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(67) Resumo: PROCESSO PARA DESENGOMAGEM E
LAVAGEM COMBINADAS DE UM TECIDO ENGOMADO, E,
COMPOSICAO. A presente invengdo refere-se a processos para
desengomagem e limpeza combinadas de um tecido engomado
contendo amido ou derivados de amido, durante a manufatura do
tecido, processo este compreendendo incubar dito tecido engomado
em uma solugéo de tratamento aquosa, tendo um pH na faixa entre 1 e
7, solugcdo de tratamento aquosa esta compreendendo uma amilase
acida e pelo menos uma outra enzima acida facilitando ditas outras
etapas de processamento. A presente invengéo refere-se ainda a
composi¢cdes usadas em ditos processos e ao uso de dita composigao.
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“PROCESSO PARA DESENGOMAGEM E LAVAGEM COMBINADAS
DE UM TECIDO ENGOMADO, E, COMPOSICAO”
REFERENCIA A UMA LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Este pedido contém uma Listagem de Sequéncias em forma

legivel por computador. A forma legivel por computador € incorporada aqui

por referéncia.
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencgdo refere-se a processos combinados de

desengomagem e limpeza, empregando-se amilase 4acida e outras enzimas,
tais como celulase, pectinase, lipase, xilanase, protease etc., durante
manufatura de novos tecidos.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

O processamento de tecido, tal como material celulésico, em

material pronto para manufatura de pecgas de roupas, envolve diversas etapas:
fiacdo da fibra em um fio; construgdo de pano tecido ou entrelagado do fio; e
subseqiientes operagdes de preparagdo, tingimento e acabamento. O processo
de preparagio, que pode envolver desengomagem (para mercadorias tecidas),
limpeza e branqueamento, produz um tecido adequado para tingimento ou
acabamento.

O WO 2006/002034 (Novozymes) descreve um processo de
desengomagem e limpeza simultdneas, compreendendo tratar o tecido com
uma alfa-amilase alcalina e uma enzima de limpeza alcalina. As alfa-amilases
alcalinas sdo usadas como auxiliares nos processos de desengomagem, para
facilitar a remog¢do da goma contendo amido, que serviu como um
revestimento protetor dos fios durante a tecelagem:.

Remog¢do completa do revestimento de goma apos tecedura €
importante para assegurar 6timos resultados nos processos subseqiientes em
que o tecido é geralmente limpado, branquiado, tingido e/ou impresso.

Apos a etapa de desengomagem, € com freqliéncia desejavel
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" incluir uma etapa de desmineralizagdo, a fim de remover ions metélicos, tais

como Mn?', Fe* /Fe**, Cu®* etc., que — se presentes no tecido — podem
resultar em um branqueamento desuniforme em uma etapa de processamento
posterior ou poderiam mesmo produzir furos de alfinete no tecido
branqueado. A desmineralizagdo ¢ tipicamente realizada por precipitagdo de
acido e tipicamente envolve a adi¢do de acidos tais como 4cido acético ou
acido sulfurico.

Ha necessidade de processos aperfeicoados para
desengomagem simultinea combinada com outras etapas de tratamento de
tecido, tais como desengomagem e limpeza combinadas, desengomagem e
biopolimento combinados, desengomagem e abrasio combinadas e
desengomagem e carbonizag¢@o combinadas etc.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invengdo ¢ dirigida ao fornecimento de processos

de desengomagem de tecidos engomados durante manufatura de
especialmente novos tecidos sob condigdes acidas.

Em um aspecto, a presente invengdo refere-se a um processo
para desengomagem e outras etapas de tratamento de tecido combinadas de
um tecido engomado contendo amido ou derivados de amido, durante a
manufatura de tecido, processo este compreendendo incubar dito tecido
engomado em uma solucdo de tratamento aquosa, tendo um pH na faixa entre
1 e 7, preferivelmente entre 1 e 5, especialmente entre 1 e 4, solugdo de
tratamento aquosa esta compreendendo uma amilase dcida e pelo menos uma
outra enzima Aacida facilitando dita(s) outra(s) etapa(s) de tratamento de
tecido.

Preferivelmente, ditas outras enzima(s) 4cidas, facilitando
dita(s) outra(s) etapa(s) de tratamento de tecido, é (s@o) celulase é&cida,
pectinase 4cida, lipase 4cida, xilanase acida e/ou protease acida. Mais

preferivelmente, a(s) enzima(s) facilitando dita(s) outra(s) etapa(s) de
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tratamento de tecido € (sd0) pectinase(s) acida(s).

Preferivelmente, a amilase acida é de origem bacteriana ou
fingica, tal como origem de fungo filamentoso.

Preferivelmente, a amilase acida é derivada de uma cepa de
Aspergillus, preferivelmente Aspergillus niger, Aspergillus awamori,
Aspergillus oryzae, ou Aspergillus kawachii {SEQ ID NO: 37) ou uma cepa
de Rhizomucor, preferivelmente Rhizomucor pusillus, ou uma cepa de
Meripilus, preferivelmente uma cepa de Meripilus giganteus. Mais
preferivelmente a amilase acida de Aspergillus € a alfa-amilase acida de
Aspergillus niger descrita na SEQ ID NO: 48, ou uma variante da mesma.

Preferivelmente, a amilase acida bacteriana € derivada de uma
cepa do género Bacillus, preferivelmente derivada de uma cepa de Bacillus
sp., mais preferivelmente uma cepa de Bacillus licheniformes, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus stearothermoptilus, Bacillus subtilis, ou Bacillus
Sp., tal como Bacillus Sp. NCIB 12289, NCIB 12512, NCIB 12513, DSM
9375, DSMZ 12648, DSMZ 12649, KSM AP1378, KSM K36 ou KSM K38.

A alfa-amilase hibrida pode também ser usada na presente
invencdo. Preferivelmente, a alfa-amilase hibrida poderia ser a amilase
consistindo de alfa-amilase de Rhizomucor pusillus com ligador de
glicoamilase de Aspergillus niger e SBD descritos como V039 na Tabela 5 do
Pedido Internacional co-pendente no. PCT/US 05/46725.

Preferivelmente, a alfa-amilase acida esta presente em uma
concentracdo de 1 — 3.000 AFAU/kg de tecido, preferivelmente 10 — 1.000
AFAU/kg de tecido, especialmente 100 — 500 AFAU/kg de tecido ou 1 —
3.000 AFAU/I solugdo de tratamento, preferivelmente 10 — 1.000 AFAU/I
solu¢do de tratamento, especialmente 100 — 500 AFAU/l solugdo de
tratamento.

Preferivelmente, a alfa-amilase € a alfa-amilase hibrida

mostrada na SEQ ID NO: 48, compreendendo um dominio catalitico (CD) de
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alfa-amilase de Rhizomucor pusillus, tendo um dominio de ligagdo de
carboidrato (CBD) de A. niger.

Normalmente ha trés tipos de enzimas pécticas: pectesterase,
enzimas despolimerizantes e protopectinase. Preferivelmente, dita pectinase
dcida é uma liase de pectato acida, uma liase de pectina acida, uma
poligalacturonase 4cida e/ou uma poligalacturonato de liase acida. Mais
preferivelmente, a pectinase acida é Pectinex BEE XXL, Pectinex Ultra;
Pectinex Yield Mash, Pectinex XXL, Pectinex Smash XXl ou misturas dos
mesmos.

Preferivelmente, a pectinase acida é do género Aspergillus.

Preferivelmente, a pectinase acida pode ser adicionada dentro
da solucfio antes, simultdnea ou ap6s a adi¢do de amilase acida.

Preferivelmente, o processo € realizado em uma temperatura
na faixa de 5 — 90°C, em particular 20 a 90°C. Mais preferivelmente, o
processo ¢ realizado em uma temperatura entre 25 ¢ 60°C por um periodo de
tempo adequado, preferivelmente entre 2 e 24 horas.

Preferivelmente, o tecido é feito de fibras de origem natural ou
produzida pelo homem, tecido de algoddo, denim (tecido de algodéo
resistente), linho, rami, viscose, liocel ou acetato de celulose.

Preferivelmente, o tecido é feito de fibras de origem animal,
em particular seda ou la.

Preferivelmente, o tecido € feito de fibras de poliéster
produzidas pelo homem ou de origem natural, tais como poli(etileno
tereftalato) ou poli(acido latico) ou fibras de ndilon, acrilico ou poliuretano. O
tecido preferivelmente é um tecido ou roupa contendo poliéster e consiste
essencialmente de 100% de poliéster. O tecido de poliéster € uma mistura de
poliéster, tal como uma mistura de poliéster e celulésico, incluindo misturas
de poliéster e algoddo; uma mistura de poliéster e algoddo; uma mistura de

poliéster e seda; uma mistura de poliéster e acido acrilico; uma mistura de
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poliéster e nailon; uma mistura de poliéster, nailon e poliuretano; uma mistura
de poliéster e poliuretano, raiom (viscose), acetato de celulose e tencel.

Em outro aspecto, a presente invengdo refere-se a uma
composi¢do compreendendo uma amilase acida € uma enzima de lavagem de
dcido. A amilase 4acida é preferivelmente derivada de Aspergillus niger ou
Rhizomucor pusillus ou misturas dos mesmos. A enzima de lavagem ¢é
preferivelmente selecionada do grupo consistindo de celulase acida, pectinase
acida, lipase acida, xilanase acida e/ou protease acida e misturas dos mesmos.

Preferivelmente, dita pectinase acida € Pectinex® BE XXL,
Pectinex® BE Colour, Pectinex® Ultra; Pectinex™ Ultra SP-L, Pectinex®
Yield SVIash, Pectinex® XXIL, Pectinex® Smash XXL, Pectinex® Smash
e/ou Pectinex™ AR. Dita pectinase acida é preferivelmente derivada de uma
cepa de Aspergillus. A composi¢io compreende ainda estabilizador,
tensoativo, agente umectante, agentes dispersantes, agentes seqliestrantes e
agentes emulsificantes, ou uma mistura dos mesmos.

No terceiro aspecto, a presente invenc¢do refere-se ao uso da
composi¢do como descrita acima para desengomagem e lavagem simultineas.

Verificou-se que, quando realizando um processo simultineo
de desengomagem e biolavagem da invengdo, como definido nas
reivindica¢des, nenhuma desmineralizagdo € necesséria. A desmineralizagdo
ocorre simultaneamente e/ou apds a desengomagem e a biolavagem do tecido
engomado na mesma solucédo de tratamento. Em comparagdo com processos
tradicionais envolvendo uma etapa de desengomagem 4acida e uma etapa de
desmineraliza¢do, uma etapa de ajuste de pH é evitada. Outra vantagem da
inveng¢do é que o tempo do processo é economizado/reduzido, visto que a
desengomagem, biolavagem e desmineralizagdo podem ser realizadas
simultaneamente. @Mesmo se as desengomagem, biolavagem e
desmineralizacdo combinadas ndo forem realizadas como um processo de

uma etapa, isto €, simultaneamente, os custos de, p. ex., acidos e potencial
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humano para adicionar acido(s) sdo economizados/reduzidos, visto que a
etapa de ajuste de pH entre a etapa de desengomagem 4cida tradicional ¢ a
etapa de desmineralizagdo ¢ evitada. Em comparagdo com a desengomagem e
biolavagem simultdneas sob condigdes alcalinas, desengomagem e
biolavagem simultdneas sob condigées 4cidas podem remover a
desmineraliza¢do ao tempo sem procedimento de desmineralizagdo adicional.

No contexto da invengdo, o termo “tratamento” significa a
combinac¢ido de enzimas que proveem de processamento facilitado, tal como
desengomagem e lavagem combinadas, desengomagem e biopolimento
combinados, desengomagem e abrasdo combinados; etc.

No contexto da invengdo, o termo “biopolimento” € um
tratamento especifico da superficie do fio, que melhora a qualidade do tecido
com respeito a manuseio e aparéncia, sem perda de umectabilidade do tecido.
Os mais importantes efeitos do biopolimento podem ser caracterizados por
menos cotdo e formacgdo de bolinhas, brilho/lustre aumentados, melhorado
manuseio do tecido, aumentada maciez duravel e melhorada absorbancia de
agua.

No contexto da inven¢do, o termo ‘“combinado” ou
“combinac¢do” significa que as etapas do processo combinadas ou a
combinacgdo sdo realizadas sequencial ou simultaneamente em um banho (isto
é, mesma solu¢do de tratamento). Em uma forma de realizagéo preferida, o
processo combinado ou a combinagdo € realizada simultaneamente em um
banho (isto é, mesma solugio de tratamento).

No contexto da inveng¢do, o termo “tecido” ¢ usado
intercambidvel com o termo “téxtil” e significa, ao contririo de tecido
lavanderia “usado”, tecidos, roupas, fibras, fios ou outros tipos de tecidos
processados recentemente manufaturados, preferivelmente ndo tingidos. Os
tecidos podem ser construidos de fibras por tecelagem, entrelagamento ou

operagdes ndo-tecidas. A tecelagem e entrelagamento requerem fio como o



10

15

20

25

7

consumo, enquanto que tecido ndo-tecido ¢ o resultado de ligacdo aleatéria de
fibras (papel pode ser imaginado como ndo-tecido).

O pano tecido é construido por “enchimento” por tecelagem ou
fios de trama entre fios de urdidura estirados na dire¢do longitudinal do tear.
Os fios de urdidura devem ser engomados antes da tecelagem, a fim de
lubrifica-los e protegé-los da abrasdo na alta velocidade de inser¢do dos fios
de enchimento durante a tecelagem. O fio de enchimento pode ser tecido
através dos fios de urdidura em um modo “sobre um — sob o seguinte”
(tecelagem simples) ou por “sobre um — sob dois” (sarja) ou qualquer outra
miriade de permutagdes. A resisténcia, textura e padrdo sdo relacionados ndo
somente com o tipo/qualidade do fio, ms também com o tipo de trama.
Geralmente, vestidos, camisas, calgas, lengdis, toalhas, cortinas etc. sdo
produzidos de pano nio tecido.

O entrelagamento € a formag@o de um tecido pela unido entre
si de lagos de fio intertravantes. O oposto de tecelagem, que € construida de
dois tipos de fio e tem muitas “extremidades”, ela é produzida de um unico
cordio continuo de fios. Como com a tecelagem, ha muitas diferentes
maneiras de lagar o fio entre si e as propriedades finais do tecido sdo
dependentes tanto do fio como do tipo de tric6. Roupas de baixo, suéteres,
meias, camisas esportivas, camisetas etc. sdo derivadas de tecidos
entrelacados.

