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(57) Resumo: COMPOSIGAO QUE COMPREENDE UM SISTEMA
ENZIMATICO ACOPLADO A presente invengdo refere-se a uma
composi¢ao que compreende um sistema enzimatico acoplado para a
produgéo rapida e eficiente de peréxido de hidrogénio através do
acoplamento de um primeiro sistema enzimatico capaz de gerar
peréxido de hidrogénio, a um segundo sistema enzimatico que utiliza o
produto sem ser peréxido de hidrogénio do primeiro sistema
enzimatico e opcionalmente é capaz de gerar peroxido de hidrogénio
adicional.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "COMPOSI-
CAO QUE COMPREENDE UM SISTEMA ENZIMATICO ACOPLADO".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a uma composi¢do que compre-
ende um sistema enzimatico acoplado para a produgéo rapida e eficiente de
peroxido de hidrogénio através do acoplamento de um primeiro sistema en-
zimatico capaz de gerar peroxido de hidrogénio, com um segundo sistema
enzimaticos que utiliza o produto sem ser peréxido de hidrogénio do primeiro
sistema enzimatico e é opcionalmente capaz de gerar mais peroxido de hi-
drogénio.

ANTECEDENTE DA INVENCAO

O mau odor oral e a descoloragao dos dentes sao condigdes que

afetam muitas pessoas. O mau odor da cavidade oral € tambéem conhecido
como halitose cu mau halito. Geraimente, acredita-se que a causa desta
condigdo seja pela presenga de bactérias anaerébicas, especialmente bacte-
rias anaerébicas gram-negativas, na boca. Estas bactérias gerarao compos-
tos volateis de enxofre (VSC) que sao conhecidos por causarem o mau odor
do halito.

A placa dentaria é um biofilme amarelado que se forma sobre os
dentes. Se nao for removida regularmente, pode levar a cavidades nos den-
tes (caries), gengivite e periodontite e eventualmente a perda dos dentes. Os
micro-organismos que formam o biofilme sdo quase todos bactérias, com a
composi¢ao variando através da localizagdo na boca. A doenga periodontal
afeta o periodonto, que é o tecido envolvente e de sustentagdo em torno do
dente (isto &, o ligamento periodontal, a gengiva e o osso alveolar). A gengi-
vite e a periodontite sdo disturbios inflamatérios da g>engiva e dos tecidos
periodontais mais profundos, respectivamente.

Hoje em dia, os consumidores estdo muito interessados em tor-
nar seus dentes mais brancos. Pessoas com dentes mais brancos sao con-
sideradas como tendo mais confianca pessoal e melhor aceitagéo social. Os
dentes compreendem tanto uma camada de dentina interna quanto uma ca-

mada de esmalte rigido externa. A camada de esmalte protege a camada de
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dentina interna e o tecido vivo e serve como a superficie de contato para a
mastigacdo de alimento sélido. A camada de esmalte é geralmente translu-
cida e tem coloragio ligeiramente esbranquigada. E também considerada
porosa uma vez que os cristais de hidroxi apatita que compreendem o es-
malte formam bastées ou prismas hexagonais microscopicos que possuem
poros ou canais microscopicos entre os mesmos. Como um resultado desta
estrutura porosa, os agentes de coloragdo e as substancias descolorantes,
tais como antibioticos, alimentos contendo materiais corantes, café, cola,
ché, tabaco etc., podem permear o esmalite e aiterar sua superficie para ter
uma aparéncia de coloragdo amarela ou amarronzada.

Embora a boa higiene oral, quando atingida pela escovagéo dos
dentes com um agente dentrificio de limpeza, possa ajudar a reduzir a inci-

Q.
[}

ncia de coloragdo, gengivite, placa, doenga periodontal e/ou mau halito,
esta nac preving ou eiimina necessariamente a ocorréncia dos mesmos. Os
micro-organismos contribuem tanto para o inicio quanto para a progressao
de gengivite, placa, doenga periodontal e/ou mau hélito. Assim, para prevenir
ou tratar estes estados de salde, estes micro-organismos tém que ser su-
primidos através de algum meio sem ser a simples esfregagdo mecanica.
Em adigdo, a simples esfregagdo mecanica ndo sera totalmente eficiente
para remover todos os tipos de manchas e/ou para branquear os dentes.

As enzimas que pertencem a classe EC 1.1.3. s&o oxidorreduta-
ses que utilizam oxigénio como receptor e grupos CH-OH constituem o doa-
dor. A capacidade de tais oxigénio oxidorredutases de gerar peroxido de hi-
drogénio, que possui um efeito antimicrobiano, tem sido utilizada para au-
mentar a estabilidade ao armazenamento de certos produtos alimenticios
incluindo queijo, manteiga e suco de frutas como é descrito na JP-B-
73/016612. Foi também sugerido que as oxidorredutases podem ser poten-
cialmente Uteis como absorvedores de oxigénio ou antioxidantes nos produ-

tos alimenticios. A composigcao de branqueamento dos dentes que compre-

ende oxidorredutase(s) é descrita na Patente U.S. N2 6.379.653, em que 0 -

branqueamento dos dentes foi obtido através do tratamento com glicose oXi-

dase. A glicose oxidase & altamente especifica para a glicose e requer a
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presenca deste aglcar cariogénico que se degrada na boca em compostos
responsaveis pelas caries.

A WO97/06775 descreve composigdes orais que compreendem
pelo menos uma oxidorredutase. As oxidorredutases consideradas pela
WO97/06775 incluem enzimas dentro das classes de enzimas que compre-
endem as oxidases incluindo E. C. 1.1.3. E. C. 1.2.3, E.G. 1.3.3, E. C. 1.4.3,
E.C.153,E.C.1.7.3, E. C. 1.8.3, E. C. 1.9.3, laccases e enzimas relacio-
nadas compreendidas em E. C. 1.10.3 e peroxidases em E. C. 1.11. Os
substratos gue n3o sdo cariogénicos, tais como aminoacidos, alcool, alcool
de agucar, tal como xilitol e sorbitol sdo considerados como substratos ade-
quados para as oxidorredutases. Uma xilitol oxidase especifica & descrita na
JP 80892242, que é relatada oxidar o xilitol, o D-sorbitol, o D-galactitol, o D-
manitol e o D-arabinitol na presenga de oxigénio.

A inciusao de certas enzimas oxidativas nas composigdes orais
tais como pastas dentais, colutérios e dentrificios pode reduzir a placa e a
gengivite. As enzimas que foram utilizadas incluem como seus ingredientes
ativos, amiloglucosidase e glicose oxidase. Estas produzem peréxido de hi-
drogénio partindo dos carboidratos que podem ser fermentados da dieta que
por sua vez converte tiocianato em hipotiocianito na presenga da lactopero-
xidase salivar. O hipotiocianito resultante atua como um inibidor bacteriano
através da interferéncia com o metabolismo celular. A sorbitol oxidase & co-
nhecida, por exemplo, de Hiraga K. e outros "Molecular cloning and expres-
sion of a gene encoding a novel sorbitol oxidase from Streptomyces sp. H-
7775."; Biosci. Biotechnol. Biochem. 62: 347-353 (1998) que descreve a clo-
nagem e a expressao da sorbitol oxidase de Streptomyces sp.

A maior parte de substitutos do aglicar aprovados para uso ali-
menticio & constituida de compostos sintetizados artificialmente. Entretanto,
sao conhecidos alguns substitutos naturais do aglicar — incluindo sorbitol e
xilitol, que sdo encontrados em bagas, frutos, vegetais e cogumelos. Embora
naturais, podem ser produzidos sinteticamente na produgao de alimentos em
massa, em custos de produgao menores. Tanto o xilitol quanto o sorbitol s&o

utilizados nas composigées para cuidado oral tal como pasta de dente ou
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goma de mascar para fornecer um sabor doce e, no caso do xilitol, para di-
minuir a produgao de 4cido lactico e aumentar a produgéo de saliva (Hayes
C. J Dent Educ. 65(10): 1106-1109 2001).

Muito embora uma grande quantidade de pesquisa tenha sido
realizada com a finalidade de encontrar composigdes uteis para o tratamento
elou para a prevencao de gengivite, placa, doenga periodontal e/ou mau ha-
lito e/ou para o branqueamento dos dentes, composigées eficientes adicio-
nais e métodos de tratamento para estas finalidades ainda s&o desejaveis.

Detergentes para lavanderia e para lavar lougas consistem em
misturas complexas de uma grande variedade de ingredientes, que incluem
tipicamente um numero de componentes tais como tensoativos iénicos e nao
idnicos, solventes, bruilders, perfumes, enzimas e componentes de bran-
queamento. Em tais misturas complexas, os problemas de estabilidade no
armazenameitio, particuiarmente de enzimas, sdo bem-conhecidos. Em al-
guns casos os problemas de estabilidade estéo relacionados com a estabili-
dade fisica do detergente, embora em outros casos, se refiram a estabilida-
de funcional dos ingredientes individuais no detergente. Os agentes de
branqueamento tais como percarbonatos e perboratos, sdo comumente utili-
zados em detergentes em p6 em que, junto com os ativadores de branque-
amento (por exemplo, tetra-acetiletilenodiamina (TAED) e nonanoiloxibenze-
nossulfonato (NOBS)), atuam para gerar peracidos (por exemplo, acido pe-
racético), peroxido de hidrogénio e/ou outras espécies relacionadas apos a
adicio de agua durante o ciclo de lavagem. Os peracidos ou as outras espeé-
cies de oxigénio ativas atuam entdo para branquear ou alvejar certas man-
chas no tecido ou na louga. Entretanto, ndo ha um sistema de branqueamen-
to ideal disponivel para uso nas formulagoes liquidas aquosas. Em adigao,
ha uma necessidade da produgao de agentes de branqueamento (por e-
xemplo, espécies de oxigénio ativas, peroxidos e peracidos) apos a diluicao
do detergente no liquido de lavagem de roupas para branquear e/ou alvejar
manchas.

Enzimas tais como as oxidases sdo, em particular, suscetiveis .'

aos problemas de estabilidade no armazenamento na formulagéo detergente
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liquida. Isto previne seu uso amplo em composi¢des para limpeza de tecidos
e para manutengao da casa que envolvem agdo alvejantea. A manutencao
da atividade enzimatica da oxidase nos detergentes durante o armazena-
mento tem sido um desafio, especialmente em detergentes que contém ain-
da componentes do substrato da oxidase. A presenga tanto da oxidase
quanto do substrato da oxidase resulta na geragdo de peroxigénio in situ.
Isto resulta na menor estabilidade enzimatica devido a oxidagéo das enzi-
mas tanto em formulagdes liquidas quanto secas. Os perdxidos danificam as
enzimas através de varios mecanismos tais como a oxidagao de alguns dos
residuos de aminoacidos ou através da interagdo com os cofatores das en-
zimas. Isto resulta frequentemente em uma perda gradual da atividade. Nas
formulagdes detergentes secas, as enzimas podem ser estabilizadas, por
exemplo, através do encapsulamento das enzimas como descrito na WO
56/02623.

SUMARIO DA INVENCAQO

A presente invengao refere-se a uma composigdo que compre-
ende uma primeira enzima, um substrato para a primeira enzima e uma en-
zima adicional e ao uso da mesma para branquear e/ou alvejar, por exem-
plo, dentes, pele, pelos, tecidos ou papel, a um produto para cuidado oral e a
um método para branquear e/ou alvejar dentes, ao uso como um conservan-
te e como um agente antimicrobiano, ao uso em cosméticos, em detergen-
tes, em tintas, em alimentos humanos e animais, na produgao e na prepara-
¢&o de alimentos humanos e animais e em pesticidas.

A presente invengao se baseia em uma sinergia surpreendente
que os presentes inventores descobriram quando um sistema de produgéo
de peréxido de hidrogénio que compreende uma primeira enzima, tal como
uma poliol oxidase e um primeiro substrato, tal como um poliol, & acoplado a
um sistema enzimatico adicional, tal como um sistema da enzima oxidorre-
dutase que utiliza o produto sem ser perdxido de hidrogénio gerado pela
primeira oxidase (isto &, o segundo substrato) gerando opcionalmente mais
perdxido de hidrogénio.

Foi descoberto que o acoplamento das primeira e segunda en-
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zimas (sistemas) aumenta enormemente a eficiéncia da produgao de peroxi-
do de hidrogénio partindo do primeiro sistema enzimatico e pode resuitar na
produgdo de peroxido de hidrogénio partindo tanto do primeiro quanto do
segundo substratos. O efeito € uma produgdo de perdxido de hidrogénio
consideravelmente maior e devido a sinergia surpreendente entre a primeira
oxidase e a enzima/oxidorredutase adicional, uma taxa muito maior de pero-
xido de hidrogénio comparada com a que seria esperada partindo do siste-
ma do primeiro substrato/primeira enzima oxidase isoladamente (ou do sis-
tema enzimatico oxidoredutase adicional isoladamente). Isto € como se o
acoplamento do sistema enzimaticos adicional ‘carregasse de forma turbina-
da’ a primeira oxidase, forgando a produgdo do nivel muito alto de perdxido
de hidrogénio. ‘

A primeira enzima é preferencialmente uma oxidase e € referida
aqui como uma primeira oxidase. Uma oxidase preferida € a poliol oxidase,
tal como a sorbitol oxidase.

A presente invengdo fornece composigbes detergentes que
compreendem a composigao, da invengdo assim como métodos para uso da
composicao da invengao em composigdes detergentes liquidas para o bran-
queamento e para a limpeza, por exemplo, de manchas coradas de alimen-
tos.

Durante o desenvolvimento da presente invengao, foi descoberto
de forma surpreendente que as sorbitol oxidases eram adequadas para uso
nos sistemas de branqueamento que evitavam as desvantagens que atrapa-
lham os sistemas de branqueamento utilizados atualmente.

O acoplamento da primeira oxidase a uma enzima adicional
permite, portanto, a exploragdo completa da capacidade oxidativa associada
ao primeiro substrato. Parece que a primeira oxidase atua como um ‘elemen-
to vital’ que é substancialmente robusto em um ambiente detergente e, como
descrito aqui, permite a produgao eficiente e rapida do poder de branquea-
mento do perdxido de hidrogénio, especiaimente quando acopiada a uma i
oxidorredutase adicional.

A presente invengdo fornece em um aspecto uma composi¢ao
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que compreende uma primeira oxidase, um primeiro substrato e uma oxidor-
redutase, em que o primeiro substrato & oxidavel pela primeira oxidase para
formar peroxido de hidrogénio e um segundo substrato e o segundo substra-
to & oxidavel pela oxidorredutase para formar peroxido de hidrogénio e um
produto.

Em um aspecto adicional, a invengdo fornece um produto para
cuidado oral que compreende uma composigao de acordo com a invengao e
ingredientes utilizados nos produtos para cuidado oral.

Em um aspecto adicionai, a invengédo fornece um produto cos-
mético que compreende uma composigdo de acordo com a invengao e um
ou mais ingredientes utilizados nos produtos cosmeticos.

Em um aspecto adicional, a invengéo fornece um produto deter-
gente que compreende uma composi¢do de acordo com a invengao e um ou
mais ingredientes utilizados nos produtos detergentes.

Em um aspecto adicional, a invengao fornece um produto de tin-
ta que compreende uma composigdo de acordo com a invengdo e um ou
mais ingredientes utilizados nos produtos de tinta.

Em um aspecto adicional, a invengdo fornece um produto pesti-
cida que compreende uma composigao de acordo com a invengdo e um ou
mais ingredientes utilizados nos produtos pesticidas.

Em uma modalidade adicional, a invengao fornece um produto
alvejante ou alvejante, tal como um produto alvejante ou alvejante para alve-
jar ou branquear um tecido externo de mamifero, tal como pele, pelos ou
dentes que compreende uma composicdo de acordo com a invengao e in-
gredientes utilizados nos produtos alvejantes e alvejantes adequados para a
aplicagao sobre o tecido externo de mamifero.

Em uma modalidade adicional, a invengao fornece um método
cosmético para alvejar ou branquear o tecido externo de mamifero que com-
preende o contato do tecido externo de mamifero com uma composigao de
acordo com a invengédo ou com o produto para alvejar e/ou branquear o teci-
do externo de mamifero de acordo com a invengdo em uma quantidade e

uma duracdo adequadas para alvejar e/ou branquear o tecido externo de
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mamifero.

A invencao fornece ainda um medicamento que compreende
uma composicao de acordo com a invengao.

A invenco fornece ainda uma bebida que pode ser ingerida que
compreende uma composigdo de acordo com a invengao, tal como um suco
de fruta.

Em uma modalidade, a composi¢do nao compreende o primeiro
substrato, mas o primeiro substrato esta naturalmente presente ou é adicio-
nado na composi¢ao ou na matriz de aplicagao.

A invengdo fornece ainda um produto detergente ou alvejante
que compreende uma composigao de acordo com a invengao e pelo menos
um ingrediente adicional utilizado nos produtos detergentes ou alvejantes.

A invencao fornece ainda o uso da composig¢io de acordo com a
invengdo em um produto para cuidado oral com efeitos alvejantes e/ou alve-
jantes dos dentes benéficos e/ou vida util estendido e/ou efeitos antimicrobi-
anos/antibacterianos antes ou durante o uso.

A invengéo fornece ainda o uso de uma composi¢ao de acordo
com a inven¢do em um produto comestivel com efeitos pré-bidticos benefi-
cos quando consumido por um mamifero individual e/ou uma vida (til pro-
longada.

A invencdo fornece ainda o uso de uma composi¢ao de acordo
com a invengao em um produto cosmético que possui uma vida util prolon-
gada efou é capaz de alvejar e/ou branquear o tecido externo de mamifero
e/ou possui um efeito antimicrobiano/antibacteriano quando aplicado na pele
humana.

A invengao fornece ainda o uso de uma composi¢éo de acordo
com a invengao em um produto de tinta que exibe maior conservagao antes
ou ap6s a aplicacéo e/ou exibe propriedade anti-incrustante reduzida.

A invencao fornece ainda um método para a preparacao de uma

composicdo que compreende a mistura de uma primeira enzima e um pri- !

+

meiro substrato e pelo menos uma enzima adicional, em que o primeiro '

substrato & oxidavel pela primeira enzima, tal como a sorbitol oxidase, para
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formar peréxido de hidrogénio e um segundo substrato e o segundo substra-
to pode ser convertido por pelo menos uma enzima adicional para formar um
produto.

A composicao pode compreender um componente ou compo-
nentes de matriz adequados aos quais a primeira enzima e pelo menos uma
enzima adicional sdo misturadas. O primeiro substrato também pode ser
misturado no componente de matriz ou, em uma modalidade faz parte ou até
constitui todo o componente de matriz. O componente de matriz pode, por-
tanto, consistir ou compreender o primeiro substrato.

A invengao fornece ainda um método para a preparagao de uma
composi¢do que compreende a mistura de uma primeira oxidase e um pri-
meiro substrato e pelo menos uma oxidorredutase adicional, em que o pri-
meiro substrato é oxidavel pela primeira oxidase tal como a sorbitol oxidase,
para formiar peroxido de hidrogénio e um segundo substrato e o segundo
substrato € oxidavel pela oxidorredutase para formar perdxido de hidrogénio
e um produto.

A invengéo fornece ainda o uso de uma composi¢ao de acordo
com a invengdo, na produgdo de um medicamento para o tratamento ou pa-
ra a prevengao de um distirbio médico selecionado dentre: doenga gengival,
gengivite, doenga periodontal, sindrome do intestino irritavel, intolerancia a
lactose, cancer de colon, alto teor de colesterol no sangue, alta pressao
sanguinea, hipertensao, infecgao, inflamagao e deficiéncias nutricionais.

A invencao fornece ainda um método de tratamento meédico que
compreende a administragdo de uma composi¢ao de acordo com a invengao
ou de um medicamento ou de produtos para cuidado oral de acordo com a
invencao a um paciente que necessita do tratamento ou da profilaxia.

A invengéo fornece ainda um método de produgdo de perdxido
de hidrogénio, o método compreendendo a mistura de uma primeira enzima
e um primeiro substrato e pelo menos uma enzima adicional sob condigdes
adequadas para a produgédo de peroxido de hidrogénio a partir da oxidagao
do primeiro substrato devido a atividade da primeira enzima e opcionalmente

a producéo de perdxido de hidrogénio adicional a partir da oxidagdo de um
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segundo substrato devido a atividade de pelo menos uma enzima adicional,
em que o segundo substrato é gerado pela oxidag&o do primeiro substrato
pela primeira oxidase e em que o segundo substrato € convertido em um
produto por pelo menos uma enzima adicional.

A invencao fornece ainda um método de produgdo de peréxido
de hidrogénio, o método compreendendo a mistura de uma primeira oxidase
e um primeiro substrato e pelo menos uma oxidorredutase adicional sob
condigdes adequadas para a producdo de peréxido de hidrogénio partindo
tanto da oxidacdo do primeiro substrato devido a atividade da primeira oxi-
dase quanto da produgéo de perdxido de hidrogénio a partir da oxidagao de
um segundo substrato devido a atividade de pelo menos uma oxidorredutase
adicional, em que o segundo substrato & gerado pela oxidagdo do primeiro
substrato pela primeira oxidase.

Erm um ouiro aspecto, a invengéo fornece o uso de uma compo-
sicéo de acordo com a invengéo para branquear e/ou alvejar.

Em um outro aspecto, a invengao fornece um método para alve-
jar e/ou branquear os dentes, que compreende o contato dos dentes com um
produto para cuidado oral que compreende uma composi¢éo de acordo com
a invengdo em uma quantidade e um periodo de tempo adequados para al-
vejar e/ou branquear os dentes.

A invencgéo fornece o uso de uma composi¢ao de acordo com a
invengao para branquear e/ou alvejar os dentes.

Embora os aspectos principais da invengao se refiram a um sis-
tema enzimatico acoplado, em algumas modalidades, tais como as modali-
dades a seguir, a invengdo fornece composi¢des que compreendem uma
poliol oxidase e um primeiro substrato, que s&o referidos aqui. Foi descober-
to que o uso do sistema enzimaticos de poliol oxidase/primeiro substrato &
altamente benéfico nestas aplicagdes, tal como a produgao de peroxido de

hidrogénio partindo de um substrato que nao pode ser fermentado, opcio-

nalmente sem a diminui¢do do pH (por exemplo, como quando n&do acoplado

a um sistema de oxidorredutase adicional) e as caracteristicas antimicrobia- '

nas/bacterianas, antideterioracdo, alvejantes e alvejanteas sdo fornecidas
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dessa maneira.

A invengao fornece uma composi¢do de tinta que compreende
uma poliol oxidase e um primeiro substrato, em que o primeiro substrato &
oxidavel pela poliol oxidase para formar peréxido de hidrogénio.

A invencao fornece uma composigdo cosmetica que compreen-
de uma poliol oxidase e um primeiro substrato, em que o primeiro substrato
é oxidavel pela poliol oxidase para formar peroxido de hidrogénio.

A invencéo fornece uma composi¢édo de alimentos humanos ou
animais que compreende uma poliol oxidase e um primeiro substrato, em
que o primeiro substrato & oxidavel pela poliol oxidase para formar perdxido
de hidrogénio, de forma que uma composi¢do de alimentos humanos ou a-
nimais é selecionada do grupo que consiste em: produtos laticinios, tais co-
mo leite, creme, queijo, soro de leite; bebidas, tal como suco de fruta.

A invengéo fornece uma composi¢do de medicamento que com-
preende uma poliol oxidase e um primeiro substrato, em que o primeiro
substrato é oxidavel pela poliol oxidase para formar peréxido de hidrogénio,
tal como quando o primeiro substrato é sorbitol ou preferencialmente xilitol.

A invencgéo fornece uma composigao pesticida que compreende
uma poliol oxidase e um primeiro substrato, em que o primeiro substrato &
oxidavel pela poliol oxidase para formar perdxidos de hidrogénio.

FIGURAS:

Figura 1: O plasmideo de expressdo (pKB105-TAT-SOX-7775).
Figura 2: O plasmideo "pKB105-CelA-Sox7775".

Figura 3: A velocidade inicial da produgao de H,O utilizando as
composicdes com um excesso entre 1x 3000x da enzima adicional (oxidor-
redutase) comparada com a da primeira oxidase (SOX), que € medida ao
longo de 5 minutos em 300 pL de ensaio ABTS. Foi observada uma sinergia
drastica com as enzimas adicionais tanto glicose oxidase quanto hexose o-
xidase, com um aumento de até aproximadamente 250 - 300% na taxa de
producéo perdxido de hidrogénio observada.

