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RESUMO

“COMPOSICAO DE CELULASE APERFEICOADA PARA O TRATAMENTO DE
MATERIAS TEXTEIS COM CELULOSE”

A presente invengdo refere-se a uma nova composigdo de
celulase para o tratamento e acabamento de téxteis que
contenham celulose. O aperfeicoamento das propriedades da
composicdo de celulase baseia-se no teor elevado de um
componente do tipo da endoglucanase EGII numa composicdo
que, de outro modo, ¢é constituida completamente por
celulase. Quando a composicdo com teor elevado em EGII é
utilizada, consegue-se melhorar as propriedades da cor,
aumentar a leveza, melhorar o aspecto visual e reduzir a
tendéncia para formar borbotos. Quanto & resisténcia, as
matérias téxteis permanecem essencialmente inalteradas

face a composicdes de celulase previamente utilizadas.



DESCRIEAO

“COMPOSICAO DE CELULASE APERFEICOADA PARA O TRATAMENTO DE
MATERIAS TEXTEIS COM CELULOSE”

A presente invencdo dirige-se a métodos para o tratamento
e acabamento de matérias téxteis com celulose através de
uma composicdo de celulase gue possua um teor de celulase
tipo EGII elevado minimo de 15 por cento em peso, em
comparagdo com um meio completo que contenha 45-80% de
CBHI, 10-25% de CBHII, 5-15% de EGI e 8-15% de EGII. A
composigdo de celulase referida pode obter-se de uma
estirpe com sobreproducdo de EGII, em que a composicdo de
células possui uma proporcdo de EG:CBH de 0,6:1 e uma
proporcdo de CBHI:EG de 1-1,4:1, ou através da adicdo de
EGII ao meio completo.

0 tratamento com celulase de matérias téxtels com
celulose, durante ou seu fabrico ou acabamento, é ele
préprio conhecido neste dominio. O tratamento enzimético
para acabamento de matérias téxteis com celulose é
denominado biocacabamento. O bioacabamento tem sido
utilizado para remover todos os tipos de impurezas e
fibras soltas individuais salientes da superficie do
téxtil. Os principais beneficios conferidos pelo
biocacabamento com celulases sdo a melhoria permanente da
formacdo de Dborbotos, uma estrutura superficial mais
limpa devido a reducdo da formacdoc de felpo, a melhoria

do manuseamento do téxtil, que se torna mais suave e



macio, com um toque mais sedoso, a melhoria do cair do
téxtil, cujas cores passam a ser mais brilhantes, assim

como uma capacidade maior de absorver humidade.

Além disso, as celulases foram utilizadas para dar a
gangas um aspecto gasto (stone-washed). A biodegradacéo
completa das celulases é uma vantagem do tratamento com
estas enzimas que, em consequéncia, se salientam como
alternativa favoravel ao ambiente para o tratamento

guimico.

Os conhecimentos anteriores mais préximos, apresentados
no documento WO 94 07983, expdem a purificacdo de EGII e
uma experiéncia em que a EGII (8-10 por cento em peso) é
testada quanto a sua capacidade de dar um aspecto stone-
washed a tecidos de ganga. A conclusdo da experiéncia é
que © teor total de EG deve ser aumentado e o teor de CBH

diminuido.

A perda de resisténcia do tecido é um problema associado
ao tratamento com celulase. Esta perda de resisténcia é
causada pela hidrdélise induzida pela celulase das
ligagdes beta-1,4-glicosidicas da celulose gque, por sua
vez, resultam na degradacdo parcial do polimero
celuldésico e, desta feita, podem resultar na perda de

resisténcia do tecido.

No tratamento de tecidos, ¢é geralmente enmpregada a

celulase derivada de fungos, como Trichoderma reesei,



sendo esta celulase composta por componentes do tipo da
celobiohidrolase (CBH) , endoglucanase (EG) e beta-
glucosidase (BG). Os componentes CBH e EG podem ainda ser
divididos nos tipos CBHI e CBHII e em varios tipos de EG,
cujos principais sdo EGI e EGII. Os componentes BG ndo
reagem com polimeros celuldésicos, mas clivam novamente 0s
produtos de degradagdo, por exemplo, a celobiose, que sdo
formados em resultado do efeito sinergistico dos

componentes CBH e EG.

O isolamento dos componentes de celulase a partir de
fungos é conhecido neste dominio. Veja-se, por exemplo,
Bhikhabhai, R. et al., (1984), Saloheimo, M., et al.,
(1988), Wood et al., (1988), Bhat, K.M. et al., (1989)
and Schulein (1988).

Um método para tratar tecidos de algoddo com solucdo de
celulase, antes da coloracdo e do acabamento, para
remover pélo e fibras soltas & superficie e, desta forma,
conferir-lhe melhor aspecto, é exposto na Patente dos EUA
N° 5 232 851. A celulase empregada pode ser produzida,
por exemplo, pelas espécies Trichoderma reesei, T.
koningii, Penicillium sp ou Humicola insolens. Nos
exemplos apresentados utilizou-se CYTOLASE 123-celulase
(Genencor 1Int.), sem que a publicagdo indicasse a
composigcdo detalhada. Além da celulase, a solugdo de
celulase pode conter tampdes, surfactantes, agentes
abrasivos e outros similares. Apbdés o tratamento,

declarou-se que a resisténcia a traccdo do tecido de



algoddo era pelo menos 50% da resisténcia & traccgdo do

tecido ndo tratado.

A composic¢do original de celulase que se pode obter a
partir do meio de fermentacéo, que é derivada
directamente dos microrganismos, por exemplo de fungos T.
reesei, raras vezes é a adequada para proporcionar
resultados desejaveis. A composicdo original de celulose
pode incluir cerca de 45-80% de CBHI, 10-25% CBHII, 5-15%
de EGI e 8-15% de EGII do teor proteico total em
celulase. As inter-relacdes dos componentes CBH e EG
podem assim ser alteradas por diversos métodos conhecidos
pelos especialistas neste campo. Tais métodos incluem,

por exemplo, a fraccionamento e a engenharia genética.

A Patente dos EUA N° 5 120 463, por exemplo, exple uma
composicéo de um  detergente constituida por um
surfactante e, além disso, 0,002 a 10 por cento, em peso,
de celulase composta por componentes dos tipos CBHI e EG

em que a proporcdo de CBHI para (EGI + EGII) & 210:1.

0 Pedido de Patente Internacional WO 93/22428 expde um
método para tratar tecidos de algoddo com composicdes de
celulase fungica constituidas por componentes dos tipos
CBHI e EG, sendo a sua proporgdo, em peso, superior a
10:1. O pedido menciona gque a resisténcia a tracgdo do
tecido tratado é pelo menos 50 por cento da resisténcia a

traccdo do tecido ndo tratado. Contudo, ndo sdo

fornecidos resultados de testes.



Na Publicacdo de Patente Internacional WO 94/23113, é
descrito um método para tratar durante o fabrico tecidos
celulbésicos, com e sem algoddo, para reduzir a geracdo de
pélo. As composicdes de celulase contém componentes de
todos os tipos de EG e componentes de todos os tipos de

CBH, numa propor¢dc superior a b5:1.

Na Publicacdo de Patente Internacional WO 92/06221,
declara-se que os tecidos com algoddo tratados com uma
solucdo de celulase essencialmente isenta de componentes
de celulase do tipo CBHI apresentam menor perda de
resisténcia do que os tecidos tratados com uma solucdo de

celulase com composicdo completa da enzima.

As celulases foram também empregadas no acabamento de
tecidos ou pecas de vestudrio de ganga para lhes conferir

um aspecto stone-washed.

A lavagem “stone-wash” era tradicionalmente realizada com
a chamada pedra-pomes. Contudo, o uso de pedra-pomes
causa varios problemas de lavagem, como o peso do
manuseamento das pedras, o labor despendido na sua
recolha a mdo de entre as pecas de vestudrio, o desgaste
significativo das maquinas, com os resultantes custos
elevados de reparacdo e investimento, a crescente
quantidade de residuos provocados pelas pedras partidas

e, além disso, o acesso complicado a proépria pedra-pomes,



pois a sua extraccdo ¢é proibida nalguns palses por

motivos ambientais.

E exposto um método para conferir um aspecto stone-washed
a pecas de vestudrio de ganga com recurso a enzimas de
celulase, por exemplo, na Patente dos EUA N° 4 832 864.
Também neste caso o problema é o enfraguecimento, ou
seja, a perda de resisténcia da ganga em resultado do
tratamento enzimdtico tUnico empregado para conferir um

aspecto stone-washed ao tecido.

Sabe-se também neste dominio que a actividade da
composicdo de celulase depende da acidez do meio em que ©
tratamento & realizado. No geral, a actividade & maxima a
pH ligeiramente acidico, ainda que possam também ser
utilizadas composi¢8es que funcionem em ambiente neutro,
sabendo-se mesmo que tais composicdes de celulase actuam
em condicdes alcalinas. Contudo, as composicdes
utilizadas em meio neutro ou alcalino possuem um tempo de
reaccdo prolongado, ou seja, as composicdes actuam mais
devagar. Visto que tempo ¢é dinheiro, os tratamentos
morosos ndo sdo apenas menos rentdvels em termos de
tempo, como também em termos de custos. Por outro lado, é
necessdrio malis equipamento para tratar a mesma
quantidade de tecidos ao mesmo tempo. Isto & também
dispendioso e requer mails espaco e instalacdes.
Naturalmente, sdo wutilizados os tampdes conhecidos

daqueles com conhecimentos neste dominio para ajustar a



acidez do meio de tratamento com celulase, mas estes néo

resolvem todos os problemas.

O problema de se obter melhores ©propriedades de
retencdo/recuperagio da cor, assim como melhores
propriedades de maciez e toque e aspecto visual dos
tecidos de algoddo foil discutido em diversas patentes e

pedidos de patente.

Na Patente dos EUA N° 5 0320 474, por exemplo, & descrita
uma composicdo de detergente que contém EGIII
substancialmente pura. A composicdo ndo contém mais do

que 5 por cento em peso de componentes de tipo CBHI.

A Publicacdo de Patente Internacional WO 92/062210
descreve uma composi¢cdo de celulase enriquecida com
componentes de tipo da endoglucanase ndo especificados. A
propor¢cdo de componentes de tipo EG para todos os
componentes de tipo CBHI é superior a 5:1. Afirma-se que
a composicdo confere melhores propriedades de maciez,
assim como melhores propriedades de retencdo/recuperacdo
a composicdo de detergente quando utilizada em meios de

lavagem &cidos, neutros ou alcalinos.

A Patente dos EUA N° 5 246 853 expde um método
aperfeicoado para tratar tecidos com algoddo com
composicdes de celulase fingica essencialmente isentas de
componentes de celulase de tipo CBHI, mas gue contenham

pelo menos 10% de componentes ndo especificados de tipo



EG com base no peso total de proteinas na solugdo de

celulase.

Na Publicacdo de Patente Internacional WO 92/06165 é
exposta uma composicdo de celulase que contém 0,01 a 5
por cento, em peso, de componentes de celulase. As
composicdes contém um ou mais componentes de tipo EG ndo
especificados e, de todos os componentes de celulase,
menos de 5 por cento, em peso, consistem em componentes

de tipo CBHI.