Os panos ndo-tecidos sdo folhas de tecido produzidas por
ligagdo e/ou intertravamento de fibras e filamentos por processos mecénicos,
térmicos, quimicos ou mediados por solventes. O tecido resultante pode ser na
forma de estruturas semelhantes a folha continua, laminados ou peliculas.
Exemplos tipicos sdo fraldas de bebé, toalhas, esfregdes, roupdes cirdrgicos,
fibras para a moda “amigavelmente ambiental”, meios de filtro, roupas de
cama, materiais de telhado, suporte para tecidos bidimensionais e muitos

outros.
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De acordo com a invengdo, o processo pode ser aplicado a
qualquer tecido engomado conhecido na técnica (tecido, entrelagado ou néo-
tecido). O processo ¢ aplicado a tecido engomado recentemente
manufaturado, o oposto a usado e/ou tecido sujo a ser limpado durante a
lavagem de roupa. Em uma forma de realizago, o tecido € feito de fibras de
origem natural e/ou produzidas pelo homem. Em outra forma de realizagéo, o
tecido é feito de fibras de origem animal. Em particular, o processo da
invengdo pode ser aplicado a tecidos contendo celulose ou celuldsicos, tais
como algodio, viscose, raiom, rami, linho, acetato de celulose, denim, liocel
(Tencel™, p. ex., produzido por Courtaulds Fibers) ou misturas dos mesmos,
ou misturas de qualquer uma destas fibras junto com fibras sintéticas (p. ex.,
poliéster, poliamida, acrilico ou poliuretano, nailon, poli(etileno tereftalato)
ou poli(acido latico) ou outras fibras naturais, tais como 13 e seda, tais como
misturas de viscose e algoddo, misturas de liocel/algoddo. Misturas de
viscose/ld, misturas de liocel/ld, misturas de algoddo/la; flax (linho), rami e
outros tecidos baseados em fibras de celulose, incluindo todas as misturas de
fibras celuldsicas com outras fibras, tais como 13, poliamida, fibras acrilicas e
de poliéster, p. ex., misturas de viscose/algoddo/poliéster, misturas de
l1d/algodao/poliéster, misturas de 13 /algoddo /poliéster, fibras acrilica e de
poliéster, p. ex., misturas de viscose/algoddo/poliéster, misturas de
l1d/algoddo/poliéster, misturas de linho/algoddo etc. O processo pode também
sr usado em tecido sintético, p. ex., consistindo de essencialmente 100% de
poliéster, poliamida, nailon, respectivamente. O termo “l&” significa qualquer
produto de cabelo animal comercialmente util, por exemplo, 14 de carneiro,
camelo, coelho, cabra, lama e conhecido como 13 de merino, 14 Shetland, 12
cashmere, 13 de alpaca, pelo de cabra angora etc. e inclui fibra de 14 e cabelo
de animal. O processo da invengdo pode ser usado com li ou material de
cabelo animal na forma de tecido de topo, fibra, fio ou tecido ou entrelagado.

A alfa-amilase usada de acordo com o processo da invengdo
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pode ser qualquer alfa-amilase acida, porém € preferivelmente de origem
bacteriana ou fungica.

Preferivelmente, a alfa-amilase 4cida € derivada de um fungo
filamentoso, especialmente uma cepa de Aspergillus, Rhizomucor ou
Meripillus.

A expressdo “alfa-amilase acida” significa uma alfa-amilase
(E.C. 3.2.1.1), que tem uma atividade 6tima em um pH na faixa de 1 a 7,
preferivelmente de 1 a 5, em uma temperatura de 50°C.

O termo “desengomagem” € para ser entendido de uma
maneira convencional, isto €, a degradagdo e/ou remog¢do dos agentes de
engomagem do tecido, tais como fios de urdidura em um pano tecido. |

A expressio “tecido contendo amido ou derivados de amida” é
para indicar qualquer tipo de tecido, em particular tecido nfo tecido,
preparado de um material contendo celulose, contendo amido ou derivados da
amido. O tecido é normalmente destingido e feito de algoddo, viscose, flax e
similares. A parte principal do amido ou derivados de amido presentes no
tecido é normalmente goma com que os fios, normalmente fios de urdidura,
foram revestidos antes da tecedura.

A expressio “moddulo de ligagdo de carboidrato (CBM)” ou
como referido com freqiiéncia como um “dominio de ligacdo de carboidrato
(CBD)”, é uma sequéncia de amino acido de polipeptideo, que se liga
preferencialmente a um poli ou oligossacarideo (carboidrato), freqlientemente
— porém nio necessariamente exclusivamente — a uma sua forma insolivel em
dgua (incluindo cristalina).

Mesmo se ndo especificamente mencionado com relagdo ao
processo da invenc¢do, deve ser entendido que a(s) enzima(s) ou agente(s)
é/sdo usados em uma “quantidade eficaz”. A expressdo “quantidade eficaz”
significa uma quantidade de, p. ex., alfa-amilase que € capaz de prover o

desejado efeito, isto €, desengomagem do tecido, em comparagdo com um
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tecido que nio foi tratado com dita(s) enzima(s).
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdo € direcionada ao fornecimento de um

processo de desengomagem de um tecido engomado durante a manufatura de
ecidos especialmente novos.

A etapa de desengomagem da invengdo € em uma forma de
realizacdo preferida, seguida por uma etapa de lavagem, preferivel uma etapa
de lavagem enzimatica, preferivelmente com uma enzima de lavagem, tal
como pectinase, p. ex., uma pectato liase, uma lipase, uma protease, ou
combina¢do delas, e uma etapa de branqueamento, preferivelmente
envolvendo branqueamento com perdxido de hidrogénio e/ou um agente
gerador de perdxido de hidrogénio. Processos de limpeza pertinentes sdo
descritos na Patente U.S. No. 5.578.489, Patente U.S. No. 5.912.407 e Patente
U.S. No. 6.630.342. Processos de branqueamento pertinentes sdo descritos na
Patente U.S. No. 5.851.233, Patente U.S. No. 5.752.980 e Patente U.S. No.
5.928.380. Processos de limpeza e branqueamento combinados s@o descritos
no 2003/002810 (Novozymes) e WO 2003/002705 (Novozymes). De acordo
com a presente invengdo, o tecido pode ser desengomado e desmineralizado
simultaneamente na mesma solugdo de tratamento aquosa (isto €, um banho)
ou subseqiientemente na mesma ou duas solugdes de tratamento separadas
(isto é, um ou dois banhos). Em uma forma de realizacdo preferida, a
desengomagem e desmineralizagdo sdo realizadas simultaneamente na mesma
solug¢do de tratamento (isto €, um banho). O processo da inveng¢do pode ser
realizado usando-se equipamento de engomagem/desengomagem, p. €X.,
sistemas de almofada, caixas-J, jatos, sacudidores etc. Em geral, ndo ¢
necessario equipamento de processamento adicional.

De acordo com a invengio, desengomagem e desmineralizagéo
simultineas sio realizadas incubando-se tecido engomado em uma solugédo de

tratamento aquosa tendo um pH na faixa entre 1 e 7, solugdo de tratamento
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aquosa esta compreendendo uma alfa-amilase acida. Em uma forma de
realizacdo preferida, o pH durante a incubagdo € na faixa entre 1 e 4,
especialmente entre pH 2 e 4.

Os artigos tecidos sdo a forma predominante de construgédo de
tecidos. O processo de tecedura exige uma “engomagem” do fio de urdidura
para protegé-lo da abrasdo. Amidos, ndo modificados e modificados, polivinil
alcool (PVA), carboxi metil celulose (CMC), ceras e aglutinantes acrilicos e
misturas dos mesmos sdo exemplos de agentes de engomagem tipicamente
usados. O agente de engomagem pode, de acordo com a presente invencio,
ser um agente de engomagem baseado em amido ou baseado em derivado de
amido, porém pode também conter um ou mais agentes de engomagem
baseado em ndo-amido ou baseados em derivados de amido. O(s) agente(s) de
engomagem sio em geral removidos ap6s o processo de tecedura como a
primeira etapa de preparagdo dos artigos tecidos.

Um ou mais de outros agentes incluindo estabilizantes,
tensoativos, agentes umectantes, agente dispersante, agentes seqiiestrastes €
agentes emulsificantes, ou misturas dos mesmos, podem estar presentes
durante um processo de desengomagem da invengdo. O tecido engomado €
permitido incubar na solugdo de tratamento aquosa por um periodo de tempo
suficientemente longo para realizar a desengomagem do tecido engomado. O
periodo 6timo é dependente do tipo de regime de processamento e da
temperatura e pode variar de cerca de 15 minutos a diversos dias, p. ex., 48
horas. Um processo da invengdo ¢é preferivelmente realizado em uma
temperatura na faixa de 5 a 90°C, em particular de 20 a 90°C, dependente do
regime de processamento.

O regime de processamento pode ser em batelada ou continuo,
com o tecido sendo contatado pela corrente de tratamento aquosa em forma de
largura aberta ou de corda.

Operag¢des continuas podem utilizar um saturador, por meio do
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que uma largura igual aproximada de solugdo de tratamento por peso de
tecido € aplicada ao tecido, seguido por uma cidmara de residéncia aquecida,
onde a reagdo quimica ocorre. Uma secdo de lavagem entio prepara o tecido
para a proxima etapa de processamento. A fim de assegurar uma elevada
brancura ou uma boa umectabilidade e resultante tingibilidade, a(s) enzima(s)
de desengomagem e outros agentes devem ser totalmente removidas.

Os processos de batelada podem ocorrer em um banho
(solu¢do de tratamento), por meio do que o tecido € contatado com, p. ex.,
aproximadamente 8 — 15 vezes seu peso de solugdo de tratamento aquosa.
Apés um periodo de incubagdo, a solugdo -de tratamento aquosa € drenada, o
tecido € enxaguado e a proxima etapa de processamento € iniciada. Processos-
PB descontinuos (isto €, processos de Batelada Tamp&do) envolvem um
saturador, por meio do qual um peso igual aproximado de solugdo de
tratamento aquosa por peso de tecido € aplicado ao tecido, seguido por um
periodo de permanéncia, que no caso do processo-CPB (isto é, processo de
Batelada Tampdo frio) poderia ser um ou mais dias. Por exemplo, um
processo CPB pode ser realizado ente 20 — 40°C por 8 — 24 h ou mais em um
pH na faixa de entre 1 e 7, preferivelmente em um pH na faixa entre 1 e 4,
especialmente entre pH 2 e 4. Além disso, um processo-PB pode ser realizado
entre 40 — 90°C por 1 — 6 horas em um pH na faixa entre em tornode 1 e 7,
preferivelmente entre em torno de 1 e 5, mais preferivelmente entre 1 e 4,
especialmente entre pH 2 e 4.

Em uma forma de realizagdo, o processo de desengomagem da
inven¢do pode ser realizado usando-se uma quantidade eficaz de alfa-amilase,
preferivelmente alfa-amilase acida e um acido tal como 4cido acético ou acido
sulfurico ou similar.

Enzimas

Alfa-amilases

As alfa-amilase(s) usadas no processo da inveng¢do pode ser
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qualquer alfa-amilase, preferivelmente de origem bacteriana ou fingica. Em
uma forma de realizagdo preferida a alfa-amilase € uma alfa-amilase acida ou
alfa-amilase hibrida descrita no WO 2005/003311, que € por este meio
incorporado aqui por referéncia.

Em uma forma de realizagdo preferida, a alfa-amilase inclui
um médulo de ligagdo de carboidrato (CBM) como definido no WO
2005/003311, preferivelmente uma familia 20 CBM como definido no WO
2005/003311.

Especificamente contemplados sdo os CMBs, incluidos os
selecionados do grupo consistindo de Aspergilhis kawachii descritos na SEQ
ID NO: 2; Bacillus flavothermus descrito na SEQ ID NO: 5: Bacillus sp
descrito na SEQ ID NO: 6; Alcaliphilic Bacillus descrito na SEQ ID NO: 7;
Hormoconis resinae descrito na SEQ ID NO: 8; Lentinula edodes descrito na
SEQ ID NO; 9; Neurospora crassa descrito na SEQ ID NO; 10; Talaromyces
byssochlamydiodes descrito na SEQ ID NO: 11 ; Geosmithia cyilndrospora
descrito na SEQ ID NO. 12; Scorias spodiosa descrito na SEQ ID NO: 13,
Eupenicillium ludwigii descrito na SEQ ID NO; 14; Aspergillus japonicus
descrito na SEQ ID NO. 15; Penicillium cf. miczynskii descrito na SEQ ID
NO: 16; Mz 1 Penicillium sp, descrito na SEQ ID NO: 17; Thysanospora sp.
disclosed na SEQ ID NO: 18; Humicola grisea var thermoidea descrito na
SEQ ID NO: 19; Aspergillus niger descrito na SEQ ID NO; 20; ou Althea
rolfsii descrito na SEQ ID NO: 21.

Alfa-amilases Fungicas

Em uma forma de realizagdo, a alfa-amilase fungica ¢ de
origem fangica de levedura ou filamentosa. Em uma forma de realizagdo
preferida, a alfa-amilase fangica € uma alfa-amilase acida.

As alfa-amilases preferidas incluem, por exemplo, alfa-
amilases obteniveis de Aspergillus species, em particular de Aspergillus

niger, A. oryzae e A. awamori, A. kawachii, tal como a alfa-amilase acida
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descrita como SWISSPROT P56271, ou descrita mais detalhadamente no WO
89/01969 (Exemplo 3). A alfa-amilase 4acida madura tem a sequéncia de
amino 4cido mostrada como 22-511 da SEQ ID NO: 4, codificada pela
sequéncia de DNA mostrada na SEQ ID NO: 3 ou a sequéncia de amino acido
mostrada na SEQ ID NO: 38. Também preferidas s@o as seqiiéncias de alfa-
amilase tendo mais do que 50%, tal como mais do que 60%, mais do que
70%, mais do que 80% ou mais do que 90%, mais do que 95%, mais do que
96%, mais do que 97%, mais do que 98% ou mesmo mais do que 99% de
identidade com a sequéncia de amino acido mostrada na SEQ ID NOS: 4 ou
38, respectivamente.

Em outra forma de realizacdo preferida, a sequéncia de alfa-
amilase é derivada de uma alfa-amilase 4cida de A. oryzae. Mais
preferivelmente, a sequéncia de alfa-amilase tem mais do que 50%, tal como
mais do que 60%, mais do que 70%, mais do que 80% ou mais do que 90%,
mais do que 95%, mais do que 96%, mais do que 97%, mais do que 98%, ou
mesmo mais do que 99% de identidade com a sequéncia de amino 4cido
mostrada na SEQ ID NO: 4 ou 38, respectivamente.

Em outra forma de realizagdo preferida, a sequéncia de alfa-
amilase é derivada de uma alfa-amilase 4cida de A. oryzae. Mais
preferivelmente, a sequéncia de alfa-amilase tem mais do que 50%, tal como
mais do que 60%, mais do que 70%, mais do que 80% ou mais do que 90%,
mais do que 95%, mais do que 96%, mais do que 97%, mais do que 98%, ou
mais do que 99% de identidade com a seqiiéncia amino acida mostrada na
SEQ ID NO: 39.

