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DESCRIPCION
Proteinas de fusién de celulasas y uso de las mismas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la tecnologia enzimatica, y mas exactamente, a proteinas de fusion de celulasa
gue comprenden un dominio catalitico y un dominio de fijacion a la celulosa. Las proteinas de fusién se pueden
producir con técnicas recombinantes mediante el uso de los polinucleétidos, vectores de expresion y células
hospedadoras apropiados, que también estan englobados por la invencion. Las proteinas de fusion y las
preparaciones enzimaticas de las mismas son (tiles para tratar el material celulésico, tal como el material textil.
Ademas, las proteinas de fusion se pueden utilizar en la industria papelera, en extraccién de aceite desde las
plantas, en composiciones de detergentes o para mejorar la calidad de los alimentos para consumo animal. Por lo
tanto, la invencion se refiere ademas a un procedimiento para tratar material celulésico con la proteina de fusion vy,
en especial, a los procedimientos para biodesgaste (del inglés biostonning) o bioacabado de tejidos o prendas,
especialmente el dril (denim). La invencion también se refiere ademas a composiciones de detergente y alimento
para consumo animal que contienen las proteinas de fusion.

Antecedentes de la invencién

La celulosa es el componente estructural mas importante de las plantas superiores y se genera en la naturaleza en
forma casi pura Unicamente en la fibra de algod6n. Proporciona una gran resistencia tensora a células vegetales que
les ayuda a resistir las agresiones mecanicas y la presion osmoética. La celulosa es un polisacéarido lineal de restos
de glucosa conectados mediante enlaces 3-1,4. En la naturaleza, la celulosa suele estar asociada a la lignina y a las
hemicelulosas. El material celulésico se degrada en la naturaleza mediante una serie de organismos deferentes,
entre ellos las bacterias y los hongos. La conversion bioldgica de la celulosa en glucosa generalmente requiere tres
grupos importantes de enzimas: celobiohidrolasas (CBH), endoglucanasas (EG) y B-glucosidasasas (BG).

Las celulasas tienen un amplio espectro de aplicaciones industriales. En la industria textil, las celulasas se utilizan en
el acabado del dril para crear una apariencia de lavado a la piedra a la moda en las prendas de dril en un proceso de
biodesgaste. Las celulasas también se utilizan, por ejemplo, para limpiar de pelusa e impedir la formacion de
pelotillas en la superficie de las prendas de algodon. En la industria del detergente, las celulasas se utilizan para
abrillantar los colores y para impedir el agrisado y la formacion de pelotillas en las prendas. Las celulasas se utilizan
ademas en la industria de la alimentacion y en la fabricacion de alimentos para consumo animal, y tienen un gran
potencial en la industria papelera, por ejemplo, en el destintado que libera la tinta de la superficie de las fibras y para
mejorar el drenaje de la pasta de papel.

Las celulasas utilizadas industrialmente son a menudo mezclas de enzimas que tienen muy diversas actividades y
especificidades de sustrato. Las preparaciones de enzimas comerciales a menudo comprenden tres actividades
celulasicas, a saber, CBH, EG y BG. Ademas, las propiedades Unicas de cada celulasa hacen que algunas sean
mas adecuadas para determinados propositos que otras y, por lo tanto, también se han hecho esfuerzos para
obtener y utilizar celulasas que tienen sdlo las actividades deseadas. Las celulasas utilizadas mas ampliamente de
origen fangico proceden de Trichoderma reesei. Sin embargo, también se han sugerido otras fuentes fangicas, p. €j.,
en la patente de los EE.UU. n.° 5 457 046.

Las celulasas que se aplican al tratamiento del dril se suelen dividir en dos grupos principales: celulasas &cidas y
celulasas neutras. Las celulasas acidas normalmente funcionan a pH de 4,0 a 5,5, y las celulasas neutras en el
intervalo de pH de 6 a 8. Las celulasas que tienen caracteristicas tanto del grupo de las acidas como de las neutras
se denominan celulasas hibridas. Las celulasas &cidas utilizadas para el biodesgaste proceden principalmente de
Trichoderma reesei (anamorfo de Hypocrea jecorina) y las celulasas neutrales proceden de una variedad de hongos,
que incluye los géneros Melanocarpus, Humicola, Myceliophthora, Fusarium, Acremonium y Chrysosporium
(Haakana et al., 2004). Las enzimas de T. reesei incluyen, p. €j., celulasas de la familia 5 (endoglucanasa Il, EGII),
de la familia 7 (celobiohidrolasa |, CBHI) y de la familia 12 (endoglucanasa lll, EGIII; Ward et al, 1993) de las
glucosilhidrolasas, y las celulosas neutras, mas a menudo endoglucanasas, de la familia 45 y de la familia 7
(Henrissat, 1991; Henrissat y Bairoch, 1993, 1996).

La patente de los EE.UU. n.° 5 874 293 describe una composicion mejorada de celulasas que comprende cantidades
elevadas de la endoglucanasa EGII de T. reesei para tratar textiles que contienen celulosa. La composicion mejoro
las propiedades del color, increment6 la luminosidad y la apariencia visual y redujo la tendencia a formar pelotillas.
La patente internacional WO 97/14804 describe unas celulasas de 20 kDa y una de 50 kDa con actividad
endoglucanasa procedentes de Melanocarpus sp. que son especialmente (tiles en la industria textil y de
detergentes. Las proteinas de fusion que contienen las proteinas de 20 kDa o de 50 kDa unidas a un dominio de
fijacion a la celulosa, preferentemente de Trichoderma reesei, es lo que se sugiere que crea las nuevas propiedades
enzimaticas. No se ofrecen ejemplos especificos, ni se describen las propiedades deseadas.
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Sin embargo, sigue existiendo todavia la necesidad de mejorar las celulasas, entre ellas las endoglucanasas, para
que sean mas eficaces en el tratamiento de tejidos y en otros ambitos, en donde tradicionalmente se utilizan las
celulasas. En particular, hay una constante necesidad de celulasas mas eficaces para mejorar los aspectos
econémicos del proceso. La presente invencion persigue satisfacer estas necesidades.

En la industria textil, el interés de los productores de dril en los Ultimos afios ha sido dar una apariencia de «lavado a
la piedra» o una apariencia desgastada. El lavado a la piedra tradicional con piedra pdmez reduce la resistencia del
tejido y carga las maquinas donde se lava la ropa. Hay una tendencia hacia los procesos de acabado enzimatico del
dril, y las celulasas han reemplazado a la piedra pémez, o se estan utilizado junto a ellas, para dar al tejido el
aspecto «ajado» que se desea. Los tratamientos enzimaticos controlados dafian menos las prendas y las maquinas,
y eliminan la necesidad de deshacerse de las piedras.

Un problema general asociado al lavado enzimatico a la piedra es la retrotincién ocasionada por la redeposicion del
colorante indigo retirado durante o después del desgaste. La redeposicion del colorante indigo reduce el contraste
deseado entre los hilos coloreados de indigo y los blancos, y se puede observar méas facilmente por el revés del dril
y en los bolsillos interiores (como un incremento del azul). En el lado del derecho, esto se puede observar como una
reduccion del contraste entre las areas coloreadas y las areas de las cuales se ha retirado el colorante durante el
biodesgaste. La retrotincion se puede reducir con el uso durante el tratamiento de agentes de antirretrotincion, tales
como alcoholes etoxilados no iénicos, o con la adicién de blanqueantes durante las etapas de enjuague. La
naturaleza de la enzima afecta a la retrotincion. Las celulasas neutras generalmente retrotiien menos que las
celulasas &cidas.

La patente internacional WO 97/09410 describe la adicion de un determinado tipo de celulasa a otra celulasa que
tiene actividad de desgaste para reducir la retrotincion. La celulasa adicional pertenece a la familia 5 0 a la 7, pero
no tiene un efecto de desgaste significativo por si misma. Preferentemente, dicha celulasa adicional procede de
Bacillus o Clostridium.

La patente de los Estados Unidos US 5916 799 describe composiciones de celulasa que contienen tanto
celobiohidrolasas como endoglucanasas que se han sometido a protedlisis limitada para separar el nucleo y los
dominios de fijacion de las enzimas. Se encontré que las composiciones enzimaticas obtenidas reducian la
retrotincion. La patente internacional WO 94/07983 se refiere al hallazgo de que la redeposicion del colorante sobre
el tejido durante el proceso de lavado a la piedra se puede reducir empleando una composicion de celulasas
fungicas, que estd sustancialmente libre de componentes de tipo celobiohidrolasa. La patente internacional WO
96/23928 describe el tratamiento de tejidos que contienen celulosa con enzimas celulasicas truncadas. Se encontré
gue las enzimas truncadas que carecian del dominio de fijacion a la celulosa (CBD) reducian la redeposicion del
colorante e incrementaban el desgaste.

La conclusion general de las tres referencias citadas mas arriba podria ser que el dominio de fijacion a la celulosa
tiene un efecto negativo sobre la retrotincion. Sin embargo, la presente invencion da a conocer ahora una
construccion de celulasa con una baja propiedad de retrotincion, a pesar de la presencia de un dominio de fijacion a
la celulosa.

Compendio de lainvencién

La presente invencién se basa en el hallazgo sorprendente de que el efecto de las endoglucanasas podria
reforzarse significativamente conjugandoles un determinado dominio de fijacion a la celulosa sin alterar las
propiedades de retrotincion.

Un objeto de la presente invencion es dar a conocer nuevas proteinas de fusién a endoglucanasa que tienen
mejores propiedades hidroliticas para utilizarlas en la industria textil, especialmente en el dril lavado a la piedra. Las
proteinas de fusion de la invencién presentan la ventaja de ser activas a valores acidos y neutros del pH, y tienen un
comportamiento muy mejorado en las aplicaciones de biodesgaste. Cuando se utilizan para tratar el dril, las
proteinas de fusion proporcionan poco efecto de retrotincién. Con la mejoria de la eficacia de las endoglucanasas de
la invencién, el uso de las enzimas es significativamente mas econdémico. Se consiguen también otras ventajas en
términos de logistica y del almacenamiento de los productos enzimaticos, porque se necesita menos cantidad del
producto enzimatico. Las proteinas de fusién también son Utiles en composiciones de detergente, asi como en otros
ambitos, tales como la industria alimentaria, la extraccion de aceite de las plantas, o la industria papelera.

Un objeto mas de la presente invencion es dar a conocer polinucleétidos que codifican las nuevas proteinas de
fusién de endoglucanasa.

Otro objeto mas de la presente invencion es dar a conocer un método para producir las proteinas de fusion.

Otro objeto mas de la presente invencién es dar a conocer nuevos vectores de expresion que contienen tales
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polinucleétidos, Utiles para la produccién de las proteinas de fusion de endoglucanasa, asi como nuevos
hospedadores transformados con dichos vectores de expresion.

Otro objeto mas de la presente invencién es dar a conocer preparaciones enzimaticas que contienen una o mas
proteinas de fusién de endoglucanasa nuevas.

Otro objeto mas de la presente invencion es dar a conocer métodos para tratar material celulésico con la proteina de
fusién, p. €j., para uso en la industria textil, de detergentes, de alimentos para consumo animal, de extraccién de
aceite a partir de plantas, o en la industria papelera, y particularmente para el acabado de los tejidos, especialmente
para el biodesgaste y el bioacabado del dril.

Otro objeto mas de la presente invencién es dar a conocer composiciones de detergente o de alimentos para
consumo animal que contienen las proteinas de fusion.

La presente invencion se refiere a una proteina de fusion de celulasa que comprende una primera secuencia de
amino&cidos de un nucleo de endoglucanasa que tiene al menos una identidad del 75% con la SEQ ID n.° 2, 0 un
fragmento de la misma que tiene actividad celulasa, y una segunda secuencia de aminoacidos que comprende un
conector y un dominio de fijacién a la celulasa (CBD) que tiene al menos una identidad del 75% con la SEQ ID n.°
15, o un fragmento de la misma que tiene actividad fijadora de la celulosa.

La invencion se refiere ademas a un polinucleétido aislado que se selecciona entre el grupo que consiste en:

a) una secuencia de nucleétidos de SEQ ID n.° 3, o una secuencia que codifica una proteina de fusion de celulasa
segun la reivindicacion 1,

b) una hebra complementaria de a).

La invencion se refiere adicionalmente a un vector de expresion que comprende dicha secuencia de nucledtidos, y a
una célula hospedadora que comprende el vector de expresion, asi como a una preparacion enzimética que
comprende la proteina de fusion.

La invencion también abarca un método para producir la proteina de fusion, que comprende las etapas de
transformar una célula hospedadora con un vector de expresion que codifica dicha proteina de fusién y cultivar dicha
célula hospedadora en condiciones que permiten la expresion de dicha proteina de fusién y, opcionalmente,
recuperar y purificar la proteina de fusion producida.

La invencién abarca adicionalmente un procedimiento para tratar material celulésico, en donde dicho procedimiento
comprende poner en contacto el material celulésico con la proteina de fusion.

La invencion también se refiere a un procedimiento para biodesgaste, que comprende la etapa de poner en contacto
la proteina de fusion de celulasa o la preparacién enzimatica con tejido o prendas de dril, y a un procedimiento para
el bioacabado, que comprende la etapa de poner en contacto la proteina de fusién de celulasa o la preparacion
enzimatica con materiales textiles como tejidos o prendas o hilos.

Finalmente, la invencion se refiere a una composicion de detergente que comprende la proteina de fusion y
auxiliares de detergencia, a los alimentos para consumo animal que comprenden la proteina de fusion, y a una cepa
de Escherichia coli que tiene el nimero de acceso E. coli DSM 18159.

Las realizaciones especificas de la invencion se presentan en las reivindicaciones adjuntas.

Otros objetos, detalles y ventajas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de los dibujos, de la
descripcion detallada y de los ejemplos que vienen a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

En la figura 1 se ilustra un dibujo esquematico del casete de expresion utilizado en la transformacion de los
protoplastos de T. reesei para la produccién de la celulasa EG28 o EG28+CtCBD de T. aurantiacus. El gen cel5A o
cel5A_Ct cel7AconectorCBD esté bajo el control del promotor cbhl de T. reesei (prom cbhl) y la terminacién de la
transcripcion se asegura con la adicion del terminador cbhl (term cbhl). EI gen amdS (amdS) esté incluido para la
seleccidn de los transformantes. El casete de expresién para la produccién de EG28 y de EG28+CtCBD se aisld
como un fragmento Notl de 8,6 kb a partir de pALK1930 o como un fragmento Notl de 8,9 kb a partir de pALK1948,
respectivamente.

