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Relatorio Descritivo da Patente de invencdo para "PECTATO
LIASE E METODO DE USO PARA BIOLIMPEZA".

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
O presente pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente

Provisorio U.S. N° 60/846.329 depositado em 22 de setembro de 2006 que é
aqui incorporado a titulo de referéncia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO
Compostos e composi¢gbées compreendendo uma pectato liase

de Bacillus subtilis, seu uso em biolimpeza, alvejamento, tingimento, retirada
de cola, tratamento de fibra celulosica e composigbes de limpeza e
combinagdes dos mesmos conforme aqui descrito.

ANTECEDENTES DA INVENCAO
Polimeros de pectina sdo constituintes de paredes de célula de

planta. Pectina &€ um heteropolissacarideo com uma estrutura principal
compreendida de homogalacturonana (regides moles) e ramnogalacturona-
na (regides pilosas) alternadas. Polimeros lineares de acido a-D-galactu-
rénico 1,4-ligado formam as regides moles. As porgdes de acido galacturdni-
co podem ser esterificadas com metila no grupo carboxila para um grau
variavel, geraimente de uma maneira nao-aleatéria com blocos de acido
poligalacturénico sendo completamente esterificados com metila.

Pectinases podem ser classificadas por substrato preferencial,
isto &, pectina esterificada com muita metila ou pectina esterificada com
pouca metila e acido poligalacturénico (pectato). Elas podem ser também
classificadas através de seu mecanismo de reagéo, isto €, eliminagao beta
ou hidrolise. Pectinase pode ser principalmente de endo-agéo, isto é&,
cortando o polimero em sitios aleatorios dentro da cadeia para dar uma mis-
tura de oligbmeros. Alternativamente, pectinases podem ser de exo-agao,
com o que elas atacam a partir de uma extremidade da pectina. Varias
atividades de pectinase que agem sobre as regides moles de pectina estéo
incluidas na classificagdo de enzimas provida pela Enzyme Nomenclature
(1992) tal como pectato liase (EC 4.2.2.2), pectina liase (EC 4.2.2.10),
poligalacturonase (EC 3.2.1.15), pectina esterase (EC 3.2.1.11), galactanase
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(EC 3.2.1.89), arabinase (EC 3.2.1.99) e manase (EC 3.2.1.78).

Pectato liases foram clonadas de géneros de bactéria diferentes.
Até agora, a maioria das pectato liases que foram purificadas tem uma
atividade otima de pH de oito ou mais, tipicamente tem uma faixa de tempe-
ratura 6tima de 50°C ou mais e requer cations divalentes para atividade
maxima, com ions de calcio sendo os mais estimuladores.

Composigdes capazes de retirada de cola, alvejamento, limpeza,
tingimento e combinagbes dos mesmos em uma etapa sdo necessarias,
como 0 sao reagentes de limpeza. No processamento téxtil de fibras natu-
rais, fios e tecidos, uma etapa de pré-tratamento ou preparagao ¢ tipica-
mente requerida para preparar apropriadamente os materiais naturais para
uso adicional e em particular para estagios de tingimento e/ou acabamento
tipicamente requeridos para produtos comerciais. Essas etapas de trata-
mento téxtil removem impurezas e corpos coloridos, ou naturalmente exis-
tentes ou aqueles adicionados pelas etapas de fiacao e tecelagem as fibras
e/ou tecidos.

Embora tratamentos téxteis possam incluir varios tratamento e
estagios variados, os mais comuns incluem: retirada de cola - a remoc¢ao de
agentes de colagem, tal como amidos, através de imersao enzimatica, alca-
lina ou oxidativa; limpeza - a remoc¢éo de gorduras, oleos, ceras, substancias
pécticas, graos, proteina e gorduras através de contato com uma solugéo de
hidroxido de sdédio em temperaturas quase de ebuligdo; e alvejamento - a
remocgao e clareamento de corpos coloridos de téxteis geralmente usando
agentes de oxidagao (tal como peroxido de hidrogénio, hipoclorito e didxido
de cloro) ou usando agentes de reducgao (tal como sais de dioxido de enxofre
ou hidrossulfeto).

Processamento téxtil enzimatico comercial tipicamente requer a
separagdo dessas etapas de pré-tratamento devido a ampla variagéo de
condigbes presentes em cada uma das etapas. No entanto, esta separagédo
de etapas de tratamento leva a custos adicionais altos adicionados ao
processo de tratamento geral devido a necessidade de etapas de enxague

multiplas requeridas entre os respectivos estagios, e custos de energia altos
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devido a alta temperatura de processamento acima de 95°C. As etapas de
enxague e/ou secagem adicionais acrescentam custos adicionais enormes,
tempo e materiais de refugo ao processo de tratamento.

Deste modo, a combinag&o de varios estagios de pré-tratamento
em um tratamento de uma etapa teria um beneficio ambiental significante e
impacto significante no tratamento comercial de téxteis na forma de custos e
materiais de refugo reduzidos sobre os processos comerciais tipicamente
empregados.

No entanto, a combinagdo dessas trés etapas comuns, quando
previamente investigada, foi insatisfatoria. Tecnologia de alvejamento em-
pregada atualmente envolve o uso de alvejamento com perdxido de hidrogé-
nio alcalino em temperaturas em excesso de 95°C. Tais temperaturas altas e
sistemas de alvejamento fortes sdo completamente incompativeis com as
muitas enzimas utilizadas em uma operagdo de retirada de cola. Entdo, a
combinagao da tecnologia de retirada e cola e alvejamento em temperaturas
em excesso de 95°C leva a destruicdo das enzimas de retirada de cola e um
resultado de retirada de cola insatisfatorio. Técnicas de retirada de cola
alternativas, tal como imersdo alcalina ou oxidativa, envolvem o uso de
agentes quimicos agressivos que levam a dano da fibra. Por outro lado,
redugdo da temperatura na qual o tratamento de uma etapa € conduzido
para permitir retirada de cola eficaz resulta em um alvejamento inacei-
tavelmente pobre com valores de brancura abaixo do limite comercialmente
aceitavel. Ainda, este tipo de processo de temperatura baixa sem uma en-
zima de limpeza produz um tecido de baixa capacidade umectante que é
inaceitavel para processos de tingimento, impressao e acabamento adicio-
nais.

Limpeza de manchas envolve a remogdo de substancias colo-
ridas que compreendem as manchas. Um tipo comum de mancha se origina
de materiais vegetais, tal como manchas de grama, vegetais (espinafre,
beterrabas, cenouras, tomates, frutas tal como bagas e uvas) e materiais
derivados de planta tal como vinho, cerveja, sucos de fruta, molhos de

tomate e similar. Os pigmentos geralmente aderem a materiais fibrosos
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através de ligagdes covalentes ou através de ligacdo fisica ("grudam”).
Remocao desses pigmentos pode ser muito dificil, uma vez que detergentes
pode dificilmente remover a massa de fibra-pigmento de uma superficie que
precisa ser limpa. Pesquisa mostrou que paredes de célula de planta
consistem em uma rede complicada de materiais fibrosos. A composig¢ao das
paredes celulares varia consideravelmente dependendo da fonte do material
vegetal. No entanto, em geral, a composi¢cdo de uma planta compreende
polissacarideos nao-amido. Esses polissacarideos existem em varias for-
mas, incluindo, por exemplo, celulose, hemicelulose e pectinas.

Entdo, ha uma necessidade continua de identificar pectato liases
para uso em etapas de biolimpeza, alvejamento, retirada de cola, tingimento
e combinagdes dos mesmos, bem como em composi¢gdes detergentes,
composicoes de limpeza, que tém uma temperatura 6tima entre 10-50°C
(por exemplo, 20-30°C), operem otimamente em um ambiente acido a leve-
mente basico (pH < 8,5) e ndo sejam dependentes da presenga de cations
divalentes, especialmente calcio.

SUMARIO DA INVENCAO
Deste modo, séo aqui providos compostos, composi¢gbées e me-

todos de uso dos mesmos para biolimpar, alvejar, retirar cola e/ou tingir
fibras celuldsicas, bem como limpar substancias duras e téxteis. Os métodos
e composicdes descritos aqui obviam um ou mais dos problemas devido a
limitagdes e desvantagens que sao atualmente sentidas na técnica.

Entao, um aspecto provido € uma pectato liase compreendendo
o polipeptideo da SEQ ID NO: 1. Sao ainda providas pectato liases obtidas
de Bacillus subtilis tendo um peso molecular de cerca de 43 kD e um pl de
cerca de 7,3 sob condigbes de SDS-PAGE de redugdo. Um pH otimo para
algodao cru é cerca de 6,0 a 8,0, no entanto variaria se outro substrato for
usado.

Outra modalidade prové um acido nucleico codificando SEQ ID
NO: 1, tal como SEQ ID NO: 2. Vetores compreendendo o dito acido nu-
cleico operativamente ligado ao vetor sdo compreendidos como o sdo as

células hospedeiro compreendendo o vetor e expressando o polipeptideo
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codificado pelo acido nucleico. Células hospedeiro podem ser células
hospedeiro procatiéticas ou eucaritticas, tal como espécie de Bacillus.

Um aspecto adicional compreende uma composigao de biolim-
peza compreendendo uma das pectato liase descritas em uma solugdo
aquosa. A composigdo de biolimpeza pode compreender ainda um agente
de alvejamento ou composicdo de alvejamento. Agente de alvejamento
inclui, mas ndo esta limitado, um alvejante oxidativo, peréxido de soédio,
hipoclorito de sodio, hipoclorito de calcio, dicloroisocianurato de so6dio ou
combinagdo dos mesmos. A composi¢éo de alvejamento pode ser, por
exemplo, uma fonte de éster, uma acil transferase e uma fonte de perdxido
de hidrogénio. A composigao de biolimpeza e/ou composigao de biolimpeza
e alvejamento pode compreender ainda um agente de retirada de cola. As
composigoes de biolimpeza podem compreender ainda enzimas de

biolimpeza adicionais tal como pectinase, uma cutinase, uma celulase, uma

hemicelulase, uma protease, uma lipase ou uma combinagao das mesmas.

Em ainda uma modalidade adicional, uma composi¢ado de
tratamento de uma etapa para téxteis € compreendida. As composigoes
compreendem: (a) uma pectato liase obtida de Bacillus subtilis tendo um
peso molecular de cerca de 43 kD, um pH de cerca de 7,3 sob condi¢des de
SDS-PAGE de redugéo; (b) uma ou mais enzimas de retirada de cola; e (c)
um ou mais agentes de alvejamento e/ou composic¢ao de alvejamento. Seria
aparente que alvejamento e tingimento ndo aconteceriam na mesma etapa,
mas podem ser combinados com limpeza e retirada de cola. A composigao
pode compreender ainda uma enzima de biolimpeza selecionada do grupo
consistindo em uma pectinase, uma cutinase, uma celulase, uma hemice-
lulase, uma protease, uma lipase e uma combinagao das mesmas. A
composigdo de tratamento de uma etapa pode compreender ainda um ou
mais componentes auxiliares, onde o dito componente auxiliar € um tensoati-
vo, um emulsificante, um agente de quelacdo e/ou um estabilizador ou uma
combinagdo dos mesmos. A composicdo pode compreender ainda um
ativador de alvejamento. Os agentes de alvejamento para uso nas ditas

composigdes de tratamento de uma etapa incluem, mas nao estao limitados
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a, um alvejante oxidativo, peroxido de sédio, hipoclorito de sddio, hipoclorito
de calcio, dicloroisocianurato de sédio ou combinagbes dos mesmos. Os
tensoativos para uso na dita composicdo de tratamento de uma etapa po-
dem incluir, mas ndo estdo limitados a, um tensoativo n&o-ibnico, um
tensoativo anibnico, um tensoativo catidnico, um tensoativo zwitteriénico ou
uma combinag¢do dos mesmos.

Outro aspecto compreende um método para limpeza e alveja-
mento de um téxtil compreendendo contato do téxtil por uma duragdo de
tempo e sob condi¢gbes adequadas para permitir branqueamento do téxtil
com uma solugao aquosa compreendendo um alvejante e uma pectato liase
obtida de Bacillus subtilis tendo um peso molecular de cerca de 43 kD, um pl
de cerca de 7,3 sob condicbes de SDS-PAGE de redugdo. Condigdes
adequadas que permitem branqueamento incluem um pH de cerca de 5 a
cerca de 11; um tempo entre cerca de 2 minutos e 24 horas, com mais
preferéncia entre cerca de 15 minutos e 12 horas; e com mais preferéncia
entre cerca de 30 minutos e 6 horas; uma temperatura entre cerca de 15°C e
90°C. Temperatura adequada pode ser decidida com base no processo
usado para o tratamento. Temperatura adequada para limpeza em pad batch
frio e alvejamento é cerca de 15°C a cerca de 45° C e de preferéncia cerca
de 25°C a cerca de 35°C. Temperaturas para processos continuos, semicon-
tinuos e outros em batelada incluem cerca de 15°C a cerca de 90°C, de
preferéncia cerca de 20°C a cerca de 75°C e com mais preferéncia cerca de
25°C a cerca de 60°C. O agente de alvejamento pode ser perdoxido de
hidrogénio e presente em uma quantidade entre cerca de 100 ppm a 5000
ppm. Entdo um conjunto exemplar de condi¢gbées compreendido compreende
um pH de cerca de 6 a 8, uma duragao de tempo de cerca de 2 minutos a 24
horas, uma temperatura de cerca de 25°C a 60°C e onde o alvejante é
peréxido de hidrogénio e esta presente em uma quantidade de cerca de
1000 ppm a 3000 ppm.

Ainda outro aspecto compreende um metodo para processamen-
to em uma etapa de téxteis compreendendo: (a) provisao de uma compo-

sicdo de processamento téxtil de uma etapa e um téxtil com necessidade de
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processamento, e onde a dita composi¢gdo de processamento de téxtil de
uma etapa compreende uma pectato liase obtida de Bacillus subtilis tendo
um peso molecular de cerca de 43 kDa, um pl de cerca de 7,3 sob
condigdes de SDS-PAGE de redugao; (b) contato do dito téxtil com a dita
composic¢do de processamento de téxtil de uma etapa por uma duragdo de
tempo e sob condigdes suficientes para permitir retirada de cola, limpeza e
alvejamento do téxtil. A composicdo de processamento de téxtil de uma
etapa pode compreender ainda: (a) uma ou mais enzimas de biolimpeza; (b)
um ou mais agentes de alvejamento e/ou composi¢cdes de alvejamento; e (c)
um ou mais agentes de retirada de cola. Uma ou mais enzimas de
biolimpeza podem incluir mas ndo estdo limitadas a uma pectinase, uma
cutinase, uma protease, uma celulase, uma hemicelulase, uma lipase ou
uma combinacdo das mesmas. Agentes de retirada de cola podem incluir,
mas nao estao limitados a, uma amilase, uma celulase, uma manase ou uma
combinagdo das mesmas. A composigao de processamento de téxtil de uma
etapa pode compreender ainda um componente auxiliar selecionado do
grupo consistindo em um tensoativo, um emulsificante, um agente de
quelacéo, um estabilizador ou uma combinagdo dos mesmos. Agentes de
alvejamento para uso na composi¢cdo de processamento de téxtil de uma
etapa compreendida incluem, mas nao estdo limitados a, um sistema de
alvejamento enzimatico e alvejantes quimicos tal como, mas ndo limitado a,
alvejante oxidativo, perdxido de sdédio, hipoclorito de soddio, hipoclorito de
calcio, dicloroisocianurato de sédio ou combinagdes dos mesmos. Os téxteis
para tratamento sdo aqueles compreendendo um material celulésico ou
contendo celuldsico, por exemplo, algoddo. As condigdes para realizagéo de
um processamento de uma etapa podem ser realizadas em uma
temperatura de cerca de 15°C e 90°C, de preferéncia de a partir de cerca de
20°C a cerca de 75°C e com mais preferéncia de a partir de cerca de 25°C a
cerca de 60°C e um pH de cerca de 5 a 100, com mais preferéncia de a
partir de cerca de 6 a cerca de 10 e com mais preferéncia de a partir de
cerca de um pH de cerca de 6 a cerca de 8, por um tempo entre cerca de 2

minutos e 24 horas. A temperatura de tratamento e pH adequados podem
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ser decididos dependendo do processo selecionado do tratamento.

Outro aspecto compreende um método para preparacgdo de téxtil
que compreende biolimpeza e alvejamento simultdneos ou sequenciais,
onde a dita etapa de limpeza compreende contato do dito téxtil com uma
composigdo aquosa compreendendo uma pectato liase de Bacillus tendo um
peso molecular de cerca de 43 kD, um pl de cerca de 7,3 sob condigbes de
SDS-PAGE de redugdo e onde o dito contato acontece sob condigdes
adequadas para biolimpeza.

Ainda um aspecto adicional compreende um metodo de
biolimpeza e tingimento de um téxtil compreendendo: (a) preparagdo de uma
solugdo aquosa compreendendo uma pectato liase de B. subtilis tendo um
peso molecular de cerca de 43 kD, um pi de cerca de 7,3 sob condigbes de
reducdo de SDS-PAGE de redugado e um pH ¢étimo de cerca de 6,0 a 8,0, e
onde a dita pectato liase esta presente em uma quantidade de cerca de 10 a
500 mol/min/kg de téxtil em um pH de cerca de 5 a 11, de preferéncia um pH
de cerca de 5 a 9 e com mais preferéncia um pH de a partir de cerca de 6 a
cerca de 8 e uma temperatura de cerca de 15°C a 90°C (ou de a partir de
cerca de 20°C a cerca de 75°C ou com mais preferéncia de a partir de cerca
de 25°C a cerca de 60°C) e tendo menos do que 2 mM de cations
divalentes; (b) incubagdo do téxtili na solugdo aquosa por um tempo
suficiente para biolimpeza; e (c) suplementagdo da solugdo aquosa com um
sistema de tingimento e incubagdo do téxtil por um tempo suficiente para
obter téxtil tingido.

Um aspecto adicional prové uma composi¢ao detergente
compreendendo: (a) um tensoativo; (b) uma pectato liase de B. subtilis tendo
um peso molecular de cerca de 43 kD, um pl de cerca de 7,3 sob condigdes
de SDS-PAGE de redugéo; e (c) opcionalmente um aditivo detergente onde
o dito candidato a detergente € um builder, um agente de alvejamento, um
agente antiespumante, um abrasivo, um agente de suspensdo, um reagente
de liberacdo de sujeira, um bactericida, um lubrificante ou uma combinag&o
dos mesmos. A composi¢cdo detergente compreendida pode compreender

ainda uma enzima hemicelulase tal como, mas ndo limitado a, xilanase,
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arabinofuranosidase, actil xilano estearase, glucuronidase, esterase de acido
ferulico, esterase de acido coumarico, endo-galactanase, mananase,
lichenase, endo-arabinase, exo-arabinase, exo-galactanase ou uma combi-
nacgao das mesmas. A composigdo detergente pode compreender ainda uma
protease, uma celulase, uma lipase ou uma combinagao das mesmas.

Ainda um aspecto adicional compreende um método para lim-
peza de um téxtil compreendendo exposicdo de um téxtil com necessidade
de limpeza a uma composi¢do detergente compreendendo: (a) um ten-
soativo; (b) uma pectato liase de B. subtilis tendo um peso molecular de
cerca de 43 kD, um pl de cerca de 7,3 sob condigdes de SDS-PAGE de
reducdo; e (c) opcionalmente um aditivo detergente onde o dito candidato a
detergente € um builder, um agente de alvejamento, um agente antiespu-
mante, um abrasivo, um agente de suspensdo, um agente de liberagao de

sujeira, um bactericida, um lubrificante ou uma combinagdo dos mesmos. A

‘composigcdo detergente pode compreender ainda uma protease, uma

celulase, uma lipase ou uma combinagao das mesmas.

Ainda um aspecto adicional prové composi¢cdoes e métodos para
limpeza de superficies duras. A dita composigao pode compreender uma
solucdo aquosa compreendendo uma pectato liase de B. subtilis tendo um
peso molecular de cerca de 43 kD, um pl de cerca de 7,3 sob condigoes de
SDS-PAGE de reducado e um pH 6timo de cerca de 6,0 a 8,0. A faixa pode
ser maior para composi¢coes de limpeza e detergente, por exemplo, de a
partir de cercade um pHde 56 a11.

Deve ser compreendido que ambas a descrigdo geral acima e a
descricao detalhada a seguir sdo exemplares e explicadoras e pretendem
prover explicagdo adicional dos compostos, composigdes e métodos revela-

dos.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Os desenhos acompanhantes sao incorporados ao e constituem
uma parte do presente pedido e ilustram. Junto com a descrigao, as figuras

servem para ilustrar os aspectos das composigdes e métodos discutidos.

A Figura 1 mostra a faixa de pH de pectato liase de B. subtilis
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Exp. B. subtilis em remogao de pectina com pH no eixo y e temperatura (°C)
no eixo x. A pectato liase de B. subtilis (painel da esquerda) foi comparada
com a atividade de pectato liase comercialmente disponivel de Bioprep
3000L (painel da direita). 2 ppm de cada enzima foram incubados com
algodao n&o-limpo (Testfabrics, 428U) por 1 hora sob condigdes de pH (5,9-
9,8) e temperatura (30-60°C) diferentes para comparar perfis de pH e tem-
peratura preliminares da pectato liase de B. subtilis e Bioprep 3000L. O
design experimental e analise de dados foram feitos usando um programa
de software estatistico. Apds tratamento com enzima e um enxague
completo do tecido de algodao. Os discos de tecido tratados foram tingidos
com corante vermelho de ruténio para quantificar a quantidade de pectina
restante no tecido apds os tratamentos. Os tecidos tingidos foram entao
enxaguados completamente e secos ao ar antes da medigao dos valores de
CIE L* usando um espectrobmetro Minolta CR-200. O CIE L* inferior indica
ligagdo de pectina maior. Quanto maior a ligagcdo de pectina, menor a
performance de limpeza da enzima. Na figura, a sombra mais escura cor-
responde a menos remogao de pectina.

A Figura 2 mostra a resposta de dose de remog&o de pectina de
um tecido de algodao cru. O experimento foi realizado a 55°C por 20 minutos
em um pH de 7,5 para a pectato liase de B. subtilis (GCOR). Para Bioprep
3000L, o ensaio foi novamente realizado a 55°C por 20 minutos, mas o pH
foi aumentado para 8,2 para testar a enzima sob seu pH 6timo. O eixo x &
apresentado em concentracdo de proteina total (ppm). O eixo y esta em
unidades CIE L*. CIE é a Commission Internationale de I'Eclairage. L é o
parametro de intensidade de luz. "a" € um parametro de verde para ver-
melho e "b" é o pardmetro azul para amarelo.

A Figura 3 mostra performance de remog¢do de pectina de
pectato liase de B. subtilis em 0,1 ppm (painel da esquerda), 0,5 ppm (painel
do meio) e 1 ppm (painel da direita) através de pH (eixo y) e temperatura
(°C) (eixo x). A pectato liase de B. subtilis tinha um espectro de temperatura
amplo (isto &, 25-26°C) e espectro de pH amplo.

A Figura 4 mostra a estabilidade de pectato liase de B. subtilis
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comparado com uma pectato liase comercialmente disponivel em tempe-

raturas diferentes e com concentragdes diferentes de peroxido de hidro-

- génio. A Figura 4A mostra a estabilidade da enzima a 5§5°C, 0, 500, 2500 e

5000 ppm de peroxido de hidrogénio e compara pectato liase de B. subtilis
(GCOR) e Bioprep 3000L. A Figura 4B mostra os resultados obtidos a O ppm
e 2500 ppm de peroxido de hidrogénio conforme testado a 25°C na mesma
quantidade de pectato liase com o tempo. A atividade da pectato liase de B.
subtilis (GCOR) realmente aumentou com o tempo a 25°C.

A Figura 5 mostra estabilidade de pectato liase na presencga ou
auséncia do quelante, EDTA e em temperatura ambiente (RT) ou a 55°C.
Atividade foi medida como a atividade percentual (%) perdida em 1 hora. A
atividade de pectato liase de B. subtilis (GCOR) foi comparada com BioPrep
3000L.

A Figura 6. NuPAGE 4-12% de Bis-Tris Gel com tampéao
continuo MES demonstrando a pureza da pectato liase de B. subtilis e seu
peso molecular relativo a controles.

A Figuras 7A e 7B. Os painéis A e B mostram limpeza por 10
ppm de pectato liase de B. subtilis em 0,15 mL/L de detergente liquido de
limpeza pesada AATCC WOB 2003 sobre manchas frescas.

As Figuras 8A e 8B mostram limpeza por 1 ppm de pectato liase
de B. subtilis em 1,5 mL/L de detergente liquido de limpeza pesada AATCC
WOB 2003 sobre manchas frescas.

A Figura 9 mostra a comparacao de performance de limpeza de
pectato liase de B. subtilis comparado com amilase de B. licheniformis em
detergente liquido de limpeza pesada AATCC WOB 2003 sobre manchas
frescas.

A Figura 10 mostra a performance de limpeza de pectato liase
de B. subtilis comparado com amilase de B. licheniformis em um detergente
liguido AATCC WOB sobre manchas técnicas envelhecidas.

A Figura 11 mostra a performance de limpeza de pectato liase

de B. subtilis comparado com amilase de Bacillus sp. 707 em um detergente

liquido comercial sobre manchas frescas.
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A Figura 12 mostra a performance de limpeza de pectato liase
de B. subtilis comparado com amilase de Bacillus sp. 707 em um detergente
liquido comercial sobre manchas técnicas envelhecidas.

DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERIDAS

As composig¢des, compostos e métodos serdo agora descritos

em detalhes a titulo de referéncia apenas usando as definigbes e exemplos
que seguem. Todas as patentes e publicagdes, incluindo todas as
sequéncias reveladas em tais patentes e publicagbes, referidas aqui s&o
expressamente aqui incorporadas a titulo de referéncia em sua totalidade
para todos os propdsitos.

Faixas numéricas sao inclusivas dos numeros definindo a faixa.

A menos que de outro modo indicado, acidos nucléicos sao
escritos da esquerda para a direita na orientagao 5' para 3'; sequéncias de

aminoacido sdo escritas da esquerda para a direita em orientagdo amino

' para carboxi, respectivamente.

Os cabegalhos providos aqui nao sao limitagbes dos varios
aspectos ou modalidades dos compostos, composigbes e meétodos
revelados, que podem ter tido referéncia no relatorio como um todo. Deste
modo, os termos definidos imediatamente abaixo séao mais completamente
definidos com referéncia ao relatério como um todo.

1. Abreviacdes e Definices

1.1 Definicédo
A menos que de outro modo aqui definido, todos os termos

técnicos e cientificos usados aqui tém o mesmo significado como geralmente
compreendido por uma pessoa de habilidade comum na técnica. Por
exemplo, Singleton e Sainsburry, DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND
MOLECULAR BIOLOGY (22 ed., John Wiley and Sons, NY, 1994); e Hale e
Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY (Harper
Perennial, NY, 1991) prové aqueles de habilidade na técnica com um
dicionario geral de muitos dos termos usados aqui.

Também, conforme aqui usado, os termos no singular, "o" e "a

incluem todas as referéncias no plural a menos que o contexto indique
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claramente de outro modo. A menos que de outro modo indicado, acidos
nucléicos s&o escritos da esquerda para a direita na orientagdo 5' para 3';
sequéncias de aminoacido sdo escritas da esquerda para direita em
orientagdo amino para carboxi, respectivamente. Deve ser compreendido
que as composi¢cdes, compostos e métodos ndo sdo limitados a
metodologia, protocolos e reagentes particulares descritos, uma vez que
esses podem variar, dependendo do contexto que eles sdo usados por
aqueles de habilidade na técnica.

E pretendido que cada limitagdo numérica maxima dada no
presente relatorio inclua cada limitagdo numeérica inferior, como se tais
limitagbes numericas inferiores fossem expressamente escritas aqui. Cada
limitagdo numérica minima dada no presente relatério incluird limitacoes
numeéricas maiores, como se tais limitagdbes numeéricas maiores fossem
expressamente escritas aqui. Cada faixa numérica dada no presente
relatério incluira cada faixa numérica mais estreita que se encaixe em tal
faixa numérica maior, como se tais faixas numéricas mais estreitas fossem
todas expressamente escritas aqui.

O termo "alvejamento", conforme aqui usado, significa o
processo de tratamento de materiais téxteis tal como uma fibra, fio, tecido,
roupa e nao-tecidos para produzir uma cor mais clara na dita fibra, fio,
tecido, roupa ou nao-tecidos. Por exemplo, alvejamento conforme aqui
usado significa o branqueamento do tecido através de remocédo, modificagio
ou mascaramento de compostos causadores de cor em materiais celuldsicos
ou outros téxteis. Entdo, "alvejamento” refere-se ao tratamento de um téxtil
por uma duragdo de tempo suficiente e sob condigbes de pH e temperatura
apropriadas para realizar um alvejamento (isto &, branqueamento) do téxtil.
Alvejamento pode ser realizado usando agente alvejante quimico e/ou
agentes de alvejamento enzimaticamente gerados. Exemplos de agentes de
alvejamento adequados incluem, mas nao estdo limitados a, ClO;, H,0,,
peracidos, NO,, etc. Nos presentes processos, métodos e composicoes,

peroxidos tal como HO, e peracidos sdo de preferéncia gerados

enzimaticamente.
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O termo "agente alvejante" conforme aqui usado compreende
gualquer porgao que seja capaz de alvejar tecidos.

"Agente(s) de alvejamento quimico(s)" sdo entidades que sio
capazes de alvejamento de um téxtil sem a presenga de uma enzima. Eles
podem requerer a presenga de um ativador de alvejamento. Exemplos de
tais agentes de alvejamento quimicos adequados Uteis nos processos,
meétodos e composi¢des descritos aqui sdo peroxido de sodio, perborato de
sédio, permanganato de potassio, outros peracidos. Em alguns aspectos,
H20, pode ser considerado um agente de alvejamento quimico quando ele
nao foi gerado enzimaticamente in situ.

O termo "composigao de processamento de téxtil de uma etapa"
refere-se a uma preparagdo compreendendo pelo menos uma enzima de
biolimpeza e pelo menos um agente de alvejamento enzimaticamente

gerado, agente de retirada de cola e/ou agente de tingimento. Entdo, em

“algumas modalidades, a composicdo de processamento compreende ainda

pelo menos uma enzima de retirada de cola. A composicdo de
processamento de téxtil de uma etapa vai conter enzimas suficientes para
prover os niveis enzimaticos providos aqui no liquido de tratamento, isto &, o
meio aquoso. Enzimas uteis aqui sdo enzimas do tipo selvagem bem como
variantes das mesmas. De preferéncia, as variantes foram engenheiradas
para serem oxidativamente estaveis, por exemplo, estaveis na presencga de
peréxido de hidrogénio e/ou na auséncia de ions divalentes.