Em uma forma de realizagio, a alfa-amilase € a alfa-amilase de
Aspergillus kawachii descrita na SEQ ID NO: 37, que na forma de tipo
selvagem contém um dominio de ligagdo de carboidrato (CBD) também
mostrado na SEQ ID NO: 2.

Em uma forma de realizagfo preferida, a alfa-amilase ¢ uma -
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alfa-amilase tendo mais do que 50%, tal como mais do que 60%, mais do que
70%, mais do que 80% ou mais do que 90%, mais do que 95%, mais do que
96%, mais do que 97%. mais do que 98%, ou mesmo mais do que 99% de
identidade com a seqiiéncia amino acida mostrada nas SEQ ID NOS: 43, 44,
46 ou 47, respectivamente.

A alfa-amilase pode estar presente em uma concentragdo de 1-
3.000 AFAU/kg de tecido, preferivelmente 10-1.000 AFAU/kg de tecido,
especialmente 100-500 AFAU/kg de tecido ou 1-3.000 AFAU/L solugdo de
tratamento, preferivelmente 10-1.000 AFAU/L solugdo de tratamento,
especialmente 100-500 AFAU/L solugdo de tratamento.

Alfa-amilases Bacterianas

Em uma forma de realizagdo a alfa-amilase ¢ de origem
bacteriana. Em uma forma de realizagdo preferida a alfa-amilase bacteriana ¢
uma alfa-amilase acida.

A alfa-amilase bacteriana é preferivelmente derivada de uma
cepa de Bacillus, tal como Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, ou outros Bacillus sp, tal como
Bacillus sp. NCIB 12289, NCIB 12512 (WD 95/26397), NCIB 12513 (WO
95/26397), DSM 9375 (WO 95/26397), DSMZ 12648 (WD 00/60060),
DSMZ 12649 (WO 00/80060), KSM AP 1378 (WO 97/00324), KSM K36 ou
KSM K38 (EP 1.022.334). Preferidos sfo as alfa-amilases do Bacillus sp.
descritas em WO 95/26397 como SEQ ID NOS. 1 e 2, respectivamente, a
alfa-amilase AA560 descrita como SEQ ID NO: 2 no WO 00/60060 (i.e.,
SEQ ID NO: 40 aqui), e a alfa-amilase #707 descrita por Tsukamoto et al., em
Biochemical and Biophysical Research Communications, 151, pp. 25-31

(1988).

Em uma forma de realizagdo da invencdo a alfa-amilase
bacteriana é a alfa-amilase SP722 descrita como SEQ ID NO: 2 no WO
95/26397 ou a alfa-amilase AA560 (SEQ ID NO: 40 aqui).
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Em uma forma de realizagdo preferida, a alfa-amilase
precursora tem uma ou mais dele¢des nas posi¢des ou correspondendo as
seguintes posi¢des: D183 e G184, preferivelmente em que dita variante de
alfa-amilase tem ainda uma substitui¢do na posigdo ou correspondendo a
posi¢do N195F (usando-se a numeragdo da SEQ ID NO: 40).

Em outra forma de realizagdo preferida, a alfa-amilase
precursora tem uma ou mais das seguintes delegSes/substituigdes ou
correspondendo as seguintes delegdes/substitui¢des:

Delta (R81-G182); Delta (D183-G184); Delta (D183-
G184)+N195F; R181Q+N445Q+K446N; Delta (D183-G184)+R181Q), Delta
(D183-G184) e uma ou mais das seguintes substituigées ou correspondendo a:
R118K, N195F, R320K, R458K, especialmente em que a variante tem as
seguintes mutagdes: A(D183+G184)+R118K+N196F+R320K+R458K
(empregando-se a numeragio de SEQ ID NO: 40).

Em outra forma de realizacio preferida, a alfa-amilase ¢ a alfa-
amilase AA560 mostrada na SEQ ID NO: 40, compreendendo ainda uma ou
mais das seguintes substituigbes M9L, M202L, V214T, M323T, M382Y,
E345R ou a alfa-amilase A560 com todas as seguintes substitui¢gdes: MIL,
M202L, V214T, M323T, M382Y ou MIL, M202L, V214T, M323T e E345R.

Produtos de alfa-amilase comercialmente disponiveis ou
produtos compreendendo alfa-amilases incluem produto vendido sob os
seguintes nomes comerciais: NATALASE™, STAINZYME™ (Novozymes
A/S), Bioamylase - D(G), BiOAMYLASE™ L (Biocon india Ltd.),
KEIMZYM™ AT 9000 (BiozyM Ges. m.b.H. Austria). PURASTAR™ ST,
PURASTAR™ HPAmlL, PURAFECT™ OxAm, RAPIDASE™ TEX
(Genencor Int. Inc. USA), KAM (Kao, Japan).

A alfa-amilase pode estar presente em uma concentragdo de de
cerca de 0.05-150 KNU/L solugdo de tratamento, preferivelmente 1-100
KNU/L solucdo de tratamento, especialmente 2-20 KNU/L solugdo de
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tratamento ou 0.05-150 KNU/Kg de tecido, preferivelmente, 1-100 KNU/kg
de tecido, especialmente 2-20 KNU/kg de tecido.
Enzima Hibrida

A alfa-amilase pode ser em uma forma de realizagdo preferida

uma alfa-amilase compreendendo um dominio de ligagdo de carboidrato
(CBD). Tal alfa-amilase com um CBD pode ser uma enzima tipo selvagem
(vide, p. ex., Aspergillus kawachii acima) ou uma enzima hibrida (proteina de
fusdo) como sera ainda descrito abaixo. As enzimas hibridas ou uma enzima
tipo selvagem geneticamente modificada como referida aqui incluem espécies
compreendendo uma sequéncia de amino acido de uma enzima de alfa-
amilase (EC 3.2.1.1) ligada (isto é, covalentemente ligada) a uma sequéncia
de amino 4cido compreendendo um dominio de ligagdo de carboidrato
(CBD).

As enzimas hibridas contendo CBD, bem como descrigdes
detalhadas da preparagdo e sua purificagdo, sdo conhecidas na técnica [vide,
p. ex., WO 90/00609, WO 94/241158 e WO 95/16782, bem como Greenwood
e al., Biotechnology and Bioengineering, 1994, 44: 1295 — 1305]. Elas
podem, p. ex., ser preparadas por transformag¢do em uma célula hospedeira
uma constru¢do de DNA compreendendo pelo menos um fragmento de DNA
codificando o dominio de ligagdo de carboidrato ligado, com ou sem um
ligador, a uma sequéncia de DNA codificando a enzima de interesse e
cultivando-se a célula hospedeira transformada para expressar o gene fundido.
O produto recombinante resultante (enzima hibrida) — com freqiiéncia referida
na técnica como uma “proteina de fusdo” — pode ser descrita pela seguinte
féormula geral:

A-CBD-MR-X

Na ultima férmula, A-CBD pe o terminal-N ou a regido do

terminal-C de uma sequéncia de amino acido compreendendo pelo menos o

dominio de liga¢do de carboidrato (CBD) sozinho. MR € a regido
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intermediaria (o “ligador”) e X € a sequéncia dos residuos amino acidos de
um polipeptideo codificado por uma sequéncia de DNA codificando a enzima
(ou outra proteina) a que o CBD ¢€ para ser ligado.

O componente A pode estar ausente (de modo que A-CBD ¢
um CBD sozinho, isto €, ndo compreende residuos amino &cidos que ndo
aqueles constituindo o CBD) ou pode ser uma sequéncia de um ou mais
residuos amino 4cidos (funcionando como uma extensdo terminal do CBD
sozinho). O ligador (MR) pode ser uma ligagdo ou um curto grupo de ligacdo
compreendendo de cerca de 2 a cerca de 100 atomos de carbono, em
particular de 2 a 40 atomos de carbono. Entretanto, MR ¢ preferivelmente
uma sequéncia de cerca de 2 a cerca de 100 residuos amino acidos, mais
preferivelmente de 2 a 40 residuos amino acidos, tais como de 2 a 15 residuos
amino acidos.

O componente X pode constituir a regido de terminal-N ou
terminal-C da enzima hibrida total.

Sera assim evidente pelo acima que o CBD de uma enzima
hibrida do tipo em questio pode ser posicionado terminalmente-C,
terminalmente-N ou internamente na enzima hibrida.

Sequéncia do Ligador

A sequéncia do ligador pode ser qualquer sequéncia de ligador
adequada. Nas formas de realizagdo preferidas, a sequéncia de ligador ¢
derivada da Athelia rolfsii glicoamilase, da A. niger glicoamilase, da A.
kawachii alfa-amilase tal como uma sequéncia de ligador selecionada do
grupo consistindo do ligador de A.  niger glicoamilase:
TGGTTTTATPTGSGSVTSTSKTTATASKTSTSTSSTSA (SEQ ID NO:
22), ligador da A. kawachii alfa-amilase: T TTTTTAAATSTSKAT
TSSSSSSAAATTSSS(SEQ ID NO: 23), ligador da Athelia rolfsii
glicoamilase: GATS PG G S S G S (SEQ ID NO: 24), e the PEPT linker: P
EPTPEPT(SEQ ID NO: 25). Em outra forma de realizagcdo preferida, as
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enzimas hibridas tém uma sequéncia de ligador que difere das seqii€ncias
amino acidas mostradas na SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO:
24, ou SEQ ID NO: 25 em nido mais do que 10 posigdes, ndo mais do que 9
posi¢des, ndo mais do que 8 posi¢des, ndo mais do que 7 posi¢des, ndo mais
do que 6 posigdes, ndo mais do que 5 posigdes, ndo mais do que 4 posi¢des,
ndo mais do que 3 posi¢des, ndo mais do que 2 posi¢des, ou mesmo ndo mais
do que 1 posigdo.

Dominio de ligacdo de carboidrato

Um dominio de liga¢do de carboidrato (CBD) ou, como com
freqiiéncia referido, um moédulo de ligacdo de carboidrato (CBM), € uma
sequéncia de amino acido de polipeptideo, que se liga preferencialmente a um
poli ou oligossacarideo (carboidrato), freqiientemente — mas néo
necessariamente exclusivamente — a uma sua forma insolivel em agua
(incluindo cristalina).

Os CDBs derivados de enzimas de degradagdo de amido sdo
com freqiiéncia referidos como dominios de ligagdo de amido (SBD) ou
madulos de ligagdo de amido (SBM). Os SBDs sdo CDBs que podem ocorrer
em certas enzimas amiloliticas, tais como certas glicoamilases ou em enzimas
tais como ciclodextrina glicanotransferases ou em alfa-amilases. Igualmente,
outras sub-classes de CBDs abrangeriam, p. ex., dominios de ligagdo de
celulose (CBDs de enzimas celuloliticas), dominios de liga¢do de quitina
(CBDs que tipicamente ocorrem em quitinases), dominios de ligag¢do de
xilano (CDBs que tipicamente ocorrem em xilanases), dominios de ligagdo de
manano (CDBs que tipicamente ocorrem em mananases).

Os CDBs sio encontrados como partes integrais de grandes
polipeptideos ou proteinas consistindo de duas ou mais regides de sequéncia
de amino 4cido de polipeptideo, especialmente em enzimas hidroliticas
(hidrolases), que tipicamente compreendem um dominio catalitico contendo o

sitio ativo para hidrélise de substrato e um dominio de ligagdo de carboidrato
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(CDB) para ligar-se ao substrato de carboidrato em questio. Tais enzimas
podem compreender mais do que um dominio catalitico e um, dois ou trés
CDBs e, opcionalmente, compreendem ainda uma ou mais regides de
sequéncia de amino 4acido de polipeptideo ligando os CBD(s) com o(s)
dominio(s) catalitico(s), uma regido do ultimo tipo sendo indicada como um
“ligador”. Exemplos de enzimas hidroliticas compreendendo um CBD -
alguns dos quais ja foram mencionados acima — sdo celulases, xilanases,
mananases, arabinofuranosidases, acetilesterases e quitinases. Os CDBs foram
também encontrados em algas, p. ex., na alga vermelha Porphyra purpurea na
forma de uma proteina de ligagdo de polissacarideo ndo-hidrolitica.

Nas proteinas/polipeptideos em que os CDBs ocorrem (p. ex.,
enzimas, tipicamente enzimas hidroliticas) um CBD pode ser localizado no
término N ou C ou em uma posigéo interna.

Essa parte de um polipeptideo ou proteina (p. ex., enzima
hidrolitica) que constitui um CBD por si tipicamente consiste de mais do que
certa de 30 e menos do que cerca de 250 residuos amino acidos.

O “Moddulo de Ligag¢do de Carboidrato da Familia 20” ou um
médulo de CBM-20 € no contexto da invengdo definido como uma sequéncia
de aproximadamente 100 amino acidos tendo pelo menos 45% de homologia
com o Moédulo de Liga¢do de Carboidrato (CBM) do polipeptideo descrito na
figura 1 por Joergensen e al. (1997) em Biotechnol. Lett. 19: 1027 — 1031. O
CBM compreende os ultimos 102 amino &cidos do polipeptideo, isto €, a
subsequéncia de amino 4acido 582 ao amino acido 683. A numeragdo das
Familias da Glicosideo Hidrolase aplicada nesta descrigdo segue a concepg¢ao
de Coutinho, PM, & Henrissat B. (1999) CAZy - Carbohydrate-Active
Enzymes server at URL; http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html ou,

alternativamente, Coutinho, P.M. & Henrissat, B. 1999; The modular
structure of cellulases and other carbohydrate-active enzymes; an integrated

database approach. Em "Genetics, Biochemistry e Ecology of Cellulose
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Degradation", K. Ohmiya, K. Hayashi, K. Sakka, Y. Kobayashi, S. Karitae T.
Kimura eds., Uni Publishers Co., Tokyo, pp. 15 - 23, ¢ Bourne, Y, &
Henrissat B. 2001; Glycoside hydrolases and glycosylfransferases; families e
functional modules, Current Opinion in Structural Biology 11:593-600.

Exemplos de enzimas que compreendem um CBD adequado
para uso no contexto da invengdo sdo alfa-amilases, alfa-amilases
maltogénicas, celulases, xilanases, mananases, arabinofuranosidades,
acetilesterases e quitinases. Outros CBDs de interesse em relagdo a presente
invengdo incluem CDBs derivados de glicoamilases (EC 3.2.1.3) ou de
CGTases (EC 2.4.1.19).

Os CDBs derivados de fontes fingicas, bacterianas ou vegetais
geralmente serdo adequados para uso no contexto da invengdo. Preferidos sdo
CBDs de origem fingica, mais preferivelmente de Aspergillus sp, Bacillus
sp., Klebsiella sp. ou Rhizopus sp. Com relagdo a isto, técnicas adequadas
para isolar os genes pertinentes sdo bem conhecidas na técnica.

