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154;  stabilized  aqueous  enzyme  composition. 
a-Amylase  derived  from  B.  licheniformis  is  stabilized  in 

aqueous  liquid  detergent  compositions  containing  surfac- 
tants  and  sequestering  agents  by  the  inclusion  of  a  calcium- 
containing  component  that  provides  at  least  about  1x10-4.5 
millimole  of  enzyme-accessible  calcium  per  liter  of  composi- 
tion. 



1.  F i e l d   of   t h e   I n v e n t i o n  

The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   r e l a t e s   to   s t a b i l i z e d   a q u e o u s  

enzyme   c o m p o s i t i o n s   w h i c h   c o n t a i n   d e t e r g e n t   c o m p o n e n t s .  

2.  D e s c r i p t i o n   of   t h e   A r t  

The  f o r m u l a t i o n   of   e n z y m e - c o n t a i n i n g   a q u e o u s   l i q u i d  

d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s   i s   d i f f i c u l t   due  to   t h e   t e n d e n c y  

t o w a r d   r a p i d   d e c r e a s e   in   e n z y m a t i c   a c t i v i t y   in   a q u e o u s  

m e d i a   d u r i n g   s t o r a g e .   U .S .   P a t e n t   4 , 1 1 1 , 8 5 5 ,   B a r r a t   e t  

a l ,   i s s u e d   S e p t e m b e r   5,  1 9 7 8 ,   U .S .   P a t e n t   4 , 2 8 7 , 0 8 2 ,  

T o l f o   e t   a l ,   i s s u e d   S e p t e m b e r   1,  1 9 8 1 ,   U .S .   P a t e n t  

4 , 3 0 5 , 8 3 7 ,   K a m i n s k y   e t   a l ,   i s s u e d   D e c e m b e r   15,  1981 ,   a n d  

U . S .   P a t e n t   4 , 3 1 8 , 8 1 8 ,   L e t t o n   e t   a l ,   i s s u e d   M a r c h  9 ,  

1 9 8 2 ,   a l l   d i s c l o s e   a p p r o a c h e s   to   t h e   s t a b i l i z a t i o n   o f  

e n z y m e s   in  a q u e o u s   m e d i a .  

DISCLOSURE  OF  THE  INVENTION 

The  s t a b i l i z e d   a q u e o u s   enzyme  c o m p o s i t i o n s   of  t h i s  

i n v e n t i o n   c o m p r i s e :   (a)  f rom  a b o u t   1%  to   a b o u t   75%  of  a  

n o n - s o a p   d e t e r g e n t   s u r f a c t a n t ;   (b)  f rom  a b o u t   0.01%  t o  

a b o u t   5%  of   an  a - a m y l o l y t i c   e n z y m e ,   d e r i v e d   f r o m  

B a c i l l u s   l i c h e n i f o r m i s ;   (c)  f rom  a b o u t   0.25%  to  a b o u t  

40%  of   a  s e q u e s t e r i n g   a g e n t ;   (d)  a  c a l c i u m - c o n t a i n i n g  

c o m p o n e n t   to   p r o v i d e   a t   l e a s t   a b o u t   1  x  1 0  - 4  5  

m i l l i m o l e s   of   e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   i o n   p e r   l i t e r   o f  

s a i d   c o m p o s i t i o n ;   and  (e)  f rom  a b o u t   10%  to   a b o u t   80% 

w a t e r .  

The  s t a b i l i z a t i o n   of  e n z y m e s   in   a q u e o u s   m e d i a   h a s  

b e e n   t h e   s u b j e c t   of   s u b s t a n t i a l   s t u d y   w i t h   p a r t i c u l a r  

e f f o r t   d i r e c t e d   to   c o m p o s i t i o n s   s u c h   as  l i q u i d   d e t e r g e n t  

c o m p o s i t i o n s   t h a t   f a c e   r e l a t i v e l y   p r o l o n g e d   s t o r a g e   a n d  

p o s s i b l e   e x t r e m e s   of   t e m p e r a t u r e   b e f o r e   u s e .  

P r o t e o l y t i c   e n z y m e s   ( p r o t e a s e )   and  a m y l o l y t i c   e n z y m e s  

( a - a m y l a s e )   h a v e   p r o v e n   to   be  v e r y   u s e f u l   d e t e r g e n c y  

a d j u v a n t s   b e c a u s e   of   t h e i r   a b i l i t y   to   s o l u b i l i z e   o r  

o t h e r w i s e   d e g r a d e   s o i l s   c o n t a i n i n g ,   r e s p e c t i v e l y ,   p r o -  
t e i n   and  c a r b o h y d r a t e   c o m p o n e n t s .  



The  u s e   of   c a l c i u m   to   s t a b i l i z e   e n z y m e s   in   a q u e o u s  

m e d i a   i s   w e l l   k n o w n ,   b u t   t h i s   m e t h o d   o f   s t a b i l i z a t i o n   i s  

i n   c o n f l i c t   w i t h   t h e   i n c o r p o r a t i o n   of   d e t e r g e n c y   b u i l d e r  

c o m p o n e n t s   i n t o   l i q u i d   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s .   A  m a j o r  

f u n c t i o n   o f   e f f e c t i v e   d e t e r g e n c y   b u i l d e r   c o m p o n e n t s   i s  

t o   r e m o v e   m e t a l   i o n s   o t h e r   t h a n   a l k a l i   m e t a l   i o n s   f r o m  

w a s h i n g   s o l u t i o n s   by  s e q u e s t r a t i o n   o r   p r e c i p i t a t i o n .  

T h e s e   u n d e s i r a b l e   m e t a l   i o n s ,   c a l c i u m   a n d   m a g n e s i u m   i o n s  

i n   p a r t i c u l a r ,   a r e   g e n e r a l l y   d e s i g n a t e d   w a t e r   h a r d n e s s .  

The  i n c o r p o r a t i o n   o f   s u c h   d e t e r g e n c y   b u i l d e r   c o m p o n e n t s  

i n   a  l i q u i d   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n   c l e a r l y   c o m p l i c a t e s  

e n z y m e   s t a b i l i t y   c o n s i d e r a t i o n s .  

By  p r a c t i c e   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   i t   i s   n o w  

s u r p r i s i n g l y   f o u n d   t h a t   an  a - a m y l a s e   c a n   be  s t a b i l i z e d  

i n   l i q u i d   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s   c o n t a i n i n g   c a l c i u m  

s e q u e s t e r i n g   a g e n t s   when   s a i d   a - a m y l a s e   i s   d e r i v e d   f r o m  

B a c i l l u s   l i c h e n i f o r m i s   (B.  l i c h e n i f o r m i s )   and   a  v e r y   l o w  

m i n i m u m   l e v e l   o f   " e n z y m e - a c c e s s i b l e "   c a l c i u m   i o n ,   a s  

h e r e i n a f t e r   d e f i n e d ,   i s   p r o v i d e d   by  i n c o r p o r a t i o n   of   a  

c a l c i u m - c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   in   a c c o r d a n c e   w i t h   a  

m a t h e m a t i c a l   f o r m u l a   i n v o l v i n g   t h e   e q u i l i b r i u m   c o n s t a n t s  

o f   c o m p l e x a t i o n   o f   s a i d   c a l c i u m   s e q u e s t e r i n g   a g e n t s .  

DETAILED  DESCRIPTION  OF  THE  INVENTION 

N o n - S o a p   D e t e r g e n t   S u r f a c t a n t s  

The  n o n - s o a p   d e t e r g e n t   s u r f a c t a n t   c an   be  s e l e c t e d  

f r o m   ' n o n i o n i c ,   a n i o n i c ,   c a t i o n i c ,   z w i t t e r i o n i c ,  

a m p h o t e r i c   and  s e m i - p o l a r   n o n i o n i c   s u r f a c t a n t s   a n d  

m i x t u r e s   t h e r e o f .   The  s u r f a c t a n t s   p r e f e r a b l y   c o m p r i s e  

f r o m   a b o u t   10%  to   a b o u t   65%,  more   p r e f e r a b l y   f r o m   a b o u t  

20%  t o   a b o u t   50%  o f   t h e   f o r m u l a   by  w e i g h t .  

N o n i o n i c   S u r f a c t a n t s  

One  u s e f u l   t y p e   o f   n o n i o n i c   s u r f a c t a n t   i s   p r o d u c e d  

by  c o n d e n s i n g   e t h y l e n e   o x i d e   w i t h   a  h y d r o c a r b o n   h a v i n g   a  

r e a c t i v e   h y d r o g e n   a t o m ,   e . g . ,   a  h y d r o x y l ,   c a r b o x y l ,  



a m i n o ,   or  a m i d o   g r o u p ,   in  t h e   p r e s e n c e   o f   an  a c i d i c   o r  

b a s i c   c a t a l y s t .   Such  n o n i o n i c   s u r f a c t a n t s   h a v e   t h e  

g e n e r a l   f o r m u l a   RA(CH2CH2O)nH  w h e r e i n  R   r e p r e s e n t s   t h e  

h y d r o p h o b i c   m o i e t y ,   A  r e p r e s e n t s   t h e   g r o u p   c a r r y i n g   t h e  

r e a c t i v e   h y d r o g e n   a tom  and  n  r e p r e s e n t s   t h e   a v e r a g e  
number   of   e t h y l e n e   o x i d e   m o i e t i e s .   R  t y p i c a l l y   c o n t a i n s  

f rom  a b o u t   8  t o   22  c a r b o n   a t o m s ,   b u t   can   a l s o   be  f o r m e d  

by  t h e   c o n d e n s a t i o n   of   p r o p y l e n e   o x i d e   w i t h   a  l o w e r  

m o l e c u l a r   w e i g h t   c o m p o u n d .   n  can   v a r y   f rom  a b o u t   2  t o  

a b o u t   24  d e p e n d i n g   on  t h e   d e s i r e d   p h y s i c a l   a n d  

d e t e r g e n c y   p r o p e r t i e s .   The  h y d r o p h o b i c   m o i e t y   of   t h e  

n o n i o n i c   c o m p o u n d   i s   p r e f e r a b l y   a  p r i m a r y   or   s e c o n d a r y ,  

s t r a i g h t   o r   s l i g h t l y   b r a n c h e d ,   a l i p h a t i c   a l c o h o l   h a v i n g  

f rom  a b o u t   8  t o   a b o u t   24,  p r e f e r a b l y   f rom  a b o u t   12  t o  

a b o u t   20  c a r b o n   a t o m s .  

