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DESCRIPCION
Celulasas mejoradas.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevas proteinas de fusién de celulasa, a preparaciones y a composiciones que
contienen estas proteinas de fusién de celulasa, a vectores de expresion, a células hospedadoras y a métodos para
Su preparacion y a usos de las celulasas, a preparaciones y composiciones en la industria textil, de detergentes y de
pasta y papel.

Antecedentes de lainvencion

La celulosa es un polisacarido lineal de restos de glucosa unidos por enlaces B-1,4. En la naturaleza, la celulosa
esta normalmente asociada con lignina junto con hemicelulosas, tales como xilanos y glucomananos. Las enzimas
celuloliticas hidrolizan celulosa y son producidas por una amplia diversidad de bacterias y hongos. Las celulasas
son enzimas importantes desde el punto de vista industrial con un valor comercial anual actual de aproximadamente
190 millones de ddélares americanos. En la industria textil, las celulasas se usan en el acabado de tela vaquera para
crear un aspecto moderno de lavado a la piedra en ropa de tela vaquera en un proceso de biolavado a la piedra
(biostoning) y también se usan, por ejemplo, para eliminar pelusa y prevenir la acumulacion de fibra en la superficie
de prendas de algodén. En la industria de detergentes las celulasas se usan para realzar los colores y para prevenir
el agrisado y la acumulacién de fibra en la superficie del tejido de las prendas (pilling). Adicionalmente las celulasas
se usan en la industria alimentaria y en la fabricacion de piensos animales, y tienen un gran potencial en la industria
de la pasta y del papel, por ejemplo, en destintado para eliminar la tinta de las superficies de la fibra y en la mejora
del drenaje de la pasta. El amplio espectro de usos industriales de las celulasas ha establecido una necesidad de
productos comerciales de celulasa que contienen diferentes componentes de celulasa y que actuan 6ptimamente a
diferentes intervalos de pH y temperatura.

El uso practico de las celulasas es complicado por la naturaleza de las celulasas conocidas, que a menudo son
mezclas de celulasas que tienen una diversidad de actividades y especificidades por sustratos. Por esta razon, se
han realizado esfuerzos para obtener celulasas que solo tengan las actividades deseadas. Las propiedades
exclusivas de cada celulasa hacen que algunas sean mas adecuadas para determinados fines que otras. Aunque las
enzimas difieren de diversas formas, una de las diferencias mas importantes es el pH éptimo. Las celulasas neutras
son mas activas en el intervalo de pH de 6-8 y las celulasas alcalinas en el intervalo de pH de 7,5-10, mientras que
las celulasas acidas, con un pH éptimo de 4,5-5,5, muestran niveles de actividad muy bajos a valores de pH mas
elevados. Las celulasas neutras y acidas son especialmente utiles en la industria textil. En el tratamiento de tejidos
las celulasas atacan a las cadenas de las moléculas de celulosa que forman las fibras de algodon, afectando de esta
manera a las caracteristicas del tejido.

En la industrial textil, el aspecto “lavado a la piedra” o aspecto desgastado ha suscitado interés en los productores
de tela vaquera en los ultimos afos. El lavado a la piedra tradicional con piedra pomez reduce la resistencia del
tejido y sobrecarga las lavadoras. La tendencia se ha dirigido a procesos de acabado enzimaticos de tela vaquera y
las celulasas han reemplazado o se estan utilizando junto con la piedra pémez para dar a los tejidos este aspecto
“usado” deseado. El tratamiento enzimatico controlado perjudica menos a las prendas y a las lavadoras y elimina la
necesidad de utilizar piedra.

Las celulasas aplicadas en el tratamiento de tela vaquera se dividen normalmente en dos grupos principales:
celulasas acidas y neutras. Las celulasas acidas actuan tipicamente en un intervalo de pH de 4,5 a 5,5 y las
celulasas neutras en un intervalo de pH de 6 a 8. Las celulasas acidas utilizadas en el biolavado a la piedra
proceden principalmente de Trichoderma reesei (forma sexual de Hypocrea jecorina) y las celulasas neutras
proceden de una variedad de hongos, que incluyen los géneros Melanocarpus, Humicola, Thielavia, Myceliophthora,
Fusarium, Acremonium y Chrysosporium (Haakana et al. 2004). Las enzimas de T. reesei incluyen, por ejemplo,
celulasas de glucésido de la familia 5 (endoglucanasa Il, EGII), familia 7 (celobiohidrolasa |, CBHI) y familia 12
(endoglucanasa lll, EGIIl; Ward et al. 1993) y las celulasas neutras, mas frecuentemente endoglucanasas, de la
familia 45 y la familia 7 (Henrissat, 1991; Henrissat y Bairoch, 1993).

Las celulasas comprenden un dominio/nucleo (CD) catalitico que expresan actividad celulasa. Ademas del dominio
catalitico la molécula de celulasa puede comprender uno o mas dominios de unién a celulosa (CBD, Cellulose
Binding Domain), denominados también dominios/médulos de unién a carbohidratos (CBD/CBM), que pueden estar
localizados en el extremo N o en el extremo C del dominio catalitico. Los CBD tienen actividad de unién a
carbohidratos e intervienen en la union de la celulasa con la celulosa cristalina pero tienen escaso o ningun efecto
sobre la actividad hidrolitica celulasa de la enzima en sustratos solubles. Estos dos dominios estan tipicamente
conectados mediante una region engarzadora flexible y altamente glucosilada.

Las celulasas que ejercen su accion atacando principalmente a la superficie de la fibra, son especialmente utiles en
el lavado a la piedra de la tela vaquera tefiida con colorante indigo, ya que el colorante se localiza en la superficie de
la fibra. Cuando se utilizan para tratar el tejido de algodon, las celulasas neutras generalmente requieren un tiempo
de lavado mas prolongado que las celulasas acidas. Sin embargo, las celulasas neutras tienen una accion menos
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agresiva sobre el algodon que las celulasas acidas, y no afectan a la resistencia del tejido tanto como las celulasas
acidas. Las celulasas neutras tienen un perfil de pH mas amplio y por tanto el aumento de pH que se produce
durante el biolavado a la piedra tiene escaso efecto sobre la actividad de enzimas celulasas neutras. Sin embargo,
dado que los tratamientos con celulasa también tienen efectos no deseables, tales como, la produccién de dafios a
la fibra y la pérdida de resistencia, debe buscarse un equilibrio adecuado entre los efectos deseados y no deseados.

El documento WQ97/14804 describe tres nuevas celulasas neutras procedentes de Melanocarpus, que son
especialmente utiles en la industria textil y de detergentes. Especialmente se describe una endoglucanasa de 20
kDa (Cel45A), una endoglucanasa de 50 kDa (Cel7A) y una celobiohidrolasa de 50 kDa (Cel7B). En el presente
documentos, estas celulasas se denominan “celulasa 20K”, “celulasa 50K” y “celulasa B 50K”, respectivamente,
derivan de Melanocarpus albomyces y presentan buenos efectos de lavado a la piedra.

Dadas las exigencias existentes, especialmente en la industria textil y de detergentes, de celulasas adicionales
mejoradas, se ha sugerido que, formando proteinas de fusion, podrian obtenerse mejoras en las celulasas. Ademas,
en el documento WO97/14804 se sugieren, en lineas generales, construcciones de proteinas de fusiéon de celulasa
20K, celulasa 50K y celulasa B 50K con, por ejemplo, celulasa, hemicelulasa o manasa de Trichoderma reesei o
dominios funcionales de las mismas. Ademas, para crear nuevas propiedades para las celulasas descritas, se
sugieren fusiones de las celulasas descritas con dominios, tales como dominios de unién a celulosa (CBD),
preferentemente con su engarce. Sin embargo, no se proporcionan ejemplos especificos, ni se describen las nuevas
propiedades en cuestion.

Las proteinas de fusion de celulasa también se conocen, por ejemplo, del documento W096/29397, que desvela
endoglucanasas formadas por una fusion entre endoglucanasas de Myceliophthora thermophila, de Macrophomina
phaseolina y de Crinipellis scabella y el CBD/engarce de Humicola insolens. Dichas endoglucanasas, en su forma
natural, no tienen un CBD/engarce.

El documento EP 663 950 desvela variantes de celulasa, especialmente variantes de celulasa de 43 kDa de
Humicola insolens, en las que la celulasa puede incluir una regién engarzadora de otra especie de microorganismo,
por ejemplo, para proporcionar propiedades mejoradas, tales como resistencia mejorada a tensioactivos anionicos, a
oxidacion o a agentes blanqueantes.

Sin embargo, existe una necesidad continua de celulasas mejoradas que también sean menos dafinas para la fibra
en la industria textil y en otros campos donde se utilizan tradicionalmente celulasas. En particular, existe una
necesidad continua de celulasas que sean mas eficaces para mejorar la economia de los procesos.

La presente invencion tiene la intencion de satisfacer esta necesidad.
Breve descripcion de la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar nuevas proteinas de fusion de celulasa que tengan propiedades
hidroliticas mejoradas para su uso en la industria textil, especialmente en el lavado a la piedra de tela vaquera, y
para su uso en composiciones de detergentes, asi como en otros campos. Las nuevas proteinas de fusion de
celulasa de invencion son activas a valores de pH neutros y alcalinos, tienen un resultado de lavado altamente
mejorado en aplicaciones textiles de bioacabado y biolavado a la piedra y en aplicaciones de detergentes, e incluso
no comprometen la resistencia de los tejidos. Con la eficacia mejorada de las proteinas de fusion de celulasa de la
invencion, el proceso de fabricacion de las enzimas es significativamente mas econdémico. Se consiguen ventajas
adicionales, también en cuanto a logistica y conservacion de los productos enzimaticos, ya que se requieren
menores cantidades del producto enzimatico.

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar polinucleétidos que codifiquen a las nuevas proteinas
de fusion de celulasa de la presente invencion.

Un objeto adicional de la presente invencién es proporcionar nuevos plasmidos de expresion o vectores que
contengan dichos polinucleétidos, utiles para la produccion de las nuevas proteinas de fusiéon de celulasa de la
presente invencion y nuevos hospedadores transformados con dichos plasmidos de expresion.

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar preparaciones enzimaticas, que contengan una o mas
nuevas proteinas de fusion de celulasa que tengan propiedades hidroliticas mejoradas.

Un objeto aun adicional de la presente invencion es proporcionar métodos de uso de las preparaciones enzimaticas
y de las proteinas de fusion de celulasa para el acabado de textiles, especialmente para el biolavado a la piedra de
tela vaquera.

Un objeto todavia adicional de la presente invencién es proporcionar medios para el uso de las preparaciones
enzimaticas de la invencion en composiciones de detergentes.

La presente invencion se refiere a una nueva proteina de fusidn de celulasa que comprende:

A. una primera secuencia de aminoacidos opcionalmente modificada de un nucleo de celulasa derivado de una
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especie, y

B. una segunda secuencia de aminoacidos opcionalmente modificada de un engarce y/o dominio de union a
celulosa (CBD) derivado de otra especie,

en la que entre dicha primera secuencia de aminoacidos y dicha segunda secuencia de aminoacidos se ha
introducido una region de unién, mediante la cual se obtiene una proteina de fusion estable. La proteina de fusion de
la invencion comprende una primera secuencia de aminoacidos de un nucleo de celulasa, que es la celulasa de 20 K
de Melanocarpus albomyces de SEC ID N°: 2 o una modificacion de la misma seleccionada del grupo que consiste
en: la delecion de Ala en la posicion 207, la delecidon de Val en la posicion 208, la sustitucion de Phe209Trp y la
insercion de Pro después de la posicion 206, y

una segunda secuencia de aminoacidos de un engarce y un dominio de unién a celulosa (CBD), que es el engarce y
el CBD de la celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei de SEC ID N° 4, o una modificacion de la misma
seleccionada del grupo que consiste en: la sustituciéon de tirosina en la posicién 492 (posicion 31 del CBD), posicion
493 (posicion 32 del CBD) de la CBHI madura de T. reesei con un aminoacido alifatico o aromatico y las deleciones
de los aminoacidos 434 a 444 o0 434 a 460 de la secuencia de la CBHI madura de T. reesei,

en la que dicha primera secuencia de aminoacidos y dicha segunda secuencia de aminoacidos estan conectadas
mediante una region de union que tiene la férmula:

'Val - 2GIn - 3lle — *Pro — °Ser — GSer, o
'Gly — Glu - ®lle - *Gly - °Ser.

La presente invencién también se refiere a un vector de expresién que comprende una primera secuencia de
polinucleétidos que codifica una primera secuencia de aminoacidos opcionalmente modificada de un nucleo de
celulasa derivado de una especie, una segunda secuencia de polinucleétidos que codifica una segunda secuencia
de aminoacidos opcionalmente modificada de un engarce y/o dominio de unién a celulosa (CBD) derivado de otra
especie, y un polinucledtido que codifica una regién de union y que conecta dicha primera y segunda secuencia de
polinucleétidos, codificando dichas secuencias de polinucleétidos las secuencias de aminoacidos respectivas de las
proteinas de fusion de celulasa de la invencion. El vector de expresion de la invencién comprende una secuencia de
polinucleétidos que codifica una primera secuencia de aminoacidos de un nucleo de celulasa, que es la celulasa de
20 K de Melanocarpus albomyces de SEC ID N° 2 o una modificacion de la misma seleccionada del grupo que
consiste en: la delecion de Ala en la posicion 207, la delecién de Val en la posicion 208, la sustitucion de Phe209Trp
y la insercidon de Pro después de la posicion 206, y una secuencia de polinucleétidos que codifica una segunda
secuencia de aminoacidos de un engarce y un dominio de union a celulosa (CBD), que es el engarce y el CBD de la
celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei de SEC ID N°: 4, o una modificaciéon de la misma seleccionada del grupo
que consiste en: la sustituciéon de tirosina en la posicion 492 (posicion 31 del CBD), posicién 493 (posicion 32 del
CBD) de la CBHI madura de T. reesei con un aminoacido alifatico o aromatico y las deleciones de los aminoacidos
434 a 444 o0 434 a 460 de la secuencia de la CBHI madura de T. reesei, y una secuencia de polinucleétidos que
codifica una regién de unién que conecta dicha primera y segunda secuencia de aminoacidos, teniendo dicha regién
de union la formula:

'Val — 2GIn = 3lle — *Pro — °Ser - ®Ser, o
'Gly — 2Glu - ®lle - *Gly - °Ser.

