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Tiivistelma - Sammandrag

Denimkankaan ja/tai -vaatteiden liisterin-
poiston ja entsymaattisen kivipesun aikana
tapahtuu usein sinisen védrin uudelleenker-
rostumista takaisin denimkankaan ja/tai
~vaatteiden pinnocille. Keksint® koskee
uudelleenkerrostumista tai takaisinvar-
jéystd estdvdd koostumusta ja menetelmé&i,
joka vaatii lisdtyn proteaasin sisdllytté-
mistd ennen kivipesuprosessia, sen aikana
tai sen jélkeen, joka 1lisdtty proteaasi
vahentdd sinisen vérin uudelleenkerrostu-
mista ja parantaa siten kivipesuprosessia
kdytettdessd uudelleenkerrostus- tai ta-
kaisinvdrjédyssellulaaseja tuottaen ulko-
nddn, joka on l&hemp&nd ulkondkdd, joka
saadaan kdyttdmdlld kivipesuprosessissa
pelkdstddn kivia tai uudelleenkerrostus-

sellulaaseja.

Under klisteravldgsningen och den enzyma-
tiska stentvadtten av denimtyg och/eller

klader sker ofta 4&terdeposition av den
bléda fargen pd ytan av denimtyget och/el-
ler -kladerna. Uppfinningen avser en ater-
deposition eller aterfdrgning férhindrande
komposition och ett forfarande, vilket
erfordrar inkorporering av tillsatt prote-
as fére stentvittsprocessen, under denna
eller efter denna, varvid det tillsatta
proteaset minskar aterdepositionen av den
blda fargen och forbattrar salunda sten-
tvittsprocessen vid anvdndning av aterde-
positions- eller aterfargningscellulaser,
varvid man erhdller en produkt som mera
liknar det som erhalles da man vid sten-
tvattsprocessen anviander endast stenar

eller aterdepositionscellulaser.
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ENTSYMAATTISTEN KOOSTUMUSTEN KAYTTO JA MENETELMIA KIVIPESTYN
ULKONAON TUOTTAMISEKSI! INDIGOVARJATYLLE DENIMKANKAALLE

RISTIVIITTAUS LITTYVIIN HAKEMUKSIIN

Téma patenttihakemus on jatkohakemus US-patenttihakemukselle sar-
5 janro 08/075 657, jatetty 11. kesdkuuta 1993, joka on jatkohakemus US-
patenttihakemukselle sarjanro 07/897 721, jatetty 12. kesakuuta 1992.

KEKSINNON ALA

Tama keksintd koskee koostumusten kayttda ja menetelmia vahentaa
tai estdd sinisen indigovarin takaisinvarjdysta denimille denimkankaan ja -
10  vaatteiden Kivipesun aikana sellulaasientsyymeja kayttéen.

KEKSINNON TAUSTA

Denim on puuvillakangasta, joka on varjatty, tavallisesti siniseksi, indi-
govarilla. Yksi indigovarjatyn denimkankaan haluttava ominaispiirre on vérjattyjen
lankojen vuorottelu valkoisten lankojen kanssa, mikd normaalissa kaytdssa ja ku-

15 lutuksessa antaa denimille ulkonadn, jossa on valkoista siniselld. Erds denimin
suosittu ulkonakd on kivipesty vaikutelma. Perinteisesti kivipesu on suoritettu pe-
semalla denimmateriaali hohkakiven lasna ollessa, mistd on tuloksena kangas,
jolla on haalistunut tai kulunut ulkondkd edelld kuvatulla valkoinen-
siniselld-kontrastivaikutelmalla. Tama kivipesty ulkondké koostuu paaasiassa va-

20 rin poistumisesta tavalla, joka antaa tulokseksi materiaalia, jossa oli alueita, jotka
ovat vériltddn vaaleampia sailyttden halutun valkoinen-sinisella-kontrastin, ja ma-
teriaalia, joka on rakenteeltaan pehmeampaa.

Denimkankaan kasittelyssa kaytetdan nykyisin entsyymeja, erityisesti
sellulaaseja. Erityisesti sellulaaseja on kaytetty hohkakivien korvikkeena tai yhdis-

25 telmana hohkakivien kanssa perinteiseen "kivipesu"-prosessiin, jota kaytetdan
haalistuneen ulkonddn antamiseksi denimille. Entsyymien kéytén suosio kivi-
pesussa on kasvanut, koska kivien yksindan kayt6lla on useita haittoja. Proses-
sissa kaytetyt kivet aiheuttavat esimerkiksi koneiston kulumista ja rikkoutumista,
ne aiheuttavat ymparistollisia jateongelmia muodostuneesta kivijauhosta johtuen,

30 ja aiheuttavat korkeat tyokustannukset, jotka liittyvat kivien manuaaliseen pois-
toon vaatteiden taskuista. N&in ollen kivien vahentaminen tai poistaminen pesus-

: sa voi olla toivottavaa.
SO Vastakohtana hohkakivien kaytélle entsyymit (erityisesti sellulaasit)
e ovat turvallisia koneelle, aiheuttavat vahan tai ei lainkaan jateongelmaa ja vahen-
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tavat tyokustannuksia drastisesti. Sen vuoksi voi olla eduksi kayttaa kivipesuun
entsyymejd. Vaikka entsyymien, kuten sellulaasin, kaytté voi olla edullista kivien
yksindan kayttéon verrattuna, liittyy entsyymien tahan tarkoitukseen kayttéon kui-
tenkin joitain ongelmia. Esimerkiksi yhté joidenkin sellulaasien, kuten Trichoder-

5 masta olevien sellulaasien, ongelmaa voitaisiin kuvata varin epataydellisena pois-
tona, jota aiheuttaa jonkin suuruisen varimaaran "uudelleenkerrostuminen” tai "ta-
kaisinvérjdys" (molempia kasitteitd kadytetddn tassd keskenaan vaihdettavasti)
kankaalle entsymaattisen kivipesuprosessin aikana. Sellainen uudelleenkerrostus
tai takaisinvarjays aiheuttaa pinnalle sinivarjaystd, mista on seurauksena vahai-

10 sempi sinisten ja valkoisten lankojen vélinen kontrasti ja hankauspisteita (ts. sinis-
ta-siniselld-ulkondko edullisen valkoinen-siniselld-ulkonaén sijasta). Katso julkai-
sua American Dyestuff Reporter, syyskuu 1990, s. 24 - 28.

Uudelleenkerrostus tai takaisinvarjdys on vastenmielista eraille kaytta-

jille. Vaikka Trichoderma-sellulaaseilla tapahtuu takaisinvarjaysta, ne ovat edulli-

15 sia verrattuna Humicola-sellulaaseihin, joilla ei yleensa ole takaisinvarjaysta, joh-
tuen Trichoderma-sellulaaseilla ndhdystd suuremmasta spesifisestd aktiivisuu-
desta denimmateriaalilla. Lisdksi keksinndssa voivat olla eduksi korkeamman
puhtausasteen omaavat sellulaasit. Korkeasta spesifisesté aktiivisuudesta tai kor-
keasta puhtaustasosta voi myds olla seurauksena korkeampi hankausaste merkit-

20 tavasti lyhyemmissa kasittelyajoissa, ja ne ovat sen vuoksi denimkankaan valmis-
tajien suosiossa.

Vérin uudelleenkerrostumisen ongelma kivipesun aikana on denim-
kankaanvalmistajien erds huolenaihe. Aikaisempia yrityksid ongelman ratkaisemi-
seksi ovat mm. ylimadraisten uudelleenkerrostuksenestokemikaalien, kuten sur-

25 faktanttien, tai muiden aineiden lisddminen sellulaasipesuun irronneen indigova-
rin dispergoimisen auttamiseksi ja uudelleenkerrostumisen vahentamiseksi. Li-
sédksi denimkankaanvalmistajat ovat kokeilleet denimid kohtaan vdhemman spesi-

:::‘: fisen aktiivisuuden omaavien sellulaasien kayttéa yhdessa ylimaaraisten huuhte-
lujen kanssa. Tasta on tuloksena lisda kemikaalikustannuksia ja pitemmat kasitte-

30 lyajat. Erddseen toiseen menetelméan, jolla uudelleenkerrostusongelmaa yrite-
taan ratkaista, sisaltyy lievdn valkaisuaineen tai tahranpoistoaineen lisaaminen

-
Yy

prosessiin. Tdma menetelma vaikuttaa vaatteen lopulliseen véarisavyyn ja piden-

P ta4 kasittelyaikaa.
Vaikka namé& menetelmét auttavat jossain rajallisessa asteessa uudel-
35 leenkerrostuksen vahentdmisessa, eivat menetelmat ole taysin tyydyttavia, ja jon-
kin verran ei-hyvaksyttdvaa takaisinvarjdysta tapahtuu edelleen. Entsyymien ja ki-

;;;;;

aaaaa
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vien kayttd yhdessa voi olla edullista tdméan uudelleenkerrostumisongelman voit-
tamiseksi; valmistajalle jaa kuitenkin joitain kivien yksindan kayttéon liittyvid on-
gelmia.
Uudelleenkerrostuksen vahentamiseksi tai estamiseksi aikaisemmin
5 yritettyjen menetelmien heikkouksien perusteella on tarvetta ymparistéllisesti suo-
tuisammille ja kustannustehokkaammille menetelmille kivipesukasittelyn aikaisen
varin uudelleenkerrostus- tai takaisinvarjayskysymyksen ratkaisemiseksi.
Niinpa olisi toivottavaa keksia entsymaattinen koostumus tai menetel-
mé, joka lisdisi varin poistoa kivipesun aikana kaytettdessa uudelleenkerrostavia
10 tai takaisinvarjdavia sellulaaseja, joilla, vaikka tapahtuu takaisinvarjaysta, on kor-
kea spesifisen aktiivisuuden aste denimmateriaalilla.

