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-/ corantes entre tecidos durante a suva lavagem,

i
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Descrevem-se composicdes detergentes inibidoras da transferéncia de
constituidas por wm enzima que

apresentamaacuvmadedepemmdase,mpem:ddodehidmgéﬁpoumnpermrsor

purificada, derivada do Humicola insolens DM1800.
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COMPOSIGOES DETERBENTES ENZIMATICAS INIEIDORAS DA
TRANSFERENCIA DE CORANTES

Campp da InvencHo

«~

A presente invengBo refere-se a uma composicao
enzimdtice- para inibicXo da transferdncis de corantes de um

tecido tinto para outro tecido, durante a lavagem.

Antecedentes da Invencdo

Un dos problemas mais persistentes & maig
complicados que se levantam durante as operagdes de lavagem
dos tecidos modernos, & a tendéncia que alguns tecideos tintos

tEm likertgr o corante has solugBes de lavagem. O corante &

o

seim Wransferido para outros tecidos que estejam a ser
EimulfﬁneamEﬂt@ lavados.,

Uma forma de ultrapassar este problema QEfia
retirvarem por meio de brangueamento. os corantes saidos dogl
tecidos tintos, antes de eles terem a oportunidade de sg
fivarem acs outiros artigos presentes na lavagem.

s corantes suspensos ouw sclubilizados podem
saTrer un certo grau de ﬁidagén e solugHdo por melo do
SO Ego des agentes brangueadores conhecidos. & patente
G 2 10l 147 descreve uma comnposicio brangqueadora ligquida)l
estavel oue CDntem,um pErcursor de perdxido de hidrogénio
gue & activado para }iber tar perdxido de Hidrmgéhim naj
diluig;mn .

£ no entanto importanie gque, ao mesmo tempo, nHo
g2 rangueiem os coranites sxistentes realmente nos tecidos,
isto &, que nio se danifiquem as cdres.

‘ A Fatente Norte-americana 4.077.768 descreve um
Processn para a inibigdo da traﬁsf&r@ncia de corantes por
maio da witilizac8o de um agente branqueador oxidante,

Juntamente com compostos cataliticos teis como porfinas de

a2
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O Pedido de Patente Norte-americano 421.414
descreve peroxidases s odidases rt11¢ radas para a oxidacEo
da subsitdEncilas grgdEnicas o inorgiEnicas, incluindo
substEncias tihgidaa.' Lma composicdo inibidora da
transferincia de corantes constituida por sistema enzimdtico
capaz de gerar peroxidase de hidrogénio e catalizadores de
fervro, fol descrita no Pedido de Patente Ewropeia copendente
PIBORLES .4 depositado @m-? de Olitubro de 1991.

_ A patente EP 424 3298-A descreve um aditivo
detergents capaz de exsrcer um efeito de branqueamento gue
compresnde una peroxidase. 0 aditivo conpreende ainda um ou
mais enzimas, particularmente uma 1ipaéeg protease, amilase
ou uma celulase.

A patente EF-A-350 098 ﬂE%Ci eve um nétodo CL4CMOC
aus  defing criterios de selecgdo de celulase que sdo
elevantes para aplicaglno em detergentes. Verificou-se gue um
marimo de 10% de fﬂnmgﬁo de carbos me ileelulose imobilizads

adivactivamante marcada de acowda com o método CHME & E5H107%
en pesc de protedina da celulasse na solug8o de ensaio,
proporociona uma @levada celulase activa.

Un grupo de celulase preferido, gue cabe na
definigio de elevada actividade, de acorde com a presente
inveng;mﬂ foi descrite no Fedide copendente de Fatente
D.lwnaIQwaa NE 1159790 depositado em D de Msio de 1970.
Descreave—sE  ad tﬂma,praparagﬁm de celulase essencizimente
constituida por uma cbmpnhente de endoglucanase ﬁmmmgén@au
CIuEs g imunoreactivo com uwn anticorpo monoclonal criado
contra uma celulase de 43kD parcialmente purificada,
derivada do Humicola insolens DMIBH0 .

Verificou-se agora, surpreendentemente, que a
eficifncia da peroxidase,  em termos de  inibicEo da

transferincia de corantes, @ consideravelmente ampliada por

o
W3
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medo da utilizacdo da referida celulase de alta actividade e

mais pariiculareente a preparagio de celulase especifi

descrita no Pedido copendente de Patente Dinamargquesa

e

NG

1189590, Constitul portanto um obiecto da presente invencHo,

proporoclonsr conposig8es indbidoras da transferéncia
corantes  oue  apresenhen um indice adptimo de transfer®ng
e corantes nos liguidos de lavagem, por meio da wtilizac
das referidas celulase 2 peroxidase de altas actividad
de celulase 2 perozidase.

d

De acordo com uma forma de vealizag8o des

invengdo, proporciona-se  wna conposic#o  inibidora

ta

da

transferéncia de corantes gue compreende uma preparagio

de celulase gue @& economicamente eficaz, por  exemplo

conm a utilizac8oc de, por exemplo, itécnicas de &
raconrinante.

PDe acordo com oubtra Torma de realizag8o desi

SN

a

invengdo, proparciona-se  dlgualmente  um  Processo para

pparagdes de lavagem gue envolvam tecidos tintos.

Sumario da Invencio

A presente invengiio proaporoliona uma composio

inibidora da transfer¥ncia de corantes constituida por

o

Lim

anEims  gus apressnta actividade de perodvidase, win peraxido

de hidrogéenic ouw um perourseos de peraxide de hidrogénio ow
Lun 5 1is tema enzimadtico capaz de gerar perdxido de
hidrogénio, um  substrato oxidavel adicional e umd
celulase, caracterizado por & cslulase proporcionar pelo
METIOE i de renecio te carborimetil celulose
Lnobriilzacs vadioactivamante maroada de acordo com o

mE oo DLACHME & BExI0YY em pesco da solucdo de snsalo de

lavagem.

Pe acordo com a presente invengdEo, umd celula

&

=
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preferida & constituide essencialmenis por - um components
homogénio de  endoglucanase que & . imdnoresctive com  um
anticorpo monoclonal oriado contra uma celulase de 43kD
parcialmentes  purificada, derivéﬁa cde Humicola insolens

DML 800 .,

Pescimicdo amrmﬁnmrizada»da InvencHo

A actividade dos enzimas & particularmente a actividade
do enzima da calulase, foi defirida para varias aplicac8es
ey diferentes méltodos analiticos. Fsses meétodos tentam
todos proporolionar  wna avaliag%a»realistica do desempenho
gsperadn & utilizacdo, ou pelo menos uma mediclo gue s
relacione com o desempenho em utilizagiio. Conforme foi
descrito  poroenorizadamente no Fedido de Patente Europeia
ER-Q--AB0098 , muitos  dos meétodos . particularments os
frequen temente usados - pelos  fabricantes de celulase, ndo
se encontran suficientemente relacionados com o desempaenho
em  utilizac®o da - celulase @m  composicBes detergentes
para lavandaria. - Isto deve-sa as  outras condigBes de
utilizagﬁm para  as quals esses métodos de medicdc  da
actividade foram desenvolvidos.

0 método descrito 1o EF-A-350098 , fol
dasenvolvido para ser e para terruﬁa carralag;n preditiva
para a higrarguia da acti?idaﬁ@ de celulase nas composicBes
detergentes para lavandearia.

A presente invenc¥o wtiliza, por isso, o metodo
daﬁcritm_ﬁm EF-8-350098, para investigar as celulases & fim
de distinguir as celulases gue sHo atéis na préswnte invencdo
dague las que n3Eo Drmﬁaftimharﬁm os objectivos da pressnte
invencin. 0 método de detesccio, dagui am diante referido como
Método Cia~CMC, que foi adoptado dm;méﬁmdb descrito no EF-A-

200098, pode ser descrito como segues
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Frincinio o

O principio do Método CL40MD para iﬁVQétigar & medir, a
wma  concentragdo  de celuwlass definida numa soluglc de
lavagem, a remocdo da carboximatil celulose imobilizada (CWMC)
de um substrato de tecido. A rémmgém da CHMC & medida por meio
de marcacgio radicactiva de alguma da OMD, por meio da
utilizag8o de carbono Clé raﬁioac:iQD A simples contagen da
guantidade de Cl4 radicactivo exist&nte 13 substrato de
tacido, antes e depois do trateamento com celulase, permite a

avaliacBo da actividade da celulose.

Ereparacic das anostiras:

Preparac3o da CMC: A solucdo base da CMC radicactiva &
preparada de acordo com o Quadro I. 4 CMC radicactiva pods

sar obitida pelos mdtodos veferidos no EF-A-35300%3.

 Substratos de tecide: Os substratos de tecido  sEo

constituidos por mechas de algodio sgipoio com um tamanho de
Hem ¥ Dom. BEo inoculados, no seu centro, com 0,35 ol da
slugdo de base com CHMC marcada radioactivaments. As mechas de
algodio egipoio s¥o entio secas &0 AT »

Imobilizago da CMC: Fara imobilizar a CHMC radioactivamente
marcada nas mechas de algodio egipeic, ¢ usado equipamento
lavandométrice "Liniitest Originsgl Haunaw®, Tabricado por
Original Haunauw, Alemanha. Um frasco de metal do lavandodmetrao
@ cheio com 400 ml de agus dura 4 mmol/litro de i8es de
Ga*) . Pode ser utilizado um ndmero maximo de 13 mechas por
darra. 0 jarro @ a seguir incubado num ciclo de agquecimento
progressive  de 200 .a EQ@CF muraﬁﬁe 40 minutos, - num
aquipamento lavandomélrico. ﬁpéﬁ 2 inﬁubag%mg as mechas sdo
andaguadas com Agua co%reﬁte de cidaﬁerdurante 1 minuto. S%o
meprenidas & deidadas secar an o ar durants pelc menos 340

minutas. De acordo com &g anostras EF-A-3%0098 das mechas com

&
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& CMC radicactiva imobilizada podem ser também medidas como

"ampstras am br'ncu"q mam lavagem.

TRATAMENTD DAS AMOSTRAS

Solugdo de ensain de lavagem: & Eaiugﬁo de ensaic de lavagem
& preparada de acordo com & composic¥o do Quadro I1. &

gguilibrada &t um pH de 7,3. A solugi#o de ensalc de

lavagem & a base a que adiciona uma amostra para o snsaio

da celulase. Dever—-ss—& ter o cuidado de n&Eo diluivr a
solugdo de ensaic de  lavagem por meic da  adig¥o  de

agua ate 100K de equilibrio, antes de se ter determinada

gqual a quantidade de celulase a mer adicionada. A

guantidade de celulase gque & utilizada neste ensaio de

detecgdo, deverd ser adicionada de forma a fornecsr 25 x 10

am pesc por aentd de proteina de celulase, na solugdc de

ensaio de lavagem {equivalente a 0,85 m1£Agran S!litrm &

L&, 80 . _

Frocesso de lavagem- As mechas assim  inoculadas com CHMC
radipactivamente marcada Ly BED @nt&u trat&dag num processo de
simulagHo de lavagem. 0 processo de lavagem & simulade no

squipamnento tipo lavanddmetro, ﬁLiﬁitEEtg riginal Haunaw!

fabricado pela riginal Haunau, Haunau, Alemanha. Uma mecha
individual & colocada num tubo de vidro de 20cm®. 0 tubo &
cheio com 10 ml de solugHo de_éﬁsaimide lavandsar ia e depois
a@lado de maneira eatanqué ans  liguidos. Em tadé,frasca
ilavandomatrico s8o colocadns até 5 frascos. 0 frasco & cheio

Coim AQua, como  meio  de frmngfmrwncvu do calor para a

simulacido da 1avag@mu ﬁ simuilacio da lavaqwm & efectuada sob

a forma de um ciclo de aguecimento progressiveo desde B0OYC a

HOL, an longo de 40 minutos.

