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DESCRIPCION

Enzimas proteasas para eliminar la suciedad dificil y/o reducir la formacién de manchas y peliculas y composicio-
nes que las incorporan.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a enzimas proteasas para la limpieza enérgica y/o la reduccion de motas y peliculas
en varias composiciones y métodos para su uso, mas particularmente a enzimas proteasas que son variantes de la
carbonil-hidrolasa.

Fundamentos de la invencion

Durante mucho tiempo se han usado varios tipos de enzimas en detergentes para la ropa para ayudar en la eli-
minacién de ciertas manchas de los tejidos. Cada clase de enzima (amilasa, proteasa, etc.) cataliza generalmente una
reaccion quimica diferente. Por ejemplo, las enzimas proteasas son conocidas por su capacidad para hidrolizar (des-
componer un compuesto en dos 0 mds compuestos mds simples) otras proteinas. Esta capacidad se ha aprovechado a
través de la incorporacién de enzimas proteasas existentes en la naturaleza o creadas por ingenieria genética a compo-
siciones de detergentes para la ropa.

En los ultimos afios el uso de enzimas se ha investigado también para usar en composiciones para el lavado
automatico de la vajilla. Desafortunadamente, muchas enzimas, especialmente las enzimas proteasas, no se comportan
bien en el ambiente de lavado. Especificamente, la estabilidad térmica, la estabilidad al pH, la estabilidad oxidativa y
la especificidad de sustrato necesitan optimizarse para asegurar una eficiencia satisfactoria.

Para optimizar las caracteristicas de la enzima proteasa, se emplea frecuentemente un cambio en la secuencia de
aminodcidos. Un cambio en la secuencia de aminoacidos puede alterar las propiedades de la enzima en varios grados
dependiendo de la localizacién, naturaleza, y/o magnitud del cambio en la secuencia de aminodcidos. Se han hecho
varios intentos de alterar la secuencia de aminodcidos de enzimas proteasas en un intento de alterar sus propiedades,
con el objetivo de aumentar la eficacia de la proteasa para usos en limpieza tales como en el ambiente de lavado.

Adicionalmente, el interés de los consumidores en composiciones para el lavado automético de la vajilla que su-
ministren una limpieza enérgica de la comida estd aumentando. Los productos lacteos horneados y los huevos han
sido mucho tiempo dificiles de eliminar a través del lavado automadtico de la vajilla. Ademads, la formacién de motas
y peliculas en la cristaleria es un problema comiin en el lavado automadtico de la vajilla. Mas atin, los consumidores
ahora desean menos lavado a mano o prelavado de la vajilla y més capacidad de limpieza suministrada por el lavava-
jillas automatico. Por consiguiente, se mantiene la necesidad de composiciones que puedan suministrar una limpieza
enérgica y/o una limpieza con reduccién de las motas y peliculas sin formacién de motas/peliculas. Més particular-
mente, se mantiene la necesidad de composiciones para el lavado automdtico de la vajilla que puedan suministrar una
limpieza enérgica de la comida y una formacién reducida de motas/peliculas a través de enzimas proteasas disefiadas
para suministrar tales beneficios.

Técnica anterior
Los siguientes documentos contienen informacién que puede ser o no ser relevante para la presente invencion:

El documento WO 95/10615 otorgado a Genencor International, Inc.; el documento WO 89/06270 otorgado a
Novo Nordisk A/S; Kirk-Othmer, Encyclopedia of Chemical Technology, 4* Ed., Vol. 9. Wiley 1994, paginas 567-
620. titulado “Enzyme Applications-Industrial”, Nielsen et al. Y las referencias ahi contenidas. Los documentos WO
95/10591 y WO 95/10592 otorgados a la Compaiiia Procter & Gamble. El documento WO 96/27671 (Genentech, Inc.)
describe variantes de subtilisina para escindir proteinas de fusién con enlazadores que son sustratos basicos.

Compendio de la invencién

Esta necesidad se satisface a través de la presente invencién por medio de la cual se proporcionan composicio-
nes que tienen una enzima proteasa capaz de una limpieza enérgica de la comida y una formacién reducida de mo-
tas/peliculas. La enzima proteasa preferida es una variante de la carbonil-hidrolasa que tiene una secuencia de aminoé-
cidos que no se encuentra en la naturaleza. La proteasa se crea por ingenieria para suministrar una limpieza enérgica
y/o una reduccién de las motas y peliculas y una formacién reducida de motas y peliculas proporcionando a la proteasa
una especificidad de tipo tripsina. Por tanto, la proteasa es muy eficaz sobre manchas lacteas tales como la leche y
el queso y sobre manchas de yema de huevo y reduce significativamente la formacién de motas y peliculas que tales
manchas pueden causar en el proceso de lavado automadtico de la vajilla. La proteasa se deriva por reemplazamiento
de una pluralidad de restos de aminoécido de una carbonil-hidrolasa precursora con diferentes aminodcidos. Adicio-
nalmente, la proteasa preferida se crea por ingenieria genética para tener un nivel mayor de estabilidad al blanqueo.
Ademds, las enzimas de la presente invencidon pueden proporcionar también una eliminacion mejorada de las manchas
en aplicaciones para lavanderia.
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Segtin una primera realizacién de la presente invencién, se proporciona una composicién para limpieza como se
expone en la reivindicacion 1. La composicion para limpieza comprende:

(a) una cantidad eficaz de una enzima proteasa que es una variante de la subtilisina que tiene los aminodcidos
2101/76D/103A/1041/156E/166D en posiciones equivalentes a las posiciones de la subtilisina de Bacillus amylolique-
faciens que tiene la secuencia de aminodcidos como se expone en la Figura 3 (SEC ID N° 2).

(b) uno o mds materiales coadyuvantes de la limpieza compatibles con la enzima proteasa.

La presente invencion se refiere también a métodos para limpiar objetos necesitados de limpieza poniendo en con-
tacto el objeto con una enzima proteasa que es una variante de la carbonil-hidrolasa como se describe en la presente
memoria. La invencién abarca por tanto un método para limpiar tejidos que comprende poner en contacto, preferi-
blemente con agitacion, los tejidos con un liquido acuoso que contiene la enzima proteasa. El método puede llevarse
a cabo a temperaturas por debajo de aproximadamente 60°C pero, por supuesto, es bastante eficaz a temperaturas de
lavado de ropa cercanas al punto de ebullicién. La presente invencion se refiere también a un método para lavar la
vajilla poniendo en contacto la pieza de la vajilla necesitada de limpieza con una enzima proteasa como se describe en
la presente memoria. Los métodos de la presente invencién incluyen también métodos para limpieza personal, com-
prendiendo los métodos poner en contacto la parte del cuerpo humano o de un animal inferior necesitado de limpieza
con una enzima proteasa como se describe en la presente memoria.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona una composicién para limpieza que tiene una enzima protea-
sa tipo subtilisina capaz de una limpieza enérgica, y/o una reduccién de las motas y peliculas, particularmente una
composicién para el lavado automadtico de la vajilla que tiene una limpieza enérgica de manchas o comida.

Todos los porcentajes, relaciones y proporciones en la presente memoria son referidos a peso a menos que se
indique otra cosa.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figs. 1A y 1B representan la secuencia de DNA y de aminodcidos de la subtilisina de Bacillus lentus (Sec. ID
N° 6y 7). La proteina subtilisina madura estd codificada por los codones que comienzan en el codén GCG (334-336)
que corresponde a Ala.

Las Figs. 2A y 2B representan la secuencia de aminodcidos de cuatro subtilisinas. La linea de arriba representa
la secuencia de aminoacidos de la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens (denominada a veces también subtilisina
BPN’) (Sec. ID N° 2). La segunda linea representa la secuencia de aminoécidos de la subtilisina de Bacillus subtilis
(Sec. ID N° 3). La tercera linea representa la secuencia de aminodcidos de la subtilisina de B. licheniformis (Sec. ID
N°4). La cuarta linea representa la secuencia de aminoacidos de la subtilisina de Bacillus lentus (denominada también
subtilisina 309 en el documento PCT WO 89/06276) (Sec. ID N° 5). El simbolo* denota la ausencia de restos de
aminodcido especificos en comparacién con la subtilisina BPN”.

Las Figs. 3A-C representan la secuencia de DNA y aminodcidos para la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens
y un mapa de restriccion parcial de este gen (Sec. ID N° 1).

La Fig. 4 representa los restos de aminodcido conservados entre las subtilisinas de Bacillus amyloliquefaciens
(BPN’) y Bacillus lentus (salvaje).

Las Figs. 5A y 5B representan la secuencia de DNA y aminodcidos de una realizacién preferida de la invencién
(P2101/S156E/S166D/N76D/S103A/V104I) (Sec. ID N° 8 y 9). El DNA en esta figura se ha modificado por los méto-
dos descritos para codificar aspartato en las posiciones 76 y 166, glutamato en la posiciéon 156, alanina en la posicién
103 y isoleucina en las posiciones 210 y 104. La proteina variante de subtilisina madura esta codificada por los codones
que comienzan en el codén GCG (334-336) que corresponde a Ala.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Enzimas proteasas - La invencion incluye enzimas proteasas tipo subtilisina que son variantes de la carbonil-hi-
drolasa no existentes en la naturaleza que tienen diferente actividad proteolitica, estabilidad, especificidad de sustrato,
perfil de pH y/o caracteristica de eficiencia en comparacién con la carbonil-hidrolasa tipo subtilisina precursora de
la que se deriva la secuencia de aminoécidos de la variante. Como se ha dicho anteriormente, las enzimas proteasas
tipo subtilisina se disefian para tener una especificidad de tipo tripsina, y preferiblemente también para ser estables al
blanqueo. La carbonil-hidrolasa tipo subtilisina precursora puede ser una carbonil-hidrolasa existente en la naturaleza
o una hidrolasa recombinante. Especificamente, tales variantes de la carbonil-hidrolasa tipo subtilisina tienen una se-
cuencia de aminoacidos que no se encuentra en la naturaleza, que se deriva por reemplazamiento de una pluralidad de
restos de aminodcido de una carbonil-hidrolasa tipo subtilisina precursora con diferentes aminoécidos. La pluralidad
de restos de aminodcido de la enzima precursora corresponden a las posiciones expuestas en la reivindicacién 1 en
combinacién con uno o mas de los siguientes restos: +33, +62, +67, +100, +101, +107, +128, +129,+130, +132, +135,
+158, +164, +167, +170, +209, +215, +217, +218, y +222, donde la posicién numerada corresponde a la subtilisi-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2273417 T3

na existente en la naturaleza de Bacillus amyloliquefaciens o a restos de aminodcido equivalentes en otras carbonil-
hidrolasas o subtilisinas, tales como la subtilisina de Bacillus lentus.

Las secuencias de DNA variantes que codifican tales variantes de carbonil-hidrolasa o subtilisina se derivan de
una secuencia de DNA precursora que codifica una enzima precursora existente en la naturaleza o recombinante. Las
secuencias de DNA variantes se derivan modificando la secuencia de DNA precursora para codificar la sustitucion de
uno o mds restos de aminodcido especificos codificados por la secuencia de DNA precursora. Aunque los restos de
aminodcido identificados para su modificacion en la presente memoria se identifican segin la numeracién aplicable a
B. amyloliquefaciens (que se ha convertido en el método convencional para identificar posiciones de restos en todas
las subtilisinas), la secuencia de DNA precursora preferida ttil para la presente invencion es la secuencia de DNA de
Bacillus lentus como se muestra en la Fig. 1.

Las enzimas proteasas Utiles en la presente invencidn abarcan la sustitucion por cualquiera de los diecinueve L-
aminodcidos existentes en la naturaleza en las posiciones de los restos de aminoédcido designadas. Tales sustituciones
pueden hacerse en cualquier subtilisina precursora (procariota, eucariota, de mamifero, etc.). A lo largo de esta solici-
tud se hace referencia a varios aminoacidos por medio de los cddigos comunes de una letra o tres letras. Tales cédigos
se identifican en Dale, M.W. (1989), Molecular Genetics of Bacteria, John Wiley & Sons, Ltd., Apéndice B.

Preferiblemente, la sustitucién a hacerse en cada una de las posiciones de los restos de aminodcido identificados
incluye, pero sin limitarse a ellas, las sustituciones en la posiciéon +210 incluyendo I, V, L, y A; sustituciones en las
posiciones +33, +62, +76, +100, +101, +103, +104, +107, +128, +129, +130, +132, +135, +156, +158, +164, +166,
+167, +170, 4209, +215. +217, y +218 con D 6 E; sustituciones en la posicién 76 incluyendo D, H, E, G, F, K, Py N;
sustituciones en la posicién 103 incluyendo Q, T, D, E, Y, K, G, R y S; y sustituciones en la posiciéon 104 incluyendo
SSY,LL M, A, W,D, T, Gy V,; y sustituciones en la posicién 222 incluyendo S, C, A. Los aminoécido(s) preferido
(s) especificamente con los que sustituir en cada posicién dicha se designan a continuacién en la Tabla 1. Aunque en
la Tabla 1 se muestran aminodcidos especificos, debe entenderse que los restos identificados pueden sustituirse con
cualquier aminoécido.

TABLA 1
Resto de Aminoacido Aminoacido Preferido para Sustituir/insertar
+210 LV,L A
+33,+62,+100,+101,+107 D E
+128,+129,+130,+135
+156,+158,+164,+166
+167,+170,+209,+215
+217 y +218
+76 DH
+103 AQT,DEY,KGR
+104 LY,S,LATG
+222 S,C A

Las carbonil-hidrolasas son enzimas que hidrolizan compuestos que contienen enlaces

l
C-X

en los que X es oxigeno o nitrégeno. Incluyen carbonil-hidrolasas existentes en la naturaleza y carbonil-hidrolasas re-
combinantes. Las carbonil-hidrolasas existentes en la naturaleza incluyen principalmente hidrolasas, p.ej., hidrolasas
peptidicas tales como subtilisinas o metaloproteasas. Las hidrolasas peptidicas incluyen la hidrolasa a-aminoacil-
peptidica, hidrolasa peptidilaminoacidica, acilamino-hidrolasa, serina-carboxipeptidasa, metalocarboxipeptidasa, tiol-
proteinasa, carboxilproteinasa y metaloproteinasa. Se incluyen las serina, metalo, tiol y dcido-proteasas, asi como las
endo- y exo-proteasas.
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Las subtilisinas son carbonil-hidrolasas bacterianas o fingicas que actian generalmente para escindir enlaces pep-
tidicos de proteinas o péptidos. Tal como se usa en la presente memoria, “subtilisina” significa una subtilisina exis-
tente en la naturaleza o una subtilisina recombinante. Se sabe que varias especies de microbios producen y a menudo
secretan una serie de subtilisinas existentes en la naturaleza. Las secuencias de aminoécidos de los miembros de
esta serie no son totalmente homologas. Sin embargo, las subtilisinas en esta serie muestran el mismo tipo, o si-
milar, de actividad proteolitica. Esta clase de serina-proteasas comparte una secuencia de aminodcidos comin que
define una triada catalitica que las distingue de la clase relacionada de serina-proteasas de tipo quimotripsina. Las
subtilisinas y serina-proteasas relacionadas de tipo quimotripsina tienen ambas una triada catalitica que comprende
aspartato, histidina y serina. En las proteasas relacionadas de tipo subtilisina el orden relativo de estos aminodci-
dos, leyendo desde el extremo amino al carboxi-terminal, es aspartato-histidina-serina. En las proteasas relaciona-
das de tipo quimotripsina el orden relativo, sin embargo, es histidina-aspartato-serina. Por tanto, la subtilisina en la
presente memoria se refiere una serina-proteasa que tiene la triada catalitica de las proteasas relacionadas de tipo
subtilisina. Los ejemplos incluyen, pero sin limitarse a ellos, las subtilisinas identificadas en la Fig. 2 de la presente
memoria.

