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“PROCESSO PARA A PRODUGCAO DE UM ACIDO PEROXICARBOXILICO,
COMPOSICAO, SISTEMA DE GERACAO E FORNECIMENTO DE
PERACIDO E POLIPEPTIDEO ISOLADO”

REFERENCIA CRUZADA PARA O PEDIDO RELACIONADO

[0001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido de Provisorio
US 61/618.404, depositado em 30 de marco de 2012, que é integralmente
incorporado ao presente pela referéncia.

CAMPO DA INVENCAO

[0002] A presente divulgacao diz respeito ao campo da biossintese
de acido peroxicarboxilico e catélise enzimética. Mais especificamente, sao
fornecidos sistemas de geracao de peracido multicomponentes, compreendendo
um catalisador enzimatico possuindo atividade perhidrolitica. Também s&o
fornecidos os métodos de utilizacdo do presente catalisador enzimatico para
produzir acidos peroxicarboxilicos.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0003]As composicdes de acidos peroxicarboxilicos podem ser
agentes antimicrobianos eficazes. Métodos de uso dos &cidos
peroxicarboxilicos para limpar, desinfetar e/ou sanitizar/higienizar
superficies duras, téxteis, produtos de carne, tecidos vegetais vivos, e
dispositivos meédicos contra o crescimento microbiano indesejavel ja foram
descritos (Patente US 6.545.047, Patente US 6.183.807, Patente US
6.518.307; Pedido de Patente US 2003-0026846, e Patente US 5.683.724).
Os acidos peroxicarboxilicos, também tém sido utilizados em diversas
aplicacdes de branqueamento (bleaching) incluindo, mas né&o se limitado a,
branqueamento de polpa de madeira/deslignificacdo e aplicacdes de
tratamento de roupas (Patente Europeia 1040222B1; Patente US 5.552.018,
Patente US 3.974.082, Patente US 5.296.161 e Patente US 5.364.554). A

concentracdo eficaz desejada de acido peroxicarboxilico pode variar de
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acordo com a aplicacéo do produto (por exemplo, cerca de 500 ppm a 1000
ppm para desinfec¢do de instrumento médico, cerca de 30 ppm a 80 ppm
para o branqueamento em lavanderia ou aplica¢cdes de desinfec¢cdo) em um
tempo de reacédo de 1 min a 5 min em pH neutro.

[0004]As enzimas estruturalmente classificados como membros
da familia 7 de das carboidratos esterases (CE-7) foram utilizadas como
perhidrolases para catalisar a reacdo de peréxido de hidrogénio (ou um
reagente peroxido alternativo) com ésteres de alquila de acidos carboxilicos
em agua em uma faixa de pH de basico para &cido (a partir do pH de
aproximadamente 10 até aproximadamente o pH 5) para produzir uma
concentracao eficaz de um &cido peroxicarboxilico para aplicacdes como a
desinfeccdo (tal como de instrumentos médicos, superficies duras, téxteis),
e brangqueamento (tal como polpa de madeira ou processamento /
deslignificacao, aplicacdes de branqueamento téxtil e tratamento de roupas)
e outros tratamentos de roupas, como descoloracdo, desodorizacdo e
sanitizacao, e aplicacdes de cuidados pessoais (patentes US 7.964.378; US
7.951.566 e US 7.723.083; Publicacdo do Pedido de Patente US 2008-
0176299 para DiCosimo et al., e Publicacdo do Pedido de Patente US 2012-
0317733 e US 2012-0328534 para Chisholm et al.). As enzimas CE-7 foram
encontrados por ter uma elevada atividade especifica para a perhidrélise de
ésteres, em particular acetil ésteres de alcoodis, didis e glicerdis.
Perhidrolases CE-7 variantes derivadas de varias espécies possuindo
desempenho melhorado foram relatadas por DiCosimo et al. (Patentes US
7.927.854; US 7.923.233; US 7.932.072; US 7.910.347; US 7.960.528; US
8.062.875; US 8.206.964; US 8.389.254; e US 8.389.255; e Pedidos
Publicados US 2011-0236336 e US 2011-0236338).

[0005]Carboidrato esterases CE-7 anteriormente relatadas

possuindo atividade perhidrolitica (tanto tipo selvagem como variantes das
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mesmas) compreendem um motivo de “assinatura” estrutural conservado tal
como definido por Vincent et al. (J. Mol.. Biol., 330: 593-606 (2003)). Mais
especificamente, o motivo de assinatura CE-7 utilizado para identificar e
definir estruturalmente membros da familia das carboidrato-esterases CE-7
compreende trés submotivos conservados: 1) um submotivo “RGQ” de
Argl18-Gli119-GIn120; 2) um submotivo “GXSQG” de Gli186-Xaal87-
Ser1l88-Gli190-GIn189; e 3) um submotivo “HE” de His303-Glu304 (a
numeracdo dos residuos e a orientacdo sdo em relacdo a sequéncia de
referéncia de Thermotoga maritima fornecida como SEQ ID NO: 2).

[0006] Embora a grande maioria das enzimas classificadas como
carboidrato esterases CE-7 sejam compostas do motivo de assinatura definido
por Vincent et al. diversas sequéncias de polipeptideos foram adicionadas a
familia das carboidrato esterases CE-7 que nao contém o submotivo “HE”
(Cantarel. et al, “The Carbohydrate-Active EnZymes database (CAZy): an expert
resource for Glycogenomics”, NAR, 37:D233-D238 (2009)). Nao foi relatada a
presenca de atividade perhidrolitica dentro deste subgrupo.

[0007] A incorporacdo da tecnologia enzimatica perhidrolitica em
algumas aplicacbes podem exigir a identificacdo de novas enzimas
perhidrolitica. Dessa forma, continua a existir uma necessidade de identificar
catalisadores enziméticos adicionais compreendendo o polipeptideo contendo a
atividade perhidrolitica significativa.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[0008] Diversas enzimas foram identificadas possuindo atividade
perhidrolitica adequada para a producdo de peracidos em concentracoes
eficazes.

[0009] Em um exemplo de realizacdo, um sistema enzimatico de
geracéao de peracido é fornecido compreendendo um conjunto de componentes

de reacéo que compreende:
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(1) pelo menos um substrato selecionado a partir do grupo
consistindo em:

(i) um ou mais ésteres possuindo a estrutura

[X]mRs

em que:

X =um grupo éster de formula Rs-C(O)O;

Re = um grupo hidrocarbila C1 a C7, linear, ramificado ou ciclico,
opcionalmente substituido com grupos hidroxila ou grupos alcéxi C1 a C4, em
que Res compreende, opcionalmente, uma ou mais ligacdes éter para Re = C2 a
C7,

Rs = um grupo hidrocarbila C1 a C6 linear, ramificado ou ciclico ou
um grupo heteroaromético ciclico de cinco membros ou grupo aromético ou
heteroaromético ciclico de seis membros, opcionalmente substituidos com
grupos hidroxila; em que cada atomo de carbono em Rs compreende
individualmente ndo mais do que um grupo hidroxila, ou ndo mais do que um
grupo éster ou de acido carboxilico; em que R® compreende, opcionalmente,
uma ou mais ligacoes éter;

m = um numero inteiro que varia de 1 ao numero de atomos de
carbono em Rs; e em que os referidos ésteres tém solubilidade em agua de pelo
menos 5 ppm a 25 °C,;

(i) um ou mais glicerideos possuindo a estrutura

|C|)
C

Ry O——CH,——CH——CH, OR,

OR3
em que Ri = alquila C1 a C21 de cadeia linear ou cadeia ramificada
opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcéxi C1 a C4;

e Rz e R4 sdo, individualmente, H ou R1C(O);
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(iii) um ou mais ésteres da férmula:

ﬁ
C—O0—R,

em que Ri = uma alquila C1 a C7 de cadeia linear ou cadeia

Rj

ramificada opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcoxi
Cl a C4 e R2 = (CH2CH20)n, (CH2CH(CHs)-O)nH, arila, alquilarila, alquil-
heteroarila, heteroarila, alquinila, alquenila ou alquila C1 a C10 de cadeia linear
ou cadeia ramificada, e n é de 1 a 10;

(iv) um ou mais monossacarideos acetilados, dissacarideos
acetilados ou polissacarideos acetilado; e

(v) qualquer combinacéao de (i) até (iv);

(2)  uma fonte de peroxigénio; e

(3) um catalisador enzimético, compreendendo um polipeptideo
contendo a atividade perhidrolitica e uma sequéncia de aminoacidos possuindo
pelo menos 80% de identidade com a sequéncia de aminoacidos apresentada
na SEQ ID NO: 4, desde que o residuo de aminoécido ligado ao lado C-terminal
da histidina catalitica ndo seja acido glutamico;

em que um peracido é enzimaticamente produzido apés a
combinacgao dos componentes da reacéo sob condi¢des de reagcéo adequadas.

[0010] Em outro exemplo de realizacdo, também ¢é fornecido um
processo para a producéo de um acido peroxicarboxilico, compreendendo:

(a) o fornecimento de um conjunto de componentes de reacéo que
compreende:

(1) pelo menos um substrato selecionado a partir do grupo
consistindo em:

(i) um ou mais ésteres possuindo a estrutura

[X]mRS
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em que:

X =um grupo éster de férmula Rs-C(O)O;

Re = um grupo hidrocarbila C1 a C7, linear, ramificado ou
ciclico, opcionalmente substituido com grupos hidroxila ou grupos alcoxi C1
a C4, em que Rs compreende, opcionalmente, uma ou mais ligacdes éter
para Re = C2 a C7;

Rs = um grupo hidrocarbila C1 a C6 linear, ramificado ou ciclico ou um
grupo heteroaromatico ciclico de cinco membros ou grupo aromético ou
heteroaromético ciclico de seis membros, opcionalmente substituidos com grupos
hidroxila; em que cada &tomo de carbono em Rs compreende individualmente n&o
mais do que um grupo hidroxila, ou ndo mais do que um grupo éster ou de acido
carboxilico; em que R> compreende, opcionalmente, uma ou mais ligacoes éter;

m = um numero inteiro que varia de 1 ao numero de atomos de
carbono em Rs; e em que os referidos ésteres tém solubilidade em 4gua de pelo
menos 5 ppm a 25 °C,;

(i) um ou mais glicerideos possuindo a estrutura

ﬁ
C

Ry O——CH,——CH——CH,——OR,

OR;

em que R1 = alquila C1 a C21 de cadeia linear ou cadeia ramificada
opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcoxi C1 a C4;
e Rz e R4 sdo, individualmente, H ou R1C(O);

(ii)) um ou mais ésteres da formula:
@)
C

em que Ri = uma alquila C1 a C7 de cadeia linear ou cadeia

R1 0—R,

ramificada opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcoxi
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Cl a C4 e Rz = (CH2CH20)n, (CH2CH(CH3)-O)nH, arila, alquilarila, alquil-
heteroarila, heteroarila, alquinila, alquenila ou alquila C1 a C10 de cadeia linear
ou cadeia ramificada, e n é de 1 a 10;

(iv) um ou mais monossacarideos acilados, dissacarideos acilados
ou polissacarideos acilados; e

(v) qualquer combinacéo de (i) até (iv);

(2)  uma fonte de peroxigénio; e

(3) um catalisador enzimatico, compreendendo um polipeptideo
contendo a atividade perhidrolitica e uma sequéncia de aminoacidos possuindo
pelo menos 80% de identidade com a sequéncia de aminoacidos apresentada
na SEQ ID NO: 4, desde que o residuo de aminoécido ligado ao lado C-terminal
da histidina catalitica ndo seja acido glutamico;

(b) combinacdo do conjunto de componentes de reacdo sob
condicdes de reacdo adequadas em que o acido peroxicarboxilico € produzido; e

(c) opcionalmente, a diluicdo do acido peroxicarboxilico produzido
na etapa (b).

[0011]Em outro exemplo de realizacdo, € proporcionado um
processo que compreende ainda uma etapa (d), em que o &cido
peroxicarboxilico produzido na etapa (b) ou etapa (c) € colocado em contato com
uma superficie dura, uma superficie do corpo, ou, pelo menos, um artigo de
vestuario.

[0012] O presente processo produz o acido peroxicarboxilico
desejado apds a combinacdo dos componentes da reacédo. Os componentes da
reacao podem permanecer separados até a utilizacdo dos mesmos.

[0013]Em um aspecto adicional, é fornecido um sistema de
geracédo de acido peroxicarboxilico e de entrega, compreendendo:

(a) um primeiro compartimento compreendendo;

(1) um catalisador enzimatico, compreendendo um polipeptideo
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contendo a atividade perhidrolitica e uma sequéncia de aminoacidos possuindo
pelo menos 80% de identidade com a sequéncia de aminoacidos apresentada
na SEQ ID NO: 4, desde que o residuo de aminoécido ligado ao lado C-terminal
da histidina catalitica ndo seja acido glutamico;

(2) pelo menos um substrato selecionado a partir do grupo
consistindo em:

(i) um ou mais ésteres possuindo a estrutura

[X]mRs

em que:

X = um grupo éster de formula Re-C(O)O;

Re = um grupo hidrocarbila C1 a C7, linear, ramificado ou
ciclico, opcionalmente substituido com grupos hidroxila ou grupos alcéxi C1
a C4, em que Res compreende, opcionalmente, uma ou mais ligacdes éter
para Re = C2 a C7,

Rs = um grupo hidrocarbila C1 a C6 linear, ramificado ou ciclico ou
um grupo heteroaromético ciclico de cinco membros ou grupo aromético ou
heteroaromético ciclico de seis membros, opcionalmente substituidos com
grupos hidroxila; em que cada atomo de carbono em Rs compreende
individualmente ndo mais do que um grupo hidroxila, ou ndo mais do que um
grupo éster ou grupo de A&cido carboxilico, em que RS> compreende,
opcionalmente, uma ou mais ligacdes éter;

m = um numero inteiro que varia de 1 ao numero de atomos de
carbono em Rs; e

em que os referidos ésteres possuem solubilidade em agua de pelo
menos 5 ppm a 25 °C,;

(i) um ou mais glicerideos possuindo a estrutura
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O—0O

O—CH,——CH—CH,——OR,

OR4
em que R1 = alquila C1 a C21 de cadeia linear ou cadeia ramificada
opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcéxi C1 a C4;
e Rs e R4 séo, individualmente, H ou R1C(O);

(iif) um ou mais ésteres da formula:
O

Ri——C—O0—R,

em que Ri = uma alquila C1 a C7 de cadeia linear ou cadeia
ramificada opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcoéxi
Cl a C4 e R2 = (CH2CH20)n, (CH2CH(CHs)-O)nH, arila, alquilarila, alquil-
heteroarila, heteroarila, alquinila, alquenila ou alquila C1 a C10 de cadeia linear
ou cadeia ramificada, e n é de 1 a 10;

(iv) um ou mais monossacarideos acilados, dissacarideos acilados
ou polissacarideos acilados; e

(v) qualquer combinacao de (i) até (iv); e

(3) um tampéo opcional; e

(b) um segundo compartimento compreendendo;

(1) fonte de peroxigénio;

(2) um agente estabilizador de peréxido; e

(3) um tampéo opcional.

[0014]Em um exemplo de realizacdo adicional, € fornecida uma
composicao de tratamento de roupa compreendendo:

a) um polipeptideo possuindo atividade perhidrolitica e uma

sequéncia de aminoéacidos possuindo pelo menos 80% de identidade com a
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sequéncia de amino&cidos apresentada na SEQ ID NO: 4 desde que o residuo
de aminoacido ligado ao lado C-terminal da histidina catalitica ndo seja &cido
glutamico;

b) pelo menos um substrato selecionado a partir do grupo
consistindo em:

(i) um ou mais ésteres possuindo a estrutura

[X]mRs

em que:

X =um grupo éster de férmula Rs-C(O)0O;

Re = um grupo hidrocarbila C1 a C7, linear, ramificado ou ciclico,
opcionalmente substituido com grupos hidroxila ou grupos alcéxi C1 a C4, em
que Re compreende, opcionalmente, uma ou mais ligacdes éter para Re = C2 a
C7,

Rs = um grupo hidrocarbila C1 a C6 linear, ramificado ou ciclico ou um
grupo heteroaromatico ciclico de cinco membros ou grupo aromético ou
heteroaromético ciclico de seis membros, opcionalmente substituidos com grupos
hidroxila; em que cada &tomo de carbono em Rs compreende individualmente n&o
mais do que um grupo hidroxila, ou ndo mais do que um grupo éster ou grupo de
acido carboxilico; em que R®> compreende, opcionalmente, uma ou mais ligacdes éter;

m = um numero inteiro que varia de 1 ao numero de atomos de
carbono em Rs; e

em que os referidos ésteres possuem solubilidade em agua de pelo
menos 5 ppm a 25 °C,;

(i) um ou mais glicerideos possuindo a estrutura

ﬁ
C

R, O—CH,——CH——CH,—OR,

OR,
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em que R1 = alquila C1 a C21 de cadeia linear ou cadeia ramificada
opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcoxi C1 a C4;
e R3 e R4 sdo, individualmente, H ou R1C(O);

(iii) um ou mais ésteres da férmula:

ﬁ
C—O0—R,

em que Ri = uma alquila C1 a C7 de cadeia linear ou cadeia

R

ramificada opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcéxi
Cl a C4 e R2 = (CH2CH20)n, (CH2CH(CHs)-O)nH, arila, alquilarila, alquil-
heteroarila, heteroarila, alquinila, alquenila ou alquila C1 a C10 de cadeia linear
ou cadeia ramificada, e n é de 1 a 10;

(iv) um ou mais monossacarideos acilados, dissacarideos acilados
ou polissacarideos acilados; e

(v) qualquer combinacao de (i) até (iv); e

¢) uma fonte de peroxigénio; e

d) pelo menos um tensoativo.

[0015]Em um exemplo de realizacdo adicional, é fornecido um
produto para cuidados pessoais compreendendo um polipeptideo possuindo
atividade perhidrolitica, em que o referido polipeptideo possui uma sequéncia de
aminoacidos possuindo pelo menos 80% de identidade com a sequéncia de
aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 4, desde que o residuo de aminoéacido
ligado a extremidade C-terminal da histidina catalitica ndo seja acido glutamico;

[0016]Em um exemplo de realizacdo adicional, o produto para
cuidados pessoais € um xampu, lo¢ao corporal, gel de banho, hidratante tépico,
creme dental, gel dental, antisséptico bucal, enxaguatoério bucal, enxaguatorio
antiplaca ou produto de limpeza tépica.

[0017] Em outro exemplo de realizacdo, é fornecida uma molécula
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de &cido nucleico isolada selecionada a partir do grupo que consiste em:

(&) um polinucleotideo que codifica um polipeptideo contendo a
atividade perhidrolitica, e o referido polipeptideo compreende a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14 ou SEQ ID NO: 16;

(b) um polinucleotideo compreendendo a sequéncia de &cido
nucleico de SEQ ID NO: 13 ou SEQ ID NO: 15; e

(c) um polinucleotideo totalmente complementar ao polinucleotideo
de (a) ou (b).

[0018]Em um exemplo de realizagdo adicional, € fornecido um
polipeptideo isolado possuindo atividade perhidrolitica compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 ou SEQ ID NO: 16.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0019] A Figura 1 € um alinhamento CLUSTALW das SEQ ID NOs:
2,4,6,8,10,e12.

BREVE DESCRICAO DA LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0020] As sequéncias a seguir cumprem com o Titulo 37 do CFR
81.821-1.825 (“Requirements for Patent Applications Containing Nucleotide
Sequences and/or Amino Acid Sequence Disclosures - the Sequence Rules”) e
estdo de acordo com as normas da Organizacdo Mundial da Propriedade
Intelectual (OMPI/WIPO), Standard ST.25 (2009) e os requisitos de listagem de
sequéncias da Convencao sobre a Patente Europeia (CPE) e do Tratado de
Cooperacdo em matéria de Patentes (PCT) (Regras 5.2 e 49,5 (a-bis), e na
secdo 208 e Anexo C das instru¢des administrativas. Os simbolos e formatos
utilizados para os dados de sequéncias de nucleotideos e aminoéacidos
obedecem as regras estabelecidas no Titulo 37 do CFR § 1,822.

SEQ ID NO: 1 é a sequéncia de acido nucleico da regido codificante
codon- otimizada que codifica a acetil-xilano esterase de Thermotoga maritima

possuindo atividade perhidrolitica.
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SEQ ID NO: 2 é a sequéncia de aminoécidos da acetil-xilano
esterase de Thermotoga maritima possuindo uma atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 3 é a sequéncia de acido nucleico da regido codificante
codon-otimizada que codifica uma acetil-xilano esterase de Actinosynnema
mirum possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 4 € a sequéncia de aminoacidos de uma acetil-xilano
esterase de Actinosynnema mirum possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 5 é a sequéncia de acido nucleico da regido codificante
codon-otimizada que codifica uma acetil-xilano esterase de Propionibacterium
acnes possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 6 é a sequéncia de aminoacidos de uma acetil-xilano
esterase de Propionibacterium acnes possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 7 é a sequéncia de acido nucleico da regido codificante
codon-otimizada que codifica uma acetil-xilano esterase de Streptococcus equi
possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 8 é a sequéncia de aminoacidos de uma acetil-xilano
esterase de Streptococcus equi possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 9 é a sequéncia de acido nucleico da regido codificante
coédon-otimizada que codifica uma acetil-xilano esterase de Stackebrandtia
nassauensis possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 10 é a sequéncia de aminoacidos de uma acetil-xilano
esterase de Stackebrandtia nassauensis possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 11 é a sequéncia de acido nucleico da regiao
codificante codon-otimizada que codifica uma acetil-xilano esterase de
Streptococcus agalactiae possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 12 é a sequéncia de aminoacidos de uma acetil-xilano
esterase de Streptococcus agalactiae possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 13 é a sequéncia de acido nucleico da regido
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codificante codon-otimizada que codifica uma acetil-xilano esterase C277S
variante de Actinosynnema mirum possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 14 é a sequéncia de amino&cidos de uma acetil-xilano
esterase C277S variante de Actinosynnema mirum possuindo atividade
perhidrolitica.

SEQ ID NO: 15 é a sequéncia de &cido nucleico da regido
codificante codon-otimizada que codifica uma acetil-xilano esterase C277T
variante de Actinosynnema mirum possuindo atividade perhidrolitica.

SEQ ID NO: 16 é a sequéncia de aminoacidos de uma acetil-xilano
esterase C277T variante de Actinosynnema mirum possuindo atividade
perhidrolitica.

SEQ ID NO: 17 é a sequéncia de aminoacidos da Thermotoga
maritima C277S variante (Patente US 8.062.875).