Figura 4: A velocidade inicial da produgéao de H,O, utilizando as

composigcdes com um excesso entre 1x e 3000x da enzima adicional (oxidor-
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redutase) comparada com a da poliol oxidase, que € medida ao longo de 5
minutos em 300 pL de ensaio ABTS. Foi observada uma sinergia drastica
com as enzimas adicionais tanto glicose oxidase quanto hexose oxidase,
especialmente em dosagens maiores que 1x, tal como uma dosagem de pe-
lo menos 2x das enzimas adicionais comparada com a da poliol oxidase.

Figura-5a: pET 24a — vetor de expressdo da sorbitol oxidase
(H7775).

Figura 5b. Expressao da Sorbitol oxidase ativa na cepa BL21
(DE3) pLysS de E. coli

a) Vetor de expresséo contendo o fragmento de Ndel-BamHl
de 1,27, que codifica o gene sintético SOX de Streptomy-
ces,

b) Ensaio de atividade de cobertura em gel (PMS/NBT) utili-
zando sorbitol com substrato. Controle negativo: Glicose
oxidase (GOX) na faixa 1, as faixas 2-10 sé&o lisados de ce-
lulas de transformantes diferentes.

Figura 6. O constructo para expressédo do suposto gene SOX na
cepa de Streptomyces lividans g3s3. O suposto gene SOX foi clonado na
forma do fragmento da pCR Ncol-BamHI e inserido.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGCAO

A presente invencédo refere-se em um aspecto a uma composi-

cdo que compreende uma primeira enzima tal como uma poliol oxidase (por
exemplo, sorbitol oxidase), um primeiro substrato e uma enzima adicional tal
como uma oxidorredutase, em que o primeiro substrato é oxidavel pela pri-
meira oxidase, para formar peroxido de hidrogénio e um segundo substrato e
o segundo substrato pode ser convertido pela enzima adicional para a ob-
tencao de um produto.

Preferencialmente, a enzima adicional é uma oxidorredutase a-
dicional e o segundo substrato é oxidavel pela oxidorredutase para gerar
perdxido de hidrogénio e o produto (adicional).

A composicao de acordo com a invengéo pode ser aplicada para :

todas as finalidades em que a produgao de H,O. & necessaria, por exemplo,
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em aplicacbes em que o alvejamento e/ou o branqueamento & necessario ou
para as finalidades antimicrobianas e especialmente em produtos em que
ingredientes n&o toxicos e ambientalmente aceitaveis sao desejados.

O Primeiro Substrato

No presente contexto, o termo "primeiro substrato” se refere a
um substrato que é oxidavel pela primeira enzima (tal como a primeira oxi-
dase tal como a sorbitol oxidase) para gerar perdxido de hidrogénio e um
segundo substrato.

Em um aspecto da invengao, o primeiro substrato € um poliol, tal
como um ou mais substratos selecionados de alcoois de agticar tais como os
selecionados do grupo que consiste em D-sorbitol, D-xilitol, D-manitol, D-
arabitol, glicerol, inositol, 1,3-propanadiol, 1,3-butanodiol e 1,4-butanodiol.

Em uma modalidade, o primeiro substrato € um ou mais poliois
selecionados do grupo que consiste em D-sorbitol ou D-xilitol.

Em uma modalidade, o primeiro substrato & D-sorbitol.

E reconhecido que agucares e alcoois de agucar que existem
nos estereoisdmeros D ou L, é a forma D que prevalece na natureza, e sao,
portanto, preferido em termos dos primeiro e segundo substratos como refe-
rido aqui.

Em um aspecto adicional da invengao, o primeiro substrato € um
adocante nao cariogénico tal como selecionado do grupo que consiste em D-
sorbitol ou D-xilitol. Ainda em um aspecto adicional, o primeiro substrato & D-
sorbitol. D-sorbitol e D-xilitol sdo essencialmente néo cariogénicos e ja sao
utilizados em produtos para cuidado oral, por exemplo, em goma de mascar
como um adocante artificial com resultados benéficos (Hayes C. J Dent E-
duc. 65(10): 1106-1109 2001).

Em um aspecto, o primeiro substrato € um ou mais substratos de
alcool de agucar selecionados do grupo que consiste em sorbitol, xilitol, mal-
titol, manitol, galactitol, isomalte, lactitol, arabitol e eritritol.

Em um aspecto, o primeiro substrato pode ser selecionado do
grupo que consiste em: ribitol, treitol, lixitol, alitol, altritol, gulitol, iditol, talitol,

pentitol e hexitol.
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Em um aspecto, o primeiro substrato & um ou mais substratos de
alcoois de acgucar selecionados do grupo que consiste em sorbitol, xilitol,
maltitol, manitol, galactitol, isomalte, lactitol, arabitol, eritritol, glicerol, inositol,
1,2-propanodiol, 1,3-butanodiol e 1,4-butanodiol.

Em um aspecto preferido da invengéo, o primeiro substrato € ou
compreende sorbitol.

Em um aspecto da invencao, o primeiro substrato € ou compre-
ende xilitol.

A poliol oxidase e a oxidorredutase adicional sdo oxidases que
sdo capazes de gerar peroxido (H202).

O nivel de poliol presente em uma composi¢édo de acordo com a
invengao dependera da aplicagdo e da formulagéo utilizada. Para uso em
produtos para cuidado oral pode ser utilizado um alto nivel de poliol, em que
o poliol pode ser o ingrediente de matriz principal na composigao. Os poli6is
também podem formar um componente principal de formulagbes cosmeticas.
Em tais aplicagdes, os polidis podem ser adicionados como agentes umec-
tantes. Os polidis também podem ser adicionados em detergentes tais como
sabdes, em que podem ter uma fungdo umectante ou como um agente de
clarificagao.

Entretanto, em algumas aplicacdes, tais como em algumas apli-
cagdes de tinta e de detergente o poliol pode ser adicionado como um com-
ponente mivoritario, suficiente para fornecer o primeiro substrato suficiente
bara a produgdo de perdxido de hidrogénio, mas n&o constituindo um com-
ponente principal de matriz.

Portanto, por exemplo, o nivel do primeiro substrato presente na
composigdo da invengao, antes da oxidagéo no segundo substrato pode ser
entre aproximadamente 0,05% até aproximadamente 80% em p/p, tal como
entre 0,1% e aproximadamente 70% em p/p.

De forma adequada em uma modalidade, o nivel de poliol pre-
sente nos produtos para cuidado oral pode, portanto, ser entre aproximada- i
mente 1 até aproximadamente 80% em p/p, tal como entre aproximadamen- :

te 10 até aproximadamente 75% em p/p ou tal como entre aproximadamente
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20 até aproximadamente 70% em p/p.

De forma adequada em uma modalidade, o nivel de poliol pre-
sente nos produtos de tinta pode variar entre aproximadamente 0,01 até a-
proximadamente 20% em p/p, tal como de aproximadamente 0,1 até aproxi-
madamente 10% em p/p, tal como de aproximadamente 1 até aproximada-
mente 5% em p/p.

De forma adequada em uma modalidade, o nivel de poliol pre-
sente em uma composicdo cosmética ou em produtos de acordo com a in-
vengao pode variar entre aproximadamente 1 até aproximadamente 50% em
p/p, tal como entre aproximadamente 5 até aproximadamente 40% em p/p
ou tal como entre aproximadamente 10 até aproximadamente 40% em p/p. A
Patente U.S. N2 7094395 descreve cosméticos que compreendem aproxi-
madamente 8-32% de poliol (umectantes), tal faixa pode tambéem ser utiliza-
da nas composigdes da presente invengao.

De forma adequada, em modalidades adicionais, o nivel de poli-
ol presente nos produtos detergentes pode variar entre aproximadamente
0,01% até aproximadamente 40% em p/p, tal como entre aproximadamente
0,1% até aproximadamente 30%, tal como entre aproximadamente 1% até
aproximadamente 20%, tal como entre aproximadamente 1% até aproxima-
damente 10% ou entre aproximadamente 1% e aproximadamente 5%.

A Primeira Enzima

A primeira enzima é tipicamente uma enzima oxidase e é referi-
da aqui como ‘primeira oxidase’.

A primeira enzima, tal como a primeira oxidase pode ser deriva-
da ou isolada de um organismo selecionado do grupo que consiste em: es-
pécies de Streptomyces, Xanthomonas, Brevibacterium, Frankia, Nocardia,
Janibacter, Burkholderia, Paracoccus, Chromabacterium, Thermobifida,
Psuedomonas, Corynebacterium e Bacillus € homologos das mesmas.

As primeiras oxidases adequadas podem incluir enzimas que
s30 categorizadas sob um numero de Classificagédo de Enzima (E. C.) sele-
cionado do grupo que consiste em: EC 1.1.3.14 catecol oxidase, EC 1.1.3.18

alcool oxidase secundaria, EC 1.1.3.41 xilitol oxidase, EC 1.1.3.13 alcool
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oxidase, EC 1.1.3.19 4-hidroximandelato oxidase, EC 1.1.3.20 alcool oxidase
de cadeia longa, EC 1.1.3.40 D-manitol oxidase, EC 1.1.3.7 arilalcool oxida-
se, EC 1.1.3.30 polivinilalcool oxidase, EC 1.1.3.21 glicerolalcooloxidase e
EC 1.1.3.38 vanililalcool oxidase.

A JP 80892242 descreve uma xilitol oxidase que oxida xilitol, D-
sorbitol, D-galactitol, D-manitol e D-arabinitol na presenga de oxigénio.

Uma xilitol oxidase que pode ser obtida partindo de cepas de
Streptomyces sp. (por exemplo, Streptomyces IKD472, FERM P14339) pos-
suindo um pH étimo em 7,5, é estavel em pH 5,5 até 10,5 e a temperaturas
até 65°C; propriedades muito bem adequadas para as aplicagdes descritas
aqui, tais como composigdes e produtos para cuidado oral e detergentes.

Em uma modalidade especifica, a primeira enzima nao é a xilitol
oxidase que pode ser obtida partindo de cepas de Streptomyces sp. (por
exemplo, Streptomyces |IKD472, FERM P14339) possuindo um pH 6timo em
7.5 e que é estavel em pH 5,5 até 10,5 e a temperaturas de até 65°C.

Durante o desenvolvimento da presente invengao, foi descoberto
de forma surpreendente que as poliol oxidases tais como as sorbitol oxida-
ses eram adequadas para uso em sistemas de branqueamento que evita-
vam as desvantagens que atrapalham os sistemas de branqueamento atu-
almente utilizados. Estas sorbitol oxidases incluem enzimas isoladas de or-
ganismos tais como espécies de Streptomyces ou de Xanthomonas e homo-
logos das mesmas. Entretanto, ndo é pretendido que a presente invengao
seja limitada a esta(s) sorbitol oxidase(s) especifica(s) nem a qualquer
(quaisquer) particular(es).

A sorbitol oxidase ("SOX" ou "SoX") € uma enzima que catalisa a
conversao do sorbitol em glicose e peroxido de hidrogénio. As sorbitol oxida-
ses sdo conhecidas e utilizadas em varias aplicagées (Ver, por exemplo,
Oda e Hiraga, Ann. NY Acad. Sci., 864: 454-457 [1998], e Yamashita e ou-
tros J. Biosci. Bioengin., 89: 350-360 [2000]). O sorbitol (D-glucitol, CsH140s,
PM 182,2, CAS 50-70-4) & comumente utilizado em formulagées de produtos
com enzimas. Assim, a sorbitol oxidase fornece um agente bioalvejante a-

traente para uso em detergentes que incorporam estas formulagdes de pro-
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dutos com enzimas contendo sorbitol.

Em uma modalidade, a primeira oxidase possui uma atividade
especifica maior sobre o sorbitol quando comparada com aquela sobre o
xilitol, tal como uma atividade especifica de pelo menos aproximadamente
1,5x ou de pelo menos aproximadamente 2x maior que a atividade especifi-
ca sobre o sorbitol quando comparada com aquela sobre o xilitol.

Em uma modalidade, a primeira oxidase possui uma atividade
especifica sobre o sorbitol de pelo menos aproximadamente 5 unidades/mg.

A atividade especifica da primeira oxidase sobre os substratos
sorbitol e xilitol pode ser determinada in vitro, tal como utilizando os ensaios
fornecidos nos exemplos ou alternativamente a atividade especifica pode ser
determinada in situ, dentro da dita composigéo para cuidado oral.

Uma SOX preferida &€ uma oxidorredutase que utiliza FAD ligado
covalentemente como um cofator para a oxidagdo do sorbitol em glicose.
Esta enzima oferece uma oportunidade exclusiva para seu uso potencial
como um agente bioalvejante por si s6, assim como utilizada em combina-
¢do com carboidrato oxidases tais como glicose oxidase e/ou hexose oxida-
se (ver a WO 96/39851), (gluco)oligossacarideo oxidase e carboidrato oxi-
dase de M. nivale (ver a WO99/31990).

Uma vantagem do uso de tais combinagdes & devido ao fato de
que a SOX converte o sorbitol em glicose, que pode entéo ser convertida em
gluconato pela glicose oxidase e/ou pela hexose oxidase, gerando assim
dois mols de perdxido de hidrogénio por mol de sorbitol, como ilustrado a-
baixo.

D-Sorbitol + O, -> D-Glicose + H;0>

D-Glicose + O; -> D-Gluconato + H20;

Uma glicerol oxidase (GLOX) preferida € uma enzima encontra-
da nos géneros Penicillium e Botrytis (Ver, por exemplo, Lin e outros Enz.
Micro. Technol., 18: 383-387 [1996]; e Uwajima e outros, Agric. Biol. Chem.,
44: 399-406 [1989]). Esta enzima catalisa a conversao de glicerol e oxigénio
em gliceraldeido e peroxido de hidrogénio como mostrado abaixo.

CH,OH-CHOH-CH,0H + O3 -> CH,OH-CHOH-CHO + H;0,
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O glicerol (glicerina, C3HgO3, PM 92,09, CAS 56-81-5) € comu-
mente utilizado em formulagées de produtos com enzimas, formulagbes para
sabdo e detergente, alimentos e bebidas, produtos farmacéuticos e € am-
plamente utilizado em cosméticos e aplicagdes de cuidado pessoal. Assim, a
glicerol oxidase fornece um agente bioalvejante atraente para uso em deter-
gentes que incorporam estas formulagdes de produtos com enzimas conten-
do glicerol.

Durante o desenvolvimento da presente invengdo, a sorbitol
oxidase foi isolada de Streptomyces lividans (SCO6147) (SEQ ID N% 2) e
Streptomyces sp. H7775 (SEQ ID NO 1) (Ver, Hiraga e outros, Biosci. Biote-
ch. Biochem., 61; 1699-1704 [1997]). A sorbitol oxidase foi expressa tanto de
forma intracelular quanto extracelular partindo destes organismos. O grupo
prostético € um FAD ligado covalentemente (1 mol de FAD para 1 mol de
SOX). Assim & uma flavoproteina, com maximo de absorgao tipico em 276,
358 e 455 nm para a H7775 SOX, 345 nm para a SC06147 SOX (que € ex-
pressa em S. lividans), que é indicativo de uma ligagdo histidina-flavina. A
flavina esta funcionalmente envolvida na oxidagéo do sorbitol que € obser-
vada pelas alteragdes desejadas nos espectros de UV-VIS. O FAD fica muito
fortemente ligado com a proteina e oferece assim uma enzima estavel para
aplicagdes de lavanderia.

O gene SOX foi clonado e sequenciado a partir da espécie de
Streptomyces H-7775 (nimero de acesso do Genbank AB0005189).

O gene da sorbitol oxidase proveniente da espécie de Strep-
tomyces H-7775 (nimero de acesso do Genbank AB000519) compreende
um quadro aberto de leitura (ORF) de 1260 pb que codifica uma proteina
que possui 420 aminoacidos com PM teérico de 45.158 Daltons. A enzima é
estavel durante 24 horas a 30°C, entre pH 7,5-10 com uma temperatura 0ti-
ma de 50°C em pH 7,5. E também termoestavel até 55°C. O homélogo mais
proximo identificado para esta enzima & a xilitol oxidase (51% de homologia).
A SOX é uma enzima eficiente para varias aplicagdes, incluindo detergentes,
cuidado de tecidos, cuidado doméstico, cuidado oral (por exemplo, branque-

amento efou limpeza dental), cuidado pessoal, processamento de tecidos,
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processamento de alimentos e limpeza industrial. Em adigao, varias SOXs
podem catalisar outros substratos tais como xilitol, manitol, arabitol, ribitol,
eritritol, inositol, glicerol, propano diol e butano diol. Assim, esta enzima utili-
za um espectro mais amplo de substratos, fornecendo flexibilidade no uso de
substratos em varias aplicagdes.

Muitos destes primeiros substratos, que sao fornecidos aqui, es-
tao presentes em formulagGes para detergente, cuidado oral e cosméticas
tipicas ou podem ser adicionadas as mesmas.

A sequéncia de aminoacidos da sorbitol oxidase de Stréptomy-
ces sp. H7775 é conhecida na técnica e é apresentada na SEQ ID N2 1.

Como indicado anteriormente, foi descoberto que a poliol ‘oxida-
se tal como as sorbitol oxidases utilizadas aqui & termicamente ‘fééfével e
estavel ao longo de uma faixa ampla de pH. Na verdade, foi descoberto que
o perfil de pH da sorbitol oxidase utilizada era compativel com o dos pHs
necessariamente utilizados na industria, assim como em detergentes e ou-
tros agentes de limpeza.

Em adicéo, a poliol oxidase tal como a sorbitol oxidase fornecida
pela presente invengdo pode produzir preferencialmente agucar tal como
glicose, isto &€, um produto de aldeido que pode ser adicionalmente oxidado
em acido gluconico, um produto do acido carboxilico, utilizando outras oxi-
dases tal como a hexose oxidase ou a glicose oxidase que libera uma outra
molécula de perdxido de hidrogénio partindo do sorbitol do substrato de par-
tida. Similarmente & possivel a oxidagao de polidis tais como xilitol, arabitol,
manitol, pela sorbitol oxidase, xilitol oxidase, manitol oxidase com o auxilio
de oxigénio atmosférico com a formagéo do agticar correspondente, tal como
xilose, arabinose, manose, respectivamente como o substrato secundario
para a oxidagédo adicional por outras oxidases relevantes tais como hexose
oxidase, xilose oxidase, piranose oxidase, arabinose oxidase e manose oxi-
dase.

Para uso em composi¢cdes comestiveis e para cuidado oral, &
também vantajoso utilizar enzimas que s&o substancialmente ativas em pHs

prevalecentes na boca, isto &, entre pH 5,0 até 9,0, preferencialmente entre
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pH 6,0 até 8,5, especialmente entre pH 6,4 até 7,5.

Em uma modalidade, a poliol oxidase € uma pentitol ou hexitol
oxidase.

Em uma modalidade, a poliol oxidase nao é uma triose oxidase
ou nao é uma glicerol oxidase.

E reconhecido que as enzimas podem ter atividade sobre mais
de um substrato. Portanto, quando se refere a.uma enzima pelo nome do
composto que esta oxida, por exemplo, sorbitol oxidase (sorbitol) ou hexose
oxidase (hexose) ou glicose oxidase (glicose), o nome se refere a classifica-
cao que foi dada a enzima, tal como o numero de EC ou ao nome que a en-
zima é referida na técnica ou a atividade predominante quando comparada
ao substrato para o qual a enzima possui a maior atividade espec‘iﬁéa. Sob
este aspecto, uma sorbitol oxidase possui uma atividade especifica maior
sobre o sorbitol do que, por exemplo, sobre o xilitol. De forma adequada, a
sorbitol oxidase pode, em uma modalidade, catalisar também a oxidagao de
varios poliéis incluindo pelo menos dois do grupo que consiste em D-sorbitol,
D-xilitol, D-manitol, D-arabitol, glicerol, inositol, 1,2-propanodiol, 1,3-
butanodiol e 1,4-butanodiol.

Em uma modalidade, a poliol oxidase é selecionada do grupo
que consiste em ribitol oxidase, treitol oxidase, xilitol oxidase, alitol oxidase,
altritol oxidase, gulitol oxidase, iditol oxidase, talitol oxidase, pentitol oxidase
e hexitol oxidase.

Em uma modalidade a poliol oxidase possui uma taxa de ativi-
dade especifica sobre o poliol que sera denominado posteriormente, compa-
rada com a atividade especifica sobre um substrato alternativo, que ¢ listado
aqui como o dito primeiro substrato ou o dito segundo substrato, excluindo o
substrato cujo poliol serad denominado posteriormente, maior que 1, tal como
maior que aproximadamente 1,5, tal como maior que aproximadamente 2, tal
como maior que aproximadamente 3, tal como maior que aproximadamente
4, tal como maior que aproximadamente 5, tal como maior que aproximada-
mente 10. Em uma modalidade, a poliol oxidase possui uma taxa de ativida-

de especifica sobre o sorbitol comparada com a atividade especifica sobre
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um substrato alternativo, maior que 1, tal como maior que aproximadamente
1,5, tal como maior que aproximadamente 2, tal como maior que aproxima-
damente 3, tal como maior que aproximadamente 4, tal como maior que a-
proximadamente 5, tal como maior que aproximadamente 10, em que o
substrato alternativo é selecionado do grupo que consiste em: um acucar tal
como maltose, hexose, glicose, manose, galactose, isomaltulose, lactose,
arabinose, eritrose, pentose, xilose e triose, preferencialmente glicose; uma
triose poliol, tal como glicerol; e xilitol.

Em uma modalidade, a poliol oxidase néo é xilitol oxidase.

Em uma modalidade, a primeira oxidase tal como a poliol oxida-
se exibe uma atividade maior sobre o sorbitol do que sobre o xilitol, tal como
o pelo menos uma vez e meia a mais de atividade, tal como pelo menos du-
as vezes a mais de atividade. Na mesma modalidade ou em uma modalida-
de diferente, a poliol oxidase possui ndo mais que trés vezes a atividade so-
bre o sorbitol quando comparada com aquela sobre o xilitol.

Em uma modalidade, a primeira oxidase tal como a poliol oxida-
se é selecionada do grupo que consiste em: sorbitol oxidase, xilitol oxidase,
maltitol oxidase, manitol oxidase, galactitol oxidase, isomalte oxidase, lactitol
oxidase, arabitol oxidase, arabitol oxidase e eritritol oxidase.

Em uma modalidade, a primeira oxidase tal como a poliol oxida-
se possui uma atividade de oxidase (especifica) de pelo menos aproxima-
damente 5 unidades/g de proteina quando o respectivo substrato (por exem-
plo, poliol) é utilizado, tal como um substrato selecionado do grupo que con-
siste em: Sorbitol, xilitol, maltitol, manitol, galactitol, isomalte, lactitol, arabitol,
arabitol e eritritol.

Uma primeira oxidase preferida, tal como a poliol oxidase € a
sorbitol oxidase ou uma enzima que exibe atividade sobre o sorbitol.

Em uma modalidade a primeira oxidase tal como a poliol oxidase
é a xilitol oxidase ou exibe atividade da xilitol oxidase.

Em uma modalidade a primeira oxidase tal como a poliol oxidase
& uma glicerol oxidase ou compreende atividade da glicerol oxidase.

Em uma modalidade, a primeira oxidase tal como a poliol oxida-
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se possui uma proporgéo de atividade especifica sobre o respectivo poliol
em relacdo ao agucar correspondente maior que 1, tal como pelo mehos a-
proximadamente 1,5, tal como pelo menos aproximadamente 2, tal como
pelo menos aproximadamente 3, tal como pelo menos aproximadamente 4,
tal como pelo menos aproximadamente 5, tal como pelo menos aproxima-
damente 10. Em uma modalidade, a primeira oxidase tal como a poliol oxi-
dase possui uma taxa de atividade especifica sobre o respectivo poliol em
relacio a glicose maior que aproximadamente 1, tal como pelo menos apro-
ximadamente 1,5, tal como pelo menos aproximadamente 2, tal como pelo
menos aproximadamente 3, tal como pelo menos aproximadamente 4, tal
como pelo menos aproximadamente 5, tal como pelo menos aproximada-
mente 10.

Em uma modalidade, a primeira oxidase tal como a poliol oxida-
se, tal como a sorbitol oxidase ou a xilitol oxidase é derivada ou obtida de
uma cepa de Streptomyces, tal como de Streptomyces coelicolor ou de S-
treptomyces sp. IKD472. |

Em uma modalidade, a primeira oxidase tal como a poliol oxida-
se, tal como a sorbitol oxidase é derivada ou obtida de uma cepa de Strep-
tomyces coelicolor.

Em uma modalidade preferida, a primeira oxidase tal como a
poliol oxidase, tal como a sorbitol oxidase, € um polipeptideo que consiste
em ou é derivado da SEQ ID NO 1 ou da SEQ ID NO 2 e homélogos, varia-
¢coes ou fragmentos do mesmo.