Preferidos para a invengdo sdo os CBDs da Familia de Modulo
de Liga¢do de Carboidrato 20. CBDs da Familia de Mddulo de Ligagdo de
Carboidrato 20 adequados para a invengdo podem ser derivados de
glicoamilases de Aspergillus awamori (SWISSPROT Q12537), Aspergillus
kawachii (SWISSPROT P23176), Aspergillus niger (SWISSPROT P04064),
Aspergillus oryzae (SWISSPROT P36914), de alfa-amilases de Aspergillus
kawachii (EMBL:#AB008370), Aspergillus nidulans (NCBI AAF17100.1),
de beta-amilases do Bacillus cereus (SWISSPROT P36924), ou de CGTases
de Bacillus circulans (SWISSPROT P43379). Preferido ¢ um CBD da alfa-
amilase de Aspergillus kawachii (EMBL:#AB008370) bem como os CBDs
tendo pelo menos 50%, 80%, 70%. 80% ou mesmo pelo menos 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade com o CBD de uma alfa-amilase de
Aspergillus kawachii (EMBL:#A8008370), isto é, um CBD tendo pelo menos
50%, 60%, 70%, 80% ou mesmo pelo menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou
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99% de identidade com a sequéncia de amino acido da SEQ ID NO: 2.
Também preferidos para a invengdo sdo os CBDs da Familia do Médulo de
Liga¢do de Carboidrato 20, tendo as sequéncias amino acidas mostradas na
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8 e SEQ ID NO: 7 e descritos no pedido PCT
no. PCT/DK2004/000458 (ou pedido de patente dinamarquesa PA 2003
00949) como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 3
respectivamente. Outros CBDs preferidos incluem os CDBs da glicoamilase
de Hormoconis sp, tais como de Hormoconis resinae (sin. fungo Creosoto ou
Amorphotheca resinae), tal como o CBD de SWISSPROT:Q03045: (SEQ ID
NO: 8), de Lentinula sp. tal como de Lentinula edodes (cogumelo shiitake) tal
como o CBD of SPTREMBL:Q9P4C5 (SEQ ID NO: 9), de Neurospora sp. tal

- como de Neurospora crassa tal como o CBD de SWISSPROT:P14804 (SEQ

ID NO: 10) de Talaromyces sp, tal como de Talaromyces
byssochlamyodioides, tal como o CBD de NN005220 (SEQ ID NO: 11), de
Geosmithia sp, tal como de Geosmithia cylindrospora, tal como o CBD of
NN48286 (SEQ ID NO: 12), de Scorias sp, tal como de Scorias spongiosa, tal
como o CBD de NN007096 (SEQ ID NO: 13), de Eupenicillium sp, tal como
de Eupenicillium ludwigii, tal como o CBD de NN005968 (SEQ ID NO: 14),
de Aspergillus sp. tal como de Aspergillus japonicus tal como the CBD de
NNO001136 (SEQ ID NO: 15), de Peniciliium sp, tal como de Penicillium cf.
miczynskii tal como o CBD de NN48891 (SEQ ID NO: 16), de Mzl
Penicillium sp. tal como o CBD de NN48690 (SEQ ID NO: 17), de
Thysanophora sp. tal como o CBD de NN48711 (SEQ ID NO: 18), e de
Humicola sp. tal como de Humicola grisea var .thermoidea tal como o CBD
de SPTREMBL: Q12623 (SEQ ID NO: 19). CBDs muitissimo preferidos
incluem os CDBs da glicoamilase de Aspergillus sp. tal como de Aspergillus
niger, tal como SEQ ID NO: 20, e Athelia sp. tal como de Athelia rolfsii, tal
como SEQ ID NO: 21. Também preferidos de acordo com a inven¢do sio

qualquer CBD tendo pelo menos 50%, 60%, 70%, 80% ou mesmo pelo
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menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade com qualquer uma
das sequéncias amino acidas de CBD antes mencionadas.

Além disso, os CDBs da Familia do Mdédulo de Ligac¢édo de

Carboidrato 20podem ser encontrados em URL: http://afmb.cnrs-
mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html.

Uma vez uma sequéncia de nucleotideo codificando a regido

de ligacdo do substrato (ligagdo de carboidrato) tenha sido identificada, como
cDNA ou DNA cromossomal, ela pode ser manipulada em uma variedade de
maneiras para fundi-la a uma sequéncia de DNA codificando a enzima de
interesse. O fragmento de DNA codificando a sequéncia de amino acido de
liga¢do de carboidrato e o DNA codificando a enzima de interesse sdo entdao
ligados com ou sem um ligador. O DNA ligado resultante pode entdo ser
manipulado em uma variedade de maneiras, para obter-se expressio.

Em uma forma de realizagio, a alfa-amilase compreendida no
hibrido é uma alfa-amilase descrita acima na secdo “Alfa-amilase”. Em uma
forma de realizagdo preferida, a alfa-amilase ¢ de origem fingica. Em uma
forma de realizagdo mais preferida, a alfa-amilase € uma alfa-amilase acida.

Em uma forma de realizagdo preferida, o dominio de ligacéo
de carboidrato e/ou seqiiéncia de ligador é de origem fiingica. O dominio de
ligacdo de carboidrato pode ser derivado de uma alfa-amilase, porém pode
também ser derivado de uma proteina, p. ex., enzimas tendo atividade de
glicoamilase.

Em uma forma de realizagio a alfa-amilase € derivada de uma
cepa de Aspergillus, ou Athelia. Em uma forma de realizagdo, a alfa-amilase €
derivada de uma cepa de Aspergillus oryzae ou Aspergillus niger. Em uma
forma de realizacdo especifica, a alfa-amilase é a alfa-amilase acida de A.
oryzae descrita na SEQ ID NO: 39. Em uma forma de realizagéo especifica, a
seqiiéncia de ligador pode ser derivada de uma cepa de Aspergillus, tal como

a alfa-amilase de A. kawachii (SEQ ID NO: 23) ou a glicoamilase de A.
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rolfsii (SEQ ID NO: 24). Em uma forma de realizagdo, o CBD ¢€ derivado de
uma cepa de Aspergillus ou Athelia. Em uma forma de realizagéo especifica,
o CBD é a alfa-amilase de A. kawachii mostrada na SEQ ID NO: 1 ou a
glicoamilase de A. rolfsii mostrada na SEQ ID NO: 21.

Preferida € a forma de realizagdo em que a enzima hibrida
compreende uma sequéncia de alfa-amilase derivada do dominio catalitico da
alfa-amilase acida de A. niger, tendo a sequéncia mostrada na SEQ ID NO: 38
e/ou uma seqiiéncia de ligador derivada da alfa-amilase de A. kawachii,
mostrada na SEQ ID NO: 23 ou da glicoamilase de A. rolfsii mostrada na
SEQ ID NO: 24 e/ou o CBD é deriado da alfa-amilase de A. kawachii
mostrada na SEQ ID NO: 2, da glicoamilase de A. rolfsii mostrada na
sequéncia SEQ ID NO: 21 ou da glicoamilase de A. niger mostrada na SEQ
ID NO: 22.

Em uma forma de realizagdo preferida, a enzima hibrida
compreende o dominio catalitico da alfa-amilase acida de A. niger, tendo a
sequéncia mostrada na SEQ ID NO: 38, o ligador de alfa-amilase de A.
kawachii mostrado na SEQ ID NO: 23 e o CBD da alfa-amilase de A.
kawachii mostrado na SEQ ID NO: 2.

Em uma forma de realizacgido especifica, a enzima hibrida é a
parte madura da sequéncia de amino acido mostrada na SEQ ID NO: 28
(dominio catalitico da alfa-amilase acida de A. niger-ligador de alfa-amilase
de A. kawachii-CBD da glicoamilase de A. niger), SEQ ID NO: 30 (dominio
catalitico da alfa-amilase acida de A. niger-ligador de alfa-amilase de A.
kawachii-CBD da glicoamilase de A. rolfsii) ou SEQ ID NO: 32 (dominio
catalitico da alfa-amilase acida de A. oryzae-ligador de alfa-amilase de A.
kawachii-CBD de alfa-amilase de A. kawachii) ou SEQ ID NO: 34 (dominio
catalitico da alfa-amilase acida de A. niger-ligador de glicoamilase de A.
rolfsii-CBD de glicoamilase de A. rolfsii) ou SEQ ID NO: 36 (dominio

catalitico da alfa-amilase acida de A. oryzae-ligador de glicoamilase de A.
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rolfsii- CBD de glicoamilase de A. rolfsii) ou o hibrido consistindo do
dominio catalitico da alfa-amilase acida de A. niger (SEQ ID NO: 4 ou 38,
respectivamente)-ligador de glicoamilase de A. kawachii (SEQ ID NO: 23)-
CBD de glicoamilase de A. kawachii (SEQ ID NO: 2) ou uma enzima hibrida
que tenha uma sequéncia de amino 4cido tendo pelo menos 50%, 60%, 70%,
80% ou mesmo pelo menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de
identidade com qualquer uma das seqiiéncias amino 4cidas antes
mencionadas.

Em outra forma de realizagdo preferida a enzima hibrida tem
uma sequéncia de amino 4acido que difere da sequéncia de amino &cido
mostrada na SEQ ID NO: 28 (dominio catalitico da alfa-amilase acida de A.
niger-ligador de alfa-amilase de A. kawachii-CBD de glicoamilase de A.
niger), SEQ ID NO: 30 (dominio catalitico da alfa-amilase 4cida de A. niger-
ligador de alfa-amilase de A. kawachii- CBD de glicoamilase de A. rolfsii),
SEQ ID NO: 32 (dominio catalitico da alfa-amilase acida de A. oryzae-
ligador de alfa-amilase de A. kawachii-CBD de alfa-amilase de A. kawachii),
SEQ ID NO: 34 (dominio catalitico da alfa-amilase acida de A. niger-CBD de
glicoamilase de A. rolfsii) ou SEQ ID NO: 36 (Dominio catalitico da alfa-
amilase 4cida de A. oryzae-dominio catalitico da alfa-amilase acida de A.
niger (SEQ ID NOS: 4 ou 38, respectivamente)-ligador de glicoamilase de A.
kawachii (SEQ ID NO: 23)-CBD de glicoamilase de A. kawachii (SEQ ID
NO: 2) em nio mais do que 10 posi¢des, ndo mais do que 9 posi¢des, ndo
mais do que 8 posi¢gdes, ndo mais do que 7 posi¢des, ndo mais do que 6
posi¢des, ndo mais do que 5 posi¢des, ndo mais do que 4 posi¢des, ndo mais
do que 3 posigdes, ndo mais do que 2 posigdes, ou mesmo ndo mais do que 1
posicéo.

Preferivelmente, a enzima hibrida compreende uma sequéncia
de CBD tendo pelo menos 50%, 60%, 70%, 80% ou mesmo pelo menos 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade com qualquer uma das
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seqiiéncias amino acidas mostradas na SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20
ou SEQ ID NO: 21. Mesmo mais preferida a enzima hibrida compreende uma
sequéncia de CBD tendo uma sequéncia de amino acido mostrada na SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: &, SEQ ID NO: 9, SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ
ID NO: 19, SEQ ID NO: 20 ou SEQ ID NO: 21, em ainda outra forma de
realizagdo preferida, a sequéncia de CBD tem uma sequéncia de amino acido

que difere da sequéncia de amino acido mostrada na SEQ ID NO: 5, SEQ ID

" NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ

ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:
15, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ
ID NO: 20 ou SEQ ID NO: 21 em n3o mais do que 10 posi¢des amino 4cidas,

ndo mais do que 9 posi¢gdes, ndo mais do que 8 posi¢des, ndo mais do que 7

posi¢des, ndo mais do que 8 posi¢des, ndo mais do que 5 posi¢des, ndo mais
do que 4 posi¢des, ndo mais do que 3 posi¢des, ndo mais do que 2 posi¢oes,
ou mesmo ndo mais do que 1 posigdo.

Em uma forma de realizagdo muitissimo preferida, a enzima
hibrida compreende um derivado de CBD de uma glicoamilase de A. rolfsii,
tal como a glicoamilase de AHU 9627 de A. rolfsii descrito na Patente U.S.
No. 4.727.026.

Enzimas de lavagem acida

[
Qualquer enzima de lavagem de acido pode ser usada de

acordo com a presente invengdo. A enzima de lavagem de 4cido pode ser uma
enzima 4cida selecionada do grupo consistindo de pectinase, celulase, lipase,

protease, xiloglicanase, cutinase e uma mistura das mesmas. Uma enzima de
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lavagem € “acida” no contexto da presente inveng¢do, quando o pH 6timo sob
as condi¢des presentes durante desengomagem e lavagem simultaneamente €
abaixo de 7, tal como entre 1 — 7, preferivelmente abaixo 5, tal como entre 1 —
5, especialmente abaixo de 4, tal como entre 1 —4.

Virias enzimas de lavagem sdo conhecidas como:

Poligalacturonase (EC 3.2.1.15) cataliéa a hidrolise aleatéria
das ligagdes 1,4-alfa-D-galactosidurdnicas em  pectato e outras
galacturonanas. Exemplos de outros nomes s@o: Pectina depolimerase;
pectinase; endopoligalacturonase; endo-poligalacturonase; e
endogalacturonase. O nome sistematico é pol(1,4-alfa-D-
galacturonida)glicanoidrolase.

A pectina liase (EC 4.2.2.10) catalisa a clivagem eliminativa
de (1,4)-alfa-D-galacturonan metil éster para fornecer oligossacarideos com
grupos 4-dedxi-6-O-metil-alfa-D-galact-4-enuronisila em suas extremidades
ndo redutoras. Exemplos de outros nomes s@o: Pectina transeliminase;
transeliminase polimetilgalacturdnica; e pectina metiltranseliminase. O nome
sistémico € (1,4)-6-O-metil-alfa-D-galacturonano liase.

A pectato liase (EC 4.2.2.2) catalisa a clivagem eliminativa de
(1,4)-alfa-D-galacturonano para fornecer oligossacarideos com grupos 4-
dedxi-alfa-D-enuronosila em suas extremidades ndo redutoras. Exemplos de
outros nomes sdo: pectato transeliminase; transeliminase poligalacturénica; e
endopectina metiltranseliminase. O nome sistematico € (1,4)-alfa-D-
galacturonano liase.

A pectinesterase (EC 3.1.1.11) catalisa a reagdo: pectina + n
H,O = n metanol + pectato. Exemplos de outros nomes sdo: Pectina
demetoxilase; pectina metilesterase; e pectina metil esterase. O nome
sistematico € pectina pectilidrolase.

A pectato disssacarideo-liase (EC 4.2.2.9) catalisa a clivagem

eliminativa de 4-(4-dedxi-alfa-D-galact-4-enuronosil)-D-galacturonato da
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extremidade redutora do pectato, isto é, pectina desesterificada. Exemplos de
outros nomes sdo: Pectato exo-liase; acido exopéctico transeliminase;
exopectato liase; e &acido exopoligalactordnico-trans-eliminase. O nome
sistémico € liase de dissacarideo da extremidade redutora de (1-4)-alfa-D-
galacturonano.