En la figura 2 se ilustra la dependencia del pH que tiene la celulasa EG28 de T. aurantiacus producida de forma
heterdloga mediante la determinacion del sobrenadante del cultivo con el CMC como sustrato en una reaccién de 10
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min a 50 °C (A). La temperatura 6ptima de la celulasa EG28 se determiné al pH 6ptimo (6,0). La reaccion que
contiene el CMC como sustrato se realizé durante 10 min (B). El pH y la temperatura 6ptima de la proteina de fusion
EG28+CtCBD se determin6 que eran los mismos que los de la celulasa EG28 de tipo silvestre.

En la figura 3 se muestra el efecto de biodesgaste de la celulasa EG28, mediante la mediciéon del color, a
temperaturas diferentes y pH 6.

En la figura 4 se muestra el efecto de biodesgaste de la celulasa EG28+CtCBD, mediante la medicion del color, a
diferentes valores de pH a 50 °C.

En la figura 5 se muestra el efecto de biodesgaste de la celulasa EG28+CtCBD, mediante la medicién del color, a
diferentes valores de pH a 60 °C.

En la figura 6 se muestra el efecto de biodesgaste de la celulasa EG28+CtCBD, mediante la medicién del color, a
temperaturas diferentes (pH 6).

En la figura 7 se muestra la influencia de la temperatura de granulacion sobre la recuperaciéon de la actividad 8-
glucanasa de los alimentos complementados con la celulasa EG28.

En la figura 8 se muestra la influencia de la temperatura de granulacién sobre la recuperacién de la actividad
celulasa de los alimentos complementados con la celulasa EG28+CtCBD.

Descripcion detallada de la invencién

Las celulasas comprenden un dominio/nicleo catalitico (CD) que expresa actividad celulasica. Ademas del dominio
catalitico, la molécula de celulasa puede comprender uno o mas «dominios de fijacion a la celulosa» («CBD»),
también denominados mddulos/dominios de fijacién a glicidos (CBD/CBM), que se pueden localizar o bien en el
extremo amino o bien en el extremo carboxilo del dominio catalitico. Los CBD tienen actividad de fijacion a glucidos
e intervienen en la fijacion de la celulasa a la celulosa cristalina, pero tienen poco o ningun efecto sobre la actividad
hidrolitica de la enzima en los sustratos solubles. Estos dos dominios estan tipicamente conectados mediante una
region conectora muy glucosilada y flexible, llamada en la presente memoria «conector». Tales construcciones se
describen, p. ej., en Srisodsuk et al., 1993. Algunas de las endoglucanasas y celobiohidrolasas que se producen de
forma natural tienen un dominio de fijacion a la celulosa (CBD), mientras que otras no.

Las endoglucanasas (EG) son uno de los tres tipo de celulasas que se necesitan generalmente para la conversion
biologica de la celulosa en glucosa. Las endoglucanasas cortan los enlaces B-1,4-glucosidicos internos, mientras
que las celobiohidrolasas cortan el disacérido celobiosa desde el extremo de la cadena polimérica de celulosa, y las
B-1,4-glucosidasas hidrolizan la celobiosa y otros celooligosacaridos pequefios en glucosa. «Endoglucanasa»
(«<EG») en conexion con la presente invenciéon se refiere a las enzimas clasificadas como EC 3.2.1.4. Son 4-
glucanohidrolasas de 1,4-B-D-glucano y catalizan la endohidrdlisis de los enlaces 1,4-B-D-glucosidicos en los
polimeros de glucosa tales como la celulosa. Algunas endoglucanasas pueden también hidrolizar, p. €j., los enlaces
1,4 en los B-D-glucanos que también contienen enlaces 1,3. Por consiguiente, también se pueden clasificar como
endo-1,3(4)-B-glucanasas (EC 3.2.1.6). Asi pues, una enzima puede catalizar reacciones sobre varios sustratos y
puede pertenecer a varias clases.

Las celulasas, entre ellas las endoglucanasas, también se pueden clasificar en varias familias de hidrolasas de
glucosilos de acuerdo con su secuencia primaria, apoyado por el analisis de la estructura tridimensional de algunos
miembros de la familia (Henrissat 1991, Henrissat y Bairoch 1993, 1996). Por ejemplo, la familia 45 (con anterioridad
celK) contiene endoglucanasas (EC 3.2.1.4) y la familia 5 (antes conocida como celA) consiste principalmente en
endoglucanasas (EC 3.2.1.4). La familia 7 (antes familia de la celulasa celC) contiene tanto endoglucanasas como
celobiohidrolasas. Algunas hidrolasas de glucosilos son enzimas multifuncionales que contienen dominios cataliticos
gue pertenecen a diferentes familias de hidrolasas de glucosilos. Para los propoésitos de la presente invencion, la
parte endoglucanasa de la proteina de fusion pertenece preferentemente a la familia 45 o a la familia 5 de las
hidrolasas de glucdsidos, y mas preferentemente a la familia 5.

De acuerdo con una realizacion preferente de la invencion, la parte endoglucanasa de la proteina de fusién procede
de un hongo, preferentemente del género Thermoascus, y mas preferentemente de Thermoascus aurantiacus. Tal
endoglucanasa la han descrito, p. ej., Hong et al., 2003. La patente internacional WO 03/062409 sugiere la
utilizacién de esta enzima para aplicaciones en alimentos, porque ademas de la actividad endoglucanasa, también
tiene actividad B-glucanasa. Mas preferentemente, la endoglucanasa procede de la cepa de T. aurantiacus
ALKOA4242 depositada como CBS 116239. El gen de la endoglucanasa de dicha cepa se ha insertado en el
plasmido pALK1926 y se ha depositado como DSM 17326. La proteina codificada por este gen se denomina en la
presente memoria «Ta EG28» o simplemente «<EG28».
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Como referencia, la parte endoglucanasa de la proteina de fusibn se puede obtener de Acremonium sp.,
preferentemente de A. thermophilum, y mas preferentemente de una cepa que tiene las caracteristicas de la cepa
ALKO4245 depositada como CBS 116240. La endoglucanasa que se obtiene de esta cepa y que esta codificada por
el gen cel45A se denomina en la presente memoria «At EG40» o simplemente «EG40».

El «ndcleo» de la endoglucanasa, tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere al dominio/nucleo catalitico
(CD) de una enzima que expresa al menos actividad endoglucanasica. Tal dominio catalitico puede estar en la forma
en que se produce en la naturaleza (p, ej, intacto), o puede estar modificado.

De acuerdo a una realizacion de la invencién, el nacleo de la endoglucanasa tiene una identidad de al menos el 75,
80, 85, 90, 95, 98 0 99% con la SEQ ID n.° 2 (Ta EG28). Preferentemente, el nacleo comprende al menos la proteina
madura, que corresponde a los aminoacidos 19 a 334 de la SEQ ID n.° 2. La prediccidon de la secuencia sefial se
realizé con el programa SignalP V3.0 (Nielsen et al., 1997; Bendtsen et al., 2004); el valor de NN se obtuvo con
redes neuronales y el valor de HMM con modelos ocultos de Markov.

«Celobiohidrolasa» o «CBH», tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere a las enzimas que escinden la
celulosa desde el extremo de la cadena de glucosas y que producen principalmente celobiosa. También se
denominan celobiohidrolasas de 1,4-3-D-glucano o 1,4-B-celobiosidasas de celulosa. Hidrolizan los enlaces 1,4-3-D-
glucosidicos desde los extremos reductor y no reductor de un polimero que contiene dichos enlaces, tal como la
celulosa, mediante lo cual se libera la celobiosa.

El CBD que incluye el conector procede preferentemente de Chaetomium thermophilum, y especialmente del gen
gue codifica la celobiohidrolasa (CBHI/Cel7A) de la cepa ALKO4265, depositada como CBS 730.95. Este CBD que
incluye el conector se denomina «CtCBD». De acuerdo a una realizacion preferente de la invencion, el conector mas
el dominio de fijacion a la celulosa tiene una secuencia que tiene una identidad de al menos el 80, 85, 90, 95, 98 o
99% con la SEQ ID n.° 15, (que corresponde a los aminoacidos 335 a 415 de la SEQ ID n.° 4). De acuerdo con otra
realizacién preferente, la segunda secuencia de aminoacidos comprende los aminoacidos 335 a 379 de la SEQ ID
n.c4.

La terminologia «procedente de» en conexion con una fuente de microorganismo significa que el polipéptido puede
producirse de forma natural en dicha fuente de microorganismo especifico, o el polinucleétido que codifica el
polipéptido puede aislarse de dicha fuente de microorganismo, o la terminologia se refiere a una célula hospedadora
en la que se ha introducido el polinucleétido de dicha fuente de microorganismo que codifica el polipéptido. Sin
embargo, esto no descarta modificaciones menores de la secuencia, p. €j., por sustitucion, delecion, inversion y/o
insercion de uno o unos pocos aminoacidos/codones siempre y cuando se conserve la actividad biolégica de la
proteina codificada.

El ndcleo, y el conector+CBD, respectivamente, también pueden ser un fragmento de dichas secuencias, en donde
dicho fragmento tiene actividad celulasa y/o actividad de fijacion a la celulosa. Por ejemplo, la primera secuencia de
aminoacidos puede comprender un fragmento de una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al
menos el 75% con la SEQ ID n.° 2 u 8, y la segunda secuencia de aminoacidos puede comprender un fragmento de
una secuencia de aminoéacidos que tiene una identidad de al menos el 75% con la SEQ ID n.° 15.

En el presente contexto, la «actividad celulasa» significa la capacidad catalitica para hidrolizar la celulosa o los
derivados de la misma, tal como actividad endoglucanasa o 3-glucanasa. Ademas de la actividad endoglucanasa y/o
B-glucanasa, algunas de las celulasas pueden ademas tener actividad hemicelulasa y/o xilanasa.

Tal y como se utiliza en el presente contexto, la terminologia «identidad» se refiere a la identidad global entre dos
secuencias de aminoacidos comparadas entre si desde el primer aminoacido codificado por el correspondiente gen
hasta el dltimo aminoacido. La identidad de las secuencias completas se mide con el programa de alineamiento
global de Needleman-Wunsch del paquete de programas EMBOSS (European Molecular Biology Open Software
Suite; Rice et al., 2000), versién 3.0.0, con los parametros siguientes: EMBLOSUMG62, penalizacion por hueco 10,0,
penalizacién por extensién 0,5. El algoritmo se describe en Needleman y Wunsch (1970). El experto en la técnica es
consciente del hecho de que los resultados con el algoritmo de Needleman-Wunsch son comparables s6lo cuando
se alinean los correspondientes dominios de la secuencia. Por consiguiente, se descartan por no ser significativas
las comparaciones de, p. €j., secuencias de celulasa que incluyen el CBD o las secuencias sefial con secuencias
que carecen de esos elementos.

De acuerdo con una realizacion de la invencion, la proteina fusion contiene un nudcleo de endoglucanasa codificado
por un gen similar al incluido en E. coli DSM 17326. Preferentemente, la proteina de fusion esta codificada por una
gen de fusion similar al incluido en E. coli DSM 18159. De acuerdo con una realizacion especifica de la invencion, la
proteina de fusién contiene un nudcleo de endoglucanasa que comprende la secuencia de SEQ ID n.° 2 y un conector
y un CBD que comprende la secuencia de SEQ ID n.° 15. Especialmente, comprende la secuencia de amino&cidos
de SEQ ID n.° 4, o un fragmento de la misma que tiene actividad celulasa y actividad de fijacion a la celulosa.
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Se entiende que un «fragmento» es parte de una secuencia de aminoacidos especifica que es suficientemente larga
para tener la actividad biolégica deseada. En otras palabras, el fragmento puede ser, p. €j., s6lo la parte madura de
la secuencia de aminoacidos o incluso una subsecuencia de la parte madura. Asi pues, la actividad biologica en este
contexto se refiere a la actividad celulasa, a la actividad de fijacion a la celulasa, o a ambas.

La proteina de fusion de la invencion se puede preparar con la union de la parte del nicleo de la endoglucanasa a la
parte de conector y CBD en el ADN codificante adecuado mediante las técnicas de ADN recombinante conocidas de
forma general para producir la proteina recombinante deseada. Brevemente, se amplifican y se clonan los
polinucleétidos que codifican los compaferos de fusiéon, pudiéndose también sintetizar los nucledtidos. El
polinucleétido fusionado se inserta en un vector de expresion, se introduce por transformacién en una célula
hospedadora y se expresa. Preferentemente, el conector y el CBD estan unidos al extremo carboxilo del nacleo de la
endoglucanasa.

Un «vector de expresion» es un plasmido o vector de clonacion capaz de expresar el ADN que codifica las proteinas
de fusion de endoglucanasa después de introducirlo por transformacién en un hospedador deseado. Cuando se
utiliza un hospedador fungico, el gen de interés se suministra preferentemente a un hospedador fingico como parte
de un vehiculo de expresion o de clonacion que se integra en el cromosoma fungico, o que permite que el gen de
interés se integre en el cromosoma del hospedador. Otras secuencias que son parte del vehiculo de clonacion o del
vehiculo de expresion también se pueden integrar con dicho ADN durante el proceso de integracion. Ademas, en los
hongos, el vector de expresion o partes del mismo se pueden dirigir a locus predeterminados. Alternativamente, el
gen de fusion deseado se suministra como un plasmido de replicacion autbnoma.

El ADN que codifica las proteinas de fusion de endoglucanasa se coloca preferentemente bajo el control de (p. €j.,
unido operativamente a) determinadas secuencias de control, tales como las secuencias promotoras proporcionadas
por el vector. Tras la transformacion, estas secuencias de control se integran en el genoma del hospedador con el
gen de interés. Alternativamente, las secuencias de control pueden ser las del sitio de integracion.

Las secuencias de control de expresion de un vector de expresion variaran segun si el vector esta disefiado para
expresar un determinado gen en un huésped procariético o en un huésped eucaridtico (por ejemplo, un vector
lanzadera puede proporcionar un gen para la seleccion en los hospedadores bacterianos). Las secuencias control de
la expresion pueden contener elementos reguladores de la transcripcién, tales como promotores, elementos
potenciadores y secuencias de terminacion de la transcripcién, y/o elementos reguladores de la traduccion, tales
como sitios de iniciacién y de terminacion de la traduccion.

Se dice que una molécula polinucleotidica, tal como el ADN, es capaz de expresar un polipéptido si contiene las
secuencias de control de la expresion, las cuales contienen informacion reguladora de la transcripcion, y tales
secuencias estan unidas operativamente a la secuencia nucleotidica que codifica el polipéptido.

Una unién operativa es una union en la que una secuencia esta conectada con una secuencia 0 secuencias
reguladoras de tal modo que se coloca la expresiéon de la secuencia bajo la influencia o bajo el control de la
secuencia reguladora. Se dice que dos secuencias de ADN (tal como una secuencia de la region promotora unida al
extremo de 5' de la secuencia que codifica la proteina) estan unidas operativamente si el funcionamiento del
promotor da lugar a la transcripcion.

