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Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "COMPOSI-
COES DETERGENTES".

Campo da Invencéo

A presente invencgao refere-se a composi¢gées compreendendo

lipases e agentes de matiz para tecidos, bem como a processos para a pro-

- ducéo e o0 uso desses produtos.

Antecedentes da Invencao

O aparecimento das enzimas lipase adequadas a aplicagbes
detergentes ofereceu ao formulador uma nova abordagem para otimizar a
remocdo de graxas. Essas enzimas catalisam a hidrélise de triglicerideos,
que consistem em um componente principal de muitas sujeiras gordurosas
comumente encontradas, como sebo, gorduras de origem animal (por exem;
plo banha, manteiga liquida, manteiga) e 6leos vegetais (por exemplo dleo
de oliva, dleo de girassol, 6leo de amendoim). No entanto, essas enzimas
tipicamente demonstravam um desempenho fraco no primeiro ciclo de lava-
gem e, tipicamente, traziam consigo um odor desagradavel oriundo, acredi-
ta-se, da hidrélise de gorduras presentes em sujeiras lacteas como leite,
creme, manteiga e iogurte. Sem se ater a teoria, acredita-se que essas sujei-
ras sejam propensas a geragéo de odor desagradavel induzida por lipase, ja
que contém triglicerideos funcionalizados com unidades acila graxa de ca-
deia curta (por exemplo C,), que liberam acidos graxos volateis malcheiro-
sos apds a lipdlise. Mesmo quando o desempenho dessas enzimas foi apri-
morado, o problema de odor desagradédvel permaneceu. Portanto, o uso
dessa tecnologia estava gravemente limitado.

Descobriu-se que a combinagdo de um agente de matiz bara
tecidos com determinadas variantes de lipase da origem a beneficio de de-
sempenho de limpeza otimizado, a0 mesmo tempo em que minimiza o odor
desagradavel inaceitavel. Sem se ater a teoria, acredita-se que os seguintes
mecanismos déem origem a tais beneficios: as variantes de lipase selecio-
nadas aumentam o nivel de remogdo de graxas, causando assim uma me-
Ihor acessibilidade do agente de matiz para tecidos a superficie do tecido e,

consequentemente, uma deposicdo otimizada. A combinagéo resultante da



10

15

20

25

30

remogdo otimizada de sujeiras oleosas e da deposicdo de um colorante
tonalizante leva a um aprimoramento na aparéncia do tecido e, mesmo
Nos casos em que a sujeira oleosa nao é adequadamente removida, a
hidrdlise das gorduras em &cidos graxos, mono e diglicerideos, que sdo
mais hidrofilicos, leva a uma deposi¢ao otimizada do colorante tonalizante
e, consequentemente, a uma percepc¢édo de limpeza, sendo que a presen-

_¢a das moléculas de corante depositadas na sujeira oleosa presente nos

tecidos pode inibir a atividade enzimatica que d4 origem a odores desa-
gradaveis.

Sumario da Invencao

A presente invengéo refere-se a composi¢gdes compreendendo
um agente de matiz para tecidos e uma variante de lipase com potencial
reduzido para geragéo de odores e um bom desempenho relativo, 'sem a
ligagdo de uma extensdo C-terminal. A variante de lipase é obtida mediante
a introdugdo de mutagbes em uma ou mais regides identificadas na lipase
original. A variante assim obtida precisa ter uma atividade de lipase que nao
seja menor que 80% da atividade da lipase original, expressa como Desem-
penho Relativo.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS
(Alinhamento das sequéncias de lipase).

A SEQ. ID n® 1 mostra a sequéncia de DNA codificando lipase
a partir de Thérmomyces lanoginosus.

A SEQ. ID n® 2 mostra a sequéncia de aminoacidos de uma li-
pase obtida de Thermomyces lanoginosus.

A SEQ. ID n® 3 mostra a seqliéncia de aminoacidos Vde uma li-
pase obtida de Absidia reflexa.

A SEQ.IDn%4 mostra a sequéncia de aminoacidos de uma li-

pase obtida de Absidia corymbifera.

A SEQ. ID n® 5 mostra a sequéncia de aminoacidos de uma li-
pase obtida de Rhizomucor miehei.

A SEQ. ID n® 6 mostra a sequéncia de aminoacidos de uma li-
pase obtida de Rhizopus oryzae.
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A SEQ. ID n? 7 mostra a sequéncia de aminoacidos de uma li-
pase obtida de Aspergillus niger.

A SEQ. ID n® 8 mostra a seqUéncia de aminoacidos de uma li-
pase obtida de Aspergillus tubingensis.

A SEQ. ID n? 9 mostra a sequéncia de aminodcidos de uma li-
pase obtida de Fusarium oxysporrum.

A SEQ. ID n? 10 mostra a seqliiéncia de aminoacidos de uma
lipase obtida de Fusarium heterosporum. ’

A SEQ. ID n® 11 mostra a seqliiéncia de aminoéacidos de uma
lipase obtida de Aspergillus oryzae.

A SEQ. ID n? 12 mostra a sequéncia de aminoacidos de uma
Iipése obtida de Penicillium camemberti. |

A SEQ. ID n? 13 mostra a seqiiéncia de aminoacidos de uma
lipase obtida de Aspergillus foetidus.

A SEQ. ID n® 14 mostra a seqliiéncia de aminoacidos de uma
lipase obtida de Aspergillus niger.

A SEQ. ID n? 15 mostra a seqliéncia de aminoécidos de uma
lipase obtida de Aspergillus oryzae.

_ A SEQ. ID n? 16 mostra a sequéncia de aminoacidos de uma

lipase obtida de Landerina penisapora.
Descricdo Detalhada da Invencéao

Definicbes

Para uso na presente invengdo, o termo "composig¢ao de limpe-
za" inclui, exceto onde indicado de outro modo: agentes de lavagem para
multiplas finalidades ou para "tarefas pesadas”, sob a forma de grénuloé ou
pd, especialmente detergentes para lavagem de roupas, agentes de lava-
gem para muiltiplas finalidades, sob a forma de liquido, gel ou pasta, especi-
almente aqueles do tipo liquido para tarefas pesadas, detergentes liquidos
para tecidos finos, agentes para lavagem de pratos a mao ou agentes para
lavagem de pratos do tipo para tarefas leves, especialmente aquelés do tipo
com alta formagdo de espuma, agentes para lavagem de pratos a maquina,

inclusive os diversos tipos sob a forma de tabletes, granulos, liquidos e de
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auxilio ao enxagle, para uso doméstico e institucional, agentes liquidos para

~ limpeza e desinfecgdo, inclusive dos tipos como bactericida para lavagem

das maos, sabdo em barra para lavanderia, enxaguatérios bucais, limpado-
res de dentadura, xampus para limpeza de carros ou tapetes, limpadores
para banheiros, xampus e condicionadores para cabelo, géis de banho e

banhos de espuma, e limpadores para metal, bem como produtos auxiliares

de limpeza como aditivos para alvejamento e produtos do tipo "bastdo remo-

vedor de manchas" ou produtos de pré-tratamento.

Para uso na presente invengao, o termo ‘agente de matiz para
tecidos’ significa corantes ou pigmentos que, quando formulados em compo-
sicoes detergentes, podem depositar-se sobre um tecido quando o mesmo é
colocado em contato com um liquido de lavagem compreendendo as ditas
composicoes detergentes, alterando assim o tom do dito tecido. Para os
propositos do presente pedido de patente, os clareadores 6pticos fluorescen-
tes ndo sao considerados agentes de matiz para tecidos.

Para uso na presente invengao, a expresséo "é indépendente-
mente selecionado do grupo consistindo em..." significa que as porgdes ou
elementos que sédo selecionados do grupo de Markush mencionado podem
ser iguais, podem ser diferentes, ou podem consistir em qualquer mistura de
elementos.

Os métodos de teste apresentados na se¢dao de Métodos de
Teste do presente pedido de patente precisam ser usados para determinar
os valores respectivos dos parametros das invengdes das requeréntes.

Exceto onde especificado de outro modo, todos os teores de
componentes ou da composigao referem-se ao teor ativo do componente ou
da composi¢ao, e excluem impurezas como, por exemplo, solventes residu-
ais ou subprodutos que possam estar presentes nas fontes disponiveis co-
mercialmente.

Todas as porcentagens e razdes sao calculadas em peso, exce-
to onde indicado de outro modo. Todas as porcentagens e razbes séo calcu-
ladas com base no total da composicao, exceto onde indicado de outro modo.

Deve-se compreender que cada limite numérico maximo men-
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cionado neste relatério descritivo inclui todos os limites numéricos inferiores,
como se tais limites numéricos inferiores estivessem expressamente registra-
dos no presente documento. Cada limite numérico minimo mencionado neste
relatério descritivo inclui cada um dos limites numéricos superiores, como se
tais limites numéricos superiores estivessem expressamente registrados no
presente documento. Cada intervalo numérico mencionado neste relatorio
descritivo inclui cada intervalo numérico mais restrito que esteja situado dentro
desse intervalo numérico mais amplo, como se tais intervalos numéricos mais
restritos estivessem expressamente registrados no presente documento.

Todos os documentos citados sdo, em suas partes relevantes,
aqui incorporados por referéncia, sendo que a mengao a qualquer documen-
to ndo deve ser interpretada como admissao de que este represente técnica
anterior com relagao a presente invengao.

Composicoes

As composicdes da presente invengdo podem conter de cerca
de 0,00003% a cerca de 0,1%, de cerca de 0,00008% a cerca de 0,05%, ou
mesmo de cerca de 0,0001% a cerca de 0,04% de agente de matiz para te-
cidos, e de cerca de 0,0005% a cerca de 0,1%, de cerca de 0,001% a cerca
de 0,05%, ou mesmo de cerca de 0,002% a cerca de 0,03% de lipase.

Essas composigdes pode assumir qualquer forma, por exem-
plo, a forma de uma composig¢édo para limpeza e/ou de uma composi¢cdo de
tratamento.

O equilibrio restante de quaisquer aspectos das composigées
de limpeza anteriormente mencionadas € formado por um ou mais materiais

auxiliares.

Variantes de Lipase Adequadas

| A lipase da composi¢do da presente invengao consiste em uma
variante de lipase sem extensdo C-terminal, porém com mutagdes introduzi-
das em determinadas regides de uma lipase original, de modo que a tendén-
cia a gerar odores fica reduzida. A
Lipase Original

A lipase original pode ser uma lipase fungica com uma sequén-
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cia de aminoacidos tendo pelo menos 50% de homologia, conforme definido
na secdo "Homologia e alinhamento", com a sequéncia da lipase de T. lanu-
ginosus mostrada na SEQ. ID n? 2.

‘ A lipase original pode ser um polipepn’deo de levedura como
um polipeptideo de Candida, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schi-

zosaccharomyces ou Yarrowia-ou, com mais preferéncia, um polipeptideo de

fungo filamentoso, como um polipeptideo de Acremonium, Aspergillus, Aure-

obasidium, Cryptococcus, Filobasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe,
Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paeci/omyces, Penicilli-
um, Piromyces, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Toly-
pocladium ou Polipeptideo Trichoderma. |

Em um aspecto preferencial, a lipase original € um polipeptideo

com atividade de lipase, proveniente de Saccharomyces carlsbergensis,

Saccharomyces cerevisiae,  Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces

douglasii, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces norbensis ou Saccha-
romyces oviformis. |

Em um outro aspecto preferencial, a lipase original € um poli-
peptideo de Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus fumiga-
tus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Asper-
gillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus turbigensis, Fusarium bactridioi-
des, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusa-
rium graMinearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium
negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium rbseum, Fu-
sarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fu-
sarium sulphuredm, Fusarium torulosum, Fusarium trichothecioidés, Fusari-
um venenatum, Humicola insolens, Thermomyces lanoginosus (sinénimo:
Humicola lanuginosa), Mucor miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospo-
ra crassa, Penicillium purpurogenum, Trichoderma harzianum, Trichoderma
koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei ou Polipeptideo
Trichoderma viride.

Em um outro aspecto preferencial, a lipase original € uma lipa-

se de Thermomyces.
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Em um aspecto mais preferencial, a lipase original € uma lipase
de Thermomyces lanuginosus. Em uma modalidade ainda mais preferencial,
a lipase original € a lipase de SEQ. ID n® 2.

Identificacao de Reqides e Substituicoes.

As posicdes mencionadas nas Regides de | a IV, abaixo, sao
posicdes dos residuos de aminoacido na SEQ. ID n® 2. Para encontrar as
posicoes correspondentes (ou homélogas) em uma lipase diferente, é usado
o procedimento descrito em "Homologia e alinhamento®. '

Substituicoes na RBeqgido |

A Regido | consiste em residuos de aminoécido circundando o
residuo N-terminal E1. Nessa regiéo, é preferencial substituir um aminodacido
da lipase original com um aminoacido mais positivo. Os residuos de aminoé;
cido correspondentes as seguintes posigées séo compreendidos pela Regiao
l: de 1a 11 e de 223 a 239. As seguintes posi¢des sao de particular interesse:
1,2, 4, 8, 11, 223, 227, 229, 231, 233, 234 e 236. Em particular, foram identifi-
cadas as seguintes substituicdes: X1N/*, X4V, X227G, X231R e X233R.

Em uma modalidade preferencial, a lipase original tem pelo
menos 80%, como 85% ou 90%, como pelo menos 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% de identidade com SEQ. ID n? 2. Em uma modalidade da méxima prefe-

_réncia, a lipase original € idéntica a SEQ. ID n® 2.

Substituicoes na Regqido |

A Regido Il consiste em residuos de aminodcido em contato
com o substrato em um lado da cadeia de acila e um lado da parte de alcool.
Nessa regido, é preferencial substituir um aminoacido da lipase original com
um aminodacido mais positivo ou com um aminoacido menos hidrofébico'. Os
residuos de aminoacido correspondentes as seguintes posicbes séo com-
preendidos pela Regido 1I: de 202 a 211 e de 249 a 269. As seguintes posi-
¢oes sdo de particular interesse: 202, 210, 211, 253, 254, 255, 256 e 259.
Em particular, foram identificadas as seguintes substituicdes: X202G,
X210K/W/A, X255Y/V/A, X256K/R e X259G/M/Q/V. |

Em uma modalidade preferencial, a lipase original tem pelo
menos 80%, como 85% ou 90%, como pelo menos 95%, 96%, 97%, 98% ou
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99% de identidade com SEQ. ID n?2. Em uma modalidade da maxima prefe-
réncia, a lipase original é idéntica &a SEQ. ID n® 2.
Substituicdes na Regido lli

A Regiao lll consiste em residuos de aminoacido que formam
uma éstrutura flexivel permitindo, assim, que o substrato entre no sitio ativo.
Nessa regiao, é preferencial substituir um aminoacido da lipase original com
um aminoacido mais positivo ou com um aminoacido menos hidrofébico. Os
residuos de aminodcido correspondentes as seguintes posi¢cdes sdo com-
preendidos pela Regiao lll: de 82 a 102. As seguintes posi¢des sdo de parti-
cular interesse: 83, 86, 87, 90, 91, 95, 96 e 99. Em particular, foram identifi-
cadas as seguintes substituigoes: X83T, X86V e X90A/R. '

Em uma modalidade preferencial, a lipase original - tem pelo

menos 80%, como 85% ou 90%, como pelo menos 95%, 96%, 97%, 98% ou

99% de identidade com SEQ. ID n°2. Em uma modalidade da maxima prefe-

réncia, a lipase original é idéntica a SEQ. ID n® 2.
Substituicdes na Regiédo IV

A Regido IV consiste em residuos de aminoécido que se ligam
eletrostaticamente a uma superficie. Nessa regido, é preferencial substituir
um aminodcido da lipase original com um aminoacido mais positivo. Os resi-
duos de aminoacido correspondentes as seguintes posi¢oes sdo compreen-
didos pela Regido IV: 27 e 54 a 62. As seguintes posigoes sao de particular
interesse:' 27, 56, 57, 58 e 60. Em particular, foram identificadas as seguintes
substituigdes: X27R, X58N/AG/T/P e X60V/S/G/N/R/K/A/L.

Em uma modalidade preferencial, a lipase original tem pelo
menos 80%, como 85% ou 90%, como pelo menos 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% de identidade com SEQ. ID n?2. Em uma modalidade da méaxima prefe-
réncia, a lipase original é idéntica a SEQ. ID n® 2.