A l k y l   a m i n e   o x i d e s   and  o t h e r   s e m i - p o l a r   n o n i o n i c  

s u r f a c t a n t s   a r e   h e r e i n a f t e r   d e s c r i b e d .   A n o t h e r   c l a s s   o f  

u s e f u l   n o n i o n i c   s u r f a c t a n t s   a r e   a l k y l p o l y s a c c h a r i d e s  

h a v i n g   a  h y d r o p h o b i c   g r o u p   c o n t a i n i n g   f rom  a b o u t   8  t o  

a b o u t   20  c a r b o n   a t o m s   and  a  p o l y s a c c h a r i d e   h y d r o p h i l i c  

g r o u p   c o n t a i n i n g   f rom  a b o u t   1 .5   to   a b o u t   10  s a c c h a r i d e  

u n i t s .  

A  more   c o m p l e t e   d i s c l o s u r e   of   s u i t a b l e   n o n i o n i c  

s u r f a c t a n t s   can   be  f o u n d   in  U .S .   P a t e n t   4 , 1 1 1 , 8 5 5  

d i s c l o s e d   h e r e i n b e f o r e   and  i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   b y  

r e f e r e n c e .  

A n i o n i c   S u r f a c t a n t s  

S y n t h e t i c   a n i o n i c   s u r f a c t a n t s   can  be  r e p r e s e n t e d   b y  

t h e   g e n e r a l   f o r m u l a   R1SO3M  w h e r e i n   R   r e p r e s e n t s   a  

h y d r o c a r b o n   g r o u p   s e l e c t e d   f rom  t h e   g r o u p   c o n s i s t i n g   o f  

s t r a i g h t   or   b r a n c h e d   a l k y l   r a d i c a l s   c o n t a i n i n g   f r o m  



a b o u t   8  t o   a b o u t   24  c a r b o n   a t o m s   and  a l k y l   p h e n y l  

r a d i c a l s   c o n t a i n i n g   f r o m   a b o u t   9  t o   a b o u t   15  c a r b o n  

a t o m s   i n   t h e   a l k y l   g r o u p .   M  i s   a  s a l t   f o r m i n g   c a t i o n  

w h i c h   t y p i c a l l y   i s   s e l e c t e d   f rom  t h e   g r o u p   c o n s i s t i n g   o f  

s o d i u m ,   p o t a s s i u m ,   a m m o n i u m ,   m o n o a l k a n o l a m m o n i u m ,  

d i a l k a n o l a m m o n i u m ,   t r i a l k a n o l a m m o n i u m ,   and  m a g n e s i u m  

c a t i o n s   and   m i x t u r e s   t h e r e o f .  

P r e f e r r e d   s y n t h e t i c   a n i o n i c   s u r f a c t a n t s   i n c l u d e   t h e  

w a t e r - s o l u b l e   s a l t s   o f   a l k y l b e n z e n e   s u l f o n i c   a c i d  

c o n t a i n i n g   f rom  a b o u t   9  to   a b o u t   15  c a r b o n   a t o m s   in   t h e  

a l k y l   g r o u p   and   w a t e r - s o l u b l e   a l k y l   s u l f a t e s   c o n t a i n i n g  

f r o m   a b o u t   10  to   a b o u t   18  c a r b o n   a t o m s .  

A n o t h e r   p r e f e r r e d   s y n t h e t i c   a n i o n i c   s u r f a c t a n t   i s   a  

w a t e r - s o l u b l e   s a l t   o f   an  a l k y l   p o l y e t h o x y l a t e   e t h e r  

s u l f a t e   w h e r e i n   t h e   a l k y l   g r o u p   c o n t a i n s   f rom  a b o u t   8  t o  

a b o u t   24 ,   p r e f e r a b l y   f r o m   a b o u t   10  to   a b o u t   18  c a r b o n  

a t o m s   a n d   t h e r e   a r e   f r o m   a b o u t   1  t o   a b o u t   20 ,   p r e f e r a b l y  

f r o m   a b o u t   1  t o   a b o u t   12  e t h o x y   g r o u p s .   O t h e r   s u i t a b l e  

a n i o n i c   s u r f a c t a n t s   a r e   d i s c l o s e d   in   U .S .   P a t e n t  

4 , 1 7 0 , 5 6 5 ,   F l e s h e r   e t   a l ,   i s s u e d   O c t o b e r   9,  1 9 7 9 ,  

i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   by  r e f e r e n c e .  

C a t i o n i c   S u r f a c t a n t s  

S u i t a b l e   c a t i o n i c   s u r f a c t a n t s   h a v e   t h e   g e n e r a l  

f o r m u l a  

w h e r e i n   e a c h   R4  i s   an  o r g a n i c   g r o u p   c o n t a i n i n g   a  

s t r a i g h t   o r   b r a n c h e d   a l k y l   o r   a l k e n y l   g r o u p   o p t i o n a l l y  

s u b s t i t u t e d   w i t h   up  to   t h r e e   p h e n y l   or   h y d r o x y   g r o u p s  
and   o p t i o n a l l y   i n t e r r u p t e d   by  up  to   f o u r   s t r u c t u r e s  

s e l e c t e d   f r o m   t h e   g r o u p   c o n s i s t i n g   o f  



and  m i x t u r e s   t h e r e o f ,   e a c h   R2  c o n t a i n i n g   f rom  a b o u t   8  t o  

22  c a r b o n   a t o m s ,   and  w h i c h   may  a d d i t i o n a l l y   c o n t a i n   u p  

to   a b o u t   12  e t h y l e n e   o x i d e   g r o u p s ,   m  i s   a  n u m b e r   f rom  1 

to   3,  e a c h   R3  i s   an  a l k y l   or  h y d r o x y a l k y l   g r o u p  

c o n t a i n i n g   f rom  1  to   4  c a r b o n   a t o m s   or   a  b e n z y l   g r o u p  
w i t h   no  more   t h a n   one  R3  in   a  m o l e c u l e   b e i n g   b e n z y l ,   x  

i s   a  n u m b e r   f rom  0  to   11,   t h e   r e m a i n d e r   of   any  c a r b o n  

a t o m s   p o s i t i o n s   b e i n g   f i l l e d   by  h y d r o g e n s ,   Y  i s   s e l e c t e d  

f rom  t h e   g r o u p   c o n s i s t i n g   o f :  



w h e r e i n   p  i s   f r o m   1  to   1 2 ,  

w h e r e i n   p  i s   f r o m   1  to   1 2 ,  

a n d  

(9)  m i x t u r e s   t h e r e o f   and  Z  i s   an  a n i o n   s u c h   as  h a l i d e ,  

m e t h y l   s u l f a t e   or   h y d r o x i d e .  

One  R3  c an   a l s o   be  a  p r o t o n .   The  r e s u l t a n t   t e r -  

t i a r y   a m i n e s   can   h a v e   c h a r a c t e r i s t i c s   s i m i l a r   to   c a t -  

i o n i c   s u r f a c t a n t s   a t   w a s h i n g   s o u l t i o n   pH  v a l u e s   l e s s  

t h a n   a b o u t   8 . 5 .  

A  m o r e   c o m p l e t e   d i s c l o s u r e   of   c a t i o n i c   s u r f a c t a n t s  

c an   be  f o u n d   in   U .S .   P a t e n t   4 , 2 2 8 , 0 4 4   by  C u s h m a n  M .  

C a m b r e   f o r   L a u n d r y   D e t e r g e n t   C o m p o s i t i o n   H a v i n g   E n h a n c e d  



P a r t i c u l a t e   S o i l   R e m o v a l   and  A n t i r e d e p o s i t i o n   P e r f o r -  

m a n c e ,   i s s u e d   O c t o b e r   14,  1980 ,   s a i d   p a t e n t   b e i n g   i n c o r -  

p o r a t e d   h e r e i n   by  r e f e r e n c e .   -  

When  c a t i o n i c   s u r f a c t a n t s   a r e   u s e d   in   c o m b i n a t i o n  

w i t h   a n i o n i c   s u r f a c t a n t s ,   c o m p a t i b i l i t y   m u s t   b e  

c o n s i d e r e d .   A  t y p e   of   c a t i o n i c   s u r f a c t a n t   g e n e r a l l y  

c o m p a t i b l e   w i t h   a n i o n i c   s u r f a c t a n t s   i s   a  C8-18   a l k y l   t r i  

C l - 3   a l k y l   ammonium  c h l o r i d e   or   m e t h y l   s u l f a t e .  

