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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Wasch- 
und Reinigungsmittel, enthaltend polycyclische Ver-
bindungen, die als Proteaseinhibitoren wirken und 
somit geeignete Enzymstabilisatoren sind.

[0002] Der Einsatz von Enzymen in Wasch- und 
Reinigungsmitteln ist seit Jahrzehnten im Stand der 
Technik etabliert. Sie dienen dazu, das Leistungs-
spektrum der betreffenden Mittel entsprechend ihren 
speziellen Aktivitäten zu erweitern. Hierzu gehören 
insbesondere hydrolytische Enzyme wie Proteasen, 
Amylasen, Lipasen und Cellulasen. Die ersten drei 
genannten hydrolysieren Proteine, Stärke und Fette 
und tragen somit unmittelbar zur Schmutzentfernung 
bei. Cellulasen werden insbesondere wegen ihrer 
Gewebewirkung eingesetzt. Eine weitere Gruppe von 
Wasch- und Reinigungsmittelenzymen sind oxidative 
Enzyme, insbesondere Oxidasen, die ggf. im Zusam-
menspiel mit anderen Komponenten vorzugsweise 
dazu dienen, Anschmutzungen zu bleichen oder die 
bleichenden Agentien in situ zu erzeugen. Neben die-
sen Enzymen, die einer fortwährenden Optimierung 
unterworfen werden, werden laufend weitere Enzy-
me für den Einsatz in Wasch- und Reinigungsmitteln 
bereitgestellt, um insbesondere spezielle Anschmut-
zungen optimal angehen zu können, wie beispiels-
weise Pektinasen, β-Glucanasen, Mannanasen oder 
weitere Hemicellulasen (Glykosidasen) zur Hydroly-
se insbesondere spezieller pflanzlicher Polymere.

[0003] Die am längsten etablierten und in praktisch 
allen modernen, leistungsfähigen Wasch- und Reini-
gungsmitteln enthaltenen Enzyme sind Proteasen 
und hierunter insbesondere Serin-Proteasen, zu de-
nen erfindungsgemäß auch die Subtilasen gerechnet 
werden. Sie dienen dem Abbau proteinhaltiger An-
schmutzungen auf dem Reinigungsgut. Allerdings 
hydrolysieren sie auch sich selbst (Autoproteolyse) 
und alle anderen in den betreffenden Mitteln enthal-
tenen Proteine, d. h. insbesondere Enzyme. Dies ge-
schieht besonders während des Reinigungsvor-
gangs, d. h. in der wäßrigen Waschflotte, wenn ver-
gleichsweise günstige Reaktionsbedingungen vorlie-
gen. Dies geschieht in geringerem Ausmaße aber 
auch während der Lagerung der betreffenden Mittel, 
weshalb im Laufe einer langen Lagerung immer auch 
ein gewisser Verlust der Proteaseaktivität sowie der 
Aktivitäten der anderen Enzyme einhergeht. Beson-
ders problematisch ist dies in gelförmigen oder flüssi-
gen und insbesondere in wasserhaltigen Rezeptu-
ren, weil in diesem mit dem enthaltenen Wasser so-
wohl das Reaktionsmedium als auch das Hydroly-
se-Reagenz zur Verfügung stehen.

[0004] Ein Ziel bei der Entwicklung von Wasch- und 
Reinigungsmittelrezepturen besteht darin, die enthal-
tenen Enzyme besonders während der Lagerung zu 
stabilisieren. Darunter wird der Schutz gegen ver-

schiedene ungünstige Einflüsse verstanden, wie bei-
spielsweise gegen Denaturierung oder Zerfall durch 
physikalische Einflüsse oder Oxidation. Ein Schwer-
punkt dieser Entwicklungen besteht im Schutz der 
enthaltenen Proteine und/oder Enzyme gegen prote-
olytische Spaltung. Diese kann durch den Aufbau 
physikalischer Barrieren erfolgen, etwa durch Ver-
kapselung der Enzyme in speziellen Enzymgranula-
ten oder durch Konfektionierung der Mittel in Zwei- 
oder Mehrkammersystemen. Der andere vielfach be-
schrittene Weg besteht darin, chemische Verbindun-
gen zuzusetzen, die die Proteasen inhibieren und so-
mit insgesamt als Stabilisatoren für Proteasen und 
die anderen enthaltenen Proteine und Enzyme wir-
ken. Es muß sich dabei um reversible Proteaseinhibi-
toren handeln, da die Proteaseaktivität nur vorüber-
gehend, insbesondere während der Lagrung, nicht 
aber mehr während des Reinigungsprozesses unter-
bunden werden soll.

[0005] Als reversible Proteaseinhibitoren sind im 
Stand der Technik Polyole, insbesondere Glycerin 
und 1,2-Propylenglycol, Benzamidin-Hydrochlorid, 
Borax, Borsäuren, Boronsäuren oder deren Salze 
oder Ester etabliert. Darunter sind vor allem Derivate 
mit aromatischen Gruppen, etwa ortho-, meta- oder 
para-substituierte Phenylboronsäuren zu erwähnen, 
insbesondere 4-Formylphenyl-Boronsäure, bezie-
hungsweise die Salze oder Ester der genannten Ver-
bindungen (s. u.). Ein besonders guter Schutz ergibt 
sich, wenn Borsäurederivate zusammen mit Polyolen 
eingesetzt werden, da sie dann einen das Enzym sta-
bilisierenden Komplex bilden können. Auch Peptidal-
dehyde, das heißt Oligopeptide mit reduziertem 
C-Terminus, insbesondere solche aus 2 bis 50 Mono-
meren sind zu diesem Zweck beschrieben. Zu den 
peptidischen reversiblen Proteaseinhibitoren gehö-
ren unter anderem Ovomucoid und Leupeptin. Auch 
spezifische, reversible Peptid-Inhibitoren sowie Fusi-
onsproteine aus Proteasen und spezifischen Pep-
tid-Inhibitoren werden hierfür eingesetzt.

[0006] Weitere etablierte Enzymstabilisatoren sind 
Aminoalkohole wie Mono-, Di-, Triethanol- und -Pro-
panolamin und deren Mischungen, aliphatische Car-
bonsäuren bis zu C12, wie beispielsweise Bernstein-
säure, andere Dicarbonsäuren oder Salze der ge-
nannten Säuren. Auch endgruppenverschlossene 
Fettsäureamidalkoxylate sind für diesen Zweck etab-
liert. Bestimmte als Builder eingesetzte organische 
Säuren vermögen, wie in WO 97/18287 offenbart, zu-
sätzlich zu ihrer Builder-Funktion auch ein Enzym zu 
stabilisieren.

