasmidico de pHYT-TLLwt sirvi6 como molde para producir SEL en todos los sitios de la region
madura de TLL nativa (SEQ ID NO: 4). Los primeros tres aminoacidos (Ala-Gly-Lys) de la pro-region AprE en la
proteina de TLL recombinante (SEQ ID NO: 3) no fueron mutagenizados. Se le encargé a GENEART la creacién
de los SEL en todas las posiciones de TLL nativas utilizando sus protocolos estandar (la numeraciéon comienza
desde el primer aminoacido de la proteina madura de TLL nativa). La biblioteca posicional para cada uno de los
269 residuos construidos por GENEART contenia aproximadamente 16 sustituciones de aminoéacidos por sitio. Las
bibliotecas consistian en células de B. subtilis transformadas que contienen el plasmido de expresion que codifica
las secuencias de variantes de TLL en las 269 posiciones descritas. GENEART proporcion6 las bibliotecas como
placas de 96 pocillos, una variante por pocillo, con los cultivos congelados en glicerol.

[0301] Los transformantes de B. subtilis que contienen variantes de sustitucién de TLL se cultivaron en placas de
96 pocillos durante 16 horas en caldo de soja triptico (TSB) con 10 mg/L de tetraciclina, y se afiadieron 10 pl de
este precultivo a MTP Corning 3599 llenos de 190 ul de Medio MBD (descrito a continuacion) complementado con
25 mg/L de tetraciclina. Las placas se incubaron durante 60-65 horas a 37 °C con un 80 % de humedad con un
mezclado rotativo constante a 300 rpm. Las células se recolectaron por centrifugacion a 2500 rpm durante 10
minutos y se filtraron a través de una placa de filtro Millipore Multiscreen usando un sistema de vacio de Millipore.
Los sobrenadantes de cultivo se utilizaron para los ensayos. El medio de cultivo (Medio MBD) era un medio
semidefinido enriquecido a base de tampdn MOP, con urea como fuente principal de nitrogeno, glucosa como
fuente principal de carbono, y complementado con un 1 % de soitona para un crecimiento celular sélido.

EJEMPLO 4
Posiciones productivas y mutaciones combinables

[0302] Se describen posiciones productivas como aquellas posiciones dentro de una molécula que son las mas
utiles para fabricar variantes combinatorias que presentan una caracteristica mejorada, donde la propia posicion
permite al menos una mutacion combinable. Las mutaciones combinables pueden describirse como aquellas
sustituciones en una molécula que pueden utilizarse para elaborar variantes combinatorias. Las mutaciones
combinables son mutaciones que mejoran al menos una propiedad deseada de la molécula, mientras que no
reducen significativamente la expresion, la actividad ni la estabilidad.

[0303] Las mutaciones combinables son mutaciones mejoran al menos una propiedad deseada de la molécula,
mientras que no reducen significativamente la expresion, la actividad ni la estabilidad. Las mutaciones combinables
en el polipéptido de TLL se determinaron mediante el uso de valores del indice de rendimiento (IR) resultantes de
los ensayos descritos en el ejemplo 1: ensayo de micromuestras CS-61, hidrélisis de ésteres de p-nitrofenilo,
estabilidad en detergentes, estabilidad en LAS y termoestabilidad.

[0304] Las mutaciones combinables se han agrupado de acuerdo con los siguientes criterios:

Una variante en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en relacion con la TLL original para la expresion, la
actividad de micromuestra CS-61 a un pH 8,2, la actividad en sustratos de ésteres de p-nitrofenilo a un pH 6 o un
pH 8,2, y la estabilidad del detergente, la estabilidad de LAS o la termoestabilidad son mayores o iguales a 0,9 y,
ademas, tienen un IR para cualquiera de estas pruebas mayor o igual a 1,0 (Grupo A).

[0305] Una variante en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en relacion con la TLL original para la
expresion, la actividad de micromuestra CS-61 a un pH 8,2, la actividad en sustratos de ésteres de p-nitrofenilo a
un pH 6 o un pH 8,2, y la estabilidad del detergente, la estabilidad de LAS o la termoestabilidad son mayores o
iguales a 0,8 y, ademas, tienen un IR para cualquiera de estas pruebas mayor o igual a 1,2 (Grupo B).

[0306] Una variante en la que los indices de rendimiento (IR) minimo en relacion con la TLL original para la
expresion, la actividad de micromuestra CS-61 a un pH 8,2, la actividad en sustratos de ésteres de p-nitrofenilo a
un pH 6 o un pH 8,2, y la estabilidad del detergente, la estabilidad de LAS o la termoestabilidad son mayores o
iguales a 0,5 y, ademas, tienen un IR para cualquiera de estas pruebas mayor o igual a 1,5 (Grupo C).

[0307] Los grupos A, B y C también contienen posiciones de aminoacido que presentan distintos grados de
tolerancia para multiples sustituciones. Para identificar posiciones productivas, se mide el grado de sustituciones
tolerado en cada posicion y se le asigna una puntuacion de productividad a cada posicion. La puntuacion de
productividad fue asignada de acuerdo con el porcentaje de sustituciones en cada posicion que entran en los
grupos A, B o C, mediante la utilizacion de los criterios establecidos a continuacion.

[0308] Las posiciones productivas se definen como las posiciones que han mostrado un grado determinado de
tolerancia para multiples sustituciones, al tiempo que cumplen con un conjunto de criterios de capacidad
combinatoria establecidos a continuacion.

[0309] Los criterios para determinar la puntuacion de productividad de las posiciones productivas son los
siguientes:
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A las posiciones en las que el 50 % o0 mas de las sustituciones en una posicion determinada pertenece a los grupos
A, B o C se les da una puntuacién de productividad de "4". Estas posiciones incluyen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 13, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 33, 37, 38, 39, 46, 51, 52, 54, 58, 64, 66, 68, 69, 71, 72, 75, 90, 93, 94, 111, 120, 122, 123,
130, 131, 137, 140, 162, 163, 189, 250, 252 y 264.

[0310] A las posiciones en las que menos del 50 %, pero mas de o el 30 % de las sustituciones en una posicion
determinada pertenecen a los grupos A, B o C, se les da una puntuacién de productividad de "3". Estas posiciones
incluyen 18, 19, 20, 30, 31, 32, 47, 48, 49, 50, 53, 56, 60, 73, 74, 85, 86, 91, 95, 96, 97, 98, 99, 101, 105, 108, 115,
125, 127, 128, 132, 133, 151, 159, 164, 179, 183, 187, 188, 190, 216, 223, 232, 237, 244, 251, 254, 263, 267 y
269.

[0311] A las posiciones en las que menos del 30 %, pero mas de o el 15 % de las sustituciones en una posicion
determinada pertenecen a los grupos A, B o C, se les da una puntuacién de productividad de "2". Estas posiciones
incluyen

7,11,12,15, 22, 35, 40, 42, 43, 44, 45, 61, 63, 65, 67, 76, 77, 84, 87,114,117, 119, 121, 134, 135, 136, 143, 154,
155, 156, 158, 165, 166, 168, 176, 180, 191, 199, 200, 202, 209, 211, 214, 217, 221, 224, 225, 228, 229, 231, 233,
248, 249, 253, 255, 256, 265 y 268.

[0312] A las posiciones en las que menos del 15 % de las sustituciones en una posicion determinada pertenecen
a los grupos A, B o C, se les da una puntuacioén de productividad de "1". Estas posiciones incluyen 14, 16, 17, 34,
41,55, 57, 59, 62, 70, 79, 92, 100, 102, 103, 106, 109, 110, 112, 118, 126, 138, 139, 142, 149, 152, 153, 167, 169,
170, 181, 184, 192, 193, 196, 198, 205, 206, 208, 210, 212, 213, 218, 226, 227, 230, 236, 238, 239, 242, 243, 246,
257, 259, 260, 262 y 266.

[0313] Las posiciones productivas en TLL que entran en las puntuaciones de productividad descritas anteriormente
de "1, 2, 3y 4" se indican a continuacién. Numeracion de posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ ID
NO. 3.