Z w i t t e r i o n i c   S u r f a c t a n t s  

Z w i t t e r i o n i c   s u r f a c t a n t s   i n c l u d e   d e r i v a t i v e s   o f  

a l i p h a t i c   q u a t e r n a r y   ammonium,   p h o s p h o n i u m ,   a n d  

s u l f o n i u m   c o m p o u n d s   in   w h i c h   t h e   a l i p h a t i c   m o i e t y   can  b e  

s t r a i g h t   or  b r a n c h e d   c h a i n   and  w h e r e i n   one  of   t h e  

a l i p h a t i c   s u b s t i t u t e n t s   c o n t a i n s   f rom  a b o u t   8  to   2 4  

c a r b o n   a t o m s   and  one  c o n t a i n s   an  a n i o n i c  

w a t e r - s o l u b i l i z i n g   g r o u p .   P a r t i c u l a r l y   p r e f e r r e d  

z w i t t e r i o n i c   m a t e r i a l s   a r e   t h e   e t h o x y l a t e d   a m m o n i u m  

s u l f o n a t e s   and  s u l f a t e s   d i s c l o s e d   in   U .S .   P a t e n t s  

3 , 9 2 5 , 2 6 2 ,   L a u g h l i n   e t   a l ,   i s s u e d   D e c e m b e r   9,  1975  a n d  

3 , 9 2 9 , 6 7 8 ,   L a u g h l i n   e t   a l ,   i s s u e d   D e c e m b e r  3 0 ,   1 9 7 5 ,  

s a i d   p a t e n t s   b e i n g   i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   by  r e f e r e n c e .  

A m p h o l y t i c   S u r f a c t a n t s  

A m p h o l y t i c   s u r f a c t a n t s   i n c l u d e   d e r i v a t i v e s   o f  

a l i p h a t i c   h e t e r o c y c l i c   s e c o n d a r y   and  t e r n a r y   a m i n e s   i n  

w h i c h   t he   a l i p h a t i c   m o i e t y   can   be  s t r a i g h t   c h a i n   o r  

b r a n c h e d   and  w h e r e i n   one  of   t h e   a l i p h a t i c   s u b s t i t u e n t s  

c o n t a i n s   f rom  a b o u t   8  to  a b o u t   24  c a r b o n   a t o m s   and  a t  

l e a s t   one  a l i p h a t i c   s u b s t i t u e n t   c o n t a i n s   an  a n i o n i c  

w a t e r - s o l u b i l i z i n g   g r o u p .  
S e m i - P o l a r   N o n i o n i c   S u r f a c t a n t s  

S e m i - p o l a r   n o n i o n i c   s u r f a c t a n t s   i n c l u d e  

w a t e r - s o l u b l e   amine   o x i d e s   c o n t a i n i n g   1  a l k y l   or  h y d r o x y  

a l k y l   m o i e t y   of  f rom  a b o u t   8  to   a b o u t   28  c a r b o n   a t o m s  

and  2  m o i e t i e s   s e l e c t e d   f rom  t h e   g r o u p   c o n s i s t i n g   o f  

a l k y l   g r o u p s   and  h y d r o x y   a l k y l   g r o u p s ,   c o n t a i n i n g   f rom  1 

to   a b o u t   3  c a r b o n   a t o m s   w h i c h   can  o p t i o n a l l y   be  j o i n e d  

i n t o   r i n g   s t r u c t u r e s ;   w a t e r - s o l u b l e   p h o s p h i n e   o x i d e s  



c o n t a i n i n g   1  a l k y l   o r   h y d r o x y   a l k y l   m o i e t y   o f   f rom  a b o u t  

8  t o   a b o u t   28  and  2  m o i e t i e s   s e l e c t e d   f r o m   t h e   g r o u p  
c o n s i s t i n g   o f   a l k y l   g r o u p s   and  h y d r o x y   a l k y l   g r o u p s ,  

c o n t a i n i n g   f r o m   a b o u t   1  to   a b o u t   3  c a r b o n   a t o m s ;   a n d  

w a t e r - s o l u b l e   s u l f o x i d e s   c o n t a i n i n g   1  a l k y l   o r   h y d r o x y  

a l k y l   m o i e t y   o f   f r o m   a b o u t   8  t o   a b o u t   28  c a r b o n   a t o m s  

and   a  m o i e t y   s e l e c t e d   f r o m   t h e   g r o u p   c o n s i s t i n g   o f   a l k y l  

and   h y d r o x y   a l k y l   m o i e t i e s   o f   f rom  1  to   3  c a r b o n   a t o m s .  

F o r   a  more   c o m p l e t e   d i s c l o s u r e   o f   c o m p o u n d s   w h i c h  

a r e   s u i t a b l e   f o r   i n c o r p o r a t i o n   in   d e t e r g e n t   c o m p o -  

s i t i o n s ,   one   c a n   c o n s u l t   U . S .   P a t e n t s   4 , 0 5 6 , 4 8 1 ,   T a t e  

( N o v e m b e r   1,  1 9 7 7 ) ;   4 , 0 4 9 , 5 8 6 ,   C o l l i e r   ( S e p t e m b e r   2 0 ,  

1 9 7 7 ) ;   4 , 0 4 0 , 9 8 8 ,   V i n c e n t   e t   a l   ( A u g u s t   9,  1 9 7 7 ) ;  

4 , 0 3 5 , 2 5 7 ,   C h e r n e y   ( J u l y  1 2 ,   1 9 7 7 ) ;   4 , 0 3 3 , 7 1 8 ,   H o l c o l m  

e t   a l   ( J u l y   5,  1 9 7 7 ) ;   4 , 0 1 9 , 9 9 9 ,   O h r e n   e t   a l   ( A p r i l   2 6 ,  

1 9 7 7 ) ;   4 , 0 1 9 , 9 9 8 ,   V i n c e n t   e t   a l   ( A p r i l  2 6 ,   1 9 7 7 ) ;   a n d  

3 , 9 8 5 , 6 6 9 ,   K r u m m e l   e t   a l   ( O c t o b e r   12,  1 9 7 6 ) ;   a l l   o f   s a i d  

p a t e n t s   b e i n g   i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   by  r e f e r e n c e .  

The  E n z y m e  

The  c o m p o s i t i o n s   o f   t h e   i n v e n t i o n   c o n t a i n   f r o m  

a b o u t   0 .01%  to   a b o u t   5%  by  w e i g h t   on  a  s t a n d a r d   e n z y m e  

b a s i s   o f   an  a - a m y l o l y t i c   enzyme   ( a - a m y l a s e )   d e r i v e d   f r o m  

B.  l i c h e n i f o r m i s ,   p r e f e r a b l y   f rom  a b o u t   0 .05%  to   a b o u t  

2%  by  w e i g h t   and   m o s t   p r e f e r a b l y   f rom  a b o u t   0.1%  t o  

a b o u t   1.0%  by  w e i g h t .   C o m m e r c i a l   enzyme   p r e p a r a t i o n s ,  

p a r t i c u l a r l y   t h o s e   p r e p a r e d   f o r   u s e   i n   d e t e r g e n t  

c o m p o s i t i o n s ,   a r e   r a r e l y   p u r e   enzyme   and  a r e ,   in   a n y  

c a s e ,   g e n e r a l l y   m i x e d   w i t h   v a r i o u s   i n e r t   m a t e r i a l s .  

C o m m e r c i a l   e n z y m e   p r e p a r a t i o n s   w i l l   t y p i c a l l y   h a v e   a  l o w  

c a l c i u m   m e t a l   c o n t e n t   c o m p l e x e d   w i t h   t h e   e n z y m e   and  a s  

p a r t   o f   t h e   i n e r t   p o r t i o n   o f   t h e   p r e p a r a t i o n .   A s  

d e s c r i b e d   h e r e i n a f t e r ,   t h i s   c a l c i u m   c o n t e n t   m u s t   b e  

r e c o g n i z e d   f o r   s t a b i l i t y   c o n s i d e r a t i o n s .   F o r   p u r p o s e s  

o f   d e s c r i b i n g   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   and  p r e f e r r e d   e n z y m e  

l e v e l s ,   s t a n d a r d   e n z y m e   b a s i s   i s   d e f i n e d   as  an  e n z y m e  



p r e p a r a t i o n   h a v i n g   an  a c t i v i t y   m e a s u r e d   in  K i l o   N o v o  

a - a m y l a s e   U n i t s   (KNU)  of   120  K N U / g r a m .   One  K i l o   N o v o  

a - a m y l a s e   U n i t   (1  KNU)  is   t h e   a m o u n t   of  enzyme  w h i c h  

b r e a k s   down  5 . 2 6   g r a m s   of  s t a r c h   ( M e r c k ,   Amylum  S o l u b i l e  

E r g .   B.  6,  B a t c h   9 9 4 7 2 7 5 )   p e r   h o u r   a t   N o v o ' s   s t a n d a r d  

m e t h o d   f o r   d e t e r m i n a t i o n   of  a - a m y l a s e   b a s e d   upon  t h e  

f o l l o w i n g   s t a n d a r d   c o n d i t i o n s :  

As  d e s c r i b e d   i n   B r i t i s h   P a t e n t   S p e c i f i c a t i o n   1 , 2 9 6 , 8 3 9 ,  

i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   by  r e f e r e n c e ,   t h e   Novo  m e t h o d   ( N o v o  

I n d u s t r i   A / S ,   B a g s v a e r d ,   Denmark)   i s   a  m o d i f i c a t i o n   o f  

t h e   SKB  m e t h o d   p e r f o r m e d   a t   37°C  w i t h o u t   t h e   a d d i t i o n   o f  

β - a m y l a s e .   The  SKB  m e t h o d   i s   d e s c r i b e d   in   C e r e a l   C h e m -  

i s t r y ;  1 6 ,   712  ( 1 9 3 9 ) .  

a - A m y l a s e s   d e r i v e d . f r o m   B.  l i c h e n i f o r m i s   h a v e   b e e n  

c h a r a c t e r i z e d   as  c a r b o h y d r a s e s   and  more   p a r t i c u l a r l y  

1 , 4 - a - D - G l u c a n   G l u c a n o h y d r o l a s e .   a - A m y l a s e s   f o r   u s e   i n  

d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s ,   g r a n u l e   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s  

in  p a r t i c u l a r ,   h a v e   b e e n   g e n e r a l l y   d e r i v e d   f rom  B a c i l l u s  

s u b t i l i s ,   b u t   a - a m y l a s e   d e r i v e d   f rom  B.  l i c h e n i f o r m i s  

s u i t a b l e   f o r   u s e   in  t h e   c o m p o s i t i o n s   of  t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n   i s   a v a i l a b l e   f rom  a  n u m b e r   of  s o u r c e s .  