Aminoéacidos em outras posi¢bes

A lipase original pode, opcionalmente, compreender substitui-
¢Oes de outros aminoacidos, especificamente menos que 10 ou menos que 5
dessas substituicdes. Os exemplos sao substituicOes correspondentes a uma
ou mais das posi¢des 24, 37, 38, 46, 74, 81, 83, 115, 127, 131, 13?, 143, 147,
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150, 199, 200, 203, 206, 211, 263, 264, 265, 267 e 269 da lipase original. Em
uma modalidade especifica, ha uma substituicdo em pelo menos uma das
posicdes correspondentes a 81, 143, 147, 150 e 249. Em uma modalidade
preferencial, pelo menos uma substituicdo é selecionada do grupo consistindo
em X81Q/E, X143S/C/N/D/A, X147M/Y, X150G/K e X249R/I/L.

A variante pode compreender substituicbes fora das Regides
de | a IV definidas, sendo que o nimero dessas substituicbes é, de preferén-
cia, menor que seis, ou menor que ¢cinco, ou menor que quatro, ou menor.
que trés, ou menor que duas, como cinco, ou quatro, ou trés, ou duas ou
uma. Alternativamente, a variante ndao compreende qualquer substituicao
fora das Regides de | a IV definidas. '

Além disso as substituicdes podem, por exemplo, ser feitas de
acordo com os principios conhecidos na técnica, por exemplo substituigoes
descritas em WO 92/05249, WO 94/25577, WO 95/22615, WO 97/04079 e

WO 97/07202.

Variantes da Lipase Original

Em um aspecto a dita variante, quando comparada a dita lipase
original, compreende um total de pelo menos trés substituiges, as quais séo
selecionadas de um ou mais dos seguintes grupos de substitui¢oes:-

a) pelo menos duas, ou pelo menos trés, ou pelo menos qua-
tro, ou pelo menos cinco, ou pelo menos seis, como duas, trés, quatro, cinco
ou seis substituicdes na Regiao |,

b) pelo menos uma, pelo menos duas, ou pelo menos trés, ou
pelo menos quatro, ou pelo menos cinco, ou pelo menos seis, como uma,
duas, trés, quatro, cinco ou seis substituicdes na Regiéo Il, |

c) pelo menos uma, pelo menos duas, ou pelo menos trés, ou
pelo menos quatro, ou pelc menos cinco, ou pelo menos seis, como uma,
duas, trés, quatro, cinco ou seis substituigdes na Regido I, '

d) e/ou pelo menos uma, pelo menos duas, ou pelo menos trés,
ou pelo menos quatro, ou pelo'menos cinco, ou pelo menos seis, como uma,
duas, trés, quatro, cinco ou seis substituigdes na Regido IV,

A variante pode compreender substituicdes, em comparagdo a
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lipase original da variante, correspondentes aquelas listadas-abaixo na Ta-
bela 1.

Regido | ‘ Regido Il | Regido Illl | Regido IV Regides externas

X4V + X227G + X231R + | X210K + | X83T  + | X58A + X60S | X150G

X233R X256K X86V

X227G + X231R + X233R_ | X256K X86V X58N + X60S X150G
1 X231R + X233R X255Y

X231R + X233R X202G

X227G + X231R + X233R | X256K X86V

X4V + X231R + X233R X58N + X60S

X231R + X233R X90R X58N + X608

X231R + X233R X255V X90A

X227G + X231R + X233R | X256K X86V X58N + X60S | X150G
X231R + X233R X211L X58N + X60S | X147M
X231R + X233R X150K

Tabela 1: algumas variantes especificas.

Em uma outra modalidade especifica, a lipase original é idénti-

5 caaSEQ.IDn®2, e as variantes da Tabela 1 serdo, portanto:

Regigo | Regido Il | Regido | RegidolV | Regides
1] V externas

" | Q4v + L227G + T231R + | E210K + | S83T + | S58A+V60S | A150G

N233R P256K | 186V

L227G + T231R + N233R P2seK | 186V S58N + V60S | A150G

T231R + N233R 1255Y

T231R + N233R 1202G

227G + T231R + N233R P256K | I86V

Q4V + T231R + N233R S58N + V60S

T231R + N233R I90R S58N + V60S

T231R + N233R 1255V | 190A | |

L227G + T231R + N233R P256K | 186V S58N + V60S | A150G

T231R + N233R F211L S58N + V60S | L147M

X231R + X233R | X150K
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Tabela 2: algumas variantes especificas de SEQ. ID n? 2

Nomenclatura para modificacc")es de aminoacido

Na descricao das variantes de lipase de acordo com a presente
invengdo, é usada a seguinte nomenclatura, para facilidade de referéncia:
aminoécidos originais: posicdes: aminoacidos substituidos

De acordo com essa nomenclatura, por exemplo, a substituicdo -
do acido glutdmico por glicina na posicdo 195 é mostrada como G195E. A
delecdo da glicina na mesma posicdo é mostrada como G195*, e a insergéo
de um residuo de aminoacido adicional, como lisina, € mostrada como
G195GK. Nos casos em que uma lipase especifica contém uma "delegéo"
em comparagado com outras lipases e uma insergdo é feita nessa posicéo,
isso é indicado como *36D para a inser¢ao de um acido aspartico na posigéd
36. Mutagdes multiplas sdo separadas por sinais de soma, isto é,
R17OY+G195E; representando mutagdes nas posicdes 170 e 195, substitu-
indo tirosina e acido glutamico por arginina e glicina, respectivamente.

X231 indica 0 aminoacido em um polipeptideo original corres-
pondente a posicdo 231, quando se aplica o procedimento de alinhamento
descrito. X231R indica que o aminoacido é substituido por R. Para SEQ. ID
n® 2, X é T, e X231R indica, portanto, uma substituicdo de T na posi¢ao 231
por R. Nos casos em que 0 aminoacido em uma posi¢éo (por exemplo 231)
pode ser substituido por outro aminodacido selecionado de um grupo de ami-
noéacidos, por exemplo o grupo consistindo em R, P e Y, isso serd indicado
por X231R/P/Y.

Em todos os casos, é empregada a abreviagdo IUPAC para a-
mino&cidos, de letra tnica ou tripla, comumente aceita.

Agrupamento de aminoacidos

Neste relatério descritivo, os aminoéacidos sdo classificados
como negativamente carregados, positivamente carregados ou eletricamente
neutros, de acordo com sua carga elétrica em pH 10. Portanto, os aminoaci-
dos negativos sédo E, D, C (cisteina) e Y, particularmente E e D. Os aminoa-
cidos positivos sdo R, K e H, particularmente R e K. Os aminoacidos neutros
sio G A, V,L,P,FFW, S, TM, N, Qe C, quando formando parte de uma
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ponte dissulfeto. A substituicdo por outro aminoacido no mesmo grupo (ne-
gativo, positivo ou neutro) é chamada de substituicdo conservativa.

Os aminodcidos neutros podem ser divididos em hidrofébicos
ou ndo-polares (G, A, V, L, I, P, F, W e C como parte de uma ponte de dissul-
feto) e hidrofilicos ou polares (S, T M, N, Q).

' Neste relatério descritivo, os aminodacidos sdo classificados
como negativamente carregados, positivamente carregados 6u eletricamente
neutros, de acordo com sua carga elétrica em pH 10. Portanto, os aminoéci-
dos negativos sédo E, D, C (cisteina) e Y, particularmehte E e D. Os aminoa-
cidos positivos sdo R, K e H, particularmente R e K. Os aminoéacidos neutros
sio G A, VVL,PF WS TM, N, Q e C, quando formando parte de uma
ponte dissulfeto. A substituicdo por outro aminoacido no mesmo grupo (ne-
gativo, positivo ou neutro) € chamada de substituicao conservativa.

- Os aminoacidos néutros podem ser divididos em hidrofébicos
ou ndo-polares (G, A, V, L, I, P, F, W e C como parte de uma ponte de dissul-
feto) e hidrofilicos ou polares (S, TM, N, Q).

Identidade de aminoacidos

O nivel de relacionamento entre duas seqiiéncias de aminoaci-
do ou entre duas sequéncias de nucleotideo é descrito pelo parémetro "iden-
tidade". |

Para os propédsitos da presente invengdo, o alinhamento de
duas seqdéncias de aminoéacido é determinado mediante 0 uso do programa
Needle, do pacote de software EMBOSS (http://emboss.org), Verséo 2.8.0.
O programa Needle implementa o algoritmo de alinhamento global descrito
em Needleman, S. B. e Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453. A
matriz de substituicdo usada € BLOSUM62, a penalidade por abertura de
intervalo é de 10, e a penalidade por ampliagéo de intervalo € de 0,5.

, O grau de identidade entre uma seqliéncia de aminoacidos da
presente invengdo ("seqléncia da invengdo", por exemplo amino&cidos de 1
a 269 da SEQ. ID n® 2) e uma seqliéncia de aminoacidos diferente ("se-
gliéncia estranha") é calculado como o numero de igualdades exatas em um

alinhamento das duas sequiéncias, dividido pelo comprimento da “seqiéncia
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. da invencao" ou o comprimento da "sequéncia estranha", aquela que for

mais curta. O resultado é expresso em porcentagem de identidade.

Uma igualdade exata ocorre quando a "sequéncia da invengao"
e a "seqléncia estranha" tém residuos de aminoéacido idénticos nas mesmas
posi¢coes da sobreposi¢cdo. O comprimento de uma sequéncia € o nimero de
residuos de aminoacido presentes na mesma (por exemplo, o comprimento
da SEQ. ID n? 2 é 269).

A lipase original tem uma identidade de aminoéacidos de pelo
menos 50% com a lipase de T. lanuginosus (SEQ. ID n® 2), particularmente
pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 75%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, mais de 95% ou mais de 98%. Em uma modalidade especifica,
a lipase original é idéntica & lipase de T. lanuginosus (SEQ. ID n® 2). |

0] procedimenio acima pode ser usado para célculo de identi-
dade, bem como para homologia e alinhamento. No contexto da presente
inven¢do, a homologia e o alinhamento foram calculados conforme descrito
mais adiante neste documento.

Homologia e alinhamento

Para os propdsitos da presente invencdo, o grau de homologia
pode ser adequadamente determinado por meio de programas de computa-
ddr conhecidos na técnica, como o GAP, fornecido no pacote de programas
GGC (Program Manual for the Wisconsin Package, Versdo 8, agosto de
1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin,
USA 53711) (Needieman, S.B. e Wunsch, C.D., (1970), Journal of Molecular
Biology, 48, 443-45), usando-se o dito GAP com as seguintes configuragdes
para comparac¢ao de seqiéncias de polipeptideos: penalidade de 3,0 'para
abertura de intervalo e penalidade de 0,1 para ampliagéo de intervalo.

Na presente invengao, as posi¢des correspondentes (ou homo-
logas) nas sequéncias de lipase de Absidia reflexa, Absidia corymbefera, |
Rhizmucor miehei, Rhizopus delemar, Aspergillus niger, Aspergillus tubigen-
sis, Fusarium oxysporum, Fusarium heterosporum, Aspergillus oryzéa, Peni-
cilium camembertii, Aspergillus foetidus, Aspergillus niger, Thermomyces la-

noginosus (sinénimo: Humicola lanuginosa) e Landerina penisapora sdo de-
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finidas pelo alinhamento mostrado na Figura 1.

Para encontrar as posi¢cdes homoélogas nas sequéncias de lipa-
se ndo mostradas no alinhamento, a sequéncia de interesse é alinhada as
sequiéncias mostradas na Figura 1. A nova seqliéncia é alinhada ao presente
alinha.mento na Figura 1, mediante 0 uso de alinhamento'GAP com a se-
gléncia mais homadloga encontrada pelo programa GAP. O programa GAP é
fornecido no pacote de programas GGC (Program Manual for the Wisconsin
Package, Versao 8, agosto 1994, Genetics Computer GArOUp, 575 Science
Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711) (Needleman, S.B. e Wunsch, C.D.,
(1970), Journal of Molecular Biology, 48, 443-45). Sao usadas as seguintes
configuragées para a comparagao de sequéncias de polipeptideos: penali-
dade de 3,0 para abertura de intervalo e penalidade de 0,1 para ampliagdo
de intervalo. _

A lipase original tem uma homologia de pelo menos 50% com a
lipase de T. lanuginosus (SEQ. ID n® 2), particularmente pelo menos 55%,
pelo menos 60%, pelo menos 75%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, mais
de 95% ou mais de 98%. Em uma modalidade especifica, a lipase original é
idéntica a lipase de T. lanuginosus (SEQ. ID n® 2).

Hibridizacao

A presente invengao refere-se, também, a polipeptl'deos isola-
dos com atividade de lipase, os quais sao codificados por polinucleotideos
que se hibridizam sob condi¢bes de muito baixa estringéncia, de preferéncia

sob condi¢cdes de baixa estringéncia, com mais preferéncia sob condigbes

- de média estringéncia, com mais preferéncia sob condi¢des de média-alta

estringéncia, com_ mais preferéncia ainda sob condigOes de alta eétringéncia
e, com a maxima preferéncia, sob condigdes de muito alta estringéncia com
(i) nucleotideos de 178 a 660 da SEQ. ID n® 1, (ii) a sequéncia de cDNA con-
tida em nucleotideos de 178 a 660 da SEQ. ID n® 1, (iii) uma subseqi]éncia
de (i) ou (ii), ou (iv) urh filamento complementar de (i), (i) ou (iii) (J. Sambro-
ok, E.F. Fritsch, e T. Maniatus, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manu-
al, 2a. Edigao, Cold Spring Harbor, New York, USA). Uma subseqliéncia da
SEQ. ID n? 1 contém pelo menos-100 nucleotideos contiguos ou, de prefe-
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réncia, pelo menos 200 nucleotideos contiguos. Além disso, a subsequéncia
pode codificar um fragmento de polipeptideo que tem atividade de lipase.

Para pontas Iongés de pelo menos 100 nucleotideos em com-
primento, as condi¢des de estringéncia de muito baixas a muito altas sao
definidas como pré-hibridizacado e hibridizagdo a 42°C em 5X SSPE, 0,3%
SDS, 200 pyg/mL de DNA de esperma de salmao submetido ao cisalhamento
e desnaturado, e ou 25% de formamida para estringéncias muito baixas e
baixas, 35% de formamida para estringéncias médias e médias-altas, ou
50% de formamida para estringéncias altas e muito altas, seguindo os pa-
drdes de procedimentos para blotting Southern para 12 a 24 horas, otima-
mente. '

Para pontas longas de pelo menos 100 nucleotideos de com;
primento, o material carreador é finalmente lavado trés vezes cada um du-
rante 15 minutos, mediante o uso de 2X SSC, 0,2% SDS, de preferéncia pe-

lo menos a 45°C (muito baixa estringéncia), com mais preferéncia pelo me-

nos a 50°C (baixa estringéncia), com mais preferéncia pelo menos a 55°C

(média estringéncia), com mais preferéncia pelo menos a 60°C (média-alta
estringéncia), com mais preferéncia ainda pelo menos a 65°C (alta estrin-
géncia) e, com a maxima preferéncia, pelo menos a 70°C (muito alta estrin-
g‘éncia).

Sequiéncia de DNA, vetor de expressdo, célula hospedeira, producéo de li-

pase

A invengdo apresenta uma sequéncia de DNA que codifica a li-
pase da invengdo, um vetor de expressao que abriga a sequéncia de DNA, e
uma célula hospedeira transformada que contém a sequéncia de DNA ou o
vetor de expressdo. Esses itens podem ser obtidos por métodos conhecidos

" na técnica.

A invencdo apresenta, também, um método para produgdo de
lipase mediante a cultura da célula hospedeira transformada sob condi¢des
apropriadas a producgao da Iipése, seguida da recuperagao da dita lipase a
partir do caldo resultante. O método pode ser praticado de acordo com os

principios conhecidos na técnica.
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Atividade de lipase

- Atividade de lipase em tributirina sob pH neutro (LU)

Um substrato para a lipase é preparado mediante a emulsifica-
cao de tributirina (tributirato de glicerina), usando-se goma ardbica como
emulsificante. A hidrélise de tributirina a 30°C e a um pH de 7 ou 9 é seguida

em um experimento de titulagao pH-stat. Uma unidade de atividade de lipase

(1 LU) é igual a quantidade de enzima capaz de liberar 1 micro mol de acido

butirico/min sob pH 7.