A Publicacdo de Patente Internacional WO 95/25840
descreve uma composicdo de celulase essencialmente isenta
de componentes de celulase de tipo CBHI e que possui uma
proporcdo em peso de todos os componentes de tipo EG para
todos os componentes de tipo CBHI superior a 5:1. O
referido Pedido de Patente Internacional corresponde a
Patente dos EUA N° 5 525 507, gue expde uma composicdo
util para o tratamento de material sem algoddo. A
composicdo é essencialmente isenta de todos o©s
componentes de celulase de tipo CBHI e o aperfeicoamento
das propriedades obtém-se modificando a composigédo
fungica completa natural pela adicdo de pelo menos 10 por
cento de componentes de endoglucanase ndo especificados.
A  Publicacdo de Patente Internacional WO 92/17572
descreve uma composicdo de celulase essencialmente isenta
de componentes de celulase de tipo CBHI e gue contém pelo
menos 20 por cento em peso de componentes de tipo EG ndo

especificados. A Publicacdo de Patente Internacional WO



82/17574 descreve uma composicdo de celulase que contém
um ou mais componentes de EG ndo especificados e um ou
mais componentes de CBHI e em que a proporc¢do de todos os
componentes de EG para todos os componentes de CBHI é
superior a 5:1. O Pedido de Patente Internacional WO
84/07983 expde a EGII purificada e o© seu uso no

tratamento de matérias téxteis.

A luz do que foi dito até aqui, o principal problema da
utilizacdo de composicdes de celulase no tratamento e
acabamento de matérias téxteis com celulose n8o tem sido
apenas a perda de resisténcia do tecido em resultado do
tratamento com celulase, mas também o facto de ndo se
terem alcancado alteracdes significativas nas
propriedades de bicacabamento mesmo com a variacdo subtil
das propor¢des dos componentes de CBH e EG, conforme foi
sugerido em patentes e pedidos de patente anteriores
neste dominio. E como se diferentes proporcdes dos
componentes de tipo CBH e EG tivessem sido variadas mais
ou menos ao acaso e o0s resultados, como a remocdo de
impurezas e extremidades de fibras soltas individuais que
sobressaem da superficie do tecido, se obtivessem de
forma igualmente aleatéria. Os principais beneficios
reivindicados pelas patentes e pelos pedidos de patente
utilizando diferentes proporgles dos componentes de tipo
EG e CBH em termos de bioacabamento, ou seja, a melhoria
permanente em termos da formacdo de Dborbotos, uma
estrutura superficial mais limpa devido a redu¢do da

formacdc de felpo, a melhoria do manuseamento do tecido,
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gque se torna mais suave e macio, com um togue mais
sedoso, a melhoria do cair do téxtil, cujas cores passam
a ser mais brilhantes, assim como uma capacidade maior de
absorver humidade, parecem permanecer inalteradas, no
essencial, mesmo quando se variam as proporgdes de EG e
CBH. Além disso, a remocdo de certos componentes e a
adicdo de outros a composicdo de celulase completa
fingica ndo é necessariamente rentdvel em termos

econdmicos.

Verificdmos agora com surpresa que ndo é a variacdo das
proporc¢des de componentes de CBH e de EG que aperfeicoa
as propriedades no fabrico e acabamento dos téxteis. E o
aumento do valor de EGII que & responsadvel pela melhoria.
Obtém-se resultados iguais ou melhores no fabrico e
acabamento logo gue se adicionam mesmo  pequenas
guantidades de componente(s) de tipo EGII a uma
composigdo base de celulose completa natural. Esta
melhoria é totalmente independente das proporcdes de CBH

e EG expostas em documentos anteriores neste dominio.

Assim, o objectivo da presente invencdo é proporcionar um

método para tratar matérias téxteis com celulose.

Em particular, o objectivo da presente invencdo ¢é
proporcionar um método para tratar matérias téxteis com
celulose que ndo resulte numa perda significativa da sua

resisténcia em virtude do tratamento.
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Além disso, © objectivo da presente invencdo é
proporcionar um método para conferir um aspecto stone-
washed aceitavel a gangas e pecas de vestuario de ganga

sem causar uma perda significativa da sua resisténcia.

Além disso, o método da presente invencdo aplica um meio
de tratamento aperfeicocado para matérias téxteis com
celulose que pode consistir, além da composicdo de
celulose desta invencdo, por exemplo, surfactantes,
polimeros, tampdes, agentes de volume, conservantes,

estabilizantes e/ou agentes abrasivos.

0 objectivo da presente invencdo é proporcionar um método
com um menor tempo de reacgdo, ou seja, composicgdes que
actuem mais  rapidamente. Isto significa utilizar
procedimentos de tratamento mais rentdveis em termos de
tempo e cursos e poupar tanto em equipamento como em

instalacdes de tratamento.

0 objectivo da presente invencdo é proporcionar um método
aperfeicoado de tratar matérias téxteis com celulose de
forma & preservar as propriedades de resisténcia, assim

como obter tecido com melhor aspecto e togue mais macio.

Um objectivo muito importante da presente invencdo &
realizar a ©producdo de forma economicamente mais
rentdvel. A composicdo utilizada no método da presente
invencdo é menos dispendiosa por a actividade necessaria

ser menor, dado que a enzima é mais eficaz do que outras
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enzimas. Assim, a quantidade que o© meio de tratamento

requer & também menor.

Um outro objectivo do método da presente invencdo & obter
tones de cor agraddveis aos clientes. Demonstrou-se gue
0s tons acinzentados que sd&o especialmente agradidveils a
vista e apreciados pelos clientes se podem obter com a

composigdo da presente invencdo.

Os objectivos descritos do método da presente invencédo
foram alcancados empregando uma composicdc de celulose
que contém quantidades elevadas de celulase de tipo EGII,
face a composicdes de celulase completas, conforme &

definido nas reivindicacdes.

A composig¢do de celulase utilizada no método da presente
invencdo pode obter-se de wuma solugdo de celulase
cultivando fungos ou bactérias e recolhendo o caldo ou
meio de fermentacdo exaurido, essencialmente isento de
células, contendo os componentes completos do meio de
base natural de celulase, como os componentes CBH e EG,
mas, acima de tudo, com um teor elevado em componentes
EGII, face as composicdes de celulase completas naturais
e as composicgdes de celulase anteriormente publicadas
neste dominio com diferentes proporcdes de CBH e EG. O
teor elevado de EGII deve ser tal que se obtenham os
efeitos pretendidos. A celulase de tipo EGII serda o
componente que & essencial para alcancar os beneficios e

objectivos da presente invencdo.
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A presente invencgdo relaciona-se com um método para
tratar matérias téxteis com celulose durante o seu
fabrico ou o© seu acabamento. O método aplica uma
composicdo de celulose constituida, pelo menos, por um
teor elevado de 15 por cento, em peso, de componentes de
tipo EGII, em comparacdo com a composigdo de celulase
completa natural que se pode obter de um meio de
fermentacdo desprovido de células. Quando se utilizam
tais composicdes de celulase com um teor elevado de EGII
para o tratamento de tecidos com celulose, 0s resultados
sdo a melhoria dos efeitos de biocacabamento e/ou aspecto
stone-washed, no essencial sem perda de resisténcia das
matérias téxteis em comparacdo com os resultados que se
obtém com as proporcdes anteriormente documentadas em
composicdes de celulase naturais completas ou

modificadas.

A composig¢do de celulase utilizada no método da presente
invencdo contém um teor elevado do componente de tipo
EGII, face a composig¢des completas e modificadas
anteriormente utilizadas. A quantidade de EGII sera de
pelo menos 15 por cento em peso; de preferéncia, de pelo
menos 20 - 60 por cento em peso e, ainda mais preferivel,
de pelo menos 25 - 40 por cento, em peso, da composigdo
de celulase. Estima-se que a proporcdo de EG:CBH em T.
reesei ALKO3529, a estirpe sobreprodutora de EGII, seja
de aproximadamente 0,6-1:1 e que a proporgdo de CBHI:EG

seja de cerca de 1-1,4:1.
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A composicdo de celulase utilizada no método da presente
invencdo obtém-se a partir de fungos ou bactérias,
sobretudo de fungos do género Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus, Humicola ou  Fusarium. A fonte mais
preferivel da composicdo de celulase serd a espécie
Trichoderma reesei, sobretudo as estirpes de Trichoderma

reesei sobreprodutoras de EGII.

No método da presente invencdo & utilizado um meio de
tratamento aperfeicoado (composicdo) para tratar matérias
téxteis com celulose. O referido meio de tratamento
contém ainda a composicdo de celulase aperfeicoada com
maior quantidade de celulase de tipo EGII do que as
composigdes de celulase completas naturais e ndo
completas modificadas referidas em documenta¢do anterior
neste campo. O meio de tratamento que contém celulase néo
sé confere melhores propriedades durante o fabrico e
acabamento as matérias téxtels com celulose, como também
a mesma ou menor perda de resisténcia do que as matérias
con celulose tratadas nas mesmas condicdes com
composicdes de celulase desprovidas de um teor elevado em

EGII.

O meio de tratamento & Gtil no bioacabamento de matérias
téxteis com celulose e para conferir um aspecto stone-
washed a tecidos ou pecas de wvestudrio em ganga. O

referido meio contém surfactantes, polimeros, tampdes,
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agentes de volume, conservantes, estabilizantes e/ou

agentes abrasivos.

A presente invengdo relaciona-se com um método para
tratar matérias téxteis com celulose, em gque o meio acima
definido é utilizado para o tratamento ou acabamento de
matérias téxteis com celulose. As referidas matérias
téxtels modificdveis, com celulose, sdo algoddo, linho,
alinhados, canhamo, vrami, Jjuta, viscose, Polynosic,
Modal, lyocell, Cupro, etc.

A Figura 1 mostra o mapa do plasmideo de pALK537.

A Figura 2 mostra o mapa do plasmideo de pALK540.

A Figura 3 mostra o mapa do plasmideo de pALK546.
A

\ Figura 4 mostra o mapa do plasmideo de pALK543.

A Figura 5 mostra a claridade dos tecidos de ganga apds 1
hora de tratamento em Launder-Ometer com uma preparacdo
de celulase de VTIT-D-79125 e com uma preparacdo de
celulase de VIT-D-79125 adicionada a diferentes

quantidades de celulases purificadas de Trichoderma.

A Figura 6 mostra a claridade dos tecidos de ganga apds 2
horas de tratamento em Launder-Ometer com uma preparacdo
de celulase de VTT-D-79125 e com uma preparacdo de
celulase de VIT-D-79125 adicionada a diferentes

guantidades de celulases purificadas de Trichoderma.

A Figura 7 mostra a remocdo de borbotos de tecidos de

algoddo apds 1 hora de tratamento em Launder-Ometer com
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diferentes dosagens de preparacdes de celulase de VIT-D-
79125, ALKO3760, ALKO3798, ALK0O4097, ALKO2656, ALK03529 e
ALKO3528.

Na descricdo que se seque recorre-se amplamente a
diversos termos wusados na indastria téxtil e na
tecnologia enzimdtica, assim como na tecnologia de ADN
recombinante. De forma a permitir uma compreensdo clara e
consistente da especificacdo e das reivindicacgdes,
incluindo o ambito a atribuir a tais termos, apresentamos

as seguintes definicdes.

Matérias téxteis ou tecidos com celulose. O termo
«matérias téxteis ou tecidos com celulose», tal como é
utilizado na presente invencdo, refere-se a matérias
téxteis compostas apenas ou em parte de fibras
celuldsicas. A matéria téxtil inclui fibra, fio, tecido,
tecido de malha ou peca de pronto-a-vestir em cujo
fabrico se utilizou como matéria-prima algodfo, linho,
alinhado, canhamo, rami, Jjuta ou fibras celuldsicas
artificiais, como viscose Polynosic, Modal, lyocell (ou
seja, Tencel®), Cupro, etc. Quando se utilizam fibras
artificiais sintéticas, a quantidade de fibra celulébsica
na matéria téxtil tem de ser pelo menos de 30 por cento,

de preferéncia acima de 50 por cento.