T e r m a m y l o   120L,   Novo  I n d u s t r i   A / S ,   B a g s v a e r d ,   D e n m a r k ;  

T a k a - T h e r m ®   L - 3 4 0 ,   M i l e s   L a b o r a t o r i e s ,   E l k h a r t ,   I n d i a n a ;  

R o h a l a s e   AT®,  Rohm  &  Haas ,   Wes t   P h i l a d e l p h i a ,   P A ;  

Maxamyl   HTO,  G i s t   B r o c a d e s ,   D e l f t ,   The  N e t h e r l a n d s ,   a r e  

a - a m y l a s e s   d e r i v e d   f rom  B.  l i c h e n i f o r m i s   and  s u i t a b l e  

f o r   use   in  t h e   c o m p o s i t i o n s   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n .  

R e p o r t e d   d e p o s i t   n u m b e r s   f o r   B a c i l l u s   l i c h e n i f o r m i s  

c a p a b l e   of   p r o d u c i n g   a - a m y l a s e   a r e   NCIB  8061 ,   NCIB  8 0 5 9 ,  

ATCC  6634 ,   ATCC  6598 ,   ATCC  1 1 9 4 5 ,   ATCC  8480 ,   and  ATCC 



9 9 4 5 a .   B r i t i s h   P a t e n t   S p e c i f i c a t i o n   1 , 2 9 6 , 8 3 9 ,  

p u b l i s h e d   N o v e m b e r   22 ,   1 9 7 2 ,   i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   b y  

r e f e r e n c e ,   d i s c l o s e s   m e t h o d s   o f   m a k i n g   a - a m y l a s e s  

d e r i v e d   f rom  B.  l i c h e n i f o r m i s .  

S e q u e s t e r i n g   A g e n t  

The  c o m p o s i t i o n s   o f   t h e   i n v e n t i o n   c o n t a i n   f r o m  

a b o u t   0 .25%  to   a b o u t   40%,  p r e f e r a b l y   f r o m   a b o u t   3%  t o  

a b o u t   30%  and  m o s t   p r e f e r a b l y   f r o m   a b o u t   5%  to   a b o u t   25% 

of   a  c a l c i u m   i o n   s e q u e s t e r i n g   a g e n t .   T h e s e   s e q u e s t e r i n g  

a g e n t s   a c t   as  d e t e r g e n c y   b u i l d e r s   to   i m p r o v e   c l e a n i n g ,  

p a r t i c u l a r l y   when  t h e   w a s h i n g   s o l u t i o n   w i l l   c o n t a i n  

m e t a l   i o n s   o t h e r   t h a n   a l k a l i   m e t a l   i o n s .   S e q u e s t r a t i o n  

i n v o l v e s   t h e   f o r m a t i o n   o f   a  c o o r d i n a t i o n   c o m p l e x   o f   t h e  

s e q u e s t e r i n g   a g e n t   and   m e t a l l i c   i o n s   i n   s o l u t i o n   t o  

r e d u c e   t h e   i n t e r a c t i o n s   of   c a l c i u m   w i t h   o t h e r   m a t e r i a l s  

i n   t h e   wash   s o l u t i o n .   As  u s e d   h e r e i n ,   t h e   t e r m   s e q u e s t -  

e r i n g   a g e n t   i n c l u d e s   m u l t i d e n t a t e   l i g a n d s   w h i c h   can   a c t  

as  c h e l a t i n g   a g e n t s   and   can   i n c l u d e   some  i o n   e x c h a n g e  

m a t e r i a l s ,   b u t   n o t   t h o s e   d e t e r g e n c y   b u i l d e r   m a t e r i a l s  

w h i c h   r e m o v e   c a l c i u m   i o n s   f rom  s o l u t i o n s   o n l y   by  p r e -  

c i p i t a t i o n   r e a c t i o n s .  

The  s e q u e s t e r i n g   a g e n t s   u s e d   in   t h e   c o m p o s i t i o n s   o f  

t h i s   i n v e n t i o n   i n c l u d e   p o l y p h o s p h a t e s ,   p o l y p h o s p h o n a t e s  

and   p o l y c a r b o x y l a t e s   in   s o l u b l e   s a l t   o r   a c i d   f o r m .  

P o l y p h o s p h a t e s   w h i c h   can   s e q u e s t e r   c a l c i u m   i o n s   a r e  

c h a r a c t e r i z e d   by  t h e   g e n e r a l   f o r m u l a :  

( M o n o v a l e n t   C a t i o n )   n + 2 P n O 3 n + 1  
and   c o m p r i s e   t h e   a c i d   fo rm  and  a l k a l i   m e t a l ,   a m m o n i u m  

and   s u b s t i t u t e d   ammonium  s a l t s   o f   p y r o p h o s p h o r i c   a c i d  

and   t r i p o l y p h o s p h o r i c   a c i d   and  t h e   w a t e r   s o l u b l e   p o l y -  

m e t a p h o s p h a t e s .   F o r   u s e   in   a q u e o u s   l i q u i d   d e t e r g e n t  

c o m p o s i t i o n s ,   p y r o p h o s p h o r i c   a c i d   and   i t s   s a l t s   a r e  

p r e f e r r e d   b e c a u s e   o f   t h e i r   s t a b i l i t y .   W a t e r   s o l u t i o n s  

of   t r i p o l y p h o s p h a t e s   and  p o l y m e t a p h o s p h a t e s   t e n d   t o  

d e g r a d e   to   a  m i x t u r e   of   p y r o p h o s p h a t e   and  o r t h o p h o s -  

p h a t e ,   t h e   l a t t e r   h a v i n g   t h e   a b i l i t y   to   p r e c i p i t a t e   b u t  



n o t   s e q u e s t e r   c a l c i u m .  

P o l y p h o s p h o n a t e s   c o m p r i s e   a  l a r g e   r a n g e   of  o r g a n i c  

c o m p o u n d s   h a v i n g   two  or  more  -  

g r o u p s ,  

w h e r e i n   M  i s   a  h y d r o g e n   or  a  s a l t - f o r m i n g   r a d i c a l .  

S u i t a b l e   p h o s p h o n a t e s   i n c l u d e   e t h a n e - 1 - h y d r o x y - 1 , 1 - d i -  

p h o s p h o n a t e s ,   e t h a n e h y d r o x y - 1 , 1 , 2 - t r i p h o s p h o n a t e s   a n d  

t h e i r   o l i g o m e r i c   e s t e r   c h a i n   c o n d e n s a t e s .   P a r t i c u l a r l y  

s u i t a b l e   p o l y p h o s p h o n a t e s   f o r   u s e   in   t h e   c o m p o s i t i o n s   o f  

t h e   i n v e n t i o n   a r e   n i t r o g e n - c o n t a i n i n g   p o l y p h o s p h o n a t e s  

s u c h   as  e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a m e t h y l e n e   p h o s p h o n i c   a c i d  

and  d i e t h y l e n e t r i a m i n e p e n t a m e t h y l e n e   p h o s p h o n i c   a c i d  

and  a l k a l i   m e t a l ,   ammonium  and  s u b s t i t u t e d   a m m o n i u m  

s a l t s   t h e r e o f .  

S u i t a b l e   p o l y c a r b o x y l a t e s   i n c l u d e   t h e   a c i d   form  a n d  

a l k a l i . m e t a l ,   ammonium  and  s u b s t i t u t e d   ammonium  s a l t s   o f  

c i t r i c ,   a s c o r b i c ,   p h y t i c ,   m e l l i t i c ,   b e n z e n e   p e n t a c a r -  

b o x y l i c ,   o x y d i a c e t i c ,   c a r b o x y m e t h y l o x y s u c c i n i c ,   c a r -  

b o x y m e t h y l o x y m a l o n i c ,   c i s - c y c l o h e x a n e h e x a c a r b o x y l i c ,  

c i s - c y c l o p e n t a n e t e t r a c a r b o x y l i c   and  o x y d i s u c c i n i c   a c i d s .  

A l s o   s u i t a b l e   a r e   t h e   p o l y c a r b o x y l a t e   m a t e r i a l s   d e -  

s c r i b e d   in   U .S .   P a t e n t   3 , 3 6 4 , 1 0 3   and  p o l y c a r b o x y l a t e  

p o l y m e r s   and  c o p o l y m e r s   d e s c r i b e d   in   U.S.   P a t e n t  

3 , 3 0 8 , 0 6 7 ,   D i e h l ,   i s s u e d   March   7,  1 9 6 7 ,   b o t h   p a t e n t s  

i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   by  r e f e r e n c e .  

Wi th   due  r e g a r d   to   t h e i r   s t a b i l i t y   in  a q u e o u s  

m e d i a ,   t h e   p o l y a c e t a l   c a r b o x y l a t e s   d i s c l o s e d   in  U . S .  

P a t e n t   4 , 1 4 4 , 2 2 6   i s s u e d   March   1 3 , 1 9 7 9 ,   to   C r u t c h f i e l d   e t  

a l   and  U .S .   P a t e n t   4 , 1 4 6 , 4 9 5   i s s u e d   March   27,  1979  t o  

C r u t c h f i e l d   e t   a l   can  be  i n c o r p o r a t e d   in  t h e   c o m p o -  
. s i t i o n s   of  t h e   i n v e n t i o n .  