A expressdo ‘"sistema de alvejamento enzimatico" significa
enzimas e substratos capazes de gerar enzimaticamente um agente de
alvejamento. Um sistema de alvejamento enzimatico pode compreender uma
fonte de éster, uma acil transferase (ou per-hidrolase) e uma fonte de
peréxido de hidrogénio.

"Fonte de éster” refere-se a substratos de per-hidrolase que
contém uma ligacdo éster. Esteres compreendendo acidos carboxilicos
alifaticos e/ou aromaticos e alcoois sao utilizados com as enzimas per-
hidrolase. Em modalidades preferidas, a fonte de éster € um éster de

acetato. Em algumas modalidades preferidas, a fonte de éster é selecionada
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de um ou mais de diacetato de propileno glicol, diacetato de etileno glicol,
triacetina, acetato de etila e tributirina. Em algumas modalidades preferidas,
as fontes de éster sdo selecionadas dos ésteres de um ou mais acidos que
seguem: acido férmico, acido acético, acido propibnico, acido butirico, acido
valérico, acido caproico, acido caprilico, acido nonanoico, acido decandico,
acido dodecanoico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico e acido
oleico.

O termo "fonte de perdxido de hidrogénio" significa peroxido de
hidrogénio que é adicionado ao banho de tratamento téxtil ou a partir de uma
fonte exogena (isto €, uma externa ou de fora) ou gerado in situ através da
acado de uma oxidase de geracdo de peroxido de hidrogénio em seu
substrato.

O termo "oxidase de geracdao de perdxido de hidrogénio”
significa uma enzima que catalisa uma reagdo de oxidagao/redugido
envolvendo oxigénio molecular (Oz) como o aceitador de elétron. Nessas
reagdes, oxigénio é reduzido em agua (H,O) ou peréxido de hidrogénio
(H202). Oxidases adequadas para uso aqui sdo oxidases que geram
peroxido de hidrogénio (conforme oposto a agua) em seu substrato. Um
exemplo de uma oxidase de geragao de peroxido de hidrogénio e seu
substrato adequados para uso aqui seriam glicose oxidase e glicose. Outras
enzimas (por exemplo, alcool oxidase, etileno glicol oxidase, glicerol oxidase,
aminoacido oxidase, etc.) que podem gerar peroxido de hidrogénio também
encontram uso com substratos de éster em combinagao com as enzimas
per-hidrolase para gerar peracidos. Em algumas modalidades, a oxidase de
geracgao de perdxido de hidrogénio € uma carboidrato oxidase.

Conforme aqui usado, "téxtil" refere-se a fibras, fios, tecidos,
roupas e nao-tecidos. O termo compreende téxteis feitos de misturas
naturais, sintéticas (por exemplo, fabricadas) e varias naturais e sintéticas.
Entao, o termo "téxteis(s)" refere-se a fibras, fios, tecidos tecidos ou
tramados, nao-tecidos e roupas nao-processados € processados. No
presente pedido, os termos "téxtil(eis)", "tecido(s)" e "roupa(s)" serdo

intercomutaveis a menos que expressamente provido de outro modo. O
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termo "téxtil(eis) com necessidade de processamento” refere-se a téxteis
que precisam ter a cola tirada e/ou limpos e/ou alvejados ou podem ter a
necessidade de outros tratamentos, tal como biopolimento.

O termo "téxtil(eis) com necessidade de alvejamento” refere-se a
téxteis que precisam ser alvejados sem referéncia a outros possiveis
tratamentos. Esses téxteis podem ou néao ter sido ja submetidos a outros
tratamentos. Similarmente, esses téxteis podem ou n&o necessitar
tratamentos subsequentes.

Conforme aqui usado, "material(ais) téxtil(eis)" é um termo geral
para fibras, intermediarios de fio, fios, tecidos, produtos feitos de tecidos (por
exemplo, roupas e outros artigos) e nao-tecidos.

Conforme aqui usado, o termo "compativel” significa que os
componentes de uma composicdo de processamento de téxtil de uma etapa
nao reduzem a atividade enzimatica da pectato liase ou outras enzimas que
possam estar presentes na composi¢cdo para tal ponto que a pectato liase
ndo seja eficaz conforme desejado durante situagdbes de uso normais.
Materiais de composi¢cdo especificos sdao exemplificados em detalhes a
seguir.

Conforme aqui usado, "quantidade eficaz de enzima pectato
liase" refere-se a quantidade de enzima pectato liase necessaria para atingir
a atividade enzimatica requerida nos processos ou métodos descritos aqui.
Tais quantidades eficazes sdo prontamente certificadas por uma pessoa de
habilidade comum na técnica e sdo baseadas em muitos fatores, tal como a
variante de enzima particular usada, o pH usado, a temperatura usada e
similar, bem como os resultados desejados (por exemplo, nivel de brancura,
capacidade de tingimento, habilidade em tirar cola).

Conforme aqui usado, "agente quimico oxidante" refere-se a um
agente quimico que tem a capacidade de alvejar um téxtil. O agente quimico
oxidante esta presente em quantidade, pH e temperatura adequados para
alvejamento. O termo inclui, mas ndo esta limitado a, peroxido de hidrogénio,

alvejantes de cloro e peracidos.
Conforme aqui usado, o termo "conversao enzimatica” refere-se
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a modificagdo de um substrato para um intermediario ou a modificagao de
um intermediario para um produto final através de contato do substrato ou
intermediario com uma enzima. Em algumas modalidades, contato € feito
através de exposicdo direta do substrato ou intermediario a enzima
apropriada.

Conforme aqui usado, a expressao "estabilidade & protedlise”
refere-se a habilidade de uma proteina (por exemplo, uma enzima) em
suportar protedlise. Nao é pretendido que o termo seja limitado ao uso de
nenhuma protease particular para avaliar a estabilidade de uma proteina.

Conforme aqui usado, "estabilidade oxidativa" refere-se a
habilidade de uma proteina em funcionar sob condi¢cdes oxidativas. Em
particular, o termo refere-se a habilidade de uma proteina em funcionar na
presenca de varias concentragoes de H,O, e/ou peracido. Estabilidade sob
varias condi¢des oxidativas pode ser medida ou através de procedimentos
padrdo conhecidos daqueles versados na técnica e/ou através dos métodos
descritos aqui. Uma mudanca substancial em estabilidade oxidativa &
evidenciada por pelo menos cerca de 5% ou mais de aumento ou diminuigao
(na maioria das modalidades, é preferido um aumento) na meia-vida da
atividade enzimatica, comparado com a atividade enzimatica presente na
auséncia de compostos oxidativos.

Conforme aqui usado, "estabilidade em pH" refere-se a
habilidade de uma proteina em funcionar em um pH particular. Em geral, a
maioria das enzimas tem uma faixa de pH finita na qual elas funcionam. Em
adicdo as enzimas que funcionam em pHs de faixa média (isto &, em torno
de pH 7), existem enzimas que sdo capazes de funcionar sob condigbes
com pHs muito altos ou muito baixos. Estabilidade em varios pHs pode ser
medida ou através de procedimentos padrdo conhecidos daqueles versados
na técnica e/ou através de métodos descritos aqui. Uma mudanga
substancial em estabilidade em pH é evidenciada por pelo menos cerca de
5% ou mais de aumento ou diminuicdo (na maioria das modalidades, €&
preferido um aumento) na meia-vida da atividade enzimatica, comparado

com a atividade enzimatica no pH 6timo da enzima. No entanto, ndo ¢
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pretendido que os presentes processos, métodos e/ou composigoes
descritos aqui sejam limitados a nenhum nivel de estabilidade de pH nem
faixa de pH.

Conforme aqui usado, "estabilidade térmica" refere-se a
habilidade de uma proteina em funcionar em uma temperatura particular. Em
geral, a maioria das enzimas tem uma faixa finita de temperaturas na qual
elas funcionam. Em adi¢cdo as enzimas que funcionam nas temperaturas de
faixa média (por exemplo, temperatura ambiente), existem enzimas que séo
capazes de funcionar em temperaturas muito altas ou muito baixas.
Estabilidade térmica pode ser medida ou através de procedimentos
conhecidos ou através dos métodos descritos aqui. Uma mudancga
substancial em estabilidade térmica é evidenciada por pelo menos cerca de
5% ou mais de aumento ou diminuigdo (na maioria das modalidades, €

preferido um aumento) na meia-vida da atividade catalitica de um mutante

" quando exposto a uma temperatura diferente (isto €, maior ou menor) do que

a temperatura 6tima para atividade enzimatica. No entanto, ndo é pretendido
que os processos, méetodos e/ou composigdes descritos aqui sejam limitados
a nenhum nivel de estabilidade de temperatura nem faixa de temperatura.

Conforme aqui usado, o termo "estabilidade quimica" refere-se a
estabilidade de uma proteina (por exemplo, uma enzima) com relagdo a
agentes quimicos que afetam de modo adverso sua atividade. Em algumas
modalidades, tais agentes quimicos incluem, mas n&o estdo limitado as,
peroxido de hidrogénio, peracidos, tensoativos anidnicos, tensoativos
catibnicos, tensoativos nao-ibnicos, quelantes, etc. No entanto, nido é
pretendido que os processos, métodos e/ou composigoes descritos aqui
sejam limitado as nenhum nivel de estabilidade quimica nem nenhuma faixa
de estabilidade quimica particular.

Conforme aqui usado, os termos "purificado” e "isolado" referem-
se a remogao de contaminantes de uma amostra. Por exemplo, pectato
liases sdo purificadas através da remoc¢do de proteinas contaminantes e
outros compostos dentro de uma solu¢do ou preparagao que nao siao

pectato liases. Em algumas modalidades, pectato liases recombinantes sio
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expressas em células hospedeiro bacterianas ou flngicas e essas pectato
liases recombinantes sdo purificadas através da remog¢do de outros
constituintes de célula hospedeiro; a porcentagem de polipeptideos de
pectato liase recombinantes é entao aumentada na amostra.

Uma "preparacao purificada" ou uma "preparagao
substancialmente pura" de um polipeptideo (tal como uma enzima),
conforme aqui usado, significa um polipeptideo que foi separado de outras
proteinas, lipideos e acidos nucléicos com os quais ele acontece
naturalmente. De preferéncia, o polipeptideo € também separado de
substancias, por exemplo, anticorpos ou matriz de gel (por exempio,
poliacrilamida), que sado usadas para purifica-lo. De preferéncia, o
polipeptideo constitui pelo menos 10, 20, 50, 70, 80 ou 95% em peso da
preparagao purificada. As enzimas podem ser usadas ou fornecidas em
algumas modalidades tal como uma preparagao purificada.

Conforme aqui usado, "proteina" refere-se a qualquer
composicdo compreendida de aminoacidos e reconhecida como proteina por
aqueles de habilidade na técnica. Os termos "proteina”, "peptideo” e
"polipeptideo” sdao usados intercomutavelmente aqui. Onde um peptideo for
uma por¢do de uma proteina, aqueles de habilidade na técnica
compreendem o uso do termo no contexto.

Conforme aqui usado, proteinas funcionalmente e/ou
estruturalmente similares sao consideradas ser "proteinas relacionadas”. Em
algumas modalidades, essas proteinas sao derivadas de um género e/ou
espécie diferente, incluindo diferengas entre classes de organismos (por
exemplo, uma proteina bacteriana e uma proteina fungica). Em algumas
modalidades, essas proteinas sdo derivadas de um género e/ou espécie
diferente, incluindo diferencas entre classes de organismos (por exemplo,
uma enzima bacteriana e uma enzima fungica). Em modalidades adicionais,
proteinas relacionadas sao providas da mesma espécie. Na verdade, ndo é
pretendido que os processos, métodos e/ou composi¢oes descritos aqui
sejam limitados a proteinas relacionadas de qualquer fonte(s) particular(es).

Ainda, o termo "proteinas relacionadas" compreende homaologos estruturais
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terciarios e homdlogos de sequéncia primarios. Em modalidades adicionais,
o termo compreende proteinas que sdo imunologicamente reativo-cruzadas.

Conforme aqui usado, o termo "derivado" refere-se a uma
proteina que é derivada de uma proteina através da adicdo de um ou mais
aminoacidos a um ou ambas as extremidades C- e N-terminais, substituigao
de um ou mais aminoacidos em um ou varios sitios diferentes na sequéncia
de aminoacido e/ou dele¢cdo de um ou mais aminoacidos em uma ou ambas
extremidades da proteina ou em um ou mais sitios na sequéncia de
aminoacido, e/ou inser¢do de um ou mais aminoacidos em um ou mais sitios
na sequéncia de aminoacido. A preparagdo de um derivado de proteina
pode ser conseguida através da modificagdo de uma sequéncia de DNA,
que codifica a proteina nativa, transformacédo desta sequéncia de DNA para
um hospedeiro adequado e expressdo da sequéncia de DNA modificada
para formar a proteina derivada.

Proteinas relacionadas (e derivado) compreendem "proteinas
variantes". Em algumas modalidades preferidas, proteinas variantes diferem
de uma proteina de origem, por exemplo, uma proteina do tipo selvagem, e
uma da outra por um numero pequeno de residuos de aminoacido. O
numero de residuos de aminoacido diferentes pode ser um ou mais, de
preferéncia 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 ou mais residuos de
aminoacido. O numero de aminoacidos diferente entre variantes esta entre 1
e 10. Em alguns aspectos, proteinas relacionadas e particularmente
proteinas variantes compreendem pelo menos 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% de
identidade de sequéncia de aminoacido. Adicionalmente, uma proteina
relacionada ou uma proteina variante conforme aqui usado refere-se a uma
proteina que difere de outra proteina relacionada ou proteina de origem no
ndmero de regides proeminentes. Por exemplo, em algumas modalidades,
proteinas variantes tém 1, 2, 3, 4, 5 ou 10 regides proeminentes
correspondentes que diferem da proteina de origem.

Varios métodos sdo conhecidos na técnica e sdo adequados

para geracdo de variantes das enzimas descritas aqui, incluindo, mas nao
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limitado a, mutagénese de saturacdo de sitio, mutagénese de varredura,
mutagénese insercional, mutagénese aleatoria, mutagénese direcionada ao
local e evolucdo direcionada, bem como varias outras abordagens
recombinatoriais.

Em modalidades particularmente  preferidas, proteinas
homologas sdo engenheiradas para produzir enzimas com a(s) atividade(s)
desejada(s).

Conforme aqui usado, o termo "sequéncia analoga" refere-se a
uma sequéncia dentro de uma proteina que prové fungao, estrutura terciaria
elou residuos conservados similares a proteina de interesse (isto é,
tipicamente a proteina original de interesse). Por exemplo, em regides de
epitopo que contém uma hélice alfa ou uma estrutura beta folha, a
substituicao de aminoacidos na sequéncia analoga de preferéncia mantém a
mesma estrutura especifica. O termo também refere-se a sequéncias de
nucleotideo, bem como sequéncias de aminoacido. Em algumas
modalidades, sequéncias andlogas sdo desenvolvidas de modo que os
aminoacidos de substituicdo resultam em uma enzima variante mostrando
uma fungao similar ou melhorada. Em algumas modalidades preferidas, a
estrutura terciaria e/ou residuos conservados dos aminoacidos na proteina
de interesse estio localizados no ou proximo ao segmento ou fragmento de
interesse. Entdo, onde o segmento ou fragmento de interesse contém, por
exemplo, uma estrutura alfa-hélice ou beta-folha, os aminoacidos de
substituicao de preferéncia mantém esta estrutura especifica.

Conforme aqui usado, "proteina homologa” refere-se a uma
proteina (por exemplo, pectato liase) que tem agao e/ou estrutura similar a
uma proteina de interesse (por exemplo, uma pectato liase de outra fonte).
Ndo é pretendido que homologos estejam necessariamente relacionados
evolucionariamente. Entdo, é pretendido que o termo compreenda a(s)
mesma(s) enzima(s) ou similar(es) (isto &, em termos de estrutura e fungao)
obtidas de espécies diferentes. Em algumas modalidades preferidas, e
desejavel identificar um homdlogo que tenha uma estrutura quaternaria,

terciaria e/ou primaria similar & proteina de interesse, uma vez que
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substituicdo para o segmento ou fragmento na proteina de interesse com um
segmento analogo do homdlogo vai reduzir a quebra da mudanca. Em
algumas modalidades, proteinas homoélogas induzem resposta(s)
imunologica(s) similar(es) como uma proteina de interesse.

Conforme aqui usado, proteinas do "tipo selvagem" ou "nativas”
sdo aquelas encontradas na natureza. Os termos "sequéncia do tipo
selvagem" e "gene do tipo selvagem” sdo usados intercomutavelmente aqui
para se referir a uma sequéncia que é nativa ou de ocorréncia natural em
uma célula hospedeiro. Em algumas modalidades, a sequéncia do tipo
selvagem refere-se a uma sequéncia de interesse que & o ponto de partida
de um projeto de engenharia de proteina. Os genes codificando a proteina
de ocorréncia natural podem ser obtidos de acordo com os métodos gerais
conhecidos daqueles versados na técnica. Os métodos geralmente
compreendem sintetizagdo de sondas marcadas tendo sequéncias putativas
codificando regibes da proteina de interesse, preparagao de bibliotecas
gendmicas a partir de organismos expressando a proteina e avaliagao das
bibliotecas quanto ao gene de interesse através de hibridizagdo para as
sondas. Clones de hibridizagdo positivamente sdo entdo mapeados e
sequenciados.

O grau de homologia entre sequéncias pode ser determinado
usando qualquer método conhecido na técnica adequado (vide, por exemplo,
Smith e Waterman, 2 ADV. APPL. MATH., 482 (1981); Needleman e
Wunsch, 48 J. MOL. BIOL. 443 (1970); Pearson e Lipman, 85 PROC. NAT'L
ACAD. SCI. USA 2444 (1988); programas tal como GAP, BESTFIT, FASTA
e TFASTA no Wisconsin Genetics Software Package (Genetics Computer
Group, Madison, WI); e Devereux e outros, 12 NUCL. ACID RES. 387-395
(1984)).

Por exemplo, PILEUP é um programa util para determinar niveis
de homologia de sequéncia. PILEUP cria um alinhamento de sequéncia
muitiplo a partir de um grupo de sequéncias relacionadas usando
alinhamentos em pares, alinhados. Ele pode ser também uma arvore

mostrando as relagdes de agrupamento usadas para criar o alinhamento.
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PILEUP usa uma simplificagdo do método de alinhamento progressivo de
Feng e Doolittle (Feng e Doolittle, 35 J. MOL. EVOL. 351-360 (1987)). O
método €& similar aquele descrito por Higgins e Sharp (Higgins e Sharp, 5
CABIOS 151-1563 (1989)). Parametros de PILEUP duteis incluindo um peso
de lacuna padrao de 3,00, um peso de comprimento de lacuna padrdo de
0,10 e lacunas de extremidade ponderadas. Outro exemplo de uma
algoritmo util é o algoritmo BLAST, descrito por Altschul e outros (Altschul e
outros, 215 J. MOL. BIOL., 403-410 (1990); e Karlin e outros, PROC. NAT'L
ACAD. SCl. USA 90:5873-5787 (1993)). Um programa BLAST
particularmente util € o programa WU-BLAST-2 (vide Altuschul e outros, 266
METH. ENZYMOL., 460-480 (1996)). Parametros "W", "T" e "X" determinam
a sensibilidade e velocidade do alinhamento. O programa BLAST usa como
defaults um comprimento de palavra (W) de 11, alinhamentos (B) de 50 de
matriz de scoring BLOSUMG62 (Vide Henikoff e Henikoff, 89 PROC. NATL.
ACAD. SCI. USA 10915 (1989)), expectativa (E) de 10, M'5, N-4 e uma

comparacgao de ambos filamentos.
As expressdes, "substancialmente similar® e "substancialmente

idéntica" no contexto de pelo menos dois acidos nucléicos ou polipeptideos
tipicamente significa que um polinucleotideo ou polipeptideo compreende
uma sequéncia que tem pelo menos cerca de 40% de identidade, com mais
preferéncia pelo menos cerca de 50% de identidade, com mais preferéncia
ainda pelo menos cerca de 60% de identidade, com preferéncia pelo menos
cerca de 75% de identidade, com mais preferéncia pelo menos cerca de
80% de identidade, com mais preferéncia ainda pelo menos cerca de 90%,
com mais preferéncia ainda de preferéncia cerca de 95%, com mais
preferéncia cerca de 97% de identidade, algumas vezes um maximo de
cerca de 98% e cerca de 99% de identidade de sequéncia, comparado com
a sequéncia de referéncia (isto é, tipo selvagem). Identidade de sequéncia
pode ser determinada usando programas conhecidos tal como BLAST,
ALIGN e CLUSTAL usando parametros padrao (vide, por exemplo, Altschul
e outros, 215 J. MOL. BIOL., 403-410 (1990); Henikoff e outros, 89 PROC.
NAT'L. ACAD. SCI. USA 10915 (1989); Karin e outros, 90, PROC. NAT'L.
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ACAD .SCI. 90:5873 (1993); e Higgings e outros, 73 GENE 73:237-244
(1988)). Software para realizacdo de andlises BLAST esta publicamente
disponivel atraves do National Center for Biotechnology Information. Bancos
de dados podem ser pesquisados usando FASTA (Pearson e outros, 85,
Proc. NAT'L. ACAD. SCI. USA 2444-2448 (1988)). Uma indicacdo que dois
polipeptideos sdo substancialmente idénticos é que o primeiro polipeptideo é
imunologicamente reativo cruzado com o segundo polipeptideo.
Tipicamente, polipeptideos que diferem por substituicbes de aminoacido
conservativas s&o imunologicamente reativos cruzados. Entdo, um
polipeptideo € substancialmente idéntico a um segundo polipeptideo, por
exemplo, onde os dois peptideos diferem apenas por uma substituigdo
conservativa. Outra indicagdo que duas sequéncias de acido nucleico sdo
substancialmente idénticas é que as duas moléculas hibridizam uma para a
outra sob condi¢des estringentes (por exemplo, dentro de uma faixa de
estringéncia meédia a alta).

O termo "simultaneamente" ou "simuitdneo” ou "uma etapa"
pretende indicar que pelo menos uma porgao (por exemplo, de preferéncia
cerca de 75% ou mais, com mais preferéncia cerca de 90% ou mais) de
retirada de cola, limpeza, alvejamento e tingimento (e combinag¢des dessas
etapas) € realizada em uma unica operagdo. O termo nao pretende significar
que os téxteis tratados através dos métodos e composigdes ndo podem ser
tratados mais de uma vez. Pelo contrario, o termo significa que para cada
ciclo de tratamento, componentes multiplos, conforme detalhado em outro
lugar no presente pedido, sdo usados em processamento do téxtil de uma
vez. Da mesma maneira, os componentes do tratamento podem ser
adicionados de uma vez, todos de uma vez ou em grupos contanto que para
pelo menos uma porgado do ciclo de tratamento todos os componentes
estejam presentes. A porgao do ciclo de tratamento onde todos os
componentes estio presentes pode variar dependendo do comprimento total
do ciclo de tratamento.

O termo '"simultaneamente” pretende também indicar em

algumas modalidades que pelo menos uma porgao da biolimpeza e
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alvejamento enzimatico é realizada em uma operagdo unica. Isto tem a
vantagem obvia de que a lavagem e outros tratamentos normalmente
realizados entre etapas de limpeza, alvejamento e/ou tingimento
separadamente conduzidas ndo sdo mais necessarios. Deste modo, a
demanda por agua, tempo e energia bem como a demanda por equipamento
diferente a ser usado para cada um dos processos s&o consideravelmente
reduzidas. Ainda, dependendo do tipo de tecido a ser tratado e da natureza
de impurezas presentes nele, um efeito de retirada de cola pode ser obtido
durante a performance dos processos discutidos aqui. Entdo, em tais casos,
nenhum tratamento de retirada de cola adicional precisa ser realizado.
Embora seja preferido que toda a retirada de cola seja realizada em conjunto
com a etapa de alvejamento, uma pessoa de habilidade comum na técnica
vai reconhecer que alguma porgéo da retirada de cola pode ser realizada
separadamente da etapa de alvejamento. O termo "cola" ou "colagem"
refere-se a compostos usados na industria téxtil para melhorar a
performance de ondulagdo através do aumento da resisténcia a abrasao e
resisténcia do fio. Cola é geralmente feita de, por exemplo, amido ou
compostos tipo amido.

O termo ‘"retirada de cola" ou "retirando cola", conforme aqui
usado, refere-se ao processo de eliminagdo de cola, geralmente amido, de
téxteis geralmente antes da aplicagédo de acabamentos, corantes ou
alvejantes especiais.

"Enzima(s) de retirada de cola" conforme aqui usado refere-se a
enzimas que sdo usadas para remover enzimaticamente a cola. Enzimas
exemplares sao amilases € mananases.

O termo "biolimpeza" conforme aqui usado significa remover
impurezas, por exemplo, muito dos compostos ndo-celuldsicos (por exemplo,
pectinas, proteinas, cera e graos, etc) naturalmente encontrados em algod&o
e outros téxteis. Em adigdo as impurezas nao-celuldsicas naturais, limpeza
pode remover, em algumas modalidades, materiais introduzidos pela
fabricacao residuais tal como lubrificantes de fiagdo, cone e corte. Limpeza

significa biolimpeza, mas também inclui o uso de agentes de limpeza
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quimicos pesados tal como hidroxido de sodio.

O termo "enzima(s) de biolimpeza" entdo refere-se a enzima(s)
capaz(es) de remover pelo menos uma porgédo das impurezas encontradas
em algodao e outros téxteis.

O termo "graos" refere-se a impurezas indesejadas, tal como
fragmentos de semente de algodao, folhas, caules e outras partes de planta,
que aderem a fibra mesmo apos processo de descarogamento mecanico.

O termo téxteis "crus", conforme aqui usado, refere-se a téxteis
que nao receberam nenhum alvejamento, tingimento ou tratamento de
acabamento apds serem produzidos. Por exemplo, qualquer tecido tecido ou
tricotado fora do aparelho de tecer que nao foi ainda acabado (teve cola
retirada, limpo, etc), alvejado ou tingido € chamado um téxtil cru. Os téxteis
usados nos exemplos, infra, sado téxteis crus.

O termo ‘"tingimento", conforme aqui usado, refere-se a
aplicagdo de uma cor, especialmente banhando em uma solugdo colorida
para, por exemplo, téxteis.

O termo fibra, fio ou tecido "celuldésico nao-algodao" significa
fioras, fios ou tecidos que sdao compreendidos principalmente de uma
composicdo baseada em celulose outra que ndo algoddo. Exemplos de tais
composicdes incluem linho, rami, juta, raiom, lyocell, acetato de celulose e
outras composigdes similares que sao derivadas de celulosicos nao-algodao.

O termo ‘"protease" significa um dominio de proteina ou
polipeptideo de uma proteina ou peptideo derivado de um microorganismo,
por exemplo, fungo, bactéria ou de uma planta ou animal, e que tem a
habilidade em catalisar clivagem de ligagcbes peptideo em uma ou mais de
véarias posicdes de uma estrutura principal de carboidrato de proteina.

O termo "cutinase", conforme aqui usado, refere-se a uma
enzima derivada de uma planta, bacteriana ou fungica usada em
processamento téxtil. Cutinases sdo enzimas lipoliticas capazes de hidrélise
do substrato cutina. Cutinases podem quebrar ésteres de acido graxo e
outras composi¢cdes a base de oleo que precisam ser removidas no

processamento (por exemplo, a limpeza) de téxteis. "Cutinase" significa uma
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enzima que tem atividade de hidrolise de cutina de planta significante.
Especificamente, uma cutinase tera atividade hidrolitica sobre a cutina do
polimero de poliéster encontrado em folhas de plantas. Cutinases
adequadas podem ser isoladas de muitas fontes de planta, fungicas e
bacterianas diferentes. Exemplos de cutinases sdo providos em LIPASES:
STRUCTURE, MECHANISM AND GENETIC ENGINEERING, 71-77 (VCH
Publishers, editado por Alberghina, Schmid & Verger, 1991); LIPASES, 471-
77 (Elsevier, editado por Borgstrom & Brockman, 1984); e Sebastian e
outros, 169, J. BACTERIOLOGY, 131-136 (1987).

O termo "pectato liase", conforme aqui usado, refere-se a um
tipo de pectinase que cliva pectato para dar oligossacarideos com grupos 4-
desoxi-alfa-D-gluc-4-enuronosila em suas extremidades de n&o-redugao.
"Pectinases" sdo um grupo de enzimas que cliva ligagbes glicosidicas de
substancias pécticas, principalmente poli(1,4-alfa-D-galacturonida) e seus
derivados (vide Sakai e outros, "Pectin, pectinase and protopectinase:
production, properties and applications”, em 39 ADVANCED IN APPLIED
MICROBIOLOGY, 213-194 (1993)). Pectato liase é também referida como
uma poligalacturonato liase (EC 4.2.2.2) (PGL) e poli(1,4-alfa-D-
galacturonida) liase. Por "liase de B. subtilis" pretende incluir o polipeptideo
de SEQ ID NO: 1, bem como variantes do mesmo que sao caracterizadas
como tendo uma faixa de pH de cerca de 6 a cerca de 8 quando usando
algoddo cru como um substrato, um pl de cerca de 7,3, uma faixa de
temperatura de cerca de 15°C a cerca de 90°C e é de cerca de 43 kD. Deve
ser notado que a faixa de pH pode variar dependendo do substrato usado.
Outras faixas de temperatura que podem ser usadas incluem de a partir de
cerca de 20°C a cerca de 75°C, e com mais preferéncia de a partir de cerca
de 25°C a cerca de 60°C. Entdo, variantes podem incluir pectato liases
obtidas de outras linhagens de B. subtilis.

O termo "pectina" significa pectato, acido poligalacturénico e
pectina que podem ser esterificados para um grau maior ou menor.

O termo "a-amilase", conforme aqui usado, refere-se a uma

enzima que cliva as ligagbes a (1-4)glicosidicas de amilose para dar



10

15

20

25

30

28

moléculas de maltose (dissacarideos de a-glicose). Amilases sao enzimas
digestivas encontradas em saliva e sdo também produzidas por muitas
plantas. Amilases quebram carboidratos de cadeia longa (tal como amido)
em unidades menores. Uma a-amilase "oxidativa estavel" é uma a-amilase
que é resistente a degradagdo por meios oxidativos, quando comparado com
a-amilase ndo-oxidativa estavel, especialmente gquando comparado com
forma de a-amilase ndo-oxidativa estavel da qual a-amilase oxidativa estavel
foi derivada.

Conforme aqui usado, "microorganismo" refere-se a uma
bactéria, um fungo, um virus, um protozoario e outros microbios ou
organismos microscopicos.