La presente invencion también se refiere a nuevos hospedadores transformados con los vectores de la invencion,
especialmente hospedadores que pueden realizar una expresion a alto nivel de la proteina de fusion de celulasa de
la invencion.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere a una preparacion enzimatica que contiene una o mas proteinas de
fusion de celulasa de la invencion.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere a un método para el uso de las preparaciones enzimaticas de la
invencion para el acabado de textiles, especialmente para el biolavado a la piedra de tela vaquera.

La presente invencidn también se refiere al uso de las preparaciones enzimaticas de la invenciéon en composiciones
de detergentes.

Dibujos
La Fig. 1 es el mapa esquematico del plasmido pALK1480.
La Fig. 2 es el mapa esquematico del plasmido pALK492.
La Fig. 3 es el mapa esquematico del plasmido pALK424.
La Fig. 4 es el mapa esquemético del pldsmido pALK1237.
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La Fig. 5 es el mapa esquematico del plasmido pALK1241.
La Fig. 6 es el mapa esquematico del plasmido p3SR2.

La Fig. 7 es el mapa esquematico del plasmido pALK1649.
La Fig. 8 es el mapa esquematico del plasmido pALK1694.

Fig. 9A. Casete de expresion usado en la transformacion de protoplastos de Trichoderma reesei para producir las
proteinas de fusién 20K+CBD. El gen 20K+CBD esta bajo el control del promotor cbhl (cel7A) (prom cbhl)y la
terminacion de la transcripciéon se garantiza usando la secuencia terminadora (term) cbhl. Se incluyeron, el gen
amdS (amdS) y la region 3 flanqueante de cbhl (3’ flanqueante cbhl). Fig. 9B. Secuencia de aminoacidos de un
punto de union en el cual la proteina de 20K de Melanocarpus albomyces (Cel45A) se fusiona con el péptido
engarzador de la CBHI de Trichoderma reesei (Cel7A) seguido por el dominio de unién a celulosa (CBD) en los
plasmidos pALK1434 y pALK1435. Los aminoacidos incluidos en la regién de engarce se indican subrayados y la
secuencia de aminoacidos de la regién CBD se indica en cursiva. El primer aminoacido de la regién CBD se
indica con un numero superindice.

Fig. 10A. Casete de expresion usado en la transformacién de protoplastos de Trichoderma reesei para producir
las proteinas de fusion 20K+CBD. El gen 20K+CDB esta bajo el control del promotor cbhl (cel7A) (prom cbhl)y
la terminacién de la transcripcion se garantiza usando la secuencia terminadora (term) cbhl. Se incluye el gen
amdS (amdS) y la region 3’ flanqueante de cbhl (3’ flanqueante cbhl). Fig. 10B. Secuencia de aminoacidos de un
punto de unién en el cual la proteina de 20K de Melanocarpus albomyces (Cel45A) se fusiona con el péptido
engarzador de la CBHI de Trichoderma reesei (Cel7A) seguido por el dominio de union a celulosa (CBD) en los
plasmidos pALK1768, pALK1769, pALK1770 y pALK1775. Los aminoacidos incluidos en la regién de engarce se
indican subrayados y la secuencia de aminoacidos de la region CBD se indica en cursiva. El primer aminoacido
de la region CBD se indica con un numero superindice.

Fig. 11A. Casete de expresion usado en la transformacién de protoplastos de Trichoderma reesei para producir
la proteina de fusién 20K+CBDmyt. El gen 20K+CBDmyt esta bajo el control del promotor cbhl (cel7A) (prom cbhl)
y la terminacién de la transcripcion se garantiza usando la secuencia terminadora (term) cbhl. El gen amdS se
incluyé como un marcador de transformacioén. Fig. 11B. Secuencia de aminoacidos de un punto de unién en el
cual la proteina de 20K de Melanocarpus albomyces (Cel45A) se fusiona con el péptido engarzador de la CBHI
de Trichoderma reesei (Cel7A) seguido por el dominio de unién a celulosa (CBD). También se presentan las
sustituciones de aminoacidos en la regién CBD de los casetes de expresion pALK1877 - pALK1880. Los
aminoacidos incluidos en la regidon de engarce se indican subrayados, y la secuencia de aminoacidos de la
region CBD se indica en cursiva. El primer aminoacido y los restos de tirosina o sus sustituciones en la region
CBD se indican con nimeros superindice.

Fig. 12A. Secuencia de aminoacidos del péptido engarzador interdominio de la CBHI de T. reesei (Cel7A). Los
aminoacidos incluidos en la region de engarce se indican subrayados. AG-444 y AG-460 representan la delecion
de engarce de los restos 434-444 y 434-460, respectivamente. Fig. 12B. Secuencia de aminoacidos de un punto
de unién en el cual la proteina 20K de Melanocarpus albomyces (Cel45A) se fusiona con el péptido engarzador
truncado de la CBHI de Trichoderma reesei (Cel7A) seguido por el dominio de unién a celulosa (CBD) intacto o
mutado en los casetes de expresion pALK1893, pALK1896, pALK1899 y pALK1952. Los aminoacidos incluidos
en la region de engarce se indican subrayados, y la secuencia de aminoacidos de la region CBD se indica en
cursiva. El primer aminoacido y los restos de tirosina o sus sustituciones en la region CBD se indican con
numeros superindice.

Fig. 13A. Casete de expresion usado en la transformacion de protoplastos de Trichoderma reesei para la
produccién de la proteina de fusién 50K+CBD. El gen 50K+CBD esta bajo el control del promotor cbhl (prom
cbh1) y la terminacién de la transcripcidon se garantiza con la adiciéon del terminador (term) cbhl. Se incluyen el
gen amdS (amdS) y la region 3’ flanqueante cbhl (3’ cbhl). Fig. 13B. Secuencia de aminoacidos del punto de
union de la proteina de 50K de M. albomyces unida al engarce+CBD de la CBHI de T. reesei. Los aminoacidos
incluidos en la regién de engarce se indican subrayados, y la secuencia de aminoacidos de la regién CBD se
marca en cursiva. El primer aminoacido de la regién CBD se indica con un numero superindice.

Fig. 14A. Casete de expresién usado en la transformacion de protoplastos de Trichoderma reesei para la
produccion de la proteina de fusion 50KB+CBD. El gen 50KB+CBD esta bajo el control del promotor cbhl (prom
cbhl) de T. reesei y la terminacién de la transcripcion se garantiza con la adicion del terminador (term) cbhl. Se
incluyen el gen amdS (amdS) y la regiéon 3’ flanqueante cbhl (3’ cbhl). Fig. 14B. Secuencia de aminoacidos del
punto de unién de la proteina de 50KB de M. albomyces unida al engarce+CBD de la CBHI de T. reesei. Los
aminoacidos incluidos en la regidon de engarce se indican subrayados, y la secuencia de aminoacidos de la
regiéon CBD se marca en cursiva. El primer aminoacido de la regién CBD se indica con un nimero superindice.

Fig. 15A. Casete de expresién usado en la transformacion de protoplastos de Trichoderma reesei para la
produccién de la proteina de fusion CBHI+CBD de Thermoascus aurantiacus. El gen CBHI+CBD esta bajo el
control del promotor cbhl (cel7A) (prom cbhl) y la terminacion de la transcripcidn se garantiza usando la
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secuencia terminadora (term) cbhl. Se incluyé el gen amdS como marcador de transformacion. Fig. 15B.
Secuencia de aminoacidos de un punto de unién en el cual la proteina CBHI de Thermoascus aurantiacus se
fusiona con el péptido engarzador de la CBHI de Trichoderma reesei seguido por el dominio de unién a celulosa
(CBD). Los aminoacidos incluidos en la regién de engarce se indican subrayados y la secuencia de aminoacidos
de la regién CBD se marca en cursiva. El primer aminoacido de la region CBD se indica con un numero
superindice.

Fig. 16. Rendimiento de las cepas RF5977 y RF6090 que expresan las proteinas de fusion de la invencién
comparado con el de una preparacion 20K comercial en el tratamiento de tela vaquera. Aumento de luminosidad
en funcién de la dosificacion enzimatica en las condiciones de lavado descritas en los Ejemplos 8 y 9.

Fig. 17. Efecto de las proteinas de fusion 20K+CBD y de preparaciones enzimaticas comerciales
correspondientes sobre la resistencia del tejido de tela vaquera. Fig. 17A. Resistencia al desgarro (N), urdimbre.
Fig. 17B. Resistencia al desgarro (N), trama.

Fig. 18. Muestra el efecto eliminador de acumulacion de fibra en la superficie del tejido (pilling) de la proteina de
fusion 20K+CBD.

Fig. 19. llustra el rendimiento de la proteina de fusion 20K+CBD en la aplicacion de detergentes. La figura
muestra la diferencia comparativa de color entre el articulo 224 contra el agrisado lavado con o sin la enzima, y el
articulo original (no lavado); A. a 40 °C y B. a 60 °C.

Fig. 20. llustra el rendimiento de la proteina de fusion 20K+CBD en la aplicacion de detergentes. La figura
muestra la diferencia comparativa de color entre el articulo 224 contra el agrisado lavado con la enzima y sin la
enzima; A.a40°CyB. a60 °C.

Descripcion detallada de lainvencién

La presente invencion se basa en intentos para mejorar adicionalmente celulasas neutras, en particular los descritos
en el documento WQO97/14804, cuyo objetivo es reducir la pérdida de la resistencia del tejido en el tratamiento
enzimatico. En algunas aplicaciones, la celulasa 20K ha demostrado propiedades no deseables en relacion con la
resistencia de la fibra, posiblemente debido al pequefio tamafo. La hipétesis sencilla fue que un aumento de tamario
de la enzima disminuiria la capacidad de la misma para penetrar en las fibras, debilitando de este modo las fibras a
un menor grado, es decir, la enzima seria menos agresiva. Para ello se utilizé la estrategia de proteinas de fusion
sugerida en el documento W0O97/14804 y se disefiaron construcciones de fusidon que contenian un nucleo de
celulasa neutra de una especie de Melanocarpus y una cola que consistia en un engarce/CBD de una
celobiohidrolasa | acida de T. reesei. Sin embargo, de manera sorprendente, contrariamente a las sugerencias de la
técnica anterior, las construcciones de proteinas de fusion completamente estables no podrian obtenerse, salvo si
los compafieros de fusién se separan entre si en las condiciones de cultivo. Esto era supuestamente debido a la
presencia de proteasa (o proteasas).

Para producir proteinas de fusion estables, una estrategia fue disefiar nuevas construcciones de unién que no tenian
aminoacidos hidréfobos adyacentes (por ejemplo, V, |, L, F y W) para impedir la escision por aspartilproteasas. Sin
embargo, aunque las construcciones produjeron proteinas de fusion, ocasionalmente se observaba alguna
degradacion.

Basandose en el alineamiento de celulasas neutras que, de manera natural, contienen una cola de engarce/CBD, se
produjeron construcciones adicionales y finalmente estas construcciones demostraron que eran mas estables y mas
utiles en ensayos posteriores. Ademas, se disefiaron construcciones de fusion que llevaban mutaciones en el CBD
dando como resultado una afinidad o adsorcion reducida o minima para la celulosa (Linder et al. 1995).

Las nuevas construcciones producidas mejoraron las propiedades de resistencia, como era el objetivo.
Sorprendentemente, las proteinas de fusién de celulasa estables también mostraron una mejora inesperada en los
resultados del lavado, y su eficacia fue incluso seis veces tan alta como la de sus celulasas “parentales”. Sin
embargo, los rendimientos de produccion se mantuvieron aproximadamente al mismo nivel. Esto significa que, para
conseguir el mismo resultado de lavado de la celulasa de la técnica anterior solo se necesita una sexta parte de la
cantidad real de la actividad celulasa. Esto produce reducciones considerables en la etapa de produccion y también
en la logistica y almacenamiento, disminuyendo de este modo la carga ambiental. También se reducen los efectos
no deseados de las preparaciones de celulasa, aportando de este modo ahorros adicionales a los usuarios finales
del producto enzimatico. Considerando que anualmente se producen alrededor de 2 pares de billones de pantalones
vaqueros, y que la mayoria de ellos tiene un acabado con celulasa, la ventaja es muy significativa.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una nueva proteina de fusién de celulasa que comprende

A. una primera secuencia de aminoacidos opcionalmente modificada de un nucleo de celulasa derivada de una
especie, y

B. una segunda secuencia de aminoacidos opcionalmente modificada de un engarce y/o dominio de unién a celulosa
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(CBD) derivada de otra especie,

en la que, como se ha definido especificamente en lineas anteriores, entre dicha primera secuencia de aminoacidos
y dicha segunda secuencia de aminoacidos se ha introducido una regién de unién, mediante la cual se obtiene una
proteina de fusion estable.