“Subtilisina recombinante” se refiere a una subtilisina en la que la secuencia de DNA que codifica la subtilisina se
modifica para producir una secuencia de DNA variante (o mutante) que codifica la sustitucidn, supresion o insercién
de uno o mds aminodcidos en la secuencia de aminodcidos de la subtilisina existente en la naturaleza. Los métodos
adecuados para producir tal modificacién y que pueden combinarse con los descritos en la presente memoria, incluyen
los descritos en la Patente de los EE.UU. N° 4.760.025, Patente de los EE.UU. N° 5.204.015 y Patente de los EE.UU.
N°5.185.258.

Un resto (amino4cido) de una carbonil-hidrolasa precursora es equivalente a un resto de la subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens si es homologo (esto es, correspondiente en la posicion en la estructura primaria o terciaria), o bien
analogo a un resto especifico o porcién de ese resto en la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens (esto es, que tiene
la misma, o similar, capacidad funcional para combinarse, reaccionar o interactuar quimicamente).

Para establecer la homologia de la estructura primaria, la secuencia de aminodcidos de una carbonil-hidrolasa
precursora se compara directamente con la secuencia primaria de la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens y par-
ticularmente con un conjunto de restos que se sabe son invariables en subtilisinas de las que se conoce la secuencia.
La Fig. 4 en la presente memoria muestra los restos conservados entre la subtilisina de B. amyloliquefaciens y la sub-
tilisina de B. lentus. Después de alinear los restos conservados, permitiendo las inserciones y supresiones necesarias
para mantener el alineamiento (esto es, evitando la eliminacién de restos conservados mediante supresion e insercién
arbitraria), se definen los restos equivalentes a aminodcidos particulares en la secuencia primaria de la subtilisina de
Bacillus amyloliquefaciens. El alineamiento de los restos conservados deberia conservar preferiblemente el 100% de
tales restos. Sin embargo, el alineamiento de mas del 75% o tan poco como el 50% de los restos conservados es ade-
cuado también para definir restos equivalentes. La conservacién de la triada catalitica, Asp32/His64/Ser221 deberia
mantenerse.

Por ejemplo, en la Fig. 2 se alinean las secuencias de aminoécidos de la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis (carlsbergensis) y Bacillus lentus para proporcionar la mdxima cantidad de
homologia entre las secuencias de aminodcidos. Una comparacién de estas secuencias muestra que cada secuen-
cia contiene varios restos conservados. Estos restos conservados (como entre BPN’ y B. lentus) se identifican en
la Fig. 4.

Estos restos conservados, por tanto, pueden usarse para definir los restos de aminoécido equivalentes correspon-
dientes de la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens en otras carbonil-hidrolasas tales como la subtilisina de Bacillus
lentus (Publicaciéon PCTN® W0 89/06279 publicada el 13 de julio, 1989) y la enzima precursora de subtilisina pre-
ferida en la presente memoria. Estas secuencias de aminodcidos particulares se alinean en las Figs. 2A y 2B con la
secuencia de la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens para producir la mdxima homologia de restos conservados.
Como puede verse, hay varias supresiones en la secuencia de Bacillus lentus en comparacién con la subtilisina de
Bacillus amyloliquefaciens. Por tanto, por ejemplo, el aminodcido equivalente a Val165 en la subtilisina de Bacillus
amyloliquefaciens en las otras subtilisinas es isoleucina en B. lentus y B. licheniformis.

Por tanto, por ejemplo, el aminodcido en la posicién +210 es prolina (P) en ambas subtilisinas de B. amyloliquefa-
ciens 'y B. lentus. En la variante de subtilisina preferida qtil en la invencién, sin embargo, el aminodcido equivalente al
+210 en la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens esté sustituido por isoleucina (I). En la Tabla II se proporciona una
comparacion de los restos de aminodcido preferidos identificados en la presente memoria para su sustitucion frente a
la sustitucién preferida para cada una de tales posiciones.
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TABLA 1T
+210 +156 +166 +217 +76  +103
+104
B. amyloliquefaciens Y (salvaje) P E G Y N Q
B. lentus (salvaje) V P S S L N S
Sustitucién Mas Preferida I/Y | E/D E/D E/ID D A

Los restos equivalentes pueden definirse también determinando la homologia a nivel de la estructura terciaria para
una carbonil-hidrolasa precursora cuya estructura terciaria se haya determinado por cristalografia de rayos-x. Los
restos equivalentes se definen como aquellos para los que las coordenadas atémicas de dos o mas de los dtomos de la
cadena principal de un resto de aminodcido particular de la carbonil-hidrolasa precursora y la subtilisina deBacillus
amyloliquefaciens (N sobre N, CA sobre CA, C sobre C y O sobre O) estdn a 0,13 nm y preferiblemente a 0,1 nm
después del alineamiento. El alineamiento se consigue después de haber orientado y posicionado el mejor modelo para
dar el mdximo solapamiento de coordenadas atémicas de los 4tomos de la proteina que no son hidrégeno de la carbonil-
hidrolasa en cuestién con la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. El mejor modelo es el modelo cristalografico
que proporciona el menor factor R para los datos de difraccion experimentales a la mayor resolucién disponible.

2 [Fo(h)] — [Fe(h)|
2 [Fo(h)]

factor R =

Los restos equivalentes que son funcionalmente analogos a un resto especifico de la subtilisina de Bacillus amy-
loliquefaciens se definen como aquellos aminodcidos de las carbonil-hidrolasas precursoras que pueden adoptar una
conformacién tal que o bien alteran, o modifican o contribuyen a la estructura de la proteina, unién del sustrato o
catélisis de manera definida y atribuida a un resto especifico de la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. Ademads,
son aquellos restos de la carbonil-hidrolasa precursora (para la que se ha obtenido una estructura terciaria por crista-
lografia de rayos-x) que ocupan una posicién andloga en la medida que, aunque los dtomos de la cadena principal del
resto dado puedan no satisfacer el criterio de equivalencia basado en ocupar una posiciéon homoéloga, las coordenadas
atomicas de al menos dos de los atomos de la cadena lateral del resto estan a 0,13 nm de los atomos de la cadena lateral
correspondiente de la subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens. Las coordenadas de la estructura tridimensional de la
subtilisina de Bacillus amyloliquefaciens se establecen en la Publicacion EPO N° 0251446 y pueden usarse como se
explica en términos generales anteriormente para determinar restos equivalentes a nivel de la estructura terciaria.

Algunos de los restos identificados para la sustitucion, insercién o supresion son restos conservados, mientras que
otros no lo son. En el caso de los restos que no son conservados, el reemplazamiento de uno o mds aminodcidos estd
limitado a sustituciones que produzcan una variante que tenga una secuencia de aminodcidos que no se corresponda
con una encontrada en la naturaleza. En el caso de los restos conservados, tales reemplazamientos no deberian dar
como resultado una secuencia existente en la naturaleza. Las variantes de carbonil-hidrolasa ttiles en la presente
invencién incluyen las formas maduras de las variantes de carbonil-hidrolasa, asi como las pro-formas y prepro-
formas de tales variantes de hidrolasa. Las prepro-formas son la construccién preferida, puesto que esto facilita la
expresion, secrecién y maduracién de las variantes de carbonil-hidrolasa.

Los métodos y procedimientos para preparar las enzimas segun la presente invencion son conocidos y se describen
en la Publicacién PCT N° WO 95/10615.

Las enzimas de la presente invencién tienen una especificidad de tipo tripsina. Esto es, las enzimas de la presente
invencién hidrolizan proteinas escindiendo de forma preferente los enlaces peptidicos de restos de aminodcido car-
gados, mds especificamente restos tales como arginina y lisina, mds que escindiendo de forma preferente los enlaces
peptidicos de restos de aminodcido hidr6fobos, mas especificamente fenilalanina, tript6fano y tirosina. Las enzimas
que tienen este dltimo perfil tienen una especificidad de tipo quimotripsina. La especificidad de sustrato, como se
discute anteriormente, se ilustra mediante la accidn de la enzima sobre dos sustratos sintéticos. Las proteasas que tie-
nen una especificidad de tipo tripsina hidrolizan el sustrato sintético bVGR-pNA de forma preferente con respecto al
sustrato sintético sucAAPF-pNA. Las enzimas proteasas de tipo quimotripsina, por el contrario, hidrolizan este dltimo
mucho maés rdpido que el primero. A los efectos de la presente invencion, se emple6 el siguiente procedimiento para
definir la especificidad de tipo tripsina de las enzimas proteasas de la presente invencion:

Se afiade una cantidad fija de un tampoén de glicina a un pH de 10 y a una temperatura de 25°C a un tubo de ensayo
estandar de 10 mL. Se afiaden 0,5 ppm de la enzima activa a ensayar al tubo de ensayo. Se afiaden aproximadamente
1,25 mg del sustrato sintético por mL de solucién tampdn al tubo de ensayo. La mezcla se deja incubar durante 15
minutos a 25°C. Tras completarse el periodo de incubacidn, se afiade un inhibidor enzimatico, PMSF, a la mezcla a un
nivel de 0,5 mg por mL de solucién tampén. Se lee la absorbancia o valor de DO de la mezcla a una longitud de onda

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2273417 T3

de 410 nm. La absorbancia indica entonces la actividad de la enzima sobre el sustrato sintético. Cuanto mayor es la
absorbancia, mas alto es el nivel de actividad frente a ese sustrato.

Para determinar seguidamente la especificidad de una enzima individual, la absorbancia sobre las dos proteinas
sustrato sintéticas puede convertirse en una relacioén especifica. A los efectos de la presente invencidn, la relacion se
determina mediante la férmula de especificidad:

[actividad sobre SAAPF-pNA]/[actividad sobre bBVGR-pNA]

Una enzima que tiene una relacién inferior a aproximadamente 10, mds preferiblemente inferior a aproximada-
mente 5 y, lo mds preferido, inferior a aproximadamente 2,5 puede considerarse entonces que muestra una actividad
de tipo tripsina.

Materiales Coadyuvantes de la Limpieza - Las composiciones para limpieza de la presente invencion comprenden
también, ademds de la enzima proteasa descrita anteriormente en la presente memoria, uno o mas materiales coad-
yuvantes de la limpieza compatibles con la enzima proteasa. El término “materiales coadyuvantes de la limpieza”,
tal como se usa en la presente memoria, significa cualquier material liquido, sélido o gaseoso seleccionado para el
tipo particular de composicion para limpieza deseado y la forma del producto (p.ej., liquido; granulo; composicién de
pulverizacion), materiales que son también compatibles con la enzima proteasa usada en la composicién. La seleccién
especifica de los materiales coadyuvantes de la limpieza se realiza facilmente considerando la superficie, objeto o
tejido que se ha de limpiar, y la forma deseada de la composicién para las condiciones de limpieza durante el uso
(p-€j., mediante el uso de detergente de lavado). El término “compatible”, tal como se usa en la presente memoria,
significa que los materiales de la composicion para limpieza no reducen la actividad proteolitica de la enzima proteasa
hasta tal punto que la proteasa no sea eficaz como se desea durante las situaciones de uso normal. Los materiales de
composiciones para limpieza especificos se ejemplifican en detalle mas adelante en la presente memoria.

Una cantidad eficaz de una o mds enzimas proteasas descritas anteriormente se incluye en las composiciones ttiles
para limpiar una variedad de superficies necesitadas de una eliminacion proteinica de las manchas. Tales composi-
ciones para limpieza incluyen composiciones de detergentes para limpiar superficies duras, ilimitadas en forma (p.ej.,
liquido y granular); composiciones de detergentes para limpiar tejidos, ilimitadas en forma (p.ej., formulaciones gra-
nulares, liquidas o en pastilla); composiciones para lavado de vajillas (ilimitadas en forma e incluyendo tanto lavado
automatico de la vajilla liquido como granular); composiciones para limpieza oral, ilimitadas en forma (p.ej., formula-
ciones de dentifricos, pastas de dientes y enjuagues bucales); y composiciones para limpieza de dentaduras, ilimitadas
en forma (p.ej., liquidas, comprimidos). Tal como se usa en la presente memoria, una “cantidad eficaz de enzima
proteasa” se refiere a la cantidad de enzima proteasa descrita anteriormente en la presente memoria necesaria para
conseguir la actividad enzimdtica necesaria en la composicion para limpieza especifica. Tales cantidades eficaces son
facilmente determinadas por alguien con una experiencia normal en la técnica y se basan en muchos factores, tales co-
mo la variante enzimatica usada en particular, la aplicacién para limpieza, la composicién especifica de la composicién
para limpieza, y si se requiere una composicién liquida o seca (p.ej., granular o en pastilla), y similares.

Preferiblemente, las composiciones para limpieza de la presente invenciéon comprenden desde aproximadamente
un 0,0001% hasta aproximadamente un 10% de una o mas enzimas proteasas, mds preferiblemente desde aproximada-
mente un 0,001% hasta aproximadamente un 1%, mas preferiblemente atin desde aproximadamente un 0,001% hasta
aproximadamente un 0,1%. Preferiblemente también la enzima proteasa estd presente en las composiciones en una
cantidad suficiente para proporcionar una relacién de mg de proteasa activa por 100 g de composicion frente a ppm de
0, tedrico disponible (“Av0O,” de cualquier peroxidcido en el liquido de lavado, denominado en la presente memoria
como la relacién de Enzima a Blanqueador (relacion E/B)), en el intervalo de aproximadamente 1:1 a aproximadamen-
te 20:1. Algunos ejemplos de varias composiciones para limpieza en las que pueden emplearse las enzimas proteasas
se discuten con mds detalle mas adelante. También, las composiciones de la presente invencién pueden incluir desde
aproximadamente un 1% hasta aproximadamente un 99,9% en peso de la composicion de los materiales coadyuvantes.

Enzimas Detersivas Opcionales - Las composiciones de detergentes de la presente memoria pueden contener tam-
bién opcionalmente uno o mas tipos de enzimas para detergentes. Tales enzimas pueden incluir proteasas, amilasas,
celulasas y lipasas. Tales materiales son conocidos en la técnica y estdn comercialmente disponibles bajo tales marcas
comerciales. Pueden incorporarse a las composiciones de detergentes liquidos no acuosos de la presente memoria en
forma de suspensiones, “granulos” o “perlas”. Otro tipo adecuado de enzima comprende aquellas en forma de sus-
pensién de enzimas en tensioactivos no iénicos, p.ej., las enzimas comercializadas por Novo Nordisk con el nombre
comercial “SL” o las enzimas microencapsuladas comercializadas por Novo Nordisk con el nombre comercial “LDP”.
Las enzimas adecuadas y sus niveles de uso se describen en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.576.282, 5.705.464 y
5.710.115.