PIIRUSTUKSET

Kuviossa 1 esitetddn kaavio suhteellisen heijastuskyvyn mittauksista

kivipesusta uudelleenkerrostavalla sellulaasilla ja erilaisilla lisatyilla proteaaseilla,
15  esimerkeissa 1, 2 ja 3 kuvatulla tavalla verrattuna kontrolliin uudelleenkerrostaval-
la sellulaasilla.

Kuviossa 2 esitetdadn kaavio suhteellisen heijastuskyvyn mittauksista
kivipesusta uudelleenkerrostavalla sellulaasilla ja erilaisilla lisatyilla proteaaseilla
verrattuna kontrolliin uudelleenkerrostavalla sellulaasilla, esimerkissa 4 esimerk-

20 kina kuvatulla tavalla.

IR KEKSINNON YHTEENVETO

Keksinnon hakijat ovat keksineet, etta indigovarjatyn puuvilladenim-
kankaan kasittely tehokkaalla maarélla uudelleenkerrostumisen tai takaisinvérjay-
tymisen estavaa koostumusta, joka kasittda uudelleenkerrostavaa sellulaasikoos-

25 tumusta ja lisattya proteaasia, jota on ylimaard verrattuna maériin, joita on luon-
nollisesti lasna luonnollisen organismin tuottamassa uudelleenkerrostavassa sel-
lulaasivalmisteessa, on parannus verraftuna uudelleenkerrostavaan sellulaasiin
yksinddn menetelméana varitiheyden vaihtelujen lisddmiseksi indigovérjatyn de-

5 . : nimkankaan pinnalle. Sellaisella koostumuksella késittelyn tulos on valkoisten ja

. 30 sinisten lankojen véalisen kontrastin paraneminen saavuttaen varin taydellisem-

: man poiston (enemman hohkakivilld saavutetun tuloksen tyyppinen). Kontrastin

paraneminen johtuu véarin uudelleenkerrostuksen vahenemisestd antaen tulok-
seksi hankauspisteitd, jotka ovat selvapiirteisempia ja joilla on suurempi valkois-
ten ja sinisten rihmojen vélinen kontrasti, antaen ylivoimaisen kivipestyn ulko-

e 85 naon. Tassa kuvattuihin koostumuksiin tai menetelmiin voidaan mahdollisesti lisa-

-----
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ta pieni prosenttiosuus pinta-aktiivista kemiallista surfaktanttia. Pinta-aktiivista ai-
netta lisattdessa sita voidaan lisata joko sellulaasin ja proteaasin kanssa pesussa
tai proteaasin kanssa jalkikasittelyhuuhteluna proteolyyttisen vaikutuksen paran-
tamiseksi.

KEKSINNON YKSITYISKOHTAINEN KUVAUS

Denimkankaalla, joka on kivipesty lisdéamalld sellulaasikasittelyn aika-
na tehokas maara lisattyd proteaasia uudelleenkerrostavan sellulaasin kanssa,
nahdaéan takaisinvarjdystason dramaattinen aleneminen ja valkoisten ja sinisten
lankojen valisen kontrastin ndkyva kasvu, ts. taydellisempi kivipesuvaikutus.
Vaikka keksinndn hakija ei tahdo pitdytya mihinkaan erityiseen teoriaan, tdman
yksi mahdollinen selitys voisi olla, ettd maaratyt komponentit, jotka ovat lasna uu-
delleenkerrostavan sellulaasin koostumuksissa (katso alla olevaa méaaritelmaa),
jotka kasittdvat seoksia useista entsyymeista, voivat sitoutua lujasti denimkankaan
pinnalle. Nam& komponentit voivat myds sitoa varilla varjattyja sellulaasifragment-
teja ja/tai itse varia sitoen siten varilliset materiaalit tai varin takaisin kankaaseen.
Lisatyn proteaasin lisdys poistaa tehokkaasti sellulaasiproteiineja tai estaa sellu-
laasiproteiineja tehokkaasti sitomasta varillisid partikkeleita takaisin denimkan-
kaan pinnalle ja silti se ei, hAmmadastyttavasti, vaikuta haitallisesti tulokseksi saa-
tuun, sellulaasin vaikutuksen aiheuttamaan hangattuun ulkonakéon.

Ennen keksinndn yksityiskohtaisempaa kasittelya maaritellaan seu-
raavat kasitteet.

Késite "lisatty proteaasi” viittaa proteaasin differentiaaliseen maaraan
mikro-organismin luonnollisesti tuottamaan maaraan verrattuna. Tama differenti-
aalinen madrd antaa tulokseksi takaisinvarjdyksen vahenemisen lisittdes-
sé uudelleenkerrostavaan sellulaasikoostumukseen kivipesuprosessin aikana.
Edullisesti sellainen differentiaalinen maara on ainakin 1 %:n enemman kuin ko-
konaisproteaasiproteiinimaara, joka luonnollisesti esiintyy uudelleenkerrostavaa
sellulaasikoostumusta tuottavassa mikro-organismissa. Lisdtyn proteaasin maa-
ran maardavat useat tekijat, kuten esimerkiksi lisatyn proteaasin puhtaus, aktiivi-
suus ja spesifisyys. Taman vuoksi lisdtyn proteaasin differentiaalinen méaara vaih-
telee uudelleenkerrostavan sellulaasikoostumukseen lisdtyn proteaasin tyypin
mukaan.

"Lisatty proteaasi” tdssd kaytettdessa voi olla peréisin joko ulkoisista
tai sisdisista lahteistd. Lisatty ulkoinen proteaasi viittaa niihin proteiineja hajotta-
viin proteaaseihin, jotka on johdettu tai kehitetty ulkopuolisesti mikro-organismin
sellulaasikoostumuksessa luonnollisesti Iasna olevista proteaaseista. Vaihtoeh-
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toisesti lisatty proteaasi voi olla sisaista. Tasséa tapauksessa lisatyt siséiset prote-
aasit viittaavat uudelleenkerrostavassa sellulaasikoostumuksessa olevaan prote-
aasin maaraan, joka on suurempi kuin mikro-organismin luonnollisesti tuottama
luonnollisesti esiintyvaa proteaasia koodittavan geenin yliekspressiolla. Prote-
aasia koodittavan geenin yliekspressiolla tuotettu lisdantyneen proteaasin maéara
on maara, joka antaa tulokseksi takaisinvarjayksen estymisen tai véhenemisen ki-
vipesuprosessissa. Edullisesti lisdys on ainakin 1 %:n suurempi kuin mikro-
organismissa luonnollisesti esiintyva proteaasin maara.

Proteaaseja on saatavissa useista lahteistd, joita ovat mm. mikrobiaa-
liset-, kasvi- ja elainlahteet, ja ne on kirjallisuudessa hyvin dokumentoitu. Joitain
tarkeita kaupallisia proteolyyttisia lahteitd ovat mm. Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis ja Aspergillus oryzae. Keksintéa varten sopivia proteaaseja ovat esimer-
kiksi seriini-, metallo- ja happoproteaasit, samoin kuin endo- ja eksoproteaasit.
Subtilisiinit ovat seriiniproteaaseja, jotka toimivat yleensa proteiinien ja peptidien
sisdisia peptidisidoksia katkaisten. Metalloproteaasit ovat ekso- tai endoprote-
aaseja, jotka vaativat aktiivisuutta varten metallikofaktoria. Yksi edullisista seriini-
proteaaseista on subtilisiini. Erityisen edullisia proteaaseja, jotka ovat keksinnos-
sa kayttokelpoisia, ovat proteaasit, jotka saadaan mikro-organismista, jota on mo-
difioitu geneettisesti tavoilla, jotka kuvataan US-patenttijulkaisussa 4 760 025 ja 5
185 258, jotka molemmat liitetdan tdhan viitteeksi.