- Relacédo risco/beneficio

O fator risco/beneficio descrevendo o desempenho em compa-
ragdo ao risco reduzido para ocorréncia de odores é definido como: BR =
RPavg / R. As variantes de lipase aqui descritas podem ter RBs maiores que
1, maiores que 1,1, ou mesmo maiores que 1 até cerca de 1.000. |

- Desempenho relativo médio

O procedimento para calculo do desempenho relativo médio
(RPavg) é encontrado no Exemplo 5 do presente relatério descritivo. As va-
riantes de lipase aqui descritas podem. ter um (RPavg) de pelo menos 0,8,
pelo menos 1,1, pelo menos 1,5, ou mesmo de pelo menos 2 a cerca de
1.000. |
Agentes de matiz para tecido adequados

Os clareadores opticos fluorescentes emitem pelo menos al-
guma luz visivel. Em contraste, os agentes de matiz para tecidos podem al-
terar o tom de uma superficie, ja que absorvem pelo menos uma porgao do
espectro de luz visivel. Os agentes de matiz para tecidos adequados incluem
corantes, conjug'ados corante-argila e pigmentos que satisfazem 0s requisi-
tos do Método de teste 1, na seg¢édo "Método de teste" do presente relatério
descritivo. Os corantes adequados incluem corantes de moléculas pequenas
e corantes poliméricos. Os corantes de moléculas pequenas adequados in-
cluem aqueles selecionados do grupo consistindo em:

(1) Corantes azuis diretos-a base de trisazo, com a férmula:
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em que pelo menos dois dos anéis A, B e C de naftila sao sUbstitun’dos por
um grupo sulfonato, o anel C pode ser substituido na posi¢cdo 5 por um gru-
po NH, ou NHPh, X é um anel de benzila ou naftila substituido com até 2
grupos sulfonato e pode ser substituido na posi¢do 2 com um grupo‘OH po-
dendo, também, ser substituido com um grupo NH, ou NHPh. '
(2):Corantes violeta diretos a base de bisazo, com a férmula:

em que Z é H ou fenila, o anel A €, de preferéncia, substituido com um-grupo
metila e metdxi nas posi¢des indicadas pelas setas, sendo que o anel A po-
de, também, ser um anel de naftila, e o grupo Y € um anel de benzila ou naf-
tila que é substituido por um grupo sulfato, podendo ser mono ou dissubstitu-
ido por grupos metila. |

(3) Corantes acidos azuis ou vermelhos, com a formula:

| Y
NH, O Ht;:’

X. N"N O / N
-038

SO5”
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em que pelo menos um dentre X e Y precisa ser um grupo aromatico. Em
um aspecto, ambos os grupos aromaticos podem ser um grupo benzila ou
naftila substituido, o qual pode ser substituido por grupos nao-solubilizantes

5 em &gua, como grupos alquila, alquildxi ou arildéxi, e X e Y podem nao ser
substituidos com grupos solubilizantes em agua, como sulfonatos ou carbo-
‘xilatos. Em outro aspecto, X é um grupo benzila nitrossubstitun’do, eY éum
grupo benzila |

(4) Corantes acidos vermelhos com a estrutura:

B
U
N

td

B
e NH
l
3.,

O Hllq
/“: I X o
-038 ) SO ou -O3S8 SOy

10 em que B é um grupo naftila ou benzila que pode ser substituido por grupos
nao-solubilizantes em dgua, como grupos alquila, alquiléxi ou ariléxi, e B po-
de n&o ser substituido com grupos solubilizantes em &gua, como sulfonatos
ou carboxilatos.

(5) Corantes disazo com a estrutura:

' (Z)m - Y () H
| X | N~

R
¢ ou

SO,H
Dm Y OH .
/
N-
X SO,H Re

15 em que X e Y, séo, independentemente um do outro, hidrogénio, alquila C,-
C4 ou alcoxi C4-Cy4, Ry € h’idrogénio ou arila, Z é alquila C4-C,4, alcoxi C4-C,,

halogénio, hidroxila ou carboxila, né 1 ou2,emé 0, 1 ou 2, bem como sais
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correspondentes e misturas dos mesmos.
(6) Corantes a base de trifenilmetano com as seguintes estrutu-

ras:
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SO,Na’ : )| { : SO,
CHQCH{N 0 . Q N."GHRCHs

HN

) .
|

O\ » CH ” SO,

OCH,CH, elou © 3 ?

e misturas dos mesmos. Em outro aspecto, os corantes de moléculas pe-
qguenas adequados incluem aqueles selecionados do grupo consistindo nos
nimeros I.C. (indice de cor da Society of Dyers and Colourists, de Bradford,
Reino Unido) Violeta Direto 9, Violeta Direto 35, Violeta Direto 48, Violeta
Direto 51, Violeta Direto 66, AZuI Direto 1, Azul Direto 71, Azul Direto 80,
Azul Direto 279, Vermelho Acido 17, Vermelho Acido 88, Vermelho Acido
150, Violeta Acido 15, Violeta Acido 17, Violeta Acido 24, Violeta Acido 49,
Azul Acido 15, Azul Acido 17, Azul Acido 29, Azul Acido 40, Azul Acido 75,
Azul Acido 80, Azul Acido 83, Azul Acido 90 e Azul Acido 113, Violeta Basico
1, Violeta Basico 3, Violeta Bésico 4, Violeta Basico 10, Violeta Basico 35,
Azul Basico 3, Azul Basico 16, Azul Bésico 22, Azul Béasico 47, Azul Basico

66, Azul Basico 75, Azul Basico 159 e misturas dos mesmos.

Os corantes poliméricos adequados incluem aqueles selecio-
nados do grupo consistindo em polimeros contendo cromogénios conjuga-
dos (conjugados corante-polimero) e polimeros com cromogénios copolime-

rizados na cadeia principal do polimero, bem como misturas dos mesmos.
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Em outro aspecto, os corantes poliméricos adequados incluem
aqueles selecionados do grupo consistindo em colorantes aderentes a tecido
disponiveis comercialmente sob o nome de Liquitint® (Milliken, Spartanburg,
South Carolina, USA), conjugados corante-polimero formados a partir de
pelo menos um corante reativo e um polimero selecionado do grupo consis-
tindo em polimeros compreendendo uma porgao selecionada do grupo con-
sistindo em uma porc¢éo hidroxila, uma porgcdo amina primaria, uma por¢ao
amina secundaria, uma por¢ao tiol e misturas dos mesmos. Em mais um
outro aspecto, os corantes poliméricos adequados incluem aqueles selecio-
nados do grupo consistindo em Liquitint® (Milliken, Spartanburg, South Caro-
lina, USA) Violeta CT, carbdxi metil celulose (CMC) conjugada com um co-
rante azul reativo, violeta reativo ou vermelho reativo, como CMC conjugadd
com |.C. Azul Reativo 19, disponivel comercialmente junto a Megazyme, de
WiChow, lrland’a, sob o0 nome de produto AZO-CM-CELLULOSE, cédigo S-
ACMC, e misturas dos mesmos.

Os conjugados corante-argila adequados incluem aqueles se-
lecionados do grupo consistindo em pelo menos um corante catiénico/bésico
e uma argila esmectita, bem como misturas dos mesmos. Em outro aspecto,
os conjugados corante-argila adequados incluem aqueles selecionados do
grupo consistindo em um corante catidnico/basico selecionado do grupo
consistindo em |.C. Amarelo Basico de 1 a 108, |.C. Laranja Basico de 1 a
69, I.C. Vermelho Basico de 1 a 118, I.C. Violeta Bésico de 1 a 51, I.C. Azul
Basico de 1 a 164, |.C. Verde Basico de 1 a 14, |.C. Marrom Basico de 1 a
23, |.C. Preto Béasico de 1 a 11, e uma argila selecionada do grupo consistin-
do em argila montmorilonita, argila hectorita, e argila saponita, bem como
misturas dos mesmos. Em mais um outro aspecto, os conjugados corante-
argila adequados incluem aqueles selecionados do grupo consistindo nos
conjugados montmorilonita e Azul Basico B7 1.C. 42595, montmorilonita e
Azul Basico B9 I.C. 52015, montmorilonita e Violeta Béasico V3 I.C. 42555,
montmorilonita e Verde Basico G1 1.C. 42040, montmorilonita e Vermelho
Basico R1 1.C. 45160, montmorilonita e 1.C. Preto Bésico 2, hectorita e Azul
Basico B7 I.C. 42595, hectorita e Azul Basico B9 1.C. 52015, hectorita e Vio-
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leta Basico V3 I.C. 42555, hectorita e Verde Bésico G1 1.C. 42040, hectorita
e Vermelho Basico R1 1.C. 45160, hectorita e I.C. Preto Basico 2, saponita e
Azul Bésico B7 I.C. 42595, saponita e Azul Basico B9 I.C. 52015, saponita e
Violeta Basico V3 I.C. 42555, saponita e Verde Basico G1 1.C. 42040, sapo-
nita e Vermelho Basico R1 1.C. 45160, saponita e I.C. Preto Basico 2, e mis-
turas dos mesmos.

Os pigmentos adequados incluem aqueles éelecionados do
grupo consistindo em flavantrona, indantrona, indantrona clorada contendo
de 1 a 4 atomos de cloro, pirantrona, diclorOpirantrona, monobromodicloropi-

rantrona, dibromodicloropirantrona, tetrabromopirantrona, diimida de &cido

- perileno-3,4,9,10-tetracarboxilico, sendo que os grupos imida podem ser

nao-substituidos ou substituidos com alquila C1-C3 ou uma fenila ou radical
heterociclico, e sendo que a fenila e os radicais heterociclicos podem, adi-
cionalmente, transportar substituintes que ndo conferem solubilidade em a-
gua, amidas de acido antrapirimidino carboxilico, violantrona, isoviolantrona,
pigmentos a base de dioxazina, ftalocianina de cobre que pode conter até 2
4tomos de cloro por molécula, ftalocianina de policloro-cobre ou ftalocianina
de polibromocloro-cobre contendo até 14 atomos de bromo por molécula,
bem como misturas dos mesmos.

Em outro aspecto, os pigmentos adequados incluem aqueles
selecionados do grupo consistindo em Azul Ultramarino (1.C. Pigmento Azul
29), Violeta Ultramarino (I.C. Pigmento Violeta 15) e misturas dos mesmos.

Os agentes de matiz para tecidos anteriormente mencionados
podem ser usados em combinagdo (qualquer mistura de agentes de matiz
para tecidos pode ser usada). Os agentes de matiz para tecidos édequados
podem ser obtidos junto a Aldrich de Milwaukee, Wisconsin, USA, Ciba Spe-
cialty Chemicals de Basel, Sui¢a, BASF de Ludwigshafen, Alemanha, Dayglo

Color Corporation de Mumbai, india, Organic Dyestuffs Corp. de East Provi-

dence, Rhode Island, USA, Dystar de Frankfurt, Alemanha, Lanxess de Le-
verkusen, Alemanha, Megazyme de Wicklow, Irlanda, Clariant de Muttenz,
Suica, e Avecia de Manchester, Reino Unido, e/ou produzidos de acordo

com os exemplos aqui contidos.
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Materiais auxiliares

Embora nao essencial para os propositos da presente inven-
¢do, a lista ndo-limitadora de compostos auxiliares mostrada mais adiante
neste documento é adequada ao uso nas composi¢des instantineas e pode
ser desejavelmente incorporada em certas modalidades da inveng¢éo, por
exemplo para auxiliar ou melhorar o desempenho da limpeza, para tratamen-
to do substrato a ser limpo ou para modificar a estética da composicdo de
limpeza, como no caso de perfumes, corantes ou similares. A natureza exata
desses componentes adicionais, bem como seus niveis de incorporagao,
dependera da forma fisica da composi¢cdo e da natureza da operagdo de
limpeza em que serd utilizada. Os materiais auxiliares adequados incluem,
mas nao se limitam a, tensoativos, builders, agentes quelantes, agentes ini-
bidores de transferéncia de corantes, dispersantes, enzimas adicionais e
estabilizantes de enzimas, materiais cataliticos, ativadores de alvejamento,
peréxido de hidrogénio, fontes de perdxido de hidrogénio, peracido pré-
formado, agentes poliméricos dispersantes, remocao de sujeira a base de
argila/agentes anti-redeposicdo, alvejantes, supressores de espuma, coran-
tes, perfumes, agentes elastificantes de estrutura, amaciantes de tecidos,
veiculos, hidrétropos, elementos auxiliares ao' processamento, solventes
e/ou pigmentos. Além da descricdo abaixo, exemplos adequados desses
outros compostos auxiliares, bem como seus niveis de uso, sdo encontrados
nas patentes U.S. N° 5.576.282, N° 6.306.812 B1 e N° 6.326.348 B1, que
estao aqui incorporadas, por referéncia.

Conforme consta, os ingredientes auxiliares ndo sdo essenciais
as composic¢des das requerentes. Portanto, determinadas modalidades das
composi¢des das requerentes nao contém um ou mais dos seguintes mate-
riais auxiliares: tensoativos, builders, agentes quelantes, agentes inibidores
de transferéncia de pigmentos, dispersantes, enzimas adicionais e estabili-
zantes de enzimas, materiais cataliticos, ativadores de alvejamento, peroxi-
do de hidrogénio, fontes de perdxido de hidrogénio, peracidos pré-formados,
agentes poliméricos dispersantes, agentes de remocdo de sujeira/anti-

redeposicao a base de argila, clareadores, supressores de espuma, coran-
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tes, perfumes, agentes elasticizantes de estrutura, amaciantes de tecido,
veiculos, hidrétropos, elementos auxiliares ao processamento, solventes
e/ou pigmentos. No entanto, quando estdo presentes um ou mais compostos
auxiliares, estes podem estar presentes conforme detalhado abaixo:
Agentes de alvejamento — As composi¢des de limpeza da pre-

sente invengdo podem compreender um ou mais agentes de alvejamento.

‘Os agentes de alvejamento adequados, outros que nao os catalisadores de

alvejamento, incluem alvejantes fotoativados, ativadores ‘de alvejamento,
peréxido de hidrogénio, fontes de peréxido de hidrdgénio, peracidos pré-
formados e combinag¢des dos mesmos. Em geral, quando é usado um agen-
te de élvejamento; as composicdes da presente invengio podem compreen-
der de cerca de 0,1% a cerca de 50%, ou mesmo de cerca de 0,1% a cerca
de 25% de agente de alvejamento, em peso da presente composigéb para
limpeza. Exemplos de agentes de alvejamento adequados incluem:

(1) alvejantes fotoativados, por exemplo ftalocianina de zinco
sulfonatada; | '

(2) peracidos pré-formados: Os peracidos pré-formados ade-
quados incluem, mas ndo se limitam a, compostos selecionados do grupo
consistindo em &cidos e sais percarboxilicos, acidos e sais percarbdnicos,
acidos e sais perimidicos, acidos e sais peroximonossulfuricos,'por exemplo
Oxzone ®, e combinag¢des dos mesmos. Os acidos percarboxilicos adequa-
dos incluem peracidos hidrofébicos e hidrofilicos tendo a férmula R-(C=0)0-
O-M, em que R é um grupo alquila, opcionalmente ramificado tendo, quando
o perécido é hidrofébico, de 6 a 14 atomos de carbono, ou de 8 a 12 atomos
de carbono e, quando o perécido é hidrofilico, menos de 6 atomos de carbo-
no, ou mesmo menos de 4 4&tomos de carbono, sendo que M é um contraion,
por exemplo sodio, potassio ou hidrogénio;

(3) fontes de perodxido de-hidrogénio, por exemplo, sais de pe-
ridrato inorganicos, inclusive sais de metais alcalinos como sais sodicos de
perborato (geralmente mono ou tetraidrato), sais de percarbonato, persulfa- -
to, perfosfato e persilicato, e combina¢des dos mesmos. Em um aspecto da

invencdo, os sais de peridrato inorganicos séo selecionados a partir do gru-



10

15

20

25

30 -

25

po consistindo em sais sddicos de perborato, de percarbonato, e combina-
¢O0es dos mesmos. Quando utilizados, os sais de peridrato inorgdnicos es-
tao, tipicamente, presentes em quantidades de 0,05% a 40%, ou de 1% a
30%, em peso do total da composigéo, e sido, tipicamente, incorporados
nessas composicdes sob a forma de um sélido cristalino que pode ser reves-
tido. Os revestimentos adequados incluem sais inorganicos como metal alca-
lino silicato, carbonato ou sais de borato ou misturas dos mesmos, ou mate-
riais organicos como agua-soluvel ou polimeros dispersiveis, ceras, 6leos ou
sabdes graxos; e ,

(4) ativadores de alvejamento tendo R-(C=0)-L em que R é um
grupo alquila, opcionalmente ramificado tendo, quando o ativador de alveja-
mento é hidrofdbico, de 6 a 14 atomos de carbono, ou de 8 a 12 4tomos dé
carbono e, quando o ativador de alvejamento é hidrofilico, menos de 6 ato-
mos de carbono ou mesmo menos de 4 dtomos de carbono, sendo que L é
um grupo de saida. Exemplos de grupos de saida adequados sdo acido
benzdico e derivados do mesmo, especialmente benzenossulfonato. Os ati-
vadores de alvejamento adequados incluem oxibenzenossulfonato de dode-
canoila, oxibenzenossulfonato de decanou’la, acido decanoil oxibenzdico ou
seus sais, 3,5,5-trimetil oxibenzenossulfonato de hexanoila, tetraacetil etile-
no diamina (TAED) e oxibenzenossulfonato de nonanoila (NOBS). Os ativa-
dores de alvejamento adequados sdo, também, apresentados em WO
98/17767. Embora qualquer ativador de alvejamento adequado possa ser
utilizado, em um aspecto da invencao a presente composi¢cao para limpeza
pode compreender NOBS, TAED ou misturas dos mesmos.