Em uma modalidade, utilizando o ensaio fornecido pelo Exemplo
6, a poliol oxidase possui atividade sobre D-sorbitol, D-xilitol, D-manitol, D-
ribitol, mio-inositol e glicerol. Em uma modalidade adicional, que pode ser a
mesma ou diferente, a poliol oxidase possui atividade sobre 1,3 propanodiol
el/ou 1,2 propanodiol. '

Em uma modalidade, utilizando o ensaio fornecido pelo Exemplo
6, a poliol oxidase nao possui atividade sobre propileno glicol e/ou etileno.
glicol.

A sorbitol oxidase (SOX) pode ser obtida partindo de micro-
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organismos adequados tais como Streptomyces. Hiragi K. e outros (Biosci.
Biotechnol. Biochem. 62: 347-353(1998)) descrevem a producgéo da sorbitol
oxidase recombinante em E. coli. Outras fontes sao descritas, por exemplo,
na Patente U.S. N2 5.741.687 e na Patente U.S. N® 5.472.862 em que &
descrito um micro-organismo do solo de Sekigahara-cho, Fuwa-gun, Gifu
Prefecture, Japao, do género Xanthomonas, tal como Xanthomonas malto-
philia TE3539 (FERM BP-4512). Outros exemplos de poliol oxidases sao
manitol oxidase (EC 1.1.3.40) dos caracéis Helix aspersa e Arion ater que
catalisa a oxidagdo de D-arabinitol, D-manitol e, até uma menor extensao, de
D-glucitol (sorbitol) e xilitol oxidase (EC 1.1.3.41) de Streptomyces coelicolor
que oxida a D-xilitol em xilose e H,0, e D-sorbitol em glicose e H20..

A primeira oxidase tal como a poliol oxidase, tal como uma sorbi-
tol ou xilitol oxidase pode ser obtida partindo de uma fonte microbiana tal
como uma bactéria ou um fungo. Em particular partindo de bactérias classifi-
cadas na classe Actinobacteria e na ordem Actinomycetales.

A primeira oxidase tal como a poliol oxidase, tal como uma sorbi-
tol ou xilitol oxidase pode ser obtida partindo de espécies diferentes de S-
treptomyces, Xanthomonas, Brevibacterium, Frankia, Nocardia, Janibacter,
Burkholderia, Paracoccus, Chromabacterium, Thermobifida, Pseudomonas,
Corynebacterium e Bacillus e homélogos das mesmas.

A primeira oxidase tal como a poliol oxidase, tal como uma sorbi-
tol ou xilitol oxidase pode ser obtida partindo de uma cepa de Streptomyces,
preferencialmente de uma cepa de Streptomyces coelicolor ou Streptomyces
sp. IKD472 (Yamashita, Mitsuo e outros, Journal of Bioscience and Bioengi-
neering (2000), 89(4), 350-360) e de Streptomyces sp. H-7775. (Hiraga, Ka-
zumi e outros, Bioscience, Biotechnology and Biochemistry (1997), 61(10),
1699-1704.).

A JP 09206072 descreve uma sorbitol oxidase de Streptomyces
e seu método de producdo e uso, que pode também ser utilizada na presen-
te invengao.

A JP 06169764 descreve uma sorbitol oxidase de Xanthomonas

que também pode ser utilizada na presente invengao.
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Em um aspecto da invengéo a primeira oxidase tal como a poliol
oxidase, tal como a sorbitol oxidase é derivada de uma cepa de Streptomy-
ces.

Em um aspecto adicional, a primeira enzima, tal como a primeira
oxidase tal como a poliol oxidase, por exemplo, a sorbitol oxidase € produzi-
da através de métodos recombinantes.

Em uma modalidadem, a primeira enzima/oxidase e a enzima
adicional s3o ativas a temperatura ambiente.’

Em uma modalidade, a primeira enzima/oxidase e a enzima adi-
cional sao ativas na temperatura da boca ou do corpo, tal como aproxima-
damente 37°C.

Embora seja reconhecido que o versado na técnica dosara a
primeira enzima/oxidase em um nivel adequado (uma quantidade eficiente)
para a finalidade requerida, é imaginado que em uma modalidade a primeira
oxidase esteja em um nivel entre aproximadamente 0,1 e aproximadamente
200.000 unidades por kg, tal como entre aproximadamente 0,1 e abroxima-
damente 100.000 unidades por kg, tal como entre aproximadamente 1 e a-
proximadamente 100.000 unidades por kg, tal como entre aproximadamente
5 e aproximadamente 50.000 unidades por kg, tal como entre aproximada-
mente 10 e aproximadamente 20.000 unidades por kg, tal como entre apro-
ximadamente 100 e aproximadamente 10.000 unidades por kg. Outras faixas
adequadas, para uso em alguma modalidade, incluem entre aproximada-
mente 10 e aproximadamente 1.000 unidades por kg ou entre aproximada-
mente 1 e aproximadamente 10.000 unidades por kg.

Em uma modalidade, que se refere a uma composi¢éo para cui-
dado oral pode ser utilizada entre 1 e 10000 U (unidades)/100 g da primeira
oxidase. Dosagens em torno de 5-20 unidades por 100 g s&o também consi-
deradas apropriadas para algumas modalidades.

Para uso em composicoes de alimentos humanos e animais, as
faixas de dosagens anteriores também podem ser apropriadas. ,

Em uma modalidade que se refere a uma composigao de tinta

podem ser utilizadas entre aproximadamente 10 e aproximadamente 10000
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U/100 g da primeira oxidase tal como a poliol oxidase. Dosagens em torno
de 10-50 unidades por 100 g também sao consideradas apropriadas para
algumas modalidades.

Em uma modalidade que se refere a uma composi¢ao cosmética
podem ser utilizadas entre aproximadamente 1 e aproximadamente 10000
U/100 g da primeira oxidase tal como a poliol oxidase. Dosagens em torno
de 5-20 unidades por 100 g também sdo consideradas apropriadas para al-
gumas modalidades.

Em uma modalidade que se refere a uma composi¢ao detergen-
te, podem ser utilizadas entre aproximadamente 0,1 e aproximadamente
10000 U/100 g da primeira oxidase tal como a poliol oxidase. Dosagens em
torno de 5-100 unidades por 100 g também s&o consideradas apropriadas
para algumas modalidades.

O Segundo Substrato

O segundo substrato é capaz de ser convertido pela (pelo me-
nos uma) enzima adicional no produto. O segundo substrato pode ser, prefe-
rencialmente, oxidado pela enzima adicional (oxidorredutase adicional) para
gerar mais peroxido de hidrogénio e o produto.

No presente contexto o termo "segundo substrato” se refere a
um substrato que é um resultado da oxidagcdo do primeiro substrato e pode
ser convertido pela enzima adicional para formar o produto. v

Em uma modalidade preferivel, o termo "segundo subétrato" se
refere a um substrato que € um resultado da oxidagao do primeiro substrato
pela primeira enzima e é oxidavel pela oxidorredutase adicional para formar
perdxido de hidrogénio e o produto.

O segundo substrato &€, em um aspecto, um ou mais agucares,
tais como os agucares selecionados do grupo que consiste em glicose, Xilo-
se, maltose, manose, galactose, isolmaltulose, lactose, arabinose e eritrose.

O segundo substrato €, em um aspecto, um ou mais agucares,
tais como os aglcares selecionados do grupo que consiste em ribose, lixose,
alose, altrose, gulose, idose e talose.

O segundo substrato pode, portanto, ser ou compreender glico-
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se, por exemplo, quando o primeiro substrato for ou compreender sorbitol.

Devido a sinergia notavel entre a primeira oxidase tal como a
poliol oxidase e a enzima adicional tal como a oxidorredutase adicional, o
nivel no estado estacionario do segundo substrato é tipicamente baixo. Nos
produtos para cuidado oral, assim como para as aplicagbes de conservan-
tes, por exemplo, em tinta ou cosméticos, o baixo nivel do segundo substrato
pode ser altamente vantajoso, particularmente quando o segundo substrato
for um agucar que pode ser fermentado ou cariogénico, isto €, compostos
que podem favorecer ou ‘alimentar’ o crescimento de organismos prejudici-
ais tais como micro-organismo/bactérias (por exemplo, bactérias cariogéni-
cas na cavidade oral) ou algas e estrelas do mar (que se depositam sobre
tinta maritima, por exemplo). Portanto, ndo apenas a invengéo fornéée uma
produgdo altamente eficiente e volumosa de peréxido de hidrogénio, como
pode também fornecer um sistema em que ha um nivel minimo de substra-
tos que podem ser fermentados, reduzindo a probabilidade de crescimento
indesejavel de organismos prejudiciais.

Em uma modalidade, o nivel do segundo substrato, que & gera-
do pela primeira oxidase tal como um ou mais agUcares que podem ser fer-
mentados ou cariogénicos, presente na composigdo de acordo com a inven-
¢ao é menor que aproximadamente 50%, tal como menor que aproximada-
mente 25%, tal como menor que aproximadamente 10%, tal como menor
que aproximadamente 5%, tal como menor que aproximadamente 1%, tal
como menor que aproximadamente 0,5%, tal como menor que aproximada-
mente 0,1%, tal como menor que aproximadamente 0,05%, tal como menor
que aproximadamente 0,01% do nivel (inicial) de poliol presente na compo-
sicdo, que é medido através de uma proporgéo molar.

Em uma modalidade preferida, o segundo substrato € um agu-
car.

Em uma modalidade, o agucar € uma monossacarideo hexose,
tal como uma hexose selecionada do grupo que consiste em glicose, frutose,
galactose, manose, sorbose.

Em uma modalidade, o aglicar € uma monossacarideo pentose,
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tal como uma pentose selecionada do grupo que consiste em ribose, arabi-
nose, xilose ou lixose.

Em uma modalidade, o aglcar é uma triose tal como aldotriose
ou cetotriose.

Em uma modalidade, o acuicar € um dissacarideo tal como saca-
rose ou maltose.

A Enzima Adicional

A (pelo menos uma) enzima adicional é caracterizada pelo fato
de que é capaz de converter o segundo substrato para a obtengdo de um
produto. v

A enzima adicional ndo € a mesma enzima ou a entidade enzi-
matica, que a primeira enzima. Entretanto em uma modalidade, a enzima
adicional pode ser ligada a primeira enzima, por exemplo, a primeira e as
enzimas adicionais podem ser coexpressas na forma de uma poliproteina.

A enzima adicional pode ser qualquer enzima que, dentro da
composi¢do de acordo com a invengdo ou nas aplicagdes descritas aqui,
seja capaz de converter o segundo substrato em um produto, cuja presencga
nao afete de forma prejudicial a produgéo de peréxido de hidrogénio a partir
da oxidacao do primeiro substrato pela primeira enzima.

Os exemplos de enzimas adicionais adequadas incluem glicose
desidrogenase (E.C: 1.1.1.118) que, quando fornecida com NAD+, resulta na
produgdo de D-glucono-1,5-lactona + NADH; glicose 1-desidrogenase (E.C:
1.1.1.119) (NADP(+)), que, quando fornecida com NADP+, resulta na produ-
cdo de D-glucono-1,5-lactona + NADPH; glucoquinase (E.C. 2.7.1.2), que
fosforila 0 grupo COOH da glicose para produzir glicose-6-fosfato; glucoqui-
nase, que converte D-glicose + D-frutose <=> D-gluconolactona + D-glucitol.

Portanto, em uma modalidade, a composigdo pode compreender
compostos adicionais que sao utilizados pela enzima adicional com o se-
gundo substrato para produzir o(s) produto(s) - de forma adequada tal com-
posto adicional pode, por exemplo, ser selecionado do grupo que consiste
em NAD+, NADP+ ou frutose.

Em um aspecto preferido, a (pelo menos uma) enzima adicional
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é uma (pelo menos uma) oxidorredutase adicional (também referida como
oxidorredutase).

A oxidorredutase adicional é preferencialmente uma oxidase
sem ser uma poliol oxidase. A oxidorredutase adicional ndo € a poliol oxida-
se referida aqui dentro do contexto da primeira oxidase.

As oxidorredutases sdo enzimas que pertencem a classe EC
1.x.x.x. Na presente invengao, as oxidorredutases utilizam um receptor de
oxigénio, tal como CH-OH ou um aldeido ou oxo (EC 1.2.3.x).

Em uma modalidade preferida, as oxidorredutases no presente
contexto sdo enzimas que pertencem a classe EC 1.1.3. que atuam com o
oxigénio como receptor. Por exemplo, a hexose oxidase (D-hexose:O,-
oxidorredutase, EC 1.1.3.5) & uma enzima que na presenga de oXiéénio é
capaz de oxidar D-glicose e varios outros agucares redutores incluindo mal-
tose, lactose e celobiose em suas lactonas correspondentes com a hidrélise
subsequente nos respectivos acidos aldobidnicos apds a formagao de per6-
xido de hidrogénio. A oxidagao catalisada pela hexose oxidase sobre a gli-
cose e a galactose pode, por exemplo, ser ilustrada como a seguir: |

D-Glicose + O, — 8-D-gluconolactona + H,O; ou

D-Galactose + O; —» y-D-galactogalactona + Hz0;

Em um outro aspecto da invengao a oxidorredutase € seleciona-
da uma vez ou mais do grupo que consiste em hexose oxidase, glicose oxi-
dase, carboidrato oxidase e oligossacarideo oxidase tal como (gluco)oligos-
sacarideo oxidase. Em um aspecto adicional da invengéo, a oxidorredutase
€ uma ou mais enzimas que catalisam a oxidagao de aglcares tais como as
selecionadas do grupo que consiste em uma carboidrato oxidase, uma (glu-
co)oligossacarideo oxidase, uma piranose oxidase, uma hexose oxidase ou
uma glicose oxidase. Em um aspecto adicional da invengéo, a oxidorreduta-
se é uma glicose oxidase e/ou uma hexose oxidase. Ainda em um aspecto
adicional da invengao, a oxidorredutase € uma hexose oxidase.

Em uma modalidade preferida, a oxidorredutase € uma agucar
oxidase, tal como uma agulcar-oxidase selecionada do grupo que consiste

em: carboidrato oxidase, oligossacarideo oxidase, maltose oxidase, hexose
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oxidase, glicose oxidase, manose oxidase, galactose oxidase, isolmaltulose
oxidase, lactose oxidase, arabinose oxidase, eritrose oxidase, pentose oxi-
dase, xilose oxidase, triose oxidase.

Em uma modalidade, a agucar-oxidase é selecionada do grupo
que consiste em: EC 1.1.3.4 glicose oxidase, EC 1.1.3.5 hexose oxidase, EC
1.1.3.9 galactose oxidase, EC 1.1.3.10 piranose oxidase, EC 1.1.3.11 L-sor-
bose oxidase e EC 1.1.3.40 D-manitol oxidase.

As oxidases adequadas podem ser identificadas sob o nimero
de Classificagdo de Enzima E.C. 1 (Oxidorredutases) de acordo com as re-
comendagdes (1992) da International Union of Biochemistry and Molecular
Biology (IUBMB) que s&o enzimas que catalisam oxidorredugGes, em parti-
cular, as oxidases listadas sob E.C. 1.1.3. ou E.C. 1.2.3, isto é, as oxidases
atuam sobre o oxigénio molecular (O2) e fornecem peréxido (H20,), utilizan-
do CH-OH ou um grupo aldeido ou oxo como um doador.

Uma glicose oxidase adequada pode se originar de Aspergillus
sp., tal como uma cepa de Aspergillus niger ou de uma cepa de Cladospori-
um sp., em particular, de Cladosporium oxysporum, especialmente CI. oxys-
porum CBS 163 descrita na WO 95/29996 (da Novo Nordisk A/S).

As hexose oxidases da alga marinha vermelha Chondrus crispus
(comumente conhecida como musgo irlandés) (Sullivan e lkawa, (1973), Bi-
ochim. Biophys. Acts, 309, p. 11-22; lkawa, (1982), Meth. In Enzymol. 89,
carbohidrate metabolism parte D, 145-149) oxidam um amplo espectro de
carboidratos, tais como D-glicose, D-galactose, maltose, celobiose, lactose,
D-glicose 6-fosfato, D-manose, 2-desoxi-D-glucol, 2-desoxi-D-galactose, D-
fucase, acido D-glucurdnico e D-xilose.

Ainda a alga marinha Iridophycus flaccidum produz hexose oxi-
dases que podem ser facilmente extraidas, que oxidam varios mono- e dis-
sacarideos diferentes (Bean e Hassid, (1956), J. Biol. Chem, 218, p. 425;
Rand e outros (1-972, J. of Food Science 37, p. 698-710).

O espectro amplo de substratos da hexose oxidase & vantajoso
em associacao com o branqueamento de dentes uma vez que a quantidade

total do substrato que pode ser utilizado (isto &, carboidrato) presente na bo-
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ca é significativamente maior que para as enzimas relacionadas que possu-
em propriedades cataliticas mais especificas.

A carboidrato oxidase de Microdochium nivale descrita na EP
1041890 atua sobre varios agucares, incluindo glicose, lactose e xilose as-
sim como sobre oligossacarideos.

Uma outra oxidorredutase capaz de atuar sobre varios agticares
e oligossacarideos é obtida partindo de Acremonium strictum (Lin e outros
Biochemica and Biophysica Acta 118 (1991)). Seu uso nas aplicagbes de
panificagao € descrito na JP 11056219.

Outros exemplos de oxidorredutases adequadas séo glicose o-
xidase (EC 1.1.3.4) e galactose oxidase (EC 1.1.3.9).

Em uma modalidade a oxidorredutase € uma ou mais seleciona-
das do grupo que consiste em uma carboidrato oxidase, uma hexose oxida-
se ou uma glicose oxidase.

Em uma modalidade, a oxidorredutase € uma hexose oxidase.

Um outro exemplo de uma oxidorredutase adequada € hexose
oxidase (HOX) (EC 1.1.3.5) que pode ser obtida através do isolamento da
enzima partindo de varias espécies de algas vermelhas tais como Iridophy-
cus flaccidum (Bean e Hassid, 1956) e Chondrus crispus (Sullivan e outros
1973). Em um aspecto preferido da invengdo a HOX é obtida ou preparada
como descrito na WO 01/38544. A HOX esta disponivel na Danisco A/S co-
mo DairyHOX®.

A dosagem da oxidorredutase adicional pode estar dentro das
mesmas faixas que as referidas para a poliol oxidase anterior, embora seja
reconhecido que em uma modalidade um excesso da oxidase adicional &
adicionado, como referido aqui.

A Composicdo da Enzima

E preferido que sejam utilizadas as enzimas purificadas, tais
como a sorbitol oxidase efou a oxidorredutase adicional, isto &, as enzimas
sao purificadas antes de serem adicionadas a composig¢&o da invengéo. A
pureza da enzima é preferencialmente determinada utilizando SDS-PAGE e

densitometria. Uma enzima purificada é pelo menos aproximadamente 20%
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pura, tal como pelo menos aproximadamente 30% pura, tal como pelo me-
nos aproximadamente 40% pura, tal como pelo menos aproximadamente
50% pura. E reconhecido que uma enzima purificada pode, entretanto, ser
formulada com outras proteinas, por exemplo, misturada com agentes esta-
bilizantes de proteinas tais como BSA ou outras enzimas, a avaliagdo da
pureza da enzima, portanto, exclui as proteinas adicionadas a enzima apoés
a purificagao.

A taxa de produgao de peroxido de hidrogénio pode ser contro-
lada, por exemplo, através da preparagdo de uma composi¢ao que compre-
ende uma propor¢ao especificada da quantidade eficiente da primeira enzi-
ma/oxidase comparada com a da enzima/oxidorredutase adicional. Tipica-
mente e como mostrado nos exemplos, um excesso crescente da enzi-
ma/oxidorredutase adicional resulta na maior taxa de produgdo de perdxido
de hidrogénio.

Em uma modalidade, a quantidade molar do perdxido de hidro-
génio total produzido (ou que pode ser produzido), € maior que a quantidade
molar do primeiro substrato convertido (ou que pode ser convertido) no se-
gundo substrato ou que a quantidade do primeiro substrato presente. De
forma adequada, a quantidade molar de peroxido de hidrogénio produzido
(ou que pode ser produzido), €, em uma modalidade, entre mais que 100% e
menos que ou igual a 200% da quantidade molar do primeiro substr_a'_to con-
vertido (ou que pode ser convertido) no segundo substrato ou a quantidade
do primeiro substrato presente. O uso da presente invencao pode, portanto,
permitir que até duas moléculas de perdxido de hidrogénio sejam produzidas
partindo de um primeiro substrato de sorbitol, quando comparado com o uso
de uma enzima sorbitol oxidase isoladamente. Em uma modalidade, a quan-
tidade molar de peréxido de hidrogénio produzida (ou que pode ser produzi-
da) é de até duas vezes a quantidade molar do perdxido de hidrogénio que
pode ser produzido partindo de um sistema de poliol oxidase sem uma oxi-
dorredutase adicional.

Em uma modalidade preferida, a quantidade da pelo menos uma

enzimal/oxidorredutase adicional comparada com a quantidade da primeira
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enzima/oxidase, tal como a poliol oxidase (por exemplo, sorbitol oxidase)
presente na composi¢do de acordo com a invengdo € maior que 1, que é
medida pelo nimero respectivo de unidades da enzima presente na dita
composicao, tal como maior que aproximadamente 1,5, tal como maior que
aproximadamente 2, tal como maior que aproximadamente 3, tal como maior
que aproximadamente 5, tal como maior que aproximadamente 10, tal como
maior que aproximadamente 20, tal como maior que aproximadamente 50,
tal como maior que aproximadamente 100, tal como maior que aproximada-
mente 150, tal como maior que aproximadamente 200, tal como maior que
aproximadamente 300, tal como maior que aproximadamente 500, tal como
maior que aproximadamente 1000.

Uma vantagem adicional da composi¢do de acordo com a inven-
cdo é a possibilidade de escolher uma combinagéo de enzimas e substratos
que gerem o agente alvejante de peroxido de hidrogénio sem acumular ado-
cantes ou agticares cariogénicos como um produto.

Como um exemplo, a SOX catalisa a oxidagédo de D-sorbitol para
produzir 1 mol de D-glicose € 1 mol de H;O,. A oxidorredutase, tal como
HOX, catalisa a oxidagdo de D-glicose para produzir 1 mol de acido D-
glucénico e 1 mol de H,0.. O uso combinado de SOX e HOX gera assim 2
mols de H,0, partindo de 1 mol de substrato da sorbitol oxidase como é ilus-
trado no esquema a seguir.

O resultado da reacgdo enzimatica de SOX é a glicose intermedi-
aria, que é cariogénica, mas possui um tempo de vida curto uma vez que é
rapidamente convertida em acido gluconico. Uma vantagem adicional da
presente invengao é que apenas um mol de acido glucdnico & formado para

cada dois mols de peroxido de hidrogénio.

SOX

+0, ——

sorbitol glicose
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A reacao apresentada acima representa a conversdo de um po-
liol no acido correspondente, através de duas etapas enzimaticas consecuti-
vas. E exemplificada a conversdao de D-sorbitol em acido gluconico. (1) D-
sorbitol, (2) Catalise pela poliol oxidase (3) D-glicose (4) Catalise pela hexo-
se oxidase, glicose oxidase, gluco-oligossacarideo oxidase, carboidrato oxi-
dase (5) D-glucono-1,5-lactona (6) Hidrélise em ambiente aquoso (7) acido
D-glucénico.

A reagao pode ser generalizada como:

Primeira Oxidase = Oxidorredutase Adicional

Poliol - agucar - lactona

Exemplos especificos adicionais incluem:

Sorbitol - glicose - D-glucono-1,5-lactona
Galactitol - galactose - D-galactono-1,5-lactona*
Manitol - Manose - D-manono-1,5-lactona
Lactitol - lactose - -> D-lactonono-1,5-lactona
Xilitol - xilose - D-xilono-1,5-lactona

*(ou a D-galacto-hexadialdose (se a galactose oxidase for utilizada) oxida
em C6)

O produto de lactona é tipicamente convertido em um acido em
um ambiente aquoso. A primeira oxidase pode ser selecionada a partir das
descritas aqui. A enzima oxidorredutase adicional € uma agucar oxidase co-

mo referido aqui, tal como hexose oxidase ou manose oxidase (para mano-
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se).