Los vectores de la invencion pueden ademas comprender otros elementos reguladores unidos operativamente, tales
como secuencias potenciadoras.

En una realizacion preferente se construyen transformantes genéticamente estables, mediante los cuales el ADN
gue codifica las proteinas de fusion esta integrado en el cromosoma del hospedador al haber sido transformado con
un vector, el cual puede albergar secuencias que favorecen la integracion de dicho vector en el cromosoma.

Las células que tienen integrado de forma estable el ADN que codifica las proteinas de fusion de endoglucanasa en
el cromosoma se pueden seleccionar, p. €j., mediante el o los marcadores introducidos, homélogos o heterélogos,
que permiten la seleccion de las células hospedadoras que contienen el vector de expresion en el cromosoma, por
ejemplo, el marcador puede proporcionar resistencia a biocidas, p. €j., resistencia a antibidticos, o a metales
pesados, tales como el cobre, o el marcador complementa una mutacién auxétrofa en el cromosoma del
hospedador, y similares. El marcador de seleccidn puede, por ejemplo, ser un gen de seleccion unido directamente a
la secuencia del ADN del gen a expresar, o introducirse en la misma célula mediante cotransformacion. También se
pueden utilizar otros sistemas de seleccion.

Una vez que se prepara el vector de expresion que contiene el ADN que codifica la proteina de fusién, se introduce
en una célula hospedadora adecuada mediante uno cualquiera de los muchos medios adecuados, entre ellos la
transformacion como se conoce en la técnica. Después de la transformacion, las células receptoras se hacen crecer
en un medio de seleccién apropiado, que sélo dejara crecer a las células transformadas.
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Los sistemas hospedadores adecuados de produccion y de expresién son, por ejemplo, el sistema de produccién
desarrollado para los hospedadores fangicos Trichoderma (patente europea EP 244 234), o Aspergillus, tal como A.
oryzae o A. niger (patentes internacionales n.° WO 97/08325 y WO 95/33386, patente de los EE.UU. n.° 5 843 745,
patente de los EE.UU. n.° 5 770 418), o el sistema de produccién desarrollado por Fusarium, tal como F. oxysporum
(Malardier et al., 1989). Los sistemas de produccién adecuados desarrollados para las bacterias incluyen un sistema
de produccion desarrollado para Bacillus, por ejemplo, B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens o para E.
coli, o para un actinomiceto como Streptomyces. Los sistemas de produccion adecuados desarrollados para las
levaduras son sistemas desarrollados para Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Pichia pastoris. También se
pueden utiliar los sistemas de produccién en otros microbios o en las células de mamiferos o en las plantas.

La expresion de la secuencia o secuencias génicas clonadas da lugar a la produccién de la proteina deseada, o a la
produccién de un fragmento de esta proteina. Esta expresion puede llevarse a cabo de forma continua en las células
transformadas, o de una manera controlada.

Para obtener las preparaciones enzimaticas de la invencion, los hospedadores que tienen las propiedades deseadas
(esto es, hospedadores capaces de expresar cantidades econdémicamente asequibles de proteinas de fusién de
endoglucanasa) se cultivan en las condiciones adecuadas, y las enzimas deseadas se secretan preferentemente
desde los hospedadores hacia el medio de cultivo, y opcionalmente se recuperan de dicho medio de cultivo
mediante los métodos conocidos en la técnica. Preferentemente, el hospedador para tal produccion es un hongo
filamentoso, tal como Trichoderma o Aspergillus, y en especial T. reesei.

Tal y como se utiliza en el presente contexto, la «preparacion enzimatica» se refiere a cualquier producto enziméatico
gque contiene al menos una proteina de fusion de endoglucanasa de la invencion. Asi pues, tal preparacion
enzimatica puede ser un medio de cultivo agotado o filtrado. El medio de cultivo agotado se refiere al medio de
cultivo del hospedador que comprende las enzimas producidas. Preferentemente, las células hospedadoras se
separaron de dicho medio después de la produccion. Si se desea, tales preparaciones se pueden liofilizar o si no, la
actividad enzimatica se puede concentrar y/o estabilizar para la conservacion. Si se desea, una enzima deseada se
puede purificar adicionalmente de acuerdo con los métodos convencionales, tales como extraccion, precipitacion,
cromatografia, cromatografia de afinidad, electroforesis y similares.

Sin embargo, una ventaja de la invencion es que el medio de cultivo con o sin células hospedadoras se puede
utilizar como una preparacion enzimatica como tal, sin mas purificacion, porque las proteinas de fusion de
endoglucanasa se pueden secretar al medio de cultivo, y presentan actividad en las condiciones del ambiente del
medio de cultivo agotado. Las preparaciones enzimaticas se suministran y usan de forma rentable porque no es
necesario aislar una enzima especifica del medio de cultivo.

Ademas de la proteina de fusién de la endoglucanasa, las preparaciones enzimaticas pueden comprender una o
mas enzimas diferentes, que pueden ser, por ejemplo, otras celulasas, amilasas, lipasas, proteasas, hemicelulasas,
xilanasas, pectinasas y/u oxidasas, tales como lacasas y peroxidasas. Alternativamente, antes, durante o después
del tratamiento con la proteina de fusion de la endoglucanasa, se puede llevar a cabo otro tratamiento enzimatico. El
tratamiento enzimético puede comprender, por ejemplo, uno o mas tratamientos con amilasa (por ejemplo, para
desaprestar el dril), uno 0 mas tratamientos con celulasa y/o uno o mas tratamientos con peroxidasa y/o lacasa. Las
otras enzimas a incluir en la preparacion enzimética o en el tratamiento enzimético dependen de la aplicacion.

Ademas de la proteina de fusién, la preparacion enzimética puede contener aditivos, tales como estabilizadores,
tampones, conservantes, tensioactivos y/o componentes de medios de cultivo. Los aditivos preferentes son tales,
gue se utilizan habitualmente en las preparaciones enzimaticas disefiadas para la aplicacion, donde se usa la
preparacién enzimatica.

Las preparaciones enzimaticas se pueden suministrar como un liquido o como un sélido, por ejemplo, como un polvo
seco 0 un granulado, especialmente granulos sin pulverizar, o un liquido estabilizado. Se ha concebido que las
preparaciones enziméticas se pueden enriqguecer mas, o se puede hacer total o parcialmente deficientes en
actividades enzimaticas especificas, de manera que satisfagan los requisitos de una utilidad especifica en diferentes
aplicaciones, por ejemplo, en la industria textil. Puede resultar ventajosa una mezcla de actividades enziméticas
secretadas por un hospedador en una aplicacion industrial determinada, por ejemplo en bioacabado o biodesgaste.

Las proteinas de fusién de la endoglucanasa y las preparaciones de las mismas son (tiles, por ejemplo, en la
industria textil, alimentaria, de aceites vegetales, de detergentes y de pasta de papel. Se pueden usar para tratar
cualquier material celulésico, tal como material textil, plantas usadas para alimentos consumidos por los animales,
material vegetal para extraccion de aceite, o fibras secundarias o pasta quimica o mecéanica obtenida de madera.
También se pueden afiadir en detergentes, que normalmente contienen auxiliares, tales como tensioactivos,
surfactantes, blanqueadores o reforzantes de la detergencia. En el presente contexto, «material celulésico» se
refiere a cualquier material que comprende como componente significativo celulosa o derivados de la misma. El
material celulésico se pone en contacto con una cantidad eficaz de proteina de fusion en las condiciones adecuadas,
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tal como pH y temperatura adecuados, y se deja que transcurra la reaccion durante un tiempo suficiente para que se
produzca la reaccion enzimatica.

Las enzimas de fusién son especialmente Utiles para el tratamiento de los materiales textiles, tales como tejidos y
prendas. El material textil puede estar fabricado con celulosa natural que contiene fibras o celulosa hecha por el
hombre que contiene fibras, o0 mezclas de ambas, o una mezcla de fibras sintéticas y fibras que contienen celulosa.
Preferentemente, el material que contiene celulosa es algodén, especialmente dril. Mediante «dril» se hace
referencia, en conexién con esta invencion, al tejido de dril, normalmente prendas de dril, en particular vaqueros.
Ventajosamente, el dril es dril tefiido de indigo. El dril también se puede tratar con derivados del indigo o con indigo
junto a otros colorantes, por ejemplo, dril tefiido con indico con rorcual azul.

Las endoglucanasas de fusion son especialmente (tiles para el biodesgaste y el bioacabado de los tejidos.

El lavado a la piedra tiene tres etapas: desapresto, desgaste y postratamiento. La primera etapa, el proceso de
desapresto, suele ser el primer tratamiento himedo de los vaqueros y se refiere a la retirada del almidén y de otros
aprestos que se suelen aplicar a los hilos tejidos para impedir que se dafien durante la confeccion del tejido. Se
utilizan las a-amilasas para retirar los agentes de apresto a base de almidén para mejorar el procesamiento hiumedo,
y que sea uniforme. Después de retirar el apresto, los vaqueros se suelen enjuagar con agua o pasan directamente
a la etapa de desgaste.

La segunda etapa, el desgaste, se puede realizar con enzimas o con piedra pémez, o con ambos. En todos los
casos de accién mecanica se necesita retirar el colorante, y el tratamiento se suele llevar a cabo en lavadoras, como
lavadoras de tambor. El término «desgaste» se refiere a la apariencia del tejido dril, cuando se ha tratado con
enzimas celuldsicas o piedras, o con ambos. Expresiones sinénimas son «aspecto lavado a la piedra» o «aspecto
ajado». Como resultado de la retirada desigual del colorante, existe contraste entre las zonas tefiidas y las zonas en
las que se ha eliminado el colorante.

El desgaste suele ir seguido de la tercera etapa, el postratamiento, que incluye etapas de lavado y enjuagado
durante las cuales se pueden usar detergentes, abrillantadores Opticos, blanqueantes o suavizantes. Después del
tratamiento enzimético hay que detener la reaccion para evitar el deterioro de los materiales tratados, por ejemplo
por inactivacion por temperatura o por pH, comprendiendo el Ultimo un enjuagado exhaustivo y/o eliminacién del
detergente por lavado. Esto garantiza que la resistencia mecanica de la fibra no se ve comprometida mas por la
presencia continua de la enzima.

Tal y como se utiliza en el presente contexto, la expresion «biodesgaste» de tejidos o de prendas se refiere al uso de
enzimas en lugar, o ademas de, piedra pdmez para el tratamiento de los tejidos o prendas, en espacial del dril.

Tal y como se expuso mas arriba, el tratamiento con celulasas puede reemplazar completamente el tratamiento con
piedra pémez (por ejemplo, 1 kg de enzima comercial frente a 100 kg de piedras). Sin embargo, el tratamiento con
celulasas se puede combinar también con el tratamiento con piedra pémez cuando se desea producir un acabado
muy desgastado. Mediante un lavado que combina una celulasa neutra con piedra pémez también se puede
conseguir un efecto de piel de melocoton, en el que se crea un recubrimiento fino de parecido a la pelusa. Las
proteinas de fusion descritas son especialmente (tiles para proporcionar con eficacia un aspecto desgastado y para
disminuir al minimo la retrotincién en el biodesgaste.

El biodesgaste se realiza tipicamente a un pH de 3,0 a 8,0, y preferentemente a pH de 5,0 a 7,0. La temperatura de
la reaccion oscila de 30 °C a 80 °C y esta preferentemente entre 50 y 60 °C. La proporcidon de agua madre (la
proporcion del volumen de liquido por masa de tejido) puede oscilar de unos 3:1 a 20:1, preferentemente de 5:1 a
10:1. El tiempo de tratamiento puede oscilar entre 15 min y 90 min, y preferentemente de 30 min a 60 min. Hay que
recalcar que la dosis de enzima depende en gran parte del tipo de tejidos, la maquinaria, las condiciones del
procedimiento (pH, temperatura, proporcion de agua madre, tiempo de tratamiento, carga de dril, escala del
procedimiento) y el tipo de preparacion enzimatica y similares. Si se desea, la piedra pdmez se puede usar en
combinacién con las proteinas de fusibn de endoglucanasa. La dosis de enzima requerida sera pues
significativamente menor. Un experto en la técnica es capaz de definir la dosis y condiciones adecuadas.

Las proteinas de fusidn de endoglucanasa de la presente invencién proporcionan ventajas inesperadas en el sentido
de que la actividad enzimatica es alta y la retrotincion es baja, lo que produce un contraste muy bueno. Ademas, las
proteinas de fusion se pueden fabricar facilmente y se pueden usar en un margen relativamente amplio de
temperaturas y pH.

Ademas, las proteinas de fusiobn de endoglucanasa son Utiles para el bioacabado de tejidos y prendas.
«Bioacabado» hace referencia al uso de enzimas en una hidrolisis controlada de las fibras celuldsicas para modificar
la superficie del tejido o del hilo de manera que se impida permanentemente la formacién de pelotillas, se mejore el
tacto del tejido como suavidad y tersura, se aclare la estructura superficial al reducir las pelusas, lo que da lugar a
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que los colores sean mas nitidos, se mejore la capacidad de drapeado del tejido, se mejore la absorcién de la
humedad, lo que podria mejorar también la capacidad de tincion.

La eliminacion enzimatica de la formacion de pelotillas se puede llevar a cabo en cualquier momento durante el
procesamiento himedo del tejido, preferentemente después del desapresto y/o blanqueado opcionales, y se pueden
utilizar condiciones similares a las del biodesgaste.

Las proteinas de fusion de endoglucanasa que poseen también actividad B-glucanasa, hemicelulasa o xilanasa son
Utiles adicionalmente para mejorar la calidad de los alimentos para consumo animal, gracias a las cuales el material
vegetal se trata con las enzimas.

El almidén, las proteinas y los lipidos se pueden degradar facilmente en el aparato digestivo de los animales
monogastricos, tales como las aves de corral y los cerdos, mientras que la mayor parte de los polisacaridos que no
son almidén (NSP por su nombre en inglés), que incluyen B-glucanos con varios tipos enlaces de, por ejemplo,
cebada y avena, permanecen intactos debido a que no hay tales actividades enzimaticas en los animales. Aln mas,
la capacidad de digestién de otros componentes, en particular de las grasas animales, se reduce en presencia de los
NSP.

Las B-glucanasas se han utilizado comercialmente para aliviar los problemas ocasionados por los 3-glucanos con
varios tipos de enlaces de la cebada y de la avena. Las B-glucanasas se sabe que reducen la viscosidad intestinal
ocasionada por los B-glucanos solubles, asi como la liberacion de los nutrientes encapsulados en las paredes
celulares ricas en B-glucanos. El uso de las B-glucanasas mejora el funcionamiento animal, que se puede observar
como una mayor proporcion de conversion entre la ganancia de peso y la alimentacion. De igual forma, la incidencia
de los excrementos pegajosos en las aves de corral se reduce tipicamente.