[0314] 1,2,3,4,5,6,7,8,9,11, 12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72,73,74,75,76,77,79, 84, 85, 86, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101,
102, 103, 105, 106, 108, 109, 110, 111, 112, 114,115, 117,118, 119, 120, 121, 122, 123, 125, 126, 127, 128, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 142, 143, 149, 151, 162, 153, 154, 155, 156, 158, 159, 162, 163,
164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 176, 179, 180, 181, 183, 184, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 196, 198, 199,
200, 202, 205, 206, 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 216, 217, 218, 221, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230,
231, 232, 233, 236, 237, 238, 239, 242, 243, 244, 246, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 257, 259, 260,
262, 263, 264, 265, 266, 267, 268 y 269.

[0315] Las posiciones productivas en TLL que entran en las puntuaciones de productividad descritas anteriormente
de "2, 3y 4" se indican a continuacion. Numeracion de posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO.
3.

[0316] 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 11,12, 13, 15, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 35, 37, 38,
39, 40, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 60, 61, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 71, 72, 73, 74,
75,76,77, 84, 85, 86, 87, 90, 91, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 101, 105, 108, 111, 114, 115, 117, 119, 120, 121, 122,
1283, 125, 127, 128, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 140, 143, 151, 154, 155, 156, 158, 159, 162, 163, 164,
165, 166, 168, 176, 179, 180, 183, 187, 188, 189, 190, 191, 199, 200, 202, 209, 211, 214, 216, 217, 221, 223, 224,
225, 228, 229, 231, 232, 233, 237, 244, 248, 249, 250, 251, 252, 253, 254, 255, 256, 263, 264, 265, 267, 268 y
269.

[0317] Las posiciones productivas en TLL que entran en las puntuaciones de productividad descritas anteriormente
de "3y 4" se indican a continuacién. Numeracién de posicién basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO.
3.

[0318] 1,2, 3,4,5,6,8,9, 13, 18, 19, 20, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 37, 38, 39, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 56, 58, 60, 64, 66, 68, 69, 71, 72, 73, 74, 75, 85, 86, 90, 91, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 101, 105,
108, 111, 115, 120, 122, 123, 125, 127, 128, 130, 131, 132, 133, 137, 140, 151, 159, 162, 163, 164, 179, 183, 187,
188, 189, 190, 216, 223, 232, 237, 244, 250, 251, 252, 254, 263, 264, 267 y 269.

[0319] Las posiciones productivas en TLL que entran en las puntuaciones de productividad descritas anteriormente
de "4" se indican a continuacion. Numeracién de posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO. 3.
[0320] 1, 2, 3,4, 5,6, 8,9, 13, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 33, 37, 38, 39, 46, 51, 52, 54, 58, 64, 66, 68, 69, 71, 72,
75, 90, 93, 94, 111, 120, 122, 123, 130, 131, 137, 140, 162, 163, 189, 250, 252 y 264.

[0321] Las posiciones productivas en TLL que entran en las puntuaciones de productividad descritas anteriormente

de "1, 2, 3y 4"y las sustituciones en esas posiciones que son combinables se indican a continuacion. Numeracién
de posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO. 3.
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[0322] 1(E,A,C,D,F,I,LLN,PQ,R,S,T,V,W,Y); 2(V,F,G,H,|,K,L,M,P,T); 3(S,A,D,E,G,H,K,Q,R,T.Y);
4(QAD,F,GLKLMNPRSWY); 5DHLKLSTVWY);, BLAEHLKMQTV)Y);,  7(FHMV,Y):
8(N,A,E,G,H,LK,LM,T,V,W,Y); 9(Q,A,D,E,G,H,L,K,N,R,W,Y); 11(N,H,K,V,Y); 12(L,F,H,V,W);
13(FAHKMNQTVY); 14AS\V); 15QGHMS); 16(Y,HW); 17(SE); 18(A,C,H,KMN,Q,S,W);
19(A,C,G,L,LT,V,W); 20(A,G,I,P,Q,S,T); 22(C,H,L,M); 23(G,C,D,E,F,H,l,K,.L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W);
24(K,AD,E,FH,LLMN,P,RTV,W,Y);  25NACDEGH,LLKLSTV,W);  26N,CGKLMQ,STV,WY):
27(D,AE,F.GH,INQR,STV,Y); 28ADEFGHLILLMNPQRS); 29P,C,EGH,ILKLMQR,STV,W,Y):
30(A,D,H,L,N,R,V,W); 31(G,D,E,H,M,P,Q,S,V); 32(T,A,|,M,Q,R,S); 33(N,D,E,F,K,.L,M,Q,R,S); 34(I,P); 35(T,E,K,R):
37(T,A,C,D,E,F,G,H,.K.LM,P,QR,W,Y); 38(G,A,D,EF,H,ILKLMNTV,W,Y); 39(N,CEH,LLP,Q,STV,WY):
40(A,F.M,S,W); 41(C,V); 42(P,C,G,I,V,.W); 43(E,D,I,M,R,T); 44(V,H,.T); 45(E,F,Q,V); 46(K,D,E,F,G,L,M,V,W):
47(A D,E,F,H,M,T,W); 48(D,E,G,H,L,P,Q); 49(A,G,H,K,L,V,W); 50(T,A,D,F,K,L,R,S,W);
51(F,A,D,E,G,I,LLM,N,P,R,S,T,Y); 52(L,A,E,G,I,M,R,T,V,W); 53(Y,E,G,H,K,L,S,W);
54(S,E,F,G,H,KM,P,RT,VW,Y); 55(F,G,W); 56(E,H,K,R,T,V); 57(D,S); 58(S,D,G,H,,K.M,Q,R,W); 59(G,D):
60(V,G,K.LY); 61(GADLR); 62DN); 63(V,K,QT); 64(T,C,D.EGLKLNR\V,)Y); 65G.LV,Y):
66(F,A,G,H,I,LLM,N,Q,R,S,T,VW,Y); 67(LH,.,Q,V); 68(A,C,G,,S,T,V,W,Y): 69(L,A,D,G,H,,KN,S,T,W); 70(D,S);
71(N,D,E,H,K,Q,R,S,T,V,W,Y); 72(T,A,D,E,F,H,LK.LN,P,R,S,V.Y); 73(N,E,G,H,K,R,S); 74(K,A,D,E,G,H,N,Q,S):
75(L,A,D,E,G,H,,M,N,Q,R,S,T,V,Y); 76(LH,S,V); 77(V.ALLN,T); 79(S,AM); 84(R,H,QW); 85(S,F,H,,N,Q,T):
86(LLM,P,QT,V.Y);  87(EADGP,V);  9(AEFNQTV)Y);,  91(GEFHIMQR);  92(NAT):
93(L,D,H,K,N,P,Q,R,V,W); 94(N,D,G,K,M,P,R,S,T,V); 95(F,G,H,K,L,Q,T,V,W); 96(D,A,K,P,R,V);
97(L,A,D,I,M,Q,T); 98(K,D,E,H,I,M,Q); 99(E,D,K,P,Q,S,T,W); 100(,M); 101(N,C,D,E,H,M,Y); 102(D,H); 103(l,Y):
105(S,A,D,E,F,K,P,W); 106(G,H); 108(R,E,F.KMQ,Y); 109(G,T); 110(HN,S); 111(D,AEF.LQTV,W)
112(G,F,Q);  114(TFIMV);  115S,GLLMNRTYV); 117(WHKQ,V); 118(R,P); 119(S,D,LQ,T,V);
120(V,G,H,L,N,S,W,Y); 121(A,K,Q); 122(D,A,E,F,H,N,S,T,Y); 123(T,E,G,I,K.L,LM,N,QW); 125(R,C,G,|,N,Q,T,Y);
126(Q,,M);  127(KD,EF,GRT);  128(V,C,H,LLN,SW,Y);  130(D,A,C.EF,GHQRTV,W,)Y); 131
(A.CHLKN,QR,STW)Y); 132(V,C,D,H,LKQRW); 133(R,EF,INQV); 134(ELPV); 135(H,FKT);
136(P,D,Q,R); 137(D.,A,E,F,G,H,LKLM,N,P,Q,R,S,T,V,W.,Y); 138(Y,F); 139(RLT); 140(V,C.E,F,,LLM,N,Q,T);
142(FH,Y); 143(TAGN,S); 149(G,A); 151(LLMN,P.T,VW); 152(A1V); 153(T,S); 154(V,F,LLM,Y);
155(A,G,S,T); 156(G,FM,T,W); 158(D,E,FY); 159(LLE,M,QR,W);  162(N,D,E,F,G,H,,KM,P,QR,S,Y);
163(G,A,F,LLM,N,P,R,S,W,Y); 164(Y,D,N,R,S,V); 165(D,1,P,Y); 166(1,D,G,W); 167(D,N); 168(V,G,L,Q); 169(F,S,Y);
170(S,G); 176(V,F,L,LN,W); 179(R,E,H,I,K,L,Q,V); 180(A,D,K,Q,T); 181(F,L); 183(E,H,M,Q,S,T,V,Y); 184(F,W,Y);
187(V,G,H,L,N,Q,S,T,W); 188(Q,C,E,F,H,R,T); 189(T,D,E,G,K,M,N,Q,R,S,V); 190(G,D,H,R,S,Y); 191(G,F,L,V);
T.N,P); 193(L,T); 196(1,V); 198(H,G,S); 199(T,G,N,V); 200(N,A,P,S): 202(,L,M,P,V); 205(R,D); 206(L,N);
P,E,N); 209(R,H,S,T); 210(E,S); 211(F,L,R,T.W); 212(G,Q); 213(Y,S); 214(S,A,D,M); 216(S,D,G,N,Q,V,W):
SHKV); 218(P,T); 221(W,F,G,Y); 223(K.AH,L,M,Q,S,T,V); 224(S,AF,P); 225(G,C.E,K,R); 226(T,D,N);
LCHM); 228(V,AER); 229(P,LKM,S); 230(V,W); 231(T,GH,KLM): 232(R,C,D,,LLM,P,T,W):
,D,G,H,Q); 236(V,W); 237(K,E,H,|,L,T,W,Y); 238(1,V); 239(E,K); 242(D,T); 243(A,S); 244(T,A,F,|,LM,P,Q,S);
); 248(N,D,L,Y); 249(Q,E,G,T); 250(P,D,E,G,K,Q,R,S,T); 251(N,D,M,Q,S,T,W,Y);
252(I,A,C,D,E,F,G,H,KLN,QR,S,TW); 253(P,F,H,N,R); 254(D,A,H,K,N,P,T); 255(L,F,L,W); 256(P,A,D,S,T);
257(AW,Y);  259(LW,Y); 260(W,P); 262(F,D,K): 263(G,CH,,LKM,\V); 264(L,C,E,G,HMN,P,QR,S,T):
265(1,L,M,Q,R,W); 266(G,E); 267(T,G,|,L,M,P,W); 268(C,D,H,N); y 269(L,D,F,.M,Q,V,W).