P a r t i c u l a r l y   s u i t a b l e   p o l y c a r b o x y l a t e s   a r e   t h o s e  

c o n t a i n i n g   n i t r o g e n   s u c h   as  e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c  



a c i d ,   h y d r o x y e t h y l e n e d i a m i n e t r i a c e t i c   a c i d ,   d i e t h y l e n e -  

t r i a m i n e p e n t a a c e t i c   a c i d   and  n i t r i l o t r i a c e t i c   a c i d   a n d  

a l k l a i   m e t a l ,   ammonium  and  s u b s t i t u t e d   ammonium  s a l t s   -  

t h e r e o f .  

As  d e t a i l e d   by  e x a m p l e s   h e r e i n a f t e r ,   c o m b i n a t i o n s  

o f   s e q u e s t e r i n g   a g e n t s   w i t h   d i f f e r e n t   d e g r e e s   of   c a l c i u m  

i o n   s e q u e s t e r i n g   p o w e r   a r e   p a r t i c u l a r l y   u s e f u l   in   t h e  

p r a c t i c e   of   t h i s   i n v e n t i o n .   The  c o m b i n a t i o n s   of   c i t r i c  

a c i d   and  a  n i t r o g e n - c o n t a i n i n g   s e q u e s t e r i n g   a g e n t  

s e l e c t e d   f rom  t h e   g r o u p   c o n s i s t i n g   of   e t h y l e n e d i a m i n e  

t e t r a m e t h y l e n e   p h o s p h o n i c   a c i d ,   d i e t h y l e n e t r i a m i n e  

p e n t a m e t h y l e n e p h o s p h o n i c   a c i d ,   n i t r i l o t r i a c e t i c   a c i d ,  

e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c   a c i d ,   h y d r o x y e t h y l e n e d i a m i n e -  

t r i a c e t i c   a c i d ,   d i e t h y l e n e t r i a m i n e p e n t a a c e t i c   a c i d   o r  

m i x t u r e s   and  s u i t a b l e   s a l t s   t h e r e o f   a r e   p a r t i c u l a r l y  

p r e f e r r e d .   C i t r i c   a c i d   has   a  r e l a t i v e l y   l o w e r   e q u i l i b -  

r i u m   c o n s t a n t   of   c o m p l e x a t i o n   w i t h   c a l c i u m   t h a n   t h e  

n i t r o g e n - c o n t a i n i n g   s e q u e s t e r i n g   a g e n t s   r e c i t e d   a b o v e .  

P r e f e r r e d   r a t i o s   o f   c i t r i c   a c i d   t o   t h e   n i t r o g e n - c o n -  

t a i n i n g   s e q u e s t e r i n g   a g e n t   a r e   f rom  a b o u t   5 0 : 1   to   a b o u t  

1 :2   by  w e i g h t   a n d ,   more   p r e f e r a b l y ,   f r om  a b o u t   3 0 : 1   t o  

a b o u t   2 :1   by  w e i g h t .  

E n z y m e - A c c e s s i b l e   C a l c i u m   I o n  

The  s t a b i l i z e d   a q u e o u s   enzyme  c o m p o s i t i o n s   o f   t h i s  

i n v e n t i o n   c o m p r i s e   a  c a l c i u m - c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   t o  

p r o v i d e   a t   l e a s t   a b o u t   1 x 1 0 - 4 . 5   m i l l i m o l e s   o f   e n z y m e - a c -  
c e s s i b l e   c a l c i u m ,   as   h e r e i n a f t e r   d e f i n e d ,   p e r   l i t e r   o f  

s a i d   c o m p o s i t i o n .   P r e f e r a b l y ,   s u f f i c i e n t   c a l c i u m - c o n -  

t a i n i n g   c o m p o n e n t   i s   i n c o r p o r a t e d   to   p r o v i d e   a t   l e a s t  

a b o u t   1x10 -4  m i l l i m o l e s   o f   e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   a n d  

more   p r e f e r a b l y   a t   l e a s t   a b o u t   1 x 1 0 - 3   m i l l i m o l e s .   M o s t  

p r e f e r a b l y   t h e   c o m p o s i t i o n s   c o n t a i n   a t   l e a s t   a b o u t  
1 x 1 0 - 2   m i l l i m o l e s   o f   e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   p e r   l i t e r  

of   s a i d   c o m p o s i t i o n .  

The  c a l c i u m - c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   can   be  or  can   b e  



p a r t   of   o t h e r   e s s e n t i a l   or   o p t i o n a l   c o m p o n e n t s ,   f o r  

e x a m p l e ,   an  a n i o n i c   s u r f a c t a n t   in   t h e   f o rm  of   a  c a l c i u m  

s a l t   or   a  c a l c i u m - s e q u e s t e r i n g   a g e n t   c o m p l e x .   More  -  

t y p i c a l l y ,   w a t e r - s o l u b l e   or  s o l u b i l i z a b l e   c a l c i u m   s a l t s  

s u c h   as  c a l c i u m   c h l o r i d e   a r e   e m p l o y e d .   In  t h e   a q u e o u s  

l i q u i d   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,  

c a l c i u m   in   d i f f e r e n t   f o r m s ,   i n s o l u b l e ,   s e q u e s t e r e d   a n d  

e n z y m e - a c c e s s i b l e ,   w i l l   r e a c h   an  e q u i l i b r i u m   as  a  

f u n c t i o n   of   t h e   c o m p o s i t i o n   c o m p o n e n t s   and  pH  w i t h o u t  

r e g a r d   t o   t h e   i n i t i a l   n a t u r e   of   t h e   c a l c i u m - c o n t a i n i n g  

c o m p o n e n t .  

A  u p p e r   l i m i t   o f   e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   i n  

c o m p o s i t i o n s   of   t h e   i n v e n t i o n   can   be  s e t   by  p r a c t i c a l  

c o n s i d e r a t i o n s   n o t   r e l a t e d   to   enzyme  s t a b i l i t y .   T h e r e  

i s   l i t t l e   i m p r o v e m e n t   in   t h e   s t a b i l i t y   of   a l p h a - a m y l a s e  

d e r i v e d   f rom  B . l i c h e n i f o r m i s   in   c o m p o s i t i o n s   of  t h e  

i n v e n t i o n   a t   e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   l e v e l s   a b o v e  
1 x 1 0  m i l l i m o l e s   p e r   l i t e r .   In  t h e   p r e f e r r e d   c o m p o -  
s i t i o n s   of   t h e   i n v e n t i o n   t h i s   l e v e l   of   e n z y m e - a c c e s s i b l e  

c a l c i u m   i s   p r o v i d e d   by  t o t a l   c a l c i u m   l e v e l s   o f   no  m o r e  
t h a n   a b o u t   f rom  0.1%  to   a b o u t   0.3%  of  t h e   c o m p o s i t i o n   b y  

w e i g h t .   At  a  r e c o m m e n d e d   u s a g e   of   1/2  cup  o f   t h e   c o m p o -  
s i t i o n   in   a  w a s h i n g   m a c h i n e   w i t h   a  18  g a l l o n   w a s h i n g  

s o l u t i o n   c a p a c i t y ,   0.18%  t o t a l   c a l c i u m   ( f r o m   0.5%  C a C l 2 )  
i n c r e a s e s   w a t e r   h a r d n e s s   of  t h e   w a s h i n g   s o l u t i o n   b y  

a b o u t   1/2  g r a i n   p e r   g a l l o n   (as  C a C 0 3 ) .   C a l c i u m   i s  

g e n e r a l l y   d e t r i m e n t a l   to   d e t e r g e n c y ,   b u t   1 /2   g r a i n / g a l -  

l o n   i s   a l m o s t   n e g l i g i b l e .   The  c a l c i u m - c o n t a i n i n g   c o m p o -  
n e n t   p a r t i a l l y   d e p l e t e s   t h e   s e q u e s t e r i n g   c a p a c i t y   of  t h e  

s e q u e s t e r i n g   a g e n t   or  a g e n t s   of   t h e   c o m p o s i t i o n   in  s o  

f a r   as  c a l c i u m   i s   c o n c e r n e d .   H o w e v e r ,   in   w a s h i n g   s o l u -  

t i o n s ,   a  c a l c i u m - s e q u e s t e r i n g   a g e n t   c o m p l e x   i s   n e v e r -  

t h e l e s s   c a p a b l e   of  s e q u e s t e r i n g   h e a v y   m e t a l   i o n s   s u c h   a s  

i r o n ,   m a n g a n e s e   and  c o p p e r   w h i c h   a r e   a s s o c i a t e d   w i t h  

c e r t a i n   s t a i n i n g   p r o b l e m s .   T h i s   i s   a  r e s u l t   of   h i g h e r  



c o m p l e x a t i o n   and  f o r m a t i o n   c o n s t a n t s   of  s a i d   s e q u e s -  
t e r i n g   a g e n t s   w i t h   h e a v y   m e t a l   i o n s   r e l a t i v e   to   t h e  

c o n s t a n t s   w i t h   c a l c i u m .  

E n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   i s   a n a l a g o u s   to   f r e e   o r  

i o n i c   c a l c i u m   in   a q u e o u s   s o l u t i o n s   of   l e s s   c o m p l e x i t y  

t h a n   t h e   c o m p o s i t i o n s   o f   t h e   i n v e n t i o n .  

F o r   t h e   p u r p o s e s   of   t h i s   i n v e n t i o n ,   e n z y m e - a c -  
c e s s i b l e   c a l c i u m   i s   d e t e r m i n e d   by  t h e   m e t h o d   d e s c r i b e d  

in   t h e   f o l l o w i n g   p u b l i c a t i o n :  

J .   M o r g a n ,   F.  M o r e l ,   Env .   S c i .   T e c h .   6,  5 8 - 6 7  

( 1 9 7 2 ) ,   "A  N u m e r i c a l   M e t h o d   f o r   C o m p u t i n g   E q u i l i b r i a   i n  

A q u e o u s   C h e m i c a l   S y s t e m s " .  