Para usar en la presente invencion se prefieren especialmente las enzimas afiadidas a las composiciones de la pre-
sente en forma de perlas enzimadticas convencionales. Tales perlas estardn generalmente en el intervalo de tamafos de
aproximadamente 100 a aproximadamente 1000 micras, mas preferiblemente de aproximadamente 200 a aproximada-
mente 800 micras y se resuspenderdn por la fase liquida no acuosa de la composicién. Se ha encontrado que las perlas
en las composiciones de la presente invencién, en comparacién con otras formas enzimaticas, muestran una estabili-
dad enzimdtica especialmente deseable en términos de retencion de actividad enzimadtica con el tiempo. Por tanto, las
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composiciones que utilizan perlas enzimaticas no necesitan contener estabilizadores enzimaticos convencionales tal
como debe hacerse frecuentemente cuando las enzimas se incorporan a detergentes liquidos acuosos.

“Enzimas detersivas”, tal como se usa en la presente memoria, significa cualquier enzima que tenga un efecto
beneficioso en limpieza, eliminacion de manchas o de otro tipo en una composicion de detergente para lavanderia,
limpieza de superficies duras o para cuidado personal. Las enzimas detersivas preferidas son las hidrolasas tal como
proteasas, amilasas y lipasas. Las enzimas preferidas para lavanderia incluyen, pero sin limitarse a ellas, proteasas,
celulasas, lipasas y peroxidasas. Para el lavado automatico de la vajilla son muy preferidas las amilasas y/o proteasas,
incluyendo tanto los tipos comercialmente disponibles actualmente como los tipos mejorados que, aunque son cada vez
mads compatibles con el blanqueo a través de mejoras sucesivas, retienen un grado de susceptibilidad a la desactivacién
por el blanqueo.

Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen, pero sin limitarse a ellas hemicelulasas, peroxidasas, proteasas, celula-
sas, xilanasas, lipasas, fosfolipasas, esterasas, cutinasas, pectinasas, queratinasas, reductasas, oxidasas, fenoloxidasas,
lipoxigenasas, ligninasas, pululanasas, tannasas, pentosanasas, malanasas, S-glucanasas, arabinosidasas, hialuronida-
sa, condroitinasa, lacasa, y amilasas conocidas, o mezclas de las mismas.

Ejemplos de tales enzimas adecuadas se describen en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464, 5.710.115,
5.576.282, 5.728.671 y 5.707.950.

Las proteasas particularmente ttiles se describen en las publicaciones PCT: WO 95/30010 publicada el 9 de no-
viembre, 1995 por The Procter & Gamble Company; WO 95/30011 publicada el 9 de noviembre, 1995 por The
Procter & Gamble Company; y WO 95/29979 publicada el 9 de noviembre, 1995 por The Procter & Gamble Com-
pany. Las proteasas adecuadas estdn comercialmente disponibles como ESPERASE®, ALCALASE®, DURAZYM®
y SAVINASE® todas de Novo Nordisk A/S de Dinamarca, y como MAXATASE®, MAXACAL®, PROPEPASE® y
MAXAPEM® todas de Gist-Brocades de Holanda.

Ademais de las enzimas peroxidasas descritas en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464, 5.710.115, 5.576.282,
5.728.671 y 5.707.950, otras enzimas peroxidasas adecuadas se describen en la solicitud de Patente Europea EP N°
96870013.8, archivada el 20 de febrero, 1996. También es adecuada la enzima lacasa.

Los intensificadores preferidos son fenotiazina y fenoxazina sustituidas y dcido 10-fenotiazinpropiénico (PPT),
dcido 10-etilfenotiazin-4-carboxilico (EPC), 4cido 10-fenoxazinpropiénico (POP) y 10-metilfenoxazina (descrita en
WO 94/12621) y siringatos sustituidos (siringatos alquilicos sustituidos en C3-C5) y fenoles. Las fuentes preferidas
de peréxido de hidrégeno son percarbonato o perborato de sodio.

Dichas peroxidasas se incorporan normalmente a la composicién de detergente en niveles del 0,0001% al 2% de
enzima activa en peso de la composicién de detergente.

Otras enzimas preferidas que pueden incluirse en las composiciones de detergentes de la presente invencion inclu-
yen lipasas. Las enzimas lipasas adecuadas para uso en detergentes incluyen aquellas producidas por microorganismos
del grupo Pseudomonas, tales como Pseudomonas stutzeri ATCC 19.154, como se describe en la Patente Britdnica
1.372.034. Las lipasas adecuadas incluyen aquellas que muestran una reaccién cruzada inmunoldgica positiva con el
anticuerpo de la lipasa, producido por el microorganismo Pseudomonas fluorescent IAM 1057. Esta lipasa esta dispo-
nible en Amano Pharmaceutical Co. Ltd., Nagoya, Jap6n, bajo el nombre comercial Lipasa P “Amano,” denominada
en lo sucesivo en la presente memoria “Amano-P”. Otras lipasas comerciales adecuadas incluyen Amano-CES, lipasas
ex Chromobacter viscosum, p.ej. Chromobacter viscosum var. lipolyticumn NRRLB 3673 de Toyo Jozo Co., Tagata,
Japon; lipasas de Chromobacter viscosum de U.S. Biochemical Corp., EE.UU. y Disoynth Co., Holanda, y lipasas
ex Pseudomonas gladioli. Las lipasas especialmente adecuadas son lipasas tales como M1 LIPASE® y LIPOMAX®
(Gist-Brocades) y LIPOLASE® y LIPOLASE ULTRA® (Novo) que se ha encontrado que son muy eficaces cuando
se usan en combinacién con las composiciones de la presente invencion.

También son adecuadas las cutinasas [EC 3.1.1.50] que pueden considerarse como una clase especial de lipasa, a
saber, lipasas que no requieren una activacién interfacial. La adicién de cutinasas a composiciones de detergentes se
ha descrito en p.ej., el documento WO 88/09367 (Genencor).

Ademads de las lipasas anteriormente referenciadas, pueden incorporarse fosfolipasas a las composiciones de deter-
gentes de la presente invencion. Los ejemplos no limitantes de fosfolipasas adecuadas incluyeron: Fosfolipasa A1 EC
3.1.1.32; Fosfolipasa A2 EC 3.1.1.4; Lisofolipasa EC 3.1.1.5; Fosfolipasa C EC 3.1.4.3; Fosfolipasa D EC 3.1.4.4. Las
fosfolipasas comercialmente disponibles incluyen LECITASE® de Novo Nordisk A/S de Dinamarca y Fosfolipasa A2
de Sigma. Cuando se incluyen fosfolipasas en las composiciones de la presente invencidn, se prefiere que se incluyan
también amilasas. Sin desear vincularse a la teoria, se cree que la accién combinada de la fosfolipasa y la amilasa pro-
porciona una eliminacién de las manchas sustancial, especialmente sobre manchas y suciedades grasientas/aceitosas,
almidonadas y muy coloreadas. Preferiblemente, la fosfolipasa y la amilasa, cuando estdn presentes, se incorporan
en las composiciones de la presente invencién en una proporcion en peso de enzima pura entre 4500:1 y 1:5, mas
preferiblemente entre 50:1 y 1:1.
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Las amilasas conocidas (@ y/o 8) pueden incluirse para eliminar las manchas a base de carbohidratos. El docu-
mento WO 94/02597, Novo Nordisk A/S publicado el 3 de febrero, 1994, describe composiciones para limpieza que
incorporan amilasas mutantes. Véase también el documento W0 94/18314, Genencor, publicado el 18 de agosto, 1994
y el documento W0 95/10603, Novo Nordisk A/S, publicado el 20 de abril, 1995. Otras amilasas conocidas para usar
en composiciones de detergentes incluyen ambas a- y S-amilasas. Las @-amilasas son conocidas en la técnica e inclu-
yen las descritas en la Patente de los EE.UU. N° 5.003.257; EP 252.666; WO 91/00353; FR 2.676.456; EP 285.123;
EP 525.610; EP 368.341; y la Memoria de Patente Britdnica N° 1.296.839 (Novo). Otras amilasas adecuadas son las
amilasas de estabilidad intensificada incluyendo PURAFACT OX AM® descrita en el documento WO 94/18314, pu-
blicado el 18 de agosto, 1994 y el documento W0 96/05295, Genencor, publicado el 22 de febrero, 1996 y las variantes
de amilasa de Novo Nordisk A/S, descritas en el documento WO 95/10603, publicado en abril 95.

Ejemplos de productos de a-amilasas comerciales son TERMAMYL®, BAN®, FUNGAMYL® y DURAMYL®,
todos disponibles en Novo Nordisk A/S Dinamarca. El documento W0 95/26397 describe otras amilasas adecuadas:
a-amilasas caracterizadas por tener una actividad especifica al menos un 25% mayor que la actividad especifica de
TERMAMYL® en un intervalo de temperatura de 25°C a 55°C y a un valor de pH en el intervalo de 8 a 10, medida
mediante el ensayo de actividad a-amilasa Phadebas®. Otras enzimas amiloliticas con propiedades mejoradas con
respecto al nivel de actividad y la combinacién de termoestabilidad y un mayor nivel de actividad se describen en el
documento W0 95/35382.

Las enzimas anteriores pueden ser de cualquier origen adecuado, tal como de origen vegetal, animal, bacteriano,
fingico y de levaduras. Pueden usarse formas purificadas o no purificadas de estas enzimas. También estan incluidos
por definicién los mutantes de enzimas nativas. Los mutantes pueden obtenerse p.ej., mediante ingenieria de proteinas
y/o genética, modificaciones quimicas y/o fisicas de enzimas nativas. Una practica comin es asimismo la expresién
de la enzima a través de organismos hospedantes en los que se ha clonado el material genético responsable de la
produccioén de la enzima.

Dichas enzimas se incorporan normalmente a la composicién de detergente en niveles del 0,0001% al 2% de
enzima activa en peso de la composicion de detergente. Las enzimas pueden afiadirse como ingredientes individuales
separados (perlas, granulados, liquidos estabilizados, etc. que contienen una enzima) o como mezclas de dos o mas
enzimas (p.ej., cogranulados).

Otros ingredientes de detergentes adecuados que pueden afiadirse son eliminadores de la oxidacién enzimética.
Ejemplos de tales eliminadores de la oxidacién enzimética son las tetraetilenpoliaminas etoxiladas.

Una gama de materiales enzimadticos y medios para su incorporacién en composiciones de detergente sintéticas se
describe también en los documentos WO 9307263 y WO 9307260 otorgados a Genencor International, WO 8908694
otorgado a Novo, y el documento U.S. 3.553.139, 5 de enero, 1971 otorgado a McCarty et al. Las enzimas se describen
adicionalmente en el documento U.S. 4.101.457, Place et al., 18 de julio, 1978, y en el documento U.S. 4.507.219,
Hughes, 26 de marzo, 1985. Los materiales enzimdticos utiles para formulaciones de detergente liquidas, y su incor-
poracioén a tales formulaciones, se describen en el documento U.S. 4.261.868, Hora et al., 14 de abril, 1981.

Estabilizantes Enzimdticos - Las enzimas para usar en detergentes pueden estabilizarse por varias técnicas. Las
técnicas de estabilizacidon de enzimas se describen y ejemplifican en los documentos U.S. 3.600.319, 17 de agosto,
1971, Gedge et al., EP 199.405 y EP 200.586, 29 de octubre,1986, Venegas. Los sistemas de estabilizacién enzimatica
se describen también, por ejemplo, en el documento U.S. 3.519.570. Un Bacillus util, sp. AC 13, que proporciona
proteasas, xilanasas y celulasas, se describe en el documento WO 9401532 otorgado a Novo. Las enzimas empleadas
en la presente invencién pueden estabilizarse mediante la presencia de fuentes solubles en agua de iones calcio y/o
manganeso en las composiciones terminadas que proporcionan tales iones a las enzimas. Estabilizantes enzimaticos
adecuados y niveles de uso se describen en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464, 5.710.115 y 5.576.282.

Agentes Quelantes - Las composiciones de detergentes de la presente memoria pueden contener también opcional-
mente un agente quelante que sirve para quelar los iones metalicos, p.ej., hierro y/o manganeso, en las composiciones
de detergentes no acuosas de la presente memoria. Tales agentes quelantes sirven por tanto para formar complejos con
impurezas metdlicas en la composicién que tenderian de otra manera a desactivar los componentes de la composicién
tales como el agente de blanqueo preoxigenado. Los agentes quelantes ttiles pueden incluir aminocarboxilatos, fosfo-
natos, aminofosfonatos, agentes quelantes aromadticos sustituidos polifuncionalmente y mezclas de los mismos. Otros
ejemplos de agentes quelantes adecuados y niveles de uso se describen en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464,
5.710.115y 5.576.282.

Mejoradores Orgdnicos - Las composiciones de la presente memoria también opcionalmente, pero preferiblemen-
te, contienen hasta aproximadamente un 50%, mads preferiblemente desde aproximadamente un 1% hasta aproxima-
damente un 40%, incluso mds preferiblemente desde aproximadamente un 5% hasta aproximadamente un 30% en
peso de un material mejorador del detergente. No se pretende que queden excluidos, sin embargo, niveles inferiores
o superiores de mejorador. Los mejoradores de detergente pueden incluirse opcionalmente en las composiciones de
la presente memoria para ayudar en el control de la dureza mineral. Pueden usarse mejoradores inorgénicos asi como
organicos. Los mejoradores se usan tipicamente en composiciones para lavado de tejidos para ayudar en la elimina-
cién de manchas de particulas. Los mejoradores de detergente adecuados se describen en las Patentes de los EE.UU.
Nos. 5.705.464, 5.710.115, 5.576.282, 4.321.165 y 4.284.532. Los mejoradores preferidos para usar en los detergentes
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liquidos de la presente memoria se describen en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464, 5.710.115, 5.576.282 y
4.284.532.

Mejoradores Inorgdnicos - Las composiciones de detergentes de la presente memoria pueden contener también
opcionalmente uno o mds tipos de mejoradores de detergente inorganicos ademads de los enumerados anteriormente en
la presente memoria que funcionan también como fuentes de alcalinidad. Tales mejoradores inorgdnicos opcionales
pueden incluir, por ejemplo, aluminosilicatos tales como zeolitas. Las zeolitas de aluminosilicato, y su uso como
mejoradores de detergente se discuten mas completamente en Corkill et al., Patente de los EE.UU. N° 4.605.509;
expedida el 12 de agosto 1986, la descripcion de la cual se incorpora a la presente memoria por referencia. También
los silicatos a capas cristalinos, tales como los que se discuten en esta Patente de los EE.UU. 509. son adecuados
para usar en las composiciones de detergentes de la presente memoria. Si se utilizan, los mejoradores de detergente
inorganicos opcionales pueden comprender desde aproximadamente un 2% hasta aproximadamente un 15% en peso
de las composiciones de la presente memoria. Ejemplos adicionales de mejoradores inorganicos se describen en las
Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464 y 5.710.115.