[0323] Las posiciones productivas en TLL que entran en las puntuaciones de productividad descritas anteriormente
"2, 3y 4" y las sustituciones en esas posiciones que son combinables se indican a continuacién. Numeracién de
posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO. 3.

[0324] 1(E,A,C,D,F,I,LLN,PQ,R,S,T,V,W,Y); 2(V,F,G,H,L,K,L,M,P,T); 3(S,A,D,E,G,H,K,Q,R,T.Y);
4(Q,AD,F,GLKLMNP,RSW,Y); 5DHLKLSTVWY); 6LAEHLKMQTV,Y);  7(FHMV,Y);
8(N,A,E,G,H,LK,LM,T,V,W.Y); 9(Q,A,D,E,G,H,L,K,N,R,W,Y); 11(N,H,K,V,Y); 12(L,F,H,V,W);
13(F,AHKMN,QT,V,Y); 15Q,G,HM,S); 18(A,CHKMN,QSW); 19(A,C,G,LLT,V,W); 20(AG,,P,Q,S,T);
22(C,H,L,M); 23(G,C,D,E,F,H,I,K,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W); 24(K,A,D,E,F,H,L,LLM,N,P,R,T,V,W,Y);
25(N A,C,D,E,G,H,LK,.L.S,T,V,W); 26(N,C,G,K,L,M,Q,S,T,V,W,Y); 27(D,A,E,F,G,H,,N,Q,R,S,T,V,Y):
8(A,D,E,F,G,H,,LLM,N,P,Q,R,S); 29(P,C,E,G,H,|,K,.LLM,Q,R,S,T,V,W,Y); 30(A,D,H,L,N,R,V,W);
1(G,D,E,H,M,P,Q,S,V): 32(T,A,LM,Q,R,S); 33(N,D,E,F,K,.L,M,Q,R,S); 35(T,E,K,R):
7(T,A,C,D,E,F,GH,LKLMP,QRW,Y); 38GAD,EFHILKLMNTVW)Y); 39N,C,EH,ILP,QS,T,V,WY);
40(AFM,SW); 42(P,C,G,,V,W); 43(E,D,,M,RT); 44(V,H.T); 45(EF,Q\V); 46(KD,E,F,G,LMV,W);
47 A,D,E,F,H,M,T,W); 48(D,E,G,H,L,P,Q); 49(A,G,H,K,L,V,W); 50(T,A,D,F,K,L,R,S,W);
)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

=

(
(
(
(
(
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(
(
(
(
(
(

28(

31(

37(
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51(F,A,D,E,G,I,LLM,N,P,R,S,T,Y); 52(L,A,E,G,I,M,R,T,V,W); 53(Y,E,G,H,K,L,S,W);

54(S,E,F,G,H,KM,P,RT,VW,Y); 56(E,H,KR,T,V); 58S,D,G,H,KMQRW); 60(V,GKLY); 61(GADLR);
63(V,K,Q,T); 64(T,C,D,E,G,LK.LN,R\V,Y): 65(G,LV,Y); 66(FAGH,LILMNQR,STVW,Y): 67(LH,1Q,V):
68(A,C,G,I,S,T,V,W,Y); 69(L,A,D,G,H,|,K,N,S, T,W); 71(N,D,E,H,K,Q,R,S,T,V,W,Y);
72(T,A,D,E,F,H,LK,LLN,P,R,S,V.Y); 73(N,E,G,H,K,R,S); 74(K,A,D,E,G,H,N,Q,S);
75(L,AD.E,GHIMN,QR,STV,Y); 76(LHS\V); 77(VALLNT):  84RHQW); 85(S,FHILNQT):
86(,L,M,P,Q,T,V,Y); 87(E,A,D,G,P,V); 90(LA,E,F,N,QT,V.Y); 91(G,E,F.H,,M,Q,R); 93(L,D,H,I,K,N,P,Q,R,V,W):
94(N,D,G,K,M,P,R,S,T,V); 95(F,G,HKLQ,T,V,W); 96(D,AKP,RV); 97(LAD,MQT); 98(K,D,EH,LMQ);
99(E,D,K,P,Q,S,T,W); 101(N,C,D,E,H,M,Y); 105(S,A,D,E,F,K,P,W); 108(R,E,F,K,M,Q,Y); 111(D,A,E,F,L,Q,T,V,W);
114(T,F,IM,V); 115(S,G,LLM,N,R,T,V); 117(W,H,K,.Q,V); 119(S,D,1,Q,T,V); 120(V,G,H,LN,S,W,Y); 121(A,K,Q);
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122
128
132
137
154
162
168
187
199
217
228
244

