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'gemtes liquidas enzimiticas, fundamentalmente debido a los

-2 - REF: %ase C 547 - De/De/
. B.

Esta invencién se refiere a una composicifén liquida
en%im&tica y mis especialmente a una composicidn detergente
1fquida enzimdtica con mayor estabilidad en almacenamiento.

Las composiciones detergentes ligquidas son muy conoci-
das y, después del interés rgnovado por la inclusién de en- -
ziﬁas en las composicionés detergentes, se han presentado va-
rias propuestas de comwosiciones detergentes 1iquidés enzi-
méticas.

A pesar de estas propuestas, no se han introducido en

el| mercado en grado 'significativo dichas composiciones deter-

gerés problemas de inestabilidad causados por la incorpora-
cién de enzimas a las composiciones detergentes 1Iquidés. Es-
te problema es muy conocido y, por ejemplo; se ha precguesto
reduc;r la inestabilidad de las enzimas.en'las ‘compesiciones
detergentes liquidas por incorporacifn de.sistemas‘gstabili—
zantes a dichas composiciones. Estas propuestas incluyen el
uso de polioles como glicerol y sorbitoi; sales cédlcicas,
alcoxialcoholes, dialquilglicol-éteres y mezclas de alcoholes
polivalentes con aminas alifdticas polifuncionales. Sin embax
go, estos sistemas se.destinan fundamentalmente a las compo-
siciones lfquidas enzim&ticas con un pH comprendido erntre
valdres relativamente dcidos y ligeramente alcalinos.

Ahora se ha encontrado que la-estabi}idad en almacena-
miento de las composiciones liquidas enzimdticas acuosas éue—
de ser mejorada significativamente por la inclusidn en las
mismas de una céntidad efectiva de un sistema estabilizante
que comprende un compuesto anminico poiifuncional y &cido b6~
rico o un equivalente bSrico del misﬁo, definido més espect-

ficamente en lo que sigue.
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Los compuestos aminicos polifuncionales de esta inven-
cién son compuestos orgénicos aliféticos que contienen por
lo menos un grupo amino y por lo menos dos grﬁpos hidroxilo.
Se sobreentiende que los compuestos de amonio cuaternario
no estén incluidos en el término "comvuestos aminicos poli-
funcionales". .

Son ejemplos tipicos de los compuestos aminicos poli-
funcionales de la invenci6n las polialcanolaminas come Gieta-
nolamina, trietanolamina, di-isopropanolamina, tri-isopropa-
nolamina y tri(hidroximetil)aminometano.

La cantidad de compuesto aminico polifuncional utili-
zada oscila generalinente entre 2 y 25 % del pe;o de la com-
posicibn y preferiblemente entre 4 y 15 %. El compuecto ami-

nico polifuncional preferido es la trietanolamina en los 1f-

El &cido bérico o su equivalente borado (un compuesto
de boro capaz de reaccionar con el compuesto aminiég poli-
funcional, cdmo 6xido bbérico, bdrax y otros boratos de meta-
les alcalinos como orto-, meta~ y piro~borato s&dico) se
utilizan en una proporcidn de 0,25 a 15 % del peso de la
compbsicién en general y preferiblemente de 0,5 a 10 %, cal-
culindose el equiv&lente de boro sobre la base del &cido b6~
rics. Preferiblemente, la cantidad utilizada es tal que la
relacifén ponderal del coméuesto aminico polifuncional al
&cido b6;ico 0 a su equivalente (calculado sobre el &cido
b8rico) varia entre 10:1 y 1:2 y preferiblemente entre 7:1
y 2:1,

El sistema estabilizante, que comprende el compuesto
amfnico polifuncional y él écido bérico o su equivalente en

boro, puede ser incorporado al sistema enzimdtico liquido
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B. licheniformis, tales como las subtilisinas comerciales

por adicidn de los constituyentes tal como estdn al lfquido
o por adicién del sisteﬁé estabilizante independientemente
preparado, por ejemplo como ﬁroducto de reaccién del compues
to amfnico polifuncional con el &cido bdrico o su equivalentg
También pueden utilizarse megclas de varios éompdestos amini-
cos polifuncionales asf como mezclas de un compuesto amfni-
co polifuncional con un compuesto polihidroxilado que no con-
tenga un grupo amino, v.g. eritritano. Ademds, se ha encon-
trado que la inclusidn de hasta un 10 % en peso de sacarosa
aumenta todavia mds la estabilidad en almacenamiento.