Apds o processamnento das anostras, os frascos s8o

submersos emn dgua fria e paﬁtmwlmrmantm cada umna das mechas

& extraida do seu frasco. enxaguada nums prmv&ta com agua
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macia corrente, espremida 8 c

P

meEnes 30 minutos.

Madicdos

Fara =se @medir & renogcdo da CMC marcada
radicactivamente, & usade un contador de cintilsc#o, por
gxamplo um LER 1210 Ultrabdts Bcintillation Counter. A T iim
de se oblerem resultados mais precisos, dever—-se—& seguir o
manal de instrucdes para o funcionamento ophtimeo daquel@

contador  particular de cintilagies. For sxemplo, para o

" -
‘wontador de cintilagoess Wltrabete LEB 1810,0 deve s
w N N ¢ R

geguida o ﬁeguimt@' proced inenta. A mecha a ser medida &
rolocada num - fraseo vl plastico chelo com 18 ml de
ligquide cintilador (pmwv gxemplo, cintilador 29% da
Faclard . A amostra ¢ entio deilxsada getabillizar durante
melo mEnes $0 AN hos . 0 fra%cm: & &n b3 colocado
e Lo ckar LER - 1210 Ultrabeta Scintillstion Counter e
abt@n-se as respectivas contagens de rvadioactivaidade
DArA & meEcha. _

Fara se medir & quantidaderda remopEo da GME
diavida apesnas a'celulaﬁeg & necessaria uma medigHo de uma
machs gque tenha sido inmculada ap mesme tempo, mas gque tenha
sido tratsde na solugdo de ensaio de 1ayag@m sen celulase. 4
actividade ﬁa celulase @ sntdo sxpressa como percentagem da
ramnogda da CME radibautivamwnt& marc&dénﬁﬁta percentagem &

&£

cal:uladavpér meic da seguinte formula:
% de remoc¥c da GMCVradicactiva_z X0 - X ow 100

, ' X0
ande X0 & 2 contagem da rédimamtividade poc cintilacdo de uma
mecha tratada com & s0lucdo de ensaim’da lavagemn sam celulase
AT &a contagem'd@ cintilagHo raﬁidaativa de uma mecha traiada
com & solucdo de ensaiv de lavanem gue conten a celulase a

ser avaliada.
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Consideracfes estatisticas. confirmacdo do processos

fa fim de ma Py OpOr e Lonaren rasul tados
gstatisticanents seguros, devér~ée—a'empreqaf uma analise
egtatistica-padr;mg’Para o exenplo dado, com a uwtilizag#o do
Hltrabeta Scintillatimﬁ Counter {lontador de Ointilagio
Wlitrabeta) LEB 1210, verificou-se gue se pode utilizar um
tamanho de amostra de 3 mechas para cada contagem da
radioactividade por cintilagdo. 7

A Tim de se conTirmar o pProcesso har melo de uma
contra-prova  interna, recomenda-se  a medigiio e caleulio da
"ampsltra em branco” ‘de' acordo com a ER-6-350098. Isso

permitivd detectar e eliminar ervos.

O-ensaio de deiescgéo descrito proporciona um
matodo  rapido, Unico e seguro para dldentificar celulases
gue  satisfazen os coritérics de actividade da presente
invangﬁmg contra as celulaaaﬁ gqug niEo fazem parte da presente
invencHo . '

Verificou-se gque uma remocio de 10% ou mais da
CMC radicactivamente marcada imobilizade de acordo com o
método  CI40MC  acima inﬁicaﬁm,r indica gue ,é celulase
respectiva satisfas aa'exigﬁncias da invencHo.

Sera obvio paré_'mé 't@cnicmﬁ- go ramp gus as
percentagens de remogdo situadas acima de 10%, indicam uma
actividade mais elevadargara a respectiva celulase. & por
isso considerado que a celulase que proporcione mais ds B25%
o preferivelimente mais dé S0% de remogic  da MO
radinactivamente marcada, na canmahtrag%m e proteinas na
solucHo de ensaio de lavagem de acordo com o método C14CMC,
forngcera indicaggm de um desenpenho da celulase ainda melhor
na utilizagdo em detergentes péra lavandaria.

Foi igualmente considerado que a utilizagio de

?
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concen tragdes mais elevadas de celalase para o métoda CL4liMe,
Torneceria percent&gews de remocdoc mais elevadas. NEo
obstante, ndo existe nenhuma relag¥o lineér provada entre a
concentracio da celulase e a’perdentagem de remoc8o obtida
por intermédio dela. '

Foi idgualmenite considerado gue a utilizacdo de
canceﬁtragﬁgﬁ mais &levadas de celulase para o método CL4CHT,

fornecer ia percentagens mais elevadas de remogdo.

fuadro I : SclugHo base de CMC marcada com O, radioactivo

{(Todas as pevcentagens em peso da solugdo total)

CHMCK Total (a8 CMC devera 28,2 % 1073
aaer de grag detergente,

com um graw de
substituicHo de antre
cerca de 0,47 e cerea de
0,7
Etanol ' L P 1AaReE 18w 1079
dgua desionizada ' B4a91s .68 x 1073
Llgtals } Q0
¥ A CME total contém CHMC radicactiva e nHo-radicactiva,

para nroporcionar uma radicactividade gque permita
leifu#as suficientemsnte claras . no contador de
cintilagdic utilizado. Por exemplo, a OMC radioactiva
pode ter uma actividade de 0,7 milicwies/g e estar
mistuwrada com CHMEC n¥o radicaectiva numa proporgéo de

1ad,7.
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Huadro 1

3

Soluclo de ensalo de lavandaria

(todas as percentagens em peso da solugdo total)

v
Acido C, algquil benzeno

Alaguil swlfato de coco

Ftoxila ﬁé alcodl O e
acido govdo de coco
Anido cledoo

A ido cdtrico
Triestanolamina

Etanal

Fropanadial

Midréwido de sddio
Formato de sdodio

7

O LRASE

sdlfanico
(aal. TES)Y

(EQO7)

0,104

0, 040%

0,050%
0,010%
0, 040%
0,0604
0,015%
0, 030%
0,010%

3, DG

agua (82,5 macl/slitro ca™),agente

dae ajustamento do phH

(solugtes

de HCL ou NalH)! & celulase Festante para 1004H
Dee acordo com & presentes invenglo, as celulases
mrateridas s8o as semelhantes s descritas no Pedido de
Fatente Dinamarg@s 1159790, Por exenplo, uma preparacgdo de
calulase 4til nas  comp gnﬁu da dnvencio, pode =ser

essencialmente constituida

andog lucanase, qus @
contra una celulase de 438D &l

Humicola insclens, DBEM 1800,

PO

imunoreactivo

QL

1l

um componente homogéneo de
com wn anticorpo oriado
amente purificada, derivada do

gue seiz homdlogs & referida




Mod. 71 - 20.000 ex, - $0/08

)

10

16

20

25

30

356

etactwhwio

sndog lucanase dé 43ED . )

Devera salientar—se gque todos os enzimas de
celulase de acordo com a presents invengdo, tEm de preencher
os criterics do ensaio de deteccHo  acima referido. No

sntanto, no Fedido de Patente Dinamarquis 1159/90, s3o

estabelecidos critérios adicionais gue, em combinag8io com o

presente.engaia de deteccHo, permitem identificar enzimas de
celulase preferidos.

Freparagses de ceiulése particularmeﬁta titeis
nas composigies da presente invengio,. sdHo aguelas em que,
além do ensaic de d&tﬁ:gﬁms o componente de endoglucanase
apresenta  uma actividade de endoase 0MC de, pelo menos,
cercea de S0, preferivelments pelo menos cerca de 60,
especialmente cerca de 90 unidﬁdas de endoase CMC por mg
da proteins. tetal. Un componente de eéndoglucanase preferido

apresenta, particularmente, uma actividade de endoase CMD

de, pelo menos, 100 unidades de endoase CHMC por miligrama

de protedina total.

No presente contexto, o termo "actividade de
gndoase CMC" {(cevu) refere-se & actividade de endoglucanase
do componente de endoglucanase, em termos da sua capacidade
para degradar a celulose em glucose, celobiose & tricse,
conforme determinado pela diminuico da viscosidade de uma
solugdo de &arbomim@til celulose (CMC), apds incubaéﬁo com a
preparacfoc de celulase da dinvengdo, conforme descrito
pormenor izadamente abaixo.

A actividade de endoase CMC. {endoglucanase) pode

ser determinada a partir da diminuwig8o da viscosidade da

CCMC, conforme segue: Prepata-se uma solucHo de substrato

contendo 25 g/l de CHC,>(Herﬁuies.7 LFDY em O,1 M de

tampio tris  a  pH - 9,0. A amostra do enzima a ser
analilzatda é dissolvida nesse mesmno tampéo. 10 ml de

zmolucEo de substrato e 0,% ml de =oluc8o de enzima sHo
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- minutos mais tarde. A quantidade de enzima que redus

HEIEE

misturados e transferidos pavra um viscosimebtro {por
exegnplo, um Haake V7 1Bl: com sensor NV, a 181 rpm),
termostatados para a0*C. As leituras de viscosidade s8o

obtidas logo gque possivel apds a mistura & de novo 30

-

viscosidade a m@tadagrnastas condicBes ¢ definida como
unidade de actividade de endoase CHC“-

) & electroforese em geleia de poliacrilamida de
8DS (SDS~FABE) e a focagem ispmléctrica com proteinas alvo
de uma maneira conhecida dos técnicos do ramo, Toram
uwtkilizadas para determinar o pesc molecular ® o ponto
isoeiéctriam {(pIid, respectivaments, do coMpenente de
gndoglucanase na preparagiio de celulase Gtil no presen te
contexto. Desﬁa forma, o pesgo molecular de um components
eapecifico de @ndoglucanaa@A fol deltsrminado como sendo
de 43kD. 0 ponto iscoeléectrico desta endoglucanase foi
determinade como sendo de cerca de 5,1. _ ’

A actividade de celo-bio~hidrolase pode ser
definida como sendo a actividade que tende para a p-
nitrofenil celobiose. & actividada @ determinada como pmole
e nitrofenil libertada por  minuto a 37°C e pH 7,0,
Varifiamu~ﬁer gque o presente cmmpanente de endoglucanase
n8o  tinha praticamente  nenhuma actividade de celo-bio—
hichrolase.