A numerag¢do EC é de acordo com as Recommendations of the
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry e
Molecular Biology on the Nomenclature e Classification of Enzyme-
Catalysed Reactions, publicadas em Enzyme Nomenclature 1992 (Academic
Press, San Diego, California, com Supplement 1 (1993), Supplement 2
(1994), Supplement 3 (1995), Supplement 4 (1997) e Supplement 5 (em Eur.
J. Biochem. 1994, 223: 1-5; Eur. J. Biochem. 1995, 232: 1-6; Eur. J.
Biochem. 1996, 237: 1-5: Eur. J. Biochem, 1997, 250: 1-6 e Eur. J. Biochem.
1999, 264: 610-650: respectivamente) .

Em uma forma de realizagdo preferida, a pectinase 4cida € uma
pectato liase, uma pectina liase, uma poligalactoronase ou uma
pligalactoronato liase.

O termo “pectinase” inclui qualquer enzima da pectinase
acida. As pectinases sdo um grupo de enzimas que hidrolisam liga¢des
glicosidicas de substincias pécticas, principalmente poli-1,4-alfa-D-
galacturonida e seus derivados (vide referéncia Sakai et al., Pectin, pectinase
and propectinase: production, properties and applications, em: Advances in
Applied Microbiology, Vol. 39, pp. 213-294 (1993)) cuja enzima ¢ entendida
incluir uma proteina madura ou uma sua forma precursora ou um seu
fragmento funcional, que essencialmente tem a atividade da enzima de
comprimento total. Além disso, a expressdo enzima de pectinase destina-se a
incluir homologos ou analogos de tais enzimas.

Preferivelmente, a pectinase acida € uma enzima que catalisa a

clivagem aleatoria das ligagdes alfa-1,4-glicosidicas no acido péctico, também
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chamado 4cido poligalacturdnico, por transeliminagdo, tal como a
poligalacturonato liase da classe enzimatica (EC 4.2.2.2) (PGL), também
conhecida como poli(1l,4-alfa-D-galacturonida) liase, também conhecida
como pectato liase. Também preferida é uma enzima de pectinase, que
catalisa a hidrolise aleatéria das ligagdes alfa-1,4-glicosidicas no acido
péctico, tal como a poligalactoronase da classe enzimatica (EC 3.2.1.15)
(PG), também conhecida como endo-PG. Também preferida € uma enzima de
pectinase, tal como polimetilgalacturonato liase (EC 4.2.2.10) (PMGL),
também conhecida como Endo-PMGL, também conhecida como
poli(metioxigalactoronida) liase, também conhecida como pectina liase, que
catalisa a clivagem aleatéria das liga¢Ses alfa-1,4-glicosidicas da pectina.
Outras pectinases preferidas sdo galactanases (EC 3.2.1.89), arabinanases (EC
3.2.1.99), pectina esterases (EC 3.1.1.11) e mananases (EC 3.2.1.78).

Para fins da inven¢do, a fonte das enzimas acima incluindo
pectina liase, pectato liase e' pectinesterase ndo é critica, p. ex., as enzimas
podem ser obtidas de uma planta, um animal ou um microorganismo tal como
uma bactéria ou um fungo, p. ex., um fungo filamentoso ou uma levedura. As
enzimas podem, p. ex., ser obtidas destas fontes pelo uso de técnicas de DNA
recombinante, como € sabido na técnica. As enzimas podem ser enzimas
naturais ou tipo selvagem ou qualquer seu mutante, variante ou fragmento
exibindo a atividade enzimética pertinente, bem como enzimas sintéticas, tais
como enzimas embaralhadas e enzimas de consenso. Tais enzimas
geneticamente construidas podem ser preparadas como ¢ geralmente
conhecido na técnica, p. ex., por mutagénese direcionada ao sitio, por PCR
(usando-se um fragmento PCR contendo a mutagdo desejada como um dos
imprimadores das reagdes PCR), ou por Mutagénese Aleatoria. A preparagdo
das proteinas de consenso € descrita, p. ex., na EP 897985.

A pectinase pode ser um componente ocorrendo em um

sistema enzimatico produzido por um dado microorganismo,tal como um
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sistema enzimatico principalmente compreendendo diversos diferentes
componentes de pectinase, incluindo aqueles identificados acima.

Alternativamente, a pectinase pode ser um Unico componente,
isto €, um componente essencialmente livre de outras enzimas de pectinase,
que podem ocorrer em um sistema enzimatico produzido por um dado
microorganismo, o Unico componente tipicamente sendo um componente
recombinante, isto €, produzido pela clonagem de uma sequéncia de DNA
codificando o Uinico componente e subsequente célula transformada com a
sequéncia de DNA e expressa em um hospedeiro. Tais enzimas
recombinantes  Gteis, especialmente pectinase, pectina liases e
poligalacturonases sdo descritas em detalhes em, p.ex., WO 93/020193, WO
02/092741, WO 03/095638 e WO 2004/092479 (da Novozymes A/S), que sdo
por este meio incorporadas por referéncia em sua totalidade, incluindo as
listagens de sequéncia. O hospedeiro é preferivelmente um hospedeiro
heterdlogo, porém o hospedeiro pode, sob certas condi¢des, também ser o
hospedeiro homologo.

Em uma forma de realizagdo preferida, a pectinase usada de
acordo com a presente invengdo € derivada do género Aspergillus.

Em uma ainda preferida forma de realizagéo, a pectinase € a
protopectinase tendo uma sequéncia de amino acido SEQ ID NO: 1 de JP
11681877 ou a protopectinase tendo uma sequéncia de amino acido gerada
por delegdo, substitui¢do ou inser¢do de um amino 4cido ou diversos amino
acidos da sequéncia de amino acido e tendo uma atividade no mesmo nivel do
ou um nivel superior ao nivel da atividade da protopectinase com a sequéncia
de amino acido de SEQ ID NO: 1 de JP 11682877.

A pectinase, tal como especialmente pectato liase, pode
preferivelmente estar presente em uma concentragdo na faixa de 1 — 1500
APSU/kg de tecido, preferivelmente 10 — 1200 APSU/kg de tecido,
especialmente 100 — 1000 APSU/kg de tecido.
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As liases de pectato acidas comercialmente disponiveis de
acordo com a presente invengdo incluem Pectinex® BE XXL, Pectinex® BE
Colour, Pectinex® ultra; Pectinex™ Ultra SP-L, Pectinex® Yield Mash,
Pectinex® XXIL.m Pectinex® Smash XXL, Pectinex® Smash, Pectinex™ AR
da Novozymes A/S, Dinamarca.

Proteases

Qualquer protease adequada para uso nas solugdes acidas pode
ser usada. As proteases adequadas incluem aquelas de origem animal, vegetal
ou microbiana. A origem microbiana é preferida. Mutantes quimica ou
genericamente modificados sdo incluidos. A protease pode ser uma serina
protease, preferivelmente uma protease microbiana 4cida ou uma protease
semelhante a tripsina. Exemplos de proteases acidas sdo subtilisinas,
especialmente aquelas derivadas de Bacillus, preferivelmente Bacillus lentus
ou Bacillus clausii, p. ex., subtilisina Novo, subtilisina Carlsberg, subtilisina
309, subtilisina 147 e subtilisina 168 (descrita no WO 89/06279).

Enzimas de protease comercialmente disponiveis preferidas
incluem aquelas vendidas sob os nomes comerciais ALCALASE™,
SAVINASE™ 16 L Tipo Ex, PRIMASE™, DURAZYM™, ¢ ESPERASE™
(Novozymes A/S, Dinamarca), aquelas vendidas sob o nome comercial
OPTICLEAMTM, OPTIMASE™, PROPARASE™, PURAFECT™,
PURAPECT™ MA e PURAPECT™ OX, PURAFECT™ OX-1 e
PURAFECT™ (OX-2 pela Genencor International Inc., (USA).

Em uma forma de realizagdo do processo da invengdo, a
protease pode estar presente em uma concentragdo de 0,001-10 KNPU/L,
preferivelmente 0 1-1 KNPU/L. especialmente em torno de 0,3 KNPU/L ou
0.001-10 KNPU/kg de tecido, preferivelmente 0,1-1 KNPU/kg de tecido,
especialmente em torno de 0.3 KNPU/kg de tecido.

Lipases

Qualquer lipase adequada para uso em solugdes acidas pode
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ser usada. Lipases adequadas incluem aquelas de origem bacteriana ou
fuangica. Mutantes quimica ou geneticamente modificados sdo incluidos.

Exemplos de lipases uteis incluem enzimas de lipase acida
representativas incluindo Lipolase.TM., Lipolase. TM. Uitra, Palatase. TM. A,
Palatase. TM. M e Lipozima.TM, comercialmente disponiveis na Novo
industri A/S. Estas enzimas de lipase acida sdo enzimas de lipase 1,3-
espec ficas, que hidrolisam o acido graxo na posi¢do 1 e 3 do triglicerideo.
Outra enzima de lipase acida representativa é a Lipase de Levedura-BCC
comercialmente disponivel na Bio-Cat, Inc. Esta enzima € derivada de uma
cepa selecionada de Candida cylindracea e ¢ uma enzima de lipase ndo-
especifica, que hidrolisa o acido graxo em todas trés posigoes do triglicerideo.

Em uma forma de realizagdo do processo da inven¢do, uma
enzima de lipase pode estar presente em uma concentracdo de 0,01 — 100
LU/L de solugdo de tratamento, preferivelmente 1 — 10 LU/L de solugédo de
tratamento, especialmente em torno de 1 LU/L solugdo de tratamento ou de
0.01-100 LU/kg de tecido, preferivelmente 1-10 LU/kg de tecido,
especialmente em torno de 1 LU/kg de tecido.
Celulases

No presente contexto, o termo “celulase ou “enzima
celulolitica” refere-se a uma enzima que catalisa a degradagdo da celulose em
glicose, celobiose, triose e outros celo-oligossacarideos. A celulose é um
polimero de glicose ligado por ligagbes beta-1,4-glicosidicas. As cadeias de
celulose formam numerosas ligagdes hidrogénio intra e intermoleculares, que
resultam na formag¢do de microfibrilas de celulose insoluveis. A hidrolise
microbiana da celulose em glicose envolve as seguintes trés maiores classes
de celulases: endo-1,4-beta-glicanases (EC 3.2.1.4), que clivam as ligagdes
beta-1,4-glicosidicas aleatoriamente por todas as moléculas de celulose;
celobioidrolases (EC 3.2.1.91) (exoglicanases), que digerem a celulose da

extremidade ndo-redutora; e beta-glicosidases (EC 3.2.1.21), que hidrolisam a
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celobiose e celodextrinas de baixa massa molecular para liberar glicose. A
maioria das celulases consiste de um dominio de ligagdo de celulose (CBD) e
um dominio catalitico (CD) separado pr um ligador rico em prolina e residuos
hidréxi amino acidos. No relatério e reivindicagdes, o termo “endoglicanase”
€ destinado a indicar enzimas com atividde celulolitica, especialmente
atividade endo-1,4-beta-glicanase, que sdo classificadas em EC 3.2.1.4 de
acordo com a Enzyme Nomenclature (1992) e sdo capazes de catalisar
(endo)hidrdlise de ligagdes 1,4-beta-D-glicosidics em celulose, liquenina e
beta-D-glicanos de cereais, incluindo ligagdes-1,4 de beta-D-glicanos,
também contendo liga¢des-1,3. Qualquer celulase adequada para uso em
solugdes acidas pode ser usada. Celulases adequadas incluem aquelas de
origem bacteriana ou fungica. Mutantes quimica ou genericamente
modificados sdo incluidos. Celulases adequadas sdo descritas na Patente U.S.
No. 4.435.307, que descreve celulases fungicas produzidas de Humicola
insolens. Celulases especialmente adequadas séo as celulases tendo beneficios
de cuidados de cor. Exemplos de tais celulases sdo as celulases descritas no
pedido de patente Européia No. 0 495 257, WO 91/17243 e WO 96/29397.

A enzima de celulase acida especiﬁca para hidrolise da
celulose polimérica produzida por bactéria Acetobacter pode ser derivada de
certas cepas de Trichoderma reesei ou Aspergillus niger, ou seus mutantes ou
variantes, natural ou artificialmente induzidos. Como aqui usado,
Trichoderma reesei indica microorganismos conhecidos por esse nome, bem
como aqueles microorganismos classificados sob os nomes Trichoderma
longibrachiatum e Triochoderma viride. Qualquer enzima de celulase ou
complexo de enzima que seja especifico para hidrélise da celulose produzida
por bactérias Acetobacter pode ser usada.

Uma enzima de celulase acida representativa é o complexo de
Concentrado Celulase Tr e celulase acida de multi-enzima, que ¢

comercialmente disponivel na Solvay Enzymes, Inc. O Concentrado de
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Celulase Tr é um complexo de celulase de grau alimenticio obtido por
fermentacdo controlada de uma cepa selecionada de Trichoderma reesei. Este
complexo de enzima consiste de tanto exoglicanases como endoglicanases
que diretamente atacam a celulose nativa, os derivados de celulose nativa e
derivados de celulose solaveis. Este complexo de enzima especificamente
hidrolisa as ligagGes beta-D.4-glicosidicas de celulose bacteriana, em
particular a celulose bacteriana polimérica produzida pela bactéria
Acetobacter, bem como seus oligomeros e derivados (Patente U.S. No.
5.975.095).

Outra enzima de celulase representativa comercialmente
disponivel na Solvay enzymes, Inc. é o complexo de Celulase TRI e celulase
liquida de multi-enzimas. O complexo de enzima de celulose de celulase TRL
¢ derivado de Trichoderma reesei da mesma maneira que o complexo de
enzima Concentrado Celulase Tr, porém ¢é preparado € vendido em forma
liquida. Sua atividade contra a celulose bacteriana foi demonstrada ser
equivalente aquela do complexo de enzima e Concentrado de Celulase Tr.

Outras enzimas adequadas para uso na presente invengdo
incluem enzima de Celluzyme Acid P e Celluclast 1,5 L, ambas
comercialmente disponiveis na Novo Nordisk; Multifect. TM. Celulase 300
enzima, comercialmente disponivel na Genencor International e Rapidase
RTM. Acid Cellulase enzyme, comercialmente disponivel na Gist-Brocades
B. V. Ainda outras enzimas de celulase ou complexos de enzima de celulase
sdo adequadas para uso na presente invengdo, desde que elas exibam atividade
hidrolitica especifica direcionada a ligagdo beta-glicosidica caracteristica da
celulose bacteriana polimérica produzida por microorganismos tais como
bactérias Acetobacter (Patente U.S. No. 5.975.095).