Las enzimas a incorporar pueden ser enzimas proteolfti-
cas,'amiléliticas y celuloliticas asf como sus mezclas. Pue-
den ser de cualquier origen adecuado, como origen vegetal,
animal, bacteriano, flingico y de levaduras. Sin embaigo, su
eleccidn estd gobernada por varios factores tales como Hpti-
mos de pH-actividad y/o estabilidad, termoestabili@qd, esta~-
bilidad frente a los detergentes activos, reforzantes, etc.
En este aspecto, se prefieren las enzimas bactériahas 6 fan-
gicas tales como las amilasas y proteasas bacterianas y las
celulasas ffingicas. Esta invencidn es especialmente intere-
sante para los detergentes lfguidos enzimiticos con un pH su-
perior a 7,5, especialmente los qﬁe incorporan proteasas bac-
terianas cuyo pH Sptimo esti comprendido entre 8,5 y 10,5 pe-
ro se sobreentiende que tambidn pueéen utilizarse enzimas con
un pH 8ptimo algo mis bajo o més alto en las composiciones de
esta invencién, beneficiidndose de ellas.

Son ejemplos adecuados de estas proteasas las subtili-

sinas que se obtienen de cepas particulares de B. subtilis y

Maxatase® (de Gist-~Brocades N.V., Delft, Holanda) y Alcalase

®
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(de Novo Industri A/S, Copenhague, Dinamarca).
Como ya se ha dicho, esta invencién es especialmente
interesante en el caso de los detexgentes liquidos enzimiti=

cos que incorporan enzimas con un OSptimo de pH-actividad y/o

-estabilidad superior a 8,5, siendo denominadas comiinmente

estas enzimas enzimas altamente alcalinas.

Es especialmente adecuada una proteasa cbtenida de una
cepa de'Bacillus, con una actividad mixima en el intervalo
de pH de 8 a 12, puesta a bunto y vendida por Novo Industri
A/S bajo la marca registrada de Es?eramaCD. La prepacacidn
de esta enzima y de enzimas andlogas estd descrita en la me-
moria de la patente briténica 1;243:784 de Novo.

También pudden utilizarse amilasas y ceiu;asas altamen-

te alcalinas, v.g. o-amilasas obtenidas de una cepa especial

.de B. licheniformis, descrita con més detalle en la memoria

de la patente brit&nica 1.296;839 (Novo) .

La cantidad de enzimas presente en la composiéién 11~
quida puede variar entre'0,00l y 10 % en peso y preferible-
mente entre 0,01 vy 5 & en peséz Naturalmente, esta cantidad
depende mucho de la actividad de la enzima utilizada.

Cuando las composiciones lf{quidas de ia invencién son
composiciones dete?gentes, estas composiciones detergentes _
liqﬁidas contienen como otro ingrediente esencial un material
detergente activo que puede ser anidnico, no iénico, catiéni4-
co, zwitteribnico o anfétero;

Son ejempios de detergentes sintéticos anidnicos las
salesi(incluidas las sales de sodio, potasio, amonio y amonig
sustituido como las sales de mono-: di- y tri-etanolamina)’
de alqdil(CQ-CZO)bencenosulfonatos, alcano(cs-czz)sulfonétos

primarios o secundarios, olefin(CB-C24)sulfonatos, dcidos po-
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A licarboxilicos sulfonados, preparados por sulfonacidén del

producto pirolizado de citratos de metales alcalino-térreos,
por ejemplo como los descr#tos en la memoria de la patente
briténica 1.082.179, alquil(Cg=C,,)sulfatos, alquil(Cg=Cy,)-
poliglicoletersulfatos (conteniendo hasta 10 moles de éxidé
de gtileno); otros ejemélos se encuentran en la obra "Surfa-
ce Active Agents and Detergents" (vol. I y II, por Schwartz,
Perry y Bexrch).