3 componente de endoglucanase na  presente
preparagio de celulase, fol inicialmente isclado hor meio
de processns extensivos de purificagamﬂ envalvendo, por
exemplo, purificacHo por CLAP (Cromatografia Liguids de Alta
Fressio) de fase invertida de uma mistuwra em bruto de
celulase de H.ineglens de acordo com a patente Norte-
amer icana 4L 435307 . Este pfcceagm resul tou,

surpraendentemente, no isolamento de wuma endoglucanase de

43kD, como Unico compomente com proprisdades inesperadamente

,._
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favordveis, devide a uma actividade de gndog lucanass
surpresnden tensnte slevada. »

Da mesma forma, além do ensaio de detacgﬁog 0%
enzimas de celulase dteis nas presentes composicf8es podemn
ainda ser definidos como enzimas Qua aprasantah'actividade
de  endoglucanase (no seguimento, referidos como “enzimas
te endoglucanase"), anzih&grééseg queif@m~a sequ?ncia de
aminoacidos  representada T3 lista de Sequineias I1D#2
anexa, ou wve sew  homdloge que apraﬁﬁnte actividade de
andog lucanasas . | 7 '

No presente contexto, o terme "homdlogo pretende

incticar um polipéptido codificade pelo ADN gue hibrida &

mesna sonda como & cmdificag%m'cﬂj ADN para o enzima de
endog lucanase com  esta  sequincia, sob  certas condictes
especificadas (tais como o embebimento prévio com 3x85C e
pré-hibridacdo durante 1 h a 40°C, numa salugdo de 20% de

formamida, Sx de solugHo de Denhardt, 50 aM de fosfato de

sadio, pH &,8 e 90 pg de ADN de time de vitela sonicado e

desnaturado, ﬁegniﬁm; de 'ﬁibridaggd na  mesma  solucBo,
suplamentada com 100 pM de ATF durante 18 k a 40°C). O termo
pretends  incluir derivadeos da sequfncia  anteriormente
mencionada, obtida por adicBo de um ou mais residuos de
amino&cido, a um ou a ambos ‘ﬁé C—~ & N- terminais da
sgquincia nativa, substituicHo de um ou- mais residuos de
aminoacidos  em gualguer uma oHA @m ambios  os 1&&315 da
sequincia de aminodacidos nativa “delégga de um ow mais
rasiduos de aminodcidosem qualqmer uma ol ambas as
extremidades da mequincia de aminc&cides ou num ou mais
locais dentro da sequincia ﬁatiQag ou insercdEo de um ou
mais residuos de aminodcidos numa ou mais localizactes na
sequincia nativa. _

a pregente”enzima de endoglucanase pode ser um

enzima produzivel por espécies Humicola teis como o Humicola

14
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insolens, por exemplo a estirpe DEM 1800, depositada em 1 de
Outubreo de 1981 na éeutache Sammlung von Mikroorganismen,
Mascharoder Weg 18, D-3300 Braunschweilg, (RFA) Alemanha, de
acordo com o determinado no Tratado  de Budapeéte sobre o
Reconhec imento Intérnacimnal do m@pésito de Micro-organismos
para Fins de Frocessamen to de Patentes (o Tratado de
Budapeste) ["Budapest Treaty on the International Hecognition
of the Deposit of Microorganisms for the Purpasés of Fatente
Firocedure (the Budapest Treéty)”]. V 7
Ainda num outro aspecto, os enzimas de celulase
agul wtilizavels podem ser definidcé§ para além do ensaio de
detecgio, :amm- enzimas de andaglu:anase' que possuem &

segquineia de anincdcidos representada na Listagem de

Sequincias IDdH4 anexa, oW wum sed homdlogo {(conforme
definido acimal = gue apresente wima actividade de
endoglucanase. 0 referide enzima de endoglucanase pode

HET um gque seja produzivel por o uma  espécie de Fusarium,

tal como o Fusarium oxysporum, por sxemplo a estirpe DEM

- B4HTE, depmsitadd . oEm & de Junho de 1783 no Deutsche

Sammlung von Fikroorganismen, Mascherodey Weg 18, D-3300
Braunschweig, (RFA) Alemanha, de acordo com as determinagSes
do Tratada de Budapeste. 7

Além disso, considé}a~ﬁe QQE podem -devivar—se
endaglucén&%asv hwmélmgés de outros microrganismos gue
produzem enzimas caluléticbsg por  exemplo espéciss  de
Trichoderma, Myceliophthora, Fhansrochaete, Schizmphvllum£l

Fenicillium, Asperaillus, e Geobtricum,

Fara a preparacXo industrial da presente

preparacgio de celulase &, no entahtG} preferido enpregaren—sge

t@cnicas de ADN recombinante ou outras técnicas que envolvem

ajustamenios de fermentacBes ouw mutagdo dos micvrorganismos
anvolvidos, para assegurar a sdbreproducio das actividades
enzimdticas desejadas. Tais métodos & técnicas s¥o conhecidos

13




Med. 71 -20.000 ex. - 90/08

10

16

20

25

30

36

na industria e podem facilmente ser éxeuutadna’paloa terninos
do ramo. ] ’

0 componente de endoglucanase pode assim ser um
qua se possa produzic por um nétodo constituido pelo cultive
de uma célﬁla hospedeira transformada por wum vector ADN
recombinante portador de uma sequ@ncia ADM gue codifica o
raferide componente de endmgluﬁaﬁaﬁag ouwwm parcursor do
raferido conpornente de endmglumanaéeﬁ bem coma sequincias de
ADN gque codificam fun¢6gﬁg que' permiten a8 expressHo da
sequincis de QDN gus codifica o comnponante de endoglucanase
DU WM SEU pETCUrsor, num meic de cultura & sob condicgles que
permitam & sxpressidco do componan te de andog lucanase ow do sau
pETCUrsor @ & recupsracdo do componente dalendmglucanmae cle
dentro da cultura.

Construcdes de ADN gue compreendem uma sequincis
gde ADN coditicadora de um enzima de endoglucanase caonTorme
descrito ei(::i.ma.:l CRL LA fmrma'percuramfa do ensima, incluem as
construcfes de ADNMN gue L&m a aéquﬁncia de ADN conforme se
encontra representada na Listagens de SequEncias IDHL e IDHS
anexa, o uma sua mnodificagdo. EBusmplos de mod L f icacSes
adeguadas da seguincia de ADN  s8n as  substituicBes
nuc ladtidas que ndEo dio origem é_ outra sequéncia de
aninpacido de endoglucanase, mas que correspondem &
utilizac8o como codioc do organismo hospedeiro em gque &
construgdo  de ADN  é& intraduzida ou & substituwicdes
nuec ledtidas gque originam  uma rsaqm@ncia de  aminoacidos
diferente =3 por eS8, poasivelmaﬁte; uma  estrutura
diferente de proteina  que podera dar origem a  uma
endog lucanase mutante com propriedadeﬁ di?erentes do
@nEima nativa, Outros exenplos de modificag8Ses possiveis sdo
a inserc#o de um  ow mais nucledtidos em cada uma das
gxtremidades da sequéncia, o & delegdo de um ou mais

nuc ledtidos em gualguer uma das extremidades ow no interior

1é
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da sequincia.

As construges de ADN gue codificanm os enzimas de

endoglucanase uwtilizdvels  agui, poden  ser  preparadas
sinteticamente por mein de ‘métodos normalizados

estabelecidos, por exemplo; o método da fosfoamidite descrito

1981, pp.i839-1846%, ou o mé todo descrito por Matthes e

outros, EMEQ Jownal 3, 1984, pp. BOI-803. De acordo com o

m&todo da fmsféamiditag os oligonue ledtidos s8o sintetizados,
por exemplo num 5int@tizadof automdtico de ADN, puwrificados,
-%tiﬁtbﬁg ligados e clonados em vectores adeguados.

. Uma construgio de ADM que codifica o enzima de
endog lucanase ow wm seu percursor pode, por exemplo, ser

isclado por meilo do estabelecimento de uma bibliotéca de

ADMNe ou gendamica tde wn microrganismo  produtor  de
celulase, tal como o Humiceola insolens, DBM 1B0O e

detecciio de clones  positivos por meio  de procesos
convencionais, - tal como por hibridacSo por meio da
utilizag8do de sondas oligonucledtidas sintetizadas na
hase de uma seguéncia campleta ou parcial dé aminoacido

da  endoglucanase, de acordo com  técnicas normalizadas

(cf.Sambrook B outros, Hulaculér Clonings A lLaboratory
Mapual. 28 Ed. Cold Spring Harbor,198%), ou por meio de
selecgdn de clones gue expressem a actividade enzimdtica
apropriada (isto @, actividade de endoase de CMC conforme
definido acimal ou por meio de selecglo dos clones produtores
da proteina que reage com um anticorpo contra uma celulase
nativa (endoglucanass).

Finalmente, a construgdo de ADN pode ser de
o igem mista sintética e gendmica, mista sintética & de
ADNc  preparada por meio da ligac¥o dos fragmentos de

origem sintética, gendmica e de ADNc (conforme &

i

apropriado), correspondendo  os fragmentos as vérias parte

17
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ADM  de

Ccom

de toda & construgHcoc do acordo tecnicas
nurmaliﬁadaé, a1 caﬂgtrugﬁd'de AN pode tambdém ser preparada
por meilo de reaccdo da cadeia'de'pmiimerase utilizando-se
iniciadores especificos, por exemplo conforme descrito na
Fatente MNorie-americana 4.683.202 6u R.kE.Baiki @ outros.,
Science PIY, 1988, pp. 487-4%1. - '

Os vectores de expressHo. recombinantes em que as

construsSes de ADN A ima ﬁﬁd iﬂéeridasg incluam qualguer
vector gque possa :mnvenieht@meﬁta ser sujeito a processos
recombinantes de ADN e a escolha do vector dependerd muitas
veres da célula hospedeira emidue & para ser introdurido.
Ausim, o vector bode ser um veotor autonomamente replicante,
isto é, um vector aque exista Coms uma entidade extra-—
cromassosmica, cuis veplicagdo & independente da replicéggm
cromossomica, por exenplo um ﬁlaSmidiDn ﬁiternativam@ﬁtE5 o
vaotor pode  ser  um  gue, quaﬁdmv introduzido numa celula
hospedsira, seja integrado no genoma da célula hospedeira e
raplicado Juntamen te com o(s) crmmmsgdma(s) em que tenha sido
integrado. o

No vectorgia séquﬁncia do ADN gue codifica a
endog lucanase deverd estar mpe*acignalmehta ligada a uma
sequiEncia promotoras e terminadura adngadan' A seguiEncia
QualquerA Seduﬁncia de ADN que

Sey

promotora pode

apresente  uma actividade transcritiva na célula hospe-—

deira escolhida ¢ pode ser derivada de genes codificadores
de proteinas, tanto homdlogos como heterdlogos da célula

hospedeira. Os processos usados para

ADN

ligar, respecti-

vamente, as  sequEnclas de gque oodificam a endo—

glucanase, a sequincia promotora & a terminadora e para as

vestores adequados,  si3o ben conhecidos

(T ey

inserir eom dos

técnicos  do ramo poy esxemplo, Sambrook e oubtros,

phra citada).

As células hospedeliras gue sio traneformadas com

18
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as construcles de ADN ou os vectores de expressdo acima
indicados, podem pertencer, por exemplo, a ume espécie de

Agpergdillus, mais preferivelmente Azpergillvs oryvzas ou

Aepergillus  niger. Az células  de fungos podem ser

transformadas por méia de um processo que envolve a Tormagéa
& a transformac8o protoplastica dos protoplastos, seguidas
pela regensracio da par@dé da célula de uma maneira em si ja
conhecida. 0 uso do 'Aﬁperg111Qs como W microrganismo
hospedeirao encontra-se descritoc na EF 238 023 (da Novo
Industri A/8), cujo conteddo € aqui incorporado  como
referéncia. & célula hospedeira pode tambén ser ums célula de
levedura, por exenplo, de uma 7@ﬁfirpﬁ de Saccharomvoes

ﬁlterﬁativamente,c:afganiSma haapedei?m pode sar

uma bactéria, em particular estirpes de Streptomyces e

Bacillus e E.coli. A transformacgHo das células bacterianas
pode  ser executada  de acordo com métodos convencilongis,

pov exemplo, conforme descrito em Sambrook e outros.,

Molecular Clonings & Lgbaratmrv Manual, Cold Spring
Harbor, 1989. » '

0 rastreio das EQQu@nciaa de ADN apropriadas & a
mmngtrugﬁm dos  vectores poden também ser efectuados por
meio de orocessos narmalizadds, cf. Sambrook & outros, ghra
citada. 7

0 meio utilizado para  cultivar as celulas
hospedeiras transformadas pode ser gualquer melo convencional
adequado o desenvolvimento das cél&las hospedeiras  am
guestio. A endoglucanase euprassa ﬁmda s@r convenientemente
segregada no  meio  de cultura e pqderaer recuperadea do
Mesma por - meio de prmcadimantaa hem canhemidésﬂ que
incluem a separag#o das celulas do melo por centrifugacdo
ou filtragi¥o, precipitagdo dos componentes proteinicos do

me lo pov intermédio de um sal., tal como o sulfatoe de
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aménio, seguido &é processos cromatogr&ticos  tais como
crmmatagrafﬁa de  broca iénicag’armmatmgrafia de afinidade
ou semelhantes. 7 ]

*For meic de  técnicss de _QDN reconbinante,
conforme  acima iﬁdicadasﬂ técniméﬁ Tde purificagiec de
proteinas, técnicas de fermentacHo e mutagﬁc & oautras
técnicas que s%o  bem conhecidas  no rams, €& posgivel
proporcionaren-se endog lucanases de elevada pureza.