En una realizacién de la invencion la regiéon de union tiene la siguiente formula general:
'Val - ?GIn - °lle — *Pro — °Ser — °Ser

En ofra realizacion de la invencion la region de union tiene la siguiente férmula general:
'Gly — ?Glu - ®lle - *Gly - °Ser.

De acuerdo con la invencién la primera secuencia de aminoacidos es de una celulasa neutra y la segunda secuencia
de aminoacidos es de una celulasa acida.

La primera secuencia de aminoacidos es de una celulasa de la familia 45 (Cel45) y la segunda secuencia de
aminoacidos es de una celulasa de la familia 7 (Cel7).

Como se usa en el presente contexto, la expresion “nucleo de celulasa” o “nucleo” significa el dominio catalitico /
nucleo (CD) de una enzima que expresa actividad celulasa. Dicho dominio catalitico puede estar en su forma natural
(es decir, intacto) o, preferentemente, estar modificado como se define mas adelante. Las expresiones variante
“derivada” y funcional indican polipéptidos indican polipéptidos que expresan la misma actividad celulasa pero que
incluyen modificaciones como se define mas adelante.

En el presente contexto se utilizan codigos de aminoacidos convencionales de una letra y codigos de aminoacidos
de tres letras. Por tanto, A y Ala indican alanina, R y Arg indican arginina, N y Asn indican asparagina, D y Asp
indican acido aspartico, Cys y C indican cisteina, E y Glu indican acido glutamico, Q y GIn indican glutamina, G y Gly
indican glicina, H e His indican histidina, | e lle indican isoleucina, L y Leu indican leucina, K y Lys indican lisina, M y
Met indican metionina, F y Phe indican fenilalanina, P y Pro indican prolina, S y Ser indican serina, T y Thr indican
treonina, W y Trp indican triptéfano, Y Tyr indican tirosina, y V y Val indican valina. Ademas de aminoacidos L de
origen natural, pueden usarse aminoacidos D.

En las proteinas de fusién de celulasa de la invencion, la celulasa natural es, preferentemente, de origen fungico. La
celulasa neutra puede derivar de Melanocarpus albomyces. La celulasa acida utilizada en las proteinas de fusion de
celulasa de la invencion proviene de Trichoderma reesei.

La primera secuencia de aminoacidos es la celulasa 20 K de Melanocarpus albomyces de SEC ID N° 2 o un
derivado de la misma, y la segunda secuencia de aminoacidos es del engarce y el CBD de la celobiohidrolasa | de
Trichoderma reesei de SEC ID N°: 4 o un derivado de la misma.

En una realizacion preferida de la invencion las proteinas de fusion de celulasa contienen modificaciones en el
nucleo de celulasa y/o en el engarce y/o el en CBD. Como se usa en el presente contexto, la expresién “modificado”
significa mutaciones, tales como una delecion, insercion, o sustitucion de uno o mas aminoacidos, u otras
modificaciones, tales como glucosilaciones. Como ejemplos de dichas mutaciones se incluye la sustitucion de restos
de tirosina conservados en la posicién 31 (correspondiente a la tirosina Y492 del polipéptido maduro) y/o posicién 32
(correspondiente a la tirosina Y493 del polipéptido maduro) con un aminoacido alifatico, preferentemente con
alanina, y/o con un aminoacido aromatico, tal como triptéfano, del CBD de la CBHI de Trichoderma reesei, como
describen Linder et al., 1995. Otros ejemplos de dichas mutaciones incluyen mutaciones inter-engarce de la CBHI de
Trichoderma reesei, como describen Srisodsuj et al., 1993, tales como las deleciones de aminoacidos de la posiciéon
434 a 444 y de la posicion 434 a 460 de la secuencia de CBHI madura de Trichoderma. Otros ejemplos de dichas
mutaciones incluyen la delecion de Ala en la posicidon 207, la delecién de Val en la posicion 208, la sustitucion de
Phe209Trp, y la insercion de Pro después de la posicion 206 en la secuencia de la celulasa 20 K de Melanocarpus
albomyces de SEC ID N°: 2.

Las proteinas de fusidon de celulasa de la invencion son estables. En el contexto de la presente invencion la
expresion “proteina de fusion de celulasa estable” significa que al menos 20 %, preferentemente al menos 40 %,
mas preferentemente al menos 70 %, mas preferentemente 90 %-100 %, de la proteina de fusion de celulasa
producida contiene una region de union no escindida entre las secuencias de aminoacidos durante la fermentacion.
Esto significa que un 20 %-100 %, preferentemente 40 %-100 %, mas preferentemente 70 %-100 % de la celulasa
producida tiene la primera y la segunda secuencia de aminoacidos fusionadas entre si. La expresién “proteina de
fusion de celulasa estable” significa adicionalmente que la preparacién de proteina de fusién de celulasa puede ser
estable como tal o que se ha estabilizado, por ejemplo, con tratamiento térmico o ajustando el pH o anadiendo
estabilizantes o agentes reductores de actividad proteasa o separando la proteina de fusion del cultivo. En el
presente contexto, tratamiento térmico significa un tratamiento a temperatura, que permite que la proteina de fusion
se mantenga adecuadamente estable en la preparacién. El tratamiento térmico puede ser, por ejemplo, un
tratamiento a un pH de 6,0 a 65 °C durante 60 a 70 minutos.
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En el presente contexto, la expresiéon “proteina de fusién intacta” significa que la unién entre la primera y segunda
secuencias de aminoacidos en la proteina de fusion de la invencién permanece integra, aunque puede aparecer o
no degradacioén terminal en dichas secuencias.

En la proteina de fusion de celulasa de la invencion, la primera secuencia de aminoacidos es una secuencia 20 K de
Melanocarpus albomyces que tiene la SEC ID N° 2 o una modificacion definida de la misma. También se describe
una realizacion en la que la primera secuencia de aminoacidos es la secuencia 50 K de Melanocarpus albomyces
que tiene la SEC ID N°: 6 o una variante funcional de la misma. En otra realizacion desvelada la primera secuencia
de aminoacidos es la secuencia 50 KB de Melanocarpus albomyces que tiene la SEC ID N°: 8 o una variante
funcional de la misma. En otra realizacién desvelada la primera secuencia de aminoacidos es la secuencia de la
CBHI de Thermoascus aurantiacus que tiene la SEC ID N° 10 o una variante funcional de la misma. En la proteina
de fusién de celulasa de la invencion la segunda secuencia de aminoacidos es el engarce y la secuencia del dominio
de unidn a celulasa de SEC ID N°: 4 de la celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei o una modificacién definida de la
misma.

Por tanto, en una realizacion muy preferida de la proteina de fusion de celulasa de la invencion, la primera secuencia
de aminoacidos del nucleo de celulasa se selecciona de SEC ID N°: 37, 38, 39 y 40, especialmente SEC ID N°: 39 y
la segunda secuencia de aminoacidos de un engarce y secuencia CBD se selecciona de SEC ID N°: 44, 45, 46, 47,
48, 49 y 50. En una realizacion especial de la invencion, la primera secuencia de aminoacidos del nucleo de celulasa
es la SEC ID N°: 39 y la segunda secuencia de aminoacidos de un engarce y secuencia CBD es la SEC ID N°: 47,
49 o 50.

La presente invencion también se refiere a un vector de expresion que comprende una primera secuencia de
polinucleétidos que codifica una primera secuencia de aminoacidos opcionalmente modificada de un nucleo de
celulasa derivada de una especie, y una segunda secuencia de polinucleétidos que codifica una segunda secuencia
de aminoacidos opcionalmente modificada de un engarce y/o dominio de unién a celulosa (CBD) derivada de otra
especie, y un polinucleétido que codifica una regién de unién especifica y que conecta dicha primera y segunda
secuencia de polinucleétidos, codificando dichas secuencias de polinucleétidos las secuencias de aminoacidos
respectivas, como se ha definido anteriormente de modo especifico.

La presente invencién también se refiere a preparaciones de celulasa que contienen una o mas proteinas de fusion
de celulasa de la invencion en solitario o junto con enzimas adicionales y aditivos de acuerdo con la aplicacion
especial en cuestion.

La presente invencion también se refiere a usos de y a métodos para el uso de las preparaciones de proteina de
fusion de celulasa de la invenciodn con fines especificamente descritos mas adelante.

Las preparaciones de proteinas de fusion de celulasa de la invencion son especialmente utiles en la industria textil y
de detergentes. Estas celulasas muestran un efecto de desgaste muy mejorado y un aumento de luminosidad visible
y medible. Muestran retrotinciéon (backstaining) aceptable, asi como contrastes buenos y nitidos de biolavado a la
piedra. Son dutiles en la industria textil para el bioacabado de tejidos o prendas, por ejemplo, eliminacion de
acumulacion de fibra en la superficie del tejido (depilling), eliminacién de pelusa (defuzzing), aclarado del color,
reduccion de aspereza, creacion de diferentes acabados (por ejemplo, un efecto de “piel de melocoton”,
“desgastado”, “lavado con arena” o “aspecto antiguo”) y para el bioacabado de hilo, por ejemplo, reduccién de
pilosidad y mejora de la suavidad. Tener dichas buenas propiedades de eliminacion de acumulacion de fibra es muy
inusual de las celulasas neutras, ya que las enzimas utilizadas en aplicaciones de bioacabado industrial son
tipicamente celulasas acidas. La celulasa neutra que tiene excelentes propiedades de eliminaciéon de acumulacion
de fibra, como la proteina de fusién 20K+CBD, permite realizar el tratamiento de bioacabado simultaneamente
durante la tincion, lo que conduce a ahorros considerables. Ademas, la inalterabilidad del color es frecuentemente
mejor en condiciones neutras que en condiciones acidas.

Otros usos incluyen el uso en composiciones de detergentes para mejorar las propiedades del cuidado del tejido por
su efecto contra la acumulacion de fibra en la superficie del (pilling), antiagrisado, aclarado del color y suavidad y
para mejorar el efecto limpiador textil, por ejemplo, eliminacién de suciedad.

Como se usa en el presente contexto, la expresion “biolavado a la piedra” de tejidos o prendas significa el uso de
enzimas en lugar de, o ademas de, piedra pdmez, para el tratamiento de tejidos o prendas, especialmente de tela
vaquera.

Como se usa en el presente contexto, la expresion “bioacabado” se refiere al uso de enzimas en una hidrdlisis
controlada de fibras celulésicas para modificar la superficie del tejido o del hilo, de tal manera que impida
permanentemente la acumulacién de fibra en la superficie del tejido, mejore la manipulacién del tejido, tal como su
tersura y suavidad, limpie la estructura de la superficie reduciendo la formaciéon de pelusas, lo que da como
resultado el aclaramiento de los colores, mejore la drapabilidad del tejido, mejore la capacidad de absorcién de la
humedad, lo que también puede mejorar la adsorcion de colorantes.

Como se usa en el presente contexto, la expresion "retrotincion" se refiere a la tendencia que tiene el tinte liberado
para depositarse de nuevo sobre la superficie de las fibras de tejido.
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Como se usa en el presente contexto, la expresion “detergente” se refiere a un agente limpiador que puede contener
agentes tensioactivos (tensioactivos aniénicos, no idnicos, catiénicos y anfoliticos), sintetizantes y otros ingredientes
opcionales tales como agentes anti-redeposicion y de suspension de suciedad, abrillantadores 6pticos, agentes
blanqueadores, colorantes y pigmentos e hidrolasas. En la Patente de Estados Unidos N° 5.433.750 se proporciona
una lista adecuada del contenido de detergentes y en la Patente de Estados Unidos N° 3.664.961 se proporciona
una lista adecuada de tensioactivos.

Una secuencia de aminoacidos que es un “equivalente” o un “derivado” de una secuencia de aminoacidos especifica
significa una secuencia de aminoacidos que no es idéntica a la secuencia de aminoacidos especifica, pero en su
lugar contiene al menos algunos cambios de aminoacidos (deleciones, sustituciones, inversiones, inserciones, etc.)
que no afectan esencialmente a la actividad bioldgica de la proteina en comparacién con una actividad similar de la
secuencia de aminoacidos especifica, cuando se usa para una aplicaciéon determinada.

La actividad bioldgica de una celulasa es su actividad catalitica, y/o su capacidad de unirse a material celuldsico.

Un vector de expresién es un plasmido o vector de clonacién que puede expresar ADN que codifica las proteinas de
fusion de celulasa de la invencion después de la transformacion en un hospedador deseado. Cuando se utiliza un
hospedador fungico, el gen de interés se proporciona preferentemente a un hospedador fungico como parte de un
vehiculo de clonacién o expresion que integra en su interior el cromosoma fungico, o permite que el gen de interés
se integre en el cromosoma hospedador, o como un plasmido que se replica de manera auténoma. Las secuencias
son parte del vehiculo de clonacion o vehiculo de expresion también puede integrarse con dicho ADN durante el
proceso de integracion. Ademas en hongos, el vector de expresién, o partes del mismo, pueden dirigirse al interior
de locus predeterminados.

El ADN que codifica las proteinas de fusién de la invencién también se coloca preferentemente bajo el control de (es
decir, estd unido operativamente con) determinadas secuencias de control, tales como secuencias promotoras
proporcionadas por el vector (que se integran con el gen de interés). Como alternativa, las secuencias de control
pueden ser las que se encuentran en un sitio de insercion.