Son ejemplos"de detergentes sint&ticos no ibnicos los
productos de condensacidn de- 6xido de etileno, dxido de pro-
pileno y/u 6xi§o de butileno con alquilfenoles CB-Cls, alco-
holes alifédticos CsCig érimarios o secundarios, amidas de .
&cidos grasos CB-ClS;'otros ejemﬁlos de agentes no idnicos
son los Sxidos de aminas terciarias con una cadena alguflica
CgCig f dos cadenas alquilicas Cy.3- En la obra citada tam-—
bién se describen otros ejemblos de-agentes no i6n§gps.

El niimero medio de moles de 6xido de etileno y/n de
6xido de propileno presente en los agentes no ibénicos ante-
riores oscila entre 1 y 30; tambi&n pueden utilizarse mezclas
de diversos agentes no iénicoé; incluidas las mezclas de no
i6nicos con un grado inferior y suéerior de alcoxilacio6n.

son ejemplos de detergentes catibénicos los compuestos
de aﬁonio cuaternario tales como los halogenuros de alquildi-
metilamonio pero estos cémpueStos catidnicos son menos prefe-
ridos en las composicioﬂes detergentes enziméiticas.

Son ejemplos de detergentes anf6teros o zwitterifnicos
los N—alquilaminoécidos; lés sulfobetainas, los productos de
condensacién de &cidos grasos con hidrolizados proteicos, pe-
ro debido a su precio de coste relativamente alto, habitual-

mente se emplean en combinacidn con un detergente aniénico o
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'sa sobre la formacién de esbuma de la composicién final.

‘reforzante adecuado, como piro- y tri-polifosfatos, nitrilo-

' invencién varfa entre 5 y 70 %.en peso.

no iénico. También pueden utilizarse mezclas de los diversos
tipos de detergentes activos y se brefieren las mezclas de
un detergente activo anidnico y ﬁn detergente activo no ié-
nico. También pueden emblearse jabones (en forma de sales de
sodio, potasio y amonio sust%tuido, tal como sales de trietad
nolamina) de &cidos grasos Cg—Cyy asf como de &cidos grasos

polimerizados, que pueden ejercer una influencia beneficio-

La cantidad.del material detergente .activo varfa entre
10 y 60 %; cuando se emﬁlean mezclas éor ejemplo de agentes
anifnicos y no ifnicos, las relaciones ponderales relativas
oscilan entre 1:1 y 1:10: Cuando también se incorpora un ja-

bén, su proporcidn es de 1 a 40 % en peso.

Aunque los liquidos pueden contener hasta 40 ¥ de un

triacetatos, éter policarboxilatos, citratos, carbonatos y
ortofosfatos de sodio, potasio y amonio o amonio sustituido,

polielectrolitos como copolfimercs de polivinilmetiléter/anhi-

drido maleico, etc, esta invencién es especialmente beneficig
sa para uso en los detergentes liIquidos sin reforzantes.

La cantidad de agua presente en las composiciones de 14

También puede haber presentes otros materiales convencijp-
nales en las composicionés detergentes liquidas de esta inven
ci6én, por ejemplo agentes suspensores de la suciedad, hidro-
tropos, inhibidores de la corrosifn, colorantes, perfumes, sij-
licatos, abrillantadores Opticos, reforzadores de la espuma,
depresores de la espuma, germicidas, agentes anti-orin, opa-

cificadores} agentes suavizantes de los tejidos, blangqueado-

res que desprenden oxfgeno como perborato o percarbonato s6di
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co con 0 sin precursores del blénqueador, tampones y simi-
lares.