Conforme aqui usado, uma substancia (por exemplo, um
polinucleotideo ou proteina) "derivada de" um microorganismo significa que

a substancia é nativa para o microorganismo.

1.2 Abreviacbes
As abreviacbes que seguem sao usadas aqui e referem-se a

palavras e frases associadas:
AATCC American Association of Téxtile Chemists and Colorists

APSU unidade padréo de pectinase alcalina
ATCC American Type Culture Collection

bp pares de base

CBG celobioidrolase

CMC carboximetilcelulose

CWDE enzima de degradacédo de parede celular
EC Classe de Enzima

ECU unidades de endo-celulose

EDTA etilenodiaminotetraacetato

EGTA acido etileno glicol-0,-O'-bis(2-amino-etil)-N,N,N',N'-tetraaceético
FPLC cromatografia liquida de proteina rapida
HPLC cromatografia liquida de alta performance
kDa kilo Dalton

Km constante Michaelis-Menten
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pl ponto isoelétrico

ppm partes por milhdo

PVA alcool de polivinila

RAU unidade amilase de referéncia

SDS-PAGE eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de sédio

sp. Espécie como em microorganismo

TAU unidade amilase termoestavel

TSAU unidade de amilase estearotermofilus téxtil

TTAU unidade de amilase termoestavel téxtil

Vimax simbolo para velocidade maxima (isto €, taxa limitante) de uma
reacdo de enzima

w/v porcentagem em peso de uma substancia do volume total

p/p em peso

2. Isolamento e Caracterizacido de Pectato Liase de B. subltilis
Uma pectato liase (pel) foi obtida de Bacillus subtilis subsp.

subtilis linh. 168. A proteina foi entdo superexpressa em B. subtilis. A
proteina expressa tem uma sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1. A
pectato liase de B. subtilis é codificada pelo gene pel/ (SEQ ID NO: 2):

5'-
GCTGATTTAGGCCACCAGACGTTGGGATCCAATGATGGCTGGGGCGCG
TACTC
GACCGGCACGACAGGCGGATCAAAAGCATCCTCCTCAAATGTGTATAC
CGTCAGCAACAGAAACCAGCTTGTCTCGGCATTAGGGAAGGAAACGAA
CACAACGCCAAAAATCATTTATATCAAGGGAACGATTGACATGAACGTG
GATGACAATCTGAAGCCGCTTGGCCTAAATGACTATAAAGATCCGGAGT
ATGATTTGGACAAATATTTGAAAGCCTATGATCCTAGCACATGGGGCAA
AAAAGAGCCGTCGGGAACACAAGAAGAAGCGAGAGCACGCTCTCAGAA
AAACCAAAAAGCACGGGTCATGGTGGATATCCCTGCAAACACGACGATC
GTCGGTTCAGGGACTAACGCTAAAGTCGTGGGAGGAAACTTCCAAATCA
AGAGTGATAACGTCATTATTCGCAACATTGAATTCCAGGATGCCTATGAC
TATTTTCCGCAATGGGATCCGACTGACGGAAGCTCAGGGAACTGGAACT
CACAATACGACAACATCACGATAAACGGCGGCACACACATCTGGATTGA
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TCACTGTACATTTAATGACGGTTCGCGTCCGGACAGCACATCACCGAAA
TATTATGGAAGAAAATATCAGCACCATGACGGCCAAACGGATGCTTCCA
ACGGTGCTAACTATATCACGATGTCCTACAACTATTATCACGATCATGAT
AAAAGCTCCATTTTCGGATCAAGTGACAGCAAAACCTCCGATGACGGCA
AATTAAAAATTACGCTGCATCATAACCGCTATAAAAATATTGTCCAGCGC
GCGCCGAGAGTCCGCTTCGGGCAAGTGCACGTATACAACAACTATTAT
GAAGGAAGCACAAGCTCTTCAAGTTATCCTTTTAGCTATGCATGGGGAA
TCGGAAAGTCATCTAAAATCTATGCCCAAAACAATGTCATTGACGTACCG
GGACTGTCAGCTGCTAAAACGATCAGCGTATTCAGCGGGGGAACGGCT
TTATATGACTCCGGCACGTTGCTGAACGGCACACAGATCAACGCATCGG
CTGCAAACGGGCTGAGCTCTTCTGTCGGCTGGACGCCGTCTCTGCATG
GATCGATTGATGCTTCTGCTAATGTGAAATCAAATGTTATAAATCAAGCG
GGTGCGGGTAAATTAAAT-3".

A pectato liase de 420 aminoacidos sera provavelmente

classificada em Classe de Enzima EC 4.2.2.2. Ela tem as propriedades que

seguem:
Aminoacidos, DNA 420 residuos; 1260 pares de base
Peso Molecular 45.497
Fungao pectato liases (EC 4.2.2.2)
Agrupamento de proteina IG hipotético 16615

A proteina madura tem um peso molecular calculado de 43,4
kDa e pl de 7,3 com base na analise em gel de SDS-PAGE de redugéo. A
proteina madura tem a sequéncia que segue (mostrada na orientagao amino
para carboxi):
ADLGHQTLGSNDGWGAYSTGTTGGSKASSSNVYTVSNRNQLVSALGKET
NTTPKIIYIKGTIDMNVDDNIKPLGLNDYKDPEYDLDKYLKAYDPSTWGKKEP
SGTQEEARARSQKNQKARVMVDIPANTTIVGSGTNAKVVGGNFQIKSDVIIR
NIEFQDAYDYFPQWDPTDGSSGNWNSQUDNITINGGTHIWIDHCTFNDGS
RPDSTSPKYYGRKYQHHDGQTDASNGANYITMSYNYYHDHDKSSIFGSSD
SKTSDDGKLKITLHHNRYKNIVQRAPRVRFGQVHVYNNYYEGSTSSSSYPF
SYAWGIGKSSKIYAQNNVIDVPGLSAAKTISVFSGGTALYDSGTLLNGTQIN
ASAANGLSSSVGWTPSLHGSIDASANVKSNVINQAGAGKLN (SEQ ID NO:
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1). A proteina foi expressa como uma proteina de fusdo fundida a sequéncia
de sinal AprE. A sequéncia de sinal foi entdo clivada durante secrecao da
proteina. Outras sequéncias de sinal podem ser substituidas.

O gene pel de B. subtilis foi clonado na linhagem de B. subtilis
BG3594comK como a célula hospedeiro. Outras células podem ser
substituidas para expressdo do gene. A proteina madura produzida pela
linhagem de B. subtilis BG3594comK tinha um peso molecular calculado de
43,4 kDa e pl de 7,3. Esta proteina tem uma faixa de pH ampla e uma faixa
de temperatura ampla. Figura 3. O pH 6timo da pectato liase revelada é
menor do que aquele de Bioprep® 3000L (Novozymes, faixa de pH de 7,5-
8,5). Vide Figura 1. Adicionalmente, a atividade de pH é6tima da pectato liase
revelada aqui tem atividade em uma faixa ampla de temperatura (isto &,
20°C a 65°C), diferente daquela de Bioprep 3000L que tem uma faixa de
temperatura estreita onde ela age.

A pectato liase revelada aqui tem uma resposta de dose de
remogao de pectina em grande excesso para aquela obtida pela Bioprep
3000L. Vide Figura 2. A pectato liase revelada tinha uma estabilidade
térmica menor a 55°C comparado com aquela de Bioprep 3000L. No
entanto, a enzima € otimamente usada em temperatura ambiente. A pectato
liase revelada tem uma estabilidade EDTA que € melhorada com relagao a
Bioprep 3000L quando testada em temperatura ambiente.

A pectato liase inclui homologos e pode ser expressa em varios
microorganismos e células hospedeiras adequados. De preferéncia a célula
hospedeira expressando SEQ ID NO: 1 ou variantes da mesma tem
expressdo aumentada adequada para expressdo em grande escala do
polipeptideo.

Atividade de pectato liase de variantes pode ser medida
aplicando uma solugéo de teste a furos de 4 mm feitos em placas de agar
(tal como, por exemplo, agar LB), contendo poligalacturonato de sédio 0,7%
p/v (Sigma P 1879). As placas sio entdo incubadas por 6 horas em uma
temperatura particular (tal como, por exemplo, 75°C). As placas sdo entdo

enxaguadas ou em (i) CaCl, 1M por 0,5 h ou (ii) alquil trimetilamdénio Br
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misturado 1% (MTAB, Sigma M-7635) por 1 hora. Ambos os procedimentos
causam a precipitagdo de poligalacturonato dentro do agar. Atividade de
pectato liase pode ser detectada através do aparecimento de zonas claras
dentro de um antecedente de poligalacturonato precipitado. Sensibilidade do
ensaio é calibrada usando diluigdes de uma preparagdo padrao de pectato
liase.
3. Composicoes Compreendendo Pectato Liase

Um aspecto provido aqui € uma composigdo ou preparacio de

enzima compreendendo uma pectato liase purificada de B. subtilis ou
variantes da mesma. A pectato liase pode ser usada sozinha ou em
combinagdo com outros polipeptideos tendo atividade enzimatica.
Composigoes preferidas incluem composi¢cdes de biolimpeza, alvejamento,
retirada de cola e/ou de tingimento. Mais preferidas sdo composicdes de
uma etapa que realizam biolimpeza, alvejamento, retirada de cola e/ou
tingimento e combinagbes dos mesmos em uma etapa de um téxtil.
Composigdes adicionais incluem composi¢gdes de Ilimpeza tal como
detergentes para a limpeza de téxteis, que compreendem pectato liase.

As pectato liases reveladas podem ser também utilizadas em
processos de limpeza enzimatica (biolimpeza) na preparagdo de material
celuldésico, por exemplo, para resposta apropriada em operagdes de
alvejamento e/ou tingimento subsequentes. As enzimas podem ser também
utilizadas para remogao de certas sujeiras ou manchas presentes em
lavanderia, especialmente sujeiras e pontos resultantes de, por exemplo,
alimento contendo galactano ou arabinogalactano, plantas e similar. As
enzimas pectato liase podem ser também usadas em solugdes de limpeza e
reagentes para limpar superficies duras ao ter o efeito de remogéo ou auxilio
na remocao de certas sujeiras ou manchas de superficies duras.

Entdo, composi¢gdes podem incluir enzimas de retirada de cola,
inter alia, enzimas de biolimpeza (em adicdo a pectato liase), agentes de
alvejamento e agentes de tingimento.

3.1 Enzimas de Retirada de Cola
As composi¢gdes descritas aqui podem incluir enzimas de
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retirada de cola em combinagado com uma pectato liase. Agentes de retirada
de cola podem ser usados com agentes de alvejamento, enzimas de
biolimpeza e enzimas de biopolimento em adicdo a pectato liase e/ou
agentes de tingimento. Qualquer enzima de retirada de cola adequada pode
ser usada. De preferéncia, e enzima de retirada de cola é uma enzima
amilolitica. Manases e glicoamilases também encontram uso aqui. Com mais
preferéncia, a enzima de retirada de cola € uma a- ou B-amilase e
combinagdes das mesmas.

3.1.1 Amilases
Alfa e beta amilases podem ser usadas e incluem aquelas de

origem bacteriana ou fungica. Mutantes quimicamente ou geneticamente
modificados de tais amilases sd3o também compreendidos. a-amilases
preferidas incluem, por exemplo, a-amilases obteniveis de espécies Bacillus.
Amilases uteis incluem, mas nao estado limitadas a: Optisize 40, Optisize
160, Optisize HT 260, Optisize 520, Optisize HT Plus, Optisize FLEX (todas
da Genencor Int. Inc.), Duramyl®, Termamyl®, Fungamyl® e BAN® (todas
disponiveis da Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca). Outras enzimas
amiloliticas preferidas sdo CGTases (ciclodextrina glicanotransferases, EC
2.4.1.19), por exemplo, aquelas obtidas de espécies de Bacillus,
Thermoanaerobactor ou Thermoanaerobacterium.

A atividade de Optisize 40 e Optisize 160 €& expressa em
unidade de amilase de referéncia (RAU) por grama (RAU/g) de produto.
Uma RAU ¢ a quantidade de enzima que vai converter 1 grama de amido em
agucares soluveis em uma hora sob condigdes padrdo. A atividade de
Optisize HT 260, Optisize HT 520 e Optisize HT Plus € expressa em unidade
de amilase termoestavel téxtil por grama (TTAU/g). Uma TTAU ¢é a
quantidade de enzima que € necessaria para hidrolisar 100 mg de amido em
acucares solluveis por hora sob condi¢gdes padrdo. A atividade de Optisize
FLEX é determinada em unidades de amilase estearotermofilus téxtil por
grama (TSAU/g). Uma TSAU é a quantidade de enzima necessaria para
converter 1 mg de amido em agucares soluveis em 1 minuto sob condigdes

padrdo. Dosagem da amilase varia dependendo do tipo de processo.
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Dosagens menores requereriam mais tempo do que dosagens maiores da
mesma enzima. No entanto, ndo ha nenhum limite superior na quantidade de
amilase de retirada de cola a ndo ser o que pode ser ditado pelas
caracteristicas fisicas da solucdo. Enzima em excesso nao prejudica o
tecido; ela permite um tempo de processamento mais curto. Com base no
acima e a enzima utilizada as dosagens minimas que seguem para retirada

de cola sao sugeridas:

Dosagem Minima Faixa Tipica

Produto de
) (por litro de liquido (por litro de liquido

Aminase

de retirada de cola) de retirada de cola)
Optisize 40 1.000 RAU 2.000-70.000 RAU
Optisize 160 1.000 RAU 2.000-70.000 RAU
Optisize HT 260 1.000 TTAU 3.000-100.000 TTAU
Optisize HT 520 1.000 TTAU 3.000-100.000 TTAU
Optisize HT Plus 1.000 TTAU 3.000-100.000 TTAU
Optisize FLEX 5.000 TSAU 13.000-65.000 TSAU

As enzimas de retirada de cola podem também de preferéncia
ser derivadas das enzimas listadas acima onde um ou mais aminoacidos
foram adicionados, deletados ou substituidos, incluindo polipeptideos
hibridos, contanto que os polipeptideos resultantes exibam atividade de
retirada de cola. Tais variantes podem ser criadas usando procedimentos de
mutagénese convencionais e identificadas usando, por exemplo, técnicas de
avaliagao de alto rendimento tal como o procedimento de avaliagao em placa
de agar.

A enzima de retirada de cola & adicionada a solugao aquosa
(isto €, a composicdo de tratamento) em uma quantidade eficaz para retirar a
cola dos materiais téxteis. Tipicamente, enzimas de retirada de cola, tal
como a-amilases, sdo incorporadas a composi¢cdo de tratamento em
guantidade de a partir de 0,00001% a 2% de proteina de enzima em peso do
tecido, de preferéncia em uma quantidade de a partir de 0,001% a 1% de

proteina de enzima em peso do tecido, com mais preferéncia em uma
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quantidade de a partir de 0,001% a 0,5% de proteina de enzima em peso do
tecido e com mais preferéncia ainda em uma quantidade de a partir de
0,01% a cerca de 0,2% de proteina de enzima em peso do tecido.
3.2 Enzimas de Biolimpeza

Um aspecto compreende o uso de pectato liase como o Unico

agente de biolimpeza. Outro aspecto compreende seu uso em combinagao
com uma ou mais enzimas de biolimpeza. As enzimas de biolimpeza podem
compreender uma composigao de biolimpeza adequada ou uma composicao
de uma etapa que faz um ou mais de biolimpeza, alvejamento, retirada de
cola e/ou tingimento. Outras enzimas de biolimpeza que podem ser usadas
em conjunto com a pectato liase revelada e variantes das mesmas incluem,
mas nao estao limitadas a, outras pectinases incluindo outras pectato liases
e cutinases, proteases, lipases e celulases. As enzimas de biolimpeza
podem ser usadas com tampdes incluindo, mas nao limitado a, tampdes de
fosfato, silicato, carbonato ou citrato, junto com outros agentes quimicos
auxiliares, tal como, mas nao limitado a, agentes umectantes, tensoativos,
emuisificantes e agentes de quelacdo para aumentar as propriedades
umectantes do téxtil.

Dependendo do processo escolhido ser tratado, temperaturas
diferentes podem ser usadas. Para processos de pad batch frio, o
tratamento de limpeza pode ser feito, por exemplo, em cerca de 15°C a
cerca de 45° e de preferéncia de a partir de cerca de 25°C a 35°C; para
processos continuos, semicontinuos e outro em batelada, o processo pode
ser feito em cerca de 15°C a cerca de 90°C, de preferéncia de a partir de
cerca de 20°C a 75°C e com mais preferéncia de a partir de cerca de 25°C a
cerca de 60°C. Para aumentar as performances de limpeza, agentes
auxiliares incluindo, mas nao limitado a, agentes umectantes, tensoativos,
emulsificantes, agentes de quelagcdo poderiam ser usados sozinhos ou em
combinagao com outros agentes.

3.2.1 Pectinases
Qualquer composicdo de enzima pectinolitica com a habilidade

em degradar a composigado de pectina de, por exemplo, paredes de célula,
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pode ser usada. Pectinases adequadas incluem, sem limitagdo, aquelas de
origem fungica ou bacteriana. Pectinases quimicamente ou geneticamente
modificadas sdo também compreendidas. De preferéncia, as pectinases s&o
recombinantemente produzidas ou de origem natural. Elas podem ser
enzimas monocomponentes.

Pectinases podem ser classificadas de acordo com seu
substrato preferencial, pectina altamente metil-esterificada ou pectina pouco
metil-esterificada e acido poligalacturénico (pectato) e seu mecanismo de
reacdo, B-eliminagdo ou hidrélise. Pectinases podem ser principalmente de
endo-agao, cortando o polimero em sitios aleatorios dentro da cadeia para
dar uma mistura de oligbmeros ou elas podem ser de exo-agao, atacando de
uma extremidade do polimero e produzindo mondémeros e dimeros. Vérias
ativiades de pectinase agindo sobre as regides moles de pectina estao

incluidas na classificagdo de enzimas provida pela Enzyme Nomenclature

(1992), por exemplo, pectato liase (EC 4.2.2.2), pectina liase (EC 4.2.2.10),

poligalacturonase (EC 3.2.1.15), exo-poligalacturonase (EC 3.2.1.67), exo-
poligalacturonato-liase (EC 4.2.2.9) e exo-poli-alfa-galacturonosidase (EC
3.2.1.81). Em modalidades preferidas, os métodos utilizam pectato liases.

Atividade enzimatica de pectato liase conforme aqui usado
refere-se a catalise da clivagem aleatéria de ligagdes a-1,4-glicosidicas em
acido péctico (também chamado acido poligalacturbnico) através de
transeliminacdo. Pectato liases sdo também chamadas poligalacturonato
liases e poli(1,4-D-galacturonida)liases.

Para os presentes propdsitos, atividade enzimatica de pectato
liase é a atividade determinada pela medigcao do aumento em absorbancia a
235 nm de uma solugdo p/v 1% de poligalacturonato de sédio em tampéo de
glicina 1M em pH 10 (vide Colimer e outros, "Assay methods for pectic
enzymes" em 161 METHODS ENZYMOL, 329-335 (1988)). Atividade de
enzima é tipicamente expressa como x mol/min, isto é, a quantidade de
enzima que catalisa a formagdo de x mol produto/min. Um ensaio alternativo
mede a diminuigdo na viscosidade de uma solugdo p/v 5% de

poligalacturonato de soédio em tampao de glicina 0,1M em pH 10, conforme
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medido através de viscometria de vibragdo (unidades APSU). Ensaio de
unidade APSU é uma medigdo de viscosidade usando o substrato acido
poligalacturénico e pode ser realizado conforme discutido no, por exemplo,
WO 2006/002034.

Pectato liases adicionais que podem ser usadas com a pectato
liase de B. subtilis e variantes das mesmas incluem pectato liases que foram
clonadas de géneros de bactérias diferentes tal como Erwinia,
Pseudomonas, outras espécies e linhagens de Bacillus, Klebsiella e
Xanthomonas. Pectato liases adequadas para uso aqui sdo de Bacillus
subtilis (Nasser e outros, 335 FEBS LETTS. 319-326 (1993)) e Bacillus sp.
YA-14 (Kim e outros, 58 BIOSCI. BIOTECH. BIOCHEM. 947-949 (1994)).
Outras pectato liases compreendidas incluem aquelas produzidas pelo
Bacillus pumilus (Dave e Vaughn, 108, J. BACTERIOL. 166-174 (1971)), B.
polymyxa (Nagel e Vaughn, 93, ARCH. BIOCHEM. BIOPHYS. 344-352
(1961)), B. stearothermophilus (Karbassi e Vaugh, 26, CAN. J. MICROBIOL.
26:377-384 (1980)), Bacillus sp. (Hasegawa e Nagel, 31, J. FOOD SCI. 838-
845 (1996)) e Bacillus sp. RK9 (Kelly e Fogarty, 24, J. MICROBIOL. 1164-
1172 (1978)) foram também descritos e sdo compreendidos para serem
usados nas presentes composigdes e métodos em combinagao com pectato
liase de B. subtilis e suas variantes conforme revelado aqui. Pectado liases
adicionais compreendidas para uso em combinagdo incluem aquelas
reveladas no WO 04/090099 (Diversa) e no WO 03/095638 (Novozymes).

Uma quantidade eficaz de enzima pectolitica a ser usada
depende de muitos fatores, mas pode incluir uma concentragdo de uma
enzima pectolitica no meio aquoso de a partir de cerca de 0,0001% a cerca
de 1% de micrograma de proteina de enzima em peso do tecido, de
preferéncia 0,0005% a 0,2% de proteina de enzima em peso do tecido, com

mais preferéncia 0,001% a cerca de 0,05% de proteina de enzima em peso

do tecido.

3.2.2 Cutinases
Qualquer cutinase adequada que pode ser usada nas presentes

composicdes e métodos incluem, por exemplo, a cutinase derivada da
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linhagem Humicola insolens DSM 1800, conforme descrito no Exemplo 2 da
Patente U.S. N° 4.810.414 (incorporada aqui a titulo de referéncia) ou, em
uma modalidade preferida, a cutinase microbiana de Pseudomonas
mendocina descrita na Patente U.S. N° 5.512.203, suas variantes e/ou
equivalentes. Variantes adequadas sao descritas, por exemplo, no WO
03/76580.

Cutinases bacterianas adequadas podem ser derivadas de uma
espécie Pseudomonas ou Acinetobacter, de preferéncia de P. stutzeri, P.
alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. aeruginosa ou A. calcoaceticus, com
mais preferéncia da linhagem P. stutzeri Thai IV 17-1 (CBS 461.85), PG-1-3
(CBS 137.89), PG-1-4 (CBS 138.89), PG-ll-11.1 (CBS 139.89) ou PG-i1-11.2
(CBS 140.89), P. aeruginosa PAO (ATCC 15692), P. alcaligenes DSM
50342, P. pseudoalcaligenes IN II-5 (CBS 468.85), P. pseudoalcaligenes M-1
(CBS 473.85) ou A. calcoaceticus Gr V-39 (CBS 460.85). Com relagao ao

uso de cutinases derivadas de plantas, sabe-se que cutinases existem no

polen de muitas plantas. Entdo, cutinases derivadas de planta sao
compreendidas para uso nos métodos e composicdes revelados. Cutinases
podem ser também derivadas de um fungo, tal como Absidia spp.;
Acremonium spp.; Agaricus spp.; Anaeromyces spp.; Aspergillus spp.,
incluindo A. auculeatus, A. awamori, A. flavus, A. foetidus, A. fumaricus, A.
fumigatus, A. nidulans, A. niger, A. oryzae, A. terreus e A. versicolor;
Aeurobasidium spp.; Cephalosporum spp.; Chaetomium spp.; Coprinus spp.;
Dactyllum spp.; Fusarium spp., incluindo F. conglomerans, F.
decemcellulare, F. javanicum, F. lini, F. oxysporum e F. solani; Gliocladium
spp.; Humicola spp., incluindo H. insolens e H. lanuginosa; Mucor spp.;
Neurospora spp., incluindo N. crassa e N. sitophila;, Neocallimastix spp.;
Orpinomyces spp.; Penicillium spp; Phanerochaete spp.; Phlebia spp.;
Piromyces spp.; Pseudomonas spp.; Rhizopus spp.; Schizophyllum spp.;
Trametes spp.; Trichoderma spp., incluindo T. reesei, T. reesei
(longibrachiatum) e T. viride; and Zygorhynchus spp. Similarmente, é
previsto que uma cutinase pode ser encontrada em bactérias tal como

Bacillus spp.; Cellulomonas spp.; Clostridium spp.; Myceliophthora spp.;
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Pseudomonas spp., incluindo P. mendocina e P. putida, Thermomonospora
spp.;, Thermomyces spp., incluindo 7. lanuginose; Streptomyces spp.,
incluindo S. olivochromogenes; e em bactérias ruminais de degradagao de
fibra tal como Fibrobacter succinogenes; e em leveduras incluindo Candida
spp., incluindo C. Antarctica, C. rugosa, C. torresii; C. parapsllosis; C. sake;
C. zeylanoides; Pichia minuta; Rhodotorula glutinis; R. mucilaginosa; e
Sporobolomyces holsaticus.

Cutinases s&o de preferéncia incorporadas a solugao de enzima
aquosa em uma quantidade de a partir de 0,00001% a 2% de proteina de
enzima em peso do tecido, de preferéncia em uma quantidade de a partir de
0,0001% a 1% de proteina de enzima em peso do tecido, com mais
preferéncia em uma quantidade de a partir de 0,005% a 0,5% de proteina de
enzima em peso do tecido e com mais preferéncia ainda em uma quantidade
de a partir de 0,001% a 0,5% de proteina de enzima em peso do tecido.

3.2.3 Celulases

Celulases sdo também compreendidas para uso nos meétodos e
composi¢gdes em combinagdo com a pectato liase de B. subtilis e variagoes
das mesmas descritas aqui para biolimpeza. Celulases sao classificadas em
uma série de familias de enzima compreendendo endo- e exo-atividades,
bem como capacidade de hidrélise de celobiose. A(s) celulase(s) usada(s)
em composi¢coes e processos pode(m) ser derivada(s) de microorganismos
que sdo conhecidos ser capazes de produzir enzimas celuloliticas, tal como,
por exemplo, espécie de Humicola, Thermomyces, Bacillus, Trichoderma,
Fusarium, Myceliophthora, Phanerochaete, Irpex, Scytalidium,
Schizophyllum, Penicillium, Aspergilus ou Geotricum. Espécies conhecidas
capazes de produzir enzimas celuloliticas incluem Humicola insolens,
Fusarium oxysporum ou Trichoderma reesei. Exemplos n&o-limitantes de
celulases adequadas sao revelados nos Patente U.S. N° 4.435.307; Pedido
de Patente Europeu N° 0 495 257; Pedido de Patente PCT N° WO 91/17244;
e Pedido de Patente Europeu N° EP-A2-271 004, todos aqui incorporados a

titulo de referéncia em sua totalidade.
Celulases sdo também uteis para biopolimento de um téxtil.
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Algodao e outras fibras naturais (por exemplo, linho, canhamo) baseadas em
celulose podem ser melhorados por um tratamento enzimatico conhecido
como "biopolimento”. Este tratamento da ao tecido uma aparéncia mais
macia e mais brilhante. O tratamento & usado para remover "penugem" - 0s
filamentos finos de fibra que protudrem da superficie do fio. Uma bolha de
penugem €& chamada um "pill' no mercado téxtil. Apdés biopolimento, a
formacdo de penhugem e "pill" é reduzida. Os outros beneficios de remogao
de penugem sao toque mais suave e brilho de cor superior.

Em uma modalidade, a celulase pode ser usada em uma
concentracao na faixa de a partir de 0,0001% a 1% de proteina de enzima
em peso do tecido, de preferéncia 0,0001% a 0,05% de proteina de enzima
em peso do tecido, especialmente 0,0001 a cerca de 0,01% de proteina de
enzima em peso do tecido.

Determinagdo de atividade de celulase (ECU) pode ser
determinada em unidades de endo-celulase (ECU) através da medic&o da
habilidade da enzima em reduzir a viscosidade de uma solugdo de
carboximetil celulose (CMC). O ensaio de ECU quantifica a quantidade de
atividade catalitica presente na amostra através da medigdo da habilidade
da amostra em reduzir a viscosidade de uma solugdo de carboximetil
celulose (CMC). O ensaio é realizado em um viscosimetro de vibragdo (por
exemplo, MIVI 3000 da Sofraser, Franga) a 40°C; pH 7,5; tampao de fosfato
0,1M; Tempo = 30 min usando um padrao de enzima relativo para redugao
da viscosidade do substrato CHIC (Hercules 7 LED), concentragao de
enzima de aproximadamente 0,15 ECU/mL). O padrao de arco & definido
para 8200 ECU/g.

Uma ECU é quantidade de enzima que reduz a viscosidade para
metade sob essas condigoes.

3.2.4 Outras Enzimas de Biolimpeza

As composi¢cdes e métodos usando as composigoes tambem
compreendem o uso das enzimas de biolimpeza discutidas acima em
combinacdo com a pectato liase de B. subtilis e variantes da mesma

reveladas aqui para biolimpeza. Outras enzimas podem ser usadas ou
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sozinhas ou em combinagdo uma com a outra ou com aquelas listadas
acima. Por exemplo, proteases podem ser usadas como agentes de
biolimpeza. Proteases adequadas incluem aquelas de origem animal,
vegetal ou microbiana, de preferéncia de origem microbiana. A protease
pode ser uma serina protease ou uma metaloprotease, de preferéncia uma
protease microbiana alcalina ou uma protease tipo tripsina. Exemplos de
proteases incluem aminopeptidases, incluindo prolii aminopeptidase
(3.4.11.5), X-pro amino peptidase (3.4.11.9), leucil aminopeptidase
bacteriana (3.4.11.10), aminopeptidase termofilica (3.4.11.12), lisil
aminopeptidase (3.4.11.15), triptofanil aminopeptidase (3.4.11.17) e metionil
aminopeptidase (3.4.11.18); serina endopeptidases, incluindo quimiotripsina
(3.4.21.1), tripsina (3.4.21.4), cucumisina (3.4.21.25), braquiurina (3.4.21.32),
cerevisina (3.4.21.48) e subtilisina (3.4.21.62); cisteina endopeptidases,
incluindo papaina (3.4.22.2), ficaina (3.4.22.3), quimiopapaina (3.4.22.6),
asclepaina (3.4.22.7), actinidaina (3.4.22.14), caricaina (3.4.22.30) e
ananaina (3.4.22.31); endopeptidases asparticas, incluindo pepsina A
(3.4.23.1), Aspergilopepsina | (3.4.23.18), Penicilinopepsina (3.4.23.20) e
Saccharopepsina (3.4.23.25); e metaloendopeptidases, incluindo
Bacillolisina (3.4.24.28).