Quando presente, o peracido e/ou ativador de alvejamento esta
geralmente presente na composi¢do em uma quantidade de cerca de 0,1% a
cerca de 60%, de cerca de 0,5% a cerca de 40%, ou mesmo de cerca de
0,6% a cerca de 10%, em peso, com base na composi¢gdo. Um ou mais pe-
racidos hidrofébicos ou precursores dos mesmos podem ser usados em
combinagdo com um ou mais peracidos hidrofilicos ou precursores dos
mesmos.

As quantidades da fonte de perdxido de hidrogénio e de: pera-
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cido ou ativador de alvejamento podem ser selecionadas de modo que a ra-
zA0 molar entre o oxigénio disponivel (da fonte de perdxido) e o peréacido
seja de 1:1 a 35:1 ou mesmo 2:1 a 10:1.

Tensoativos - As composi¢bes de limpeza de acordo com a
presente invencdo podem compreender um tensoativo ou um siSAMSA ten-

soativo no qual o tensoativo pode ser selecionado de tensoativos nao-

“ibnicos, tensoativos anidnicos, tensoativos catidnicos, tensoativos anfoliticos,

tensoativos zwitteribnicos, tensoativos ndo-idnicos semipolares e combina-
¢bes dos mesmos. Quando utilizado, o tensoativo esta tipicamente presente
a um teor de cerca de 0,1% a cerca de 60%, de cerca de 1% a cerca de
50%, ou mesmo de cerca de 5% a cerca de 40%, em peso da presente
composicao.

Builders - As composi¢des de limpeza da presente invengao
podem compreender um ou mais builders detergentes ou sisAMSAs de buil-
der. Quando um builder for usado, a presente composicao compreendera,
tipicamente, ao menos cerca de 1%, de cerca de 5% a cerca de 60%, ou
mesmo de cerca de 10% a cerca de 40% de builder, em peso da presente
composicdo. Os builders incluem, mas néo se limitam a, sais de polifosfatos
de metal alcalino, amdnio e alcanol amoénio, silicatos de metal alcalino, alca-
lino-terroso e carbonatos de metal alcalino, builders de alurhinossilicato,
compostos de policarboxilato, éter hidréxi policarboxilatos, copolimeros de
anidrido rhaléico com etileno ou vinil metil éter, acido 1, 3, 5-triidroxi benze-
no-2, 4, 6-trissulfénico e acido carbdxi metil 6xi succinico, os diversos sais
de metal alcalino, amdnio e amdnio substituido de acidos poliacéticos como
acido etilenodiamino tetraacético e acido nitrilotriacético, bem como policar-
boxilatos como acido melitico, &cido succinico, &cido citrico, acido oxidissuc-
cinico, acido polimaléico, acido benzeno 1,3,5-tricarboxilico, acido carboxi
‘metil 6xi succinico, e seus sais soluveis.

Agentes quelantes - As composi¢bes de limpeza da presente
invencdo podem conter um agente quelante. Os agentes quelantes adequa-
dos incluem agentes quelantes de cobre, ferro e/ou manganés, e combina-

cSes dos mesmos. Quando um agente quelante é usado, a presente compo-
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sicdo pode compreender de cerca de 0,005% a cerca de 15%, ou mesmo de

~cerca de 3,0% a cerca de 10% de agente quelante, em peso da presente

composicao. A
Agentes inibidores de transferéncia de pigmentos - As compo-

sicoes de limpeza da presente invencao podem conter também um ou mais

- agentes inibidores de transferéncia de pigmentos. Agentes poliméricos inibi-

dores de transferéncia de corantes adequados incluem, mas nao se limitam
a, polimeros de polivinil pirrolidona, polimeros de poliamina N-éxido, copoli-
meros de N-vinil pirrolidona e N-vinil imidazol, polivinil oxazolidonas e polivi-
nil imidazois, ou misturas desses itens. Quando presentes em uma composi-
¢do da presente invengao, os agentes inibidores de transferéncia de pigmen-
tos podem estar presentes em teores na faixa de cerca de 0,0001% a cerca
de 10%, de cerca de 0,01% a cerca de 5%, ou mesmo de cerca de 0,1% a
cerca de 3%, em peso da composicao.

Clareadores - As composi¢gbes de limpeza da presente inven-

¢ao podem, também, conter componentes adicionais que podem tonalizar os

artigos sendo limpos, como clareadores fluorescentes. Os teores adequados
de clareador fluorescente incluem desde teores mais baixos, de cerca de
0,01, de cerca de 0,05, de cerca de 0,1 ou mesmo de cerca de 0,2%, em
peso, até teores mais altos de 0,5 ou mesmo 0,75%, em peso.

Dispersantes - As composi¢des da presente invengdo podem, -
também, conter dispersantes. Os materiais organicos soluveis em agua ade-
qguados incluem os acidos homo ou copoliméricos, ou seus sais, em que 0
acido policarboxilico contenha ao menos dois radicais carboxila separados
um do outro por ndo mais de dois atomos de carbono. |

Enzimas adicionais - As composi¢des de limpeza podem conter
uma ou mais enzimas, as quais proporcionam desempenho da limpeza e/ou
beneficios de tratamento de tecidos. Exemplos de enzimas adequadas in-
cluem, mas nao se limitam a, hemicelulases, peroxidases, proteases, celula-
ses, xilanases, lipases, fosfolibases, esterases, cutinases, pectinaSes, ma-
nanases, pectato liases, queratinases, redutases, oxidases, fenoloxidases,

lipoxigenases, ligninases, pululanases, tanases, pentosanases, malanases,
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B-glucanases, arabinosidases, hialuronidase, condroitinase, lacase e amila-

~ ses, ou misturas dos mesmos. Uma combinagéo tipica é um coquetel de en-

zimas que pode compreender, por exemplo, uma protease e uma lipase em
conjunto com amilase. Quando presentes em uma composicdo para limpeza,
as enzimas adicionais anteriormente mencionadas podem estar presentes
em teores na faixa de cerca de 0,00001% a cerca de 2%, de cerca de

,0,0001% a cerca de 1% ou mesmo de cerca de 0,001% a cerca de 0,5%, em

peso da composigao, de proteina de enzima.

Estabilizantes de enzimas - As enzimas para uso em detergen-
tes podem ser estabilizadas por meio de varias técnicas. As enzimas empre-
gadas neste caso podem ser estabilizadas pela presenca de fontes soluveis
de agua de ions de célcio e/ou magnésio nas composi¢des finais que forne-
cem tais ions as enzimas. No caso de composi¢cbes aquosas compreénden-
do protease, um inibidor reversivel de protease, como um composto de boro,
pode ser adicionado para otimizar ainda mais a estabilidade.

_ Complexos de metal cataliticos — As composi¢des de limpeza
das requerentes podem incluir complexos de metal cataliticos. Um tipo de
catalisador de alvejante contendo metal é um siSAMSA catalisador que con-
tém um cétion de metal de transicdo com atividade catalitica definida para al- -

vejante, como cations de cobre, ferro, titanio, ruténio, tungsténio, molibdénio

“ou manganés, um céation de metal auxiliar com pouca ou nenhuma atividade

catalitica para alvejante, como cétions de zinco ou aluminio, e um seqlestra-
do que tem constantes de estabilidade definidas para os cations de metal ca-
taliticos e auxiliares, particularmente acido etilenodiamino tetraacético, etileno
diamino tetra(acido metileno fosfénico), e sais soluveis em agua dessas subs-
tancias. Esses catalisadores sdo apresentados em U.S. 4.430.243.
_ Se for desejado, as composi¢des da presente invengdo podem
ser catalisadas por meio de um composto de manganés. Esses compostos e
teores de uso sdo bem-conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, os
catalisadores baseados em manganés apresentados em U.S. 5.576.282.
Os catalisadores alvejantes de cobalto aqui utilizdveis sdo co-

nhecidos e sdo descritos, por exemplo, nas patentes US 5.597.936 e US



10

15

20

25

30

29

5.595.967. Esses catalisadores baseados em cobalto s&o prontamente pre-
parados por meio de procedimentos conhecidos, como ensinado, por exem-
plo, em U.S. N° 5.597.936 e U.S. N° 5.595.967.

As composi¢goes da presente invengdo podem, também, ade-
quadamente incluir um complexo de metais de transigao de ligandos, como
bispidonas (WO 05/042532 A1) e/ou ligandos macropoliciclicos rigidos, a-
breviados como "LMRs". Por uma questdo de pratica, mas sem que isto
constitua uma limitagcdo, as composigdes e processos da presente invengao
podem ser ajustadas para fornecer da ordem de ao menos uma parte: por
cem milhdes da espécie ativa de LMR no meio aquoso para lavagem,-e tipi-
camente fornece de cerca de 0,005 ppm a cerca de 25 ppm, de cerca de
0,05 ppm a cerca de 10 ppm, ou mesmo de cerca de 0,1 ppm a cerca de 5
ppm de LMR no liquido de lavagem.

Os metais de transicdo adequados no presente catalisador

branqueador a base de metal de transi¢édo incluem, por exemplo, manganés,

ferro e cromo. Os LMRs adequados incluem 5,12-dietil-1,5,8,12-
tetraazabiciclo[6.6.2]hexadecano.

Os LMRs de metal de transicdo adequados sdo prontamente
preparados por meio de procedimentos conhecidos, como ensinado, por e-
xemplo, em WO 00/32601 e em U.S. N° 6.225.464.

Solventes — Os solventes adequados incluem &gua e outros

solventes, como fluidos lipofilicos. Exemplos de fluidos lipofilicos adequados

-incluem siloxanos, outros silicones, hidrocarbonetos, éteres de glicol, deriva-

dos de glicerina como éteres de glicerina, aminas perfluoradas, solventes
perfluorados e a base de éter hidrofluorado, solventes organicos nao-
fluorados de baixa volatilidade, solventes a base de diol, outros solventes
ambientalmente compativeis e misturas desses itens. ’

Processos para producao de composicoes

As composicdes da presente invengdao podem ser formuladas
em qualquer forma adequada, e preparadas por meio de qualquer processo
escolhido pelo formulador, sendo alguns exemplos n&o-limitadores das

mesmas descritos nos exemplos das requerentes e em U.S. 4.990.280, U.S.
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20030087791A1, U.S. 20030087790A1, U.S. 20050003983A1, U.S.
20040048764A1, U.S. 4.762.636, U.S. 6.291.412, U.S. 20050227891A1, EP
1070115A2, U.S. 5.879.584, U.S. 5.691.297, U.S. 5.574.005, U.S.
5.569.645, U.S. 5.565.422, U.S. 5.516.448, U.S. 5.489.392 e U.S. 5.486.303,
estando todos esses documentos aqui incorporados, a titulo de referéncia.
Método de Uso

A presente invengao inclui um método para Iirhpeza e/ou trata-
mento de um local entre outros uma superficie ou um tecido. Esse método
inclui as etapas de colocar uma modalidade da composi¢ao de limpeza das
requerentes, em sua forma pura ou diluida em um liquido de lavagem, em
contato com pelo menos uma por¢édo de uma superficie ou tecido e entdo,
opcionalmente, enxaguar essa superficie ou esse tecido. Pode-se submeter
a superficie ou o tecido a uma etapa de lavagem antes da etapa de enxagle
mencionada acima. Para as finalidades da presente invencéo, a lavagem in-
clui, porém nao se limita a, esfregamento e agitagdo mecanica. Como sera
apreciado por um elemento versado na técnica, as}composigées de Iimpeza
da presente invengdo sao idealmente adequadas para uso em aplicagdes de
lavagem de roupas. Consequlientemente, a presente invengao inclui um méto-
do de lavagem de um tecido. O método inclui as etapas de colocar um tecido
a ser lavado em contato com a dita solugdo de limpeza para Ia\}anderia con-
tendo ao menos uma modalidade das requerentes para composi¢édo de limpe-
za, aditivd de limpeza ou uma mistura desses itens. O tecido pode conter pra-
ticamente qualquer tecido que possa ser lavado em condi¢des de uso normais
pelo consumidor. A solugéo tem, de preferéncia, um pH na faixa de cerca de 8
a cerca de 10,5. As composi¢cdes podem ser usadas em conceniragées de
cerca de 500 ppm a cerca de 15.000 ppm em solugdo. As temperaturas da
agua situam-se, tipicamente, na faixa de cerca de 5°C a cerca de 90°C. A ra-
z&0 entre a dgua e o tecido e, tipicamente, de cerca de 1:1 a cerca de 30:1.
Método de teste 1

E fornecido aqui um protocolo para definir se um material co-

rante ou pigmento é um agente de matiz para tecidos, para o propdsito da

invencao:
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1) Preencher dois potes de tergotdmetro com 800 mL de agua
da rede puablica de Newcastle upon Tyne, Reino Unido (dureza total de ~0,21
g/L (12 grdos por US galdo), disponivel junto a Northumbrian Water, Pity Me,
Durham, Co. Durham, Reino Unido).

2) Inserir os potes no tergotdmetro, com temperatura da agua

- controlada a 30°C e agitacao ajustada para 40 rpm por toda a duragao do

experimento.

) 3) Adicionar a cada pote 4,8 g de detergente IEC-B (IEC 60456
Washing Machine Reference Base Detergent Type B), disponivel junto a wfk,
Bruggen-Bracht, Aiemanha.

4) Apds dois minutos, adicionar 2,0 mg de ativo colorante ao
primeiro pote. |

5) Apdés um minuto, adicionar a cada pote 50 g de tecido sim-
ples de algodéo (disponivel junto a Warwick Equest, Consett, County Du-
rham, Reino Unido), recortado em amostras de 5 cm x 5 cm.

6) Apds 10 minutos, drenar os potes e reabastecer com &gua
fria da rede publica de Newcastle upon Tyne (16°C).

7) Apés 2 minutos de enxague, remover os tecidos.

8) Repetir as etapas de 3 a 7 durante outros trés ciclos, usando
oé mesmos tratamentos.

9) Coletar os tecidos e secé-los em varal, em ambiente interno,
durante 12 horas

10) Analisar as amostras mediante o uso de um espectrémetro
Hunter Miniscan equipado com iluminante D65 e filtro de corte de UVA, para
obter os valores Hunter a (eixo vermelho-verde) e Hunter b (eixo amérelo-
azul). o

11) Calcular a média dos valores Hunter a e Hunter b para ca-
da conjunto de tecidos. Se os tecidos tratados com o colorante sob avaliagéo
apresentarem uma diferenga média de matiz superior a 0,2 unidades no eixo
geométrico a ou no eixo geométrico b, o dito colorante é considerado um

agente de matiz para tecidos, para o proposito da invengao.
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Exemplos
Exemplos de variantes de lipase

Os produtos quimicos usados como tampdes e substratos sdo
produtos comercialmente disponiveis pelo menos com grau de reagente.
- Meios e solugdes: LAS (Surfac PS®) e Zeolite A (Wessalith

P®). Outros ingredientes usados séo reagentes para laboratério convencio-

- Materiais: EMPA221, disponivel junto & EMPA St. Gallen, Ler-
chfeldstrasse 5, CH-9014 St. Gallen, Suica |

Exemplo 1: Producdo de enzima

Um plasmidio contendo o gene que codifica a lipase é constru-
ido e transformado em uma célula hospedeira adequada, mediante o uso de
métodos-padrao da técnica.

~ A fermentacgé@o é realizada sob a forma de fermentagao por Idte
alimentado, mediante o uso de um meio com temperatura constante de
34°C, e um volume inicial de 1,2 litros. O pH inicial do meio é ajuStado para
6,5. Uma vez que o pH tenha aumentado para 7,0, esse valor € mantido me-
diante a adicdo de H3PO4 a 10%. O nivel de oxigénio dissolvido no meio é
controlado mediante a variagdo da taxa de agitacdo, usando-se uma taxa de
aeracao fixa de 1,0 litro de ar por litro de meio, por minuto. A téxa de adigao
de alimento é mantida a um teor constante durante toda a fase de lote ali-
mentado.' O meio do lote continha xarope de maltose como fonte de carbo-
no, uréia e extrato de levedura como fonte de nitrogénio, e uma mistura de
oligoelementos metélicos e sais. O alimento adicionado de maneira continua
durante a fase de lote alimentado contém xarope de maltose como fonte de
carbono, enquanto extrato de levedura e uréia sdo adicionados para assegu-
rar um suprimento suficiente de nitrogénio. .
_ A purificagdo da lipase pode ser feita mediante 0 uso de méto-
dos-padrdo conhecidos na técnica, por exemplo mediante a filtragéo do so-
brenadante da fermentagdo, e a subsequente cromatografia hidrofébica e
troca de anions, por exemplo conforme descrito em EP 0 851 913, Exemplo
3.
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Exemplo 2: AMSA (Teste de Esforco Mecénico Automatizado) para calculo

do Desempenho Relativo (RP).