El pH de la comﬁosicién final estd comprendido preferity
blemente entre 7,5 y 11;0 y; si es necesario, se ajusta a un
valor comprendido dentro de estos limites por adicidn de un
material Acido o alcalino adécuado.

La invencién serd ilustrada ahora mediante ejemplos.
En los ejemplos, los porcentajes se dan en peso. El factor
de extensifn del periods de semidescomposicién . de la enzima Tué
determinado de la siguiente forma:

Una muestra continuamente retirada‘de la solucién a
enzxyar fué continuameﬁte diluida (1:200) y continuamente
analizada pafa determinar su actividad enzimdtica (para la
actividad proteolitica se utilizé caseina como substrato).
Los logaritmos de la actividad residual se representaron en
funcidn del tiempo y se calculd la constante de velocidad
K1 de primer orden. ) N

Bl factor de extensidn del periodo de’ semidescorposicidn’ de
la enzima (Ft) se define asfi:

K1 (sin sistema estabilizante)

Fe = K, {con sistema estabilizante)

EY/z (con sistema estabilizante)

.ty /2 (sin sistema estabilizante)

ty /2 = tiempo al cual la actiﬁdad enzimdtica (y) es la mitad de la
actividad enzimitica inicial.
 EJEMPLO 1
Se utilizaron ensayos con una proteasa del tipo de
subtilisina bacteriana, Alcalase() de Novo (actividad 10,6

UA/g) en el siguiente sistema acuoso que contiene:

0,2 M de tripolifosfato pentasddico
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N° _Aditivo (% en peso) Ft
L 6 % de tri(hidroximetil)aminometano +
6,2 % bbrax : 7.5
2 6 ¢ tri(hidroximetil)aminometano +
9,4 % bdrax 13,7
3 10 % tri(hidroximetil)aminometano +
15,7 % bérgx : 23,5
4 5 % tri(hidroximetil)aminometano +
5 % eritritano + 12,4 % bbrax 18,6
.5. 10 % tri-isopropanolamina + 8,4 % borax 12,7

0,12 M de dimetilglicina

1,7 g de Alcalase®.

El pH de este sistema es 10,0 y la temperatura 57°C.
Se midié la velocidad de la pérdida de actividad enzimdtica
de este sistema con y sin el sistema estabilizante y se de-

terminé el factor de extensidn de la semidescomposicién de la enzima

(Ft). Se obtuvieron los siguientes resultados:

6 ortoborato de trietanolamina (prepara=-
do a partir de 10 % de trietanolamina .-

y 12,8 ¥ de borax) 5,2
7 6 % dietanolamina + 5,4 % bérax 2,5
EJEMPLO 2

De forma similar a la-descrita en el Ejemplo 1, se reat
lizaron ensayos con una proteasa bacteriana, Esperase®
(actividad 41,5 KNPU/g) en el mismo siséema pero a 60°C.

" Una composicién de control conteniendo solamente 8,8 %
de bbérax did un valor de Fe de 0,7; con 2,5, 7,5 0 12,5 de
trietanolamina sola, se obtuvieron unos valores de Fg de
1,0, 1,1 v 1,0. .

Con sistemas de acuerdo con esta invencidn se obtuvie-

ron los siguientes resultados:
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12
13
14
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19
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1 con una amilasa bacteriana (ThermamylCD de Novo) en un

10
8
6

0 o o

- 10

Aditivo (% en peso) Ft
12 % ortoborato de trietanolamina 5,9
12 % de ortoborato de trietanolamina
-(preparado in situ con H3B03) 4,8
% de ortoborato de trietanolamina 4,3
% de ortoborato de irietanolamina 3,0
% de ortoborato de trietanolamina 2,1
% de ortoborato de trietanolamina 2,0
% de ortoborato de trietanolamina 1,6
% trietanolamina + 5,6 % bdrax 2,6
% de trietanolamina + 6,8 % bdrax 3,4
% Frietanolamina + 8,6 % bbrax 3,4
% trietanolamina + 10,2 % bérax 3,2
$ dietanolamina + 5,4 % bdrax 3,2
% tri(hidroximetil)aminometano +
7,7 % bdrax 1,7

Se realizaron ensayos de forma similar a la del Ejempl

EJEMPLO 3

sistema acuoso que contiene:

0,12 M de tripolifosfato pentas&dico

0,1 M de glicina

0,5 g de Thermamyl (actividad 450 KNU/g).