Composicédo de celulase completa. O termo «composicdo de
celulase completa», tal como agui & utilizado, refere-se

a celulases derivadas de fungos, por exemplc, de
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Trichoderma reesei. Tals celulases serdo compostas de
componentes do tipo celobiohidrolase (CBH), endoglucanase
(EG) e beta-glucosidase (BG). Os componentes CBH e EG
podem ainda ser divididos nos tipos CBHI e CBHII e em
vidrios tipos de EG, cujos principais sdo EGI e EGII. Os
componentes BG ndo reagem com polimeros celuldsicos, mas
clivam novamente os produtos de degradacdo, por exemplo,
a celobiose, que sdo formados em resultado do efeito
sinergistico dos componentes CBH e EG. Como exemplo
tipico de tals estirpes de Trichoderma reesei, ¢&

utilizada na presente invencdo a estirpe VIT-D-79125.

A composicdo de celulase original que se obtém do meio de
fermentacio derivado directamente dos microorganismos,
como de fungos T. reesei cuja composicdo de celulase
contém cerca de 45-80% de CBHI, 10-25% de CBHII, 5-15% de
EGI e 8-15% de EGII do teor total de proteina de
celulase, ¢é considerada como a composicdo de celulose
completa, de acordo com a presente invencgdo. Estima-se
gue a proporcdo de EG:CBH em T. reesei ALKO3529, a
estirpe sobreprodutora de EGII, seja de aproximadamente
0,6-1:1 e que a proporcdco de CBHI:EG seja de cerca de 1-
1,4:1.

Composigédo de celulase modificada. O termo «compcsicdo de
celulose modificada», tal como aqui é utilizado, refere-
se a uma composicdo de celulase completa em que as inter-
relagdes dos componentes CBH e EG contidos numa

composicdo foram alteradas por diversos métodos
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conhecidos pelos especialistas neste campo. Tails métodos
incluem, por exemplo, &a fraccionamento e a engenharia
genética, assim como a combinac¢do de diferentes solucdes

de celulase.

Essencialmente isento de componentes de tipo CBH
significa que pelo menos um componente de tipo CBH
seleccionado de entre um grupo que consiste em CBHI,
CBHII ou ambos estd ausente da composicdo de celulase, ou
seja, a referida composicdo é produzida por um hospedeiro
a gue sdo removidos o0s genes que codificam as ditas

proteinas.

Essencialmente isento de componentes de tipo EG significa
gque pelo menos um componente de tipo EG seleccionado de
entre um grupo que consiste em EGI, EGIII, EGV, ou todas
ou qualquer combinac¢do das referidas proteinas de EG esté
ausente, ou seja, a referida composicdo é& produzida por
um hospedeiro a que é removido um ou mals genes Jue

codificam as ditas proteinas.

0 termo Componentes de celulase de tipo EGII de
concentragdo ou quantidade elevada significa que a
composicdo de celulase contém, pelo menos, por 15-100 por
cento em peso, de preferéncia, por pelo menos 20 - 60 por
cento em peso e, ainda mais preferivelmente, por pelo
menos 25 - 40 por cento, em peso, em celulase de tipo

EGII, do peso total de proteinas de celulase.
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Biostoning. «Biostoning» do tecido ou peca de vestuario
significa que sdo utilizadas em enzimas ou em vez de
pedra-pomes, ou em conjunto com esta, para o tratamento

do tecido ou pec¢a de vestuadrio, em particular em ganga.

Bioacabamento. «Bioacabamento» refere-se a utilizacdo de
enzimas numa hidrélise controlada de fibras celulédsicas
para modificar o tecido ou superficie do fio de forma a
prevenir formacdo permanente de Dborbotos, melhorar o
manusear do tecido, como a sua suavidade e maciez, limpar
a estrutura superficial reduzindo a formacdo de felpo,
gue resulta na clarificacdo das cores, melhorar o cair do
téxtil, aperfeicoar a capacidade de absorver humidade e

que pode também melhorar a facilidade de tingimento.

Backstaining. O corante libertado tem tendéncia a voltar
a depositar-se a superficie das fibras do tecido. Este

efeito designa-se «backstaining».

Detergente. Por detergente entende-se um agente de
limpeza que pode conter agentes tensiocactivos
(surfactantes anidnicos, ndo 1idnicos, catidnicos e
anfoliticos), adjuvante para  detergente e outros
ingredientes opcionais, como agentes de anti-redeposicéo
e suspensdo de sujidade, abrilhantadores épticos, agentes
branqueadores, corantes e pigmentos e hidrolases. A
listagem adequada do conteldo dos detergentes é indicada

na Patente dos EUA N° 5 433 750, sendo a listagem
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adequada de surfactantes indicada na Patente dos EUA N°

3 664 96l.

Preparacdo enzimatica. Por «preparacdo enzimdtica»
entende-se uma composigcdo que contenha enzimas. De
preferéncia, as enzimas foram extraidas de (quer
parcialmente ou completamente purificadas de) um
microrganismo ou do meio utilizado para cultivar o

referido microrganismo.

«Extraido de» significa que as enzimas pretendidas sé&o
separadas da massa celular. Isto pode ser efectuado por
qualguer método que alcance este objectivo, incluindo a
degradacdo das células e também a simples remocdo do meio
de cultura das células exauridas. Por conseguinte, o
termo «preparacdo enzimatica» inclui as composig¢des que
contenham meio previamente utilizado para cultivar of(s)
microrganismo(s) pretendido e quaisquer enzimas que
tenham sido libertadas pelas c¢élulas microbianas no
referido meioc durante a cultura ou ©0s passos de

processamento a jusante.

Por hospedeiro «substancialmente incapaz» de sintetizar
uma ou mais enzimas entende-se um hospedeiro em que a
actividade de wuma ou mais das enzimas listadas estéa
diminuida, deficiente ou ausente face ao tipo selvagem.

Por uma sequéncia de aminodcidos que ¢é «equivalente» a
uma sequéncia de aminoacidos especifica entende-se uma

sequéncia de aminoacidos que ndo é idéntica a sequéncia
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de aminodcidos especifica, mas que, ao invés disso,
contém pelo menos algumas alteracdes de aminocdcidos
(delecgdes, substituigdes, inversdes, inserc¢des, etc.) que
ndo afectam essencialmente a actividade bioldgica da
proteina face a uma actividade similar da sequéncia de
aminodcidos especifica quando ¢ utilizada para o fim
pretendido. A actividade bioldgica de uma celulase é a
sua actividade catalitica e/ou a sua capacidade de se
ligar a material celuldésico. De preferéncia, uma
sequéncia de aminodcidos «equivalente» contém pelo menos
80%-99% de identidade, em termos de aminodcidos,
relativamente a sequéncia de aminodcidos especifica;
preferivelmente, contém pelo menos 90%, sendo
particularmente preferivel que a identidade quanto a

aminodcidos seja de pelo menos 95%.

Veiculo de clonagem. Um veiculo de <clonagem €& um
plasmideo ou fago de ADN ou outra seguéncia de ADN (como
ADN linear) que proporcione um ambiente transportador de
acido nucleico apropriado para a transferéncia de um gene
de interesse para uma célula hospedeira. Os veiculos de
clonagem da invencdo podem ser concebidos para se
replicar autonomamente em hospedeiros procaridéticos e
eucaridéticos. No geral, em hospedeiros fungicos como
Trichoderma, os veiculos de clonagem ndo se replicam
autonomamente; ao 1invés, proporcionam meramente um
veiculo para o transporte do gene de interesse para o
hospedeiro Trichoderma para subsequente inser¢do no

genoma deste hospedeiro. O veiculo de clonagem pode ser
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ainda caracterizado por um ou um pequeno numero de locais
de reconhecimento de endonuclease onde tais sequéncias de
ADN podem ser cortadas de uma determinada forma sem perda
de funcdo bioldégica essencial do veiculo, e em que o ADN
pode ser spliced para realizar a replicacdo e clonagem do
dito ADN. O veilculo de clonagem pode conter ainda um
marcador apropriado para utilizar na identificacdo de
células transformadas com mesmo veiculo. Os marcadores,
por exemplo, sdo resistentes a antibidéticos. Em
alternativa, tais marcadores podem ser fornecidos num
veiculo de clonagem separado daguele que transporta o
gene de interesse. A palavra «vector» por vezes utilizada

para «veiculo de clonagem».

Veiculo de e=xpressdo. Um veiculo de expressdo & um
veiculo de clonagem ou vector semelhante a um veiculo de
clonagem mas que & capaz de expressar um gene de
interesse, apds transformacdo em hospedeiro pretendido.
Quando se wutiliza um hospedeiro fungico, o gene de
interesse é de preferéncia fornecido ao hospedeiro
fungico como parte de um veiculo de clonagem ou de
expressdo que se integra nos cromossomas fungicos ou gque
permite que o gene de interesse se integre nos
cromossomas do hospedeiro. As sequéncias que formam parte
do veiculo de clonagem ou veiculo de expressdoc podem
também ser integradas com o gene de interesse durante o
processo de integracdo. Em T. reesei, o0s locais de
integracdo para os quais se pode vocacionar o gene de

interesse incluem os locais cbh e/ou egl. Mais preferivel
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& qgue o gene de interesse esteja vocacionado para
substituir um ou mais genes que codifiquem

caracteristicas indesejéaveis.

O gene de interesse & também, de preferéncia, colocado
sob o controlo (ou seja, ligado operacionalmente) de
certas sequéncias de controlo, como sequéncias promotoras
proporcionadas pelo vector (que sdo integradas com o gene
de interesse). Em alternativa, as sequéncias de controlo

podem ser as do local de insercéo.

As sequéncias de controlo da expressdo de um vector de
expressdo variam consoante o vector estd concebido para
expressar um dado gene num hospedeiro procaridtico ou
eucaridtico (por exemplo, um vector shuttle pode
transportar um gene para selecgdo em hospedeiros
bacterianos). As sequéncias de controlo da expressdo
podem conter elementos de regulacdo da transcrigdo, como
promotores, elementos reforcadores e sequéncias de
terminacdo da transcricdo, e/ou elementos de regulacdo da
tradu¢do, como, por exemplo, locais de iniciacdo e

terminacdo da traducédo.

Descricédo geral da invengdo

No fabrico ou no acabamento de matérias téxteis com
celulose, verificou-se inesperadamente que com a
utilizacdo de uma composicdo de celulase constituida por

uma maior quantidade de componente de celulase de tipo
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EGII numa composigdo de celulase completa, de outra forma
natural, se conseguia produzir um produto téxtil com
celulose dotado, essencialmente, das mesmas ou de
melhores propriedades. A matéria téxtil com algodédo
apresentava ainda melhor aspecto e togue e exibiu uma
tendéncia reduzida para formar borbotos, mantendo ainda a
sua resisténcia. Também gangas e pecas de vestudrio de
ganga tratadas «com a composicdo de celulase com
quantidades elevadas de EGII alcangaram 0 mesmo ou melhor
aspecto stone-washed do que as composigdes de celulase

completas naturais e modificadas.