D,AE,FH,IN,STY); 123(T,E,G,1,K,L,M,N,Q,W); 125(R,C.,G,I,N,Q,T.Y); 127(K,D,E,F,G,R,T);
V,C,H,LLN,S,W,Y); 130(D,A,C,E,F,G,H,Q,R,T,V,W.Y); 131(A,C,H,LK.N,Q,R,S,T,W,Y);
V,C,D,H,I,K,Q,R,W); 133(R,E,F,LN,Q,V); 134(E,L,P,V); 135(H,F.,K,T); 136(P,D,Q,R);
D,A.E,F,G,H,,K.LLM,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y); 140(V,C,E,F,I,LLM,N,Q,T); 143(T,A,G,N,S); 151(L,l, M,N,P,T,V,W);
V,F,LLM,Y); 155(A,G,S,T); 156(G,F,M,T,W); 158(D,E,F,Y); 159(L,E,M,Q,R,W);
N,D,E,F,G,H,,K,M,P,Q,R,S,Y); 163(G,A,F,LLM,N,P,R,S,W,Y); 164(Y,D,N,R,S,V); 165(D,I,P,Y); 166(I,D,G,W);
V,GLQ):  176(V,FLLNW);  179(R,EHLKLQ\V);  180(ADKQT);  183(EHMQ,S,TV.Y);
V,G,H,L,N,Q,S,T,W); 188(Q,C,E,F,H,R,T); 189(T,D,E,G,KM,N,Q,R,S,V); 190(G,D,H,R,S,Y); 191(G,F,L,V);
T,G,N,V); 200(N,A,P,S); 202(I,L,M,P,V); 209(R,H,S,T); 211(F,,R,T,W); 214(S,A,D,M); 216(S,D,G,N,Q,V,W);
SHKV); 221(W,F,GY); 223(KAHLMQSTV); 224(SAFP); 225G,CEKR); 227(L,CHM);
V,AE,R); 229(P,|,K,M,S); 231(T,G,H,K,L,M); 232(R,C,D,l,L,M,P,T,W); 233(N,D,G,H,Q); 237(K,E,H,L,L, T,W,Y);
TAFILMP,QS); 248(NDLY); 249(QE,G,T); 250(P,D,E,GK,QR,ST); 251(N,D,MQ,S,T,W.Y);
252(1,A,C,D,E,F,G,H,KLN,QR,S,TW); 253(P,F,H,N,R); 254(D,A,H,K,N,P,T); 255(L,F,L,W); 256(P,A,D,S,T);
263(G,C,H,K,M,V); 264(L,C,E,G,H,M,N,P,Q,R,S,T); 265(,L,M,Q,R,W); 267(T,G,l,LLM,P,W); 268(C,D,H,N); y
269(L,D,F,M,Q,V,W).

[0325] Las posiciones productivas en TLL que entran en las puntuaciones de productividad descritas anteriormente
"3y 4" y las sustituciones en esas posiciones que son combinables se indican a continuacion. Numeracion de
posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO. 3.

[0326] 1(E,A,C,D,F,I,LLN,PQ,R,S,T,V,W,Y); 2(V,F,G,H,LK.L,M,P,T); 3(S,A,D,E,GH,K,QR,T,Y);
4(Q,A,D,F,G,K,L,M,N,P,R,S,W,Y); 5(D,H,L,K,L,S,T,V,W.Y); 6(L,A,E,H,LKM,Q,T,V,Y):
8(N,A,E,G,H,LK,LM,T,V,W.Y); 9(Q,A,D,E,G,H,I,K,N,R,W,Y); 13(F,AH,KMN,Q,T,V,Y); 18(A,C,H,K,M,N,Q,S,W);
19(A,C,G,L,LT,V,W); 20(A,G,I,P,Q,S,T); 23(G,C,D,E,F,H,|,K,.L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W);
24(K,AD,E,FHLLMN,P,RTV,W,Y);  25NACDEGHILKLSTV,W);  26N,CGKLMQ,STV,WY):
27(D,AE,F,GH,INQR,STV,)Y); 28AD,EFGHILLMNPQR,S); 29(P,C,EGH@IKLMQR,STV,W,Y);
30(A,D,H,L,N,R,V,W); 31(G,D,E,H,M,P,Q,S,V); 32(T,ALM,Q,R,S); 33(N,D,E,F,K,L,M,Q,R,S);
37(T,A,C,D,E,F,G,H,LKL,M,P.QRW,Y); 38(G,AD,EFHLIKLMNTV,W,Y); 39(N,C,EHLLP,Q,STV,W,Y);
46(K,D,E,F,G,LM,V,W); 47(A,D,E,F,H,M,T,W); 48(D,E,G,H,L,P,Q); 49(A,G,H,K,L,V,W); 50(T,A,D,F,K.L,R,S,W);
51(F A,D,E,G,,LLM,N,P,R,S,T.Y); 52(L,AE,G,I,M,R,T,V,W); 53(Y,E,G,H,K,L,S,W);
54(S,E,F,G,H,K,M,P,R,T,VW,Y); 56(E,H,K,R,T,V); 58(S,D,G,H,1,K,M,Q,R,W); 60(V,G,K,L,Y);
64(T,C,D,E,G,LK,LN,R,V,Y); 66(F,A,G,H,l,LLM,N,Q,R,S,T,VW,Y); 68(A,C,G,,S,T,V,W,Y);
69(L A,D,G,H,LK,N,S,T,W); 71(N,D,E,H,K,Q,R,S,T,V,W,Y); 72(T,AD,E,F,H,K.L,N,P,R,S,V.Y);
73(N.E.GH,KR,S);  74(KAD,EGHNQ,S);  75LAD,EGHIMNQR,STV,)Y);  858S,FHINQT);
86( )
94( )
99( )
)
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)

)

)

)

)

)

)
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LLM,P,Q,T,V.Y); 90(1,A,E,F.N,Q,T,V,Y); 91(G,E,F,H,I,M,Q,R); 93(L,D,H,L,K,N,P,Q,R,V,W);
N,D,G,K.M,P,R,S,T,V); 95(F,GHKLQTV,W); 96DAKPR,\V); 97(LAD,IMQT); 98(KD,EH,ILMQ);
9(E,D,K,P,Q,S,T,W); 101(N,C,D,E,H,M,Y); 105(S,A,D,E,F,K,P,W); 108(R,E,F,K,M,Q,Y); 111(D,A,E,F,.L,Q,T,V,W);
115(S,G,,.LM,N,R,T,V);  120(V,G,H,IN,SW,Y);  122(D,AEFH,INSTY);  123(T,E,G,,K.L,M,N,Q,W);
125
131

(
(RC,G,INQT,)Y); 127(KD,E,F,GRT); 128(V,CH,LLN,SW,Y); 130(D,A,C,EF,GH,QR,T,V,W,Y);
(A,C,H,LK,N,Q,R,S,T,W,Y); 132(V,C,D,H,1,K,Q,R,W); 133(R,E,F,IN,Q,V);
137(D,A,E,F,G,H,LK,L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,Y); 140(V,C,E,F,L,LM,N,Q,T); 151(L,,M,N,P,T,V,W);
159(L,E.M,Q,RW);  162(N,D,E,F,G,H,,LKM,P,QR,S,Y); 163(G,AF,LM,N,P,R,SW,Y);  164(Y,D,N,R,S,V);
179(R,E,H,LK,.L,Q,V); 183(E,H,M,Q,S,T,V,Y); 187(V,G,H,LN,Q,S,T,W); 188(Q,C,E,F,H,R,T);
189(T,D,E,G,K,M,N,Q,R,S,V); 190(G,D,H,R,S,Y); 216(S,D,G,N,Q,V,W); 223(K,A,H,LM,Q,S,T,V);
232(R,C,D,I,.L,M,P,T,W); 237(K,E,H,LL,T,W,Y); 244(T,AF,ILLM,P,Q,S); 250(P,D,E,G,K,Q,R,S,T);
251(N,D,M,Q,S,T,W,Y);  252(,A,C,D,E,F,G,HKLN,QR,STW); 254D,AHKNPT); 256(P,AD,ST);
263(G,C,H,1,K,M,V); 264(L,C,E,G,H,M,N,P,Q,R,S,T); 267(T,G,I,L,M,P,W); y 269(L,D,F,M,Q,V,W).

[0327] Las posiciones productivas en TLL que entran en las puntuaciones de productividad descritas anteriormente
"4" y las sustituciones en esas posiciones que son combinables se indican a continuaciéon. Numeracién de posicién
basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO. 3.

