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DESCRIPCION

Prevencién de la coloracién retroactiva en el lavado a la piedra.
Campo técnico

Esta invencion se refiere a un método para provocar una variacion localizada de la densidad del color en la super-
ficie de un tejido celuldsico tefiido, y a una composicién para dicho método.

Antecedentes de la invencion

En la fabricacion de prendas hechas de tejidos celuldsicos tefiidos, p. ej., vaqueros hechos a partir de denim tefiido
de azul indigo, es comun el tratamiento del denim para proporcionar un estilo de “lavado a la piedra” (abrasion del
color localizada en la superficie del denim). Esto se puede conseguir agitando el denim en un medio acuoso que
contiene un agente de abrasion mecénica, como la piedra pémez, una celulasa abrasiva o una combinacién de ambos.
Es preferible realizar el proceso con un pH practicamente neutro, de modo que se prefiere utilizar una celulasa con una
alta actividad para esta gama de pH. En el pasado, las preparaciones de celulasa se producian generalmente mediante
el cultivo de microorganismos de origen natural, y dichas preparaciones contenian de forma invariable una mezcla
de muchos componentes de celulasa. En la patente US 4,832,864 (de Ecolab) se describe un proceso que utiliza una
preparaciéon de mezcla de celulasa de este tipo.

Los rdpidos avances en las técnicas del ADN recombinante han hecho posible la produccién de enzimas monocom-
ponentes con un rendimiento elevado y, en consecuencia, los procesos que utilizan celulasas monocomponentes han
adquirido un mayor interés. Asi, las patentes WO 91/17243 y WO 95/09225 (Novo Nordisk) describen un proceso que
utiliza una endoglucanasa monocomponente denominada EG V con un peso molecular de ~43 kD, derivada de la cepa
Humicola insolens DSM 1800, con una actividad 6ptima en un pH practicamente neutro. La patente WO 94/21801
(Genencor) describe la utilizacién en el “lavado a la piedra” de una celulasa monocomponente denominada EG III
derivada de la Trichoderma longibrachiatum, conocida por tener un pH 6ptimo entre 5.5 y 6.0, y por mantener una
actividad significativa con un pH alcalino. La patente WO 95/16782 (Genencor International) sugiere la utilizacién
de otras celulasas monocomponentes derivadas de la Trichoderma en el “lavado a la piedra”, pero estas celulasas son
acidicas y no presentan practicamente actividad alguna con un pH neutro.

Un problema general en los métodos conocidos como “lavado a la piedra” es la coloracién retroactiva, es decir, un
fenémeno mediante el cual el tinte ya eliminado por abrasién se deposita sobre algunas partes del tejido o la prenda
de manera que iguala la variacion deseada de densidad del color o decolora cualquier zona de la prenda tefiida en un
color claro.

Exposicion de la invencion

Hemos descubierto que, sorprendentemente, la adicién de un tipo determinado de celulasa (a partir de ahora de-
nominada primer componente) reduce la coloracién retroactiva. La celulasa en cuestién no tiene un efecto abrasivo
significativo en s{ mismo.

En consecuencia, la invencién proporciona un método para provocar una variacién localizada de la densidad del
color en la superficie de un tejido celulésico tefiido, que comprende la agitacién del tejido en un medio acuoso con un
pH dentro de la gama entre 6.5 y 9 y conteniendo:

un primer componente que puede ser
(a) una celulasa de la Familia 5 capaz de hidrolizar celotriosa y/o p-nitrofenil-b-1,4-celobiosida, o bien
(b) una celulasa de la Familia 7,

y un segundo componente que puede ser
(a) un agente abrasivo mecanico, o bien
(b) una celulasa con actividad abrasiva,

donde cada celulasa exhibe al menos un 30% de su actividad médxima con un pH 7.

Otro aspecto de la invencién proporciona una composicion para usar en dicho método, incluyendo el primer y
segundo componente mencionados.

Definiciones

En esta especificacion junto con las reivindicaciones, son de aplicacién las siguientes definiciones:
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El término “celulasa” se refiere a un enzima que contribuye a la hidrélisis de la celulosa, como una celobiohidrolasa
(segtin la nomeclatura de las enzimas: Enzyme Nomenclarure E.C. 3.2.1.91), una endoglucanasa (denominada con la
abreviatura “EG”, E.C. 3.2.1.4), o una b-glucosidasa (E.C. 3.2.1.21).

Las celulasas estdn clasificadas por familias basdndose en las similitudes de las secuencias de aminodcidos segin
el sistema de clasificacion descrito en Henrissat, B. et al.: Biochem. J., (1991), 280, p. 309-16, y Henrissat, B. et al.:
Biochem. J., (1993), 293, p.781-788.

Las celulasas empleadas en esta invencidn son preferiblemente monocomponentes, es decir, el medio acuoso em-
pleado en la invencién deberfa estar libre de otros componentes de celulasas distintos de los especificados. Las enzimas
monocomponentes pueden ser preparadas de forma econdémica mediante tecnologia de ADN recombinante, es decir,
se pueden producir mediante la clonacién de una secuencia de ADN codificadora del monocomponente, transforman-
do posteriormente la célula huésped apropiada con la secuencia de ADN y expresando el componente en la célula
huésped.