La granulacién al vapor es la principal tecnologia de procesamiento de los alimentos en todo el mundo. Sus ventajas
sobre la produccién de harinas alimenticias incluyen el manejo mas facil, la disminucion de sustancias toxicas y
microorganismos, y la mejor eficacia alimentaria de todos. La termotolerancia y la elevada actividad de las proteinas
de fusién descritas en la presente invencion las hacen adecuadas para aplicaciones en alimentacion.

La invencion se ilustra mediante los ejemplos no limitantes siguientes. Sin embargo, se debe entender que las
realizaciones dadas en la descripcion mas arriba y en los ejemplos tienen Unicamente un propdsito ilustrativo, y que
se pueden realizar diferentes cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencion.

Ejemplo 1. Produccion de la celulasa EG28 de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 en Trichoderma reesei.

Los métodos estandares de biologia molecular se utilizaron para el aislamiento y para los tratamientos enzimaticos
del ADN (plasmidos, fragmentos del ADN), en las transformaciones de E. coli, etc. Los métodos basicos utilizados se
describen en los manuales estdndares de biologia molecular, p. ej., Sambrook et al., (1989) y Sambrook y Russell
(2001).

El gen cel5A de Thermoascus aurantiacus (SEQ ID n.° 1) que codifica la celulasa EG28 (SEQ ID n.° 2) se amplificd
por PCR directamente del ADN gendmico de T. aurantiacus ALKO4242 aislado por el método de Raeder y Broda
(1985). Los cebadores directo (SEQ ID n.° 9) e inverso (SEQ ID n.° 10) se disefiaron sobre la base de la secuencia
publicada de la endoglucanasa de T. aurantiacus (AF487830). El producto amplificado de 1,3 kb que contiene el gen
exacto (desde el codon de INICIO al codén de PARADA) se cloné como un fragmento Sacll-Pstl en el vector
pBluescript Il KS+. Se secuenciaron dos clones independientes y se seleccioné un clon que de denomin6 pALK1926.
El nimero de depdsito de la cepa de E. coli que contiene el pALK1926 en la coleccién de cultivos Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH es DSM 17326.

Se construyé un plasmido de expresion (pALK1930, figura 1) para la produccion de la celulasa recombinante
EG28/Cel5A de T. aurantiacus (SEQ ID n.° 2). El gen cel5A, que incluye su propia secuencia sefial, se fusioné por
PCR exactamente al promotor cbhl (cel7A) de T. reesei. El promotor cbhl, el terminador cbhl y el gen marcador
amdS se incluyeron como se describe en Paloheimo et al. (2003). El casete de expresion linealizado (figura 1) se
aislo del esqueleto del vector mediante la digestion con enzimas de restriccion, se introdujo por transformacion en T.
reesei A96, y se seleccionaron los transformantes con acetamida como Unica fuente de nitrégeno. La cepa
hospedadora carece de las cuatro celulasas enddgenas principales: CBHI/Cel7A, CBHII/Cel6A, EGI/Cel7B y
EGII/Cel5A. Se realizaron las transformaciones de acuerdo con Penttila et al.,, (1987) con las modificaciones
descritas en Karhunen et al., (1993). Los transformantes se purificaron en placas de seleccion mediante conidios
Unicos antes de esporularlos en PD.

La produccion de la celulasa en los transformantes se analizé a partir de sobrenadantes de cultivo de cultivos en
matraces (50 ml) en agitacion. Los transformantes se hicieron crecer durante 7 dias en un medio complejo inductor
de celulosa (Joutsjoki et al., 1993) tamponado con KH2PO, al 5% a pH 5,5. La actividad enzimatica de la proteina
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recombinante se midié a partir del sobrenadante de cultivo como la liberacion de azlcares reductores desde la
carboximetilcelulosa (CMC al 2%) a 50 °C en tampén de citrato a 50 mM, pH 4,8, esencialmente como describieron
Bailey y Nevalainen, 1981; Haakana et al., 2004. La actividad frente al B-glucano de cebada (1%) también se
determin6 midiendo la liberacion de azucares reductores a 50 °C en tampén de acetato a 50 mM, pH 4,8, como se
describe en Stalbrand et al. 1993. La produccién de la proteina recombinante también se detect6 en el sobrenadante
de cultivo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. Los genotipos de los transformantes elegidos se
analizaron mediante transferencia Southern con el casete de expresiéon como sonda.

El pH 6ptimo de la celulasa Ta EG28/Cel5A producida heter6logamente se determiné en el tampdn universal de
Macllvaine dentro de un intervalo de pH de 4,0 a 8,0 con carboximetilcelulosa como sustrato. Tal y como se muestra
en la figura 2A, el pH éptimo para la actividad de la celulasa EG28/Cel5A es de 6,0. La temperatura 6ptima para la
actividad enzimatica de la celulasa EG28/Cel5A se determind que era de 75 °C (figura 2B).

El transformante elegido (RF6188) se cultivd en un biorreactor para obtener material para la aplicacién de pruebas
(véase el ejemplo 4).

Ejemplo 2. Produccion de la proteina recombinante de fusion EG28+CtCBD de Thermoascus aurantiacus
ALKO4242.

Para producir una proteina recombinante de fusion EG28+CtCBD de Thermoascus aurantiacus (SEQ ID n.° 4), el
dominio de fijacion a la celulosa (CBD) de la celulasa CBHI/Cel7A de Chaetomium thermophilum ALKO4265 se unié
a la celulasa EG28/Cel5A. La construccion contiene el dominio catalitico de EG28 (aminoacidos 1 a 334 del
polipéptido completo) unido a la region conectora y al CBD de CBHI/Cel7A CtCBD de C. thermophilum (SEQ ID n.°
15).

Se utilizaron métodos estandares de biologia molecular como se describe en el ejemplo 1. Primero, se introdujo por
PCR un sitio de restriccion Unico SnaBI cerca del extremo carboxilo de la secuencia de EG28/Cel5A. Esto permite la
fusién directa de cualquier ADN con extremos romos tras el aminoacido Y334 del polipéptido EG28/Cel5A. El
conector y la region CBD del gen que codifica la CBHI/Cel7A de C. thermophilum (cel7A, SEQ ID n.° 7) se amplifico
por PCR con los cebadores directo (SEQ ID n.° 11) e inverso (SEQ ID n.° 12) y el ADN gendémico de C.
thermophilum ALKO4265 como plantilla. El producto amplificado de 1,6 kb se ligé con el gen cel5A (detras de Y334)
para crear Ta cel5A_Ct cel7AconectorCBD (SEQ ID n.° 3). El plasmido resultante se denominé pALK1946. El
namero de depdsito de la cepa de E. coli que contiene el pALK1946 en la coleccion de cultivos Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH es DSM 18159.

Se construyé un plasmido de expresion (pALK1948, figura 1) para la produccion de la celulasa EG28+CtCBD tal y
como se describe en el ejemplo 1. El casete de expresion linealizado de 8,9 kb (figura 1) se aislé del esqueleto del
vector mediante la digestion con la enzima de restriccion Notl, se introdujo por transformacion en T. reesei A33 (a la
cepa se le han eliminado los genes que codifican las cuatro celulasas principales CBHI/Cel7A, CBHII/Cel6A,
EGI/Cel7B y EGII/Cel5A) y se seleccionaron los transformantes como se describe en el ejemplo 1. El pH y la
temperatura 6ptimos de la proteina de fusion se determin6 que eran los mismos que los de la proteina EG28 de tipo
silvestre.

El transformante elegido (RF6377) se cultivd en un biorreactor para obtener material para los ensayos de aplicacién
(véanse los ejemplos 5 a 10).

Ejemplo 3. (Referencia) Produccion de la proteina de fusion EG40+CtCBD de Acremonium thermophilum
ALKO4245

Para la produccion de la proteina recombinante de fusion EG40+CtCBD (SEQ ID n.° 6) de Acremonium
thermophilum ALKO4245, el dominio de fijacion a la celulosa de la celulasa EG40 se reemplaza con el de la
CBHI/Cel7A de Chaetomium thermophilum ALKO4265. La construccion contiene el dominio catalitico de la celulasa
EG40 (aminoécidos 1 a 234 del polipéptido completo) unido a la regién del conector y al CBD de la CBHI/Cel7A de
C. thermophilum (CtCBD, SEQ ID n.° 15).

Los métodos estandares de biologia molecular se utilizan como se describe en el ejemplo 1. El gen cel45A de
Acremonium thermophilum (SEQ ID n.° 8) se amplifica por PCR a partir del ADN gendmico de A. thermophilum
ALKO4245 con los cebadores (SEQ ID n.° 13) y (SEQ ID n.° 14). El fragmento de PCR de 1,1 kb se clona como un
fragmento Sacll-Pstl en el vector pBluescript 1| KS+. Después de esto, se introduce por PCR un sitio de restriccion
Unico Nrul cerca del extremo carboxilo de la secuencia de EG40. Esto permite la fusion directa de cualquier ADN
con extremos romos tras el aminoacido S234 del polipéptido de EG40. El conector més la regién CBD de la celulasa
CBHI/Cel7A de Chaetomium thermophilum (cel7A) se amplifica por PCR como se describe en el ejemplo 2 y un
fragmento de restriccion de la misma se ligé con el gen cel4d5A (después de S234) para crear At cel45A Ct
cel7AconectorCBD (SEQ ID n.° 5). Se construye un plasmido de expresion para la produccion de la celulasa
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EG40+CtCBD y la proteina recombinante (SEQ ID n.° 6) se produce en Trichoderma como se describe en el ejemplo
1.

Ejemplo 4. Comportamiento de la celulasa EG28 en el acabado del dril a diferentes temperaturas

A la celulasa EG28 de Thermoascus aurantiacus producida en Trichoderma (cepa RF6188) como se describe en el
ejemplo 1 se le analizé su capacidad para crear un aspecto desgastado similar al proporcionado por la piedra pomez
en el biodesgaste del dril a diferentes temperaturas. Se utilizé como referencia una enzima eficaz de acabado del
dril, una preparacion comercial de celulasa acida enriquecida en EGII producida en Trichoderma (patente de los
EE.UU. n.° 5 874 293).

Como material de prueba se utilizaron tejanos fabricados con sarga de dril tefiida con indigo después de desaprestar
con la a-amilasa ECOSTONE® A200. Los tratamientos con celulasa se realizaron con un extractor de lavado FOM
71 CLS Wascator de Electrolux en las condiciones descritas en la tabla 1.

La actividad de la endoglucanasa (ECU) de las preparaciones enzimaticas utilizadas se midié como la liberacion de
azucares reductores desde la hidroxietilcelulosa como se describié anteriormente (Bailey y Nevalainen, 1981). El
concentrado enzimético enriquecido en EGII y la preparacién de EG28 se dosificaron a 220 y unas 380 ECU/g de
tejido, respectivamente. Las enzimas se ensayaron en su intervalo 6ptimo de pH, la preparacion de EGllapH 5y la
preparacion de EG28 a pH 6. Después de escurrir, se inactivé la enzima (durante 10 minutos a 40 °C) al subir el pH
por encima de 11 con hidroxido de sodio. Los tejanos se enjuagaron entonces tres veces con agua y se secaron en
un tambor.

El nivel del efecto de biodesgaste/abrasion se evalué midiendo el color como valores de reflectancia con un
espectrofotometro Minolta CM 2500 utilizando las coordenadas espaciales de color L*a*b* (iluminante D65/2°). El
color del derecho y del revés del dril, y de los bolsillos, se midié6 después de desaprestar (a saber, antes del
tratamiento con la celulasa) y después del tratamiento con la celulasa. Cada medicion del derecho, del revés o de
los bolsillos era la media de aproximadamente 40, 20 o 12 mediciones, respectivamente. Se utilizaron dos pares de
tejanos en cada prueba y el resultado final era la media de los mismos. Los resultados se muestran en la tabla 2 y
en la figura 3.

Tabla 1. Condiciones del ensayo/parametros del procedimiento utilizados en los tratamientos con las
celulasas

Parametro del procedimiento

Carga de dril 1,3 kg

Agua 19 litros

Control de pH (pH 5-5,3) 35 g de Na;HPO42H,0 + 22 g de &cido citrico
Control de pH (pH 6,1-6,3) 35,5 g de Na;HPO42H,0 + 15 g de &cido citrico
Tiempo 45 min

Temperatura 40,50, 600 70 °C

Dosis de la celulasa 220 o unas 380 ECU/g de tejido
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Tabla 2. Mediciones del color del dril tratado con celulasa EG28 a diferentes temperaturas

El tratamiento con la preparacién enriquecida en EGII se utilizé como referencia. L* indica la luminosidad, —b* es la
direccion del azul, +b* es la direccion del amarillo.

Preparacién ECU/g Condiciones Antes del | Después del | AL* Ab*
enzimatica |de tejido tratamiento con la tratamiento con

celulasa la celulasa

L* b* L* b*
Derecho:
EG28 380 70°C, pH 6,1-6,3 23,67 -16,07 32,63 | -16,94 896  -0,87
EG28 370 60 °C, pH 6,1-6,3 23,67 -16,38 31,94 | -17,09 827 -0,71
EG28 360 50 °C, pH 6,1-6,3 23,62 -16,24 3191 -16,86 8,30 -0,63
EG28 380 40°C, pH 6,1-6,3 ' 23,75 -16,07 30,57 -17,32 6,82 |-1,25
Enriquecida 220 60 °C, pH 5,2-5,3 23,45 -16,10 3290 |-17,29 9,46 -1,19
en EGII
Revés:
EG28 380 70°C, pH 6,1-6,3 49,76 —6,95 49,60 -10,43 -0,16 |-3,48
EG28 370 60 °C, pH 6,1-6,3 49,55 —-6,87 50,78 9,57 1,24 2,71
EG28 380 50°C, pH 6,1-6,3 49,92 7,05 50,49 9,83 057 | -2,78
EG28 380 40°C, pH 6,1-6,3 ' 49,89 —6,93 49,73 | -9,73 -0,16 -2,80
Enriquecida 220 60 °C, pH 5,2-5,3 49,75 -6,82 48,28 | -12,26 -1,47 -5,45
en EGII
Bolsillos:
EG28 380 70°C, pH 6,1-6,3 77,40 -8,14 68,53 -12,60 -8,86 -4,47
EG28 374 60 °C, pH 6,1-6,3 77,91 —7,71 70,29 -12,34 | -7,62 -4,63
EG28 380 50°C, pH 6,1-6,3 | 78,11 —7,62 70,63 -12,02 -7,49 -4,40
EG28 380 40°C, pH 6,1-6,3 77,51 —7,60 70,47 -1191 -7,04 -4,32
Enrlizqéjﬁcida 220 60 °C, pH 5,2-5,3 | 77,46 —7,68 66,18 -14,17 -11,29 -6,49
en

Los resultados de la tabla 2 y de la figura 3 muestran que el mejor efecto de desgaste con la preparacion de EG28
(cepa RF6188) se obtuvo en el intervalo de 50 a 70 °C. Con una dosis de 380 ECU/g de tejido de la preparacion de
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EG28 a 70° C, se obtuvo un nivel de desgaste similar (luminosidad L*) que con la dosis de 220 ECU/g de tejido de
una preparacion enriquecida en EGIl a 60 °C. Sin embargo, el efecto de retrotincién (redeposicion del colorante
indigo) en el revés del dril y en los bolsillos era menor con la preparacién de EG28 (luminosidad mas elevada,
menos azul) que con la preparacion enriquecida en EGII. De igual forma, el contraste del derecho del dril parecia
mejor.