[0007] Als Wasch- und Reinigungsmittelproteasen 
sind verschiedene Protease-Klassen etabliert, bei-
spielsweise Metalloproteasen. Unter den Wasch- und 
Reinigungsmittelproteasen nehmen Proteasen vom 
Subtilisin-Typ (Subtilasen, Subtilopeptidasen, EC 
3.4.21.62) aufgrund ihrer günstigen enzymatischen 
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Eigenschaften wie Stabilität oder pH-Optimum aller-
dings eine herausragende Stellung ein. Sie werden 
aufgrund der katalytisch wirksamen Aminosäuren 
den Serin-Proteasen zugerechnet. Sie wirken als un-
spezifische Endopeptidasen, das heißt, sie hydroly-
sieren beliebige Säureamidbindungen, die im Inne-
ren von Peptiden oder Proteinen liegen. Ihr pH-Opti-
mum liegt meist im deutlich alkalischen Bereich. Ei-
nen Überblick über diese Familie bietet beispielswei-
se der Artikel „Subtilases: Subtilisin-like Proteases" 
von R. Siezen, Seite 75–95 in „Subtilisin enzymes", 
herausgegegeben von R. Bott und C. Betzel, New 
York, 1996. Subtilasen werden natürlicherweise von 
Mikroorganismen gebildet; hierunter sind insbeson-
dere die von Bacillus-Spezies gebildeten und sekre-
tierten Subtilisine als bedeutendste Gruppe innerhalb 
der Subtilasen zu erwähnen.

[0008] Es wird deshalb besonders daran gearbeitet, 
reversible Inhibitoren gerade dieser Enzymklasse zur 
Verfügung zu stellen. Dabei haben sich Polyole wie 
Glycerin und 1,2-Propylenglycol aufgrund ihrer ho-
hen notwendingen Einsatzkonzentrationen als unvor-
teilhaft erwiesen, weil die übrigen Wirkstoffe der be-
treffenden Mittel damit nur noch in entsprechend ge-
ringeren Anteilen enthalten sein können.

[0009] Unter den bereits in vergleichsweise niedri-
ger Konzentration wirksamen Serin-Protease-Inhibi-
toren nehmen Borsäurederivate eine herausragende 
Stellung ein. Als Beispiele dafür gehen aus WO 
92/19707 A1 meta-substituierte Phenylboronsäuren 
hervor. Para-substituierte Phenylboronsäuren als 
Protease-Inhibitoren offenbart EP 478050 A1. Die 
Protease-inhibierende Wirkung von Komplexen von 
Borsäuren und Borsäure-Derivaten mit aromatischen 
Verbindungen offenbart EP 511456 A1. Protease-in-
hibierende Derivate von Boronsäuren und Borinsäu-
ren, darunter auch aromatische Verbindungen, offen-
bart WO 95/02046 A1. WO 95/29223 A1 offenbart 
dieselbe Wirkung von substituierten Naphthalenbo-
ronsäuren.

[0010] Ferner sind die Anmeldungen WO 96/21716 
A1 und WO 96/41859 A1 zu erwähnen. WO 
96/21716 A1 zitiert die fünf soeben zitierten Anmel-
dungen und offenbart, daß alle darin aufgeführten 
Proteaseinhibitoren auch für den speziellen Zweck 
geeignet sind, Enzyme in Wasch- und Reinigungs-
mitteln zu stabilisieren. Eine Auswahl besonders leis-
tungsfähiger Stabilisatoren hieraus offenbart WO 
96/41859 A1.

[0011] Ferner gibt es Stand der Technik zur weite-
ren Steigerung der Wirkung dieser Stabilisatoren. So 
beschreibt die Anmeldung WO 93/11215 A1 den 
kombinierten Einsatz von 1,2-Propandiol und Bor-
säure oder verschiedenen Borsäure-Derivaten zum 
Stabilisieren flüssiger Waschmittelrezepturen, und 
EP 451924 A2 offenbart flüssige Waschmittelrezep-

turen, die durch den kombinierten Einsatz von Hydro-
xypolycarboxylsäuren, Calciumsalz und speziellen 
Borverbindungen stabilisiert werden.

[0012] Unabhängig von ihrer stabilisierenden Wir-
kung weisen die Borsäurederivate jedoch einen ent-
scheidenden Nachteil auf: Viele davon, wie beispiels-
weise Borat, bilden mit einigen anderen Wasch- bzw. 
Reinigungsmittelinhaltsstoffen unerwünschte Neben-
produkte, so daß diese in den betreffenden Mitteln 
nicht mehr für den erwünschten Reinigungsszweck 
zur Verfügung stehen oder sogar als Verunreinigung 
auf dem Waschgut zurückbleiben.

[0013] Es stellte sich somit die Aufgabe, borfreie 
chemische Verbindungen zu identifizieren, die als 
Proteaseinhibitoren wirken und somit als Enzymsta-
bilisatoren in Wasch- und Reinigungsmitteln geeignet 
sind.

[0014] Hierbei war der Einsatz in insgesamt flüssi-
gen, gelförmigen oder pastösen Wasch- und Reini-
gungsmitteln von besonderem Interesse, und darun-
ter insbesondere in solchen, die Wasser enthalten.

[0015] Diese Aufgabe wird durch folgende Mittel ge-
löst:  
Wasch- oder Reinigungsmittel, enthaltend eine Pro-
tease und eine Verbindung der allgemeinen Struktur-
formel: 

in der  
A für einen beliebigen 5- oder 6-gliedrigen, ein- oder 
mehrfach ungesättigten Ring steht, der gegebenen-
falls auch mindestens ein Heteroatom, insbesondere 
ausgewählt aus O und N, enthalten kann, wobei A 
vorzugsweise ausgewählt ist aus der Gruppe beste-
hend aus Benzo-, Thiopheno-, Pyrido-, Pyrimidino-, 
Imidazo-, Oxazo-, Pyrrazo- und Pyrrolo-Rest,  
X und Y unabhängig voneinander für O, NR1 oder 
CR1R2, vorzugsweise für O, stehen,  
R1, R2 und Z unabhängig voneinander für Wasser-
stoff, C1-6-Alkyl, insbesondere Methyl, Ethyl, Propyl, 
Butyl, Pentyl oder Hexyl, C1-6-Alkenyl, insbesondere 
Ethenyl, Propenyl, Butenyl, Pentenyl oder Hexenyl, 
Phenyl, Benzyl oder Halogen, insbesondere Fluor, 
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Chlor, Brom oder Iod, vorzugsweise für Wasserstoff, 
stehen,  
n = 1 oder 2 beträgt.