En consecuencia, la secuencia de ADN que codifica una celulasa til puede ser aislada mediante un método general
que implica:

- clonacién de un banco de ADN en vectores adecuados, p. €j. a partir de uno de los microorganismos indicados
mas adelante en esta invencion,

- transformacidn de las células huéspedes de levadura adecuadas mediante estos vectores,

- cultivo de las células huéspedes bajo condiciones adecuadas para expresar cualquier enzima de interés codificada
por un clon en el banco de ADN,

- seleccion de los clones positivos determinando cualquier actividad celulasa de la enzima producida por estos
clones, y

- aislamiento del ADN codificador de la enzima de estos clones.
Este método general se describe mejor en la patente WO 94/14953 (Novo Nordisk).

Una secuencia de ADN que codifica una celulasa util puede ser aislada, por ejemplo, seleccionando un banco de
ADNCc del microorganismo en cuestion y seleccionando los clones que expresan la actividad enzimadtica apropiada (es
decir, la actividad celulasa).

Se puede obtener una secuencia de ADN codificadora de un enzima homdéloga, es decir, una secuencia de ADN
andloga, a partir de otros microorganismos. Por ejemplo, la secuencia de ADN puede obtenerse mediante una seleccién
similar de un banco de ADNCc de otro hongo, como una cepa de Aspergillus sp., en particular una cepa de A. aculeatus
o de A. niger, una cepa de Trichoderma sp., en particular una cepa de T. reesei, T. viride, T. longibrachiatum, T.
harzianum o T. Koningii, o bien una cepa de Neocallimastix sp., de Piromyces sp., de Penicillium sp., de Agaricus sp.,
o de Phanerochaete sp..

De forma alternativa y segtin unos procedimientos bien conocidos, el ADN que codifica una celulasa util puede
ser aislado convenientemente del ADN de una fuente adecuada, como puede ser cualquiera de los organismos ante-
riormente mencionados, usando sondas sintéticas de oligonucledtidos preparadas en base a una secuencia de ADN
conocida.

Posteriormente, la secuencia de ADN puede ser introducida en un vector de expresion recombinante. Este podra ser
cualquier vector que pueda ser convenientemente sometido a procedimientos de ADN recombinante, y la eleccion del
vector dependerd a menudo de la célula huésped en la que vaya a ser introducido. De esta manera, el vector podra ser
un vector de replicaciéon auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad extracromosomal, cuya replicacién
es independiente de la replicacién cromosdmica, p. €j. un pldsmido. De forma alternativa, el vector podrd ser uno que,
al ser introducido en una célula huésped, se integre en el genoma huésped celular y se replique con los cromosomas
en los que haya sido integrado.

En el vector, la secuencia de ADN codificadora de la celulasa deberia estar conectada de forma operativa a un
promotor y a una secuencia de terminacién adecuados. El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestre
una actividad transcripcional en la célula huésped seleccionada y podrd proceder de genes codificadores de proteinas,
ya sean homdlogos o heter6logos de la célula huésped. Los procedimientos empleados para enlazar las secuencias de
ADN que codifican la celulasa, el promotor y el terminador, respectivamente, y para insertarlos en vectores adecuados
son bien conocidos para los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning. A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, NY, 1989).

La célula huésped transformada con la secuencia de ADN es preferiblemente una célula eucariética, en particular
una célula micética, como una levadura, o una célula micética filamentosa. En particular, la célula puede pertenecer a
una especie de Aspergillus o de Trichoderma, mas preferiblemente Aspergillus oryzae o Aspergillus niger. Las células
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micdticas pueden ser transformadas mediante un proceso que implica la formacion de protoplastos y la transformacién
de los protoplastos, seguida de la regeneracién de la membrana celular segiin un modo conocido per se. La utilizacién
del Aspergillus como microorganismo huésped se describe en la patente EP 238 023 (Novo Nordisk NS), cuyos conte-
nidos estdn incorporados en la presente como referencia. La célula huésped también puede ser una célula de levadura,
p. €j. una cepa de Saccharomyces, en particular Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kluyveri o Saccharomyces
uvarum, una cepa de Schizosaccharomyces sp., como Schizosaccharomyces Pombe, una cepa de Hansenula sp., de
Pichia sp., de Yarrowia sp., como Yarrowia lipolytica, o bien de Kluyveromyces sp., como Kluyveromyces lactis.

En este contexto, el término “homologo” o “secuencia homdloga” indica una secuencia de aminodcidos que difiere
en uno o més residuos de aminodcidos de las que se muestran en cada uno de los dos listados de secuencias mostrados
posteriormente, respectivamente. La secuencia homologa puede ser resultado de la modificacion de una de las secuen-
cia de aminoécidos mostradas en estos listados, p. ej. implicando la sustitucién de uno o mas residuos de aminoacidos
en uno o mas sitios diferentes en la secuencia de aminoacidos, la eliminacion de uno o mas residuos de aminoacidos
en ambos extremos de la enzima o en uno o maés sitios de la secuencia de aminodcidos, o la insercion de uno o mas
residuos de aminodcidos en uno o més sitios de la secuencia de aminodcidos.