Exemplos ndo-limitantes de subtilisinas incluem subtilisina BPN',
subtilisina amylosacchariticus, subtilisina 168, subtilisina
mesentericopeptidase, subtilisina Carisberg, subtilisina DY, subtilisina 309,
subtilisina 147, termitase, aqualisina, Bacillus PB92 protease, proteinase K,
protease TW7 e protease TW3.

Proteases comercialmente disponiveis incluem Alcalase®,
Savinase®, Primase®, Duralase®, Esperase®, Kannase® e Durazym® (Novo
Nordisk A/S), Maxatase®, Maxacal®, Maxapem® Properase®, Purafect®,
Purafect OxP®, FN2® e FN3® (Genencor International Inc.).

Proteases adicionais compreendidas para uso nas composi¢coes
reveladas incluem variantes, tal como aquelas reveladas em patentes ou
pedidos de patente publicados EP 130.756 (Genentech), EP 214.435
(Henkel), WO 87/04461 (Amgen), WO 87/05050 (Genex), EP 251.446
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(Genencor), EP 260.105 (Genencor), WO 88/08028 (Genex), WO 88/08033
(Amgen), WO 89/06279 (Novo Nordisk A/S), WO 91/00345 (Novo Nordisk
A/S), EP 525 610 (Solvay), WO 94/02618 (Gist-Brocades N.V.), Thomas e
outros, 318 NATURE 375-376 (1985), Russel e outros, 328 NATURE 496-500
(1987), Thomas e outros, 193 J. MoL. BioL. 803-813 (1987) todos aqui
incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade.

A atividade de proteases pode ser determinada conforme
descrito em METHODS OF ENZYMATIC ANALYSIS vol. 5 (3% ed., Verlag
Chemie, Weinheim, 1985).

Outro aspecto compreende o uso de lipases em combinagao
com a pectato liase revelada e suas variantes para biolimpeza. Lipases
adequadas (também chamadas hidrolases de éster carboxilico) incluem,
sem limitagdo, aquelas de origem bacteriana ou flngica, incluindo
triacilglicerol lipases (3.1.1.3) e Fosfolipase A2 (3.1.1.4). Lipases

" compreendidas incluem, sem limitagdo, lipases de Humicola (sindnimo

Thermomyces), tal como de H. lanuginosa (T. lanuginosus) conforme
descrito em patentes ou pedidos de patente publicados EP 258.068 e EP
305.216 ou de H. insolens conforme descrito no WO 96/13580; uma lipase
de Pseudomonas, tal como de P. alcaligenes ou P. pseudoalcaligenes (EP
218.272), P. cepacia (EP 331.376), P. stutzeri (GB 1.372.034), P.
fluorescens, Pseudomonas sp. linhagem SD 705 (WO 95/06720 e WO
96/27002), P. wisconsinensis (WO 96/12012); uma lipase de Bacillus, tal
como de B. subtilis (Dartois e outros, 1131 BIOCHEM. BIOPHYS. ACTA 253-360
(1993)); B. stearothermophilus (JP 64/744992) ou B. pumilus (WO
91/16422), todas as referéncias aqui incorporadas a titulo de referéncia em
sua totalidade. Outros exemplos sdo variantes de lipase tal como aquelas
descritas nos WO 92/05249, WO 94/01541, EP 407 225, EP 260 105, WO
95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO
95/22615, WO 97/04079 e WO 97/07202, todos aqui incorporados a titulo de
referéncia em sua totalidade. Enzimas lipase comercialmente disponiveis
preferidas incluem Lipolase®, Lipolase Ultra®, Lipozyme®, Palatase®,

Novozym® 435 e Lecitase® (todas disponiveis da Novo Nordisk A/S). A
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atividade da lipase pode ser determinada conforme descrito em METHODS OF
ENzYMATIC ANALYSIS vol. 4 (3rd ed. Verlag Chemie, Weinhein, 1984).

Sera compreendido que qualquer enzima exibindo atividade de
biolimpeza pode ser usada nas composigdes reveladas. Isto €, enzimas de
biolimpeza derivadas de outros organismos ou enzimas de biolimpeza
derivadas das enzimas listadas acima onde um ou mais aminoacidos foram
adicionados, deletados ou substituidos, incluindo polipeptideos hibridos,
podem ser usadas, contanto que os polipeptideos resultantes exibam
atividade de biolimpeza. Variantes podem ser criadas usando procedimentos
de metagénese convencionais e identificadas usando, por exemplo, técnicas
de avaliagcdo de alto resultado tal como o procedimento de avaliagdo de

placa de agar.
3.3 Agentes de Alvejamento Quimicos e Sistemas de Alvejamento

Enzimaticos

Outro aspecto compreende o uso de agentes de alvejamento em
combinagdo com pectato liase de B. subtilis e variantes da mesma para
tratar téxteis. Nenhum limite & posto ao(s) agente(s) ou sistemas de
alvejamento, contanto que os agentes e sistemas nao inativem as enzimas
da composicdo. Agentes de alvejamento exemplares incluem, por exemplo,
peroxido de hidrogénio, peroxido de carbamida, peroxido de carbonato de
sodio, peroxido de sédio, perborato de sédio, hipoclorito de sédio, hipociorito
de calcio, permanganato e dicloroisocianurato de sédio. Em uma modalidade
preferida, peroxido de hidrogénio € usado como um agente de alvejamento.
Em outra modalidade, agentes de biolimpeza enzimaticos sdo usados
sozinhos ou com agentes de alvejamento nao-enzimaticos. Exemplos nao-
limitantes de agentes de bioalvejamento enzimaticos sao peroxidases
(Colonna e outros, "Recent biological developments in the use of
peroxidases" , 17 TIBTECH 163-168 (1999)) e oxidorredutases (por
exemplo, glicose oxidases) (Pramod, "Liquid laundry detergents containing
stabilized glucose-glucose oxidative system for hydrogen peroxide
generation", Patente U.S. N° 5.288.746). Compostos de alvejamento podem

estar presente em uma solugdo aquosa em uma quantidade de a partir de
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cerca de 0,01 a cerca de 10 g/L da solugdo aquosa ou licor de lavagem, e
com mais preferéncia de a partir de cerca de 0,1 a 5 g/L e com mais
preferéncia de a partir de cerca de 0,5 a cerca de 2,5 g/L.

Outro aspecto que compreende o uso de per-hidrolases em
combinagdo com agente(s) de alvejamento quimico(s) adicional(ais) tal
como percarbonato de soédio, perborato de soédio, aduto de sulfato de
sodio/peroxido de hidrogénio e aduto de cloreto de sddio/peroxido de
hidrogénio e/ou um corante de alvejamento fotossensivel, tal como sal de
zinco ou aluminio de ftalocianina sulfonada, melhora mais os efeitos de
alvejamento. Em modalidades adicionais, as per-hidrolases podem ser
adicionadas em combinagdo adicional com reforgadores de alvejamento (por
exemplo, TAED, NOBS). Reforgcadores de alvejamento podem ser também
utilizados na auséncia de per-hidrolases, mas em combinagdo com as
pectato liases e agentes de alvejamento revelados.

3.3.1 Sistemas de Alvejamento Enzimaticos

Componentes-chave de produgdo de peracido através de per-
hidrélise enzimatica sdo enzima, substrato de éster e perdxido de
hidrogénio.
3.3.1.1 Perdxido de Hidrogénio

Peroxido de hidrogénio pode ser ou adicionado diretamente em

batelada ou gerado continuamente in situ. As enzimas acil transferases
descritas no, por exemplo, PCT/US2004/040438, intitulado "Perhydrolase”,
depositado em 3 de dezembro de 2004, incorporado aqui a titulo de
referéncia, também encontram uso com qualquer outra fonte adequada de
H.O,, incluindo aquela gerada atraves de meios quimicos, eletroquimicos
e/ou enzimaticos. Exemplos de fontes quimicas s&o os percarbonatos e
perboratos, enquanto um exemplo de uma fonte eletroquimica € uma célula
de combustivel alimentada com gas oxigénio e hidrogénio, e um exemplo
enzimatico inclui producao de H,O, a partir da reacao de glicose com glicose
oxidase. A equagao que segue prové um exemplo de um sistema acoplado
que pode ser utilizado:

Glicose oxidase
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Glicose + H.O - acido glucdnico + H0O;
+
Per-hidrolase

H2O, + substrato de éster » alcool + peracido

Outras enzimas que geram H;0O, com um substrato adequado
podem ser usadas em combinagdo com as composicbes e métodos
descritos aqui. Por exemplo, lactato oxidases de espécie Lactobacillus que
sdo conhecidas criar H,O, a partir de acido lactico e oxigénio. Na verdade,
uma vantagem dos métodos € que a geragao de acido (por exemplo, acido
glucdnico no exemplo acima) reduz o pH de uma solugao basica para a faixa
de pH onde o peracido € mais eficaz em alvejamento (isto €, no ou abaixo do
pKa).

Outras enzimas (por exemplo, alcool oxidase, etileno glicol
oxidase, glicerol oxidase, aminoacido oxidase, etc) que podem gerar
peréoxido de hidrogénio também encontram uso com substratos de éster em
combinagdo com enzimas per-hidrolase para gerar peracidos. Em algumas
modalidades preferidas, os substratos de éster sdo selecionados de um ou
mais dos acidos que seguem: acido férmico, acido acético, acido propidnico,
acido butirico, acido valérico, acido caproico, acido caprilico, acido
nonanoico, acido decandico, acido dodecanoico, acido miristico, acido
palmitico, acido estearico e acido oleico. Entao, conforme aqui descrito, as
composigdes e processos descritos proveem vantagens definitivas sobre os
métodos e composi¢cdes atualmente usados para alvejamento téxtil.

3.3.2 Ativadores de Alvejamento
Qualquer ativador de alvejamento adequado pode ser

empregado na presente invencdo. Os ativadores de alvejamento preferidos
para uso de acordo com a invengao incluem, por exemplo, compostos das
classes de substancias que seguem: agucares poliacilados ou derivados de
acgucar com radicais C1-Cqp-acila, de preferéncia radicais acetila, propionila,
octanoila, nonanoila ou benzoila, particularmente de preferéncia radicais

acetila, podem ser usados como ativadores de alvejamento. Agucares ou
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derivados de agucar que podem ser usados sdo mono- ou dissacarideos e
seus derivados reduzidos ou oxidados, de preferéncia glicose, manose,
frutose, sacarose, xilose ou lactose. Ativadores de alvejamento
particularmente adequados desta classe de substancias sdo, por exemplo,
pentaacetilglicose, tetraacetato de xilose, 1-benzoil-2,3,4,6-tetra-acetilglicose
e 1-octanoil-2,3,4,6-tetra-acetilglicose.

Outra classe de substancias que sao preferidas para uso como
ativadores de alvejamento inclui, por exemplo, acidos
aciloxibenzenossulfénicos e seus sais de metal alcalino e metal alcalino-
terroso, tal como radicais Ci-14-acila. Radicais acetila, propionila, octanoila,
nonanoila e benzoila sdo preferidos, especialmente radicais acetila e
radicais nonanoila. Ativadores de alvejamento particularmente adequados
nesta classe de substancias sdo acido acetoxilobenzenossulfénico e acido
benziloxibenzenossulfénico. Eles sdo de preferéncia empregados na forma
de seus sais de sodio.

Outros ativadores de alvejamento para uso na presente
invengao incluem MMA e OCL, sozinhos ou em combinagdo um com o outro
ou com TAED; O-aciloxima de ésteres, tal como O-acetiloxima de acetona,
O-benzoiloxima de acetona, bis(propilimino)carbonato,
bis(cicloexilimino)carbonato como um ativador de alvejamento. Oximas
aciladas que podem ser usadas como um ativador de alvejamento de acordo
com a invengdo sdo descritas, por exemplo, na EP-A-0 028 432. Esteres de
oxima que podem ser usados como um ativador de alvejamento de acordo
com a invencgao sio descritos, por exemplo, na EP-A-0 267 046.

Ativadores de alvejante preferidos adicionais incluem N-acilca-
prolactama, tal como N-acetilcaprolactama, N-benzoilcaprolactama, N-octa-
noilcaprolactama e carbonilbiscaprolactama; aminas N,N-diaciladas e N,N,
N',N'-tetraaciladas, tal como N,N,N',N'-tetraacetiimetilenodiamina e -etile-
nodiamina (TAED), N,N-diacetilanilina, N,N-diacetil-p-toluidina ou
hidantoinas 1,3-diaciladas tal como 1,3-diacetil-5,5-dimetilidantoina; N-alquil-
N-sulfonilcarboxamidas, tal como N-metil-N-mesilacetamida ou N-metil-N-

mesilbenzamida: hidrazidas ciclicas N-aciladas, triazdis ou urazdis acilados,



10

15

20

25

47

tal como hidrazida maleica monoacetilada; hidroxilaminas O,N,N-
trissubstituidas, tal como O-benzoil-N,N-succinil-hidroxilamina, O-acetil-N,N-
succinilidroxilamina ou O,N,N-triacetilidroxilamina; N,N'-diacilsulfamidas, tal
como N,N'-dimetil-N,N'-diacetilsuifamida ou N,N'-dietil-N,N'-
dipropionilsuifamida; triacetilcianuratos, tal como triacetilcianuratos ou

tribenzoilcianurato: anidridos carboxilicos, tal como anidrido benzoico,

anidrido m-clorobenzoico ou anidrido ftalico; 1,3-diacil-4,5-
diaciloxiimidazolinas, tal como 1,3-diacetil-4,5-diacetoxiimidazolina;
tetraacetilglicolurila e tetrapropionilglicolurila; 2,5-dicetopiperazinas

diaciladas, tal como 1,4-diacetil-2,5-dicetopiperazina; produtos de acilagao
de propilenodiuréia e 2,2-dimetilpropilenouréia, tal como
tetraacetilpropilenodiuréia; a-aciloxipoliaciimalonamidas, tal como a-acetoxi-
N,N'-diacetilmalonamida; diacildioxoexaidro-1,3,5-triazinas, tal como 1,5-
diacetil-2,4-dioxoexaidro-1,3,5-triazina; 2-alquil- ou 2-aril-(4H)-3,1-
benzoxazin-4-onas conforme descrito, por exemplo, nas EP-B1-0 332 294 e
EP-B 0 502 013 e 2-fenil-(4H)-3,1-benzoxazin-4-ona e 2-metil-(4H)-3,1-
benzoxazin-4-ona, nitritos catiénicos, conforme descrito, por exemplo, nas
EP 303 520 e EP 458 396 A1, tal como metossulfatos ou tosilatos de
trimetilamonioacetonitrila, N,N-dimetil-N-octilamonioacetonitrila, 2-
(trimetilamonio)propionitrila, 2-(trimetilamonio)-2-metilpropionitrila. Tambem
adequados sdo os metossulfatos de N-metilpiperazino-N,N'-diacetonitrila e
N-metilmorfolinoacetonitrila (MMA).

Ativadores de alvejamento adicionais para uso na presente
invengdo incluem acidos percarbamicos ou diacil percarbamatos e
precursores dos mesmos.

Ativadores de alvejamento sdo tipicamente adicionados em uma
quantidade de a partir de cerca de 0,1 a 30 g/l, com mais preferéncia 0,5 a
10 gl/l.

3.3.2 Estabilizadores de Alvejamento
Em outra modalidade preferida da presente invencgao, o sistema

de alvejamento contém adicionalmente um ou mais estabilizadores de

alvejamento. Os estabilizadores de alvejamento compreendem aditivos
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capazes de adsorver, ligar ou complexar tragcos de metais pesados.
Exemplos de aditivos que podem ser usados de acordo com a invengao com
uma agao de estabilizagdo de alvejamento incluem, mas nao estio limitados
a, compostos polianibnicos, tal como polifosfatos, policarboxilatos,
poliidroxipolicarboxilatos, silicatos soluveis como sais de metal alcalino ou
metal alcalino-terroso completamente ou parcialmente neutralizados, em
particular como sais de Na ou Mg neutros, que sao estabilizadores de
alvejamento relativamente fracos. Exemplos de estabilizadores de
alvejamento fortes que podem ser usados de acordo com a invengao sao
agentes de complexacgao tal como etilenodiaminotetraacetato (EDTA), acido
dietilenotriaminopentaacético (DTPA), acido nitrilotriacético (NTA), acido
metil-glicinodiacético (MGDA), acido B-alaninodiacético (ADA),
etilenodiamino-N,N'-dissuccinato (EDDS) e fosfonatos tal como
etilenodiaminotetrametilenofosfonato,
dietilenotriaminopentametilenofosfonato (DTMPA) ou acido hidroxietilideno-
1,1-difosfénico na forma dos acidos ou como sais de metal alcalino
parcialmente ou completamente neutralizado.

O estabilizador de alvejamento ¢é tipicamente adicionado a
composigdo de tratamento em uma quantidade de a partir de cerca de 0,1 a
cerca de 5 g/ litro da composigdo, com mais preferéncia de a partir de cerca
de 0,5 a cerca de 2 g/L e com mais preferéncia cerca de 1 g/L.

A composicao de alvejamento de acordo com a invengdo contém
de preferéncia pelo menos um estabilizador de alvejamento, e, com mais
preferéncia, pelo menos um dos estabilizadores de alvejamento fortes
mencionados acima. Alvejamento eficaz tipicamente resulta em uma ou mais
das propriedades que seguem: (i) uma brancura desejada (conforme
determinado através da medicdo de brancura Ganz usando, por exemplo,
Macbeth color eye); (ii) uma uniformidade satisfatéria de remogéo de gréos
(avaliada através de exame visual); de preferéncia, a brancura do tecido é
50 unidades Ganz ou mais e com mais preferéncia 60 unidades Ganz ou

mais.
Deste modo, em uma modalidade preferida, o processo de
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batelada Unica compreende um sistema de enzima, tal como pectato liase,
perdxido de hidrogénio, um ativador de alvejamento (tal como TAED) e um
estabilizador de alvejamento.

Deste modo, em uma modalidade preferida, o processo de
batelada Unica compreende um sistema de enzima, tal como pectato liase,
peroxido de hidrogénio, um ativador de alvejamento (tal como TAED) e um
estabilizador de alvejamento.

3.4 Sistemas de Tingimento
As composicdes de pectato liase podem ser usadas com varios

sistemas de tingimento que sdo compativeis com (i) as condi¢bes usadas
para biolimpeza, se biolimpeza e tingimento forem realizados
simultaneamente ou (i) as condigbes sdo ajustadas subsequentes a
biolimpeza, se tingimento for realizado apds biolimpeza. Tais sistemas de
tingimento incluem, sem limitagéo:
(a) sistemas de tingimento convencionais compreendendo um ou mais de

(i) corantes diretos tal como C.l. Direct Red 81; Yellow 11 e 28;
Orange 39; Red 76; Blue 78, 86, 106, 107 e 108; Black 22;

(i) corantes reativos tal como, por exemplo, C.l. Reactive Red 1, 3,
6, 17, 120, 194; Blue 4, 19, 171 e 182; Black 5; Violet 5;

(i)  corantes vat tal como, por exemplo, C.I. Vat Yellow 28; Orange
11 e 15; Blue 6, 16 e 20; Green 1 e 3; Brown 1; Blank 9 e 27;

(iv) corantes de enxofre tal como, por exemplo, C.I. Sulfur Black 1 e
11; Brown 1; Red 10; e
(v) corantes azoicos tal como, por exemplo, C.I. Coupling Components 5 e
13 em combinagéo com C.I. Azoic Diazo Components 44 e 45. Tais sistemas
de tingimento convencionais sdo conhecidos na técnica e sao descritos, por
exemplo, em Shore, Ed., CELLULOSIC DYEING (Society of Dyers and
Colorists, Alden PRess, 1995) e em COLOUR INDEX Vol. 1-8 Suplements

(Society of Dyers and Colorists and American Association of Textile

Chemists and Colorists, 1977-1988).

3.5 Componentes Auxiliares
As composicbes podem também incluir varios componentes
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auxiliares, também referidos aqui como agentes quimicos auxiliares. Tais
componentes incluem, mas ndo estéo limitados a, agentes sequestrantes ou
de quelagao, agentes umectanes, agentes emulsificantes, agentes de
controle do pH (por exemplo, tampdes), catalisadores de alvejamento,
agentes de estabilizagdo, agentes de dispersdo, agentes antiespumantes,
detergentes e misturas dos mesmos. E compreendido que tais componentes
auxiliares estdo em adi¢cdo as enzimas, agentes de alvejamento e agentes
de retirada de cola.

3.5.1 Agentes Umectantes
Agentes umectantes sao tipicamente selecionados de

tensoativos e em particular tensoativos nao-idbnicos. Quando empregados
agentes umectantes sdo tipicamente incluidos em niveis de a partir de cerca
de 0,1 a cerca de 20 g/L, com mais preferéncia de a partir de cerca de 0,5 a
cerca de 10 g/L e com mais preferéncia 0,5 a cerca de 5 g/L do banho.
Agentes de estabilizagao sdo empregados por uma variedade de razoes
incluindo capacidade de tamponamento, sequestro, dispersdo e em adigao
melhora da performance dos tensoativos. Agentes de estabilizagdo podem
diminuir a taxa de decomposicdo de peréxido e combinar com ou neutralizar
impurezas de metal que podem catalisar decomposi¢cdo de peroxido e
induzir dano de fibra. Agentes de estabilizagdo sao bem conhecidos com
ambas espécies inorganicas e organicas sendo bem conhecidas e silicatos e
organossilicatos ganhando a aceitagdo mais ampla e quando presentes s&o
empregados em niveis de a partir de cerca de 0,01 a cerca de 30 g/L, com
mais preferéncia de a partir de cerca de 0,01 a cerca de 10 g/l e com mais
preferéncia de a partir de cerca de 0,01 a cerca de 5 g/L do banho.
3.5.2 Tensoativos

Tensoativos adequados para uso incluem, sem limitagdo, n&o-
idnicos (vide, por exemplo, Patente U.S. N° 4.565.647, que €& aqui
incorporada a titulo de referéncia); tensoativos anidnicos; catidnicos; e
zwitteridnicos (vide, por exemplo, Patente U.S. N° 3.929.678, que é aqui
incorporado a titulo de referéncia); que estao tipicamente presentes em uma

concentracao entre cerca de 0,2% a cerca de 15% em peso, de preferéncia
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de a partir de cerca de 1% a cerca de 10% em peso. Tensoativos anidnicos
incluem, sem limitacdo, alquilbenzenossulfonato linear, a-olefinsulfonato,
alquil sulfato (sulfato de alcool graxo), etoxissulfato de alcool,
alcanossulfonato secundario, metil éster do acido alfa-sulfo graxo, acido
alquil- ou alquenilsuccinico e sabao. Tensoativos nao-idnicos incluem, sem
limitagdo, alcool etoxilato, nonilfenol etoxilato, alquilpoliglicosideo,
alquildimetilaminooxido, monoetanolamida do acido graxo etoxilado,
monoetanolamida do acido graxo, amida do acido poliidroxi alquil graxo e
derivados N-acil N-alquila de glicosamina ("glucamidas"). Um tensoativo
preferido para uso em modalidades € um tensoativo ndo-idnico ou uma
mistura de ndo-iénico e anidnico.
3.5.3 Agentes de Quelacgao

Agentes de quelagdo podem ser também empregados e podem

ser selecionados do grupo consistindo em amino carboxilatos, amino
fosfonatos, agentes de quelagdo aromaticos polifuncionalmente substituidos
e misturas, todos como anteriormente definido.

Amino carboxilatos Uteis como agentes de quelagdo otimos
incluem etilenodiaminotetraacetatos, N-hidroxietiletilenodiaminotriacetatos,
nitrilotriacetatos, etilenodiamino tetrapropionatos, trietilenotetraaminoexa-
cetatos, fosfonatos para ndao contém grupos alquila ou alquenila com mais

do que cerca de 6 atomos de carbono.
Agentes de quelagdo aromaticos polifuncionalmente substituidos

sdo também uteis nas presentes composicdes. Vide, por exemplo, Patente
U.S. N° 3.812.044. Compostos preferidos deste tipo em forma acida séao
diidroxidissulfobenzenos, tal como 1,2-diidroxi-3,5-dissulfobenzenodietileno-
tiraminopentaacetatos e sais de etanoldiglicinas, metal alcalino, amoénio e
amoénio substituidos e misturas.

Amino fosfonatos sdo também adequados para uso como
agentes de quelagdo nas composigdes reveladas quando pelo menos niveis
baixos de fosforo total sdo permitidos.

Um quelante biodegradavel preferido para uso aqui é€

dissuccinato de etilenodiamina ("EDDS"), especialmente o isdmero [S,S]
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conforme descrito na Patente U.S. N° 4.704.233 expedida para Hartman e
Perkins. Outros quelantes compreendidos incluem EDTA e EGTA.

Quando presentes, agentes de quelagdo sdo empregados em
niveis de a partir de cerca de 0,01 a cerca de 10 g/L, com mais preferéncia
de a partir de cerca de 0,1 a cerca de 5 g/L e com mais preferéncia de a
partir de cerca de 0,2 a cercade 2 g/L.

4. Processos para Biolimpeza Sozinha ou em Combinacdo com

Alvejamento, Retirada de Cola e/ou Tingimento
A maneira na qual a solugdo aquosa contendo a(s) enzima(s) e

sistema de alvejamento é contatada com o material téxtil dependera de se o
regime de tratamento €& continuo, semicontinuo, batelada de enchimento
descontinuo, batelada (ou fluxo continuo). Por exemplo, para processamento
continuo ou padbatch descontinuo, a solugado de enzima aquosa esta de
preferéncia contida em um banho saturador e é aplicada continuamente ao
material téxtil conforme ele viaja através do banho, processo durante o qual
o material téxtil tipicamente absorve o liquido de processamento em uma
quantidade de, por exemplo, 0,5-1,5 vez seu peso. Em operagbes de
batelada, o tecido é exposto a solugao de enzima por um periodo variando
de a partir de cerca de 2 minutos a 24 horas em uma razédo de liquido-para-
tecido de 5:1-50:1. Esses sdo parametros gerais. Em algumas modalidades,
o tempo pode ser diminuido através do uso de solugbes mais concentradas
das enzimas e outros compostos. Um versado na técnica & capaz de
determinar os parédmetros melhor adequados para suas necessidades
individuais.

Os métodos revelados aqui podem ser realizado em
temperaturas menores do que as técnicas de limpeza, retirada de cola e
alvejamento tradicionais. Em uma modalidade, os métodos sdo realizados
em temperaturas abaixo de 95°C, de preferéncia entre cerca de 20°C e
75°C. Em uma modalidade mais preferida, os métodos séo realizados entre
cerca de 25°C e 60°C.

Os métodos podem ser realizados em uma faixa de pH mais

proxima do neutro do que técnicas de retirada de cola, limpeza e
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alvejamento tradicionais. Embora os presentes métodos encontrem uso em
um pH entre cerca de 5 e 11, um pH menor do que 9 é preferido. Em uma
modalidade, o pH no qual os métodos sao realizado se encontra entre cerca
de 6 e 9, e de preferéncia entre 6 e 8.

Uma pessoa de habilidade comum na técnica vai reconhecera
que as condigdes de processo a serem usadas podem ser selecionadas de
modo a se adaptarem a um equipamento particular ou um tipo particular de
processo que €& desejavel usar. Por exemplo, embora o téxtil com
necessidade de tratamento de preferéncia permanega em contato com a
solugédo de tratamento em uma temperatura de a partir de cerca de 15°C a
cerca de 95°C, de preferéncia de a partir de cerca de 15°C a cerca de 65°C,
com mais preferéncia cerca de 20°C a cerca de 45°C e por um periodo de
tempo adequado para tratamento do téxtil que é pelo menos cerca de 2

minutos a 24 horas, com mais preferéncia de a partir de cerca de 30 minutos

"a cerca de 12 horas, de preferéncia de a partir de cerca de 30 minutos a

cerca de 6 horas e com mais preferéncia de a partir de cerca de 30 a cerca
de 90 minutos. Com certeza, uma pessoa de habilidade comum na técnica
vai reconhecer que as condi¢gdes de reagao tal como tempo e temperatura
vao variar dependendo do equipamento e/ou processo empregado e dos
tecidos tratados.

Exemplos preferidos de tipos de processo a serem usados
incluem, mas nao estdo limitados a, tipos Jet, Jigger/Winch, Pad-Roll e Pad-
Steam. Os processos combinados podem ser realizados como um processo
em batelada, semicontinuo ou continuo usando vapor ou 0s principios de
alvejamento a frio. Como um exemplo, o processo pode compreender as
etapas que seguem: a) impregnagao do tecido em um banho de limpeza e
alvejamento conforme aqui descrito seguindo espremer o liquido em
excesso de modo a manter a quantidade de liquido necessaria para a
reagdo ser realizada (normalmente entre 60% e 120% do peso do tecido
seco); (b) submissdo do tecido impregnado a vapor de modo a trazer o
tecido para a temperatura de reacdo desejada, geralmente entre cerca de

20°C e cerca de 80°C; e (c¢) manutengao ao dobrar ou pregar o tecido em
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uma J-Box, U-Box, maquina de tapete ou similar por um periodo de tempo
suficiente para permitir que limpeza e alvejamento acontecam.

Conforme mencionado em outro local, retirada de cola pode ser
um resultado desejado. Deste modo, para certos tipos de tecido pode ser
vantajoso e/ou necessario submeter o tecido a um tratamento de retirada de
cola a fim de se obter um produto final de uma qualidade desejada. Em tais
casos, as combinagdes de processos podem ser utilizadas em téxteis tal
como um processo de retirada de cola, alvejamento e limpeza combinado ou
processo de retirada de cola e alvejamento combinado ou um processo de
retirada de cola e limpeza combinado.

Os métodos envolvem provisdo de um componente téxtil ndo-
acabado na solugao de tratamento conforme descrito. O componente téxtil
pode compreender fibras, fios, tecidos incluindo tecidos, tricotados, roupas e
nao-tecidos. Por nao-acabado quer dizer que o componente téxtil € um
material que nao teve a cola retirada, limpo, alvejado, tingido, impresso ou
de outro modo provida uma etapa de acabamento tal como uma prensa
duravel. Com certeza, uma pessoa de habilidade comum na técnica vai
reconhecer que os téxteis ndo foram passados por uma roupa ou outro
processo de fabricagdo envolvendo corte e costura do material.

Os presentes processos podem ser empregados com qualquer
material téxtil incluindo celulésicos tal como algodao, linho, rami, canhamo,
raiom, lyocell, acetato de celulose e triacetato de celulose e material sintético
incluindo, mas nao limitado a, poliéster, nailon, spandex, lycra, acrilicos e
varias outras misturas de materiais naturais e sintéticos. Material natural
inclui fibras de proteina tal como 13, seda, cashmere, bem como celuldsicos
conforme aqui descrito.