[0328] 1(E,A,C,D,F,I,LLN,PQ,R,S,T,V,W,Y); 2(V,F,G,H,LK,L,M,P,T); 3(S,A,D,E,GH,K,QR,T,Y);
4(Q,A,D,F,G,I,K,.LM,N,P,R,S,W,Y); 5(D,H,I,K,L,S,T,V,W,Y); 6(L,A,E,H,LKM,Q,T,V,Y);
8(N,A,E,G,H,LK,LM,T,V,W,Y); 9(Q,A,D,E,G,H,L,K,N,R,W,Y); 13(F,AHKMN,Q,T,V,Y);
23(G,C,D,E,F,H,I,K,.L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W); 24(K,A,D,E,F,H,I,LM,N,P,R,T,V,W,Y);
25(N,A,C,D,E,G,H,|,K,L,S,T,V,W); 26(N,C,G,K,L,M,Q,S,T,V,W,Y); 27(D,A,E,F,G,H,,N,Q,R,S,T,V,Y);
28(A,D,E,F,G,H,l,LLM,N,P,Q,R,S); 29(P,C,E,G,H,I,K,.LM,Q,R,S,T,V,W,Y); 33(N,D,E,F,K,L,M,Q,R,S);
37(T A,C,D,E,F,G,H,,K.LM,P,QR,W,Y); 38(G,AD,E,F,H,LK.LLM,NT,V,W,Y); 39(N,C,EH,L,P,Q,S,T,V,W,Y);

46(K,D,E,F,G,L,M,V,W): 51(F,A,D,E,G,,LLM,N,P,R,S,T,Y); 52(L,A,E,G,I,M,R,T,V,W);
54(S,E,F,G,H,K,M,P,R,T,VW,Y); 58(S,D,G,H,|,K,M,Q,R,W); 64(T,C,D,E,G,LK,L,N,R,V,Y);
66(F,A,G,H,I,LLM,N,Q,R,S,T,VW,Y); 68(A,C,G,1,S,T,V,W,Y); 69(L,A,D,G,H,I,K,N,S,T,W);
71(N,D,EHK,QR,STV,W,Y);  72(TAAD,EFHLKLNPRSVY);  75LAD,EGHILMN,QRSTV.Y);
90(,AEFN,QTV,Y);  93(LDHLKNP,QRV,W); 94N,DGKMPRSTV):; 111(DAEFLQTV,W);
120(V,G,H,I,N,S,W,Y); 122(D,A,E,F,H,N,S,T,Y); 123(T,E,G,K,L,M,N,QW); 130(D,A,C,E,F,G,H,Q,R,T,V,W,Y);
131(A,C,H,LK.N,QR,STW,)Y);  137(D,AEF,GH,,KLMN,P,QR,STV.W,Y);  140(V,C,E,F,I,LLM\N,QT);
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162(N,D,E,F,G,H,,K,M,P,Q,R,S,Y); 163(G,A,F,LLM,N,P,R,S,W,Y); 189(T,D,E,G,K,M,N,Q,R,S,V);
250(P,D,E,G,K,Q,R,S,T); 252(1,A,C,D,E,F,G,HK,LN,QR,S,T,W); y 264(L,C,E,G,HM,N,P,QR,S,T).

[0329] En un estudio posterior, se analizaron sustituciones adicionales de posiciones productivas en TLL y se
descubri6é que eran combinables. Las sustituciones adicionales en esas posiciones que son combinables se indican

5 acontinuacién. Numeracién de posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO. 3.
[0330] 11(A,E,l), 23(A), 24(Q,S), 27(K,L), 29(N), 30(E,G,I,S,Y), 31(T), 33(C,I,P,T,V), 45(A,G,S,T), 48(N,R,T,V),
49(C,Y), 50(M), 51(H,V), 56(A,M,N,S), 58(A,F), 71(C,F,P), 73(Q,T), 74(1,M,T,W), 75(K), 91(K,N,Y), 94(A,H), 101(A),
108(A), 111(G,H,ILK,M,S}Y), 122(K,L,Q), 128(T,V), 130(K,M), 133(D,H,L,W), 135(A,D,M,N,Y), 140(Y), 159(G),
163(Q), 183(C), 187(C,I), 188(A,M,W), 190(W), 227(A,1,S), 233(F,1,V), 251(V), 252(M,V).
10 EJEMPLO 5
Mutaciones combinables y puntuaciones de idoneidad
[0331] Como se muestra en el ejemplo 3, las mutaciones combinables en TLL se determinaron mediante el uso de
valores del indice de rendimiento (IR) resultantes de los ensayos descritos en el ejemplo 1: Ensayo de
micromuestras CS-61, hidrdlisis de ésteres de p-nitrofenilo, (actividad), ensayos de estabilidad del detergente,
15 estabilidad de LAS y termoestabilidad, y determinacién de proteinas (expresioén). Las mutaciones combinables se
asignaron a los grupos A, B o C de acuerdo con los criterios establecidos en el ejemplo 3. A estas sustituciones se
les asigna, ademas, una puntuacion de idoneidad basada en el o los grupos (A, B, C) donde aparece la sustitucion,
y donde puntuaciones de idoneidad mas altas representan una sustitucion mas adecuada para su uso en la
elaboracion de variantes combinatorias. Las puntuaciones de idoneidad se definen en la tabla 5.1. Las
20 puntuaciones de idoneidad para sustituciones individuales de TLL que cumplen los criterios anteriores se
proporcionan en la tabla 5.2.
[0332] En la tabla 5.1, se define cada puntuacién de idoneidad en lo que se refiere a grupos de mutaciones
combinables y posiciones productivas.
Tabla 5.1: Puntuacion de idoneidad
Las sustituciones se producen | Puntuacion de idoneidad
en el grupo o los grupos
A,ByC
AyB ++++
Ao (ByC) +++
B ++
C +
25 En la tabla 5.2, se identifica la puntuacién de idoneidad de sustituciones individuales en TLL. Numeracién de
posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO: 3.
Tabla 5.2: Puntuacion de idoneidad de sustituciones individuales en TLL
PUNTUACION DE IDONEIDAD DE LAS VARIANTES
POS (+) (++) (+++) WT AA1ST (++++) (+++)
1 CL ERV QT ADFINPSWY
2 K VHT FGMP IL
3 R AH SEQ KT DGY
4 P QYy AGIKLMNRS DFW
5 D KW HILSTVY
6 AH KY LQV EM IT
7 MV H F Y
8 K N AE GHILMTVWY
9 DW QAI EGNR HK
11 N HKY Vv
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Tabla 5.2: Puntuacion de idoneidad de sustituciones individuales en TLL

PUNTUACION DE IDONEIDAD DE LAS VARIANTES

POS (+) (++) (+++) WT AA1ST (++++) (+++)
12 W L FHV
13 KTV AMY F Q HN
14 Vv A S
15 GH Q S
16 H Y W
17 S E
18 MNW ACHS Q K
19 ILVW AT C G
20 I AP GS T
22 LM C
23 GP CFLMSW DFHTKNQTV
24 MR KF Y ADEHILNPTVW
25 E S NADGVW CHK ILT
26 NLQ C GKMSTVWY
27 D F AEGHINQRSTVY
28 AFGL HMPQR DEINS
29 GS PCI Qwy FHKLMRTV
30 LN AHRW DV
31 MPV G EQ DHS
32 TQ AIMRS
33 M NK DEFLQRS
34 I P
35 TER K
37 RY H TAFLM C DEGIKPQW
38 AE GT VW DFHIKLMNY
39 Ccw Q N PTY EHILSV
40 F W MS
41 V
42 C P V GIW
43 El DM RT
44 VHT I
45 E Q FV
46 KE FGVW DLM
47 W ADEFM T H
48 L G D EHPQ
49 GLW AHK \
50 FK TDW A LRS
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Tabla 5.2: Puntuacion de idoneidad de sustituciones individuales en TLL

PUNTUACION DE IDONEIDAD DE LAS VARIANTES

POS (+) (++) (+++) WT AA1ST (++++) (+++)
51 DPY F NRT AEGILMS
52 M LT ERW AGIV
53 YLW EGHKS
54 EHM FGKW S RY PTV
55 W F G
56 E \ HKRT
57 S D
58 DR I SGHKQW M
59 B) G
60 KY L V G
61 ADR GL
62 N D
63 KQ \ T
64 KRY TDIL CENV G
65 Y L GV
66 AST GY FILV NQR HMW
67 H L Q [\
68 ACW GISTV
69 D L AGHNW IKST
70 D S
71 NE VWY DHKQRST
72 TK P ADEFHILNRSVY
73 N EGK HRS
74 E KADG NQ HS
75 M L DNRY AEGHIQSTV
76 S v H
77 VA ILNT
79 M S A
84 Qw H R
85 Fl SHNQ T
86 Q A4 LM PT
87 A ED PV G
90 Y v QT AEFN
91 G F EHIMQR
92 A N T
93 HNW IPV LDKQR
94 KMP S NGTV D R
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Tabla 5.2: Puntuacion de idoneidad de sustituciones individuales en TLL