No obstante, como serd evidente para el experto en la técnica, los cambios en los aminodcidos son preferiblemente
de naturaleza inferior, es decir sustituciones de aminodcidos conservadoras que no influyen significativamente en el
plegamiento o en la actividad de la proteina, pequefias eliminaciones, normalmente de aproximadamente entre uno
y 30 aminodcidos; pequefias extensiones de terminales amino- o carboxilo-, tales como un residuo de metionina con
terminal amino-, un péptido de enlace pequefio de hasta aproximadamente 20-25 residuos o una pequeifia extension que
facilite la purificacién, como una via de poli-histidina, un epitopo antigénico o un dominio de enlace. Ver en general
Ford et al., Protein Expression and Purification 2: 95-107, 1991. Algunos ejemplos de sustituciones conservadoras
se encuentran dentro del grupo de aminodcidos bésicos (como arginina, lisina, histidina), de aminodcidos acidicos
(como 4cido glutdmico y 4cido aspartico), de aminoacidos polares (como glutamina y asparraguina), de aminoacidos
hidrofébicos (como leucina, isoleucina, valina), de aminoacidos arométicos (como fenilalanina, triptéfano, tirosina) y
de aminoécidos pequefios (como glicina, alanina, serina, treonina, metionina).

También serd evidente para los expertos en la técnica que estas sustituciones pueden realizarse fuera de las regiones
fundamentales para el funcionamiento de la molécula y todavia dar como resultado un polipéptido activo. Se pueden
identificar los aminodacidos esenciales para la actividad del polipéptido codificados por la construccién del ADN de
la invencién y, en consecuencia, preferiblemente no sometidos a sustituciones, mediante procedimientos conocidos
en la técnica, como por ejemplo la mutagénesis sitio-dirigida o la mutagénesis por andlisis de alanina (Cunningham
and Wells, Science 244, 1081-1085, 1989). En esta tltima técnica se introducen mutaciones en todos los residuos de
la molécula, y las moléculas mutantes resultantes son evaluadas por su actividad biolégica (es decir, celulasa) para
identificar los residuos de aminodcidos fundamentales para la actividad de la molécula. También se pueden determinar
los sitios de interaccidn del sustrato enzimdatico mediante el andlisis de la estructura cristalina, tal y como se determina
por técnicas, como por ejemplo, resonancia magnética nuclear, cristalografia o marcaje por fotoafinidad. Ver, por
ejemplo, de Vos et al., Science 255: 306-312, 1992; Smith et al., J. Mol. Biol. 224: 899-904, 1992; Wlodaver et al.,
FEBS Lett. 309: 59-64, 1992.

La modificacién de la secuencia de aminodcidos puede ser realizada idéneamente mediante la modificacién de la
secuencia de ADN que codifica la enzima, p. €j. por mutagénesis sitio-dirigida o por mutagénesis aleatoria o por una
combinacién de ambas, seglin procedimientos bien conocidos. De forma alternativa, la secuencia homéloga puede ser
la de una enzima derivada de otro origen distinto al de las celulasas correspondientes a las secuencias de aminoacidos
mostradas en cada listado de secuencias mostrado posteriormente, respectivamente. De esta manera, “homélogo”
puede p. ej. referirse a un polipéptido codificado por el ADN que hibrida la misma sonda que el ADN codificador
de la celulasa, con la secuencia de aminoécidos en cuestion, bajo unas condiciones especificas determinadas (como
prerremojo en 5 x SSC y prehibridacion durante 1 h a ~40°C en una solucién del 20% de formamida, 5 x solucién
Denhardt’s, fosfato sédico S0 mM, pH 6.8, y 50 Mg de ADN de timo de ternero desnaturalizado ultrasénico, seguido
de la hibridacién en la misma solucién completada con 100 mM ATP durante 18 h a ~40°C). La secuencia homdloga
normalmente muestra un grado de homologia (en cuanto a identidad) de al menos el 50%, asi como al menos el 60%,
65%, 710%, 75%, 80%, 85%, 90% o incluso el 95% con las secuencias de aminodcidos mostradas en los listado de
secuencias mostrados posteriormente, respectivamente.

La homologia a la que se hace referencia arriba estd determinada segtin el grado de identidad entre las dos se-
cuencias, indicando una derivacion de la primera secuencia de la segunda. La homologia puede ser determinada de
forma idénea mediante programas informaticos conocidos en la técnica, como por ejemplo el GAP, proporcionado en
el paquete de programas GCG (Needleman, S.B. y Wunsch, C.D., Journal of Molecular Biology, 48: 443-453, 1970).

Descripcion detallada de la invencion
Tejido celuldsico teiiido
El procedimiento de la invencién puede aplicarse a cualquier tipo de tejido celulésico tefiido en el que se desee

provocar una variacion localizada de la densidad del color en superficie. Un ejemplo de interés comercial en particular
es el denim, en particular el denim tefiido de azul indigo para utilizar en vaqueros etc.
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El tejido puede ser tratado en forma de una tela sin coser o una prenda cosida hecha de este tejido. Es particular-
mente interesante aplicar el proceso de la invencién en una tela o prenda nueva y limpia.