A quantidade de cada enzima presente na composigdo da in-
vencdo ou a quantidade total de enzima presente ou adicionada a composi-
¢do ou aos produtos (aplicagao) que é referida aqui dependera das enzimas
utilizadas e da formulagéo requerida, mas tipicamente pode variar de apro-
ximadamente 0,0001% até aproximadamente 20%, tal como aproximada-
mente 0,001% até aproximadamente 10%, tal como aproximadamente
0,005% até aproximadamente 2%, tal como aproximadamente 0,01% até
aproximadamente 1% em peso da composigao final.

Tipicamente, foi observado que o acoplamento das duas enzi-
mas fornece aproximadamente 200-300% da taxa de produgao de pér()xido
de hidrogénio comparado com um sistema de primeira enzima/hrimeiro
substrato isoladamente. Embora melhorias consideraveis no peréxido de
hidrogénio tenham sido obtidas utilizando uma unidade equivalente a dose
unitaria tanto da poliol oxidase (tal como sorbitol oxidase) quanto da oxidor-
redutase adicional tal como hexose ou glicose oxidase, a sinergia foi adicio-
nalmente aumentada através da adigdo de um excesso da oxidorredutase
adicional @ composicéo, resultando em mais peréxido de hidrogénio produzi-
do e a uma taxa maior.

-Em um aspecto da invengdo, a composi¢do compreende uma
sorbitol oxidase e uma hexose oxidase e como o primeiro substrato D-
sorbitol.

Em um outro aspecto da invengdo, a composi¢ao compreende
uma sorbitol oxidase e uma glicose oxidase e como o primeiro substrato D-
sorbitol.

Em uma modalidade, tal como quando a oxidorredutase adicio-
nal € HOX, a poliol oxidase, tal como sorbitol ou xilitol oxidase pode catalisar
a oxidagao de D-xilitol para fornecer 1 mol de xilose e 1 mol de H;0. Isto
pode ser particularmente vantajoso na modalidade em que ha um poliol al-
ternativo sem ser xilitol, tal como sorbitol, em que devido a baixa atividade
da HOX sobre a xilose, a xilose ira se acumular. A xilose € um composto

pré-bidtico. Assim, tais composicdes podem ser utilizadas nas composicoes
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de alimentos humanos e animais ou em um medicamento ou na preparagao
de uma composicéao de alimento humano ou animal ou de um medicamento,
para aumentar o contetdo de xilose, enquanto também sao obtidos os ou-
tros efeitos benéficos da invengéo.

O uso de poliol oxidase, tal como sorbitol oxidase ou xilitol oxi-
dase e um poliol, tal como D-xilitol ou sorbitol, possui a vantagem de que o
efeito antimicrobiano ef/ou alvejante pelo H,O, é obtido utilizando ingredien-
tes nao toxicos e a adicdo de compostos cariogénicos tais como agucar e
evitada.

A Matriz de Composicdo

A composicdo de acordo com a invengéo pode, de forma ade-
quada, compreender outros materiais tipicamente utilizados nos produtos e
nas aplica¢des referidos aqui ou em outras aplicagdes/produtos adequados.

Os materiais de matriz sdo, de forma adequada, selecionados
para garantir a compatibilidade com as enzimas utilizadas na composigao
para permitir que uma quantidade eficiente das enzimas seja utilizada.

O Produto

Como descrito anteriormente, uma modalidade preferida € quan-
do a agédo da enzima adicional sobre o segundo substrato gera mais peroxi-
do de hidrogénio e um produto. O produto &, portanto, outro sem ser o pero-
xido de hidrogénio.

Em uma modalidade, o produto obtido pela agdo da enzima adi-
cional sobre o segundo substrato pode ser mais que um unico produto, isto
&, podem ser produtos.

O acumulo do produto na composigao da invengao ou nas apli-
cagdes descritas aqui, preferencialmente nao afeta negativamente a taxa de
produgéo de perdxido de hidrogénio a partir da conversdo do primeiro subs-
trato pela primeira enzima. Na verdade, como os presentes inventores des-
cobriram, a conversdo do segundo substrato no produto remove eficiente-
mente o segundo substrato que ndao somente aumenta enormemente a taxa
de producgdo de peroxido de hidrogénio afetando a atividade da primeira en-

zima sobre o primeiro substrato, mas também reduz o acimulo indesejavel



10

15

20

25

30

36

possivel do segundo substrato.

Em uma modalidade preferida, o produto & obtido através da
oxidacdo do segundo substrato pela oxidorredutase adicional e pode, por
exemplo, ser uma lactona (oxidagdo em C1), uma dialdose (oxidagao em C5
para pentoses, em C6 para hexose etc). Um exemplo & a D-galacto-
hexadialdose produzida pela galactose oxidase ou um desidro-agucar se a
oxidagdo ocorrer em qualquer outra posicdo no meio da cadeia do.agucar.
Um exemplo adicional é a 2-desidro-D-glicose produzida pela piranose oxi-
dase através da oxidagdo da glicose em C2.

O produto pode ser selecionado do grupo que consiste em D-
glucono-1,5-lactona, D-xilono-1,5-lactona, D-maltono-1,5-lactona, D-mano-
no-1,5-lactona, D-galactono-1,5-lactona, D-hexadialdose, D-lactono-1,5-
lactona, D-arabono-1,5-lactona, D-eritrono-1,5-lactona, D-ribono-1,5-lactona,

D-lixono-1,5-lactona, D-alono-1,5-lactona, D-altrono-1,5-lactona, D-gulono-

- 1,5-lactona, D-idono-1,5-lactona, D-talono-1,5-lactona e a lactona de isomal-

tulose e possivelmente mais alguns produtos provenientes da oxidagao da
galactose oxidase na posi¢do C6 de aguicares.
Definicbes

A nao ser que seja indicado de outra maneira, a pratica da pre-
sente invengdo envolve técnicas convencionais comumente utilizadas na
biologia molecular, na microbiologia, na purificagédo de proteinas, na enge-
nharia de proteinas, no sequenciamento de proteinas e de DNA, nos cam-
pos do DNA recombinante e no uso e no desenvolvimento de enzimas indus-
triais, dos quais todos estdo dentro da pericia da técnica.

A ndo ser que seja definido de outra maneira aqui, todos os ter-
mos técnicos e cientificos utilizados aqui possuem o mesmo significado que
& comumente entendido por um versado na técnica a qual esta invengao se
refere. Por exemplo, Singleton e Sainsbury, Dictionary of Microbiology and
Molecular Biology, 22 Ed., John Wiley and Sons, NY (1994); e Hale e Mar-
gham, The Harper Collins Dictionary of Biology, Harper Perennial, NY (1991)
fornecem a tais versados na técnica dicionarios gerais de muitos dos termos

utilizados na invencédo. Embora quaisquer métodos e materiais similares ou
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equivalentes aos descritos aqui encontrem uso na pratica da presente inven-
cdo, os métodos e os materiais preferidos sdo descritos aqui. Consequente-
mente, os termos definidos imediatamente abaixo sdo mais completamente
descritos com referéncia ao Relatério Descritivo como um todo. Ainda, como
utilizado aqui, os termos no singular "um", "uma", "o" e "a" incluem a referén-
cia no plural a ndo ser que o contexto indique claramente de outra maneira.
A n3o ser que seja indicado de outra maneira, os acidos nucléicos séo escri-
tos da esquerda para a direita na orientagado 5’ a 3’; as sequéncias de ami-
noacidos sao escritas da esquerda para a direita na orientagdo amino a car-
béxi, respectivamente. Deve ser entendido que esta invengéo nao esta limi-
tada a metodologia, aos protocolos e aos reagentes particulares descritos,
uma vez que estes podem variar, dependendo do contexto que s&o utiliza-
dos pelos versados na técnica.

E pretendido que cada limite numérico maximo fornecido ao lon-
go de todo este relatério descritivo inclua cada limite numérico inferior, como
se tais limites numéricos inferiores fossem especialmente escritos aqui. Ca-
da limite numérico minimo fornecido ao longo de todo este relatorio descriti-
vo incluira cada limite numérico maximo, como se tais limites numéricos ma-
ximos fossem especiaimente escritos aqui. Cada faixa numeérica fornecida ao
longo de todo este relatorio descritivo incluira cada faixa numérica mais limi-
tada que se encaixa dentro de tal faixa numérica mais ampla, como se tais
faixas numéricas mais limitadas fossem todas especialmente escritas aqui.

Quando se faz referéncia a um "respectivo substrato de poliol"
de uma enzima, isso se refere ao substrato que a enzima utiliza, por exem-
plo, o respectivo substrato da sorbitol oxidase & o sorbitol e o respectivo
substrato da xilitol oxidase é o xilitol.

Como utilizado aqui, o termo "compativel”, significa que os mate-
riais de matriz da composigéo (outros ingredientes) nao reduzem a atividade
enzimatica da(s) enzima(s) oxidase(s) fornecida(s) aqui até tal extensao que
a(s) oxidases(s) nao é/sao eficiente(s) quando desejado durante situagdes
de usos normais. Os materiais da composigao de limpeza especificos séo

exemplificados em detalhes posteriormente aqui.
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Como utilizado aqui, "quantidade eficiente de enzima" se refere
a quantidade de enzima necessaria para atingir a atividade enzimatica re-
querida na aplicagdo especifica. Tais quantidades eficazes sao facilmente
determinadas por um versado na técnica e sdo baseadas em muitos fatores,
tais como a variagdo de enzima particular utilizada, a aplicagéo de limpeza, a
composicao especifica da composi¢do de limpeza e se uma composigao
liquida ou seca (por exemplo, granular) & necessaria e similares.

A homologia de aminoéacidos e de polinucleotideos pode ser de-
terminada utilizando o algoritmo ClustalW utilizando os ajustes padroniza-
dos: ver http://www.ebi.ac.uk/emboss/alian/index.html, Método: EMBOSS:
agua (local): Abertura do Espago = 10,0, Extensdo do espaco = 0,5, utilizan-
do Blosum 62 (proteina) ou DNAfull para sequéncias de nucleotideos.

E preferivel que quando se faz referéncia a "o segundo substrato
pode ser convertido por pelo menos uma enzima adicional para formar um
produto”, que o segundo substrato é oxidavel pela enzima adicional (oxidor-
redutase) para formar peroxido de hidrogénio e um (o) produto.

O termo "variante(s)" como utilizado aqui no contexto de um po-
lipeptideo (sequéncia), tal como a SEQ ID NO 1 e a SEQ ID NO 2 se refere
a um polipeptideo que & preparado partindo do polipeptideo original (paren-
tal) ou utilizando a informagdo de sequéncia do polipeptideo, através da in-
sergao, da delegdo ou da substituicdo de um ou mais aminoacidos na dita
sequéncia, isto &, pelo menos um aminoacido, mas preferencialmente me-
nos que aproximadamente 50 aminoacidos, tal como menos que aproxima-
damente 40, menos que aproximadamente 30, menos que aproximadamente
20 ou menos que aproximadamente 10 aminoécidos, tal como 1 aminoacido,
1-2 aminoacidos, 1-3 aminoacidos, 1-4 aminoacidos, 1-5 aminoacidos.

O termo "homologo(s)" como utilizado aqui no contexto de uma
sequéncia de polipeptideo, tal como a SEQIDNO 1 e a SEQ ID NO 2 se
refere a um polipeptideo que é pelo menos aproximadamente 70% homodlo-
go, tal como pelo menos aproximadamente 80% homalogo, tal como pelo
menos aproximadamente 85% homologo ou pelo menos aproximadamente

90% homélogo, tal como pelo menos aproximadamente 95%, aproximada-
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mente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98% ou aproxima-
damente 99% homélogo a dita sequéncia de polipeptideo. A homologia entre
duas sequéncias de polipeptideos pode ser determinada utilizando o algo-
ritmo de alinhamento ClustalW utilizando os ajustes padronizados, que sao
referidos aqui.

O termo "fragmento(s)" como utilizado aqui no contexto de uma
sequéncia de polipeptideo, tal como a SEQ ID NO 1 e a SEQ ID NO 2 se
refere a um polipeptideo que consiste em apenas uma parte da sequéncia
de polipeptideo. Um fragmento pode, portanto, compreender ou consistir em
pelo menos aproximadamente 50%, tal como pelo menos aproximadamente
60%, tal como pelo menos aproximadamente 70%, tal como pelo menos a-
proximadamente 80%, tal como pelo menos aproximadamente 90% ou tal
como pelo menos aproximadamente 95% da dita sequéncia de polipeptideo.

A variante, o homdlogo e o fragmento de acordo com a invengéo
mantém, todos, pelo menos parte da atividade enzimatica desejada (para a
finalidade da presente invengao) da enzima original, tal como pelo menos
aproximadamente 10%, pelo menos aproximadamente 20%, pelo menos
aproximadamente 30%, pelo menos aproximadamente 40%, pelo menos
aproximadamente 50%, pelo menos aproximadamente 60%, pelo menos
aproximadamente 70%, pelo menos aproximadamente 80% pelo menos é-
proximadamente 90% ou toda a atividade enzimatica da enzima original.

Sera reconhecido pelo versado na técnica que quando séo iden-
tificadas as enzimas preferidas para uso na composi¢gdo e nos métodos da
invengao por suas SEQ IDs especificas, estas incluem enzimas que sao de-
rivadas dos acidos nucléicos que codificam as SEQ IDs dos aminoacidos
correspondentes quando expressos, em sua espécie hospedeira nativa ou
em uma espécie hospedeira heterologa e de forma que as enzimas possam
ser processadas co- ou pos-tradugéo.

O termo "aproximadamente" como utilizado aqui para se referir a
cohcentragﬁes, atividades e condigdes etc. inclui e descreve especificamen-
te os valores exatos e as faixas exatas referidas as mesmas.

O termo "poliol" como utilizado aqui se refere a um alcool de a-
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clicar que compreende mais de um grupo hidroxila. O poliol € um termo dis-
tinto de aglcar uma vez que os polidis contém apenas grupos hidroxila
(COH) e pertencem ao grupo geral alditois, enquanto que os agticares pos-
suem grupos carbonila (COOH).

Os dissacarideos e os monossacarideos podem ambos formar
alcoois de aclcar; entretanto, os alcoois de agucar derivados de dissacari-
deos (por exemplo, Maltitol e lactitol) ndo s&o totalmente hidrogenados por-
que apenas um grupo aldeido esta disponivel para redugdo. Em uma moda-
lidade, o alcool de aglcar esta completamente hidrogenado. ,

Os alcoois de aglicar sdo comumente adicionados aos alimentos
por causa de seu menor teor calérico que os agucares; entretanto, sao tam-
bém geralmente menos doces e sdo frequentemente combinados com ado-
cantes de alta intensidade. Estes também sdo adicionados a goma de mas-
car porque ndo s&o metabolizados (isto &, quebrados) por bactérias na boca,
entdo ndo contribuem para a formagao de caries. O maltitol, o sorbitol e o
isomalte sao alguns dos tipos mais comuns. Os alcoois de agticar podem ser
formados sob condi¢gdes redutoras suaves partindo de seus aglcares analo-
gos.

Como utilizado aqui, o termo "oxidase" se refere a enzimas que
catalisam uma reagédo de oxidagao/redugdo que envolve o oxigénio molecu-
lar (O2) como o receptor de elétrons. Nestas reagdes, o oxigénio é reduzido
em agua (H,0) ou peroxido de hidrogénio (H20,). As oxidases constituem
uma subclasse das oxidorredutases.

O termo "poliol oxidase" se refere a uma enzima que € capaz de
oxidar um poliol no agucar correspondente. A oxidagdo do poliol pela agao
da poliol oxidase resulta na produgao de perdxido de hidrogénio.

Como utilizado aqui, o termo "glicose oxidase" ("Gox") se refere
a enzima oxidase (EC 1.1.3.4) que se liga a beta-D-glicose (isto &, um is6-
mero de acglicar com seis carbonos, glicose) e ajuda na quebra do aglcar em
seus metabélitos. A GOx é uma proteina dimérica que catalisa a oxidagéo da
beta-D-glicose em D-glucono-1,5-lactona, que entédo hidrolisa em acido glu-

conico com a reducdo concomitante do oxigénio molecular em perdxido de
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hidrogénio.

Como utilizado aqui, o termo "alcool oxidase" ("Aox") se refere a
enzima oxidase (EC 5 1.1.3.13) que converte um alcool em um aldeido com
a redugao concomitante do oxigénio molecular em perdxido de hidrogénio.

Como utilizado aqui, o termo "colina oxidase" ("Cox") se refere a
uma enzima oxidase (EC 1.1.3.17) que catalisa a oxidagéo de quatro elé-
trons da colina em glicina betaina, com o aldeido de betaina como um inter-
mediario com a redugdo concomitante de duas moléculas do oxigénio mole-
cular em duas moléculas de perdxido de hidrogénio.

Como utilizado aqui, o termo "hexose oxidase" ("Hox") se refere
a uma enzima oxidase (EC 1.1.3.5) que catalisa a oxidagdo de mono- e dis-
sacarideos em suas lactonas correspondentes, com a redugdo concomitante
do oxigénio molecular em peroxido de hidrogénio. A hexose oxidase €& capaz
de oxidar uma variedade de substratos incluindo D-glicose, D-galactose,
maltose, celobiose e lactose etc.

Como utilizado aqui, "glicerol oxidase" se refere a uma enzima
oxidase (EC 1.1.3.) que catalisa a oxidagéo do glicerol em gliceraldeido, com
a redugao concomitante do oxigénio molecular em peréxido de hidrogénio.

E reconhecido que a atividade de uma enzima dependera das
condigdes e dos substratos disponiveis e, portanto, a atividade de uma en-
zima pode diferir de uma condigdo de ensaio padronizado (ensaio in vitro),
quando comparada aquela dentro da composi¢éo de acordo com a invengao
ou ao uso de tal composi¢éo na aplicagdo desejada. Em uma modalidade, a
atividade enzimatica é determinada através de um ensaio in vifro como refe-
rido nos exemplos. Alternativamente, a atividade de uma enzima é determi-
nada in situ, isto é, na composi¢ao de acordo com a invengéo e sob as con-
digbes em que a composigao sera utilizada. Os mesmos métodos analiticos
podem ser utilizados para a determinagéo da atividade enzimatica in situ
assim como para a atividade in vitro, o mesmo ensaio é realizado utilizando
a matriz da composicao ou sob as condigdes em que a composigdo/o produ-
to de acordo com a invencéo é utilizado.

O termo "agucar" como utilizado aqui se refere a monossacari-
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deos, dissacarideos e oligossacarideos, hexose, tais como agucares sele-
cionados do grupo que consiste em lactose, maltose, sorbose, triose, pento-
se, hexose, manose, glicose, galactose, xilose, frutose, isomaltose, eritrose.

Os aglcares contém grupos aldeido (-CHO) ou grupos cetona
(C=0), em que ha ligaces duplas de carbono-oxigénio, tornando os aguca-
res reativos. Preferencialmente, o termo agucar estd conforme a (CH2O)n
em que n fica entre 3 e 6, tal como 3, 5 ou 6 ou 5 ou 6.

Os acucares podem ser trioses, pentose ou hexose, preferenci-
almente aglcares pentose ou hexose, preferencialmente na forma de cadeia
fechada.

O aglcar pode ser selecionado do grupo que consiste em: saca-
rose, frutose, glicose, galactose, maltose, lactose e manose.

Por "produto para cuidado oral” como utilizado aqui entende-se
um produto que n&o ¢ intencionalmente engolido para as finalidades de ad-
ministracdo sistémica de agentes terapéuticos, mas é mantido na cavidade
oral durante um periodo de tempo suficiente para entrar em contato com
substancialmente todas as superficies dentais e/ou tecidos da mucosa oral
com a finalidade de atividade oral. No contexto da presente invengéo, o pro-
duto para cuidado oral inclui ainda produtos para a limpeza de dentaduras,
dentes artificiais e similares. O produto para cuidado oral pode ter qualquer
forma fisica adequada tal como, por exemplo, p6, pasta, gel, liquido, un-
guento, tablete de goma de mascar ou spray.

Como utilizado aqui, "composigbes para limpeza" e "formulagbes
para limpeza" se referem a composi¢des que encontram uso na remogao de
compostos indesejados de itens que serdo limpos, tais como tecido, louga,
lentes de contato, outros substratos sélidos, cabelos (xampu), pele (sabone-
tes e cremes), dentes (liquidos para limpeza bucal, pastas de dentes) etc. O
termo abrange quaisquer materiais/compostos selecionados para o tipo par-
ticular de composicdo para limpeza desejado e a forma do produto (por e-
xemplo, composicéo liquida, em gel, em grénulos ou em spray), contanto,
que a composigdo seja compativel com a oxidase e outra(s) enzima(s) utili-

zada(s) na composi¢do e quaisquer inibidores reversiveis da enzima na
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composicdo. A selegio especifica de materiais para composigdes para lim-
peza é faciimente feita considerando a superficie, o item ou o tecido que se-
ra limpo e a forma da composigédo para as condigbes de limpeza durante o
uso.

Os termos se referem ainda a qualquer composigdo que seja
adequada para a limpeza, o branqueamento, a desinfecgdo e/ou a esteriliza-
cao de qualquer objeto e/ou superficie. E pretendido que os termos incluam,
mas nao estejam limitados as composi¢des detergentes (por exemplo, de-
tergentes para roupas liquidos e/ou sdiidos e detergentes para tecidos finos;
formulagdes para limpeza de superficies duras, tais como para vidro, madei-
ra, ceramica e superficies de balcdes de metal e janelas; produtos de limpe-
za para tapetes; produtos de limpeza para fornos; agentes de renovagao de
tecidos; amaciantes de tecidos; e produtos para limpar manchas pre-
lavagem para tecidos e lavanderia, assim como detergentes para louga).

Na verdade, o termo "composicédo para limpeza" como utilizado
aqui, inclui, a ndo ser que seja indicado de outra maneira, agentes de lava-
gem para todas as finalidades ou para trabalho pesado na forma de po, es-
pecialmente detergentes para limpeza; agentes para lavagem para todas as
finalidades na forma liquida, de gel ou de pasta, especialmente os assim
chamados tipos liquidos para trabalho pesado (HDL); detergentes liquidos
para tecidos finos; agentes para lavagem de louga manual ou agentes para
lavagem de louga para trabalho leve, especialmente aqueles do tipo 'cc')m alta
formagao de espuma; agentes para lavagem de louga na maquina, incluindo
os varios tipos em tablete, granulares, liquidos e agentes auxiliadores de
enxague para uso na limpeza doméstica e institucional, agentes de limpeza
e desinfetantes liquidos, incluindo os tipos antibacterianos para lavagem das
maos, barras para limpeza, liquidos para limpeza bucal, produtos para lim-
peza de dentaduras, xampus para carros ou tapetes, produtos para limpeza
de banheiros; xampus para cabelos e cremes rinses; géis para banho e es-
pumas para banheira e produtos para limpeza de metais; assim como agen-
tes auxiliadores de limpeza tais como aditivos de branqueamento e os tipos

"removedores de manchas" ou pré-tratamento.
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Como utilizado aqui, os termos "composigdo detergente” e "for-
mulagdo detergente" sao utilizados em referéncia as misturas que sao pre-
tendidas para uso em um meio de lavagem para a limpeza de objetos sujos.
Em algumas modalidades preferidas, o termo é utilizado em referéncia aos
tecidos de lavanderia e/ou artigos de vestuario (por exemplo, "detergentes
para lavagem de roupas"). Em modalidades alternativas, o termo se refere a
outros detergentes, tais como os utilizados para lavar lougas, talheres etc.
(por exemplo, "detergentes para lavagem de lougas"). Nao é pretendido que
a presente invengao seja limitada a qualquer formulagéo ou composig¢ao de-
tergente particular. Na verdade, é pretendido que em adigao a oxidase, o
termo abranja detergentes que contém tensoativos, transferase(s), enzimas |
hidroliticas, oxidorredutases, per-hidrolases, reforgadores de detergéncia,
agentes alvejantes, ativadores de branqueamento, agentes azulantes e co-
rantes fluorescentes, inibidores de formacgao de torta, agentes de mascara-
¢ao, ativadores de enzimas, inibidores de enzimas, antioxidantes e solubili-
zantes. Em algumas modalidades preferidas, as formulagbes detergentes
incluem, mas nao estdo limitadas as apresentadas nos Pedidos de Patentes
U.S. N2 de Série 10/576.331 e 10/581.014, assim como a WO 05/52161 e a
WO 05/056782 encontram uso na presente invengdo. Entretanto, ndo é pre-
tendido que a presente invengao seja limitada a qualquer(quaisquer) formu-
lagao(6es) detergente(s) particular(es), uma vez que qualquer formulagao
detergente adequada encontra uso na presente invengao.