Para obter os melhores resultados da presente invencdo
durante o fabrico e acabamento, a composicdo de celulase
ou meio de tratamento contendo as composicbes devem

possuir um teor em EGII mais ou menos elevado.

Demonstrou-se que o uso da composicdo de celulase da
presente invencdo permite alcancar melhor aspecto,
maciez, cair, absorcdo de humidade e cores mais
brilhantes em matérias téxteis com celulose. Além disso,
obtém-se uma reducdo da formacdo de borbotos e felpo.
Mais, a composicdo de celulase desta invencdo pode ser
utilizada no acabamento das chamadas gangas para criar um

melhor aspecto designado stone-washed.

Pode wutilizar-se fungos e bactérias como material de
fonte para a producdo da composicdo de celulase da

presente invencdo. De preferéncia, as composicdes de
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celulase desta invencdo sdo derivadas a partir de fungos,
por exemplo de espécies do género Trichoderma,
Penicillium, Aspergillus, Humicola ou Fusarium, sendo
Trichoderma reesei o©0s fungos de preferéncia para a
producdo da composigdo de celulase. De acordo com 0s
conhecimentos anteriores na matéria, as composicdes de
celulase completas naturais contendo componentes de CBH e
varios componentes de EG ndo sdo aplicdveis ao tratamento
de matérias téxteis com celulose para a producdo do
resultado final pretendido. Os métodos sugeridos para a
producdo de composicdes modificadas para dar diferentes
proporgdes de CBH para EG ndo sdo necessarios para
alcancar os resultados pretendidos. O Unico aspecto
necessdrio para obter os resultados desejados é& um teor

elevado de EGII na composicdo base de celulose completa.

Quando se utiliza cutra estirpe de Trichoderma para obter
a composicdo de celulase, & possivel, de forma similar,
modificar as proporcdes dos tipos de celulase produzidos
pela estirpe empregada, produzindo celulases
funcionalmente correspondentes as produzidas por
Trichoderma e adicionando wuma gquantidade adequada de

EGII, o que dad o resultado pretendido.

Para que o resultado seja bom e o pretendido, é essencial
que a composicdo de celulase contenha uma quantidade mais
ou menos significativamente maior de endoglucanases de
tipo EGII de Trichoderma. Se a composicdo de celulase for

derivada de Trichoderma, a composicdo de celulase da
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presente invenc¢do contém, além do teor elevado em EGII,
componentes de EGI e possivelmente outras quantidades
menores de EG, tal como EGIII e EGV, assim como
componentes CBHI e talvez CBHII, mas os referidos
componentes mais ou menos indesejaveis EG e CBH, cuja
propor¢do ndo é particularmente importante, podem também
ser removidos por técnicas convencionais de recombinacgdo
e fraccionamento. Estima-se que a proporcido de EG:CBH em
T. reesei ALK03529, a estirpe sobreprodutora de EGII,
seja de aproximadamente 0,6-1:1 e que a proporcido de

CBHI:EG seja de cerca de 1-1,4:1.

O teor elevado em EGII pode ser fornecido em composicdes
de celulase com uma proporcdo relativa de CBHI ou EGI
para outros componentes aumentada ou diminuida por
métodos conhecidos, por si, neste dominio técnico, mas
tal como analisdmos acima tal ndo é um pré-requisito para
se obterem o0s resultados desejados. Na composicdo de
celulase da presente invencdo, as propor¢des dos pPesos
dos componentes de CBH e EG nd&o sdo cruciais. E mais
importante que a quantidade de componentes de tipo EGII
na composicdo seja mais ou menos significativamente
elevada acima do nivel normal em composigdes de celulase
completas. Isto significa que a proporcdo de EGII deve
ser de pelo menos 15 por cento em peso do peso total da
composicdo completa de proteinas de celulase. Mais
preferivelmente, a quantidade de EGII serd de pelo menos
20-60 por cento em peso e, ainda mais preferivel, de pelo

menos 25-40 por <cento, em peso, da composicdo de
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celulase. Naturalmente, a composicdo de celulase pode
conter quase em 100 por cento em peso de EGII no teor
total de celulase, mas esta ndc é todo a formulacédo
preferida e ndo é necessariamente requerida para obter os
resultados pretendidos. O modo preferencial da presente
invencdo consiste numa composicdo base de celulose

completa natural com um teor elevado de EGII.

A actividade enzimdtica é um conceito aplicado na
determinagdo das propriedades das enzimas. As actividades
enzimdticas utilizadas no presente pedido de patente sédo

ECU, FPU e MUL, definidas da forma que se segue:

ECU

A endo-1,4-betaglucanase presente na amostra hidrolisa o
substrato hidroxietilcelulose e os acucares redutores dal
resultantes sdo analisados por espectrofotometria
utilizando um reagente de acido dinitrosalicilico (DNS).
Define-se uma unidade de endo-1,4-betaglucanase como a
quantidade de enzima que produz uma nmol de agucares
redutores, como glicose, por segundo (1 ECU = 1 ncat),

(Bailey M. e Nevalainen, H., 1981).

FPU

A celulase presente na amostra hidrolisa o papel de
filtro utilizado como substrato e os aclUcares redutores

dai resultantes s&do analisados por espectrofotometria
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utilizando um reagente DNS. A actividade de degradacdo de
papel de filtro & descrita em unidades FPU. O célculo
baseia-se na definicdo de Unidade Internacicnal (UI). 1
IU = 1 micromol min.' de produto formado (aclcares

redutores, como glicose) (IUPAC, 1984).

MUL

A  celobiohidrolase (CBHI) e a endoglucanase (EGI)
presentes na amostra hidrolisam o 4-metilumbeliferil-
beta-D-lactosideo que actua como substrato, libertando-se
assim metilumbeliferona, que pode ser medida por
espectrofotometria. 0 método pode ser aplicado a
determinacdo da actividade da celobiohidrolase I (CBHI).
0 método mede ainda a actividade de endoglucanase I
(EGI), cuja proporgdo pode ser determinada inibindoc a
actividade da celobiohidrolase wutilizando &5 mM de
celobiose. Uma unidade MUL & a guantidade de actividade
enzimatica que, por segundo e nas condicdes de
determinacdo, liberta 1 nmol de metilumbeliferona de 4-
metilumbeliferil-beta-D-lactosideo (van Tilbeurgh et al.,

1988) .

0 tratamento de matérias téxteis com celulose pela
composicdo de celulase da presente invenc¢do confere aos
tecidos um toque macio, ndo formacdo de borbotos, e
maciez, assim como bom aspecto. As fibras com algodédo
tratadas com a composicdo desta invencdo mantiveram a sua

estrutura tdo bem ou melhor do que as tratadas com
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composigdes de celulase que continham as composicgdes de

celulase anteriores ou convencionais.

Foi também possivel demonstrar gue as propriedades de
resisténcia das matérias téxteis com celulose, ou seja, a
resisténcia a rotura, a resisténcia a quebra e a
resisténcia ao rasgamento permaneceram tdo boas como nas
matérias téxteis tratadas com as composicdes
anteriormente conhecidas neste dominio, incluindo a

composicdo de celulase completa.

Dado que o efeito pretendido é obtido com tempos de
tratamento mais curtos, as propriedades em termos de
resisténcia podem ser ainda melhores do que as

composicdes anteriormente conhecidas.

Os meios de tratamento das matérias téxteis com celulose
através de composicdes expostas na presente invencdo
podem conter, além de enzimas, por exemplo, surfactantes,
polimeros como PVA e PVP, tampdes como citratos, acetatos
e fosfatos para regular a acidez das solucdes,
possivelmente agentes de volume, agentes conservantes

convencionais, estabilizantes e agentes abrasivos.

A dosagem de produtos de celulase numa solugdo depende do
resultado pretendido, da aplicacgdo, da actividade do
produto de celulase, etc. Dosagens adequadas de celulase,
conforme expostas na presente invencdo, correspondem as

dosagens das celulases ligquidas comuns disponiveis no
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mercado, como Ecostone L, Ecostone L 20, Biotouch L
(Primalco  Ltd, Biotec, Nurmijarvi, Finldndia) . As
dosagens adequadas caem assim no intervalo de 0,05 a 15
por cento, de preferéncia de 0,5 a 6 por cento do peso da

matéria téxtil a tratar.

As dosagens adequadas de enzima para efectuar um
tratamento de bicacabamento a matérias téxteis dependem
do resultado pretendido, do método de tratamento e da
actividade do produto enzimidtico. As dosagens sdo de
cerca de 0,05 a 10 por cento, mais preferivelmente de 0,5
a 5 por cento do peso da matéria téxtil tratada,
correspondendo estas as dosagens das celulases liquidas
comuns disponiveis no mercado, como Biotouch L, Biotouch
C 601, Ecostone L 20 or Ecostone C 80 (Primalco Ltd,

Biotec, Nurmijdrvi, Finldndia).

Para conferir um aspecto stone-washed a gangas, as
composigdes de celulase desta invencdo podem ser
empregadas com sucesso para substituir as pedras-pomes. O
resultado & um aspecto stone-washed de alta gualidade e
essencialmente as mesmas ou melhores propriedades de
resisténcia do que as obtidas em tecidos tratados com os
meios de tratamento téxtil que nédo contém quantidades

elevadas dos componentes de EGII.

As dosagens de enzima adequadas para conferir um aspecto
stone-washed ao tecido dependem do resultado pretendido,

do método de tratamento e da actividade do produto
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enzimdtico, sendo de cerca de 0,05 a 5 por cento, mais
preferivelmente de 0,5 a 2 por cento do peso do tecido
tratado, correspondendo estas as dosagens das celulases
liguidas comuns disponiveis no mercado, como Ecostone I,
Ecostone L 20, Ecostone L Plus (Primalco Ltd, Biotec,

Nurmijdrvi, Finléndia).

0 intervalo de pH para a aplicacdo da composicdo de
celulase desta invencdo depende do perfil de actividade
da enzima segundo o pH. Quando se empregam enzimas que
funcionam a pH acidico, o pH do ambiente de aplicacéo
estard situado, de preferéncia, entre 3,5 e 7, mais

preferencialmente no intervalo de 4 a 5,5.

A composicdo de celulase contém quantidades consideraveis
de endoglucanases de tipo EGII de Trichoderma, podem ser
produzidas, por exemplo, por fraccionamento ou mutacdo da
estirpe de producdo utilizada ou por engenharia genética.
Pode correspondentemente ser preparada uma composicdo de
celulase com quantidades elevadas de endoglucanase de
tipo EGII. A forma mais conveniente de produzir um
produto com uma guantidade mais elevada de proteina EGII
& adicionar cépias do gene que codifica esta proteina a
estirpe produtora, por exemplo a estirpe de Trichoderma,
tal como ¢é descrito no Exemplo 1. A estirpe de
Trichoderma seleccionada ou outro organismo empregado na
producdo pode ser uma estirpe selvagem ou uma estirpe
mais adequada para utilizacdo como organismo produtor

desenvolvida a partir da estirpe selvagem por mutacdo ou



32

engenharia genética. Quanto a Trichoderma reesei, as
estirpes adeguadas incluem, por exemplo, a estirpe
selvagem T. reesei QMba e as estirpes mutantes dela
derivadas, como QM9414 e RutC-30, desenvolvidas para a
producdo de celulase, e estirpes novamente desenvolvidas
a partir destas, em que o nivel de, por exemplo, celulase
e/ou hemicelulase foli novamente elevado e/ou em que o
nivel de protease produzida foi reduzido. VTT-D-79125 e
ALKO2221 (uma estirpe mutante com um baixo nivel de
produgdo de protease) e seus derivados, como por exemplo
a estirpe sobreprodutora da enzima EGII, cuja elaboracdo
& exposta no Exemplo 1, sdo exemplos de estirpes gue
foram ainda mais desenvolvidas. Nas estirpes referidas,
um ou mais genes que codificam CBH ou EG, que ndo os que
codificam EGII, podem ser substituidos por um gene que

codifique EGII.