Kasite "sellulaasikoostumus” kasittdd yhta tai useaa luonnollisesti
esiintyvan mikro-organismin tuottamaa ekso-sellobiohydrolaasi- (CBH), endoglu-
konaasi- (EG) ja R-glukosidaasi (BG) -komponenttia, jolloin kutakin naistd kom-
ponenteista esiintyy mikro-organismin luonnollisesti tuottamassa suhteessa, ja jo-
ta tassa toisinaan kutsutaan "taydelliseksi tai luonnolliseksi sellulaasikoostumuk-
seksi".

Otetaan huomioon, ettd keksinnbn mukaisessa kaytossa sellu-
laasikoostumukset voivat sisdltda myds sellulaasikoostumusta, joka on saatu mik-
ro-organismista, jota on modifioitu geneettisesti, jotta se ylituottaisi, alituottaisi tai
olisi tuottamatta yhté tai useaa sellulaasin CBH-, EG- ja/tai BG-komponenteista.
Muut modifioidut sellulaasikoostumukset voivat sisaltéda katkaistuja sellulaasipro-
teiineja, jotka sisaltdvat CBH:iden tai EG:iden joko sitoutumisdomeenin tai ydin-
domeenin, tai sen osan tai johdannaisen. Muut esimerkit modifioiduista sellu-
laasikoostumuksista voivat siséltda sellulaasien tai katkaistujen sellulaasien pri-
maarisen sekvenssin glykosyloitumisasteen muutoksia tai aminohap(p)o(je)n kor-
vauksen(ia).
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"Uudelleenkerrostuva tai takaisinvarjaava sellulaasi” viittaa tasséa kay-
tettdessa niihin sellulaaseihin, esimerkiksi Trichoderma-, joilla on denimkankaan
entsymaattisessa kivipesussa taipumus varjata kangas uudelleen johtaen epatay-
delliseen kivipesuun verrattuna pesuun yksistaan kivilla tai sellulaaseilla, joilla ei
ole takaisinvarjaysta, kuten Humicolasta olevilla sellulaaseilla. Uudelleenkerros-
tavat tai takaisinvarjaavat sellulaasit ovat peraisin mikro-organismeista, kuten sie-
nimikro-organismista Trichoderma sp. tai mistd hyvansd muusta mikro-
organismista, joka tuottaa sellulaaseja, joilla on kivipesuprosessissa denimkan-
kaaseen takaisinvarjays- tai uudelleenkerrostumisvaikutusta.

Keksinndn mukaisissa menetelmissa denimkangas saatetaan kontak-
tiin osittaista tai taydellistd entsymaattisesti kivipesemista varten lisétyn proteaa-
sin Kanssa, jota on riittdva maara takaisinvarjayksen vahentdmiseksi ja siten sinis-
ten ja valkoisten kuitujen valisen kontrastin lisddmiseksi. Proteaasi voidaan se-
koittaa yhdessa sellulaasin kanssa ja lisata sitten pesuun, joka siséltda indigovar-
jattyd denimkangasta, tai molemmat voidaan lisaté erikseen ja suoraan pesuun,
tai proteaasi voidaan lisata sellulaasipesun jélkeen huuhtelusyklissd. Vaihtoehtoi-
sesti proteaasi voidaan lisatd pesusykliin ennen sellulaasin lisadmistd samaan
pesusykliin. Olisi huomattava, ettad sellulaasikivipesukylpy voi siséltaa tai olla si-
saltdmatta nestettd aikaisemmasta liisterinpoistovaiheesta.

Keksinnén mukaisessa kaytossa uudelleenkerrostumista tai takaisin-
varjaysta estavat koostumukset siséltdvat lisattyja proteaaseja ja uudelleenkerros-
tav(a/i)a sellulaas(ia/ej)a. Eradssa erityisessa suoritusmuodossa keksinnén mu-
kaisesti kaytettava uudelleenkerrostumista tai takaisinvarjaysta estava koostumus
siséltdd uudelleenkerrostavaa- tai takaisinvarjaavaa sellulaasia ja lisattya prote-
aasia suhteessa noin 5 ppm kokonaisproteiinia uudelleenkerrostavassa sellulaa-
sissa: 1 000 ppm kokonaisproteiinia lisatyssd proteaasissa - 1 000 ppm koko-
naisproteiinia uudelleenkerrostavassa sellulaasissa: 1 ppm kokonaisproteiinia li-
sétyssad proteaasissa. Eraassa edullisemmassa suoritusmuodossa suhde on noin
10 ppm kokonaisproteiinia uudelleenkerrostavassa sellulaasissa: 200 ppm koko-
naisproteiinia lisatyssa proteaasissa - 200 ppm kokonaisproteiinia uudelleenker-
rostavassa sellulaasissa: 1 ppm kokonaisproteiinia lisatyssa proteaasissa. Koko-
naissellulaasi- ja proteaasiproteiini voidaan mitata ereilaisilla alalla tunnetuilla
maaritysmenetelmilld. Tassa edullisesti kaytetty maaritys on kaupallisesti saatava
biuret-Lowry-maaritys, jota myy yhtid6 Sigma Company, kédyttden vertailustandar-
dina naudan seerumialbumiinia (BSA).
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Uudelleenkerrostumista tai takaisinvarjdystd estavat koostumukset
voivat sisaltaa lisaksi erilaisia ammattimiesten tuntemia apuaineita. Esimerkiksi
surfaktantti (anioninen tai ioniton), joka on yhteensopiva uudelleenkerrostavan
sellulaasin ja lisdtyn proteaasin kanssa, olisi keksinnén mukaisesti kayttdkelpois-

5 ta. Edullisia surfaktantteja ovat ionittomat, kuten polyoksietyloidut alkoholit, joita
on surfaktanttien TRITON®-sarjassa (ionittomat oktyylifenoksipolyetoksietanoli-
surfaktantit), jotka ovat kaupallisesti saatavissa yhtiéstd Union Carbide. Katso
esimerkiksi US-patenttijulkaisua 5 006 126 naiden yhteensopivien surfaktanttien
naytettd varten. Olisi huomattava, ettéd surfaktantin sisallyttdminen voi lisata kivi-

10  pesuvaikutusta edelleen yhdisteimdné uudelleenkerrostavan sellulaasin ja lisatyn
proteaasin kanssa. Haluttaessa voidaan koostumuksen kanssa kayttaa tai siihen
siséllyttdd myds muita materiaaleja, mukaan lukien kivia, tayteaineita, liuottimia,
puskuroimisaineita, pH-arvon kontrollointiaineita, entsyymin aktivoijia, runkoainei-
ta (builders), entsyymin stabilointiaineita, muita uudelleenkerrostumista vastusta-
15  via aineita, ja vastaavia.

Takaisinvarjdysta estdva koostumus voidaan formuloida kiinteaksi
tuotteeksi, jossa kiintoaine voi olla rakeista, suihkukuivattua tai agglomeroitua.
Esimerkiksi entsyymia sisaltéviksi rakeiksi, joissa kerros voi sisaltda yhta tai use-
aa entsyymia, mukaan lukien sellulaaseja, proteaaseja, amylaaseja ja muita prote-

20 iineja, kuten kuvataan US-patenttihakemuksessa sarjanro 07/957 973, jatetty 7.

lokakuuta 1992, joka on jatkohakemus US-patenttihakemukselle sarjanro 07/772

510, jatetty 7. lokakuuta 1991. Nama patenttihakemukset liitetdan tédhan kokonai-

suudessaan viitteeksi. Sellulaasilla, proteaasilla ja amylaasilla paallystetyn partik-

kelin yksi ajateltu kayttdsovellutus on yhdistaa liisterinpoisto- ja kivipesukasittely

R 25 yhdessé ainoassa pesusyklissa.

P Vaihtoehtoisesti takaisinvarjaysta estavat koostumukset voidaan for-
muloida nestegeeli- tai tahnatuotteeksi. Tassa erityisessa suoritusmuodossa uu-
delleenkerrostavaa sellulaasia sekoitetaan lisatyn proteaasin kanssa suhteessa
noin 5 ppm kokonaisproteiinia uudelleenkerrostavassa sellulaasissa: 1 000 ppm

30 kokonaisproteiinia lisdtyssa proteaasissa - 1 000 ppm kokonaisproteiinia uudel-
leenkerrostavassa sellulaasissa: 1 ppm kokonaisproteiinia lisdtyssa proteaasissa.
Edella olevan seoksen stabiilin vesipohjaisen formulaation valmistamiseksi on
myds lisattava stabiloivia valmistusaineita, jotka kasittavat happea sisaltavia, vesi-
liukoisia orgaanisia liuottimia puskurissa pH-arvossa vélilla 4 - 6. Edullisesti sorbi-

35 toli ja glyseroli ovat suositeltavia stabiloivia valmistusaineita.