Ejemplo 5. Comportamiento de la proteina de fusién EG28+CtCBD en comparacion con la celulasa EG28 en
el acabado del dril

La proteina recombinante de fusion EG28+CtCBD de Thermoascus aurantiacus producida en Trichoderma (cepa
RF6377) como se describe en el ejemplo 2 se compar6 con la preparacion de EG28 de la cepa RF6188 en el
biodesgaste del dril a pH 6, a 60 °C. El dril y el sistema de ensayo para biodesgaste fueron como en el ejemplo 4,
salvo que la cantidad de dril se nivel6 a 1430 g con una pieza extra de dril diferente que no se incluy6 en las
mediciones. El efecto del tratamiento con la celulasa se evalué como en el ejemplo 4.

Los resultados de la tabla 3 muestran que el efecto de biodesgaste que proporciona la preparacion de EG28+CtCBD
fue muy bueno a una dosis baja. Con la cepa RF6377 se obtuvo un nivel de desgaste similar (luminosidad L*) con
una dosis 6,5 veces mas baja que con RF6188. Que la celulasa EG28 lleve unida el dominio de fijacion a la celulosa
(CBD) no incrementd el efecto indeseable de retrotincion, pero incrementd enormemente el resultado deseado del
lavado.

Tabla 3. Mediciones del color del dril tratado con las celulasas EG28 y EG28+CtCBD a 60 °C, pH 6.

L* indica la luminosidad, —b* es la direccion del azul, +b* es la direccién del amarillo.

Preparacion de la ECU/g de Antes del Después del AL* | Ab*
enzima tejido tratamiento con la tratamiento con la

celulasa celulasa

L* b* L* b*
Derecho:
EG28 325 23,40 -16,02 31,01 -17,12 7,62 -1,10
EG28+CtCBD 50 23,81 -16,21 31,60 -16,92 7,80 -0,71
Revés:
EG28 325 49,46 —6,83 50,03 -9,62 0,57 -2,79
EG28+CtCBD 50 49,36 —7,03 50,62 -9,61 1,27 -2,58
Bolsillos:
EG28 325 76,11 -8,36 68,53 -12,46 | -7,58 -4,10
EG28+CtCBD 50 76,02 -8,45 68,81 -12,39 -7,21 -3,94

Ejemplo 6. Comportamiento de la celulasa EG28+CtCBD en comparaciéon con la celulasa EGII en relacién con
el acabado del dril

La proteina recombinante de fusién EG28+CtCBD de Thermoascus aurantiacus producida en Trichoderma (cepa
RF6377) se comparo con la preparacion comercial de la celulasa acida enriquecida en EGII (patente de los EE.UU.
n.° 5 874 293) con respecto al biodesgaste del dril.

El sistema de ensayo para el biodesgaste fue como en el ejemplo 4, excepto que se utilizaron piezas (perneras) de
varios tipos de dril diferentes de Ukos Sport (Bélgica) y Vicunha (Brasil) (en total, 1,2 kg). Las condiciones de
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tratamiento con EG28+CtCBD y EGII fueron como en la tabla 4. El efecto del tratamiento con la celulasa se evalu6
como en el ejemplo 4.

Los resultados de los experimentos realizados con cuatro diferentes tejidos de dril se muestran en las tablas 4 y 5.
Cuando se usaba una dosis enzimatica por tejido de 500 ECU/g de la preparacion de EG28+CtCBD se obtuvo un
nivel de luminosidad similar al obtenido con una dosis de 1000 ECU/g de la preparacion enriquecida en EGII. El
comportamiento de la preparacion de EG28+CtCBD requiri6 mas o menos la mitad de la actividad en ECU de la de
la celulasa enriquecida en EGII. De igual forma, el medio de cultivo de EG28+CtCBD producido por el hospedador
recombinante es volumétricamente unas dos veces mas eficaz para el biodesgaste que la EGIl que produce el
hospedador recombinante. Se observd una retrotincién considerablemente menor en el revés del dril cuando se
utilizé la preparacion de EG28+CtCBD. El comportamiento de la preparacion de EG28+CtCBD a 50 °C fue mejor a
pH 6 que a pH 5.

Tabla 4. Mediciones de color en el derecho del dril tratado con la celulasa EG28+CtCBD a pH 5y 6. El
tratamiento con la preparacién enriquecida en EGII se utilizé para la comparacién. L+ indica la luminosidad, —b* es la
direccion del azul, +b* es la direccion del amarillo.

Preparacion | Dril ECU/g | Condiciones Antes del Después del AL* Ab*
enzimatica de tratamiento con tratamiento
tejido la celulasa con la celulasa
L* b* L* b*
Atlanta, 19,96 -1591 27,44 -18,49 7,48 -2,58
Ukos
sport
Mathew, 18,28 -797 21,87 -11,71 359 -3,74
Ukos
sport pH ajustado
Enriquecida | con. acido
en EGII Nostalgy, 1000 &ceico, 55,415  _g78 2390 -1350 478 —4,72
min, 50 °C,
Ukos HE
sport P
Vicunha, 17,24 -10,49 (21,51 -14,93 4,27 -4,44
Savana
Promedio 18,65 |-10,79 23,68 -14,66 5,03 -3,87
Atlanta, 19,79 -16,02 25,88 -18,44 6,09 242
Ukos
sport
Mathew, 18,07 |-8,58 21,45 |-11,80 3,38 3,22
Ukos
sport pH ajustado
EG28CICB gy cotico, 55
D Nostalgy, . y 19,05 -8,73 22,65 -12,69 3,60 -3,96
min, 50 °C,
Ukos HE
sport P
Vicunha, 17,38 -10,11 20,75 -14,18 3,37 -4,07
Savana
Promedio 18,57 -10,86 22,68 -14,28 4,11 -3,42
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Preparacion | Dril ECU/g | Condiciones Antes del Después del AL* Ab*
enzimatica de tratamiento con |tratamiento
tejido la celulasa con lacelulasa
L* b* L* b*
Atlanta, 19,98 -16,18 27,35 -18,20 7,37 -2,02
Ukos
sport
Mathew, 1751 |-8,84 21,40 -11,62 3,89 |-2,78
Ukos
sport pH ajustado
EG28+CICB 500 |oodiico, 55
D Nostalgy, . ’ 1858 |-8,65 22,96 -12,75 4,38 |-4,10
min, 50 °C,
Ukos H6
sport P
Vicunha, 17,50 |-10,16 21,49 -14,06 3,99 |-3,90
Savana
Promedio 18,39 |-10,96 23,30 -14,16 4,91 |-3,20

Tabla 5. Mediciones de color en el revés del dril tratado con la celulasa EG28+CtCBD a pH 5 y 6. El
tratamiento con la preparacion enriquecida en EGII se utiliz para la comparacion. L* indica la luminosidad, -b* es la
direccion del azul.

Preparacién Dril ECU/g Condiciones |Antes del Después  del AL* Ab*
enzimatica de tratamiento tratamiento
tejido con lacelulasa|con la celulasa
L* b* L* b*
Atlanta, 4798 | -7,25 40,18 |-14,63 |-7,80 -7,38
Ukos sport
Mathew, 38,41 |-7,27 36,11 |-10,93 -2,30 -3,76
Ukos sport

pH ajustado
con acido

E:ré‘gfc'da Nostalgy, 1000 acético, 55 46,70 -6,06 41,87 -11,73 -4,83 -567

Ukos sport min, 50 °C,
pH5

Vicunha, 3565 -9,24 3348 -12,44 -2,17 -3,20
Savana
Promedio 4219 7,43 37,91 -12,43 —4,28 5,00
Atlanta, pH ajustado 48,01 -7,29 41,82 | -13,25 -6,19 -5,96
Ukos sport con acido

ngs+CtCB 500  acético, 55
Mathew, min, 50 °C,|37,60 -7,27 3559 -1050 —2,01 -3,23
Ukos sport pHS5
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Preparacion | Dril ECU/g Condiciones Antes del Después del AL* Ab*
enzimatica de tratamiento tratamiento
tejido con lacelulasa|con la celulasa
L* b* L* b*
Nostalgy, 46,79 -5,99 44,75 -9,37 | -2,04 -3,38
Ukos sport
Vicunha, 3508 -948 33,72 -11,80 -1,36 -2,32
Savana
Promedio 41,87 -7,51 38,97 -11,23 -2,90 |-3,72
Atlanta, 4755 |-7,43 42,41 -13,30 -5,14 -5,87
Ukos sport
Mathew, 37,27 -7,87 36,01 -10,27 -1,26 -2,69
Ukos sport pH ajustado
con acido
EC28*CICE Nostalgy, 500 acético, 55 4702 -601 44,61 -10,63 -241 4,12
Ukos sport min, 50 °C,
pH 6
Vicunha, 38,84 —9,39 3353 -11,20 -1,31 -1,81
Savana
Promedio 41,67 |-760 39,24 -11,23 -2,53 -3,62

Ejemplo 7. Efecto del pH sobre la actividad de la preparacion de la celulasa EG28+CtCBD a 50 °C y 60 °C.

A la proteina recombinante de fusibn EG28+CBD de Thermoascus aurantiacus producida en Trichoderma (cepa
RF6377) se le evalud su comportamiento en el biodesgaste del dril a diferentes valores de pH a 50 °C y 60 °C.

Como material de ensayo se utiliz la sarga del dril tefiida con indigo (diferente a la de los ejemplos anteriores) que
se desapresto y se cortd en trozos. Los tratamientos con la celulasa se realizaron en un Launder Ometer LP-2 del
modo siguiente. Unos 7,2 g de tejido de dril (tiras de unos 12 cm x 12 cm), 200 ml de tampon de fosfato y citrato de
Mcllvaine, y 90 bolas de acero (didmetro de 0,6 cm) se cargaron en contenedores de 1,2 litros. El Launder Ometer
se hizo funcionar durante 120 min a diferentes valores de pH de 4 a 8 con temperaturas de 50 °C y 60 °C. Después
de retirar las tiras de los contenedores, se enjuagaron con agua y se empaparon en agua con NaOH (pH > 11)
durante 10 minutos con mezcla continua. Después de eso, las tiras se empaparon en agua con detergente liquido
(OMO Color) y se mezclaron durante 10 minutos, y después se enjuagd cuidadosamente varias veces con agua
caliente. Las tiras se secaron a temperatura ambiente. Se evalu6 el efecto de biodesgaste midiendo el color como
unidades de reflectancia como se describe en el ejemplo 4. Cada valor de medida del derecho de la tira de dril era el
promedio de al menos 20 mediciones.

Los resultados mostrados en las tablas 6 y 7 y en las figuras 4 y 5 muestran que el intervalo mas 6ptimo de pH para
la celulasa EG28+CtCBD a50°Cesde 55a6,5,ya60°Ces5a?’.

Tabla 6. Mediciones de color sobre el derecho del dril tratado con la celulasa EG28+CtCBD a valores de pH
diferentes en el lavado y blanqueo a 50 °C.

L* indica la luminosidad, —b* es la direccion del azul.
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Preparacion enzimatica ECU/g de Condiciones | Antes del Después del | AL*
tejido tratamiento con la tratamiento con la
celulasa celulasa
L* b* L* b*
Tampén de control 0 pH 6 17,28 -13,07 18,77 -14,13 1,49
Control del tamp6n 0 pH8 17,01 -13,4 18,18 -14,45 1,17
EG28+CtCBD 1000 pH 4 16,79 -13,59 20,86 -16,40 4,07
EG28+CtCBD 1000 pH S5 17,34 -13,18 21,59 -16,44 4,25
EG28+CtCBD 1000 pH 5,5 17,30 -13,25 22,06 -16,39 4,76
EG28+CtCBD 1000 pH 6 17,35 -13,42 22,29 -16,47 4,94
EG28+CtCBD 1000 pH 6,5 17,31 -13,41 22,48 -16,65 5,17
EG28+CtCBD 1000 pH 7 17,34 | -13,25 21,55 -16,23 4,21
EG28+CtCBD 1000 pH 8 16,91 -13,25 19,92 -15,72 2,71

Tabla 7. Mediciones de color en el derecho del dril tratado con la celulasa EG28+CtCBD a diferentes valores
de pH en el Launder a 60 °C.

La L* indica la luminosidad, —b* es la direccion del azul.

Preparaciéon enziméatica ECU/g Condiciones | Antes del Después del | AL*
de tejido tratamiento con la tratamiento con la

celulasa celulasa

L* b* L* b*
EG28+CtCBD 1000 pH 4 17,19 —13,58 20,48 -15,77 3,29
EG28+CtCBD 1000 pH S5 17,10 -13,24 22,74 -16,59 5,64
EG28+CtCBD 1000 pH 5,5 17,10 -13,54 22,66 -16,61 5,56
EG28+CtCBD 1000 pH 6 17,10 —13,65 22,83 -16,74 5,73
EG28 + CtCBD 1000 pH 6,5 17,19 -13,47 22,65 -11,72 5,46
EG28+CtCBD 1000 pH 7 16,99 -13,72 22,10 -16,66 5,11
EG28+CtCBD 1000 pH 8 17,13 —-13,68 19,35 -15,15 2,22
Control del tampon 0 pH 6 17,36 -13,6 18,95 -14,28 1,59

Ejemplo 8. Comportamiento de la preparacion de la celulasa EG28+CtCBD sobre el acabado del dril a
18
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diferentes temperaturas.

A la proteina recombinante de fusion EG28+CtCBD de Thermoascus aurantiacus producida en Trichoderma (cepa
RF6377) como se describe en el ejemplo 1 se le analizé a temperaturas diferentes su capacidad para crear un
aspecto desgastado similar al proporcionado por la piedra pdmez en el biodesgaste del dril. Se utilizaron como
referencia las enzimas eficientes de acabado de dril, la preparacion comercial de celulasa acida enriquecida en EGII
(patente de los EE.UU. n.° 5 874 293) y la preparacién de celulasa neutra ECOSTONE® C1.