[0016] In einer bevorzugten Ausführungsform ste-
hen  
A für einen Rest ausgewählt aus der Gruppe beste-
hend aus Benzo-, Thiopheno-, Pyrido-, Pyrimidino-, 
Imidazo-, Oxazo-, Pyrrazo- und Pyrrolo-Rest, beson-
ders bevorzugt für einen Benzo-Thiopheno- oder Py-
rido-Rest, vor allem für einen Benzo-Rest,  
X für O oder NR1, besonders bevorzugt für O,  
Y für O oder NH, besonders bevorzugt für O,  
R1 für Benzyl,  
Z für Wasserstoff und  
n beträgt 1.

[0017] In einer besonders bevorzugten Ausfüh-
rungsform handelt es sich um eine Verbindung der 
Strukturformel 

[0018] Unter einem Wasch- oder Reinigungsmittel 
sind erfindungsgemäß alle Mittel zu verstehen, die 
sich zum Waschen oder Reinigen von insbesondere 
Textilien und/oder festen Oberflächen eignen. Hierfür 
geeignete Inhaltsstoffe werden weiter unten detail-
liert ausgeführt.

[0019] Unter einer Protease sind erfindungsgemäß 
alle Enzyme zu verstehen, die in der Lage sind, Säu-
reamidverknüpfungen von Proteinen zu hydrolysie-
ren. Auch die Proteasen werden weiter unten detail-
liert ausgeführt.

[0020] Ohne an diese Theorie gebunden sein wol-
len, wird erfindungsgemäß davon ausgegangen, daß 
die erfindungsrelevanten Verbindungen mit der erfin-
dungsgemäß zu inhibierenden/stabilisierenden Pro-
tease einen Komplex ausbilden. Dieser sieht wahr-
scheinlich so aus, daß sich die erfindungsrelevante 
Verbindung in die Substratbindungstasche der Prote-
ase einlagert und dort nicht-kovalent gebunden wird. 
Auf diese Weise wird das aktive Zentrum der Protea-

se durch eine nicht durch dieses Enzym hydrolysier-
bare Verbindung blockiert und steht nicht für eine Hy-
drolyse anderer zugegener Proteine zur Verfügung. 
Hierbei handelt es sich um eine reversible Bindung, 
d. h. um ein Gleichgewicht zwischen Assoziation und 
Dissoziation. Der Gleichgewichtskoeffizient dieser 
Reaktion wird als Inhibitionskonstante oder Ki be-
zeichnet.

[0021] Der erste Vorteil der erfindungsrelevanten 
Verbindungen gegenüber dem Stand der Technik be-
steht neben ihrem gegenüber den Polyolen geringe-
ren Volumenbedarf darin, daß sie günstige Inhibiti-
onskonstanten bezüglich der in Wasch- und Reini-
gungsmitteln einsetzbaren Proteasen aufweisen. 
Dies gilt beispielsweise für Serin-Proteasen, aber 
auch für Metalloproteasen. Die Inhibitoren binden so-
mit reversibel, d. h. sie gehen nicht zu feste und nicht 
zu lose vorübergehende Wechselwirkungen mit dem 
Enzym ein. Vorteilhafterweise liegt damit während 
der Lagerung der Großteil der erfindungsrelevanten 
Protease in Form eines Protease-Inhibitor-Komple-
xes vor. Die Protease und ggf. weitere enthaltene 
Proteine, insbesondere weitere Enzyme werden auf 
diese Weise gegenüber einer Proteolyse durch die-
ses Enzym geschützt (gegen Proteolyse stabilisiert). 
Andererseits wird im Augenblick der Verdünnung des 
erfindungsgemäßen Mittels mit Wasser zur Herstel-
lung einer wäßrigen Wasch- bzw. Reinigungsflotte 
während des Reinigungsvorgangs das Bindungs-
gleichgewicht in Richtung Dissoziation verschoben, 
so daß sich der Komplex auflöst und der Großteil der 
erfindungsrelevanten Protease proteolytisch aktiv 
wird. Es handelt sich bei den erfindungsrelevanten 
Verbindungen also gemäß der formulierten Aufgabe 
um funktionierende Protease-Inhibitoren und somit 
Enzym-Stabilisatoren für Wasch- und Reinigungsmit-
tel.

[0022] Der zweite Vorteil der erfindungsrelevanten 
Verbindungen gegenüber dem Stand der Technik be-
steht darin, daß sie als Elemente lediglich C, H, N 
und O und gegebenenfalls Halogenide und/oder 
Schwefel aufweisen und insbesondere frei von Bor 
sind. Sie bilden somit nicht die unerwünschten, auf 
Bor zurückzuführenden Nebenprodukte mit anderen 
Wasch- oder Reinigungsmittelinhaltsstoffen.

[0023] Ferner verfügen sie insbesondere aufgrund 
der in jedem aromatischen Ring enthaltenen Carbo-
xylgruppen über eine gute Wasserlöslichkeit, so daß 
sie in entsprechende Mittel einfach eingearbeitet 
werden können und ein Ausfällen während der Lage-
rung vermieden wird.

[0024] Grundsätzlich wirken die genannten Verbin-
dungen vermutlich deshalb als reversible Inhibitoren, 
weil sie ähnlich dem Substrat der Proteasen, struktu-
rell an die Bedingungen der Bindungstasche ange-
passt sind. Umgekehrt lassen sich also grundsätzlich 

([1-(carboxymethoxy)-6-oxo-6H-benzochro-
men-3-yl]oxy}acetic acid (CAS: 133540-71-3))
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alle Proteasen durch die erfindungsrelevanten Ver-
bindungen inhibieren, so diese erfindungsgemäß als 
Protease-Inhibitoren geeignet sind. Dies gilt insbe-
sondere für Serin-Proteasen, wie anhand der Bei-
spiele zur vorliegenden Anmeldung mit der positiven 
Wirkung der dort experimentell beschriebenen Ver-
bindungen anhand von Serin-Proteasen, konkret 
Subtilasen, noch spezieller Subtilisinen gezeigt wor-
den ist, und zwar anhand einer Variante des Subtili-
sins aus Bacillus lentus DSM 5483.