As variantes de enzima do presente pedido sao testadas medi-
ante o uso de Teste de Esforco Mecéanico Automatizado (AMSA). Com o tes-
te AMSA, pode-se examinar o desempenho de lavagem de uma grande
quantidade de solugdes enzimaticas detergentes em pequenos volumes. A
placa de AMSA tem um certo numero de fendas para solugdes de teste, e
uma tampa que comprime firmemente a amostra de produto téxtil a ser lava-
da contra as aberturas em fenda. Durante o tempo de lavagem, a placa, as
solugbes de teste, o produto téxtil e a tampa sao vigorosamente agitados
para colocar a solugdo de teste em contato com o produto téxtil, e para apli- -
car esforgo mecénico. Para uma descrigdo mais detalhada, vide WO
02/42740, especialmente o paragrafo "Special method embodiments”, nas
paginas 23 a 24. Os recipientes, que contém a solugdo de teste do detergen-

te, consistem em orificios cilindricos (6 mm de didmetro, 10 mm de profundi-

'dade) em uma placa de metal. O tecido manchado (material de teste) fica no

topo da placa de metal e é usado como tampa e lacre nos recipientes. Uma
outra placa de metal fica no topo do tecido manchado para evitar qualquer
derramamento de cada um dos recipientes. As duas placas de metal, juntas
com o tecido manchado, sédo vibradas para cima e para baixo a uma fre-
qliiéncia de 30 Hz, com uma amplitude de 2 mm.

O ensaio é conduzido sob as condigcdes experimentais abaixo

especificadas:
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0,5 g/L de LAS

0,52 g/L de Na2CO3

1,07 g/L de zedlito A

0,52 g/L de citrato trissédico

Solugéo de teste

Volume da solucdo de teste [ 160 microl/l

|pH tal como é (=9,9)
Tempo de lavagem 20 minutos
Temperature 30°C
15°dH

Dureza da agua _ o~ 2D ,
Raz&o de Ca**/Mg~*/NaHCO3:4:1:7,5

Concentragcdo de enzimas na|0,125, 0,25, 0,50, 1,0 mg proteina de

solucdo de teste enzima/litro (mg ep/l)

Desempenho: apds a lavagem, as pegas
de produto téxtil sdo imediatamente en-
xaguadas em Aagua da rede publica e
Secagem secas em ar a 85°C durante 5 minutos.

_ Odor: apds a lavagem, as pegas de pro-
duto téxtil sdo imediatamente enxagua-
das em &gua da rede publica e secas a
temperatura ambiente (20°C) durante

duas horas.

Amostra com creme e turmérico, confor-

me descrito mais adiante neste docu-

Material de teste
mento (EMPA221, usada como produto

téxtil de algodao)

Tabela 3

Amostras com creme turmérico sdo preparadas mediante a
misturacdo de 5 g de turmérico (Santa Maria, Dinamarca) com 100 g de
creme (38% de gordura, Arla, Dinamarca) a 50°C, sendo que a mistura é
deixada a essa temperatura durante cerca de 20 minutos e filtrada (50°C)

para remover quaisquer particulas ndo-dissolvidas. A mistura é resfriada até
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20°C, e amostras de tecido de algodao, EMPA221, sao imersas na mistura
de creme turmérico, sendo entdo deixadas secar a temperatura ambiente de
um dia para outro e congeladas até o uso. A preparagdo das amostras de
creme turmérico séo apresentadas no Pedido de Patente PA 2005 00775,
depositado em 27 de maio de 2005.

O desempenho da variante de enzima é medido como o brilho
da cor das amostras de produto téxtil lavadas com aquela variante de enzi-
ma especifica. O brilho pode, também, ser expresso como a intensidade de
luz refletida a partir da amostra de produto téxtil quando iluminada com luz
branca. Quando o produto téxtil estd manchado, a intensidade da luz refleti-
da é mais baixa que aquela de um produto téxtil limpo. Portanto, a intensida-
de da luz refletida pode ser usada para medir 0 desempenho de lavagem dé
uma variante de enzima.

| As medicdes de cor sao feitas em uma scanner de base plana
de uso profissional (PFU DLpro), a qual é usada para capturar uma imagem
das amostras de produto téxtil lavadas. As digitalizacdes sdo feitas com uma
resolugdo de 200 dpi e com uma profundidade de cor na saida de 24 bits.
Para a obtencao de resultados acurados, a scanner é calibrada freqliente-
mente com um alvo reflexivo Kodak IT8.
N Para extrair um valor da intensidade de luz das imagens digita-
lizadas, é usado um aplicativo de software especialmente projetado (No-
vozymes Color Vector Analyzer). O programa recupera os valores de pixel
em 24 bits da imagem, e os converte em valores para vermelho, verde e azul
(RGB, ou Red, Green, Blue). O valor da intensidade (Int) é calculado medi-
ante a adicdo dos valores RGB como vetores e, entdo, tomando-se o com-

primento do vetor resultante:

Int=\r*+g*+b*

O desempenho de lavagem (P) das variantes é calcUIado de

acordo com a seguinte férmula:
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P = Int(v) — Int(r) em que

Int(v) é o valor de intensidade de luz da superficie do produto
téxtil lavada com a enzima testada, enquanto Int(r) é o valor de intensidade
de luz da superficie do produto téxtil lavada sem a enzima testada.

E dada uma pontuacao de desempenho relativo como resulta-
do da lavagem AMSA, de acordo com a definicdo: as pohtuagées de De-
sempenho Relativo (RP) sdo o0 somatério dos desempenhos (P) das varian-.
tes de enzima testadas contra a enzima de referéncia: RP = P(enzima de
teste) / P(enzima de referéncia).

O RPavg indica o desempenho relativo médio em comparagao
ao da enzima de referéncia em todas as quatro concentragbes de enzimas
(0,125, 0,25, 0,5, 1,0 mg ep/l)

RPavg = média(RP(0,125), RP(0,25), RP(0,5), RP(1,0))

Considera-se que a variante exibe desempenho de lavagem o-
timizado se tiver um desempenho melhor que o da referéncia. No contexto
da presente invengao, a enzima'de referéncia € a lipase da SEQ. ID n® 2,
com as substituicdes T231R + N233R.

Exemplo 3: GC (cromatografia gasosa) para calculo do fator de risco.

A liberagdo de &cido butirico a partir das amostras lavadas com
lipase é medida por meio de cromatografia a gas por microextragdo em fase
sélida (SPME-GC), utilizando-se 0 método exposto a seguir. Quatro pecas
de produto téxtil (com 5 mm de diametro), lavadas na solugdo es'pecificada
na Tabela 3, contendo 1 mg/ L de lipase, sdo transferidas para um frasco de
cromatografia gasosa (GC). As amostras sédo analisadas em um cromatdgra-
fo gasoso Varian 3800 GC equipado com uma coluna de protegdo Stabilwax-
DA w/lntegra (30 m, 0,32 mm ID e 0,25 micro-m df) e uma fibra Carboxen
PDMS para MEFS (75 micro-m). Cada amostra é pré-incubada durante 10
min a 40°C, seguido de 20 min de amostragem com a fibra para MEFS no
espaco livre sobre as pecas de produto téxtil. A amostra é, subseqlente-
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mente, injetada na coluna (temperatura do injetor = 250°C). Fluxo da coluna
= 2 mL de hélio/min. Gradiente de temperatura do forno de coluna: 0 min =
40°C, 2 min = 40°C, 22 min = 240°C, 32 min = 240°C. O &cido butirico é de-
tectado por meio de detecgao FID, e a quantidade de acido butirico é calcu-
lada com base em uma curva-padrao para acido butirico.

O desempenho de risco para odor, R, de uma variante de lipa-
se é a razdo entre a quantidade de acido butirico liberado pela amostra la-
vada com a variante de lipase e a quantidade de acido butirico liberado por
uma amostra lavada com a lipase da SEQ. ID n? 2 com as substituicdes
T231R + N233R (enzima de referéncia), depois de ambos os valores terem
sido corrigidos para a quantidade de &cido butirico liberado por uma amostra
lavada sem lipase. O risco (R) das variantes é calculado de acordo com é

formula abaixo:

Odor = medido em micro g de acido butirico desenvolvido a 1 mg de protei-

na de enzima /| corrigido para a amostra de controle
Oenzima de teste = OO enzima de teste - @mostra de controle
Oenzima de referéncia = OTOT enzima de referéncia - @mostra de controle

R = Oenzima de teste / Oenzima de referéncia

Considera-se que a variante exibe odor reduzido, em compara-
¢ao a referéncia, se o fator R for menor que 1.
Exemplo 4: atividade (LU) em relacdo a absorbancia a 280 nm

A atividade de uma lipase em relagdo & absorbancia a 280 nm
é determinada por meio do ensaio LU/A280, apresentado a seguir: '

A atividade da lipase € determinada conforme descrito acima
na se¢do "Atividade da lipase". A absorbancia da lipase a 280 nm é medida
(A280), e a razao LU/A280 é calculada. A LU/A280 relativa é calculada como
a LU/A280 da variante dividida pela LU/A280 de uma enzima de referéncia.
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No contexto da presente invengdo, a enzima de referéncia é a lipase da

SEQ. ID n? 2, com as substituicdes T231R + N233R.

Exemplo 5: BR — relacio risco/beneficio

O fator risco/beneficio descrevendo o desempenho em compa-
ragdo ao risco reduzido para ocorréncia de odores é, portanto, definido
como: BR = RPavg/R

Considera-se que a variante exibe desempehho de lavagem
otimizado e odor reduzido, se o fator BR for mais alto que 1. |

Mediante a aplicagao dos métodos acima descritos, sao obtidos

0s seguintes resultados:

_ Média

Variante | Mutagdes na SEQ. IDn®2 RP BR LU/A280

. (RPavg)

1 1202G + T231R + N233R 0,84 1,41 nao-

determinado

2 186V + L227G + T231R + N233R + P256K | 1,08 1,52 1.700

3 Q4V + S58N + V60S + T231R + N233R 0,87 1,73 1.950

4 S58N + V60S + I90R + T231R + N233R 1,06 1,27 2.250

5 I255Y + T231R + N233R 1,19 1,17 |3.600

6 I90A + T231R + N233R + 1255V 1,13 1,14 2.700

|Refe- | T231R + N233R 1,00 1,00 3.650
réncia | _

7 G91A + E99K + T231R+N233R + Q249R +|0,43 nio- 850
270H + 271T + 272P + 273S + 274S + 275G determi- |
+276R + 277G + 278G + 279H + 280R nado

8 G91A + E99K + T231R, N233R + Q249R +|0,13 néo- 500
270H + 271T + 272P + 273S + 274S + 275G determi-

+ 276R + 277G + 278G ' nado
Tabela 4

4 A lipase de referéncia e as variantes 7 e 8 na Tabela 4 sao
descritas em WO 2000/060063.
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BR — Relacao risco/beneficio

A relagéo risco/beneficio foi medida para as variantes relacio-

nadas na Tabela 5. O fator risco/beneficio foi medido da mesma forma des-

crita no Exemplo 5, e descobriu-se que 0 mesmo estava acima de 1 para

todas as variantes relacionadas.

Variante Mutacdes na SEQ. IDn22

Referéncia | T231R + N233R

9 L97V+ T231R+N233R

10 A150G+T231R+N233R

11 I90R+T231R+N233R

12 1202V+T231R+N233R

13 L227G+ T231R+ N233R+ P256K

14 I90A+ T231R+ N233R

15 T231R+N233R+ 1255P

16 190V+1255V+T231R+N233R

17 F211L+ L227G+ T231R+ N233R+ 1255L+ P256K

18 S58N+ V60S+ T231R+ N233R+ Q249L

19 S58N+ V60S+ T231R+ N233R+ 0249

20 A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K

21 K46L+ S58N+ V60S+ T231R+ N233R+ Q249L+ D254|

22 Q4L+ E43T+ K461+ S58N+ V60S+ T231R+ N233R+ Q249L+ D2541

23 Q4L+ S58N+ V60S+ T231R+ N233R+ Q2491 + D254l

24 K461+ S58N+ V60S+ T231R+ N233R+ Q249L+ D254L

25 K46L+ S58N+ V60S+ K223+ T231R+ N233R+ D2541

26 E43T+ K461+ S58N+ V60S+ T231R+ N233R+ Q249L+ D254l

27 S58N+ V60S+ 186V+ A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K

28 K24R+ K46R+ K74R+ 186V+ K98R+ K127R+ D137K+ A150G+ K223R+

T231R+ N233R

29 S58A+V60A+ 186V+T231R+N233R

30 K24R+ K46R+ S58N+ V60S+ K74R+ 186V+ K98R+ K127R+ D137K+ K223R+
| T231R+ N233R
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Variante [ Mutactes na SEQ. IDn?2
|31 S58A+ V60A+ 186V+ A150G+ T231R+ N233R
32 S58N+ V60V+ D62G+ T231R+ N233R
33 Q4V+ S58N+ V60S+ 186V+ T231R+ N233R+ Q249L
34 Q4V+ S58N+ V60S+ 186V+ A150G+ T231R+ N233R+ 1255V
35 Q4V+ S58N+ V60S+ I90A+ A150G+ T231R+ N233R+ 1255V
136 Y53A+ S58N+ V60S+ T231R+ N233R+ P256L
37 - 1202L+ T231R+ N233R+ 1255A '
38 S58A+ V60S+ 186V+ A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K
39 D27R+ S58N+ V60S+ 186V+ A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K
40 V60K+ 186V+ A150G+ L227G+ T231 FH N233R+ P256K |
41 Q4V+ S58A+ V60S+ S83T+ 186V+ A150G+ E210K+ L227G+ T231R+
N233R+ P256K |
42 Q4V+ V60K+ S83T+ I86V+ A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K
43 D27R+ V60K+ 186V+ A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K
44 Q4N+ L6S+ S58N+ V60S+ 186V+ A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K
45 E1N+ V60K+ 186V+ A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K
46 VB0K+ 186V+ A150G+ K223N+ G225S+ T231R+ N233R+ P256K
47 E210V+ T231R+ N233R+ Qé49H
48 S58N+ V60S+ E210V+ T231 h+ N233R+ Q249R
49 Q4V+ V60K+ 190R+ T231R+ N233R+ 1255V
50 Q4V+ V60K+ A150G+ T231R+ N233R
51 V60K+ SBST;L T231R+ N233R
52 V60K+ A150G+ T231R+ N233R+ 1255V
53 T231R+ N233G+ D234G
54 S58N+ V60S+ 186V+ A150G+ E210K+ L227G+ T231R+ N233R+ Q249R+ P256K
55 S58N+ V60S+ 186V+ A150G+ E210K+ L227G+ T231R+ N233R+ 1255A+ P256K
56 S58N+ V60S+ 186V+ A150G+ G156R+ E210K+ L227G+ T231R+ N233R+
1255A+ P256K
57 S58T+ V60K+ 186V+ N94K+ A150G+ E210V+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K
58 S58T+ V60K+ 186V+ D102A+ A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K
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Variante Mutacbes na SEQ. ID n? 2
59 S58T+ VE0OK+ 186V+ D102A+ A150G+ E210V+ L 227G+ T231R+ N233R+ P256K
60 S58T+ V60K+ S83T+ 186V+ N94K+ A150G+ E210V+ L227G+ T231R+
N233R+ P256K
61 S58A+ V60S+ 186V+ T143S+ A150G+ L227G+ T231R+ N233R+ P256K
62 (G91S+ D96V+ D254R
63 V60L+ G91M+ T231W+ Q249L
64 | T37A+ D96A+ T231R+ N233R+ Q249G
65 E56G+E87D+T231R+N233R+D254A
66 E210K+T231R+N233R
67 D27H+E87Q+D96N+T231 R+N233R+D254V
68 F181L+E210V+T231R+N233R
69 D27N+ D96G+ T231R+ N233R
70 D96N+ T231R+ N233R
171 T231R+ N2331+ D234G
72 S58K+ V60L+ E210V+ Q249R
73 S58H+ V60L+ E210V+ Q249R
74 Q4V+ FE5V+ 186V+ T231R+ N233R+ 1255V
75 Q4V+ S58T+ V60K+ T199L+ N260A+ E210K+ T231R+ N233R+ 1255A+ P256K
76 Q4V+ D27N+ V60K+ T231R+ N233R
77 190F + 1202P+ T231R+ N233R+ 1255L
78 S58N+ V60S+ D158N+ T231R+ N233R
79 S58N+ V60S+ S115K+ T231R+ N233R
80 S58N+ V60S+ L147M+ A150G+ F211L+ T231R+ N233R
81 V60K+ A150G+ T231R+ N233R
82 190V+L227G+T231R+N233R+ P256K
83 T231R+N233R+ 12558
84 186G+ T231R+ N233R
85 V60K+ 1202V+ E210K+ T231R+ N233R+ 1255A+ P256K
86 190G+ 1202L+ T231R+ N233R+ 12558

87

S58G+ V60G+ T231R+ N233R
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A lipase de referéncia é descrita em WO 2000/060063.