Componente 1

El primer componente es una celulasa de la Familia 5 6 7 que exhibe al menos el 30% de su actividad 6ptima
con un pH 7. Esta presente en una cantidad efectiva para impedir la coloracion retroactiva, normalmente entre 0.05 y
5 mg/l (como una proteina enzimadtica pura), en particular entre 0.1 y 0.5 mg/l; normalmente correspondiendo a una
actividad de 10-1000 ECU/I, en particular de 100-1000 ECU/I; o a una actividad de 0.5-100 ECU/g de tejido.

Celulasa de la Familia 5

La celulasa de la Familia 5 empleada en la invencién es capaz de hidrolizar celotriosa y/o p-nitrofenil-b-1,4-
celobiosida (PNP-Cel); la celulasa puede tener una accién indirecta en la celotriosa, hidrolizdndola para formar una
celobiosa sin formacién alguna de glucosa. La capacidad de la celulasa para hidrolizar PNP-Cel puede ser determinada
por el método de ensayo descrito a continuacidn, y se considera que la celulasa tiene esta condicidn si este ensayo da
como resultado mds de 0.1 micromoles de PNP por minuto por ECU.

La celulasa de la Familia 5 no tiene preferiblemente ningin dominio de enlace de celulosa. La celulasa de la
Familia 5 puede ser una celulasa alcalina (p. ej. una endoglucanasa) derivada de una cepa bacteriana como Bacillus o
Clostridium.

Una celulasa de la Familia 5 es la endoglucanasa de la cepa de Bacillus KSM-64 (FERM BP-2886). La celulasa
y su secuencia de aminodcidos estdn descritas en la patente JP-A 4-190793 (Kao) y Sumitomo et al., Biosci. Biotech.
Biochem., 56 (6), 872-877 (1992).

Otra celulasa de la Familia 5 es la endoglucanasa de la cepa KSM-635 (FERM BP-1485). La celulasa y su secuencia
de aminodcidos se describen en la patente JP-A 1-281090 (Kao), US 4,945,053 y en Y. Ozaki et al., Journal of General
Microbiology, 1990, Vol. 136, p. 1973-1979. Tiene una actividad en la PNP-Cel de 0.18 micromoles de PNP/min/ECU
segun el ensayo anterior.

Una tercera celulasa de la Familia 5 es la endoglucanasa de la cepa 1139. La celulasa y su secuencia de aminodcidos
se describen en Fukumori F. et al., J. Gen. Microbiol., 132:2329-2335 (1986) y en la patente JP-A 62-232386 (Riken).

Una cuarta celulasa de la Familia 5 es la endoglucanasa Endo 3A de Bacillus lautus NCIMB 40250 descrita en
la patente WO 91/10732 (Novo Nordisk). Posteriormente se descubrié que la secuencia de aminoédcidos descrita era
incorrecta, y la secuencia correcta se muestra en la SEQ ID N°: 1. La celulasa tiene una actividad en la PNP-Cel de
0.44 micromoles de PNP/min/ECU.

Una quinta celulasa de la Familia 5 es la celulasa de Bacillus sp. NCIMB 40482, que tiene un peso molecular
aparente de aproximadamente 45 kD, estd descrita en la patente WO 94/01532 (Novo Nordisk). Su actividad en la
PNP-Cel es de 0.22 micromoles de PNP/min/ECU.

Una sexta celulasa de la Familia 5 es la endoglucanasa A de Clostridium cellulolyticum descrita en E. Faure et al.,
Gene, 84 (1), 39-46 (1989) y Fierobe H-P et al., J. Bacteriol., 173 (24), 7956-7962 (1991).

Celulasa de la Familia 7

La celulasa de la Familia 7 que se utilizard en la invencién puede derivar de una cepa micética y es normalmen-
te capaz de hidrolizar celotriosa directamente en celobiosa y glucosa, y es capaz de hidrolizar PNP-Cel, como se
determina, p. ej. mediante el método de ensayo descrito posteriormente.

La celulasa de la Familia 7 puede derivar de una cepa de Humicola, preferiblemente de H. insolens. Un ejemplo
es la endoglucanasa EG I derivada de la cepa de H. insolens DSM 1800, descrita en la patente WO 91/17244 (Novo
Nordisk). La celulasa madura contiene una secuencia con los 415 aminodcidos mostrados en las posiciones 21-435
de la Fig. 14 y tiene una actividad especifica de 200 ECU/Mg (basada en una proteina enzimadtica pura). Esta celulasa
puede adicionalmente estar truncada en el terminal C hasta en 18 aminoacidos, conteniendo al menos 397 aminodcidos.
A modo de ejemplo, la celulasa puede estar truncada en 402, 406, 408 6 412 aminodcidos. Otro ejemplo es una variante
de la misma denominada endoglucanasa EG I* descrita en la patente WO 95/24471 (Novo Nordisk) que tiene una
secuencia de 402 amino4cidos mostrada en la Fig. 3.