Abaixo apresenta-se uma descricdo geral dos métodos para
inserir o gene que codifica a proteina EGII e do método
para aumentar o nivel de producdo da proteina EGII em
Trichoderma reesei. Aplicando o mesmo método, & possivel
alterar as proporcdes das celulases também noutras
espécies e, por exemplo, adicionar cépias dos genes gue
codificam celulase(s) do tipo de Trichoderma EGII ou
substituir alguns genes nativos por genes que codificam

celulase(s) do tipo de Trichoderma EGII.

O gene que codifica a proteina EGII (egl2; Saloheimo et

al., 1988; na publicacdo, o© gene egl2 é referido como
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egl3, que é& o seu nome original) pode ser inserido na
estirpe de Trichoderma seleccionada ou, por exemplo,
substituir um gene que codifique EGI (egll; Penttild et
al., 1986) ou outro gene que codifique uma proteina
desnecessdria; pode ainda adicionar-se meramente o nimero
de cdépias por insercdes sem eliminar nada. Quando o gene
eglZ substitui, por exemplo, o gene egll, a actividade de
EGII da mistura enzimdtica produzida pela estirpe é mais
elevada do qgue na mistura enzimdtica produzida por
estirpes das qualis o gene eglZ2 é eliminado ou existe
apenas numa cdépia. Qualquer marcador adeguado para
Trichoderma pode ser empregado como gene marcador, COmMo,
por exemplo, amdS$S (por exemplo do plasmideo p3SR2; Kelly
aend Hynes, 1985), hygB (por exemplo do plasmideo
pRIMex30; Mach et al., 1994) e ble (por exemplo do
plasmideo pAN8-1, Mattern e Punt, 1988). No caso de
estirpes auxotrdficas, o gene complementar da auxotrofia

em causa pode também ser empregado como marcador.

O gene marcador seleccionado e o gene eglZ sdo ligados
entre as regides de flanco 5’ e 3’ do gene alvo, formando
um plasmideo direccionador. Utilizando as regides de
flanco, pode ocorrer recombinagdo hombéloga e 0s genes
desejados podem servir de alvo para dar lugar & insercéo
de um gene egl2. O principio da substituicdo de genes é
descrito por Suominen et al. (1993). Para que a
frequéncia de ataque seja satisfatoriamente elevada, a
dimensdo das regides de flanco tem de ser longa o

suficiente; por exemplo, em Trichoderma, de pelo menos
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1,5 kb. Foram descritos exemplos de regides de flanco
adequadas para a substituicdoc de genes de celulase por
Suominen et al. (1993). As regides de flanco necessirias
do gene da celulase podem ser iscladas do banco genético

de Trichoderma.

Podem seleccionar-se estirpes com fendtipos de
sobreproducdo de EGII de entre transformantes; por
exemplo, analisando o meio de cultura com base na
elevacdo da sua actividade de endoglucanase face a
estirpe hospedeira (actividade ECU, Baily e Nevalainen,

1981) .

O nivel de produgdo da proteina EGII pode ser aumentado
numa estirpe seleccionada, por exemplo na estirpe de
Trichoderma reesei (foram atrds mencionados exemplos de
estirpes de T.reesei aplicaveis), por mutacdo ou pelo
aumento do nUmero de cépias do gene eglZ2, tal como é
descrito no Exemplo 1A. Além do promotor cbhl, também
podem ser utilizados para a expressdo do gene eglZ? outros
promotores adequados para a estirpe seleccionada.
Qualquer marcador adequado para Trichoderma pode ser
utilizado como gene marcador na transformacgdo, tal como

foi descrito atrés.

As fontes referidas na descricdo acima sdo indicadas na
lista de bibliografia apresentada no fim da

especificacdo.
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Os exemplos e figuras seguintes ©proporcionam mais
detalhes sobre a preparacdo da composicdo de celulase da
presente inveng¢do, assim como do efeito da composigdo de
celulase nas propriedades das matérias téxteis com

celulose.

EXEMPLO 1

Elaboracédo das estirpes

Foram elaboradas estirpes de Trichoderma reesei
sobreprodutoras das principais celulases de Trichoderma,
endoglucanases I e II (EGI e EGII) e celobiohidrolases I
e II (CBHI e CBHII) para a producdo de diferentes

preparacdes de celulase.

A, Elaboracdo da estirpe de Trichoderma  reesei

sobreprodutora de EGII

Na elaboracédo da estirpe de Trichoderma reesei
sobreprodutora de  EGII, transformou-se a estirpe
progenitora de T. reesei VTT-D-79125 com a cassete de
expressdo do plasmideo pALK537 (Figura 1). Na cassete, a
EGII é expressada a partir do promotor cbhl forte. T.
reeseil VIT-D-79125 é uma estirpe mutante
hipercelulolitica que contém  todas as principais

celulases de Trichoderma (Nevalainen, 1985).

0 plasmideo pALK537 contém:
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* Promotor chhl de T. reesei (celcobiochidrolase 1) de
Trichoderma reesei VTT-D-80133 (Teeri et al.,1983). Foi
utilizado na elaboracdo o fragmento de 2,2 kb EcoRI-
SaCITI. A sequéncia da 4area do promotor que precede ATG
foi publicada por Shoemaker et al. (1983). 0s ultimos
nucledtidos do promotor cbhl L27 de T. reesei (o locus
SacII esta sublinhado) sdo CCGCGGACTGGCATC (Shoemaker et
al., 1983). O promotor cbhl da estirpe de T. reesei VTT-
D-80133 foi sequenciado no laboratdéric da empresa
Primalco Ltd. e fol notada a diferenca de um nucledtido
na sequéncia de ADN da regido acima mencionada. Na
estirpe de T. reesei VIT-D-80133, a sequéncia que precede

ATG & CCGCGGACTGCGCATC.

Os nucledtidos que faltam ao promotor (10 bps apds o
SacII até ao ATG) foram adicionados e a fusdo exacta do
promotor & seguéncia de sinalizacdo do CcADN de egl2
(endoglucanase 2) foil efectuada pelo método de PCR
(reaccdo em cadeia da polimerase). Os fragmentos obtidos
por fusdo e por PCR foram sequenciados para garantir que
ndo ocorreram qualsquer erros na reacg¢do.

* CcADN de eglZ2 de T. reesei eglZ2 (endoglucanase 2,
originalmente designada egl3). A sequéncia de nucleédtidos
do cADN de egl2 é descrita por Suominen et al. (1988). No
plasmideo pALK537 utilizou-se um fragmento de 1,4 kb (da
sequéncia de sinalizacdo até ao local de EcoRI).

* Terminador cbhl de T. reesei de T. reesei VTT-D-80133

(Teeri et al.,1983). O fragmento de 739 pb AvalII, com
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inicio 113 pb antes do coddo de paragem (STOP) do gene
cbhl, foi adicionado apés o cADN de eglZ.

* Fragmento 3’ de cbhl: O fragmento de 1,4 kb BamHI-EcoRI
foi isolado de T. reesei ALKO2466 (Suominen et al.,
1993). O fragmento 3’ pode ser utilizado em conjunto com
a &rea do promotor para dirigir o cADN de egl2 para o
locus cbhl por

recombinacdo homdloga.

* gene amdS: O gene foil isolado de Aspergillus nidulans e
codifica a acetamidase (Hynes et ail., 1983). A
acetamidase permite & estirpe crescer wutilizando a
acetamida como Unica fonte de azoto, tendo esta
caracteristica sido utilizado para seleccionar 0s
transformantes. O fragmento de 3,1 kb SpeI-XbalI do
plasmideo p3SR2 (Kelly e Hynes, 1985) foi utilizado no
plasmideo ALK537.

Os métodos habituais de manuseamento de ADN descritos por
Maniatis et al. (1882) foram utilizados na elaboragdo dos
vectores. As enzimas de restricdo T4 ADN ligase,
fragmento de Kelnow da polimerase I de ADN e fosfatase
alcalina do intestino de vitelo utilizadas nes
manipula¢cdes de ADN eram originadrias das empresas
Boehringer (Alemanha) e New England Biolabs (EUA). Todas
as enzimas foram utilizadas de acordo com as instrugdes
do fornecedor. O ADN do plasmideo de E. coli foi isolado
com colunas Qiagen (Diagen GmbH, Alemanha), de acordo com
as instrucg¢les do fornecedor. Os fragmentos de ADN para

clonagem ou transformacdes foram isolados em geles de
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agarose de baixo ponto de fusdo (FMC Bicoproducts, EUA)
pelo método de liofilizacdo de fenol (Benson, 1984). Os
oligonucleétidos utilizados nas reaccdes de PCR e nas
reaccbes de sequenciacdo foram sintetizados por um ABI
(Applied Biosystems, EUA). A sequenciacdo da fusdo foi
realizada por segquenciador automdtico (Applied Biosystems

373, EUA).

A estirpe de T. reesei VTI-D-79125 foi transformada com o
fragmento linear de 9,2 kb NotI de pALK537, tal como
descrito por Penttild et al. (1987). Os transformantes de
T. reesei foram transferidos num meio selectivo e
purificados através de conideas. Os transformantes
purificados foram cultivados em frascos sob agitac8o, num
meio contendo 4% de soro de leite, 1,5% de uma fonte
complexa de azoto de cereais, 1,5% de KHZ2PO4 e 0,5% de
(NH4) 2504, a pH 5,5. As culturas foram incubadas a 30°C e
a 250 zrpm durante 7 dias. A actividade contra
hidroxietilcelulose (HEC) foi medida a partir dos meios
de cultura dos transformantes. No transformante ALKO3529,
a actividade contra HEC (3400 ECU/ml) foi cerca do triplo
da actividade da estirpe progenitora VTT-D-79125 (1200
ECU/ml). De acordo com a analise por Southern blot, a
estirpe ALK0O3529 possui pelo menos duas codpias
consecutivas do fragmento do wvector transformado que

contém a cassete de expressdo de eglZ.

ECU: Define-se uma unidade de actividade de ECU (endo-

1,4-betaglucanase) como a quantidade de enzima que produz
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uma nmol de acucares redutores, como glicose, por
segundo, a partir do substrato hidroxietilcelulose (HEC)

1 ECU = 1 ncat, (Bailey M. e Nevalainen, H., 1981).

B. Elaboragdo de estirpes de T. reesei sobreprodutoras de

EGI

A elaboracdo da estirpe de T. reesei sobreprodutora de
EGI ALKO2656, em que © gene de CBHI foi eliminado, é

descrita em Karhunen et al. (1993).

C. Elaboragdo da estirpe de T. reesei que sobreproduz EGI

e EGII sem CBHI e CBHII

Para a sobreproducdo de EGI e EGII de T. reesei sem CBHI
e CBHII, transformou-se a cassete de expressdo do
plasmideo pALK540 (Figura 2) em T. reesei ALK02698
(Karhunen et al., 1993). ALK0O2698 & uma estirpe
sobreprodutora de EGI que ndo contém o gene cbhbhl. Na
cassete de pALK540, a EGII é expressada a partir do

promotor de cbhl forte.