SEQ ID NO: 18 é a sequéncia de aminoacidos da Thermotoga
maritima C277T variante (Patente US 8.062.875).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0021] S&o fornecidos composi¢des e métodos compreendendo um
polipeptideo possuindo atividade perhidrolitica, em que o referido polipeptideo
possui uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80% de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 4,
desde que o residuo de aminoacido ligado a extremidade C-terminal da histidina
catalitica ndo seja acido glutdmico; As composicbes e 0s metodos sao
apropriados para produzir enzimaticamente pelo menos um peracido adequado
para uso em um produto para o tratamento de roupas, um produto desinfetante,
um produto cosmeético ou de um produto para cuidados pessoais.

[0022] Na presente divulgacédo, uma série de termos e abreviaturas
e utilizada. As seguintes definicdes aplicam-se a menos que especificamente

indicado de outra forma.
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[0023] Conforme utilizado na presente invengédo, o0s artigos
‘um/uma” e “o/a” que precedem um elemento ou componente da presente
invencao destinam-se a ser ndo restritivos com relacdo ao niumero de casos (ou
seja, ocorréncias) do elemento ou componente. Portanto, “um/uma” e “o/a”
devem ser interpretados por incluir um ou pelo menos um, e a forma singular da
palavra do elemento ou componente também inclui o plural, a menos que seja o
namero que, obviamente, pretende-se que seja singular.

[0024]O termo “compreendendo”, significa a presenga das
caracteristicas, numeros, etapas ou componentes indicados, tal como referido
nas reivindicacbes, mas nao exclui a presenca ou adicdo de uma ou mais
caracteristicas, numeros, etapas ou componentes ou grupos dos mesmos. O
termo “compreendendo” pretende incluir exemplos de realizacdo abrangidos
pelos termos “consistindo essencialmente em” e “consistindo em”. Da mesma
forma, o termo “consistindo essencialmente em” pretende incluir exemplos de
realizagédo abrangidos pelo termo “consistindo em”.

[0025]Como usado no presente, o termo “cerca de” altera a
quantidade de um ingrediente ou reagente empregado, referindo-se a variagéo
na quantidade numérica que pode ocorrer, por exemplo, através da medicao
tipica e procedimentos de manuseio de liquido usado para fazer concentrados
ou solucdes de uso no mundo real, através de erro involuntario nesses
processos; através de diferencas na producdo, origem ou grau de pureza dos
ingredientes utilizados para fazer as composi¢cées ou realizar os métodos, e
similares. O termo “cerca de” também engloba valores que diferem devido a
diferentes condi¢cdes de equilibrio para uma composicado resultante de uma
mistura inicial especifica. Seja ou ndo modificadas pelo termo “cerca de”, as
reivindicagdes incluem equivalentes para as quantidades.

[0026] Quando presentes, todas as faixas ou intervalos sé&o

inclusivos e combinaveis. Por exemplo, quando um intervalo de “1 a 5” é citado,
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o intervalo citado deve ser interpretado como incluindo os intervalos “1 a 4”, “1 a
3",“1a2","1a2e4ab”, “1a3&5", esimilares.

[0027] Conforme utilizado na presente invengda, o termo “sistema
multicomponente” ira se referir a um sistema de geracdo de acido
peroxicarboxilico de maneira enzimatica, em que 0s componentes permanecem
separados até o uso. Como tal, o sistema multicomponente ira incluir pelo menos
um primeiro componente que permanece separado de pelo menos um segundo
componente. O primeiro e segundo componentes sao separados em diferentes
compartimentos até serem utilizados (ou seja, usando o primeiro e segundo
compartimentos). O desenho dos sistemas multicomponentes, muitas vezes,
dependera da forma fisica dos componentes a serem combinados e sao
descritos em mais detalhe abaixo.

[0028] Tal como utilizado na presente invencgédo, o termo “acido
peroxicarboxilico” é sinénimo de peracido, peroxiacido, acido peroxi, acido
percarboxilico e acido peroxoico.

[0029] Tal como utilizado na presente invencgédo, o termo “acido
peracético” € abreviado como “PAA” e é sinbnimo de acido peroxiacético, acido
etanoperoxoico e todos o0s outros sindnimos de Registro CAS de Numero 79-21-
0.

[0030] Conforme utilizado no presente, o termo “monoacetina” é
sinbnimo de monoacetato de glicerol, monoacetato de glicerina, e monoacetato
de glicerila.

[0031] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“diacetina” é sinbnimo de diacetato de glicerol; diacetato de glicerina, diacetato
de glicerila, e todos os outros sindbnimos com registro CAS de numero 25395-31-
7.

[0032] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo

“triacetina” é sinbnimo de triacetato de glicerina, triacetato de glicerol, triacetato
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de glicerila, 1,2,3-triacetoxipropano; triacetato de 1,2,3-propanotriol e todos os
outros sinbnimos com registro CAS de nimero 102-76-1.

[0033] Conforme utilizado no presente, o termo “monobutirina” é
sinbnimo de monobutirato de glicerol, monobutirato de glicerina, e monobutirato
de glicerila.

[0034] Conforme utilizado no presente, o termo “dibutirina” é
sindnimo de dibutirato de glicerol e dibutirato de glicerila.

[0035] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“tributirina” € sinbnimo de tributirato de glicerol; 1,2,3-tributirilglicerol; e todos os
outros sinbnimos com registro CAS de nimero 60-01-5.

[0036] Conforme utilizado no presente, o termo “monopropionina” é
sinbnimo de monopropionato de glicerol, monopropionato de glicerina, e
monopropionato de glicerila.

[0037] Conforme utilizado no presente, o termo “dipropionina” é
sinbnimo de dipropionato de glicerol e dipropionato de glicerila.

[0038] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“tripropionina” € sinbnimo de tripropionato de glicerila, tripropionato de glicerol;
1,2,3-tripropionilglicerol e todos os outros sinbnimos com registro CAS de
namero 139-45-7.

[0039] Conforme utilizado na presente invengao, os termos “agucar
acilado” e “sacarideo acilado” referem-se aos mono-, di- e polissacarideos
compreendendo, pelo menos, um grupo acila, em que o grupo acila €&
selecionado a partir do grupo que consiste em carboxilatos alifaticos de cadeia
linear possuindo um comprimento de cadeia a partir de C2 até C8. Exemplos
incluem, mas nao se limitam a, penta-acetato de glicose, tetra-acetato de xilose,
xilana acetilada, fragmentos de xilana acetilada, 3-D-ribofuranose-1,2,3,5-tetra-
acetato, tri-O-acetil-D-galactal, e tri-O-acetil-glucal.

[0040] Conforme utilizado na presente invencdo, 0S termos
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“hidrocarbila”, “grupo hidrocarbila”, e “radical hidrocarbila” significa um arranjo de
atomos de carbono em cadeia linear, ramificada ou ciclica ligados por ligacdes
carbono a carbono simples, duplas, triplas e/ou por ligacdes éter, e substituidos
de acordo com os atomos de hidrogénio. Tais grupos hidrocarbila podem ser
alifdticos e/ou aromaticos. Exemplos de grupos hidrocarbila incluem grupos
metila, etila, propila, isopropila, butila, isobutila, t-butila, ciclopropila, ciclobutila,
pentila, ciclopentila, metilciclopentila, hexila, ciclo-hexila, benzila e fenila. Em um
exemplo de realizagdo, o grupo hidrocarbila € um arranjo de &tomos de carbono
em cadeia linear, ramificada ou ciclica ligados por ligagdes carbono a carbono
simples e/ou por ligacdes éter, e substituidos de acordo com atomos de
hidrogénio.

[0041] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“aromatico” refere-se a um composto organico ou grupo caracterizado por um
aumento na estabilidade quimica resultante da deslocalizacdo de elétrons em
sistema de anel contendo geralmente mdultiplas ligacdes duplas conjugadas.
Anéis conjugados monociclicos planares com elétrons deslocalizados devem ser
aromaticos se tiverem elétrons (4n+2) 1. Exemplos de compostos aromaticos
podem incluir derivados de benzeno (por exemplo, é&cido 2, 3 ou 4-
acetoxibenzoico). Em um exemplo de realizacdo, o substrato pode ser éster de
acido 4-acetoxibenzéico.

[0042] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“heterociclico” refere-se a um composto ou grupo organico com uma estrutura
em anel possuindo um ou mais atomos, que néo seja carbono, em pelo menos
um dos seus anéis.

[0043] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“‘heteroaromatico” refere-se a um composto organico ou grupo com uma
estrutura em anel que é aromatica e heterociclica, em que o anel compreende

pelo menos um dos heteroatomos oxigénio, nitrogénio ou enxofre. Exemplos de
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grupos heteroaromaticos podem incluir grupos piridina, pirrol, furano e tiofeno.
[0044] Conforme utilizado na presente invencdo, 0S termos
“‘monoésteres” e “diésteres” de 1,2-etanodiol, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol,
1,2-butanodiol, 1,3-butanodiol, 2,3-butanodiol, 1,4-butanodiol, 1,2-pentanodiol,
2,5-pentanodiol, 1,6-pentanodiol, 1,2-hexanodiol, 2,5-hexanodiol, 1,6-
hexanodiol, referem-se os referidos compostos contendo pelo menos um grupo
éster com a formula RC(O)O, em que R € um grupo hidrocarbila C1 a C7 linear.
[0045] Conforme utilizado na presente invencdo, 0S termos

“formulacdo de reacgao enzimatica adequada”, “componentes adequados para a
geragao de um acido peroxicarboxilico”, “componentes de reagcdo adequados”,
‘componentes da reacdo”, “formulacdo de reagao” e “formulacdo de reacao
aquosa adequada” referem-se aos materiais e agua, em que 0s reagentes e 0
catalisador enzimético que compreende o presente polipeptideo variante
possuindo atividade perhidrolitica entram em contato de modo a formar o &cido
peroxicarboxilico desejado. Os componentes da formulacdo da reacdo sdo
fornecidos na presente invencgéo e os técnicos habeis no assunto conhecerao o
intervalo de variagcdes dos componentes adequados para este processo. Em um
exemplo de realizacdo, a formulacdo da reacdo enzimatica produz &cido
peroxicarboxilico in situ mediante a combina¢do dos componentes de reacao.
Assim, os componentes da reacdo podem ser fornecidos como um sistema
multicomponente em que um ou mais dos componentes da rea¢ado permanece
separado até sua utilizacdo. A concepcao de sistemas e meios para separar e
combinar multiplos componentes ativos sdo conhecidos no estado da técnica e,
geralmente, irdo depender da forma fisica dos componentes da reacéo
individuais. Por exemplo, sistemas com varios fluidos ativos (liquido-liquido)
geralmente usam garrafas com dispensadores multicamaras ou sistemas de
duas fases (Publicacdo do Pedido de Patente US 2005-0139608, Patente US
5.398.846, Patente US 5.624.634; Patente US 6.391.840; Patente EP
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0807156B1; Publicacéo do Pedido de Patente US 2005-0008526, e Publicac&o
PCT WO 00/61713), tal como os encontrados em algumas aplicacbes de
branqueamento, em que o agente de branqueamento desejado é produzido
mediante a mistura dos fluidos reativos. As formulagdes multicomponentes e
sistemas de geragdo multicomponentes para produzir enzimaticamente acidos
peroxicarboxilicos de ésteres de acidos carboxilicos séo descritos por DiCosimo
et al. nas Publicacdes de Pedido de Patente US 2010-0086510 e US 2010-
0086621, respectivamente. Outras formas de sistemas multicomponentes
usadas para gerar o acido peroxicarboxilico podem incluir, mas ndo estdo
limitadas, aquelas que sédo concebidas para um ou mais componentes sélidos
ou combinacdes de componentes soélidos-liquidos, tal como pé utilizado em
muitas composi¢cdes de branqueamento disponiveis comercialmente (por
exemplo, Patente US 5.116.575), comprimidos multicamadas (por exemplo.,
Patente US 6.210.639), pacotes que se dissolvem em agua com multiplos
compartimentos (por exemplo, Patente US 6.995.125) e aglomerados solidos
que reagem com a adicao de agua (por exemplo, Patente US 6.319.888 ).

[0046] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“substrato” ou “substrato de éster de &acido carboxilico” ira se referir aos
componentes da reagcdo enzimdtica perhidrolizados utilizando o presente
catalisador enzimatico na presenca de uma fonte adequada de peroxigénio,
como o peroxido de hidrogénio. Em um exemplo de realizacdo, o substrato
compreende pelo menos um grupo éster capaz de ser enzimaticamente
perhidrolizado usando o catalisador enzimatico, em que um acido
peroxicarboxilico & produzido.

[0047] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“perhidrélise” é definido como a reacdo de um substrato selecionado com uma
fonte de peroxido de hidrogénio para formar um &cido peroxicarboxilico.

Normalmente, o peroxido inorganico reage com o substrato selecionado na
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presenca de um catalisador para produzir o acido peroxicarboxilico. Conforme
utilizado na presente invengao, o termo “perhidrélise quimica” inclui as reacdes
de perhidrélise em que um substrato (tal como um &acido peroxicarboxilico
precursor) é combinado com uma fonte de perdxido de hidrogénio, em que o
acido peroxicarboxilico € formado na auséncia de um catalisador enzimético.
Conforme utilizado na presente invencido, o termo “perhidrolise enzimatica”
refere-se a uma reacdo de um substrato selecionado, com uma fonte de peréxido
de hidrogénio para formar um acido peroxicarboxilico, em que a reacdo é
catalisada por um catalisador enzimatico possuindo atividade de perhidrdlise.

[0048] Conforme utilizado na presente invencgao, o termo “atividade
de perhidrolase” refere-se a atividade catalisadora enzimética por unidade de
massa de (por exemplo, mg) de proteina, peso seco de células, ou peso de
catalisador imobilizado.

[0049] Conforme utilizado na presente invengao, “uma unidade de
atividade de enzima” ou “uma unidade de atividade” ou “L” é definida como a
quantidade de atividade de perhidrolase necessaria para a produgéo de 1 pmol
de produto acido peroxicarboxilico (tal como o &cido peracético) por minuto, a
uma temperatura especificada. “Uma unidade de atividade de enzima” também
pode ser utilizada para na presente invencao a quantidade de atividade de
hidrolise de &cido peroxicarboxilico necessaria para a hidrélise de 1 mol de &cido
peroxicarboxilico (por exemplo, acido peracético) por minuto, a uma temperatura
especificada.

[0050] Conforme utilizado na presente invencdo, 0Ss termos
“catalisador enzimatico” e “perhidrolase catalisadora” referem-se a um
catalisador compreendendo uma enzima (ou seja, um polipeptideo) possuindo
atividade de perhidrélise e pode estar na forma de um conjunto de células
microbianas, células microbianas permeabilizadas, um ou mais componentes

celulares de um extrato de células microbianas, uma enzima parcialmente
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purificada, ou uma enzima purificada. O catalisador enzimatico também pode ser
guimicamente modificado (por exemplo, por PEGilagdo ou por reagdo com
reagentes reticulantes (cross-linking)). A perhidrolase catalisadora pode também
ser imobilizada sobre um suporte utilizando métodos soluveis ou insoltveis bem
conhecidos pelos técnicos hibeis no assunto; vide, por exemplo, Immobilization
of Enzymes and Cells; 22 Edicdo, José M. Guisan, Editor; Humana Press,
Totowa, NJ, EUA; 2006.

[0051] Conforme utilizado na presente invencdo, 0Ss termos
“estruturalmente classificado como enzima EC-77, “estruturalmente classificado
como uma enzima da familia das carboidratos esterases 77, “estruturalmente
classificado como uma carboidrato esterase CE-7”, e “perhidrolase EC-7” seréo
usados a se referir as enzimas com atividade de perhidrolise que sao
estruturalmente classificadas como carboidratos esterases CE-7 (vide, Cantarel
et al, “The Carbohydrate-Active EnZymes database (CAZy): an expert resource
for Glycogenomics”, NAR, 37: D233-D238 (2009)).

[0052] Conforme utilizado na presente invencdo, 0S termos
“cefalosporina C deacetilase” e “cefalosporina C acetil-hidrolase” referem-se a
uma enzima (EC 3.1.1.41), que catalisa a desacetilacdo das cefalosporinas, tal
como a cefalosporina C e &cido 7-aminocefalosporanico (Mitsushima et al. Appl
.Environ. Microbiol., 61 (6): 2224-2229 (1995); Patente US 5.528.152; e Patente
US 5.338.676).

[0053] Conforme utilizado na presente invengao, “acetil xilano
esterase” se refere a uma enzima (EC 3.1.1.72; AXEs) que catalisa a
desacetilacéo de xilanas acetiladas e outros sacarideos acetilados.

[0054] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“Thermotoga maritima” refere-se a uma célula bacteriana relatada por ter
atividade acetil xilano esterase (GENBANK® NP_227893.1). Neste aspecto, a

cepa Thermotoga maritima € Thermotoga maritima MSB8. A sequéncia de
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aminoacidos da enzima do tipo selvagem possuindo atividade perhidrolase de
Thermotoga maritima é fornecida como SEQ ID NO: 2.

[0055] O termo “aminoacido” refere-se a unidade béasica estrutural
quimica de uma proteina ou polipeptideo. As seguintes abreviaturas sao usadas
na presente invencado para identificar aminoécidos especificos:

Abreviatura Abreviatura

Aminoacido
de Trés letras de uma letra

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Aspargina Asn N
Acido Aspartico Asp D
Cisteina Cis C
Glutamina Gln Q
Acido Glutamico Glu E
Glicina Gli G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lis K
Metionina Met M
Fenilanina Fen F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Tre T
Triptofano Trp w
Tirosina Tir Y
Valina Val \%
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Abreviatura Abreviatura
Aminoéacido
de Trés letras de uma letra

Qualquer aminoé&cido (ou conforme
Xaa X
definido na presente invengao)

[0056] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“contaminantes biologicos” refere-se a uma ou mais entidades bioldgicas
patogénicas e/ou indesejadas, incluindo, mas nao se limitados a, micro-
organismos, esporos, virus, prions, e misturas dos mesmos. A presente enzima
pode ser utilizada para produzir uma concentracdo eficaz de pelo menos um
acido perocarboxilico util para reduzir e u eliminar a presenca de contaminantes
biol6gicos viaveis. Em um exemplo de realizagdo preferido, o contaminante
biol6gico € um micro-organismo patogénico viavel.

[0057] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
“desinfecgao” refere-se ao processo de destruicdo ou prevencao do crescimento
de contaminantes biolégicos. Conforme utilizado na presente invencao, o termo
“‘desinfetante” refere-se a um agente que desinfeta pela destruicéo,
neutralizacdo ou inibicdo do crescimento de contaminantes bioldgicos.
Normalmente, os desinfetantes sdo utilizados para tratar objetos inanimados ou
superficies. Conforme utilizado na presente invencao, o termo “antisséptico”
refere-se a um agente quimico que inibe o crescimento de micro-organismos
patogénicos. Em um aspecto do exemplo de realizagdo, os contaminantes
bioldgicos sdo micro-organismos patogénicos.

[0058] Conforme utilizado na presente invencao, o termo “sanitario”
significa ou esta relacionado com a restauracédo ou preservacao da saude, em
geral, pela remocéo, prevencdo ou controle de um agente que pode ser
prejudicial a saude. Conforme utilizado na presente invencédo, o termo “sanear /
sanitizar” significa tornar sanitario. Conforme utilizado na presente invencéao, o

termo “sanitizador” refere-se ao agente sanitizante. Conforme utilizado na
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presente invengdo, o termo “sanitizacdo/higienizacado” refere-se ao ato ou
processo de sanitizar/higienizar.

[0059] Conforme utilizado na presente invengéo, o termo “virucida”
refere-se a um agente que inibe ou destrdi os virus, e € sinbnimo de “viricida”.
Um agente que exibe a capacidade para inibir ou destruir virus € descrito como
aquele que possui atividade “virucida”. Acidos peroxicarboxilicos podem ter
atividade viricida. Viricidas alternativos tipicos conhecidos no estado da técnica
que podem ser adequados para 0 uso na presente invencao incluem, por
exemplo, alcodis, de éteres, cloroférmio, formaldeido, fenol, beta propiolactona,
iodo, cloro, sais de mercurio, hidroxilamina, 6xido de etileno, etileno glicol,
compostos quaternarios de amdnio, enzimas e detergentes.

[0060] Conforme utilizado na presente invengao, o termo “biocida”
refere-se a um agente quimico, tipicamente de amplo espectro, que inativa ou
destr6i micro-organismos. Um agente quimico que exibe a capacidade para
inativar ou destruir micro-organismos € descrito como aquele que possui
atividade “biocida”. Acidos peroxicarboxilicos podem ter atividade biocida.
Biocidas alternativos tipicamente conhecidos no estado da técnica que podem
ser adequados para 0 uso na presente invencéao incluem, por exemplo, cloro,
diéxido de cloro, cloroisocianuratos, hipocloritos, 0zbénio, acroleina, aminas,
fendis clorados, sais de cobre, compostos de organo-enxofre, e sais de aménio
quaternario.

[0061] Conforme utilizado na presente invencdo, a frase
“concentracao biocida minima” refere-se a concentracdo minima de um agente
biocida que, para um determinado tempo de contato, produzira uma reducao letal
irreversivel desejada, na populacdo de micro-organismos viaveis visada. A
eficacia pode ser mensurada pela redugcéo em logio de micro-organismos viaveis
apos o tratamento. Em um aspecto, a reducéo especifica em micro-organismos

viaveis ap0s o tratamento € uma reducdo de pelo menos 3-logi, mais
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preferencialmente uma reducéo de pelo menos 4-logio, € mais preferencialmente
um reducao de pelo menos 5 logio. Em outro aspecto, a concentragdo minima
de biocida € de pelo menos um reducdo de 6 logio de células microbianas
viaveis.