Exemplos de composicao
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Exceto onde indicado de outro modo, os materiais podem ser

obtidos junto a Aldrich, P.O. Box 2060, Milwaukee, WI, 53201, USA.

Exemplosde 1 a6

Composicdes detergentes granulares para lavagem de roupas, cria-

do para lavagem & m&o ou para méquinas de lavar com carregamento pelo topo.

1% em2 (%o em3 (% emd (% embd (% emb (% em

peso)  jpeso) es0) peso) eS0) es0)
Sulfonato de alquilbenzeno linear 20 22 20 15 20- 20
C12.14 dimetil hidroxi etil cloreto de amonio (0,7 1 1 0,6 0,0 0,7
AE3S 0,9 0,0 0,9 0,0 0,0 0.9
AE7 0,0 0,5 0,0 1 3 1
(Tripolifosfato de sédio 23 I 30 23 17 12 23
Zedlito A | 0,0 0,0 0.0 0,0 10 0,0
1,6R Silicato (Si02:NaO a uma razédo de
1,6:1) 7 7 7 7 7 7
Carbonato de sédio 15 14 |15 18 15 15
Poliacrilato (peso molecular 4.500) 1 0,0 1 1 1,5 A 1
Carboximetilcelulose 1 1 1 1 1 1
Savinase®32,89 mglg 0,1 007 o1 0,1 0,1 0,1
Natalase® 8,65 mg/g 0,1 0,1 0,1 0,0 0,1 0,1
Lipaset 18 mg/g 0,03 0,07 0,3 0,1 0,07 0,4
Clareador fluorescente 1 006 00 o6 18 006 006
Clareador fluorescente 2 0,1 0,06 0,1 0,0 0,1 0,1
Dietilenotriamina acido pentaacético 0,6 0,3 0,6 0,25 0,6 0,6
MgSOq4 1 1 1 0,5 1 1
Percarbonato de sédio 0,0 5,2 0,1 0,0 0,0 0,0
Perborato de sédio monoidrato 4.4 0,0 3,85 2,09- 0,78 3,63
NOBS _ 1,9 0,0 1,66 - 0,33 0,75
[TAED 0,58 1,2 0,51 - 0,015 0,28 |
Ftalocianina de zinco sulfonada 0,0030 |- 0,0012 0,0030 0,0021 -
S-ACMC 0,1 006 | - -
\Violeta Direto 9 - - 0,0003 00,0005 0,0003 -
azul ultramarino E - - - - 0,2
Sulfato/lumidade ‘lasp 100%gsp 100%gsp 100% |gsp 100% |qsp 100% Jgsp 100%
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Qualquer das composi¢des acima € usada para a lavagem de
tecidos a uma concentragao na faixa de 600 ppm a 10.000 ppm, em agua,
com condicdes médias tl’picas‘ de 2.500 ppm, 25°C e uma razao agua:pano
de 25:1.

Exemplosde 7 a 10

Composicoes detergentes granulares para lavagem de roupas,

criado para maquinas de lavar automaticas com carregamento frontal.

7% em|8 (% em|9 (% em| 10 (% em
peso) . | peso) peso) peso) -
Sulfonato de alquilbénzeno linear 8 7,1 7 65
_AE3S 0 4,8 0 52
Sulfato de alquila - . 1 0 1 | 0
AE7 ' ~l22 o 3,2 0
Cloreto de dimetil hidréxi etilaménio Cip.12 0,75 0,94 0,98 0,98
Silicato cristalino lamelar (8-Na»Si>,Os) 41 0 4,8 0
Zedlito A 20 0 17 0
Acido citrico : 3 5 3 '4
Carbonato de sédio 15 20 14 20
Silicato 2R (SiOz:Na;0 a uma razio de 2:1) | 0,08 0 0,11 0
agente de Iibéragéo de sujeira 0,75 0,72 0,71 0,72
Copolimero de acido acrilico/acido maléico 1,1 3,7 1,6 3,7
carboxi metil celulose 0,15 1,4 0,2 1,4
Protease (56,00 mg de ativo/g) 0,37 0.4 0,4 0,4
Termamyl® (21,55 mg de ativo/g) ,0'3 0,3 0,3 0,3
Lipaset (18,00 mg de ativo/g) 0,05 0,15 0,1 0,5
Natalase® (8,65 mg de ativo/g) 0,1 0,14 0,14 0,3
TAED 36 4,0 3,6 4,0
Percarbonato 13 13,2 13 13,2
Sal sodico de 4&cido etilenodiamino-N,N'-
dissuccinico, (8,S) isbmero (EDDS) 0,2 0,2 0,2 0,2
Difosfonato de hidréxi etano (HEDP) 0,2 0,2 0,2 0,2
MgSO4 0,42 0,42 0,42 0,42
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7% em |8 (% em|9 (% em| 10 (% em

peso) peso) peso) peso)
Perfume 0,5 0,6 0,5 0,6
Aglomerado de supressor-de espuma 0,05 0,1 0,05 0,1
Sabao 0,45 0,45 0,45 0,45
sulfato de sédio 22 33 24 30

-| Ftalocianina de zinco sulfonada (ativo) 0,0007 0,0012 0,0007 -

S-ACMC | 0,01 0,01 - 0,01
Violeta Direto 9 (ativo) - 0,0001 | 0,0001

qsp qsp 100% | gsp qsp 100%
Agua e diversos 100% 100%

Qualquer das composi¢des acima é usada para lavagem de te-

cidos a uma concentragdo de 10.000 ppm em &gua, a uma temperatura de

20 a 90°C e a uma razao agua:tecido de 5:1. O pH tipico é de cerca de 10.

Exemplos de 11 a 16

Composicoes detergentes liquidas para lavagem de roupas para tarefas pe-

sadas
11 (%|12 (%|13 (%|14 (%|15 (%16 (%
em em em em pe-|em peso)em pe-
peso) |{peso) {peso) [so) s0)
| AES sulfatp de alquila C,2.15 etoxi-
lado (1,8) 11 10 4 6,32 6,0 8,2
Sulfonato de alquilbenzeno linear | 4 0 8 3,3 40 | 30
HSAS 0 51| 3 0 2 0
Formiato de sddio 1,6 0,09 12 0,04 1,6 1.2
hidréxido de sédio 2,3 3,8 1,7 1,9 2,3 1,7
Monoetanolamina 1,4 1,490 1,0 0,7 1,35 1,0
Dietileno glicol 55 00| 41 | 00 5500 | 4,1
ndo-iénico 04 0,6 0,3 0,3 2 0,3
Ouelanté 0,15 0,15] 0,11 0,07 0,15 0,11
Acido citrico 25 39| 1,88 1,98 25 1,88
éxido de dimetilamina Cy.14 0,3 0,73 0,23| 0,37 0,3 0,225
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11 (%[12 (%13 (%14 (%[15 (%16 (%

em em em em pe-{em peso)|em pe-

peso) |peso) |peso) |so) s0)
Acido graxo Ci,.1 0,8 1,9 | 06 | 0,99 0,8 0,6
Bérax 1,43 1,5 1,1 0,75 1,43 1,07
Etanol | 1,54 1,77 1,15 0,89 1,54 . 1,15

Tetraetileno pentaimina etoxilada

(EO4s)’ 0,3 0,33 023/ 017 | 00 -| 00
Hexametileno diamina etoxilada? 0,8 0,81 0,6 0,4 0,0 0,0
1,2 Propanodiol . 00 | 66| 00| 33 0,0 0,0
Protease* 364 | 364 | 273 | 18,2 364 | 273
Mannaway® * 1,1 11| 08 0,6 1,1 0,8
Natalase®™ _ 7.3 73| 55 | 37 7,3 55
Lipaset* : 10 32 | 05 | 32 2,4 3,2
Liquitint® Violet CT (ativo) 0,006/ 0,002| - - - 0,002
S-ACMC - - 0,01| 0,05 0,01 0,02
Agua, perfume, corantes e outros | gsp qsp gsp qsp qsp gsp
componentes ' 100% [100% |100% [100% [100% . |100%

Matérias-primas e observacdes para os exemplos de composicido de 1 a 16

Sulfonato de alquilbenzeno linear com uma média de compri-
mento de cadeia de carbono alifatico C14-Cs2, disponivel junto a Stepan, de
Northfield, lllinois, USA

Cloreto de dimetil hidroxi etilaménio Ciz.14, disponivel junto a
Clariant GmbH, Sulzbach, Alemanha |

AE3S é sulfato de alquila C2.15 etoxilado (3), disponivel junto a
Stepan, Northfield, lllinois, USA

AE7 é alcool Cq2.15 etoxilato, com um grau médio de etoxilagdo
de 7, disponivel junto a Huntsman, Salt Lake City, Utah, USA

Tripolifosfato de sédio, disponivel junto & Rhodia, Paris, Franca

Zeolito A, disponivel junto a Industrial Zeolite (Reino Unido) Ltd,
Grays, Essex, Reino Unido '

1.6R Silicato, disponivel junto @ Koma, Nestemica, Republica

Checa
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Carbonato de sdédio, disponivel junto a Solvay, Houston, Texas,
USA

Poliacrilato com PM 4.500, disponivel junto a BASF, Ludwig-
shafen, Alemanha .

A carboxi metil celulose é Finnfix® BDA, disponivel junto & CP-
Kelco, Arnhem, Holanda

Savinase®, Natalase®, Termamyl® e Mannawéy®, disponiveis
junto a Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca |

Variantes de lipase de 1 a 5, descritas no Exemplo 5, Tabela 4,
e combinagOes das mesmas.

O clareador fluorescente 1 é Tinopal® AMS, o clareador fluo-
rescente 2 é Tinopal® CBS-X, ftalocianina de zinco sulfonada e Violeta Direto
9 é Pergasol® Violet BN-Z, todos disponiveis junto & Ciba Specialty Chemi-
cals de Basel, Suica

Acido dietileno triamina pentacético, disponivel junto & Dow
Chemical, Midland, Michigan, USA |

Percarbonato de sédio, disponivel junto a Solvay, Houston, Te-
xas, USA

Perborato de sddio, disponivel junto a Degussa, Hanau, Ale-
manha |

NOBS ¢é de nonanoil oxibenzenossulfonato de sédio, disponivel
junto a Eastman, Batesville, Arkansas, USA

TAED é tetra acetil etileno diamina, disponivel sob 0 home co-
mercial Peractive® junto & Clariant GmbH, Sulzbach, Alemanha

S-ACMC é carbéxi metil celulose conjugado with I.C. Azul Rea-
tivo 19, disponivel comercialmente junto a Megazyme de Wicklow, Irlahda,
sob o nome de produto AZO-CM-CELLULOSE, codigo S-ACMC.

O Azul Ultramarino esta dlsponlvel junto a Holliday Pigments de
Klngston upon Hull, Reino Unido :

O agente de liberagé@o de sujeira é Repel-o-tex® PF, disponivel
junto a Rhodia, Paris, Franca

| O copolimero de &cido acrilico/acido maléico tem peso molecu-
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lar 70.000 e uma razao acrilato: maleato de 70:30, e esta disponivel junto a
BASF, Ludwigshafen, Alemanha

A protease é FN3, disponivel junto a Genencor International,
Palo Alto, Califérnia, USA

Sal sédico de acido etilenodiamino-N,N'-dissuccinico, (S,S) i-
sdmero (EDDS), disponivel junto a Octel, Ellesmere Port, Reino-Unido

Difosfonato de hidréxi etano (HEDP), disponivel junto a Dow
Chemical, Midland, Michigan, USA '

Aglomerado de supressor de espuma, disponivel junto a Dow
Corning, Midland, Michigan, USA

HSAS é um sulfato de alquila com ramificagdo média, conforme
apresentado em US 6.020.303 e US 6.060.443 |

Oxido de dimetilamina Ciz.14, disponivel junto & Procter &
Gamble Chemicals, Cincinnati, Ohio, USA

- O néao-ibnico é, de preferéncia, um etoxilato C12-Cy3, de prefe-
réncia com um grau médio de etoxilagado de 9.

A protease esta disponivel junto a Genencor International, Palo
Aito, Caiiférnia, USA

Liquitint® Violet CT esta disponivel junto a Milliken, Spartan-
burg, South Carolina, USA

* Nomeros dados em mg de enzima/100 g

' conforme descrito em US 4.597.898.

2 disponivel sob 0 nome comercial LUTENSIT® junto & BASF, e
conforme aqueles descritos em WO 01/05874

1 Lipase descrita no presente relatério descritivo.

Embora modalidades particulares da presente invengao te-
nham sido ilustradas e descritas, deve ficar evidente aos versados na técni-
ca que varias outras alteragoes e modificacoes podem ser feitas sem que se
desvie do espirito e ambito da invengao. Portanto, pretende-se cobrir nas
reivindicagbes anexas todas essas alteragdes e modificacbes que se enqua-

dram no escopo da presente invengao.
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Thr
Ile
Thr
85
cys
Gln
Ala
Thr
Phe
165
Ala
His
Ala

AsSn

56

Aspergillus tubingensis

Leu Ala Ala Ser

val

Ile

Asp

Thr

70

Asn

Glu

val

Leu

Ala

150

Gly

Phe

Ala

His

Thr
230

Glu
Pro
Ie
55

val
TYr
val
Glu
Thr
135
Ala
Glu
Glin
Asn
Gl

21

Phe

Met Ala
25

Ser Thr
40
Asn Gly
Phe Arg
Thr Leu
His Gly
ser Leu
120
val Thr
Gln Leu
Pro Arg
Ala Ser
185
Asp Gly

val val

val Cys

Thr

10

Thr

Ile

Trp

Gly

Thr

90

Gly

val

Gly

Ser

Ser

170

Ser

Ile

Glu

Thr

Gin

Ile

Ile

Ile

Thr

75

Pro

Gly
Ser
Lys
Leu
60

Gly

Phe

Tyr Tyr

G}n
His
Ala
Asn
Pro
Pro

TYyr

Gin

Ser

140

Thr

Gln

Asp

AsSn

Trp

220

Asp

Ile
Gln
Gly
45

Arg
Ser
Asp
Ile
Gln
125
Leu
Tyr
Ala
Thr
Leu
205

Ser

Glu

ser
Ala
30

Glu
Asp

ASp

Thr

Gly
ASP
éhe
Thr
190

Pro

val

val

Glu
15
Ala

Lys

Asp

_Thr

Leu

95

Trp

Ser

Ala

Asn

Ala

175

GlIn

Pro

Asp

Gin

Asp
Tyr
Ile
Ser
ASn
80

Pro
Ile
é1n
ser.
Ile

160

ser
Tyr
Ala

Pro



57

Cys Glu Ala GIn Gly Gly Gln Gly val Asn Asn Ala His Thr Thr Tyr

Phe Gly met Thr ser Gly His Cys Thr Trp

260 265
<210> 9
<211> 276
<212s> PRT
<213> Fusarium oxysporum
<400> 9

?1a val Gly val ghr Thr Thr Asp pPhe igr Asn Phe Lys Phe Tyr Ile

GIn His Gly Ala Ala Ala Tyr Cys Asn Ser Glu Ala Ala Ala Gly ser
20 25 30

Lys Ile ggr Cys Ser Asn Asn ggy Cys Pro Thr val g;n Gly Asn Gly

Ala ggr Ile val Thr ser gge val Gly ser Lys Egr Gly Ile Gly Gly

Tyr val Ala Thr Asp Ser Ala Arg Lys Glu Ile val val Ser Phe Arg
65. 70 75 80

Gly ser Ile Asn Ile Arg Asn Trp Leu Thr Asn Leu Asp Phe Gly Gln
85 90 95

Glu Asp Cys Ser Leu val Ser -Gly Cys Gly val His Sser Gly Phe Gln
100 105 110 :

Arg Ala Trp Asn Glu Ile ser ser GIn Ala Thr Ala Ala val Ala Ser
115 , 120 125

Ala Arg Lys Ala Asn Pro Ser Phe Asn val Ile Ser Thr Gly His Ser
130 135 140

Leu Gly Gly Ala val Ala val Leu Ala Ala Ala Asn Leu Arg val Gly
145 150 155 160

Gly Thr pro val Asp Ile Tyr Thr Tyr Gly Ser Pro Arg val Gly Asn
- 16 . 170 175

Ala Gln Leu Ser Ala Phe val ser Asn GIn Ala Gly Gly Glu Tyr Arg
180 185 190

val Thr His Ala Asp Asp Pro val Pro Arg Leu Pro Pro Leu Ile Phe
195 200 205



Gly Tyr
¥ o

Asp Lys
225
Ala ‘Asn

His Leu

Ser Trp

Arg

val

Leu

His

Arg
275

<210> 10
<21l> 273
<212> PRT

<213>

<400> 10
Ihr val Thr Thr

Ala Asp
His Cys

val val
50

Ala Thr
65

Ile Asn
Cys Asp
Trp Glu

- Thr Ala
130

Gly Ala
14§

Pro Phe

Ala

Ser

Gly

Asp

val

Leu

Glu

115

Asn

val

ASD

His

Asp

Gly

TYr

Arg

Fusarium

Ala

20

Ala

Ser

Asn

Arg

val

100

val

Pro

Ala

Leu

Thr Thr Pro Glu

215

Tyr Thr Ile Ser
230

Cys Asn
245

Phe G1n

Gly Gly

Ala Thr

heterosporum

g]n Asp
Tyr Cys
Gly Asn
val val
Ala Arg

70

Asn Trp
85

Ala Gly
Ala Ala
Thr Phe
Thr Ile

150

Tyr Thr

165

Leu ser
Asn Phe

Cys Pro
40

Gly Thr
55

Lys Glu
Ile Thr
Cys é1y
Asn val

120

Lys Phe
135S

Ala Ala

Tyr Gly

58

Phe

Asp

Thr

Asn

Asn

25

Asp

Lys

Ile

Asn

val

105

Lys

val

Ala

ser

170

Trp
val
Leu
250

Ala

Phe
10

Thr
Ile
Thr
val
Phe
90

His
Ala
val

Tyr

Pro

Leu

235

Gly

Cys

Arg

Ala

Glu

Gly

val

75

Asn

Thr

Ala

Thr

Leu

155

Arg

ser

220

val

Leu

Asn

Phe

val

Lys

Ile

60

ser

Phe

Gly

val

Gly

140

Arg

val

Gly
cys
Asp

Ala

Tyr
Gly
Asp
45

Gly
val
Gly
Phe
Ser
125
His
Lys

Gly

Gly

Glu

Ile

Leu

Ala

Arg.