F o r   t h e   p u r p o s e s   of   t h i s   i n v e n t i o n   s a i d   m e t h o d   i s  

u s e d   t o   c a l c u l a t e   e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   i n   c o m p o -  
s i t i o n s   o f   t h e   i n v e n t i o n   by  u s e   o f   t h e   f o l l o w i n g   a s s u m p -  
t i o n s :  

1)  i o n i c   s t r e n g t h   f i x e d   a t   0 . 5 ;  

2)  pH  f i x e d   a t   t h e   pH  o f   t h e   c o m p o s i t i o n ;  

3)  o n l y   d i v a l e n t   ( e . g . ,   c a l c i u m )   m e t a l s   a n d  

m u l t i d e n t a t e   l i g a n d s   ( t h e   s e q u e s t e r i n g   a g e n t s  

of   t h i s   i n v e n t i o n )   a r e   c o n s i d e r e d ;  

4)  t h e   f r e e   or  u n c o m p l e x e d   c a l c i u m   c o n c e n t r a t i o n  

i s   t h e   e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   c o n c e n t r a -  

t i o n .  

O t h e r   m e t h o d s   of   c a l c u l a t i n g   e q u i l i b r i u m   c o n c e n -  

t r a t i o n s   o f   a l l   s p e c i e s   i n   a q u e o u s   s o l u t i o n s   p r o v i d e  

e s s e n t i a l l y   e q u i v a l e n t   r e s u l t s   and  a r e   a l s o   known  t o  

t h o s e   s k i l l e d   in   t h e   a r t .  

I t   s h o u l d   be  n o t e d   t h a t   a l k a l i n e   e a r t h   m e t a l s   o t h e r  

t h a n   c a l c i u m   a r e   s u b s t a n t i a l l y   l e s s   e f f e c t i v e   f o r   s t a -  

b i l i z i n g   t h e   c o m p o s i t i o n s   of   t h e   i n v e n t i o n .  

W a t e r  

The  c o m p o s i t i o n s   of   t h i s   i n v e n t i o n   c o n t a i n   f r o m  

a b o u t   10%  to   a b o u t   80%  w a t e r ,   p r e f e r a b l y   f rom  a b o u t   15% 

to   a b o u t   60%  w a t e r ,   by  w e i g h t .   P r e f e r r e d   c o m p o s i t i o n s  

h a v e   a  pH  of   f rom  a b o u t   6 .5   t o   a b o u t   9 . 0 .  



O p t i o n a l   I n g r e d i e n t s  

The  c o m p o s i t i o n s   of  t h i s   i n v e n t i o n   can   c o n t a i n  

c o m p o n e n t s   o t h e r   t h a n   t h o s e   d i s c l o s e d   as  e s s e n t i a l .  

The  c o m p o s i t i o n s   of  t h i s   i n v e n t i o n   can   c o n t a i n  

e n z y m e s   o t h e r   t h a n   a - a m y l a s e   d e r i v e d   f rom  B . l i c h e n i -  

f o r m i s ,   p r o t e o l y t i c   e n z y m e s   in   p a r t i c u l a r .   E x a m p l e s   o f  

s u i t a b l e   p r o t e o l y t i c   e n z y m e s   i n c l u d e   many  e n z y m e   p r e p a -  
r a t i o n s   a d a p t e d   f o r   use   in   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s   a n d ,  

in  f a c t ,   u s e d   in   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s .   S o u r c e s   o f   t h e  

e n z y m e s   i n c l u d e   c o m m e r c i a l   e n z y m e   p r e p a r a t i o n s   s u c h   a s  

A l c a l a s e e   s o l d   by  Novo  I n d u s t r i e s ,   A /S ,   C o p e n h a g e n ,  

Denmark   and  M a x a t a s e e   s o l d   by  G i s t - B r o c a d e s ,   D e l f t ,   T h e  

N e t h e r l a n d s .   O t h e r   p r e f e r r e d   enzyme   c o m p o s i t i o n s  

i n c l u d e   t h o s e   c o m m e r c i a l l y   a v a i l a b l e   u n d e r   t h e   t r a d e -  

names  E s p e r a s e e ,   m a n u f a c t u r e d   and   s o l d   by  Novo  I n d u s -  

t r i e s ,   A / S ,   C o p e n h a g e n ,   Denmark   and  " A Z - P r o t e a s e "   m a n -  

u f a c t u r e d   and  s o l d   by  G i s t - B r o c a d e s ,   D e l f t ,   The  N e t h e r -  

l a n d s . .  

I t   s h o u l d   be  n o t e d   t h a t   l e v e l s   of   enzyme   a c c e s s i b l e  

c a l c i u m   a b o v e   a b o u t   l x l O - 2   m i l l i m o l e s   p e r   l i t e r   p r o v i d e  

e x c e l l e n t   s t a b i l i t y   to  p r o t e o l y t i c   e n z y m e s   ( p r o t e a s e s )  

i n c o r p o r a t e d   in  t h e   c o m p o s i t i o n s   of  t h e   i n v e n t i o n   a n d  

t he   i n c l u s i o n   of   a  p r o t e o l y t i c   enzyme  i s   a  p r e f e r r e d  

e m b o d i m e n t .   T h e r e   i s ,   h o w e v e r ,   no  d r a m a t i c   i n c r e a s e   i n  

p r o t e o l y t i c   e n z y m e   s t a b i l i t y   o v e r   any  n a r r o w   r a n g e   o f  

e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   l e v e l s   as  i s   s e e n   w i t h  

a - a m y l a s e   ( d e r i v e d   f rom  B . l i c h e n i f o r m i s )   b e t w e e n   1 x 1 0 - 5  

and  1 x 1 0 - 4 .  

A  more   c o m p l e t e   d i s c l o s u r e   of  s u i t a b l e   e n z y m e s   c a n  

be  f o u n d   in   U .S .   P a t e n t   4 , 1 0 1 , 4 5 7 ,   P l a c e   e t   a l   i s s u e d  

J u l y   18,  1 9 7 8 ,   i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   by  r e f e r e n c e .  

The  c o m p o s i t i o n s   of  t h i s   i n v e n t i o n   can  c o n t a i n  

s o l v e n t s   o t h e r   t h a n   w a t e r .   Low  m o l e c u l a r   w e i g h t   p r i m a r y  

or  s e c o n d a r y   a l c o h o l   e x e m p l i f i e d   by  m e t h a n o l ,   e t h a n o l ,  



p r o p a n o l ,   and  i s o p r o p a n o l   a r e   s u i t a b l e .   M o n o h y d r i c  

a l c o h o l s   a r e   p r e f e r r e d   f o r   s o l u b i l i z i n g   t h e   s u r f a c t a n t  

b u t   p o l y o l s   c o n t a i n i n g   f rom  2  to   a b o u t   6  c a r b o n   a t o m s  

and   f rom  2  to   a b o u t   6  h y d r o x y   g r o u p s   can   be  u s e d   and  c a n  

p r o v i d e   i m p r o v e d   e n z y m e   s t a b i l i t y .   E x a m p l e s   o f   p o l y o l s  

i n c l u d e   p r o p y l e n e   g l y c o l ,   e t h y l e n e   g l y c o l ,   g l y c e r i n e   a n d  

1 , 2 - p r o p a n e d i o l .   E t h a n o l   i s   a  p a r t i c u l a r l y   p r e f e r r e d  

a l c o h o l .   The  c o m p o s i t i o n s   c o n t a i n   f rom  0%  to   a b o u t   3 0 % ,  

p r e f e r a b l y   f r o m   a b o u t   1%  to   a b o u t   15%,  of   a l c o h o l s .  

A  s h o r t   c h a i n   c a r b o x y l i c   a c i d   s a l t   c a n   be  u s e d   t o  

s t a b i l i z e   e n z y m e s ,   p a r t i c u l a r l y   p r o t e o l y t i c   e n z y m e s ,   a s  

d i s c l o s e d   in   U . S .   P a t e n t   4 , 3 1 8 , 8 1 8 ,   i s s u e d   M a r c h   9 ,  

1 9 8 2 .   The  s h o r t   c h a i n   c a r b o x y l i c   a c i d   s a l t   p r e f e r a b l y  

i s   a  f o r m a t e ,   e . g . ,   f o r m i c   a c i d   and  i t s   s a l t s .   T h e  

f o r m a t e s   a r e   s u r p r i s i n g l y   much  more   e f f e c t i v e   t h a n   o t h e r  

s h o r t   c h a i n   c a r b o x y l i c   s a l t s   s u c h   as  t h e   a c e t a t e s   a n d  

t h e   p r o p i o n a t e s .   The  s h o r t   c h a i n   c a r b o x y l i c   a c i d   s a l t  

i s   u s e d   a t   a  l e v e l   f r o m   a b o u t   0.1%  to   a b o u t   1 0 % ,  

p r e f e r a b l y   f r o m   a b o u t   0.3%  to   a b o u t   3%,  m o r e   p r e f e r a b l y  

f r o m   a b o u t   0.5%  to   a b o u t   2.0%  when  t h e   p r o d u c t   pH  i s  

b e l o w   a b o u t   8 .5   and  f rom  a b o u t   3%  to   a b o u t   10%,  

p r e f e r a b l y   f r o m   a b o u t   4%  to   a b o u t   8%,  when   t h e   p r o d u c t  

pH  i s   f rom  a b o u t   8 . 5   to   a b o u t   1 0 .  

In  a  p r e f e r r e d   e m b o d i m e n t ,   a  f a t t y   a c i d   c o m p o n e n t  

i s   i n c o r p o r a t e d   i n   an  a m o u n t   of  f rom  a b o u t   3%  to   a b o u t  

25%  by  w e i g h t ,   p r e f e r a b l y   f rom  a b o u t   5%  to   a b o u t   20%  b y  

w e i g h t .   The  f a t t y   a c i d s   h a v e   f rom  10  to   22 ,   p r e f e r a b l y  

f r o m   12  to   18  c a r b o n   a t o m s   in  t h e   a l k y l   c h a i n .  