0 nivel de celulase da prasen te .campasigﬁn
descrita acima dever& gar tal gus a Quantidada,da’prateina de
enzima a Eaf libertada na solugHo de lavagem smia de entre
2,005 & 40 mog/litro de-auluggu'de 1avégem preferivelmnente

0,01 a 10 mg/litro de solug¥o de lavagsem.

FEROXIDASES

As peroxidases que podem ST enpregues com a
mresente finalidade, pddem ser iscladas de e ser produzidas
por plantazs {(por exemplo, perokida%e de rébano silvestre) ou
de microrganismos tais como fungos ol bactérias. Alguns
fungos preferidos incluem estirpes pertencentes & subdiviso
Deuteromycotina, classs Hyphomycetes, [uluty ex@mplmﬂrFuaariumg
Humicola, Tricoderna, Myrothecium, Verticillum, Anthromveoes,
Caldaryomices, Ulocladium, Embellisia, Cladosporium ou
ﬁreschlafa5 @im pafticular Fusarium oxysporum {DBM 24678),
Humicola insolens, Tr ichoderma resii, Myrothecium
verrucana {(IF0 4113), Verticillum alboatrum, Verticillum
dahlie, Arthromyces ramosus (FERM P-7754), Caldariamyces
fumago, Worladium chartarum, Embellisia allior Dreschlera
halodes. '

Outros fungos preferidos inclusm estirpes

partencen tes & subd ivisdo Basidiamycotina, classe
Bagidiomyoetes, par  exemplo Coprinus, Fhanerochaste,

Coriclus ou Trametes, em particular Coprinus cinereus
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famicrosporus (IFD 83 1y, Coprinus macrorhizus, Phanerochaste
chrysosporium {(por exsmplo, NA-18) ou Coriclus versicolor
{por exemplo, PR4 28-A), '
COutros 'fungqs preferidos incluem  estirpes
pertencentes & subdivisdo Zigomycotina, classe Mycoraceas,
por exemplo Rhizopus ou Mucor, em particular Mucor hiemalis.
' Algumas bactérias preferidas incluem estirpes da
ardem'&ctirmmytetalasn pov Emampla-gﬁfaptamyces spheroides
(ATTC 2APAEY Streptmﬁyaes tharmaviolaceus (IFD 18382) ou
Btreptmvertiﬁillum ve%ticillium SED . verticillium.

Outiras ‘bac térias 7preférida$ incluen Haclllus
pumillus (ATLC IBT05) Bacillus stearothermophilus,
Bhodabac ter sphaercides, Rhadommnés palustri, Streptococcus
lactis, Pseudonomas mﬂrrﬁcihia (ATCC 15958) ou Fseudomonas
Tlumrescens (NRRL B-111.

Outras Tontes potenciais de peroxidases dteis

estio  listadas em B.C.Saunders & outros, obra citada. pp.

G143,

Métodos para produzir snzimas a serem usados de
acordo com & invengEo encontram-se descritos na técnica,

comT.pov exemplo FERS lLetters 1685, 173010, Applied and

Envirvonmental Micrahialﬁqyg‘Fev"1?855 pp. 273-278, Applied

Microbiel . Blotechnol.26, 1987, pp.i58-163, ERiotechnoloogy

Letters 9 {3), 1987, pp. 357360, Mature 326, 2 de Abril de

1987, FERS Letters 4270, 209 (2), p.2321, EP 179 484, EF BOO

S6, GR 2 187 421, EP 171 074 e fAgric.Biol.Chem. S0 (1),

L2846, p.247.

Feroxidases parficul&fmente preferidas =sHo
aguelas que sHo activas aos pH tipicos dos licores de
lavagem, isto @, & um pH de 6,5-10,5, prefarivalm@nt@ W o |
e mais preferivelmsnte 7,5-%,5. Tais enzimas podem ser
iadladms por meio de rastreic para detecclio da producdpo de

enzima relevante, por melo de micorganismos alcalafilos, por

. a2l
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exemplo wtilizando-se um ensaio ARTS descrito em R.LE.Childs

e W.B.Bardsiey, Biochem.l. 145, 1978, pp. 93-103.

TOutras  peroxidases l:n“‘;‘-.?:_&‘;‘!‘“ida‘.%} Bdn as  gue
apresentam ums bos ,tarmostabilidﬁdég' bem como uma boa
estabil idade en relacHo aos - componentes datergeﬁtes'
vidlgarmente utilizados, tais como tensio-activos nlo idnicos,

catidnicos o anidnicos, intensificadores de detergéncia,

~h

ostato ete. S 7
7 COutro grupo de pergxidageg Gteis sac as pelas
haloperoxidases, tails como pﬁrdximasﬁs declore & hromo .

0 enzims—peroxidase pode ainds ser um canjunfa
e posss See wrmduaidm por um métadn constituido pelsa
culiura de ums célula haspadeira’traﬁafarmada com um vector
recombinante de ADN, portador de uma sequincia cmdificadura
de ADN do refaridﬁ enzima, bem como sequincias de ADN
cadificadoras de TfungSes que,'permitem a expressdo da
sequinecia do ADN que codifica m'aniima, THUM maid de cultura,
sub  condigSes que permitem a axpressdo do enzima & a
retuperagso dd aﬁmima tla culturan

Um frégmentm de ADN ﬁudificador do enzima pade,
pov @xemplo,  ser  iém1ada,pmr mein do aétabeleuimantm de
uma biblioteca de ADMc ou gendmica de um microrganismo
procdu tor do enzima qu_ intereéﬁaﬁ como seija um  dos
arganismaos acima mencionados e rastreio para detecgdo

de clones positivos por melo de processos convencionais

tais Come s2Jja | por hibridag®o com sondas oligonu—
cleatidas sgintetizadas na base da sequéncia total ou

parcial de amincdcidos  do enzima, ou por selecgHo de
clones que expressem a actividade enzimadtica apropriada,
oL por meio da selecc8o de clones produtores de uma
proteina aue s ja reactiva com um anticorpo contra o
ensima nativo. '

Una ve: seleccionada, a sequincia de ADN pode ser

22
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erida num vector de expressioc veplicdvel adequado,

compreendendo segquincias promotora, s operadora & terminal

adequadas, que permitem que o enzima seja expresso  num
Drganigma hospedeiro particularﬁ.ibém Ccomo uma  origem  de
replicaclo impassibilitandm aa,vectﬁr gue =& repligus no
organismo hospsdeiro em questdo.

7 0 vector de supressHo #esultahfe pode entdo ser
transformado numa célula hoﬁpmdaira adequada, como seia uma
célula de um fungo, de qwﬁ ta:-:mmplms preferidos =sdo ums
espacie do Aspergillus, muito preferivelmente Aspergillus
ory Eae DQ fBepergillus niger} Az células de fungos podem
ser transformadas pcr' maio de um pr@aeam qua envolve a
formag8o e itransformagdo 'prakbpléatica dos protoplastos,
seguida pela regenaracio da pareds da célula de uma
maneira conhecida de per si. 0 uso do Aspergillus como
micorganismo hospedediro enconbtra-se descrito na EF 238.033
{da Noveo Industri A/8), cujo conteddo & agui incorporado
comb referdincia.

Alternativamente, os organismos hospedeiros podem
sar wna bactéria, em particular estirpes de Streptomvces e
Bacillus, o . coli. A transformagdo das cglulas
batc terianas pode ser efectuada de acordo com  métodos
convencionais, por examplo, conforme descrito em T.Maniatis
@ outros, Molecular Clanind: £ Laboratory Manual, Cold

Spring Harbor, 1982.

A deteccdo das sequincias de ADN adeguadas e a
construc#o dos vectores, podem ser efectuadas por processos

normalizades, of.Maniatis & outros, gbhra citada.

0 meio utilizado para cultivar as células
hospedeiras transformadas pode ser gqualgquer meio convencional

adequado para desenvolver as células hospedeiras em guest3o.

0 snzima expresso pode ser convenientemente segregado para no

mein de cultura @ pode ser recupsrado dele por processos bhem

i

- a8
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conhecidos, incluindoc a separagdo das células do meio por
maeila de centrifugag8o ou filltrag8o, precipitagfco dos
componentes proteiniceos do meio por intermédio de um sal tal
COme sulfato e amanio, geguidos [ Procsssos
cromatograticos tails como cromatogratia de troca de ifes,
cromatogratia de afinidade ou Sameihantaﬁ,

A detecglo das sequincias de ADN apropriadas e a
construgdo  dos  vectores podem também ser expcutadas por
mein  de processos nermalizados, of. T.Maniatis e outros,
phra citada.

0 meio usado para cultivar as células hospedeiras
transformadas pode ser qualguer meio convencional adequado
para desenvolver as células hospedeiras em guestio. O enzima
expresso  pode ser convenientemente segregado no meic de
cultura = pode ser dele recupesrado por processos  bem
conhecidos gue incluesm a erarag;m das células do meio por
centrifugage ouw filtragdo, precipiteac¥o dos componentes
proteicos do meio por intermédio de um sal tal como o sulfato
de amdnio, seguidos por processos cromatograficos tais como
cromatogratia de troca de iSes, cromatografia de afinidade ou
seme lhan tes .

No indicio ou durante o processo, pode s
adicionado Hellay, numa quantidade de por exemplo 0,001-5 md,
particularmente 0,01-1 mM. Quando se utiliza peroxidase de
Coprinus, sio preferidos 0,01-0,2% oM de MDe @ com peroxidass
de B.pumilius Oy0—-1 mM HeDe-

0 perdxido de hidrogénio pode ser acrescentado
sob a forma de perdxido de hidrogénio ou de um seu percursor,
preferivelmente wn perborato ou um percarbonato. O nivel de
percursor de perdsido de hidrugéhia gue pode ser usado @
dependente das propriedades especificas da peroxidase
sscolhida, por exemplo, a peroxidase de Coprinus deverd ser

aplicada numa composic¥o detergente que contenha menos do gue
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G% de perborato.

No processo  da pregéﬁte invengdo pode ser
deses jave l wtilizar-se um  processoe sneimdtico para a
formagio do perddido de hidrmgénim" Fortanto o processo de
acardo com a invengdo pode também compreender a adicfo de um
sigtens enzimdtico {isto &, wum enzima & o respectivo
substrato) que seija capaz de gerar perdxido de hidrogénio
ne dnicio  ouw durante © @ processo  de  lavagem efouw  de
BN HACHUAMEN T »

Uma  tal categoria de sistemas geradores de
parédxido de hidrogénio compreende enzimas gue conseguen
conver ter oxigénio molecuwlar g oum substrato orgédnico ou
ingrgdnico, respectivamente em perdsido de hidrogénioc e no
substrato oxidado. Estes enzimas produzem apenas baixos
niveis de perdxido de hidrogénio, mas podem ser enpregues
mals vantajosamente no processo da invengiog, uma ves gue a
PrBsenca da-p@rmxidaga agsegura uma utillizagdo eficiente do
perdaside de hidrogeénio produzido.