-----
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Eraassa edullisessa suoritusmuodossa edelld olevaa nesteformulaa-
tioseosta inkuboidaan korotetuissa lampétiloissa alueella noin 30 - 60 °C noin 1
tunnin - 2 viikon ajan ennen denimkankaalle levittdmista. Edullisimmassa suori-
tusmuodossa kaytetdan lampdétilaa noin 37 °C ja inkubointioaikaa noin 120 tuntia.
Ammattimies ymmartaa inkubointiajan méaaran riippuvan seoksen valmistukseen
valitusta lampdtilasta. Edelleen ammattimies ymmartaa, ettd voidaan kayttaa al-
haisempia ldmpétiloja; koostumuksessa kaytetyista sellulaaseista ja proteaaseista
riippuen voidaan kuitenkin vaatia pitempia reaktioaikoja. Edelleen otetaan huomi-
oon, ettd esikasitelty nesteformulaatio voidaan muuttaa kiinteaksi, ts. rakeiseen
muotoon, koostumuksen stabiiliuden sailyttamiseksi.

Keksinnén mukaisessa kaytossa voidaan lisatyt proteaasit lisata kivi-
pesukylpyyn yhdesséa uudelleenkerrostavan sellulaasin kanssa, tai kumpikin voi-
daan lisata kivipesusellulaasikylpyyn erikseen. Vaihtoehtoisesti proteaasi voidaan
lisata erillisessa syklissa joko ennen sellulaasikylpya tai seuraavassa huuhteluka-
sittelyliuoksessa. Kaikissa edellda huomioon otetuissa menetelmisséa uudelleenker-
rostus vahenee noin 5 %:lla, edullisesti noin 10 %:lla, kasiteltyjen vaatteiden taus-
tapuolen heijastuskyvyn mittauksella verrattuna kivipesuun yksistaan sellulaasin
kanssa. Heijastuskyvynmittausarvo kuvataan téydelisemmin tdman hakemuksen
kokeellisessa osassa. Olisi kuitenkin huomattava, etté heijastuskyvylle mitatut ar-
vot puristuvat kokoon verrattuna visuaalisiin eroihin, jotka nahdaan verrattaessa
kasiteltyd kangasta kasittelemattémaan. Nakoéhavainto on herkempi kivipesuvai-
kutuksen osoitin. Taten takaisinvarjdyksen nakdhavainto vaatteen taustapuolelta
paljastaa kasitellyn ja késitteleméattéman kankaan vélilld suuremmat erot reflekto-
metrilld maaritettyihin mittauksiin verrattuna.

Keksinnén eradssa suoritusmuodossa uudelleenkerrostavaa sellu-
laasia ja lisattyd proteaasia on ldsna suhteessa noin 5 ppm kokonaisproteiinia
uudelleenkerrostavassa sellulaasissa: 1 000 ppm kokonaisproteiinia lisatyssa
proteaasissa - 1 000 ppm kokonaisproteiinia uudelleenkerrostavaa sellulaasia:
1 ppm kokonaisproteiinia lisétyssé proteaasissa. Erddssé edullisemmassa suori-
tusmuodossa suhde on noin 10 ppm kokonaisproteiinia uudelleenkerrostavaa sel-
lulaasia: 200 ppm kokonaisproteiinia lisdtyssa proteaasissa - 200 ppm kokonais-
proteiinia uudelleenkerrostavassa sellulaasissa: 1 ppm kokonaisproteiinia lisatys-
sé proteaasissa.

Ammattimies ymmartaa, etta lisdtyn proteaasin tehokas maara vaihte-
lee riippuen joukosta hyvin ymmarrettyjd parametrejd, joita ovat mm. kaytetyn uu-
delleenkerrostavan sellulaasin maara ja puhtaus, samoin kuin ilman proteaasia
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tapahtuvan uudelleenkerrostuksen maara, kontaktiaika, kivipesun aikana irron-
neen varin maara, uudelleenkerrostavan sellulaasin ja/tai lisétyn proteaasin spesi-
finen aktiivisuus, Kivipesuprosessin pH-arvo ja 1ampdtila, tuotteen formulaatio
(nestemaista vai rakeista) ja vastaavat seikat. Alalla on hyvin tunnettua, etta lisa-
5 tyn proteaasin ja/tai uudelleenkerrostavan sellulaasin spesifista aktiivisuutta voi-

daan modifioida kéasittelemalla kantaa yhdistelma-DNA-tekniikalla kiinnostuksen
kohteena olevien komponenettien muuttamiseksi tai modifioimiseksi. Esimerkiksi
madréattyjen sellulaasikomponenttien yliekspressio osoitetaan us-
patenttihakemuksessa 07/770 049, joka litetdan tahan viitteeksi. Entsyymiaktiivi-

10 suuden tai -spesifisyyden modificimiseen voidaan myos kéyttda proteiininmuok-
kaustekniikoita, katso esimerkiksi US-patenttijulkaisua nro 4 760 025, joka liite-
taan tahan viitteeksi.

On yksinkertaista titrata lisatty proteaasi useilla pesuilla ja tarkastaa tu-
lokseksi saadut denimkangasndytteet visuaalisesti, jotta saataisiin tehokas maa-

15  réa, joka antaa tulokseksi takaisinvarjayksen vahenemisen. Olisi kuitenkin huomat-
tava, ettad takaisinvarjayksen vahentadmiseen vaikuttavan proteolyyttisen vaikutuk-
sen ja kulumisen vahentamiseen vaikuttavan proteolyyttisen vaikutuksen valilla on
olemassa tasapaino. On l6ydettava uudelleenkerrostavan sellulaasin optimisuh-
den lisdttyyn proteaasiin, jotta saavutettaisiin uudelleenkerrostuksen vastainen

20 vaikutus ilman haitallisesti vaikuttavaa hankausta.

Samoin heijastuskykyarvoja voidaan kayttaa uudelleenkerrostusasteen
seuraamiseen vaatteen taustapuolella, mutta se ei heijasta tarkasti vaatteiden
etupuolelta hankautuneiden kuitujen vélista kontrastia. Visuaalisesti maaritetyt
uudelleenkerrostuksen erot ovat selvempia kuin heijastuskykyarvojen erot, mutta

25 heijastuskykyarvot eivat nayta vaikutusta vahadisemméassa laajuudessa.

Samalla kun keksinndn mukaisessa kaytdssa uudelleenkerrostumista
tai takaisinvarjaysta estavat koostumukset, jotka on tarkoitettu denimkangaskivi-
pesuliuoksiin lisattaviksi (joko kiintednd aineena tai nesteend) sisaltavat uudel-
leenkerrostavia sellulaas(i/ej)a ja lisétty(j)a proteaas(i/ej)a, ne voivat edelleen si-

30 saltdd muita apuaineita, kuten surfaktantteja, tdyteaineita, dispergoimisaineita,
puskuriaineita tai pH-arvon kontrollointiaineita, entsyymiaktivaattoreita, runkoai-
neita, entsyymin stabilointiaineita tai muita uudelleenkerrostumisenestovalmistus-
aineita. Ammattimies voi helposti verrata eri yhdisteiden ja liuosten suhteiden tu-

“se emew  ww

loksia sellaisten koostumusten valittujen komponenttien optimoimiseksi. Keksin-
35 nodn hakijat ovat kuitenkin keksineet, etta kaytettyjen entsyymien tyypista ja edella
mainittujen valittujen valmistusaineiden erityisestd seoksesta riippuen entsyymi-

srate
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valmistusaineiden suhde on edullisesti alueella noin 5§ ppm kokonaisproteiinia
uudelleenkerrostavassa sellulaasissa: 1 000 ppm kokonaisproteiinia lisatysséa
proteaasissa - 1 000 ppm kokonaisproteiinia uudelleenkerrostavassa sellulaasis-
sa: 1 ppm kokonaisproteiinia lisdtyssa proteaasissa, kuten aikaisemmin maéaritel-
tiin. Erdassa edullisemmassa suoritusmuodossa suhde on noin 10 ppm kokonais-
proteiinia uudelleenkerrostavassa sellulaasissa: 200 ppm kokonaisproteiinia lisa-
tyssa proteaasissa - 200 ppm kokonaisproteiinia uudelleenkerrostavassa sellu-
laasissa: 1 ppm kokonaisproteiinia lisdtyssa proteaasissa. Tahan suhteeseen so-
pivat seké@ uudelleenkerrostavan sellulaasin etta lisatyn proteaasin spesifisen ak-
tiivisuuden erilaiset yhdistelmat, molempien suuresta spesifisesté aktiivisuudesta
molempien alhaiseen aktiivisuuteen ja naiden vélisiin variaatioihin, joissa yhdella
entsyymilld on suhteellisen suuri spesifinen aktiivisuus ja toisella suhteellisen al-
hainen. Lisaksi tdhan suhteeseen sopivat eri puhtauden omaavien entsyymien
erilaiset yhdistelméat, molempien suuresta puhtaudesta molempien alhaiseen puh-
tauteen ja naiden valisiin variaatioihin, joissa yksi entsyymi on suhteellisen puh-
dasta ja toisella on suhteellisen alhainen puhtaus.