De forma alternativa, la celulasa de la Familia 7 puede derivar de una cepa de Myceliophthora, preferiblemente de la
M. thermophila, mas preferiblemente de la cepa CBS 117.65. Un ejemplo es una endoglucanasa descrita en la patente
WO 95/24471 (Novo Nordisk) que comprende los aminodcidos 21-420, y opcionalmente también los aminodcidos 1-
20 y/o 421-456, de la secuencia mostrada en la Fig. 6.

Como otra alternativa, la celulasa de la Familia 7 puede derivar de una cepa de Fusarium, preferiblemente de F.
oxysporum. Un ejemplo es una endoglucanasa derivada de F. oxysporum descrita en la patente WO 91/17244 (Novo
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Nordisk) y en Sheppard, P.O. et al., Gene. 150:163-167, 1994. La secuencia de aminodacidos correcta viene dada en la
ultima referencia. Esta celulasa tiene una actividad especifica de 350 ECU/mg.

Componente 2

El segundo componente es un agente abrasivo mecdnico y/o una celulasa abrasiva. Una forma de realizacién
preferida de la invencién emplea una combinacién de un agente abrasivo mecdnico y de una celulasa abrasiva como
segundo componente.

Algunos ejemplos de agentes abrasivos mecdanicos son la piedra pémez, la perlita expandida por el calor y elemen-
tos abrasivos (p. €j. bolas abrasivas).

La celulasa abrasiva es la que ejerce una actividad abrasiva o de aclaracién del color, descrita por ejemplo en la
patente EP 220016 (Novo Nordisk NS), y exhibe al menos el 30% de su actividad 6ptima con un pH 7. Puede tratarse
de una celulasa de la familia 12 6 45 con un dominio de enlace de la celulosa.

La celulasa de la familia 45 utilizada en la invencién puede derivar de una cepa de Humicola, preferiblemente de
H. insolens. Un ejemplo es una endoglucanasa denominada EG V derivada de la cepa de H. insolens DSM 1800 con
un peso molecular de ~43 kD. La celulasa y su secuencia de aminodcidos se describen en la patente WO 91/17243
(Novo Nordisk). Tiene una actividad especifica de 430 ECU/mg.

La celulasa de la familia 12 utilizada en la invencién puede derivar de una cepa de Trichoderma, preferiblemente
de T. longibrachiatum. Un ejemplo es una endoglucanasa EG III descrita en la patente WO 94/21801 (Genencor) en
la que se muestra la secuencia de aminodcidos.

El segundo componente estd presente en una cantidad eficaz para que la abrasion provoque una variacion localizada
de la densidad del color. Si el segundo componente es una celulasa abrasiva, estard presente normalmente en una
cantidad de 0.05-5 mg/l (en forma de una proteina enzimdtica pura), particularmente de 0.1-0.5 mg/l; normalmente
correspondiendo a una actividad de 10-1000 ECU/, particularmente de 100-1000 ECU/I; o una actividad de 0.1-100
ECU/g de tejido, particularmente de 0.5-10 ECU/g.

Condiciones del proceso

El proceso de la invencion puede realizarse bajo condiciones convencionales en una maquina de lavado usada
de forma convencional para el lavado a la piedra (p. ej. una lavadora-extractora). Unas condiciones tipicas son una
temperatura de entre 40 y 60°C y una proporcién tejido: solucién entre 1:3 y 1:20 durante 15 minutos a 2 horas. De
forma opcional, se pueden emplear aditivos convencionales, p. €j. un tampon, un agente tensioactivo (aniénico y/o no-
i6nico) y/o un polimero (por ejemplo: PVP, poliacrilato y poliacrilamida).

Ensayo de la actividad celulasa

La endo-actividad de la celulasa se determina por la reduccién de la viscosidad de la CMC (celulosa carboxi-
metilica) en un viscosimetro de vibraciéon. Una ECU (unidad de endo-celulasa) es la cantidad de actividad que causa
una reduccién de la viscosidad diez veces menor cuando se incuba con 1 ml de una solucién de 34.0 g/l de CMC
(nombre comercial Aqualon 7LFD) en un tampén de fosfato 0.1 M (pH 7.5), a 40°C durante 30 minutos.

Ensayo de la hidrolisis de PNP-Cel

La capacidad de una celulasa para hidrolizar la p-nitrofenil-b-1,4-celobiosida (PNP-Cel) se determina por la de-
teccion directa por cinética estable del color amarillo del producto de p-nitrofenol (PNP) por absorcién a 405 nm. Las
condiciones del ensayo son 37°C, pH 7.5 (tampén de fosfato 0.1 M). El nivel de hidrdlisis (en micromoles de PNP por
minuto) es comparado con la actividad celulasa (ECU) y el resultado se expresa en micromoles de PNP por minuto
por ECU.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se traté un denim tefiido de azul indigo junto con muestras de algodén blanco usando varias combinaciones de
celulasa, de la manera siguiente:

pH7 (tampo6n de fosfato en agua corriente)

Temperatura 55°C

Equipamiento  Launderémetro (recipientes de 150 ml)

Componente 1  EG I derivada de Humicola insolens DSM 1800
0-2.3 ECU/ml como se indica mas abajo
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Componente 2  EG V derivada de Humicola insolens DSM 1800

060.27 ECU/ml
Denim 5 g/recipiente
Algodén blanco 2 muestras/recipiente
Duracién 2 horas

Después del tratamiento, la fibra de algodén fue recogida y medida como una expresion de la accion abrasiva de la
(s) cellulasa(s). Se determiné la remisién de las muestras blancas después del tratamiento (D R a 680 nm, en relacién
a un experimento sin celulasa) y se consideré como una expresion de la coloracién retroactiva.