O presente processo pode ser empregado para alvejamento sem
dano a fibra ou tecido notavel a varios tipos de téxteis sintéticos e suas
misturas, incluindo, mas néao limitado a, poliéster, raiom, acetato, nailon,
algodéao/poliéster, algodao/lycra, etc., que podem ser suscetiveis a hidrolise

e degradacgao alcalina.
Os métodos podem incluir ainda etapas de marcacéo a fogo e
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mercerizagdo apos a etapa de tratamento. Embora retirada de cola possa
ser empregada em uma etapa separada, em modalidades preferidas a etapa
de retirada de cola esta incluida no tratamento de uma etapa através da
inclusdo de uma(s) enzima(s) de retirada de cola no banho de tratamento
deste modo combinando, alvejando, retirando a cola e limpando em uma
etapa unica.

Com certeza os processos incluem na aplicagdo preferida uma
etapa de lavagem ou séries de etapas de lavagens seguindo os métodos de
tratamento de uma etapa providos aqui. Lavagem de téxteis tratados € bem
conhecida e dentro do nivel de habilidade do versado. Estagios de Iavagém
estardo tipicamente presentes apds cada uma das etapas de retirada de
cola, limpeza e alvejamento quando presentes bem como apés a etapa de
tratamento. Lavagem deve também acontecer apés uma etapa de

tingimento. Ainda, as etapas de tratamento, sem importar sua ordem e/ou

Acombinaqées, podem em modalidades preferidas incluir uma etapa de

umedecimento ou pré-umedecimento para assegurar umedecimento igual ou
uniforme no téxtil.

Capacidade umectante dos téxteis € importante para qualquer
tingimento e/ou acabamento de téxtil. Capacidade umectante leva a
penetragdo superior do téxtil pelo corante ou agentes de acabamento e um
resultado de tingimento e/ou acabamento superior. Deste modo, a
capacidade umectante do téxtil € uma indicagdo de quao eficaz o processo
de tratamento foi. Capacidade umectante maior significa um processo de
tratamento mais eficaz e superior, isto €, um periodo de tempo mais curto
para umedecimento. Alvejamento com peroxigénio téxtil convencional
proveu perfis de umedecimento aceitaveis apenas em temperatura em
excesso de 95°C, enquanto alvejamento em temperatura menor (70°C)
resulta em perfis de umedecimento de mais do que cerca de 40%. Um teste
para absorbancia € o Método do Teste AATCC 79-1995, que pode ser usado
para checar rapidamente o umedecimento apés o tratamento.

Dano a fibra baseado em fluidez € medido através do método de

teste AATCC 82-1996 envolvendo a dispersdo das fibras em cuprietileno
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diamina (CP). Uma amostra representativa de fibras de cerca de 1,5 mm é
cortada e dissolvida em CP conforme definido pela equacdo CP=120 X
(peso da amostra) x 0,98 em uma garrafa de espécime com varias bolas de
vidro, posta sob nitrogénio e dissolvida por agitagdo por aproximadamente 2
horas. Mais CP ¢ adicionada conforme definido pela equagdo CP=80X (peso
da amostra) X (0,98) e agitagdo adicional sob nitrogénio por trés horas. A
solugdo € posta sob agitagdo constante para prevenir separagido da
dispersdo. A solugcdo pode entdo ser medida em um viscémetro Oswald
Canon Fenske calibrado em um banho de temperatura constante de 25°C
para determinar o tempo de efluxo. Fluidez é calculada a partir da formula
F=100/ctd, onde c=constate do viscOmetro, t=tempo de efluxo e
d=densidade da solugado 1,052.

4.1 Aplicagdes Industriais
Os metodos e composigbes revelados tém muitas aplicagbes

praticas na industria, como é aqui compreendido, e esta descrigdo pretende
ser exemplar e ndo-inclusiva.

Em uma modalidade, as presentes composi¢des, compostos e
meétodos podem ser usados no processamento de fibras, fios, tecidos,
roupas e nao-tecidos. Aplicagbes principais incluem: o processamento
enzimatico de uma etapa de téxteis envolvendo a limpeza e alvejamento de
téxteis. A retirada de cola dos téxteis pode também ser realizada
simultaneamente com a limpeza, alvejamento e a limpeza, alvejamento e/ou
biopolimento.

A dosagem dada (isto &, niveis) dos componentes de enzima na
composi¢cao depende da atividade especifica, das condigbes de processo e
do resultado desejado. Os niveis de dosagem podem ser determinados por
um versado nha técnica.

As composigoes e métodos descritos aqui proveem tratamentos
de téxtil eficazes com perda de resisténcia reduzida comparado com
tratamentos baseados em agentes quimicos tradicionais, por exemplo,
limpeza alcalina, alvejamento, etc. Sem ser limitado pela teoria, acredita-se

que as composi¢oes e meétodos danifiquem as fibras menos e entdo
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reduzindo a perda de resisténcia quando comparado com tratamentos
quimicos convencionais. Perda de resisténcia pode ser medida através de
técnicas bem conhecidas no campo tal como ASTM D 5034 (teste Grab),
ASTM D 5035 (teste Strip), ASTM D 3787 (teste Ball burst) e/ou ASTM D
3786 (Resisténcia a arrebentamento hidraulico de produtos tricotados e
tecidos nao-tecidos).

Os agentes de limpeza podem ser usados sozinhos ou em
combinagdo com outros agentes de limpeza, agentes de retirada de cola,
agentes de alvejamento e agentes de tingimento e em combinagoes. Para
assegurar bom contato entre as enzimas e o téxtil, umedecedores devem ser
utilizados. Umedecedores podem ser aplicados antes ou ao mesmo tempo
que as enzimas.

Quelantes suaves e fortes podem ser usados, uma vez que a
enzima de biolimpeza revelada ndo é dependente de calcio. Entao,
quelantes suaves tal como, mas ndo limitado a, polifosfonatos, acido
gluconico e acido citrico podem ser usados bem como quelantes fortes tal
como EDTA. Uso de quelantes pode variar dependendo das necessidades
de outras enzimas presentes na composigdo. No entanto, remogé&o de calcio
auxilia na remocéo de cera e para evitar dano ao alvejamento.

4.2 Métodos para Retirada de Cola e Limpeza de Banho Unico

Um aspecto prové retirada de cola e limpeza em uma etapa ou

banho (nico que acontece nas mesmas condigdes que ou retirada de cola
ou limpeza. Téxteis sdo tratados com uma combinagao de agua, enzimas de
retirada de cola e uma enzima de biolimpeza, de preferéncia em combinagao
com um ou mais agentes tal como, mas ndo limitado a, estabilizadores,
tensoativos, agentes umectantes, agentes de dispersao, agentes
sequestrantes e agentes emulsificantes, bem como misturas dos mesmos. O
tecido com a cola retirada é deixado ficar no liquido de processamento por
um periodo de manutencao suficientemente longo para realizar a retirada de
cola e limpeza. O periodo de manutengéo & dependente do tipo de regime
de processamento e das temperaturas usadas e pode variar de a partir de

cerca de 15 minutos a cerca de 2 horas bem como até 24 horas.
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Processamento pode ser em batelada, semicontinuo ou
continuo, com o téxtil sendo contatado pela corrente de processamento de
liquido em largura aberta ou forma de corddo. Operagbes continuas
geralmente usam um saturador com o que um peso igual aproximado de
liquido de processamento por peso de tecido é aplicado ao tecido, seguido
por uma camara de permanéncia aquecida onde a reagdo quimica acontece.
Uma secgdo de lavagem entdo prepara o tecido para a proxima etapa de
processamento. A fim de assegurar muita brancura e boa capacidade
umectante, e entdo tingimento, as enzimas de retirada de cola e limpeza e
outros agentes devem ser removidos completamente do tecido. Um
processo continuo pode ser realizado em cerca de 15°C a cerca de 95°C,
por cerca de 5 minutos a cerca de 1 hora, em um pH de cerca de 5 a cerca
de 11.

Processos em batelada geralmente acontecem em um banho de
processamento (isto €, banho Unico), com o que o téxtil &€ contatado com
aproximadamente 8-15 vezes seu peso de liquido de processamento. Apos
o periodo de reagdo, o liquido de processamento & drenado, o téxtil ¢
enxaguado e a etapa seguinte realizada.

Para processos padbatch descontinuos, um saturador € usado
com o que um peso igual aproximado de liquido de processamento por peso
de tecido é aplicado ao tecido, seguido por um periodo de residéncia, que no
caso de processo padbatch a frio poderia ser um ou mais dias. Por exemplo,
um processo padbatch a frio pode ser realizado entre cerca de 20-40°C por
8-24 horas ou mais em pH na faixa em torno de 5 e 11. Um processo
padbatch pode ser realizado em cerca de 25-85°C por cerca de 1-6 horas e
em um pH similar.

Para enzimas de retirada de cola, tal como uma alfa-amilase
alcalina (por exemplo, AQUAZYM® 120L, Novozymes ou Purastar® OxAm,
Genecor) esta presente em uma faixa de cerca de 180 a 240 KNU/L ou
cerca de 180 a 240 KNU por kg de téxtil. Outras faixas de enzimas de
retirada de cola incluindo, mas nao estdo limitadas a, 1-100 KNU/kg de téxtil
ou 2-20 KNU/kg de téxti. KNU é a atividade de alfa-amilase e pode ser
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calculada conforme discutido no WO 2006/002034.

Geralmente, um tensoativo €& adicionado ao processo para
aumentar a solubilizacdo de compostos hidrofdbicos e/ou prevenir sua
deposicdo de volta no téxtil. Entdo, neste contexto, um detergente é
sindbnimo de um tensoativo. Detergentes podem ser tensoativos n&o-iénicos,
um tensoativo anidénico, um tensoativo catidnico, um tensoativo anfolitico, um
tensoativo zwitteridnico e um tensoativo semipolar ou mistura dos mesmos.
Tensoativos para limpeza e retirada de cola combinadas estdo geralmente
presentes em uma quantidade de a partir de cerca de 0,1% a cerca de 60%
em peso. Tensoativos escolhidos devem ser compativeis com o0s
componentes de enzima presentes na composigdo. Em composigoes
liqguidas e em gel, tensoativos sdo formulados de um modo que pelo menos
ndo degrade a estabilidade das enzimas presentes. Tensoativos podem ser
formulados conforme ensinado na técnica. vide, por exemplo, Pedido PCT
Internacional WO 2006/002034.

4.3 Métodos para Alvejamento, Limpeza e/ou Retirada de Cola Combinados

Em um aspecto, limpeza e alvejamento combinados usando a
liase revelada sdo compreendidos. Entdo, limpeza e alvejamento com a
enzima na presenga de um sistema de alvejamento enzimatico e um
peroxido sdo compreendidos com uma faixa de pH o6timo de cerca de 6 a
cerca de 8 para remogéo de pectina. Um sistema de alvejamento enzimatico
preferido € aquele de acil transferase.

Para processos padbatch a frio, a temperatura esta de
preferéncia entre cerca de 15°C e 45°C e com mais preferéncia entre cerca
de 25°C a cerca de 35°C. Temperaturas maiores podem ser usadas para
processos padbatch nao-frio de até 95°C. A solugao aquosa ou liquido de
lavagem tipicamente tem um pH entre cerca de 5 e cerca de 11. De
preferéncia, o pH da composi¢do de tratamento esta entre cerca de 5 e
cerca de 9, e com mais preferéncia entre cerca de 6 a cerca de 8.

Em uma modalidade, o método de batelada unica para
tratamento de téxteis € realizado sem a adi¢ao de élcali. De preferéncia, este

tratamento & usado para tratamento de téxteis sensiveis a alcalino, tal como,
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mas nao limitado a, seda, &, nailon, poliéster, lycra, acetato de celulose e
misturas. Em outra modalidade, o método de batelada Unica para tratamento
de téxteis € realizado em um pH abaixo de 9, com mais preferéncia abaixo
de 8 e com mais preferéncia ainda abaixo de 7.

Em outra modalidade, o método de batelada Unica para
tratamento de téxteis é realizado com a adigao de alcalino. De preferéncia, o
contato € realizado em uma faixa de pH de cerca de 8 a cerca de 11. O pH
pode ser controlado, por exemplo, com a adicdo de um agente alcalino tal
como NaOH. Agentes alcalinos podem ser adicionados em quantidades de a
partir de cerca de 0,1 a cerca de 10% em peso de tecido, conforme
necessario para obter o pH desejado. No entanto, como um versado na
técnica compreenderia, a quantidade de agente alcalino adicionada depende
da quantidade de composto de alvejamento usada.

Sera compreendido que dosagem e concentragdo o6timas das
enzimas, compostos de alvejamento, estabilizadores de alvejamento e
agentes alcalinos (se usados), o volume da solugdo aquosa ou liquido de
lavagem e o pH e temperatura vao variar dependendo: (i) da natureza da
fibra, isto &, fibra bruta, fio ou téxtil; (ii) se limpeza e alvejamento simultaneos
ou sequenciais sdo realizados; (iii) da(s) enzima(s) particular(es) usada(s) e
da atividade especifica da enzima; (iv) das condigbes de temperatura, pH,
tempo, etc., na qual processamento acontece; (v) a presenca de outros
componentes no liquido de lavagem; e (vi) o tipo de regime de
processamento usado, isto &, padbatch continuo, descontinuo ou batelada.
A otimizagdo das condigbes de processo pode ser determinada usando
experimentagdo de rotina tal como através do estabelecimento de uma
matriz de condi¢bes e teste de pontos diferentes na matriz. Por exemplo, a
quantidade de enzima, a temperatura na qual o contato acontece e o tempo
total de processamento podem ser variados, apds 0 que 0s materiais
celulésicos ou téxtil resultantes sdo avaliados quanto a (a) remogao de
pectina; (b) uma propriedade de limpeza tal como, por exemplo, capacidade
umectante; e (c) qualidade de alvejamento, tal como brancura.

Em uma modalidade preferida, as condigdes ou composicdes de
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tratamento podem ser ajustadas para favorecer os processos de retirada de
cola, limpeza ou alvejamento tal como através do ajuste do pH,
concentragdo de agente umectante ou concentracdo de quelante catidnico
divalente tal como tetraacetato de etileno diamina de modo a promover mais
o processo de alvejamento. Em uma modalidade preferida, o modo
sequencial pode compreende ainda ajuste de uma ou mais propriedades da
composicdo da solugdo aquosa ou liquido de lavagem entre as etapas (ii) e
(iii). Por exemplo, pH, concentragdo de agente umectante ou concentragao
de quelante catidonico divalente, tal como tetraacetato de etileno diamina,
podem ser ajustados entre as etapas (ii) e (iii) de modo a promover mais o
processo de alvejamento. As condi¢goes das primeira e segunda incubacgoes
podem também diferir com relagédo a temperatura, agitagéo, tempo e similar.
4.4 Métodos para Biopreparagio e Tingimento de Banho Unico

Um aspecto compreende biopreparagédo (ou limpeza) e

tingimento sendo realizados em um banho Unico. Existem pelo menos dois
modos de pratica dos métodos. Em um aspecto, uma enzima de biolimpeza
e um sistema de tingimento sdo adicionados a solugdo aquosa ou liquido de
lavagem que contata a fibra celuiésica ou tecido, e incubagéao € realizada por
tempo suficiente e sob condi¢gdes apropriadas para atingir ambos limpeza
eficaz e tingimento eficaz. Em um método alternativo, (i) uma enzima de
biolimpeza € adicionada ao liquido de lavagem; (ii) uma primeira incubacgao &
realizada por tempo suficiente e sob condi¢des apropriadas para pelo menos
iniciar, e de preferéncia obter, limpeza eficaz; (iii)) o liquido de lavagem
contendo a enzima de biolimpeza é entdo suplementado com um sistema de
tingimento; e (iv) uma segunda incubagdo é realizada por um tempo
suficiente e sob condigbes apropriadas para obter tingimento eficaz. Sera
compreendido que o segundo método descrito pode compreender ainda
ajuste de uma ou mais propriedades da composigdo do liquido de lavagem
entre duas etapas (ii) e (iii) (tal como, por exemplo, pH, resisténcia i6nica,
concentragdo ou agente umectante ou concentragédo de quelante catidénico
divalente tal como EDTA ou EGTA, e que as condigbes das primeira e

segunda incubagbes podem também diferir com relagdo a temperatura,
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agitacao, pH, tempo e similar.

A concentragdo de enzima(s) na solugdo aquosa pode ser
ajustada de modo que a dosagem de enzima(s) adicionada a uma dada
quantidade de fibra esta entre cerca de 0,1 e cerca de 10.000 mol/min/kg de
fibra, de preferéncia entre cerca de 1 e cerca de 2.000 mol/min/kg de fibra e
com mais preferéncia entre cerca de 10 e cerca de 500 mol/min/kg de fibra.
Usando uma unidade de medigao diferente, as dosagens de enzima(s)
podem ser, por exemplo, entre cerca de 250 e 12.000 APSU/kg de fibra
(APSU significa unidade padrdo de pectinase alcalina), de preferéncia entre
cerca de 500 e 9000 APSU/kg de fibra e com mais preferéncia entre cerca
de 1000 e 6000 APSU/kg de fibra.

A solucgdo aquosa contendo a enzima de biolimpeza tem um pH
entre cerca de 5 e cerca de 11 e com mais preferéncia de a partir de cerca
de 6-10. O pH preferido dependera de se limpeza e tingimento sao
realizados simultaneamente ou sequencialmente. Se limpeza e tingimento
forem realizados simultaneamente, o liquido de lavagem tem de preferéncia
um pH entre cerca de 5 e cerca de 8,5, e com mais preferéncia entre cerca
de 7 e cerca de 8. Quando as etapas sao realizadas sequencialmente, o
liquido de lavagem nas etapas (i) e (ii) pode ter de preferéncia um pH entre
cerca de 6 a 9, por exemplo, entre cerca de 7,0 e cerca de 8,5 e nas etapas
(iii) e (iv) entre cerca de 6 e cerca de 9. Ainda, o liquido de lavagem de
preferéncia ou contém uma concentragao baixa de calcio adicionado, isto €,
menos do que 2 mM de Ca®" ou ndo tem Ca?" adicionado ou outros cations
divalentes totalmente.

Quando biolimpando e tingindo simultaneamente, a temperatura
na qual os processos de limpeza e tingimento combinados s&o realizados
pode ser entre cerca de 15°C e cerca de 95°C, com mais preferéncia entre
cerca de 20°C e 80°C e com mais preferéncia entre cerca de 40°C e 70°C.
Temperaturas similares podem ser utilizadas quando as etapas de
biolimpeza e tingimento acontecem sequencialmente, ou as temperaturas
podem variar para incluir faixas entre cerca de 25°C e cerca de 50°C para a

etapa de limpeza; e a temperatura na qual o tingimento subsequente é
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realizado pode ser entre cerca de 30°C e cerca de 100°C, de preferéncia
abaixo de 50°C. Sera compreendido que a escolha de temperatura(s) vai
depender de (i) da natureza da fibra, isto &, fibra bruta, fio ou téxtil; (ii) da
enzima particular usada para limpeza, bem como da enzima oxidativa
particular se usada para tingimento; e (iii) o corante ou tipo de corante
particular. Por exemplo, tingimento por esgotamento € normaimente
realizado entre cerca de 60°C e 95°C. Tingimento direto usando corante
reativo é realizado, por exemplo, a 60°C a 80°C e tingimento com enxofre
acontece em torno de cerca de 95°C. Adicionalmente, ambos tingimentos
com enxofre e direto (por exemplo, corantes Ciba tal como Solophenyl)
requerem uma concentragdo alta de sal (por exemplo, NaCl). Tingimentos
reativo e direto também requerem um pH de preferéncia na faixa de cerca de
pH 6 a 8, que funciona bem com a pectato liase revelada aqui.

Limpeza eficaz tipicamente resulta em uma capacidade
umectante de menos do que cerca de 10 segundos, de preferéncia menos
do que cerca de 5 segundos e com mais preferéncia menos do que cerca de
2 segundos, quando medida usando o teste de queda de acordo com
AATCC Test Method 39-1980. Tipicamente, limpeza eficaz requer a digestao
de uma proporgdo substancial da pectina na fibra, de preferéncia pelo
menos 30% em peso, com mais preferéncia pelo menos 50% em peso e
com mais preferéncia pelo menos 70%. Digestdo de pectina refere-se a
clivagem de ligagdes a-1,4-glicosidicas em pectina de modo que os produtos
de digestdo podem ser removidos da fibra através de, por exemplo, enxague
ou qualquer outro método de separagcao convencional. Métodos para
medicao do grau de digestdo de pectina de uma fibra incluem, sem
limitagdo, o método de tingimento de Vermelho de ruténio conforme descrito
por, por exemplo, Luft, 1771 THE ANATOMICAL RECORD 347 (1971).

Tingimento eficaz tipicamente resulta em uma ou mais das
propriedades que seguem: (i) matiz e profundidade de cor desejadas
(conforme determinado através das medi¢cdes CIE L*a*b* usando, por
exemplo, um Mecbeth color eye); (ii) uma uniformidade satisfatoria de

tingimento (avaliada através de exame visual); e (iii) propriedades de fixagdo
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de corante tal como fixagéo a lavagem, fixagdo a luz e fixagéo a danificagao
(Gmido e seco) de pelo menos cerca de 3,0, de preferéncia acima de 3,5 e
com mais preferéncia acima de 4,0 (conforme medido em uma escala cinza
de cor usando Método EP1 conforme revelado no AATCC TECHNICAL
MANUAL, vol. 7, 350 (1995)).

Ainda, os métodos usando composigdes com uma pectato liase
de B. subtilis podem resultar em absor¢cdo aumentada de corante em fibras
submetidas a biolimpeza e tingimento single-vat relativo a fibras submetidas
a tingimento. De preferéncia, o aumento de absor¢do de corante & pelo
menos cerca de 10%. Absorcdo de corante pode ser medida através de, por
exemplo,: (i) medicdo da exaustdo de uma solugado corante ou (ii) medigao
da intensidade de cor no tecido (valor L*a*b).

Para atingir limpeza eficaz, a dosagem de enzima(s) (mol/min/kg
de fibra), a concentragdo de enzima(s) no liquido de lavagem (mol/min/L de
liquido de lavagem) e o volume total de liquido de lavagem aplicados a uma
dada quantidade de fibra (L/kg de fibra) variardo dependendo: (i) da natureza
da fibra, isto &, fibra bruta, fio ou téxtil; (ii) se limpeza e tingimento
simultaneos ou sequéncias sio realizados; (iii) a(s) enzima(s) particular(es)
usada(s) e a atividade especifica da enzima; (iv) as condigées de
temperatura, pH, tempo, etc., nas quais o processamento acontece; e (v) a
presenca de outros componentes no liquido de lavagem.

Determinagdo de condi¢gdes adequadas incluindo, por exemplo,
dosagem de enzima, concentragdo de enzima (ou concentragdo de enzimas
em uma mistura de enzimas), volume de solugado e temperatura a serem
usadas pode ser conseguida usando experimentagdo de rotina através do
estabelecimento de uma matriz de condigdes e teste de pontos diferentes na
matriz. Por exemplo, a quantidade de enzima, a temperatura na qual o
contato acontece e o tempo total de processamento podem ser variados,
apds o que a fibra ou téxtil resultante é avaliado quanto a (a) remogéo de
pectina; (b) uma propriedade de limpeza tal como, por exemplo, capacidade

umectante; e (c) qualidade de tingimento.
Em limpeza e tingimento simultadneos, a fibra € contatada com
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pectato liase (opcionalmente na presencga de outras enzimas) e um corante
celuldsico tal como C.l. Reactive Blue 184 sob as condigdes que seguem: (i)
uma temperatura de cerca de 45°C; (ii) um pH de cerca de 7,0-8,0; (iii) a
auséncia de cations divalentes adicionados; (iv) uma razdo de liquido de
lavagem:tecido entre cerca de 0,5 e cerca de 50; e (v) uma dosagem de
enzima de biolimpeza entre cerca de 10 e cerca de 500 mol/min/kg de fibra.

Nos exemplos abaixo € mostrado que a etapa de limpeza pode
ser realizada usando uma pectato liase revelada ou preparagdao de pectato
liase em uma temperatura de 50°C ou menos (mas acima de 50°C) e
otimamente em temperatura ambiente. O pH da reagdo de biolimpeza
alvejamento combinados pode ser de a partir de cerca de 6 a cerca de 11 e
opcionalmente cerca de 6,0 a 8,5.

5. Composicdes de Limpeza
Remocgdo de manchas derivadas de plantas, comida e frutas é

um desafio para a industria de limpeza, seja limpeza de téxteis ou outras
substancias. Essas manchas tipicamente contém misturas complexas de
material fibroso com base principalmente em carboidratos e seus derivados:
fiboras e componentes de parede celular. Polimeros de pectina sao
constituintes importantes de paredes de célula de planta e estdao associados
com manchas derivadas de plantas ou frutas. As manchas sao geralmente
encontradas em tecidos sujos. Essas manchas s&o encontradas, por
exemplo, em tecidos sujos. Essas sujeiras sao frequentemente dificeis de
remover eficazmente de um substrato sujo. Sujeiras altamente coloridas ou
"secas" derivadas de sucos de fruta e/ou vegetais s&o particularmente
desafiadoras de remover. Exemplos especificos para limpeza de tais sujeiras
incluem manchas de vegetais, tal como aquelas de espinafre, beterraba,
cenoura e tomates; frutas tal como cerejas, bagas, mangas, péssegos,
abricés, bananas e uvas. Adicionalmente, componentes pectina e pectato
sao também usados em aditivos alimentares, tal como em sorvetes, molho
de tomate, geléias, compotas e alimentos para bebé. Ent&o, outro aspecto é
a limpeza de manchas causadas como um resultado de um alimento com

tais aditivos alimentares sujando um téxtil ou superficie. Entdo, inclusdo de
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uma pectato liase em uma composi¢cdo detergente ou composigdo de
limpeza auxiliara na quebra de pectinas e pectatos encontrados em
manchas, através da clivagem das pectinas e pectatos em componentes que
sdo mais faceis de remover.

Composicdes de limpeza podem compreender pelo menos 50%,
de preferéncia pelo menos 75% de uma pectato liase. A composigédo pode
compreender ainda uma hemicelulase com base na quantidade total (p/p) de
enzimas de degradagdo de parede de célula de planta. Em algumas
modalidades, a composi¢do pode compreender 90% (p/p) ou mais de uma
pectato liase como a atividade de enzima de degradacdo de parede celular
de planta. Em outro aspecto, as composi¢does compreendem outras enzimas.
Outras classes de enzima consideradas em uma ou mais combinagdes
incluem, mas nao estio limitadas a, proteases, amilases, beta-glucanases,
lipases, hemicelulases, cutinases, pectinases e outras pectato liases.

Ha um alto grau de interagdo entre celulose, hemicelulose e
pectina na parede celular. A degradacdo enzimatica dessas estruturas de
polissacarideo particularmente intensivamente reticuladas n&do € simples.
Um grande numero de enzimas é conhecido estar envolvido na degradagéo
de paredes de célula de planta. elas podem ser amplamente subdivididas
em celulases, hemicelulases e pectinases (Ward e Young, 8 CRC CRITICAL
REV. IN BIOTECH. 273-274 (1989)).

Celulose é o componente polissacarideo principal de paredes de
célula de planta. Ela consiste em polimeros de glicose f-1,4-ligados.
Celulose pode ser quebrada por celulases, também chamadas enzimas
celuloliticas. Enzimas celuloliticas foram divididas tradicionalmente em trés
classes: endoglucanases, exoglucanases ou celobioidrolases (CBG) e f-
glicosidases (J. Knowles e outros, 5 TRENDS IN BIOTECH. TECH. 255-261
(1987)). Tal como todas as enzimas de degradacdo de parede celular,
celulases podem ser produzidas por um grande numero de bacterias,
leveduras e fungos.

Pectinas sdo constituintes principais das paredes de célula de

partes comestiveis de frutas e vegetais. A lamela média, que esta situada
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entre as paredes da célula, é principalmente composta de protopectina, que
& a forma insoluvel de pectina. Pectinas sdo consideradas adesivos
intracelulares e, devido a sua natureza coloidal, elas tém uma fungao
importante no sistema de regulagem de agua de plantas. A quantidade de
pectina em plantas pode ser muito alta. Por exemplo, cascas de lim&o séo
descritas conter pectina até 30% de seu peso seco, cascas de laranja
contém de a partir de 15-20% e cascas de maga cerca de 10% (K. Norz,
ZUCKER UND SUSSWAREN WIRTSCHAFT 38: 5-6 (1985)).

Pectinas sdo compostas de estrutura principal de
ramnogalacturonana onde cadeias 1,4-ligadas (a-D-galacturonana) séao
interrompidas em intervalos pela inser¢do de residuos (a-L-ramnopiranosila)
1,2-ligados (W. Pilnik e outros, em THE BIOCHEMISTRY OF FRUITS AND
THEIR PRODUCTS, vol. 1, Capitulo 3, (Academic Press, 1970)). Outros
acucares, tal como D-galactose, L-arabinose e D-xilose estdo presentes
como cadeias laterais. Muitos residuos de galacturonana sao esterificados
com grupos metila nas posigoes C2 e C3.

Um grande nimero de enzimas é conhecido degradar pectinas.
Exemplos de tais enzimas sédo pectina esterase, pectina liase (também
chamada pectina transeliminase), pectato liase e endo- ou exo-poligalacturo-
nase (Pilnik e Voragen, 4 FOOD BIOTECH 319-328 (1990)). A parte das
enzimas degradando regides moles, enzimas degradando regides pilosas tal
como ramnogalacturonase e enzimas acessorio foram também encontradas
(Schols e outros, 206 CARBOHYDRATE RES. 105-115 (1990); Searle Van
Leeuwen e outros, 38 APPL. MICROBIOL. BIOTECHNOL. 347-349 (1992)).

Hemiceluloses sdo um grupo complexo de polissacarideos néo-
amido na parede de célula de planta. Elas consistem em polimeros de
xilose, arabilose, galactose ou manose, que sao frequentemente e altamente
ramificados e conectados a outras estruturas de parede celular. Entdo, uma
multiplicidade de enzimas pode ser usada para degradar essas estruturas.
Xilanases, galactanases, arabinanases, lichenases e manases sao algumas
enzimas de degradacdo de hemicelulose Uteis para degradagdo dessas

estruturas. Entdo, composi¢cdes de limpeza podem compreender uma ou
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mais dessas enzimas de degradagdo de hemicelulose em combinagdo com
pectato liase. Deste modo, enzimas selecionadas para uso em composicoes
compreendidas funcionariam otimamente em uma faixa de temperatura de a
partir de cerca de 15-50°C e um pH de a partir de cerca de 6,0 a cerca de
8,0.