El pH era 9,95 y la temperatura 59,3°C. Se obtuvieron

los siguientes resultados:

© e

21

22

23

24

. -

Aditivo (% en peso) Fy

2 % tri(hidroximetilamino)metano +
3,15 % bérax 1,4

6 % tri(hidroximetilamino)metano +
9,45 % borax 2,4

10 % tri(hidroximetilamino)metano +
15,75 % bGrax ' 4,86

’ 6,28 % de ortokorato de trietanolamina -

1.4

4
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EJEMPLO

Se prepararoh las éiguientes comﬁosiciones detergentes
ligquidas enzimiticas acudsés §or adicidén de 0,5 % de una sus
pensidn de’enzima (Maxatase(:) soqlooo; una proteasa del ti-

po de subtilisina bacteriana de Gist~Brocades, Delft, Holan-

da; con una actividad de 500.000 unidades Delft/g) a las for+

mulaciones tabuladas y se determind su estabilidad en almace-

namiento a 37°C.

dd con 18 moles de 6xido de
etileno

alcohol Cg-cll lineal conden-
sado con”8 moles de 6xido de
et;leno

xilensulfonato sédico

&cido oleico dimerizado

trietanolamina

alcohol laurilico condensado
con 2 moles de 6xido de eti-
leno

4

alcohol.C16-C181ineal condensa-

&ter monoetflico de dietilen- -

glicol
agua

sistema estabilizante que com

prende &cido bérico y trieta
nolamina en una relacidn pon
deral de 2:3, preparado inde
pendientemente

pH

El periodo de Semidescanmposicién’ de
la actividad enzimitica. fué ob-
tenido al cabo de:

A B (o] D
21" 21 21 21
7 7 7 7
3 3 3 3
6,5 6,5 6,5+°6,5
-10 10 10 i0,
7 7 7 7
10 10 10 10
30,5 25,5 20,5 15,5
5 10 15 20
9 9. 9 9
6,5 se 8,5 se al cabo al cabodg
manas manas de 1l se 11 semanas

manas to todavfa mds
davia mds del 50 %
del 50 ¢ de activit

de activi~dad residpal

dad resi-
dual
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% en peso
A B C D
La actividad enzimitica re-
sidual al cabo de 11 semanas
de almacenamiento fué: 32 % 35 % 60 % 70 %.

EJEMPLO 5

Repitiendo el Ejempio 4 pero empleando 0,5 % de una pro-
teasa bacteriana, Esperase® de Novo (actividad 9 KNPU) en
lugar de Alcalase, los liquidos con un pH de 9,0 dieron los
siguientes resultados: al cabo de 9 semanas de almacenamien-
to los productos A-D todavia conservaban una actividad proteq
lftica residu_al muy superior al 50 % de la actividad iniciall
Estas actividades residuales eran del 60 %, 60 % y 85 % res-
pecti‘.vamente .

EJEMPLO 6 v -

Se repiti6 el Ejemplo 5 pero el ensayo de almacanamien-
"l.:d se realizé ahora a 50°C. Los productos A, B y C zlcaaza-
ronvel nivel de actividad enzimética de la semidescoiposicién a-
las 3,5, 4 y 10 semanas de almacenamiento respectivameats. El
producto D presentabaluna actividad enzimatica residunal del
88 % al cabo de 7 semanas. .