[0062] Conforme utilizado na presente invengado, o termo “fonte de
peroxigénio” refere-se aos compostos capazes de fornecer peréxido de
hidrogénio a uma concentracédo de cerca de 1 mM ou mais, quando em uma
solucéo aquosa, incluindo, mas néo se limitando a, peroxido de hidrogénio, aduto
de peroéxido de hidrogénio (por exemplo, aduto de peréxido de hidrogénio- ureia
(perdxido de carbamida)), perboratos, percarbonatos, bem como percarbonato
de sddio. Conforme descrito na presente invenc¢ao, a concentracdo do peroxido
de hidrogénio fornecida pelo composto de peroxigénio na formulagéo de reacao
aquosa ¢ inicialmente de pelo menos 1 mM ou mais apds a combinacdo dos
componentes da reacdo. Em um exemplo de realizacdo, a concentracdo de
perdoxido de hidrogénio na formulacdo de reacédo aquosa é de pelo menos 0,5
mM. Em outro exemplo de realizacéo, a concentracao de peréxido de hidrogénio
na formulacéo de reacdo aquosa é de pelo menos 10 mM. Em outro exemplo de
realizacdo, a concentracdo de perdxido de hidrogénio na formulacdo de reacéo
aquosa € de pelo menos 100 mM. Em outro exemplo de realizacdo, a
concentracdo de peréxido de hidrogénio na formulagcédo de reacdo aquosa € de
pelo menos 200 mM. Em outro exemplo de realizacdo, a concentracdo de
peréxido de hidrogénio na formulacéo de reacdo aquosa € de 500 mM ou mais.
Ainda em outro exemplo de realizagcdo, a concentracdo de peroxido de
hidrogénio na formulacdo de reacdo aquosa € de 1000 mM ou mais. A razao
molar de peréxido de hidrogénio para o substrato da enzima, tal como
triglicerideo, (H20:2:substrato) na formulacdo de reacdo aquosa pode ser de
cerca de 0,002 a 20, de preferéncia de aproximadamente 0,1 a 10, e mais

preferivelmente de aproximadamente 0,5 a 5.
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[0063]Conforme utilizado na presente invencgéo, o termo “agente
de beneficio” refere-se a um material que promove ou intensifica uma
vantagem util, um efeito desejavel/favoravel ou beneficio. Em um exemplo de
realizacao, é fornecido um processo no qual um agente de beneficio, tal como
uma composi¢cdo compreendendo um acido peroxicarboxilico, é aplicado a um
téxtil ou artigo de vestuario para se conseguir o beneficio desejado, tais como
a desinfeccdo, branqueamento, descoloracdo, desodorizacdo, e qualquer
combinacdo dos mesmos. Em outro exemplo de realizagcdo, o presente
polipeptideo variante possuindo atividade perhidrolitica pode ser usado para
produzir um agente de beneficio a base de peracido para a utilizacdo em
produtos para cuidados pessoais (tais como produtos para o cabelo, produtos
para a pele, produtos de tratamento das unhas ou produtos de cuidados
orais). Em um exemplo de realizacdo, um produto para cuidados pessoais é
fornecido compreendendo um polipeptideo contendo a atividade
perhidrolitica, possuindo o referido polipeptideo uma sequéncia de
aminoacidos que possui pelo menos 80% de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoacidos apresentada nas SEQ ID NOs: 4, 14 ou 16, desde
que o residuo de aminoéacido ligado & extremidade C-terminal da histidina
catalitica ndo seja acido glutamico. Os produtos para cuidados pessoais sdo
formulados para proporcionar uma concentracdo segura e eficaz do agente
de beneficio de peracido desejado.

[0064] Conforme utilizado na presente invengdo, “produtos de
higiene pessoal’ significa produtos utilizados na limpeza, branqueamento e/ou
desinfeccdo do cabelo, pele, couro cabeludo, e dentes, incluindo, mas néo se
limitando a, xampus, lo¢cdes corporais, géis de banho, hidratantes topicos, pasta
de dentes, géis dentais, antissépticos bucais, enxaguatdrios bucais, enxagues
antiplaca, e/ou outros produtos de limpeza topicos. Em alguns exemplos de

realizacdo particularmente preferidos, estes produtos sao utilizados em seres
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humanos, enquanto que em outros exemplos de realizacéo, estes produtos
encontram uso em animais ndo humanos (por exemplo, em aplicacdes
veterindrias).

[0065] Conforme utilizado na presente invengdo, 0s termos
“clareamento” e “branqueamento de dentes” sdo utilizados indiferentemente para
se referir a melhorar o brilho (por exemplo, branqueamento) de um dente ou dos
dentes. Pretende-se que o termo abranja qualquer método adequado para o
branqueamento de dentes, incluindo a presente invencdo, bem como o
tratamento quimico, tratamento com &cido suave, clareamento abrasivo, e
clareamento a laser. Em exemplos de realizacdo particularmente preferidos, a
presente invencdo prové uma perhidrolase e composi¢cdes contendo
perhidrolase adequadas para o branqueamento dos dentes.

POLIPEPTIDEOS POSSUINDO ATIVIDADE PERHIDROLITICA

[0066]O “motivo de assinatura® para as esterases CE-7
anteriormente divulgadas possuindo atividade perhidrolitica compreende trés
submotivos conservados (numeracao da posicdo dos residuos em relacdo a
sequéncia de referéncia SEQ ID NO : 2, a acetil xilano esterase de tipo selvagem
de Thermotoga maritima):

a) Arg118-Gli119-GIn120; (“motivo RGQ”);

b) Gli186-Xaal87-Ser188-GIn189-Gli190; e (“motivo GXSQG”); e

c¢) His303-Glu304. (“motivo HE”).

[0067] Tipicamente, o residuo Xaa na posicdo de aminoacido 187
e glicina, alanina, prolina, triptofano ou treonina. Dois dos trés residuos de
aminoacidos que pertencem a triade catalitica estdo em negrito.

[0068] Embora as presentes enzimas perhidroliticas tenham o
motivo RGQ e o motivo GXSQG, nenhuma das presentes enzimas perhidroliticas
tem o acido glutdmico no “motivo HE” anteriormente relatado como um motivo

estrutural conservado, tal como mostrado na Tabela A e Figura 1.
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TABELA A

MOTIVOS ENCONTRADOS DENTRO DAS PRESENTES ENZIMAS COM ATIVIDADE

PERHIDROLASE

Motivo Residuo de

Sequéncia da Motivo RGQ (n° GXSQG (n° de Motivo HX (n° | aminoéacido ligado a
Perhidrolase de Residuos) . de Residuos) | histidina catalitica

Residuos) ;

no motivo HX

SEQ ID NO: 22 118-120 186-190 303-304 EP
SEQ ID NO: 4 118-120 184-188 302-303 A
SEQ ID NO: 6 117-119 184-188 309-310 A
SEQ ID NO: 8 114-116 177-181 299-300 D
SEQ ID NO: 10 117-119 186-190 303-304 S
SEQ ID NO: 12 115-117 178-182 299-300 D
SEQ ID NO: 14 118-120 184-188 302-303 A
SEQ ID NO: 16 118-120 184-188 302-303 A

a = sequéncia de referéncia da Thermotoga maritima.
b = Anteriormente divulgado como sendo um &cido glutdmico conservado,
formando um motivo “HE”.

[0069] Parece que os presentes polipeptideos possuindo atividade
perhidrolitica podem representar um novo subgrupo dentro da principal classe
genérica das carboidratos esterases CE-7 listadas como membros dentro do
banco de dados CAZy (Cantarel et al, “The Carbohydrate-Active EnZymes
database (CAZy): an expert resource for Glycogenomics”, NAR, 37: D233-D238
(2009)). Assim, os polipeptideos possuindo atividade perhidrolitica utilizados no
presente pedido de patente serado referidos como “carboidrato esterases CE-7"
ou “perhidrolases CE-7”, embora elas possam nao ter a por¢cao do “motivo de
assinatura” previamente definida.

[0070] Em outro exemplo de realizacéo, os presentes polipeptideos
possuindo atividade perhidrolitica sdo também definidos como possuindo a
seguinte combinacdo de motivos quando alinhados contra uma sequéncia de
referéncia de SEQ ID NO: 2 (numeracao da posicao de residuos em relacdo a
sequéncia de referéncia SEQ ID NO: 2, acetil-xilano esterase tipo selvagem de

Thermotoga maritima):
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a) Arg118-Gli119-GIn120; (“motivo RGQ”);

b) Gli186-Xaal87-Ser188-GIn189-Gli190; e (“motivo GXSQG”); e

c) His303-Xaa304. (“motivo HX"); em que “Xaa” ndo é acido

glutamico.

[0071] Em um aspecto preferido, o residuo de aminoacido “X” no
“‘motivo HX” é alanina, acido aspartico ou serina.

[0072] Em outro aspecto, o presente polipeptideo com atividade
perhidrolitica compreende uma sequéncia de aminoacidos possuindo pelo
menos 80% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 4, 6, 8, 10, 12, 14, e
16 , desde que o residuo de aminoacido ligado a extremidade C-terminal da
histidina catalitica ndo seja o 4cido glutamico.

[0073]JEm um exemplo de realizacdo, o0s presentes
polipeptideos possuindo atividade perhidrolitica possuem pelo menos 70,
71,72,73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 84, 86, 87, 88, 89, 90,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou 100% de identidade de sequéncia de
aminoacidos com as sequéncias fornecidas na presente invencado, desde
que o residuo de aminoacido ligado a extremidade C-terminal da histidina
catalitica ndo seja o acido glutamico.

[0074] Em outro aspecto, o presente polipeptideo com atividade
perhidrolitica compreende uma sequéncia de aminoacidos possuindo pelo
menos 80% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoacidos
gque possui pelo menos 80% de identidade com a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID NO: 4, desde que o residuo de aminoacido ligado a
extremidade C-terminal da histidina catalitica ndo seja o acido glutamico. Em
outro aspecto, o presente polipeptideo com atividade perhidrolitica compreende
uma sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 4.

[0075] Conforme utilizado na presente invencdo, 0 termo
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“perhidrolase variante” ou “variante” refere-se as enzimas perhidroliticas que
possuem uma modificacédo que resulta em pelo menos uma adigéo, delecéo e/ou
substituicdo de amino&cidos, quando comparada com a enzima correspondente
(tipicamente a enzima tipo selvagem) a partir do qual a variante foi originada;
contanto que os motivos necessarios aqui descritos e a atividade perhidrolitica
associada a elas sejam mantidos. As perhidrolases CE-7 variantes também
podem ser utilizadas nas presentes composi¢cdes e métodos. Exemplos de
variantes sdo fornecidas como SEQ ID NOs: 14 e 16.

[0076] Os técnicos habeis no assunto sabem que sequéncias
substancialmente similares de perhidrolases também podem ser utilizadas nas
presentes composi¢cfes e métodos. Em um exemplo de realizacdo, as
sequéncias substancialmente similares sédo definidas pela sua capacidade de
hibridizar, sob condi¢Bes altamente estringentes, com as moléculas de acidos
nucleicos associadas com as sequéncias aqui exemplificadas. Em outro exemplo
de realizagédo, os algoritmos de alinhamento de sequéncias podem ser utilizados
para definir as enzimas que séo substancialmente similares com base na
percentagem de identidade com as sequéncias de DNA ou de aminoacidos aqui
disponibilizadas.

[0077] Conforme utilizado na presente invencdo, uma molécula de
acido nucleico é “hibridizavel” a outra molécula de acido nucleico, tal como um
cDNA, DNA genémico RNA, quando uma fita-simples da primeira molécula pode
se anelar a outra sob condi¢cbes adequadas de temperatura e forca ibnica da
solugdo. As condigbes de hibridizacdo e lavagem sdo bem conhecidas e
exemplificadas em Sambrook, J. e Russel, D. T. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Terceira Edi¢cdo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor (2001). As condicbes de temperatura e forca ibnica determinam a
“estringéncia” da hibridizagdo. Condi¢cbes de estringéncia podem ser ajustadas

para selecionar moléculas moderadamente similares, tais como sequéncias
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homologas a partir de organismos distantemente relacionados, a moléculas
muito similares, tais como genes que duplicam enzimas funcionais a partir de
organismos estreitamente relacionados. A lavagem pds-hibridizagédo
normalmente determina as condicdes de estringéncia. Um conjunto de
condicoes preferenciais usa uma série de lavagens iniciais com 6X SSC, 0,5%
de SDS em temperatura ambiente por 15 min, em seguida, repetido com 2X
SSC, 0,5% de SDS a 45 °C por 30 min, e depois repetido duas vezes com 0,2 X
SSC, 0,5% de SDS a 50 °C por 30 min. Um conjunto mais preferido de condi¢des
utiliza altas temperaturas em que as lavagens séo idénticas as mencionadas
anteriormente, exceto que a temperatura das duas ultimas lavagens de 30 min
em 0,2 X SSC, 0,5% de SDS foi aumentada para 60 °C. Outro conjunto preferido
de condicdes de hibridizacdo altamente estringentes € 0,1 X, SSC, 0,1% de SDS,
a 65 °C e lavagem com SSC 2X, 0,1% de SDS, seguido por uma lavagem final
com SSC 0,1X; 0,1% de SDS a 65 °C.

[0078] A hibridizacdo exige que o0s dois acidos nucleicos
contenham sequéncias complementares, contudo, dependendo da estringéncia
da hibridizacdo, pareamentos inadequados entre as bases sao possiveis. A
estringéncia adequada para hibridizacdo de &cidos nucleicos depende do
comprimento dos acidos nucleicos e do grau de complementacao, variaveis bem
conhecidas no estado da técnica. Quanto maior o grau de similaridade ou
homologia entre as duas sequéncias de nucleotideos, maior o valor de Tm para
os hibridos de acidos nucleicos com essas sequéncias. A estabilidade relativa
(correspondendo a um Tm maior) de hibridizacbes de acidos nucleicos diminui
na seguinte ordem: RNA:RNA, DNA:RNA, DNA:DNA. Para hibridos com mais de
100 nucleotideos de comprimento, as equacgdes para o célculo de Tm foram
derivados (Sambrook e Russell. Supra). Para hibridizag6es com acidos nucleicos
mais curtos, ou seja, oligonucleotideos, a posi¢cado de pareamentos inadequados

se torna mais importante, e o comprimento do oligonucleotideo determina a sua
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especificidade (vide Sambrook e Russell, Supra). Em um aspecto, o
comprimento de um &cido nucleico hibridizavel & de pelo menos cerca de 10
nucleotideos. De um modo preferido, um comprimento minimo para um &cido
nucleico hibridizavel é de cerca de pelo menos 15 nucleotideos de comprimento,
mais preferivelmente pelo menos cerca de 20 nucleotideos de comprimento,
ainda mais preferivelmente pelo menos 30 nucleotideos de comprimento, ainda
mais preferivelmente pelo menos 300 nucleotideos de comprimento, e mais
preferivelmente pelo menos 800 nucleotideos de comprimento. Além disso, o
técnico habil no assunto ira reconhecer que a temperatura e a concentracao de
sal na solucado de lavagem podem ser ajustadas conforme o necessario de
acordo com fatores como o comprimento da sonda.

[0079] Conforme utilizado na presente invencdo, a expressao
“‘porcentagem de identidade” é uma relagdo entre duas ou mais sequéncias
polipeptidicas, ou duas ou mais sequéncias de polinucleotideos, conforme
determinado pela comparacéo de sequéncias. No estado da técnica, “identidade”
significa também o grau de relacdo de sequéncia entre as sequéncias de
polipeptideos ou polinucleotideos, conforme o caso, como determinado pelo
pareamento entre as cadeias de tais sequéncias. A “identidade” e “similaridade”
podem ser facilmente calculadas por meio de métodos conhecidos, incluindo,
mas nao se limitando aos descritos em: Computational Molecular Biology (Lesk,
A. M., Ed.) Oxford University: NY (1988); Biocomputing: Informatics and Genome
Projects (Smith, D. W., Ed.) Academic Press: NY (1993); Computer Analysis of
Sequence Data, Part | (Griffin, A. M., e Griffin, H. G., Eds.) Humania Press: NJ
(1994); Sequence Analysis in Molecular Biology (von Heinje, G., Ed.) Academic
Press (1987); e Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. e Devereux, J., Eds.)
Stockton: NY (1991). Métodos para determinar a identidade e similaridade estéo
codificados em programas de computador disponiveis publicamente. Os

alinhamentos de sequéncia e calculos de percentagem da identidade podem ser
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calculados utilizando o programa Megalign® da LASERGENE bioinformatics
computing suite (DNASTAR® Inc., Madison, WI), o programa AlignX da Vector
NTI v. 7.0, (Informax, Inc., Bethesda, MD), o a suite de programas ‘EMBOSS
Open Software Suite’ (EMBL-EBI; Rice et al., Trends in Genetics 16, (6):276-277
(2000)). O alinhamento mdltiplo das sequéncias pode ser realizado usando o
método de alinhamento CLUSTAL (tal como CLUSTALW, por exemplo, versao
1.83) (Higgins e Sharp, CABIOS 5: 151-153 (1989); Higgins et al, Nucleic Acids
Res 22:4673-4680 (1994), e Chenna et al, Nucleic Acids Res 31 (13):3497-500
(2003)), disponivel a partir do Laboratorio de Biologia Molecular Europeu pelo
Instituto Europeu de Bioinformética) utilizando os parametros predefinidos. Os
parametros adequados para alinhamentos ClustalW de proteinas incluem GAP
Existence PENALTY = 15, GAP Extension = 0,2, = matriz Gonnet (por exemplo,
Gonnet250), ENDGAP = -1, GAPDIST proteina = 4, e KTUPLE = 1. Em um
exemplo de realizagdo, um alinhamento répido ou lento é utilizado com as
configuracbes padrdo (predefinidas), de modo que um alinhamento lento é
preferido. Alternativamente, os parametros utilizando no método CLUSTALW
(por exemplo, Versdo 1.83) podem ser modificados para utilizar também
KTUPLE =1, GAP PENALTY =10, GAP Extension =1, BLOSUM = (por exemplo,
BLOSUMG64), WINDOW =5 e TOP DIAGONALS SAVED =5.

[0080]Por “histidina catalitica” entende-se o residuo de histidina
nas perhidrolases presentemente divulgadas, que formam uma triade
catalitica com serina e acido aspartico. Por exemplo, na SEQ ID NO: 4, a
histidina catalitica & o residuo de aminoacido de numero 302. Uma variante
da SEQ ID NO: 4, que possui uma atividade perhidrolase tera sua histidina
catalitica alinhada com a histidina catalitica da SEQ ID NO: 4, quando as
sequéncias sdo comparadas utilizando o CLUSTALW, o que significa que a
histidina catalitica da variante pode, mas ndo necessariamente deve estar,

na posi¢cdo de aminoacido 302 da variante.
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[0081] Em um aspecto, as moléculas de acido nucleico isoladas
adequadas codificam um polipeptideo que possui uma sequéncia de
aminoacidos que é pelo menos 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 84, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, ou 99% idéntica as
sequéncias de aminoacidos divulgadas na presente invencao. As moléculas de
acido nucleico adequadas nao apenas tém as homologias acima, mas também
codificam tipicamente um polipeptideo que possui cerca de 210-340
aminoacidos de comprimento, cerca de 300 a cerca de 340 aminoécidos,
preferivelmente cerca de 310 a cerca de 330 aminoacidos, e mais
preferivelmente cerca de 318 a cerca de 325 aminoacidos de comprimento, em
que cada polipeptideo € caracterizado como tendo atividade perhidrolitica.

CoNDICOES DE REACAO ADEQUADAS PARA A PREPARACAO CATALISADA PELA

ENnzIMA DE Acibos PEROXICARBOXILICOS A PARTIR DE ESTERES DE AcIDOS

CARBOXiLICOS E PEROXIDO DE HIDROGENIO

[0082] E fornecido um processo para produzir uma formulagio
aquosa compreendendo pelo menos um &cido peroxicarboxilico pela reacéo de
ésteres de acidos carboxilicos e um peréxido inorganico (tal como peroxido de
hidrogénio, perborato de sddio ou percarbonato de sédio), na presenca de um
catalisador enzimatico possuindo atividade de perhidrélise, em que o catalisador
enzimatico compreende, em um exemplo de realizagdo, um polipeptideo
possuindo pelo menos 80% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 4, 6, 8,
10, 12, 14, e 16, desde que o residuo de aminoéacido ligado a extremidade C-
terminal da histidina catalitica ndo seja o acido glutdmico. Em um exemplo de
realizacdo adicional, o polipeptideo possuindo atividade perhidrolitica
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada dentre as SEQ ID
NOs: 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16. Em um exemplo de realizacdo adicional, o

polipeptideo possui a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4.

Petica0 870210119087, de 21/12/2021, pag. 45/207



36/85

[0083]Em um exemplo de realizacdo, os substratos adequados
incluem um ou mais ésteres fornecidos pela seguinte formula:

[X]mRs

em que X = um grupo éster de formula ReC(O)0O;

Re = um grupo hidrocarbila C1 a C7, linear, ramificado ou ciclico,
opcionalmente substituido com grupos hidroxila ou grupos alcoxi C1 a C4, em
que Res compreende, opcionalmente, uma ou mais ligacdes éter para Re = C2 a
C7,

Rs = um grupo hidrocarbila C1 a C6 linear, ramificado ou ciclico ou
um grupo heteroaromético ciclico de cinco membros ou grupo aromético ou
heteroaromético ciclico de seis membros, opcionalmente substituidos com
grupos hidroxila; em que cada atomo de carbono em Rs compreende
individualmente ndo mais do que um grupo hidroxila, ou ndo mais do que um
grupo éster ou grupo de A4cido carboxilico, em que R® compreende,
opcionalmente, uma ou mais ligacdes éter;

m = um numero inteiro que varia de 1 ao numero de atomos de
carbono em Rs; e

em que os referidos ésteres possuem solubilidade em agua de pelo
menos 5 ppm a 25 °C.

[0084] Em outro exemplo de realizacdo, Re = um grupo hidrocarbila
C1 a C7 linear, opcionalmente substituido com grupos hidroxila ou grupos alcéxi
C1 a C4, compreendendo opcionalmente uma ou mais ligagdes éter. Em um
exemplo de realizag&o adicional, Re = um grupo hidrocarbila C2 a C7 linear,
opcionalmente substituido com grupos hidroxila, e/ou compreendendo
opcionalmente uma ou mais ligagdes éter.

[0085] Em um exemplo de realizac&o, o substrato adequado pode
incluir o &cido 2-acetoxibenzobico, &cido 3-acetoxibenzodico, &acido 4-

acetoxibenzaoico, ou misturas dos mesmos.
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[0086] Em outro exemplo de realizacdo, os substratos adequados

incluem um ou mais glicerideos de férmula:

ﬁ
C

Ry O——CH,——CH——CH,——OR,

ORj
em que R1 = alquila C1 a C21 de cadeia linear ou cadeia ramificada
opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcéxi C1 a C4;
e Rs e R4 séo, individualmente, H ou R1C(O). Em um exemplo de realizagdo, o
substrato adequado é um glicerideo da formula acima em que R1 = alquila C1 a
C7 de cadeia linear ou cadeia ramificada opcionalmente substituida com um
grupo hidroxila ou um grupo alcoxi C1 a C4; e R3 e R4 séo, individualmente, H
ou R1C(O).
Em outro aspecto, os substratos adequados também incluem um

ou mais ésteres da formula:
O
C

em que Ri = uma alquila C1 a C7 de cadeia linear ou cadeia

Ry 0O—R,

ramificada opcionalmente substituida com um grupo hidroxila ou um grupo alcoxi
Cl a C4 e R2 = (CH2CH20)n, (CH2CH(CHs)-O)nH, arila, alquilarila, alquil-
heteroarila, heteroarila, alquinila, alquenila ou alquila C1 a C10 de cadeia linear
ou cadeia ramificada, e n é de 1 a 10.