Endo- e exo-xilanases sdo enzimas acessorio tal como
glucuronidases, arabinofuranosidases, acetil xilano esterase e esterase de
acido ferulico ou esterase de acido coumarico sdo discutidas em, por
exemplo, Kormelink (1992, Ph.D Thesis, University of Wageningen, Paises
Baixos). Essas enzimas sdo produzidas por uma ampla variedade de
microorganismos e tém temperaturas e pHs 6timos variaveis.

Tal como outras enzimas de degradacdo de parede celular
(CWDEs), galactanases sao sintetizadas por muitos microorganismos (vide,
por exemplo, Dekker e Richards, 32 ADV. CARBOHYDRAT. CHEM.
BIOCHEM. 278-319 (1976)). Em paredes de célula de planta, dois tipos de
arabinogalactanas estéo presentes: tipo |, 1,4-B-galactanas e tipo I, 1,3/1,6-
B-galactanas, que tém uma estrutura principal ramificada (Stephen, THE
POLYSACCHARIDES 97-193 (G.O. Aspinael (ed.), Academic Press, Nova
York, 1983)). Ambos tipos de galactanas requerem que seu préprio tipo de
endo-enzima seja degradado. Pode ser esperado que outras enzimas, tal
como enzimas de degradagdo de arabinana e exo-galactanase,
desempenhem um papel na degradagao de arabinogalactanas.

Lichenases (EC 3.2.1.73) hidrolisam ligagdes 1,4-B-D-glicosi-
dicas em B-D-glucanos contendo ligagdes 1,3 e 1,4. Lichenases reagem em
B-D-glucanos contendo apenas ligagdes 1,4 tal como, por exemplo, em
celulose. Entdo, aplicacdo de lichenase ndo danifica fibras de celulose em
tecidos. Lichenases sdo produzidas por bactérias tal como B.
amyloliquefaciens, B. circulans, B. licheniformis e por algumas plantas (vide,
por exemplo, S. Bielecki e outros, 10 CRIT. REV. IN BIOTECHN. 275-304
(1991)).

Arabinanas consistem em uma cadeia principal de subunidades

a-L-arabinose ligadas a-(1—5) umas as outras. Cadeias laterais séo ligadas
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a-(1—3) ou algumas vezes o-(1—2) a estrutura principal a-(1—5)-L-
arabinana. Em macgas, por exemplo, um terco da arabinose total esta
presente nas cadeias laterais. O peso molecular de arabinana é
normalmente cerca de 15 kDa.

Enzimas de degradagdo de arabinana sdo conhecidas ser
produzidas por uma variedade de plantas e microorganismos. Trés enzimas
obteniveis de Aspergillus Niger foram clonadas através de técnicas
bioldégicas moleculares (vide, por exemplo, Pedido de Patente Europeu
0506190). Também, arabinosidases de bactérias tal como Bacteroides foram
clonadas (vide, por exemplo, Whitehead e Hespell 172 J. BACTERIOL. 2408
(1990)).

Galactomananas sao polissacarideos de armazenamento
encontrados em sementes de Leguminosae. Galactomananas tém uma
estrutura principal de (1—4)-3-manana linear e s&o substituidas com
residuos de (1—6)-a-galactose unicos. Por exemplo, em goma guar, a razao
de manose/galactose € cerca de 2 a 1. Galactomananas sdo aplicadas como
espessantes em produtos alimenticios tal como molhos e sopas.

Enzimas mananase sio descritas, por exemplo, no Pedido PCT
Internacional WO 93/24622.

Glicomanana consiste em uma cadeia principal de glicose e
manose. A cadeia principal pode ser substituida com grupos galactose e
acetila; manases podem ser produzidas por varios microorganismos,
incluindo bactérias e fungos.

Outra classe de enzimas que pode ser incluida sao celulases.
Celulases sao algumas vezes incorporadas para melhorar maciez, como um
componente antidescamamento ou para efeitos de limpeza adicionais.
Celulases ndo podem ser usadas em quantidades significantes, uma vez
que muitas fibras téxteis compreendem uma aita porcentagem de fibras de
celulose. As fibras de celulose sao suscetiveis a quebra por celulases. Deste
modo, celulases, em si, ndo sdo entdo particularmente adequadas para
limpeza de téxteis e tecidos, porque elas ndao podem ser adicionadas em

uma quantidade suficiente para remover manchas de origem vegetal sem
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danificar o téxtil. Celulases podem ser adicionadas a um detergente ou
composigao de limpeza de téxtil junto com outras enzimas, que sao capazes
de quebrar paredes de célula de planta. As combinagbes enzimaticas
incluem concentragcdes menores de cada uma das enzimas individuais, por
causa da acdo acertada pela mistura de enzima sobre a massa fibrosa e
suas manchas. Entdo, o uso de enzimas de degradacdo de parede celular
pode criar condigbes de limpeza 6timas, sem dano as fibras téxteis, se a
quantidade de celulase(s) for reduzida para menos do que 50%, de
preferéncia menos do que 25% e com mais preferéncia menos do que 10%
da quantidade total (p/p) de enzimas de degradagao de parede de célula de
planta presentes na composicdo. Alternativamente, quaisquer enzimas
celulase podem estar presentes na composicéo de limpeza.

Em suma, um grande numero de enzimas de degradagéo de
parede de célula de planta existe, produzidas por organismos diferentes.
Dependendo de sua fonte, as enzimas diferem em especificidade de
substrato, pH e temperatura o6tima, Vmax, Km, etc. A complexidade das
enzimas reflete a natureza complexa das paredes de célula de planta, que
difere fortemente entre espécies de planta e dentro de espécies entre
tecidos de planta. Uma mistura de enzima adequada para uso em
composicdes de limpeza, biolimpeza e alvejamento pode ser preparada
dependendo da fonte de material de planta, do proposito da aplicacao e das
condicdes de aplicagdo especificas (por exemplo, pH, temperatura,
substrato, ions divalentes e presenga de perdxido).

Nos ultimos anos, a disponibilidade e variedade dessas enzimas
de degradacdo de parede de célula aumentaram consideravelmente, o que
abre a possibilidade de uso de combinagdes selecionadas dessas enzimas
como aditivos em composicbes detergente e de limpeza. Essas
composicoes detergente e de limpeza sao particularmente adequadas para a
remogao de manchas vegetais.

Como muitas das enzimas de degradacgao de parede celular
estudadas se originam de fungos e mostram pH 6timo na faixa de pH acido,

identificacdo de pectato liases que operam em pH acido, tal como aquelas
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discutidas aqui, € de beneficio para preparagdo de novas composigoes
detergente e de limpeza.

Em muitos casos, pode ser possivel obter as enzimas reveladas
através da cultura dos microorganismos produzindo-as e isolamento da
enzima da cultura ou do caldo de cultura. As enzimas podem também ser
obtidas através de tecnologia de DNA recombinante, com o que uma célula
hospedeiro é provida com a informacdo genética codificando a enzima
desejada, junto com elementos adequados para expressao desta informacgao
genética.

Uma célula hospedeiro pode ser um microorganismo homologo,
ou um microorganismo heterélogo, que pode incluir ambos mas nao esta
limitado a, bactérias, bacilos, leveduras e fungos; eles podem, no entanto,
também incluir células eucaridticas superiores tal como células de planta ou
animal. Pode ser também muito util prover uma célula hospedeiro com
informacao genética codificando mais de uma enzima ou mais de uma
atividade de enzima, por exemplo, uma enzima hibrida.

Embora alguma énfase tenha sido posta sobre microorganismos
como uma fonte conveniente para as enzimas, sera compreendido que
enzimas de qualquer fonte podem ser usadas, contanto que elas possuam a
atividade de serem capazes de quebrar pelo menos parte das paredes de
célula de planta.

Uma vez que esta atividade € a propriedade mais relevante,
ficara claro que derivados, fragmentos ou combinagdes dos mesmos com a
mesma atividade ou similar que aquela de pectato liase de B. subtilis podem
ser usados e devem ser incluidos dentro da definigdo de enzima.

Derivados incluem mutantes onde um ou mais aminoacidos
foram adicionados, deletados ou substituidos para manter ou melhorar
certas propriedades das enzimas, bem como enzimas quimicamente
modificadas.

Composi¢cbes podem compreender uma enzima unica, pectato
liase. Com mais preferéncia, sera uma mistura de enzimas diferentes, que

sdo de preferéncia capazes de degradar partes diferentes de paredes
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celulares de planta, auxiliam em alvejamento, limpeza ou remogdo de
componentes de mancha (por exemplo, manchas de uma composi¢ao
alimenticia onde componentes de parede celular de planta estido presentes
como espessantes ou agentes de endurecimento ou similar). A enzima €
uma exopoligalacturonato liase, que tem um substrato preferido de
poligalacturonato. Essas enzimas clivam o poligalacturonato em
galacturonatos insaturados A4:5. Os produtos sdo geralmente
digalacturonatos A4:5 insaturados separado da extremidade de redugao do
substrato. Até recentemente, pH 6timo foi indicado como entre 8,0 e 9,5 e
ions de calcio foram considerados uma necessidade absoluta para todas as
enzimas relatadas exceto aquelas para Erwinia spp. Vide, por exemplo John
R. Whitaker, "Microbiol Pectolytic Enzymes", em MICROBIAL ENZYMES
AND BIOTECHNOLOGY 158 (22 ed., W.M. Fogarty e C.T. Kelly, 1990,
Elsevier Science Pub. Co., Inc.).

Uma lista ndo-exclusiva de enzimas compreendida para uso em
combinacdo com a pectato liase de B. subtilis inclui 0 que segue. Amilases
podem ser usadas e incluem, por exemplo, a- ou B-amilases de origem
bacteriana ou fungica. Mutantes quimicamente ou geneticamente
modificados de tais amilases sdo também compreendidos. Uma listagem
exemplar de o-amilases inclui, por exemplo, a-amilases obteniveis de
espécies Bacillus, em particular uma linhagem especial de B. licheniformis
(Pedido da Gra-Bretanha N° 1296839). Amilases comercialmente
disponiveis relevantes incluem Natalase®, Stainzyme®, Duramy®,
Termamyl®, Termamy!® Ultra, Fungamyl® e BAN® (disponivel da Novozymes
A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) e Rapidasem e Maxamyl® (disponivel da DSM,
Holanda). Alternativamente, as o-amilases podem ser derivadas de
linhagens de Bacillus sp. NCIB 12289, NCIB 12512, NCIB 12513 e DSM
9375. Outras o-amilases incluem aquelas derivadas de Bacillus sp. DSM
12649 conforme revelado no WO 0060060 (aqui incorporado a titulo de
referéncia), bem como suas variantes. Outras amilases uteis sdo CGTases
(ciclodextrina glicanotransferases, EC 2.4.1.19), por exemplo, aquelas

obteniveis de espécies de Bacillus, Thermoanaerobactor ou
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Thermoanaerobacterium.

Endo-glicanases podem ser também usadas junto com pectato
liase e/ou outra enzima. Proteases compreendem aquelas de origem animal,
vegetal ou microbiana. Proteases de origem microbiana sao preferidas.
Mutantes quimicamente ou geneticamente modificados de tais proteases
estao incluidos nesta relagao. A protease pode ser uma serina protease, de
preferéncia uma protease microbiana alcalina ou uma proteinase tipo
tripsina. Exemplos de proteases alcalinas sao subtilisinas, especialmente
aquelas derivadas de Bacillus, por exemplo, subtilisina Novo, subtilisina
Carlsberg, subtilisina 309, subtilisina 147 e subtilisina 168 (descrita no, por
exemplo, WO 89/06279). Exemplos de proteases tipo tripsina sao tripsina
(por exemplo, de origem de porco ou bovina) e protease de Fusarium
conforme descrito, por exemplo, no WO 89/06270.

As enzimas podem também ser combinadas com uma hemi-
celulase para prover performance de detergéncia aperfeicoada sobre soélidos
que contém hemicelulose e polissacarideos similares. Tais hemicelulases
incluem xilanases, xiloglicanases, arabinofuranosidases, acetil xilano
esterases, glucuronidases, esterases de acido ferulico, esterases de acido
coumarico, endo-galactanases, mananases, endo- e exo-arabinanases, exo-
galactanases. Mananases adequadas incluem aquelas de origem bacteriana
ou fungica. Mutantes quimicamente ou geneticamente modificados estao
incluidos. Por exemplo, composi¢gdées podem compreender uma mananase
tal como aquela derivada de uma linhagem do género Bacillus,
especialmente Bacillus sp. 1633 revelada no WO 99/64619 ou Bacillus
agaradhaerens, por exemplo, da linhagem tipo DSM 8721. Uma mananase
adequada é Mannaway® produzida pela Novozymes A/S.

As combinagbes de enzima também compreendem o uso de
uma pB-glicanase (EC 3.2.1.6) para prover performance de detergéncia
aperfeicoada sobre sujeiras que contém B-glicanos. pB-glicanases preferidas
adicionais incluem lichenases e laminarinases. Por exemplo, pectato liase
pode ser combinada com outras enzimas pectinoliticas tal como

protopectinase, outras pectinases, poligalacturonase ou pectato liases
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adicionais para prover performance de detergéncia aperfeicoada sobre
sujeiras pectinaceas. Enzimas pectinoliticas adequadas incluem aquelas
descritas nos, por exemplo, WO 99/27083, WO 99/27084, WO 00/55309 e
WO 02/092741.

A pectato liase discutida aqui pode ser ainda combinada com
enzimas pectina liases (EC 4.2.2.10), ramnogalacturononao liases (EC nao
definido), endo-1,4-galactanases (EC 3.2.1.89), xiloglicanases (EC nao
definido), xilanases (EC 3.2.1.8), arabinanases (EC 3.2.1.99), a-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55), manano endo-1,4-manosidases (EC
3.2.1.78), B-manosidases (EC 3.2.1.25), $-1,3-1,4-glicanases (EC 3.2.1.73),
ramnogalacturonano hidrolases, exo-poligalacturonases (EC 3.2.1.67),
ramnogalacturonases (EC n&o definido), glicano 1,3-B-glicosidases (EC
3.2.1.58), glicano endo-1,6-B-glicosidases (EC 3.2.1.75), manano endo-1,4-
B-manosidases (EC 3.2.1.78), endo-1,4-B-xilanase (EC 3.2.1.8), celulose
1,4-celobiosidases (EC 3.2.1.91), celobioidrolases (EC 3.2.1.91),
poligalacturonases (EC 3.2.1.15), acetii e metil esterase (tal como:
ramnogalacturonano metil esterases, ramnogalacturonan acetil esterases,
pectina metilesterases (EC 3.1.1.11), pectina acetilesterases (EC néao
definido), xilano metil esterases, acetil xilano esterases (EC 3.1.1.72), feruloil
esterases (EC 3.1.1.73), cianmoil esterases (EC 3.1.1.73)) para prover
performance de detergéncia aperfeigoada sob sujeiras correspondentes.

Para aumentar remogao de sujeira, enzimas podem ser incluidas
com atividade de endo-separagao. Essas enzimas cortam compostos de
fibra polimérica em pedagos menores, e entdo aumentam a solubilizagdo da
massa de fibra com seus pigmentos associados.

As composicdes podem ser especificamente adaptadas para seu
uso pretendido. Por exemplo, composi¢gdes para limpeza de téxteis, ou a
mao ou automaticamente, vdo geralmente compreender ingredientes
diferentes das composigdes para limpeza de artigos de cozinha (talheres ou
lougas), pisos e azulejos. As composigoes de limpeza vao também diferir de
composicdes preparadas para uso como "pré-tratamento”, que sao aplicados

a um substrato com mancha ou sujeira antes da sua lavagem ou aplicagao
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de um segundo detergente.

Ingredientes comuns para tais composig¢des incluem tensoativos,
builders, agentes de alvejamento, enzimas tal como amilases e proteases,
etc.

Composicdes detergente podem ser formuladas como pés ou
liguidos de lavagem. Elas podem ser utilizadas como detergentes de
lavanderia, composi¢coes de lavagem de prato, limpadores de artigos
domeésticos ou domésticos (por exemplo, piso e azulejo), composi¢cdes de
pré-lavagem e/ou outras composigoes de limpeza de téxtil, tecido e roupa.
5.1.1 Tensoativos Téxteis

Outra modalidade refere-se a uma composigao aquosa contendo

pectato liase de B. subtilis compreendendo ainda um tensoativo exibindo

uma resposta compativel ou sinérgica com o efeito de alvejamento e/ou

limpeza aumentado. As composigdes fortificadas com tensoativo podem

compreender um sistema tensoativo, onde o tensoativo pode ser

selecionado de tensoativo n&o-idnico e/ou anidnico e/ou catidnico e/ou
anfolitico e/ou zwitteridnico e/ou semipolar, como uma combinagao de tais
tensoativos em combinagao com uma pectato liase. Outras enzimas podem
ser também incluidas na composigao.

O tensoativo esta tipicamente presente em um nivel de a partir
de 0,1% a 60% (com mais preferéncia 0,2%-15%) em peso e € com mais
preferéncia formulado de modo que ele promove, ou pelo menos nao
degrada, a estabilidade de qualquer enzima nessas composigdes.

Sistemas preferidos a serem usados compreendem um
tensoativo ndo-idnico e/ou anidénico. Condensados de 6xido de polietileno,
polipropileno e polibutileno de alquil fendis sdo adequados para uso como o
tensoativo nao-ibnico de sistemas tensoativos, com os condensados de
o6xido de polietileno sendo preferidos. Os produtos de condensagido de
alcoois alifaticos primarios e secundarios com cerca de 1 a cerca de 25
moles de 6xido de etileno sdo adequados para uso como o tensoativo nao-
idbnico de sistemas tensoativos nao-idbnicos. Também uteis como um

tensoativo nao-iénico sdo alquilpolissacarideos, conforme descrito, por
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exemplo, na Patente U.S. N° 4.565.647. Os produtos de condensagéo de
oxido de etileno com uma base hidrofobica formada pela condensagéo de
6xido de propileno com propileno glicol sdo também adequados para uso.
Outros tensoativos n&o-ibnicos Uteis nas composicdes descritas incluem
produtos de condensagdo de oxido de etileno com o produto resultante da
reacdo de oOxido de propileno e etilenodiamina, bem como alcool etoxilato,
nonilfenol etoxilato, alquilpoliglicosideo, o6xido de alquildimetilamino,
monoetanolamida de &acido graxo etoxilado, monoetanolamida do acido
graxo, amida do acido poliidroxi alquil graxo e derivados N-acil N-alquila de
glicosamina ("glucamidas").

Tensoativos anidnicos preferidos incluem tensoativos de alquil
sulfato alcoxilados e os ésteres de fosfato analogos. Tensoativos aniénicos
adequados a serem usados sdo tensoativos de alquil éster sulfonato,
olefinsulfonatos, alquil sulfatos (sulfatos de alcool graxo), alcool etoxi
sulfatos, alcano sulfonatos secundarios, metil ésteres de acido alfa-sulfo
graxo, acido alquil- ou alquenilsuccinico e sab&o, incluindo ésteres lineares
de acidos carboxilicos C8-C20 (isto &, acidos graxos), que s&o sulfonados
com SO; gasoso. Outros tensoativos anidnicos Uteis para limpeza de téxtil
podem ser também incluidos em uma composigdo de enzima aquosa.
Composicbes de enzima aquosas podem também conter tensoativos
catidnicos, anfoliticos, zwitteridnicos e semipolares, bem como os
tensoativos nao-idnicos e/ou anidbnicos outros que nao aqueles ja descritos
aqui.

Quando incluidas aqui, as composigoes de enzima aquosas
tipicamente compreendem de a partir de cerca de 1% a cerca de 40% em
peso e com mais preferéncia de a partir de cerca de 3% a cerca de 20% em
peso de tensoativos.

5.1.2 Agentes Antiespumantes

Outro ingrediente opcional em composigdoes de limpeza,

alvejamento e limpeza de téxtil pode ser um supressor de espuma ou agente
antiespumante. Agentes antiespumantes exemplares incluem silicones, DC-

S44 (Dow Corning) e misturas de silica-silicone. Os agentes antiespumantes
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sao normalmente empregados em niveis de a partir de 0,001% a 2% em
peso da composicdo, de preferéncia de a partir de 0,01% a 1% em peso.
Vide, por exemplo, Patente U.S. N° 3.933.622.

5.1.3 Proteases

Proteases adequadas para uso nas composigbes descritas
incluem aquelas de origem animal, vegetal ou microbiana. De preferéncia, as
proteases sdo de origem microbiana. A protease pode ser uma serina
protease ou uma metaloprotease, tal como protease microbiana alcalina ou
uma protease tipo tripsina. Exemplos de proteases incluem, mas nao estio
limitados a,

(a) aminopeptidases incluindo, mas nao limitado a, prolil
aminopeptidase (EC 3.4.11.5), X-pro aminopeptidase (EC 3.4.11.9), leucil
aminopeptidase bacteriana (EC 3.4.11.10), aminopeptidase termofilica (EC
3.4.11.12), lisil aminopeptidase (EC 3.4.11.15), triptofanil aminopeptidase
(EC 3.4.11.17) e metionil aminopeptidase (EC 3.4.11.18);

(b) serina endopeptidases incluindo, mas nao limitado a,
quimiotripsina (EC 3.4.21.1), tripsina (EC 3.4.21.4), cucumisina (EC
3.4.21.25), braquiurina (EC 3.4.21.32), cerevisina (EC 3.4.21.48) e subtilisina
(EC 3.4.21.62);

(c) cisteina endopeptidases incluindo, mas n&o limitado a,
papaina (EC 3.4.22.2), ficaina (EC 3.4.22.3), quimiopapaina (EC 3.4.22.6),
asclepaina (EC 3.4.22.7), actinidaina (EC 3.4.22.14), caricaina (EC
3.4.22.30) e ananaina (EC 3.4.22.31);

(d) endopeptidases asparticas incluindo, mas nao limitado a,
pepsina A (EC 3.4.23.1), Aspergilopepsina | (EC 3.4.23.18), Penicilopepsina
(EC 3.4.23.20) e Saccharopepsina (EC 3.4.23.25); e

(d) metaloendopeptidases tal como Bacilolisina (EC 3.4.24.28).

Exemplos ndo-limitantes de subtilisinas incluem subtilisina BPN',
subtilisina amylossacchariticus, subtilisina 168, subtilisina
mesentericopeptidase, subtilisina Carlsberg, subtilisina DY, subtilisina 309,
subtilisina 147, termitase, aqualisina, Bacilo PB92 protease, proteinase K,

protease TW7 e protease TW3.
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Proteases comercialmente disponiveis incluem Alcalase®,
Savinase®, Primase®, Duralase®, Esperase®, Kannase® e Durazym® (Novo
Nordisk A/S), Maxatase®, Maxacal®, Maxapem®, Properase®, Purafect®,
Purafect Oxp®, FN2® e FN3® (Genencor International Inc.).

Também uteis nas composicbes e métodos sdo variantes de
protease, tal como aquelas reveladas nos Pedidos de Patente Europeus
(EP) N°° 130756 (Genentech); EP 260105 (Genencor); EP 251446
(Genencor); Pedido Europeu 525610 (Solvay); e EP 214435 (Henkel);
Pedidos de Patente PCT Internacionais N°° WO 87/04461 (Amgen); WO
87/05050 (Genex); WO 88/08828 (Genex); WO 88/08033 (Amgen); WO
89/06279 (Novo Nordisk A/S); WO 91/00345 (Novo Nordisk A/S); e WO
94/02618 (Gist-Brocades N.V.); e Thomas e outros, 318 NATURE 375-376
(1985); Thomas e outros, 193 J. MOL. BIOL. 193:803-813 (1987); Russel e
outros, 328 Nature 496-500 (1987).

Atividade de proteases pode ser determinada, por exemplo,
conforme descrito em METHODS OF ENZYMATIC ANALYSIS, vol. 5 (32 ed.

Verlag Chemie, Weinheim, 1984).

5.1.4 Lipases
Lipases sdo também compreendidas para inclusdo em uma

composi¢ado compreendendo pectato liase de B. subtilis. Lipases adequadas
(também chamadas hidrolases de éster carboxilico) incluem, sem limitagao,
aquelas de origem bacteriana ou fungica, incluindo triacilglicerol lipases (EC
3.1.1.3) e Fosfolipase A, (EC 3.1.1.4). Lipases adicionais incluem, mas nao
estdo limitadas a, aquelas de Humicola (sinbnimo Thermomyces), tal como
de H. lanuginosa (T. lanuginosus) conforme descrito nas, por exemplo,
Patentes Européias N°° 258 068 e 305 216 ou de H. insolens conforme
descrito no Pedido PCT Internacional WO 96/13580; uma lipase de
Pseudomonas, tal como de P. alcaligenes ou P. pseudoalcaligenes (Patente
EP N° 218 272), P. cepacia (Patente EP N° 331 376), P. stutzeri (Patente da
Gra-bretanha N° 1.372.034), P. fluorescens, linhagem Pseudomonas sp. SD
705 (vide, por exemplo, Pedido PCT Internacional N° WO 95/06720 e WO
96/27002), P. wisconsinensis (Pedido PCT Internacional N°® WO 96/12012);
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uma lipase de Baccilus, tal como de B. subtilis (vide, por exemplo, Dartois e
outros, 1131 BIOCHEM. BIOPHYS. ACTA 253-360 (1993)), B.
stearothermophilus (Pedido Japonés N° 64/744992) ou B. pumilus (Pedido
PCT Internacional N° WO 91/16422). Outros exemplos podem incluir
variantes de lipase tal como aquelas descritas nos Pedidos PCT
Internacionais N°° WO 92/05249, WO 94/01541, WO 95/35381, WO
96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO 95/22615, WO
97/04079 e WO 97/07202; e Patente Européia N° 407 225 e 260 105.
Enzimas lipases comercialmente disponiveis incluem, mas nao estéao
limitadas a, Lipolase®, Lipolase Ultra®, Lipozyme®, Palatase®, Novozym® 435
e Lecitase® (todas disponiveis da Novo Nordisk A/S). A atividade de uma
lipase em uma composicdo pode ser determinada, por exemplo, conforme
descrito em METHODS OF ENZYMATIC ANALYSIS, vol. 4 (32 ed., Verlag
Chemie, Weinheim, 1984).

Enzimas de biolimpeza adicionais podem ser usadas com a
pectato liase. Tais enzimas de biolimpeza adicionais podem ser derivadas de
outros microorganismos ou enzimas de biolimpeza derivadas das enzimas
listadas acima onde um ou mais aminoacidos foram adicionados, deletados
ou substituidos, incluindo polipeptideos hibridos. Tais polipeptideos
derivados e hibridos podem ser usados contanto que os polipeptideos
resultantes exibam atividade de biolimpeza. Tais variantes podem ser
criadas usando procedimentos de metagénese convencionais e identificadas
usando, por exemplo, técnicas de avaliagdo de alto rendimento tal como os
procedimentos de avaliagdo de placa de agar. Por exemplo, atividade de
pectato liase pode ser medida através da aplicagédo de uma solugao de teste
a furos de 4 mm feitos em placas de agar (por exemplo, agar LB), contendo
poligalacturonato de sédio 0,7% p/v (Sigma P 1879). As placas s&o entéo
incubadas por 6 horas em uma temperatura particular (por exemplo, 25-
40°C). As placas sdo entdo molhadas em, por exemplo, ou (i) CaCl; 1M por
0,5 h; ou (ii) brometo de alquil trimetilamoénio 1% (MTAB, Sigma M-7635) por
1 hora. Ambos procedimentos causam a precipitagdo de poligalacturonato

dentro do agar. Atividade de pectato liase pode ser detectada atraveés do
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aparecimento de zonas claras dentro de uma base de poligalacturonato
precipitado. Sensibilidade do ensaio é calibrada usando diluicbes de uma
preparagao padrdo de pectato liase.

Determinagdo de temperatura, pH e dependéncia de cation
divalente de uma enzima de biolimpeza isolada pode ser conseguida usando
métodos convencionais. Por exemplo, um ensaio de atividade enzimatica
pode ser realizado em uma faixa de temperaturas e pHs, e na presenca e
auséncia de concentragdes de Ca*? diferentes, e temperatura e pH 6timo e
efeito de cation divalente (se algum) € quantificado. Temperatura, pH e
dependéncia de cation sdo entdo determinados para estabelecer a
adequabilidade de uma pectato liase particular para uso nas composicoes e
métodos de uso aqui compreendidos. Esses podem ser testados em uma
disposicdo de substratos também.

Enzimas de biolimpeza podem ser derivadas de sua célula de
origem ou podem ser recombinantemente produzidas e podem ser
purificadas ou isoladas. Conforme aqui usado, uma enzima "purificada" ou
"isolada"” € uma que foi tratada para remover material de n&o-enzima
derivado da célula onde ela foi sintetizada que poderia interferir com sua
atividade enzimatica. Tipicamente, a enzima de biolimpeza é separada do
microorganismo bacteriano ou fungico onde ela € produzida como um
constituinte endégeno ou como um produto recombinante. Se a enzima for
secretada no meio de cultura, purificagdo pode compreender separagdo do
meio de cultura da biomassa através de centrifugagao, filtragem ou
precipitagdo usando métodos convencionais. Alternativamente, a enzima
pode ser liberada da célula hospedeiro através de rompimento de célula, e
entdo separada da biomassa. Em alguns casos, purificagdo adicional pode
ser conseguida através de métodos de purificagao de proteina
convencionais, incluindo, sem limitagdo, precipitagdo de sulfato de aménio;
extragdo de acido ou caotropo; troca de ion; peneira molecular; e
cromatografia hidrofébica, tal como FLPC e HPLC; foco isoelétrico
preparativo; e eletroforese em gel de poliacrilamida preparativa.

Alternativamente, purificacdo pode ser conseguida usando cromatografia de
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afinidade tal como cromatografia de imunoafinidade. Por exemplo, pectato
liases recombinantes hibridas podem ser usadas tendo uma sequéncia de
aminoacido adicional que serve como um "tag" de afinidade, que facilita
purificagao usando uma matriz de fase sdlida apropriada.

A enzima de biolimpeza pode ser quimicamente modificada para
aumentar uma ou mais propriedades que proveem caracteristicas
vantajosas, tal como, por exemplo, solubilidade maior, labilidade menor ou
dependéncia de ion divalente, etc. As modificagbes incluem, sem limitagao,
fosforilagdo, acetilagdo, sulfagdo, acilacdo ou outras modificagbes de
proteina conhecidas daqueles de habilidade na técnica.

5.1.5 Sistema de Builder
As composigbes de acordo com a presente invengdo podem

compreender ainda um sistema de builder. Qualquer sistema de builder
convencional ¢ adequado para uso aqui incluindo materiais de
aluminossilicato, silicatos, policarboxilatos e acidos graxos, materiais tal
como tetraacetato de etilenodiamina, sequestrantes de ion de metal tal como
aminopolifosfonatos, particularmente acido etilenodiamino tetrametileno
fosfébnico e acido dietileno triamino pentametilenofosfénico. Embora menos
preferido por razdes ambientais obvias, builders de fosfato podem ser
também usados.