Gln

Leu

110

Ala

Ser

Asp

Asn

175

Gly
Gly
Ala
255

Gly

e
PCO
Ala
Tyr
Gly
Lys
Asp
Ala
Leu

Gly

ASp

Gly
Ala
240

Ala

fhe

His
val
Ile
val
Ser
80

Thr
Ala
Lys
Gly
Phe

160

Phe



Phe

His

Arg

Tyr

Arg

Ala Asn

Gly Asp

His Thr

210

Tyr Thr

Cys Asn

phe GIn

<210> 11
<211> 278
- <212> PRT

<213>

<400> 11

Asp
1

Ala
. LYS
ser
Gly
65

Arg

Gin

Trp

ITe'Pro
Ala Ala
Leu Asn
35

Thr val
50

Phe val
Gly ser

Thr Asp

Thr ala
115

Phe

180

Asp

Ser

val

Gly

ser

.260

val

Pro

Prao

Thr

Thr

val

Glu

Glu

230

Thr

Ala

Thr ;hr Gln

Thr
20

Cys
LYyS
Ala
TYr
Pro

100

Trp

Tyr

Ser

Leu

val

Ser

85

Gly

Lys

cys
val
ser

As
70p

Ile

Leu

val

Gin
Pro
Tyr
215
Ile

Ile

Thr

Aspergillus oryzae

Leu

Pro

Gly

Phe

35

Asn

Arg

cys

val

Gln

Arg

200

Trp

Lys

Gly

Cys

Glu

AsSn

Asn

40

Ser

Thr

Asn

Asp

59

Thr

185

Leu

Leu

val

Leu

Ala
265

Asp

Asn

Cys

Asp

Asn

Trp

Gly

Pro

ASh

Cys

250

Pro

Phe

-10

Tyr

Pro

Asp

Lys

val

90

Cys

Arg

Ala

Pro

Gly

Glu

Ile

Ile

Lys

val

ASp

Thr

Ala

75

Thr

Lys

Ile

Glu

Ile

lLeu

Ala

Phe

Ala

val

Ile

60

Ile

ASp

Ala

Ie

Tyr

val

205

Pro

Ile

Ala

Ile

Trp

Lys

Glu
45

Thr

val
Ala

Glu

%3

Leu

Ala

His

Pro
270

val

Asp

30

Ala

Asp

val

Thr

Leu

110

Thr

val
Gly
Asp

Asn

Gln
15

Gly
Ala
Thr
Ala
Phe
95

Gly

Leu

Thr
TYr
Lys
val
240

Thr

Lys

Tyr
Glu
Gly
Ala
Phe
80

Pro

Phe

Asp



Glu Leu
130

ser Leu
145

Lys Asn

Asn Lys

Phe Thr

Gly Tyr

Thr Thr

225

Phe Lys

Phe His

Pro Gly

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

<400>

Lys
Gly
TYF
Pro
13
val
val
Gly
ser
Leu

275

12
278
PRT

Pro

Ala

Asp

Leu

180

ASn

Thr

AsSn

His

260

Pro

Glu

Ala

Ala

165

Ala

ASp

Ile

Asp

Thr

245

val

Leu

His

Ile

150

Ile

Glu

ASD

Ser

Asn

230

Gly

Trp

Arg

Ser

135

Ala

Leu

Phe

Pro

Pro

215

Gln

Thr

Tyr

ASp
Ser
Tyr
Ile
2
Glu
val
Ser

Phe

Penicillium camemberti

12

?sp val ser Thr ger Glu Leu Asp

Ala Ala Ala ggr TYyr Tyr Glu Ala

Lys Leu Ser Cys Ser Lys Gly Asn
Y 35 40

Ala Thr val ser Tyr Asp Phe ser
50 55

Gly Tyr Ile Ala val Asp His Thr
6Sy Y 70p

60

TYP

Leu

Ala

Thr

185

Pro

Tyr

Thr

Gly

Ile
265

GIn
Asp
25

Cys

Asp

Asn

Lys

Ala

Tyr

170

Asn

Lys

Tyr

val

Phe

10

Tyr

Pro

Ser

Ser

Ile

Ala

155

Ala

GIn

Leu

Ile

Leu

235

Leu

Ala

Glu

Thr

Glu

Thr

Ala
75

val
140
Ala
Ala

Gly

Pro

Asp

Pro

ASp

Phe

Ala

val

Ile

60

val

val

ASp

Pro

Asn

Leu

205

Ala

Gly

Asp

Ala

Trp
Gin
Glu
45

Thr

val

val

Leyu

Arg

AsSn

190

Leu

Pro

Tyr

Leu

Cys
270

val

val

30

Ala

Asp

Leu

Gly
Arg
val
175
Tyr
Thr

Asp

‘val

Leu
255

Lys

Gin
15

Gly
Thr

Thr

Ala

His
Thr
160
Ala
Arg
Met
Asn
Asn
240

Ala

Gly

TYr

Asp

Gly

Ala.

Phe
80



61

Arg Gly ser Tyr ggr val Arg Asn Trp 381 Ala Asp Ala Thr phe val
95

His Thr Asn Pro Gly Leu Cys Asp Gly Cys Leu Ala Glu Leu Gly prhe
100 105 110

Trp sSer Ser Trp Lys Leu val Arg Asp Asp Ile Ile Lys Glu Leu Lys
115 120 125

Glu val val Ala GlIn Asn Pro Asn Tyr Glu Leu val val val Gly His
130 135 140

Ser Leu Gly Ala Ala val Ala Thr Leu Ala Ala Thr Asp Leu Arg Gly
145 150 155 160

Lys Gly Tyr Pro Ser Ala Lys Leu Tyr Ala Tyr Ala Ser Pro Arg val
' 165 170 175 g

Gly Asn Ala Ala Leu Ala Lys Tyr Ile Thr Ala Gln Gly Asn Asn Phe
: 180 185 190

Arg Phe Thr His Thr Asn Asp Pro val Pro Lys Leu Pro Leu Leu Ser
195 200 205

Met Gly Tyr val His val Ser Pro Glu Tyr Trp Ile Thr Ser Pro Asn
210 215 220

Asn Ala Thr val Ser Thr Ser Asp ITe Lys val Ile Asp Gly Asp val
225 230 235 240

Ser Phe Asp Gly Asn Thr Gly Thr Gly Leu Pro Leu Leu Thr ASp Phe
245 250 , 255

Glu Ala His Ile Trp Tyr Phe val Gln val Asp Ala Gly L;s Gly Pro
260 . 265 270

Gly Leu Pro Phe Lys Arg
275

<210> 13

<211> 270

<212> PRT

<213> Aspergillus foetidus
<400> 13

Ser val Ser Thr Ser Thr Leu Asp Glu Leu GIn Leu rhe Ala Gln Trp
1 _ 5 10 15

ser Ala Ala Ala Tyr Cys Ser Asn Asn Ile Asp Ser Lys Asp Ser Asn
20 25 30



Leu
Thr
Gly
65

Arg
Leu
Phe
Lys
His
145
Asn
Gly

Asn

Met

Thr
met
50
Phe
Gly
Glu
Trp
ser
130
ser
Asp
Asn
Phe
ASp
210
AsSn

Asn

Ala His

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

<400>

Cys
Leu
Leu
Ser
ASP
LysS
Ala
Leu

Gly

TYr

Gly

ser

Leu

14
270
PRT

Thr Ala
Leu Glu
Ala Ala

Ser Thr
85

Asn Asp
100

Ala Trp
Met Ser
Gly Gly

Tyr Ser
Y 165

Ala teu
180

val Thr
Gly Phe
Ala Sser
Thr Ala

245

Trp Tyr
26

AsSn

Phe

Asp

70

Ile

Asp

Glu

Thr

Ala

150

val

Ala

His

Ser

val

230

Gly

Phe

Ala
ASp
55

Asn
Glu
Leu
ser
TYyr
135

Leu

'G1u

Glu

Leu

Gln

215

Thr

Asn

Phe

Aspergillus niger

14

Ser val Ser Thr Ser Thr tLeu

1

5

Thr
Asn
Cys
Ala
120
Ser

Ala

Leu

ASnH
200
Pro
Ala

Ala

Ala

ASp

62

Pro

Thr

Asn

Trp

Thr

105

Ala

Gly

Thr

Tyr

Ile

185

Asp

Ser

Ser

Gly

Ile
265

Glu

Ser

Asn

Lys

Ile

90

Gly

ASDp

Tyr

Leu

Thr

170

Thr

Ile

Pro

Asp

Glu

250

Ser

Leu

10

val

Asp

Arg

75

Ala

Cys

Glu

Thr

Tyr

Ser

val

Glu

Ile

235

Ala

Glu

Gln

Glu
Phe
60

Leu
AsSn
Lys
Leu
Leu
140
Ala
Gly
Gin
Pro
Ty

220
Glu

Thr

Ccys

Leu

Glu
45

Gly
val
Leu
val
Thr
Tyr
Thr

Cys

Gly

Trp

val

val

Leu

Phe

Ala

Gly

val

Asp

His

110

Ser

Phe

val

Pro

ser

190

val

Ile

Ie

Ser

Leu
270

ser

Ala

Phe

95

Thr

Lys

Thr

Leu

Pro

-Thr

Glu

val
255

Thr

Phe
80

Ile
Gly

Ile

Gly

Ala

Pro

ser

G1

24

Leu

Ser GIn Trp

15



ser

val

Lys

Gly

65

Arg

Leu

Phe

Lys

Asn

Gly

Asn

Met

Ala

Ala

Thr

Met

50

Phe

Gly

Gin

Trp

ser £

130
ser
ASPp
Asn
phe
ASp
210
Thr

Asn

His

Ala

Cys

Leu

Leu

Ser

Asp

Leu

Gly

TYyr

Pro

195

Phe

Gly

ser

feu

<210> 15

Ala

20

Thr

Leu

Ala

ser

Asn
100

‘Ala

Met

Gly

Tyr

Ala

180

val

Gly

Ala

Thr

Tyr

Ala

Glu

Ala

The

85

Asp

Trp

Ser

Gly

ser

165

Leu

Thr

Phe

Ser

Ala
245

cys

ASp

Phe

ASp

70

Ile

Asp

Glu

Thr

Ala

150

val

Ala

His

Ser

val

230

Gly

Phe

ser

Ala

Asp

55

Asn

LyS

Leu

Ala

Tyr

Leu

Glu

Glu

Leu

G1In

215

Thr

Asn

Phe

63

AsSn

Leu

Thr

Asnh

Ala
120
Ser
Ala
Leu
His
Asn
200
Pro
Ala

Ala

Ala

Asn
25
Pro
Thr
Asn
Trp
Thr'
105
Ala

Gly

Thr

fy r

Ile

Asp

Ser

ser

Gly

I1le
265

Ile
Ser
Asn
Lys
5
Gly
Asp
TYr
Leu
Thr
170
Thr
Ile
Pro
Asp
Glu

250

ser

Asp

val

ASn

Arg

75

Ala

Cys

AsSn

Thr

TYr

ser

val.

Glu

Ie

235

Ala

Glu

ser

Glu

Phe

60

Leu

Asp

Lys

Leu

L.eu

140

Ala

Gly

G1n

Pro

Thr

Cys

ASp

Glu

45

Gly

val

Leu

val

Thr

125

Tyr

Thr

cys

Gly

Ar
20

Tl"p

Leu

val

Leu

ASp
30

Ala
Gly
val
ASp
His
110
Ser
Phe
val

Pro
Ser
190
val

Ile
Ile

Asp

Leu
270

ser
ser
Thr
Ala
Phe
95

Thr
Lys

Thr

Leu

Pro
Thr
Glu

val
255

Asn

Thr

Ala

Phe

80

Ile

Gly

Ile

Gly

Ar

16

val

Ala

Pro

Ser



<211>
<212>
<213>

<400>

269
PRT
Aspergillus oryzae

15

Asp val Ser Ser
1

Ser

Leu

Glin

Gly

65

Arg

Leu

Phe

Glu

His

145

Asn

Gly

Asn

Thr

Ala
225

Ile Asp Ala

Ala
Thr
Ser
50
Tyr
Gly
Glu
Trp
ser
130
ser
ser
Asn
TYr
Leu

210

AsSp

Ala
Cys
35

Leu
Leu
ser
ASp
Lys
118
Ala
Tyr

Gly

Glu

Glu

Ala
20

ser
Asp
Ala
Ala
A1a
100
Ala
Leu
Gly
His
Ala
180
val
Gly

Ala

Thr

64

ger Leu Leu Asn

Tyr

val

Glu

Ala

Asp

85

Ser

Trp

sSer

Ala

Ser

165

Leu

Thr

Tyr

Thr

Cys

Gly

Phe

Asp
70

Leu

Asp’

Ser
Asp
3
val
Ala
His
His
val

230

Gly

Asp Glu

Asn Cys

Asn Glu
55

Glu Thr

Ala Asn

Leu Cys

Glu Ile
120

His Ser
135

Leu Ala
Glu Leu
Thr Tyr
Thr Asn

200

His Phe
215

Thr Thr

AsSn Asp

Asn

Asn

25

Pro

Ser

Asn

Trp

ser

105

Ala

Asp

Ala

Tyr

Ile

185

Asp

ser

Thr

Gly

Leu
10
Leu
Leu
ser
Lys
val
90
Gly
ASp
Tyr
Leu
AsSn
170
Thr
Ile
pPro

Asp

Thr
250

Asp Leu

Asn Sser

val Glu

ser Tyr

o))
o

Leu Leu
75

Ala Asn
Cys Glu
Thr 1le

Ser Leuy
140

Ala Ala
155

Tyr Gly
Asp Gin
val Pro

Glu Tyr
220

val Thr
235

Asp Gly

Phe
Thr

Ala
45

val

Leu
vai
Thr
125
val
Thr

Gln

Asn

205

Tyr
Glu

The

A1é
Gly
30

Ala
AsSn
Leu

Asn

His

‘110

Ser

Leu

Ala

Pro

Ile

val

Ser

A%
Thr Lys
ser Thr
Pro Ala
Ser phe

80

Phe Gl
a5 Y
ser Gly
Lys val
Thr Gly
Leu Arg
Arg Leu
17

Gly Gly
Pro pro
ser ser

Thr Gly
2

Asp

N
Y-
(Va1



65

Ala His Arg ;gg Tyr Phe Ile Tyr Ile Ser Glu Cys Ser

265
<210> 16
<211> 251
<212> PRT.
<213> tanderina penisapora
<400> 16

Pro GIn Asp Ala Tyr Thr Ala Ser His Ala Asp teu val Lys Tyr Ala
1 5 10 15

Thr Tyr Ala ggy teu Ala Tyr Gln Zgr Thr asp Ala Trp ggo Ala ser

Arg Thr §§1 Pro Lys Asp Thr Zgr Leu Ile Ser ser zge Asp His Thr

Leu g%s Gly ser Sser Gly Tyr Ile Ala Phe Asn ggu Pro Cys Lys Glu

vi
w

Ile Ile val Ala Tyr Arg Gly Thr Asp Ser rLeu Ile Asp Trp Leu Thr
65 . 70 75 80

Asn Leu Asn Phe ggp tys Thr Ala Trp ggo Ala Asn Ile Ser ggn Ser

Leu val His Glu Gly Phe Leu Asn Ala Tyr Leu val Ser Met Gln GIn
100 105 110

val G1n Glu Ala val Asp Ser Leu Leu Ala Lys Cys Pro Asp Ala Thr
115 120 125 :