Tensioactivos - Los tensioactivos detersivos incluidos en las composiciones de detergentes completamente for-
muladas proporcionadas por la presente invencién comprenden al menos un 0,01%, preferiblemente desde aproxi-
madamente un 0,5% hasta aproximadamente un 50%, en peso de la composicién de detergente, dependiendo de los
tensioactivos particulares usados y los efectos deseados. En una realizacién muy preferida, el tensioactivo detersivo
comprende desde aproximadamente un 0,5% hasta aproximadamente un 20% en peso de la composicion.

El tensioactivo detersivo puede ser no idénico, anidnico, anfolitico, zwitteriénico, o catidnico, ejemplos no limi-
tantes de los cuales se describen en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.707.950 y 5.576.282. Pueden usarse también
mezclas de estos tensioactivos. Las composiciones de detergentes preferidas comprenden tensioactivos detersivos
aniénicos o mezclas de tensioactivos aniénicos con otros tensioactivos, especialmente tensioactivos no iénicos.

Ejemplos no limitantes de tensioactivos ttiles en la presente memoria incluyen los alquil-bencenosulfonatos C,;-
C,g convencionales y alquil-sulfatos primarios, secundarios y aleatorios, los alquil-alcoxi-sulfatos C,,-Cs, los alquil-
poliglicésidos C,y-C,3 y sus poliglicésidos sulfatados correspondientes, ésteres de dcidos grasos alfa-sulfonatados C,-
Cys, alcoxilatos de alquilo Cy,-C;3 y de alquil-fenol (especialmente etoxilatos y mezclas etoxi/propoxi), betainas C,-
C,s y sulfobetainas (“sultainas”), 6xidos de amina C,,-C;3, y similares. Otros tensioactivos utiles convencionales se
enumeran en textos estidndar.

Los tensioactivos particularmente preferidos en las composiciones preferidas para el lavado automaético de la vajilla
(ADD, del inglés “automatic dishwashing detergent”) de la presente invencién son los tensioactivos no iénicos que for-
man poca espuma (LFNI, del inglés “low foaming nonionic surfactants” que se describen en las Patentes de los EE.UU.
Nos. 5.705.464 y 5.710.115. Los LFNI pueden estar presentes en cantidades desde un 0,01% hasta aproximadamente
un 10% en peso, preferiblemente desde aproximadamente un 0,1% hasta aproximadamente un 10%, y mas preferible-
mente desde aproximadamente un 0,25% hasta aproximadamente un 4%. Los LFNIs se usan mds tipicamente en ADDs
debido a su accién de laminacién por el agua mejorada (especialmente de vidrio) que confieren al producto ADD.
Abarcan también materiales poliméricos no de silicona y no fosfatos ilustrados adicionalmente mds adelante en la
presente memoria, que se sabe que desespuman manchas de comida encontradas en el lavado automatico de la vajilla.

Los LFNIs preferidos incluyen tensioactivos alcoxilados no iénicos, especialmente etoxilatos derivados de alcoho-
les primarios, y sus mezclas con tensioactivos més sofisticados, tales como los polimeros de bloque inverso polioxipro-
pileno/polioxietileno/polioxipropileno (PO/EO/PO) como se describe en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464 y
5.710.115.

Los ADDs muy preferidos de la presente memoria en los que el LFNI estd presente hacen uso de monohidroxi-
alcohol etoxilado o alquil-fenol y adicionalmente comprenden un compuesto polimérico de bloque de polioxietileno,
polioxipropileno como se describe en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464 y 5.710.115.

Los LFNIs que pueden usarse también incluyen aquellos tensioactivos no iénicos POLY-TERGENT® SLF-18 de
Olin Corp., y cualquier LFNI biodegradable que tenga las propiedades de punto de fusion discutidas anteriormente en
la presente memoria.

Estos y otros tensioactivos no iénicos son bien conocidos en la técnica, estando descritos con mds detalle en Kirk
Othmer’s Encyclopedia of Chemical Technology, 3* Ed., Vol. 22, pp. 360-379, “Surfactants and Detersive Systems”,
incorporada por referencia a la presente memoria.

Se prefieren composiciones de ADD que comprenden tensioactivos mezclados en los que la formacion de espuma
jabonosa (estando ausente cualquier agente de silicona para el control de la espuma jabonosa) es inferior a 5 cm,
preferiblemente inferior a 2,5 cm, determinado mediante la descripcién que sigue.

El equipamiento titil para estas mediciones es: un Lavavajillas Whirlpool (modelo 900) equipado con una puerta

transparente de plexiglds, recogida de datos con un ordenador IBM con Software Labview y Excel, un sensor de
proximidad (Newark Corp. - modelo 95F5203) que usa una interfase SCXI, y una regla de plastico.
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Los datos se recogen como sigue. El sensor de proximidad se fija a la bandeja inferior del lavavajillas sobre un
soporte metdlico. El sensor estd encarado hacia abajo, hacia el brazo giratorio del lavavajillas del fondo de la mdquina
(distancia aproximadamente 2 cm desde el brazo giratorio). Cada paso del brazo giratorio es medido por el sensor de
proximidad y registrado. Los pulsos registrados por el ordenador se convierten en rotaciones por minuto (RPM) del
brazo inferior contando los pulsos en un intervalo de 30 segundos. La velocidad de giro del brazo es directamente
proporcional a la cantidad de espuma jabonosa en la miquina y la bomba del lavavajillas (esto es, cuanta mds espuma
jabonosa producida, mds lenta es la rotacion del brazo).

Laregla de plastico se sujeta a 1a bandeja inferior del lavavajillas y va hasta el suelo de la maquina. Al final del ciclo
de lavado, se mide la altura de la espuma jabonosa usando la regla de plastico (vista a través de la puerta transparente)
y se registra como la altura de la espuma jabonosa.

El siguiente procedimiento se sigue para evaluar composiciones de ADD con relacién a la produccién de espuma
jabonosa asi como para evaluar tensioactivos no iénicos con relacién a su utilidad. (Para la evaluacién separada del
tensioactivo no iénico, se usa una férmula base de ADD, tal como polvo Cascade, junto con los tensioactivos no
i6nicos que se afladen separadamente en viales de vidrio a la maquina lavavajillas).

Primero, la maquina se llena con agua (ajustar el agua para una temperatura y dureza apropiadas) y se procede
a un ciclo de enjuague. Se monitorizan las RPM a lo largo del ciclo (aproximadamente 2 min) sin que se afiada
producto ADD alguno (o tensioactivos) (una comprobacién de control de calidad para asegurarse que la maquina esta
funcionando apropiadamente). Cuando la maquina empieza a llenarse para el ciclo de lavado, el agua se ajusta otra
vez para la temperatura y dureza, y seguidamente se afiade el producto ADD en el fondo de la maquina (en el caso
de los tensioactivos evaluados separadamente, la férmula base de ADD se afiade primero al fondo de la maquina y
seguidamente se afiaden los tensioactivos colocando los viales de vidrio que contienen los tensioactivos invertidos en
e la bandeja superior de la maquina). Las RPM se monitorizan seguidamente a lo largo del ciclo de lavado. Al final del
ciclo de lavado, la altura de la espuma jabonosa se registra usando la regla de plastico. La maquina se llena nuevamente
con agua (ajustar el agua para una temperatura y dureza apropiadas) y se pone en funcionamiento para otro ciclo de
enjuague. Se monitorizan las RPM a lo largo de este ciclo.

Se calcula un valor de RPM promedio para el primer enjuague, lavado principal, y enjuague final. El % de eficiencia
de RPM se calcula seguidamente dividiendo las RPM promedio para los tensioactivos a ensayar por las RPM promedio
del sistema de control (formulacién base de ADD sin el tensioactivo no iénico). La eficiencia de RPM y las mediciones
de la altura de la espuma jabonosa se usan para dimensionar el perfil global de espuma jabonosa del tensioactivo.

Agentes de Blanqueo - Las fuentes de peréxido de hidrégeno se describen con detalle en Kirk Othmer’s Encyclo-
pedia of Chemical Technology, 4* Ed. (1992, John Wiley & Sons), Vol. 4, pp. 271-300 “Bleaching Agents (Survey)”
incorporada a la presente memoria por referencia, e incluyen las formas variadas de perborato de sodio y percarbonato
de sodio, incluyendo varias formas revestidas y modificadas. Una “cantidad eficaz” de una fuente de peréxido de hi-
drégeno es cualquier cantidad capaz de mejorar de forma medible la eliminacidon de manchas (especialmente manchas
de té) de vajilla sucia comparada con una composicion libre de una fuente de peréxido de hidrégeno, cuando la vajilla
sucia la lava el consumidor en un lavavajillas automatico doméstico en presencia de alcali.

De manera mds general, una fuente de peréxido de hidrégeno en la presente memoria puede ser cualquier compues-
to o mezcla conveniente que, en condiciones de uso por el consumidor, proporcione una cantidad eficaz de per6xido
de hidrégeno. Los niveles pueden variar ampliamente y estdn usualmente en el intervalo de aproximadamente un 0,1%
hasta aproximadamente un 70%, mas tipicamente desde aproximadamente un 0,5% hasta aproximadamente un 30%,
en peso de las composiciones de ADD de la presente memoria.

La fuente preferida de peréxido de hidrégeno usada en la presente memoria puede ser cualquier fuente conveniente,
incluyendo peréxido de hidrégeno propiamente dicho. Por ejemplo, perborato, p.ej., perborato de sodio (cualquier
hidrato pero preferiblemente el mono- o tetra-hidrato), carbonato de sodio peroxihidratado o sales de percarbonato
equivalentes, pirofosfato de sodio peroxihidratado, urea peroxihidratada, o peréxido de sodio pueden usarse en la
presente invencién. También son ttiles las fuentes de oxigeno disponible tales como un blanqueador de persulfato
(p-ej., OXONE, fabricado por DuPont). Se prefieren particularmente perborato de sodio monohidratado y percarbonato
de sodio. Pueden usarse también mezclas de cualesquier fuentes de peréxido de hidrégeno convenientes.

Un blanqueador de percarbonato preferido comprende particulas secas que tienen un tamafio de particula medio
en el intervalo de aproximadamente 500 micrémetros hasta aproximadamente 1000 micrémetros, siendo no mds de
aproximadamente un 10% en peso de dichas particulas mas pequefias que aproximadamente 200 micrémetros, y
siendo no més de aproximadamente un 10% en peso de dichas particulas mds grandes que aproximadamente 1250
micrémetros. Opcionalmente, el percarbonato puede revestirse con un silicato, borato o tensioactivos solubles en
agua. El percarbonato estd disponible de varias fuentes comerciales tales como FMC, Solvay y Tokai Denka.

Aunque no se prefiera para las composiciones de ADD de la presente invenciéon que comprenden enzimas detersi-
vas, las composiciones de la presente invencién pueden comprender también, como agente de blanqueo, un material
de blanqueo de tipo cloro. Tales agentes son bien conocidos en la técnica, e incluyen por ejemplo dicloroisocianurato
de sodio (“NaDCC”).
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Aunque las composiciones de ADD eficaces de la presente memoria pueden comprender sélo el tensioactivo no
iénico y el mejorador, las composiciones de ADD completamente formuladas tipicamente comprenderdn también otros
materiales adyuvantes de detergentes para el lavado automadtico de la vajilla para mejorar o modificar su eficiencia.
Estos materiales se seleccionan como apropiados para las propiedades requeridas de una composicion para el lavado
automatico de la vajilla. Por ejemplo, se desea una baja formacion de motas y peliculas - las composiciones preferidas
tienen grados de formacién de motas y peliculas de 3 o inferiores, preferiblemente inferiores a 2, y, lo mas preferido,
inferiores a 1, medido mediante el ensayo estdndar de la Sociedad Americana para Ensayos y Materiales (“ASTM”, del
inglés “The American Society for Testing and Materials”) D3556-85 (Reaprobado en 1989) “Standard Test Method
for Deposition on Glassware During Mechanical Dishwashing”.

(a) Activadores del Blanqueo - Preferiblemente, el componente de blanqueo con peroxigeno en la composicién

(b)

se formula con un activador (precursor de perdcido). El activador estd presente en niveles desde aproxi-
madamente un 0,01% hasta aproximadamente un 15%, preferiblemente desde aproximadamente un 0,5%
hasta aproximadamente un 10%, mas preferiblemente desde aproximadamente un 1% hasta aproximada-
mente un 8%, en peso de la composicion. Los activadores preferidos se seleccionan del grupo que consiste
en tetraacetiletilendiamina (TAED), benzoilcaprolactama (BzCL), 4-nitrobenzoilcaprolactama, 3-cloroben-
zoilcaprolactama, benzoiloxibencenosulfonato (BOBS), nonanoiloxibencenosulfonato (NOBS), benzoato
de fenilo (PhBz), decanoiloxibencenosulfonato (C,,-OBS), benzoilvalerolactama (BZVL), octanoiloxiben-
cenosulfonato (Cg-OBS), ésteres perhidrolizables y mezclas de los mismos, més preferiblemente benzoilca-
prolactama y benzoilvalerolactama. Los activadores del blanqueo particularmente preferidos en el intervalo
de pH de aproximadamente 8 a aproximadamente 9,5 son aquellos seleccionados porque tienen un grupo
saliente OBS 6 Vi-.

Los activadores del blanqueo preferidos son los que se describen en las Patentes de los EE.UU. Nos.
5.698.504, 5.695.679, 5.686.014, 5.130.045 y 4.412.934, y las solicitudes de patentes en tramitacién junto
con la presente U.S. Nos. de Serie 08/064.624, 08/064.623, 08/064.621, 08/064.562, 08/064.564,
08/082.270 y la solicitud en tramitacién junto con la presente de M. Bums, A. D. Willey, R. T. Hartshom,
C. K. Ghosh, titulada “Bleaching Compounds Comprising Peroxyacid Activators Used With Enzymes” y
que tiene un N° de Serie U.S. 08/133.691 (P&G Case 4890R), todas las cuales se incorporan a la presente
memoria por referencia.

La relacién en moles del compuesto blanqueador con peroxigeno (como AvO) frente a activador del blan-
queo en la presente invencién estd generalmente en el intervalo de al menos 1:1, preferiblemente de apro-
ximadamente 20:1 a aproximadamente 1:1, mas preferiblemente de aproximadamente 10:1 a aproxima-
damente 3:1. Pueden incluirse también activadores cuaternarios sustituidos. Las presentes composicio-
nes de detergentes comprenden preferiblemente un activador del blanqueo sustituido cuaternario (QSBA,
del inglés “quaternary substituted bleach activator”) o un pericido sustituido cuaternario (QSP, del inglés
“quaternary substituted peracid”); mds preferiblemente, el primero. Las estructuras de QSBA preferidas
se describen adicionalmente en los documentos en tramitacion junto con la presente U.S. Nos. de Serie
08/298.903, 08/298.650, 08/298.906 y 08/298.904 archivados el 31 de agosto, 1994, ahora respectivamen-
te Patentes de los EE.UU. Nos. 5.686.015, 5.460.747, 5.584.888 y 5.578.136, incorporados a la presente
memoria por referencia.

Los activadores del blanqueo muy preferidos ttiles en la presente invencion estdn sustituidos con ami-
da como se describe en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.698.504, 5.695.679 y 5.686.014. Los ejem-
plos preferidos de tales activadores del blanqueo incluyen: (6-octanamidocaproil)oxibencenosulfonato,
(6-nonanamidocaproil)-oxibencenosulfonato, (6-decanamidocaproil)oxibencenosulfonato y mezclas de los
mismos.