[0087] Os substratos adequados podem também incluir um ou mais
sacarideos acilados selecionados a partir do grupo que consiste em
monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos acilados. Em outro exemplo
de realizacdo, os sacarideos acilados s&do selecionados a partir do grupo
consistindo em xilana acetilada, fragmentos de xilana acetilada, xilose acetilada

(como tetra-acetato de xilose), glicose acetilada (como a-D penta-acetato de
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glicose; penta-acetato de B-D-glicose), penta-acetato de B-D-galactose, hexa-
acetato de sorbitol, octa-acetato de sacarose, B-D-ribofuranose-1,2,3,5-tetra-
acetato, tri-O-acetil-D-galactal, tri-O-acetil-D-glucal, penta-acetato tetra-
acetilxilofuranose, penta-acetato de a-D-glucopiranose, a-D-manopiranose, e
celulose acetilada. Em um exemplo de realizacdo preferido, o sacarideo
acetilado é selecionado do grupo consistindo em 3-D-ribofuranose-1,2,3,5-tetra-
acetato, tri-O-acetil-D-galactal, tri-O-acetil-D-glucal, octa-acetato de sacarose e
celulose acetilada.

[0088] Em outro exemplo de realizacdo, os substratos adequados
sdo selecionados a partir do grupo que consiste em: monoacetina; diacetina;
triacetina; monopropionina; dipropionina; tripropionina; monobutirina; dibutirina;
tributirina; penta-acetato de glicose; tetra-acetato de xilose; xilana acetilada;
fragmentos de xilana acetilada; (-D-ribofuranose-1,2,3,5-tetra-acetato; tri-O-
acetil-D-galactal; tri-O-acetil-D-glucal; monoésteres ou diésteres de 1,2-
etanodiol, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, 1,2-butanodiol, 1,3-butanodiol, 2,3-
butanodiol, 1,4-butanodiol, 1,2- pentanodiol, 2,5-pentanodiol, 1,6-pentanodiol,
1,2-hexanodiol, 2,5-hexanodiol, 1,6-hexanodiol; e misturas dos mesmos.

[0089] Em outro exemplo de realizacdo, o éster de &cido carboxilico
€ selecionado a partir do grupo consistindo em monoacetina, diacetina,
triacetina, e combinacdes das mesmas. Em outro exemplo de realizacdo, o
substrato € um poliol C1 a C6 compreendendo um ou mais grupos éster. Em um
exemplo de realizag&o preferido, um ou mais dos grupos hidroxila existentes no
poliol C1 a C6 séo substituidos com um ou mais grupos acetoxi (como diacetato
de 1,3-propanodiol, diacetato de 1,4-butanodiol, etc). Em outro exemplo de
realizacdo, o substrato € o diacetato de propileno glicol (PGDA), diacetato de
etileno glicol (EGDA), ou uma mistura dos mesmos.

[0090] Em outro exemplo de realizacdo, os substratos adequados

sao selecionados a partir do grupo que consiste em acetato de etila; lactato de
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metila; lactato de etila; glicolato de metila; glicolato de etila; metoxiacetato de
metila; metoxiacetato de etila; metil-3-hidroxibutirato; etil-3-hidroxibutirato; citrato
de 2-acetil trietila; penta-acetato de glicose; gliconolactona; glicerideos (mono, di
e triglicerideos), como monoacetina, diacetina, triacetina, monopropionina,
dipropionina (dipropionato de glicerina), tripropionina (1,2,3-tripropionilglicerol),
monobutirina, dibutirina  (dibutirato de glicerina), tributirina (1, 2,3-
tributirilglicerol); sacarideos acetilados; e misturas dos mesmos.

[0091]Em um exemplo de realizacdo adicional, os substratos
adequados séo selecionados a partir do grupo que consiste em monoacetina,
diacetina, triacetina, monopropionina, dipropionina, tripropionina, monobutirina,
dibutirina, tributirina, acetato de etila, e lactato de etila. Em outro aspecto, o
substrato é selecionado a partir do grupo que consiste em diacetina, triacetina,
acetato de etila, e lactato de etila. Em um exemplo de realizagdo mais preferido,
0 substrato adequado compreende triacetina.

[0092] O éster de acido carboxilico estd presente na formulacao
aguosa de reacdo, a uma concentracao suficiente para produzir a concentracao
desejada de acido peroxicarboxilico apds a peridrélise catalisada por enzima. O
éster de acido carboxilico ndo precisa ser completamente soltvel na formulagéo
de reacdo aquosa, mas deve possuir uma solubilidade suficiente para permitir a
conversdo do éster pelo catalisador perhidrolase no &cido peroxicarboxilico
correspondente. O éster de acido carboxilico esta presente na formulacdo de
reacao aquosa a uma concentracdo de 0,0005% em peso a 40% em peso da
formulacédo de reacéo aquosa, de preferéncia a uma concentracao de 0,01% em
peso a 20% em peso da formulacéo de reacdo aquosa, e mais preferencialmente
em uma concentracdo de 0,05% em peso a 10% em peso da formulacéo de
reacao aquosa. A % em peso de éster de acido carboxilico pode, opcionalmente,
ser maior do que o limite de solubilidade do éster de acido carboxilico, de modo

a que a concentracao do éster de acido carboxilico seja de pelo menos 0,0005%
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em peso da formulacéo de reacdo aquosa que é constituida por agua, catalisador
enzimatico, e uma fonte de peréxido, em que a parte restante do éster de &cido
carboxilico permaneca como uma segunda fase separada de uma formulacéo
de reacao de duas fases, aquosa/organica. Nem todo o éster de &cido carboxilico
adicionado deve dissolver-se imediatamente na formulacdo de reagdo aquosa,
e depois de uma mistura inicial de todos os componentes da reacdo, a mistura
continua ou descontinua adicional é opcional.

[0093] Os &cidos peroxicarboxilicos produzidos pelos presentes
componentes da reagdo podem variar, dependendo dos substratos
selecionados, desde que o catalisador enziméatico presente seja utilizado. Em um
exemplo de realizacdo, o acido peroxicarboxilico produzido € &cido peracético,
acido perpropibnico, acido perbutirico, acido perlatico, acido perglicolico, &cido
permetoxiacético, 4cido per-B-hidroxibutirico, ou misturas dos mesmos.

[0094] A fonte de peroxigénio pode incluir, mas ndo esta limitada a,
perdxido de hidrogénio, aduto de perdxido de hidrogénio (por exemplo, aduto de
perdxido de hidrogénio-ureia (peréxido de carbamida)), sais de perborato e sais
de percarbonato. Alternativamente, o peroxido de hidrogénio pode ser gerado in
situ pela reagcdo de um substrato e oxigénio catalisada por uma enzima
possuindo atividade de oxidase (incluindo, mas ndo se limitando a, glicose
oxidase, galactose oxidase, sorbitol oxidase, hexose oxidase, &lcool oxidase,
glicerol oxidase, monoamina oxidase, glicolato oxidase, lactato oxidase, piruvato
oxidase, oxalato oxidase, colina oxidase, colesterol oxidase, piranose oxidase,
carboxialcool oxidase, acido L-aminoacido-oxidase, glicina oxidase, glutamato
oxidase, lisina oxidase, e uricase. A concentracdo do composto peroxigénio na
formulacéo de reacéao aquosa pode variar de 0,0033% em peso a cerca de 50%
em peso, de preferéncia de 0,033% em peso a cerca de 40% em peso, mais
preferencialmente de 0,33% em peso a cerca de 30% em peso.

[0095] Muitos catalisadores perhidrolase (como células inteiras,
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células inteiras permeabilizadas e extratos de células inteiras parcialmente
purificadas) tém sido relatados por possuirem atividade catalase (EC 1.11.1.6).
As catalases catalisam a conversdo de peroxido de hidrogénio em oxigénio e
agua. Em um aspecto, o catalisador enzimético possuindo atividade perhidrolase
ndo tem atividade de catalase. Em outro aspecto, o catalisador enzimético
possuindo atividade perhidrolase tem uma atividade de catalase suficientemente
menor para que a presenca da referida atividade catalase nao interfira
significativamente com a producdo de acido peroxicarboxilico catalisada pela
perhidrolase. Em outro aspecto, um inibidor da catalase é adicionado a
formulacédo de reacdo aquosa. Exemplos de inibidores da catalase incluem, mas
ndo estao limitados a, azida sddica e sulfato de hidroxilamina. Um técnico habil
no assunto podera ajustar a concentracdo de inibidor da catalase, conforme
necessario. A concentracdo do inibidor da catalase geralmente varia de 0,1 mM
a cerca de 1 M; de preferéncia cerca de 1 mM a cerca de 50 mM; mais
preferivelmente de cerca de 1 mM a cerca de 20 mM. Em um aspecto, a
concentragcdo de azida sddica varia tipicamente de cerca de 20 mM a cerca de
60 mM, enquanto a concentracdo de sulfato de hidroxilamina é tipicamente de
cerca de 0,5 mM a cerca de 30 mM, e preferencialmente cerca de 10 mM.
[0096] A atividade de catalase em uma célula hospedeira pode ser
regulada negativamente ou eliminada perturbando a expressédo do(s) gene(s)
responsavel(eis) pela atividade de catalase usando técnicas bem conhecidas,
incluindo, mas nao se limitando a, mutagénese de transposon, expressao de
RNA antisense, mutagénese direcionada, mutagénese aleatéria. Em um
exemplo de realizacéo preferido, o(s) gene(s) que codifica(m) a atividade de
catalase enddgena €(sdo) regulado(s) negativamente ou interrompido(s) (ou
seja, nocauteados (knocked-out). Conforme utilizado na presente invencao, um
gene ‘“interrompido” € um gene onde a atividade e/ou funcdo da proteina

codificada pelo gene néo estao mais presentes. Meios para interromper um gene
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sdo bem conhecidos no estado da técnica e podem incluir, mas nao estédo
limitados a, insercdes, dele¢cdes ou mutacdes do gene, desde que a atividade
e/ou funcdo da proteina correspondente ndo esteja mais presente. Em outro
exemplo de realizacao preferido, o hospedeiro de producdo é um hospedeiro de
produgéo E. coli que compreende um gene catalase interrompido selecionado a
partir do grupo que consiste em katG e katE (vide a Patente US 7.951.566 para
DiCosimo et al.). Em outro exemplo de realizacdo, o hospedeiro de producgéo é
uma cepa de E. coli compreendendo uma regulacdo negativa e/ou inter-
rompimento em ambos 0s genes da catalase, katG e katE. Uma cepa de E. coli
compreendendo um nocaute duplo dos genes katG e katE foi preparada e é
descrita como E. coli KLP18 (Patente US 7.951.566 para DiCosimo et al.).

[0097] A concentracdo do catalisador na formulagdo aquosa de
reacdo depende da atividade catalitica especifica do catalisador, e é escolhida
para se obter a taxa de reagédo desejada. O peso de catalisador em reacdes de
perhidrélise varia tipicamente de 0,0001 mg a 50 mg por mL de volume total de
reacao, de preferéncia de 0,0005 mg a 10 mg por mL, mais preferivelmente de
0,0010 mg a 2,0 mg por mL. O catalisador pode também ser imobilizado sobre
um suporte utilizando métodos sollveis ou insoluveis bem conhecidos pelos
técnicos habeis no assunto; vide, por exemplo, Immobilization of Enzymes and
Cells; (22 Edicdo) José M. Guisan, Editor; Humana Press, Totowa, NJ, EUA;
2006. O uso de catalisadores imobilizados permite a recuperacéo e reutilizacao
do catalisador nas reacfes subsequentes. O catalisador enzimatico pode estar
na forma de células microbianas inteiras, células microbianas permeabilizadas,
extratos de células microbianas, enzimas parcialmente purificadas ou purificadas
e misturas dos mesmos.

[0098] Em um aspecto, a concentracédo de acido peroxicarboxilico
gerado pela combinacdo de perhidrolise quimica e perhidrolise enzimatica do

éster de acido carboxilico é suficiente para proporcionar uma concentracao
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eficaz de &cido peroxicarboxilico para desinfec¢do, branqueamento, sanitizagéo,
desodorizagdo ou descoloracdo em um pH desejado. Em outro aspecto, o &cido
peroxicarboxilico € gerado a uma concentragdo segura e eficaz, adequada para
utilizacdo em um produto para cuidados pessoais a ser aplicado nos cabelos,
pele, unhas ou tecidos da cavidade oral, como o esmalte dos dentes, pelicula do
dente ou gengivas. Em outro aspecto, os meétodos da presente invencéo
proporcionam combinagdes de enzimas e substratos de enzimas para produzir
a concentracao eficaz desejada de &cido peroxicarboxilico, em que, na auséncia
da enzima adicionada, h4 uma concentragao significativamente inferior de acido
peroxicarboxilico produzido. Embora possa existir alguma perhidrolise quimica
do substrato da enzima por meio de reagdo quimica direta de peroxido inorganico
com o substrato enzimatico, pode ndo haver uma concentracdo suficiente de
acido peroxicarboxilico gerado para proporcionar uma concentracdo eficaz de
acido peroxicarboxilico nas aplicacfes desejadas, e um significativo aumento na
concentracdo de &cido peroxicarboxilico total € obtida pela adicdo de uma
perhidrolase catalisadora apropriada para a formulagéo de reacdo aquosa.
[0099]Em um aspecto da invencdo, a concentracdo de acido
peroxicarboxilico gerado (por exemplo, acido peracético) pela perhidrolise
enzimatica é, pelo menos, cerca de 2 ppm, de preferéncia pelo menos 20 ppm,
preferencialmente pelo menos 100 ppm, mais preferencialmente pelo menos
cerca de 200 ppm de acido peroxicarboxilico, mais preferencialmente pelo
menos 300 ppm, mais preferencialmente pelo menos 500 ppm, mais
preferencialmente pelo menos 700 ppm, mais preferencialmente pelo menos
cerca de 1000 ppm de acido peroxicarboxilico, mais preferivelmente pelo menos
cerca de 2000 ppm de acido peroxicarboxilico, mais preferencialmente pelo
menos 10.000 ppm de acido peroxicarboxilico dentro de 5 minutos, mais
preferencialmente dentro de 1 minuto apds o inicio da reacdo enzimatica da

perhidrolise. Em um segundo aspecto da invencéo, a concentracdo de acido
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peroxicarboxilico gerado (por exemplo, acido peracético) pela perhidrolise
enzimatica é, pelo menos, cerca de 2 ppm, de preferéncia pelo menos 20 ppm,
preferencialmente pelo menos 30 ppm, preferencialmente pelo menos 40ppm,
mais preferencialmente pelo menos 50 ppm, preferencialmente pelo menos 60
ppm, mais preferencialmente pelo menos 70 ppm, mais preferencialmente pelo
menos 80 ppm, mais preferencialmente pelo menos 100 ppm de &cido
peroxicarboxilico dentro de 5 minutos, mais preferencialmente dentro de 1
minuto apds o inicio da reacdo enzimatica da perhidrélise (ou seja, o tempo
medido a partir da combinacdo dos componentes de reacdo para formar a
formulacéo).

[00100] A formulacdo aquosa compreendendo o &cido
peroxicarboxilico pode ser opcionalmente diluida com diluente compreendendo
agua, ou uma solucdo essencialmente constituida por 4gua, para produzir uma
formulagcédo com a baixa concentracao-alvo de &cido peroxicarboxilico desejada.
Em um aspecto, o tempo de reacdo necessario para produzir a concentracao
desejada (ou intervalo de concentracdo) de acido peroxicarboxilico € de
aproximadamente 20 minutos ou menos, de preferéncia cerca de 5 minutos ou
menos, mais preferivelmente cerca de 1 minuto, ou menos.

[0100]Em outros aspectos, a superficie ou objeto inanimado
contaminado com uma concentracdo de contaminante(s) biolégico(s) € colocada
em contato com o acido peroxicarboxilico formado de acordo com 0s processos
descritos na presente invencao dentro de cerca de 1 minuto até cerca de 168
horas a partir da combinacé&o dos referidos componentes de reagéo, ou no prazo
cerca de 1 minuto a cerca de 48 horas, ou no prazo de cerca de 1 minuto a 2
horas da combinacdo dos referidos componentes de reacdo, ou qualquer
momento dentro desses intervalos de tempo.

[0101]Em outro aspecto, o acido peroxicarboxilico formado de

acordo com o0s processos descritos na presente invencdo é usado em uma
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aplicacdo de tratamento de roupas na qual o acido peroxicarboxilico é colocado
em contato com a roupa ou tecido para proporcionar um beneficio, tal como
desinfeccdo, branqueamento, descoloracdo, desodorizagdo e/ou uma
combinacdo dos mesmos. O &cido peroxicarboxilico pode ser utilizado em uma
variedade de produtos de tratamento de roupas, incluindo, mas nao se limitando
a, tratamentos de pré-lavagem utilizados em lavanderias ou téxteis, detergentes
ou aditivos, removedores de manchas, composicoes de branqueamento,
composi¢cdes desodorizantes e agentes de lavagem. Em um exemplo de
realizacdo, o presente processo para produzir um acido peroxicarboxilico para
uma superficie alvo é realizada in situ.

[0102] No contexto de aplicacdes de tratamento de roupas, o termo
“contato de um artigo de vestuario ou téxtil” significa que o artigo de vestuario ou
téxtil € exposto a uma formulacao aqui divulgada. Para este fim, ha uma série de
formatos em que a formulagéo pode ser usada para tratar artigos de vestuario e
téxteis, incluindo, mas néo se limitando a, liquidos, sélidos, gel, pasta, barras,
comprimidos, aerossois, espuma, pé ou granulado e pode ser entregue pela
dosagem manual, dosagem em unidade, dosagem a partir de um substrato,
pulverizacdo e dosagem automatica a partir da maquina de lavar roupas ou
secadora de roupas. As composi¢cdes granulares também podem estar na forma
compacta; composi¢bes liquidas também podem estar em uma forma
concentrada.

[0103] Quando as formulag¢des divulgadas na presente invencéo
sao utilizadas em uma maquina de lavar roupa, a formulacéo pode ainda conter
componentes tipicos de detergentes para roupa. Por exemplo, os componentes
tipicos incluem, mas ndo estédo limitados a, agentes tensoativos, agentes de
branqueamento, ativadores de branqueamento, enzimas adicionais,
supressores de espuma, dispersantes, dispersante de sabdo de calcio, agentes

de suspenséao de solo e agentes de anti-redeposicdo, agentes de amaciamento,
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inibidores de corroséo, inibidores de manchas, germicidas, agentes de ajuste do
pH, fontes de alcalinidade n&o estruturantes, agentes quelantes, agentes de
enchimento organicos e/ou inorganicos, solventes, hidrétropos, abrilhantadores
oticos, corantes e perfumes. As formulacdes aqui descritas podem também ser
usadas como produtos aditivos de detergentes na forma sélida ou liquida. Estes
produtos aditivos sé&o destinados a complementar ou aumentar o desempenho
de composicdes detergentes convencionais e podem ser adicionados em
qualquer fase do processo de limpeza.

[0104] No &mbito dos atuais sistemas e métodos para o tratamento
de roupa, onde o peracido € gerado para uma ou mais finalidades dentre
descoloracdo, remogédo de manchas e redugcdo do odor, a concentracdo de
peracido gerado (por exemplo, acido peracético) pela perhidrdlise a partir de pelo
menos um éster de &cido carboxilico pode ser de pelo menos cerca de 2 ppm,
de preferéncia pelo menos 20 ppm, preferencialmente pelo menos 100 ppm, e
mais preferencialmente pelo menos cerca de 200 ppm de peracido. No ambito
dos atuais sistemas e métodos para o tratamento de roupa, onde o peracido é
gerado para os propésitos de desinfec¢do ou sanitizacdo, a concentracao de
peracido gerado (por exemplo, acido peracético) pela perhidrélise de pelo menos
um éster de &cido carboxilico pode ser pelo menos de cerca de 2 ppm, mais
preferencialmente pelo menos 20 ppm, mais preferencialmente pelo menos 200
ppm, mais preferencialmente pelo menos 500 ppm, mais preferencialmente pelo
menos 700 ppm, mais preferencialmente pelo menos 1000 ppm de peracido,
mais preferencialmente pelo menos 2000 ppm de peracido em 10 minutos, de
preferéncia dentro de 5 minutos, e mais preferencialmente dentro de 1 minuto
apos o inicio da reacao de perhidrolise. A formulacéo do produto compreendendo
0 peracido pode ser opcionalmente diluida com diluente compreendendo agua,
ou uma solucdo essencialmente constituida de agua, para produzir uma

formulacdo com a concentracdo de peracido mais baixa desejada. Em um
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aspecto dos presentes métodos e sistemas, o tempo de rea¢do necessario para
produzir a concentracdo desejada de peracido ndo é superior a cerca de duas
horas, de preferéncia ndo superior a cerca de 30 minutos, mais preferivelmente
nao superior a cerca de 10 minutos, ainda mais preferencialmente n&o superior
a cerca de 5 minutos, e mais preferivelmente cerca de 1 minuto ou menos.

[0105] A temperatura da reacéo é escolhida para controlar tanto a
velocidade da reagdo quanto a estabilidade da atividade do catalisador
enzimatico. A temperatura da rea¢ao pode variar entre um pouco acima do ponto
de congelamento da formulagéo de reacé&o aquosa (cerca de 0 °C) a cerca de 85
°C, com uma faixa de temperatura de reacao preferida de cerca de 5 °C até cerca
de 75 °C.

[0106]O pH da formulagédo de reacdo aquosa enquanto produz
enzimaticamente o &cido peroxicarboxilico € mantida a um pH variando entre
cerca de 5,0 a cerca de 10,0, de preferéncia cerca de 6,5 a cerca de 8,5, e ainda
mais preferencialmente cerca de 6,5 a cerca de 7,5. Em um exemplo de
realizacdo, o pH da formulacdo de reacdo aquosa varia de cerca de 6,5 a cerca
de 8,5 por pelo menos 30 minutos apds a combinacdo dos componentes de
reacdo. O pH da formulacdo de reacdo aquosa pode ser modificado ou
controlado pela adigéo ou incorporacao de um tampao adequado, incluindo, mas
nao se limitando a, fosfato, pirofosfato, bicarbonato, acetato ou citrato. Em um
exemplo de realizacéo, o tampao é selecionado a partir de um tampao fosfato,
um tampéao de bicarbonato, ou um tampé&o formado pela combinacédo de agua
‘dura’ (agua da torneira para simular as aplicacbes de tratamento de roupa) e
percarbonato (a partir de percarbonato de sodio utilizado para gerar peroxido de
hidrogénio). A concentracédo de tampéao, quando empregado, €, tipicamente, de
0,1 mM a 1,0 M, de preferéncia a partir de 1 mM a 300 mM, mais
preferencialmente entre 10 mM a 100 mM. Em outro aspecto da presente

invencdo, nenhum tampdo € adicionado a mistura de reacdo enquanto ha

Peticao 870210119087, de 21/12/2021, pag. 57/207



48/85

producdo de acido peroxicarboxilico de maneira enzimatica.