EJEMPLO 7

Unos sistemas acuosos conteniendo ESperase® (20.000
U.G./ml) se mantuvieron en almacenamiento a 37°C. Se determi-
nS en dfas el periodo de semidéscc@osiciénusando sistemas con
los aditivos dados a coniginﬁacién. Los resultados se encuen-

tran en la siguiente tabla.
Periodo de” semides-

pH¥ comosicién, dias
+ 24,8 g/1 de &cido bérico 19,5 6
+ 24,8 g/1 &cido bbrico + 10 %
sacarosa ‘ 10,5 8

+ 24,8 g/1 &cido bbrico + 5 %
trietanolamina : 10,5 9
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Periodo de semides-

pH composicion, dias
10 % sacarosa + 5 % trieta
nolamina 10,2 6
24,8 g/1 acido bérico + 5 %
trietanolamina + 10 %
sacarosa 10,5 20

S

pH ajustado con NaOH.

En resumen, la Patente de Invencidén que sz sclici~

ta deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1.~ Un procedimiento para la preparacién 4e una

composicidén acuosa detergente liquida enzimdtica gue pre-~

senta mayor estabilidad en almacenamiento, caracterizada

por contener un sistema estabilizante que comprende:

a)

b)

i)

ii)

de 2 a 25 % del peso de 1ls composicidén final de un com-
puesto aminimo polifuncional que contiene como minimo
un grupo amino y .como minimo dos grupos hidroiilo;
de 0,25 a 15 % del peso @e la composicidén final de &ci-
do bdérico o de un equivalente en boro del mismo, capaz
de reaccionar con el compuesto aminimo polifuncional,
cuyo procedimiento comprende:
hacer reaccionar: (a) de 2 a 25 % en peso de un com~
puestoaninico polifuncional que contiene como minimo
un grupo amino y como minimo dos grupos hidroxile, con
(b) de 0,25 a 15 % en peso de 4cido bérico o de un éqqi
valente en boro del mismo; |

opcionalmente, combinar el producto de la etapa ante~
rior con; (¢) hasta un 10 % de sacarcsa, (d) de 0,001

a 10 % en peso de proteasas, amilasas o celulasas, (e)

de 10 a 60 % en peso de un material detergente activo y
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donde el pH es de 8,5 a 10 35

(£) de 5 a 70 % en peso de agua,
311) ajustar el valor del pH entre 7,5 y 11,0 por adi_
cibén de un material dcido o alecalino adecuado.
2.~ Un procedimiento seglin la Reivindicacidn 1,
donde se hace reaccionar de 4 a 15 % en peso de a) con de O
a 10 % en peso de b). ‘
3.- Un procedimiento segin la Reivindicaciédn 1,

donde el compuesto aminico polifuncional es una polialeano-

AS

lamina.
4.~ Un procedimiento segfin la Reivindicacidn 3,

donde la polialcanolamina es dietanolamina;'trieténolamina,

di+isopropanclamina, trl-lsopropanolamlna o] tr1(h1d:owlme~
tli)amlnometano. ' o

5.~ Un procedimiento segﬁn la reivindicacion 1,
donde el equivalente en boro del acido borlco es bxido bd-
rico, bérax u orto=-, meta- o plro—borato SOleO.

6.~ Un procedimiento segfn la Reivindic;éién 1,
donde la composiéién contiene hasta 10 % de sacarosa..-

7.~ Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
donde 1la composicién contiene de 0,001 8 10 % en peso de
proteasas, amilasas o éeluiasés, de 10 a 60 % en peso ‘de un
material detergente activo y de 5 a 70 % en peso de-agua.
‘ -8.~ Un procedimiento segun la Relvindlcaclon 7,

9.~ Se reivindica por ltimo como objeto sobre el

-que ha de recaer la Patente de Invencidn.que se solicita:-

" UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UNA COMPOSICION
ACUOSAS DETERGENTE LIQUIDA ENZIMATICA "o

Todo conforme queda descrluo ¥ re1v1nd1cado en la
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presente Memoria Descriptiva que consta de quince péginas
nmecanografiadas.

Madrid, 31 de Octubre de 1977

BERNARDO UNGRIA
P.p-

/
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