Builders adequados podem ser um material de troca de ion,
geralmente um material de aluminossilicato hidratado inorganico, mais
particularmente um zedlito sintético hidratado tal como zedlito hidratado A, X,
B, HS ou MAP.

Outro material de builder inorganico adequado ¢€ silicato em
camada, por exemplo, SKS-6 (Hoechst). SKS-6 € um silicato em camada
cristalino consistindo em silicato de sodio (NazSi;Os).

Policarboxilatos adequados contendo um grupo carboxi incluem
acido lactico, acido glicolico e derivados de éter dos mesmos.
Policarboxilatos contendo dois grupos carboxi incluem os sais soluveis em
agua de acido succinico, acido maldnico, acido (etilenodioxi)diacético, acido

maléico, acido diglicélico, acido tartarico, acido tartrénico e acido fumarico,
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bem como os éter carboxilatos descritos na, por exemplo, Patente U.S. N°
3.935.257 e carboxilatos de sulfinila. Policarboxilatos contendo trés grupos
carboxi incluem, em particular, citratos, aconitratos e citraconatos soluveis
em agua, bem como derivados de succinato tal como os materiais
carboximetiloxissuccinatos, lactoxissuccinatos e os oxipolicarboxilato tal
como tricarboxilatos de 2-oxa-1,1,3-propano.

Policarboxilatos contendo quatro grupos carbdxi incluem
oxidissucinatos; 1,1,2,2-etano tetracarboxilatos; 1,1,3,3-propano
tetracarboxilatos contendo subustituintes sulfo (vide, por exemplo, Patente
U.S. N° 3. 936.448); e os citratos pirolisados sulfonados; e policarboxilatos
contendo substituintes fosfona.

Policarboxilatos aliciclicos e heterociclicos incluem ciclopentano-
cis,cis-cistetracarboxilatos; ciclopentadienida pentacarboxilatos; 2,3,4,5-
tetraidro-furano-cis,cis; cistetracarboxilatos; 2,5-tetraidro-furano-cis;
discarboxilatos; tetracarboxilatos de 2,2,5,5-tetraidrofurano; 1,2,3,4,5,6-
hexano-hexacarboxilatos e derivados carboximetila de alcoois poliidricos tal
como sorbitol, manitol e xilitol. Policarboxilatos aromaticos incluem derivados
de acido melitico, acido piromelitico e acido ftalico revelados.

Policarboxilatos preferidos incluem hidréxi-carboxilatos contendo
até trés grupos carboxi por molécula, mais particularmente citratos.

Sistemas de builder preferidos para uso nas presentes
composicdes incluem uma mistura de um builder de aluminossilicato
insolGivel em agua tal como zedlito A ou de um silicato em camada (SKS-6) e
um agente de quelagdo carboxilato soluvel em agua tal como acido citrico.

Um quelante adequado para inclusao nas composigoes
detergentes de acordo com a invengdo é acido etilenodiamino-N,N'-
dissuccinico (EDDS) ou os sais de metal alcalino, metal alcalino-terroso,
amoénio ou amoénio substituido do mesmo, ou misturas dos mesmos.
Compostos EDDS preferidos sdo a forma de acido livre e o sal de sodio ou
magnésio dos mesmos. Exemplos de tais sais de soédio preferidos de EDDS
incluem NaEDDS e NasEDDS. Exemplos de tais sais de magnésio

preferidos de EDDS incluem MgEDDS e Mg;EDDS. Os sais de magnésio
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sao os mais preferidos para inclusdo em composicoes de acordo com a
invengao.

Também compreendidos sdao materiais de builder que podem
fazer parte do sistema de builder para uso em composigdes granulares
incluindo, mas ndo limitado a, materiais inorgénicos tal como carbonatos de
metal alcalino, bicarbonatos, silicatos e materiais organicos tal como os
fosfonatos orgénicos, amino polialquileno fosfonatos e amino
policarboxilatos.

Outros sais organicos soluveis em agua adequados sao os
acidos homo- ou copoliméricos ou seus sais, onde o acido policarboxilico
compreende pelo menos dois radicais carboxila separados um do outro por
ndo mais do que dois atomos de carbono. Sais de poliacrilato incluem
aqueles de um peso molecular de 2000 a 5000 Daltons e seus copolimeros
com anidrido maléico, tais copolimeros tendo um peso molecular de a partir
de 20.000 a 70.000, especialmente cerca de 40.000.

Sais de builder de detergéncia sdo normalmente incluidos em
quantidades de a partir de 5% a 80% em peso da composigao. Niveis
preferidos de builder para detergentes liquidos sao de a partir de 5% a 30%.
5.1.6 Agentes de Alvejamento

Ingredientes detergentes opcionais adicionais que podem ser

incluidos nas composicoes detergentes da presente invengdo incluem
agentes de alvejamento tal como perborato PB1, PB4 e percarbonato. Esses
componentes de agente de alvejamento podem incluir um ou mais agentes
de alvejamento de oxigénio e, dependendo do agente de alvejamento
escolhido, um ou mais ativadores de alvejamento. Compostos de
alvejamento de oxigénio presentes estardo tipicamente presentes em niveis
de a partir de cerca de 1% a cerca de 25%. Em geral, compostos de
alvejamento sdo componentes adicionados opcionais em formulagbes nao-
liquidas, por exemplo, detergentes granulares. Ele pode também incluir
sistemas de alvejamento conforme aqui discutido.

O componente do agente de alvejamento para uso aqui pode ser

qualguer um dos agentes de alvejamento Uteis para composi¢oes detergente
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incluindo alvejantes de oxigénio bem como outros conhecidos na técnica.

O agente de alvejamento adequado para a presente invencdo
pode ser um agente de alvejamento ativado ou ndo-ativado.

Uma categoria de agente de alvejamento de oxigénio que pode
ser usada compreende agentes de alvejamento de acido carboxilico e sais
dos mesmos. Exemplos adequados desta classe de agentes incluem
hexaidrato de monoperoxiftalato de magnésio, o sal de magnésio de acido
meta-cloro perbenzdico, acido 4-nonilamino-4-oxoperoxibutirico e acido
diperoxidodecanoditico. Tais agentes de alvejamento sdo revelados nas
Patentes U.S. N° 4.483.781, EP 0 133 354 e Patente U.S. N° 4.412.934.
Agentes de alvejamento altamente preferidos também incluem acido 6-
nonilamino-6-oxoperoxicaproico tal como aqueles descritos na Patente U.S.
N° 4.634.551.

Outra categoria de agentes de alvejamento compreende os
agentes de alvejamento de halogénio. Exemplos de agentes de alvejamento
de hipoaleto, por exemplo, incluem &acido tricloro isocianlrico e os
dicloroisocianuratos de sodio e potassio e N-cloro e N-bromo alcano
sulfonamidas. Tais materiais sdo normalmente adicionados a 0,5-10% em
peso do produto acabado, de preferéncia 1-5% em peso. Tais agentes de
alvejamento de halogénio sdao geralmente menos preferidos para uso em
detergentes enzimaticos.

Os agentes de liberagdo de perdxido de hidrogénio podem ser
usados em combinagao com ativadores de alvejamento tal como tetra-
acetiletilenodiamina (TAED), nonanoiloxibenzenossulfonato (NOBS, vide, por
exemplo, Patente U.S. N° 4.412.934), 3,5-trimetil-hexsanoloxibenzenossul-
fonato (ISONOBS, vide, por exemplo, EP 120 591) ou pentaacetilglicose
(PAG), que sdo per-hidrolisados para formar um peracido como a espécie de
alvejamento ativa, levando a efeito de alvejamento aperfeicoado. Ainda,
muito adequados sdo os ativadores de alvejamento C8 (6-octanamido-
caproil) oxibenzeno-sulfonato, C9 (6-nonanamido caproil)oxibenzenos-
sulfonatos e C10 (6-decanamido caproil)oxibenzenossulfonato ou misturas

dos mesmos. Ativadores também adequados sao ésteres de citrato acilados
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tal como revelado no Pedido de Patente Europeu N° 91870207.7.

Agentes de alvejamento (teis, incluindo peroxiacidos e sistemas
de alvejamento compreendendo ativadores de alvejamento e compostos de
alvejamento de peroxigénio para uso em composigdes de limpeza.

O peroxido de hidrogénio pode também estar presente através
da adigédo de um sistema enzimatico (isto €, uma enzima e um substrato
para a mesma) que é capaz de geragao de peroxido de hidrogénio no inicio
ou durante o processo de lavagem e/ou enxague. Tais sistemas enzimaticos
sdo revelados no Pedido de Patente Europeu EP 0 537 381.

Agentes de alvejamento outros que ndo agentes de alvejamento
de oxigénio sdo também conhecidos na técnica e podem ser utilizados aqui.
Um tipo de agente de alvejamento de nao-oxigénio de interesse particular
inclui agentes de alvejamento fotoativados tal como ftalocianinas de zinco
e/ou aluminio sulfonadas. Esses materiais podem ser depositados sobre o
substrato durante o processo de lavagem. Quando da irradiagdo com luz, na
presenca de oxigénio, tal como pendurando as roupas para secar a luz do
dia, a ftalocianina de zinco sulfonada é ativada e, consequentemente, o
substrato €& alvejado. Ftalocianina de zinco e processo de alvejamento
fotoativado preferidos sao descritos na, por exemplo, Patente U.S. N°
4.033.718. Tipicamente, uma composigao detergente vai conter cerca de
0,025% a cerca de 1,25%, em peso, de ftalocianina de zinco sulfonada.

Agentes de alvejamento podem também compreender um
catalisador de manganés. O catalisador de manganés pode ser, por
exemplo, um dos compostos descritos em "Efficient manganese catalysts for
low-temperature bleaching”, 369 NATURE 637-639 (1994).

5.1.7 Qutros componentes
Componentes adicionais que podem ser usados nas

composicoes detergente em varias combinagdes incluem agentes de
suspensdo e antirredeposigdo de sujeira, agentes de liberagdo de sujeira,
abrilhantadores oticos, abrasivos, bactericidas, inibidores de mancha, agente
colorantes e/ou perfumes encapsulados ou ndo-encapsulados.

Materiais de encapsulagdo especialmente adequados sao
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capsulas soluveis em agua que consistem em uma matriz de polissacarideo
e compostos poliidroxi.

Outros materiais de encapsulagdo soliveis em agua adequados
compreendem dextrinas derivadas de acido ésteres de amido ndo-gelati-
nizado de acidos dicarboxilicos substituidos (vide, por exemplo, Patente U.S.
N° 3.455.838). Tais dextrinas de acido-éster sdo, de preferéncia, preparadas
a partir de tais amidos tal como milho ceroso, sorgo ceroso, sagu, tapioca e
batata. Exemplos adequados dos ditos materiais de encapsulagdo incluem
N-Lok fabricado pela National Starch. O material de encapsulagao N-Lok
consiste em um amido de milho modificado e glicose. O amido € modificado
através da adi¢ao de grupos substituidos monofuncionais tal como anidrido
do acido octenil succinico.

Agentes antirredeposicao tipicos usados em detergentes incluem
coldides geralmente organicos, solUveis em agua, incluindo, por exemplo, os
sais soluveis em agua de acidos carboxilicos poliméricos tal como acido
poliacrilico ou acido polimaléico ou copolimeros do mesmo, cola, gelatina,
sais de acidos éter carboxilicos ou acidos éter sulfénicos de amido ou
celulose o sais de ésteres de acido sulfurico de celulose ou amido. Grupos
acidos contendo poliamidas soluveis em agua sdo também usados como
agente antirredeposi¢cdo. Preparacdes de amido soluveis e outros produtos
de amido diferentes daqueles mencionados acima, por exemplo, amido
parcialmente hidrolisado, podem ser também usadas. Carboximetil celulose
de sodio, metil celulose, hidroxietil celulose, metil hidroxietil celulose e
misturas das mesmas sdo de preferéncia usadas. Esses materiais sdo
normalmente usados em niveis de a partir de 0,05% a 10% em peso, com
mais preferéncia de a partir de 0,2% a 8%, com mais preferéncia de a partir
de 0,5% a 6% em peso da composicao.

Também compreendido é o uso de abrilhantadores o6ticos.
Abrilhantadores o6ticos preferidos sdo aniénicos em carater, cujos exemplos
sao 4 ,4'-bis-(2-dietanolamino-4-anilino-s-triazin-6-ilamino)estilbeno-2,2'
dissulfonato de dissédio; 4,4'-bis-(2-morfolin-4-anilino-s-triazin-6-ilamino-

estilbeno-2:2'-dissulfonato de dissédio; 4,4'-bis-(2,4-dianilino-s-triazin-6-
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ilamino) estilbeno-2,2'-dissulfonato de dissédio; 4',4"-bis-(2,4-dianilino-s-
triazin-6-ilamino) estilbeno-2-sulfonato de monossédio; (4,'4-bis-(2-anilino-4-
(N-metil-N-2-hidroxietilamino)-s-triazin-6-ilamino)-estilbeno-2,2'-dissulfonato
de dissédio; 4,4'-bis-(4-fenil-2,1,3-triazol-2-il)-estilbeno-2,2'-dissulfonato de
dissodio; 4,4'-bis(2-anilino-4-(1-metil-2-hidroxietilamino)-triazin-6-
ilamino)estilbeno-2,2'-dissulfonato de dissodio; 2-(estilbil-4"-(nafto-1',2":4,5)-
1,2,3-triazol-2"-sulfonato de sédio; e 4,4'-bis(2-sulfoestiril)bifenila.

Outros materiais poliméricos uteis sdo os polietileno glicois,
particularmente aqueles de peso molecular de cerca de 1000-10000 Daltons,
mais particularmente cerca de 2000 a 8000 e com mais preferéncia cerca de
4000. Esses sao usados em niveis de a partir de cerca de 0,20% a 5%, com
mais preferéncia de a partir de cerca de 0,25% a 2,5% em peso. Esses
polimeros e os sais de policarboxilato homo- ou co-polimérico previamente
mencionados s&o valiosos para melhora da manutengao da brancura,
deposi¢cdo de cinza no tecido e performance de limpeza em sujeiras de
argila, proteinaceas e oxidaveis na presenga de impurezas de metal de
transicdo. Agentes de liberacao de sujeira sdo também compreendidos para
uso em composigoes detergentes e de limpeza propostas. Essas podem
incluir copolimeros ou terpolimeros convencionais de acido tereftalico com
unidades etileno glicol e/ou propileno glicol em varias disposi¢des. Exemplos
de tais polimeros sdo revelados nas Patentes U.S. N°° 4.116.885 e
4.711.730 e EP 0 272 033. Também muito uteis sao poliésteres modificados
como copolimeros aleatdrios de tereftalato de dimetila, sulfoisoftalato de
dimetila, etileno glicol e 1,2-propanodiol, os grupos finais consistindo em
principalmente sulfobenzoato e secundariamente em monoésteres de etileno
glicol e/ou 1,2-propanodiol. O alvo é obter um polimero capeado em ambas
extremidades por grupos sufobenzoato, "principaimente”, no presente
contexto a maioria dos presentes ditos copolimeros vai ser capeada na
extremidade por grupos sulfobenzoato. No entanto, alguns copolimeros
serao menos do que completamente capeados, e entdo seus grupos finais
podem consistir em monoéster de etileno glicol e/ou 1,2-propanodiol, disto

consiste "secundariamente" em tais espécies.
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Também compreendido € o uso de agentes de amolecimento em
composigoes detergente. Esses agentes podem ser de tipo inorganico ou
organico. Agentes de amolecimento inorganicos sdo exemplificados pelas
argilas esmectita conforme revelado, por exemplo, na GB-A-1 400898 e na
Patente U.S. N° 5.019.292. Agentes de amolecimento de tecido organicos
incluem as aminas terciarias insolliveis em agua conforme revelado nas GB-
A1 514 276 e EP 0 011 340 e sua combinagdo com sais de amdnio mono
C412-C14 quaternario sao revelados na EP-B-0 026 528 e amidas de cadeia
dilonga conforme revelado na EP 0 242 919. Outros ingredientes organicos
uteis de sistemas de amolecimento de tecido incluem materiais de 6xido de
polietileno de peso molecular alto conforme revelado nas EP 0 299 575 e
0 313 146.

Niveis de argila esmectita estdo normalmente na faixa de a partir
de cerca de 5% a 15%, com mais preferéncia de a partir de cerca de 8% a
cerca de 12% em peso, com o material sendo adicionado como um
componente misturado seco ao restante da formulagdo. Agentes de
amolecimento de tecido organicos tal como aminas terciarias insolliveis em
agua ou materiais amida de cadeia dilonga s&o incorporados em niveis de a
partir de cerca de 0,5% a 5% em peso, normalmente de a partir de cerca de
1% a 3% em peso enquanto os materiais de 6xido de polietileno de peso
molecular alto e os materiais catibnicos solUveis em agua sao adicionados
em niveis de a partir de cerca de 0,1% a 2%, normalmente de a partir de
cerca de 0,15% a 1,5% em peso. Esses materiais sao normalmente
adicionados a porgao seca por pulverizagdo da composigdo, embora em
alguns casos possa ser mais conveniente adiciona-los como uma particula
misturada seca ou pulveriza-los como liquido derretido em outros
componentes solidos da composigao.

Outro componente para uso em composigoes detergente sdo
agentes de inibigdo de transferéncia de corante poliméricos. Esses agentes
podem ser incluidos nas composi¢goes detergentes de a partir de cerca de
0,001% a 10%, de preferéncia de a partir de cerca de 0,01% a 2%, com mais

preferéncia de a partir de cerca de 0,05% a 1% em peso de agentes de
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inibicdo de transferéncia de corante poliméricos. Os ditos agentes de
inibicdo de transferéncia de corante poliméricos sdo normalmente
incorporados a composigdes detergente a fim de inibir a transferéncia de
corantes de tecidos coloridos para tecidos lavados com os mesmos. Os
polimeros tém a habilidade em complexar ou adsorver os corantes fugitivos
retirados do tecido antes dos corantes terem a oportunidade de se ligarem a
outros artigos na lavagem. Agentes de inibicdo de transferéncia de corante
poliméricos adequados especialmente adequados sdo polimeros de N-oxido
de poliamida, copolimeros de N-vinil-pirrolidona e N-vinilbenzimidazol,
polimeros de polivinilpirrolidona, poliviniloxazolidonas e poliviniiimidazoéis e
misturas dos mesmos. Adigdo de tais polimeros também aumenta a
performance das enzimas de acordo com a invengao.

Sera aparente ao versado na técnica que varias modificagdes e

variagbes podem ser feitas nas composi¢coes, compostos e métodos

descritos aqui.
EXEMPLOS

Exemplo 1
Sintese e Purificagcdo de Enzima
A pectato liase de um derivado de Bacillus subtilis subsp. subtilis

linhagem 168 foi produzida em B. subtilis usando o promotor aprE para
transcrig&do eficiente do gene e a sequéncia de sinal AprE para a secrecao
eficiente da pectato liase no meio de cultura. O gene pel foi amplificado a
partir do DNA cromossomal (isolado de um derivado de Bacillus subtilis
subsp. subtilis linhagem 168 através de técnicas de extragdo de fenol
padréo) através de PCR usando o iniciador de oligonucleotideo avangado,
5-TTCAGCGAAGACAGCGCGCAGGCAGCTGATTTAGGCCACCAGACGTT
G GG-3' (SEQ ID NO: 3) e o iniciador reverso 5-TTTTCAAAGCTTTA
ATTTAA TTTACCCGCACCCGCTTGATTT-3' (SEQ ID NO: 4). O iniciador
avangado funde a sequéncia de codificagado da sequéncia de sinal AprE em
estrutura com a sequéncia de codificagcédo do gene pel maduro. O iniciador
avangado também inclui um sitio de restricao Bsb/ que apos clivagem gera

uma sequéncia protuberante que é compativel com um sitio BssHIl. O
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iniciador reverso introduz um sitio de restricdo Hindill apés o coédon de

parada da regido de codificagdo do gene pel. A reagdo PCR foi realizada

usando polimerase Herculase® (Stratagene, La Jolla, CA) essencialmente
conforme recomendado pelo fabricante. O fragmento de aproximadamente
1,2 quilobase (kb) foi purificado (Kit de Purificacdo PCR, Qiagen, Inc.,

Valencia, CA) e digerido com Bbsl e Hindlll. O vetor de expressdo, um
derivado de p2JM103, foi digerido com BssHIl e Hindlll, a faixa de vetor
isolada e entéo ligada ao fragmento de PCR digerido carregando o gene pel.
O vetor de expressao resultante, p2JM103pel, tem aproximadamente 700 pb
do promotor aprE e sequéncia de sinal (vide Ferrari e outros, 170, J.BACT.
170:289-295 (1988); e Henner e outros, 170 J. BACT. 170:296-300 (1988)),
comegando no sitio EcoRl a montante do promotor aprE e terminando no
sitio BssHII que foi introduzido na sequéncia de sinal AprkE. O sitio EcoRI do
fragmento de DNA aprE tinha sido clonado no sitio EcoRI do plasmideo
integracional pJM103 (Perego, "Integrational vectors for genetic manipulation
in Bacillus subtilis", em BACILLUS SUBTILIS AND OTHER GRAM-
POSITIVE BACTERIA: BIOCHEMISTRY, PHYSIOLOGY AND MOLECULAR
GENETICS, 615-624 (Sonenshein, Hoch e Losick (eds.), American Society
for Microbiology, Washington D.C., 1993). A sequéncia de DNA do
fragmento aprE dos sitios de restricdo EcoRl e BssHlI é: 5'-
GAATTCTCCATTTTCTTCTGCTATCAAAATAACAG ACTCGTGATTTTCCA
AACGAGCTTTCAAAAAAGCCTCTGCCCCTTGCAAATCGGATGCCTGTCT

ATAAAATTCCCGATATTGGTTAAACAGCGGCGCAATGGCGGCCGCATCT
GATGTCTTTGCTTGGCGAATGTTCATCTTATTTCTTCCTCCCTCTCAATA

ATTTTTTCATTCTATCCCTTTTCTGTAAAGTTTATTTTTCAGAATACTTTTA

TCATCATGCTTTGAAAAAATATCACGATAATATCCATTGTTCTCACGGAA

GCACACGCAGGTCATTTGAACGAATTTTTTCGACAGGAATTTGCCGGGA
CTCAGGAGCATTTAACCTAAAAAAGCATGACATTTCAGCATAATGAACAT
TTACTCATGTCTATTTTCGTTCTTTTCTGTATGAAAATAGTTATTTCGAGT

CTCTACGGAAATAGCGAGAGATGATATACCTAAATAGAGATAAAATCATC
TCAAAAAAATGGGTCTACTAAAATATTATTCCATCTATTACAATAAATTCA
CAGAATAGTCTTTTAAGTAAGTCTACTCTGAATTTTTTTAAAAGGAGAGG
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GTAAAGAGTGAGAAGCAAAAAATTGTGGATCAGCTTGTTGTTTGCGTTA
ACGTTAATCTTTACGATGGCGTTCAGCAACATGAGCGCGC-3' (SEQ 1D
NO: 5). A extremidade 3' do gene pel foi clonada a montante do terminador
LAT (do gene de a-amilase de Bacillus licheniformis, Yuuki e outros, 98, J.
Biochem., (Toquio) 1147-56 (1985)) usando um sitio Hindlll que tinha sido
introduzido na extremidade 5' do terminador. A extremidade 3' do terminador
LAT tinha sido clonada no sitio Hindlll do plasmideo pJM103 como um
oligonucleotideo de modo que o sitio Hindlll original no plasmideo foi
eliminado apo6s ligacdo. A sequéncia de DNA da regido de terminador LAT
do sitio Hindlll para o sitio Hindlll morto em pJM103 é:

5 AAGCTTAACTCGAGGTTAACAGAGGACGGATTTCCTGAAGGAAATCC
GTTTTTTT ATTTTTAATTAAGAGCTT-3' (SEQ ID NO: 6).

Para construir o hospedeiro de produgado, pJM103pel foi usado
para transformar BG3594comK de B. subtilis (degU™32, oppA, AspollE,
AaprE, AnpRE, amyE::xylRPxylAcomK-phleo). Células competentes foram
feitas através da indugdo com xilose do gene comK dirigida pelo promotor
xylA (Hahn e outros, 21 MOL. MICROBIOL. 763-75 (1996)). Transformantes

foram selecionados em placas de agar de Caldo Luria com 5 pg/mL de

cloranfenicol e coldnias selecionadas foram serialmente posta em linhas em
placas de agar de Caldo Luria com 25 pg/mL de cloranfenicol até que
crescimento de colénia rapido foi obtido a fim de selecionar clones com
numeros de copia de gene maiores. Para a produgao de pel, culturas foram
cultivadas em fermentadores de 14L.

Produgdo de pectato liase é baseada em parte em fermentacao,
recuperagédo e formulagdo de Bacillus conhecidas na técnica, e pode ser
ajustada consequentemente.

Para crescer em ino6cuo, caldo Luria-Bertoni (LB) foi
suplementado com glicose 1% e 25 ppm de antibiodtico cloranfenicol (usado
como um marcador de cepa) foram adicionados ao caldo. Meios ricos em
nutriente similares podem substituir o caldo LB. O meio foi semeado com
células que tinham sido congeladas em um estoque de glicerol em um banho

de nitrogénio liquido. A semente foi cultivada em frascos Erlenmeyer de 2L
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contendo 600 mL do meio preparado, agitados a 200 rpm a 37° C. O indcuo
culturado foi entdo transferido para um fermentador quando a densidade
optica (OD) a 550 nm era cerca de 1. O fermentador é alimentado com
componentes do meio nas concentragdes providas abaixo com base em 0+

(tamanho da batelada apos transferéncia do in6cuo).

Matéria-prima Concentracdo (g/kg 0+)
Farinha de soja 140,0
KH2PO4 5,4
NaH,PO, aq. 10,7
Acido Citrico 0,13
FeCls-6aq 0,09
MnCly-4aq 0,06
MgSO4-7aq 4,0
Antiespumante 2,0
Enzimas Celulase, hemicelulase,

pectina 20
Glicose 5,0

Meio de fermentagdao foi tratado com misturas industriais de
celulases, hemicelulases e pectinases, conforme indicado na tabela acima,
para tornar a solugdo menos viscosa. Para alimentar a batelada, 600 g de
glicose por kg de solugdo esterilizada foram usados. Niveis de glicose e
oxigénio dissolvido (DO) em excesso limitados foram mantidos até coleta.
Solugdo de aménia foi usada para controlar o pH em 7,4. O fermentador foi
esfriado para manter a temperatura em 37°C. Tempo de fermentagao total
foi de 36 horas.

Apods coleta, o caldo de fermentacdo foi esfriado. O caldo foi
entdo tratado com sais e floculantes e filtrado para remover células. O
material foi entdo ultrafiltrado para concentrar a pectato liase. A pectato liase
concentrada foi formulada para pH 6,25 com os estabilizadores de propileno

glicol 40% e Proxel 0,25%.
Pectato liase concentrada foi administrada em um gel Bis-Tris 4-
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12% NuPAGE com tampdo de administragdo MES. Um peso molecular
padrdo Mark12 (MW) foi administrado com as amostras (faixas 1 e 10). A
Figura 6 mostra o gel. A faixa 2 tem 2,5 ug de proteina total de albumina de
soro bovino (BSA) (controle). A faixa 3 tem 5 ug de BSA. A faixa 4 tem
pectato liase concentrada obtida como acima descrito em uma concentragao
de 5 ug por faixa e conforme diluido com HCI. A faixa 5 tem pectato liase
concentrada obtida conforme descrito acima em uma concentragdo de 5 ug
por faixa e como diluida com agua deionizada (DI). A faixa 6 tem 5 pg das
Novozymes Bioprep 3000L. A faixa 7 tem 10 ug de BSA. A faixa 8 tem 10 ug
de pectato liase obtida conforme acima descrito e conforme diluido com HCI.
A faixa 9 tem 10 pg da Novozymes Bioprep 3000L.

Exemplo 2
Caracterizacdo de Pectato Liase

Performances de remocgdo de pectina da pectato liase de B.

subtilis (SEQ ID NO: 1) foram comparadas com a pectato liase

comercialmente disponivel, Bioprep 3000L (Novozymes), sob as condigbes

gue seguem.

Proteina Total* | Proteina TCA*

Pectato Liases
mg/mL (mg/mL)

Exp. Pectato liase de B. subtilis
87,8 53,4

do Exemplo 1
Bioprep 3000L (Novozymes) 44,0 35,5

" Os resultados sdo calculados com base em uma converséo de 6,35 g de

proteina/g de nitrogénio. Adicionalmente, os resultados sao uma estimativa
de proteina total.

Materiais. O substrato utilizado era Army Carded Cotton Sateen,
tecido sem cola mas ndo alvejado da Testfabrics (Estilo N°. 428). Pectato
liase de B. subtilis do Exemplo 1 e pectato liase Novozymes Bioprep 3000L
foram utilizadas a 2 ppm de proteina total. Tampao BIS-TRIS propano 50
mM (BTP) em varios pH's foi analisado. O tampé&o foi ajustado usando HCI.

Corante Vermelho de ruténio 0,005% em uma solugao tampao de fosfato 50
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mM (pH 6,0) foi usado.
Procedimentos. Para realizar os perfis de pH e temperatura, o

que segue foi realizado. Perfis de pH e temperatura preliminares de remogéo
de pectina pelas enzimas foram obtidos através de incubacao de pedagos de
15,88 mm (5/8 polegadas) de discos de tecido de algodao (Testfabrics style
N°. 428) em uma placa de microtitulagéo de 12 pogos. Volume total de 2 mL
de tampao BTP/HCl e enzima foi adicionado a cada pog¢o de placa de
microtitulacdo de 12 pogos junto com um disco de tecido. Apds vedagao da
placa firmemente com um vedante de placa, a placa de 12 pogos foi posta
no agitador de incubadora e incubada por 60 minutos sob temperaturas alvo
a 250 rpm. Os discos foram enxaguados completamente com agua
deionizada. Apds enxague, 1,5 mL de corante Vermelho de ruténio 0,05%
em tampao de fosfato de sodio 50 mM em pH 6 foi posto em cada pogo
contendo um disco de tecido. A placa foi entdo incubada novamente no
agitador de incubadora por 15 minutos a 250 rpm. Os discos de tecido foram
entao tirados da solugdo de corante Vermelho de ruténio e enxaguados com
agua deionizada e secos ao ar.

Para quantificar remog¢ado de pectina pelas enzimas, valores
CIE*L de cada disco de tecido tingido foram medidos suando um
espectrofotometro (Minolta CR-200).