[0107] Em ainda outro aspecto, a formulacao de reacédo aquosa de
perhidrélise enzimatica podera conter um solvente organico que atua como um
agente de disperséo para melhorar a velocidade de dissolugéo do éster de &cido
carboxilico na reacéo de formulagdo aquosa. Tais solventes incluem, mas nao
estdo limitados a, éter metilico de propileno glicol, acetona, ciclo-hexanona, éter
butilico de dietileno glicol, éter metilico de tripropileno glicol, éter metilico de
dietileno glicol, éter butilico de propileno glicol, éter metilico de dipropileno glicol,
ciclo-hexanol, alcool benzilico, isopropanol, etanol, propileno glicol, e misturas
dos mesmos.

[0108] Em outro aspecto, o produto da perhidrolise enzimatica pode
conter componentes adicionais que proporcionam a funcionalidade desejavel.
Estes componentes adicionais incluem, mas n&o estdo limitados a, tampdes,
adjuvantes da detergéncia, agentes espessantes, emulsionantes, tensoativos,
agentes umectantes, inibidores da corrosdo (por exemplo, benzotriazol),
estabilizantes de enzimas e estabilizantes de peroxidos (por exemplo, agentes,
quelantes de ions metalicos). Muitos dos componentes adicionais sdo bem
conhecidos na industria de detergentes (vide, por exemplo, a Patente US
5.932.532; incorporada ao presente pela referéncia). Exemplos de
emulsionantes incluem, mas nao estdo limitados a, &lcool polivinilico ou
polivinilpirrolidona. Exemplos de agentes espessantes incluem, mas ndo estio
limitados a, LAPONITE® RD (silicato sintético em camadas), amido de milho,
PVP, CARBOWAX® (polietileno glicol e/ou metoxipolietilenoglicol), CARBOPOL®
(polimero do &cido poliacrilico), CABOSIL® (diéxido de silicio fumado amorfo
sintético), polissorbato 20, PVA, e lecitina. Exemplos de sistemas de
tamponamento incluem, mas n&do estdo limitados a, fosfato de soédio
monobasico/fosfato de soédio dibasico; acido sulfamico/trietanolamina; acido

citrico/trietanolamina; acido tartarico/trietanolamina; acido
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succinico/trietanolamina; e &cido aceético/trietanolamina. Exemplos de
tensoativos incluem, mas néo estao limitados a, a) tensoativos nao iénicos, tais
como copolimeros em bloco de 6xido de etileno ou 6xido de propileno etoxilado
ou alcodis primarios e secundarios lineares e ramificados propoxilados, e os
oxidos de fosfina alifaticos; b) agentes tensoativos catibnicos tais como
compostos de aménio quaternario, compostos de amoénio quaternario em
particular que possuem um grupo alquila Cs—C2 ligado a um &tomo de
nitrogénio, adicionalmente ligado a trés grupos alquila Ci1-C2; c) tensoativos
anibnicos tais como &cidos carboxilicos de alcanos (por exemplo, &cidos graxos
Cs-C20), fosfonatos de alquila, sulfonatos de alcano (por exemplo, dodecil sulfato
de sddio “SDS”), ou sulfonatos de alquil benzeno de cadeia linear ou ramificada,
sulfonatos de alceno; e d) anfotéricos e zwiteribnicos como o0s &acidos
aminocarboxilicos, acidos aminodicarboxilico alquilbetainas, e misturas dos
mesmos. Os componentes adicionais podem incluir fragrancias, corantes,
estabilizantes de peréxido de hidrogénio (por exemplo, quelantes de metais, tais
como acido 1-hidroxietilideno-1,1-difosfonico (Dequest® 2010, Solutia Inc., St.
Louis, MO) e &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)), TURPINAL® SL (acido
etidronico), Dequest® 0520 (fosfonato), Dequest® 0531 (fosfonato),
estabilizantes da atividade enziméatica (por exemplo, polietileno glicol (PEG)) e
detergentes.

[0109] Em outro aspecto, o produto da perhidrélise enzimatica pode
ser pré-misturado para gerar a concentracao desejada de acido peroxicarboxilico
antes do contato com a superficie ou objeto inanimado a ser desinfetado.

[0110] Em outro aspecto, o produto da perhidrélise enzimatica néo
€ pré-misturado para gerar a concentracao desejada de acido peroxicarboxilico,
antes do contato da superficie ou objeto inanimado a ser desinfetado, mas em
vez disso, os componentes da formulacdo de reacdo aquosa que geram a

concentracdo desejada de acido peroxicarboxilico sdo colocados em contato
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com a superficie ou objeto inanimado a ser desinfetado e/ou branqueado ou
descorado, gerando a concentracdo desejada de acido peroxicarboxilico. Em
alguns exemplos de realizagdo, os componentes da formulagdo de reacédo
aguosa sao combinados ou misturados no local. Em alguns exemplos de
realizacdo, os componentes de reagédo sao entregues ou aplicados ao locus e
subsequentemente misturados ou combinados para gerar a concentragéo
desejada de acido peroxicarboxilico.

PRODUCAO DE ACIDOS PEROXICARBOXILICOS USANDO UM PERHIDROLASE

CATALISADORA

[0111]Os é&cidos peroxicarboxilicos, uma vez produzidos, s&o
muito reativos e podem diminuir em concentracdo ao longo de periodos de tempo
maiores, dependendo de varidveis, que incluem, mas ndo se limitam a
temperatura e pH. Dessa forma, pode ser desejavel manter os varios
componentes da reacdo separados, especialmente para formulacdes liquidas.
Em um aspecto, a fonte de peréxido de hidrogénio € separada de qualquer
substrato ou perhidrolase catalisadora, de preferéncia é separada a partir de
ambos. Isto pode ser conseguido utilizando uma variedade de técnicas incluindo,
mas ndo se limitando ao uso de dispensadores com camaras de multiplos
compartimentos (Patente US 4.585.150) e, no momento da utilizagdo, ocorre a
combinacdao fisica da perhidrolase catalisadora com uma fonte de peroxigénio
(tal como peroéxido de hidrogénio) e os presentes substratos para iniciar a reacao
enzimatica aquosa de perhidrolise. O catalisador perhidrolase pode
opcionalmente ser imobilizado dentro do corpo da camara de reacdo ou
separado (por exemplo, filtrado, etc) a partir do produto de reacdo que
compreende o0 acido peroxicarboxilico antes do contato com a superficie e/ou
objeto alvo de tratamento. O catalisador perhidrolase pode ser em uma matriz
liquida ou estar na forma sélida (por exemplo, pé ou comprimido) ou pode estar

incorporado dentro de uma matriz sélida que é, subsequentemente, misturada
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com o substrato para iniciar a reacao enzimatica da perhidrélise. Em um aspecto
adicional, a perhidrolase catalisadora pode estar contida dentro de um saco
solavel ou poroso que pode ser adicionada a matriz de substrato aquoso para
iniciar a perhidrélise enzimatica. Ainda em outro aspecto adicional, o catalisador
pode compreender a perhidrolase contida dentro de um compartimento separado
de uma bolsa solavel ou porosa que tem pelo menos um compartimento adicional
para o contetdo de conteng¢do compreendendo o substrato éster e/ou a fonte de
peréxido. Em um aspecto adicional, um p6 que compreende o catalisador
enzimatico € suspenso no substrato (por exemplo, triacetina), e no momento da
utilizacdo é misturado com uma fonte de peroxigénio em agua.

METODO PARA A DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE ACIDO

PEROXICARBOXILICO E PEROXIDO DE HIDROGENIO

[0112] Uma variedade de métodos de andlise pode ser utilizada no
presente método para analisar os reagentes e produtos, incluindo, mas néo se
limitando a, titulacdo, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
cromatografia gasosa (GC), espectroscopia de massa (MS), eletroforese capilar
(CE), procedimento analitico de HPLC descrito por U. Karst et al. (Anal.Chem.,
69 (17): 3623-3627 (1997)), e o ensaio de 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotazolina)-6-
sulfonato (ABTS) (vide U. Pinkernell et al, The Analyst. 122: 567-571 (1997);
Minning S., et al, Analytica Chimica Acta 378:293-298 (1999) e WO 2004/058961
Al), tal como descrito na patente US 7.951.566.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BiocipA MiNIMA DE ACIDOS

PEROXICARBOXILICOS

[0113]O meétodo descrito por J. Gabrielson et al. (J. Microbiol.
Methods 50: 63-73 (2002)) pode ser utilizado para determinacdo da
concentracdo biocida minima (MBC) de acidos peroxicarboxilicos, ou peroxido
de hidrogénio e substratos de enzimas. O método de ensaio € baseado na

inibicdo da reducéo de XTT, onde XTT (2,3-bis[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-5-
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[(fenilamino)carbonil]-2H-tetrazolio, sal interno, sal monossadico) é um corante
redox que indica a atividade respiratdria microbiana por uma alteragcdo na
densidade 6ptica (OD) mensurada a 490 nm ou 450 nm. No entanto, ha uma
grande variedade de outros métodos disponiveis para testar a atividade de
desinfetantes e antissépticos incluindo, mas nao se limitando a, contagens de
placas viaveis, contagens microscopicas diretas, peso seco, medicbes da
turbidimetria, absorbancia e bioluminescéncia (vide, por exemplo, Brock, Semour
S., Disinfection, Sterilization, and Preservation, 52 edicao, Lippincott Williams &
Wilkins, Philadelphia, PA, EUA, 2001).

Usos DE COMPOSICOES DE ACIDO PEROXICARBOXILICO ENZIMATICAMENTE

PREPARADO

[0114] O acido peroxicarboxilico gerado pelo catalisador enzimético
produzido de acordo com o presente método pode ser utilizado em uma
variedade de aplicacbes em superficie dura/objeto inanimado para a reducao
das concentra¢des de contaminantes biolégicos, tal como a descontaminacédo
de instrumentos médicos (por exemplo, endoscoépios), téxteis (tais como
vestimentas e tapetes), superficies de preparacdo de alimentos, equipamentos
de armazenamento de alimentos e embalagens de alimentos, materiais
utilizados para a embalagem de produtos alimentares, incubadoras de frangos e
instalagbes como criadouros, clausuras animais, e &guas utilizadas em
processos que tém atividade microbiana e/ou viricida. Os acidos
peroxicarboxilicos gerados por enzimas podem ser usados em formulagbes
destinadas para inativar os prions (por exemplo, certas proteases) para fornecer
adicionalmente a atividade biocida (vide a Patente US 7.550.420 para DiCosimo
et al.).

[0115] Em um aspecto, a composi¢ao de acido peroxicarboxilico é
atil como um agente de desinfeccao de instrumentos médicos néo autoclavaveis

e equipamento de embalagem de alimentos. Como a formulacéo contendo acido
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peroxicarboxilico pode ser preparada utilizando GRAS (geralmente reconhecido
como seguro) ou componentes de qualidade alimentar (enzima, substrato
enzimatico, peréxido de hidrogénio, e tamp&o), o acido peroxicarboxilico gerada
por enzima também pode ser usado para a descontaminacdo de carcacgas de
animais, carne, frutas e legumes, ou para a descontaminagdo de alimentos
preparados. O 4cido peroxicarboxilico gerado por enzima pode ser incorporado
em um produto cuja forma final € um liquido, po, gel, filme, sélido ou aerossol. O
acido peroxicarboxilico gerado pela enzima pode ser diluido para uma
concentracéo que ainda prové uma descontaminacéo eficaz.

[0116] As composigcbes que compreendem uma concentracao
eficaz de &cido peroxicarboxilico podem ser usadas para desinfetar as
superficies e/ou objetos contaminados (ou suspeitos de estarem contaminados)
com contaminantes biol6gicos, tais como contaminantes microbianos
patogénicos, pelo contato da superficie ou objeto com os produtos produzidos
pelos presentes processos. Conforme utilizado na presente invencao, “contatar”
refere-se a colocacao de uma composicao de desinfeccdo que compreende uma
concentracédo eficaz do acido peroxicarboxilico em contato com a superficie ou
objeto inanimado suspeito de contaminacdo com um contaminante biolégico
durante um periodo de tempo suficiente para limpar e desinfetar. Contatar inclui
a pulverizagéo, tratamento, imerséo, lavagem, verter sobre ou dentro, misturar,
combinar, pintar, revestir, aplicar, fixar e de outro modo colocar em contato a
solucdo de &acido peroxicarboxilico ou composicdo que compreende uma
concentracéo eficaz de acido peroxicarboxilico, ou uma solugédo ou composi¢cao
gue forma uma concentracao eficaz de acido peroxicarboxilico, com a superficie
ou objeto inanimado suspeito de estar contaminado com uma concentragao de
um contaminante biolégico. As composicdes desinfetantes podem ser
combinadas com uma composicao de limpeza, para proporcionar tanto a limpeza

quanto a desinfecgéo. Alternativamente, um agente de limpeza (por exemplo, um
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tensoativo ou detergente), pode ser incorporado na formulacdo para
proporcionar a limpeza e desinfec¢cdo em uma Unica composicao.

[0117]As composicbes que compreendem uma concentragado
eficaz de acido peroxicarboxilico também podem conter pelo menos um agente
antimicrobiano adicional, combina¢des de proteases que degradam a prions, um
virucida, um esporicida, ou um biocida. Combinagfes desses agentes com 0
acido peroxicarboxilico produzido pelos processos reivindicados podem fornecer
efeitos aumentados e/ou sinérgicos quando usados para limpar e desinfetar
superficies e/ou objetos contaminados (ou suspeitos de estarem contaminados)
com contaminantes bioldgicos. Os agentes antimicrobianos adequados incluem
ésteres carboxilicos (por exemplo, p-hidroxi-alqui-benzoatos e cinamatos de
alquila); acidos sulfénicos (por exemplo, acido dodecilbenzeno sulfénico.);
compostos de iodo ou compostos halogenados ativos (por exemplo, halogénios
elementares, 6xidos de halogéneo (por exemplo, NaOCI, HOCI, HOBr, CIO2),
iodo, interhaletos (por exemplo, monocloreto de iodo, dicloreto de iodo, tricloreto
de iodo, tetracloreto de iodo, cloreto de bromo, monobrometo de iodo, dibrometo
de iodo), poli-halogenados, sais de hipoclorito, acido hipocloroso, sais de
hipobromito, &cido hipobromoso, hidantoinas de cloro e bromo, di6xido de cloro
e clorito de sédio); perdxidos organicos, incluindo peréxido de benzoila, peréxido
de alquilbenzoila, ozbnio, geradores de oxigénio singlete, e misturas dos
mesmos; derivados fendlicos (por exemplo, o-fenil fenol, o-benzil-p-clorofenol,
terc-amil-fenol e benzoatos hidroxi alquila C1-Cs); compostos quaternarios de
amonio (por exemplo, cloreto de amonio, cloreto de alquildimetilbenzilam®onio,
cloreto de dialquildimetilaménio e misturas dos mesmos); e misturas de tais
agentes antimicrobianos, em uma quantidade suficiente para proporcionar o grau
desejado de protecdo microbiana. As quantidades eficazes de agentes
antimicrobianos incluem cerca de 0,001% em peso a cerca de 60% em peso de

agente antimicrobiano, cerca de 0,01% em peso a cerca de 15% em peso de
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agente antimicrobiano, ou cerca de 0,08% em peso a cerca de 2,5% em peso de
agente antimicrobiano.

[0118] Em um aspecto, os acidos peroxicarboxilicos formadas pelo
processo pode ser usado para reduzir a concentracdo de contaminantes
biolégicos viaveis (como uma populacdo microbiana), quando aplicados sobre
e/ou em um determinado local. Conforme utilizado na presente invencdo, um
“local” compreende parte ou a totalidade de uma superficie alvo adequada para
a desinfeccdo ou branqueamento. As superficies-alvo incluem todas as
superficies que podem estar contaminadas com contaminantes bioldgicos.
Exemplos néo limitantes incluem superficies de equipamentos encontrados na
industria alimenticia ou de bebidas (tais como tanques, transportadores, pisos,
ralos, refrigeradores, congeladores, superficies de equipamentos, paredes,
valvulas, correias, tubos, ralos, juntas, fendas, e combinacdes dos mesmos, e
similares); superficies do edificio (tais como paredes, pisos e janelas); ndo
industria ndo alimenticia relacionadas com tubos e drenos, incluindo instalacées
de tratamento de agua, piscinas e spas, e tanques de fermentacao; superficies
hospitalares e veterinarias (tais como paredes, pisos, camas, equipamentos (tais
como endoscOpios), roupas usadas em ambientes de saude/veterinarios ou
outros hospitais, incluindo roupas, esfregbes, sapatos, e outras superficies em
hospital ou local veterinario); superficies em restaurantes; superficies em
banheiros; sanitarios; roupas e sapatos; superficies em celeiros ou estabulos
para animais, como aves, gado, vacas leiteiras, cabras, cavalos e porcos;
incubadoras para aves ou camardo; e superficies encontradas na area
farmacéutica ou biofarmacéutica (por exemplo, equipamentos farmacéuticos ou
de fabricacdo de produtos biofarmacéuticos, ingredientes farmacéuticos ou
biofarmacéuticos, excipientes farmacéuticos ou biofarmacéuticos). Superficies
duras adicionais incluem produtos alimenticios, tais como carne, frango, carne

de porco, legumes, frutas, frutos do mar e combinacdes dos mesmos, e
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similares. O local também pode incluir materiais absorventes de agua, tais como
lencdis infectados ou outros produtos téxteis. O local também inclui plantas
colhidas ou produtos vegetais, sementes, rizomas, tubérculos, frutas e legumes,
plantas cultivadas e especialmente cultivares em crescimento, incluindo cereais,
vegetais folhosos e cultivares para salada, vegetais de raiz, legumes, frutas de
coleta, frutas citricas e frutas duras.

[0119] Os exemplos nédo limitantes de materiais de superficie dura
sdo os metais (por exemplo, aco, aco inoxidavel, cromo, titanio, ferro, cobre,
latdo, aluminio e suas ligas), minerais (por exemplo, concreto), polimeros e
plasticos (por exemplo, poliolefinas, tais como polietileno, polipropileno,
poliestireno, poli(met)acrilato, poliacrilonitrila, polibutadieno, poli(acrilonitrila,
butadieno, estireno), poli (acrilonitrilo, butadieno), acrilonitrila butadieno;
poliésteres como tereftalato de polietileno, e poliamidas como o nylon). As
superficies adicionais incluem tijolo, azulejo, ceramica, porcelana, madeira,
pasta de madeira, papel, vinil, linéleo, e carpetes.

[0120]Os acidos peroxicarboxilicos formados pelo presente
processo podem ser usados para fornecer um beneficio para um artigo de
vestuario ou um tecido, incluindo, mas ndo se limitando a, desinfeccao,
sanitizacdo, branqueamento, descoloracdo e desodorizacdo. O &cido
peroxicarboxilico formado pelo presente processo pode ser utilizado em
qualquer numero de produtos de tratamento de roupas, incluindo, mas nao se
limitando a, tratamentos de pré-lavagem téxtil, detergentes para roupas, aditivos
ou detergentes para roupas, removedores de manchas, composi¢cdes de
branqueamento, composicdes desodorizantes e agentes de lavagem, para citar
apenas alguns.

[0121]Os acidos peroxicarboxilicos formados pelo presente
processo podem ser utilizados em uma ou mais etapas do processo de

branqueamento/deslignificacdo da polpa de madeira ou polpa de papel
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(celulose), particularmente quando o &cido peracético é utilizado (por exemplo,
vide a Patente EP 1040222 B1 e Patente US 5.552.018 para Devenyns, J. ).

APLICACOES DE CUIDADOS PESSOAIS

[0122] As enzimas perhidrolitica descritas na presente invengéo
podem ser utilizadas para produzir um agente de beneficio de peracido para
aplicagbes pessoais, tais como cuidados com os cabelos (branqueamento,
depilatério), cuidados com a pele (clareamento da pele, antimicrobianos), e
aplicacbes de higiene bucal (brangueamento/clareamento de dentes ou
antissépticos), para citar alguns. As composices e métodos descritos na
presente invengcao podem ainda compreender um Ou mais componentes
cosmeticamente ou dermatologicamente aceitaveis conhecidos ou de outro
modo eficazes para a utilizacdo em cuidados de cabelo, cuidados da pele, unhas
ou outros produtos de higiene pessoal, desde que os componentes opcionais
sejam fisicamente e quimicamente compativeis com os componentes essenciais
descritos na presente invengdo, ou de outra forma nao prejudiquem
indevidamente a estabilidade do produto, estética ou desempenho. Exemplos
nao limitantes de tais componentes opcionais sdo descritos no International
Cosmetic Ingredient Dictionary, Nona Edicao, 2002, e CTFA Cosmetic Ingredient
Handbook, Décima Edigéo, 2004.

[0123] Em um  exemplo de realizagao, o veiculo
dermatologicamente/cosmeticamente aceitavel pode compreender desde cerca de
10% em peso a cerca de 99,9% em peso, alternativamente a partir de cerca de 50%
em peso a cerca de 95% em peso, e alternativamente a partir de cerca de 75% em
peso a cerca de 95% em peso de um veiculo dermatologicamente aceitavel. Os
veiculos adequados para utilizagcdo com a(s) composi¢éo(s) podem incluir, por
exemplo, aqueles usados na formulagdo de aerossois, mousses, tonicos, géis,
locGes, hidratantes da pele, e condicionadores leave-on (sem enxague). O veiculo

pode compreender agua; 6leos organicos; silicones, tais como os silicones volateis,
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gomas de silicone ou 6leos amino ou ndo amino, e misturas dos mesmos; 6leos
minerais; 0leos vegetais tais como 6leo de oliva, 6leo de ricino, 6leo de colza, dleo de
coco, Oleo de gérmen de trigo, 6leo de améndoas, 6leo de abacate, Oleo de
macadamia, 6leo de damasco, 6leo de cartamo, 6leo de nogueira, 6leo de linho falso,
6leo tamanu, 6leo de lim&o e misturas dos mesmos; ceras; compostos organicos, tais
como alcanos C2-Cio, acetona, metiletil cetona, alcoodis volateis organicos Ci-Ciz,
ésteres de alcodis (sabendo-se que a escolha do(s) éster(es) pode ser dependente
se ele(s) pode(m) ou ndo agir como um substrato de éster de acido carboxilico para
as perhidrolases) Ci-Czo, e alcodis Ci-Cs, tais como acetato de metila, acetato de
butila, acetato de etila, e miristato isopropilico, dimetoxietano, dietoxietano, alcodis
graxos Cio-Cso, tais como alcool laurilico, alcool cetilico, alcool estearilico, e alcool
beenilico; acidos graxos Cio-30 tais como acido laurico e acido estearico; amidas
graxas Cio-30 como dietanolamida de acido laurico; ésteres alquilicos graxos C10-Cso,
tais como benzoatos de alquila graxos Ci0-Cso; hidroxipropilcelulose, e as misturas
dos mesmos. Em um exemplo de realizacdo, o veiculo compreende agua, alcodis
graxos, alcodis organicos volateis, e misturas dos mesmos.