Kun koostumukseen sisallytetadn surfaktanttia, sita on noin 5 - 85 %
joko nestemaisen tai kuivan koostumuksen kokonaispainosta. Ammattimies voi
kuitenkin alentaa surfaktantin konsentraation esimerkkien pohjalta maariin alle
5 %:iin nestemaisen tai kuivan koostumuksen kokonaispainosta keksinnén suoja-
alasta poikkeamatta. On my6s mahdollista lisdtd komponentit erikseen, kaikki ker-
ralla, tai perakkain (mukaan lukien erillisissd huuhtelusykleissd). Denimkankaan
kasittelyyn kaytetty koostumuksen maara riippuisi kuitenkin denimsubstraatilla ak-
tiivisten entsyymien maarasta ja niiden spesifisestd aktiivisuudesta tuolla sub-
straatilla, halutusta kivipesuvaikutuksen maarasta ja muista ammattimiesten tun-
temista parametreista.

Seuraavat esimerkit kuvaavat keksinndn mukaisesti kaytettavien koos-
tumusten ja menetelmien tehokkuutta, eika niité ole tarkoitettu rajoittaviksi. Lisétyn
proteaasin tai uudelleenkerrostavan sellulaasin, samoin kuin pesuolosuhteiden,
kuten konsentraation, mittauksen, pH-arvon, lampétilan ja vastaavien, muut valin-
nat ilmenevat ammattimiehelle téssa olevien opetusten pohjalta.

KOKEELLINEN OSA

Esimerkki 1

Kéytetdan 22,7 kg:n (50 Ib.) Unimac-varjdys/pesukonetta. Koneeseen
lisattiin noin 3,8 kg (10 Ibs.) haluttuja testidenimvaatteita. Kone taytettiin 38 Llla
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kuumaa vetta ja lammitettiin 55 °C:seen. Nestesuhde oli 10:1 (kg vaatetta:l nestet-
ta). Neste puskuroitiin happamaan pH-arvoon ~4,9 kayttamalla 44 g sitruunahap-
pomonohydraattia ja 100 g kaksiemaksista natriumfosfaattia.

pH-arvon vakiinnuttua lisattin uudelleenkerrostavaa sellulaasientsyy-
mid INDIAGE® 44L (Trichoderma-sellulaasikoostumusta, saatavissa kaupallisesti
yhtiéstd Genencor International, Inc.) nopeudella noin 0,5 ml tuotetta/l pesunes-
tettd (62,5 ppm kokonaisproteiinia). Sitten lisattiin proteaasientsyymid, GC899
(seriiniendopeptidaasia Bacillus subtiliksesta, saatavissa yhtioéstd Genencor In-
ternational, Inc.) noin 2,5 ml tuotetta/l pesunestetta (163 ppm kokonaisproteiinia).
Tama antoi tulokseksi annossuhteen noin 1:2,6 kokonaisproteiinin pohjalta. Vaat-
teita pestiin 60 minuutin ajan nopeudella 36 r/min. Taman jalkeen neste laskettiin
kylvysta.

Sitten vaatteet huuhdottiin standardisoidun protokollan mukaan puh-
distusnesteen kolmessa perakkaisessa syklissad. Huuhtelu nro 1 =91,2 1 (24 gals.)
kuumaa vettd, noin 50 °C, plus ~100 g standardidetergenttia WOB (laitoksesta
American Association of Textile Chemists and Colorists [AATCC], WOB = ilman
avivoimisaineita). Sekoitettiin 12 minuutin ajan nopeudella 36 r/min. Neste lasket-
tiin kylvysta. Huuhtelu nro 2 = 91,2 | (24 gals.) lamminta vetta, ~40 °C, ilman lisa-
detergenttejd, sekoitettiin 5 minuutin ajan. Neste laskettiin kylvysta. Huuhtelu nro
3 = 91,21 (24 gals.) kylmaa vetta, ~30 °C, detergentteja lisdamatta, sekoitettiin
5 minuutin ajan. Neste laskettiin kylvysta. Vaatteet uutettiin ja kuivattiin standar-
diséhkovaatekuivurissa.

Otettiin heijastuskykylukemia vaatteiden taustapuolelta Hunter Color
Difference Meter -laitetta (reflektometri) kayttamalla. Heijastuskyky mitattiin heijas-
tuskyky-prosenttina (tai valon kasitellystd kankaasta lahetyksena), jolioin L =
100 yksikkdd on valkoinen ja L = 0 yksikkéa on musta. Pelkastdan uudelleenker-
rostavalla sellulaasilla kasittelyyn (uudelleenkerrostussellulaasikontrolli = 0,5 ml
INDIAGE® 44l -tuotetta/l pesunestettd) verrattuna uudelleenkerrostavalla sellu-
laasilla plus lisatylla proteaasilla kasitellyt vaatteet antoivat tulokseksi merkittavas-
ti vahentyneen takaisinvarjdyksen samanlaisilla hankaustasoilla (heijastuskykyar-
vot 39,07 [uudelleenkerrostussellulaasikontrolli] verrattuna 42,87:4an [uudelleen-
kerrostava sellulaasi ja lisatty proteaasi]). Ndma heijastuskykyarvot varmistivat vi-
suaaliset havainnot. Lisatylld proteaasilla kasittely antoi tulokseksi paremman
hangatun kokonaiskontrastin. Katso kuviota 1.
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Esimerkki 2

Tama testi oli oleellisen samanlainen kuin esimerkki 1 kdyttden samaa
uudelleenkerrostavan sellulaasin tyyppid ja maaraa, mutta eri maarélla samaa li-
sattya proteaasia. Tama oli noin 0,5 ml tuotetta/l pesunestettd (33 ppm kokonais-
proteiinia) lisattya proteaasia. Tama antoi annossuhteen noin 1:0,5 kokonaispro-
teiinin pohjalta. Kaikki muut kasittelyparametrit olivat samat.

Uudelleenkerrostussellulaasikontrolliin  verrattuna heijastuskykyluke-
mat olivat kahden kasittelyn valilld merkittdvan erilaiset, mutta hankaustaso ei ol-
lut. Sellulaasikontrolli = 39,07 verrattuna sellulaasiin ja proteaasiin = 41,21. Lopul-
lisella hangatulla ulkonadlla oli parempi kontrasti lisatylla proteaasilla kéasitellyilia
vaatteilla verrattuna kasittelemattomaan (ei proteaasia) kontrolliin, lisatylla prote-
aasilla kasittely esimerkissa 1 oli kuitenkin parempi kuin esimerkissa 2 osoittaen
lisatyn proteaasin titrausvaikutuksen. Katso kuviota 1.

Esimerkki 3

Kasittely uudelleenkerrostavalla sellulaasilla oli sama kuin esimerkissa
1, mutta liséttya proteaasia lisdamatta. Neste laskettiin pois kylvysta ja aloitettiin
standardihuuhtelusykli esimerkissa 1 kuvatulla tavalla seuraavalia poikkeuksella:
huuhtelun nro 1 alussa lisattiin 1 ml GCS99-proteaasia/l huuhtelunestettd. Kaytet-
tiin yhteensa 100 ml liséttya proteaasituotetta (65 ppm kokonaisproteiinia). Kaikki
muut olosuhteet pysyivat samoina.

Lisatyn proteaasin kayttd detergentin kanssa huuhtelusyklissé antoi tu-
lokseksi merkittévasti vahentyneen takaisinvérjdyksen verrattuna sellulaasikont-
rolliin, jota huuhdottiin pelkastaan detergentilld. Heijastuskykyarvo oli 40,66 lisa-
tyn proteaasin huuhtelulla verrattuna arvoon 39,07 standardihuuhtelulia ilman li-
sattya proteaasia. Hankausaste oli molemmilla kasittelyilla sama, vaikka lisatylla
proteaasilla huuhdotuilla vaatteilla nahtiin parempi kokonaiskontrasti kuin stan-
dardihuuhtelulla iiman lisattya proteaasia. Katso kuviota 1.