Como utilizado aqui, "composi¢do para lavagem de lougas” se
refere a todas as formas de composigbes para limpeza de lougas, incluindo
talheres, que incluem, mas nao estao limitadas as formas granulares e liqui-
das. Nao é pretendido que a presente invengao seja limitada a qualquer tipo
particular ou composigéo para lougas. Na verdade, a presente invengao en-
contra uso na limpeza de lougas (por exemplo, lougas, incluindo, mas nao
limitadas a pratos, copos, tigelas etc.) e talheres (por exemplo, utensilios,
incluindo, mas nao limitados a colheres, facas, garfos, utensilio para servir
etc.) de qualquer material, incluindo, mas nao limitado a lougas, plastico, me-

tais, porcelana, vidro, acrilico etc. O termo "louga" € utilizado aqui em refe-
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réncia tanto a pratos quanto a talheres.

Como utilizado aqui, "desempenho de lavagem" de uma enzima
se refere a contribuigio de uma enzima a lavagem que fornece desempenho
de limpeza adicional ao detergente sem a adigao da enzima na composigao.
O desempenho de lavagem é comparado sob condigbes de lavagem rele-
vantes.

O termo "condigées de lavagem relevantes" é utilizado aqui para
indicar as condi¢des, particularmente a temperatura de lavagem, o tempo,
mecanica da lavagem, concentragdo de espuma, tipo de detergente e dure-
za da agua, realmente utilizados nas limpezas domésticas em um segmento
do mercado de detergente.

O termo "maior desempenho de lavagem" é utilizado para indicar
que um melhor resultado final € obtido na remogéo de manchas dos itens
lavados (por exemplo, tecidos ou lougas e/ou talheres) sob condigoes de
lavagem relevantes ou que menos enzima, em uma base em peso, € neces-
saria para a obtengdo do mesmo resultado final em relagao a uma outra en-
zima.

O termo "desempenho de lavagem mantido” é indicado para in-
dicar que o desempenho de lavagem de uma enzima, em uma base em pe-
so, é de pelo menos 80% em relagdo a uma outra enzima sob condigées de
lavagem relevantes.

O desempenho de lavagem de enzimas & convenientemente
medido pela sua capacidade de remover certas manchas representativas
sob condi¢cdes de teste apropriadas. Nestes sistemas de teste, outros fatores
relevantes, tais como a composi¢do do detergente, a concentragado de es-
puma, a dureza da agua, mecanica da lavagem, o tempo, o pH e/ou a tem-
peratura, podem ser controlados de tal maneira que as condigoes tipicas
para a aplicagao de limpeza doméstica em um certo segmento de mercado
sejam imitadas.

Como utilizado aqui, o termo "desinfetante" se refere a remocao

T T

cro-organismos sobre as superficies dos itens. Nao é pretendido que a pre-
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sente invengao seja limitada a qualquer superficie, item ou contaminante(s)
ou micro-organismos particulares que serdao removidos.

Controle da reacao

Ambas as reagbes de oxidagdo requerem a presenga de oxigé-
nio e assim n&o ocorreriam em um grau significativo contanto que a compo-
sicdo seja mantida em um recipiente selado, tal como em um ambiente com
oxigénio controlado (ambiente com oxigénio limitado), tal como na excluséo
da limitagdo ou na auséncia de oxigénio molecular. Uma vez que o recipien-
te & aberto e a composicdo é submetida ao ar atmosférico ou a uma fonte
alternativa de oxigénio molecular, a reagéo pode ocorrer.

A invencgéo fornece, portanto, ainda um produto embalado que
compreende a composigdo da invengdo, em que a composigao & ‘mantida
em um ambiente com oxigénio controlado ou em um ambiente com oxigénio
limitado, tal como na auséncia de oxigénio molecular (disponivel), de forma a
prevenir ou reduzir a produgdo de peréxido de hidrogénio dentro do dito pro-
duto embalado.

Um método alternativo & o fornecimento da composigéo da in-
ven¢ao em um ambiente com agua controlada, em que o nivel de agua seja
suficientemente baixo para prevenir ou reduzir a produgédo de peroxido de
hidrogénio dentro da composi¢do ou de um produto embalado. De forma
adequada o nivel de agua em tal composicdo pode ser menor que aproxi-
madamente 2%, tal como menor que aproximadamente 1%, tal como menor
que aproximadamente 0,5%, tal como menor que aproximadamente 0,2% ou
menor que aproximadamente 0,1%.

Alternativamente a reagao pode ser prevenida de ocorrer prema-
turamente separando fisicamente os componentes de enzima e de substrato
um dos outros através de métodos de compartimentalizagdo bem-conhe-
cidos na arte. Em uma modalidade, a reacdo é prevenida através da separa-
¢ao do primeiro substrato do compartimento da composi¢do compreendendo
a primeira oxidase e a oxidorredutase adicional. O primeiro substrato pode
ser adicionado para ativar a composi¢do ou pode fazer parte da matriz de

aplicacdo, na forma de um ingrediente de rotina da dita matriz de aplicagao
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antes, durante ou depois da adigdo da composi¢ao. A invengéo fornece, por-
tanto, ainda uma primeira composigdo que compreende a primeira oxidase
(tal como a poliol oxidase) e a oxidorredutase adicional, como referido aqui,
em um kit de partes, com uma composigao adicional compreendendo o dito
primeiro substrato, em que as ditas primeira e segunda composi¢oes sao
separadas uma da outra.

Embora seja imaginado que a composigéo da invengao pode ser
fornecida na forma de dois ou mais sistemas de reator, para combinagao no
uso, & também considerado que tecnoiogias tais como encapsulamento ou
microencapsulamento podem ser empregadas para manter o componente
de enzima da composigao separado dos substratos. A liberagao das micro-
capsulas pode ser ativada, por exemplo, atraves de for¢a mecanica ou dilui-
¢éo no uso da composicdo da invengao.

Em um aspecto, a composigdo de acordo com a invengao com-
preende um kit de partes compreendendo pelo menos dois recipientes, em
que o primeiro recipiente compreende a primeira oxidase e a oxidorredutase
adicional e um segundo recipiente que compreende o primeiro substrato.

Nas aplicagdes descritas aqui, tais como nas aplicagées cosmeé-
ticas (também na aplicagao para cuidado oral), em uma modalidade € vanta-
joso compartimentalizar a composigao da invengéo, de forma que a produ-
cao de peréxido de hidrogénio seja conseguida na aplicagao, por exemplo,
por friccdo mecanica permitindo a liberagéo do sistema enzimatico e deixan-
do que este entre em contato com o primeiro substrato in situ durante a apli-
cacgao, mas nao durante o armazenamento.

Em um aspecto da invengéo, o pH da composicao fica entre 5 e
9, preferencialmente entre 6 e 8. Quando a composicéo de acordo com a
invencao for um produto para cuidado oral é preferido utilizar a primeira oxi-
dase tal como uma poliol oxidase, tal como SOX e uma oxidorredutése, que
& substancialmente ativa no pH prevalecente na boca, isto €, em um pH en-
tre (aproximadamente) 5 e (aproximadamente) 9, preferencialmente entre
aproximadamente 6 e aproximadamente 8. E, além disso, preferido que a

primeira oxidase tal como a poliol oxidase, tal como a sorbitol oxidase e a
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oxidorredutase sejam ativas a temperatura ambiente ou a temperatura cor-
poral.

Em uma modalidade, a primeira oxidase e/ou a oxidorredutase
adicional e quaisquer outras enzimas presentes podem ser imobilizadas.

Enzimas Adicionais e sistemas enzimaticos

A composicdo de acordo com a invengdo pode compreender
enzimas adicionais tais como uma ou mais enzimas selecionadas do grupo
que consiste em: peroxidases tais como lactoperoxidase, laccases, amilo-
glucosidase, amilases tais como amilases maltogénicas e nao maltogénicas,
tais como Novamil®, glucoamilase, dextranase, protease, lisozime, mutana-
se, lipase, acil-transferase, tais como as acil-transferases descritas na
WO02004064537 e xilanase.

Em uma modalidade, a composi¢cédo da invengdo, tal como a
composigado oral da invengao ou composigoes alternativas que sao referidas
aqui, compreendem tiocianato, permitindo assim a conversao do tiocianato
em hipotiocianato devido a produgdo de perdxido de hidrogénio. Para os
produtos para cuidado oral, ha, tipicamente, lactoperoxidase suficiente pre-
sente na saliva na boca para converter tiocianato em hipotiocianato na pre-
senga de perdéxido de hidrogénio. Entretanto, a composi¢éo de acordo com a
invengdo também pode compreender lactoperoxidase, para facilitar esta
conversao, permitindo assim a produgao de um agente antibacteriano efici-
ente in situ.
| E reconhecido que a taxa da liberagao de perdxido de hidrogénio
pode ficar limitada se a disponibilidade de oxigénio for limitante. E, portanto,
considerado que o acoplamento do presente sistema enzimético a um siste-
ma de produgao de oxigénio pode ser apropriado.

Aplicagbes
A composicéo de acordo com a invengao pode ser utilizada para

tratar qualquer tipo de material em que o branqueamento e/ou o alvejamento

seja desejado, por exemplo, dentes, papel e tecidos.
Uma vantagem do uso desta combinagdo de enzimas para alve-

jar efou branquear é que o efeito alvejante e/ou alvejante & obtido atraves do
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uso de materiais ndo prejudiciais comparados com o uso anterior de agentes
alvejantes, por exemplo, nos produtos para cuidado oral.

A composicao de acordo com a invengao possui, além disso, um
efeito antimicrobiano causado pelo peroxido de hidrogénio resultante. Um
aspecto adicional da invengao se refere ao uso da composigcdo de acordo
com a invengao na fabricagdo de um produto para cuidado oral para o trata-
mento ou para a prevengdo de efeitos microbianos que se relacionam ao
mau halito ou a periodontite.

Outros usos benéficos da presente composigdo sdo na conser-
vagao de alimentos em que a composi¢do atua como um absorvedor de oxi-
génio utilizando dois mols de O toda vez que um mol de agucar for utilizado.

Na area de cuidados pessoais, a composi¢édo da presente inven-
¢ao pode ser adicionada a pasta de dentes, em particular, que clareiam os
dentes, as solugdes para limpeza bucal, aos produtos de limpeza de denta-
duras, a sabdo liquido, aos cremes e as logdes para cuidado da pele, as
formulagdes para cuidado dos cabelos e para o cuidado do corpo e as solu-
¢bes para limpeza de lentes de contato em uma quantidade eficiente para
atuar como um agente antibacteriano. A composi¢édo da presente invengao
pode ainda ser um componente de uma composigao detergente para roupas
ou de uma composi¢ao detergente para lavagem de lougas e pode ser utili-
zada como uma fonte de peroxido de hidrogénio. A composigéo detergente
para roupas pode compreender um tensoativo, a dita composigao da presen-
te invencdo. A composicao detergente para lavagem de lougas pode com-
preender a dita composi¢do da presente invengdo e um precursor de alve-
jamento ou peroxiacido. A composicao da presente invengdo pode ser parti-
cularmente Util para a remogéo de manchas.

Detergentes

O detergente (produto) de acordo com a invengéo compreende a
composicio de acordo com a invengao. Portanto, em uma modalidade a in-
vengao fornece o uso da composigao da invengao em um produto detergen-
te, tal como uma composic¢do para limpeza, uma formulagao para limpeza,

uma composicao detergente ou uma formulagao detergente.
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O detergente (produto) pode ser utilizado como um agente alve-
jante ou alvejante ou pode ser utilizado como um agente desinfetante ou tan-
to um agente alvejante/alvejante quanto desinfetante.

O detergente (produto) pode compreender enzimas adicionais
ou sistemas enzimaticos, como descrito aqui, em particuiar, peroxidases,
proteases, amilases, lipases, acil-transferases e lactoperoxidases (opcional-
mente na presenca de tiocianato).

Em uma modalidade, o produto detergente pode estar na forma
de uma composicao para limpeza ou de uma formulagéo para limpeza.

Em uma modalidade, o produto detergente pode estar na forma
de uma composic¢ao detergente ou de uma formulagéo detergente.

O produto detergente pode ser uma composicéo para lavagem
de lougas.

Preferencialmente, o produto detergente de acordo com a inven-
¢&o possui um maior desempenho de lavagem, sob as condi¢bes de lava-
gem relevantes, quando comparado com um produto equivalente que nao
compreende a composi¢ao da invengao.

Em algumas modalidades, as formulagdes detergentes que
compreendem a composigao da invengdo e um agente de reforgo do alveja-
mento sdo utilizadas para produzir espécies de oxigénio ativas no liquido de
lavagem de ropuas para alvejar as manchas.

Em algumas modalidades, a composi¢cdo detergente compreen-
de ainda uma acil-transferase e seu substrato e € utilizada para produzir es-
pécies de oxigénio ativas no liquido de lavagem de roupas para alvejar as
manchas.

Em um aspecto, a composigdo € uma composi¢do comestivel,
tal como uma composicdo para cuidado oral, uma composi¢do para medi-
camento (administrada de forma oral) ou uma composigdo de alimento hu-
mano e animal.

O termo ‘composigdo comestivel' se refere a composigdes que i
sao para administragdo oral ou para consumo através da cavidade oral.

As composicdes comestiveis podem compreender um ou mais
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agentes aromatizantes, conservantes, ingredientes para obtencao de textu-
ra, emulsificantes, adogantes, umectantes e/ou agentes de ligagao que (tipi-
camente) foram aprovados para o consumo humano (ou de animais).
Cuidado Oral

Em um aspecto da invengao, é fornecido um produto para cui-
dado oral que compreende uma composigdo de acordo com a invengao e
ingredientes utilizados nos produtos para cuidado oral.

Em um aspecto adicional da invengao, é fornecido o produto pa-
ra cuidado oral de acordo com a invengao compreende uma primeira enzi-
ma, tal como uma poliol oxidase, tal como a sorbitol oxidase, uma enzima
adicional, tal como uma oxidorredutase adicional e um poliol, tal como sorbi-
tol e ingredientes utilizados nos produtos para cuidado oral em que o efeito
antimicrobiano e/ou alvejante e/ou alvejante € desejado.

Os exemplos de produtos para cuidado oral incluem pasta de
dentes, creme dental, gel ou p6 dental, odéntico, colutérios, sprays bucais,
formulacdes pré- ou pos-escovagado, goma de mascar, pastilhas e bala.

O produto para cuidado oral pode compreender ainda ingredien-
tes ativos tais como tiocianato, gluconato de zinco, lisozima, lactoferrina, lac-
toperoxidase e amiloglucosidase. Os ingredientes adicionais est&o listados
na WO97/06775 e incluem mediadores redox.

Em uma modalidade, a composigdo para cuidado oral/produto
de acordo com a invengao compreende ainda fluoreto.

As pastas de dentes e os géis dentais incluem tipicamente in-
gredientes tais como materiais de polimento abrasivo, agentes formadores
de espuma, agentes aromatizantes, umectantes, aglutinantes, espessantes,
agentes adogantes, agentes alvejantes/alvejantes/de remogao de manchas,
agua e opcionalmente enzimas.

As solu¢bes para limpeza bucal, incluindo liquidos para remogao
de placa, compreendem tipicamente ingredientes tais como uma solugéo de
agualalcool, aroma, agente umectante, adogante, agente de formacéo de
espuma, corante e opcionalmente enzimas.

Goma de mascar: As composi¢cdes adequadas para a prepara-
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¢ao de uma goma de mascar sao descritas na WO02005/006872 e na Paten-
te U.S. N® 4.564.519.

Quanto utilizada nos produtos para cuidado oral, a quantidade
da primeira oxidase tal como uma poliol oxidase, tal como a sorbitol oxidase
e a enzima adicional (tal como a oxidorredutase adicional) deve ser uma
quantidade segura e eficiente que significa uma quantidade alta o suficiente
para modificar significativamente o estado de salde que sera tratado ou o
efeito do resultado alvejante e/ou alvejante desejado, mas baixa o suficiente
para evitar efeitos colaterais graves.

Em um aspecto adicional, a invengao fornece um metodo para
alvejar e/ou branquear os dentes, que compreende o contato dos dentes
com um produto para cuidado oral que compreende uma composi¢éo de
acordo com a invengdo em uma quantidade e um periodo de tempo adequa-
do para alvejar e/ou branquear os dentes.

A presente invengao fornece uma composi¢ado para branquea-
mento dos dentes segura que possui a vantagem sobre a da técnica anterior
por fornecer o uso de uma primeira oxidase tal como uma poliol oxidase, tal
como a sorbitol oxidase que pode atuar sobre os substratos que nao sao
cariogénicos (isto &, substratos que ndo se degradam em agucares cariogé-
nicos tais como sacarose, glicose, frutose, maltose etc.).

Alimento e Produto Alimenticio

A composi¢do da invengdo pode ser utilizada na desinfecgao
geral de alimentos e de ambientes de alimentos humanos e animais, tais
como nas estruturas de produgdo, processamento de uma preparagao, tais
como salas de ordenha, unidades de produgao de queijo, fabricas de pro-
cessamento de carne, plantas de lavagem e processamento de vegetais e
frutas, em restaurantes etc.

Nas fabricas de processamento de carne (isto €, carne animal,
incluindo peixe), a composi¢do da invengao pode ser utilizada na lavagem e
na desinfeccao de carcagas de animais e produtos alimenticios derivados
das mesmas. O uso de um sistema de poliol oxidase/enzima adicional & par-

ticularmente preferido uma vez que reduz o nivel de aglcares fermentaveis
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" dentro ou na superficie dos produtos de carne, reduzindo o crescimento de

micro-organismos indesejaveis. A composigdo de acordo com a invengao
pode compreender ainda silicatos alcalinos (US2004062851, incorporada
aqui como referéncia), tais como composicoes que sao consideradas parti-
cularmente uteis na descontaminagéo de produtos de carne. O uso de silica-
tos alcalinos também aumentou as propriedades de retencéo de agua da
carne e dos produtos de carne e pode ser feito para aumentar a retencéo da
composigao da invengéo na carne € nos produtos de carne.

Uma vantagem adicional é a diminui¢cdo do pH causada pela
produgdo de produtos acidos adicionais, 0 que inibe também a produgao de
micro-organismos dentro ou na superficie da carne. Beneficios similares sao
observados nas unidades de lavagem e processamento de vegetais e frutas.

A composicdo da invengdo também pode ser utilizada nos ali-
mentos humanos e alimenticios. O peroxido de hidrogénio € utilizado exten-
sivamente como um agente antimicrobiano na produgao de produtos latici-
nios e produtos de ovos. De forma adequada, a composi¢cado de acordo com
a invengao pode ser adicionada ou pode ser um produto alimenticio selecio-
nado do grupo que consiste em: produtos laticinios, tais como leite, creme,
queijo, soro do leite, iogurte, manteiga ou ovo, tal como gema do ovo ou cla-
ra do ovo.

A diminuigao do pH causada pelo acimulo de produtos acidos
adicionais & também uma vantagem consideravel em outros tipos de alimen-
tos, tal como na produgdo de queijo, em que a diminui¢ao rapida do pH au-
menta a taxa de maturagao do queijo, tal como queijos chedar e queijos du-
ros italianos, reduzindo o tempo de maturagdo e de armazenamento. O pH
mais baixo, portanto, contribui ainda para um sabor melhorado do queijo.

Em uma modalidade a composicdo da invengdo € utilizada em
uma bebida, tal como um suco de fruta. Os sucos de fruta compreendem
tipicamente os primeiros substratos adequados, portanto, pode ser desne-
cessario adicionar o primeiro substrato adicional no suco de fruta ou alterna-
tivamente podem ser suplementado com 0s primeiros substratos referidos

aqui.
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Além disso, o O; € eliminado pela produ¢ao de xilose, que pode
previnir que o alimento estrague. Um beneficio adicional € a diminuigao do
pH comparado com o de um sistema em que a SOX ¢ utilizada isoladamen-
te, em que nenhuma diminuigdo do pH & observada — a diminuigao do pH
também pode prevenir ou reduzir a deterioragédo dos alimentos.

Produtos para Cuidado Pessoal

Na area de cuidados pessoais, a composi¢cao da presente inven-
¢ao pode ser adicionada em um produto para cuidade pessoal sem ser os
produtos para cuidado oral, tais como produto de limpeza de dentaduras,
sabao liquido, cremes e logbes para cuidado da pele, formulagdes para cui-
dado dos cabelos e para cuidado do corpo e solugdes para limpeza de len-

tes de contato em uma quantidade eficiente para atuar como um agente an-
tibacteriano.

Producédo de papel

A composicdo da invengdo pode também ser utilizada para a
limpeza de moinhos de papel, o peroxido de hidrogénio produzido oxida os
carboidratos nos acidos correspondentes, que por sua vez acredita-se que
quelam é parte catidnica dos sais inorganicos de acordo com a quantidade.
Isto possibilita uma melhor limpeza e/ou controle de sedimentos e para cor-
rentes de agua leva a uma redugao na turbidez, a um melhor comportamen-
to de assentamento, assim como uma redugdo na coloragéo, dos quais to-
dos tornam os procedimentos de limpeza e controle de efluentes mais faceis
e menos caros (ver a WO06/061018).

Cosméticos

A glicose oxidase foi utilizada como a base de um sistema con-
servante comercial para cosméticos e artigos de higiene. Entretanto, a pre-
sente invencdo fornece um substituto adequado para o uso da glicose oxida-
se uma vez que fornece um sistema mais eficiente para a produgao de peré-
xido de hidrogénio e/ou pode fornecer uma agdo antimicrobiana/antibacte-
riana eficiente quando em uso. Pode também fornecer um produto com fun-
¢éo dual, que é um cosmético que clareia ou branqueia a pele durante o uso.

O sistema de lactoperoxidase € utilizado em varios produtos
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cosméticos. A composicao cosmética ou o produto de acordo com a inven-
¢ao pode, portanto, compreender ainda lactoperoxidase e tiocianato.

Os poliois, tais como o sorbitol & tipicamente um componente
principal dos cosméticos ou pode ser adicionado nos cosméticos para forne-
cer um substrato adequado para a poliol oxidase na composigao de acordo
com a invengao.

O uso da composicdo da invengéo nos produtos cosmeticos po-
de fornecer um ou mais dos beneficios a seguir: conservagéo do cosmetico
e da atividade microbiana/bacteriana quando aplicado na pele, efeito alve-
jante/alvejante da pele.

Os ingredientes cosméticos incluem: antioxidantes, agentes de
ligacdo, emolientes, emulsificantes, umectantes, pigmentos, lubrificantes,
conservantes, solventes, fragrancias, tensoativos, substancias de veiculo,
tais como um material com base inerte, estabilizantes e espessantes.

A composicao/o produto da invengéo pode ser utilizado na forma
de um ou mais dos produtos cosméticos selecionados do grupo que consiste
em: batom, brilho labial, lapis labial e Tinta labial; base liquida; base em cre-
me; po; Rouge (blush ou blusher); bronzeador; Mascara; Delineador de o-
lhos e sobra de olhos; Esmalte para unhas; Corretores de manchas da pele;
produtos para cuidado da pele tais como cremes e logdes, por exemplo, para
hidratar a face e o corpo; protetores solares e logdes solares; produtos de
tratamento para reparar ou esconder imperfeicdes da pele.

Os cosméticos também podem ser descritos pela forma do pro-
duto, assim como pela area para aplicagao. Os cosméticos podem ser emul-
sdes liquidas ou em creme; pos, tanto pressionados como livres; dispersoes;
e cremes ou bastdes anidros.

A composi¢ao/des produtos de acordo com a invengao podem
ainda ser utilizados em técnicas cosméticas tal como alvejamento e/ou bran-
queamento da pele.

Alvejamento da pele

A hidroquinona tem sido utilizada como um ingrediente nas pre-

paracdes para alvejamento da pele. Entretanto, recentemente a US Envi-
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“ronmental Protection Agency emitiu uma notificacdo de estabelecimento de

regras proposto que estabeleceria que os produtos de farmacos para alve-
jamento da pele vendidos no balcao (OTC) baseados em hidroquinona s&o
potencialmente carcinogénicos e ndo s&o reconhecidos de forma geral como
seguros e eficientes (GRAS) e tém a marca falsificada.

As composicdes e os produtos de acordo com a invengao po-
dem ser utilizados para a preparagao de produtos a base de enzimas para o
alvejamento da pele e, portanto, fornecem uma alternativa segura para o uso
da hidroquinona.

Os produtos para o alvejamento da pele podem compreender
outros agentes alvejantes, tais como extrato de alcaguz, extrato de amora,
arbutina, acido cdjico, extrato de uva-ursina, misturas de AHA, acidos salici-
clicos, acido aloeléico, acidos citricos, acidos lacticos, assim como matrizes
e protetores solares com base adequada.