[0124]A(s) composicao(des) da presente invencao pode(m)
ainda compreender desde cerca de 0,1% a cerca de 10%, e alternativamente
a partir de cerca de 0,2% a cerca de 5,0% de um agente de gelificacao para
auxiliar a proporcionar a viscosidade desejada para a(s) composi¢ao(des).
Exemplos né&o limitantes de agentes gelificantes opcionais adequados
incluem os polimeros de acido carboxilico reticulados; polimeros de acido
carboxilico reticulados nao neutralizados; polimeros de acido carboxilico
reticulados modificados néo neutralizados; copolimeros de etileno/anidrido
maleico reticulados; copolimeros de etileno/anidrido maleico reticulados néo
neutralizados (por exemplo, EMA 81 comercialmente disponivel pela
Monsanto); copolimeros de éter de alquila/acrilato reticulados néo

neutralizados (por exemplo, SALCARE SC90™ comercialmente disponivel
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pela Allied Colloids); copolimeros de poliacrilato de sodio reticulados néo
neutralizados, 6leo mineral, e PEG-1 trideceth-6 (por exemplo, SALCARE
SC91™ comercialmente disponivel pela Allied Colloids); copolimeros de éter
metilvinilico e anidrido maleico reticulados ndo neutralizados (por exemplo,
copolimero STABILEZE™ QM-PVM comercialmente disponivel pela
International Specialty Products/MA); polimeros de celulose hidrofobicamente
modificados né&o iénicos; polimeros de uretano etoxilados hidrofobicamente
modificados (por exemplo, “UCARE™ Polyphobe Series” polimeros dilataveis
alcalinos comercialmente disponiveis pela Union Carbide); e combinacfes
dos mesmos. Neste contexto, o termo “ndo neutralizado” significa que os
materiais do agente gelificante polimero e copolimero opcionais contém
mondmeros de acido ndo neutralizados. Os agentes gelificantes preferidos
incluem copolimeros de etileno/anidrido maleico reticulados ndo neutralizados
e soluveis em &gua, polimeros de A&cido carboxilico reticulados né&o
neutralizados e sollveis em &agua, polimeros de celulose hidrofobicamente
modificados nado ibnicos e sollveis em agua e tensoativo/redes de gel de
alcool graxo, tais como aqueles que sdo adequados para utilizacdo em
produtos de condicionamento do cabelo.

EXPRESSAO MICROBIANA RECOMBINANTE

[0125] Os genes e produtos génicos das sequéncias da presente
invencdo podem ser produzidos em células hospedeiras heterélogas,
particularmente em células hospedeiras microbianas. As células hospedeiras
preferidas para a expresséao heterdloga de genes e moléculas de acido nucleico
da presente invencao sao hospedeiros microbianos que podem ser encontrados
dentro da familia de fungos ou bacteriana e que crescem sobre uma ampla faixa
de temperatura, valores de pH, e tolerancias de solventes. Por exemplo, esta
contemplado que qualquer bactérias, levedura e fungo filamentoso pode ser

adequadamente o hospedeiro de expressao das moléculas de acido nucleico da
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presente inveng&o. A perhidrolase pode ser expressa de maneira intracelular,
extracelular, ou uma combinacdo de ambas, intracelular e extracelular, onde a
expressao extracelular torna a recuperacgéo da proteina desejada a partir de um
produto da fermentacdo mais facil do que os métodos para a recuperacao da
proteina produzida por expressdo intracelular. A transcricdo, traducdo e o
aparato biossintético de proteina mantém-se invariavel em relacdo a matéria-
prima celular utilizada para gerar a biomassa celular; genes funcionais serao
expressos independentemente. Exemplos de cepas hospedeiras incluem, mas
ndo se limitam a, fungos ou leveduras, espécies bacterianas, tais como
Aspergillus, Trichoderma, Saccharomyces, Pichia, Phaffia, Kluyveromyces,
Candida, Hansenula, Yarrowia, Salmonella, Bacillus, Acinetobacter,
Zymomonas, Agrobacterium, Erythrobacter, Chlorobium, Chromatium,
Flavobacterium, Cytophaga, Rhodobacter, Rhodococcus, Streptomyces,
Brevibacterium, Corynebacteria, Mycobacterium, Deinococcus, Escherichia,
Erwinia, Pantoea, Pseudomonas, Sphingomonas, Methylomonas,
Methylobacter, Methylococcus, Methylosinus, Methylomicrobium, Methylocystis,
Alcaligenes, Synechocystis, Synechococcus, Anabaena, Thiobacillus,
Methanobacterium, Klebsiella e Myxococcus. Em um exemplo de realizacdo, as
cepas bacterianas hospedeiras incluem Escherichia, Bacillus e Pseudomonas.
Em um exemplo de realizacdo preferido, a célula hospedeira bacteriana é
Bacillus subtilis ou Escherichia coli.

PRODUCAO INDUSTRIAL

[0126] Uma grande variedade de metodologias de cultivo pode ser
aplicada para produzir a perhidrolase catalisadora. A produgcéo em grande escala
de um produto génico especifico superexpresso a partir de um hospedeiro
microbiano recombinante pode ser produzida pelas metodologias de cultivo em
fermentacdo descontinua (batch), fermentacdo descontinua alimentada (fed-

batch) ou continua. Os métodos de cultiva utilizando fermentacdes descontinuas
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(Batch) e descontinuas alimentadas (Fed-Batch) sdo comuns e bem conhecidos
no estado da técnica e exemplos podem ser encontrados em Thomas D. Brock
em Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, Segunda Edigé&o,
Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA (1989), ou em Deshpande, Mukund V.,
Appl. Biochem. Biotechnol., 36:227 (1992).

[0127]Em um exemplo de realizacdo, a produ¢cdo comercial do
catalisador perhidrolase desejado é conseguida com uma cultura continua. A
cultura continua € um sistema aberto onde um meio de cultura definido é
acrescentado continuamente a um reator e uma quantidade igual de meio
condicionado é removido ao mesmo tempo para o processamento. A cultura
continua geralmente mantém as células em uma densidade em fase liquida
constantemente elevada, em que as células estdo essencialmente na fase de
crescimento logaritmico. Alternativamente, a cultura continua pode ser praticada
com células imobilizadas em que o carbono e nutrientes sdo continuamente
adicionados e os produtos valiosos, subprodutos ou produtos residuais sao
continuamente removidos da massa celular. A imobilizacéo de células pode ser
realizada utilizando uma vasta gama de suportes solidos compostos de fibras
naturais e/ou materiais sintéticos.

[0128] A recuperacgéo dos catalisadores da perhidrolase desejados
a partir de uma cultura descontinua ou descontinua-alimentada ou continua pode
ser realizada por qualquer um dos métodos conhecidos pelos técnicos habeis no
assunto. Por exemplo, quando o catalisador enzimatico € produzido
intracelularmente, a pasta celular € separada do meio de cultura por
centrifugacéo ou filtragdo por membrana, opcionalmente, lavada com agua ou
um tampédo aquoso em um pH desejado, em seguida, uma suspensao da pasta
de células em tampéao aquoso a um pH desejado € homogeneizada para produzir
um extrato celular que contém o catalisador enzimatico desejado. O extrato de

células pode ser opcionalmente filtrado com o auxilio de filtro apropriado, tal
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como Celite, ou silica para remover os restos celulares antes de uma fase de
tratamento térmico para precipitar a proteina ndo desejada a partir da solucao
de catalisador enzimatico. A solugdo que contém o catalisador enzimatico
desejado pode entédo ser separada a partir dos detritos celulares precipitados e
a proteina produzida durante a fase de tratamento térmico por meio de filtragéo
em membrana ou por centrifugagdo, e a solugédo resultante de catalisador
enzimatico parcialmente purificado concentrada por filtragdo em membrana
adicional, em seguida, opcionalmente misturada com um excipiente adequado
(por exemplo, maltodextrina, trealose, sacarose, lactose, sorbitol, manitol,
tampao fosfato, tampéo citrato, ou misturas dos mesmos) e seca por
pulverizagdo para produzir um solido em pé que compreende o catalisador
enzimatico desejado. Alternativamente, a solu¢cdo de catalisador enzimatico
parcialmente purificado resultante preparada conforme descrito acima pode ser,
opcionalmente, concentrada por filtragdo em membrana adicional, e a solucao
de catalisador enzimatico parcialmente purificado ou concentrada resultante é
entdo opcionalmente misturada com um ou mais agentes estabilizantes (por
exemplo, glicerol, sorbitol, propileno glicol, 1,3-propanodiol, polidis, poliis
poliméricos, alcool polivinilico ou misturas dos mesmos), um ou mais sais (por
exemplo, cloreto de sddio, sulfato de soédio, cloreto de potassio, sulfato de
potéssio, ou misturas dos mesmos), € um ou mais biocidas, e mantida como uma
solucdo aquosa até a utilizagao.

[0129] Quando uma quantidade, concentragdo, ou outro valor ou
parametro é realizado tanto como um intervalo, faixa preferida, ou lista de valores
superiores e valores inferiores preferidos, deve ser entendido como divulgando
especificamente todos os intervalos formados por qualquer par de limites
superior ou valor preferido e inferior ou valor preferido, independentemente se
as escalas sao divulgadas separadamente. Se um intervalo de valores

numericos é descrito, a menos que indicado de outra forma, o intervalo tem a
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intencao de incluir os pontos finais destes, e todos os inteiros e fracdes dentro
do intervalo. N&o é pretendido que o escopo seja limitado aos valores
especificos citados na definicdo de um intervalo.

METODOS GERAIS

[0130]Os exemplos a seguir sdo fornecidos para demonstrar
diversos formas de realizacdo. Sera reconhecido pelos especialistas na técnica
que as técnicas divulgadas nos exemplos que a seguir representam técnicas
descobertas pelo inventor para funcionar bem na pratica dos métodos aqui
descritos, e assim podem ser consideradas como constituindo modos preferidos
para a sua pratica. No entanto, os especialistas na técnica devem, a luz da
presente descricao, apreciar que muitas alteragdes podem ser feitas nas formas
de realizacdo especificas que séo divulgadas e ainda assim obter um resultado
semelhante ou parecido sem nos afastarmos do espirito e escopo dos métodos
presentemente divulgados.

[0131] Todos os reagentes e materiais foram obtidos a partir da DISCO
Laboratories (Detroit, MI), GIBCO/BRL (Gaithersburg, MD), TCI America (Portland,
OR), Roche Diagnostics Corporation (Indianapolis, IN) ou Sigma-Aldrich Chemical
Company (St. Louis , MO), salvo quando indicado de outra forma.

[0132]As seguintes abreviaturas no relatério descritivo
correspondem as unidades de medida, técnicas, propriedades ou compostos da
seguinte forma: “seg” ou “s” significa segundo(s), “min” significa minuto(s), “h”
ou “hr” significa hora(s), “uL” significa microlitro(s), “mL” significa mililitro(s), “L”
significa litro(s), “mM” significa milimolar, “M” significa molar, “mmol” significa
milimol(es), “ppm” significa parte(s) por milhdo, “P” significa peso, “%P” significa

[Pl

percentagem em peso, “g” significa grama(s), “ug” significa micrograma(s), “ng”
significa nanograma(s), “g” significa gravidade, “HPLC” significa cromatografia
liguida de alto desempenho, “dd H20" significa agua destilada e deionizada,

“dcw” significa peso celular seco, “ATCC” ou “ATCC®" significa American Type
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Culture Collection (Manassas, VA), “U” significa unidade(s) da atividade de
perhidrolase, “rpom” significa revolu¢gdes por minuto, “EDTA” significa acido
etilenodiaminotetracético, “IPTG” significa isopropil-B-D-tio-galactoside, “BCA”
significa  acido  bicinconinico, e “ABTS” significa 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato).

EXEmPLO 1

CLONAGEM E PRODUCAO DA ACETIL XILANA ESTERASE CE-7 DE ACTINOSYNNEMA

MIRUM EM E. COLI

[0133] O gene que codifica a enzima acetil xilano esterase a partir da
Actinosynnema mirum conforme divulgado no GenBank® (N° de Acesso
ACU35776.1; Gl: 255920265) foi sintetizado utilizando codons otimizados para a
expressao em E. coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA). O &cido nucleico produto (SEQ ID
NO: 3) foi subclonado em PJEXPRESS404® (DNA 2.0, Menlo Park, CA) para gerar
o plasmideo identificado como pMP91. O plasmideo pMP91 foi usado para
transformar E. coli KLP18 (descrito na Patente US 7.723.083), para gerar a cepa
identificada como KLP18/pMP91. A KLP18/pMP91 foi cultivada em meio LB a 37 °C
com agitacdo até atingir a ODsoonm = 0,4-0,5, momento em que foi adicionado IPTG
para uma concentracdo final de 1 mM e a incubagéo continuou durante 2-3 h. As
células foram coletadas por centrifugacdo a 5000 x g durante 15 minutos, em seguida,
novamente suspensas (20% p/v) em 50 mM de tampao de fosfato de potassio, pH
7,0, suplementado com 1,0 mM de ditiotreitol. As células resuspensas foram
passadas duas vezes atraves de uma célula de presséo Francesa. As células lisadas
foram centrifugadas durante 30 minutos a 12,000 x g e a concentragéo de proteina
no sobrenadante do extrato foi determinada utilizando um kit de ensaio BCA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO). SDS-PAGE foi utilizada para confirmar a expresséo da
enzima CE-7 (SEQ ID NO: 4), e andlise dos géis utilizando o ImageJ, um programa
de processamento de imagem em Java de dominio publico, indicou que a

perhidrolase constituiu 11% da proteina total soluvel.
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EXEMPLO 2

CLONAGEM E PRODUCAO DA ACETIL XILANA ESTERASE CE-7 DE

PROPIONIBACTERIUM ACNES EM E. COLI

[0134] O gene que codifica a enzima acetil xilano esterase a partir da
Propionibacterium acnes conforme divulgado no GenBank® (N° de Acesso
AEE71478.1; Gl: 332674662) foi sintetizado utilizando cédons otimizados para a
expressao em E. coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA). O &cido nucleico produto (SEQ ID
NO: 5) foi subclonado em PJEXPRESS404® (DNA 2.0, Menlo Park, CA) para gerar
o plasmideo identificado como pMP92. O plasmideo pMP92 foi usado para
transformar E. coli KLP18 (descrito na Patente US 7.723.083), para gerar a cepa
identificada como KLP18/pMP92. A KLP18/pMP92 foi cultivada em meio LB a 37 °C
com agitacéo até atingir a ODesoonm = 0,4-0,5, momento em que foi adicionado IPTG
para uma concentragdo final de 1 mM e a incubagéo continuou durante 2-3 h. As
células foram coletadas por centrifugacdo a 5000 x g durante 15 minutos, em seguida,
novamente suspensas (20% p/v) em 50 mM de tampao de fosfato de potassio, pH
7,0, suplementado com 1,0 mM de ditiotreitol. As células resuspensas foram
passadas duas vezes através de uma célula de presséo Francesa. As células lisadas
foram centrifugadas durante 30 minutos a 12,000 x g e a concentragdo de proteina
total soltvel foi determinada utilizando um kit de ensaio BCA (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). SDS-PAGE foi utilizada para confirmar a expressao da enzima CE-7
(SEQ ID NO: 6), e andlise dos géis utilizando o ImageJ, um programa de
processamento de imagem em Java de dominio publico, indicou que a perhidrolase
constituiu 13% da proteina total soltvel.

EXEmMPLO 3

CLONAGEM E PRODUCAO DA ACETIL XILANA ESTERASE CE-7 DE STREPTOCOCCUS

EQUI EM E. coLI

[0135] O gene que codifica a enzima acetil xilano esterase a partir da

Streptococcus equi conforme divulgado no GenBank® (N° de Acesso CAX00506.1;
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Gl: 225702544) foi sintetizado utilizando codons otimizados para a expressédo em E.
coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA). O &cido nucleico produto (SEQ ID NO: 7) foi
subclonado em PJEXPRESS404® (DNA 2.0, Menlo Park, CA) para gerar o plasmideo
identificado como pMP93. O plasmideo pMP93 foi usado para transformar E. coli
KLP18 (descrito na Patente US 7.723.083), para gerar a cepa identificada como
KLP18/pMP93. A KLP18/pMP93 foi cultivada em meio LB a 37 °C com agitacdo até
atingir a ODsoorm = 0,4-0,5, momento em que foi adicionado IPTG para uma
concentracdo final de 1 mM e a incubacgéo continuou durante 2-3 h. As células foram
coletadas por centrifugacdo a 5000 x g durante 15 minutos, em seguida, novamente
suspensas (20% p/v) em 50 mM de tampéo de fosfato de potassio, pH 7,0,
suplementado com 1,0 mM de ditiotreitol. As células resuspensas foram passadas
duas vezes através de uma célula de pressdo Francesa. As células lisadas foram
centrifugadas durante 30 minutos a 12,000 x g e a concentragdo de proteina total
solavel foi determinada utilizando um kit de ensaio BCA (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). SDS-PAGE foi utilizada para confirmar a expresséo da enzima CE-7 (SEQ ID
NO: 8), e analise dos géis utilizando o ImageJ, um programa de processamento de
imagem em Java de dominio publico, indicou que a perhidrolase constituiu 26% da
proteina total solGvel.
EXEMPLO 4

CLONAGEM E PRODUCAO DA ACETIL XILANA ESTERASE CE-7 DE STACKEBRANDTIA

NASSAUENSIS EM E. coLlI

[0136] O gene que codifica a enzima acetil xilano esterase a partir
da Stackebrandtia nassauensis conforme divulgado no GenBank® (N° de Acesso
ADDA42786.1; Gl: 290569821) foi sintetizado utilizando cdédons otimizados para
a expressao em E. coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA). O acido nucleico produto
(SEQ ID NO: 9) foi subclonado em PJEXPRESS404® (DNA 2.0, Menlo Park, CA)
para gerar o plasmideo identificado como pMP94. O plasmideo pMP94 foi usado

para transformar E. coli KLP18 (descrito na Patente US 7.723.083), para gerar a
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cepa identificada como KLP18/pMP94. A KLP18/pMP94 foi cultivada em meio
LB a 37 °C com agitacdo até atingir a ODesoonm = 0,4 - 0,5, momento em que foi
adicionado IPTG para uma concentracao final de 1 mM e a incubacédo continuou
durante 2-3 h. As células foram coletadas por centrifugacéo a 5000 x g durante
15 minutos, em seguida, novamente suspensas (20% p/v) em 50 mM de tampéao
de fosfato de potéssio, pH 7,0, suplementado com 1,0 mM de ditiotreitol. As
células resuspensas foram passadas duas vezes através de uma célula de
pressdo Francesa. As células lisadas foram centrifugadas durante 30 minutos a
12,000 x g e a concentracao de proteina total soltvel foi determinada utilizando
um kit de ensaio BCA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). SDS-PAGE foi utilizada
para confirmar a expressao da enzima CE-7 (SEQ ID NO: 10), e analise dos géis
utilizando o ImageJ, um programa de processamento de imagem em Java de
dominio publico, indicou que a perhidrolase constituiu 33% da proteina total
solavel.
EXEMPLO 5

CLONAGEM E PRODUCAO DA ACETIL XILANA ESTERASE CE-7 DE STREPTOCOCCUS

AGALACTIAE EM E. COLI

[0137] O gene que codifica a enzima acetil xilano esterase a partir
da Streptococcus agalactiae conforme divulgado no GenBank® (N° de Acesso
AAM98949.1; GI: 22533045) foi sintetizado utilizando cédons otimizados para a
expressdo em E. coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA). O &cido nucleico produto (SEQ
ID NO: 11) foi subclonado em PJEXPRESS404® (DNA 2.0, Menlo Park, CA) para
gerar o plasmideo identificado como pMP95. O plasmideo pMP95 foi usado para
transformar E. coli KLP18 (descrito na Patente US 7.723.083), para gerar a cepa
identificada como KLP18/pMP95. A KLP18/pMP95 foi cultivada em meio LB a 37
°C com agitagdo até atingir a ODsoonm = 0,4-0,5, momento em que foi adicionado

IPTG para uma concentragéo final de 1 mM e a incubagé&o continuou durante 2-
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3 h. As células foram coletadas por centrifugacéo a 5000 x g durante 15 minutos,
em seguida, novamente suspensas (20% p/v) em 50 mM de tampéao de fosfato
de potéssio, pH 7,0, suplementado com 1,0 mM de ditiotreitol. As células
resuspensas foram passadas duas vezes através de uma célula de pressdo
Francesa. As células lisadas foram centrifugadas durante 30 minutos a 12,000 x
g e a concentracéo de proteina total soltvel foi determinada utilizando um kit de
ensaio BCA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). SDS-PAGE foi utilizada para
confirmar a expressédo da enzima CE-7 (SEQ ID NO: 12), e andlise dos géis
utilizando o ImageJ, um programa de processamento de imagem em Java de
dominio publico, indicou que a perhidrolase constituiu 7,3% da proteina total
solavel.
EXEMPLO 6

ENSAIO DE ATIVIDADE DA PERHIDROLASE

[0138]A atividade perhidrolase no sobrenadante do extrato foi
determinada por reacfes contendo 22,5 mM de triacetina, 22,5 mM de
perdxido de hidrogénio e 6,25 ug de proteina soluvel total no sobrenadante
do extrato/mL. A incubacéo foi realizada durante 10 minutos em temperatura
ambiente (22-24 °C). As reagOes foram interrompidas pela adicdo de um
volume igual de &cido fosférico 1,25 M, contendo 100 mM de orto-
fenilenodiamina. Ap6s 30 minutos, a absorbancia a 458 nm foi mensurada
(Tabela 1). Medicdes adicionais da atividade perhidrolase foram feitas em
reacbes que continham 10 mM de triacetina e 10 mM de peroxido de
hidrogénio ou 50 mM de triacetina e 50 mM de perdxido de hidrogénio
(Tabela 1). A acetil xilano esterase CE 7 de T. maritima também foi produzida
em E. coli KLP18 (descrita na Publicagdo do Pedido de Patente US 2008-
0176299) e utilizada como um controle positivo para o ensaio da

perhidrolase. O extrato da E. coli KLP18 ndo contendo uma enzima CE-7 foi
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utilizado como controle negativo.