[0025] Weitere Gegenstände der vorliegenden Er-
findung betreffen: 
– die Verwendung einer oben beschriebenen Ver-
bindung als reversibler Inhibitor und/oder Stabili-
sator einer Protease, im Rahmen einer Wasch- 
oder Reinigungsmittelrezeptur;
– Wasch- oder Reinigungsverfahren, in dem eine 
Protease zur Wirkung kommt, die mit einer oben 
beschriebenen Verbindung inhibiert und/oder sta-
bilisiert ist;
– die Verwendung eines erfindungsgemäßen 
Wasch- oder Reinigungsmittels zum Waschen 
und/oder Reinigen von Textilien und/oder harten 
Oberflächen; sowie
– die Verwendung einer Protease und einer oben 
beschriebenen Verbindung zur Herstellung eines 
Wasch- oder Reinigungsmittels.

[0026] Erfindungsgemäß sind solche Wasch- oder 
Reinigungsmittel bevorzugt, in denen die stabilisie-
rende Verbindung bezüglich der enthaltenen Protea-
se eine Inhibitionskonstante (Ki) von 0,01 bis 10 mM, 
vorzugsweise 0,1 bis 5, besonders bevorzugt 0,5 bis 
2 aufweist.

[0027] Die Inhibitionskonstante Ki kann auf folgende 
Weise ermittelt werden:  
Für die Charakterisierung eines reversiblen Inhibitors 
der enzymatischen Aktivität, ist die Inhibitionskons-
tante Ki eine charakteristische und entscheidende 
Größe. Ki beschreibt das Gleichgewicht zwischen 
Enzym, Inhibitor und Enzym-Inhibitor Komplex für 
eine reversible Bindung. Der Enzym-Inhibitor Kom-
plex ist dabei katalytisch nicht aktiv und inhibiert die 
Reaktion durch Herabsetzung der Konzentration von 
freiem Enzym, das noch zur Bindung von Substrat 
zur Verfügung steht. Der Ki ist dementsprechend de-
finiert als: 

Ki = [I] × [E]/[EI]

[0028] Darin bedeuten [E], [I] und [EI] die jeweiligen 
molaren Gleichgewichtskonzentrationen von Enzym 
(E), Inhibitor (I) und dem Enzym-Inhibitor-Komplex 
(EI). Dieser Definition entsprechend ist eine Sub-
stanz mit einem kleinen Ki unter den jeweiligen Test-
bedingungen ein guter Inhibitor.

[0029] Die Bestimmung des Ki erfolgt auf der Grund-

lage des Aktivitätstests der Protease in Anwesenheit 
des entsprechenden Inhibitors. Über die etablierte 
Michaelis-Menten-Kinetik werden die enzymatischen 
Parameter Km, und kcat in Anwesenheit verschiedener 
Konzentrationen des Inhibitors bestimmt. Durch die 
Bestimmung der Anfangshydrolyse-Rate (vAnf.) bei 
verschiedenen Substratkonzentrationen [S] und Ein-
passung der experimentellen Daten in Gleichung 1 
erhält man Ki. 

vAnf. = kcat × [S] × E0/(Km × (1 + [I]/Ki) + S)Gleichung 1

[0030] Hierin steht [I] wiederum für die Inhibi-
tor-Konzentration.

[0031] Alternativ kann Ki unter Verwendung der 
Cheng-Prusoff-Gleichung (Gleichung 2) über den 
IC50-Wert bestimmt werden. Die Bestimmung des 
IC50-Werts erfolgt über die Bestimmung der proteoly-
tischen Aktivität an einem Substrat in Anwesenheit 
verschiedener Konzentrationen des Inhibitors und 
Anpassung der experimentellen Daten an eine sig-
moidale Dosis-Wirkungs-Gleichung mit variabler 
Steigung (Pseudo-Hill-Steigungen). Es handelt sich 
dabei um den Wert der Hälfte der Inhibitor-Konzent-
ration, die nötig wäre, um eine vollständige Inhibition 
zu erzielen.

[0032] Ki ergibt sich damit aus folgender Gleichung 
2: 

Ki = IC50/(1 + [S]/Kd) Gleichung 2

[0033] Darin bedeuten [S] die Substratkonzentrati-
on im Test und Kd die Gleichgewichts-Dissoziations-
konstante für das Substrat, die bei IC50 als identisch 
zu Km für das Substrat gesetzt werden kann.

[0034] Die auf diese Weise bestimmbaren Ki-Werte 
kennzeichnen die untersuchte Verbindung in bezug 
auf die im Versuch eingesetzte Protease. In Beispiel 
2 wurde dies für die Bacillus lentus-Alkalische Prote-
ase F49 (gemäß WO 95/23221 A1) durchgeführt. Da 
es sich dabei um eine typische Subtilisin-Protease 
handelt, sind die mit diesem Enzym erhaltenen Werte 
auch für andere Serin-Proteasen, insbesondere an-
dere Subtilisin-Proteasen typisch. Der exakte Wert 
für eine interessierende Protease muß im Zweifel an-
hand der jeweils konkreten Protease ermittelt wer-
den.

[0035] In erfindungsgemäßen Wasch- oder Reini-
gungsmitteln, die in einer bevorzugten Ausführung in 
überwiegend fester Form vorliegen und in einer zwei-
ten Ausführung in überwiegend flüssiger, pastöser 
oder Gelform vorliegen, ist die Protease insbesonde-
re in einem Gehalt von 2 μg bis 20 mg pro g des Mit-
tels, vorzugsweise von 5 μg bis 17,5 mg pro g des 
Mittels, besonders bevorzugt von 20 μg bis 15 mg pro 
g des Mittels, ganz besonders bevorzugt von 50 μg 
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bis 10 μg des Mittels enthalten.