Otros activadores utiles, descritos en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.698.504, 5.695.679, 5.686.014 y
4.966.723, incluyen activadores de tipo benzoxazina, tales como un anillo C¢H, con el que se condensa en
las posiciones 1,2 un resto -C(O)OC(R")=N-. Dependiendo del activador y la aplicacion precisa, pueden
obtenerse buenos resultados de blanqueo a partir de sistemas de blanqueo que tienen un pH de uso de
aproximadamente 6 a aproximadamente 13, preferiblemente de aproximadamente 9,0 a aproximadamente
10,5. Tipicamente, por ejemplo, se usan activadores con restos que atraen electrones para intervalos de pH
cercanos a la neutralidad o por debajo de la neutralidad. Pueden usarse 4dlcalis y agentes de tamponamiento
para asegurar tal pH.

Los activadores acil-lactamicos, como se describen en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.698.504, 5.695.679
y 5.686.014, son muy titiles en la presente invencion, especialmente las acil-caprolactamas (véase por ejem-
plo el documento WO 94-28102 A) y acil-valerolactamas (véase la Patente de los EE.UU. N° 5.503.639).

Perdxidos Orgdnicos, especialmente Peréxidos de Diacilo - Estos se ilustran exhaustivamente en Kirk
Othmer, Encyclopedia of Chemical Technology, Vol. 17, John Wiley and Sons, 1982 en las paginas 27-90
y especialmente en las paginas 63-72, todas incorporadas a la presente memoria por referencia. Si se usa
un perdxido de diacilo, serd preferiblemente uno que ejerza un impacto adverso minimo sobre la formacion
de motas/peliculas.
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(c) Catalizadores del Blanqueo que contienen Metales - Las composiciones y métodos de la presente invencion
utilizan catalizadores del blanqueo que contienen metales que son eficaces para usar en composiciones de
ADD. Se prefieren catalizadores del blanqueo que contienen manganeso y cobalto.

Un tipo de catalizador del blanqueo que contiene metales es un sistema catalizador que comprende un catiéon de
un metal de transicion de actividad catalitica de blanqueo definida, tal como los cationes cobre, hierro, titanio, rutenio,
wolframio, molibdeno, o manganeso, un catién de metal auxiliar que tenga muy poca o ninguna actividad catalitica de
blanqueo, tal como los cationes zinc o aluminio, y un secuestrador que tenga unas constantes de estabilidad definidas
para los cationes cataliticos y auxiliares, particularmente dcido etilendiaminotetracético, etilendiaminotetra(dcido me-
tilenfosfénico) y sales solubles en agua de los mismos. Tales catalizadores se describen en la Patente de los EE.UU.
N° 4.430.243.

Si se desea, las composiciones de la presente memoria pueden catalizarse por medio de un compuesto de mangane-
so. Tales compuestos y niveles de uso son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, los catalizadores a base
de manganeso descritos en la Patente de los EE.UU. N° 5.576.282, Patente de los EE.UU. 5.246.621, Patente de los
EE.UU. 5.244.594; Patente de los EE.UU. 5.194.416; Patente de los EE.UU. 5.114.606; y las Publicaciones de Solici-
tud de Patentes Europeas Nos. 549.271A1, 549.272A1, 544.440A2, y 544.490A1; Los ejemplos preferidos de estos ca-
talizadores incluyen Mn",(u-O);(1,4,7-trimetil-1,4,7-triazaciclononano),(PFs),, Mn™,(u-0), (u-OAc),(1,4,7-trimetil-
1,4,7-triazaciclononano),(ClO,),, Mn' ,(u-O)e(1,4,7-triazaciclo-nonano),(C10,),, Mn""™Mn" ,(u-O), (u-OAc),-(1,4,7-
trimetil-1,4,7-triazaciclononano),(Cl0O,);, Mn" (1,4,7-trimetil-1,4,7-triazaciclononano)-(OCHj;);(PF,), y mezclas de
los mismos. Otros catalizadores del blanqueo a base de metales incluyen los descritos en la Patente de los EE.UU.
4.430.243 y la Patente de los EE.UU. 5.114.611. El uso de manganeso con varios ligandos que forman complejos para
intensificar el blanqueo se sefiala también en las siguientes Patentes de los EE.UU.: 4.728.455; 5.284.944; 5.246.612;
5.256.779; 5.280.117; 5.274.147; 5.153.161; y 5.227.084.

Los catalizadores del blanqueo de cobalto titiles en la presente invencién son conocidos, y se describen, por ejemplo
en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.597.936, 5.595.967, 5.703.030 y M. L. Tobe, “Base Hydrolysis of Transition-
Metal Complexes”, Adv. Inorg. Bioinorq. Mech., (1983), 2, paginas 1-94. Los catalizadores de cobalto mds preferidos
utiles en la presente invencion son sales de acetato de pentaamina y cobalto que tienen la férmula [Co(NH;)sOAc] T,,
en la que “OAc” representa un resto de acetato y “Ty” es un anién, y especialmente el cloruro de acetato de pentaamina
y cobalto, [Co(NH;)sOAc]Cl,; asi como [Co(NH;)sOAc](OAc),; [Co(NH;)sOAc](PFs),; [Co(NH;3)sOAc](SO,); [Co
(NH3)sOACc](BF,),; y [Co(NH3);sOAc](NOs), (en la presente memoria “PAC”).

Estos catalizadores de cobalto se preparan facilmente por procedimientos conocidos, tal como se ensefia por ejem-
plo en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.597.936, 5.595.967, 5.703.030, en el articulo de Tobe y las referencias citadas
en él, y en la Patente de los EE.UU. 4.810.410, otorgada a Diakun et al., expedida el 7 de mazo, 1989, J. Chem. Ed.
(1989), 66 (12), 1043-45; The Synthesis and Characterization of Inorganic Compounds, W.L. Jolly (Prentice-Hall;
1970), pp. 461-3; Inorg. Chem., 18, 1497-1502 (1979); Inorg. Chem., 21, 2881-2885 (1982); Inorg. Chem., 18, 2023-
2025 (1979); Inorg. Synthesis, 173-176 (1960); y Journal of Physical Chemistry, 56, 22-25 (1952).

Los catalizadores del blanqueo ttiles en las composiciones para el lavado automadtico de la vajilla y en las composi-
ciones de detergente en polvo concentrado pueden seleccionarse también como apropiadas para la presente invencion.
Para ver ejemplos de catalizadores del blanqueo adecuados véase la Patente de los EE.UU. 4.246.612 y la Patente de
los EE.UU. 5.227.084.

Como cuestion practica, y no con cardcter limitante, las composiciones y procedimientos de limpieza de la presente
memoria pueden ajustarse para proporcionar del orden de al menos una parte por cien millones de la especie activa
catalizadora del blanqueo en el medio de lavado acuoso, y proporcionara preferiblemente desde aproximadamente 0,01
ppm hasta aproximadamente 25 ppm, més preferiblemente desde aproximadamente 0,05 ppm hasta aproximadamente
10 ppm, y, lo mds preferido, desde aproximadamente 0,1 ppm hasta aproximadamente 5 ppm, de la especie catalizadora
del blanqueo en el liquido de lavado. Para obtener tales niveles en el liquido de lavado de un proceso de lavado
automatico, las composiciones tipicas de la presente memoria comprenderdn desde aproximadamente un 0,0005%
hasta aproximadamente un 0,2%, mas preferiblemente desde aproximadamente un 0,004% hasta aproximadamente un
0,08%, de catalizador del blanqueo, especialmente catalizadores de manganeso o cobalto, en peso de las composiciones
para limpieza.

Variacion del pH y Tamponamiento - Muchas composiciones de detergente de la presente memoria estardn tam-
ponadas, esto es, son relativamente resistentes a la caida del pH en presencia de manchas édcidas. Sin embargo,
otras composiciones de la presente memoria pueden tener excepcionalmente una baja capacidad de tamponamien-
to, o pueden estar sustancialmente no tamponadas. Las técnicas para controlar o variar el pH a niveles de utilizacién
recomendados incluye mas generalmente el uso no sélo de tampones, sino también de dlcalis, 4cidos, sistemas pa-
ra producir un salto en el pH, recipientes de dos compartimentos, etc., y son bien conocidas por los expertos en la
técnica.

Las composiciones de ADD preferidas de la presente memoria comprenden un componente ajustador del pH

seleccionado de sales inorganicas alcalinas solubles en agua y mejoradores organicos o inorganicos solubles en agua
como se describe en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464 y 5.710.115.
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Silicatos Solubles en Agua - Las presentes composiciones de detergentes para el lavado automadtico de la vajilla
pueden comprender adicionalmente silicatos solubles en agua como se describe en las Patentes de los EE.UU. Nos.
5.705.464 y 5.710.115.

Agentes para el Cuidado del Material - Las composiciones de ADD preferidas pueden contener uno o mds agentes
para el cuidado del material que son eficaces como inhibidores de la corrosién y/o ayudantes anti-deslustre como
se describe en las Patentes de los EE.UU. Nos. 5.705.464, 5.710.115 y 5.646.101. Cuando estidn presentes, tales
materiales protectores se incorporan preferiblemente en bajos niveles, p.ej., desde aproximadamente un 0,01% hasta
aproximadamente un 5% de la composicién de ADD.

Otros Materiales - Los ingredientes detersivos o coadyuvantes incluidos opcionalmente en la presentes composi-
ciones pueden incluir uno o mds materiales para ayudar o intensificar la eficiencia de la limpieza, el tratamiento del
sustrato a ser limpiado, o disefarse para mejorar la estética de las composiciones. Los coadyuvantes que pueden in-
cluirse también en las composiciones de la presente invencidn, en sus niveles convencionales establecidos en la técnica
para su uso (generalmente, los materiales coadyuvantes comprenden, en total, desde aproximadamente un 30% hasta
aproximadamente un 99,9%, preferiblemente desde aproximadamente un 70% hasta aproximadamente un 95%, en pe-
so de las composiciones), incluyen otros ingredientes activos tales como mejoradores no fosfatos, quelantes, enzimas,
supresores de la espuma jabonosa, polimeros dispersantes (p.ej., de BASF Corp. o Rohm & Haas), motas coloreadas,
agentes para el cuidado de la plata, anti-deslustre y/o anti-corrosién, colorantes, agentes de relleno, germicidas, fuen-
tes de alcalinidad, hidrotropos, anti-oxidantes, agentes estabilizantes de enzimas, perfumes, agentes de solubilizacion,
excipientes, ayudantes del proceso, pigmentos, y agentes de control del pH como se describe en las Patentes de los
EE.UU. Nos. 5.705.464, 5.710.115, 5.698.504, 5.695.679, 5.686.014 y 5.646.101.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran adicionalmente las composiciones de ADD de la presente inven-
cion.

Ejemplo 1
Ingredientes: % en Peso
A B
Tripolifosfato de sodio (STPP) 24,0 45
Carbonato de sodio 20,0 13,5
Silicato 2.0r hidratado 15 13,5
Tensioactivos no iénicos 2,0 2,0
Polimero' 4,0 -
Proteasa’ (4% activa) 0,83 0,83
Amilasa (0,8% activa) 0,5 0,5
Perborato monohidratado (15,5% AvO activo)® 14,5 14,5
Catalizador de cobalto* 0,008 --
Peroxido de dibenzoilo (18% activo) 4.4 4.4
Agua, sulfato de sodio y misc. Equilibrar  Equilibrar

' Terpolimero seleccionado de acido acrilico al 60%/acido maleico al

20%/acrilato de etilo al 20%, o bien acido acrilico al 70%/acido maleico al

10%/acrilato de etilo al 20%.

2 Una variante tipo carbonil-hidrolasa de la subtilisina de B. amyloliquefa-
ciens con las sustituciones de aminoacidos 2101/76D/103A/1041/156E/166D.

® Disponible en DeGussa Copr. El nivel de AvO de la formula de arriba es
2.2%

* Nitrato de pentaaminaacetatocobalto(lll) preparado como se describe ante-
riormente en la presente memoria; puede reemplazarse por MnTACN.
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Las ADDs de los ejemplos de composiciones de detergentes para lavar la vajilla anteriores se usan para lavar
vasos manchados de leche, cuberteria manchada de almidén, queso, huevo o comida para bebés, cargando la vaji-
Ila manchada en un aparato lavavajillas automatico doméstico y lavando usando ciclos de lavado frios, con picos a
60°C, o bien uniformemente a 45-50°C con una concentracioén de producto de las composiciones ejemplificadas de
aproximadamente 1000 a aproximadamente 8000 ppm, con excelentes resultados.

Ejemplo 2

Las férmulas de detergentes para lavar la vajilla liquidos de accién ligera se preparan como sigue:

Composicién

Ingrediente A B C
% en Peso

Tensioactivo 32,0 29,50 30,75
Etanol 4,00 4,00 4,00
Citrato de amonio 0,06 0,06 0,06
Cloruro de magnesio 3,32 3,32 3,32
Sulfato de amonio 0,08 0,08 0,08
Perdxido de hidrégeno 200 ppm 200 ppm 200 ppm
Perfume 0,18 0,18 0,18
Proteasa’ 0,50 0,50 0,50
Agua y menores Equilibrar ----—-----m-ee-

' Una variante tipo carbonil-hidrolasa de la subtilisina de B. amylo-
liquefaciens con las sustituciones de aminoacidos
2101/76D/103A/1041/156E/166D.

Habiendo descrito la invencién en detalle con referencia a las realizaciones preferidas y los ejemplos, quedara
claro para los expertos en la técnica que pueden hacerse varios cambios y modificaciones sin salirse del alcance de la
invencién y la invencién no se considera no se considera limitada a lo que se describe en la memoria descriptiva.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién para limpieza que comprende:

(a) una cantidad eficaz de enzima proteasa que es una variante de la subtilisina que tiene los aminodcidos
2101/76D/103A/1041/156E/166D en posiciones equivalentes a las posiciones de la subtilisina de Bacillus amyloli-
quefaciens que tiene la secuencia de aminodcidos como se expone en la Figura 3 (SEC ID N° 2);

(b) uno o mas materiales coadyuvantes de la limpieza compatibles con la enzima proteasa.

2. Una composicién para limpieza segiin la Reivindicacion 1 en la que dicha composicién para limpieza es una
composicion de detergente para el lavado de la vajilla que comprende:

(a) del 5% al 90% en peso de la composicion de un mejorador;

(b) del 0,1% al 15% en peso de la composicidn de un tensioactivo detersivo;

(c) del 0,1% al 10% en peso de la composicién de dicha enzima proteasa.

(d) opcionalmente, del 0,1% al 40% en peso de la composicién de un agente de blanqueo; y
(e) materiales coadyuvantes de la limpieza.

3. Las composiciones segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-2 en las que los materiales coadyuvantes de la
limpieza se seleccionan del grupo que consiste en tensioactivos, disolventes, tampones, enzimas, agentes de despren-
dimiento de suciedad, agentes de eliminacién de suciedad de arcilla, agentes dispersantes, abrillantadores, supresores
de la espuma jabonosa, suavizantes de tejidos, potenciadores de espuma jabonosa, estabilizantes enziméaticos, mejora-
dores, agentes de blanqueo, colorantes, perfumes, y mezclas de los mismos.