O plasmideo pALK540 contém:

* Promotor de cbhhl de T. reesei, terminador e cADN de
egl?, tal como é descrito no exemplo 1A.

* gene ble. 0O gene foi isolado de Streptoalloteichus
hindustanus (Drocourt et al. 1990). O gene confere

resisténcia a4 bleomicina e a antibidéticos relacionados,
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fleomicina e talisomicina. A resisténcia a fleomicina foil
utilizada para seleccionar os transformantes. Foi
utilizado o fragmento de 3,3 kb XbaI-BglZ do plasmideo
pAN8-1 (Mattern et al., 1987) no plasmideo ALK540. O
fragmento contém o gene da fleomicina (ble), flanqueado
pelo promotor gpdA de Aspergillus nidulans e pelas
regifes terminadoras trpC.

* Fragmento 5’ de cbh2 de T. reesei: 0 fragmento foi
isolado da estirpe de T. reesei VTIT-D-80133 (Teeri et
al., 1987). Foi utilizado um fragmento de 3,4 kb de HhoI-
PvuII, com inicio 1,4 kb a montante do gene cbh2, em
conjunto com o fragmento 3' de cbhZ, para direccionar a
cassete de expressdo para o locus cbhZ.

* Fragmento 3’ de T. reesei. O fragmento foi isoclado da
estirpe de T. reesei VTT-D-80133 (Teeri et al., 1987).
Foi utilizado um fragmentc de 1.6 kb de XbaI - BglII, com
inicio 1.1 kb a jusante do gene cbh2, em conjunto com o
fragmento 5' de «c¢bhZ2, para direccionar a cassete de

expressdo para o locus cbhZ.

Foram utilizados na elaboracdo dos vectores o0s mesmos

métodos que foram descritos no exemplo 1A.

A estirpe de T. reesei ALKO2698 foi transformada com o
fragmento de 11,6 kb ClaI-Pvul de pALK540, tal como
descrito por Penttild et al. (1987). O0s protoplastos
transformados foram transferidos para a superficie de
placas MnR osmoticamente estabilizadas com sacarose a

0,44 M e incubados durante 6 horas a 30°C, antes da
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adicdo de 5 ml de MnR derretido, como camada superior,
contendo 300 pg/ml de fleomicina (Cayala, Franca). Os
transformantes foram purificados em meio de MnR selectivo
suplementado com 50 pg/ml de fleomicina através de um
esporo antes da transferéncia para meios de cultura
inclinados de MnR contendo 50 ug/ml de fleomicina durante
trés geracles e, depoils disso, para meios de cultura
inclinados PD. 0Os transformantes purificados foram
cultivados em placas de microtitulacdo para a deteccdo da
proteina CBHII por Western blotting com um anticorpo
monoclonal contra CBHITI. ALKO3528 era um dos
transformantes ¢BHII negativos, contendo uma cépia da
cassete de expressdo de eglZ em lugar de cbhZ2 (Southern
blot). O transformante ALKO3528 foi cultivado tal como no
exemplo 1A para medir a actividade contra HEC (ECU/ml) do
meio de cultura. A actividade contra HEC era cerca do
dobro na estirpe ALK0O3528 daquela da estirpe progenitora
ALKO2698 e cerca do quadruplo da actividade da estirpe

VIT-D-79125, que é uma estirpe progenitora de ALK02698.

D. Elaboragdo de estirpes de T. reesei sobreprodutoras de

CBHI

A elaboracdo da estirpe de T. reesei ALKO3760,
sobreprodutora de CBHI, ¢é descrita na Publicacdo do
Pedido de Patente Internacional WO 96/34945, aqui
incorporada para referéncia.

E. Elaboracgdo de estirpes de T. reesei sobreprodutoras de

CBHII
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Para a sobreproducdo em T. reesei da cassete de expressido
de CBHII do plasmideo pALK546 (Figura 3), efectuou-se a
transformacdo em T. reesei ALKO2221 (estirpe mutante VTIT-
D-79125 com baixo nivel de actividade da protease). Na
cassete de pALK546, a CBHII é expressada a partir do
promotor de cbhl forte.

0 plasmideo pALK546 contém:

* Promotor de chbhl de T. reesei e terminador, tal como &
descrito no exemplo 1A.

* gene cbhZ2. O gene cbh2 proveio da estirpe de T. reesei
VIT-D-80133 (Teeri et al., 1987). O fragmento que contém
0 gene chbhZ tem um comprimento de cerca de 2,2 kb, 1,5 kb
do qual é &rea codificadora.

* gene ble, promotor gpdA e terminador trpC, tal como é
descrito no exemplo 1C.

* o fragmento 5’ de egl2 foi isolado da estirpe VTT-D-
79125 de T. reesei, sendo subclonado a partir de um clone
A, originalmente designado egl3, isolado por Saloheimo et
al. (1988). pALK546 contém o fragmento de 1,4 kb XhoI-
SacI cerca de 2,2 kb a montante do gene eglZ. Este
fragmento pode ser utilizado em conjunto com o fragmento
3" de egl?2 para dirigir a cassete de expressdo para ©
locus eglZ.

* fragmento 3’ de eglZ: O fragmento de 1,6 kb AvrII-Smal,
a cerca de 0,2 kb do gene cbhZ, foi utilizado em pALK546.

O fragmento tem origem no mesmo clone que o fragmento 5'.
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PALKS546 foi elaborado de acordo com os exemplos 1A e 1C.

A estirpe de T. reesei ALK02221 foi transformada com o
fragmento de 11,8 kb EcoRI-BamHI de pALK546 de acordo com
o exemplo 1C. Os transformantes purificados foram
cultivados tal como no exemplo 1A e a quantidade de
celulase CBHII segregada foil quantificada pelo método
ELISA (Buehler, 1991) com anticorpo monoclonal contra
CBHII. No transformante ALK0O3798, a quantidade de
proteina de CBHII aumentou para o quadruplo face a
estirpe progenitora ALK02221. De acordo com a anédlise por
Southern blot, ALK0O3798 contém uma cdépia da cassete de

expressdo de cbhZ.

F. Elaboragdo da estirpe de T. reesei que sobreproduz

CBHI e e CBHII sem EGI e EGII

Para a sobreproducdo de CBHI e CBHII de T. reesei sem EGI
e EGII, transformou-se a cassete de expressdao do
plasmideo pALKS543 (Figura 4) no locus de eglZ2 de T.
reesei ALKO3761. ALKO3761 é uma estirpe sobreprodutora de
CBHI EGI-negativa. A elaboracdo da estirpe ALKO3761 é
descrita no documento WO 96/34945, aqui incorporado para
referé&ncia, excepto quanto ao facto de os transformantes
EGI-negativos terem sido analisados por Western blot com
anticorpo monoclonal contra EGI. ALKO37¢l contém uma
coépia da cassete de expressdo no locus egll e a
gquantidade de celulase CBHI segregada aumentou face a
estirpe progenitora ALKO2221. Na cassete de pALK543, cbhZ2

é expressado a partir do seu prdprio promotor.
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0 plasmideo pALK543 contém:

* 0 promotor, o gene e o terminador de cbh2 da estirpe de
T. reesei VTT-D-80133 (Teeri et al., 1987). O fragmento
de 4,7 kb SphI-S5acII utilizado em pALK543 contém cerca de
1,5 kb de &rea codificadora, aproximadamente 2,5 kb de
regido promotora e cerca de 0,7 kb de regido terminadora.
* gene ble, promotor gpdA e terminador trpC, tal como é
descrito no exemplo 1C.

* Fragmentos 5’ e 3’ de eglZ, tal como é descrito no

exemplo 1E.

PALK543 foi elaborado de acordo com os exemplos 1A e 1C.

A estirpe de T. reesei ALKO3761 foi transformada com o
fragmento de 11,2 kb BamHI de pALK543, tendo os
transformantes sidc analisados de acordo com o exemplo 1C
e 1E. ALKO4097 foi um dos transformantes EGII-negativos
que, de acordo com a andlise por Southern blot, contém
uma cbdpia da cassete de expressdoc de cbhZ2 no locus de
egl2. Em ALKO40%97, a quantidade de proteina de CBHII
segregada aumentou para o triplo face & estirpe

progenitora ALKO3761.

EXEMPLO 2

Efeitos das celulases purificadas de Trichoderma no

biostoning
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Nesta experiéncia, estuda-se os efeitos de stone-washing
(efeito desgastado) da preparacdo de celulase derivada da
estirpe VTI-D-79125 de Trichoderma reesei com a adigédo
das diferentes celulases purificadas de Trichoderma CBHI
(celobiohidrolase 1I), CBHII, EGI (endoglucanase 1) e
EGII. VTT-D-79125 & uma estirpe mutante de Trichoderma

reesei hipercelulolitica (Nevalainen, 1985).

Pré-lavou-se o tecido de ganga durante 10 minutos, a
60°C, com Ecostone A 200 (1 ml/litro, Primalco Ltd,
Biotec, Finladndia). O tecido foi entdo cortado em
amostras de referéncia de 12 x 12 cm. A cor foi medida no
tecido em valores de reflectédncia com o sistema Minolta

Chroma Meter 1000R L*a*b (Osaka, Japdo).

Os tratamentos com celulase foram realizados num LP-2-
Launder-Ometer (Atlas, Illinois, EUA) da seguinte forma.
Foram adicionados a um recipiente de 1,2 litros cerca de
7 g de amostras de referéncia de ganga. Este recipiente
continha 200 ml de tampdo citrato 0,05 M a pH 5. Para
auxiliar a remoc¢do da cor, adicionou-se a cada recipiente
uma certa quantidade de bolas de aco. A preparacdo de
VIT-D-79125 foi utilizada em unidades de endoglucanase
(ECU/m1, exemplo 1). Utilizou-se em cada teste 300 ECU
por g de tecido, adicionando-se celulases CBHI, CBHII,
EGI ou EGII a 1 ou 2 mg por g de tecido. Os recipientes
foram entdo encerrados e inseridos num banho a 50°C
Launder-Ometer. O Launder-Ometer funcionou a 42 rpm

durante 1 e 2 horas.
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Depois de removidas dos recipientes, as amostras foram
mergulhadas durante 10 minutos em 200 ml de NaOH 0,01 M e
enxaguadas 2 x, durante 5 minutos, em agua fria. As
amostras foram entfo secadas durante 1 hora a 105°C e
novamente secadas ao ar, durante a noite, a temperatura
ambiente. A cor de ambos os lados da amostra fol medida
com o Chroma Meter Minolta. Os resultados das medigdes da
cor em tecidos de ganga tratados sdo apresentados na
Tabela I. As Figuras 5 e 6 mostram o aumento da claridade
do lado direito do tecido apds tratamentos de 1 e 2

horas.

TABELA I. Medigdes da cor em tecidos de ganga tratados
com uma preparacdo de celulase de VTT-D-79125 e uma
preparacdo de celulase de VTIT-D-79125 com adig¢do de

celulases purificadas.