[0036] Der Stabilisator ist in erfindungsgemäßen 
Mitteln insbesondere in einem Gehalt bis zu 50 mg 
pro g des Mittels, vorzugsweise bis zu 10 mg beson-
ders bevorzugt bis zu 7 mg ganz besonders bevor-
zugt bis zu 5 mg pro g des Mittels enthalten. Weiter-
hin ist bevorzugt, dass der Stabilisator in einem Ge-
halt von 0,01 bis 100 × Ki (bezogen auf die enthaltene 
Protease), vorzugsweise 0,1 bis 10 × Ki besonders 
bevorzugt 1 bis 5 × Ki enthalten ist.

[0037] Vorzugsweise liegt das molare Verhältnis 
von Stabilisator zur Protease im Bereich von 1:1 bis 
1.000:1, insbesondere von 1:1 bis 500:1, besonders 
bevorzugt von 1:1 bis 100:1, ganz besonders bevor-
zugt von 1:1 bis 20:1.

[0038] Neben dem Stabilisator gemäß der oben an-
gegebenen allgemeinen Formel kann ein erfindungs-
gemäßes Mittel mindestens einen weiteren Stabilisa-
tor, insbesondere ein Polyol, wie Glycerin oder 
1,2-Ethylenglycol, und/oder ein Antioxidans, enthal-
ten.

[0039] Bei der erfindungsgemäß stabilisierten be-
ziehungsweise reversibel inhibierten Protease han-
delt es sich vorzugsweise um eine Serin-Protease, 
insbesondere um eine Subtilase, besonders bevor-
zugt um ein Subtilisin. Subtilisin kann dabei ein Wild-
typenzym oder eine Subtilisin-Variante sein, wobei 
das Wildtypenzym bzw. das Ausgangsenzym der Va-
riante vorzugsweise aus einer der folgenden ausge-
wählt ist: 
– Die Alkalische Protease aus Bacillus amyloli-
quefaciens (BPN'),
– Die Alkalische Protease aus Bacillus lichenifor-
mis (Subtilisin Carlsberg),
– Die Alkalische Protease PB92,
– Subtilisin 147 und/oder 309 (Savinase)
– Die Alkalische Protease aus Bacillus lentus, vor-
zugsweise aus Bacillus lentus (DSM 5483),
– Die Alkalische Protease aus Bacillus alcalophi-
lus (DSM 11233),
– die Alkalische Protease aus Bacillus gibsonii 
(DSM 14391) oder eine hierzu mindestens zu 
70% identische Alkalische Protease,
– die Alkalische Protease aus Bacillus sp. (DSM 
14390) oder eine hierzu mindestens zu 98,5% 
identische Alkalische Protease,
– die Alkalische Protease aus Bacillus sp. (DSM 
14392) oder eine hierzu mindestens zu 98,1% 
identische Alkalische Protease,
– die Alkalische Protease aus Bacillus gibsonii 
(DSM 14393) oder eine hierzu mindestens zu 
70% identische Alkalische Protease,
– die in SEQ ID NO. 4 der Anmeldung WO 
2005/063974 A1 beschriebene Alkalische Protea-
se oder eine hierzu mindestens zu 40% identische 
Alkalische Protease,

– die in SEQ ID NO. 4 der Anmeldung WO 
2005/103244 A1 beschriebene Alkalische Protea-
se oder eine hierzu mindestens zu 80% identische 
Alkalische Protease,
– die in SEQ ID NO. 7 der Anmeldung WO 
2005/103244 A1 beschriebene Alkalische Protea-
se oder eine hierzu mindestens zu 80% identische 
Alkalische Protease und
– die in SEQ ID NO. 2 der Anmeldung DE 10 2005 
028 295.4 beschriebene Protease oder eine hier-
zu mindestens zu 66% identische Protease.

[0040] In einer bevorzugten Ausführungsform han-
delt es sich bei der Protease um eine Variante mit ei-
ner Punktmutation in dem Bereich der Positonen 95 
bis 103 (Zählung gemäß Subtilisin 309) handelt, vor-
zugsweise mit einer Insertion einer einzelnen Amino-
säure zwischen Position 99 und 100, besonders be-
vorzugt ausgehend von Subtilisin 147 und/oder 309 
(Subtilisin 309), bzw. einer Variante davon. Insbeson-
dere handelt es sich bei der Protease um eine Vari-
ante mit einer Punktmutation in Positon 217 (Zählung 
gemäß der Wildtyp-Protease aus Bacillus amyloli-
quefaciens; BPN') handelt, vorzugsweise mit einer 
Substitution einer einzelnen Aminosäure in dieser 
Position, besonders bevorzugt mit der Aminosäure-
substitution X217L, ganz besonders bevorzugt aus-
gehend von der Wildtyp-Protease aus Bacillus amy-
loliquefaciens (BPN'), bzw. einer Variante davon. In 
einer bevorzugten Ausführungsform handelt es sich 
bei der Protease um eine Variante mit einer Amino-
säureänderung gegenüber einer mit der Alkalischen 
Protease aus Bacillus lentus homologisierbaren Aus-
gangs-Protease in einer oder mehreren der folgen-
den Positionen: 3, 4, 36, 42, 43, 47, 56, 61, 69, 87, 
96, 99, 101, 102, 104, 114, 118, 120, 130, 139, 141, 
142, 154, 157, 188, 193, 199, 205, 211, 224, 229, 
236, 237, 242, 243, 250, 253, 255 und 268, in der 
Zählung der Alkalischen Protease aus Bacillus len-
tus, vorzugsweise mit einer Aminosäureänderung 
gegenüber dem Ausgangsmolekül in einer oder meh-
reren der folgenden Positionen: 3, 4, 43, 61, 188, 
193, 199, 211, 224, 250 und 253, besonders bevor-
zugt mit einem oder mehreren der Aminosäureaus-
tausche X3T, X4I, X43V, X61A, X188P, X193M, 
X199I, X211D, X211E, X211G, X211N oder X211Q, 
X224V, X250G und X253N, ganz besonders bevor-
zugt ausgehend von der Alkalische Protease aus Ba-
cillus lentus DSM 5483, bzw. einer Variante davon.