TABELA 1
Fonte de esterase CE—Y‘ ref ‘ SEQ ID NO: ODu4sg nm
triacetina | 10 mM | 225 mM | 50 mM
H20: 10mM | 22.5mM | 50 mM
A. mirum Ami 4 0,6 2,3 2,9
P. acnes Pac 6 0,4 1,2 2,5
S. equi Seq 8 0,3 1,9 2,0
S. nassauensis Sna 10 0,1 0,2 0,8
S. agalactiae Sag 12 0,0 0,1 0,3
T. maritima Tma 2 0,2 1,0 2,5
Nenhum (controle) 0,0 0,0 0,0
EXEMPLO 7

PRODUCAO DE AciDo PERACETICO A PARTIR DE TRIACETINA E PEROXIDO DE

HIDROGENIO POR ESTERASES CE-7

[0139] As reacdes (10 mL de volume total) foram executadas a 25
°C em tampao de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) contendo triacetina (10
mM), peréxido de hidrogénio (20 mM) e 5,0 ug/ml de proteina soluvel total do
sobrenadante do extrato contendo a esterase CE-7 a partir de Actinosynnema
mirum (SEQ ID NO: 4), Propionibacterium acnes (SEQ ID NO: 6), Streptococcus
equi (SEQ ID NO: 8), Stackebrandtia nassauensis (SEQ ID NO: 10) ou
Streptococcus agalactiae (SEQ ID NO: 12), preparadas conforme descrito nos
Exemplos 1-5. As reacfGes foram agitadas durante apenas os primeiros 45
segundos de reacdo para misturar inicialmente os reagentes e a enzima. Uma
reacdo de controle comparativo foi realizada sob condi¢gbes idénticas ao descrito
imediatamente acima utilizando 0,5 pg/ml de proteina total soltvel isolada a partir
de extrato de E. coli KLP18 (usada para expressar as esterases CE-7), em que
0 sobrenadante do extrato foi preparado de acordo com o procedimento do
Exemplo 1. Uma segunda reag&o de controle comparativo também foi executada
sob condicbes idénticas a descrita acima utilizando qualquer proteina total

soltvel a partir do sobrenadante de extrato adicionado, onde o acido peracético
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produzido na auséncia da esterase adicionada foi resultante da perhidrélise
quimica de triacetina pelo peroxido de hidrogénio sob as condi¢cdes de reagéo
especificadas. A acetil xilana esterase CE-7 de T. maritima (SEQ ID NO: 2)
também foi produzida em E. coli KLP18 (descrita na Publicacdo do Pedido de
Patente US 2008-0176299) e utilizada como um controle positivo na reacdo
comparativa (11% de proteina solivel total do sobrenadante do extrato de
células).

[0140] Andlise de amostras de reacdo para a producédo de acido
peracético seguiu o método descrito em Pinkernell et. al. (Analyst, 122: 567
(1997)) utilizando a detecgéo colorimétrica de oxidagdo de ABTS pelo acido
peracético. Uma amostra de reacéo de 50 L foi adicionada a 950 pyL de H3POa4
5 mM para parar a rea¢cdo enziméatica (pH final entre pH 2-3), e 50 uL da solugéo
resultante foi adicionada a uma placa de microtitulacdo de 96 pocos contendo
200 pL de uma solugao aquosa contendo 0,25 M de acido acético, 0,125 g/L e
ABTS e 5,0 mg/L de KI. A solugéo foi deixada desenvolver durante 5 min, em
seguida, a absorbéancia da solugao foi mensurada a 405 nm utilizando um leitor
de microplacas. A concentracdo de &cido peracético em cada amostra foi
calculada a partir de uma curva padrdo, utilizando-se simultaneamente uma
solucdo de reagente de acido peracético (Tabela 2).

TABELA 2

PRoODUCAO DE Acibo PERACETICO (PAA) CATALISADA PELA PERHIDROLASE CE-7-

A PARTIR DE TRIACETINA E PEROXIDO DE HIDROGENIO EM TAMPAO FOSFATO DE

PoTAssIo (50 MM, PH 7,0) A 25 °C.

Fonte de Proteina | PAA | PAA | PAA | PAA | PAA
SEQ ID |Triacetina| H2O, | Soluvel | em2 | em5 |em 10 |em 20 |em 30

esterase CE- . : . . .

7 NO (mM) (mM) total min min min min min

(pg/mL) | (ppm) | (PPM) | (PPM) | (PPM) | (PPM)

controle - sem 10 20 0 41 4,3 3,1 4.0 4,6

enzima

controle - E.

coli KLP18 10 20 50 3,9 4,0 4,1 4,0 4,8

A. mirum 4 10 20 50 8,8 17 30 50 68
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Fonte de Proteina | PAA | PAA | PAA | PAA | PAA
esterase CE- SEQ ID |Triacetina| H,O, | Soltvel | em2 | em5 |em 10 |em 20| em 30
7 NO (mM) (mM) total min min min min min
(ng/mL) | (ppm) | (ppm) | (PPM) | (PPM) | (PPM)
P. acnes 6 10 20 5,0 6,4 12 18 28 36
S. equi 8 10 20 5,0 18 33 47 53 52
S.
NASSaLEnsis 10 10 20 5,0 4,3 6,0 7,8 11 15
S. agalactiae 12 10 20 5,0 4,3 45 51 6,6 7,4
T. maritima 2 10 20 5,0 5,6 11 16 28 43
EXEMPLO 8

PRODUCAO DE ACIDO PERACETICO A PARTIR DE DIACETATO DE PROPILENO GLICOL

E PEROXIDO DE HIDROGENIO POR ESTERASES CE-7

[0141] As reagdes (10 mL de volume total) foram executadas a 25
°C em tampao de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) contendo diacetato de
propileno glicol (10 mM), perdxido de hidrogénio (20 mM) e 5,0 pg/ml de proteina
soluvel total do sobrenadante do extrato contendo a esterase CE-7 a partir de
Actinosynnema mirum (SEQ ID NO: 4), Propionibacterium acnes (SEQ ID NO:
6), Streptococcus equi (SEQ ID NO: 8), Stackebrandtia nassauensis (SEQ ID
NO: 10), preparadas conforme descrito nos Exemplos 1-4. As reac¢des foram
agitadas durante apenas os primeiros 45 segundos de reacdo para misturar
inicialmente os reagentes e a enzima. Uma reacdo de controle comparativo foi
realizada sob condi¢des idénticas ao descrito imediatamente acima utilizando
0,5 pug/ml de proteina total soluvel isolada a partir de extrato de E. coli KLP18
(usada para expressar as esterases CE-7), em que o sobrenadante do extrato
foi preparado de acordo com o procedimento do Exemplo 1. Uma segunda
reacao de controle comparativo também foi executada sob condi¢des idénticas
a descrita acima utilizando qualquer proteina total solivel a partir do
sobrenadante de extrato adicionado, onde o acido peracético produzido na
auséncia de esterase adicionada foi o resultado da perhidrélise quimica de
diacetato de propileno glicol pelo peréxido de hidrogénio sob as condicbes de

reacao especificadas. A acetil xilana esterase CE-7 de T. maritima (SEQ ID NO:
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2) também foi produzida em E. coli KLP18 (descrita ha Publicacao do Pedido de
Patente US 2008-0176299) e utilizada como um controle positivo na reacao
comparativa (11% de proteina solivel total do sobrenadante do extrato de
células). Andlise das amostras de reacdo para a producéo de &cido peracético
seguiu 0 método descrito no Exemplo 7 (Tabela 3).

TABELA 3

PRoDUCAO DE Acibo PERACETICO (PAA) CATALISADA PELA PERHIDROLASE CE-7-

A PARTIR DE DIACETATO DE PROPILENO GLICOL E PEROXIDO DE HIDROGENIO EM

TAMPAO FOSFATO DE POTASSIO (50 MM, PH 7.0) A 25 °C.

Fonte de Diacetato Proteina| PAA PAA PAA PAA PAA em

esterase SEQ ID de H.O, | Solavel | em2 | em5 [em 10 |em 20 30 min

CE-7 NO propileno | (mM) total min min min min (opm)
glicol(mM) (ug/mL) | (ppm) | (PPM) | (PPM) | (PPM)

controle - 10 20 0 54 | 50 | 50 | 5.2 5,1

sem enzima

controle - E.

coli KLP18 10 20 5,0 54 51 5,2 51 5,2

A. mirum 4 10 20 5,0 8,0 13 22 35 47

P. acnes 6 10 20 5,0 6,1 6,9 8,6 13 12

S. equi 8 10 20 50 6,6 11 11 12 12

S. | 10 10 20 50 | 46 | 48 | 82 | 64 | 76

nassauensis

T. maritima 2 10 20 5,0 57 6,8 8,3 12 15

EXEMPLO 9

PRODUCAO DE AciDo PERACETICO A PARTIR DE PENTA-ACETATO DE A-D-GLICOSE E

PEROXIDO DE HIDROGENIO POR ESTERASES CE-7

[0142]As reacdes (10 mL de volume total) foram executadas a
25 °C em tampao de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) contendo penta-
acetato de a-D-glicose (10 mM), peréxido de hidrogénio (20 mM) e 5,0 pg/ml
de proteina sollvel total do sobrenadante do extrato contendo a esterase
CE-7 a partir de Actinosynnema mirum (SEQ ID NO: 4), Streptococcus equi
(SEQ ID NO: 8), ou Streptococcus agalactiae (SEQ ID NO: 12) preparadas

conforme descrito nos Exemplos 1, 3 e 5. As reacdes foram agitadas durante
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apenas os primeiros 45 segundos de reag&o para misturar inicialmente os
reagentes e a enzima. Uma reacéo de controle comparativo foi realizada sob
condigdes idénticas ao descrito imediatamente acima utilizando 0,5 ug/ml de
proteina total soluvel isolada a partir de extrato de E. coli KLP18 (usada para
expressar as esterases CE-7), em que o sobrenadante do extrato foi
preparado de acordo com o procedimento do Exemplo 1. Uma segunda
reacdo de controle comparativo também foi executada sob condi¢cdes
idénticas a descrita acima utilizando qualquer proteina total soltvel a partir
do sobrenadante de extrato adicionado, onde o acido peracético produzido
na auséncia de esterase adicionada foi o resultado da perhidrélise quimica
de penta-acetato de a-D-glicose pelo perdxido de hidrogénio sob as
condicdes de reacado especificadas. A acetil xilana esterase CE-7 de T.
maritima (SEQ ID NO: 2) também foi produzida em E. coli KLP18 (descrita
na Publicacédo do Pedido de Patente US 2008-0176299) e utilizada como um
controle positivo na reacdo comparativa (11% de proteina soltvel total do
sobrenadante do extrato de células). Analise das amostras de reacdo para
a producdo de &cido peracético seguiu o0 método descrito no Exemplo 7
(Tabela 4).
TABELA 4

PRoDUCAO DE Acibo PERACETICO (PAA) CATALISADA PELA PERHIDROLASE CE-7-

A PARTIR DE PENTA-ACETATO DE d-D-GLICOSE E PEROXIDO DE HIDROGENIO EM

TAMPAO FOSFATO DE POTASSIO (50 MM, PH 7,0) A 25 °C.

Fonte de aizr:;?(') Proteina | PAA | PAA | PAA | PAA | PAA
SEQ ID H.0- Soluvel em2 | em5 | em10 | em 20 | em 30
esterase de a-D- : : . . .
NO : (mM) total min min min min min
CE-7 glicose
(MM) (ng/mL) | (ppm) | (ppm) | (PPM) | (PPM) | (PPM)
controle -
sem 10 20 0 6,7 18 41 93 136
enzima
controle -
E. coli 10 20 50 8,7 20 46 94 137
KLP18

Peticao 870210119087, de 21/12/2021, pag. 83/207




74/85

Fonte de ;g;?o Proteina | PAA | PAA | PAA | PAA | PAA
esterase |SEQP| ge aD- | H202 | Soldvel | em2 | em5 | em 10 | em 20 | em 30
CE-7 NO glicose (mM) total min min min min min

(MM) (ug/mL) | (ppm) | (PPM) | (PPM) | (PPM) | (PPM)
A. mirum 4 10 20 5,0 20 34 68 130 179
S. equi 8 10 20 5,0 11 23 46 93 141
S, , 12 10 20 5,0 16 29 51 99 148
agalactiae
T 2 10 20 5,0 11 24 47 99 144
maritima

EXEMPLO 10

PRODUCAO DE ACIDO PERACETICO A PARTIR DE HEXA-ACETATO DE D-SORBITOL E

PEROXIDO DE HIDROGENIO POR ESTERASES CE-7

[0143]As reagOes (10 mL de volume total) foram executadas a
25 °C em tampdao de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) contendo hexa-
acetato de D-sorbitol (10 mM), peroxido de hidrogénio (20 mM) e 5,0 ug/ml de
proteina soltvel total do sobrenadante do extrato contendo a esterase CE-7 a
partir de Actinosynnema mirum (SEQ ID NO: 4) ou Streptococcus equi (SEQ
ID NO: 8), preparadas conforme descrito nos Exemplos 1 e 3. As reagdes
foram agitadas durante apenas os primeiros 45 segundos de reacado para
misturar inicialmente os reagentes e a enzima. Uma reagao de controle
comparativo foi realizada sob condi¢des idénticas ao descrito imediatamente
acima utilizando 0,5 ug/ml de proteina total soluvel isolada a partir de extrato
de E. coli KLP18 (usada para expressar as esterases CE-7), em que O
sobrenadante do extrato foi preparado de acordo com o procedimento do
Exemplo 1. Uma segunda reacdo de controle comparativo também foi
executada sob condi¢Oes idénticas a descrita acima utilizando qualquer
proteina total soluvel a partir do sobrenadante de extrato adicionado, onde o
acido peracético produzido na auséncia de esterase adicionada foi o resultado
da perhidrdlise quimica de hexa-acetato de D-sorbitol pelo perdoxido de

hidrogénio sob as condi¢cdes de reacéo especificadas. A acetil xilana esterase
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CE-7 de T. maritima (SEQ ID NO: 2) também foi produzida em E. coli KLP18
(descrita na Publicacéo do Pedido de Patente US 2008-0176299) e utilizada
como um controle positivo na reacdo comparativa (11% de proteina soluvel
total do sobrenadante do extrato de células). Analise das amostras de reagéo
para a producédo de acido peracético seguiu o0 método descrito no Exemplo 7
(Tabela 5).

TABELA S

PRoDUCAO DE Acibo PERACETICO (PAA) CATALISADA PELA PERHIDROLASE CE-7-

A PARTIR DE HEXA-ACETATO DE D-SORBITOL E PEROXIDO DE HIDROGENIO EM

TAMPAO FOSFATO DE POTASSIO (50 MM, PH 7.0) A 25 °C.

Fonte de hexa- Proteina | PAA PAA PAA PAA PAA
esterase SEQ ID|acetato de| H2O, | Sollivel | em2 | em5 |em 10 | em 20 | em 30
CE-7 NO | D-sorbitol | (mM) total min min min min min

(mM) (ug/mL) | (ppm) | (ppm) | (ppm) | (PpM) | (PPM)
controle -
sem 10 20 0 3,6 3,9 4.4 4,2 45
enzima
controle -
E. coli 10 20 5,0 3,8 4,2 4,1 4,1 4,7
KLP18
A. mirum 4 10 20 5,0 5,6 9,0 15 25 34
S. equi 8 10 20 5,0 4.8 5,9 7.7 9,1 9,8
T o 2 10 20 5,0 5,0 6,0 11 15 21
maritima

ExXEmpPLO 11

PRODUCAO DE AciDO PERACETICO A PARTIR DE TRI-O-ACETIL-D-GLUCAL E

PEROXIDO DE HIDROGENIO POR ESTERASES CE-7

[0144]As reacdes (50 mL de volume total) foram executadas a
25 °C em tampao de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) contendo Tri-O-
Acetil-D-Glucal (2 mM), perdxido de hidrogénio (10 mM) e 5,0 pg/ml de
proteina soluvel total do sobrenadante do extrato contendo a esterase CE-7
a partir de Actinosynnema mirum (SEQ ID NO: 4) ou Streptococcus equi
(SEQ ID NO: 8), preparadas conforme descrito nos Exemplos 1 e 3. As

reacoes foram agitadas durante apenas os primeiros 45 segundos de reacédo
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para misturar inicialmente os reagentes e a enzima. Uma reacao de controle
comparativo foi realizada sob condi¢des idénticas ao descrito imediatamente
acima utilizando 0,5 pg/ml de proteina total soluvel isolada a partir de extrato
de E. coli KLP18 (usada para expressar as esterases CE-7), em que 0
sobrenadante do extrato foi preparado de acordo com o procedimento do
Exemplo 1. Uma segunda reacdo de controle comparativo também foi
executada sob condi¢gdes idénticas a descrita acima utilizando qualquer
proteina total sollvel a partir do sobrenadante de extrato adicionado, onde
0 acido peracético produzido na auséncia de esterase adicionada foi o
resultado da perhidrélise quimica de Tri-O-Acetil-D-Glucal pelo peréxido de
hidrogénio sob as condicbes de reacdo especificadas. A acetil xilana
esterase CE-7 de T. maritima (SEQ ID NO: 2) também foi produzida em E.
coli KLP18 (descrita na Publicacdo do Pedido de Patente US 2008-0176299)
e utilizada como um controle positivo na reagcdo comparativa (11% de
proteina sollavel total do sobrenadante do extrato de células). Anélise das
amostras de reacado para a producdo de acido peracético seguiu 0 método
descrito no Exemplo 7 (Tabela 6).
TABELA 6

PRoDUCAO DE Acibo PERACETICO (PAA) CATALISADA PELA PERHIDROLASE CE-7-

A PARTIR DE TRI-O-ACETIL-D-GLUCAL E PEROXIDO DE HIDROGENIO EM TAMPAO

FosrFaTO DE POTASSIO (10 MM, PH 7,0) A 25 °C.

. . Proteina
Fonte de esterase | SEQ ID Tri-O-Acetil- H20> Solavel |PAAems| LAAEM
D-Glucal . 20 min
CE-7 NO (MM) (mM) total min (ppm) (opm)
(Hg/mL) PP
conFroIe -sem > 10 0 26 22
enzima
controle - E. coli
KLP18 2 10 5,0 2,5 1,5
A. mirum 4 2 10 5,0 6,7 18
S. equi 8 2 10 5,0 5,8 6,4
T. maritima 2 2 10 5,0 49 13
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EXEMPLO 12

PRODUCAO DE ACIDO PERACETICO A PARTIR DE AcIDO 4-(ACETILOXI)-BENZOICO E

PEROXIDO DE HIDROGENIO POR ESTERASES CE-7

[0145]As reagOes (10 mL de volume total) foram executadas a
25 °C em tampao de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) contendo &cido 4-
(acetiloxi)-benzoico (CAS 2345-34-8; 25 mM), peroxido de hidrogénio (20 mM)
e 5,0 ug/ml de proteina soluvel total do sobrenadante do extrato contendo a
esterase CE-7 a partir de Actinosynnema mirum (SEQ ID NO: 4),
Propionibacterium acnes (SEQ ID NO: 6), Streptococcus equi (SEQ ID NO: 8)
ou Stackebrandtia nassauensis (SEQ ID NO: 10), preparadas conforme
descrito nos Exemplos 1-4. As reac¢des foram agitadas durante apenas 0s
primeiros 45 segundos de reacdo para misturar inicialmente os reagentes e a
enzima. Uma reacdo de controle comparativo foi realizada sob condi¢cdes
idénticas ao descrito imediatamente acima utilizando 0,5 ug/ml de proteina
total soltvel tratada com calor isolada a partir de extrato de E. coli KLP18
(usada para expressar as esterases CE-7), em que o sobrenadante do extrato
foi preparado de acordo com o procedimento do Exemplo 1. Uma segunda
reacdo de controle comparativo também foi executada sob condi¢des
idénticas a descrita acima utilizando qualquer proteina total soltvel a partir do
sobrenadante de extrato adicionado, onde o &cido peracético produzido na
auséncia de esterase adicionada foi o resultado da perhidrélise quimica de
acido 4-(acetiloxi)-benzoico pelo peréxido de hidrogénio sob as condicdes de
reacao especificadas. A acetil xilana esterase CE-7 de T. maritima (SEQ ID
NO: 2) também foi produzida em E. coli KLP18 (descrita na Publicagcdo do
Pedido de Patente US 2008-0176299) e utilizada como um controle positivo
na reacdo comparativa (11% de proteina soluvel total do sobrenadante do
extrato de células). Analise das amostras de reacéo para a producao de acido

peracético seguiu 0 método descrito no Exemplo 7 (Tabela 7).
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TABELA 7

PRoDUCAO DE Acibo PERACETICO (PAA) CATALISADA PELA PERHIDROLASE CE-7-

A PARTIR DE AcIDO 4-(ACETILOXI)-BENZOICO E PEROXIDO DE HIDROGENIO EM

TAMPAO FOSFATO DE POTASSIO (50 MM, PH 7.0) A 20 °C.