Las secuencias de control de expresion de un vector de expresion variaran dependiendo de si el vector se disefia
para expresar un determinado gen en un hospedador procariota o eucariota (por ejemplo, un vector lanzadera puede
proporcionar un gen para la seleccion en hospedadores bacterianos). Las secuencias de control de expresion
pueden contener elementos reguladores de la transcripcién, tales como promotores, elementos potenciadores y
secuencias de terminacion de la transcripcion y/o elementos reguladores de la traduccion, tales como sitios de inicio
y terminacion de la traduccion.

Se dice que una molécula polinucleotidica, tal como ADN, es “capaz de expresar” un polipéptido si esta contiene
secuencias de control de expresion que contienen informacion reguladora transcripcional y dichas secuencias estan
“unidas operativamente” a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido.

Una union operativa es una unién en la que una secuencia esta conectada con una secuencia (0 secuencias)
reguladora de tal manera que coloca la expresion de la secuencia bajo la influencia o el control de la secuencia
reguladora. Se dice que dos secuencias de ADN (tal como una secuencia de la regién promotora unida al extremo 5’
de la secuencia codificante de la proteina) estan unidas operativamente si la funcién del promotor da como resultado
la transcripcion.

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

En una realizacion preferida, se construyen transformantes genéticamente estables mediante los cuales el ADN que
codifica las proteinas de fusidon de celulasa de la invenciéon se integra en el cromosoma del hospedador por
transformacion con un vector, que incluye secuencias que promueven la integracion de dicho vector en el
cromosoma.

Las células que en sus cromosomas tienen ADN integrado, estable, que codifica las proteinas de fusidon de celulasa
de la invencién, se seleccionan introduciendo también uno o mas marcadores, homdélogos o heterélogos, que
permiten la seleccion de células hospedadoras que contienen el vector de expresion en el cromosoma, por ejemplo,
el marcador puede proporcionar resistencia a biocidas, por ejemplo, resistencia a antibiéticos, o a metales pesados,
tales como cobre, o marcadores que complementan una mutacion auxotréfica en el cromosoma hospedador y
similar. EI gen marcador de seleccién puede estar unido directamente a las secuencias génicas de ADN a expresar
0 puede introducirse en la misma célula por co-transformacion.

Una vez que el vector o la secuencia de ADN que contiene la construccion (o construcciones) se prepara para la
expresion, la construccion (o construcciones) de ADN se introducen en una célula hospedadora apropiada mediante
cualquiera de una diversidad de medios adecuados, incluyendo transformacion, como se conoce en la técnica.
Después de la introduccién del vector, las células receptoras se cultivan en un medio selectivo, que se selecciona
para el cultivo de células transformadas.
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Los sistemas hospedadores de producciéon y expresion adecuados son, por ejemplo, el sistema de produccion
desarrollado por el hongo hospedador Trichoderma (documento EP 244 234) o el sistema de produccion de
Aspergillus, tal como A. oryzae o A. niger (documentos WO 9708325 y WO 9533386, US 5.843.745, US 5.770.418)
o el sistema de produccion desarrollado para Fusarium, tal como F. oxysporum (Malardier et al., 1989). Los sistemas
de produccion adecuados desarrollados para bacterias son sistemas de produccién desarrollados para Bacillus, por
ejemplo, B. subtilis o para E. coli, o para el actinomiceto Streptomyces. Los sistemas de produccion adecuados
desarrollados para levaduras son sistemas desarrollados para Saccharomyces, Shizosaccharomyces o Pichia
pastoris. También son posibles sistemas de produccion en algunos otros microbios o en células de mamifero o en
plantas.

La expresion de la secuencia (o secuencias) génica clonada da como resultado la produccion de la proteina
deseada, o la produccion de un fragmento de esta proteina. Esta expresion puede tener lugar de una manera
continua en las células transformadas, o de una manera controlada.

Se entiende que los fragmentos son partes de moléculas de acido nucleico lo suficientemente largas para codificar la
proteina descrita o un fragmento biolégicamente activo de la misma. El término “derivado” significa, en este contexto,
que las secuencias de nucleétidos de estas moléculas difieren de las secuencias de las moléculas de acido nucleico
descritas anteriormente, en una o mas posiciones y tienen alta homologia con respecto a dicha secuencia. Se
entiende que la homologia se refiere a una identidad de secuencia de al menos 40 %, particularmente una identidad
de al menos 60 %, preferentemente mas de 80 % y aun mas preferentemente mas del 90 %. Las variaciones de las
moléculas de acido nucleico descritas anteriormente pueden ser el resultado de una delecion, sustitucion, insercion,
adicion o combinacién. Ademas, homologia significa que las secuencias de nucledtidos o proteinas codificadas
respectivas son funcional y/o estructuralmente equivalentes.

Como se usa en el presente contexto las expresiones “preparacion enzimatica” y “preparacion de celulasa” se
refieren a un cualquier producto enzimatico, que contiene al menos una proteina de fusion de celulasa. Por tanto,
dicha preparacion enzimatica puede ser un medio de cultivo agotado o un filtrado que contenga una o mas proteinas
de fusion de celulasa o una o mas proteinas de fusién de celulasa y otras enzimas, una proteina de fusién de
celulasa aislada o una mezcla de una o mas proteinas de fusién de celulasa o una mezcla de una o mas proteinas
de fusién de celulasa y una o mas enzimas distintas. Ademas de la actividad de proteina de fusion de celulasa, dicha
preparacion puede contener aditivos, tales como estabilizantes, tampones, conservantes, tensioactivos y/o
componentes del medio de cultivo. Los aditivos preferidos son tales como los que se usan normalmente en las
preparaciones enzimaticas destinadas para la aplicacion en la que usa la preparaciéon enzimatica. La preparacion
enzimatica puede estar en forma de liquido, polvo o granulado.

En el presente documento, por “medio de cultivo agotado” se entiende el medio de cultivo del hospedador que
comprende las enzimas producidas. Preferentemente las células hospedadoras se separan de dicho medio después
de la produccion.

La preparacion enzimatica puede comprender una o mas proteinas de fusion de celulasa de la presente invencion u
otras enzimas de celulasa junto con una o mas proteinas de fusion de celulasa de la presente invencién. Por
ejemplo, las proteinas de fusidon de celulasa que tienen diferentes propiedades pueden combinarse para elaborar la
preparacion enzimatica mas util para diferentes condiciones.

Para obtener las preparaciones enzimaticas de la invencion, los hospedadores que tienen las propiedades deseadas
(es decir, hospedadores capaces de expresar cantidades econdmicamente asequibles de las proteinas de fusion de
celulasa de la invencion) se cultivan en condiciones adecuadas, las enzimas deseadas se segregan del hospedador
en el medio de cultivo, y la preparacion enzimatica se recupera de dicho medio de cultivo por métodos conocidos en
la técnica.

La preparacion enzimatica puede comprender ademas de proteinas de fusion celulasa, una o mas enzimas distintas,
que pueden ser, por ejemplo, amilasas, lacasas y/o peroxidasas. Como alternativa, antes, durante o después del
tratamiento con la proteina de fusion de celulasa de la presente invencién, puede realizarse otro tratamiento
enzimatico. El tratamiento enzimatico puede comprender, por ejemplo, uno 0 mas tratamientos con amilasa, uno o
mas tratamientos con celulasa y/o uno o mas tratamientos con peroxidasa y/o lacasa. El que otras enzimas se
incluyan en la preparacién enzimatica o se usen en el tratamiento enzimatico, depende de la aplicacion.

La preparacién enzimatica puede ser el medio de cultivo con o sin las células hospedadoras naturales o
transformadas, o se recupera del mismo por la aplicacion de métodos bien conocidos en la técnica. Sin embargo,
debido a que las proteinas de fusién de celulasa de la invencidn se segregan en los medios de cultivo y presentan
actividad en las condiciones ambientales de licor celulolitico, es una ventaja de la invencion que las preparaciones
enzimaticas de la invencion puedan utilizarse directamente a partir del medio de cultivo sin purificacion adicional. Si
se desea, dichas preparaciones pueden liofilizarse o de otra manera la actividad enzimatica puede concentrarse y/o
estabilizarse para su conservacién. Las preparaciones enzimaticas de la invencion son muy econdmicas de
proporcionar y usar porque (1) las enzimas pueden usarse en bruto, sin procesar; el aislamiento de una enzima
especifica del medio de cultivo es innecesario y porque (2) las enzimas se segregan en el medio de cultivo, por lo
cual solo es preciso recuperar el medio de cultivo para obtener la preparacion enzimatica deseada; no se requiere
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extraer ninguna enzima de los hospedadores. Preferentemente, para efectuar dicha produccién el hospedador es
Trichoderma, y especialmente T. reesei.

Las preparaciones enzimaticas de la invencion pueden proporcionarse como un licor o como un sélido, por ejemplo,
en un polvo seco o en forma granular o liquida, especialmente granulos no espolvoreables, o un liquido estabilizado,
o la preparacién enzimdtica puede concentrarse de otra manera o estabilizarse para su conservacién o uso. Se
contempla que las preparaciones enzimaticas que contienen una o mas de las celulasas neutras de la invencion
puedan enriquecerse adicionalmente o puedan carecer parcial o completamente de actividades enzimaticas
especificas, para satisfacer las exigencias de una utilidad especifica en diversas aplicaciones, por ejemplo, en la
industria textil. Puede seleccionarse una mezcla de actividades enzimaticas segregada por un hospedador, y
especialmente por un hongo, para que sea ventajosa en una aplicacion industrial particular, por ejemplo, en el
biolavado a la piedra.

Las preparaciones enzimaticas de la invencion pueden ajustarse para satisfacer las exigencias de las necesidades
especificas en diversas aplicaciones en la industria textil, de detergentes o de pasta y papel.

Las combinaciones pueden prepararse con otras macromoléculas, no necesariamente todas ellas producidas por el
mismo hospedador (por ejemplo, otras enzimas tales como endoglucanasas, proteasas, lipasas, peroxidasas,
oxidasas o amilasas), o con productos quimicos que pueden potenciar el rendimiento, la estabilidad o capacidad
tamponante de la preparacion enzimatica deseada. Los granulos no espolvoreables pueden revestirse. Las
preparaciones enzimaticas liquidas pueden estabilizarse afnadiendo un poliol, tal como propilenglicol, un azucar o un
alcohol de azucar, acido lactico o acido borico, o cloruro sddico, de acuerdo con procedimientos establecidos.

Pueden prepararse formas protegidas de las enzimas de la invencidn como se describe en el documento EP
238.216.

Las preparaciones enzimaticas de la invencion pueden contener un tensioactivo que puede ser aniénico, no iénico,
catiénico, anfotérico o una mezcla de estos tipos, especialmente cuando se usan como una composicion de
detergente. Se describen composiciones de detergentes utiles, por ejemplo, en el documento WO 94/07998 y en las
patentes de Estados Unidos Nos 5.443.750 y 3.664.961.

Si se requiere, también puede purificarse una enzima deseada de acuerdo con condiciones convencionales, tales
como extraccion, precipitacion, cromatografia, cromatografia por afinidad, electroforesis o similares.

Las preparaciones enzimaticas de la presente invencidn son especialmente utiles en la industria textil,
preferentemente en el biolavado a la piedra y en el bioacabado o en la industria de detergentes. Otros sectores
utiles son la industria de la pasta y del papel.

El lavado a la piedra consta de tres etapas: eliminacion del apresto, abrasion y post-tratamiento. La primera etapa, el
proceso de eliminacion del apresto, es normalmente el primer tratamiento en himedo de los vaqueros y significa la
eliminaciéon de almidén u otros agentes encolantes aplicados normalmente a los hilos de la urdimbre para impedir
que se produzcan dafos durante el proceso de hilado. Para eliminar el apresto basado en almidén se utilizan alfa
amilasas para mejorar y dar uniformidad al procesado de humectacion. Después de eliminar el apresto, los vaqueros
se aclaran normalmente con agua o directamente se contintia con la etapa de abrasion.

La segunda etapa, la abrasion, puede realizarse con enzimas o con piedra pomez o con ambas. En todos los casos
se requiere accion mecanica para eliminar el tinte y el tratamiento se realiza normalmente en lavadoras, tal como de
tipo tambor. En el presente documento, el término “desgastado” significa el aspecto del tejido de tela vaquera
cuando se ha tratado con enzimas de celulasa o con piedras o con ambas. Como resultado de una eliminacion
desigual de tinte, existen contrastes entre areas tefidas y areas en las que se ha eliminado el tinte. Expresiones
sinénimas son “aspecto de lavado a la piedra” o “aspecto usado”. En el lavado a la piedra enzimatico, o biolavado a
la piedra, la abrasién con piedra pomez se elimina completa o parcialmente y la celulasa se afade para facilitar la
abrasion del tinte indigo de la superficie de la fibra. El tratamiento con celulasa puede realizarse usando celulasas
neutras o acidas o ambas. Si un tejido no esta tratado con celulasa o lavado a la piedra, se dice que el aspecto del
tejido es “apagado”, ya que se perderian los contrastes de moda. Cuando se desea un efecto mas descolorido,
puede realizarse blanqueamiento usando agentes quimicos y/o métodos enzimaticos, tales como, un tratamiento
con lacasa.

Después de la abrasion se realiza la tercera etapa, el post-tratamiento, que incluye las etapas de lavado y aclarado
durante las cuales pueden utilizarse, detergentes, abrillantadores opticos o suavizantes. Después del tratamiento
enzimatico, la reaccion debe detenerse para impedir que se produzcan dafios en los materiales tratados, por
ejemplo por temperatura y/o inactivaciéon del pH, comprendiendo lo ultimo un aclarado cuidadoso y/o un lavado con
detergente. Esto garantiza que la resistencia mecanica de la fibra no esté adicionalmente comprometida por la
presencia continuada de la enzima.