-Enzimas geradores de peréxido de hidrogénio
preferidos, sXo agueles gue actuam sobre substratos baratos
g Taceis de oblter gue podem ser convendentemente incluidos
gmn comnposicdes detergentes. Um exemnplo de um tal substrato
& a glucoﬁég gque pode ser ubtilizada para a produg8o do
perdxido tle hidrogénio Qo meic de ums oxidase da
glucose., As oxidasss adequadas incluem aguelas gue actuam
sobre os compostos aromdticos tais como os  fendis e
substiEncias afing 4 [xTul gxenplo oxidases de catecol,

lacase. Outras oxidases adequadas sdEo odidase de urato,

oxidase cle galactose, oxidases de dlcool, oxidases de
amina, oxidases de aminocdcidos, amiloglucosidase & cuxidase

gde colesteral.

s sistemas enzimaticos preferidos sHo as

oxidases de dlcool & de aldedido.
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Dz siztemas mais preferideos para a aplicagdo em
detergentes granudlares terdo alcodis sdlidos, por exemplo
glucose cuja oxidagio seja catalizada por oxidase de glucose
para &cdido glucorénico, com a formagdo de perdxido de
hidrogeénic.

s sistemas mals preferidos para a aplicagido em
detergentes liguidos Envmlver&m alcodis liguidos gue poder#Eo
também actuar como, por exemplo, solventes. Um exemplo disso
& a oxidase de etanol/etanol.

A guantidade de oxidase & 8gr empregue nas
composicies de acordo com & invengﬁo'daver& e pelo menos
suficiente para proporcionar uma geragdo constante de 0,01 a
10 ppm Ave por minuto, no banho de lavagem. Com a oxidase de
glucose isso pode conseguiv-se, pov gremplo, & temperatuwrsa
ambiente & a um pH de & a il, preferencialmente 7 a . com
E0-5000 Ufl de oxidase de glucose, 0,008 a 0,3% de glucose,
sob arejanento constante.

A adicio de outro substrato oxidavel para a
peroxidase, no inicio ou durante o processo de lavagem @/ou
enxaguamen to pode mez L horar o ateito inibitdrio da
rransferdncia de corantes da peroxidase enpregue. Fensa—se
que isso poderd ser atribuido é formacio de radicais de vida
curta ou outros estados  oxidados  deste substrate que
participam no  brangueamento  ou putra modificacXo da
eubstineia colorida. Exemplos de tais substratos oxidéveis
s¥0 o iSes de metais, por exemplo Mot i8es de haletos,
por exemplo ifes de cloreto ou de brometo, ou compostos
orginicos  tals come fenois, pov gxremplo  acido pehidro-
wicin@mico ou B,4~diclorofencl. Outros exemplos de compostos
fendalicos que podem ser usados com O objectivo presente, sXo

os fornecidos em M.kato e 5.85himizu, FPlant Cell Fhysiol.

B&(7), 1985, pp. 1891-1301 (particularmente cfQuadra 12 ow

B.C.Saunders e outros, obra citada, p.ial ff. A guantidade
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de substrato oxidavel a ser adiclonada &, adequadamenta,
pirtre cerea de 1 pM e 1 omM.

Ne processe de  acorde com @ dnvengdEoy, a8
peroxidase serd tipicamente acrescentada como componente de
uma  composicdo detergente e pode s adicionada  numa
guantidade de 0,01 — 100 mg de enzima por litro de liquido de
lavagem. Como tal, pode ser incluida na composicio detergente
sob a forma de um granuladeo ndo pulverizdvel, um liquido,
especialmente wm  liguido estabilizado, ou wm  enzima
protegido.  Os grénuladmg n&o pulverizdveils podem  ser
produzridos, por exsemplo conforme descrito nas patentes
Morte-americanas 4.106.991 &  4.661..438 (ambas concedidas
a Novo Industri A/E) & podem ser  facultativamente
revestidos por melo de métodos conhecidos da técnica. As
mreparacfes de enzima liguido podem, por edemplo, Ser
watabilizadas poy meio da adigfo de wn poliol tal como o
propd leno glicol, um aglocar ouw aloool de agudocar, acido
ldtico ou dcido bdrico, de acordo com métodos estabelecidos.
BEo  bhem conhecidos da térnica outros esstabilizadores
enzimdticos.

0s enzimas protegidos podem ser preparados de
acordo com o médtodo descorito na ERF B3R.LE1SE. A composicEao
detergente pode também ser constituida por um mais substratos
para a peroxidase. Geralmente, o pH de uma solugio da
composigfo detergente de acordo com & invengi#o serd, de
praferéncia de 7-12, especialmente de 7,5 a 9,53. 0 pH do
banho de lavagem 2stdé dependente da peroxidase escolhida, por
pxemplo a peroxidase de Coprinus deverd ser aplicada a um pH

do banho inferior a 9,5.

Auxiliares de detevg®ncisa

A composicdo de acordo com a presente invencHo

pode  contér ps componentes uwsualds de tais composicBes

=7
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detergentes, nas guantidades usuals. Assim, poden encon-
trar—se presentes agentes tensio-activos orgdnicos anidnicos,
nAo idnicos, anfoliticos ou iterisnicos ouw, mais
raramente, gatiénicus & suas misturas. Agentes tensio-activos
adenquados s8o bem conhecidos da técnica & uma lista extensiva
e tails compostos & apresentada na Fatente Norte-americana
nE 3.717.630 e no pedido de patents Norte-americano com o
NG de Série 589.11é. '

ComposicBes detergentes Qleis na pfaﬁente

invenclio contém entre 1 & 935%, preferivelmente entre 3 & 408

tle um  agente tensio-activo ndEpn idnicog, anionico,
witeridnico oL sSUas misturas. Intensificadores de

detergfncia, sejamn inorginicos ou orginicos, fosfaticos ou
nédo, soldvels na dgua ow insclivelis e oulros sals soluvels na
Adgua, podem estar presentes e sals desse tipo podem ser
gnpregues, estejam ou ndo presentes detergentes orgénicos.
Uma descrigio de intensificadoress adequados ¢ apresentada na
Fatente Norte—americana nE 3.936.337 e no pedido de patente
Nor te—amer icano com o ne ches s ie 589.116. Os
intensificadores de detergincia encontram-se presentes de O
a S0%, preferivelmente da O a 40%.

Gutros componan tes usacos i) composicies

detergentes podem SBET  BEMPRrEQUEBS tals como agents

i

intensificadores de espuma ou agentes depressores de
@spuma, enzimas e estabilizadores ou activadores, agentes
suspensoras da suwiidade, agentes libertadores da sujidade,
abrilhantadores dpticos, abrasivos, bactericidas, inibidores
de nadoas, agentes corantes g perfumes.

Estes componentes, particularmente os enzimas,
abr ilhantadores dpticos, agentes corantes e parfumes,
deveriic preferivelmente ser escolhidos de tal forma gue
s jam compativels com o componente Dbrangqueador da

conposicdo.

28
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As composictes detergentes de acordo com a
invencdo podem ter formas liguidas, em pasta ou granulares.
{1 enzima pode ser formulado de qhalquar Torma conveniente,
por exenplo sob a Torma de um pd ou de um liguido .« O enzims
pode  ser  estabilizado  »um liguido por inclus8o  de
estabilizadores de enzima. 0Os detergentes liguidos podem
inciuir ainda perowsores estabilizadeos de perdxido de
hidrogénio. As composicBes granulares de acordo com a
presente  invengdo podem também ser em “forma compacta®,
isto &, pociem ter uma dens ldade relativamente maig
elevada do que os detergentes granwlares convencionais,
isto &, entre J30 & %50 g/l; em tal caso, as composicBSes
detergentes granularaé de acordo com a presente  invengHo
conterdo wna guantidade iﬁferiér de Ysal dnorgdnico de
enchimenta", em comparacdso com detergentes granulares
convenc lonalsy sails de enchimento tiplcos s¥Eo os sals de
metais aloalino-terrosos de  sulfatos & cloretos,
tipicamente sulfato de sddioy os detergentes “compactos®
ndEo conpresnden tipicamente maizs do que 10% de sal de
enchimento.

a presente invenc#o refere-se igualments & um
Processs para a iﬁihigad da transferéncis de corantes de um
tecido para oubro, dos corantes solubilizados e suspensos
@ncmntradmg'duwaﬁt@ as operagfes de lavandaria que envaolvem
tecidos tintos.

0 processo compresnde  a cmlmcag;m das tecidos
en contacto com uma soluglo de lavagem conforme anter iormente
descrito.

0 processo de  acorde com &  invencHo &
convenientenente executado no decorrer do processo  de
lavagem. 0 processo de lavagem & executado, de mreferdncia,
de S*0 a 3% 0, especialmente de 20°C a SO=G, O pH da

solugdo de tratamento . &, de preferéncia, de 7 e 12,

X
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3 processc 8 as

invengHo podem também ser usados

oparactes de lavandaria.

Os exenpleos segquintes

composicdes deo

acordo com a

comg o aditivos durante

ilustram & presente

invengio e o5 inesperados beneficios superiores de tratamento

das cores oabtidos com ela.

EXEMPLO T

Importéincis do  par@netro  de

celulase da

raivindicacio 1

Foi efectuado o seguinte ensaioc:
CondigSes do ensaio:

s

Temperatura 'd@ lavagem: &0° N
progressivo)
Tenpo de lavagem: 40 minutos
pH = 7,3

Dureza da aguas 4 mmol /sl
Concentrac8o do detergente: 1%

Composicio do detergentes: of. EFA 350

Celulazes:
13 Delluzyme® produzido por
= referéncia
2) endoglucanase de A43LD
= celulase de acordo com a

Resultados da ensaio:

{(riclo de

agues imen to

Q98 @l

Movo Nordisk

invencdo

Detergente sen celulase (=referéncia)

Detergente + Cslluzymet

1.5 mg proteinasl. (1850xiQ- %)

2.0 myg proteinasl (300x10-e %)

4,5 mg proteinasl (4508107 %)
QA

8]

12,7
17,7

P1,5
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Detergente + endoglucanase com 43kD

0,3 mg proteinalsl (B0xi0-e %) 20,3

Discussdo dos resultados:

Oz dados apresen tados acima demonstram o laramen te
& impurt&ncia do par@8metro relvindicade para as celulases de
acords com a invengHo, sobre o Celluzyme existente no

marcado.

EXEMPLO IT

GEo preparados dols conjuntos de cads um de gquatro tipos de
conposilcass deltsrgentes, todos baseados num compacto
granular.

Tipioamsnte wna composicio detsrgente granular

Sulfonato de alguill benzeno linesr (8AL: 11%

Hulfato de alguilao A
NEo ildnico . &%
Citrato trissddico 15%
feolite aRY
Acido citrico &Y,
Folimero 4%
Que lante Oy 2%
Suiftato de sadio %
Silicato de sodio 2%
Ferborato 0. 5%
Bulfonato os fenol Ggi%

A composicdo detergente acima Tol suplementada conforme

indicado abaixo:

CONJUNTO 1@ Com endoglucanase

de 43kD
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A) sem endoglucansse com 43kD nem peroxidase = referéncis
By com endbglucanas& de 43kD
£Y com peraxido

D) com endoglucanase de A43kD & peroxidase

“CONJUNTD 2 Com Celluzvne® E

A) sem cellusymne® nem peroxidase
B) com celluzymeR
) com peroxidase

D) com celluzyne® e peroxidase

0 primeivo tipo de cada conjunto de composigies
detergentes n#o contém gualguer celulase ou peroxidase
{compos icdo de referd@ncias M.

Mo primeirc conjunto de composigdes detergentes
a endoglucanase de 43kD € adicionada & um nivel de 2 mg de
proteina  do  enzima/litro de solugHo de lavagem (55
cevu/slitral.

w

Mo segundo conjunto de composicoes detergentes,

o celluzyme“é adicionado & um nivel de 76 mg de proteina de

gngimas/litro da solugao de lavagem (835 cevu/litro)d.