Em uma forma de realizagdo do processo da invengdo, a
celulase pode ser usada em uma concentragdo na faixa de 0,001 —10 g de

proteina enzimatica/l solugdo de tratamento, preferivelmente 0,005 — 5 g de
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proteina enzimadtica/l de solugdo de tratamento, especialmente 0.01-3 g
proteina enzimatica/l solugdo ou de 0.001-10 g proteina enzimatica’kg de
tecido, preferivelmente 0.005-5 g proteina enzimatica’kg de tecido,
especialmente 0,01-3 g proteina enzimatica/kg de tecido. Em uma forma de
realizacdo a celulose € usada em uma concentragédo de 0,1-1,000 ECU/g de
tecido, preferivelmente 0,5-200 ECU/g de tecido, especialmente 1-500 ECU/g
de tecido.
Cutinase

Uma cutinase € uma enzima capaz de degradar a cutina, cf., p.
ex., Lin T S & Kolattukudy P E, J. Bacteriol., 1978, 133(2): 942-951. As
cutinases, por exemplo, diferem das lipases classicas pelo fato de que
nenhuma ativacdo mensurdvel em torno da concentragdo critica de micelas
(CMC) do substrato de tributirina é observada. Além disso, as cutinases sdo
consideradas pertencentes a uma classe de esterases de serina. A cutinase
pode também ser uma cutinase derivada de Humicola insolens descrita no
WO 96/13580. A cutinase pode ser uma variante tal como uma das variantes
descritas no WO 00/34450 ¢ WO 01/92502, que sdo por este meio
incorporados por referéncia.

Exemplos de cutinases sdo aqueles derivados de Humicola
insolens (Patente U.S. No. 5.827.719); de uma cepa de Fusarium, p. ex., F.
roseum culmorum ou, particularmente, F. solani pisi (WO 90/09446; WO
94/14964, WO 94/03578). A cutinase pode também ser derivada de uma cepa
de Rhizoctonia, p. e., R. solani, ou uma cepa de Alternaria, p. ex., A.
brassicicola (WO 94/03578) ou suas variantes, tais como aquelas descritas em
WO 00/34450 ou WO 01/92502. A cutinase pode também ser de origem
bacteriana, tal como uma cepa de Pseudomonas, preferivelmente
Pseudomonas mendocina descrita no WO 01/34899.

A cutinase pode ser adicionada em uma concentragdo de 0,001

— 25.000 microgramas de proteina enzimatica/grama de tecido,
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preferivelmente 0,01-10.000 microgramas proteina enzimatica/g de tecido,
especialmente 0,05-1.000 microgramas proteina enzimatica/g de tecido.

Xiloglicanase

A xiloglicanase € uma enzima especifica de xiloglicano, capaz
de catalisar a solubilizacdo de xiloglicano em oligossacarideos de xiloglicano.
De acordo com TUBMB Enzyme Nomenclature (2003) uma xiloglicanase €
classificada como EC 3.1.1.151. Pauly et al, (Glycobiology, 1999, 9:93 -100)
descreve uma endo-beta-1,4-glicanase especifica de xiloglicano de
Aspergillus aculeatus. Uma xiloglicanase usada de acordo com a presente
invengcdo pode ser derivada de microorganismos tais como fungos ou
bactérias. Exemplos de xiloglicanases tteis sdo endoglicanases hidrolisantes
de xiloglicano da familia 12, em particular endoglicanases hidrolisantes de
xiloglicano da familia 12 obtidas de, p. ex., Aspergillus aculeatus como
descrito no WO 94/14953. Outro exemplo ttil € uma xiloglicanase produzida
por Trichoderma, especialmente EGIII. A xiloglicanase pode também ser
derivada de uma bactéria do género Bacillus, incluindo Bacillus
licheniformis, Bacillus agaradharens ou Bacillus firmus. A xiloglicanase pode
também ser uma endoglicanase com atividade de xiloglicanase e baixa
atividade em relagcdo a celulose insoluvel e alta atividade em relagdo a
celulose solavel, p. ex., endoglicanases da familia 7 obtidas de, p. ex,
Humicola insolens.

A xiloglicanase pode ser adicionada em uma concentragio de
0,001 — 25.000 pg de proteina enzimatica/grama de tecido, preferivelmente
0,01-10.000 microgramas proteina enzimatica/g de tecido, mais
preferivelmente 0,05-1.000 microgramas proteina enzimatica/g de tecido, em
particular 0,5-500 microgramas proteina enzimatica/grama de tecido.

Composicio da Invencio

No segundo aspecto a invengdo refere-se a uma composi¢do

adequada para uso no processo da invengdo. A composi¢do pode ser uma
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composi¢do solida ou liquida (aquosa) e pode ser uma composi¢do
concentrada ou uma composi¢do pronta para uso.

Assim, neste aspecto, a invengdo refere-se a uma composigdo
compreendendo uma alfa-amilase acida e uma enzima de lavagem de acido.

As enzimas compreendidas podem preferivelmente ser as
mencionadas na secdo “Enzimas” acima.

Em uma forma de realizagéo, a alfa-amilase acida derivada de
uma cepa de Bacillus sp, preferivelmente de uma cepa de B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, Bacillus sp. NCIB 12289, NCIB
12512, NCIB 12513 ou DSM 9375, ou DSMZ no. 12849, KSM AP1378, ou
KSM K36 ou KSM K38.

A bacillus alfa-amilase pode ser uma variante tendo uma ou
mais dele¢gbes nas posi¢des D183 e G184, respectivamente, e pode ainda ter
uma substitui¢do na posi¢do N195F (usando-se a numeragdo de SEQ ID NO:
4). A variante de Bacillus alfa-amilase pode também ser uma tendo uma ou
mais dele¢Ges na posi¢cdo D183 e G184 e pode ainda ter uma ou mais das
seguintes substitui¢cdes: R118K, N195F, R320K, R458K (empregando-se a
numerag¢do da SEQ ID NO: 6).

As enzima(s) de lavagem é(sdo) selecionadas do grupo
consistindo de: pectinase, celulase, lipase, protease, cutinase, xiloglicanase
acida e misturas dos mesmos.

Em uma formas de realizacdo preferida, a pectinase 4cida é
uma pecato liase, preferivelmente uma pectato liase derivada de uma cepa de
Bacillus, preferivelmente uma cepa de B. licheniformis, B. alcalophilus,
Bacillus pseudoalcalophilus e Bacillus clarikia, especialmente a espécie
Bacillus licheniformis. Outros agentes adequados para o processo a ser
realizado podem ser adicionados separadamente ou ser compreendidos na
composi¢do da invencdo. Exemplos de tais agentes incluem agentes

estabilizante, tensoativo, umectante, dispersante, seqiiestrante e emulsificante
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e misturas dos mesmos.

Embora a alfa-amilase acida e a enzima de lavagem de 4cido
possam ser adicionadas como tal, prefere-se que seja formulada em uma
composi¢do adequada. Assim, as enzimas podem ser usadas na forma de um
granulado, preferivelmente um granulado ndo-empoante, um liquido, em
particular um liquido estabilizado, uma lama ou em uma forma protegida.
Granulados livres de p6 podem ser produzidos, p. ex., como descrito nas
Patentes U.S. Nos. 4.106.991 e 4.661.452 (ambas de Novozimes A/S) e
podem opcionalmente ser revestidas por métodos conhecidos na técnica.

As prepara¢des enzimaticas liquidas pode, por exemplo, ser
estabilizadas adicionando-se um poliol, tal como, p. ex., propileno glicol, um
agicar ou alcool de agtcar ou acido acético, de acordo com métodos
estabelecidos. Outros estabilizadores de enzima sfo bem conhecidos na
técnica. Enzimas protegidas podem ser preparadas de acordo com o método
descrito na EP 238 216.

Em principio, a composi¢do da inveng¢do compreendendo uma
alfa-amilase 4acida e uma enzima de lavagem pode conter qualquer outro
agente a ser usado no processo combinado da inveng¢ao.

A composi¢do da invengdo compreende em uma forma de
realizac¢do preferida pelo menos um outro componente selecionado do grupo
consistindo de estabilizadores, tensoativos, agentes umectantes, agentes
dispersantes, agentes seqiiestrantes e agentes emulsificantes. Todos tais outros
componentes adequados para uso téxtil sdo bem conhecidos na técnica.

Tensoativos adequados incluem os mencionados na segdo
“Detergente” acima. O agente umectante serve para melhorar a
umectabilidade da fibra, por meio do que uma rapida e uniforme
desengomagem e lavagem podem ser obtida. O agente emulsificante serve
para emulsificar impurezas hidrofobicas presentes no tecido. O agente

dispersante serve para evitar que impurezas extraidas se redepositem no
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tecido. O agente seqiiestrante serve para remover ions tais como Ca, Mg e Fe,
que podem ter um impacto negativo sobre o processo e exemplos preferidos
incluem soda caustica (hidréoxido de sddio) e cinza de soda (carbonato de
sodio).

Uso da Composicido da Invencido

No terceiro aspecto a invengdo refere-se ao uso da composi¢éo
da invengdo em um processo de desengomagem e lavagem simultdneas,
preferivelmente o processo da invengdo. Em uma forma de realizagio
preferida, a composigdo da invengdo € usada em um processo da invengao.

A invencdo descrita e reivindicada aqui ndo € destinada a
limitar o escopo pelas formas de realizagdo especificas aqui descritas, uma
vez que estas formas de realizagdo sdo ilustragdes de diversos aspectos da
inven¢do. Quaisquer formas de realizagdo equivalentes destinam-se a
situarem-se dentro do escopo desta invengdo. Na realidade, varias
modificagdes da inveng¢do, além daquelas mostradas e descritas aqui, tornar-
se-80 evidentes para aqueles habeis na técnica pela descri¢do precedente. Tais
modifica¢des sdo também destinadas a situar-se dentro do escopo das
reivindica¢des anexas. No caso de conflito, a presente descrigdo incluindo
defini¢cdes regulara.

Varias referéncias s@o aqui citadas, cujas descrigdes sao
incorporadas por referéncia em suas totalidades.

Materiais & Métodos

Enzimas

- Amilase Acida A: Alfa-amilase 4cida tipo selvagem,
derivada de A. niger descrito na SEQ ID NO: 38.

- Amilase Acida B: alfa-amilase hibrida mostrada na SEQ ID
NO: 48, compreendendo um dominio catalitico (CD) de alfa-amilase de
Rhizomucor pusillus tendo um dominio de ligagdo de carboidrato (CBD) de

A. niger.
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- Pectinase acida A (Pectinex BEE XXL, Novozymes (A/S):
uma preparagdo de enzima liquida pectolitica, produzida por Aspergillus
species.

- Pectinase 4acida B (Pectinex Ultra; Novozymes A/S): uma
preparagdo de enzima pectolitica altamente ativa, contendo uma faixa de
atividades hemiceluloliticas, produzidas por uma cepa selecionada de
Aspergillus aculeatus.

- Pectinase 4acida C (Pectinex Yield Mash, Novozymes A/S)

- Pectinase acida D (Pectinex XXL, Novozymes A/S)

- Pectinase acida E (Pectinex Smash XX, Novozymes A/S).

Os numeros de classificagdo enzimatica (numeros EC)
referidos na presente especificagdo com reivindicagdes sdo de acordo com as

Recommendations (1992) of the Nomenclature Committee of the

International Union of Biochemistry and _Molecular Biology, Academic Press

Inc, 1992.

Tecido
- 460U Interlock Knits (Testfabrics, Inc.)
- Vlisco fabric (de Vlisco Helmond B. V.)
Tampao

Tampao de Citrato

1) 10 mM tampio de Citrato (pH 3,0)

1,954 g de monoidrato de 4cido citrico e 0,206 g de diidrato de
Citrato de Sodio sdo dissolvidos em 1 1 de agua deionizada.

2) 10 mM de tamp3o de Citrato (pH 4,0)

1,376 g de monoidrato de acido citrico 1,015 g de diidrato de
Citrato de Sodio sdo dissolvidos em 1 L de agua deionizada.
Métodos:

Determinacdo da homologia

Para fins da presente invengdo, o grau de homologia €
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determinado como o grau de identidade entre duas sequéncias amino &cidas,
como determinado pelo método Clustal (Higgins, 1989, CABIOS 5: 151 —
153), usando-se o software LASERGENE™ MEGALiIGN™ (DNASTAR,
Inc., Madison, WI) com uma tabela de identidade e os seguintes pardmetros
de multiplos alinhamento: Perda de vdo de 10 e perda de comprimento de védo
de 10. Os pardmetros de alinhamento duplo foram Ktuple=1 , perda de vdo=3,
windows=5, e diago-nals=5.

Atividade de alfa-amilase acida (Ensaio AFAU)

Quando usada de acordo com a presente invengdo, a atividade

de qualquer alfa-amilase acida pode ser medida em AFAU (Unidades de Alfa-
amilase Fungica Acida), que sdo determinadas em relagio a um padrdo de
enzima. 1 AFAU ¢ definida como a quantidade de enzima que degrada 5260
mg de matéria seca de amido por hora sob as condi¢des padrdo abaixo
mencionadas.

A alfa-amilase &acida, uma endo-alfa-amilase (1,4-alfa-D-
glican-glicano-hidrolase, E.C. 3.2.1.1) hidrolisa as ligagdes alfa-1,4-
glicosidicas nas regides internas da molécula de amido para formar dextrinas
e oligossacarideos com diferentes comprimentos de cadeia. A intensidade da
cor formada com iodo € diretamente proporcional a concentragdo de amido. A
atividade de amilase é determinada usando-se colorimetria inversa como uma

redugdo da concentragdo de amido sob as condi¢des analiticas especificadas.

ALFA-AMILASE .
AMIDO + IODO - > DEXTRINAS+ OLIGOSSACARIDEOS

A =590 nm 40°, pH 2,5

azul/violeta t=23s descoloragio

Condig¢des padrio/condicoes de reacio:

Substrato: Amido soluvel, ap. 0,17 g/l
Tampao: Citrato, aprox. 0,03 M
Iodo (12): 0,03 g/l

CaCl,: 1,85 mM

pH: 2,50 + 0,05
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Temperatura Incubagio: 40°C

Tempo de reacdo: 23 segundos
Comprimendo de onda: 590 nm
Concentra¢do enzima: 0,025 AFAU/ml
Faixa trabalho enzima: 0,03 — 0,04 AFAU/ml

Um folheto EB-SM-0259.02/01 descrevendo este método

analitico mais detalhadamente € disponivel sob pedido & Novozimas A/S,
Dinamarca, folheto este sendo por este meio incluido por referéncia.
Atividade de alfa-amilase (FAU)

A atividade de alfa-amilase pode ser determinada usando-se

(4,6-¢tilideno(G7)-p-nitrofenil(G1)-a,D-maltoeptaosideo  (etilideno-G7PNP)

como substrato. Este método € baseado na decomposic¢éo de etilideno-G7PNP
pela enzima em glicose e no p-nitrofenol colorido-amarelo. A taxa de
formagdo do p-nitrofenol pode ser observada por Konelab 30. Esta € uma
expressdo da taxa de reacdo e, desse modo, da atividade enzimatica.