PUNTUACION DE IDONEIDAD DE LAS VARIANTES

POS (+) (++) (+++) WT AA1ST (++++) (+++)
95 HT FKL GQvw
96 PR \ D AK
97 I LAM Q DT
98 M KH DEI Q
99 PQ E K DSTW
100 M I
101 CEM N DHY
102 H D
103 Y I
105 F SwW ADEP K
106 H G
108 RF EM KQYy
109 T G
110 HS
111 FW D AELQTV
112 FQ G
114 T FIMV
115 IL N SGMRV T
117 K Q WHV
118 R P
119 Qv SDI T
120 I VGHNSW Y
121 Q A K
122 STY DAF EN HI
123 IK T ELQ GMNW
125 C I RY NT GQ
126 M Q I
127 D K EFR GT
128 LNW Y VCI HS
130 E CR DVWY FQ AGHT
131 CN AKST RWY HIQ
132 C I VQ DKW HR
133 FNV RI EQ
134 P E LV
135 H FT K
136 R P DQ
137 AFLMNP DIRW SV EGHKQTY
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Tabla 5.2: Puntuacion de idoneidad de sustituciones individuales en TLL

PUNTUACION DE IDONEIDAD DE LAS VARIANTES

POS (+) (++) (+++) WT AA1ST (++++) (+++)
138 F
139 R L T
140 EILN C Vv FMQT
142 FHY
143 N T AGS
149 G A
151 P LMW N ITv
152 ) A
153 TS
154 MY \ F IL
155 T A GS
156 T GM FW
158 D Y EF
159 MW LQR E
162 MPY NDEFHIKQS GR
163 AMR GFL SW NPY
164 DR Y NS \
165 P Y D I
166 I DW G
167 D N
168 Q VG L
169 Y FS
170 G S
176 FNW \ IL
179 RHK El LQV
180 DQ AT K
181 L
183 HMQSTY E V
184 w FY
187 \ GHLNQSTW
188 ER F Q H CT
189 EM T KV DGNQRS
190 DHRSY G
191 G FLV
192 NP T
193 LT
196 | )
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Tabla 5.2: Puntuacion de idoneidad de sustituciones individuales en TLL

PUNTUACION DE IDONEIDAD DE LAS VARIANTES

POS (+) (++) (+++) WT AA1ST (++++) (+++)
198 HGS
199 NV T G
200 P NS A
202 M IL PV
205 R D
206 N
208 N P E
209 RH ST
210 S E
211 FRT IW
212 Q G
213 S Y
214 M SA D
216 D SV GQ NW
217 SV K
218 P
221 FGY W
223 HL KA M QSTV
224 AFP S
225 C EKR
226 D T N
227 C LH M
228 A R
229 MS I P K
230 VW
231 G TH KLM
232 DW CL RP IMT
233 N DGHQ
236 W V
237 E KHTW LY
238 I
239 K E
242 D T
243 S A
244 AFLMP TQS I
246 I G
248 DLY N
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Tabla 5.2: Puntuacién de idoneidad de sustituciones individuales en TLL
PUNTUACION DE IDONEIDAD DE LAS VARIANTES
POS (+) (++) (+++) WT AA1ST (++++) (+++)

249 GT E Q

250 DGKT E PS QR

251 MQSTY N DW

252 W F ICE KLN ADGHQRST

253 FHN PR

254 NP AK DT H

255 W I F L

256 D P T AS

257 W A Y

259 WY L

260 P W

262 K F D

263 CHM GK v

264 LCG HST EMNPQR

265 LRW I MQ

266 E G

267 I TGM P LW

268 DN CH

269 L F DMQVW

EJEMPLO 6

Modificaciones de superficie

[0333] Las posiciones y sustituciones que contribuyen a modificaciones de superficie favorables, como la carga
alterada o la hidrofobicidad de TLL, se establecen en la tabla 5.1. Las posiciones productivas que contienen todas
las sustituciones combinables se determinaron usando los criterios para posiciones productivas como se describe
en el ejemplo 3. Los datos se analizaron adicionalmente para determinar las sustituciones que cambian la
hidrofobicidad o la carga y mantienen todas las propiedades importantes. La hidrofobicidad de cada sustitucién se
determiné mediante la utilizacion de los métodos de White y Wimley (White, S. H. y Wimley, W. C., Annu. Rev.
Biophys. Biomol. Strut. 28:319-65, (1999)). En la tabla 6.1, se muestra un subgrupo de sustituciones y posiciones
combinables que muestran modificaciones de superficie favorables en TLL.

En la tabla 6.1, se establecen sustituciones que muestran modificaciones de superficie favorables. Numeracion
de posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO: 3

Tabla 6.1: Sustituciones y posiciones combinables con modificaciones de superficie favorables

VARIANTE TIPO

A018K HIDRO, CARGA
D027N HIDRO, CARGA
D027S HIDRO, CARGA
D0o27T HIDRO, CARGA
D027V HIDRO, CARGA
PO29E HIDRO, CARGA
NO33D HIDRO, CARGA
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NO33E HIDRO, CARGA
NO33R HIDRO, CARGA
FO51T HIDRO
S058M HIDRO
T072R HIDRO, CARGA
L075Q HIDRO
N101D HIDRO, CARGA
R108K HIDRO
R108Q HIDRO, CARGA
R108Y HIDRO, CARGA
T114F HIDRO
T1141 HIDRO
A121K HIDRO, CARGA
H135F HIDRO
D137V HIDRO, CARGA
G156W HIDRO
G163Y HIDRO
V187N HIDRO
V187W HIDRO
P250E HIDRO, CARGA
1252A HIDRO
1252T HIDRO
L264P HIDRO
EJEMPLO 7

Mutaciones combinables basadas en rendimiento detergente

[0334] Se identificaron mutaciones combinables adicionales en TLL mediante la utilizacion de valores de indice de
rendimiento (IR) resultantes del ensayo de micromuestras CS-61 (realizado con media dosis, con media dosis +
adyuvante o con dosis completa), la estabilidad del detergente y la determinacién de proteinas (expresién). En la
tabla 7.1, se identifican sustituciones y posiciones combinables que muestran indices de rendimiento (IR) en
relacion con la TLL original para la expresion = 0,8, la estabilidad del detergente = 0,8 y el rendimiento detergente
= 1,1 con media dosis, con media dosis + adyuvante o con dosis completa. Numeracién de posicién basada en la
TLL madura indicada en SEQ ID NO: 3.

indice de rendimiento (IR) [Rendimiento detergente]
Grupo Expresion | Estabilidad del | Rendimiento de limpieza
detergente Media Media dosis + | Dosis
dosis adyuvante completa
| 20,8 20,8 21,1
Il 20,8 20,8 21,1
1l 20,8 20,8 >1,1

Tabla 7.1: Rendimiento detergente
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Grupo | Grupo |l Grupo lll
POS Sustitucion POS Sustitucion POS Sustitucion
1 S 1 S 1 s
5 HILS T 3 T 5 H I, T
8 H 4 F 23 E,Q
9 K, N 5 H I,S, T 29 H IR T
11 H, K 8 H T,V 39 H, I
13 N 9 G, H K 43 R, T
19 G 11 K 54 T
23 K,N,QR 12 V, W 58 Q
27 Q,R 18 K 115 T
29 K, R 19 G 130 AR
32 A 23 K, Q,R 154 L
33 D 27 R, S 158 E
37 G, H,Q 32 | 180 K
38 F,L,LM,W, Y 38 F,LLM,W, Y 187 T
39 F,LM,W, YI L 39 I, P 228 R
42 w 43 IR, T 269 w
43 D,ILR T 45 F,Q
45 F,Q,V 53 K
51 M 54 P
53 E 56 K, R
54 P 58 H, Q
56 H, K, R 75 G,Q,R
58 H, K, QW 77 I
69 R 90 T
73 R 91 I, Q
75 AR 105 P
75 T 123 N
77 LT 127 F
90 F,T 130 A F,H QR
91 1,Q 131 R
94 R 136 Q
105 P 137 R, S
108 K 143
122 F 156 T
125 T 162 G
130 AR 163 S
132 K, R 164 R,V
134 L 166 G
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137 R 180 K
151 T 187 G, HNQSTW
155 S 188 F
156 w 189 D, G
163 F, P 199 G
164 R 228 R
180 K 252 N
183 \' 264 R
184 Y 265 Q
187 G,H,N,Q, S, T,W
189 G, Q
211 |
214 A
228 R
232 P
233 Q
244 |
252 N
265 Q