Condic8es dao ensain @

- Ensaic en magquina de lavar Miele

- Frograma para algodiio, baixo nivel de agua (181),; ciclo
curto. |

- 4oogdo los

-~ Temperatura 40% O

-~ Compesicio da carga de lavagem

13 1 g de carga limpa :
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- 130 g de algoddo {(veludo em bruto)

-~ LT

malha de algoedio Oroupa interior)

PR
1]

- 200 g de tecido de slgodio
- 300 g de polistileno/algodio

- RO de polietileno

[ix]

=] Fara a graduagdo da brancura: 3 artigos brancos, suios
{4 repetices de cads um).
3) 10 pes B oem o de corante vermelho &cldo 131 em

nylon®: Fara oriar um nivel baixe de transferd@ncia de

covante .

2} Neédoas preparadas para proporoionarem ume Tonte de
stiidade tipica de lavandaria.
- Agua dura (15 grs/3,78 litros).

- Concentracdo de detergente = 0,648,

Processo do ensaio :
A dntens8o deste ensalo @ & de comparar a

brancura dos artigos t8sxtels, lavados cumalativamente por &

VREES . gntre as composicies a sgrem ensaladas 8 a
Compos iciEn oe referéncia. Fara @ste ensaio SHEO

utilizados tr&s artigos sujos. Fara cada tratamento de
um artigo sdo utilizadas quatro repeticées. Oz artigos a
sErEMm epxaminados sHo expostos numa superficie de graduacgdo,
plana & de cor neutra, colocada paralelamente & fonte
de iluminacBo. Como fonte luminecsa € usada uma luz
fluorescente B Fhilips 27 Ufria" de cor TL 40757 que
produz 1080 WATTS de luz, concebida para corvesponder &
luz do dia normal (D&3F). A cor T & de 7400%, a
reflectincia. da luz & sxcelente (F4) e a enissdo luminosa
& de 4b LH/W. _

1s)
fs
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fs diferencas s¥o indicadas em unidades de painel
de contagem {upc), sendo positivamente melhores guanto ao

desempenho do gque as do tratamento de referéncia.

Fecala de ograduaciic {(graduag8o UREC)

3

b

= Tgual

1 = Pensg gue esta & melhor

.. eria ot sacitben

# o Sei que esta & um pouco melhor
e P

e e

3 = Esta & muito melhor

4 = Esta & puitissimo melhor

res b et e ot et ee s 3ot

e

O dados da graduag8o UFC s8o estatisticamente
recontados, obtem-se uma média das 4 rvepeltices, a DMB
{diferenga menos significativa) estd mencionada nos quadros

I e Il.

QUADRT I

Resultados do ensaio @ peroxidase / celluzymaer

B ve.0 O v . D ve. B D&
Mégia -~ 2 0,28 1,67 = 1,80 s 0,41
ciclos
Migddia - 3 082 2,08 5 B.26 s 3, 50
ciclos
Meédia — 4 G.68 0 SR A8 s B.bhs s 0,76

ciclos
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QUADRO IT 3

Resultados do ensaic @ peroxidase /-endoglucanase de 43kD

B oves,. A LC.ve. A D ve. A Mg
Madis - & -, L0 1,38 s 1,97 s 0,40

ciclos

Média - 3 (3, B0 2.5 s &gl 0 irdh
ciclos
Media — 4 . 0,07 2l B 2,97 5 0,829

ciclos

Cone lusso @

Dz resultados acima mostram olaramenite gque & comsbinaco
peroxidase /A43kD  da mresente  dnvengdo, Tfornece wum  melhor
desenpenhc estatisticamente significativo do gue & soma das

acgses individuails de ambos os ingredientes.

EXEMPLOE TIT a VITT

Farem—se as seguintes composigdes.

a! Detergente granutlar compacto @ exemplos 1 a IV,

EXEMPLOS i1l v

Sultonato iinear de alquil

DeEn zeno ‘ 11,4 10,70
Bulfato de ssbo alguilo 180 2,40
Suifato G alquilo Gy 00 F.10
Aloanl G stoxilado 7 vezes & 0D 4, 00

Alionl sehoso etodilado 11 veres 1,80 1,80
Dispersante ' Q07 Dyl

Bilicone liguido 0,80 0,80

D3
R




Mod. 71 - 20.000 ex. ~ 50/08

10

16

20

26

380

356

HEEES

Citrato trissddico 14,00

Srido citrico 3,00
leolite SE S

Copolimero de Adcido maleico
acido acrilico

DETHFA

=, 00
1,00

Celulase de endoglucanase de 43kD 0,03

floalase 0,60
Lipase 0,38
Amilase 7 0,30
Gilicato de sadic 82,00
Sulfato de sodio 350
P £y 20
Ferborato ' Gy

Fenol sulfonato , 0,1

Feroxidass

Lomponentes menores
b Detergente granular convencional

EXEMPLO ¥

F.00

080
0,085
0 460
0,40

0,30
2,00
3,80
0, S0
i
0.8
2,1

até 190

gxHenplos V & VI

IV

Sulfonato de sddio U alguil
enrzeng linear (]
15,0

E)lé) % t.-)

Sultato de sddic
Zealite A
Nitriloacetato de sodio B0

Clelulalase de endoglucanase de 43D 0,02

FVFO H

THRED 3,0
acido bdérico 4,0
Farborato 0.5
Suifonato de fenol 2,1
Faroxidase 0,1
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Componan tes menores ata 100

c) Betergente ligquido ¢ exemplos VIT o VIII

EXEMPLOS : VIT VITT
dcido C,, aleenil succinico 3,0 B,0
Monohidrato de acido citrico 10,0 15,0
Sulfato de sddio 0. . alguilo 2,0 8.0
Bulfato de sadio de dlcool C g

wroxilado & vezes - 3.0
Aalconl L« gtexilade 7 veses - B0
Adloool O, etoxilado 5 veres 8,0 -
Fenta distileno trisnina {(4dcido

matilena fosfdnico) , L -
soido oleico 1,8 -
Eltannl 4,0 G, 0
Fropanediol 2,0 B L0
Froateass 0,2 0.8
Gelulase de endoglucanase de 43kD 0.2 0,05
PVF 1,0 2,0
Supregssor de sspumas 0,158 .18
NalH e pH 7,3
FPerhorato Q.5 1
Suitonato de Tenol 0.1 O, &
Feroxidase (OIS D1

Agua @ componen tEs meEnores

INFDRMAQQD PARA A BEQ.ID N8 1 =
1) CARACTERLISTICAS DA SECLIBNLIA
Ay Comprimento @ 10560 pares de base
(BY Tipo: dcido nucleico
(C) Tipn de corddo: simples

(D) Topologia @ linear

-k
~d

até 100 partes
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(ii) TIPO DE MOLECULA @ ADNc
(iidl) HIPOTETICA @ NED

{iv) FONTE ORIGINAL

() Organisnog @ Humicola insolens
(R) Estirper DEM 1800

Ciu) CQRACfERiﬁTICﬂ

{#) NomeChave & pEptido mat.
(B Locallizag®o & 73H..927
{ix) DARACTERISTICA

(A) Nome/Athave § péphido sig.
(B Lmaaiizagﬁm g 10, .7

(i) CARACTEREETICA

(A4 Nome /Chave @ 0DS

(8} Lovalizagio ¢ 10..927

DEGCRICKD DA SEQUANCTA: BEQR.ID.N2 1
GOATCCAAG ATH LGT TCOL TCC CCC CTC LTYC CCG TCO GCC G6YT GTH GCC 48
Met Arg Ser Ber Fro Leu Leu Fro Ser Ala Val Val Ala

~21 -20 ~13 ~10

GoC oY

o

3 CCB BTG TTE GCC CTT BCC GET GAT BGC AGG TUC ACC CBC TAC 96
Ala Lew Fro VYal Leu Ala Leu-dla Ala Asp Gly Arg Ber Thr frg Tyr

£

THO GAL TG TBC AAG COT TOE TGC G6C TGG GOL AAG AL GCT Coo ore 144
Trip Asp Cys Ovs Lys Pro Ber Cys Gly Trp Ala Lys Lys Ala Fro Val

10 13 20
AAC CAG CCT GTC TTT TCC TGC AAC GCC AAC TTC CAG CBT ATC ACG GAC 192

fian Gln Pro Val Phe Ser Cys Asn Ala dsn Phe Gin dvg Ile The Asp
atd] 30 a5 40

38
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TT

(9]

MMr

> GAC GCC AaG TCC GGOC TGC GAG COG GGC GGY GT7C GCC TaC TCG T6C

Fhe #sp Ala Lys Ber Gly Cys Glu Pro Gly Gly Val Ala Tyr Ser Cys

£H
%]

45 a0

GCC GAC CAG ARL CCA TGG GCT GTG AAL GAC GAC TTC GLG CTC GBT TTT
Ala Asp Gl Thy Fro Trp dAla Val Asn Asp Asp The ala Leu Gly Phe

40 85 70

240

288

GCT GCC ACC TCT ATT GCC GGC AGC AAT GAG GCG GGC TGG TGC TGC GCC

Ala Ala Thr Ser [le Ala Gly Ser Asn Glu Ala Gly Trp Cys Cys Ala
75 80 : - 85 -

TGC TAC GAG CTC ACC TTC ACA TCC 66T CCT GTT 6CT GGC AAG AAG ATG
Cys: Tyr Glu Leu Thr Phe Thr Ser- Gly Pro. Val Ala Gly Lys Lys Met
S0 o 9. - 100 .

GTC GTC CAG. TCC ACC. AGC ACT GGC GGT GAT CTT GGC AGC AAC éAC 17C
Val val Gln Ser Thr Ser Thr Gly Gly Asp Leu Gly Ser Asn His Phe
105 . 1 118

10 120.

GAT CTC AAC ATC CCC GEC GGC. GGC 67TC GGC ATC. TTC GAC. GGA TGC ACT
Asp Leu Asn Ile Pro Gly Gly Gly Val Gly fle Phe Asp Gly Cys Thr
125 130 __ 135

LCC CAG TTC GGC GGT CTG CCC GGC CAG CGC TAC GGC GGC ATC. TCG TCC
Pro Gin Phe. (l;loy Gly-Leu Pro Gly Gln Arg Tyr Gly Gly Ile Ser Ser
~ 14§ 150 '

C6C AAC GAG TGC. GAT CGG TTC CCC GAC GCC: CTC AAG CCC GGC TGC TAC
Arg Asn ‘1;;; Cys Asp Arg Phe Pro Asp. Ala Leu Lys Pro Gly Cys Tyr
o 160 ’ 165

TGG CGC: TTC GAC. T66. TTC ARG AAC. GCC. GAC: AAT CCC AGC TTC AGC. TTC
Irp tl\;‘g Phe Asp Trp Phe Lys Asn Alz Asp Asn' Pro Ser Phe Ser Phe
- _ s " 180 D

CGT CAG GTC' CAG TGC:CCA GCC GAG CTC GTC GCT CGC ACC. GGA TGC COC

»l\;g Gla val gln Cys Pro Ala Glu Ley Val Ala Arg Thr Gly Cys Arg

190 195 200

CGC AAC GAC GAC. GGC AAC TTC CCT GeC GTC CAG ATC CCC TCC AGC AGC
Arg Asn Asp.Asp Gly Asn Phe Pro Ala Val Gla Ile Pro Ser Ser Ser
- 208 210 215

ACC AGC TCT CCG GTC AAC CAG CCT ACC AGC ACC: AGC ACC ACB TCC ACC
Thr Ser Ser Pro Val Asn Gin Pro Thr Ser Thr Ser Thr Thr Ser Thr
. 220 225 230

TCC ACC ACC TCG AGC. CCG CCA GTC CAG CCT ACG. ACT CCC AGC GGC TGC
Ser Thr Thr Ser Ser Pro Pro Val Gln Pre Thr Thr Pra Ser Gly Cys
235 240 245

ACT GCT GAG AGG TGG GCT CAG TGC GGC GGC AAT GGC TG AGC GGC TGC
Thr Al Glu Arg Trp. Ala Gln Cys Gly Gly Asn Gly Trp Ser Gly Cys
250 255 260 .