Esimerkki 4

Seuraavat lisatyn proteaasin tuotteet testattiin esimerkissa 1 kuvattua
sellulaasinpesuprotokollaa kayttamalla yhdessa 0,5 mi:n kanssa tuotetta/l pe-
sunestettd uudelleenkerrostavaa sellulaasientsyymia (62,5 ppm kokonaisproteii-
nia) INDIAGE® 44L (Trichoderma-sellulaasikoostumus, saatavissa kaupallisesti
yhtiosta Genencor International, Inc.):

1. MULTIFECT™ P64 (bakteriaalinen proteaasi, joka on peraisin Bacil-
lus licheniformisista ja jota on saatavissa kaupallisesti yhtiosta Genencor Interna-
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tional, Inc.), jota annosteltiin tasolla noin 5 g tuotetta/l pesunestetta (71 ppm ko-
konaisproteiinia), jolloin saatiin annossuhde noin 1:1 kokonaisproteiinin pohjalta;

2. MULTIFECT™ P53 (bakteriaalinen proteaasi, joka on peraisin Bacil-
lus subtilisista ja jota on saatavissa kaupallisesti yhtidstd Genencor International,
Inc.), jota annosteltiin tasolla noin 5 g tuotetta/l pesunestetta (88 ppm kokonais-
proteiinia), jolloin saatiin annossuhde noin 1:1,5 kokonaisproteiinin pohjalta;

3. MULTIFECT™ P41 (sieniproteaasia, joka on peraisin Aspergillus
oryzaesta ja jota on saatavissa kaupallisesti yhtiostd Genencor International, Inc.),
jota annosteltiin tasolla noin 5 g tuotetta/l pesunestetta (172 ppm kokonaisproteii-
nia), jolloin saatiin annossuhde noin 1:2,75 kokonaisproteiinin pohjalta;

4. Subtilisiini GC399 (saatavissa yhtidsta Genencor International, Inc.),
jota annosteltiin tasolla noin 2,5 g tuotetta/l pesunestettéd (238 ppm kokonaisprote-
iinia), jolloin saatiin annossuhde noin 1:4 kokonaisproteiinin pohjalta.

Kaikki lisdtyn proteaasin kasittelyt antoivat tulokseksi vahemman uu-
delleenkerrostusta samanlaisilla hankaustasoilla verrattuna uudelleenkerrostus-
sellulaasikontrollivaatteisiin. Kaikissa tapauksissa lisatyn proteaasin kasittely pa-
ransi hangatun ulkdnadn yleiskontrastia. Katso kuviota 2. Témé esimerkki osoit-
taa vaikutuksen eri mikrobilahteista olevilla lisatyilld proteaaseilla, joilla on sama
uudelleenkerrostumisenvastainen vaikutus kuin aikaisemmissa esimerkeissa kay-
tetylla lisatylla proteaasilla.

Esimerkki 5

Suoritettiin sarja sellulaasipesuja osoittamaan lisatyn proteaasiproteii-
nin teho sindnsa uudelleenkerrostusasteen alentamisessa vastakohtana lisétyn
proteaasituotteen formulaatiokomponenteille. Kéytettiin GCS99-
proteaasiproteiinia, joka ei sisaltanyt lainkaan muita entsyymituoteformulaa-
tiokomponentteja kuin proteaasiproteiinia. Kaytettin samaa esimerkissa 1 kuvat-
tua sellulaasipesumenettelytapaa.

Suoritettiin seuraavat kasittelyt:

1. Puskurikontrolli (ei proteaasia tai sellulaasia).

2. Uudelleenkerrostussellulaasikontrolli = annos 0,5 ml INDIAGE®
44| -tuotetta (Trichoderma-sellulaasikoostumus, saatavissa kaupallisesti yhtiosta
Genencor International, Inc.)/l pesunestetta (62,5 ppm kokonaisproteiinia).

3. Uudelleenkerrostamaton sellulaasikontrolli = annos 2,5 ml DENI-
MAx™ (endoglukanaasi, joka on perdisin Humicolasta, ei-patogeenisestd ho-
meesta, ja on saatavissa kaupallisesti yhtiostd Novo Nordisk) -tuotetta/l pesunes-
tetta (100 ppm kokonaisproteiinia). Tama oli valmistajan suosittelema annos. 4.
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Lisatylla proteaasilla kasittely = annos 0,5 ml INDIAGE® 44L (Trichoderma-
sellulaasikoostumus, saatavissa kaupallisesti yhtiéstd Genencor International,
Inc.) -tuotetta/l pesunestettd (62,5 ppm kokonaisproteiinia) plus noin 0,18 mi
GCS99-proteaasiproteiinia/l pesunestettd (25 ppm kokonaisproteiinia). Taméa an-
toi tulokseksi annossuhteen noin 1:0,4 kokonaisproteiinin pohjalta.

Kaikki kasittelyt ajettiin pH-arvossa 5 paitsi uudelleenkerrostamatto-
malla sellulaasilla kasittely, joka suoritettiin pH-arvossa 7 valmistajan suositusten
mukaan. Heijastuskykylukemat esitetdan seuraavassa taulukossa 1:

Taulukko |
Kasittely Heijastuskyky (L-arvo)
Puskurikontrolli 43,25
Uudelleenkerrostussellulaasikontrolli 37,92

Uudelleenkerrostamaton sellulaasikont- | 42,60
rolli

Lisatylla proteaasilla kasittely 43,51

Heijastuskykytulokset vastaavat ndkdhavaintojen kanssa, ettd prote-
aasiproteiinin lisddminen alentaa vaatteille uudelleenkerrostumisen astetta. Pro-
teaasilla kasitellyilla vaatteilla on samanlaiset heijastuskykylukemat kuin uudel-
leenkerrostamattomalla sellulaasilla kasittely. Samoin hangatun kontrastin laatu
on parantunut proteaasikasittelylld uudelleenkerrostumissellulaasikasittelyyn ver-
rattuna.

Esimerkki 6

Seuraavissa kasittelyissd osoitetaan lisatyn proteaasin kaytté yhdis-
telmana surfaktantin kanssa, joko liséttyna erikseen uudelleenkerrostavan- sellu-
laasin kanssa tai liséttyna uudelleenkerrostumista estévana koostumuksena. Jal-
leen kaikissa tapauksissa kaytettiin samaa sellulaasipesuprotokollaa, joka kuvat-
tiin esimerkissa 1.

1. Puskurikontrolli (ilman proteaasia tai sellulaasia).

2. Uudelleenkerrostussellulaasikontrolli = annos 0,5 ml uudeileenker-
rostavaa sellulaasia, CELLUSOFT™L (Trichoderma-sellulaasivalmiste, saatavis-
sa kaupallisesti yhtiostd Novo Nordisk) -tuotetta/l peslunestettd (100 ppm koko-
naisproteiinia), plus annos 0,25 ml ionitonta TRITON® X-100 -surfaktanttia (ioni-
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tonta oktyylifenoksipolyetoksietanolisurfaktanttia, saatavissa kaupallisesti yhtiosta
Union Carbide Chemicals ja Plastics Co., Inc.) tuotetta/l pesunestetta (250 ppm).

3. Liséatty proteaasi/surfaktantti-kasittely = annos 0,5 ml uudelleenker-
rostavaa CELLUSOFT ™ML-sellulaasi (Trichoderma-sellulaasivalmistetta, saatavis-
sa kaupallisesti yhtiéstd Novo Nordisk) -tuotetta/l pesunestettd (100 ppm koko-
naisproteiinia), plus annos 0,25 mi ionitonta TRITON® X-100- surfaktantti (ioniton
oktyylifenoksipolyetoksietanolisurfaktantti, saatavissa kaupallisesti yhtidsta Union
Carbide) -tuotetta/l pesunestettd (250 ppm), plus noin 0,2ml GCS99-
proteaasiproteiinia/l pesunestettd (40 ppm kokonaisproteiinia). Tama antoi tulok-
seksi annossuhteen noin 1:0,4 kokonaisproteiinin pohjalta.

4. Uudelleenkerrostamaton sellulaasikontrolli = annos 2,5 mi DENI-
MAX™ L -tuotetta (endoglukanaasi, joka on perdisin Humicolasta, ei-
patogeenisestd homeesta ja jota on saatavissa kaupallisesti yhtidostd Novo Nor-
disk)/l pesunestetta (100 ppm kokonaisproteiinia).