La expresion “tela vaquera” significa, en relaciéon con la presente invencion, tejido de tela vaquera, normalmente
prendas de tela vaquera, particularmente vaqueros. Ventajosamente la tela vaquera es tela vaquera tefiida con
Indigo. La tela vaquera también puede tratarse con Indigo, con derivados de Indigo o tela vaquera tefiida con Indigo
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junto con algun otro colorante, por ejemplo tela vaquera tefiida con indigo con fondos de azufre.

El tratamiento con una o varias celulasas puede sustituir por completo el tratamiento con piedra pémez (por ejemplo,
1 kg de enzima comercial frente a 100 kg de piedra). Sin embargo, cuando se desee, para producir un acabado muy
desgastado, el tratamiento con celulasa puede combinarse con tratamiento con piedra pémez. A través de un lavado
que combine una celulasa neutra con piedra pémez también se consigue un efecto de piel de melocotén en el que
se crea un recubrimiento piloso delicado que sobresale. Las celulasas de la presente invencidon son especialmente
utiles para proporcionar un aspecto desgastado y minimizar la retrotincién en el biolavado a la piedra.

El biolavado a la piedra se realiza preferentemente en un intervalo de pH de aproximadamente 4,5 - 9,5, y mas
preferentemente entre en un intervalo de pH de 6,0 - 8,0. La temperatura de la reacciéon puede variar de
aproximadamente 40 - 80 °C, preferentemente entre 50 - 70 °C, y mas preferentemente entre 55 - 65 °C y aun mas
preferentemente a una temperatura de 60 °C. La proporcion de licor (proporcion del volumen de liquido por peso de
tejido) puede variar de aproximadamente 2:1 — 30:1, preferentemente 4:1 — 15:1, y mas preferentemente 5:1 — 10:1.
La dosificacion enzimatica puede variar de aproximadamente 5-8000 NCU/g de tejido, preferentemente 20-3000
NCU/g de tejido y mas preferentemente 30-1500 NCU/g de tejido. El tiempo de tratamiento puede variar entre 15
min — 4 h, mas preferentemente 20 min — 90 min y mas preferentemente 30 min — 60 min. Cabe destacar que la
dosificacién enzimatica depende en gran medida del tipo de tejido, de la maquinaria, de las condiciones de
procesado (pH, temperatura, proporcién de licor, tiempo de tratamiento, carga de tela vaquera, escala de proceso) y
del tipo de preparacién enzimatica y similar. Si se desea, puede utilizarse piedra pdmez en combinacién con las
proteinas de fusion de celulasa. La dosificacién enzimatica necesaria sera entonces significativamente inferior. Un
experto en la técnica puede definir dosificaciones y condiciones adecuadas.

Las proteinas de fusion de celulasa de la presente invencion son utiles en la industria textil para el bioacabado de
tejidos o prendas, por ejemplo, eliminacién de acumulacion de fibra en la superficie del tejido, eliminacion de pelusa,
aclarado del color, reduccidon de aspereza, creacion de diferentes acabados (por ejemplo, un efecto de “piel de
melocotén”, “desgastado”, “lavado con arena” o “aspecto antiguo”) y para el bioacabado de hilo, por ejemplo,
reduccion de pilosidad y mejora de la suavidad). Las proteinas de fusidon de celulasa de la presente invencion
pueden usarse en bioacabado en condiciones acidas y neutras usando basicamente las mismas condiciones que las
del biolavado a la piedra.

Las proteinas de fusion de celulasa de la presente invencion son utiles en composiciones de detergentes para para
mejorar las propiedades del cuidado del tejido por su efecto contra la acumulacién de fibra en la superficie del tejido,
antiagrisado, aclarado del color y suavidad y para mejorar el efecto limpiador textil, por ejemplo, eliminacién de
suciedad.

El material textil que se trata con las preparaciones enzimaticas de la invenciéon puede fabricarse con fibras que
contienen celulosa natural o con fibras que contienen celulosa fabricada por el hombre o mezclas de las mismas.
Son ejemplos de fibras celuldsicas naturales el algodén, lino, cafiamo, yute y ramio. Son ejemplos de fibras
celulésicas fabricadas por el hombre la viscosa, el acetato de celulosa, triacetato de celulosa, rayén, cupro y liocel.
Las fibras celulésicas mencionadas anteriormente también pueden emplearse como mezclas de fibras sintéticas
tales como poliéster, poliamida o fibras acrilicas. El material textil puede ser hilo o punto o tejido o puede formarse
por cualquier otro medio.

Las celulasas de la invencion, ademas de ser especialmente Utiles para el tratamiento de tejidos, son utiles en
general en cualquier sector que requiera actividad celulasa.

En la industria de la pasta y del papel, pueden usarse celulasas neutras, por ejemplo, en la eliminacién de tinta de
diferentes papeles y cartones reciclados que tienen pH neutro o alcalino, mejorando la calidad de la fibra o
aumentando el drenaje en la fabricacion del papel. Otros ejemplos incluyen la eliminacién de espesante de la pasta
de impresion y el exceso de tinta después de la impresion textil y como un tratamiento para piensos animales. Por
ejemplo, si la aplicacion que se desea es mejorar la resistencia mecanica de la pasta, entonces las preparaciones
enzimaticas de la invencion pueden proporcionar una o mas de estas proteinas para potenciar o facilitar la
capacidad de las fibras de celulosa de unirse entre si. De una manera similar, en la aplicacion del refinado de pasta,
las preparaciones de proteinas de fusidon de celulasa de la invencion pueden proporcionar una o mas de esas
proteinas a un nivel que potencie o facilite dicha dilatacién. De las proteinas de fusién de la invencion especialmente
adecuadas para aplicaciones de pasta, son aquellas con un nucleo CBHI de 50KB de Melanocarpus albomyces o
Thermoascus aurantiacus.

Las proteinas de fusion de celulasa de la presente invencidn proporcionan ventajas inesperadas cuando se usan en
la industria textil y especialmente en el biolavado a la piedra. Las proteinas de fusion de celulasa de la invencién son
considerablemente mas eficaces que las celulasas de la técnica anterior. En el biolavado a la piedra podian usarse
al menos dos veces, normalmente al menos tres veces e incluso seis veces dosificaciones mas bajas en cuanto a
dosificacion de unidades de actividad de celulasa neutra sobre el peso del tejido, sin alterar la resistencia del tejido.
En otras palabras, usando las proteinas de fusion de celulasa de la presente invencién se consigue un resultado
hasta seis veces mayor. Dado que el rendimiento de produccion de las proteinas de fusidon de celulasa de la
invencion corresponde al de la celulasa de 20K conocida, la eficacia de produccion global se mejora
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significativamente. Esto puede proporcionarse directamente con grandes ahorros en cuanto a las cantidades
necesarias de la enzima: la posibilidad de usar cantidades reducidas de la enzima ofrece un valor econémico
considerable en cuanto tanto a la fabricacion como al uso, incluyendo la logistica.

La invencion se ilustra en los siguientes ejemplos.
EJEMPLO 1. Construcciones de los vectores de expresion para proteinas de fusién 20K+CBD

En el aislamiento, purificaciéon y tratamientos enzimaticos de ADN (plasmidos, fragmentos de ADN), en reacciones
de cadena de la polimerasa (PCR), y en transformaciones con E. coli, etc. se utilizaron métodos convencionales de
biologia molecular. Los métodos basicos utilizados se describen en los manuales convencionales de biologia
molecular, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) y Sambrook y Russell (2001).

Se disefiaron construcciones de plasmidos para unir la secuencia codificante 20K de Melanocarpus albomyces
(Celd5A, AC N° AJ515703; SEC ID N° 1) con la secuencia codificante del engarce y el CBD de la CBHI de
Trichoderma reesei (AC N° AR088330; Sridsodsuk et al. 1993; SEC ID N° 3). Se disefiaron en total seis uniones
diferentes, como se describe en la Tabla 1.

Para las construcciones n® 1 y n® 2 expuestas en la Tabla 1, se introdujo un solo sitio Nrul en el extremo de la
secuencia codificante 20K. Este sitio permite la fusidn directa después del codon para la serina n° 213 de la 20K
madura con cualquier fragmento de ADN con un extremo romo. Se desarrollé una reaccién PCR con los cebadores
20K _Nco (SEC ID N°: 11) y 20K_NruXho (SEC ID N°: 14) con el plasmido pALK1480 (Fig. 1) como molde usando el
programa A (Tabla 3). El plasmido pALK1480 tiene la copia gendmica de la cel45A de M. albomyces (que codifica la
Celd5A o 20K) insertado bajo el promotor cbhl de T. reesei y una fusion exacta y tiene el terminador cbhl cadena
abajo del gen en el vector pUC19 (New England Biolabs, Inc., Estados Unidos). La mezcla de reaccion de la PCR
contenia tampén de reaccion 1x DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia), Mg2+ 8 mM (la concentracién final
ajustada con adicion de MgCly), dNTP 0,2 mM, 0,5 uM de cada cebador, 1,0 unidades de ADN polimerasa
DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia), y aproximadamente 50 ng/100 ul de molde. El producto PCR se sometio
a digestion con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol y los fragmentos se aislaron del gel de agarosa después
electroforesis. El fragmento de 6,1 kb cortado de manera similar y aislado de pALK1480 se ligé con el fragmento de
la PCR, y se transform6 en E. coli XL1-Blue (Stratagene, Estados Unidos). EI ADN plasmidico se aislé de los
transformantes y se verificd, por secuenciacion, un candidato adecuado. El plasmido resultante se denomind
pALK1429.

Las reacciones de la PCR se realizaron por separado, como se ha indicado anteriormente, con los pares de
cebadores 1_BamMly (SEC ID N°: 16) + XhoAge (SEC ID N°: 15) y 2_BamMly (SEC ID N°: 17) + XhoAge (SEC ID
N°: 15) con pALK492 como molde (Fig. 2), y los productos resultantes de la PCR, que contenian el engarce vy el
CBD, se sometieron a digestiéon con Mlyl (que produce un extremo romo justo antes del primer codén deseado de la
secuencia codificante del engarce y CBD) y Agel. El plasmido pALK492 lleva un fragmento Pstl de
aproximadamente 6,9 kb del ADN cromosomico QM6a de T. reesei que incluye el gen cbhl/cel7A subclonado en el
sitio Pstl de pUC19. El plasmido pALK1429 obtenido anteriormente se sometié a digestion con Nrul y Agel, y parte
del vector se aisld y se ligd por separado con los dos productos de la PCR digeridos obtenidos anteriormente y se
transformoé en E. coli XL1-Blue. Los ADN plasmidicos se aislaron, se verificaron por secuenciacion y los plasmidos
resultantes se denominaron pALK1430 (que lleva, como inserto, el producto de la PCR 1_BamMly + XhoAge) y
pALK1431 (que lleva, como inserto, el producto PCR 2_BamMly + XhoAge).
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Tabla 3. Programas de la reaccion PCR usados

Etapa | A B C D
1 95 °C 5 min 95 °C 5 min 98 °C 1 min 98 °C 1 min
2 95°C 1 min 95 °C 1 min 98°C 30s 98°C 30s
3 55°C 1 min 60 °C 5 min 72°C 1 min 65°C 30s
4 72 °C 1 min 72 °C 5 min IRA229x 72 °C 1 min
IR A 2 24x IR A 2 24x 95 °C 5 min IR A 2 29x
6 MANTENER A 4°C | 72°C 1 min MANTENER A 4 °C | 72°C 10 min
7 MANTENER A 4 °C MANTENER A 4 °C

El marcador amdS vy la regién 3’ flanqueante cbhl de T. reesei se insertaron en los vectores pALK1430 y pALK1431
de la siguiente manera: el vector pALK424 (patente de Estados Unidos 5.837.51; Fig. 3) se escindié con EcoRIl y
Spel, el fragmento resultante de 4,8 kb se hizo romo mediante la reaccion de relleno de Klenow y se ligé por
separado con los plasmidos pALK1430 y pALK1431 escindidos con Stul, respectivamente, y se transformé en E. coli
XL1-Blue. Los ADN plasmidicos se aislaron y la orientacién deseada de los insertos se comprobé por digestion con
enzimas de restriccion apropiadas. Los plasmidos verificados se denominaron pALK1434 (inserto de pALK1430) y
pALK1435 (inserto de pALK1431), respectivamente (Tabla 1).

Para las construcciones n° 3, n° 4, n° 5 y n° 6 expuestas en la Tabla 1, se adoptdé una estrategia diferente. La
secuencia codificante de la 20K y los diferentes puntos de unién modificados (Tabla 1) se disefiaron para finalizar en
el coddn codificante de serina, que forma una parte del sitio Nrul afadido. Para todas estas construcciones se utilizé
el mismo inserto para proporcionar la secuencia codificante de la parte principal del engarce y CBD. Este Ultimo se
construy6 de la siguiente manera. Se realizdé una reaccion PCR con la mezcla de reaccion descrita anteriormente
(excepto sin adicion de Mg?*) y usando el par de cebadores 3_BamMly (SEC ID N°: 18) y XhoAge (SEC ID N°: 15) y
como molde ADN de pALK492. Se uso6 el programa B indicado en la Tabla 3. El producto de la PCR resultante se
sometié a digestion con BamHI y Xhol, se aisl6é y se ligd con parte del vector escindido de manera similar de
pBluescript Il KS+ (Stratagene, Estados Unidos) y se transformo en E. coli XL1 Blue. EI ADN plasmidico se aislo, se
comprobo por digestion con enzimas de restriccion apropiadas y se verificd por secuenciacién. Se selecciond un
plasmido candidato con la secuencia deseada y se denomin6 pALK1767.