A atividade enzimética € determinada em relagdo a um padrdo
enzimatico. 1 FAU ¢ definida como a quantidade de enzima que degrada

5.260 mg de matéria seca de amido por hora sob as condigbes padrdo abaixo

mencionadas.
Condi¢Ges de Reagéo
Temperatura 37°C
pH 7,15
Concentragio de substrato | 1,86 mM
comprimento de onda 405 nm
Tempo de reagédo S min
Tempo de Medigéo 2 min
Concentracido de enzima | 0,46 — 2,29 mFAU(F)/ml

Um folheto EB-SM-0216.02 descrevendo este método

analitico mais detalhadamente é disponivel sob pedido a Novozimes A/S,

Dinamarca, folheto este sendo por este meio incluido por referéncia.

Determinac¢do da ATIVIDADE DA PECTINA TRANSELIMINASE (UPTE)

A atividade da pectinase acida pode ser determinada

degradando-se uma solug¢ido de Obipectina em relagdo a um padrdo de enzima
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sob as condi¢des dadas abaixo:

Reacgao:

Concentragdo de substrato: 0,5% Obipectina
Temperatura: 30°C

pH: 5,4

Tempo de reacdo: 10 minutos
Absorbancia: 238 nm

Uma unidade de pectina transeliminase (UPTE) € definida
como a quantidade de enzima que eleva a absorbancia em 0,01 unidade de
absorbancia por minuto sob condi¢des padrio.

Um folheto EB-SM-0368.02/01, descrevendo este método
analitico mais detalhadamente € disponivel sob pedido a Novozimes A/S,
Dinamarca, folheto este sendo por este meio incluido por referéncia.

Determinacio da atividade de Poligalacturonase (PGU)

Condig¢Ges de reagdo
Tampio Fosfato, 70 mM; Citrato 30 mM
Acido poligalacturdnico 19 g/l
pH 3,5
Temperatura 30°C
Tempo 30 minutos
Poligalacturonase 400 PGU/]
Concentragdo da Amostra 9 PGU/ml

Sob degradagdo do acido poligalacturdénico, a viscosidade
reduzir-se-4, que € proporcional a atividade de Poligalacturonase das amostras

desconhecidos.
Um folheto EB-SM-0615.02 descrevendo este método

analitico mais detalhadamente € disponivel sob pedido na Novozimes A/S,
Dinamarca, folheto este sendo por este meio incluido por referéncia.

Desengomagem (Método Tegewa)

O residuo de goma de amido € determinado visualmente
comparando-se uma tira de amostra de tecido tingido de iodo com um
conjunto padrido de fotos com escala 1 — 9, em que 1 € azul escuro e 9 nédo tem

coloragdo de cor. A solug¢do colorida de iodo ¢ feita dissolvendo-se 10 g KI
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em 10 ml de agua, adicionando-se 0,635 g I, e 200 ml de etanol em agua
deionizada, para produzir uma solugio total de 1 1. Uma amostra de tecido €
cortada e imersa na solu¢do de iodo por 60 segundos e enxaguada em agua
deionizada por cerca de 5 segundos. A amostra de tecido € classificada por
pelo menos dois profissionais apds 4agua em excesso da amostra ser
comprimida para fora. Um nimero médio é fornecido. O método e escalas
padrdo obteniveis de Verband TEGEWA, Karistrasse 21, Frankfurt a.M.,
Alemanbha.

Remocio de pectina

O residuo de pectina no tecido foi determinado
quantitativamente. O principio é que vermelho de ruténio ligue-se a
compostos polianiénicos como pectina ndo metilada. O nivel de pec;cina no
tecido € proporcional a concentracdo de vermelho de ruténio no tecido de
algoddo, que € linearmente proporcional a fung¢do Kulbelka-Munk (isto ¢,
K/S). A refletancia de cor (R) do tecido tingido de vermelho de ruténio foi
medida a 540 nm (Macbeth colorimeter, Model # CE-7000) e
automaticamente calculada em um valor K/S por:

K/S = (1-R)*/2R).

A % de remogio de pectina foi calculada usando-se a seguinte
féormula:

%-remog¢do pectina = 1-% Pectina Res.= 1-100" (K/S—
K/So)/(K/S100-K/s0

em que K/S;g era de tecido com 100% de pectina, tipicamente
tecido ndo tratado original, enquanto K/S, era do tecido com 0% de pectina
resitual, tipicamente tecido muito lavado e branqueado. Com base em
informacdo de John H. Luft e descrita em um artigo “Ruthenium red and
Violet I. Chemistry” 1971, a solugdo de tingimento foi preparada dissolvendo-
se 0,2 g/l de vermelho de ruténio, 10, g/l de cloreto de aménio, 2,5 ml/l de

28% de solugdo de hidroxido de aménio, 1,0 g/l de Silwet L-77 e 1,0 g/l de
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Tergitol 15-S-12 em dgua destilada, para produzir uma solugdo total de 1 litro.
A solugdo foi produzida diariamente antes do uso. Durante o tingimento, 100
ml de solugfio corante foi usada para 1 grama de tecido. As tiras de amostra de
tecido foram incubadas em solugdo vermelho de ruténio por 15 minutos em
temperatura ambiente. A tira de amostra foi enxaguada em um esticador e
entdo enxaguada em Aagua destilada (100 ml/1 g de tecido) a 60°C por 10
minutos. A refletdncia de cor foi medida apés secar.

Umectabilidade do tecido

A umectabilidade do tecido foi medida usando-se um método
de teste de gota de acordo com o método de teste AATCC 79-1995. Uma gota
de 4gua foi permitida cair de uma altura fixada (1 cm) sobre a superficie
retesada de um espécime de teste. O tempo necessario para a reflexdo
especular da gota d’dgua desaparecer foi medido e registrado como tempo de
umectacgio.

Teste de absorcido

A altura de absor¢do dos téxteis € um dos indicadores para
absorbancia. Cortar uma tira de amostra de tecido retangular de 25 cm
(dire¢do da urdidura e da trama) x 4 cm. Se a amostra néo for disponivel neste
tamanho para testar, ajustar o método para adaptar-se a amostra. Usando-se
uma caneta a prova d’dgua/a prova de corante, riscar uma linha através do

topo da amostra 1,5 cm a partir do topo da tira de amostra e 3 cm a partir da

" base da amostra. Riscar uma linha através da amostra 19 cm a partir da base

da tira de amostra. Fixar um grampo de papel com um peso na base do tecido.
Colocar o topo da tira de amostra no centro do grampo de term6metro, de
modo que a linha fique na base do grampo. Encher um béquer cerca de
metade (pelo menos 5 cm acima da base do copo) com 1 g/l de solugdo de
corante (p. ex., azul reativo). Ajustar o grampo com a tira de amostra até a
superficie da solugdo de corante ficar em nivel com a linha na base do tecido.

Dar partida no cronémetro logo que a tira de amostra estiver em posigdo.
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Medir a altura que a solugdo de corante tiver sido absorvido completamente
da superficie da solugdo de corante apdés 30 min. Remover a tira de amostra e
permitir que seque ao ar em uma superficie plana.

EXEMPLOS

Exemplo 1
Lavagem de tecido de algodio com pectinase acida A

Um tecido de algoddo 100% 460U foi comprado da Test

Fabrics. As tiras de amostra de tecido foram cortadas a cerca de 2 g cada.

Dois tampdes foram produzidos para este estudo. O tampéo
pH 3 foi produzido dissolvendo-se 1,954 g de monoidrato de 4cido citrico e
0,206 g de deidrato de citrato de sédio em 1 litro deionizado. O tampao de pH
4 foi produzido dissolvendo-se 1,376 g de monoidrato de acido citrico e 1,015
g de deidrato de citrato de s6dio em 1 litro desionizado. A lavagem foi
conduzida com um Lab-O-Mat. O béquer foi enchido com 40 ml de tampéo e
dois pedagos de tecido pré-cortado.

1. Pré-enxague: O agente umectante, Leophan, foi adicionado
ao tampdo em uma concentragdo de 0,25 g/l. Em seguida a temperatura foi
aumentada para 40°C para pré-enxague. Ap6s 10 min, o liquido foi drenado.

2. Biolavagem: O béquer com tecidos pré-enxaguados foi
enchido com 40 ml de tamp&o. Pectinase acida foi adicionada a cada béquer
como especificado. No interim, o segundo agente umectante, Keirlon Jet B,
foi dosado a uma concentragdo de 1 g/l. A temperatura foi elevada a 55°C e
mantida por 30 min.

3. Inativagdo: Apods o tempo requerido alcangado, adicionar o
Dekol NS da maquina/béquer entdo elevar a temperatura a 95°C e realizar por
15 min, diminuida a temperatura a 70°C, drenada.

4. Enxague quente: Enchido de 4gua e incubado a 70°C por 10
min

5. Enxague frio: enchido de agua fria e enxaguado por 10 min
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6. Retirada de agua por giro dos tecidos e secagem por ar.
7. Pectina residual medida e tempo de umectagdo dos tecidos

tratados.

O resultado do teste é mostrado na Tabela 1.

Exemplo 2 .
Lavagem de tecido de algoddo com Pectinase Acida B

A mesma tira de amostra de tecido e tampdes foram
preparados como no Exemplo 1. Pectinase Acida B tinha diferente
composi¢do de enzima em comparagdo com a Pectinase Acida A. O
desempenho de remogdo de pectina foi mostrado na Tabela 1. Ambas as

enzimas apresentaram bom desempenho em pH’s 4cidos.

Tabela 1 ‘
pH Tipo enzima Dose Enzima Remogdo pectina (%) (média)
4 Nenhuma enzima 0 24,7
Pectinase Acida A 9 UPTE/g tecido 46,8
Pectinase Acida A 90 UPTE/g tecido 61,8
Pectinase Acida B 13 PGU/g tecido 60,4
Pectinase Acida B 130 PGU/g tecido 95,6
3 Nenhuma enzima 0 24.0
Alfa-amilase Acida B 130 PGU/g tecido 91,2
(ml/kg) 0 0,5 5,00
pH 24,7 % 46,8 % 61,8 %
Pectinex Yield Mash, pH 4 24,7 % 47,2 % 79,8 %
Pectinex Ultra, pH 4 24,7 % 60,4 % 95,6 %
Pectinex XXL, pH 4 24,7 % 30,4 % 69,5 %
Pectinex Smash XXL, pH 4 24,7 % 32,9% 88,9 %
Pectinex BE XXI1, pH 3 24,0 % 91,2 %

Exemplo 3
Desengomagem e biolavagem simultineas de Batelada Tampdo frio com

Amilase Acida A e Pectinase Acida A
O tecido Vilisco (100 % algoddo) era da Vilisco e cortado a 5

cm * 15 cm. O tampdo pH 3 e pH 4 foram preparados em seguida aos
procedimentos descritos no Exemplo 1. 10 ml de tamp&o foram adicionados a
um béquer, Keirlon Jet B foi adicionado a uma concentragdo de 2 g/l. As

enzimas (as doses foram listadas na Tabela 2) foram adicionadas a solugdo de
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impregnacdo e misturadas bem. 2 tiras de amostra fixadas do mesmo tecido
em um par de forceps. Imersdo das tiras de amostra no banho de impregnacéo
por 30 segundos e enché-la com o pader (Mathis Inc. U.S.A.). Imersdo
repetida e espremedura por mais um tempo para assegurar uma absor¢do de
100% de umidade. Colocar as tiras de amostra em duas camadas de saco
plastico, pressionar para fora o ar e colocar o saco em temperatura ambiente.
Apbs 24 h, remover as amostras do saco plastico. Fixar as amostras nos
forceps e imergi-las em um banho de agua a 90°C por 30 segundos e
espremer com pader. Repetir a imersdo e espremer duas vezes. Enxaguar o
tecido em agua de torneira fria por pelo menos 60 segundos e espremer-lhe a
agua manualmente. Em seguida secar ao ar o tecido e medir TGEWA, pectina
residual, tempo de umectagdo e teste de absorgdo. O resultado do teste foi
mostrado na Tabela 2.

Exemplo 4

Desengomagem e biolavagem simultdneas de Batelada Tampdo com Amilase

Acida A e Pectinase Acida A

O mesmo tecido e sistema tampdo foram usados como

Exemplo 3. Adicionados 100 ml de solugdo de impregnagdo em cada béquer e
colocados no Lab-o-Mat, aquecidas as solu¢des a 60°C. Retiradas as enzimas
de béquer e adicionadas de acordo com Tabela 2 para a solugdo de
impregnac¢io e misturadas bem. Fixadas 2 tiras de amostra do mesmo tecido
em um par de forceps. Imergidas as tiras de amostra no banho de impregnagéo
por 30 segundos e tamponadas com o pader. Imersdo e compressdo repetidas
por mais uma vez para assegurar uma captacdo de 100% de umidade.
Colocadas as tiras de amostra em duas camadas de saco plastico, pressionado
para fora o ar e colocado o saco no banho de dgua pré-ajustado a 60°C. Apos
2 horas, removidas as amostras do saco plastico. Fixadas as amostras nos
forceps e imergi-las em um banho de agua a 90°C por 30 segundos €

espremidas com pader. Repetida a imersdo e espremedura duas vezes.
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Enxaguado o tecido em agua de bica fria por pelo menos 60 segundos e
espremida para fora a agua manualmente. Em seguida secado por ar o tecido e
medido TEGEWA, pectina residual, tempo de umectagéo e teste de absorgéo.
O resultado do teste foi mostrado na Tabela 2.

Tabela 2

Amilase

Pectinase

Desengomagem
(TEGEWA)

Remocdo
de
pectina

Tempo de
umectacdo

(s)

Absorgdo
g (cm)

Tecido bruto

0

>60S

NA

Batelada Tampéo

a Frio

50
AFAU/L

36000
UPTE/L

72,6 %

5

9

(pH 3); 25°C
Batelada Tampéao 7

68,2 % 6 9
a Frio
(pH 4); 25°C
batelada tampdo
(pH 3),
60° C
batelada tampao 6,5
(pH 4),
60° C

9 73,3 % 6 9

69,9 % 4 9

Exemplo 5

Desengomagem e biolavagem de Batelada Tampio a frio com Amilase Acida

A e Pectinase Acida B

Os procedimentos foram os mesmos descritos no Exemplo 3,
exceto que a Pectinase Acida B foi usada. O resultado do teste é mostrado na
Tabela 3.

Exemplo 6
Desengomagem e biolavagem de Batelada Tampdo com Amilase Acida A e

Pectinase Acida B

Os procedimentos foram os mesmos descritos no Exemplo 4,
exceto que a Pectinase Acida B foi usada. O resultado do teste ¢ mostrado na

Tabela 3.
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Tabela 3
Amilase| Pectinase | Desengomagem| Remogdo Tempo de Absorgdo
B (TEGEWA) | de pectina | umectagédo g (cm)
(s)
Batelada Tampéo a Frio 50 52000 7 76,5 % 5 10
(pH 3); 25°C AFAU/| PGU/L
L
Batelada Tampdo a Frio 7 75,4 % 2 10
(pH 4); 25°C
batelada tampédo 9 75,4 % 5 11
(pH 3),
60° C
batelada tampdo 6,5 72,6 % 4 9,5
(pH 4),
60° C
Exemplo 7

Desengomagem e biolavagem simultineas batela-tampdo a frio com Amilase
Acida B e Pectinase Acida A

Os procedimentos foram os mesmos descritos no Exemplo 3,

exceto que a Amilase Acida A foi substituida por Amilase Acida B. o
resultado do teste € mostrado na Tabela 4.