C o m p o s i t i o n s   c o n t a i n i n g   f a t t y   a c i d s ,   w i l l   h a v e   a  pH  o f  

f r o m   a b o u t   6 .5   t o   a b o u t   9 . 0 .  

The  c o m p o s i t i o n s   of   t h e   i n v e n t i o n   can   c o n t a i n   s u c h  

m a t e r i a l s   as  f a b r i c   w h i t e n e r s   and  b r i g h t e n e r s ,   s u d s i n g  

c o n t r o l   a g e n t s ,   h y d r o t r o p e s   s u c h   as  s o d i u m   t o l u e n e   o r  



x y l e n e   s u l f o n a t e ,   p e r f u m e s ,   c o l o r a n t s ,   o p a c i f i e r s ,  

a n t i - r e d e p o s i t i o n   a g e n t s   and  a l k a l i n i t y   c o n t r o l   o r  

b u f f e r i n g   a g e n t s   s u c h   as  m o n o e t h a n o l a m i n e   and  t r i e t h -  

a n o l a m i n e .   The  u s e   of  t h e s e   m a t e r i a l s   i s   w e l l   known  i n  

t h e   d e t e r g e n t   a r t .  

M a t e r i a l s   or  a n i o n s   t h a t   t e n d   to   p r e c i p i t a t e   c a l -  

c ium  s h o u l d   p r e f e r a b l y   be  r e s t r i c t e d   t o   min imum  l e v e l s .  

E x a m p l e s   a r e   c a r b o n a t e s ,   s u l f a t e s ,   and  o r t h o p h o s p h a t e s .  

A l t h o u g h   t h e   f a t t y   a c i d s   of  p r e f e r r e d   c o m p o s i t i o n s   a c t  

to   p r e c i p i t a t e   c a l c i u m   in   a  w a s h i n g   s o l u t i o n ,   t h e y   h a v e  

no  s u c h   e f f e c t   in   t h e   u n d i l u t e d   c o m p o s i t o n s   of   t h e  

i n v e n t i o n   i f   c a l c i u m   l e v e l s   a r e   c o n t r o l l e d   c a r e f u l l y .  

The  f a t t y   a c i d   c o n t e n t   of   t h e   c o m p o s i t i o n s   of   t h e  

i n v e n t i o n ,   a t   l e a s t   a t   pH  v a l u e s   b e l o w   8 . 5 ,   d o e s   n o t  

s u b s t a n t i a l l y   e f f e c t   t h e   e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   l e v e l  

of   s a i d   c o m p o s i t i o n s   and  can  be  n e g l e c t e d   w h e n  

c a l c u l a t i n g   t h e   e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   l e v e l   a s  

d i s c l o s e d   h e r e i n b e f o r e .  

The  f o l l o w i n g   e x a m p l e s   i l l u s t r a t e   t h e   i n v e n t i o n   a n d  

f a c i l i t a t e   i t s   u n d e r s t a n d i n g .  

A l l   p a r t s ,   p e r c e n t a g e s   and  r a t i o s   h e r e i n   a r e   b y  

w e i g h t   u n l e s s   o t h e r w i s e   s p e c i f i e d .  

EXAMPLE  I  

L i q u i d   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s   w e r e   p r e p a r e d   b y  

m i x i n g   t h e   c o m p o n e n t s   l i s t e d   h e r e i n a f t e r   in   t h e   s t a t e d  

p r o p o r t i o n s .  



S o d i u m   d i e t h y l e n e t r i a m i n e p e n t a a c e t a t e  

C o m p o s i t i o n   A  was  p r e p a r e d   i n   t h i r t e e n   v a r i a t i o n s  

w i t h   C a C l 2   and   s o d i u m   d i e t h y l e n e t r i a m i n e p e n t a a c e t a t e  

(DTPA)  l e v e l s   as  i n d i c a t e d .   The  v a r i a t i o n s   w e r e   s t o r e d  

in  a i r t i g h t   c o n t a i n e r s   f o r   1  week  a t   1 0 0 ° F .   a - a m y l a s e  

a c t i v i t y   was  t h e n   m e a s u r e d   by  T e c h n i c o n   I n d u s t r i a l  

M e t h o d   # 5 0 0 - 7 7 P   d a t e d   S e p t e m b e r   12,   1 9 7 7 ,   as  r e v i s e d  

S e p t e m b e r   1 9 7 9 ,   ( T e c h n i c o n   I n d u s t r i a l   S y s t e m s ,   T a r r y -  

t o w n ,   N.Y.   1 0 5 9 1 ) ,   b u t   any  s u i t a b l e   m e t h o d   s u c h   as  t h e  



one  d e s c r i b e d   in   U . S .   P a t e n t   4 , 2 8 4 , 7 2 2   i s s u e d   A u g u s t   1 8 ,  

1 9 8 1 ,   to   T a m u r i   e t   a l ,   i n c o r p o r a t e d   h e r e i n   by  r e f e r e n c e ,  

w i l l   g i v e   e q u i v a l e n t   r e s u l t s .   a - a m y l a s e   a c t i v i t y   a t   t h e   -  

end  of   t h e   s t o r a g e   p e r i o d   was  d i v i d e d   by  a c t i v i t y  

d i r e c t l y   a f t e r   c o m p o s i t i o n   p r e p a r a t i o n   to   c a l c u l a t e  

p e r c e n t   r e t a i n e d   a c t i v i t y .  

C o m p o s i t i o n   A  -   a - A m y l a s e   S t a b i l i t y  

C o m p o s i t i o n   B  was  p r e p a r e d   in   s e v e n   v a r i a t i o n s   w i t h  

CaCl2   l e v e l s   as  i n d i c a t e d .   The  v a r i a t i o n s   w e r e   s t o r e d  

f o r   1  m o n t h   a t   90°F   and  a t   70°F  and  e v a l u a t e d   f o r  

a - a m y l a s e   s t a b i l i t y   in   t h e   same  m a n n e r   as  t h e   v a r i a t i o n s  

of   C o m p o s i t i o n   A .  



C o m p o s i t i o n   B  -   a - A m y l a s e   S t a b i l i t y  

T h e s e   r e s u l t s   show  t h e   d r a m a t i c   i m p r o v e m e n t   i n  

a - a m y l a s e   ( d e r i v e d   f r o m   B . l i c h e n i f o r m i s )   s t a b i l i t y   in   a n  

a q u e o u s   l i q u i d   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n   when  a  

c a l c i u m - c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   i s   i n c o r p o r a t e d   t h a t  

p r o v i d e s   a t   l e a s t   a b o u t   1 x 1 0 - 4 . 5   m i l l i m o l e s   of   e n z y m e -  
a c c e s s i b l e   c a l c i u m .   The  r e s u l t s   a l s o   p o i n t   o u t   t h e  

a d v a n t a g e   o f   m i x t u r e s   of  s e q u e s t e r i n g   a g e n t s .   A 

s e q u e s t e r i n g   a g e n t   w i t h   h i g h   e q u i l i b r i u m   c o n s t a n t   o f  

c o m p l e x a t i o n ,   e . g . ,   t h e   n i t r o g e n - c o n t a i n i n g   s e q u e s t e r i n g  

a g e n t s   d i s c l o s e d   h e r e i n b e f o r e ,   w i l l   t e n d   to   s e q u e s t e r  

a l l   a v a i l a b l e   c a l c i u m   to  t h e   p o i n t   of   t h e o r e t i c a l  

c a p a c i t y ,   b u t   c an   r e l e a s e   s u c h   c a l c i u m   in  w a s h i n g  

s o l u t i o n s   t o   i n   t u r n   s e q u e s t e r   h e a v y   m e t a l   i o n s   s u c h   a s  

c o p p e r ,   i r o n   and   m a n g a n e s e .   A  s e q u e s t e r i n g   a g e n t   w i t h   a  

l o w e r   e q u i l i b r i u m   c o n s t a n t   of   c o m p l e x a t i o n   s u c h   a s  

a l k a l i   m e t a l   c i t r a t e s   or   c i t r i c   a c i d   can   be  i n c o r p o r a t e d  



i n   t h e   c o m p o s i t i o n s   of   t h e   i n v e n t i o n   w i t h o u t   a d d i t i o n   o f  

c a l c i u m - c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t s   a t   a  l e v e l   t o   s a t i s f y  

t h e o r e t i c a l   c a p a c i t y .   T h u s ,   s u c h   s e q u e s t e r i n g   a g e n t s   -  

a r e   a v a i l a b l e   to   a c t   as  d e t e r g e n c y   b u i l d e r s   e f f e c t i v e   i n  

t h e   p r e s e n c e   of  a l k a l i n e   e a r t h   m e t a l   i o n s   in   w a s h i n g  

s o l u t i o n s .  

A p p a r e n t l y ,   a - a m y l a s e   d e r i v e d   f rom  B . l i c h e n i f o r m i s  

h a s ,   in   e f f e c t ,   an  e q u i l i b r i u m   c o n s t a n t   o f   c o m p l e x a t i o n  

w i t h   c a l c i u m   s o m e w h a t   g r e a t e r   t h a n   c i t r a t e ,   or   m o r e  

p r e c i s e l y ,   an  e q u i l i b r i u m   c o n s t a n t   t h a t   can   h o l d   s u f -  

f i c i e n t   c a l c i u m   f o r   s t a b i l i z a t i o n   in   an  a q u e o u s   s o l u t i o n  

c o n t a i n i n g   a t   l e a s t   a b o u t   1 x 1 0 - 4 . 5   m i l l i m o l e s   o f   e n z y m e  
a c c e s s i b l e   c a l c i u m .  