Para la construccion n° 3 indicada en la Tabla 1 se realizé una reaccion PCR usando el par de cebadores
20K_Nco_2 (SEC ID N°: 12) y 20K-NruXho_GPI (SEC ID N°: 19) y como molde ADN de pALK1480. Se usaron dos
mezclas de reaccion: una con la composicion descrita anteriormente para la construccion de pALK1767, y la otra con
DMSO afadido al 3 % (v/v). Estas dos mezclas de reaccion se dividieron y se desarrollaron con los programas Cy D
de la Tabla 3. Todas las reacciones produjeron fragmentos de ADN de tamafio esperado y las preparaciones se
combinaron y sometieron a digestion con Ncol y Xhol. El fragmento de ADN se aisl6 y se ligd con un fragmento de
6,1 kb escindido y aislado de manera similar de pALK1480 y se transformé en E. coli XL1 Blue. EI ADN plasmidico
se aislo, se comprobd por digestion con enzimas de restriccion apropiadas y se verificd por secuenciacion. Se
selecciond un plasmido candidato con la secuencia deseada y se denominé pALK1758.

Para la construccion n° 4 indicada en la Tabla 1 se realizd una reaccion PCR usando el par de cebadores
20K_Nco_3 (SEC ID N°: 13) y 20K-NruXho_WGEI (SEC ID N°: 20) y como molde ADN de pALK1480. La mezcla de
reaccion PCR contenia tampdn de reaccion 1x Phusion™ GC (Finnzymes, Finlandia), dNTP 0,2 mM, 0,5 uM de cada
cebador, DMSO al 3 % (v/v) y 1,5 unidades de ADN polimerasa Phusion™ (Finnzymes, Finlandia) y
aproximadamente 70 ng/100 ul del molde. La mezcla de reaccion se dividié y se procesdé con los programas C y D
de la Tabla 3. Ambas reacciones produjeron tamafios de ADN de tamafio esperado y las preparaciones se
combinaron y se sometieron a digestion con Ncol y Xhol. El fragmento de ADN se aisl6 y se ligé con un fragmento
de 6,1 kb aislado y escindido de manera similar de pALK1480 y se transformé en E. coli XL1 Blue. EI ADN
plasmidico se aislo, se comprobd por digestion con enzimas de restriccion apropiadas y se verificd por
secuenciacion. Se selecciond un plasmido candidato con la secuencia deseada y se denominé pALK1759.

Para la construccion n® 5 indicada en la Tabla 1 se realizé una reaccion PCR usando el par de cebadores
20K_Nco_2 (SEC ID N°: 12) y 20K-NruXho_PavQIPS (SEC ID N°: 21) y como molde ADN de pALK1480. Se usaron
dos mezclas de reaccién: una con la composicion descrita anteriormente para la construccion de pALK1759 y la otra
sin DMSO. Estas dos mezclas de reaccion se dividieron y se procesaron con los programas C y D de la Tabla 3.
Todas las reacciones produjeron fragmentos de ADN de tamarfio esperado y las preparaciones se combinaron y se
sometieron a digestion con Ncol y Xhol. El fragmento de ADN se aislé y se ligd con el fragmento de 6,1 kb aislado y
escindido de manera similar de pALK1480 y se transformé en E. coli XL1 Blue. Los ADN plasmidicos se aislaron, se
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comprobaron por digestion con enzimas de restriccion apropiadas y se verificaron por secuenciacion. Se seleccioné
un plasmido candidato y se denomin6 pALK1760; éste habia adquirido una mutacién en el Unico sitio Xhol, pero esto
no supuso ningun problema para la subclonacién posterior.

Para la construccion n° 6 indicada en la Tabla 1 se realizé una reaccion PCR usando el par de cebadores
20K_Nco_3 (SEC ID N°: 13) y 20K-NruXho_WGEI-2 (SEC ID N°: 22) y como molde ADN de pALK1480 (70 ng/100
ul). Se us6 la misma composicion de mezcla de reaccidon que para la construccion del plasmido pALK1767, y se
proceso con el programa C de la Tabla 3. La preparacion se sometio a digestion con Ncol y Xhol. El fragmento de
ADN se aislé y se ligé con un fragmento de 6,1 kb escindido y aislado de manera similar de pALK1480 y se
transformé en E. coli XL1 Blue. Los ADN plasmidicos se aislaron, se comprobaron por digestién con enzimas de
restriccion apropiadas y se verificaron por secuenciacién. Se seleccioné un plasmido candidato y se denomind
pALK1773.

Los plasmidos pALK1758, pALK1759, pALK1760 y pALK1773 se escindieron por separado con Nrul y Agel, y las
partes del vector se aislaron. Cada preparacion se ligé con un fragmento de 235 pb aislado de pALK1767 después
de digestion con Mlyl y Agel y cada mezcla de ligamiento se transformé por separado en E. coli XL10-Gold. Los ADN
plasmidicos se aislaron, se comprobaron por digestién con enzimas de restriccion apropiadas y se verificaron por
secuenciacion. Los plasmidos verificados se denominaron pALK1764, pALK1765, pALK1766 y pALK1774,
respectivamente (Tabla 1).

El marcador amdS y la region 3’ flanqueante cbhl de T. reesei se insertaron en los vectores pALK1764, pALK1765,
pALK1766 y pALK1774 de la siguiente manera: pALK424 se escindié con EcoR1 y Spe1, el fragmento resultante de
4,8 kb se hizo romo mediante la reaccion de relleno de Klenow, y se ligaron por separado con los plasmidos
pALK1764, pALK1765, pALK1766 y pALK1774 escindidos con Stul, respectivamente y se transformaron en E. coli
XL10-Gold. Los ADN plasmidicos se aislaron y la orientacion deseada de los insertos se comprobé por digestion de
enzimas de restriccion apropiadas. Los plasmidos verificados se denominaron pALK1768, pALK1769, pALK1770 y
pALK1775, respectivamente (Tabla 1) (Fig. 10).

EJEMPLO 2. Produccién de las proteinas de fusién 20K+CBD en T. reesei

Los casetes de expresion lineales de 8,7 kb de los plasmidos pALK1434 y pALK1435 se aislaron de la estructura
vectorial después de digestion con EcoRl y se transformaron en protoplastos A47 de T. reesei. Las transformaciones
se realizaron como se describe en Penttila et al. (1987) con las modificaciones descritas en Karhunen et al. (1993)
seleccionando con acetamida como la Unica fuente de nitrégeno. Los transformantes se purificaron en placas de
seleccion a través de conidios sencillos antes de esporularlos en PD (Agar con Dextrosa de Patata).

La produccion 20K+CBD de los transformantes se analizé a partir del sobrenadante de cultivo de los cultivos en
matraz agitador (50 ml). Los transformantes se cultivaron durante 7 dias en un medio inductor de celulasa complejo
(Joutsjoki et al. 1993) tamponado con KH2PO4 al 5 % a un pH de 5,5. La actividad enzimatica de la proteina de
fusion se midié como la liberaciéon de azucares reductores de carboximetilcelulosa (CMC al 3 %) a 50 °C en tampodn
Hepes 50 mM, pH 7,0 durante 10 min (actividad NCU; nkat; Bailey y Nevalainen, 1981; Haakana et al., 2004). Las
actividades NCU de los mejores transformantes de produccion se presentan en la Tabla 4. Los genotipos de los
transformantes seleccionados se confirmaron usando transferencias de Southern, en las que se incluyeron diversas
digestiones gendmicas y el casete de expresion respectivo se us6 como una sonda. La proteina 20K+CBD se
detecto a partir del sobrenadante de cultivo usando los anticuerpos policlonales suscitados contra la celulasa neutra
20K purificada de Melanocarpus albomyces (Haakana et al. 2004) y el sistema AP de transferencia de Western
ProtoBlot (Promega). Los analisis de transferencia de Western mostraron que las enzimas de fusion 20K+CBD se
produjeron principalmente como proteinas de fusion estables en T. reesei.

Tabla 4. Actividades NCU de los transformantes 20K+CBD seleccionados a partir de cultivos en matraz
agitador

Transformante N° de Ndmero Actividad de la celulasa Fenotipo de la celulasa
construccion RF neutra, NCU/ml endogena
A4T7/pALK1434/n° 20 n°1 RF5580 3278 CBHI-
A47/pALK1434/n° 23 n° 1 RF5581 2091 (CBHI+)
A47/pALK1434/n° 37 n° 1 RF5582 2330 CBHI-
A47/pALK1435/n° 3 n°2 RF5583 3624 CBHI-
A4T/pALK1435/n° 7 n°2 RF5584 3211 CBHI-
A47/pALK1435/n° 11 n°2 RF5585 1172 (CBHI+)
A47/pALK1435/n° 14 n°2 RF5586 3152 CBHI
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En la Tabla 4, el numero de construccion se refiere al de la Tabla 1; el numero RF se refiere a que los
transformantes se denominaron como cepas RF.

El posible direccionamiento del casete de expresion hacia el locus cbhl (cel7A) se identificd como un fenotipo CBHI
negativo por transferencia de Western. La deteccién de la proteina CBHI se realizé6 usando los anticuerpos
monoclonales CI-258 o CI-261 (Aho et al., 1991) y el sistema AP de transferencia de Western ProtoBlot (Promega,
USA). Los genotipos de los transformantes seleccionados se confirmaron usando transferencias de Southern, en las
que se incluyerom diversas digestiones gendmicas y como sonda se uso el casete de expresion respectivo.

Los casetes de expresion lineales de 8,7 kb de los plasmidos pALK1768, pALK1769, pALK1770 y pALK1775
preparados en el Ejemplo 1 se aislaron de la estructura vectorial después de digestion con EcoRI y se transformaron
en protoplastos RF5796 y RF5798 de T. reesei (origindandose ambas cepas de la cepa QM6a (Bailey y Nevalainen,
1981) y teniendo el fenotipo CBHI- CBHII- EGI- EGII- para las celulasas endogenas de T. reesei) seleccionando con
acetamida como la Unica fuente de nitrégeno. Los transformantes se purificaron en placas de seleccién a través de
conidios sencillos antes de su esporulacién sobre PD.

La produccion de 20K+CBD de los transformantes se analiz6 a partir de los sobrenadantes de cultivo de los cultivos
en matraz agitador (50 ml). Los transformantes se cultivaron durante 7 dias en un medio inductor de celulasa
complejo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado con KH,PO4al 5 % a pH 5,5. La actividad NCU de las proteinas de fusién
20K+CBD producidas se ensayd después como se ha descrito anteriormente. Las actividades NCU de los
transformantes seleccionados se presentan en la Tabla 5. Los genotipos de los transformantes seleccionados se
confirmaron usando transferencias de Southern, en las que se incluyeron diversas digestiones genémicas y como
sonda se uso el casete de expresion respectivo. La proteina 20K+CBD se detectdé de los sobrenadantes de cultivo
usando anticuerpos policlonales suscitados contra la celulasa neutra 20K purificada de M. albomyces (Haakana et
al. 2004) y el sistema AP de transferencia de Western ProtoBlot (Promega, USA). El andlisis de transferencia de
Western mostré que los transformantes produjeron la enzima de fusion 20K+CBD. Algunos cultivos también
mostraron una banda que reaccionaba con el antisuero anti-20K y que tenia la movilidad de la proteina 20K de tipo
silvestre, indicando que posiblemente se habia producido alguna escisién del engarce+CBD durante el cultivo. La
proteina de fusién 20K+CBD producida por los transformantes pALK1770 se seleccioné para estudios posteriores
debido a su estabilidad.

Tabla 5. Actividades NCU de los transformantes 20K+CBD seleccionados a partir de cultivos en matraz
agitador

Transformante N° de construccion | Numero RF | Actividad celulasa neutra,
NCU/ml
RF5796/pALK1768/n° 6 n°3 RF5966 3622
RF5796/pALK1768/n° 7 n°3 RF5967 1316
RF5796/pALK1768/n° 9 n°3 RF6035 6605
RF5798/pALK1768/n° 11 n°3 RF5970 1525
RF5798/pALK1768/n° 17 n°3 RF5971 2885
RF5798/pALK1768/n° 20 n°3 RF5972 2598
RF5796/pALK 1769/n° 7 n°4 RF5968 4344
RF5796/pALK1769/n° 10 n° 4 RF5969 4858
RF5796/pALK1769/n° 11 n° 4 RF6036 6145
RF5798/pALK1769/n° 4 n° 4 RF5973 4505
RF5798/pALK1769/n° 8 n° 4 RF5974 4895
RF5796/pALK 1770/n° 13 n°5 RF5975 3073
RF5796/pALK1770/n° 17 n°5 RF5976 2256
RF5796/pALK1770/n° 22 n°5 RF5977 2107
RF5798/pALK1770/n° 10 n°5 RF5978 1907
RF5798/pALK 1770/n° 14 n°5 RF5979 3661
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Transformante N° de construccion | Niumero RF | Actividad celulasa neutra,
NCU/ml
RF5796/pALK1775/n° 8 n° 6 RF6078 2431
RF5796/pALK1775/n° 13 n° 6 RF6078 3505
RF5796/pALK1775/n° 21 n° 6 RF6080 2541
RF5798/pALK1775/n° 22 n°6 RF6081 1697
RF5798/pALK1775/n° 29 n° 6 RF6082 3096

En la Tabla 5, el numero de construccion se refiere al de la Tabla 1; el numero RF se refiere a que los
transformantes se denominaron como cepas RF.