Alvejamento dos cabelos

Para o alvejamento da coloragéo dos pelos € utilizado um agen-
te oxidante quimico. Os agentes oxidantes adequados sao persulfatos, clore-
tos e, acima de tudo, peréxido de hidrogénio ou produtos de adigdo dos
mesmos com uréia, melamina e borato de sédio. Portanto, a composi¢ao da
presente invengao também pode ser utilizada como uma fonte alternativa
segura de peroxido de hidrogénio para o alvejamento dos pelos.

De forma adequad,a uma composi¢do para alvejamento dos ca-
belos também pode ser utilizada para corar fibras de queratina e pode, por-
tanto, conter pelo menos um precursor de corante assim como a composi¢ao
da presente invengdo. A presente invengéo se refere ainda a um processo
para a coloragdo de fibras contendo queratina utilizando a composicao da
presente invengao.

Tinta

O termo ‘tinta’ como utilizado aqui no contexto da presente in-
vencao se refere a familia de produtos utilizados para proteger e/ou adicio-
nar cor a um objeto ou superficie cobrindo a mesma com um revestimento

pigmentado ou nao pigmentado e incluem verniz, tintas para madeira, goma
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laca, laca e esmalte. A tinta pode ser aplicada em quase todo o tipo de obje-
to. A tinta € um produto semiacabado, uma vez que o produto final & o pro-
prio artigo pintado.

A tinta pode ser utilizada na aplicagdo em que a tinta seca € ex-
posta a um ambiente de agua natural, tal como uma tinta maritima. As tintas
maritimas sao utilizadas para prevenir ou reduzir a formagéo de sujeira so-
bre os cascos de barcos e navios causado pelo crescimento de organismos
tais como algas, estrelas do mar e similares.

A tinta pode ser uma tinta decorativa, por exemplo, utilizada no
interior ou no exterior de construgdes e outros objetos.

A tinta pode ser uma tinta protetora, que previne ou reduz o es-
trago por micro-organismos da superficie ou do material sobre o qual a tinta
é aplicada, tal como decomposi¢cao seca ou decomposi¢ao umida.

A composi¢ao de acordo com a invengao pode ser utilizada co-
mo um conservante na tinta. Alternativamente ou em adigéo, a composi¢cao
pode ser utilizada em uma tinta para reduzir a formagao de sujeira, tal como
na tinta maritima, em que a produgao de peroxido de hidrogénio produz uma
camada oxidativa que previne ou reduz a ades&o ou o crescimento de orga-
nismos que se depositam sobre a superficie. Tais tintas que compreendem a
composicao de acordo com a invengdo oferecem uma solugao de enzimas
benéfica para este problema uma vez que o perdxido de hidrogénio € produ-
zido sem a adigdo ou o acimulo significativo de substratos que podem ser
fermentados dentro da tinta, que podem realmente favorecer a antiformagao
de sujeira, especialmente se as enzimas dentro da tinta ficarem inativadas.
Pesticidas

Os produtos pesticidas contém geralmente nao mais que 35%
de peroxido de hidrogénio, que sdo entdo geralmente diluidos a 1% ou me-
nos quando aplicados na forma de um spray ou de um liquido. O peroxido de
hidrogénio & utilizado para muitas plantas de cultivo nao alimentares € ali-
mentares (por exemplo, frutas, nozes e vegetais), tanto internas quanto ex-
ternas e antes e depois da colheita e para a desinfec¢do das unidades de

armazenamento de alimentos. As pragas-alvo s&o tipicamente micro-orga-
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‘nismos, incluindo fungos e bactérias que causam doengas as plantas. Os

pesticidas contendo peroxido de hidrogénio, utilizados para prevenir e con-
trolar os agentes patogénicos de plantas, sao tipicamente aplicados na for-
ma de um spray sobre a folhagem ou na forma de um banho de imersao nas
mudas e nas raizes ou na forma de um tratamento do solo pré-plantio.

A composicdo de acordo com a invengao pode, portanto, ser
utilizada como um pesticida, diretamente, permitindo a produgéo de peroxido
de hidrogénio in situ ou na forma de um sistema para a producéo de peroéxi-
do de hidrogénio que pode ser subsequentemente aplicado na superficie
apropriada.

Modalidades adicionais:

1. Uma composi¢ao que compreende

uma sorbitol oxidase, um primeiro substrato e uma oxidorreduta-
se,

em que o primeiro substrato é oxidavel pela sorbitol oxidase para
formar peroxido de hidrogénio e um segundo substrato e o segundo substra-
to € oxidavel pela oxidorredutase para formar peréxido de hidrogénio e um
produto.

2. A composicao de acordo com a invengéo tal como na modali-
dade 1, em que o primeiro substrato € um ou mais selecionados do grupo
que consiste em D-sorbitol, D-xilitol, D-manitol, D-arabitol, glicerol, inositol,
1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol e 1,4-butanodiol.

3. A composigao de acordo com a invengao tal como na modali-
dade 2, em que o primeiro substrato € um ou mais selecionados do grupo
que consiste em D-sorbitol ou D-xilitol.

4. A composicao de acordo com a invengéo tal como na modali-
dade 3, em que o primeiro substrato é D-sorbitol.

5. A composigdo de acordo com a invengéo tal como na modali-
dade 1, em que a oxidorredutase & uma ou mais selecionadas do grupo que
consiste em hexose oxidase, glicose oxidase, carboidrato oxidase e oligos-

sacarideo oxidase.

6. A composigdo de acordo com a invengéao tal como na modali-
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dade 5, em que a oxidorredutase € uma ou mais selecionadas do grupo que
consiste em uma carboidrato oxidase, uma hexose oxidase ou uma glicose
oxidase.

7. A composicao de acordo com a invengao tal como na modali-
dade 6, em que a oxidorredutase é uma hexose oxidase.

8. A composigao de acordo com a invengao tal como na modali-
dade 1, em que a sorbitol oxidase & derivada de uma cepa de Streptomyces.

9. A composigao de acordo com a invengao tai como em quai-
quer uma das modalidades 1-8, em que o pH da composigao fica entre 5 e 9.

10. A composigdo de acordo com a invengao tal como em qual-
guer uma das modalidades 1-9, em que o pH da composi¢ao ficaentre 6 e 8.

11. A composicdo de acordo com a invengéo tal como em qual-
quer uma das modalidades 1-10, em que a sorbitol oxidase e a oxidorredu-
tase sao ativas a temperatura ambiente. '

12. Um produto para cuidado oral que compreende uma compo-
sicdo de acordo com a invengéo tal como em qualquer uma das modalida-
des 1-11 e os ingredientes utilizados nos produtos para cuidado oral.

13. O uso de uma sorbitol oxidase para branquear e/ou alvejar.

14. O uso de uma composicdo de acordo com a invengéo tal
como em qualquer uma das modalidades 1-10 para branquear e/ou alvejar.

15. O uso de acordo com a invengéo tal como em qualquer uma
das modalidades 13-14 para branquear e/ou alvejar os dentes.

16. Um método para alvejar e/ou branquear os dentes, que
compreende o contato dos dentes com um produto para cuidado oral que
compreende uma composicao de acordo com a invengao tal como em qual-
quer uma das modalidades 1-10 em uma quantidade e um periodo de tempo
adequados para alvejar e/ou branquear os dentes.

17. Sorbitol oxidase e D-xilitol para uso como um medicamento.

18. Um medicamento de acordo com a invengédo tal como na
modalidade 17, em que a sorbitol oxidase & derivada de uma cepa de Strep-

tomyces.

19. Um produto para cuidado oral que compreende sorbito! oxi-
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dase e D-xilitol e ingredientes utilizados nos produtos para cuidado oral.

20. O uso de uma sorbitol oxidase e D-xilitol para branquear e/ou
alvejar os dentes.
EXEMPLOS

Os exemplos a seguir sao fornecidos com a finalidade de de-
monstrar e ilustrar adicionalmente certas modalidades e aspectos preferidos
da presente invengéo e nao devem ser interpretados como limitantes do am-
bito da mesma.

Na descricdo experimental a seguir, sao aplicadas as abrevia-
coes a seguir: °C (graus Centigrados); rpm (revolugdes por minuto); H2O
(a4gua); HCI (acido cloridrico); aa (aminoacido); pb (par de bases); kb (par de
quilobases); kD (quilodaltons); g (gramas); ug e ug (microgramas); mg (mili-
gramas); ng (nanogramas); pL e uL (microlitros); mL (mililitros); mm (milime-
tros); nm (nanémetros); pm e um (micrémetro); M (molar); mM (milimolar);
uM e uM (micromolar); U (unidades); V (volts); PM (peso molecular); s (se-
gundos); min (minutos); h (horas); MgCl, (cloreto de magnésio), NaCl (clore-
to de sodio); DOzgo (densidade optica em 280 nm); DOsoo (densidade Optica
em 600 nm); EFT (“tempo de fermentacao eficiente"); HDL (Liquido Deter-
gente para Trabalho Pesado); EtOH (etanol); PBS (solugdo salina tampona-
da com fosfato [NaCl a 150 mM, tampao fosfato de sodio a 10 mM, pH 7,2]);
SDS (dodecil sulfato de sédio), Tris (tris(hidroximetil)aminometano); TAED
(N,N,N'N'- tetra-acetiletilenodiamina); p/v (peso em relagao ao volume); viv
(volume em relagao ao volume), GOX e GOx (glicose oxidase); AOX e AOx
(dlcool oxidase); COX e Cox (colina oxidase); HOX e HOx (hexose oxidase);
SOX e Sox (sorbitol oxidase); AATCC (American Association of Textile and
Coloring Chemists); WFK (wfk Testgewebe GmbH, Bruggen-Bracht, Alema-
nha); Testfabrics (Testfabrics Inc, Pittston PA); ATCC (American Type Cultu-
re Collection, Manassas, VA); Geneart (Geneart, Regesburg, Alemanha);
Invitrogen (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA); Baker (J.T.Baker, Phiilipsburg,
NJ); NAEF (NAEF, Press and Dies, Inc., Bolton Landing, NY); Fluka (Fluka
Chemie AG, Buchs, Suiga); Prometric (Prometic Biosciences, Wayne NJ);
Minolta (Konica Minolta. Glen Cove, NY); e Sigma (Sigma-Aldrich Chemical
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Co., St. Louis, MO).
EXEMPLO 1: Construcao de Cepas que Expressam Sorbitol O-

xidase de Streptomyces sp. h-7775 em Streptomyces lividans

A sequéncia de proteina (SEQ ID NO: 1) da sorbitol oxidase foi
obtida a partir da sequéncia de aminoacidos publicada (Ver, por exemplo,
Hiraga e outros, Biosci. Biotechnol. Biochem., 62: 4347-353 [1998]). A se-
quéncia sinal da via de argininas em par do gene SCO6772 de Streptomyces
ceolicolor (SEQ 1D NO: 3) foi obtida a partir da sequéncia gendmica comple-
ta de Streptomyces coelicolor.

A sorbitol oxidase foi expressa em Streptomyces na forma de
uma proteina de fusdo da sequéncia sinal da proteina SCO6772 (SEQ ID
NO: 3) e a sorbitol oxidase (SEQ ID NO: 1). Um sitio de restricao para Ncol
foi introduzido na extremidade a 5' do DNA para as finalidades de clonagem,
que resultou na adigdo de residuos do aminodcido glicina na posigao 2 (Ver,
SEQ ID NO: 4).

Um sitio de restricao para BamHI também foi introduzido na ex-
tremidade a 3’ do DNA para as finalidades de clonagem. Os cédons do gene
de fusao foram otimizados para a expressdo em Streptomyces lividans. O
DNA foi sintetizado pela Geneart. O fragmento de DNA abrangendo os dois
sitios de restrigao (isto &, de Ncol até BamHI (SEQ ID NO: 5)) foi clonado no
plasmideo de expressao em Streptomyces pKB105 (Ver, o Pedido de Paten-
te U.S. N2 de Série 11/303.650, depositado em 16 de dezembro de 2005,
incorporado como referéncia em sua totalidade) que foi cortado com BamHl
completamente e com Ncol parcialmente.

O plasmideo de expressdo (pKB105-TAT-SOX-7775; Figura 1)
foi transformado na cepa g3s3 de Streptomyces lividans (Ver, o Pedido de
Patente U.S. N2 de Série 11/305.650, supra) e trés transfectantes foram se-
lecionados e cultivados em meio TS durante 2-3 dias na presenga de 50
ug/mL de tiostreptona a 30°C. As células foram entao transferidas para um
meio de produgdo isento de agentes antimicrobianos e o cultivo foi continua-
do durante mais trés dias. Entao, 1 mL da cultura foi transferido para cada

um de dois tubos de cultura e as células foram removidas por centrifugacao



10

15

20

25

30

62

© sob condigdes suficientes para separar as celulas dos sobrenadantes. Os

sobrenadantes obtidos partindo destes dois tubos de cultura foram testados
em ensaios da atividade enzimatica. Dois oligos (SEQ ID NO: 6 e SEQ ID
NO: 7) foram obtidos na Invitrogen.
GCGCTAGCCGGCCCCCCGGCACAGGCCATGACCCCGGCCGAGAAGAA
CTGGG (SEQ ID NO: 6)

CAGGAAACAGCTATGAC (SEQ ID NO: 7)

Os iniciadores foram utilizados na PCR para a amplificagao do
gene da sorbitol oxidase e para fundir o gene da sorbitol oxidase com a se-
quéncia sinal celA. A mistura da reagéo da PCR contendo DNA, dNTPs, ini-
ciador e 4% de DMSO em 1x tampao foi aquecida a 98°C durante 4 minutos
para desnaturar os moldes de DNA. A enzima Herculase® Il (Stratagene) foi
adicionada no tubo e a reacdo da PCR foi realizada em 30 ciclos de 98°C
durante 30 segundos, 62°C durante 30 segundos e 72°C durante 1 minuto e
8 segundos. A extensio final a 72°C foi feita durante 5 minutos e a reagao
foi resfriada a 4°C.

O fragmento da PCR resultante continha uma parte da sequén-
cia sinal celA, o gene da sorbitol oxidase e uma parte da sequéncia do vetor
contendo dois sitios de enzimas de restrigao (SEQ ID NO: 8).

O fragmento da PCR foi digerido com as enzimas de restricao
Nhel e BamHI para remover a parte da sequéncia do vetor. O fragmento re-
sultante foi entao clonado no vetor de expressdo pKB105 para gerar o plas-
mideo "pKB105-CelA-Sox7775" (Ver, a Figura 2). O plasmideo de expressao
foi transformado na cepa g3s3 de Streptomyces lividans e trés transforman-
tes foram selecionados e cultivados em meio TS durante 2-3 dias na presen-
¢a de 50 ug/mL de tiostreptona a 30°C. As células foram entéo transferidas
para um meio de produg&o isento de antibiticos e o cultivo foi continuado
durante mais trés dias. Entdo, 1 mL da amostra foi transferido para cada um
dos dois novos tubos de cultura e as células foram removidas e a enzima foi
purificada como descrito no Exemplo 2.

EXEMPLO 2: Expressao do gene da sorbitol oxidase de Strep-
tomyces sp. H-7775 na cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli.
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A sequéncia de aminodcidos do gene da sorbitol oxidase do ge-
ne SOX de Streptomyces sp. H-7775, publicada por Hiraga e outros 1998.
Bioscience Biotech Biochem. 61: 1699-1704, 1998 foi recuperada do banco
de dados de sequéncias.

Um gene sintético (com codons neutros) codificando o gene
SOX de H-7775 foi utilizado para expressar o gene da sorbitol oxidase na
cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli. O vetor de expressao pET 24a com o gene
SOX foi clonado na forma do fragmento de Ndel + Bam HI. O plasmideo re-
sultante (Figura 5a) foi transformado e propagado nas células de E. coli
Top10 (Invitrogen, USA). Os transformantes resistentes a canamicina con-
tendo o gene SOX de 1,2 kb foram identificados através do método de PCR
direto com coldnias. Os transformantes positivos em relagdo a SOX foram
cultivados e o DNA plasmideal foi isolado. O DNA plasmideal contendo o
gene SOX clonado foi entdo utilizado para transformar a cepa hospedeira
BL21(DE3)pLysS. A reagao de transformagao inteira foi utilizada diretamente
para inocular frascos de 250 mL contendo 25 mL de LB + o antibidtico ca-
namicina (50 ug/mL) e cloranfenicol (34 ug/mL). As culturas foram incubadas
durante a noite com agitagdo a 37°C. Um frasco de 2 litros contendo 500 mL
de LB contendo canamicina (50 ug/mL) e cloranfenicol (34 ug/mL) foi inocu-
lado com 25 mL da cultura mantida durante a noite e foi adicionalmente
permitida que crescesse durante 2 horas até atingir aproximadamente uma
DOgoo de 0,4-0,6 fase logaritmica média. O IPTG em uma concentragao final
de 1 mM foi adicionado nas culturas. As culturas foram adicionalmente incu-
badas durante mais 2 horas e entdo coletadas por centrifugagéo. Os péletes
resultantes foram ressuspensas em tampao fosfato e as células foram pas-
sadas através de uma prensa de French para o rompimento/lise das células.
Os lisados de células diferentes foram analisados em relagdo a atividade de
sox (ver a Tabela 1 abaixo) e fracionados por eletroforese em gel (condigdes
nativas & desnaturantes). Os lisados de células foram fracionados em um
gel nativo que foi adicionalmente testado em um ensaio de atividade de co-
bertura em gel utilizando sorbitol como o substrato e um ensaio baseado na

redugdo mediada por PMS de NBT. A figura 5b mostra a presenca de uma
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banda de proteina corada distinta correspondente a uma flavoproteina, a
proteina SOX que possui atividade em relagdo ao sorbitol. O PMS/NBT € um
ensaio para diagnostico para flavoproteinas em que PMS = metossulfato de
fenazina € um mediador redox que é reduzido por FAD reduzido. A glicose
oxidase também & uma flavoproteina na faixa 1 figura 5b, mas nao e ativa
em relagdo ao sorbitol, assim, a auséncia da banda corada. P10 € um trans-
formante com o vetor pET24a vazio (sem o gene SOX) mostrando a ausén-
cia da banda da proteina ativa de SOX. A auséncia de uma banda corada na
faixa 1 mostrou que a glicose oxidase n&o é ativa em relagdo ao sorbitol, o
substrato utilizado na mistura para o ensaio de cobertura. Este ensaio pode,
portanto, ser utilizado para determinar se a primeira oxidase tal como a poliol

oxidase da invengdo ndo possui atividade significativa sobre o segundo
substrato.

1. Reagente de ensaio (100 mM de Kpi, pH 7, 1% de Sorbitol, ABTS a 5 mM, 10U7 mL
de HRP)

2. 37°C, 990 ulL do reagente de ensaio
3. 3 minutos

4. controle P10 = 0,2 U/mg
5.P18=1,2U/mg

6. P6 =1,05 U/mg

7. P6H = 1,49 U/mg

8. P19=0,69 U/mg

9. P19H =1,17 U/mg

10. 1,1 Uimg. Expresséo de E. coli Oda & Hiraga da SOx na fase de extracao celular

Tabela 1: Atividade de SOX utilizando o (ensaio de ABTS/HRP) com 6 extra-
tos diferentes de E. coli. O extrato P10 é um controle negativo com atividade
de fundo.

A Tabela 1 mostra a produgado da sorbitol oxidase com uma en-
zima ativa em E. coli BL21(DE3)pLysS. O controle negativo mostrou uma
atividade de fundo de 0,2 U/mg. A atividade enzimatica foi aumentada atra-

vés do aquecimento (H) dos extratos isentos de células P6H & P19H, indi-
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cando que uma etapa de tratamento térmico pode ser utilizada para a purifi-

cacéo da proteina SOX. A SOX expressa por E. coli tem uma atividade es-

pecifica similar & do trabalho previamente realizado por Kohei Oda & Kazumi
Hiraga (Biosci Biotech Biochem 61: 1699-1704, 1997).

EXEMPLO 3: Expressao do suposto gene da sorbitol oxidase de

Streptomyces coelicolorllividans na cepa S3G3 de Streptomyces lividans
A gi|28380233|sp|Q92BU1|XYOA_STRCO de Streptomyces

coelicolor comentada com uma provavel xilitol oxidase (XOX) foi identificada

por buscas em blast como sendo mais proxima em relagéo a identidade de
sequéncia (entre 54-60% dependendo do alinhamento) ao gene da sorbitol
oxidase de Streptomyces sp. H-7775. O local contendo o suposto gene XOX
de Streptomyces coelicolor, SCO6147, a sequéncia ORFNames=SCIA9.11c,
foi recuperado do banco de sequéncias e varios iniciadores génicos especi-
ficos & e iniciadores flanqueadores foram utilizados para‘isolar 0 gene cor-
respondente de S. lividans pela PCR. A sequéncia do genoma completo de
Streptomyces lividans ainda nao esta disponivel, mas é quase idéntica a do
genoma totaimente sequenciado de S. coelicolor. A reagéao final da PCR
consistia nos Iniciadores us-sco1 5'gcccatatgaggcgacatcacggtcace (SEQ 1D
NO: 9) e Is-sco1 5'ggatcctcagcccgegageaceee (SEQ ID NO: 10), o DNA ge-
némico de S. lividans com o molde resultando na sintese de um fragmento
da PCR de 1,269 kb. As condigbes da PCR utilizadas nesta etapa final da
PCR consistiam em 30 ciclos: desnaturaciao a 94°C durante 55 segundos,
anelamento a 55°C durante 55 segundos, extensdo durante 1-2 minutos a
68°C. A polimerase utilizada é a Platinum Pfx DNA polimerase mais a solu-
c¢ao intensificadora da Invitrogen. O produto da PCR resultante foi clonado
diretamente em um vetor de E. coli PCR Blunt TOPO. Os iniciadores us-s1
5'gccatgggcgacatcacggtcaccaac (SEQ ID NO: 11) e Is-s1 §' atggatcctcage
ccgcgageaccee (SEQ ID NO: 12), foram utilizados em uma reagéo da PCR
utilizando as mesmas condi¢des como acima. O produto da PCR de 1,268
kb foi digerido com Ncol-BamHI e o fragmento resultante foi clonado direta-
mente em um vetor pK105 de Streptomyces digerido com Ncol + Bam HI. O

constructo final & o vetor de expressao denominado pSMM-SOX (S. lividans)
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“na figura 6. O SOX clonado no PCR Blunt TOPO foi utilizado para verificar a

sequéncia de nucleotideos do suposto gene SOX. Os 5 pL do DNA plasmi-
deal (figura 6) foram utilizados para transformar protoplastos de Streptomy-
ces g3s3. A reacao de transformagao foi plaqueada em placas R5 e incuba-
da a 32°C durante 18 horas. Uma cobertura de égar nutritivo mole contendo
tiostreptona foi vertida sobre as placas que foram adicionalmente incubadas
durante 3 dias. As coldnias isoladas foram utilizadas para inocular um frasco
de 250 mL com 20 mL de meio TS-G contendo tiostreptona. Apés 3 dias de
cuitivo com agitagao a 30°C, aliquotas de 2 mL foram utilizadas para inocular
um frasco de 250 mL contendo o meio de producgédo. Os péletes de células
foram coletados por centrifugacgao, ressuspensos em tampéo e rompidos. A
Tabela 2 mostra as atividades de SOX presentes nos extratos isentos de

células provenientes de transformantes diferentes de Streptomyces.

Transformante 17 20 22 24
1 11,38 8,03 10,89 13,60
2 6,77 13,14 12,38 10,38
3 8,88 16,81 8,85 17.3
4 9,37 12,32 16,30 18,28
5 7,34 11,68 0,02 18,14

Tabela 2. Atividades de SOX dos extratos isentos de células provenientes de
20 transformantes diferentes de Streptomyces que exibem quantidades de
atividade variaveis. Ensaio da Atividade do Supostc SOX (ABTS/HRP)
(U/mg).

O DNA e as sequéncias de proteinas da sorbitol oxidase de S.
coelicolor (SC08147) s&o mostrados como as SEQ ID NOs: 2 e 13, respec-
tivamente.

EXEMPLO 4. Purificacao da Sorbitol Oxidase

Neste Exemplo, sdo descritos os métodos utilizados para a puri-

ficacao da sorbitol oxidase produzida por S. lividans (Ver, Exemplos 1 — 4). A

sorbitol oxidase de Streptomyces lividans fica localizada nos micelios. Assim,
a enzima foi isolada através da lise celular utilizando uma prensa de French
partindo do extrato celular em tampao de Kpi a 100 mM, fosfato de potassio,

pH 7,0. O extrato celular foi aquecido a 50°C durante uma hora, seguida pela
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centrifugacdo suficiente para remover os restos celulares. O sobrenadante
do lisado de células foi entao misturado com sulfato de amoénio a uma satu-
racao de 32% para precipitar a fragéo de proteina contendo a sorbitol oxida-
se. O precipitado de proteina foi mantido a 4°C durante a noite e entdo sepa-
rado do liquido principal por centrifugacéo a 10.000 RPM utilizando uma cen-
trifuga Sorvall e um rotor SLA-1500 da Sorvall.