EJEMPLO 8

Mutaciones combinables basadas en estabilidad

[0335] Se identificaron mutaciones combinables adicionales en TLL mediante la utilizacién de valores de indice de
rendimiento (IR) resultantes de ensayos de termoestabilidad, estabilidad del detergente o estabilidad de LAS, de
la hidrdlisis del sustrato de pNPO a pH 8 y de la determinacioén (expresion) de proteinas. En la tabla 8.1, se
identifican sustituciones y posiciones combinables que muestran indices de rendimiento (IR) en relacién con la TLL
original para la expresién = 0,8, la hidrolisis de sustrato de pNPO a pH 8 = 0,8, y la termoestabilidad, la estabilidad
del detergente o la estabilidad de LAS 21,1. Numeracion de posicion basada en la TLL madura indicada en SEQ
ID NO: 3.

indice de rendimiento (IR) [Estabilidad]
Grupo Expresion | Hidrélisis de pNPO | Estabilidad
(PH 8) Termoestabilidad | Estabilidad del | Estabilidad de
detergente LAS
vV 20,8 20,8 21,1
v 20,8 20,8 21,1
VI 20,8 20,8 21,1
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Tabla 8.1: Estabilidad

Grupo IV Grupo V Grupo VI
POS Sustitucion POS Sustitucion POS Sustitucion
2 | 12 F 1 F,R
11 K 13 Q 4 K,L,N, W
15 S 15 S K
18 K 19 C,G 11 K
23 C,D,E,FHIKMN,Q,S,TV 20 P 23 K
24 H 23 D,E,F IV 27 A, H N R ST,V
26 T 24 W 37 P
27 A,GH,N,Q,RS,TV 26 C,T, WY 38 H, K, LW, Y
29 E 28 D,P 42 \
37 P 31 E 43 I, R
48 E,Q 34 P 45 F,Q,V
50 S 37 C,D 47 T
51 AlLST 39 E L P 49 \
56 KV, 42 I,V 51 I,M, S
58 M 45 F,V 56 H K ST
66 N, Q 46 F,G, LW 58 M, Q
75 A G Q,R 47 F,M, T, W 73 S
77 I, T 49 H, V 75 D,E,G,Q,R
91 E,Q 51 AGLLMST 91 Q
94 R 60 L 94 R
96 K 64 \ 101 D
99 D, S 66 Q 108 K
101 D,H 68 ST,V 111 A
108 K, M, Y 73 E,G,R,S 119 D, T
111 A E Q 75 E,G QR 120 Y
114 F,ILV 77 ALNT 154 I
117 Q 91 E, Q 179 L
120 N 94 D 187 T
121 K 108 E,F,M,Q, Y 189 D, Q
135 F 114 F,I,LV 200 A
137 ,Q,R 127 T 209 S
154 F, I L 128 H, S Y 211 w
155 G, S 131 R,W,Y 226 N
156 W 132 D 250 E,Q
163 F 133 E,Q 251 W
169 S 136 D, Q 252 A
176 | 139 M 256 T
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Tabla 8.1: Estabilidad
Grupo IV Grupo V Grupo VI
POS Sustitucion POS Sustitucion POS Sustitucion
187 H, N, W 140 F,M Q
226 N 142 Y
250 E 154 I
252 A 155 S
256 T 156 W
264 C,H,M,P,Q,S 159 E,R
265 M 163 F,L,P, Y
269 Q 168 G, L
179 L
187 HNQT
188 F
189 D
205 D
208 E
209 S
214 D
223 T
225 E
228 E
237 LY
250 E
251 D
252 A
256 T
264 C,H P, QS
265
EJEMPLO 9

Mutaciones combinables basadas en hidrélisis de éster

[0336] Se identificaron mutaciones combinables adicionales en TLL mediante la utilizacién de valores de indice de
rendimiento (IR) resultantes de la hidrdlisis de sustratos de pNPB, pNPO y pNPP a pH 8, la termoestabilidad y la
determinacion (expresion) de proteinas. En la tabla 9.1, se identifican sustituciones y posiciones combinables que
muestran indices de rendimiento (IR) en relacion con la TLL original para la expresién = 0,8, termoestabilidad =
0,8, e hidrdlisis de pNPB 21,1, o hidrélisis de pNPO 21,1, o hidrélisis de pNPP =1,1, o hidrélisis de pNPB y pNPO
=1,1, o hidrdlisis de pNPO y pNPP 21,1 o hidrélisis de pNPB, pNPO y pNPP =1,1. Numeracion de posicion basada

en la TLL madura indicada en SEQ ID NO: 3.

indice de rendimiento (IR) [Hidrélisis]

Grupo

Expresion

Termoestabilidad

Hidrélisis de éster

pNPB

‘pNPO

pNPP
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Vil 20,8 20,8 21,1
Vil 20,8 20,8 21,1
IX 20,8 20,8 21,1
X 20,8 20,8 21,1 21,1
Xl 0,8 20,8 >1,1 >11
Xl 20,8 20,8 21,1 21,1 21,1
Tabla 9.1: Hidrdlisis de éster
Grupo VIl Grupo VI Grupo IX Grupo X Grupo XI Grupo XII
POS | SUS | POS | SUS POS Sus POS SUS | POS | SUS POS | SUS
2 IL 1 D 1 QS 2 L 3 D,T 3 D
3 D 2 L 3 D, T 3 D 4 ADL M |4 D,L
4 DL, |3 D,T 4 ADL, |4 DL |5 H,Y 5 H
W M
5 HY |4 AD,LM 5 HSY |5 HY |23 F 5 Y
8 HM |5 H,Y 9 M 8 27 ENQ,T |27 QT
9 K 8 AEM 11 K 18 K 29 R 29 R
11 HK |9 R 12 F 24 AT |33 D.Q 40 M
18 K 18 K 15 S 26 K 40 M 108 | K
23 K 23 D,E[FN,Q | 23 F 27 Al 48 Q 111 L
QT
24 AT 24 AD,EHN, | 27 ENN,Q, |29 51 ILLT 134 | L
T T
26 KT 26 G,K 29 40 M 56 H,K,R,T 137 | HK,
S,Y
27 P_‘I_,I,Q 27 AEILNQT | 32 AQS |75 M 58 M,Q 162 | G
29 H,LK | 29 E,Q,R 33 D,Q 108 KY |75 R 163 | Y
R,T,
Vv
30 R,V 33 D,EF.M,Q, | 35 E.K,R 111 LT 77 1T 187 | H,S,
R,S W
32 S 37 D,E,P,Q 40 M 122 Y 87 232 | P
35 K 38 D,N 48 Q 123 Q 108
37 G 40 M 51 LLMT | 125 111 AL
40 M 48 E.Q 56 ?,K,R, 130 FH | 114 M
54 V 49 58 M,Q 134 L 115
69 AK 50 E,F 71 E 137 HK, | 127 EF
ST,
W.,Y
71 R 51 LT 75 R 155 G 130 A
72 L 54 F,R 77 I, T 156 W 132 QR
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Tabla 9.1: Hidrdlisis de éster

Grupo VIl Grupo VI Grupo IX Grupo X Grupo XI Grupo XII
POS | SUS | POS | SUS POS SUS POS SUS | POS | SUS POS | SUS
74 A 56 H,K,R,T 87 P 162 G 134
75 M,S | 58 M,Q 105 A 163 Y 137 E,G,H,I,K
,Q,R,S,Y
91 I 64 N 108 K 176 | 155 S
94 R 66 111 AL 180 K 162 G
101 |Y 74 Q 114 M 187 H,S, | 163 F,P,S,W,
W Y
108 | K)Y 75 E.MN,QR | 115 R 232 P 187 H,N,Q,S,
W
111 | LTV |77 ALLT 127 E,F 233 D 189 R
114 | | 87 P 130 A 265 M 225 E
122 | T)Y 90 E,F.Q 132 Q,RW | 269 M 227 M
123 101 D 134 L 232 P
125 | Q 105 D,P 137 E,G,H,I 233 Q
K,QR,
S)Y
130 | FH 108 K,.QY 143 A 264 R,T
132 | HW | 111 AELQT 155 S
134 | LV 114 F.M 162 G
137 | HK, | 115 R 163 F,P,S,
S,T, w,Y
W.,Y
151 | T,W | 117 Q 164 D,R
155 | G 120 N 165 LY
156 | W 122 187 H,N.Q,
S,\W
162 | G 123 E.LLM,NQ | 189 R
163 | Y 125 Q 225 E
166 | G 127 E,F,R 227 AM
176 | | 130 AF.HQ 232 P
180 | K 132 K,Q,R 233 Q
187 | H,S, | 134 L 244 I
T, W
189 | K 137 E,.G,H,LK, 252 AK.L,
Q,R,S,T,V, R
W,Y
232 | LP 154 F.L 263 LV
233 | D,H 155 G,S 264 H,R,T
237 | LY 156 F.W 269 \
244 | | 158 E,FY
252 | LT 162 G,R
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Tabla 9.1: Hidrdlisis de éster