5. Takaisinvarjayksenestokoostumusseosta = seosta, joka koostuu
uudelleenkerrostavasta Trichoderma-sellulaasista (yhtidstd Genencor Interna-
tional, Inc.), subtilisiiniproteaasista (GC399 yhtidstd Genencor International, Inc.)
ja ionittomasta surfaktantista (TRITON® X-120, ioniton oktyylifenoksipolyetoksi-
etanolisurfaktantti, saatavissa kaupallisesti yhtiostd Union Carbide) annosteltiin
tasolle 2 g seosta/l pesunestettd. Tama merkitsee suhdetta noin 1:0,4 sellu-
laasia/proteaasiproteiinia edelld maaritellylla tavalla. Tama annos sekoitetuotetta
antoi tulokseksi annokset 60 ppm kokonaisproteiinia sellulaasituotteesta, 24 ppm
kokonaisproteiinia proteaasituotteesta, ja 120 ppm surfaktanttia. Sekoitus koostui
3 %:sta kokonaisproteiinia sellulaasista, 1,2 %:sta kokonaisproteiinia proteaasista
ja 6 %:sta surfaktanttia.
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Taulukko Il
Kasittely Heijastuskyky (L-arvo)
Puskurikontrolli 43,25
Uudelleenkerrostussellulaasikontrolli 35,65
Proteaasi/surfaktantti-k&sittely 42,48
Uudelleenkerrostamattoman  sellulaasin | 42,60
kontrolli
Takaisinvarjdyksen estava koostumusse- | 42,33
koitus

5 Kuten voidaan nahd&, proteaasin lisdaminen uudelleenkerrostavaan

sellulaasiin surfaktantin 1asna ollessa, joko erillisind komponentteina lisattyna
kaikki yhdessé (proteaasi/surfaktantti-kasittely) tai yhtena ainoana takaisinvarjays-
ta estavana koostumuksena (takaisinvérjayksen estava koostumussekoitus), va-
hentad uudelleenkerrostuksen astetta merkittavasti. Proteaasikasittelyjen heijas-

10 tuskykyarvot ovat samanlaiset kuin uudelleenkerrostamattomalla sellulaasilla tai
puskurilla k&sittelyn heijastuskykyarvot. Ndkéhavainnot varmistavat tdmén. Myos
hangatun ulkon&én kontrasti on parantunut proteaasikasittelylld, joka on parempi
kuin kasittely uudelleenkerrostussellulaasikontroliilia.

Esimerkki 7

15 Testi suoritettiin oleellisesti samalla tavalla kuin esimerkki 1, paitsi etta
proteaasi ja uudelleenkerrostava sellulaasi sekoitetaan yhteen ennen pesusykliin
lisdamista. Seos, INDIAGE 44L.:43 ja Protease GCS99:34, valmistetaan suhtees-
sa noin 10:1 kokonaisproteiinin pohjalta. Tésséd esimerkissd maara on noin
111 ppm Kkokonaisproteiinia. Kun pesunesteen pH-arvo oli vakioitunut, lisattiin

20 uudelleenkerrostavan sellulaasin ja proteaasin seosta konsentraatiossa noin
1,0 ml seos/l pesunestetta. Kaikki muut kasittelyparametrit olivat samat kuin esi-
merkissa 1, paitsi etta tdssa esimerkissa ja esimerkissa 8 alla kaytettiin eri denim-
kangaseraa.

Uudelleenkerrostussellulaasikontrolliin - verrattuna heijastuskykyluke-
el 25 mat naytteelld, joka oli kasitelty uudelleenkerrostavalla sellulaasilla/proteaasilla,
e olivat merkittavasti erilaiset. Heijastuskykytulokset vastaavat nékdhavaintoa, etta
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proteaasiproteiinin lisddminen seokseen alentaa denimvaatteille uudelieenkerros-
tumisen astetta uudelleenkerrostussellulaasikontrolliin verrattuna. Proteaasikasi-
tellyilla vaatteilla nahdaan samanlaiset heijastuskykylukemat kuin kerrostamatto-
malla sellulaasilla kasittelylla. Hangatun kontrastin laatu kankaassa oli my6s pa-
5 rantunut uudelleenkerrostavan sellulaasin/proteaasin seoksen avulla verrattuna
uudelleenkerrostavaan sellulaasiin yksinaan. Katso taulukkoa lll alla.

Esimerkki 8

Testi suoritettin samalla tavalla kuin esimerkki 7 kayttden samaa uu-

delleenkerrostavan sellulaasin ja proteaasin seosta, sellulaasi/proteaasisuhdetta
10 muutettiin kuitenkin ja liitettiin mukaan lisakuumennusprosessi.

Valmistettiin seos, joka siséalsi INDIAGE 44L:84 ja Protease GCS99:44
suhteessa noin 60:1 kokonaisproteiinin pohjalta. Seosta kuumennettiin edelleen
lampétilaan 37 °C 120 tunnin ajan ennen pesusykliin lisdamisté. Tassa esimerkis-
sa maara on noin 122 ppm kokonaisproteiinia. Kaikki muut kasittelyparametrit oli-

15 vat samat kuin esimerkeissa 1 ja 7 kuvatut.

Taulukko Il
Kasittely Heijastuskyky (L-arvo)
Uudelleenkerrostusseliulaasikontrolli 45,08
i Uudelleenkerrostusseliulaa- 52,58
. si/proteaasiseos
feed? (esimerkki 7)
Uudelleenkerrostussellulaa- 52,53
. si/proteaasiseos

Lampokasittely (esimerkki 8)

Uudelleenkerrostamaton sellulaasikontrolli { 51,86

Samalla tavalla kuin tuloksissa esimerkistd 7, jossa vaatteet kasitel-

20 laan uudelleenkerrostavan sellulaasi/proteaasin seoksella, johtaa vaatteiden ka-
sittely aikaisemmin lammitetylld uudelleenkerrostavan sellulaasin/proteaasin
seoksella parantuneeseen takaisinvarjayksen vahenemiseen verrattuna vaattei-
siin, jotka on kasitelty pelkdstdadn uudelleenkerrostavalla sellulaasilla. Lis&ksi
hangatun ulkonaon kontrasti on selvasti parantunut kaytettdessa etukateen inku-
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boitua sellulaasi/proteaasiseosta verrattuna uudelleenkerrostussellulaasikontrol-
liin ja esimerkin 7 uudelleenkerrostavan sellulaasin/proteaasin seokseen.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmé paikallisesti rajoittuvien alueiden lisddmiseksi indigovér-
jatyn denimkankaan pinnalle, joilla paikallisesti rajoittuvilla alueilla on véritiheyden
vaihtelua ja suuri kontrasti denimkankaan sinisten ja valkoisten kuitujen valilla,
tunnettu siita, ettd denimkangas saatetaan kontaktiin:

a. tehokkaan maaran kanssa uudelleenkerrostavaa sellulaasia, joka
on riittéava varitiheyden vaihteluiden tuottamiseen; ja

b. tehokkaan maaran kanssa lisattyd proteaasia, joka on riittédva ta-
kaisinvarjayksen vdhentamiseen ja sinisten ja valkoisten kuitujen vélisen kontras-
tin

lisddmiseen missd hyvansa jarjestyksessa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siitd, et-
ta sellulaasin ja proteaasin tehokas méaara on suhde noin 5 ppm kokonaisproteii-
nia uudelleenkerrostavassa sellulaasissa : 1 000 ppm kokonaisproteiinia lisatyssa
proteaasissa - 1 000 ppm kokonaisproteiinia uudelleenkerrostavassa sellulaasis-
sa : 1 ppm kokonaisproteiinia lisatyssa proteaasissa.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, tunnettu sii-
ta, etta lisatty proteaasi on seriini- tai metalloproteaasia.

4. Minka tahansa patenttivaatimuksen 1 -3 mukainen menetelma,
tunnettu siita, ettd proteaasi on Bacilluksesta tai Aspergilluksesta.

5. Minka tahansa edeltdvan patenttivaatimuksen mukainen menetel-
ma, tunnettu siitd, ettd edelleen lisatdan riittava maara surfaktanttia uudel-
leenkerrostuneen indigovéarin poiston edelleen lisddmiseksi.

6. Minka tahansa edeltdvan patenttivaatimuksen mukainen menetel-
ma, tunnettu siita, ettd uudelleenkerrostava sellulaasi on Trichodermasta.

7. Minka tahansa edeltdvan patenttivaatimuksen mukainen menetel-
ma, tunnettu siita, ettd lisattyd proteaasia tai uudelleenkerrostavaa sellu-
laasia on modifioitu yhdistelma-DNA-tekniikalla sellaisen kanna tuottamiseksi, jo-
ka yliekspressoi proteaasin tai sellulaasin erityisid komponentteja tai jossa on de-
leetio erityisten komponenttien suhteen.

8. Minka tahansa edeltdvan patenttivaatimuksen mukainen menetel-
ma, tunnettu siitd, ettd lisattya proteaasia tai uudelleenkerrostavaa sellu-
laasia on modifioitu proteiininmuokkauksella sellaisten proteaasi- tai sellu-
laasientsyymien tuottamiseksi, joilla on muuttuneet ominaisuudet, kuten entsyy-
miaktiivisuus tai -spesifisyys.
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9. Minkd tahansa edeltavan patenttivaatimuksen mukainen menetel-
ma, tunnettu siiti, ettd denimkangas saatetaan edelleen kontaktiin hohkaki-
vien kanssa.

10. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelma, tunnettu siitg,
etta seriiniproteaasi on subtilisiinia.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita,
ettd uudelleenkerrostava sellulaasi ja proteaasi sekoitetaan yhteen ennen koske-
tusta denimin kanssa ja seosta pidetdan lampétila-alueella noin 30 - 60 °C noin
1 tunnin - noin 14 péivan ajan.