[0041] Erfindungsgemäße Mittel können neben der 
Protease ein oder mehrere weitere Enzyme enthal-
ten, insbesondere aus folgender Gruppe: eine oder 
mehrere weitere Proteasen, Amylasen, Hemicellula-
sen, Cellulasen, Lipasen und Oxidoreduktasen. Bei 
der Amylase handelt es sich vorzugsweise um eine 
α-Amylase. Bei der Hemicellulase handelt es sich 
vorzugsweise um eine β-Glucanase, eine Pektinase, 
eine Pullulanase und/oder eine Mannanase. Bei der 
Cellulase handelt es sich vorzugsweise um ein Cellu-
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lase-Gemisch oder eine Einkomponentencellulase, 
vorzugsweise bzw. überwiegend um eine Endogluca-
nase und/oder eine Cellobiohydrolase. Bei der Oxi-
doreduktase handelt es sich vorzugsweise um eine 
Oxidase, insbesondere eine Cholin-Oxidase, oder 
um eine Perhydrolase.

[0042] Erfindungsgemäße Mittel enthalten vorzugs-
weise mindestens einen Komplexbildner und/oder 
Buildersubstanzen, wobei es sich bei dem Builder 
insbesondere um einen Zeolith-Builder handelt, 
und/oder ein nichtionisches Tensid, wobei es sich bei 
dem nichtionischen Tensid vorzugsweise um einen 
Hydroxymischether handelt, und/oder optischen Auf-
heller, wobei es sich bei dem optischen Aufheller um 
Diphenylverbindungen, insbesondere um Distyryl-Bi-
phenylderivate, und/oder um Stilbentriazin-Derivate 
handelt.

Beispiele

Beispiel 1

[0043] Untersuchung der Protease-Restaktivität in 
Gegenwart eines Inhibitors Zum Nachweis, dass die 
erfindungsgemäßen Verbindungen eine die Protea-
se-Aktivität inhibierende Wirkung ausüben, wird die 
proteolytische Restaktivität der Bacillus lentus-Alkali-
sche Protease F49 (gemäß WO 95/23221 A1) in An-
wesenheit dieser Verbindungen ermittelt.

[0044] In parallelen Reaktionsansätzen werden in 
100 mM Tris-Puffer, pH 6,8, 0,1% (w/v) BrijTM35 das 
Substrat Succinyl Alanin-Alanin-Prolin-Phenylala-
nin-para-Nitroanilid (AAPFpNA; Bachem L-1400) und 
5 × 10–9 bzw. 1 × 10–8 M der Protease vorgelegt. Hin-
zu kommen die zu testenden Verbindungen in einer 
Endkonzentration von 10 mM. Sie werden jeweils in 
wasserfreiem DMSO gelöst, wobei Effekte von 
DMSO auf die enzymatische Aktivität über die ent-
sprechende Referenz mit derselben Menge DMSO, 
aber ohne die betreffende Verbindung korrigiert wer-
den. Die Inkubation erfolgte für 5 min bei pH 8,6 und 
25°C. Dabei entspricht 1 U 1 μmol gespaltenem Sub-
strat pro Minute.

[0045] Unter Verwendung von [1-(carboxymetho-
xy)-6-oxo-6H-benzochromen-3-yl]oxy}acetic acid 
(CAS: 133540-71-3) konnte so eine Inhibierung der 
proteolytischen Restaktivität auf eine Restaktivität 
von kleiner 50% erreicht werden.

Beispiel 2

Untersuchung der Lagerstabilität proteasehaltiger 
Wasch- und Reinigungsmittel in Gegenwart von Pro-

tease-Inhibitoren

[0046] Als Basisrezeptur wird ein Flüssigwaschmit-
tel mit folgender Zusammensetzung angesetzt (alle 

Angaben in Gewichts-Prozent): 0,3–0,5% Xanthan 
Gum, 0,2–0,4% Anti-Schaummittel, 6–7% Glycerin, 
0,3–0,5% Ethanol, 4–7% FASOS, 24–28% Nichtioni-
sche Tenside, 1% Borsäure, 1–2% Natriumcitrat (Di-
hydrat), 2–4% Soda, 14–16% Kokosnuss-Fettsäuren, 
0,5% HEDP, 0–0,4% PVP, 0–0,05% optischer Aufhel-
ler, 0–0,001% Farbstoff, Rest: demineralisiertes Was-
ser.

[0047] Diese Rezeptur wird mit den zu testenden, 
inhibierenden Verbindungen und 1.275.000 HPE/I B. 
lentus-Alkalische Protease F 49 versetzt. Die in HPE 
angegebene Protease-Aktivität (Henkel-Protea-
se-Einheiten) wird nach van Raay, Saran und Ver-
beek, gemäß der Veröffenlichung „Zur Bestimmung 
der proteolytischen Aktivität in Enzymkonzentraten 
und enzymhaltigen Wasch-, Spül- und Reinigungs-
mitteln" in Tenside (1970), Band 7, S. 125–132, be-
stimmt.

[0048] Die Lagerung erfolgt über verschieden lange 
Zeiträume in luftdicht verschlossenen Gefäßen bei 
30°C.

[0049] Zur Auswertung werden die Anfangswerte 
für die proteolytische Aktivität des betreffenden Mit-
tels mit den nach der Lagerung bestimmten Werten 
verglichen. Je höher die nach der Lagerung verblei-
bende Aktivität ist, desto besser ist die enthaltene 
Protease während der Lagerung inaktiviert und desto 
besser eignet sich die betreffende Verbindung als er-
findungsgemäßer Stabilisator.
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Patentansprüche

1.  Wasch- oder Reinigungsmittel, enthaltend eine 
Protease und einen Enzymstabilisator der allgemei-
nen Strukturformel: 

in der  
A für einen beliebigen 5- oder 6-gliedrigen, ein- oder 
mehrfach ungesättigten Ring steht, der gegebenen-
falls auch mindestens ein Heteroatom, insbesondere 
ausgewählt aus O und N, enthalten kann,  
X und Y unabhängig voneinander für O, NR1 oder 
CR1R2 stehen,  
R1, R2 und Z unabhängig voneinander für Wasser-
stoff, C1-6-Alkyl, C1-6-Alkenyl, Phenyl, Benzyl oder Ha-
logen stehen,  
n = 1 oder 2 beträgt.

2.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach Anspruch 
1, dadurch gekennzeichnet, dass A für einen Rest 
ausgewählt aus der Gruppe bestehend aus Benzo-, 
Thiopheno-, Pyrido-, Pyrimidino-, Imidazo-, Oxazo-, 
Pyrrazo- und Pyrrolo-Rest steht.