Exemplo 8

Desengomagem e biolavagem simultidneas Batelada Tampdo com Amilase

Acida B e Pectinase Acida A

Os procedimentos foram os mesmos descritos no Exemplo 4,
exceto que a Amilase Acida A foi substituida por Amilase Acida B. O

resultado do teste é mostrado na Tabela 4.

Tabela 4
Amilase B | Pectinase Desengomagem{Remogdo de | Tempo de Absorgdo
A (TEGEWA) pectina umectagdo g (cm)
(s)
Batelada Tampéo 50 36000 9 69,9 % 6 9,5
a Frio AFAU/L UPTE/L
(pH 3); 25°C
Batelada Tampio 9 58,1 % 5 8,5
a Frio
(pH 4); 25°C
batelada tampdo 8,5 71,1 % 10 10
(pH 3),
60° C
batelada tampéo 9 62,1 % 5 10
(pH 4),
60° C




10

15

20

51

Exemplo 9
Desengomagem e biolavagem simultineas Batelada Tampdo a frio com

Amilase Acida B e Pectinase Acida B

Os procedimentos foram os mesmos descritos no Exemplo 3,
exceto que a Amilase Acida A foi substituida por Amilase Acida B e a
Pectinase Acida A foi substituida por Pectinase Acida B. O resultado do teste
¢ mostrado na Tabela 6.
Exemplo 10
Desengomagem e biolavagem simultdneas Batelada Tampfo a frio com

Amilase Acida B e Pectinase Acida B

Os procedimentos foram os mesmos descritos no Exemplo 4,
exceto que a Amilase Acida A foi substituida por Amilase Acida B e a
Pectinase Acida A foi substituida pela Pectinase Acida B. O resultado do teste
¢ mostrado na Tabela 5.

Tabela 5

Amilase

Pectinase
B

Desengomagem
(TEGEWA)

Remocdo
de pectina

Tempo de
umectagdo

()

Absorgdo
g (cm)

Batelada Tamp3&o
a Frio
(pH 3);25°C

50
AFAU/L

52000
UPTE/L

8

74,5 %

13

9,5

Batelada Tampao
a Frio
(pH 4); 25°C

8,5

65,7 %

105

batelada tampao

(pH 3),
60°C

75,2 %

9,5

batelada tampdo

(pH 4),
60°C

7,25

69,4 %

Exemplo 11

Desengomagem de tecido de algoddo com Alfa-amilase A acida tipo

selvagem
Um tecido de 100% de algodido (270 g/m*) foi da Boras

Wifveri Kingsfors AB, Suécia. Ele foi produzido em 2003 com construgio
Cupper 3/1. O tecido continha 28 linhas/cm de fio de urdidura e 14 fios/cm de
fio de trama. O fio de urdidura tem Ne 11 e o de urdidura tem Ne 8. Ambos os
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fios tinham a extremidade aberta. A captagdo de engomamento seco sobre o
fio de urdidura foi de 8%. O engomamento continha principalmente Kollotex
5, Solvitose XO e cera de sebo de carne de vaca com emulsificante. Kollotex
5 é um éster de amido de batata de baixa viscosidade. Solvitose XO ¢ um éter
de amido de alta viscosidade com DS de cerca de 0,07. As tiras de amostra de
tecido foram cortadas a cerca de 25 g cada.

O tampido pH 3 foi produzido dissolvendo-se 11,53 g de 85%
de acido fosférico em 4,5 litros de dgua pura, titulando-se com 5 N NaOH a
pH 2,95, em seguida adicionando-se agua a 5 litros. Ap6s adicionar 2 g/l de
tensoativo ndo-idnico (um agente umectante) no tampao, o pH do tampéo foi
medido como 3,05 a 25°C. A dose de enzimas foi adicionada como listado na
tabela 6.

O tratamento de desengomagem foi conduzido em um Lab-o-
mat (Werner Mathis). Uma solugdo tampao de 250 ml foi adicionada em cada
béquer. Uma dada quantidade de enzima de alfa-amilase foi adicionada. Uma
tira de amostra de tecido (25 g) foi colocada em cada béquer. O béquer foi
fechado e colocado no Lab-o-mat. Os béqueres foram aquecidos a 5°C/min a
50°C por um sistema de aquecimento infra-vermelho equipado dentro do Lab-
o-mat. Os béqueres foram girados a 30 rpm, 50°C por 45 minutos. Apds o
tratamento com enzima, a tira de amostra de tecido foi sequencialmente
lavada com 4gua no mesmo béquer trés vezes a 95, 75 e 40°C,
respectivamente.

ApOs secar durante a noite no ar, a tira de amostra de tecido foi
tingida com uma solu¢do de iodo. A amostra de tecido tingida foi visualmente
comparada com as fotos padrdio TGEWA com escala 1-9, onde 1 € escuro € 9
ndo tem colora¢do de cor. Assim, o numero superior indica uma melhor
remoc¢do de amido. A avaliagdo visual foi feita por pelo menos trés
profissionais e um valor TEGEWA médio foi fornecido para cada amostra de

tecido. Os resultados sio mostrados na Tabela 6.
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O residuo dos ions metalicos sobre o tecido foi também
avaliado. O tecido foi primeiro cortado através de uma peneira de 1 mm com
um moinho Thomas-Wiley. Pasta de tecido 4,00 (+ 0,01) g foi misturada com
80 ml de 1 g/l solugdo de EDTA. A mistura foi incubada a 70°C e 200 rpm
em um agitador (novo Brunswick Scientific Co. Inc. Series 25) por 15 horas.
Apb6s esfriado por cerca de 30 minutos, a mistura foi centrifugada a 2500 rpm
a 20°C por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado para analise de teor de

metal com um espectrofotdometro de absorgdo atomica Perkinelmer.

Tabela 6
Tipo de enzima Enzima Valor de TEWA Teor metalico
(AFAU/kg tecido) (média) (mg/L)

Mn Fe
Nenhuma enzima | 0 1,3 0,23 3,91

Alfa-amilase 27,5 2.3 n/a n/a
A acida 275 3,8 0,20 2,72

1100 5,2 n/a n/a

n/a = ndao medido.
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REIVINDICACOES

1. Processo para desengomagem e lavagem combinadas de um

tecido engomado contendo amido ou derivados de amido durante a

manufatura de um tecido, caracterizado pelo fato de compreender incubar dito
tecido engomado em uma solugdo de tratamento aquosa; tendo um pH na
faixa entre 1 e 7, solugdo de tratamento aquosa esta compreendendo uma
amilase acida e pelo menos uma enzima de lavagem 4acida.

2. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de dita solugdo de tratamento aquosa ter um pH na faixa entre 1 e 5,
preferivelmente entre 1 e 4.
3. Processo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de dita enzima de lavagem ser celulase acida,

pectinase acida, lipase acida, xilanase acida e/ou protease acida ou uma
mistura das mesmas.
4. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1

a 3, caracterizado pelo fato de a amilase 4cida ser de origem bacteriana ou

fingica, tal como origem de fungo filamentoso.

5. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 4, caracterizado pelo fato de a amilase acida ser derivada de uma cepa de

Aspergilus, preferivelmente Aspergillus niger, Aspergillus awamori,
Aspergillus oryzae ou Aspergillus kawachii, ou uma cepa de Rhizomucor,
preferivelmente Rhizomucor pusillus, ou uma cepa de Meripilus,
preferivelmente uma cepa de Meripilus giganteus.

6. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 5, caracterizado pelo fato de uma amilase acida de Aspergillus ser a alfa-

amilase de Aspergillus niger acida descrita na SEQ ID NO: 38, ou uma
variante da mesma.
7. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 6, caracterizado pelo fato de a amilase acida de Rhizomucor ser a alfa-
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amilase de Rhizomucor pusillus descrita na SEQ ID NO: 48 ou uma variante
da mesma.
8. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 7, caracterizado pelo fato de a amilase acida, preferivelmente uma alfa-

amilase faingica acida, estar presente em uma concentragdo de 1-3.000
AFAU/kg de tecido, preferivelmente 10 — 1.000 AFAU/kg de tecido,
especialmente 100-500 AFAU/kg de tecido ou 1 — 3.000 AFAUY/1 de solugdo
de tratamento, preferivelmente 10-1.000 AFAU/] de solugdo de tratamento,
especialmente 100-500 AFAUY/1 de solugdo de tratamento.

9. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 8, caracterizado pelo fato de a amilase acida bacteriana ser derivada de uma

cepa do género Bacillus, preferivelmente derivada de uma cepa de Bacillus
sp., mais preferivelmente uma cepa de Bacillus licheniformis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtllis, ou Bacillus
sp., tal como Bacillus sp. NCIB 12289, NCIB 12512, NCIB 12513, DSM
9375, DSMZ 12648, DSMZ 12649, KSM K36 ou ou KSM K38.

10. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 9, caracterizado pelo fato de a alfa-amilase ser a alfa-amilase hibrida

mostrada na SEQ ID NO: 48, compreendendo um dominio catalitico (CD) da
alfa-amilase de Rhizomucor pusillus, tendo um dominio de ligagdo de
carboidrato (CBD) de A. niger.

11. Processo de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado

pelo fato de dita pectinase acida ser uma pectato liase 4cida, uma pectina liase
acida, uma poligalacturonase acida e/ou uma poligalacturonato liase acida.

12. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 11, caracterizado pelo fato de dita pectinase acida ser Pectinex® BE XXL,
Pectinex® BE Colour, Pectinex® Ultra; Pectinex® Ultra SP-L, Pectinex®
Yield Mash, Pectinex® XXL, Pectinex® Smash XXL, Pectinex® Smash,

Pectinex ™ AR ou qualquer misturas delas.
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13. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 12, caracterizado pelo fato de dita pectinase acida ser derivada do género

Aspergillus ou Bacillus.
14. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 13, caracterizado pelo fato de dita pectinase acida ser adicionada a ou apos

adi¢do da amilase 4acida.
15. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 14, caracterizado pelo fato de ser realizado em uma temperatura na faixa de

5 —90° em particular 20 a 90°C.

16. Processo de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de o processo ser realizado em uma temperatura entre 25 e 60°C por
um periodo de tempo adequado, preferivelmente entre 2 € 24 horas.
17. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 16, caracterizado pelo fato de o pH ser na faixa entre pH 2 a 4.

18. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 17, caracterizado pelo fato de o tecido ser feito de fibras de origem natural

ou produzidas pelo homem.
19. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 18, caracterizado pelo fato de o tecido ser tecido de algoddo, denim, linho,

rami, viscose, liocel ou acetato de celulose.
20. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 19, caracterizado pelo fato de o tecido ser feito de fibras de origem animal,

em particular seda ou l4.
21. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 20, caracterizado pelo fato de o tecido ser produzido de fibras de poli€ster

produzidas pelo homem ou de origem natural, tais como poli(etileno
tereftalato) ou poli(acido latico).
22. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 21, caracterizado pelo fato de o tecido ser feito de fibras de nailon, acrilico
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ou poliuretano.
23. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 22, caracterizado pelo fato de o tecido ser um tecido ou roupa contendo

poliéster, consistindo de essencialmente 100% de poliéster.

24. Processo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a 23, caracterizado pelo fato de o tecido de poliéster ser uma mistura de
poliéster, tal como uma mistura de poliéster e celulésico, incluindo misturas
de poliéster e algoddo; uma mistura de poliéster e 14; uma mistura de poliéster
e seda; uma mistura de poliéster e acrilico; uma mistura de poliéster e nailon;
um poliéster, mistura de ndilon e poliuretano; uma mistura de poliéster e
poliuretano, raiom (viscose), acetato de celulose e tencel.

25. Composigdo, caracterizada pelo fato de compreender uma

amilase acida e uma enzima de lavagem 4cida.
26. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 25,

caracterizada pelo fato de a amilase acida bacteriana ser derivada de uma cepa

do género Bacillus, preferivelmente derivada de uma cepa de Bacillus sp,
mais preferivelmente uma cepa de Bacillus licheniformies, Bacillus
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus stearothermophilus,
Bacillus subtilis, ou Bacillus sp., tal como Bacillus sp. NCIB 12289, NCIB
12512, NCIB 12513, DSM 9375, DSMZ 12648, DSMZ 12649, KSM
AP1378, KSM K36 ou KSM K38.

27. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 25 ou 26,

caracterizada pelo fato de dita amilase acida ser derivada de Aspergillus niger

ou Rhizomucor pusillus ou misturas dos mesmos.
28. Composi¢do de acordo com as reivindicagGes 25 ou 26,

caracterizada pelo fato de dita enzima de lavagem 4acida ser selecionada do

grupo consistindo de celulase 4cida, pectinase acida, lipase 4cida, xilanase
acida e/ou protease acida, e misturas dos mesmos.

29. Composi¢gdo de acordo com qualquer uma das
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reivindica¢des 25 a 28, caracterizada pelo fato de dita pectinase acida ser

derivada de uma cepa de Aspergillus ou Bacillus.

30. Composi¢do de acordo com qualquer uma das
reivindica¢des 25 a 29, caracterizada pelo fato de dita pectinase acida ser
Pectinex® BE XXL, Pectinex® BE Colour, Pectinex® Ultra; Pectinex ™
Uitra SP-L, Pectinex® Yield Mash, Pectinex® XXL, Pectinex® Smash XXL,

Pectinex® Smash e/ou Pectinex™ AR.

31. Composi¢do de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 25 a 30, caracterizada pelo fato de dita composicdo

compreender ainda estabilizador, tensoativo, agente umectante, agentes
dispersantes, agentes seqiiestrantes e agentes emulsificantes ou uma mistura
dos mesmos.

32. Uso de uma composi¢do como definida em qualquer uma

das reivindicag¢des 25 a 31, caracterizado pelo fato de ser para desengomagem

e lavagem simultaneas.



10

RESUMO

“PROCESSO PARA DESENGOMAGEM E LAVAGEM COMBINADAS
DE UM TECIDO ENGOMADO, E, COMPOSICAO”

A presente invengo refere-se a processos para desengomagem
e limpeza combinadas de um tecido engomado contendo amido ou derivados
de amido, durante a manufatura do tecido, processo este compreendendo
incubar dito tecido engomado em uma solugdo de tratamento aquosa, tendo
um pH na faixa entre 1 e 7, solugdo de tratamento aquosa esta compreendendo
uma amilase acida e pelo menos uma outra enzima 4cida facilitando ditas
outras etapas de processamento. A presente invencdo refere-se ainda a

composi¢Ses usadas em ditos processos e ao uso de dita composig&o.
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