Ile ser Phe Thr Gly His Ser Leu Gly Gly Ala teu Ala Cys Ile Ser
130 135 140

Met val Asp Thr Ala GIn Arg His Arg Gly Ije Lys Met GIn Met Phe
145 150 155 : 160

Thr Tyr Gly GIn Pro Arg Thr Gly Asn Gln Ala Phe Aala Glu T¥f val
165 170 175

Glu Asn Leu Gly His Pro val phe Arg val val Tyr Arg His Asp Ile
180 18 190

val Pro Arg Met Pro Pro Met Asp Leu Gly Phe Gln His His Gly GIn
195 ) 200 205

Glu val Trp Tyr Glu Gly Asp Glu Asn Ile Lys Phe Cys Lys Gly Glu
210 215 220 _

Gly Glu Asn Leu Thr Cys Glu Leu Gly val Pro pPhe sér Glu Leu Asn
225 230 235 - 240

Ala Lys Asp His Ser Glu Tyr Pro Gly Met His
245 250



66

Alinhamento das Sequécias de Lipase

5 NO 1: SSSSTODYRIASEAEIKAHTFYTALSANA
ID NO 2: SS8STODYRIASEAEIKAHTFYTALSANA
ID NO 3: SIDGGIRAATSOEINELTYYTTLSANS
ID NO 4: SASDGGKVVAATTAQIQEFTKYAGTIAATA
ID NO 5: TAGHALAASTQ GISEDLYSRL VEMATISQAA
ID NO 6: TAGHALAASTO GISEDLYSRL VEMATISQAZ
ID NO 7: : AVGVTTTDFSNFKFYIQHGARA
ID NO B: TVITTQODLSNFRFYLQHADAA
ID NO 9: DIPTTOLEDFKFWVQYARAT
ID NO 10: DVSTSELDQFEFWVQYAAAS
ID RO 1il: SVSTSTLDELQLFAQWSARAR
ID NO 12: SVSTSTLDELQLFSQUWSAAA
ID NO 13: DVSSSLLNNLDLFAQYSAAA
ID NO 14: BEVSQDLFNOPNLEFAQYSAAA
ID NO 15: POQDAYTASHADLVKYATYAGLA
ID NO 1: YCRTVIPG GRWSCPHCGVAS NIQITKTFST LITDITNVLVAV
ID NO 2: YCRTVIEG GQWSCPHCDVAP NLNITKTFTT LITDTNVLVAV
10 NO 3: YCRIVIPG ATWDCTHCDATE DLKYIKTWST LIYDTRAMVAR
ID NO 4: YCRSVVPG NKWDCVQCQKWVP DGKIITTFTS LLSDTNGYVLR
ID NO §: YADLONIPST TIKGEKIYNSQTDINGWILR

. ID NO 6: YADICNIPST ITKGEKIYNSQTDINGWILR
ID NO 7: YC - NSEAAA GSKITCSNNGCPTVOGNGATIVTSF VGSKTGICGYVAT
ID NO 8: YC . NFNTAV GKPVHCSAGNCPDIEKDAAIVVGESY VGTKTGIGAYVAT
ID NO 9: YOPNNYVAKD GEXLNCSVGNCPDVEAAGSTVKLSPS DDTITDTAGFVAV
ID NO 10: YYEADYTAQV GDKLSCSKGNCPEVEATGATVSYDFS DSTITDTAGYIAV
ID NO 11: YCSNNTD SX DSNLTCTANACPSVEEASTTMLLEFDLTNDFGGTAGFLAA
ID NO 12: YCSNNID SD DSNVTCTADACPSVEEASTKMLLEFDLTNNPGGTAGFLAA
ID NO 13: YCDENLN ST GPKLTCSVGNCPLVEAASTQSLDEFNESSSYGNPAGYLAA
ID NO 14: YCGKNNDAPA GTNITCTGMACPEVEKADATFLYSFE DSGVGDVTGFLAL
ID RO 15: YOTTDAWPAS RTVPKDTTLISSFD HTLKGSSGYIAF
Ip NO 1: GEKEKTTIYVV FRGTSSIRNA IADIVFVRVN YPPV  NGA KVEKGFLDSY
ID NO 2:  GENERTIYVV FRGTSSIRNA IADIVFVEVN YPPV  NGA KVHKGFLDSY
ID NO 3 GDSEKTIYIV FRGSSSIRNW IADLTFVPVS YPPV  SGT KVHKGFLDSY
ID NO 4: SDKOKTIYLY FRGTNSFRSA ITDIVFNFSD YKPV  KGA KVHAGFLSSY
ID NO 5: DDSSKEI LTV FRETGSDTNL OLDTNYTLTP FPDTLPOUNGC EVHGGYYIGW
IDb NO &; DDSSKEITITV FREGTGSDINL, QLOUTNYTLTP FDTLPQCNSC EVHGGYYIGW
ib NO 7: PDSARKETVVS FRGSINIRNW LTNLDFG OB DCSL VSGC GVHSGFORAW
ID NO 8;: DNARKETVVS VRGSINVRNW ITNFNFG QK TCDL VAGC GVHTGFLDAW
ID NO 9: DNTNREAIVVA PRGSYSIANW VIDATFP f DPGL CDGC KAELGFWIAW -
ID-NO 1 DHTRSAVVLA FRGSYSVRNW VADATFV HT NPGL CDGC LAELGFWSSW
ip NO PNTHNKRLVVA FRGSSTIENW IANLDFILED NDDL CTGC KVHTGEWKAW
ID NO DNTWKRLVVA FRGSSTIKNW IADLDFILQD WDDL CTGC RVHTGEWKAW
ID NO DETNKLLVLS FRGSADLANW VANLNFGLED ASDL CSGC EVESGEWKAW
ID NO DNTNKLIVLS PRGSHRSIENW TGNLNFDLKE INDI CSGC RGHDGFTSSW
ID NO ] NEPCKEIIVA YRGTDSLIDW LTHLNFDKTA WPAN ISNS LVHEGFLNAY
D NO 1 NEVODKLVAE VKAQLDRHPG YKIVVTGHSL GGATAVLSALDLYHHGHA
ID NO 2: NEVODKLVAE VKAQLDRHPG YKIVVTGHSL GGATAVLSALDLYHHGHD
ID NO 3: GEVONELVAT VLDQFRKQYPS YRVAVTGHSL GGATALLCALDLYQREEGLS
ID NO 4: EQUUNDYFPV VQEQLTAHPT YKVIVTGHSL GGAQALLAGMDLYQREPRLS
ID NO S5: VSVODQVESL VKQQVSQYPD YALTVTGHSL GASLAALTAAQL SATYD
ID NO 6: ISVQDOVESE VQQQVSQFPD YALTVTGHSL GASLAALTAAQL SATYD
ID NO 7: NEISSOATAA VASARKANPS PNVISTGHSL GGAVAVLAAANLRVGGT
™D NG 8: EEVAANVKAA VSAAKTANPT PKFVVTGHSL GGAVATIARAYLRKDGF
ID NO 9: KVVRDRIIKT LDELKPEHSD YKIVVVGHSL GAATASLAAADLRTKNY
Imm N0 10 KLAVRDDIIKE LKEVVAQNPN YALVVVGHSL GAAVATLAATDLRGKGYP
ID NO 1l: ESAADELTSK IKSAMSTYSG ¥TLYFTGHSL GGALATLGATVLRNDGY
ID NO 12: EAAADNUTSK IKSAMSTYSG YTLYFTGHSL GGALATLGATVLRNDGY
ID NO 13:  SEIADTIPSK VESALSDHSD YSLVLIGHSY

GAALAALARATALRNSGH
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Microorganismo SEQ ID N
Absidia reflexa 3
Absidia corymbifera 4
Rhizmucor miehei 5
Rhizopus delemar (oryzea) 6
Aspergillus niger 7
Aspergillus tubingensis 8
Fusarium oxysporum 9
Fusarium heterosporum v 10
Aspergillus oryzae 11
Peniciliurn camernbertii 12
- Aspergillus foetidus 13

Aspergillus niger .14

Aspergillus oryzea v 15

Thermomyces lanuginosus 2

Landerina penisapora 16 -
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REIVINDICACOES

1. Composigao, compreendendo um agente de matiz para teci-
dos e uma variante de uma lipase original, a dita variante, quando compara-
da a dita lipase original, compreende um total de pelo menos trés substitui-
¢Oes, as quais sdo selecionadas de um ou mais dos seguintes grupos de
substituicdes:

a) pelo menos duas substituicdes na Regido |,

b) pelo menos uma substituicdo na Regiso I,

¢) pelo menos uma substituicdo na Regido Ill, e/ou

d) pelo menos uma substituigcdo na Regiéo IV.

2. Composicdo detergente, de acordo com a reivindicagéo 1,
em que pelo Menos duas substituicbes na Regido | da lipase original com-
preendem substituicbes nas posigdes correspondentes a 231 e 233. |

3. Composigéodeiergente, de acordo com a reivindicagéo 2,

em que os aminoacidos da lipase original nas posi¢gdes correspondentes a
231 e 233 sao substituidos por um R.

4. Composi¢ao detergente, de acordo com a reivindicagéo 2,

‘em que a dita variante compreende uma substituicdo na posi¢do correspon-

dente a 4 da SEQ. ID n2 2, o
5. Composicdo detergente, de acordo com a reivindicagéao 4,

‘em que a dita substituicdo na posi¢cao correspondente a 4 da SEQ. IDn22 é

V.

6. Composi¢do detergente, de acordo com a reivindicagéo 2,
em que a dita variante compreende uma substituicdo na posi¢ao correspon-
dente a 227 da SEQ. ID ne 2. |

7. Composi¢do detergente, de acordo com a reivindicagéo 6,
em que a dita substituicao na posi¢ao correspondente a 227 da SEQ. ID n° 2
éG.

8. Composicdo detergente, de acordo com a reivindicagéo 1,
em que pelo menos uma substituicdo na Regido Il da lipase original compre-
ende substituicdes selecionadas do grupo consistindo em substituicées nas
posicOes correspondentes a 202, 211, 255 e 256.
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9. Composi¢cao detergente, de acordo com a reivindicagédo 8,
em que pelo menos uma substituicdo na lipase original é selecionada do
grupo consistindo em X202G, X211L, X255Y/V e X256K.

10. Composi¢cdo detergente, de acordo com a reivindicagdo 1,

em que a dita pelo menos uma substituicdo na Regido Il compreende uma

- substituicdo na posigao correspondente a 210.

11. Composicao detergente, de acordo com a reivindicacédo 10,
em que a posi¢do correspondente a 210 compreende X210K.

12. Composigao detergente, de acordo com a reivindicagdo 1,
em que pelo menos uma substituicdo na Regido lll da lipase original com-
preende substituicdes selecionadas do grupo consistindo em substituicbes
nas posigdes correspondentes a 86 e 90. |

13. Composicao detergente, de acordo com a reivindicagao 12,

em que pelo menos uma substituicdo na lipase original é selecionada do

grupo consistindo em X86V e X90A/R.

14. Composi¢do detergente, de acordo com a reivindicagéo 1,
em que a dita pelo menos uma substituicdo na Regido Ill compreende uma
subStituigéo da posi¢ao correspondente a 83. |

| 15. Composigéo detergente, de acordo com a reivindicagao 14,
em que a posig¢ao correspondente a 83 compreende X83T.

16. Composicdo detergente, de acordo com a reivindica¢ao 1,
em que pelo menos uma substituicdo na Regido IV da lipase original com-

preende substituigdes selecionadas do grupo consistindo em substituicdes

- nas posig¢des correspondentes a 27, 58 e 60.

17. Composic¢éo detergente, de acordo com a reivindicagéo 16,
em que pelo menos uma substituicdo na lipase original é selecionada do
grupo consistindo em X27R, X58N/A/G/P/T e X60S/V/G/N/R/K/A/L.

18. Composicdo detergente, de acordo com a reivindicagéo 1,
em que a lipase original compreende, ainda, pelo menos uma substituicdo
fora das Regibes de | a IV definidas. |

19. Composigéd detergente, de acordo com a reivindicacao 18,

em que pelo menos uma substituicdo na lipase original é selecionada do
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grupo consistindo em substituicdes nas posi¢des correspondentes a 81, 147,
150 e 249. |

20. Composicdo detergente, de acordo com a reivindicagdo 18,
em que pelo menos uma substituicdo na lipase original € selecionada do
grupo consistindo em X81Q/E, X147M/Y, X150G e X249R/I/L.

21. Composigao detergente, de acordo com a reivindicagéo 2,

‘em que a lipase original é pelo menos 90% idéntica a SEQ. ID n? 2.

22. Composigédo detergente, de acordo com a reivindicagdo 1,
em que a lipase original é idéntica a SEQ. ID n? 2, sendo que a dita variante
compreende um dos seguintes grupos de substituicdes:

a) T231R + N233R + 1255Y

b) 1202G + T231R + N233R

c) 186V + L227G + T231R + N233R + P256K

“d) Q4V + S58N + V60S + T231R + N233R

e) S58N + V60S + I90R + T231R + N233R

) I90A + T231R + N233R + 1255V

g) S58N + V60S + 186V + A150G + L227G + T231R + N233R +
P256K

h) S58N + V60S + L147M + F211L + T231R + N233R

i) Q4V + S58A + V60S + S83T + 186V + A150G + E210K +

'L227G + T231R + N233R + P256K

j) S58N + V60S + 186V + A150G + L227G + T231R + N233R +
P256K. '

23. Composigcéo detergente, de acordo com a reivindicagao 1,
em que a lipase original é idéntica @ SEQ. ID n® 2, em que a dita variante
compreende um dos seguintes grupos de substituigdes: |

_ a) Q4V + S58A + V60S + S83T + 186V + A150G + E210K +
L227G + T231R + N233R + P256K

b) S58N + V60S + 186V + A150G + L227G + T231R + N233R +
P256K. |

24. Composicdo detergente, de acordo com a reivindicagao 1,

em que a variante de lipase apresenta uma relagdo risco/beneficio, quando
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medida conforme apresentado no relatério descritivo, maior que 1.

25. Composicdo detergente, que compreende um agente de
matiz para tecidos e um polipeptideo com atividade de lipase, tendo ainda
um desempenho relativo médio de pelo menos 0,8 e uma relagédo ris-
co/beneficio de pelo menos 1,1 sob as condi¢gdes de teste apresentadas no
relatério descritivo.

26. Composigéo, de acordo com a reivindicagado 1, que com-
preende de 0,1 a 40% de tensoativo aniénico. ' ‘

27. Composicao, de acordo com a reivindicagdo 26, em que a
dita composigdo é uma composi¢do de limpeza e/ou tratamento.

28. Processo para limpeza e/ou tratamento de uma superficie
ou tecido, que compreende as etapas de, opcionalmente, lavar e/ou enxa;
guar a dita superficie ou o dito tecido, colocar a dita superficie ou o dito teci-
do em contato com a composi¢cao como definida na reivindicagao 1 e, entao,
opcionalmente lavar e/ou enxaguar a dita superficie ou o dito tecido.

29. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 1, em que a di-
ta variante de lipase é uma variante da SEQ. ID n® 2 compreendendo pelo
menos uma das mutagcbes Q4V, S58N/A/G/P/T, 1I90R ou Q249l/L. |
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RESUMO

Patente de Invengao: "COMPOSICOES DETERGENTES".
A presente invengao refere-se a composi¢des compreendendo

determinadas variantes de lipase e um agente de matiz para tecidos, bem
como processos para a produgdo e o uso de tais composigdes. Isso inclui o

uso dessas composi¢des para limpar e/ou tratar um local.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	ABSTRACT