El sistema de ensayo para el biodesgaste fue como en el ejemplo 4, salvo que se utilizd sarga de dril diferente y un
tiempo de lavado de 55 minutos. Se midié la actividad enzimatica (unidad de endoglucanasa, ECU) de las
preparaciones enzimaticas de EG28+CtCBD y enriquecidas en EGIl como en el ejemplo 4. La actividad (unidad de
celulasa neutra, NCU) de la preparacion de celulasa neutra ECOSTONE® C1 se midié como la liberaciéon de
azlcares reductores desde la carboximetilcelulosa de como se describié anteriormente (Bailey y Nevalainen, 1981;
Haakana et al., 2004). Las preparaciones enriquecidas en EGII, de EG28+CtCBD o de ECOSTONE® C1 se
dosificaron a 250 NCU/g, 500 ECU/g o 1000 ECU/g de tejido, respectivamente. El efecto del tratamiento con la
celulasa se evalu6 como en el ejemplo 4.

El comportamiento de EG28+CtCBD a temperaturas de 40 a 70 °C y pH 6 se muestra en la tabla 8 y en la figura 6.
El intervalo de temperatura preferente para la enzima es de 50 a 70 °C. Se pueden utilizar temperaturas mas bajas,
como 40 °C, para obtener un efecto de desgaste con menos decoloracion si se desea un aspecto mas oscuro.

Los resultados también estan en concordancia con los obtenidos en el ejemplo 6, en donde el comportamiento de
EG28+CtCBD en el biodesgaste se observd que era unas dos veces mas eficaz que la preparacion comercial de
celulasa &cida enriquecida en EGII. Las celulasas acidas generalmente tienen una tendencia a la retrotincion. Las
celulasas neutras, como ECOSTONE® C1, normalmente ocasionan una baja retrotincién que, por lo tanto, da lugar
a un buen contraste. Los resultados obtenidos aqui muestran que se obtuvo un efecto similar con la celulasa
EG28+CtCBD como con las celulasas neutras (tabla 8).

Tabla 8. Mediciones de color del dril tratado con la celulasa EG28+CtCBD a diferentes temperaturas.

Se utilizaron como referencia el tratamiento con la preparacion de celulasa &cida enriquecida en EGIl y la
preparacion de celulasa neutra ECOSTONE® C1. L* indica la luminosidad, —b* es la direccién del azul, +b* es la
direccién del amarillo.

Preparacion Actividad/g | Condiciones Antes del | Después del AL* Ab*
enzimatica de tejido tratamiento con tratamiento con

la celulasa la celulasa

L* b* L* b*
Derecho:
EG28+CBD 500 ECU/g 70°C,pH6,2 17,38 |-13,49 27,42 -17,27 10,05 -3,78
EG28+CBD 500 ECU/g ' 60°C,pH®6,2 16,76 |-13,31 |26,01 -17,49 9,25 —4,18
EG28+CBD 500 ECU/g 50°C,pH6,2 16,78 |—-13,40 | 25,00 -17,44 8,22 —4,04
EG28+CBD 500 ECU/g 40°C,pH6,2 16,76 |-13,21 22,86 -17,25 6,11 —4,04

Enriqguecida en 1000 ECU/g |60°C, pH5,1 17,24 -13,38 26,59 -17,64 19,35 -4,26
EGII

ECOSTONE C1 250NCU/g |60°C,pH6,5 17,38 -13,53 26,91 -16,98 9,53 -3,45
Revés:

EG28+CBD 500 ECU/g 70°C,pH6,2 4567 -6,33 41,78 |-13,83 |-3,90 |-7,51
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Preparacion Actividad/g | Condiciones Antes del Después del | AL* Ab*
enzimatica de tejido tratamiento con tratamiento con

la celulasa la celulasa

L* b* L* b*
EG28+CBD 500 ECU/g 60°C,pH®6,2 4560 |-5,95 42,72 -13,05 -2,88 -7,10
EG28+CBD 500 ECU/g 50°C,pH6,2 4567 —5,92 41,81 -13,35 -3,86 | -7,44
EG28+CBD 500 ECU/g 40°C,pH6,2 4580 5,72 41,66 -12,52 -4,14 | -6,81
Enriquecida en| 1000 ECU/g 60°C, pH 5,1 46,10 -6,19 39,89 -15,24 -6,21 | -9,06
EGII
ECOSTONEC1 250NCU/g |60°C,pH6,5 4563 —-6,46 4249 | -12,76 |-3,14 |-6,31

Ejemplo 9. Comportamiento de las celulasas EG28 y EG28+CtCBD en el bioacabado (para evitar la formacion
de pelotillas)

Se evalué el comportamiento de la celulasa EG28 de la cepa RF6188 y la preparacion de EG28+CtCBD de la cepa
RF6377 a la hora de evitar la formacion de pelotillas en los géneros de punto de algodén. Los tratamientos con la
celulasa se realizaron con un extractor de lavado Wascator FOM 71 CLS de Electrolux en las condiciones descritas
en la tabla 9.

Como material de prueba con material de relleno se utilizaron piezas de dos clases de suéteres de cuello de tipo
polo de baja calidad con una superficie con pelusa, hecha de tejido para jersey de algodon al 100% o acanalado de
algodon al 95% y 5% de Lycra (elastano). Las muestras se prelavaron primero durante 10 minutos a 60 °C con 1 ml/l
de tensioactivos/humectantes (Sandoclean PCJ de Sandos e Imacol CN de Clariant) y se enjuagaron tres veces con
agua. Después de esto, las prendas de algodon se trataron con celulasa a 60 °C durante 60 minutos en presencia de
los mismos auxiliares textiles que se utilizaron en el prelavado. La enzima se inactivd como se describe en el
ejemplo 4, salvo que la temperatura era de 60 °C durante el enjuague alcalino. Las piezas del género de punto se
enjuagaron tres veces y después se secaron en un tambor.

Tabla 9. Parametros del procedimiento/condiciones del ensayo utilizados en los tratamientos de bioacabado.

Parametro del procedimiento

Carga del tejido 1,0 kg
Agua 15 litros
Sandoclean PCJ e Imacol CN 1 ml

Tampén/control del pH (pH 5-5,3) | unos 3 ml de acido acético (80%)

Tiempo 60 min
Temperatura 60 °C
Dosis de la celulasa 1200 ECU/g de tejido

El efecto del tratamiento con la celulasa se evalué visualmente a simple vista y con una lupa. Se utilizé6 como control
una muestra del prelavado sin enzima.
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Los resultados mostraron que la preparacion de EG28+CtCBD mejor6 la renuencia a la formacion de pelotillas. La
pelusa en la superficie del género de punto se redujo considerablemente después del tratamiento con la preparacion
de EG28+CtCBD en comparacion con el control (tratamiento sin enzima). De igual forma, la preparacion de EG28
sirvié para impedir la formacion de pelotillas.

Ejemplo 10. Prueba de estabilidad durante la granulacion de alimentos

Dos preparaciones de celulosa, EG28 (cepa RF6188) y EG28+CtCBD (cepa RF6377) se evaluaron por separado en
un experimento que simula un procedimiento de produccién industrial de alimentos. Antes de ensayar las
preparaciones de EG28 y de EG28+CtCBD secadas por pulverizacion, se molieron con harina de trigo para mejorar
la homogeneidad a nivel del alimento. Las enzimas EG28 o EG28+CtCBD mezcladas previamente con la harina se
afiadieron a una dosis de 200 g/t y a 500 g/t de alimento, respectivamente. Se utilizd la sobredosificacion de la
enzima para facilitar el analisis de las muestras granuladas a altas temperaturas, en donde la actividad podria
haberse reducido sustancialmente.

El molino y el mezclador se utilizan para producir mezclas de harinas como parte de una planta de alimentos
semiindustrial con una capacidad de granulacién nominal de 5 t/h. El molino es un molino de martillo Champion
equipado con una matriz de @ 3,0 mm. El material bruto molido se mezcla en un mezclador horizontal de 2500 | a 27
rpm antes de transferirlo a la miniplanta moledora de alimentos. La planta comprende un mezclador horizontal
(volumen de 700 |, velocidad de 48 rpm, lotes de mezcla de 300 kg), tornillo de dosificacién Skjold TR y un
mezclador en cascada Kahl (longitud de 130 cm, diametro de 30 cm, velocidad de 155 rpm, equipado con 37 palas
ajustables). El tiempo de permanencia para 300 kg/h es aproximadamente 30 s. En el costado del mezclador en
cascada se halla montado un colector con un descargador de agua y 3 vélvulas de vapor desde las que se lleva el
vapor hacia la harina. El vapor lo proporciona un hervidor a alta presion con una capacidad méxima de 400 kg de
vapor por hora. Las pruebas de realiza a una sobrepresién de 2 atmoésferas y el vapor se conduce mediante una
vélvula de reduccion de presion, que controla la adicion de vapor al mezclador en cascada. Las tres valvulas del
colector se utilizan para el ajuste fino de la temperatura deseada de la harina. La temperatura de la harina se mide
con un termémetro digital colocado en la salida del mezclador en cascada, justo antes de que la harina entre en la
matriz de granulacion. La prensa de granulacion es un Simon Heesen, de tipo labor (monorrodillo) con una matriz de
@ 3 mm * 35 mm y un motor de 7,5 kW. Didmetro interior de la matriz: 173 mm, altura del rodillo de la prensa: 50
mm, didmetro del rodillo de la prensa: 140 mm, velocidad de funcionamiento: 500 rpm, y capacidad nominal: 300
kg/h. Las muestras se toman después de la prensa de granulacidon y se enfriaron en una caja de enfriamiento
compartimentada con el fondo perforado, ventilador: 1500 m? aire/h.

Se fabric6 un lote de 300 kg de alimentos molidos con base de trigo. Se fabricd una mezcla previa de 10 kg de esta
harina y 200 g (o 500 g) de la enzima de prueba en un mezclador reglamentario de 70 litros. Velocidad del
mezclador: 45 rpm. Tiempo de mezcla: 10 min. Esta mezcla previa se afiadié con 290 kg del alimento en el
mezclador horizontal en la miniplanta de molido de alimentos y se mezcl6 durante 10 minutos. Después de la toma
de muestras del molido, se granul6 el alimento a través de una prensa de granulacion (matriz de @ 3 mm). La harina
se calentd a la temperatura deseada (65 a 90 °C) mediante el ajuste de la adicion de vapor al mezclador en cascada.
Para cada temperatura se tomd la primera muestra 10 minutos después de alcanzar la temperatura de granulacion
deseada (que se midi6 en la harina antes de la granulacién). Se tomaron muestras durante 1,0 min que
correspondian a 5,0 kg de alimento sedimentado. Se tomd la muestra como submuestras de aproximadamente 500
g y se colocaron en una caja de enfriamiento durante 10-15 s después de que los granulos hubieran salido de la
prensa de granulacion. Todas las muestras se airearon y se enfriaron a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Las muestras se submuestrearon homogéneamente en un divisor de muestras desarenador y se llenaron en bolsas
de plastico.

Las muestras se analizaron del siguiente modo: 2,5 g de muestra bien molida y 20 ml de tamp6n de acetato (0,05 M,
pH 5,0) se agitaron durante 30 min a temperatura ambiente, se centrifugaron (10 min, 4000 rpm) y se diluyeron. Se
equilibré 1,0 ml de muestra limpida por triplicado durante 5 minutos en un bafio Maria a 40 °C. La reaccién se inicié
afiadiendo un comprimido de B-Glucazyme (Megazyme, Irlanda) sin agitacion. Después de exactamente 30 minutos,
se detuvo la reaccion con la adicion de 5,0 ml de Trizma base al 1% (p/v) (Sigma-Aldrich) con una agitacion vigorosa
en un mezclador vorticial. El tubo se dej6 a temperatura ambiente durante unos 5 minutos; la suspension viscosa se
agitoé de nuevo y se filtrd a través de papel de filtro Whatman 1. Se midié la absorbancia del filtrado a 590 nm. Los
resultados se analizaron con una curva estandar.

La recuperacion de la actividad enzimatica antes y después de la granulacion se presenta en la tabla 10. La
influencia de temperatura de granulacién sobre la recuperacion de la actividad de la B-glucanasa también se ha
presentado también en las figuras 7 y 8. Las celulasas EG28 y EG28+CtCBD eran estables incluso a 80 °C. La
celulasa EG28+CtCBD tendia a ser mas estable que EG28 a la temperatura de granulacién de 90 °C.

Tabla 10. Recuperacion de la actividad enzimatica antes (harina del mezclador horizontal) y después de la
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granulacion a temperaturas que oscilan de 65 a 90 °C.

Temperatura de granulacion Actividad B-glucanasa (FBU/kg de alimento)
(EG28) (EG28+CtCBD)

Harina del mezclador horizontal 239 000 + 9 000 (100%) 1 148 000 + 48 000 (100%)
Granulo (65 °C) 227 000 + 16 000 (95%) 1 00 7 000 + 67 000 (88%)
Granulo (70 °C) 217 000 + 5 000 (91%) 1 012 000 + 54 000 (88%)
Gréanulo (75 °C) 227 000 + 14 000 (95%) 993 000 * 49 000 (86%)
Gréanulo (80°C) 215 000 + 6 000 (90%) 1 030 000 + 87 000 (90%)
Gréanulo (85°C) 188 000 + 7000 (79%) 904 000 + 56 000 (79%)
Gréanulo (90°C) 149 000 + 8 200 (62%) 861 000 + 32 000 (75%)

Lista de organismos depositados

Cepa Plasmido | Autoridad Fecha del depoésito Nimero de
contenido | del depdsito depdsito
Acremonium - cBs? 20 de septiembre de 2004 =~ CBS 116240
thermophilum ALKO4245
Thermoascus aurantiacus - cBs? 20 de septiembre de 2004 ~ CBS 116239
ALKO4242
Chaetomium _ cBs®? 8 de noviembre de 1995 CBS 730.95
thermophilum ALKO4265
Escherichia coli pALK1946  DSMZ¥ 7 de abril de 2006 DSM 18159
Escherichia coli pPALK1926 DSMZ 13 de mayo de 2005 DSM 17326
5 (1) Centralbureau Voor Schimmelcultures en Uppsalalaan, 8, 3584 CT, Utrech, Paises Bajos.

(2) Centralbureau Voor Schimmelcultures en Oosterstraat 1, 3742 SK BAARN, Paises Bajos.