EXAMPLE  I I  

The  c o m m e r c i a l   e n z y m e s   T a k a - T h e r m e   L - 3 4 0 ,   R o h a l a s e  

ATe  and  Maxamyl   HT®  a r e   i n c o r p o r a t e d   in   t h e   c o m p o s i t i o n s  

of   E x a m p l e   I  r e p l a c i n g   t h e   T e r m a m y l e   120L.   C o m p a r a b l e  

a - a m y l a s e   s t a b i l i t y   r e s u l t s   a r e   o b t a i n e d   a t   e q u i v a l e n t  

e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   l e v e l s .  

EXAMPLE  I I I  

a - a m y l a s e s   d e r i v e d   by  B . s u b t i l i s ,   Bane  f rom  N o v o  

I n d u s t r i   and  R a p i d a s e e   f rom  G i s t   B r o c a d e ,   a r e   i n c o r -  

p o r a t e d   in  t h e   c o m p o s i t i o n s   of  E x a m p l e   I  r e p l a c i n g   t h e  

T e r m a m y l   R120L.   I t   i s   n o t   p o s s i b l e   to   add  a  s u f f i c i e n t  

a m o u n t   of  a  c a l c i u m - c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   to   s t a b i l i z e  

s a i d   a - a m y l a s e s   d e r i v e d   f rom  B . s u b t i l i s   w i t h o u t   p r e -  

c i p i t a t i o n   of  c a l c i u m   c i t r a t e   in   t h e   a q u e o u s   l i q u i d  

d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n s .  

EXAMPLE  I V  

D o d e c y l d i m e t h y a m i n e   o x i d e   r e p l a c e s   C12  a l k y l t r i -  

m e t h y l a m m o n i u m   c h l o r i d e   in   t h e   c o m p o s i t i o n s   o f   E x a m p l e  

I .   E q u i v a l e n t   r e s u l t s   a r e   o b t a i n e d .  



EXAMPLE V 

The  f o l l o w i n g   c o m p o s i t i o n s   a r e   p r e p a r e d   by  m i x i n g  
t h e   i n g r e d i e n t s   l i s t e d .   -  

The  i n c o r p o r a t i o n   of   0.02%  c a l c i u m   c h l o r i d e   in   e a c h  

c o m p o s i t i o n   p r o v i d e s   an  enzyme  a c c e s s i b l e   c a l c i u m   l e v e l  

o f   a t   l e a s t   1 x 1 0 - 4 . 5   m i l l i m o l e s   p e r   l i t e r .  



EXAMPLE  V I  

P o t a s s i u m   p y r o p h o s p h a t e ,   p o t a s s i u m   c a r b o x y m e t h y l -  

o x y m a l o n a t e   and  p o t a s s i u m   c a r b o x y m e t h y l o x y s u c c i n a t e   a r e   -  

e a c h   s u b s t i t u t e d   f o r   c i t r i c   a c i d   in  E x a m p l e s   I ,   I I   a n d  

IV.  C o m p o s i t i o n   pH  i s   a d j u s t e d   to   8 . 0 .   A  c a l c i u m  

c h l o r i d e   l e v e l   of  0.3%  by  w e i g h t   i s   s u f f i c i e n t   to   p r o -  
v i d e   an  e n z y m e - a c c e s s i b l e   c a l c i u m   l e v e l   g r e a t e r   t h a n  
1 x 1 0 4 . 5   m i l l i m o l e s   and  s t a b i l i z e   t h e   a - a m y l a s e   d e r i v e d  

f rom  B . l i c h e n i f o r m i s   i n c o r p o r a t e d   in   s a i d   c o m p o s i t i o n s .  



1.  A  s t a b i l i z e d   a q u e o u s   e n z y m e   c o m p o s i t i o n   c o m p r i s i n g :  

(a)  f rom  a b o u t   1%  to   a b o u t   75%  by  w e i g h t   o f   a  

n o n - s o a p   d e t e r g e n t   s u r f a c t a n t   o r   m i x t u r e s   -  

t h e r e o f ;  

(b)  f rom  a b o u t   0 . 01%  to   a b o u t   5%  by  w e i g h t   on  a  

s t a n d a r d   e n z y m e   b a s i s   of   an  a - a m y l o l y t i c  

e n z y m e   d e r i v e d   f r o m   B . l i c h e n i f o r m i s ;  

(c)  f rom  a b o u t   0 . 25%  to   a b o u t   40%  by  w e i g h t   o f   a  

s e q u e s t e r i n g   a g e n t   o r   m i x t u r e s   t h e r e o f ;  

(d)  a  c a l c i u m - c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   t o   p r o v i d e   a t  

l e a s t   a b o u t   1 x 1 0 - 4 . 5   m i l l i m o l e s   o f   e n z y m e  
a v a i l a b l e   c a l c i u m   i o n   p e r   l i t e r   o f   s a i d   c o m p o -  

s i t i o n ;   a n d  

(e)  f r o m   a b o u t   10%  t o   a b o u t   80%  w a t e r   by  w e i g h t .  

2.  The  c o m p o s i t i o n   o f   C l a i m   1  w h e r e i n   s a i d   c o m p o s i t i o n  

i s   an  a q u e o u s   l i q u i d   d e t e r g e n t   c o m p o s i t i o n .  

3.  The  c o m p o s i t i o n   o f   C l a i m   2  w h e r e i n   s a i d   c a l c i u m -  

c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   p r o v i d e s   a t   l e a s t   a b o u t   1 x 1 0  

m i l l i m o l e s   of   e n z y m e - a v a i l a b l e   c a l c i u m   i o n   p e r   l i t e r   o f  

s a i d   c o m p o s i t i o n .  

4.  The  c o m p o s i t i o n   o f   C l a i m   2  w h e r e i n   s a i d   c a l c i u m -  

c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   p r o v i d e s   a t   l e a s t   a b o u t   1 x 1 0 - 2  

m i l l i m o l e s   o f   e n z y m e - a v a i l a b l e   c a l c i u m   i o n   p e r   l i t e r   o f  

s a i d   c o m p o s i t i o n .  

5.  The  c o m p o s i t i o n   o f   C l a i m   2  w h e r e i n   s a i d   n o n - s o a p  

d e t e r g e n t   s u r f a c t a n t   c o m p r i s e s   f rom  a b o u t   10%  to   a b o u t  

65%  of   s a i d   c o m p o s i t i o n .  

6.  The  c o m p o s i t i o n   o f   C l a i m   5  w h e r e i n   s a i d   s e q u e s t e r -  

i n g   a g e n t   c o m p r i s e s   f r o m   a b o u t   3%  to  a b o u t   30%  of   s a i d  

c o m p o s i t i o n   by  w e i g h t .  



7.  The  c o m p o s i t i o n   of   C l a i m   6  w h e r e i n   s a i d   s e q u e s t e r -  

i n g   a g e n t   c o m p r i s e s   c i t r i c   a c i d   or   w a t e r   s o l u b l e   s a l t s  

of   c i t r i c   a c i d   or   m i x t u r e s   t h e r e o f .  

8.  T h e  c o m p o s i t i o n   of   C l a i m   7  w h e r e i n   s a i d   s e q u e s t e r -  

i n g   a g e n t   c o m p r i s e s   a  n i t r o g e n - c o n t a i n i n g   s e q u e s t e r i n g  

a g e n t .  

9.  The  c o m p o s i t i o n   of   C l a i m   2  w h e r e i n   s a i d   c o m p o s i t i o n  

c o m p r i s e s   a  p r o t e o l y t i c   e n z y m e .  

10.  The  c o m p o s i t i o n   of   C l a i m   9  w h e r e i n   s a i d   c o m p o s i t i o n  

c o m p r i s e s   f o r m i c   a c i d   or  w a t e r   s o l u b l e   s a l t s   of   f o r m i c  

a c i d   or   m i x t u r e s   t h e r e o f .  

11.  The  c o m p o s i t i o n   of   C l a i m   6  w h e r e i n   s a i d   c o m p o s i t i o n  

h a s   a  pH  of   f rom  a b o u t   6 .5   to   a b o u t   9 . 0 .  

12.  The  c o m p o s i t i o n   of  C l a i m   11  w h e r e i n   s a i d   c o m p o -  
s i t i o n   c o m p r i s e s   f rom  a b o u t   3%  to   a b o u t   25%  by  w e i g h t   o f  

a  f a t t y   a c i d   h a v i n g   f rom  a b o u t   10  to   a b o u t   22  c a r b o n  

a t o m s .  

13.  The  c o m p o s i t i o n   of  C l a i m   12  w h e r e i n   w a t e r   c o m p r i s e s  
f r o m   a b o u t   15%  to   a b o u t   60%  of   s a i d   c o m p o s i t i o n   b y  

w e i g h t .  

14.   The  c o m p o s i t i o n   of  C l a i m   2  w h e r e i n   s a i d   c a l c i u m -  

c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   c o m p r i s e s   a  s a l t   of   c a l c i u m   o r  
m i x t u r e s   t h e r e o f .  

15.  The  c o m p o s i t i o n   of  C l a i m   2  w h e r e i n   s a i d   c a l c i u m -  

c o n t a i n i n g   c o m p o n e n t   c o m p r i s e s   a  c a l c i u m - s e q u e s t e r i n g  

a g e n t   c o m p l e x   or  m i x t u r e s   t h e r e o f .  



16.  The  c o m p o s i t i o n   o f   C l a i m   15  w h e r e i n   s a i d   c a l c i u m -  

s e q u e s t e r i n g   a g e n t   c o m p l e x   c o m p r i s e s   a  n i t r o g e n - c o n -  

t a i n i n g   s e q u e s t e r i n g   a g e n t .  
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