3.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach Anspruch 
1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass X für O oder 
NR1 steht, wobei R1 für Benzyl steht.

4.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem der 
Ansprüche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass Y 
für O oder NH steht.

5.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem der 
Ansprüche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass es 
sich bei dem Enzymstabilisator um eine Verbindung 
der Strukturformel 

handelt.

6.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem der 
Ansprüche 1 bis 5, wobei die stabilisierende Verbin-
dung bezüglich der enthaltenen Protease eine Inhibi-
tionskonstante (Ki) von 0,01 bis 10 mM, vorzugswei-
se 0,1 bis 5, besonders bevorzugt 0,5 bis 2 aufweist.

7.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem der 
Ansprüche 1 bis 6 in überwiegend fester Form.

8.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem der 
Ansprüche 1 bis 6 in überwiegend flüssiger, pastöser 
oder Gelform.

9.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem der 
Ansprüche 1 bis 8, wobei die Protease in einem Ge-
halt von 2 μg bis 20 mg pro g des Mittels, vorzugswei-
se von 5 μg bis 17,5 mg pro g des Mittels, besonders 
bevorzugt von 20 μg bis 15 mg pro g des Mittels, ganz 
besonders bevorzugt von 50 μg bis 10 μg des Mittels 
enthalten ist.

10.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 9, wobei der Stabilisator in ei-
nem Gehalt bis zu 50 mg pro g des Mittels, vorzugs-
weise bis zu 10 mg besonders bevorzugt bis zu 7 mg 
ganz besonders bevorzugt bis zu 5 mg pro g des Mit-
tels enthalten ist.

11.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 10, wobei das molare Verhältnis 
von Stabilisator zur Protease im Bereich von 1:1 bis 
1.000:1, insbesondere von 1:1 bis 500:1, besonders 
bevorzugt von 1:1 bis 100:1, ganz besonders bevor-
zugt von 1:1 bis 20:1 liegt.

12.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 11, wobei der Stabilisator in ei-
nem Gehalt von 0,01 bis 100 × Ki (bezogen auf die 
enthaltene Protease), vorzugsweise 0,1 bis 10 × Ki

besonders bevorzugt 1 bis 5 × Ki enthalten ist.

13.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 12, wobei es sich bei der Prote-
ase um eine Serin-Protease, vorzugsweise um eine 
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Subtilase, besonders bevorzugt um ein Subtilisin 
handelt.

14.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach An-
spruch 13, wobei es sich bei dem Subtilisin um ein 
Wildtypenzym oder um eine Subtilisin-Variante han-
delt, wobei das Wildtypenzym bzw. das Ausgangsen-
zym der Variante aus einer der folgenden ausgewählt 
ist:  
– Die Alkalische Protease aus Bacillus amyloliquefa-
ciens (BPN'),  
– Die Alkalische Protease aus Bacillus licheniformis 
(Subtilisin Carlsberg),  
– Die Alkalische Protease PB92,  
– Subtilisin 147 und/oder 309 (Savinase)  
– Die Alkalische Protease aus Bacillus lentus, vor-
zugsweise aus Bacillus lentus (DSM 5483),  
– Die Alkalische Protease aus Bacillus alcalophilus 
(DSM 11233),  
– die Alkalische Protease aus Bacillus gibsonii (DSM 
14391) oder eine hierzu mindestens zu 70% identi-
sche Alkalische Protease,  
– die Alkalische Protease aus Bacillus sp. (DSM 
14390) oder eine hierzu mindestens zu 98,5% identi-
sche Alkalische Protease,  
– die Alkalische Protease aus Bacillus sp. (DSM 
14392) oder eine hierzu mindestens zu 98,1% identi-
sche Alkalische Protease,  
– die Alkalische Protease aus Bacillus gibsonii (DSM 
14393) oder eine hierzu mindestens zu 70% identi-
sche Alkalische Protease,  
– die in SEQ ID NO. 4 der Anmeldung WO 
2005/063974 A1 beschriebene Alkalische Protease 
oder eine hierzu mindestens zu 40% identische Alka-
lische Protease,  
– die in SEQ ID NO. 4 der Anmeldung WO 
2005/103244 A1 beschriebene Alkalische Protease 
oder eine hierzu mindestens zu 80% identische Alka-
lische Protease,  
– die in SEQ ID NO. 7 der Anmeldung WO 
2005/103244 A1 beschriebene Alkalische Protease 
oder eine hierzu mindestens zu 80% identische Alka-
lische Protease und  
– die in SEQ ID NO. 2 der Anmeldung DE 10 2005 
028 295.4 beschriebene Protease oder eine hierzu 
mindestens zu 66% identische Protease.

15.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 12, wobei es sich bei der Prote-
ase um eine Variante handelt, die zu der Ausgangs-
protease auf Aminosäureebene über die Gesamtlän-
ge der Variante eine Sequenzidentität von mindes-
tens 90%, vorzugsweise mindestens 92,5%, beson-
ders bevorzugt mindestens 95% und ganz besonders 
bevorzugt mindestens 97,5% aufweist, unabhängig 
davon, ob sie von dieser selbst oder von einem ande-
ren Enzym abgeleitet worden ist.

16.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 13, wobei es sich bei der Prote-

ase um eine Variante mit einer Punktmutation in dem 
Bereich der Positonen 95 bis 103 (Zählung gemäß 
Subtilisin 309) handelt, vorzugsweise mit einer Inser-
tion einer einzelnen Aminosäure zwischen Position 
99 und 100, besonders bevorzugt ausgehend von 
Subtilisin 147 und/oder 309 (Subtilisin 309), bzw. ei-
ner Variante davon.

17.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 14, wobei es sich bei der Prote-
ase um eine Variante mit einer Punktmutation in Po-
siton 217 (Zählung gemäß der Wildtyp-Protease aus 
Bacillus amyloliquefaciens; BPN') handelt, vorzugs-
weise mit einer Substitution einer einzelnen Amino-
säure in dieser Position, besonders bevorzugt mit der 
Aminosäuresubstitution X217L, ganz besonders be-
vorzugt ausgehend von der Wildtyp-Protease aus 
Bacillus amyloliquefaciens (BPN'), bzw. einer Varian-
te davon.