336
384
432

480.

52§
576
624
672
720
768
816

864
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ACC ACC TBC BTC GCT BGC AGC ACT TBC ACG AaB

#Ho

ATT AAT GaC T6G TaL
Thi Thy Cys Val Ala Gly 8S8er Thry Cys Thr Lys Ile Asn ésp Trp Tyr

27 : ara 280

CAT CalG TGL CTE TAGACGCAGE GCABCTYEASG GGLCTTYALTG GTEGBCCOCAA

His Bin Oys

COAMATEALA CTCCCAATCA CTGTATTAGT TOTTETACAY AATTTLOTCA TLLCTCCAGE

LN

2ay

GATTOTCACA TaAATGCAAT GAGOAACAAT BAGTAC

INFORMARED FARO & SEQLID.NE 2

(1) CARACTERIETIONS DA SEQUBNCIA

(Y Comprigento § 300 aminoicidos

{RY Tipao

atmingde ido

D) Topologia 3 linear
(R TIFQ DE MOLEZCULA 5 protedna

DESCRIGAD

flet Aarg Ser
~21 ~20

Val Leuw Ala

Cve Lys Fro

Val Fiwe Ser

,..._
~iL
[

Ser Gly

4%

Say

Lo

Sy

1%

£ e
LYE

oy o am
L}* &

DA SEBUENCIA: SEQ.ID.NZ 2:
Fro Leu Leut Fro Ser Ala Val

~13

Ala fla Asp Gly Arg Ser Thr
1 5
Cys Gly Trp Ala Lys Lvs Ala

20

fan Ala dsn Fhe Gln Arg Tle
a5

Blu Fro Gly G1ly Val Ala Tyr

Val Ala Ala Leay Fro
...}_0

Arg Tyr Trp Asp Cys
10
Fro Val dsn Gln Fro

233

Thr fsp Fhe Asp Ala
40

Ber Cys Ala Asp Gln

55

E:

244
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Leu

Gl

Fya

Tro

fle &la

fom
ot
(5]

Thr

Thy

Fra

183

Bly L

RS

- T‘.. !-:‘

Cys

2]
2
i

Yal

fily

Phe Tha

Sar
110

Gly (33

Aarg

Fhe

Fro

120

a2y}

&la

AT

Gin

Yal

Ser

80

Qar

Gly

iy

Gly

Fro

far

LN

Fra

Fro

Gly

Gy

Val

IENRY

143

fsp

fla

fla

Thr
2Rh

Mg

1 Glu

Pro

frsp

Gly

130

Arg

fla

Asp

Val

Yal

210

Hay

Asp

Ala

Ual

Law

113

Iie

Tyv

Leuw

Behn

fla

195

Gin

Thy

Fhe Ala

Gly Trp C

Ala Bly L

100

Giy fer

Fhe Asp

Gly @ily T

Pro Ser

180

Arg Thr

Iie Prao

Ser Thy

41

Leu

70

Gly

Fhe

Gly

Gly

Lys

v His

fys
133

Ser

¢+ Lys

Fhe Ala

#la Cys

flet Val
105

Phe fsp
120

£}

Thr Pro

Sar #frg

Tyr Trp

Fhe &rg
185

¥u Arg Arg

Her

Ser

200

Ser Thr

Thy Ser

Hla

Twy
¥

Yal

GFin

Asn

frg

176

Gin

fE

Thr

fsn

Phe

-1

Ser

Thr
235
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arg Tr

v Pro Fro Val Gln Pro Thr The Pro Ser Gly Cys Thr &la Glu

280 843 250

o fila Bin Oys Gly GBly asn Gly Trp Ser Gly Cys Thy Thy Oys

25 o =240 264

Yal Ala Gly Ser Thr Cys Thy Lys Tle #sn Asp Trp Tyr His Gln Cys

H:THY

GaATTE

270 2738 280

INFURRACED PARA A BEGE.ID N2 3

(1) CARACTERLSTICAS DA SERUBNCIA
{A) COMPRIMENTD: 1473 parves de base
(B} TiF & &clido nucledco

{0y TIPO DE CORDED : simples

() TOFILORTA & linear

{13y TIPD DE HMOLECULA = ADNC
(333 HIPOTETICA ¢ NEO

{iv) SENTIDD TNVERS0 = NEO

{vi) FONTE ORIGINAL

(A) ORGANISHO: fusarium oxysporum
{(B) ESTIRFE @ DSM 2472

(in) CARACTERESTICA

(A} NOWE/CHAVE & ODS

(H)Y LOCALIZARED @ 97..1224

DESCRIGAD DA SEQUEMCIA: SEQ.ID.NE 3: ,
GOGE CORCTCATTC ACTTCATTUA TTCTTTAGAA TTACATACAD TCTCTTTCAA

BACABTRACT CTTTAAACAA AACAALTYTY GCAACA ATG CGA TCT TAC ALT CTT

Mat Arg Ser Tyr Thr Leu

60

114
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LAY o4 =14 =8

[ IR

C1e

Lau

RN

Ala i

TCT A

iis Ser

aTat
fai

e
g

TCT

Her

oTT

L.au

ALL

Ger Tr

e £

i A

L¥s
40

GeC

Frao

ATT

Lle

T TAT

Gee

ala

Tyr

Tai
Tyy

M

el

fia

[ iia
frg T

GLT

g
F

TGO

Sey

BLT

#la

LT

Gly

5TE

Yal

el

As

TGE

('

Cey

cre

Fro Leu
TGE GAT
Trie Asp

A/G

Asn

Ak
Thr
G0

ALT
Ther

75

TG

Fhig

BCT

Ala

O ATG
Met 3

GUT
Ala

TGO

(%}

Goe
fAla

45

AAT

A

Aal

AL

GLT
Ala

TAT
Tyr

GTC
Val

105

Gee
fAla

GeT

Fro

TAL
Tyr

ALC

Thr

GCYT
fla

110

CAR
Gin

GTE
Val

TGO

GOT

ala

a7

Val &

TeT
Ger

ARG
fys

176

Leu

TEC

Ser

Gev

" @la

3 CCT

Lre Pro

T4

Lew

cee
Fro

80

ATC

Ile

AL
Thr

ate
Thr

ALT
Thy

GGT

iy L

s
(8]

TGGE

Trp

Toce

Sey

TTC

P

STATN

A

GCT

ala §

GOT
Ala

a7
Gly

Ake
Thr
113

AT
Thr
130

GAT
Asp

GAG

s Glu

BTC

Wal

ACT
Thr

GGA
Gly

(iGA
Gly
=0

TOT

Bar

ARG

Lys

GGT
Gly

AAL

Asn

TCC
Ser

160
GEC

Gly

66T
Gly

AGL
Ger

TGG
Trp

AAL

e M

GGT
Gly

GAT
ASP

83
GRag

Glu

cce

Mro

GAT
ASp

GGY
Gly

AGE

Ger

56T
Gly
70

6o
Ala

GTC
Yal

LTe

l.eu

298

L3
bid
[

408

4E50
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54.555

| GGC GAC: AAC CAC TTC. GAT CTC ATG ATG CCC GGC GGT GGT GTC GGT ATC. 546

Gly Asp Asn His Phe Asp Leu Met Met Pro Gly Gly Gly Val Gly 1le
- 138 140 150

TTC GAC: GGC, TGC, ACC TCT GAG TTC GGC: AAG: GCT CTC GGC GGT GCC. CAGT 594
. Phe Asp Gly Cys Tls\r Ser-Glu Phe. Gly Lys Ala Leu Gly Gly Ala Gla
155 160. 188

- TAC. GGC: GGT™ ATC TCC TCC: CGA AGC GAA' TGT GAT AGC TAC: CCC: GAG CTT 642

-Tyr Gly Gly [le Ser-Ser Arg Ser-Glu Cys Asp Ser-Tyr-Pro Glu Leu
: 170. 178 180

CTC AAG GAC GGT TGC CAC.TGG. CGA. TTC GAC. TGG. TTC. GAG AAC GCC. GAC 630°
~Leu Lys. Asp Gly Cys His Trp Arg Phe Asp. Trp Phe Glu Asn Ala Asp. '
185 195

AAC. CCT GAC. TTC ACC TTT GAG. CAG GIT CAG TGC CCC AAG GCT. CTC CTC 738“
' Asn Pro Asp Phe Thr Phe Glu Gln Val Gln Cys Pra Lys Ala Leu Leu
: 200 205 210

* GAC ATC AGT GGA TGC AAG CGT GAT GAC.GAC TCC AGC TTC. CCT GCC. TTC 786.
i Asp [le Ser Gly Cys Lys Arg Asp Asp Asp S;r Ser Phe  Pro Ala Phe
215 S 230

AAG GTT GAT ACC TCG. GCC AGC AAG CCC CAG CCC. TCC. AGC. TCC GCT AAG 834 '-
Lys Val Asp Thr Ser Ala Ser Lys Pro Gla Pro Ser Ser Ser Ala Lys
' 23§ 240 245

: AAG- ACC ACC TCC. GCT GCT GCT GCC GCT CAG CCC CAG-AAG ACC AAG GAT 882
Lys. Thr Thr- Ser Ala Ala_Ala Ala Ala Gin Pro Gin Lys. Thr Lys Asp
250 255 260

TCC GCT CCT GTT GTC CAG AAG TCC TCC ACT AAG CCT GCC GCT CAG CCC 930
Ser Ala Pro Val Val Gln Lys Ser Ser Thr Lys Pra Ala Ala Gla Pro
§ 265. . 270 275

GAG CCT ACT AAG CCC GCC GAC AAG CCC CAG ACC GAC AAG (3 GTC eC 978 !