Grupo VIl Grupo VI Grupo IX Grupo X Grupo XI Grupo XII
POS | SUS | POS | SUS POS Sus POS SUS | POS | SUS POS | SUS
255 | L 163 F,P,S,W,Y
263 | LV 169 S
265 | M 176 I
269 | M 180 K
187 H,N,Q,S,T,
W
189 D,Q,R
225 E
227 M
228 E
232 P
233 D,G,Q
264 E,M,N,P,Q,
R,S, T
265 M
269 M,Q
EJEMPLO 10

Mutaciones combinables basadas en la alteracion de la relacion de hidrélisis de los sustratos C4:C16

[0337] Se identificaron mutaciones combinables adicionales en TLL mediante la utilizacion de valores de indice de
rendimiento (IR) resultantes de la hidrdlisis de sustratos de pNPB y pNPP a pH 8, la termoestabilidad y la
determinacion (expresién) de proteinas. En la tabla 10.1, se identifican sustituciones y posiciones combinables que
muestran indices de rendimiento (IR) en relacion con la TLL original para la expresion = 0,8, la termoestabilidad
> 0,8, y la hidrélisis de pNPB <0,8 y la hidrélisis de pNPP =1. Numeracién de posicion basada en la TLL madura
indicada en SEQ ID NO: 3.

indice de rendimiento (IR)

Grupo Expresion Termoestabilidad Hidrdlisis de éster
pNPB pNPP
Xl 20,8 20,8 <.8 =1

sustratos C4:C16

Tabla 10.1: Mutaciones combinables basadas en la alteracion de la relacion de hidrolisis de los

Grupo Xl
Pos Sustitucion
11Q
9| M
12 | F
15| S
23 | F
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27 | E
32| Q
35 | E
48 | Q
58 | M, Q
71 | E
75 | R
115 | R
130 | A
132 | Q,R
137 | E,ILQ,R
143 | A
185 | S
163 | F, P, S
164 | D
165 | LY
187 | Q
225 | E
227 | AM
233 | Q
252 | A KR
264 | HLR T
269 | V

EJEMPLO 11
Mutaciones combinables basadas en hidrélisis con pH bajo

[0338] Se identificaron mutaciones combinables adicionales en TLL mediante la utilizacion de valores de indice de
rendimiento (IR) resultantes de la hidrdlisis de pNPO a pH 6, la termoestabilidad y la determinacion (expresion) de
proteinas. En la tabla 11.1, se identifican sustituciones y posiciones combinables que muestran indices de
rendimiento (IR) en relacion con la TLL original para la expresién = 0,8, la termoestabilidad = 0,8, y la hidrdlisis de
pNPO a pH 6 <1,1. Numeracion de posicién basada en la TLL madura indicada en SEQ ID NO: 3.

indice de rendimiento (IR) [Hidrélisis con pH bajo]

Grupo Expresion | Termoestabilidad | pPNPO a pH 6
XV 20,8 20,8 >1,1
Tabla 11.1: Hidrdlisis con pH bajo
Grupo XIV
POS Sustitucion
1]1Q,S
2L
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Tabla 11.1: Hidrdlisis con pH bajo

Grupo XIV

POS Sustitucion

T

AD LM

H Y

© |00 [~ W

K

11 | K

15| S

24 | ALD,E,H,N

27 |AE.QT

29 | R

32 | A

33 | D,F,Q

38 | D

40 | M

48 | Q

49 |V

50 | LLLMT

56 | H KT

58 | M,Q

69 | A

75

77

91

T |0 |4 |3

94

98

105 | A

108 | K, Y

111 |A L

114 | LM,V

121 | K

123 | E,LLLM, N, Q

125 | Q

127 | E, F

130 | AL H

132 | R

134 | L

137 |E,GH, LK,Q RSV, Y
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Tabla 11.1: Hidrdlisis con pH bajo
Grupo XIV
POS Sustitucion
143 | A
151 | P
154 | F, I L
155 | S
156 | W
158 | Y
162 | G
163 | F,P,W, Y
164 | D, R
165 | Y
180
187 | H,N,Q,S, T, W
189 | R
227 | M
228 | R
232 | P
252 | L
263 | I,V
265 | M
269 | M

EJEMPLO 12
Prueba para actividad de lipasa en diferentes niveles de adyuvante

[0339] La actividad de esterasa de la enzima original de TLL se determiné en presencia de diferentes niveles de
cuatro compuestos adyuvantes (tabla 12.1). Cada adyuvante se mezclé en concentraciones correspondientes a
su concentracion micelar critica (CMC), la mitad de la CMC o una cuarta parte de la CMC en tampén HEPES
0,05 M, pH 8,2 y con 6 gpg de dureza de agua afiadidos. La velocidad de hidrélisis del octanoato de pNP se midi6
como se ha descrito anteriormente en el ejemplo 1B. Para los cuatro compuestos adyuvantes, la actividad de
esterasa de la enzima original de TLL es significativamente mayor en el nivel de una cuarta parte de CMC en
comparacion con el nivel de CMC completa o la mitad de CMC (Figura 1).

Tabla 12.1.
Tipo Ejemplos CMC (mM)
No i6nico n-Dodecil-B-D-maltopiranésido (D310) 0,17
Zwitteriénico LysoFos Colina 14 (L214) 0,036
Anzergent 3-12 (AZ312) 2,8
CHAPSO (C317) 8
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. Variante de enzima lipolitica que comprende una modificacién de aminoacido con respecto a una enzima

lipolitica original, donde la modificacion se encuentra en una posicion productiva de la variante de enzima
lipolitica, donde la posicion productiva es 130 y la modificacién productiva es 130(D,A,C,E,F,G,H,Q,R,T,V,W.Y),
donde la enzima lipolitica original es la Thermomyces lanuginosus establecida en SEQ ID NO:4, donde las
posiciones de aminoacido de la variante de lipasa estan numeradas por correspondencia con la secuencia de
aminoacidos de lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL establecida en SEQ ID NO:4, y donde la variante
presenta al menos un 90 % de identidad de secuencia con respecto a la secuencia de SEQ ID NO: 4. Q, R).

. Variante de enzima lipolitica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la modificacién productiva es 130 (A, F,

H,

. Variante de enzima lipolitica de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la modificacion productiva es 130 (A,

R).

. Variante de enzima lipolitica de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la modificacion productiva es 130 (F,H).

5. Variante de enzima lipolitica de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la modificacion productiva es 130

(A,F,H,Q).

. Variante de enzima lipolitica de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la modificacion productiva es 130 (A).

. Variante de enzima lipolitica o fragmento activo de la misma de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

1-6, donde dicha variante presenta una propiedad mejorada en comparacién con una enzima lipolitica original,
donde la propiedad mejorada es el rendimiento de limpieza, la hidrdlisis mejorada, la especificidad de sustrato
alterada, la estabilidad del detergente o la termoestabilidad.

. Composicién de limpieza que comprende al menos una variante de enzima lipolitica de acuerdo con cualquiera

de las reivindicaciones 1-7.

. Composicién de limpieza de acuerdo con la reivindicacion 8, donde dicha composicién de limpieza es una

composicion detergente.
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Actividad de lipasa con diferentes niveles de adyuvante

144
126G -

100

Velocidad {QD405/min)
g o ]
o = =t

|4
o

jai}

317 210 t21d4 AZ-212

B1lxCMC BOSxCMC B0.25xCMC

Figura 2

87




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