A pectato liase de B. subtilis do Exemplo 1 e Bioprep 3000L
foram também testadas quanto a sua atividade de resposta de dose em
remocao de pectina usando um Launder-Ometer. Para checar a eficacia de
remocgao de pectina, trés retalhos de 10,16 cm por 7,62 cm (4 polegadas por
3 polegadas) de tecido Army Carded Cotton Sateen (estilo Testfabrics N°
428, sem cola mas nao alvejado) foram tratados em um Launder-Ometer a
55°C por 20 minutos em pH 7,5 em tampao de BTH/HCI 50 mM para a
pectato liase do Exemplo. Bioprep 3000L foi testada com retalhos
equivalentes em BTH/HCI 50 mM em um pH 8,2.

ApoOs incubacao, todos os retalhos de tecido foram enxaguados
completamente com agua e entdo secos ao ar antes de tingimento com

vermelho de ruténio. Trés discos de tecido de 15,88 mm (5/8 polegadas)
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foram cortados de cada um dos retalhos de tecido tratados. Esses discos
foram entao tingidos com corante Vermelho de ruténio 0,05%. Tingimento foi
realizado em solugédo de fosfato de sodio 50 mM, em pH 6. Remocgéao de
pectina de cada tratamento foi quantificada de acordo com os procedimentos
descritos acima para os perfis de pH e temperatura.

Resultados. Remogao de pectina em perfis de pH e temperatura
preliminares € provida na Figura 2. Remoc¢ado de pectina foi medida através
de tingimento com corante vermelho de ruténio. Performance de remocgao de
pectina usando a pectato liase de B. subtilis demonstrou um perfil de
temperatura amplo e faixa de pH 6timo de cerca de 6 a 8 conforme mostrado
na Figura 1. O valor de CIE*L menor indica ligagdo de pectina maior.
Ligagdo de pectina indica uma performance de remocdo de pectina menor
pela enzima. Outros ensaios de limpeza podem ser usados, tal como aquele
descrito em Arne Solbak e outros, "Discovery of pectin-degrading enzymes
and directed evolution of a novel pectate lyase for processing cotton fabric",
280, J. BIOL. CHEM. 9431-9438 (2005).

A pectato liase do Exemplo 1 foi também testada quanto a sua
resposta de dose de remocgdo de pectina usando um Launder-Ometer. Os
resultados s&o mostrados na Figura 3.

Para comparar eficacias de remogao de pectina da pectato liase
de B. subtilis e pectato liase Novozymes Bioprep 3000L., experimentos foram
realizados como segue. Trés pedacos de 10,16 cm por 7,62 cm (4
polegadas por 3 polegadas) de tecido Army carded cotton sateen sem cola
(Testfabrics, estilo N° 428) foram tratados com concentracbes variadas de
pectato liase a 55°C por 20 minutos em um Launder-Ometer. Para comparar
as pectato liases sob seu pH 6timo, o pH de 7,5 foi usado para a pectato
liase GCOR e um pH de 8,2 foi usado para a Bioprep 3000L. Apds o
tratamento de 20 minutos, os retalhos de tecido foram completamente
enxaguados com agua deionizada e secos ao ar. Os discos de 15,88 mm
(5/8 polegadas) foram cortados de cada retalho de tecido, e os discos de
tecido foram tingidos com corante Vermelho de ruténio 0,05% para

quantificar remogao de pectina conforme previamente descrito.
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A pectato liase do Exemplo 1 foi também avaliada quanto a
estabilidade de peroxido a 25°C e 55°C. Atividade de pectato liase aumentou
na temperatura menor de 25°C sobre sua atividade na temperatura maior e
sobre a atividade de Bioprep 3000L. Atividade de pectato liase foi medida
usando acido poligalacturénico 0,2% (p/v) em tamp&o de Tris/HCI 25 mM,
glicina/NaOH 25 mM, pH 9. Atividade foi determinada medindo um aumento
linear em absorbadncia a 235 nm por 5 minutos usando um
espectrofotometro. Uma unidade de atividade de enzima foi definida como a
quantidade de proteina que produziu 1 pmol de oligogalacturonidas
insaturadas/minuto, que ¢é equivalente a 1 umol de digalacturonida
insaturada, usando um coeficiente de extingdo molecular para o dimero de
4600 M cm™ a 235 nm. Concentragdo de proteina foi determinada medindo
absorbancia a 280 nm, usando um coeficiente de extingdo baseado na
sequéncia de aminoacido da pectato liase do Exemplo 1. Atividade
especifica foi determinada como unidades/mg de pectato liase purificada. O
ensaio de atividade de pectato liase & conforme descrito em Arne Solbak e
outros, "Discovery of pectin-degrading enzymes and directed evolution of a
novel pectate lyase for processing cotton fabric", 280, J. BIOL. CHEM., 9431-
9438 (2005). Estabilidade de enzima na presenca de quantidades grandes
de peroxido foi avaliada usando o ensaio de atividade de pectato liase
conforme descrito. Os resultados do teste sdo mostrados nas Figuras 4A e
4B.

A pectato liase do Exemplo 1 foi também testada quanto a sua
estabilidade enzimatica na presenga do quelante, EDTA, usando o ensaio de
atividade de pectato liase conforme descrito por Solbak e outros (2005).
Composicoes de lavagem de preferéncia ndo tém cations divalentes tal
como calcio. No entanto, a presenca de cations é frequentemente requerida
para atividade enzimatica 6tima. A Figura 5 mostra que houve pouca perda
de atividade enzimatica da pectato liase do Exemplo 1 quando comparado
entre amostras com e sem EDTA em temperatura ambiente. No entanto,
houve perda significante de funcdo da enzima quando a temperatura foi

levada para 55°C comparado com as outras enzimas testadas.
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Com base nos resultados, outro aspecto compreende tomar a
pectato liase purificada do Exemplo 1 e trata-la com um perodxido, tal como
peroxido de hidrogénio durante recuperagdo para produzir um produto de
pectato liase com atividade significantemente maior do que a pectato liase
ndo-tratada. Por exemplo, com tratamento de perdéxido de hidrogénio a
pectato liase pode obter um ganho de 10% em atividade especifica. A
pectato tratada pode entdo ser usada nas varias composigbes e processos

de uma etapa descritos no pedido.

Exemplo 3
A pectato liase do Exemplo 1 foi formulada com propileno glicoi

(40%), Proxel (0,25%) (1,2-benzisotiazolin-3-ona) e em um pH de 6,25 + 0,1
usando acido acético. O ensaio foi realizado a 37°C para uma incubagao de
20 minutos. A medicdo de ponto final foi realizada usando um tamp&o de

glicina com CaCl, e um substrato de acido poligalacturanico.

OoD@2
.| OD@2 APSU/m
E’.thato s:lsalo 35 Cego 2§1 APSUem |L
1ase ' nmem | 210 . pH 10 de
Ferm. (WL) pH 10 Final amostra
pH 10
20040772 0,1374583 | 91638,9
UEC 500 0,712 0,124 | 0,588 62 y
20040773 0,1160948
UFC 500 0,613 0,124 | 0,489 93 77396,6

29040772 500 0,336 0.124 | 0,212 0,0563203 | 37546,8
Final 37 9

0,0845891 | 56392,7

20040773 | 509 | 0467 |0124 | 0,343

Final 7 8
20040396
caldo 500 0,415 [0,124 | 0,291 C5>,40733679 54455,9
integral
20040397
caldo 500 | 0,3055 | 0,124 |0,1815 | 9497906 | 16579,
integral

A APSU/mL final é calculada usando a formula que segue:
APSU/mL em amostra = APSU/mL da curva padrao x K x F/a,

onde K & o fator de diluicdo pelo qual a amostra € diluida; F € 2; como
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mistura 1:1 de mistura de enzima e substrato é usada; a € o volume pipetado
de amostra de enzima antes da diluicdo em mL. Uma vez conhecida a
densidade de amostras, as unidades de APSU/mL podem ser convertidas
para APSU/g. Esses calculos sao baseados na amostra Bioprep 3000L
tendo 3000 APSU/g e uma curva padrao foi gerada a partir desta amostra. A
curva padrdo da amostra de Bioprep 3000L tinha uma inclinagdo de
0,215793, uma interceptagdo de 0,010572 e um RSQ de 0,9982. Se a
atividade for perdida durante longo armazenamento da enzima, diga-se 10
vezes, de modo que Bioprep 3000L tem apenas 300 APSU/g, entdo todos os
numeros de atividade nas amostras contendo a pectato liase de B. subtilis
vao também diminuir 10 vezes. Este ensaio de ponto final requer um padrao
com atividade conhecida para medir atividade de amostras desconhecidas.
Exemplo 4

Composicdes de Limpeza Compreendendo Pectato Liase e Atividade

Pectato liase de B. subtilis exibiu limpeza de varias sujeiras

contendo carboidrato em condi¢cdes de lavagem Norte-americana. A pectato
liase do Exemplo 1 foi testada em detergente liquido de limpeza pesada
(HDL) padrao AATCC e detergente liquido Purex comercial da Dial em
maquinas de lavar de carregamento por cima em escala integral e
Tergotdbmetro de escala pequena em concentragoes de subpartes por
milhdo. Performance de limpeza de pectato liase foi comparada contra
amilases de Bacillus licheniformis e Bacillus sp. 707.

Testes foram realizados em duas escalas de maquina, um
Tergotdbmetro (United States Testing Co. Inc., Hoboken, NJ, USA) e uma
maquina de lavar americana de carregamento por cima (modelo Kenmore
Elite 110.26962503, Sears Roebuck e Co., Hoffman Estates, IL, USA).
Retalhos manchados foram obtidos do Center for Testmaterials BV (CFT,
Vlaardingen, Paises Baixos), EMPA Testmaterials AG (St. Gallen-Winkeln,
Suiga) e Warwick-Equest (Consett, Reino Unido). Manchas técnicas antigas
adquiridas de CFT e EMPA eram Cacau CFT CS-2, Tomate CFT CS-20,
Molho de Salada com Natural Black CFT CS-6, Sorvete de Chocolate EMPA
160, Amido em algodao EMPA 161, mingau EMPA 163 e Grama EMPA 164.
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Tecido manchado fresco testado da Warwick-Equest foram grama esfregada
e painéis multissujos 4 x 4 consistindo em varias manchas contendo
carboidrato incluindo Bagas Misturadas, Sopa de Tomate, Molho de Pasta
Tradicional Ragu, Mistura de Curry, Queijo C&G e Comida de Bebé de
Brécolis, Molho de Vegetal e Peru Heinz, Mostarda de Coleman, Molho de
Carne da Coleman, Molho de Carne Bisto, Cereal de Cacau da Kellogg's,
Banana Fresca, Azeitonas Pretas, Molho HP BBQ, Molho Marrom HP, Chilli
com Carne Homeprime, Ketchup de Tomate, Sorvete de Morango, Pasta de
Chocolate Nutella, Paprica Schwartz, Molho de Pimenta Econa Hot,
Cassarola de Linguiga da Coleman, Doplaza da Patak, Vindaloo da Patak,
Madras da Uncle Bens, Milkshake de Chocolate Frijj, Uvas do monte Pec,
Suco de Groselha Preta JW, Geléia de Cereja Preta da Robertson, Comida
para bebé de Magad e Banana Heinz, Cassarola de Carne da Coleman,
Comida para Bebé Pudim de Chocolate Heinz, Mousse de Chocolate da
Cadbury, Marmelada de Arando da St. Dalfour, Recheio de Torta de Cereja
Vermelha da Morton, Ameixas Frescas, Ameixas Secas Asda, Ketchup de
Curry Asda, Mag¢a, Laranja,Banana, Comida para Bebé& Rusk, Molho de
Tomate Seco ao Sol Heinz, Milkshake de Morango Frijj, Suco de Vegetal V8,
Cha, Café, Vinho Tingo Merlot, Raiz de beterraba da Baxter, Suco de Uva
Purpuro da Welch, Amora Silvestre J. West, Tomate Cortado em Pequenos
Pedagos Napolina, Tikka Homepride e Tinta QuinkBlue. Cada mancha foi
medida antes e apods tratamento através de refletancia optica usando um
Reflectobmetro Minolta CR-400 para a multimancha e CR-410 para as
sujeiras técnicas. A diferenga nos valores L, a, b foi convertida ara diferenca
de cor total (dE), conforme definido pelo espago de cor CIE-LAB. Limpeza
das manchas sao expressas como indice de remogdo de mancha percentual
(%SRI) tomando uma razéo onde a diferenga de cor entre a mancha inicial e
mancha limpa é dividida pela diferenga de cor entre a mancha inicial e o
tecido nao-manchado.Tipicamente 9 réplicas foram testadas em escala
tergotdmetro, retalhos em triplicata foram administrados em potes em

triplicata, enquanto 8 réplicas foram testadas em escala integral, retalhos em

quadruplicata em maquinas em duplicata.
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Experimentos de limpeza em pequena escala foram conduzidos
em um Tergotdmetro. Aproximadamente 1 L de agua de osmose reversa
Milli-Q foi adicionado a cada pote ao qual 1,5 g/L de detergente liquido
AATCC HDL WOB 2003, HEPES 5 mM pH 8,0 e dureza da agua de 6 graos
por galdo (em uma razdo de Ca:Mg 3:1) foi também adicionado e
temperatura foi deixada equilibrar para 25°C (77°F). O volume da solugéo foi
ocasionalmente ajustado para manter 40 g de tecido por litro de liquido de
lavagem quando os 3 retalhos multimancha adicionados a cada pote
excederam 40 g. Enzima e manchas foram adicionadas imediatamente antes
do inicio da favagem, que foi agitada a 100 rpm por 12 minutos a 25°C
(77°F). Seguindo a limpeza, os retalhos foram enxaguados por 3 minutos em
agua da torneira, centrifugados para remover agua em excesso e deixados
secar ao ar da noite para o dia. Remocao de sujeira foi avaliada através de
reflectometria conforme acima descrito e expressa como indice de remogéao
de sujeira percentual (%SRI). Dados sao também representados em delta
%SRI, onde a %SRI do tratamento controle, detergente sozinho, & subtraida
dos tratamentos com enzimas.

Limpeza em escala integral foi conduzida em um estojo de
lavagem Kenmore Elite Kinz size para Ultra Clean Cycle (15 min), carga
pequena (48 L), Autotem Frio/Frio, um enxague, agitacao lenta e
centrifugacdo rapida. Ou 1,5 g/L de detergente liquido de limpeza pesada
AATCC WOB 2003 e HEPES 5 mM pH 8,0 ou 1,5 g/L de detergente liquido
Purex foi adicionado junto com dureza de agua de 6 graos por galao (em
uma razdo de Ca:Mg de 3:1), enquanto a maquina de lavar enchia. A
temperatura foi controlada para 21,11°C (70°F) através de adigdo de agua
quente ou gelo, conforme necessario, uma vez a maquina tendo terminado
de encher. Enzimas, retalhos sujos e cascalho foram entdo adicionados a
maquina e o ciclo foi deixado prosseguir. Apds o ciclo de limpeza estar
completo retalhos foram deixados secar ao ar da noite para o dia. Remogéao
de sujeira foi avaliada através de reflectometria e expressa como indice de

remogdo de sujeira percentual (%SRI) e %SRI delta, conforme acima

descrito.
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A pectato liase de Bacillus subtilis provou ser eficaz na limpeza
de muitas sujeiras relevantes para o consumidor frescas bem como sujeiras
técnicas envelhecidas (vide Figuras 7-12). A contribuigdo para limpeza pela
pectato liase € muito mais pronunciada no HDL AATCC em pH 8,0 do que
em detergente liquido Purex em pH 9,6. Ela mostrou limpeza significante
abaixo de 0,5 ppm, mostrou limpeza sozinha e exibiu sinergia com amilase
em limpeza de algumas das sujeiras nao atribuida a efeitos aditivos de
combinagao das enzimas.

Todas as referéncias descritas acima sio aqui incluidas em sua

totalidade para todos os propositos.
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REIVINDICAGCOES

1. Composicao de biolimpeza compreendendo uma pectato liase
de Bacillus subtilis purificada em uma solugdo aquosa, onde a pectato liase
tem a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1 ou 95% de identidade com
ela.

2. Composicao de Dbiolimpeza da reivindicagdgo 1,
compreendendo ainda um sistema de alvejamento enzimatico ou um agente
de alvejamento quimico.

3. Composigdo de biolimpeza da reivindicagao 2, onde o agente
de alvejamento quimico &€ um alvejante oxidativo, perdxido de soédio,
hipoclorito de sodio, hipoclorito de calcio, dicloroisocianurato de sédio ou
combinagdo dos mesmos.

4. Composicdo de biolimpeza da reivindicagdo 1,
compreendendo ainda um agente de retirada de cola.

5. Composicdo de Dbiolimpeza da reivindicagédo 1,
compreendendo ainda um agente de biopolimento.

6. Composicdo de  Dbiolimpeza da reivindicagdo 1,
compreendendo ainda um corante.

7. Composicdo de Dbiolimpeza da reivindicagédo 1,
compreendendo ainda um agente de biopolimento e um corante.

8. Composicao de Dbiolimpeza da reivindicagdo 2,
compreendendo ainda um agente de retirada de cola.

9. Composigdo de biolimpeza da reivindicagao 2, onde o sistema
de alvejamento enzimatico compreende uma fonte de eéster, uma per-
hidrolase e uma fonte de peroxido de hidrogénio.

10. Composicdo de Dbiolimpeza da reivindicagédo 1,
compreendendo ainda uma segunda enzima selecionada do grupo
consistindo em pectinase, uma cutinase, uma celulase, uma hemicelulase,
uma protease, uma lipase, uma amilase e combinagbes das mesmas.

11. Composicdo de tratamento de uma etapa para tratamento de

téxteis compreendendo:
(a) uma pectato liase obtida de Bacillus subtilis tendo um peso molecular
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de cerca de 43 kD, um pl de cerca de 7,3 sob condigdes de SDS-PAGE de
redugdo e um pH oétimo de cerca de 5,0 a cerca de 11,0;

(b) uma ou mais enzimas de retirada de cola; e

(c) um ou mais agentes de alvejamento quimicos e/ou sistema de
alvejamento enzimatico.

12. Composigao de tratamento de uma etapa de acordo com a
reivindicagao 11, compreendendo uma segunda enzima selecionada do
grupo consistindo em uma segunda pectinase, uma cutinase, uma celulase,
uma hemicelulase, uma protease, uma lipase € uma combinagdo das
mesmas.

13. Composicao de tratamento de uma etapa de acordo com a
reivindicagao 11, compreendendo ainda um ou mais componentes auxiliares,
onde o dito componente auxiliar € um tensoativo, um emulsificante, um
agente de quelagdo e/ou um estabilizador ou uma combinagao dos mesmos.

14. Composigao de tratamento de uma etapa de acordo com a
reivindicagdo 11, compreendendo ainda um ativador de alvejamento.

16. Composicao de tratamento de uma etapa de acordo com a
reivindicagdo 11, onde o agente de alvejamento quimico € um alvejante
oxidativo, peroxido de soédio, hipoclorito de soédio, hipoclorito de calcio,
dicloroisocianurato de s6dio ou uma combinagao dos mesmos.

16. Composigao de tratamento de uma etapa de acordo com a
reivindicagdo 13, onde o dito tensoativo € um tensoativo nao-idnico, um
tensoativo aniénico, um tensoativo catidnico, um tensoativo zwitteridnico ou
uma combinagao dos mesmos.

17. Método para limpeza e alvejamento de um téxtil
compreendendo contato do téxtii por uma duracdo de tempo e sob
condi¢des adequadas para permitir branqueamento do téxtii com uma
solugdo aquosa compreendendo um agente de alvejamento quimico ou
sistema de alvejamento enzimatico e uma pectato liase obtida obtida de
Bacillus subtilis tendo um peso molecular de cerca de 43 kD, um pl de cerca
de 7,3 sob condi¢cdes de SDS-PAGE de redugao e um pH 6timo de cerca de

5,0a 11,0.
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18. Método de acordo com a reivindicagcdo 17, onde as
condigoes adequadas compreendem um pH que é entre cerca de 6 e cerca

de 8.
19. Método de acordo com a reivindicagdo 17, onde as ditas

condigdes adequadas compreendem uma duragdo de tempo entre cerca de

2 minutos e 24 horas.
20. Meétodo de acordo com a reivindicagéo 19, onde a duragao

de tempo esta entre cerca de 15 minutos e 12 horas.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 19, onde a duragao
de tempo esta entre cerca de 30 minutos e 6 horas.

22. Método de acordo com a reivindicagao 17, onde as ditas

condigcoes adequadas compreendem uma temperatura entre cerca de 15°C

e 95°C.
23. Método de acordo com a reivindicagdo 22, onde a

temperatura esta entre cerca de 20°C e 80°C.

24. Método de acordo com a reivindicagdo 22, onde a
temperatura esta entre cerca de 25°C e 60°C.

25. Método de acordo com a reivindicagao 17, onde o agente de
alvejamento quimico é peréxido de hidrogénio e esta presente em uma

concentragao entre cerca de 100 ppm a 5000 ppm.
26. Método de acordo com a reivindicagao 25, onde o agente de

alvejamento quimico é peroxido de hidrogénio e esta presente em uma
concentragao entre cerca de 500 ppm € 4000 ppm.

27. Método de acordo com a reivindicagao 25, onde o agente de
alvejamento quimico & perdxido de hidrogénio e esta presente em uma
concentragao entre cerca de 1000 ppm e 3000 ppm.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 17, onde as
condi¢des adequadas compreendem um pH de cerca de 6 a 8, uma duracao
de tempo de cerca de 2 minutos a 24 horas, uma temperatura de cerca de
25°C a 60°C e onde o agente de alvejamento quimico €& perdxido de

hidrogénio e esta presente em uma quantidade de cerca de 1000 ppm a

3000 ppm.
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29. Método para processamento de uma etapa de téxteis
compreendendo:

(a) provisao de uma composigdo de processamento téxtil de uma etapa e
um téxtil com necessidade de processamento, e onde a dita composigao de
processamento téxtil de uma etapa compreende uma pectato liase obtida de
Bacillus subtilis tendo um peso molecular de cerca de 43 kD, um pl de cerca
de 7,3 sob condigdes de SDS-PAGE de redugao e um pH 6timo de cerca de
6,0 a 8,0;

(b) contato do dito téxtii com a dita composi¢cdo de processamento de
téxtil de uma etapa por uma duragdo de tempo e sob condigbes suficientes
para permitir retirada de cola, limpeza e alvejamento do téxtil.

30. Método de acordo com a reivindicagdo 29, onde a composigao de
processamento de téxtil de uma etapa compreende ainda:

(a) uma ou mais enzimas de biolimpeza;

(b) um ou mais agentes de alvejamento quimicos e/ou sistemas de
alvejamento enzimatico; e

(c) um ou mais agentes de retirada de cola.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 30, onde a enzima de
biolimpeza € uma pectinase, uma cutinase, uma protease, uma celulase,
uma hemicelulase, uma lipase ou uma combinagao das mesmas.

32. Método de acordo com a reivindicagao 30, onde o agente de
retirada de cola € uma amilase, uma celulase, uma mananase ou uma
combinagdo das mesmas.

33. Método de acordo com a reivindicagdo 29, onde a
composicdo de processamento de téxtil de uma etapa compreende ainda um
componente auxiliar selecionado do grupo consistindo em um tensoativo, um
emulsificante, um agente de quelagado, um estabilizante ou uma combinagao
dos mesmos.

34. Método de acordo com a reivindicagao 30, onde o agente de
alvejamento quimico € um alvejante oxidativo, peroxido de sédio, hipoclorito

de sodio, hipoclorito de calcio, dicloroisocianurato de sddio ou combinagbes

dos mesmos.
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35. Método de acordo com a reivindicagdo 29, onde o dito téxtil
compreende um material celuldsico ou contendo celuldsico.

36. Método de acordo com a reivindicagdo 35, onde o dito
material celuldsico ou contendo celulésico compreende algodao.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 29, onde a

composig¢éo de processamento de téxtil de uma etapa compreende ainda um

corante.

38. Método de acordo com a reivindicagdo 29, onde as ditas
condigdes suficientes para permitir biolimpeza, bioalvejamento e retirada de
cola estdo em uma temperatura entre cerca de 15 e 65°C, um pH de cerca
de 6 a 8, por um tempo entre cerca de 2 minutos e 24 horas.

39. Método para preparagdo de téxtil compreendendo submeter
o dito téxtil a biolimpeza e bioalvejamento simultaneos ou sequenciais, onde

a dita etapa de limpeza compreende contato do dito téxtii com uma

' composigao aquosa compreendendo uma pectato liase de Bacillus subtilis

tendo um peso molecular de cerca de 43 kD, um pl de cerca de 7,3 sob
condigbes de SDS-PAGE de redugéo, e um pH 6timo de cerca de 6,0 a 8,0,
e onde o dito contato acontece sob condigbes adequadas para biolimpeza.
40. Método de acordo com a reivindicagdo 39, onde as etapas
de limpeza e alvejamento acontecem simultaneamente.
41. Meétodo de biolimpeza e tingimento de um téxtil
compreendendo:
(a) preparacao de uma solugdo aquosa compreendendo uma pectato
liase de B. subtilis tendo um peso molecular de cerca de 43 kD, um pl de
cerca de 7,3 sob condigbes de SDS-PAGE de redugdo e um pH 6timo de
cerca de 6,0 a 8,0, e onde a dita pectato liase esta presente em uma
quantidade de cerca de 10 a 500 mol/min/kg de téxtil em um pH de cerca de
6 a 8 e uma temperatura de cerca de 20°C a 40° e tendo menos do que 2
mM de cations divalentes;
(b) incubagdo do téxtil na solugdo aquosa por um tempo suficiente para
biolimpeza; e
(c) suplementacao da solugdo aquosa com um sistema de tingimento e
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incubacao do téxtil por um tempo suficiente para obter téxtil tingido.

42. Composigéo detergente compreendendo:
(a) um tensoativo;
(b) uma pectato liase de B. subtilis tendo um peso molecular de cerca de
43 kD, um pl de cerca de 7,3 sob condigdes de SDS-PAGE de reducgéo, e
um pH 6timo de cerca de 6,0 a 8,0, e
(c) opcionalmente um aditivo de detergente onde o dito candidato a
detergente € um builder, um agente de alvejamento quimico, um agente
antiespumante, um abrasivo, um agente de suspensdo, um agente de
liberacdo de sujeira, um bactericida, um lubrificante ou uma combinagao dos
mesmos.

43. Composicao detergente de acordo com a reivindicagao 42,
compreendendo ainda uma enzima hemicelulase selecionada do grupo
consistindo em: xilanase, arabinofuranosidase, acetil xilano esterase,
glucuronidase, esterase de acido ferulico, esterase de écido coumarico,
endo-galactanase, mananase, lichenase, endo-arabinase, exo-arabinase,
exo-galactanase ou uma combinagdo das mesmas.

44. Composic¢do detergente de acordo com a reivindicagao 42,
compreendendo ainda uma protease, uma celulase, uma lipase ou uma
combinagao das mesmas.

45. Método para limpeza de um téxtil compreendendo exposigao
de um téxtil com necessidade de limpeza a uma composigao detergente
compreendendo:

(a) um tensoativo;
(b) uma pectato liase de B. subtilis tendo um peso molecular de cerca de

43 kD, e um pl de cerca de 7,3 sob condi¢cdes de SDS-PAGE de redugéao; e

(c) opcionalmente um aditivo detergente onde o dito candidato a
detergente € um builder, um agente de alvejamento quimico, um agente
antiespumante, um abrasivo, um agente de suspensdo, um agente de
liberacdo de sujeira, um bactericida, um lubrificante ou uma combinagéo dos

mesmos.
46. Método de acordo com a reivindicagédo 45, onde a dita
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composicao detergente compreende ainda uma protease, uma celulase,
uma lipase ou combinag¢des das mesmas.

47. Meétodo para limpeza de wuma superficie dura
compreendendo tratamento de uma superficie dura com uma solugdo de
limpeza compreendendo uma pectato liase de Bacillus subtilis purificada.

48. Método de biolimpeza de um téxtil compreendendo:

(a) preparagdo de uma solugdo aquosa compreendendo uma pectato
liase de Bacillus subtilis em uma solugao aquosa, onde a pectato liase tem a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 1 ou 95% de identidade com ela; e
(b) incubacao do téxtil na solugao aquosa por um tempo suficiente para
biolimpeza.

49. Método de biolimpeza de um téxtil compreendendo:

(a) preparagdo de uma solucdo aquosa compreendendo uma pectato
liase de Bacillus subtilis em uma solugdo aquosa, onde a pectato liase tem a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 1 ou 95% de identidade com ela;
(b) e suplementagao da solugdo aquosa com uma enzima de retirada de
cola; e

(c) incubagao do téxtil na solugdo aquosa por um tempo suficiente para

biolimpeza e retirada de cola.
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Estabilidade da Pectato Liase: Efeitos de EDTA

| | | I

% de Perda RT (-)EDTA % D Pectato Liase GCOR
[ABioPrep 3000L

—d

o ~ 1
#dePerda RTMEDTA b 7 77 77 77 7777777777772

% de Perda 55°C (-)EDTA 7777777

[¢) o ]
% de Perda S5°C (MEDTA b7 7 7 7 77 777 77 77 7 77 77 7 7 A

{ | | |
0% 20% 40% 60% 80% 100%

% de Perda de Atividade (1 Hora)
PM (kDa) PM (kDa)
97.4
66.3
55 4 gg-i
36.5
31.0 gf-g
21.5 21'5
14.4 14’4
6.0
35 60
2.5 2'5

FIG. 6



5/12

Tergotdmetro: HEPES 5 mM pH 8,0, HDL AATCC 0,15 g/L, Dureza 6 gpg, 25° C (7° F), 12 min, 10 ppm de Pectato Liase
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Tergotometro: HEPES 5 mM pH 8,1, HDL AATCC 1,5 g/L, Dureza 6 pgp, 25° C (77° F), 12 min, 1 ppm de Pectato Liase
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CondicGes de NA de Escala Integral: HEPES 5 mM pH 8, HDL AATCC1.5 g/L, Dureza de 6 gpg, 21,11° C (70° F), 15 min
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RESUMO
Patente de Invencdo: "PECTATO LIASE E METODO DE USO PARA
BIOLIMPEZA".

A presente inven¢do refere-se aos compostos, composigoes e
métodos para pré-tratamentos de uma etapa enzimaticos de téxteis
celuldsicos e contendo celuldésico sdo revelados. Pré-tratamento compre-
ende limpeza e alvejamento, e, opcionalmente, retirada de cola dos téxteis
em varias combinagdes. O pré-tratamento de uma etapa pode ser tambéem
combinado com etapas de tingimento. Sdo também reveladas composigdes

para limpeza e remogao de mancha, tal como composi¢oes detergente.



	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