Las cepas de T. reesei RF5582, RF5583, RF6036, RF5977 y RF5978 se cultivaron en un biorreactor para ensayos
de aplicacion. Algunas preparaciones se trataron con calor (pH 6,0, 65 °C, 60 — 70 min) para inactivar cualquier
actividad enzimatica endégena remanente de T. reesei. La 20K+CBD es relativamente termoestable (Miettinen-
Oinonen et al. 2004), y no se desnaturaliza durante el tratamiento.

EJEMPLO 3. Produccion de las proteinas de fusion 20K + CBD mutantes por afinidad en T. reesei

La enzima 20K de Melanocarpus albomyces (cel45A, AC N° AJ515703) se fusiond con el dominio de unién a
celulosa (CBD) de CBHI de Trichoderma reesei, en el que los restos de tirosina conservados en las posiciones 31
(correspondiente a Y492 del polipéptido maduro) y/o 32 (correspondiente a Y493 del polipéptido maduro) se mutaron
a alanina como describen Linder et al., 1995. Ademas, el resto de tirosina en la posicion 31 se reemplazé por
triptéfano, un aminoacido encontrado de forma natural en la region CBD de, por ejemplo, CBHI de Humicola grisea
(Azevedo et al., 1990) y EGV de T. reesei (Cel45A, Saloheimo et al., 1994). Los CBD mutados se construyeron por
PCR, y las sustituciones de aminoacidos de Y31A, Y32A, Y31W e Y31A_ Y32A se incluyeron en el dominio de union
a celulosa de CBHI de T. reesei (numeracién de acuerdo con la secuencia de aminoacidos del CBD). En todas las
construcciones se us6 el cebador director: 3_BamMly: 5'-TAGGATCCGAGTCCCATTACCGGCAACCCTAGCG-3’
(SEC ID. N°: 18). Los cebadores inversos usados para la amplificacion de los diferentes productos del CBDmut se
describen en la Tabla 6. Las mezclas de reaccion de la PCR contenian tampén de reaccién 1x PfuUltra™ HF
(Stratagene, USA) proporcionando una concentracion de Mg2+ 2 mM, dNTP 0,2 mM, 2 uM de cada cebador y 1,5
unidades de ADN polimerasa PfuUltra™ HF (Stratagene, Estados Unidos) y aproximadamente 45 ng del plasmido
pALK492 como molde. El plasmido pALK492 (Fig. 2) contiene el gen cbhl de T. reesei. Las condiciones para las
reacciones de la PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial durante 2 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de
1 min a 95 °C, hibridaciéon durante 1 min. a 65 °C (gradiente +5 ° C), extension durante 2 min. a 72 °C y una
extension final a 72 °C durante 10 min.
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Todas las combinaciones de cebadores produjeron el fragmento de ADN especifico en las reacciones de la PCR a
una temperatura de hibridacion de 60 °C. Los productos de la PCR se aislaron de estas reacciones, se sometieron a
digestion con enzimas de restriccion Xhol y BamHI y después se clonaron con pBluescript Il KS+ (Stratagene, USA).
Los plasmidos obtenidos se denominaron pALK1884 (mutacion Y31A), pALK1885 (mutacion Y32A), pALK1886
(mutacion Y31W) y pALK1887 (mutaciones Y31A_Y32A). Los fragmentos de la PCR en los plasmidos se
confirmaron por secuenciacion. Los insertos digeridos con Mlyl y Agel de los plasmidos pALK1884 a pALK1887 se
ligaron posteriormente a un fragmento vectorial pALK1760 digerido con Nrul y Agel que contenia el gen de 20K de
longitud completa de Melanocarpus albomyces fusionado con el promotor cbhl (cel7A) y el terminador de T. reesei
La parte C terminal del gen 20K en pALK1760 se modificé de tal manera que el ligamiento del fragmento CBD
produjo un punto de unién de PAVQIPSS (construccion n° 5), que se observd que daba como resultado un producto
de fusion estable en T. reesei como se describe en los Ejemplos 1 y 2. En la etapa final, el marcador amdS se
afadid como un fragmento Spel-EcoRI de extremo romo (4,5 kb) del plasmido p3SR2 (Fig. 6) para obtener
plasmidos de expresion de pALK1877 (mutacion Y31A), pALK1878 (mutacién Y32A), pALK1879 (mutacion Y31W) y
pALK1880 (mutacion Y31A_Y32A) para la produccion de enzimas de fusion 20K+CBDmy: en T. reesei. En la Fig. 11B
se muestran las secuencias de aminoacidos de la proteina de fusién 20K con el péptido engarzador seguido por la
region CBD mutada. Los plasmidos de expresion se confirmaron por secuenciacién, y los casetes de expresion
lineales de 8,4 kb (Fig. 11A) se aislaron de la estructura vectorial después de digestion con Notl y se transformaron
en protoplastos RF5796 de T. reesei. Las transformaciones se realizaron en Penttila et al. (1987) con las
modificaciones descritas en Karhunen et al. (1993), seleccionando con acetamida como una unica fuente de
nitrégeno. Los transformantes se purificaron en placas de seleccién a través de conidios sencillos antes de
esporularlos en PD.

La produccidon de 20K+CBDy,t de los transformantes se analizé del sobrenadante de cultivo de los cultivos en
matraz agitador (50 ml). Los transformantes se cultivaron durante 7 dias en un medio inductor de celulasa complejo
(Joutsjoki et al. 1993) tamponado con KH2PO4 al 5 %, a pH 5,5. La actividad enzimatica de la proteina de fusién se
midié como la liberacion de azucares reductores de carboximetilcelulosa (CMC al 3 %) a 50 °C en tampoén Hepes 50
mM, pH 7,0 durante 10 min (actividad NCU, nkat; Bailey y Nevalainen, 1981; Haakana et al., 2004). Las actividades
NCU de los transformantes de mejor produccion se muestran en la Tabla 7. Los genotipos de los transformantes
seleccionados se confirmaron usando transferencia de Southern, en las que se incluyeron diversas digestiones
gendmicas y como sonda se uso el casete de expresion respectivo. La proteina 20K+CBDmyt se detectd del
sobrenadante de cultivo usando anticuerpos policlonales suscitados contra la celulasa neutra 20K purificada de
Melanocarpus albomyces (Haakana et al. 2004) y el sistema AP de transferencia de Western ProtoBlot (Promega).
El analisis de transferencia de Western mostré que las enzimas de fusion 20K+CBDmy: se produjeron como proteinas
de fusién estables en T. reesei.

Tabla 7. Actividades NCU de los transformantes 20K+CBDny: seleccionados a partir de cultivo en matraz
agitador

Transformante | Sustitucién de | NUmero RF | Actividad celulasa neutra,
aminoacido NCU/ml
pALK1877/n° 26 | Y31A RF6084 3658
pALK1877/n° 34 | Y31A RF6085 2447
pALK1878/n° 02 | Y32A RF6086 3434
pALK1878/n° 13 | Y32A RF6088 2915
pALK1879/n° 13 | Y31W RF6090 2545
pALK1879/n° 24 | Y31W RF6091 3452
pALK1880/n° 06 | Y31A_Y32A RF6092 3415
pALK1880/n° 25 | Y31A_Y32A RF6094 2727

El numero RF se refiere a que los transformantes se denominaron como cepas RF.

Las cepas RF6084 a RF6086, RF6088, RF6090 a F6092 y RF6094 se fermentaron para obtener material para los
ensayos de aplicacion (véase los EJEMPLOS 9-11).

EJEMPLO 4. Produccién de las proteinas de fusién 20K+CBD con delecidn de engarce en T. reesei.

La enzima de 20K de Melanocarpus albomyces se fusioné con el dominio de unién a celulosa (=CBD) de CBHI de
Trichoderma reesei, que posteriormente se modificé introduciendo deleciones en el péptido de engarce interdominio.
Las deleciones de engarce se disefiaron de acuerdo con Srisodsuk et al., 1993. La delecién de aminoacidos de la
posicion 434 a 444 (mutante AG-444) del polipéptido maduro elimina aproximadamente un tercio del engarce
incluyendo la secuencia repetida rica en glicina y prolina pero dejando todos los supuestos sitios de O-glucosilacion
intactos. La delecion de restos de la posicion 434 a 460 (Mutante AG-460) elimina practicamente todo el engarce
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(Fig. 12A). También se construyeron deleciones de engarce 20K+CBD adicionales que tenian una mutaciéon de
afinidad doble de Y31A_Y32A en la region CBD.

Se realizaron reacciones PCR para introducir las deleciones al péptido engarzador, asi como la sustitucion de
aminoacidos a la region CBD. Las amplificaciones PCR se realizaron como se describe en el Ejemplo 3, excepto que
se utilizé una temperatura de hibridacion de 60 °C (gradiente +5 °C). Se utilizaron los cebadores directos

5’- TAGGATCCGAGTCCCATTACCGGCAACCCTAGCACCACCACCACCCGCCGCCCAGCC-3' (SECID N°: 31)y

5 -TAGGATCCGAGTCCCATTACCGGCAACCCTAGCCCTACCCAGTCTCACTACGGCCAGTGC-3’ (SEC ID N°: 32)
para sintetizar las deleciones de engarce de AG-444 y AG-460, respectivamente. Correspondientemente, se uso el
cebador inverso 5- TGACTCGAGACCGGTGCGTCAGGCTTTCGCACGGAGCTTTACAGG-3'(SEC ID N°: 33) para
amplificar la region CBD intacta de la CBHI de T. reesei. La mutacién Y31A_Y32A en la region CBD se generé con
el cebador inverso

5-TGACTCGAGACCGGTGCGTCAGGCTTTCGCACGGAGCTTTACAGGCACTGAGAGGCGGCAGGGTTCAGG-3’
(SEC ID. N°: 30).

Todas las combinaciones de cebadores produjeron el fragmento de ADN especifico en las reacciones de la PCR
desde el intervalo de temperaturas de hibridacion de 55,2 °C a 65,0 °C. Los plasmidos de expresiéon pALK1893
(delecion AG-444), pALK1896 (delecion AG-460), pALK1899 (delecion AG-444, mutacion Y31A_Y32A) y pALK1952
(delecion AG-460, mutacion Y31A_Y32A) se construyeron como se describe en el Ejemplo 3. En la Fig. 12 se
muestran las secuencias de aminoacidos de la fusién de la proteina 20K con el péptido de engarce truncado seguido
por el CBD intacto o mutado. Se aislaron los casetes de expresion lineales de 8,3 kb de la estructura vectorial
después de digestion con EcoRl y se transformaron en protoplastos RF5796 de T. reesei. La transformacion, la
purificacién de transformantes, los cultivos en matraz agitador, las mediciones de actividad, las hibridaciones de
transferencia de Southern y los andlisis de transferencia de Western se realizaron como se describe en el Ejemplo 3.

Tabla 8. Actividades NCU de los transformantes seleccionados 20K+CBD con delecion de engarce a partir de
cultivo en matraz agitador

Transformante | Delecion de engarce/ | Nimero RF | Actividad celulasa neutra,
Sustitucion de NCU/mI
aminoécidos

pALK1893/n° 08 | AG-444 RF6107 1182

pALK1893/n° 10 | AG-444 RF6108 2058

pALK1896/n° 05 | AG-460 RF6110 2576

pALK1896/n° 07 | AG-460 RF6111 2628

pALK1899/n° 07 | AG-444, RF6112 1947
Y31a_Y32A

pALK1899/n° 20 | AG-444, RF6114 2462
Y31a_Y32A

pALK 1952/n° 01 | AG-460, RF6115 2428
Y31a_Y32A

pALK1952/n° 17 | AG-460, RF6116 1738
Y31a_Y32A

El nimero RF se refiere a que los transformantes se denominaron como cepas RF.

Las cepas seleccionadas RF6107, RF6108, RF6110 a RF6112 y RF6114 a RF6116 se fermentaron para obtener
material para los ensayos de aplicacion (Ejemplos 9 a 11). Los analisis de transferencia de Western mostraron que
las enzimas fusion 20K+CBD con delecion de engarce se produjeron como proteinas de fusion estables en T.
reesei.

EJEMPLO 5. Produccién de la proteina de fusion 50K+CBD recombinante de Melanocarpus albomyces en T.
reesei (Referencia)

Se disefiaron construcciones de pldsmidos para unir la secuencia codificante de 50K (cel7A, AC n°® AJ515704) de
Melanocarpus albomyces con la regiéon de engarce y el dominio de unién a celulosa (CBD) de la CBHI de T. reesei
(cel7A, AC n° AR088330; Srisodsuk et al. 1993). El plasmido pALK1237 (Fig. 4), que es una base para las nuevas
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construcciones, contenia el gen cel7A bajo el control del promotor cbhl de T. reesei como una fusion exacta.

En primer lugar, se introdujo un solo sitio de restriccion Nrul cerca del extremo C de la secuencia codificante 50K.
Esto permite la fusion directa de cualquier ADN con extremo romo después del aminoacido S393 del polipéptido 50K
maduro (Fig. 13B). Se realiz6 una reaccion de PCR con los cebadores 2_50K_NrulSpel (5
CGGCACTAGTTCGCGACCCGATCTCGCCCCAGCGCAGG 3; SEC ID N° 25) y 50K Xhol (5
CGCCGAGGGCCGGCTCGAGAGCATCC 3'; SEC ID N°: 26) usando como molde pALK1237. La reaccién de la
PCR contenia el tampdn de reaccion 1x DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia), dNTP 0,25 mM, 0,5 uM de cada
cebador, 2,0 unidades de ADN polimerasa DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia) y aproximadamente 50 ng/100
pl de ADN molde pALK1237. Las condiciones para la amplificacion de la PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial durante 5 min. a 96 °C, seguido de 25 ciclos de hibridacién durante 15 s a 96 °C, durante 60
s a 56 °C o0 61 °C, extension durante 60 s a 72 °C, y una extension final a 72 °C durante 10 min. El producto de la
PCR se someti6 a digestion con las enzimas de restriccion Xhol y Spel y se purificd del gel de agarosa. El fragmento
de la PCR purificado se ligoé en el fragmento de restriccion de 6,9 kb de Xhol-Spel del plasmido pALK1237 y se
transformé en E. coli XL1-Blue (Stratagene, USA). El ADN plasmidico se aislé de los transformantes y se verificaron
tres candidatos por secuenciacion. El clon seleccionado se denomind pALK1703.