Fonte de écio!o 4- Proteina
esterase SEQID (acetiloxi)- H20> Soldvel total PAA em 5 |PAA em 20
NO benzobico (mM) min (ppm) | min (ppm)
CE-7 (ng/mL)
(mM)
controle - sem 25 20 0 28 74
enzima
controle - E. o5 20 50 21 73
coli KLP18 ’
A. mirum 4 25 20 5,0 36 85
P. acnes 6 25 20 5,0 31 90
S. equi 8 25 20 5,0 31 98
S. nassauensis 10 25 20 5,0 29 80
T. maritima 2 25 20 5,0 21 71
EXEMPLO 13

CLONAGEM E PRODUCAO DE UMA ACETIL XILANA ESTERASE DE ACTINOSYNNEMA

MIRUM VARIANTE

[0146] Um gene codificante de uma forma variante da enzima acetil
xilano esterase de A. mirum conforme divulgado no GenBank® (N° de Acesso
ACU35776.1; Gl: 255920265) foi sintetizado utilizando cédons otimizados para
a expressdo em E. coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA). O acido nucleico produto
(SEQ ID NO: 13) foi subclonado em PJEXPRESS404® (DNA 2.0, Menlo Park,
CA) para gerar o plasmideo identificado como pMP9la. A proteina variante
codificada é denominada de Ami_C276S (SEQ ID NO: 14). O plasmideo pMP91a
foi usado para transformar E. coli KLP18 (descrito na Patente US 7.723.083),
para gerar a cepa identificada como KLP18/pMP9la. A KLP18/pMP91a foi
cultivada em meio LB a 37 °C com agitacdo até atingir a ODeoorm = 0,4 - 0,5,
momento em que foi adicionado IPTG para uma concentracéo finalde 1 mM e a

incubacgédo continuou durante 2-3 h. As células foram coletadas por centrifugacéo

Peticao 870210119087, de 21/12/2021, pag. 88/207



79/85

a 5000 x g durante 15 minutos, em seguida, novamente suspensas (20% p/v)
em 50 mM de tampéo de fosfato de potassio, pH 7,0, suplementado com 1,0 mM
de ditiotreitol. As células resuspensas foram passadas duas vezes através de
uma célula de presséo Francesa. As células lisadas foram centrifugadas durante
30 minutos a 12,000 x g e a concentracdo de proteina no sobrenadante foi
determinada utilizando um kit de ensaio BCA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
SDS-PAGE foi utilizado para confirmar a expresséo da enzima e a densitometria
(software ImageJ, National Institutes of Health, Bethesda, MD) foi usada para
calcular a proteina enzima como aproximadamente 16-18% da proteina total.
EXEMPLO 14

CLONAGEM E PRODUCAO DE UMA ACETIL XILANA ESTERASE DE ACTINOSYNNEMA

MIRUM VARIANTE

[0147] Um gene codificante de uma forma variante da enzima acetil
xilano esterase de A. mirum conforme divulgado no GenBank® (N° de Acesso
ACU35776.1; Gl: 255920265) foi sintetizado utilizando cdédons otimizados para
a expressdo em E. coli (DNA 2.0, Menlo Park, CA). O acido nucleico produto
(SEQ ID NO: 15) foi subclonado em PJEXPRESS404® (DNA 2.0, Menlo Park,
CA) para gerar o plasmideo identificado como pMP91b. A proteina variante
codificada é denominada de Ami_C276T (SEQ ID NO: 16). O plasmideo pMP91b
foi usado para transformar E. coli KLP18 (descrito na Patente US 7.723.083),
para gerar a cepa identificada como KLP18/pMP91b. A KLP18/pMP91b foi
cultivada em meio LB a 37 °C com agitacao até atingir a ODsoonm = 0,4 - 0,5,
momento em que foi adicionado IPTG para uma concentracdo finalde 1 mM e a
incubacéo continuou durante 2-3 h. As células foram coletadas por centrifugacao
a 5000 x g durante 15 minutos, em seguida, novamente suspensas (20% p/v)
em 50 mM de tampé&o de fosfato de potassio, pH 7,0, suplementado com 1,0 mM
de ditiotreitol. As células resuspensas foram passadas duas vezes através de

uma célula de presséo Francesa. As células lisadas foram centrifugadas durante

Petica0 870210119087, de 21/12/2021, pag. 89/207



80/85

30 minutos a 12,000 x g e a concentracdo de proteina no sobrenadante foi

determinada utilizando um kit de ensaio BCA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

SDS-PAGE foi utilizado para confirmar a expresséo da enzima e a densitometria

(software ImageJ, National Institutes of Health, Bethesda, MD) foi usada para

calcular a proteina enzima como aproximadamente 16-18% da proteina total.
EXEMPLO 15

ENSAIO DE ATIVIDADE DA PERHIDROLASE

[0148] A atividade perhidrolase nos extratos foi determinada por
reacBes contendo 22,5 mM de triacetina, 22,5 mM de peréxido de hidrogénio e
1,5 ug de proteina total/mL. A incubacao foi realizada durante 10 minutos em
temperatura ambiente (22-24 °C). As reacdes foram interrompidas pela adigéo
de um volume igual de acido fosférico 1,25 M, contendo 100 mM de orto-
fenilenodiamina. Apdés 30 minutos, a absorbancia a 458 nm foi mensurada
(Tabela 8). O extrato da E. coli KLP18 ndo contendo uma enzima acetil xilano

esterase foi utilizado como controle negativo.

TABELA 8
Enzima ID. SEQ ID NO: OD 458 nm
Ami_wt 4 0,21
Ami_C276S 14 2,3
Ami_C276T 16 1,5
Controle — sem enzima 0
EXEMPLO 16

PRODUCAO DE ACIDO PERACETICO A PARTIR DE TRIACETINA E PEROXIDO DE

HIDROGENIO POR ESTERASES CE-7 VARIANTES

[0149]As reagbes (10 mL de volume total) foram executadas a
25 °C em tampao de fosfato de potassio (20 mM, pH 7,0) contendo triacetina
(0,75 mM), perdxido de hidrogénio (1,4 mM) e 1,0 yg/mL ou 2,0 ug/ml de

esterase CE-7 a partir de Actinosynnema mirum tipo selvagem (SEQ ID NO:
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4, preparada conforme descrito no Exemplo 1), variante C276S de
Actinosynnema Mirum (SEQ ID NO: 14, preparada conforme descrito no
Exemplo 13), variante C276T de Actinosynnema mirum (SEQ ID NO: 16,
preparada conforme descrito no Exemplo 14), C277S de T. maritima (SEQ
ID NO: 17, produzida em E. coli KLP18 conforme descrito na Patente US
8.062.875), e C277T de T. maritima (SEQ ID NO: 18, produzida em E. coli
KLP18 conforme descrito na Patente US 8.062.875). Analise de extratos
celulares contendo a esterase CE-7 em géis de SDS-PAGE, em combinacao
com a analise dos géis utilizando o ImageJ, um programa de processamento
de imagem em Java de dominio publico, foi utilizada para calcular a
concentracdo de esterase CE-7 nos extratos celulares como uma
percentagem de proteina soluvel total. As rea¢cfes foram agitadas durante
apenas os primeiros 45 segundos de reagdo para misturar inicialmente os
reagentes e a enzima. Uma reacao de controle comparativo foi executada
sob condic¢bes idénticas a descrita acima sem adicionar esterase CE-7, onde
0 acido peracético produzido na auséncia da esterase adicionada foi o
resultado da perhidrélise quimica de triacetina pelo peroxido de hidrogénio
sob as condicdes de reacao especificadas. Analise das amostras de reacao
para a producao de acido peracético seguiu o0 método descrito no Exemplo
7 (Tabela 9).
TABELA 9

PrRODUCAO DE Acipo PERACETICO (PAA) CATALISADA PELA PERHIDROLASE CE-7

VARIANTE A PARTIR DE TRIACETINA E PEROXIDO DE HIDROGENIO EM TAMPAO

FosFATO DE POTASSIO (20 MM, PH 7,0) A 25 °C.

Esterase| PAA PAA PAA PAA
Fonte de SEQ Triacetina| H20> CE-7 em 2 em5 PAA em em 20 | em 30
esterase ID . . . 10 min . .
CE.7 NO (mM) (mM) | variante | min min (ppm) min min

(vg/mL) | (ppm) | (ppm) (ppm) | (Ppm)
controle - 0,75 1,4 0 0,5 0,4 0,4 0,4 0,3
sem enzima
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Esterase| PAA PAA PAA PAA
Fonte de SEQ Triacetina| H20> CE-7 em 2 em5 PAA em em 20 | em 30
esterase ID . . . 10 min . .
CE.7 NO (mM) (mM) | variante | min min (ppm) min min
(ng/mL) | (ppm) | (Ppm) (ppm) | (Ppm)
A. mirum
tipo 4 0,75 1,4 1,0 0,6 1,4 2,1 1,2 0,6
selvagem
A. mirum
C276S 14 0,75 1,4 1,0 3,1 54 6,8 4.9 3,0
A. mirum
Co76T 16 0,75 1,4 1,0 3,0 6,0 8,8 8,1 5,1
T. maritima
C277S 17 0,75 1,4 1,0 1,3 2,6 4,2 4.8 4,2
T. maritima
C277T 18 0,75 1,4 1,0 2,4 4.8 6,1 5,6 3,7
A. mirum
tipo 4 0,75 1,4 2,0 1,0 1,8 1,2 0,4 0,4
selvagem
A. mirum
C276S 14 0,75 1,4 2,0 53 6,7 4.8 1,8 1,2
A. mirum
Co76T 16 0,75 1,4 2,0 5,5 8,6 7,7 2.4 1,4
T. maritima
C277S 17 0,75 1,4 2,0 2.9 4,2 5,0 3.4 2,0
T. maritima
C277T 18 0,75 1,4 2,0 4,1 6,2 55 2,1 1,1

ExXemPLO 17

PRODUCAO DE ACIDO PERACETICO A PARTIR DE TRIACETINA E PEROXIDO DE

HIDROGENIO POR ESTERASES CE-7 VARIANTES

[0150]As reagdes (10 mL de volume total) foram executadas a
25 °C em tampéo de fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) contendo triacetina
(10 mM), peréxido de hidrogénio (20 mM) e 0,5 ug/mL de esterase CE-7 a
partir de Actinosynnema mirum tipo selvagem (SEQ ID NO: 4, preparada
conforme descrito no Exemplo 1), variante C276S de Actinosynnema Mirum
(SEQ ID NO: 14, preparada conforme descrito no Exemplo 13), variante
C276T de Actinosynnema mirum (SEQ ID NO: 16, preparada conforme
descrito no Exemplo 14), variante C277S de T. maritima (SEQ ID NO: 17), e
variante C277T de T. maritima (SEQ ID NO: 18). Analise de extratos
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celulares contendo a esterase CE-7 em géis de SDS-PAGE, em combinacao
com a analise dos géis utilizando o ImageJ, um programa de processamento
de imagem em Java de dominio publico, foi utilizada para calcular a
concentracdo de esterase CE-7 nos extratos celulares como uma
percentagem de proteina soluvel total. As reagfes foram agitadas durante
apenas os primeiros 45 segundos de reacdo para misturar inicialmente os
reagentes e a enzima. Uma reacao de controle comparativo foi executada
sob condic¢des idénticas a descrita acima sem adicionar esterase CE-7, onde
0 acido peracético produzido na auséncia da esterase adicionada foi o
resultado da perhidrélise quimica de triacetina pelo peroxido de hidrogénio
sob as condicdes de reacao especificadas. Analise das amostras de reacéo
para a producao de acido peracético seguiu o0 método descrito no Exemplo
7 (Tabela 10).
TABELA 10

PrRODUCAO DE Acibo PERACETICO (PAA) CATALISADA PELA PERHIDROLASE CE-7

VARIANTE A PARTIR DE TRIACETINA E PEROXIDO DE HIDROGENIO EM TAMPAO

FosrFaTO DE POTASSIO (50 MM, PH 7,0) A 25 °C.

Fonte de Esterase PAA em PAA PAA PAA PAA

esterase SEQ |Triacetina| H20; CE-7 > min em5 [ em10 | em 20 |em 30

CE-7 IDNO| (mM) |(mM)| variante (opm) min min min min
(ng/mL) (ppm) | (ppm) | (PPM) |(PPM)

controle -

sem 10 20 0 3,1 8,0 2,6 4.1 4,0

enzima

A. mirum

tipo 4 10 20 0,5 8,1 11 19 34 46

selvagem

A. mirum

C276S 14 10 20 0,5 39 76 99 92 80

A. mirum

Co76T 16 10 20 0,5 26 60 96 118 115

T.

maritima 17 10 20 0,5 22 43 63 74 68

C277S
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Fonte de Esterase PAA em PAA PAA PAA | PAA
esterase SEQ |Triacetina| H20; CE-7 2 min em5 | em10 | em 20 |em 30
CE-7 IDNO| (mM) |(mM)| variante (ppm) min min min min
(ng/mL) (ppm) | (ppm) | (ppm) |(PPm)
T.
maritima 18 10 20 0,5 29 58 96 131 132
C277T
EXEMPLO 18

PRODUCAO DE ACIDO PERACETICO A PARTIR DE TRIACETINA E PEROXIDO DE

HIDROGENIO POR ESTERASES CE-7 VARIANTES

[0151] As reagOes (10 mL de volume total) foram executadas a
25 °C em tampéo carbonato de sédio (20 mM, pH 10,5) contendo triacetina
(0,75 mM), per6xido de hidrogénio (1,4 mM, a partir de percarbonato de
sodio) e 1,0 yg/mL ou 2,0 ug/mL de esterase CE-7 a partir de Actinosynnema
mirum tipo selvagem (SEQ ID NO: 4, preparada conforme descrito no
Exemplo 1), variante C276S de Actinosynnema Mirum (SEQ ID NO: 14,
preparada conforme descrito no Exemplo 13), variante C276T de
Actinosynnema mirum (SEQ ID NO: 16, preparada conforme descrito no
Exemplo 14), variante C277S de T. maritima (SEQ ID NO: 17), e variante
C277T de T. maritima (SEQ ID NO: 18). Andlise de extratos celulares
contendo a esterase CE-7 em géis de SDS-PAGE, em combinagdo com a
analise dos géis utilizando o ImageJ, um programa de processamento de
imagem em Java de dominio publico, foi utilizada para calcular a
concentracdo de esterase CE-7 nos extratos celulares como uma
percentagem de proteina sollvel total. As rea¢cf8es foram agitadas durante
apenas os primeiros 45 segundos de reacdo para misturar inicialmente os
reagentes e a enzima. Uma reacao de controle comparativo foi executada
sob condic¢fes idénticas a descrita acima sem adicionar esterase CE-7, onde
0 acido peracético produzido na auséncia da esterase adicionada foi o
resultado da perhidrolise quimica de triacetina pelo peroxido de hidrogénio

sob as condi¢bes de reacdo especificadas. Anélise das amostras de reacao
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para a producao de acido peracético seguiu o0 método descrito no Exemplo
7 (Tabela 11).
TABELA 11

PRODUCAO DE AciDo PERACETICO (PAA) CATALISADA PELA PERHIDROLASE CE-7

VARIANTE A PARTIR DE TRIACETINA E PEROXIDO DE HIDROGENIO EM TAMPAO

CARBONATO DE SODIO (20 MM, PH 10,5) A 25 °C.

Fonte de Esterase | PAA | PAA | PAA | PAA PAA em

esterase SEQ |Triacetina| H202 CE-7 em2 | em5 |em10|em 20 30 min

CE.7 ID NO (mM) (mM) | variante | min min min min (opm)
(ug/mL) | (ppm) | (ppm) | (PPM) | (PPM)

controle - 0,75 1,4 0 1,3 | 27 | 47 | 7.7 9,7

sem enzima

A. mirum

tipo 4 0,75 1,4 1,0 2,0 3,6 5,4 6,8 7.5

selvagem

A. mirum

C276S 14 0,75 1,4 1,0 4,6 9,3 13,0 | 16,0 17,0

A. mirum

Co76T 16 0,75 1,4 1,0 5,3 11,1 | 171 | 21,1 23,1

T. maritima

C277S 17 0,75 1,4 1,0 2,9 52 8,0 11,1 12,0

T. maritima

Co77T 18 0,75 1,4 1,0 3,4 6,2 9,5 13,2 14,5

A. mirum

tipo 4 0,75 1,4 2,0 2,1 3,8 5,2 6,3 6,5

selvagem

A. mirum

C276S 14 0,75 1,4 2,0 6,8 12,0 | 149 | 17,2 18,7

A. mirum

Co76T 16 0,75 1,4 2,0 8,6 16,0 | 20,7 | 24,4 26,1

T. maritima

C277S 17 0,75 1,4 2,0 3,8 7,0 10,5 | 13,4 14,4

T. maritima

C277T 18 0,75 1,4 2,0 4.7 8,4 12,8 16,5 17,9
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO PARA A PRODUQAO DE UM ACIDO
PEROXICARBOXILICO, caracterizado por compreender:
(a) fornecimento de um conjunto de componentes de reacéo que
compreende:
monoacetina; diacetina; triacetina; monopropionina; dipropionina;
tripropionina; monobutirina; dibutirina; tributirina; penta-acetato
de glicose; penta-acetato de [(-D-galactose, hexa-acetato de
sorbitol, octa-acetato de sacarose, tetra-acetato de xilose; xilana
acetilada; fragmentos de xilana acetilada; B-D-ribofuranose-
1,2,3,5-tetra-acetato; tri-O-acetil-D-galactal; tri-O-acetil-D-glucal;
monoésteres ou diésteres de 1,2-etanodiol, 1,2-propanodiol, 1,3-
propanodiol, 1,2-butanodiol, 1,3-butanodiol, 2,3-butanodiol, 1,4-
butanodiol, 1,2-pentanodiol, 2,5-pentanodiol, 1,6-pentanodiol,
1,2-hexanodiol, 2,5-hexanodiol, 1,6-hexanodiol; acido 4-
acetoxibenzoico; e misturas dos mesmos;
(2)  uma fonte de peroxigénio; e
(3) um catalisador enzimatico, compreendendo um polipeptideo
possuindo atividade perhidrolitica, em que referido polipeptideo
possui a sequéncia de aminodacidos apresentada na SEQ ID NO:
4, desde que o residuo de aminoacido ligado ao lado C-terminal
da histidina catalitica seja diferente de acido glutamico;
(b) combinacdo do conjunto de componentes de reacdo sob
condicOes de reacdo adequadas em que acido peroxicarboxilico é produzido; e
(c) opcionalmente, diluicdo do acido peroxicarboxilico produzido na
etapa (b);
em que o acido peroxicarboxilico produzido é acido peracético,

acido perpropidnico, acido perbutirico, acido perlatico, acido perglicolico, acido
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permetoxiacético, 4cido per-B-hidroxibutirico, ou misturas dos mesmos.

2. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por compreender adicionalmente a etapa de:

(d) contato de uma superficie rigida ou objeto inanimado com o
acido peroxicarboxilico produzido na etapa (b) ou etapa (c), em que a referida
superficie rigida ou o referido objeto inanimado é desinfetado, branqueado,
descorado ou uma combinacdo dos mesmos.

3. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo objeto inanimado ser um instrumento médico.

4. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por compreender adicionalmente a etapa de: (d) contato de um
artigo de vestudrio ou téxtil com o acido peroxicarboxilico produzido na etapa (b)
ou etapa (c); em que o artigo de vestuario ou téxtil recebe um beneficio.

5. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 4,
caracterizado pelo beneficio ser selecionado a partir do grupo que consiste em
desinfeccdo, sanitizacdo, branqueamento, descoloracdo, desodorizacdo, e
combina¢bes dos mesmos.

6. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por compreender adicionalmente a etapa de:

(d) contato da polpa de madeira ou polpa de papel com o acido
peroxicarboxilico produzido na etapa (b) ou etapa (c); em que a polpa de madeira
ou polpa de papel é branqueada.

7. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo substrato ser triacetina.

8. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo catalisador enzimatico estar na forma de uma enzima
parcialmente purificada ou uma enzima purificada.

9. PROCESSO, de acordo com a reivindicacdo 1,
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caracterizado pela sequéncia de aminoacidos ser SEQ ID NO: 14 ou 16.
10. COMPOSICAO, obtida pelo processo conforme definido em
qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 9, caracterizada por compreender:
(a) um conjunto de componentes de reagédo que compreende:
(1) pelo menos um substrato selecionado a partir do grupo
consistindo em:
monoacetina; diacetina; triacetina; monopropionina;
dipropionina; tripropionina; monobutirina; dibutirina; tributirina;
penta-acetato de glicose; penta-acetato de 3-D-galactose, hexa-
acetato de sorbitol, octa-acetato de sacarose, tetra-acetato de
xilose; xilana acetilada; fragmentos de xilana acetilada; B-D-
ribofuranose-1,2,3,5-tetra-acetato ; tri-O-acetil-D-galactal; tri-O-
acetil-D-glucal; monoésteres ou diésteres de 1,2-etanodiol, 1,2-
propanodiol, 1,3-propanodiol, 1,2-butanodiol, 1,3-butanodiol,
2,3-butanodiol, 1,4-butanodiol, 1,2-pentanodiol, 2,5-pentanodiol,
1,6-pentanodiol, 1,2-hexanodiol, 2,5-hexanodiol, 1,6-hexanodiol,
acido 4-acetoxibenzoico; e misturas dos mesmos;
(2)  uma fonte de peroxigénio; e
(3) um catalisador enzimatico, compreendendo um polipeptideo
possuindo atividade perhidrolitica, em que referido polipeptideo
possui a sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO:
4, desde que o residuo de aminoacido ligado ao lado C-terminal
da histidina catalitica seja diferente de acido glutamico; e
(b) pelo menos um acido peroxicarboxilico formado apods a
combinacéo do conjunto de componentes de reacao de (a);
em que o acido peroxicarboxilico produzido é acido peracético,
acido perpropionico, acido perbutirico, acido perlatico, acido perglicolico, acido

permetoxiaceético, acido per-B-hidroxibutirico, ou misturas dos mesmos.
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11. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizado por ser uma composicao de tratamento de roupa.

12. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizado por ser uma composicao para cuidados pessoais.

13. COMPOSICAO, de acordo com a reivindicagdo 12,
caracterizado por ser um xampu, uma locao corporal, um gel de banho, um
hidratante tépico, um creme dental, um gel dental, um antisséptico bucal, um
enxaguatorio bucal, um enxaguatorio antiplaca ou um produto de limpeza tépica.

14. SISTEMA DE GERAC;AO E FORNECIMENTO DE
PERACIDO, caracterizado por compreender:

(a) um primeiro compartimento compreendendo:

(1) um catalisador enzimatico, compreendendo um polipeptideo
possuindo atividade perhidrolitica, em que referido polipeptideo
possui a sequéncia de aminodacidos apresentada na SEQ ID NO:
4, desde que o residuo de aminoécido ligado ao lado C-terminal
da histidina catalitica seja diferente de &cido glutamico;

(2) pelo menos um substrato selecionado a partir do grupo
consistindo em:

monoacetina; diacetina; triacetina; monopropionina;
dipropionina; tripropionina; monobutirina; dibutirina; tributirina;
penta-acetato de glicose; penta-acetato de 3-D-galactose, hexa-
acetato de sorbitol, octa-acetato de sacarose, tetra-acetato de
xilose; xilana acetilada; fragmentos de xilana acetilada; B-D-
ribofuranose-1,2,3,5-tetra-acetato; tri-O-acetil-D-galactal; tri-O-
acetil-D-glucal; monoésteres ou diésteres de 1,2-etanodiol, 1,2-
propanodiol, 1,3-propanodiol, 1,2-butanodiol, 1,3-butanodiol,
2,3-butanodiol, 1,4-butanodiol, 1,2-pentanodiol, 2,5-pentanodiol,

1,6-pentanodiol, 1,2-hexanodiol, 2,5-hexanodiol, 1,6-hexanodiol,
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acido 4-acetoxibenzoico; e misturas dos mesmos;

3)
(b)
(1)
(2)
3)
15.

um tampéo opcional; e

um segundo compartimento compreendendo;
fonte de peroxigénio;

um agente estabilizador de peroxido; e

um tampéo opcional.

SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 14, caracterizado

pelo substrato compreender triacetina.

16.

POLIPEPTIDEO ISOLADO, obtido pelo processo conforme

definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 9, caracterizado por possuir

atividade perhidrolitica, em que referido polipeptideo possui a sequéncia de

aminoacidos de SEQ ID NO: 14 ou SEQ ID NO: 16.
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