Celulase ng/g Lado deltak

adicionada direito
a
preparacao
de VTT-D-
79125

1 hora

CBHI 1 0,8 2,0 1,5




47

CBHI 2 1,8 2,0 2,2
CBHII 1 1,1 1,7 1,6
CBHII 2 0,6 1,7 1,3
EGI 1 1,1 2,0 1,8
1 hora

EGI 2 1,8 2,5 3,0
EGII 1 1,9 3,2 3,2
EGII 2 2,7 2,5 3,8
2 horas

* - 1,2 1,9 1,5
CBHI 1 2,2 2,5 3,1
CBHI 2 1,4 2,5 2,7
CBHII 1 1,0 2,2 1,5
CBHII 2 1,3 2,7 2,6
EGI 1 2,2 2,9 2,2
EGI 2 2,0 3,1 3,5
EGII 1 2,5 3,7 1,9
EGII 2 4,2 3,5 5,2

* Preparacdo de VIT-D-79125 pura

O efeito do tampédo nas cores foi eliminado destes valores
L: Unidade de claridade do tecido apds o tratamento menos
a unidade de claridade do tecido antes do tratamento

b: Unidade de grau de azul do tecido apbs o tratamento
menos a unidade de grau de azul do tecido antes do
tratamento

deltaE: Diferenca de cor no espago L*a*b* entre a cor da

amostra e a cor alvo (alvo = tecido de ganga ndo tratado)
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Os resultados mostram que a adigdo de celulase EGII a
preparacdo de VTT-D-79125 ¢é a gque mais aumenta a
claridade (efeito stone-washed) dos tecidos de ganga no
processo de stone-washing face a adicdo de outras
celulases purificadas. A adig¢do de CBHI ou EGI melhorou o
efeito stone-washed face & preparacdo pura de VIT-D-
79125, mas menos que a adigdo de EGII. Apds uma hora de
tratamento, foil necessdrio o dobro da quantidade de CBHI
ou EGI, face a EGII, para obter o mesmo efeito stone-
washed. A adicdo de CBHII conferiu o mesmo efeito stone-

washed que a preparacdo pura de VIT-D-79125.

EXEMPLO 3

Efeitos de diferentes preparagdes de celulases de

Trichoderma no biostoning

Neste exemplo estuda-se o efeito stone-washed conferido
por preparag¢des de celulase derivadas das estirpes de
Trichoderma reesei  ALKO3760, ALK0O3798, ALKO 4097,
ALKO2656, ALKO3529, ALKO3528 e VIT-D-79125 (exemplo 1).

O procedimento experimental foi ¢ mesmo que no exemplo 2,
tendo-se utilizado em cada experiéncia 3 e 6 mg de
proteina total em preparacdes de celulase por g de

tecido. Os tempos de lavagem foram de 1 e 2 horas a 50°C.

Os resultados das medicdes da cor sdo apresentados na

Tabela 1T



TABELA II. Medicdes da cor de tecidos de ganga tratados
com prepara¢des de celulases de VIT-D-79125, ALKO3798§,
ALKO4097,
ALKO2656, ALKO3529 e ALK03528.
preparacdo | dosagem Lado
ng/qg direito
L b deltak
1 hora
VIT-D-79125| 3 1,5 1,4 1,8
6 1,5 1,8 2,0
ALKO3760 3 1,3 1,2 1,8
6 0,6 1,9 1,6
ALKO3798 3 1,4 1,4 1,4
ALK0O4097 3 0 0,8 0
6 0,5 0,8 0,3
ALKO2656 3 0,1 2,6 2,2
1 hora
ALKO3529 3 1 1,8 ,
6 2,1 2,9 3,3
ALKO3528 3 1,3 2,0 1,8
6 1,5 2,8 2,3
2 horas
VTT-D-791251 3 1,8 2,3 NM
6 2,4 2,6 NM
ALKO3760 3 2,2 2,9 2,7
ALKO3798 3 1,6 2,5 2,5
ALKO4097 3 0,1 1,2 NM
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6 0,8 1,7 NM
ALKOZ2656 3 2,5 2,9 3,1
ALKO3529 3 3,2 2,6 3,6
ALKO3528 3 2,7 3,2 NM

NM = ndo medido

O efeito do tampdo nas cores foil eliminado destes
valores.

L: Unidade de claridade do tecido apds o tratamento menos
a unidade de claridade do tecido antes do tratamento

b: Unidade de grau de azul do tecido apbs o tratamento
menos a unidade de grau de azul do tecido antes do
tratamento

deltaE: Diferenca de cor no espago L*a*b* entre a cor da

amostra e a cor alvo (alvo = tecido de ganga ndo tratado)

Os resultados mostram que, apds 1 hora de tratamento com
uma dosagem de 3 mg/g, o efeito stone-washed medido em
unidades de claridade é quase igual com preparacdes de
celulase de VTT-D-79125, ALKO3528, ALKO3760, ALKO3529 e
ALKO3798. Ndo se obtém um aumento nitido das unidades de
claridade com as preparacdes de ALKO4097 ou ALKOZ656. Com
uma dosagem de 6 mg/g, apdés 1 hora de tratamento, a
preparacdo de ALKO3529 é a que exibe o maior aumento de
unidades de claridade face as preparac¢des de VIT-D-79125,
ALKO3528, ALK0O4097 ou ALKO3760. Apdés 2 horas de
tratamento com a dosagem de 3 mg/g, o melhor efeito
stone-washed medido em unidades de claridade & o obtido

com a preparacdo de ALKO3529.
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EXEMPLO 4

Utilizagdo de diferentes preparacées de celulases de

Trichoderma no bioacabamento de tecido com algodéo

Um tecido de 100% algoddo (obtido de Pirkanmaan Uusi
Vdrjddmé Ltd, Finldndia) foi sujeito a tratamento com
preparacdes de celulase de VTI-D-79125, ALKOZ2656,
ALKO3529, ALKO3528, ALKO3760, ALKO3798 e ALKO4097
(exemplo 1) no Launder-Ometer. Em cada experiéncia
utilizou-se 20 g de tecido pré-lavado ndo tingido. As
condicdes de tratamento com celulase foram as descritas
no exemplo 2, excepto quanto ao facto de a proporcdo de
ligquido (volume de liquido por peso de tecido) ter sido
de 1:15, tendo-se utilizado em cada experiéncia 2 e 6 mg
de proteina total em preparacdes de celulase por g de
tecido. O tempo de lavagem foi de 1 hora a pH 5 e 50°C.
Apbs lavagem com uma solug¢do alcalina e &agua, os tecidos
tratados foram secados em maquina secadora (Cylinda 7703,

Suécia) .

Foram utilizados os sequintes métodos para a avaliagéo
dos efeitos dos tratamentos com celulase em tecidos de
algoddo: A perda de peso dos tecidos tratados foi
definida como a percentagem do peso do tecido antes e
apbés o teste (antes da pesagem, os tecidos foram

condicionados numa atmosfera de 21 * 2°C e 50 + 2% HR. A



52

perda de peso foi utilizada para descrever a quantidade

de felpo removida da superficie do tecido.

A avaliacdo do aspecto visual dos tecidos tratados com
enzimas foi efectuada por um painel constituido por cinco
pessoas. Os tecidos foram classificados de acordo com uma
escala de 1 a 5, correspondendo 5 a uma superficie limpa
sem felpo nem borbotos e em que a textura do tecido era
mais aparente. A pontuacdo de 1 correspondia a muitos

borbotos e felpo.

0 método de esfregamento de Martindale (SFS-4328) foi
utilizado para a avaliacdo da formacdo de borbotos. Esta
foi classificada por um painel, segundo uma escala de 1 a
5, apds 200 ciclos de abrasdo (1 = muitos borbotos, 5

sem borbotos). Os resultados sdo apresentados na Tabela

IIT e na Figura 7

TABELA III. Perda de peso, aspecto visual e formacdo de
borbotos dos tecidos tratados em Launder-Ometer com

diferentes preparacgdes de celulase

preparacdo dosagem |perda de |aspecto formacdo de
ng/g peso % visual borbotos
apds 200
ciclos
- - 0 1 1
VIT-D-79125 2 0,8 2,3 2,3
6 2,2 2,7 3,6
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ALKO3760 2 2,1 3,1 2,3
6 4,2 3,4 3,8
ALKO3798 2 3,1 3,3 3,1
6 4,9 3,4 4,3
ALKO4097 2 0 1,5 1,2
6 1,0 2,5 2,2
ALKO2656 2 2,5 3,8 3,5
6 3,6 3,8 4,4
ALKO3529 2 3,1 3,9 4,3
6 4,8 3,8 4,4
ALKO3528 2 0,7 3,7 3,5
6 2,0 3,4 4,3

Os resultados mostram que o melhor aspecto visual e a
maior reducdo da tendéncia de formacdo de borbotos &
obtida com a preparagdo de celulase de ALK03529, quando
se comparam as dosagens de diferentes preparacdes. Além
disso, para obter o mesmo nivel de remocdo da formacdo de
borbotos (por exemplo, 4,3), ¢é necessario wutilizar
ALKO3529 em doses consideravelmente menores do que as

outras preparacdes.

EXEMPLO 5

Utilizagdo de diferentes preparagdes de celulases de

Trichoderma no bioacabamento de tecido com algodéo
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Un tecido de 100% algoddo (obtido de Pirkanmaan Uusi
Vdrjddmé Ltd, Finlandia) foi sujeito a tratamento com

preparagdes de celulase de VTIT-D-79125, ALKO3760,

ALKO3798, ALKO2656, ALKO3529 e AL- K03528 (exemplo 1) em

Gavazzi s.r.l. Campiocolor mod. RD/1 (Itdlia). Cerca de
25 g de tecido pré-lavado e ndo tingido e 10 litros de
agua foram utilizados em cada experiéncia a pH 5. As
dosagens de enzima foram de 6 e 12 mg de proteina total
em preparaces de celulase por g de tecido. Os tempos de

lavagem foram de 1 hora a pH 5 e a 50°C.

Para a avaliacdo dos efeitos dos tratamentos com celulase
nos tecidos de algod&o foram utilizados os mesmos métodos
j4 descritos no exemplo 4. A resisténcia a traccio foi
medida de acordo com a Norma 3981 SFS. Os resultados sé&o
apresentados na Tabela IV.

TABELA 1IV. formacdo de

Perda de peso, aspecto visual,

borbotos e resisténcia a traccdo dos tecidos tratados em

Gavazzi  Campiocolor com diferentes preparacdes de

celulase

preparacdo | dosagem perda de | aspecto formacdo |resistén

ng/g peso % visual de cia a

borbotos | traccdo
apds 200 | (trama)
ciclos N

- - 0 1 1 15,5

VIT-D-79125| 6 1,9 2,3 3,2 14,0
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12 2,6 2,8 3,6 13,4
ALKO3760 6 2,7 3,6 3,2 14,2
12 3,1 3,1 3,8 13,4
ALKO3798 6 2,8 3,0 3,5 13,3
12 3,9 3,8 4,5 12,7
ALKO2656 6 2,3 3,1 3,3 13,8
12 2,5 3,6 3,8 13,8
ALKO3529 6 2,9 4,3 3,7 12,9
12 4,1 4,5 4,4 13,4
ALKO3528 6 1,5 2,9 2,2 13,1
12 2,2 2,9 2,9 13,9

O melhor aspecto visual e a maior redugdo da tendéncia
para formar borbotos foi alcancada com a preparacdo de

celulase de ALKO3529.

EXEMPLO 6

Utilizag¢do de diferentes preparagdes de celulases de
Trichoderma no biocacabamento de tecido de malha com

algodéo

Um tecido de malha de 100% algoddo (obtido de Apropos
Finland, Ltd, Finldndia) foi sujeito a tratamento com
preparacdes de celulase de VIT-D-79125, ALKO2656,
ALKO3529, ALKO3528, ALKO3760, ALKO3798 e ALKO4097

(exemplo 1) no Launder-Ometer. Utilizou-se em cada




56

experiéncia 20 g de tecido de malha ndo tingideo e as
condicdes de tratamento com celulase foram as descritas
no exemplo 2, excepto quanto ao facto de a proporcido de
liguido (volume de liquido por peso de tecido) ter sido
de 1:15, tendo-se utilizado em cada experiéncia 1, 2 e 4
mg de proteina total em preparacdes de celulase por g de
tecido. O tempo de lavagem foi de 1 hora a pH 5 e 50°C.
Apbs enxaguamento com uma solugdo alcalina e agua, as

malhas tratadas foram secadas em mAquina secadora.