Resultados
Componente 1 | Componente 2 Abrasién Reduccién de la
ECU/ml ECU/ml (mg fibra de coloracion
algodon) retroactiva (D R)
Referencia 0 0 - 0

0 0.27 33 -3.8

Invencion 0.115 0.27 42 -0.7

0.23 0.27 36 3.0

1.15 0.27 38 8.2

23 0.27 62 10.4

Se obtuvo una buena abrasion con la celulasa del componente 2. La adicién de la celulasa del componente 1 redujo
significativamente la coloracién retroactiva.

Ejemplo 2
Las siguientes celulasas fueron evaluadas con las mismas condiciones del ejemplo 1:

Componente 1 EG I o EG I* derivada de Humicola insolens DSM 1800
0, 0.67 6 1.33 ECU/ml
Componente 2 EG I derivada de Humicola insolens DSM 1800, 0.7 ECU/ml

Se evalué la abrasién midiendo la cantidad de fibra de algodén después de cada tratamiento. Se obtuvo una buena
abrasion en cada experimento, con un ligero aumento causado por la adicién de EG I o EG T*.

Se determind la inhibicién de la coloracidn retroactiva por el aumento de la absorbancia del filtrado a 680 nm y
por aumento de la remisién del tejido blanco a 420 nm. Los resultados indicaron que se habia obtenido esencialmente
la misma inhibicién de la coloracién retroactiva con la EG I que con la EG I*.

Ejemplo 3

En el primer paso, se prepar6 una solucién de color azul de denim agitando 12 partes (5 x 5 cm) de denim azul
con 800 ml de tampdn de fosfato (pH 7.0) y 0.8 ml de un agente tensioactivo no-iénico a 50°C durante 30 minutos,
seguido de una filtracién.

En el segundo paso, se incubaron 5 piezas de algodén blanco con 200 ml de la solucién azul a 50°C durante 30
minutos con 0-100 ECU/L de celulasa. La celulasa evaluada fue una mezcla de la EG I derivada de Humicola insolens
DSM 1800 truncada en los aminoécidos 406, 408 y 412.

Tras el aclarado y secado, se determind la inhibicién de la coloracidn retroactiva segin el aumento de la claridad
e las muestras blancas determinada por el Micro Color Data Station del Dr. Lange.
L*)del tras bl det da por el Micro Color Data Station del Dr. Lang



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2200070 T3

Resultados (promedio para 5 muestras)

ECU/L Claridad (L*) media
0 83.42
1 84.02
10 86.16
100 92.58

Los resultados demuestran que la EG I es eficaz para reducir la coloracién retroactiva de denim azul en algodén
blanco.

Ejemplo 4

Una celulasa Bacillus alcalina de la Familia 5 fue evaluada segtn la invencién de forma similar al ejemplo 3. Los
resultados fueron los siguientes:

ECU/L Claridad (L*)
0 82.52
90 83.82

Los resultados demuestran que esta celulasa también resulta eficaz para reducir la coloracién retroactiva.
Ejemplo 5

Se agitaron 4 piezas (5 x 5 cm) de denim azul desencolado y 8 piezas (5 x 5 cm) de algodén blanco mercerizado en
400 ml de un tamp6n de fosfato 50 mM (pH 7.0) que contenia una celulasa de la familia 5 6 7, junto con una celulasa de
la familia 45 segtin la invencién (200 ECU/1 de cada celulasa). Transcurridos 30 minutos, los tejidos fueron aclarados
con agua corriente y secados con aire.

La celulasa de la Familia 5 era una celulasa de Bacillus alcalina. La celulasa de la Familia 7 era la EG I derivada
de Humicola insolens truncada en 408 aminoacidos. La celulasa de la Familia 45 era la EG V derivada de Humicola
insolens DSM 1800.

Se midié la claridad (L*) de ambos tejidos y la absorbancia a 680 nm del sobrenadante.

Resultados
Familia de la celulasa Claridad (L*) Aggo
Primer componente | Segundo componente | Algodén mercerizado Denim
Ninguno Familia 45 84.8 22.83 0.132
Familia 7 Familia 45 86.3 23.55 0.212
Familia 5 Familia 45 86.2 23.50 0.238

Los resultados para el algodén mercerizado indican una mayor claridad, es decir, una menor coloracion retroactiva,
provocada por la adicién de la celulasa del segundo componente de la invencidn.

Los resultados también indican una mayor claridad, es decir, una menor coloracion retroactiva, para el denim
azul. Una inspeccién visual indicé que el denim tratado segtin la forma descrita en la invencién tenfa una variacién
localizada mas pronunciada de la intensidad del color, tal y como era deseado.