Glu-Pro Thr Lys Pro Ala. Asp Lys Pro Gln Thr Asp Lys Pro Val Ala
280. 288 290

ACC‘. AAG CCT GCT GCT ACC AAG CCC GTC: CM CCT GTC AAC. AAG CCC AAG -1026
Thr Lys Pro Ala Ala. Thr-Lys Pro-Val Gln Pro Val Asn Lys Pro Lys
295 300. 305 - 310

ACA- ACC CAG: AAG: GTC CGT GGA ACC AAA- ACC. CGA- GGA AGC: TGC CCG GCC 10-74-‘
_Thr- Thr Gln. Lys val Arg Gly Thr Lys Thr Arg Gly Ser-Cys.Pra Ala
318 - 320 . 328

AAG' ACT GAC. GCT ACC GCC AAG GCC ‘TtC GIT GTC CCT GbT TAT TAC CAG 1122
Lys’ Thr- Asp: Ala Thr-Ala. Lys Ala Ser-Val val Pro Ala Tyr Tyr Gla

330 33 340

TGT GGT GGT TCC. AAG™ TCC. GET TAT CCC. AAC. GGC AAC CTC GCT TGC 6CT 1170

Cys Gly Gly Ser-Lys:Ser Ala Tyr Pro Asn Gly Asn Leu Ala Cys Ala ‘
s 350 385 4

ACT GGA AGC: AAG: TGT GTC AAG.CAG AAC. GAG TAC. TAC. TCC: CAG TGT GTC 1218f

Thr G;% Ser-Lys: Cys Val Lys Gln Asn Glu Tyr Tyr- Ser Gln Cys Yal ,‘

44
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TOATTETATA GO

cin e e
v LTEEAICASE T

g g s A s A e s
TRATTHTATS TATTYARALS 08

” PR
FTEEDAEGE TTOTTLAATR

(iR

Y oaminodeidos

WO &

~ Sequ NCE nséEnibrxou’”saq 1D NO:4:

Hetl. Arg Ser Tyr Thr Leu Leu Ala Leu Ala Gly Pro Leu Ala Val Ser
s 10 15

Ala Ala Ser Gly Ser Gly His Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys
20 25 30

Pro Ser:Cys Ser Trp Ser Gly Lys Ala Ala Val Asn Ala Pro Ala Leu
35 ) 40 45

Thr Cgs Asp Lys Asn Asp Asn Pro Ile Ser Asn Thr Asn Ala Val Asn
S5 60

Gég Cys Glu Gly Gly Gly Ser Ala Tyr Ala Cys Thr Asn Tyr Ser Pro
10 15

Trp Ala Val Asn Asp Glu Leu Ala Tyr Gly Phe Ala Ala Thr Lyg Ne
85

Ser Gly Gly Ser Glu Ala Ser Trp Cys Cys Ala Cys Tyr Ala Leu Thr
100 105 110

Phe Thr Thr Gly Pro Val Lys Gly Lys Lys Met Ile Val Gln Ser Thr
115 120 128

Asn Thr Gly. Gly Asp Leu Gly Asp Asn His Phe Asp Leu Met Met Pro
130 135 140

Gly Gly Gly val Gly Ile Phe Asp Gly Cys Thr Ser Glu Phe Gly Lys
148 150 160

45
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Ala

asp

'T' .‘.. !:'

Fro

Fro

Thy

Fro

303

Arg

i

Lh
iy

Leu

Fhe

Ser

Gln

2 Fro

fsp

Gly

Tyv

Glu

lys

m P

Qer

#la

273

i

Ly

290

Val

Gly

Asn

Ser

3Ly

Fro

180

fran

Ala

Fro f

Ger

g Thr

2460

fAla

Fro

Cvs

Ala

165

Glu

Ala A

l.eu

e
o
ar

Ala

245

lys

Gin

Fro

Fro

385

Gl

Leu

Leu

Flie

230

Lys L

Asp

Fro

fila

Lys

310

Ala

Tyr

A
AsE
2158

Lys

Ser
Glu
Thr
RS

T

iys

Gly 81

Lys

Fro

200

Ile

Val

Thr

Ala

Fro

280

l.ys

Thr

Thr

Asp

185

asp

Ser

Asp

Thr

Pro

i)
O~
]

Thr

Fro

Gln

Asp

Tle

170

Gly

Phe

Bly

Thr

L.ys

Ala

Ala
330

bb

der

Cys

Thy

Lve

1 Val

Fro

fla

Val

315

Thr

Ger

His

Fhe

Lys

220

fla

Ala

Gln

Ala

Thr

300

Arg

Ala

Arg

Trp

Ala

Asp

285

Lys

Gly

lvs

Arg
190

Gln

1 ASE

Lys F

Ala

Fro

Thr L

Hla

Fhea

Val

Asp

gt
2

(1 B
;]
i1

Ser

Fro

Val

Gim

Gln

f240

Gln

Thr

Gin

Gl

& Thr

ago

Yal
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Ual Pro Ala Tyr
340

fily aAsn Leu Ala

Tyr Tyr Ser Gln

320

Lishoa, 10.HAR 1993

Tyr Glm Oys Gly Gly Sev Lys Ber Ala Tyr Pro Asm
aqs 350 |

L

Cys Ala Thr Gly Ser Lys Cys Val lys ﬁlnrﬁsn Glu
2460 345

C

e

g Yal Pro Asn

375

For THE PRGCTER & GAMELE CONFANY

VASCO MARDQUES 18762

Agente QOlicial

ds Propriadade Industrial o
Karidrio - arc® €5 Conceigao, 3, L°-1160 LGER
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DESCRIGAD

REIVINDICACOES |

n

S1a,. - ComposicHo inibidora da transtferdincia de
h w

corante ceonstituida por

- uin @nzima gue apresenta uma actividade de peroxidase,

- um perdaxido de hidrogénio o um percursor dee perduido
e hidrogénio, ou um slstena engimatico capaz de
gerar peréxideo de hidrogénio,

- um substrato oxidavel adiclonal, &

- uma celulase, caracterizado por essa celulase fornecser
pelo menos 10% de remoc#o da carboximetil celulose
imobilizada, radicactivamen te marcada de acordo com
o métado OLACHD a B% x 10~ % em p¥so da proteina da

celulose na solucHo de ensalo.

#a,- Composiclo inibidora da transferdncia de

corante, de acovdo com a reivindicag¥o 1, caracterizada por

i

a celulase ser essencislmente constituids por um componen e
nomogeneo  de endoglucanase, que & dmunoreactivo  comooum
anticerpo criado contra uma celulase Ccerca de 43 kD,

altamente purificada, derivada do Humicela insolens, DSM

1800, ou gus & homalogo dessa endoglucanasa 43kD.

28, Compesicgdo inibidora da transferincia de
corante, e acordo com & reivindicacHdo 8, caracterizada por
o componente endoglucanase da referida celulase ter um ponto

isp-pléctrico de cerca de Syl

48 ,~ Composici#o detergente de acordo com as
reivindicacSes 2 ou 9, caracterizada por O referido
componente endoglucanase ser ﬁradumido por um método gue

compreande o cultivo de uma célula hospedeira transformada,




-
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com  um o vestor de  ADN recombinanite que  transporita uma
sequiEncia 8 ADN gue codifica o referido componente de
endoglucanase  ou wm percursor do referido componente  de
endoglucanase . bem como sequincias de ADN que codificam

fungies, qu2 permitem que & expresdo da sequincia de ADN

codifigue o componente de endoglucanase, ou oum sen
DETCUTSor,  num mes Lo de cultura g sob condicSes gus

parmiten & sxpressfHo do componente de endoglucanase ou do
Sl pErcuresT @ & recuperacdo do componentes de endoglucanase

da cultura,

58 .~ Composigdio inibidora da transfer@ncia de
coranbte de acordo com a reivindicag8o I, caracterizada por a
celulase ter & sequincla de aminoacidos representada na
Ligtagen e sagquiEncias junta IDH#E, ou ser homdloga a ela,

apresen tando actividade de endoglucanase.

HB .~ Composigdo inibidora da transfer@ncia de

corants de scordeo com a reivindicaco 3, caracterizaeds por a

referida celulase poder ser produzida por uma espécis do

¢ por exemplo, Humicola insclens.

7. Conposigio detergente de acordo com &
reivindicagdo 1, caracterizada por o conposto de celulase ser
um - enzima de  endoglucanase, _Qu@ tem & sequincia  de
amingacides representada na listagem de segudncias  Jjunta
ID#G, ou & um s=euw homdlogo gue apresenta actividade de

sndoglucanase .

8328 .~ Composig8o detergente de acordo com a

raivindicaco 7, caracterizada por o referide enzima de

glucanase ser produzido por uma especis de Fusarium, por

exenplo, Fusarium OHYSDOTLUR .

o

o
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2.~ Composiclo detergente de acordo com gualguer
uma das relvindicac8es 3 a 8, caracterizada por o referido

enzimna ser produzideo por uma construgHco de ADN constituindo

uma sequingia de ADM gue coditice o snzima.

108.,— Composigido  detergente de acordo com &
reivindicagiioc ¥, caracterirzado por a sequincia de ADMN zer
conforne representado nas Listagens de sequincias anexas IDHI

o T2

118, Composig3o detergente de acordo com
qualgusr wea das reilvindicagdies 5 a 10, caracterizada por
a referida cédlula hospedeira  ser wma sstirpe de um fungo

tal como  Tricloderuca oW fAsperglillius, prefrivelmentea

Asoeraillus oryzas ou Aspergillus niger, ou uma celula de

levedura  perviencents & uma estivpe de Hangsenula o

Sacchargmvees, por exemplo, wnsa estirpe de Bacchachonvoes

igé .~ ComposigdHo detergente de  acovdo  com
gualguer uma das relvindicagiies 3 a 10, caracterizada por &
referida célula hospedeira ser uma estirpe de uma bhachéria,

por exenplo, Bacillus, Shtreptomvees ow E.coli.

138 .~ Uomposicde inibidora da transferincia de
corante, de acordo com  oas  reilvindicacdes ooa 12,
caracterizada por o referido enzima que apresenta actividads

de peroxidase, ser derivado de uma estirpe de Cooprinus ow

148 .~ Composicdo inibidora da Wreansferéncia de
corante de acordo com as relvindicagses 1 & 13, caracterizada

po o pErocursor de peroxidase de hidvrogénio ser um perborato
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ou um percarbonato.

158, - ComposicHo inibidora da transfer@ncia de
corante de acorda com a relvindicacHo 14, caracterizada por
0 nivel do referido perborato ser & partiv de 1L oM a 10mM da

solug¥o de lavagem.

&8 o~ ComposicHo iniblidora da bransfer®nciaz de
corante de. acorde com as reivindicagies 1 a 13, caracte—
rizada pmr; o referido substrato oxidéavel adicional ser
selsccionadn de entre e iEo de metal, um i¥Ho de halwta
IR} L mm&mmﬁtm prgdnice tal como um fenol, por exemplo
doido p-hidro-vicindmico ou 2,4~diclorofensl ou um sulfonato

e fenol. -

178 . Composicio inibidora da transferégncia de

corants  de acordo com qualquer uma das reivindicagBes |

El]

Lay caracterizada pov o referido sisliems enzimadtico capaz

de gerar peroxidase de  hidrogénic, ser uma oxidase
salecoionada do o grupo constituido por oxidase de glucose,

axidase de urato, oxidase de galactose, oxidases alcodlicas,
oxidases e amina, didase de aminpacidos e oxidase de

colesterol.

léﬁum Composigdn indbidora da transferéncia de
covrante de  acordo com gqualguer uma das reivindicacHes
anteriores,; caracterizada por ser um detergents, aditivo soh
a Torma de un granulato n¥o-pulverulento, de un liquido., em
particular "um  liguido estabilizadmn ou de um sistema

enzimadtico protegido.

178 .~ Composigdo detergentes caracterizado por

incluwiv um detergente aditive de scordo com qualguer uma das
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reivindicagfies 1 & 1.

5

3

RO8 .~ Composico detergente de acordo com a8
reivndicac8o 1%, caracterizado por representar em forma

grantlar, em fTorma granuwlar compacta, oud em forma liguida.

2ig.- Froacesso pard a inibicdo da transferfncia
de wn corante textil de um tecido tingido para cutro tecido,
guando os referidos tecldos sdio lavades /00 enxaguados

w .

Juntaments nums resolucas de lavagem, na qual os referidos
2 K] - 4 W ' . . e e - -
tecidos  Ticam em contacto com uma composic¥o de acordo com
as reivindicages 1 & 29, caracterizado por a peroxidase
sar utilizeda a nivelis entre 0,00 e 100 mg/Aor litro da
solugdo de lavagem, o nivel de peroxido de hidrogénic ser
entre 0,001 e I mM da solugHo de lavagem o nivel absoluto
de substrato oxidével adicional ser entre | pM a lmM &
gendo a celulase ser adicilonada a niveis situados entre
Q.000 e 40 mg de mroteina do gnzimas/Por litre da

solugHo de lavagem.

Lishoa, IGNR1993

For THE PROCTER & GAMBLE COMPANMY

- VASCO MARQUES M .
Agente Oficiol e
ds Propriadade Industrial
. &qﬁlo-mu # Conceigie, 3, L°-1100 Lishegn
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