(3) Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1 b, D-
38124 Braunschweig, Alemania.
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<120> Proteinas de fusion de enzimas y uso de las mismas

<130> 2060570
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<170> PatentIn versién 3.2
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<222>(1)..(1317)

<220>
<221> Intrén

<222> (107)..(161)

<220>
<221> Intréon

<222> (221)..(280)

<220>
<221> Intrén

<222> (434)..(492)

<220>
<221> Intréon

<222> (558)..(631)

<220>

<221> Intrén
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<222> (730)..(790)

<400> 1
atgaagctcg
ctcgcagaca
cgtctggctt
cggtgctgaa
tgcattatat
tgatcccaac
tatgatggag
agatctcata
atttaatggt
Cataactacg
atatgtgttt
atttccagac

tcgacactag

tccatgaaag
gccgctateg
aattcgtgga
gacccatctg
acatcagcga
tggctcaggg
gtctgcgaga
actggcgcca

ccggacaatg

<210>2
<211> 335

<212> PRT

gctctctegt
ggaagcagga
gctggcttac
ttcggaagcc
taatatctca
accattgaca
agattggttc
gcggtacatt
agactgtaaa
gcagatagtg
Cctaacatttc
crtctggaaa

taagctgaac

ataacgaata
acggcatccg
ccggggcatg
acaagatcat
cctgcgtatc
ccaacgggaa
cggccatcac

tctggtgggce
gcatcgcgta

<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 2
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gctcgetcte
gaccaagcgt
tggcaactga
agaaccttcc
agaggcttac
cattgatcag
ccaactcaat
tcaattccac
tgcaatcacc
aggtccccgg
cacgatttca
acggtcgcect

acccgaaatt

ccacgatatg
ttccgcegga
gacctggacg
atacgagatg
ttcgaccatc
gaagggcatc
gggcatgctg

ggccgggccy
tcagcagata

agcgcagcta
gcgaaagtat
caatggcgaa
aggagtcgag
tctttcgecag
caaggggatg
gaccggctct
catgtttgga
cagaaaggtg
ttctggtatt
gctacaattc
cacagtttgc

aactgagtct

gaccagacct
gccacttecec
aacgtgaacg
caccagtacc
ggtcaagagc
atcggcgagt
gactacatgg
tggtggggag
cttcctattt

25

ggcttacact
tccaatgttc
gggttcggtt
gtcagcatgc
ggaaaggatt
aacatctttc
ccggatccga
gctgtcttcg
cctacgecegt
gctgctgtat
tataatctcg
ttcgaatcca

gagcatgtct

tagtcctcaa
agtacatctt
ataacatgaa
tggactctga
gaatcaccag
ttgcgggcgyg
cccagaacac
actacatatt

tgactccgta

gtcggcccct
gtaacatcca
caaacgagtc
ctgtactctc
atatatggcc
gtgtcccctt
actacctggc
ttgtgctgac
cgtcgatcct
atctaagtag
agcccttecg
ctggtcatct

gacaagacga
tctcaaccag
tgtcgagggc
aagcctgacc
cggatccggg
cgcaacgcaa
agccaacgac
ggacgtctgg
ctccatggag

tctttga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1317



Met

Leu

val

Gln

Asn

65

Pro

ASp

GIn

Thr
145

Asn

Lys

ser

Phe

Asn

50

Thr

Phe

Pro

Lys

Asn

130

val

Asn

Leu

Ala

Gln

35

Leu

Ile

Met

Asn Ty

Ser

Ala

Glu

Gly

Pro

20

Trp

Pro

ASp

Met

Ile

ser

Tyr

Ser

Leu

Phe

Gly

Thr

Glu

85

Leu

Ile

GlIn

His
165

Leu

Ala

Gly

val

Leu

70

Arg

Ala

Ala

sSer

Phe

150

Asp
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val

Asp

sSer

Glu

55

Ile

Leu

Asp

val

Ser

135

Ala

Met

Leu

Arg

Asn

40

Gly

Ser

val

Leu

val

120

Pro

ser

Asp

Lys

Lys

Pro

Ile

105

Asp

Ser

Asn

Gln

26

Leu

10

Gln

Ser

Asp

Gly

Asn

20

Ala

Pro

AsSp

Pro

Thr
170

Ser

Glu

Gly

Met

75

Ser

Thr

His

Phe

Leu

155

Leu

Ala

Thr

Ala

Tle

60

Asn

Met

val

Asn

GIn

140

val

val

Ala

Lys

Glu

45

Trp

Ile

Thr

Asn

Tyr

125

Thr

Ile

Leu

Arg

Arg

30

Phe

Pro

Phe

Gly

Ala

110

Gly

Phe

Phe

Asn

Leu

15

Ala

Gly

ASp

Arg

ser

95

Ile

Arg

Trp

ASp

Leu
175

Thr

Lys

ser

Pro

val

80

Pro

Thr

Lys

Thr
160

Asn



ES 2384276 T3

GIn Ala Ala Ile Asp Gly Ile Arg Ser Ala Gly Ala Thr Ser GIn Tyr
180 185 190

Ile Phe val Glu Gly Asn Ser Trp Thr Gly Ala Trp Thr Trp Thr Asn
195 200 205

val Asn Asp Asn Met Lys Ser Leu Thr Asp Pro Ser Asp Lys Ile Ile
210 215 220

Tyr Glu Met His GIn Tyr Leu Asp Ser Asp Gly Ser Gly Thr Ser Ala
225 230 235 240

Thr cys val ser Ser Thr Ile Gly GIn Glu Arg Ile Thr Ser Ala Thr
245 250 255

GIn Trp Leu Arg Ala Asn Gly Lys Lys Gly Ile Ile Gly glu Phe Ala

Gly Gly Ala Asn Asp val Cys Glu Thr Ala Ile Thr Gly Met Leu Asp
275 280 285

Tyr Met Ala GIn Asn Thr Asp val Trp Thr Gly Ala Ile Trp Trp Ala
290 295 300

Ala Gly Pro Trp Trp Gly Asp Tyr Ile Phe Ser Met Glu Pro Asp Asn
305 310 315 ‘ 320

Gly Ile ATa Tyr GIn GIn Ile Leu Pro Ile Leu Thr Pro Tyr Leu
325 330 335

<210> 3
<211> 1621
<212> DNA

<213> Thermoascus aurantiacus

<220>
<221>gen

<222> (1)..(1621)

<220>
<221> Intrén

<222> (107)..(161)
27



10

15

20

<220>
<221> Intrén

<222> (221)..(280)

<220>
<221> Intrén

<222> (434)..(492)

<220>
<221> Intréon

<222> (558)..(631)

<220>
<221> Intréon

<222> (730)..(790)
<220>
<221> Intrén

<222> (1549)..(1612)

<400> 3

ES 2384276 T3

28



atgaagctcg
ctcgcagaca
cgtctggctt
cggtgctgaa
tgcattatat
tgatcccaac
tatgatggag
agatctcata
atttaatggt
cataactacg
atatgtgttt
atttccagac
tcgacactag
tccatgaaag
gcegetatceg
aattcgtgga
gacccatctg
acatcagcga
tggctcaggg
gtctgcgaga
actggcgeca
ccggacaatg
cttgacggca
accteeccgtc
ggctgcacca
tgcgttgcetg
tcccecttct

a

<210> 4
<211> 415

<212> PRT

gctctctcgt
ggaagcagga
gctggettac
ttcggaagcec
taatatctca
accattgaca
agattggttc
gcggtacatt
agactgtaaa
gcagatagtg
ctaacatttc
cttctggaaa
taagctgaac
ataacgaata
acggcatccg
ccggggeatg
acaagatcat
cctgcgtatc
ccaacgggaa
cggccatcac
tctggtgggc
gcatcgcgta
gcaaccccgg
cgaccagcag
cccagaagtg
gcaccacctg

agactcgctt

ES 2384276 T3

gctegcetcetce
gaccaagcgt
tggcaactga
agaaccttcc
agaggcttac
cattgatcag
ccaactcaat
tcaattccac
tgcaatcacc
aggtccccgg
cacgatttca
acggtcgect
acccgaaatt
ccacgatatg
ttccgeegga
gacctggacg
atacgagatg
ttcgaccatc
gaagggcatc
gggcatgctg
ggccgggecg
tcagcagata
caacccgacc
cactagctct
gggccagtgc
cactcagctc

ggatttgaca

<213> Thermoascus aurantiacus

agcgcagcta
gcgaaagtat
caatggcgaa
aggagtcgag
tctttcgeag
caaggggatg
gaccggctct
catgtttgga
cagaaaggtg
ttctggtatt
gctacaattc
cacagtttgc
aactgagtct
gaccagacct
gccacttccc
aacgtgaacg
caccagtacc
ggtcaagagc
atcggcgagt
gactacatgg
tggtagggag
cttecctattt
accaccgtcg
cccgtttcga
ggcggtatcg
aacccctggt

gttgctaaca

29

ggcttacact
tccaatgttc
gggttcggtt
gtcagcatgc
ggaaaggatt
aacatctttc
ccggatccga
gctgtctteg
cctacgcegt
gctgctgtat
tataatctcg
ttcgaatcca
gagcatgtct
tagtcctcaa
agtacatctt
ataacatgaa
tggactctga
gaatcaccag
ttgcgggcgg
cccagaacac
actacatatt
tgactccgta
ttcctecege
ccccgactgg
gctacaccgg
acagccaggt
tctgctcaac

gtcggcccct
gtaacatcca
caaacgagtc
ctgtactctc
atatatggcc
gtgtcccctt
actacctggc
ttgtgctgac
cgtcgatcct
atctaagtag
agcccttecg
ctggtcatct
gacaagacga
tctcaaccag
tgtcgagggc
aagcctgacc
cggatccggg
cgcaacgcaa
agccaacgac
ggacgtctgg
ctccatggag
cgtacctgge
ttctacctcec
ccagcccggc
ctgcactaac
atgtttctct
agtgcctgta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1621



ES 2384276 T3

<400> 4

30



Met

Leu

val

Gln

Asn

65

Pro

Asp

Gln

Tyr

Thr

145

Asn

GIn

Ile

val

GIn

Lys

Leu

Gly

Ser Ala Pro

Phe

AsSn

50

Thr

Phe

Pro

Lys

Asn

130

val

Asn

Ala

Phe

Asn

210

Glu

Cys

Trp

GlIn

35

Leu

Ile

Met

20

Trp

Pro

Asp

Met

Asn Ty

Ala

Glu

Ala

val

195

Asp

Met

val

Leu

r
100

Ala
Ile
Ser
Tyr
Ile
180
Glu
Asn
His

ser

260

Ser
5
Leu
Phe
Gly
Thr
Glu
85
Leu
Tyr
Ile
Gln
His
165
Asp
Gly
Met
GIn
ser

245

Ala

Leu

Ala

Gly

val

Leu

70

Arg

Ala

Ala

ser

Phe

150

ASp

Gly

AsSn

Lys

Asn

val

Asp

ser

Glu

55

Ile

Leu

Asp

val

ser

135

Ala

Met

Ile

ser

ser

215

Leu

Ile

Gly

ES 2384276 T3

Leu

Arg

Asn

40

Gly

ser

val

Leu

val

120

Pro

Ser

Asp

Arg

Asp

Gly

Lys

Ala

Ly

Gl

Ly

Ly

Pro

Ile

10

Asp

ser

AS

Gl

Se

18

Th

Th

Se

Gl

Ly

S

u

S

S

5

n

n

r

5

r

r

r

n

7]

265

Leu

10

GIn

Ser

Asp

Gly

Asn

90

Ala

Pro

ASp

pro

Thr

170

Ala

Gly

Asp

Asp

Glu

250

Gly

31

ser

Glu

Gly

Tyr

Met

75

ser

Thr

His

Phe

Leu

155

Leu

Gly

Ala

Pro

Gly

Arg

Ile

Ala

Thr

Ala

Ile

60

Asn

Met

val

Asn Ty

GIn

140

val

val

Ala

Trp

Ser

220

Ser

Ile

Ile

Ala

Lys

Glu

45

Trp

Ile

Thr

Asn

Ile

Leu

Thr

Thr

205

Asp

Gly

Thr

Gly

Arg

Arg

30

Phe

Pro

phe

Gly

Ala

110

Gly

Phe

Phe

Ash

Ser

190

Trp

Lys

Thr

ser

Glu
270

Leu

15

Ala

Gly

Asp

Arg

ser

95

Ile

Arg

Trp

Asp

Leu

175

Gln

Thr

Ile

Ser

Thr

Lys

Ser

Pro

val

80

Pro

Thr

Tyr

Lys

Thr

160

Asn

Tyr

Asn

Ile

Ala

240

Thr

Ala



ES 2384276 T3

Gly Gly Ala Asn Asp val Cys Glu Thr Ala Ile Thr Gly Met Leu Asp
275 280 285

Tyr Met Ala Gln Asn Thr Asp val Trp Thr Gly Ala Ile Trp Trp Ala
290 29 300

Ala Gly pPro Trp Trp Gly Asp Tyr Ile Phe Ser Met Glu Pro Asp Asn
305 310 315 320

Gly Ile Ala Tyr GIn Gln Ile Leu Pro Ile Leu Thr Pro Tyr val Pro
325 330 335

Gly Leu Asp Gly Ser Asn Pro Gly Asn Pro Thr Thr Thr val val Pro
340 345 350

Pro Ala Ser Thr Ser Thr Ser Arg Pro Thr Ser ser Thr Ser Ser Pro
355 36 365

val Ser Thr Pro Thr Gly GIn Pro Gly Gly Cys Thr Thr Gln Lys Trp
370 375 380

Gly GIn Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Thr Gly Cys Thr Asn Cys val Ala
385 390 395 400

Gly Thr Thr Cys Thr GIn Leu Asn Pro Trp Tyr Ser Gln Cys Leu
405 410 415

<210> 5
<211> 1211
<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221>gen
<222> (13)..(1206)

<220>

<221> Intrén

<222> (96)..(154)

32



10

15

<220>

<221> Intrén

<222> (404)..(526)

<220>

<221> Intrén

<222> (1134)..(1197)