O precipitado de proteina foi entdo lavado com uma solugéo de
sulfato de amonio saturada a 32%. O precipitado de proteina lavado foi dis-
solvido novamente em tampéo de Kpi e o material insolavel foi descartado. A
fragao solvel foi submetida & dialise contra tampao de Kpi a 25 mM, pH 7,0,
durante a noite e entdo adicionalmente purificada utilizando cromatografia
por afinidade na resina laranja reativa (Prometic). Esta preparacéo de sorbi-
tol oxidase parcialmente purificada e o lisado de células do caldo de fermen-
tacdo (EFT de 108 h) foram utilizados como amostras nos experimentos pa-
ra o bioalvejamento. O peso molecular da enzima foi determinado como
sendo de ~45.000 Da por eletroforese em gel de SDS-PAGE. O grupo pros-
tético € um FAD ligado covalentemente (1 mol de FAD para 1 mol de SOX).
EXEMPLO 5: Estabilidade e Desempenho de Alvejamento de SOX em Con-
dicbes de Lavagem de Roupas HDL

Neste Exemplo, sdo descritos métodos para a determinagéo da
estabilidade e do desempenho de alvejamento de SOX nas condigdes de
lavagem de roupas com detergente liquido da AATCC. Nestes experimentos,
é utilizado o detergente padronizado da AATCC (American Association of
Textile Chemists and Colorists Heavy Duty Liquid Detergent Version 2003
sem agente de brilho; os componentes-chave incluem alcano sulfonato line-
ar, alcool etoxilado, propanodiol, acido citrico, acido graxo, soda caustica e
agua; Testfabrics).

Sao utilizadas trés amostras de tecido de algoddo que podem
ser alvejadas com suco (STC CFT CS-15), vinho (STC CFT CS-3) e cha
(STC CFT BC-3). As amostras de tecido sé&o cortadas em circulos de 15 mm
com um furador de tecidos (Modelo B equipado com um cortador de molde
de 1,58 cm (5/8”); Modelo 93046; NAEF).
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Os discos isolados de amostras de tecido sdo colocados em ca-

- da poco de uma microplaca de 24 pogos (Costar 3526). Um (1) mL de solu-

¢ao de lavagem pH 8, contendo por litro, 1,5 mL de detergente AATCC HDL,
sorbitol a 75-100 mM, dureza de 6 gpg (diluido da solu¢éo de dureza esto-
que de 15000 gpg contendo cloreto de calcio a 1,735 M e cloreto de magné-
sio a 0,67 M) e 0,05% de TAED (tetra-acetiletilenodiamina, Fluka) é adicio-
nado em cada pogo. Cinco até quinze (5-50 uL) microlitros de sorbitol oxida-
se parcialmente purificada ou de sorbitol oxidase obtida partindo de uma cor-
rida de fermentacéo tardia (108 h EFT "tempo de fermentacéo eficiente")
produzidos como descrito nos Exemplos 1 e 2, sdo adicionados com uma
pipeta de deslocamento positivo em 3-8 pogos em uma coluna. A hexose
oxidase ou a glicose oxidase ¢ adicionada a 0,5, 5, 50, 500, 1000 e 1500 U.
Os pogos de. controle ndo continham enzima. A microplaca foi coberta com
uma tampa de plastico e folha de aluminio a 37°C com rotacéo suave a 100
rpm durante 14 h. As placas s&o entdo removidas do agitador e testadas em
relacéo a presenga de peroxido de hidrogénio com tiras de teste para pero-
xido (Baker).

Cem microlitros (100 pl) de carbonato de sodio a 0,1 mM séo
adicionados em cada poco para aumentar o pH para 10. As microplacas sao
incubadas com rotagao durante mais 90 min e os sobrenadantes removidos
por aspiragdo. Cada pogo ¢é lavado trés (3) vezes com 1,5 mL de PBS de
Dulbecco, pH 7,3 e trés (3) vezes com 1,5 mL de agua destilada. Cada disco
& removido de seu poco e seco durante a noite entre folhas de toalhas de
papel e ndo expostos a luz direta. Os discos sao inspecionados visualmente
e entdo analisados com um Refletometer CR-200 (Minolta) calibrado em um
ladrilho branco padronizado. Os valores médios de L séo calculados como a
porcentagem de liberagéo de sujeira (% de SR = 100% X (Refletancia final -
Refletancia inicial)/(Refletancia de um padrao branco - Refletancia inicial).

Os resultados preliminares confirmam que a composigéo de sor-
bitol oxidase/hexose oxidase & estavel em um sistema de detergente liquido
tipico e & capaz de produzir uma concentragao eficiente de peroxido de hi-

drogénio na presenga de seu substrato sorbitol misturado com o detergente
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e oxigénio atmosférico disponivel. Em adig&o, o peroxido de hidrogénio ge-
rado pela composi¢do na presenga de um agente de reforgo de alvejamento
(isto &, TAED) é capaz de auxiliar no alvejamento de manchas coradas tipi-
cas tais como mirtilo, cha e vinho.

EXEMPLO 6: Estudo da Faixa de Substratos da Sorbitol Oxidase

A sorbitol oxidase obtida utilizando os métodos descritos nos

Exemplos 3 — 4, foi testada para observar sua atividade com varios substra-
tos de poliol. Todos os substratos utilizados no ensaio estavam a 55 mM em
tampao fosfato a 100 mM pH 7,0 a 25°C. A atividade relativa utilizando sorbi-
tol como (++++++ = 100%) é mostrada abaixo na Tabela 1. Em adi¢éo a es-
tes substratos, & considerado que outros substratos, incluindo, mas nao limi-

tados ao glicerol, encontrardo uso na presente invengao.

Composto Atividade Relativa (+, 0)
D-Sorbitol ++++++
D-Xilitol ++++
D-Manitol +++
D-Ribitol +
Mio-Inositol +
Glicerol +
1,3-propanodiol +/2
1,2-propanodiol +/2
Propileno glicol 0
Etileno glicol 0

EXEMPLO 7: Determinacéao da atividade de SOX, HOX e GOX.

As glicose oxidases possuem a capacidade de oxidar a glicose

para produzir peréxido de hidrogénio. Os exemplos s&o carboidrato oxidase,
gluco-oligossacarideo oxidase e glicose oxidase. A hexose oxidase também
pode ser classificada como uma glicose oxidase, embora esta tenha tipica-
mente uma especificidade mais ampla, com atividade significativa sobre ou-
tras hexoses assim como dissacarideos, tal como a maltose.

Definicoes de unidade

1 unidade de poliol (POX) corresponde a quantidade de enzima,
que sob as condigdes especificadas resulta na conversao de 1 pmol do poli-
ol especificado por minuto, com a produgao resultante de 1 pmol de peroxido
de hidrogénio (H20).
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1 unidade de sorbitol oxidase (SOX) corresponde a quantidade
de enzima, que sob as condigdes especificadas resulta na conversao de 1
umol de sorbitol por minuto, com a produgao resultante de 1 umol de peroxi-
do de hidrogénio (H20).

Definicao: 1 unidade de hexose oxidase (HOX) corresponde a
quantidade de enzima que sob as condigbes especificadas resulta na con-
versao de 1 pmol de glicose ou de um aglcar hexose alternativo, por minuto,
com a produgéo resultante de 1 pmol de peroxido de hidrogénio (H202).

Definicdo: 1 unidade de glicose oxidase (gluOX) corresponde a
quantidade de enzima que sob as condigdes especificadas resulta na con-
versdo de 1 pmol de glicose por minuto, com a produgdo resultante de 1
umol de peréxido de hidrogénio (H205).

Ensaio da atividade de SOX, HOX ou GOX em placas para mi-
crotitulacao (300 pL)

Os substrato ABTS corante da peroxidase da rabano silvestre
comumente utilizado foi incorporado no ensaio, medindo a produgéo de
H,0, obtida por HOX ou GOX, respectivamente. ABTS serve como um subs-
trato cromogénico para a peroxidase. A peroxidase em combinagdo com
H,0 facilita o transporte de elétrons do corante cromogénico, que € oxidado
em um composto intensamente verde/azul.

Ensaio in vitro

Uma mistura de ensaio continha 266 uL de sorbitol (Sigma P-
5504, 0,055 M em tampao fosfato de sodio a 0,1 M, pH 6,3), (ou um substra-
to alternativo, por exemplo, xilitol), 12 uL de acido 2,2’-Azino-bis(3-etil-
benzotiozolina-6-Sulfonco) (ABTS) (Sigma A-9941, 5 mg/mL de solugéo a-
quosa), 12 uL de peroxidase (POD) (Sigma P-6782, 0,1 mg/mL em tampao
fosfato de sodio a 0,1 M, pH 6,3) e 10 plL de solugdo aquosa de enzima
(SOX ou HOX).

O ensaio & realizado a 25°C.

A incubacéo foi iniciada pela adigao de glicose. A absorbancia
foi monitorada em 405 nm em uma leitora de ELISA. Uma curva padrao, ba-

seada nas concentragdes variaveis de H,O,, foi utilizada para o calculo da
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atividade enzimatica de acordo com a defini¢cao anterior.

As reagdes que sao ilustradas utilizando sorbitol podem ser des-
critas da maneira a seguir:

sorbitol + O, + - glicose + H,O, (1)

glicose + O, + H,O — acido glucbnico + H,0; (2)

H,O, + 2ABTS (incolor) + 2 H* — 2 H,O + 2ABTS (azul/verde) (3)

A reacéo (1) é catalisada pela enzima (SOX).

A reacdo (2) é catalisada pela enzima (HOX ou GOX).

A reacgéo (3) é catalisada pela enzima (POD).

. Em relagdo a reagéo (2) GOOX e MnCO sao também enzimas
capazes de catalisar esta reagao. '

Para os ensaios ‘in situ’ pode ser necessario diluir a matriz antes
de realizar o ensaio, de forma que o efeito de substancias interferentes que
reagem de forma inespecifica com os componentes do ensaio fique pequeno
o suficiente para ser omitido. Alternativamente, a composi¢ao de matriz pode
ser preparada excluindo a(s) substancia(s) interferente(s).

EXEMPLO 8: Atividade relativa sobre xilitol e sorbitol

A finalidade era medir a diferenca na atividade da sorbitol oxida-
se sobre D-sorbitol e D-xilitol. O ensaio de ABTS foi utilizado como descrito
anteriormente para medir a taxa de produgdo de H,O, em que tanto o D-
sorbitol quanto o D-xilitol eétavam em excesso. A mesma quantidade de en-
zima, que € preparada nos exemplos anteriores foi utilizada em ambos os
casos. A tabela abaixo mostra a atividade relativa sobre os dois substratos
(fornecida em valores percentuais). A enzima utilizada era como a preparada

nos Exemplos 3 & 4.

Substrato Atividade relativa %
D-sorbitol 100
D-xilitol - 47,6

EXEMPLO 9. Sinergia entre as duas enzimas

As Trés Enzimas Utilizadas Neste Exemplo eram:
1. Hexose oxidase: Hoxypure®, disponivel na Danisco A/S.
2. A sorbitol oxidase de S. coelicolor (SC06147) foi obtida co-
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mo descrito nos exemplos 3-4 anteriores.

3. Glicose oxidase: Sigma G7141.

No exemplo abaixo, as quantidades de enzima sao fornecidas
como quantidades unitarias.

Uma unidade de HOX é a quantidade de enzima que produziu
1 umol de H,O,/min quando os substratos estavam em excesso.

Uma unidade de GOX é a quantidade de enzima que produziu
1 umol de H,O,/min quando os substratos estavam em excesso.

Uma unidade de SOX é a quantidade de enzima que produziu
1 umol de H,02/min quando os substratos estavam em excesso.

Obervacao. Nos exemplos abaixo, apenas a SOX tera substra-
tos em excesso. O agucar gerado sera o fator limitante para a enzima se-
cundaria. Como citado acima a atividade é fornecida na forma de uma por-
centagem do valor de SOX que catalisa D-sorbitol quando tanto o D-sorbitol
quanto 0 oxigénio estao em excesso.

As velocidades iniciais foram medidas ao longo de 5 minutos em
um ensaio de 300 uL de ABTS (como descrito anteriormente). A produgéo
da taxa de produgao de peroxido de hidrogénio foi extrapolada partindo de
uma curva padrao. A atividade medida, mostrada na Figura 3 e na Figura 4 é
fornecida na forma de um valor percentual. 100% é definido como a taxa de
produgdo de perdxido de hidrogénio pela sorbitol oxidase isoladamente,
quando os substratos D-sorbitol e oxigénio estao em exéesso (Curvas de
velocidade linear).

EXEMPLO 10: COMPRIMIDO MASTIGAVEL

A composicdo de enzima é preparada através da adigéo de 1

unidade de SOX (como preparada nos Exemplos 1-4) e a hexose oxidase ou
a glicose oxidase ¢ adicionada a 0,5, 5, 50, 500, 1000 e 1500 U por microli-
tro de tampao fosfato de s6dio a 100 mM, pH 6,7, sorbitol a 50 mM. A com-
posicdo aquosa de enzima é utilizada para preparar um comprimido masti-
gavel. Um comprimido contendo a composigcao de enzima e composigdes
para goma sao preparados utilizando ingredientes de base convencionais

como apresentado abaixo (os ingredientes listados em termos de % em pe-



10

15

20

25

30

73

© S0).

Um comprimido contendo a composi¢éo de enzima e as compo-
sicdes para goma sdo preparados utilizando os ingredientes de base como

apresentado abaixo (os ingredientes listados em termos de % em peso).

Composicao de enzima 0,5% (fornecida como parte do componente de
agua)

Lycasin a 75% 48,9%

Isomalte ou xilitol 23,1%

Oleo vegetal hidrogenado 87 %
Agua 4,8%
Gelatina (solugao a 40%) 2,9%
Fosfato dicalcico revestido

com amido 8,7%

Mistura de mono-diglicerideos 0,8%

Lecitina 0,3%

Aspartame 0,05%
Aspartame K 0,05%
Vanilina 0,05%
Glicerina 0,1%

Bicarbonato de sédio 0,10%
Sabor de hortela 0,19%

O comprimido mastigavel é preparado através da fervura de I-
somalte, Lycasin, agua, gordura, mistura de mono e diglicerideos, glicerina e
lecitina a 131°C apés o que a glicerina é adicionada e a mistura é resfriada a
30°C (HOX) ou a 60°C (GOX). Depois disso, o bicarbonato de sddio, a com-
posigao de enzima, o fosfato dicalcico e o restante dos ingredientes sao adi-
cionados. Depois disso, a mistura resfriada a temperatura ambiente (23°C)
foi moida em p6 e comprimida em um comprimido utilizando uma prensa
para comprimidos.

Eficiéncia da Reducao de Placa In Vivo

O comprimido mastigavel é testado em relagdo a redugao de

placa em 2 e em 5 horas apés a mastigagdo por voluntarios humanos utili-
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zando placa cultivada in vivo em um aparato de retengao intraoral sobre pla-
cas de hidroxiapatita. A microscopia confocal & utilizada para visualizar e
quantificar as alteragdes na cobertura da placa e na ultraestrutura da placa.
A remogao de placa também foi medida através de microscopia luminosa
convencional corando a placa antes e depois do tratamento com o indicador
cristal violeta e medindo as alteragdes na intensidade de cor. O Image Pro
Analysis Software é utilizado para realizar a andlise das imagens e as medi-
¢oes quantitativas. A intensidade de cor foi medida e utilizada para determi-
nar a remogao de manchas. Quanto maior a intensidade maior € a eficiéncia
de limpeza.

EXEMPLO 11: GOMA DE MASCAR

Os ingredientes a seguir podem ser combinados para preparar

uma goma de mascar que compreende a composi¢ao da invengao:

Base para goma 31,20%
Sorbitol 28,08%
xilitol 5,23%
Composigao de enzima 1,00% (ver o exemplo anterior)
Acessulfame K 0,16%
Aspartame 0,16%
P6 de mentol 1,00%
Aroma liquido 0,47%
Isomalte PF 11,70%
Isomalte DC 16,00%
Agentes antiformagao de torta* 4,00%
Aroma 2,00%

* Estearato de magnésio, talco, silica-gel.
EXEMPLO 12: TINTA A BASE DE AGUA

Os ingredientes a seguir podem ser combinados para preparar

uma tinta a base de agua que compreende a composigéo da invengao:
Composicao de enzima 0,5%
Sorbitol 0,5%
Pigmento 15%
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. Agente aglutinante acrilico 25%
Agua 50%
Outros aditivos* 9,5%

*podem incluir os seguintes dependendo do tipo de tinta: agente de disper-
sdo0, agente de suspensao, dispersante, desespumante, agente umectante,
agente de coalescéncia, varios materiais de enchimento, tensoativo, cobioci-
das, espessantes, coconservantes, latex.
EXEMPLO 13: TINTA A BASE DE OLEO

Os ingredientes a seguir podem ser combinados para preparar

uma tinta a base de éleo que compreende a composigao da invengao:

Composicéo de enzima 0,5%, dissolvida em 80% de sorbitol

Pigmento TiO- 20%
Aglutinante alquidico 40%
Solvente hidrocarboneto 20%
outros aditivos* 19,5%

*podem incluir os seguintes dependendo do tipo de tinta: agente de disper-
s30, agente de suspensao, dispersante, desespumante, agente umectante,
agente de coalescéncia, materiais de enchimento, tensoativo, cobiocidas,
espessantes, coconservantes, latex.



LISTAGEM DE SEQUENCIA

'<110> Danisco A/S

<120> COMPOSICAO QUE COMPREENDE UM SISTEMA ENZIMATICO ACOPLADO
<130> 16318PCTO00

<160> 13

<170> PatentIn versdo 3.3
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<211> 420

<212> PRT

<213> Streptomyces sp. H7775

<400> 1

Met Thr Pro Ala Glu L§s Asn Trp Ala Gly Asn Ile Thr Phe Gly Ala
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195

Ser

Lys

Ala

Thr

Phe

275

Tyr

Ala

Thr

Thr

Pro

355

Pro

Leu

Pro

Ser

val

Gly

Tyr

180

Asp

Leu

Arg

Ala

Glu

260

Arg

Leu

Ile

Val

Val

340

Val

His

Tyr

Ala

3
47
PRT

Streptomyces coelicolor

3

Val

Ile

Ala

165

Glu

Pro

Phe

Arg

Glu

245

Gln

Ala

Met

Arg

Ala

325

Ala

Val

Trp

Pro

Gly
405

5

Val

Ala

150

Leu

Met

Ala

Thr

Thr

230

Lys

Phe

Glu

Pro

Glu

310

Ala

Ala

Arg

Gly

Arg

390

Lys

Arg

135

Arg

Gly

Glu

Thr

Asp

215

Asp

Met

Gly

Phe

Arg

295

Thr

Asp

His

Arg

Lys

375

Leu

Phe

Glu

Gly

Val

Gln

Phe

200

Trp

Arg

His

Val

Thr

280

Glu

Leu

Ala

Phe

Leu

360

Val

Ala

Thr

Val

Asp

Val

His

185

Glu

Arg

Pro

Pro

Pro

265

Pro

His

Ala

Gln

Thr

345

Glu

Phe

Asp

Asn

Glu

Glu

Thr

170

Val

Thr

Ala

Leu

Val

250

Gly

Ser

Ala

Pro

Trp

330

Trp

Glu

Thr

Phe

Ala
410

10

Leu

Arg

155

Ser

Phe

Val

Pro

Asp

235

Pro

Pro

Ser

Leu

Val

315

Leu

Val

Ala

val

Gly

395

Phe

Val

140

Phe

Leu

Thr

Met

Gly

220

Gly

Gly

Trp

Gly

Ala

300

Leu

Ser

Glu

Leu

Pro

380

Ala

Val

Thr

Gly

Thr

Glu

Ala

205

Phe

Phe

Met

His

Ala

285

Ala

Gln

Pro

Asp

Val

365

Ala

Leu

Arg

Ala

Gly

Leu

Leu

190

Ala

Arg

Pro

Pro

Glu

270

Glu

Leu

Thr

Ala

Thr

350

Pro

Gly

Ala

Gly

Asp

Ala

Asp

175

Pro

Ala

Gln

Tyr

Ala

255

Arg

Leu

His

Cys

Tyr

335

Ala

Phe

Glu

Gly

Val
415

15

Gly

Val

160

Leu

Leu

Tyr

Val

Ala

240

Val

Leu

Gln

Ala

Glu

320

Gly

Ala

Ala

Leu

Ala

400

Leu



Gly Gly Ala Leu Ala Leu Pro Ala Leu

20

25

Ala Pro Ala Ala Gly Pro Glu Asp Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Ser

Ala

Met

Lys

65

Ala

Thr

Arg

Gly

Ala

145

val

Gly

Thr

Gly

Phe

225

Ala

Phe

Arg

Gly

Gly

Ala

Thr

50

Arg

Ala

Val

Val

Leu

130

Leu

Ala

Ala

Leu

Ala

210

Glu

Ala

Thr

Val

35

Thr

Gly

Pro

35

Pro

Leu

Ser

Ala

Val

115

Arg

Ala

Thr

Val

Arg

195

Leu

Val

Arg

Asp

Gly
275

4

468
PRT

40

Streptomyces sp. H7775

4

Glu

Ala

20

Ala

Ala

Cys

Gly

Asp

100

Asp

Phe

Asn

Gly

Arg

180

Arg

Gly

Arg

Phe

Trp
260

Asp

Val
Leu
Ala
Glu
Val
Ala
85

Thr
Ile
Gly
Leu
Thr
165
Ala
Thr
Val
Gln
Asp

245

Arg

Glu

Ser

Ala

Gly

Lys

Pro

70

Val

Ser

Asp

Glu

Gly

150

His

Leu

Asp

Val

Trp

230

Glu

Pro

Gly

Arg Arg Lys

Leu

Pro

Asn

55

Arg

Arg

Gly

Val

Phe

135

Ser

Gly

Ser

Glu

Thr

215

Val

Val

Gly

Ala

Pro

Glu

40

Trp

Ser

Pro

Asp

Pro

120

Ala

Leu

Ser

Leu

Asp

200

Ser

Tyr

Met

Pro

Arg
280

Ala

25

Asp

Ala

Val

Leu

His

105

Gly

Ala

Pro

Gly

Val

185

Phe

Leu

Glu

Ser

Val
265

Ser

Gly Ala Pro Pro Ala Thr Ala

30

Pro Gly Pro Ala Ala Ala

Leu

10

Leu

Leu

Gly

Arg

Gly

20

Val

Arg

Glu

His

Val

170

Thr

Ala

Glu

Asp

Ala

250

Gly

Val

Met

Pro

Asn

Glu

75

Thr

Ser

Ala

Leu

Ile

155

Gly

Ala

Gly

Leu

Leu

235

Ala

Gln

Met

Lys

Ala

Gly

Ile

60

Leu

Arg

Leu

Val

His

140

Ser

Asn

Asp

Ala

Asp

220

Pro

Tyr

val

Pro

45

Gly

Pro

Pro

45

Thr

Arg

His

Ala

Ser

125

Ala

Val

Arg

Gly

Val

205

Leu

Glu

Ser

Trp

Ala
285

Ala

Pro

30

Ala

Phe

Glu

Ser

Gly

110

Leu

Arg

Ala

Ser

Glu

190

Val

Val

Ala

Val

Leu
270

Glu

Ala

15

Ala

Ala

Gly

Thr

Phe

95

Leu

Ser

Gly

Gly

Leu

175

Thr

Ser

Pro

Thr

Ser

255

Lys

Trp

Val
Thr
Ala
Ala
Val
80

Asn
Pro
Ala
Leu
Ala
160
Ala
Arg
Leu
Ala
Leu
240

val

Gln

Leu



Sequéncia de nucleotideos da fusdo

Gly Ala Arg Leu Ala Asp Gly Pro
290 295
Ala Gly Asn Cys Thr Ala Gln Gln
305 310
Arg Leu Pro His Phe Arg Met Glu
325
Leu Gln Ser Glu Tyr Phe Val Ala
340
Glu Ala Leu Ala Arg Leu Arg Asp
355 360
Ser Glu Leu Arg Thr Val Ala Ala
370 375
His Gly Arg Asp Ser Val Ala Phe
385 390
Ala Ala Val Ala Pro Val Ala Gly
405
Phe Gly Ala Arg Pro His Trp Gly
420
Val Leu Arg Thr Leu Tyr Pro Arg
435 440
Gly Arg His Asp Pro Glu Gly Thr
450 455
Tyr Phe Arg Arg
465
<210> 5
<211> 1415
<212> DNA
<213> Artificial
<223>
SEQ ID N° 1.
<400> 5
ccatgggcac cgaggtctcc cgccgcaagce
cgctggeget gccggeccte ggcgccccge
aggacctccc gggcceccgec gccgccatga
tcaccttcgg cgccaagcgc ctgtgcgtcec
tggccgecte cggegecgtg cgecccgetgg
acacctccgg cgaccacgtg tcgctggcecg
cgggccggge cgtgtcectg tccgecggcec
acgccecgegg cctggecctg gccaacctgg
cggtcgeccac cggcacccac ggctccggeg
gcgccctgtc cctggtcacc gccgacggcg
acttcgccgg cgccgtcgtg tcectgggeg
acctggtccc ggccttcgag gtccgecagt