Para a avaliacdo dos efeitos dos tratamentos com celulose
em malhas de algoddo, foram utilizados os mesmos métodos

descritos no exemplo 4.

TABELA V. Perda de peso, aspecto visual e formacdo de
borbotos dos tecidos de malha de algoddo tratados em

Launder-Ometer com diferentes preparacdes de celulase

prepara¢do |dosagem |perda de |aspecto formacdo | apbds
ng/g peso % visual de 2000
borbotos
apdés 200
ciclos
VIT-D-79125]1 4,4 2,0 1,3 NE
2 5,5 3,3 2,7 1,9
4 6,8 3,5 2,2 NE
média 2,9 2,1
ALKO3760 1 4,3 2,0 1,7 NE
2 5,4 3,2 2,3 2,5
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4 6,8 3,2 1,0 NE

média 2,8 1,7

ALKO3798 1 4,9 2,3 2,2 NE
2 6,1 2,8 2,2 2,1
4 7,6 3,0 1,8 NE

média 2,7 2,1

ALK02656 1 4,4 3,0 1,5 NE
2 6,0 3,8 3,2 2,8
4 6,9 3,7 2,2 NE

média 3,5 2,3

ALK03529 1 5,4 3,0 2,0 NE
2 6,7 3,8 3,1 2,9
4 §,4 3,0 2,3 NE

média 3,3 2,5

ALK03528 1 4,6 2,7 1,7 NE
2 5,6 3,5 2,1 2,3
4 5,9 3,7 2,0 NE

média 3,3 1,9

NE = ndo efectuado

Os resultados mostram que, apds 1 hora de tratamento, em
média, o melhor e quase igual aspecto visual foili obtido
com as malhas tratadas com celulase de ALKO2656, ALK0O3529
ou ALK(03528. Contudo, em média, a mailor reducdo da
tendéncia para formar borbotos foi alcancada nas malhas

tratadas com ALKO3529.
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EXEMPLO 7

Utilizagdo de diferentes preparagdes de celulases de
Trichoderma no bioacabamento de tecido de malha com

algodao

Um tecido de malha de 100% algoddo (obtido de Apropos
Finland, Ltd, Finlédndia) foi sujeito a tratamento com
preparacdes de celulase de VTI-D-79125, ALKOZ2656,
ALKO3529, ALKO3528, ALKO3760 e ALKO3798 (exemplo 1) no
Gavazzi s.r.l. Campiocolor mod. RD/1 (Itdlia). Cerca de
230 g de malha e 10 litros de agua foram utilizados em
cada experiéncia a pH 5. As dosagens de enzima foram de 6
mg de proteina total em preparacdes de celulase por g de

tecido. Os tempos de lavagem foram de 1 hora a 50°C.

Para a avaliacdo dos efeitos dos tratamentos com celulose
em malhas de algoddo, foram utilizados os mesmos métodos

descritos no exemplo 4.

Os resultados sdo apresentados na Tabela VI.

TABLE VI. Perda de peso, aspecto visual e formacdo de

borbotos das malhas de algoddo tratadas em Gavazzi

Campiocolor com diferentes preparacées de celulase
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preparacdo perda de peso |aspecto visual formacdo de
% borbotos
apds 200
ciclos
_ 2,7 1 1,1
VIT-D-79125 4,2 3,4 2,3
ALKO3760 4,6 2,6 2,5
ALKO3798 5,2 3,4 3,1
ALK02656 4,6 3,6 2,8
ALKO3529 5,7 3,8 3,5
ALKO3528 3,6 2,9 2,6

Na Tabela VI é mostrado que, no tratamento de malha de
algoddo, o melhor aspecto visual e a maior reducdo da
tendéncia para formar borbotos foram alcancados com a

preparacdo de celulase de ALKO3529.

EXEMPLO 8

Utilizagdo de diferentes preparagdes de celulases de

Trichoderma no bioacabamento de tecido de algodéo

Un tecido de 100% algoddo (obtido de Pirkanmaan Uusi
Vdrjddmé Ltd, Finlandia) foi sujeito a tratamento com
preparacdes de celulase de ALKO3529, ALKO3760 e ALKO3798
numa maquina de lavar de tambor semi-industrial Esteri 20
HS-P. Utilizaram-se em cada experiéncia cerca de 1,5 kg

de tecido. O consumo de agua da maquina foi de cerca de
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100 litros. O pH foi ajustado a 5, o tempo de tratamento
foi de 45 minutos a 50°C. As dosagens de enzima foram de
6 mg de proteina total em preparacdes de celulase por g

de tecido.

Apds o tratamento enzimdtico, os tecidos foram tingidos
com trés corantes reactivos diferentes, Remazol (Bayer),
Levafix (Bayer) e Cibacron (Ciba), utilizando

procedimentos de tingimento normais.

Os efeitos dos tratamentos com celulase nos tecidos de
algoddo tingidos foram avaliados pelo painel segundo o
seu aspecto visual. Os resultados sdo apresentados na

Tabela VII.

TABELA VII. Aspecto visual dos tecidos tratados com
diferentes preparacdes de celulase numa maquina de lavar

Esteri 20 HS-P. Dosagem de 6 mg de proteina total por g

de tecido.

preparacdo Remazol Levafix Cibacron
- 1,3 1,3 1,3
ALKO3529 4,3 4,1 4,4
ALKO3760 3,8 3,6 3,8
ALKO3798 3,6 3,8 4,0

Os resultados mostram que o melhor aspecto visual foi

obtido com ALKO3529 em todos os tecidos.
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EXEMPLO 9

Utilizagdo de diferentes preparagdes de celulases de

Trichoderma no bioacabamento de tecido lyocell

Foram utilizadas as preparac¢fes de celulase de ALKO3760,
ALKO3798, ALKO4097, ALKO352%9, ALKO2656 e ALKO3528
(exemplo 1) no controlo da fibrilhacdo e biocacabamento de
100% Tencel® (lyocell). Antes do tratamento enzimatico, o
tecido foil pré-fibrilhado numa maquina de lavar de tambor
semi-industrial (Esteri 20 HS-P) com 2,5 g/l de carbonato
de sdédio a 60°C. Os tratamentos com celulase foram
realizados num Gavazzi s.r.1. Campiocolor mod. RD/1
(Itdlia). Cerca de 70 g de tecido pré-fibrilhado e 10
litros de Agua foram utilizados em cada experiéncia a pH
5. As dosagens de enzima foram de 6 mg de proteina total
em preparac¢bes de celulase por g de tecido. Os tempos de

lavagem foram de 2 horas a pH 5 e a 50°C.

Foram utilizados os seguintes métodos para a avaliacéo
dos efeitos dos tratamentos com celulase em tecidos
Tencel®:

* A avaliacdo do aspecto visual dos tecidos tratados com
enzimas foili efectuada por um painel constituido por cinco
pessoas. Os tecidos foram classificados de acordo com uma
escala de 1 a 5, correspondendo 5 a uma superficie limpa
sem felpo, fibrilhas ou borbotos. A pontuacdo de 1

correspondia a muitos borbotos, fibrilhas e felpo.
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* Remocdo da fibrilhac¢do (indice): Os pélos superficiais
foram removidos do tecido e colocados em &gua, Sobre uma
lamina de wvidro. Esta foi wvisualizada num microscdpio
éptimo, tendo-se analisado 10 &reas da lamina e calculado
a média dos seus resultados. Quanto mais baixo o indice

de fibrilhacdo, mais eficaz a enzima.

Os resultados sdo apresentados na Tabela VIII.

TABELA VIII. Aspecto visual e o indice de fibrilhacdo dos

tecidos tratados em Gavazzi Campiocolor com diferentes

preparacdes de celulase

preparacdo aspecto visual indice de
fibrilhacdo
- 1 10,2
ALKO3760 3,6 6,1
ALKO3798 3,3 8,1
ALKO4097 3,3 8,0
ALKO2656 3,7 8,2
ALKO3529 4,4 5,8
ALKO3528 3,1 6,4

O indice de fibrilhacdo é uma média de duas analises. O
aspecto visual é uma média do lado direito e do avesso

dos tecidos.
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0 melhor aspecto visual Zfoi obtido com ALK0O3529. A
remocdo da fibrilhacdo foi mais eficaz com as preparacdes

ALKO3760, ALKO3528 e ALKO3529.
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REIVINDICACOES

1. Um método para tratar matérias téxteis com celulose
com um meio de tratamento contendo uma composicdo de
celulase, resultando na melhoria das propriedades da
matéria téxtil com celulose, 1incluindo melhoria do
aspecto e toque, redugdo da tendéncia para formagdo de
borbotos e manutencdo da resisténcia ou melhoria do
aspecto do acabamento stone-washed, face a um meio
completo, caracterizado pelo facto de a matéria téxtil
ser tratada com uma composicdo de celulase de elevado
teor em EGII, cuja composig¢do de celulase é& um meio
contendo 45-80% de CBHI, 10-25% de CBHII, 5-15% de EGI e
8-15% de EGII, a gqual se adiciona EGII para criar o teor
elevado em EGII de, pelo menos, 15 por cento em peso do
peso total de proteinas de celulase, ou uma composicdo de
celulase obtida a partir de uma estirpe sobreprodutora de
EGII, em que a composicdo de celulase possul uma
proporgdo de EG:CBH de 0,6-1:1 e uma proporcdo de CBHI:EG
de 1-1,4:1.

2. 0O método, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a composicgdo de celulase ser
constituida por pelo menos 20-60 por cento em peso de
celulase de tipo EGII relativamente a proteina de

celulase total.

3. 0 método, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo facto de a composicdo de celulase ser



constituida por pelo menos 25-40 por cento em peso de
celulase de tipo EGII relativamente & proteina de

celulase total.

4. O método, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a composicdo de celulase

poder ser obtida de fungos ou bactérias.

5. 0 método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a composigdo de celulase
poder ser obtida de fungos dos géneros Trichoderma,

Penicillium, Humicola ou Fusarium.

6. O método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a composicdo de celulase

poder ser obtida da espécie Trichoderma reesei.

7. 0 método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a composigdo de celulase
poder ser obtida de uma estirpe de Trichoderma reesei

sobreprodutora de EGII.

8. 0 método, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a proporcdc de fibra
celulésica na matéria téxtil ser de pelo menos 30 por

cento.

9. O método, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo facto de a proporcdoc de fibra



celuldsica na matéria téxtil ser de pelo menos 50 por

cento.

10. O método, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a fibra celulésica na matéria
téxtil com celulose ser seleccionada de entre um grupo
constituido por algodio, linho, alinhado, rami, juta,

viscose, modal, lyocell e cupro.

11. O método, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a fibra celuldsica na matéria

téxtil com celulose ser de algodédo.

12, 0 método, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a matéria téxtil com celulose

ser tecido ou peg¢as de vestudrio de ganga.

13. 0 método, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de o meio de tratamento conter
surfactantes, polimeros, tampdes, agentes de volume,

conservantes, estabilizantes e/ou agentes abrasivos.

Lisboa, 16/10/2007
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