<400> 5

ggactgcgca
ctgagcgccc
ctctgtagaa
gcggetagge
agcgcatcag

ccgaccagac
tcgecggegg
cgcttecccac
cccgectetg
cgggccccgt
gcagcaacca
cctcceagtt
gctcgtectt
acgccgacaa
gcacgggctg
ctggecttga
cctcecaccte
ccggeggetg
ctaactgcgt

tctcttececc

ctgtaactgc a

<210>6
<211> 315

<212> PRT

tcatgcgetc
atgccctega
acaagtgacc
cggaaaggcc

cgacttcaac

gccectgggeg
ctccgagtcc
ccecgettte
tgatcgggca
cgcgggcaag
gttcgacctc
cggcggectce
cccecgegeeg
cccecacctte
taagcgcgac
cggcagcaac
ccgteccgacc
caccacccag
tgctggcacc

cttctagact

ctcacccttt
cggaaagtcg
gactgcaaag
tcggtgaacce
gcgaagtcgg

gtcaacgaca
agctggtgcet
tgtgcaggcc
tccgagctaa
accatggtgg
gccatcecccg
cccggegecec
ctccagcegg
accttccagce
gacgacgcca
cccggcaacc
agcagcacta
aagtggggcc
acctgcactc

cgcttggatt

<213> Acremonium thermophilum

ES 2 384

ctccgegeag
acgaggtatg
acagatactg
agcccgtett
gctgcgacgg

acttctcgta
gcgecctgceta
gcttecccece
gttgcgtgtc
tgcagtcgac
gcggeggcegt
agtacggcag
gctgccagtg
gcgtgcagtg
gctatcccgt
cgaccaccac
gctcteeegt
agtgcggcegg
agctcaaccc

tgacagttgc

276 T3

ctctggetge
ccaatcctcg
ggactgctgce
ctegtgeteg

aggctccgec

cggcttcgea
tgcgtgagtt
tacccaccca
gtccagactc
cagcaccggc
gggcatcttc
catcagcgac
gcgcttcgac
cccgteccgag
cttcaacccg
cgtcgttect
ttcgaccecg
tatcggctac
ctggtacagc

taacatctgc

33

cgctctgect
tacctctgec
aagccgtcect
gccgactgge
tactcgtgeg

gccacggeca
ctctgcaagc
cttceccecc
accttcaact
ggcgacctgg
aacggctgcg
cgcagccagt
tggttccaga
ctcacgtccc
cctagcgtcc
ccecgettcta
actggccagc
accggctgca
caggtatgtt

tcaacagtgc

60
120
180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1211



<400> 6

Met Arg

1

Leu Ser

Cys LysS

val Phe
50

Lys Ser

6%

Pro Trp

Ite Ala

Ser

Ala

Pro

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

His

20

Ser

Cys

Cys

val

Pro

Ala

Cys

Ser

Asp

Asn

85

ser

Phe

Leu

Gly

Ala

Gly

70

Asp

Glu

Leu

Asp

Trp

Asp

55

Gly

Asn

Ser

ES 2384276 T3

Arg

Gly

Ala

40

Trp

Ser

Phe

Ser

Ala
LysS
2

Gly
Gln
Ala

Ser

Ala

10

ser

Lys

Arg

Tyr

cys

34

Leu

Thr

Ala

Ile

Ser

75

Gly

Ala

Arg

Ser

Ser

60

Cys

Phe

Ala

Ala Ala

Tyr Trp
30

val Asn

45

Asp Phe

Ala Asp

Ala Ala

Cys Tyr
110

Leu

15

Asp

GIn

Asn

Gln

Thr

95

Ala

Pro

cys

Pro

Ala

Thr

80

Ala

Leu



Thr

Thr

Pro

145

Gly

Ser

Trp

Cys

Ala

225

ser

Ser

Thr

Gly

Thr
305

<210>

<211> 1663

<212> DNA

Phe

Ser

130

Gly

Leu

Ser

Phe

Pro

210

Ser

Asnh

Thr

Gly

Ile

290

Gln

7

Asn

115

Thr

Gly

Pro

Phe

GlIn

195

ser

Tyr

Pro

Sser

GIn

275

Gly

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

Pro

180

Asn

Glu

Pro

Gly

Ar

26

Pro

TYyr

Asnh

Gly

Gly

val

Ala

165

Ala

Ala

Leu

val

Asn

245

Pro

Gly

Thr

Pro

Pro

Asp

Pro

Asp

Thr

Phe

230

Pro

Thr

Gly

Gly

310

<213> Chaetomium thermophilum

<220>

val
Leu

135

ITle

Tyr

Leu

Asn

ser

215

Asn

Thr

Ser

cys

cys

Tyr

ES 2384276 T3

Ala
120
Gly
Phe
Gly
Gln
Pro
200
Arg
Pro
Thr
ser
Thr
280

Thr

Ser

Gly

Ser

Asn

Gly

Pro

185

Thr

Thr

Pro

Thr

Thr

265

Thr

Asn

GIn

Lys

Asn

Gly

Ile

170

Gly

Phe

Gly

Ser

val

250

ser

Gin

cys

Cys

35

Thr

GIn

Cys

155

Ser

cys

Thr

Cys

val

235

val

Ser

Lys

val

Leu
315

Met

Phe

140

Ala

Asp

Gln

Phe

Lys

220

Pro

Pro

Pro

Trp

Ala
300

val

125

ASp

ser

Arg

Trp

Gln

205

Arg

Gly

Pro

val

Gly

Gly

val

Leu

Gln

Ser

Arg

Asp

Leu

Ala

Ser

270

GIn

Thr

Gln

Ala

Phe

GIn

175

Phe

val

Asp

Asp

Ser

255

Thr

Cys

Thr

Ser

Ile

Gly

cys

Asp

Gln

Asp

Gly

240

Thr

Pro

Gly

cys



<221>gen
<222>(1)..(1663)

<220>
<221> Intrén

<222> (1591)..(1654)

<400> 7

atgatgtata agaagttcgc Cgctctcgee gocctcgtgg ctggegecte cgeccageag

ES 2384276 T3

36

60



gcttgctcec
ggcagctget
accgtctecg
gatggcaaga
ggtatcacca
accaacgtcg
ctcctcggeca
ggcgecctct
aaggctggcg
ttcatcaacg
ggcttcggec
gctactgect
acctgcggtg
gacttcaacg
accaacaaga
gagatcaagc
cccggcaacc
agtaacaccg
ggccccatgg
gactcgacct
accacctccg
tccaacatcc
ggcaacccga
agcactagct
tggggccagt
tgcactcagce

ttggatttga

<210>8
<211> 1076

<212> DNA

tcaccgetga
cgaccgtgaa
gctcgaccaa
gctgcgecca
ccagcggtga
gctcccgtgt
acgagttcac
acttcgtttc
ccaagtacgg
gcgaggcecaa
gctatggcag
tcactcctca
gcacctacag
cctaccgcca
agatgaccgt
gcttctacgt
ccggaaactc
atgacttcaa
tcctggteat
accccatcga
gtgtccctgce
gtttcggccec
ccaccaccgt
ctcccgttec
gcggeggtat
tcaacccctg

cagttgctaa

ES 2384276 T3

gaaccaccct
cggcgceegtc
ctgctacacc
gacctgctgc
ctccctgaac
ctatctgatg
cttcgatgtc
catggatgct
taccggctac
cgttgggaac
ctgctgctct
cccttgeace
ctctgaccgce
aggcgacaag
cgtcacccag
ccaggacggc
cattacccag
ccgcaagggce
gtccgtctgg
ccaggccggce
cgagatcgag
catcggctceg
cgttcctccec
gaccccgact
cggctacacc
gtacagccag

catctgctca

<213> Acremonium thermophilum

agcctcacct
accatcgatg
ggcaaccagt
gtcgatggceg
ctcaagttcg
gagaacgaca
gatgtctcca
gatggtggca
tgcgatgctc
tggaccecect
gagatggatg
accgttggcc
tatgctggtg
accttctacg
ttccacaaga
aagatcattg
gagtattgcg
ggtatggctc
gatgaccact
gceceecggeg
gcccaggtec
accgtccctg
gcttctacct
ggccagceccg
ggctgcacta
gtatgtttct

acagtgcctg

37

ggaagcgcetg
ccaactggcg
gggatacctc
ctgactactc
tcaccaagca
ccaagtacca
acctgggctg
tgagcaaata
agtgcccgeg
cgaccaacga
tctgggaggc
agagccgcetg
tttgcgacce
gcaagggcat
actcggctgg
ccaacgctga
atgcccagaa
agatgagcaa
acgccaacat
ccgagegegg
ccaacagcaa
gccttgacgg
ccacctcecg
gcggctgeac
actgcgttgc
cttccecectt

taa

cacctctggc
ctggactcac
cctctgeact
ttcgacctat
ccagtacggce
gatgttcgag
cggtctcaac
ctctggcaac
cgacctcaag
tgccaacgcec
caacaacatg
cgaggccgac
tgatggctgc
gactgtcgac
cgtcctcagce
gtccaagatc
ggtcgccttc
ggccctcgea
gctctggctc
tgcttgcccg
cgtcatcttc
cagcaacccc
tccgaccagc
cacccagaag
tggcaccacc

ctagactcgc

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1663



10

15

<220>

<221>gen

<222> (1)..(1076)

<220>

<221> Intrén

<222> (84)..(142)

<220>

<221> Intrén

<222> (392)..(514)

<400> 8

atgcgctcct
gcectcgacg
aagtgaccga
gaaaggccte
acttcaacgc
cctgggeggt
ccgagtccag
ccgctttctg
atcgggcatc
cgggcaagac
tcgacctege
geggecteec
ccgegeeget
ccacctteac
agcgcgacga
ccaccagcac
gctgcactge
gegtctcgag

<210>9

caccctttct

‘gaaagtcgac

ctgcaaagac
ggtgaaccag
gaagtcgggc
caacgacaac
ctggtgctgce
tgcaggeege
cgagctaagt
catggtggtg
catcccecggce
cggegeccag
ccagccgggce
cttccagege
cgacgccagce
caccaccagc
ccégaagtgg

caccacctgc

ES 2384276 T3

ccgegeagcet
gaggtatgcec
agatactggg
cccgtettet
tgcgacggag
ttctegtacg
gcctgctatg
ttccccecta
tgcgtgtcgt
cagtcgacca
ggcggegtgg
tacggcggea
tgccagtgge
gtgcagtgcc
tatcccgtct
tcccecgteeg
gcccagtgeg
caggtgcaga

ctggctgecyg
aatcctcgta
actgctgcaa
cgtgeteggce
gctccgccta
gcttcgcagc
cgtgagttct
cccacccact
ccagactcac
gcaccggcgg
gcatcttcaa
tcagcgaccg
gcttcgactg
cgtccgagcet
tcaacccgcec
gtcccacggg

gcggcactgg
accagtggta

38

ctctgectct
cctctgecct
gccgtectge
cgactggcag
ctcgtgegec
cacggccatc
ctgcaagccg
tcecceccece
cttcaactcg
cgacctgggc
cggctgcgece
cagccagtgce
gttccagaac
cacgtcccgc
tagcggtggce
caaccctcct
cttcacgggc

ttcccagtgt

gagcgcccat
ctgtagaaac
ggctggecgg
cgcatcagcg
gaccagacgc
gccggeggcet
cttecccacce
cgcctctgtg
ggcccegteg
agcaaccagt
tcccagttcg
tcgtccttee
gccgacaacc
acgggctgta
tcceccagea
ggaggcggtg
tgcaccacct

ctgtga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1076



10

15

20

25

30

35

ES 2384276 T3

<211>45
<212> DNA

<213> Thermoascus aurantiacus

<400>9

attaaccgcg gactgcgcat catgaagctc ggctctcteg tgcte

<210>10
<211> 29
<212> DNA

<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 10

aactgaggca tagaaactga cgtcatatt
<210> 11

<211> 28

<212> DNA

<213> Chaetomium thermophilum

<400> 11

taatttacgt acctggcctt gacggcag

<210> 12
<211> 30
<212> DNA

<213> Chaetomium thermophilum

<400> 12

attaactgca gttacaggca ctgttgagca

<210> 13
<211> 42
<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

45

29

28

30

39



10

15

20

ES 2384276 T3

<400> 13

attaaccgcg gactgcgcat catgegetee tcaccctttc te 42

<210> 14
<211> 33
<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 14

ttaatctgca gtcacagaca ctgggaatac cac 33

<210> 15
<211>81
<212> PRT

<213> Chaetomium thermophilum

<400> 15

\lla'l Pro Gly Leu g\sp Gly Ser Asn Pro %y Asn Pro Thr Thr ‘ll'l;r val

val Pro Pro .3(1)a Ser Thr ser Thr ggr Arg Pro Thr ser :gigr Thr ser

Ser Pro \3/5511 ser Thr Pro Thr G;l)y Gln Pro Gly Gly cg_'s Thr Thr Gln
4 4

Lys ‘é‘sp Gly GIn Cys Gly (53;y Ile Gly Tyr Thr gay Cys Thr Asn Cys

val Ala Gly Thr Thr Cys Thr GIn Leu Asn Pro Trp Tyr Ser GIn Cys
65 70 75 80

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Proteina de fusién de celulasa que comprende una primera secuencia de aminoacidos de un nucleo de
endoglucanasa que tiene al menos una identidad del 75% con la SEQ ID n.° 2, o un fragmento de la misma que tiene
actividad celulasa, y una segunda secuencia de aminoacidos que comprende un conector y un dominio de fijacion a
la celulosa (CBD) que tiene al menos una identidad del 75% con la SEQ ID n.° 15, o un fragmento de la misma que
tiene actividad de fijacion a la celulosa.

2. Proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el nacleo de endoglucanasa tiene al menos el
80% de identidad con la SEQ ID n.° 2, o un fragmento de la misma que tiene actividad celulasa.

3. Proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el conector y el CBD tienen al menos el 80%
de identidad con la SEQ ID n.° 15, o un fragmento de la misma que tiene actividad de fijacion a la celulosa.

4. Proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el nicleo de endoglucanasa comprende la
secuencia de SEQ ID n.° 2, y el conector y el CBD comprenden la secuencia de SEQ ID n.° 15.

5. Proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID n.° 4, o un fragmento de la misma que tiene actividad celulasa y actividad de fijacion a la celulosa.

6. Proteina de fusion de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el nlcleo de endoglucanasa esté codificado
por un gen similar al incluido en E. coli DSM 17326, o cuya proteina de fusién esta codificada por una fusiéon génica
similar a la incluida en E. coli DSM 18159.

7. Polinucledtido aislado seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) una secuencia de nucleétidos de SEQ ID n.° 3, o una secuencia que codifica una proteina de fusion de celulasa
de acuerdo con la reivindicacion 1,

b) una hebra complementaria de a).
8. Vector de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos de acuerdo con la reivindicacion 7.
9. Célula hospedadora que comprende el vector de expresién de acuerdo con la reivindicacion 8.

10. Método para producir una proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
comprende las etapas de transformar una célula hospedadora con un vector de expresion que codifica dicha
proteina de fusion y cultivar dicha célula hospedadora en condiciones que permiten la expresion de dicha proteina
de fusién y, opcionalmente, recuperar y purificar la proteina de fusion producida.

11. Preparacién enzimética, que comprende la proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

12. Procedmiento para tratar material celulésico, en donde dicho procedimiento comprende poner en contacto el
material celulésico con la proteina de fusion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o con la
preparacion enzimatica de acuerdo con la reivindicacion 11.

13. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 12, en el que el material celul6sico es material textil, plantas
utilizadas en alimentos para consumo animal, o pasta de papel o fibra secundaria procedente de madera.

14.  Alimento para consumo animal, que comprende la proteina de fusién de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

15.  Cepa de Escherichia coli que tiene el nimero de acceso DSM 18159.
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Figura 2 (B)
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Figura 6
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Figura 8
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