Arg His Pro

Gly Val Pro

315
Phe Thr
330

Pro

Arg Ala

345

Asp

Arg Ile Ala

Asp Asp

Phe Thr

395

His

Tle
410

Ala Glu

Lys Val Phe

425

Tyr Ala Asp

Phe Arg Asn

tgatgaaggg
ccgeccaccegce
cccecggcecga
cgcgeteegt
gcacccgcca
gcctgecgceg
tgcgcttcgg
gctccctgec
tcggcaaccg
agacccgcac
ccctgggegt

gggtctacga

Leu T

Val
300

Pro
Gly Pro
Asn

Ser

Ala Val

Gly

Trp

Gly

Ala

Met Pro

Glu
320

His

Asp Glu

335

Ala Tyr

350

Pro Val

365

Leu
Trp Val
Glu Ala

Ser Thr

Leu

Ser

Pro

Leu

Ala

Gln Val

Ala

Pro

Ala
400

Asp

Ala
415

Pro

Pro Glu

430

Phe Glu

445

Ala
460

Phe

cgcggcggtg
ggcgcecggcece
gaagaactgg
ccgecgagcetg
ctcgttcaac
cgtcgtcgac
cgagttcgcec
gcacatctcc
ctccctggceg
cctgcgcecegce
cgtcacctcc

ggacctgccc

Glu

Leu

Leu Val

Asp Arg

tcgggeggcyg
gccggececg
gccggcaaca
cgcgagaccg
accgtcgccg
atcgacgtcc
gccgagcetgce
gtggcgggcg
ggcgccgtec
accgacgagg
ctggagctgg

gaggccaccc

entre a sequiéncia-sinal e

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



tggcecgecceg
ggcgeecggyg
gctccgtcat
tcceceggeat
agcgcctgcec
agtacttcgt
accgcatcgce
ggctgtccce
ccgecgeegt
gcccgecactg
gctacgccga
ccttecctega
<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<440>

cttcgacgag
cccggtegge
gccggecgag
gccecgecgge
gcacttcege
cgccegegeg
cceggtectg
ggcccacggce
cgccccggte
gggcaaggtg
cttcgaggag
ccgctactte
6

52
DNA

gtcatgtcceg
caggtctggc
tggctgggceg
aactgcaccg
atggagttca
gacgccegtcg
caggtctccg
cgcgactecg
gcecggegeca
ttctccaccg
ctggtcggee

cgccgctgag

Artificial

iniciador PCR

6

ccgcectactce
tgaagcagcg
ccecgecectgge
cccagcaggg
cccegtcecaa
cggcctacga
agctgcgcac
tcgeccettceca
tcgaggaggce
ccccegaggt
gccacgaccce

gatcc

cgtgtecegtg
;gtcggcgac
cgacggcccg
cgtccecgggce
cggcgacgag
ggcgctggec
cétcgccgcc
cttcacctgg
cctggececceg
cctgcgcacc

cgagggcacc

ttcaccgact

gagggcgccce

cgccacccegg
ccgtggcacg

ctgcagtccg

cgcctgegeg

gacgacctgt

gtcccggacyg
ttcggegece

ctgtacccgce

ttccgcaacg

gcgctagccg gccccceccgge acaggccatg acceccggceccg agaagaactg gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

caggaaacag

<210>
<211>
<212>
<213>

7
52
DNA

Artificial

iniciador PCR

ctatgac

8
1370
DNA

e SEQ ID N° 1 com sitios RE introduzidos

<400> 8
gcgctagecg

atcaccttcg
gtggccgcect
gacacctccg

€cgggcecggg

cacgecegeg

gcceccecgge
gcgccaagceg
ccggcgecegt
gcgaccacgt
ccgtgtccect

gcctggeect

acaggccatg
cctgtgegtce
gcgccegcetg
gtcgcectggcece
gtccgeegge

ggccaacctg

accccggcecg
ccgegctcecg
ggcacccgece
ggcctgecge
ctgcgetteg

ggctccctge

agaagaactg
tccgegagcet
actcgttcaa
gcgtcgtega
gcgagttcgc

cgcacatctc

ggccggcaac
gcgcgagacce
caccgtecgec
catcgacgtc
cgccgagcetg

cgtggegggce

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1415

52

17

Sequéncia de nucleotideos codificando a fusdo entre a sequéncia-sinal

60

120

180

240

300

360



gcggtcgeca
- cgegeectgt
gacttcgceceg
gacctggtcc
ctggccgccc
tggcgcccgg
cgctccgtca
gtccceggcea
gagcgcctgc
gagtacttcg
gaccgcatcg
tggctgtccce
gccgeccgecg
cgcccgcact
cgctacgceceg
gccttecteg
gtgagggtta
<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

_ccggcaccca

ccectggtceac
gcgeccgtegt
cggcecttcga
gcttcéacga
gcccggtegg
tgccggecga
tgccegeegg
cgcacttccg
tcgceegege
ccceggtect
cggcccacgg
tcgccceggt
ggggcaaggt
acttcgagga
accgctactt
attgcgcgcet
9

27
DNA

cggctccggce
cgccgacggce
gtccctgggce
ggtccgccag
ggtcatgtcc
ccaggtctgg
gtggctgggce
caactgcacc
catggagttc
ggacgccgte
gcaggtctcc
ccgcgactcce
cgccggcegcec
gttctccacc
gctggtcggce
ccgecgctga

tggcgtaatc

Artificial

iniciador PCR

9

gcccatatga gcgacatcac ggtcacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10
24
DNA

Artificial

iniciador PCR

10

ggatcctcag cccgcecgagca cccce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

11
27
DNA

Artificial

iniciador PCR

11

gccatgggcg acatcacggt caccaac

gtcggcaacc
gagacccgca
gccctgggceg
tgggtctacg
gccgectact
ctgaagcagc
gccecgectgg
gcccagcagg
accccgtcca
gcggectacg
gagctgcgcea
gtcgecttcec
atcgaggagg
gccececcgagg
cgccacgacc
ggatccgagc

atggtcatag

gctccctgge
ccctgcgecg
tcgtcacctc
aggacctgcc
ccgtgtccgt
gcgtcggcega
ccgacggccce
gcgtcecggg
acggcgacga
aggcgcetggce
ccgtecgcecege
acttcacctg
ccctggccecce
tcctgcgcecac
ccgagggcac
tccagctttt

ctgtttcctg

gggcgecgte
caccgacgag
cctggagctg
cgaggccacc
gttcaccgac
cgagggcgcec
gcgccacceg
cccgtggeac
gctgcagtcc
ccgectgege
cgacgacctg
ggtcccggac
gttcggcegece
cctgtaccceg
cttccgcaac

gttcccttta

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1370

27

24

27



<210>
<211>

- <212>

<213>

<220>
<223>

<400>

12
26
DNA

Artificial

iniciador PCR

12

atggatcctc agcccgcgag cacccec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
gccatgggcg

ctgctgcggce
cgggtgctgg
ctgctgtcge
cgggtcggcyg
gcgctgecga
acccacggtt
gtcaccgcgg
gtgacctcgc
tacgagatgg
ttcgagacgg
ggtttccggce
gcggceccegyg
gagcagttcg
acgcccagca
gccgccectge
gagatccgca
gtggccgcege
ctggaggagg
ccggcgggcy
gcgctggacce

ggatccat

13
1268
DNA

Artificial

SOX de Streptomyces lividans e Streptomyces coelicor com a adi-

cdo dos sitios de clonagem NCO; na metionina inicial

13
acatcacggt

cgcactccct
gcagcgggea
tggcgggect
gcggtgtgeg
acatggcctc
€gggggtggyg
acggttcgac
tcggegegcet
aacagcacgt
tgatggcggce
aggtgtggcect
ccgccgagaa
gggtgccggg
gcggtgcecga
acgcgatgga
cggtcgeege
acttcacctg
cgctcgtecce
agctgcgtgce

cggcggggaa

caccaactgg
ggacgcgcetg
ctccttecaac
gccgtccegtg
gtacgcggag
gctgccgceac
caacggttcg
cgtggtgatc
gggcgtggtyg
cttcaccgag
ggcgtacagc
gaagcggegce
gatgcatccg
gcectggceac
gttgcagtcg
cgcgatacgg
cgacgcgcag
ggtcgaggac
cttcgeggec
gctgtacccg

gttcaccaac

gccggcaaca
cgggccctgg
gagatcgccg
gtggacgtgg
ctggcecggyg
atctcggtcg
ctggcctecgg
gcgeggggcyg
acgtcgctca
ctgccgetgg
gtgagtctgt
accgaccggce
gtgccgggea
gagcggctgc
gagtacctga
gagacgctcg
tggctgagcc
acggcggcgg
cgtccgceact
cggctggeeg

gcgttegtge

tcacgtacac
tggcggacag
agccgggcga
acacggcggc
tggtgcacgc
ccgggtcggt
tggtgcgcga
acgagcggtt
cactcgacct
ccgggttgga
tcaccgactg
cgctggacgg
tgccecgeggt
cgcacttccg
tgcceccggga
cgccggtgcet
cggcgtacgg
tgctgccggt

gggggaaggt

acttcggggc

gcggggtget

ggcgaaggaa
cgccagggtg
cgggggtgtc
ccgtacggtg
gcggggcectg
ggccaccggc
ggtggagctg
€ggcggggcg
ggagccggceg
cccggcgacg
gcgggcegecec
tttcccgtac
gaactgcacg
cgcggagttc
gcacgccctg
ccagacctgc
gcgggacacc
ggtgcggcgyg
gttcaccgtc
gctggecggg

cgcgggctga

26

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1268
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REIVINDICAGCOES

1. Composi¢ao que compreende uma primeira oxidase, um pri-
meiro substrato e pelo menos uma oxidorredutase adicional, em que o pri-
meiro substrato € oxidavel pela primeira oxidase para formar peréxido de
hidrogénio e um segundo substrato; e o segundo substrato pode ser conver-
tido por pelo menos uma oxidorredutase adicional para formar um produto;

em que o segundo substrato é oxidavel pela oxidorredutase adi-
cional para formar peroxido de hidrogénio e o dito produto.

2. Composigao de acordo com a reivindicagéo 1, em que o pri-
meiro substrato € um poliol.

3. Composigao de acordo com a reivindicagdo 2 ou 3, em que o
poliol € um pentitol ou um hexitol.

4. Composicao de acordo com a reivindicagdo 2 ou 3, em que o
poliol é selecionado do grupo que consiste em hexitol, pentitol, sorbitol, xili-
tol, maltitol, manitol, galactitol, isomalte, lactitol, arabitol, eritritol e ribitol.

5. Composigao de acordo com a reivindicagéo 4, em que o poliol
é xilitol. |

6. Composigao de acordo com a reivindicagdo-4, em que o poliol
e sorbitol.

7. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 6, em que o segundo substrato é um agucar.

8. Composigao de acordo com a reivindicagdo 7, em que o agu-
car € um monossacarideo ou um dissacarideo.

9. Composigao de acordo com a reivindicagao 8, em que o agu-
car é selecionado do grupo que consiste em glicose, xilose, maltose, mano-
se, galactose, isomaltose, lactose, arabinose, eritrose e ribose.

10. Composicao de acordo com a reivindicagao 9, em que o a-
clcar é xilose ou glicose.

11. Composigdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 10, em que a primeira oxidase € uma poliol oxidase.

12. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 11, em que a

primeira oxidase é selecionada do grupo que consiste em hexitol oxidase,
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pentitol oxidase, sorbitol oxidase, xilitol oxidase, mailtitol oxidase, manitol o-

xidase, galactitol oxidase, isomalte oxidase, lactitol oxidase, arabitol oxidase,
eritritol oxidase e ribitol oxidase.

13. Composi¢éo de acordo com a reivindicagado 11 ou 12, em
que a primeira oxidase possui uma atividade de poliol oxidase (especifica)
de pelo menos 5 unidades/g de proteina quando se utiliza o respectivo subs-
trato de poliol.

14. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 11 a 13, em que a poliol oxidase € sorbitol oxidase ou xilitol oxidase.

15. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 11 a 14, em que a poliol oxidase possui uma taxa de atividade especifi-
ca sobre o respectivo poliol no aglcar correspondente maior que 1.

 16. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 11 a 15, em que a poliol oxidase possui uma taxa de atividade especifi-
ca sobre o respectivo poliol em glicose maior que 1.

17. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 11 a 16, em que a poliol oxidase possui uma atividade especifica maior
sobre o sorbitol quando comparada com aquela sobre o xilitol.

18. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 11 a 17, em que a poliol oxidase & derivada de uma cepa de Strep-
tomyces ou Xanthomonas.

19. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 1 a 18, em que a primeira oxidase compreende uma sequéncia de poli-
peptideo SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 ou um homoélogo, uma variante ou
um fragmento da mesma.

20. Composi¢édo de acordo com a reivindicagédo 19, em que a
primeira oxidase consiste em uma sequéncia de polipeptideo SEQ ID NO: 1
ou SEQ ID NO: 19.

21. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 11 a 20, em que o nivel de atividade da primeira oxidase presente na
composigdo (ou adicionada & composigao) fica entre aproximadamente 01e

aproximadamente 200.000 unidades por kg da dita composicao.
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22. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 1 a 21, em que a oxidorredutase adicional € uma agucar oxidase.

23. Composicao de acordo com a reivindicagao 22, em que a
acucar-oxidase é selecionada do grupo que consiste em: carboidrato oxida-
se, oligossacarideo oxidase, maltose oxidase, hexose oxidase, glicose oxi-
dase, manose oxidase, galactose oxidase, isolmaltulose oxidase, lactose
oxidase, arabinose oxidase, eritrose oxidase, pentose oxidase, xilose oxida-
se e triose oxidase.

24. Composi¢do de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 22 ou 23, em que a agucar-oxidase & selecionada do grupo que consis-
te em: EC 1.1.3.4 glicose oxidase, EC 1.1.3.5 hexose oxidase, EC 1.1.39
galactose oxidase, EC 1.1.3.10 piranose oxidase, EC 1.1.3.11 L-sorbose
oxidase e EC 1.1.3.40 D-manitol oxidase.

25. Composi¢do de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 24, em que a quantidade de pelo menos uma oxidorredutase adi-
cional comparada a quantidade da primeira oxidase tal como a poliol oxidase
presente na dita composigdo € maior que 1, como medida pelo numero res-
pectivo de unidades de enzima presentes na dita composi¢ao.

26. Composi¢ado de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 1 a 25, em que a presenga do produto obtido partindo do segundo
substrato ndo reduz a taxa de produgéo de peroxido de hidrogénio a partir
da oxidacgdo do primeiro substrato pela primeira oxidase.

27. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindica-
cbes 1 a 26, em que o produto obtido partindo do segundo substrato € uma
lactona, uma dialdose ou um desidro agucar.

28. Composigao de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 1 a 27, em que a composicdo € comestivel, preferencialmente uma
composicao alimenticia.

29. Composicdo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 28 para uso como um medicamento.

30. Produto para cuidado oral que compreende uma composicao

como definido em qualquer uma das reivindicagées 1 a 29 e pelo menos um
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- ingrediente adicional utilizado nos produtos para cuidado oral.

31. Produto para cuidado oral de acordo com a reivindicagao 30,
em que o produto para cuidado oral estd na forma selecionada do grupo que

consiste em: goma de mascar, um liquido para limpeza bucal, um spray bu-

_cal, um trocisco, uma pastilha, um produto refrescante bucal, um spray nasal

e uma pasta oral.

32. Produto para cuidado oral de acordo com a reivindicagdo 30
ou 31, que compreende Xxilitol e/ou sorbitol.

33. Produto cosmético que compreende a composi¢ao como de-
finido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 28 e pelo menos um ingredi-
ente adicional utilizado nos produtos cosmeéticos.

34. Produto para alvejamento da pele, dos pelos ou dos dentes
que compreende a composicdo como definido em qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 28 e pelo menos um ingrediente adicional utilizado nos produtos
para alvejamento e/ou branqueamento da pele, dos cabelos ou dos dentes.

35. Processo cosmético para alvejar e/ou branquear tecido ex-

terno de mamifero, que compreende o contato do tecido externo de mamife-

. 1o com uma composi¢ao como definido em qualquer uma das reivindicagdes

1 a 28 ou um produto como definido em qualquer uma das reivindicagdes 30
a 34 em uma quantidade e uma duragdo adequadas para alvejar e/ou bran-
quear o tecido externo de mamifero.

36. Processo cosmético de acordo com a reivindicagao 35, em
que o tecido externo de mamifero é selecionado do grupo que consiste em
dentes, cabelos e pele.

37. Detergente ou produto alvejante, adequado para uso em te-
cido que nao é vivo, que compreende a composi¢cdo como definido em qual-
quer uma das reivindicagdes 1 a 28 e pelo menos um ingrediente adicional
utilizado em detergente ou produtos alvejantes.

38. Produto de tinta, tal como uma tinta maritima, decorativa ou
protetora, que compreende a composi¢do como definido em qualquer uma

das reivindicagbes 1 a 28 e pelo menos um ingrediente adicional utilizado
em tinta.
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39. Pesticida que compreende a composi¢ao como definido em
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 28 e pelo menos um ingrediente adi-
cional utilizado em pesticidas.

40. Alimento humano ou animal que compreende a composig¢éo
como definido em qualquer uma das reivindicagoes 1 a 28.

41. Uso de uma composi¢cdo como definido em qualquer uma
das reivindicagées 1 a 28 ou de um produto para cuidado oral de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 30 a 32, para a produgao de perdxido
de hidrogénio.

42. Uso de acordo com a reivindicagao 41, em que o dito uso
ocorre em um produto para cuidado oral para fornecer efeitos de alvejamen-
to efou branqueamento dos dentes e/ou vida util estendida e/ou efeitos anti-
microbianos/antibacterianos antes ou durante o uso.

43. Uso de acordo com a reivindicagdo 41, em que o dito uso
ocorre em um produto comestivel para fornecer efeitos pré-bidticos benéfi-
cos quando consumido por um individuo mamifero e/ou uma vida util prolon-
gada.

44. Uso de acordo com a reivindicagcéo 41, em que o dito uso
ocorre em um produto cosmético para fornecer uma vida util prolongada e/ou
é capaz de alvejar e/ou branquear tecido externo de mamifero e/ou possui
um efeito antimicrobiano/antibacteriano quando aplicado na pele humana.

45. Uso de acordo com a reivindicagéo 41, em que o dito uso
ocorre em um detergente para aumentar as capacidades alvejantes, alvejan-
teas ou desinfetantes do detergente quando utilizado em um material que
nao & vivo.

46. Uso de acordo com a reivindicagao 41, em que o dito uso
ocorre em um produto de tinta que exibe melhor conservagao antes ou apos
a aplicacao.

47. Uso de acordo com a reivindicagdo 41, em que o dito uso
ocorre em um produto pesticida que exibe maior capacidade de prevenir,
reduzir ou matar pragas microbianas.

48. Uso de acordo com a reivindicagdo 41, em que o dito uso
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. ocorre em um produto alimenticio, tal como produtos laticinios, tais como

leite, creme, queijo, soro de leite, iogurte, manteiga ou ovo, tal como gema
de ovo ou clara de ovo.

49. Uso de acordo com a reivindicagdo 41, em que a composi-
¢ao é utilizada para a desinfecgao geral de alimento humano ou animal ou
ambientes de alimentos humanos ou animais, tais como a lavagem de frutas
e vegetais ou a lavagem e a desinfec¢ao de carcagas de animais e produtoé
alimenticios derivados das mesmas.

50. Processo para a preparagao de uma composi¢ao como defi-
nido em qualquer uma das reivindicagdes anteriores, que compreende a mis-
tura de uma primeira oxidase como definida em qualquer uma das reivindi-
cagdes anteriores € um primeiro substrato como definido em qualquer uma
das reivindicagdes anteriores e pelo menos uma oxidorredutase adicional
como definido em qualquer uma das reivindicagdes anteriores e uma matriz
adequada.

51. Processo de acordo com a reivindicagao 50, em que a matrix
€ comestivel.

52. Processo de acordo com a reivindicagao 50 ou 51, em que a
composicao é selecionada do grupo que consiste em um medicamento, um
produto para cuidado oral € uma bebida.

53. Processo de acordo com a reivindicagdo 50 ou 51, em que a
composi¢ao é um produto alimenticio, tal como produtos laticinios, tais como
leite, creme, queijo, soro de leite, iogurte, manteiga ou ovo, tal como gema
de ovo e clara de ovo.

54. Processo de acordo com a reivindicagao 50, em que a matriz
€ um ingrediente ou um produto detergente ou alvejante.

55. Processo de acordo com a reivindicagao 50, em que a matriz
€ uma tinta, tal como uma tinta maritima ou decorativa.

56. Processo de acordo com a reivindicagao 50, em que a matriz
€ uma matriz pesticida.

57. Uso de uma composi¢ao como definida nas reivindicagoes 1

a 28, na produgdo de um medicamento para o tratamento ou para a preven-
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¢ao de um disturbio médico selecionado dentre: doenga gengival, gengivite,
sindrome do intestino irritavel, intolerancia a lactose, cancer de cdélon, alto
teor de colesterol no sangue, alta pressao sanguinea, hipertensao, infecgao,
inflamacao e deficiéncias nutricionais.

58. Produto embalado que compreende a composicao como de-
finido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 28, em que a dita composigao
€ mantida em um ambiente com oxigénio limitado dentro do dito produto
embalado de forma a prevenir ou reduzir a produgdo de perdxido de hidro-
génio dentro do dito produto embalado.

59. Kit de partes que compreende os componentes a seguir:
primeira enzima, pelo menos uma enzima adicional € um primeiro substrato,
em que a primeira enzima e o primeiro substrato estao isolados um do outro,
em que o primeiro substrato é oxidavel pela primeira oxidase para formar
peroxido de hidrogénio e um segundo substrato; e o segundo substrato pode
ser convertido por pelo menos uma oxidorredutase adicional para formar um
produto; em que o segundo substrato & oxidavel pela oxidorredutase adicio-
nal para formar peroxido de hidrogénio e o dito produto.

60. Processo de produgao de peréxido de hidrogénio, o proces-
so compreendendo a mistura de uma primeira oxidase e um primeiro subs-
trato e pelo menos uma oxidorredutase adicional e uma matriz adequada,
sob condigbes adequadas para a produgéo tanto de peréxido de hidrogénio
quanto de um segundo substrato a partir da oxidacao do primeiro substrato
devido a atividade da primeira oxidase, em que 0 segundo substrato pode
ser convertido por pelo menos uma oxidorredutase adicional em peréxido de
hidrogénio adicional e o produto.

61. Processo de acordo com a reivindicagao 60, em que a etapa
de mistura compreende a mistura dos componentes do kit de partes como
definido na reivindicagdo 59.

62. Processo de acordo com a reivindicagao 60 ou 61, em que o
dito processo compreende a exposi¢do da composicao contida dentro do
produto embalado como definido na reivindicagdo 57 a um fornecimento exo6-

geno de oxigénio.
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RESUMO
Patente de Invengao: "COMPOSICAO QUE COMPREENDE UM SISTEMA
ENZIMATICO ACOPLADO".

A presente invengdo refere-se a uma composicao que compre-
ende um sistema enzimatico acoplado para a produgéo rapida e eficiente de
peroxido de hidrogénio através do acoplamento de um primeiro sistema en-
ziméatico capaz de gerar peroxido de hidrogénio, a um segundo sistema en-
zimatico que utiliza o produto sem ser peréxido de hidrogénio do primeiro
sistema enzimatico e opcionalmente é capaz de gerar peroxido de hidrogé-
nio adicional. '
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