4. La composicion segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-3 que comprende ademds desde aproximadamente
un 5% hasta aproximadamente un 50% de un mejorador seleccionado del grupo que consiste en zeolitas, policarboxi-
latos, silicatos a capas, fosfatos; y mezclas de los mismos.

5. Las composiciones segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-4 en las que los materiales coadyuvantes de la
limpieza comprenden al menos un agente de blanqueo.

6. Las composiciones segtin la Reivindicacion 5 en las que el agente de blanqueo se selecciona del grupo que
consiste en percarbonatos, perboratos, y mezclas de los mismos, y que opcionalmente comprenden ademas al menos
un activador del blanqueo.

7. Las composiciones segun cualquiera de las Reivindicaciones 1-6 en las que la composicién incluye ademas al
menos una enzima detersiva seleccionada del grupo que consiste en celulasas, lipasas, amilasas, fosfolipasas, protea-
sas, peroxidasas y mezclas de las mismas.

8. Un método para limpiar tejidos, comprendiendo dicho método poner en contacto el tejido necesitado de limpieza
con la composicidn seglin cualquiera de las Reivindicaciones 1y 3-7.

9. Un método para limpiar la vajilla, comprendiendo dicho método poner en contacto la pieza de la vajilla necesi-
tada de limpieza con una composicion segtin cualquiera de las Reivindicaciones 1-7.

10. Un método para la limpieza personal, comprendiendo dicho método poner en contacto la parte del cuerpo
humano o de animal inferior necesitada de limpieza con una composicién segtn cualquiera de las Reivindicaciones 1
y 3-7.

11. Un método para proporcionar beneficios mejorados de formacién de motas y peliculas en el lavado automatico

de la vajilla que comprende poner en contacto una pieza de vajilla necesitada de limpieza con una composicioén segtin
cualquiera de las Reivindicaciones 1-7.
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10 30 50
ATGAAGAARCCGTTGGGG TTGTCCCAAGCACCCCACTACTCATTTCTSTTICCTITT
MetlyslysProleuGlylysIleValAlaSerThrAlaleuleulleSerValiAlaPhe

70 50 110
AGTTCATCGATCCCATCCGCTCCTGAAGAAGCAAAAGAAAAATATTITAATIGCCTTTAAT
SerSerSerlleAlaSerAlaAlaGluGluAlalysGluLysTyrleulleGlyPheAsn

130 150 170
GAGCACGAAGCTGCTCAGTCAGT T TGTAGAACAAGTAGAGGCAAATGACGAGGTCGCCATT
GluGlnGluAlavalSerGluPhevalGluGlnvValGluAlaAanAspGluValAlalle

190 210 230
CTCTCTGCAGGAAGACGC AAGCTCCAAATTICAATTCCTTCATGAATTTGAAACCGATTELTSTT
LeuSerCluGluGluCluvValGlulleGluLleuleuHiaGluPhaGluThrIleProval

250 270 290
TTATCCGTTGACTTAAGCCCAGAAGATGTGGACGCCCTTGAACTCGATCCAGCGATTTCT
LeuSarValCluleuSerProGluAspValAspAlaleuGluleuAspProAlalleSer

310 330 350
TATATTGAAGAGGATGCAGAAGTAACGACAATCGCGCAATCAGTGCCATGCGGAATTAGC
TyrIleGluGluAapAlaGluValThrThrKetAlaGlnSerValProTrpClylleSer

370 390 410
CCTGTCCAACCCCCACCTGCCCATAACCGTGGATTGACAGGTTCTCGTGTAAAACTTGCT
ArgvalGlnAlaProAlaAlaHisAsBnArgGlyleuThrGlySerGlyvVallysValAla

430 450 470
TCCTCCATACAGGTATTTCCACTCATCCAGACTTAAATATTCGTGGTGCCGCTACCTTT

. a4k

ValleuAspThrGlylIleSerThrHisProAspleuAsnlleArgGlyGlyRiaSerPhe

490 510 530
GCTACCAGGGGAACCATCCACTCAAGATGGGAATGCGCATCCCACGCATGTGCCCGGGACG
ValProGlyGluProSerThrGlnAspGlyAsnGlyHisGlyThrHisValAlaGlyThr

550 §70 590
ATTGCTGCTTTAAACAATTCGATTGGCGTTCTTCGCGTAGCCCCGAGCGLGGAARCTATAC
IleAlaAlaleuAsnAsnSerIleGlyValleuGlyValAlaProSerAlaGluleuTyr

610 630 650
GCTGTTAAAGTATTAGGGGCGAGCGGTTCACGTTCGGTCAGCTCGATTGCCCAAGGATTG
AlavallysValleuGlyAlaSerGlySerGlySerValSerSerIleAlaGlnGlyLeu

670 690 710
GAATGGGCAGGGAACAATGGCATGCACGTTCCTAATTTGAGTTTAGGAAGCCCTITCGCCA
GluTrpAlaGlyAsnAsnGlyMerHisValAlaAsnleuSerlLeuGlySerProSerPro

730 750 - 770
- AGTGCCACACTTGAGCAAGCTGTTAATAGCGCCACTTCTAGAGGCGTTCTTCTTGTACCG
SerAlaThrLeuGluGlnAlavalAsnSerAlaThrSerArgGlyValleuvValValAla

7%0 810 830
GCATCTGGGAATTCAGGTCCAGGCTCAATCAGCTATCCGGCCCGTTATGCGAACGCAATG
AlaSerGlyAsnSerGlyhlaGlySerlleSerTyrProAlaArgTyrAlaAsnAlaMet

850 870 890
CCAGTCGGAGCTACTGACCAARAACAACAACCGCGCCAGCTTTTCACAGTATGGCCCAGGS
AlavalGlyAlaThrAspGlnAsnAsnAsnArghlaSerPheSerGlnTyrGlyAlaGly

FIG. 1A
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910 930 950
CTTCACATTGTCGCACCAGSTGTAAARCCTGCAGAGCACATACCCAGGTTCRAACCTATGCC
LeuAspllavValAlaProGlyValAsnvalGlnSerThrTyrProGlySerThrTyrAla

970 990 1010
AGCTTAAACGGTACATCGATGGCTACTCCTCATCTTGCAGGTGCAGCAGCCCTTGTTAAA
SetLeuAsnGlyThtSerMetAlaTthroHiaValAlaGlyAlaAlaAlaLeuValLya

1030 1050 1070
CAAAAGAACCCATCTTGGTCCARTGTACARATCCGCAATCATCTAAAGAATACGGCAACT
GlnLysAsnProSerTrpSerAanalGlnI1eArgAanHiaLeuLysAanTh:AlaTht

1090 1110 1130
AGCTTAGGAAGCACCAACTTCTATCGAAGCCGACTTGTCAATGCCAGAAGCGGCAACACGC
SerLeuGlySerThrAanLeuTyrclySerClyLeuV;lAanAlacluAlaAlaTh:A:g

FIG. 2A
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Comparacion de las secuencias de la subtilisina de:

B.amyloliquefaciens

B.subtilis
B.licheniformis

B.lentus
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RESTOS CONSERVADOS EN LAS SUBTILISINAS DE
BACILLUS AMYLOLYQUEFACIENS

1 10 20
AQSV?P.G. ... .APA.H. .G

21 30 40
. TG6S .VXKVAV.D.G. .. .HTP

41 50 80
DL...GGAS.VP.. ... .QpD

61 70 80
.N.HGTHVAGT.AALUNNS STIG® G

81 90 100
VLGVAPSA.LYAVKVLGA.G G

101 110 120
s 6. .S . L. .G .EWA.N.

121 130 140
V.N.SULG P S . § . A Y

141 150 160
.. . .. GV .V V A A G N G . .

161 170 180
.. .o Yy p .Y . . . AV G A .

181 190 200
D . .N..ASTF S . G . . LD . . A

201 210 220
PGV..QST.PG. .Y . . .NGT

221 230 240
S MA.PHVAGAARAL . . . K . . .

241 250 260
¥w .. .Q .R . .L .NT. LG . .

261 270
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ES 2273417 T3

LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

@

(i)

(iii)
(iv)

)

(vi)

(viii)

(ix)

SOLICITANTES: Rai, Saroj
Correa, Paul E.
Zhu, Yong
Graycar, Thomas P.
Bott, Richard R.

TITULO DE LA INVENCION: Enzimas proteasas para eliminar la suciedad dificil y/o reducir la forma-
ci6én de manchas y peliculas y composiciones que las incorporan

NUMERO DE SECUENCIAS: 9

DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: The Procter & Gamble Company
(B) CALLE: 11810 East Miami River Road
(C) CIUDAD: Ross
(D) ESTADO: OH
(E) PAIS: USA
(F) ZIP: 45061
FORMATO LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: disquete
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
D) APLICACION: PatentIn Release #1.0, Versién #1.30

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION: 4 de junio de 1997
(C) CLASIFICACION:

INFORMACION SOBRE EL AGENTE/REPRESENTANTE:
(A) NOMBRE: Bolam, Brian M.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 37.513
(C) REFERENCIA/NUMERO DE EXPEDIENTE: 6689P

INFORMACION PARA TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: 513/627-2457
(B) TELEFAX: 513/627-0318

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:1:

®

(ii)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1497 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:1:
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GGTCTACTAA AATATTATTC CATACTATAC AATTAATACA CAGAATAATC TGTCTATTGG 60
TTATTCTGCA AATGAARAAAA AGGAGAGGAT AAAGAGTGAG AGGCAAAARA GTATGGATCA 120
5 GTTTGCTGTT TGCTTTAGCG TTRATCTTTA CGATGGCGTT CGGCAGCACA TCCTCTGCCC 180
AGGCGGCAGG GAAATCAAAC GGGGAAAAGA RATATATTGT CGGGTTTAAA CAGACAATGA 240
GCACGATGAG CGCCGCTAAG AAGAAAGATG TCATTTCTGA AAAAGGCGGG ARAGTGCAAA 300
10 AGCAARTTCAR ATATGTAGAC GCAGCTTCAG TCACATTAAA CGAAAAAGCT GTAAAAGAAT 360
TGAAAARAGA ccccAGcérc GCTTACGTTG AAGAAGATCA CGTAGCACAT GCGTACGCGC 420
s AGTCOGTGCC TTACGGCGTA TCACAAATTA AAGCCCCTGC TCTGCACTCT CAAGGCTACA 480
» CTGGATCAAA TGTTAAAGTA GCGGTTATCG ACAGCGGTAT CGATTCTICT CATCCTGATT 540
TAAAGGTAGC ARGCGGAGCC AGCATGGTTC CTTCTGAAAC AAATCCTTTC CAAGACAACA 600
20 ACTCTCACGG AACTCACGTT GCCGGCACAG TTGCGGCTCT TAATAACTCA ATCGGTGTAT 660
TAGGCGTTGC GCCAAGCGCA TCACTTTACG CTGTAAAAGT TCTCGGTGCT GACGGTTCOG 720
GCCAATACAG CTGGATCATT AACGGAATCG AGTGGGCGAT CGCAAACAAT ATGGACGTTA 780
% TTAACATGAG CCTCGGCGGA CCTTCTGGTT CTGCTGCTTT AAAAGCGGCA GTTGATAAAG 840
CCGTTGCATC CGGCGTCGTA GTCGTTGCGG CAGCCGGTAA CGAAGGCACT TCCGGCAGCT 900
CAAGCACAGT GGGCTACCCT GGTAAARTACC CTTCTGTCAT TGCAGTAGGC GCTGTTGACA 960
o GCAGCAACCA AAGAGCATCT TTCTCAAGCG TAGGACCTGA GCTTGATGTC ATGGCACCTG 1020
GOGTATCTAT CCAAAGCACG CTTCCTGGAA ACARATACGG GGCGTACAAC GGTACGTCAA 1080
35 TGGCATCTCC GCACGTTGCC GGAGCGGCTG CTTTGATTCT TTCTAAGCAC CCGAACTGGA 1140
CAAACACTCA AGTCCGCAGC AGTTTAGAAA ACACCACTAC AAAACTTGGT GATTCTTTGT 1200
ACTATGGAAR AGGGCTGATC AACGTACAAG CGGCAGCTCA GTAARACATA ARAAACCGGC 1260
40 CTTGGCCCCG CCGGTTTTTT ATTATTTTTC TTCCTCCGCA TGTTCAATCC GCTCCATAAT 1320
CGACGGATGG CTCCCTCTGA AAATTTTAAC GAGAAACGGC GGGTTGACCC GGCTCAGTCC 1380
CGTAACGGCC AACTCCTGAA ACGTCTCAAT CGCCOGCTTCC CGGTTTCCGG TCAGCTCAAT 1440
® GCCATAACGG TCGGCGGCGT TTTCCTGATA CCGGGAGACG GCATTCGTAA TCGGATC 1497
(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:2:
50
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 275 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
» (C) CATENARIEDAD: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
60

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:2:
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Ala

His

Ser

Ser

Gly

val

Gly

Trp

Ser
145
Ser

Val

Gly

Pro
225
Trp

Leu

Ala

Gln

Ser

Gly

Met

50

Thr

Leu

Ala

Ala

Ser

130

Gly

Ser

Gly

Pro

Pro

210

His

Thr

Gly

Ala

Ser

Gln

Ile

35

val

His

Gly

Ile

115

Gly

val

Ser

Ala

Glu

18§

Gly

val

Asn

Asp

Gln
275

val

Gly

20

Asp

Pro

Val

val

Gly

100

Ala

Ser

Val

Thr

Val

180

Leu

Asn

Ala

Thr

Ser
260

Pro

Ser

Ser

Ala

Ala

B5

Ser

Asn

Ala

val

val

165

Asp

Asp

Lys

Gly

Gln

245

Phe

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:3:
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Tyr

Thr

Ser

Glu

Gly

70

Pro

Gly

Asn

Ala

val

150

Gly

Ser

val

Tyr

Ala

230

val

Tyr

Gly

Gly

His

Thr

S5

Thr

Ser

Gln

Met

Leu

135

Ala

Tyr

Ser

Met

Gly

215

Ala

Arg

Tyr

val

Ser

Pro

40

Asn

val

Ala

Tyr

Asp

120

Lys

Ala

Pro

Asn

Ala

200

Ala

Ala

Ser

Gly

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 275 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(C) CATENARIEDAD: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

Ser

Asn

25

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

105

val

Ala

Ala

Gly

Gln

18S

Pro

Tyr

Leu

Ser

Lys
265

Gln

10

val

Leu

Phe

Ala

Leu

90

Trp

Ile

Ala

Cly

Lys

170

Arg

Gly

Asn

Ile

Leu

250

Gly

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:3:

Ile

Lys

Lys

Gln

Leu

75

Tyr

Ile

Asn

val

Asn

155

Tyr

Ala

val

Gly

Leu

235

Glu

Leu

Lys
val
val
Asp
60

Asn
Ala
Ile
Met
Asp
140
Glu
Pro
Ser
Ser
Thr
220
Ser

Asn

Ile

Ala

Ala

Ala

45

Asn

Asn

val

Asn

Ser

125

Lys

Gly

Ser

Phe

Ile

205

Ser

Lys

Thr

Asn

Pro

Val

30

Gly

Asn

Ser

Lys

Gly

110

Leu

Ala

Thr

val

Ser

190

Gln

Met

His

Thr

val
270

Ala

15

Gly

Ser

Ile

Val

95

Ile

Gly

val

Ser

Ile

178

Ser

Sexr

Ala

Pro

Thr

255

Gln

Leu

Asp

Ala

His

Gly

80

Leu

Glu

Gly

Ala

Gly

160

Ala

val

Thr

Ser

Asn

240

Lys

Ala
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Ala

His

Ser

Ser

Gly

65

val

Asp

Trp

Pro

Ser

145

Ser

Val

Gly

Pro
225

Trp

Gln

Ser

Gly

Phe

SO

Thr

Leu

Ser

Ala

Thr

130

Gly

Thr

Gly

Ser

Pro

210

His

Thr

Gly

Ser

Gln

Ile

35

Val

His

Gly

Thr

Ile

115

Gly

Ile

Ser

Ala

Glu

1395

Gly

val

Asn

Asn

Ala Ala Gln
275

val

Gly

20

Asp

Pro

Val

Val

Gly

100

Ser

Ser

Val

Thx

val

180

Leu

Gly

Ala

Ala

Ser
260

Pro

Tyrx

Ser

Ser

Ala

Ser

85

Ser

Asn

Thr

Val

val

165

Asn

Asp

Thr

Gly

Gln

245

Phe

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:4:
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Tyr

Thr

Ser

Glu

Gly

70

Pro

Gly

Asn

Ala

Ala

150

Gly

Ser

val

Tyr

Ala

230

val

Tyr

Gly

Gly

His

Thr

55

Thr

Ser

Gln

Met

Leu

135

Ala

Tyr

Ser

Met

Gly

215

Ala

Arg

Tyr

Ile

Ser

Pro

40

Asn

Ile

Ala

Tyx

Asp

120

Lys

Ala

Pro

Ala

200

Ala

Ala

Asp

Gly

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 274 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(C) CATENARIEDAD: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

Ser

Asn

25

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

105

val

Thr

Ala

Ala

Gln

185

Pro

Tyr

Leu

Arg

Lys
265

Gln

10

val

Leu

Tyr

Ala

Leu
90

Trp

Ile

val

Gly

Lys

170

Arg

Gly

Asn

Ile

Leu

250

Gly

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:4:

Ile

Lys

Asn

Gln

Leu

75

Tyr

Ile

Asn

Val

Asn

155

Tyr

Ala

val

Gly

Leu

23S

Glu

Leu

Lys

val

Val

Asp

60

Asn

Ala

Ile

Met

Asp

140

Glu

Pro

Ser

Ser

Thr

220

Ser

Ser

Ile

Ala

Ala

Arg

45

Gly

Asn

val

Asn

Ser

125

Lys

Gly

Ser

Phe

Ile

205

Ser

Lys

Thr

Asn

Pro

Val

30

Gly

Ser

Ser

Lys

Gly

110

Leu

Ala

Ser

Thr

Ser

130

Gln

Met

His

Ala

val
270

Ala

15

Ile

Gly

Ser

Ile

val

95

Ile

Gly

Val

Ser

Ile

175

Ser

Ser

Ala

Pro

Thx

255

Gln

Leu
Asp
Ala
His
Gly
80

Leu
Glu
Gly
Ser
Gly
160
Ala
Ala
Thr

Thr

Thr
240

Tyr

Ala
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Ala Gln Thr
Gln Ala Gln
Thr Gly Ile

35

Ser Phe Val
S0

Thr His Val
65

Leu Gly Val

Ser Ser Gly

Ala Thr Thr
115

Ser Gly Ser
130

Gly val val
145

Thr Asn Thr

Gly Ala Val

Ala Glu Leu
195

Pro Thr Asn

210

His val Ala

225

Ser Ala Ser

Gly Ser Ser

Ala Gln

Val

Gly

20

Gln

Ala

Ala

Ala

Ser

100

Asn

Thr

val

Ile

Asp

180

Glu

Thr

Gly

Gln

Phe
260

ES 2273417 T3

Pro Tyrx
5

Phe Lys

Ala Ser

Gly Glu

Gly Thr
70

Pro Ser
85

Gly Ser

Gly Met

Ala Met

Val Ala
150

Gly Tyr
165

Ser Asn

Val Met

Tyxr Ala

Ala Ala
230

val Arg
245

Tyr Tyr

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:5:

Gly

Gly

His

Ala

55

val

Val

Tyr

Asp

Lys

135

Ala

Pro

Ser

Ala

Thr
215

Ala

Asn

Gly

Ile

Ala

Pro

40

Tyr

Ala

Ser

Ser

Val

120

Gln

Ala

Ala

Asn

Pro

200

Leu

Leu

Arg

Lys

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 269 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) CATENARIEDAD: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:5:

Pro Leu
10

Asn Val
25

Asp Leu

Asn Thr

Ala Leu

Leu Tyr
90

Gly Ile
105

Ile Asn

Ala val

Gly Asn

Lys Tyr
170

Arg Ala
185

Gly Ala

Asn Gly

Ile Leu
Leu Ser
250

Gly Leu
265

Ile

Lys

Asn

Asp

Asp

75

Ala

Val

Met

Asp

Ser

158

Asp

Ser

Gly

Thr

Ser
235

Ser

Ile

Lys Ala Asp Lys Val
15

Val Ala Val Leu Asp
30

Val Vval Gly Gly Ala
45

Gly Asn Gly His Gly
60

Asn Thr Thr Gly val
80

Val Lys Val Leu Asn
95

Ser Gly Ile Glu Trp
110

Ser Leu Gly Gly Ala
125

Asn Ala Tyr Ala Arg
140

Gly Asn Ser Gly Ser
160

Ser Val Ile Ala val
175

Phe Ser Ser Val Gly
190

Val Tyr Ser Thr Tyr
205

Ser Met Ala Ser Pro
220

Lys His Pro Asn Leu
240

Thr ARla Thr Tyr Leu
25%

Asn Val Glu Ala Ala
270
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Ala

His

Thr

Phe

His

65

Gly

Ser

Gly

Pro

val
145

Asn

val

Ala

Ala

225

Arg

Tyr

Gln
Asn
Gly
val
50

val
val
Gly
Asn
Ser

130

Pro

Asn
Ala
Ser
210
Ala

Asn

Gly

Ser

Arg

Ile

35

Pro

Ala

Ala

Ser

Asn

115

Ala

val

Ala

Asn

Pro

195

Leu

Leu

His

Ser

Val Pro

Gly Leu
20

Ser Thr

Gly Glu

Gly Thr

Pro Ser
85

Gly Ser
100

Gly Met

Thr Leu

val Ala

Arg Tyr
165

Arg Ala
180

Gly Val

Asn Gly

val Lys

Leu Lys

245

Gly Leu
260

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:6:
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Trp

Thr

His

Pro

Ile

70

Ala

val

His

Glu

Ala

150

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

230

Asn

val

Gly

Gly

Ser

S5

Ala

Glu

Ser

val

Gin

135

Ser

Asn

Phe

Val

Ser

215

Lys

Thr

Asn

Ile

Ser

Asp

40

Thr

Ala

Leu

Ser

Ala

120

Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

200

Met

Asn

Ala

Ala

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1140 pares de bases

(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) UBICACION: 1..1140

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:6:

Ser

Gly

25

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ile

105

Asn

val

Asn

Met

Gln

185

Ser

Ala

Pro

Thr

Glu
265

Arg

10

val

Asn

Asp

Asn

50

Ala

Leu

Asn

Ser

Ala
170

Tyr

Thr

Thr

Ser

Ser

250

Ala

val

Lys

Ile

Gly

Asn

75

val

Gln

Ser

Ser

Gly

155

val

Gly

Tyr

Pro

Trp
235

Leu

Ala

Gln Ala

Val Ala

Arg Gly
45

Asn Gly
60

Ser lle

Lys Val

Gly Leu

Leu Gly

125

Ala Thr
140

Ala Gly

Gly Ala

Ala Gly

Pro Gly
205

His Val
220
Ser Asn

Gly Ser

Thr Arg

Pro

Val

30

Gly

His

Gly

Leu

Glu

110

Ser

Serx

Ser

Thr

Leu

190

Ser

Ala

val

Thr

Ala

15

Leu

Ala

Gly

Val

Gly

95

Trp

Pro

Arg

Ile

Asp
175

Asp

Thr

Gly

Gln

Asn
255

Ala

Asp

Ser

Thr

Leu

80

Ala

Ala

Ser

Gly

Ser

160

Gln

Ile

TYr

Ala

Ile

240

Leu
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ATG
Met

TCT
Ser

GAA
Glu

GTA
val

Glu
€5

TTA
Leu

AANG
Lys

GTT
val

Lys

Glu
SO

GAA
Glu

TCC
Ser

Lys

GCT
Ala

TAT

Tyrx
s

Gln

GTC
Val

GTT
val

CCG
Pro

TTT
Phe
20

TTA

Leu

GTA
val

GAA
Glu

GAG
Glu

TTG
Leu

AGT
Serx

ATT
Ile

GAG
Glu

ATT
Ile

TTA
Leu
85

Gly

TCA
Ser

GGC
Gly

GCA
Ala

GAA
Glu
70

AGC
Ser

ES 2273417 T3

AAA
Lys

TCG
Ser

TTT
Phe

Asn
58

TTG

Leu

CCA
Pro

ATT
Ile

ATC
Ile

Asn
40

GAC
Asp

Leu

GAA
Glu

GTC
val

GCA
Ala
25

GAG
Glu

GAG
Glu

His

GAT
Asp

GCA
Ala
10

TCG
Ser

CAG
Gln

GTC
val

GAA
Glu

GTG
vVal
SO

AGC
Ser

GCT
Ala

GARA
Glu

GCC
Ala

7T
Phe
75

GAC
Asp

ACC
Thr

GCT
Ala

GCT
Ala

ATT
Ile
60

Glu

GCG
Ala

GCA
Ala

GAA
Glu

GTC
val
45

CTC

Leu

ACG
Thr

CTT
Leu

CTA
Leu

GAA
Glu
30

AGT

Ser

TCT
Ser

ATT
Ile

GAA
Glu

CcTC
Leu
15

GCA
Ala

GAG
Glu

GAG
Glu

cCcT
Pro

CTC
Leu
95

ATT
Ile

Lys

Phe

GAA
Glu

GTT
val
80

GAT
Asp

48

96

144

192

240

288
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CCA GCG
Pro Ala

CAA TCA
Gln Ser

AARC CGT
Asn Arg
130

GGT ATT
Gly Ile
145

GTA CCA
Val Pro

GTG GCC
val Ala

GTA GCG
Val Ala

GGT TCA
Gly Ser
210

AAC AAT
Asn Asn
225

AGT GCC
Ser Ala

CTT GTT
Leu Vval

CCG GCC
Pro Ala

AAC AAC
Asn Asn
290

GCA CCA
Ala Pro
305

AGC TTA
Ser Leu

GCC CTT
Ala Leu

AAT CAT
Asn His

GGA AGC
Gly Ser
370

Ile

GTG
val
115

GGA
Gly

TCC
Serxr

GGG
Gly

GGG
Gly

CCG
Pro
135

GGT
Gly

GGC
Gly

ACA
Thr

GTA
val

CGT
Arg
275

CGC
Arg

GGT
Gly

AAC
Asn

GTT
val

CTA
Leu
355

GGA
Gly

TCT
Ser
100

CCA
Pro

Leu

ACT
Thr

GAA
Glu

ACG
Thr
180

AGC

Ser

TCG
Ser

ATG
Met

Leu

GCG
Ala
260

TAT
Tyr

GCC
Ala

GTA
val

GGT
Gly

Lys
340

ARG
Lys

Leu

TAT
Tyr

TGG
Trp

ACA
Thr

CAT
His

CCA
Pro
165

ATT
Ile

GCG
Ala

GTC
Val

CAC
His

GAG
Glu
245

GCA
Ala

GCG
Ala

AGC
Ser

AAC
Asn

ACA
Thr
325

Gln

AAT
Asn

GTC
Val

ATT
Ile

Gly

GGT
Gly

CCA
Pro
150

TCC

Ser

GCT
Ala

Glu

AGC
Ser

GTT
val
230

Gln

TCT
Ser

AAC
Asn

TTT
Phe

GTG
val
310

TCG
Ser

Lys

ACG
Thr

AAT
Asn

ES 2273417 T3

GAA
Glu

ATT
Ile

TCT
Ser
135

GAC
Asp

ACT
Thx

GCT
Ala

CTRA
Leu

TCG
Ser
215

GCT
Ala

GCT
Ala

GGG
Gly

GCA
Ala

TCA
Ser
295

CAG
Gln

ATG
Met

GCA
Ala
375

GAG
Glu

AGC
Ser
120

GGT
Gly

TTA
Leu

Gln

TTA
Leu

TAC

Tyr
200

ATT
Ile

AAT
Asn

GTT
val

AAT
Asn

ATG
Met
280

CAG
Gln

AGC
Ser

GCT
Ala

cca
Pro

ACG
Thr
360

Glu

GAT
Asp
105

CGT
Arg

GTA
Val

AAT
Asn

GAT
Asp

ARC
Asn
185

GCT
Ala

GCC
Ala

TTG
Leu

AAT
Asn

TCA
Ser
265

Ala

TAT
Tyr

ACA
Thr

ACT
Thr

TCT
Ser
345

AGC

Ser

GCG
Ala

GCA
Ala

GTG
val

Lys

ATT
Ile

GGG
Gly
170

AAT

Asn

GTT
Val

Gln

AGT
Ser

AGC
Ser
250

GGT
Gly

GTC
val

Gly

TAC
Tyr

ccT
Pro
330

Trp

TTA
Leu

GCA
Ala

GAA
Glu

Gln

GTT
Val

CGT
Arg
155

AAT

Asn

TCG
Ser

Lys

GGA
Gly

TTA
Leu
235

GCG
Ala

GCA
Ala

Gly

GCA
Ala

CCA
Pro
315

CAT

His

TCC
Ser

GGa
Gly

ACA
Thr

GTA
val

GCC
Ala

GCT
Ala
140

Gly

GGG
Gly

ATT
Ile

GTA
val

TTG
Leu
220

Gly

ACT
Thr

GGC
Gly

GCT
Ala

GGG
Gly
300

Gly

GTT
val

AAT
Asn

AGC
Ser

CGC
Arg
380

ACG
Thr

CCcA
Pro
125

GTC
vVal

GGC
Gly

CAT
His

GGC
Gly

TTA
Leu
2058

GAA
Glu

AGC
Ser

TCT
Ser

TCA
Ser

ACT
Thx
285

Leu

TCA
Ser

GTA
val

ACG
Thr
365

ACA
Thr
110

GCT
Ala

CcTC
Leu

GCT
Ala

GGC
Gly

GTT
Val
190

Gly

TGG
Trp

CCcT
Pro

AGA
Arg

ATC
Ile
270

GAC

Asp

GAC
Asp

ACG
Thr

Gly

CAA
Gln
350

AAC
Asn

ATG
Met

Ala

GAT
Asp

AGC
Ser

ACG
Thr
175

Leu

GCG
Ala

GCA
Ala

TCG
Ser

GGC
Gly
255

AGC
Ser

Gln

ATT
Ile

TAT
Tyr

GCA
Ala
338

ATC
Ile

TTG
Leu

GCG
Ala

CAT
His

ACA
Thr

Phe
160

CAT
His

Gly

AGC
Ser

GGG
Gly

CcCa
Pro
240

GTT

val

TAT
Tyr

Asn

GTC
val

GCC
Ala
320

GCA
Ala

cGC
Arg

TAT

336

432

528

576

624

672

720

816

864

912

960

1008

1056

1104

1140
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:7:

ES 2273417 T3

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 380 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:7:

Met Lys Lys

1

Ser

Glu

val

Glu

65

Leu

Pro

Gln

Asn

Gly

145

val

val

Val

Lys

Glu

S0

Glu

Ser

Ala

Ser

Arg

130

Ile

Pro

Ala

Ala

TYyr

35

Gln

val

val

Ile

Val

115

Gly

Ser

Gly

Gly

Pro

Phe

20

Leu

val

Glu

Glu

Ser

100

Pro

Leu

Thr

Glu

Thr
180

Leu

)

Ser

Ile

Glu

Ile

Trp

Thr

His

Pro

165

Ile

Gly

Ser

Gly

Ala

Glu

70

Ser

Ile

Gly

Gly

Pro

150

Ser

Ala

Lys

Ser

Phe

Asn

5SS

Leu

Pro

Glu

Ile

Ser

135

Asp

Thr

Ala

Ile

Ile

Asn

40

Asp

Leu

Glu

Glu

Ser

120

Gly

Leu

Gln

Leu

val

Ala

25

Glu

Glu

His

Asp

Asp

105

Arg

val

Asn

Asp

Asn
185

Ala

10

Ser

Gln

val

Glu

Val

90

Ala

Val

Lys

Ile

Gly

170

Asn

Ser

Ala

Glu

Ala

Phe

75

Asp

Glu

Gln

val

Arg

155

Asn

Ser

Thr

Ala

Ala

Ile

60

Glu

Ala

val

Ala

Ala

140

Gly

Gly

Ile

Ala

Glu

val

45

Leu

Thr

Leu

Thr

Pro

125

val

Gly

His

Gly

Leu
Glu

30
Ser

Ser

Ile

Thr

110

Ala

Leu

Ala

Cly

val
190

Leu

15

Ala

Glu

Glu

Pro

Leu

95

Met

Ala

Asp

Ser

Thr
178

Ile

Lys

Phe

Glu

Val

80

Asp

Ala

His

Thr

Phe

160

His

Gly
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ES 2273417 T3

Val Ala Pro Ser Ala Glu Leu Tyr Ala Val Lys Val Leu Gly Ala
195 200 205

Gly Ser Gly Ser Val Ser Ser Ile Ala Gln Gly Leu Glu Trp Ala

210 215 220

Asn Asn Gly Met His Val Ala Asn Leu Ser Leu Gly Ser Pro Ser

228 230 235

Ser Ala Thr Leu Glu Gln Ala Val Asn Ser Ala Thr Ser Arg Gly

245 250 255

Leu Val val Ala Ala Ser Gly Asn Ser Gly Ala Gly Ser Ile Ser
260 265 270

Pro Ala Arg Tyr Ala Asn Ala Met Ala Val Gly Ala Thr Asp Gln

275 280 285

Asn Asn Arg Ala Ser Phe Ser Gln Tyr Gly Ala Gly Leu Asp Ile
290 295 300

Ala Pro Gly Val Asn Val Gln Ser Thr Tyr Pro Gly Ser Thr Tyr
305 310 315

Ser Leu Asn Gly Thr Ser Met Ala Thr Pro His Val Ala Gly Ala
325 330 33S

Ala Leu Val Lys Gln Lys Asn Pro Ser Trp Ser Asn Val Gln Ile
340 345 350

Asn His Leu Lys Asn Thr Ala Thr Ser Leu Gly Ser Thr Asn Leu
358 360 365

Gly Ser Gly Leu Val Asn Ala Glu Ala Ala Thr Arg
370 375 380

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1140 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (gen6mico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) UBICACION: 1..1140

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: péptido_mat
(B) UBICACION: 334..1140

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:8:

ATG AAG ARA CCG TTG GGG AAA ATT GTC GCA AGC ACC GCA CTA CTC ATT
Met Lys Lys Pro Leu Gly Lys Ile Val Ala Ser Thr Ala Leu Leu Ile
-111-110 -105 -100

10

Ser

Gly

Pro

240

val

Tyr

Asn

val

Ala

320

Ala

Tyr

48
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TCT
Sex
-95

GAA
Glu

GTA
val

GAG
Glu

CCA
Pro
-15

Gln

GTA
Val
50

GTG
val

GTA
val

AGT
Ser
130

~
1€

val

Lys

Glu

GAA
Glu

TCC
Ser
-30

GCG
Ala

TCA
Ser

CGT
Arg

ATT
Ile
3s

CCA

Pro

GCC
Ala

GCG
Ala

TCA
Ser

AAT
Asn
115

GCC

GCT
Ala

TAT
Tyzx

Gln

GTC
val
-45

GTT
val

ATT
Ile

GTG
val

GGA
Gly
20

TCC
Ser

GGG
Gly

GGG
Gly

CCG
Pro

GGC
Gly
100

GGC
Gly

ACA
Thr

Phe

TTA
Leu

GTA
vVal
-60

GAA
Glu

GAG
Glu

TCT
Ser

CCA
Pxo

TTG
Leu

ACT
Thr

GAA
Glu

ACG
Thr

AGC
Ser
85

GCC
Ala

ATG
Met

CTT
Leu

AGT
Ser

ATT
Ile
-75

GAG
Glu

ATT
Ile

TTA
Leu

TAT
Tyr

TGG
Trp

ACA
Thr

CAT
His

CcCAa
Pro

ATT
Ile
70

GCG

Ala

ATC
Ile

CAC
His

GAG
Glu

TCA
Ser
-90

GGC
Gly

GCA
Ala

GAA
Glu

AGC
Ser

ATT
Ile
-10

GGA
Gly

GGT
Gly

CcCa
Pro

TCC
Ser
sS

GCT
Ala

GAA
Glu

AGC
Ser

GTT
Vval

Gln
135

ES 2273417 T3

TCG
Ser

TTT
Phe

AAT
Asn

TTG
Leu

CCA
Pro
-25

GAA
Glu

ATT
Ile

TCT
Ser

GAC
Asp

ACT
Thr

GCT
Ala

CTA
Leu

TCG
Ser

GCT
Ala
120

GCT
Ala

ATC
Ile

AAT
Asn

GAC
Asp

CTT
Leu
-40

GAA
Glu

GAG
Glu

AGC
Ser

GGT
Gly
25

TTA
Leu

Gln

TTA
Leu

TAC

ATT
Ile
105

AART

Asn

GTT
val

GCA
Ala

GAG
Glu
-55

CAT
His

GAT
Asp

GAT
Asp

CGT
Arg
10

GTA
val

AART
Asn

GAT
Asp

GAC
Asp

GCT
Ala
90

GCC
Ala

TTG
Leu

AAT
Asn

TCG
Ser

CAG
Gln
-70
GTC
val

GAA
Glu

GTG
val

GCA
Ala

GTG
val

Lys

ATT
Ile

Gly

AAC
Asn
75

GTT
val

Gln

AGT
Ser

AGC
Ser

11

GCT
Ala
-85

GAA
Glu

GCC
Ala

Phe

GAC
Asp

GAA
Glu
-5

Gln

GTT
val

CGT
Arg

AAT
Asn
60

TCG
Ser

Lys

GGA
Gly

TTA
Leu

GCG
Ala
140

GCT
Ala

GCT
Ala

ATT
Ile

GAA
Glu

GCG
Ala
-20

GTA
val

GCC
Ala

GCT
Ala

GGT
Gly
45

GGG
Gly

ATT
Ile

GTA
val

TTG
Leu

GGA
Gly
125

ACT
Thx

GAA
Glu

GTC
val

CTC
Leu

ACG
Thr
-35

CTT
Leu

ACG
Thr

CCA
Pro

GTC
val
30

GGC
Gly

CAT
His

GGC
Gly

TTA
Leu

GAA
Glu
110

AGC

Ser

TCT
Ser

GAA
Glu

AGT
Ser

TCT
Sex
-50

ATT
Ile

GAA
Glu

ACA
Thr

GCT
Ala
15

CTC

Leu

GCT
Ala

GGC
Gly

GTT
val

GGG
Gly
95

TYp

CCT
Pro

AGA
Arg

GCA
Ala

GAG
Glu
-6S

GAG
Glu

CCT
Pro

CTC
Leu

ATG
Met

GCC
Ala

GAT
Asp

AGC
Ser

ACG
Thr

CTT
Leu
80

GCG

Ala

GCA
Ala

TCG
Ser

GGC
Gly

Lys
~-80

Phe

Glu

GTT
val

GAT
Asp

GCG
Ala

CAT
His

ACA
Thr

TTT
Phe

CAT
His

(33
GGC
Gly

AGC
Ser

Gly

Ccca
Pro

GTT
Val
145

96

144

192

240

288

384

432

480

528

576

672

720

768
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CcCcG
Pro

Asn

GCA
Ala

AGC
Ser
210

GCC
Ala

Asn

GGA
Gly

GTT
Val

GCC
Ala

AAC
Asn

CCA
Pro
185

TTA
Leu

Leu

CAT
His

AGC
Ser

GTA
val

CGT
Arg

CGC
Arg
180

GGT
Gly

AAC
Asn

GTT
Val

CTA
Leu

GGA
Gly
260

GCG
Ala

TAT
Tyr
165

GCC
Ala

GTA
val

GGT
Gly

Lys

ARG
Lys
245

CTT
Leu

GCA
Ala
150

GCG
Ala

AGC
Ser

AAC
Asn

ACA
Thx

CAA
Gln
230

AAT

Asn

GTC
val

TCT
Ser

AAC
Asn

Phe

GTG
val

TCG
Ser
215

ARG

Lys

ACG
Thr

AAT
Asn

ES 2273417 T3

GGG AAT GAA
Gly Asn Glu

GCA ATG GCA
Ala Met Ala

170

TCA CAG TAT
Ser Gln Tyr
185

CAG AGC ACA
Gln Sex Thr

200

ATG GCT ACT
Met Ala Thr

AAC CCA TCT
Asn Pro Ser

GCA ACG AGC
Ala Thr Ser

250

GCA GAA GCG
Ala Glu Ala
265

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 380 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:9:

Met Lys Lys Pro Leu Gly
-111 -110

Ser vVal Ala

-95

Glu

val

Glu

Leu

Lys

Glu

Glu

Ser

Tyr

Gln

Val

Phe

Leu

val

Ser Ser

-90

Ile Gly

-75

-60

-45

-30

val

Glu

Glu

Glu Ala

Ile Glu

Leu Ser

GGT
Gly
1595

GTC
val

GGC
Gly

TAC
Tyr

CCT
Pro

Trp
235

TTA

Leu

GCA
Ala

GCA
Ala

GGA
Gly

GCA
Ala

CCA
Pro

CAT
His
220
TCC

Ser

GGA
Gly

ACA
Thr

Lys Ile Val Ala

-10S

Ser Ile

Phe Asn

Asn Asp

Leu Leu

Ala Ser

Glu Gln

-70

Glu Val

-55

-40

Pro Glu

-25

12

His Glu

Asp Val

GGC
Gly

GCT
Ala

Gly

ATT
Ile
205

GTT
val

AAT
Asn

AGC
Ser

cGe
Arg

Ser

Ala

-85

Glu

Ala

Phe

Asp

TCA ATC
Ser Ile

ACT GAC
Thr Asp
17s

CTT GAC
Leu Asp
190

TCA ACG
Ser Thr

GCA GGT
Ala Gly

GTA CAA
val Gln

ACG AAC
Thr Asn
255

Thr Ala
-100

Ala Glu

Ala Val

Ile Leu

Glu Thr

-35

Ala Leu
-20

GAC
Asp
160

Gln

ATT
Ile

TAT
Tyr

GCA
Ala

ATC
Ile
240

Leu

Glu

Ser

Ser

-50

Ile

Glu

TAT
Tyx

AAC
Asn

GTC
val

GCC
Ala

GCA
Ala
225

CGC

Arg

TAT
Tyr

Leu

Ala

Glu

-65

Glu

Pro

Leu

Ile

Lys

-80

Phe

Glu

val

Asp

816

864

912

960

1008

1056

1104

1140
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Pro

-15

Gln

Asn

Gly

val

50

val

val

Gly

Asn

Ser

130

Leu

Pro

Asn

Ala

Ser

210

Ala

Asn

Gly

Ala

Ser

Arg

Pro

Ala

Ala

Ser

Asn

115

Ala

val

Ala

Asn

Pro

195

Leu

Leu

His

Ser

Ile

val

Gly

20

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

100

Gly

Thr

val

Arg

Arg

180

Gly

Asn

val

Leu

Gly
260

Ser

Pro

Leu

Thr

Glu

Thr

Ser

85

Ala

Met

Leu

Ala

Tyxr

165

ARla

Val

Gly

Lys

Lys

245

Leu

Tyr

Trp

Thr

His

Pro

Ile

70

Ala

Ile

His

Glu

Ala

150

Ala

Ser

Asn

Thr

Gln

230

Asn

val

ES 2273417 T3

Ile

-10

Gly

Gly

Pro

Ser

55

Ala

Glu

Ser

val

Gln

135

Ser

Asn

Phe

Val

Ser

215

Lys

Thr

Asn

Glu

Ile

Sex

Asp

40

Thr

Ala

Leu

Ser

Ala

120

Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

200

Met

Asn

Ala

Ala

Glu

Ser

Gly

25

Leu

Gln

Leu

Tyr

Ile

105

Asn

val

Asn

Met

Gln

185

Ser

Ala

Pro

Thr

Glu
265

13

Asp

Arg

10

val

Asn

Asp

Asp

Ala

90

Ala

Leu

Asn

Glu

Ala
170

Tyr

Thr

Thr

Serx

Ser

250

Ala

Ala

val

Lys

Ile

Gly

Asn

75

val

Gln

Ser

Ser

Gly

155

val

Gly

Tyr

Pro

Trp
23S

Leu

Ala

Glu

-5

Gln

val

Arg

Asn

60

Ser

Lys

Gly

Leu

Ala

140

Ala

Gly

Ala

Pro

His

220

Ser

Gly

Thr

val

Ala

Ala

Gly

45

Gly

Ile

Val

Leu

Gly

125

Thr

Gly

Ala

Gly

Ile

205

Val

Asn

Ser

Axg

Thr

Pro

Val

Gly

His

Gly

Leu

Glu

110

Ser

Serx

Ser

Thr

Leu

190

Ser

Ala

Val

Thr

Thr

Ala

15

Leu

Ala

Gly

val

Gly

95

Trp

Pro

Arg

Ile

Asp

175

Asp

Thr

Gly

Gln

Asn
255

Met
Ala
Asp
Ser
Thr
Leu

80
Ala
Ala
Ser
Gly
Asp
160
Gln
I‘le
Tyr

Ala

Ile
240

Phe

His

65

Gly

Ser

Gly

Pro

Val
145

Tyr

Asn

val

Ala

Ala

225

Arg

Tyrx
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