18.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 15, wobei es sich bei der Prote-
ase um eine Variante mit einer Aminosäureänderung 
gegenüber einer mit der Alkalischen Protease aus 
Bacillus lentus homologisierbaren Ausgangs-Protea-
se in einer oder mehreren der folgenden Positionen 
handelt: 3, 4, 36, 42, 43, 47, 56, 61, 69, 87, 96, 99, 
101, 102, 104, 114, 118, 120, 130, 139, 141, 142, 
154, 157, 188, 193, 199, 205, 211, 224, 229, 236, 
237, 242, 243, 250, 253, 255 und 268, in der Zählung 
der Alkalischen Protease aus Bacillus lentus, vor-
zugsweise mit einer Aminosäureänderung gegenü-
ber dem Ausgangsmolekül in einer oder mehreren 
der folgenden Positionen: 3, 4, 43, 61, 188, 193, 199, 
211, 224, 250 und 253, besonders bevorzugt mit ei-
nem oder mehreren der Aminosäureaustausche X3T, 
X4I, X43V, X61A, X188P, X193M, X199I, X211D, 
X211E, X211G, X211N oder X211Q, X224V, X250G 
und X253N, ganz besonders bevorzugt ausgehend 
von der Alkalische Protease aus Bacillus lentus DSM 
5483, bzw. einer Variante davon.

19.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 16, enthaltend mindestens einen 
weiteren Stabilisator.

20.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach An-
spruch 17, wobei es sich bei dem mindestens einen 
weiteren Stabilisator um ein Polyol, insbesondere 
Glycerin oder 1,2-Ethylenglycol, und/oder um ein An-
tioxidans handelt.

21.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 18, enthaltend ein oder mehrere 
weitere Enzyme ausgewählt aus der Gruppe beste-
hend aus Proteasen, Amylasen, Hemicellulasen, 
Cellulasen, Lipasen und Oxidoreduktasen.

22.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach An-
spruch 19, wobei es sich bei der Amylase um eine 
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α-Amylase handelt.

23.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach An-
spruch 19 oder 20, wobei es sich bei der Hemicellu-
lase um eine β-Glucanase, eine Pektinase, eine Pul-
lulanase und/oder eine Mannanase handelt.

24.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 19 bis 21, wobei es sich bei der Cellu-
lase um ein Cellulase-Gemisch oder eine Einkompo-
nentencellulase, vorzugsweise bzw. überwiegend um 
eine Endoglucanase und/oder eine Cellobiohydrola-
se handelt.

25.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 19 bis 22, wobei es sich bei der Oxi-
doreduktase um eine Oxidase, insbesondere eine 
Cholin-Oxidase, oder um eine Perhydrolase handelt.

26.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 23, enthaltend mindestens einen 
Komplexbildner und/oder Buildersubstanzen.

27.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach An-
spruch 24, wobei es sich bei dem Builder um einen 
Zeolith-Builder handelt.

28.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 25, enthaltend ein nichtionisches 
Tensid.

29.  Mittel nach Anspruch 26, wobei es sich bei 
dem nichtionischen Tensid um einen Hydroxymische-
ther handelt.

30.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach einem 
der Ansprüche 1 bis 27, enthaltend optischen Aufhel-
ler.

31.  Wasch- oder Reinigungsmittel nach An-
spruch 28, wobei es sich bei dem optischen Aufheller 
um Diphenylverbindungen, insbesondere um Disty-
ryl-Biphenylderivate, und/oder um Stilbentriazin-Deri-
vate handelt.

32.  Verwendung einer Verbindung der allgemei-
nen Strukturformel: 

in der  
A für einen beliebigen 5- oder 6-gliedrigen, ein- oder 
mehrfach ungesättigten Ring steht, der gegebenen-
falls auch mindestens ein Heteroatom, insbesondere 
ausgewählt aus O und N, enthalten kann,  
X und Y unabhängig voneinander für O, NR1 oder 
CR1R2 stehen,  
R1, R2 und Z unabhängig voneinander für Wasser-
stoff, C1-6-Alkyl, C1-6-Alkenyl, Phenyl, Benzyl oder Ha-
logen stehen,  
n = 1 oder 2 beträgt,  
als reversibler Inhibitor einer Protease im Rahmen ei-
ner Wasch- oder Reinigungsmittelrezeptur.

33.  Wasch- oder Reinigungsverfahren, in dem 
eine Protease zur Wirkung kommt, die mit einer Ver-
bindung der allgemeinen Strukturformel inhibiert 
und/oder stabilisiert ist: 

in der  
A für einen beliebigen 5- oder 6-gliedrigen, ein- oder 
mehrfach ungesättigten Ring steht, der gegebenen-
falls auch mindestens ein Heteroatom, insbesondere 
ausgewählt aus O und N, enthalten kann,  
X und Y unabhängig voneinander für O, NR1 oder 
CR1R2 stehen,  
R1, R2 und Z unabhängig voneinander für Wasser-
stoff, C1-6-Alkyl, C1-6-Alkenyl, Phenyl, Benzyl oder Ha-
logen stehen,  
n = 1 oder 2 beträgt.
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34.  Wasch- oder Reinigungsverfahren nach An-
spruch 31, wobei ein Wasch- oder Reinigungsmittel 
nach einem der Ansprüche 1 bis 29 zum Einsatz 
kommt.

35.  Verwendung eines Wasch- oder Reinigungs-
mittels nach einem der Ansprüche 1 bis 29 zum Wa-
schen und/oder Reinigen von Textilien und/oder har-
ten Oberflächen.

36.  Verwendung einer Protease und einer Verbin-
dung der allgemeinen Strukturformel: 

in der  
A für einen beliebigen 5- oder 6-gliedrigen, ein- oder 
mehrfach ungesättigten Ring steht, der gegebenen-
falls auch mindestens ein Heteroatom, insbesondere 
ausgewählt aus O und N, enthalten kann,  
X und Y unabhängig voneinander für O, NR1 oder 
CR1R2 stehen,  
R1, R2 und Z unabhängig voneinander für Wasser-
stoff, C1-6-Alkyl, C1-6-Alkenyl, Phenyl, Benzyl oder Ha-
logen stehen,  
n = 1 oder 2 beträgt,  
zur Herstellung eines Wasch- oder Reinigungsmit-
tels.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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