Los datos de la absorbancia del sobrenadante indican que la mayor parte del pigmento permanece en el liquido
después del tratamiento.
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REIVINDICACIONES

1. Método para provocar una variacién localizada de la densidad del color en la superficie de un tejido celuldsico
teflido, que comprende la agitacién del tejido en un medio acuoso con un pH en una gama entre 6.5y 9, y que contiene:

un primer componente que puede ser

(a) una celulasa de la Familia 5 capaz de hidrolizar p-nitrofenil-b-1,4-celobiosida, o bien
(b) una celulasa de la Familia 7,

y un segundo componente que puede ser

(a) un agente abrasivo mecdnico, o bien

(b) una celulasa con actividad abrasiva.

donde cada celulasa exhibe al menos un 30% de su actividad médxima con un pH 7.

2. Método segtin la reivindicacién 1 segun el cual el tejido es denim tefiido de azul indigo.

3. Método segun la reivindicacion 1 6 2, segtin el cual el primer componente es una celulasa de la Familia 5 sin un
dominio de enlace de la celulosa, derivada de una cepa bacteriana, preferiblemente de una cepa de Bacillus.

4. Método segtin la reivindicacion 3 segun el cual la celulasa de la Familia 5 deriva de una cepa de Bacillus selec-
cionada del grupo compuesto por Bacillus sp. KSM-64, 1139, KSM-635, NCIMB 40482 y Bacillus lautus NCIMB
40250, o es una celulasa con al menos un 60% de homologia con esta celulasa.

5. Método segtin la reivindicacion 1 6 2 segtin el cual el primer componente es una celulasa de la Familia 7 derivada
de una cepa micética, preferiblemente de una cepa de Humicola, mas preferiblemente de H. insolens.

6. Método segtin la reivindicacién 5, segun el cual la celulasa de la Familia 7 es una endoglucanasa EG I derivada
de una cepa de H. insolens DSM 1800, o es una celulasa con al menos un 60% de homologia con dicha EG L.

7. Método segin cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el primer componente estd presente en una
cantidad de 0.1-0.5 mg/1 o en una concentracién de 100-1000 ECU/L.

8. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en el que el segundo componente consta de un agente
abrasivo mecdnico, asi como de una celulasa abrasiva.

9. Método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en el que el segundo componente es una celulasa de la Familia
45 con un dominio de enlace de la celulosa, derivada de una cepa micética, preferiblemente una cepa de Humicola,
mas preferiblemente de H. insolens.

10. Método segun la reivindicacion 9 en el que la celulasa de la Familia 45 es una endoglucanasa EG V derivada
de una cepa de H. insolens DSM 1800, o es una celulasa con al menos un 60% de homologia con dicha EG V.

11. Método segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-13 en el que no se encuentra presente esencialmente ninguna
celulasa diferente del primer y segundo componente especifico.

12. Composicién de celulasa que comprende:

un primer componente que puede ser

(a) una celulasa de la Familia 5 capaz de hidrolizar p-nitrofenil-b-1,4-celobiosida, o bien
(b) una celulasa de la Familia 7,

y un segundo componente que puede ser

(a) un agente abrasivo mecdnico o bien

(b) una celulasa con actividad abrasiva.

donde cada celulasa exhibe al menos un 30% de su actividad médxima con un pH 7.
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13. Composicién de celulasa segun la reivindicacién 12, caracterizada de la misma manera que en cualquiera de
las reivindicaciones 2-11.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE) y a la
Disposicion Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacién del
Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a Espafia y solicitadas
antes del 7-10-1992, no produciran ningtn efecto en Espafia en la medida en que confieran
proteccion a productos quimicos y farmacéuticos como tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada reserva.

10



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2200070 T3

LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: Novo Nordisk A/S
(B) CALLE: novo Alle
(C) CIUDAD: Bagsvaerd
(E) PAIS: Dinamarca
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): DK-2880
(G) TELEFONO: +45-4444-8888
(H) FAX: +45-4449-3256

(i) TITULO DE LA INVENCION: Prevencién de la coloracién retroactiva en el lavado a la piedra
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 1

(iv) FORMATO INFORMATICO:
(A) TIPO DE MEDIO: disquete
(B) ORDENADOR: PC IBM Compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS-MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, version #1.30 (EPO)

(2) INFORMACION DE LA SEC ID N°: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 551 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(vi) FUENTE DE ORIGEN:

(A) ORGANISMO: Bacillus lautus
(B) CEPA: NCIMB 40250
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Ala

Val

Gly

Met

Ala

65

Glu

Trp

Lys

Val

Asp

145

Asp

Ile

Ala

Ile

Gly

225

Lys

Trp

Ala

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID N°: 1:

Pro Ala Val Pro Phe

Gly

Leu

Arg

50

Glu

Ala

His

Ala

Ile

130

val

Pro

His

Leu

Thr

210

Thr

Glu

Ser

Ser

Gln

Gln

35

Asp

Asp

Val

Ile

Phe

115

Tyr

Lys

Asp

Leu

His

195

Tyr

Ser

Trp

Leu

Pro
275

Ser

20

Trp

Asn

Gly

Gln

Leu

100

Phe

Glu

Ser

Gly

Ala

180

Phe

Ala

Asp

Ile

Ala

260

Thr

5

Gly

Tyr

Trp

Tyr

Ala

85

Ser

Gln

Ile

Tyr

Val

165

Ala

Tyr

Met

Ala

Asp

245

Asp

Gly

Gln

Gly

Gly

Ile

70

Ser

Asp

Glu

Ala

Ala

150

Val

Asp

Ser

Asn

Ser

230

Phe

Lys

Gly
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Gly Gln Leu Lys

Ala

Asn

Ile

55

Thr

Ile

Gly

Met

Asn

135

Glu

Ile

Asn

Gly

Lys

215

Gly

Leu

Val

Trp

Val Gln
25

Phe Val
40

Asn Val

Asp Pro

Asp Leu

Asn Pro
105

Ala Thr
120

Glu Pro

Glu Val

Val Gly

Pro Val
185

Thr His
200

Gly Ala

Asn Gly

Asn Ala

Glu Thr

265

Thr Asp
280

10

Leu

Asn

Phe

Ser

Gly

90

Asn

Leu

Asn

Ile

Ser

170

Ser

Gly

Ala

Gly

Arg

250

Ser

Ala

Val

Val

Lys

Arg

Val

75

Leu

Thr

Tyr

Gly

Thr

155

Pro

His

Gln

Ile

Pro

235

Lys

Ala

Gln

Gln

Gly

Ser

Ala

60

Lys

Tyr

Tyr

Gly

Asn

140

Ala

Thr

Ser

Phe

Phe

220

Tyr

Ile

Ala

Leu

Gly

Met

Ser

45

Ala

Asn

Val

Lys

Asn

125

Val

Ile

Trp

Asn

Leu

205

Val

Phe

Ser

Leu

Ser
285

Asn

Ser

30

Leu

Met

Lys

Ile

Ala

110

Thr

Ser

Arg

Ser

Val

190

Arg

Thr

Pro

Trp

Met

270

Glu

Gln

15

Ser

Gln

Tyr

Val

Ile

95

Gln

Pro

Trp

Ala

Gln

175

Met

Asp

Glu

Gln

Val

255

Pro

Ser

Leu

His

Trp

Thr

Lys

80

Asp

Ser

Asn

Ala

Ile

160

Asp

Tyr

Arg

Trp

Ser

240

Asn

Gly

Gly
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Lys

Asn

305

Asn

Tyr

Ala

Gly

Ser

385

Ser

Thr

Thr

Asp

Ala

465

Asp

Ala

Trp

Thr

Leu
545

Trp

290

Pro

Ala

Thr

Thr

Thr

370

Ala

Thr

Asp

Pro

Gly

450

Ser

Thr

Gly

Ser

Ala

530

Val

Val

Thr

Gln

Val

Gly

355

Thr

Asn

Gly

Asn

Val

435

Thr

Asn

Tyr

Gly

Asn

515

Tyr

Trp

Arg

Ala

Val

Lys

340

Val

Tyr

Ser

Asn

Gln

420

Asn

Ala

Val

Val

Gln

500

Phe

Ala

Gly

Asp

Pro

Ser

325

Arg

Thr

Tyr

Ala

Leu

405

Met

Leu

Asp

Ser

Glu

485

Thr

Asn

Asp

Thr

Gln

Ala

310

Leu

Ala

Ala

Tyr

Gln

390

Val

Lys

Ser

Met

Ala

470

Leu

Gly

Glu

Trp

Thr
550
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Ile

295

Ala

Thr

Thr

Thr

Val

375

Ala

Val

Pro

Gly

Ser

455

Ala

Ser

Asp

Ala

Asn

535

Pro

Arg

Pro

Trp

Thr

Ser

360

Val

Ser

Gln

Ser

Leu

440

Ala

Phe

Phe

Ile

Asn

520

Arg

Gln

Thr

Asn

Ser

345

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Phe

425

Lys

Ser

Ala

Ser

Gln

505

Asp

Val

Ala

Asn

Ala

330

Gly

Thr

Ala

Thr

Lys

410

Asn

Leu

Phe

Asn

Ala

490

Leu

Tyr

Thr

Thr

Leu

315

Val

Gly

Asn

Ser

Pro

395

Val

Ile

Arg

Asp

Phe

475

Gly

Arg

Ser

Leu

Gly

300

Ser

Ser

Pro

Thr

Asn

380

Ala

Gly

Lys

Tyr

Trp

460

Thr

Ser

Met

Tyr

His
540

Gly

Ala

Gly

Tyr

Gly

365

Ser

Ser

Asp

Asn

Tyx

445

Ala

Gly

Gly

Tyr

Asp

525

Gln

Gly

Thr

Ala

Thr

350

Leu

Ala

Gly

Thr

Asn

430

Phe

Gln

Ser

Ser

Lys

510

Gly

Asn

Ser

Ala

Thr

335

Asn

Thr

Gly

Gly

Ser

415

Gly

Thr

Ile

Asn

Ile

495

Thr

Ala

Gly

Gly

Gly

320

Ser

Val

Asn

Ser

Ala

400

Ala

Thr

Lys

Gly

Thr

480

Pro

Asp

Lys

Thr
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