12. Proteaasin ja uudelleenkerrostavan sellulaasin kayttd takaisinvar-
jayksen estamiseen kaytettdessa sellulaasia paikallisesti rajoittuvien varitiheydel-
taan vaihtelevien alueiden lisdamiseksi indigovarjatyn denimkankaan pinnalle, jol-
loin denimkankaan sinisten ja valkoisten kuitujen valille syntyy suuri kontrasti.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen kéyttd, tunnettu siits, ettd
uudelleenkerrostavaa sellulaasia ja lisattyd proteaasia kaytetddn suhteessa noin
5 ppm kokonaisproteiinia uudelleenkerrostavassa sellulaasissa : 1 000 ppm ko-
konaisproteiinia lisdtyssé proteaasissa - 1 000 ppm kokonaisproteiinia uudelleen-
kerrostavassa sellulaasissa : 1 ppm kokonaisproteiinia lisdtyssa proteaasissa.

14. Patenttivaatimuksen 12 tai 13 mukainen kayttd, tunnettu siita,
ettd proteaasi on seriini- tai metalloproteaasia.

156. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 12 - 14 mukainen kaytto,
tunnettu siita, ettd proteaasi on Bacilluksesta tai Aspergilluksesta.

16. Minka tahansa patenttivaatimuksen 12 -15 mukainen kaytto,
tunnettu siitd, ettd denimkangas saatetaan lisdksi kosketuksiin riittdvan
maaran kanssa surfaktanttia uudelleenkerrostuneen indigovarin poiston edelleen
lisddmiseksi.

17. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 12 -16 mukainen kéytto,
tunnettu siitd, ettd uudelleenkerrostava sellulaasi on Trichodermasta.

18. Minka tahansa patenttivaatimuksen 12 -17 mukainen kaytto,
tunnettu siitd, ettd proteaasia tai uudelleenkerrostavaa sellulaasia on modi-
fioitu yhdistelma-DNA-tekniikalla sellaisen kannan tuottamiseksi, joka yliekspres-
soi proteaasin tai sellulaasin erityisia komponentteja tai jossa on deleetio erityis-
ten komponenttien suhteen.

19. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 12 -18 mukainen kaytts,
tunnettu siiti, ettd proteaasia tai uudelleenkerrostavaa sellulaasia on modi-
fioitu proteiininmuokkauksella sellaisten proteaasi- tai sellulaasientsyymien tuot-
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tamiseksi, joilla on muuttuneet ominaisuudet, kuten entsyymiakiiivisuus tai
-spesifisyys.

20. Minkd tahansa patenttivaatimuksen 12 -19 mukainen kaytio,
tunnettu siits, ettd denimkangas saatetaan edelleen kontaktiin hohkakivien
kanssa.

21. Patenttivaatimuksen 14 mukainen kaytté, tunnettu siitd, etta
seriiniproteaasi on subtilisiinia.

22. Minka tahansa patenttivaatimuksen 12 -21 mukainen kaytto,
tunnettu siit, ettd uudelleenkerrostava sellulaasi ja proteaasi sekoitetaan
yhteen ennen kosketusta denimin kanssa ja seosta pidetdan l[ampétila-alueella
noin 30 - 60 °C noin 1 tunnin - noin 14 paivan ajan.
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Patentkrav

1. Forfarande for att férse ytan hos indigofargat denimtyg med loka-
liserade omraden med variation i fargdensitet och en hog kontrast mellan bla
och vita fibrer i denimtyget, k@nnetecknat av att namnda forfarande
innefattar behandling av denimtyget med:

a. en effektiv mangd av eft dterdeponerande cellulas vilken ar till-
racklig for att producera variationerna i fargdensiteten; och

b. en effektiv mangd av ett tillsatt proteas vilken ar tillréckligt for att
reducera aterfargning och 6ka kontrasten mellan bla och vita fibrer

i vilkken ordning som helst.

2. Forfarande enligt krav 1, kannetecknat av att den ef-
fektiva mangden av cellulas och proteas ar ett férhallande fran omkring 5 ppm
totalprotein i aterdeponerande cellulas : 1000 ppm totalprotein i tillsatt proteas
till 1000 ppm totalprotein i aterdeponerande cellulas : 1 ppm totalprotein i fill-
satt proteas.

3. Forfarande enligt krav 1 eller krav 2 kdnnetecknat av
att dettillsatta proteaset ar ett serin- eller metalioproteas.

4. Fonfarande enligt nagot av krav 1till3 kdnnetecknat av
att proteaset ar fran Bacillus eller Aspergillus.

5. Forfarande enligt nagot av de foéregaende kraven, kdnne-
tecknat av att ettytaktivt medel vidare tillsatts i en mangd vilken ar till-
racklig for att ytterligare 6ka borttagandet av aterdeponerande indigofarg.

6. Forfarande enligt nagot av de féregaende kraven kdnne-
tecknat av att det aterdeponerande cellulaset &r fran Trichoderma.

7. Forfarande enligt nagot av de féregaende kraven kdnne-
tecknat av att det tillsatta proteaset eller det aterdeponerande cellula-
set har modifierats genom rekombinant DNA-teknik for att ge en stam vilken
Overuttrycker sarskilda komponenter av proteaset eller cellulaset eller vilken
har specifika komponenter deleterade.

8. Forfarande enligt nagot av de féregaende kraven, kdnne-
tecknat av att det tillsatta proteaset eller det aterdeponerande cellula-
set har modifierats genom proteinmodifiering for att ge proteas- eller celiulas-
enzymer vilka har férandrade egenskaper, sasom enzymaktivitet eller specifici-
tet.

9. Forfarande enligt nagot av de foregadende kraven, kdnne-
tecknat av att denimtyget vidare behandlas med pimpstenar.
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10. Forfarande enligt krav 3, kdannetecknat av att det se-
rinproteaset ar ett subtilisin.

11. Forfarande enligt krav 1, kannetecknat av att det
aterdeponerande cellulaset och proteaset blandas tillsammans fére behand-
lingen av denimtyget och blandningen halls vid en temperatur som varierar
fran omkring 30°C till omkring 60°C i omkring 1 timme till omkring 14 dagar.

12. Anvandning av ett proteas och eft aterdeponerande cellulas for
att reducera aterfargning nar cellulaset anvands for att introducera lokaliserade
omraden av variation i fargdensitet till ytan av indigoférgat denimtyg, vilket dar-
igenom astadkommer en hig kontrast mellan bla och vita fibrer i denimtyget.

13. Anvandning enligt krav 12, kdnnetecknad av att det
aterdeponerande cellulaset och det tillsatta proteaset anvands i ett férhallande
fran omkring 5 ppm totalprotein i aterdeponerande cellulas : 1000 ppm total-
protein i tillsatt proteas till 1000 ppm totalprotein i aterdeponerande cellulas : 1
ppm totalprotein i tillsatt proteas.

14. Anvandning enligt krav 12 eller krav 13, kédnnetecknad
av att proteaset ar ett serin- eller metalloproteas.

15. Anvéandning enligt ndgot av krav 12 till 14, kdnnetecknad
av att proteaset ar fran Bacillus eller Aspergillus.

16. Anvandning enligt nagot av krav 12 tilt 15, kannetecknad
av att denimtyget vidare behandlas med ett ytaktivt medel i en tillracklig
mangd for att ytterligare 6ka borttagandet av aterdeponerande indigoférg.

17. Anvéndning enligt nagot av krav 12 till 16, k@nnetecknad
av att detaterdeponerande cellulaset ar fran Trichoderma.

18. Anvandning enligt nagot av krav 12 till 17 kdnnetecknat
av att proteaset eller det aterdeponerande cellulaset han modifierats ge-
nom rekombinant DNA-teknik for att ge en stam vilken dveruttrycker sarskilda
komponenter av proteaset ellen cellulaset eller vilken har specifika komponen-
ter deleterade.

19. Anvéandning enligt nagot av krav 12 till 18, k@nnetecknad
av att proteaset eller det aterdeponerande cellulaset har modifierats ge-
nom proteinmodifiening for att ge proteas- eller cellulasenzymer vilka har fér-
andrade egenskaper, sasom enzymaktivitet elier specificitet.

20. Anvéndning enligt nagot av krav 12 till 19, kédnnetecknad
av att denimtyget vidare behandlas med pimpstenar.
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21. Anvandning enligt krav 14, kdnnetecknad av att se-
rinproteaset ar ett subtilisin.

22. Anvandning enligt nagot av krav 12 till 21 kannetecknad
av att det aterdeponerande cellulaset och proteaset blandas tillsammans
fére behandling av denimtyget och blandningen bibehalls vid en temperatur vil-
ken stracker sig fran omkring 30°C till omkring 60°C i omkring 1 timme till om-
kring 14 dagar.
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