El engarce+tCBD de CBHI de T. reesei se amplific6 por PCR con los cebadores 3 _BamMly 50 (5
TTGGATCCGAGTCGCAGCACCGGCAACCCTAGCG 3’ SEC ID N°: 36) y XhoAge (5
TGACTCGAGACCGGTGCGTCAGGCTTTCGC 3’; SEC ID N°: 15) usando, como molde, pALK492. Las condiciones
de reaccion de la PCR fueron como se ha descrito anteriormente, excepto que el tiempo de extension en la reaccién
de amplificacion fue de 90 s. El producto de la PCR se someti6 a digestion con las enzimas Mlyl y Agel y se purificd
del gel de agarosa. El fragmento de la PCR que contenia el engarce+CBD se ligd en el fragmento de restriccién de
6,8 kb de Agel-Nrul de pALK1703 y se transform6 en E.coli XL1-Blue (Stratagene, Estados Unidos). Los
transformantes se analizaron como se ha descrito anteriormente y un clon adecuado se denominé pALK1704.

Para permitir la seleccion de los transformantes de T. reesei, se inserté6 el gen marcador amdS y la regién 3’
flanqueante cbhl de T. reesei en el plasmido vectorial pALK1704. Se aislé un fragmento de restriccion de 4,8 kb de
EcoRI-Spel de pALK424 (documento US 5.837.515) y los extremos del fragmento se rellenaron con la enzima
Klenow. El fragmento del marcador amdS con extremo romo se ligd en el pALK1704 digerido con Stul y se
transformoé en E. coli XL1-Blue (Stratagene, Estados Unidos). EI ADN plasmidico se aislé de los transformantes y la
orientacion deseada del inserto se verificd por enzimas de restriccion. El transformante seleccionado se denominé
pALK1708.

Se aislé un casete de expresion lineal de 9,2 kb (Fig. 13A) de la estructura pALK1708 por digestion con EcoRlI, se
transformé en protoplastos RF5636 de T. reesei (derivado de la cepa QM6a; Bailey y Nevalainen, 1981) y los
transformantes se seleccionaron con acetamida como unica fuente de nitrégeno. La cepa hospedadora carecia de
tres celulasas principales enddgenas: CBHII (Cel6A), EGI (Cel7B) y EGII (Cel5A). La transformacion se realizé de
acuerdo con Penttila et al. (1987) con las modificaciones descritas por Karhunen et al. (1993). Los transformantes se
purificaron en placas de seleccion a través de conidios sencillos antes de esporularlos en PD.

Se analizé la produccion de la proteina de fusién 50K+CBD de los transformantes del sobrenadante de cultivo de
cultivos en matraz agitador (50 ml). Los transformantes se cultivaron durante 7 dias en un medio inductor de
celulosa complejo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado con KH2PO4 al 5 % a pH 5,5. La actividad enzimatica de la
proteina de fusion se midié como la liberaciéon de aziucares reductores de carboximetilcelulosa (CMC al 3 %) a 50 °C
en tampon Hepes 50 mM, pH 7,0 (actividad NCU; Bailey y Nevalainen 1981; Haakana et al. 2004). La actividad de
los transformantes varié de 2035 a 3633 NCU/ml. La proteina 50K+CBD se detecté del sobrenadante de cultivo por
el sistema AP de transferencia de Western ProtoBlot (Promega) usando anticuerpos policlonales suscitados contra
la celulasa neutra 50K purificada de Melanocarpus albomyces (Haakana et al. 2004). El analisis de transferencia de
Western mostré que la proteina de fusion 50K+CBD producida de T. reesei es estable. Se analizaron los genotipos
de los transformantes seleccionados por transferencia de Southern usando, como sonda, el casete de expresion. El
posible direccionamiento del casete de expresion del locus cbhl también se verificd por transferencia de Western
usando anticuerpos monoclonales CBHI (CI-261, Aho et al. 1991) para detectar la proteina CBHI.

EJEMPLO 6. Produccién de la proteina de fusion 50KB+CBD recombinante de Melanocarpus albomyces en
T. reesei (Referencia).

Se disefiaron las construcciones de plasmidos para unir la secuencia codificante 50KB de Melanocarpus albomyces
(cel7B, AC n° AJ515705) con la regidon de engarce y el dominio de unién a celulosa (CBD) de CBHI de T. reesei
(cel7A, AC n° AR088330; Srisodsuk et al. 1993). El plasmido pALK1241 (Fig. 5), que es una base para las nuevas
construcciones, contenia el gen cel7B bajo el control del promotor cbhl de T. reesei como una fusién exacta.

En primer lugar, se introdujo un unico sitio de restriccion Nrul cerca del extremo C de la secuencia codificante 50KB.
Esto permite la fusion directa de cualquier ADN con extremo romo después del aminoacido S426 del polipéptido
50KB maduro (Fig. 14B). Se realizd una reaccion de PCR con los cebadores 50KB_NrulXhol (5
TCGTCTCGAGTCGCGATGGGGCCGAAGCGGATGTTGG 3; SEC ID N° 23) y 50KB_Sphl (5
GGAGGGCATGCCCAACAGCAGCGAGATCACC 3’; SEC ID N°: 24) usando, como molde, pALK1241. La reaccion
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de la PCR contenia tampén de reaccion 1x DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia), dNTP 0,25 mM, 0,5 uM de
cada cebador, 2,0 unidades de ADN polimerasa DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia) y aproximadamente 50
ng/100 ul de ADN molde pALK1241. Las condiciones para la amplificacién de la PCR fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial durante 5 min. a 96 °C, seguido de 25 ciclos de hibridacién durante 15 s a 96 °C, durante
60 s de hibridacion a 56 °C o 60 °C, extensién durante 60 s a 72 °C, y una extension final a 72 °C durante 5 min. El
producto de la PCR se sometio a digestion con las enzimas de restriccion Xhol y Sphl y se purifico del gel de
agarosa. El fragmento de la PCR purificado se ligé en el fragmento de restriccion de 6,9 kb de Xhol-Sphl del
plasmido pALK1241 y se transformé en E. coli XL1-Blue (Stratagene, USA). El ADN plasmidico se aislé de los
transformantes y se verifico un candidato por secuenciacion. El clon seleccionado se denominé pALK1705.

El engarce+tCBD de CBHI de T. reesei se amplifico por PCR con los cebadores 3_BamMly 50 (5
TTGGATCCGAGTCGCAGCACCGGCAACCCTAGCG 3% SEC ID. Ne°: 18) y  XhoAge 5
TGACTCGAGACCGGTGCGTCAGGCTTTCGC 3’; 15) usando, como molde, pALK492. Las condiciones de reaccion
de la PCR fueron como se ha descrito anteriormente, excepto que el tiempo de extension en la reaccién de
amplificacion fue de 90 s. El producto de la PCR se sometid a digestion con las enzimas Mlyl y Agel y se purificé del
gel de agarosa. El fragmento de la PCR que contenia el engarce+CBD se ligd en el fragmento de restriccion de 7,2
kb de Agel-Nrul de pALK1705 y se transformé en E.coli XL1-Blue (Stratagene, Estados Unidos). Los transformantes
se analizaron como se ha descrito anteriormente y un clon adecuado se denominé pALK1706.

Para permitir la seleccién de transformantes de T. reesei, el gen marcador amdS vy la regién 3’ flanqueante cbhl de T.
reesei se insertaron en el plasmido vectorial pALK1706. Se aislé un fragmento de restriccion de 4,8 kb de EcoRI-
Spel de pALK424 (documento US 5.837.515) y los extremos del fragmento se rellenaron con la enzima Klenow. El
fragmento marcador amdS con extremo romo se ligdé en el pALK1706 digerido con Stul y se transformé en E. coli
XL1-Blue (Stratagene, USA). El ADN plasmidico se aislo de los transformantes y la orientacién deseada del inserto
se verificd por digestion con enzimas de restriccion. El transformante seleccionado se denominé pALK1709.

Se aisl6 un casete de expresion lineal de 9,6 kb (Fig. 14A) de la estructura pALK1709 por digestién con EcoRI, se
transformé en protoplastos RF5636 de T. reesei y se seleccionaron transformantes con acetamida como Unica
fuente de nitrégeno. La cepa hospedadora carecia de tres celulasas enddgenas principales: CBHII (Cel6A), EGI
(Cel7B) y EGII (Cel5A). La transformacion se realizé6 de acuerdo con Penttila et al. (1987) con modificaciones
descritas por Karhunen et al. (1993). Los transformantes se purificaron en placas de seleccién a través de conidios
sencillos antes de esporularlos en PD.

Se analizé la produccion de la proteina de fusién 50K+CBD de los transformantes del sobrenadante de cultivo de
cultivos en matraz agitador (50 ml). Los transformantes se cultivaron durante 7 dias en un medio inductor de
celulosa complejo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado con KH2PO4 al 5 % a pH 5,5. La actividad celobiohidrolasa de la
proteina de fusion se midid usando el sustrato 4-metilumbeliferil-B-D-lactdsido (actividad MUL; van Tilbeurgh et al.
1988). Se detectd la proteina 50KB+CBD del sobrenadante de cultivo por el sistema AP de transferencia de Western
ProtoBlot (Promega) usando anticuerpos policlonales suscitados contra la celulasa 50KB purificada de
Melanocarpus albomyces (Haakana et al. 2004). En el analisis de transferencia de Western no se detecto la proteina
de 50KB de tipo silvestre lo que mostraba que la proteina de fusién 50KB+CBD producida de T. reesei es estable.
Se analizaron los genotipos de los transformantes seleccionados por transferencia de Southern usando, como
sonda, el casete de expresion. El posible direccionamiento del casete de expresion al locus cbhl también se verificd
por transferencia de Western usando anticuerpos monoclonales CBHI (Cl-261, Aho et al. 1991) para detectar la
proteina CBHI.

EJEMPLO 7. Produccién de las proteinas de fusién CBHI+CBD recombinantes de Thermoascus aurantiacus
en T.reesei (Referencia)

La CBHI de Thermoascus aurantiacus (AC N° AF478686, Hong et al., 2003; SEC ID N°: 9) se fusiond con el engarce
y el CBD de la CBHI de Trichoderma reesei (AC N° AR088330, Srisodsuk et al. 1993; SEC ID N° 3). Primero, la
secuencia codificante del engarce y el CBD de la CBHI de T. reesei se sintetizé por PCR usando los siguientes
cebadores:

5-TTAAACATATGTTATCTACTCCAACATCAAGGTCGGACCCATTGGCAGCACCGGCAACCCTAGCGGC-3’
(secuencia directa, SEC ID N°: 34) y

5-TATATGCGGCCGCACCGGTGCGTCAGGCTTTCGCACGGAGCTTTACAGGC-3 (secuencia inversa, SEC ID N°:
35).

La mezcla de la reaccién de la PCR contenia tampén de reaccién 1x DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia),
Mg2+ 15 mM, dNTP 0,2 mM, 2 uM de cada cebador, 0,6 unidades de ADN polimerasa DyNAzyme™ EXT
(Finnzymes, Finlandia), y aproximadamente 75 ng/30 ul del molde pALK492. El plasmido pALK492 contiene el gen
cbh1 (cel7A) de T. reesei. Las condiciones para la reaccion de la PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial
durante 2 min, a 98 °C, seguido de 30 ciclos de hibridacion durante 30 s a 98 °C, durante 30 s a 68 °C (gradiente +4
°C), extension durante 30 s a 72 °C y una extension final a 72 °C durante 10 min. El fragmento de ADN especifico en
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la reaccion de la PCR se obtuvo a un intervalo de temperatura de hibridacién de 64 °C a 68,5 °C. El fragmento CBD
sintetizado, que contiene también la secuencia de nucleétidos 3’-terminal del gen cbh1 de Thermoascus aurantiacus,
se sometio a digestion con las enzimas de restriccion Ndel y Notl y el fragmento se aislo del gel de agarosa después
de electroforesis. Después de esto, el fragmento de la PCR aislado se ligé con el fragmento del vector pALK1649
(Fig. 7) digerido con Ndel y Notl que contenia el gen cbh1 de longitud completa de Thermoascus aurantiacus. El
plasmido obtenido se denomin6é pALK1888, y el fragmento amplificado por PCR en el plasmido se confirmd por
secuenciacion. Como resultado de la fusion, la parte C-terminal de la CBHI de Thermoascus aurantiacus en el
plasmido pALK1888 contenia un punto de unién de GPIGST (Fig. 15B). El inserto sometido a digestion con Sacll y
Agel del pALK1888 plasmidico se ligoé con el fragmento del vector pALK1694 (Fig. 8) sometido a digestion con Sacll
y Agel, lo que produjo la fusion de CBHI+CBD de Thermoascus aurantiacus con el promotor cbhl (cel7A) de T.
reesei (una fusién exacta) y con el terminador. En la etapa final, se afiadio el fragmento marcador amdS, como se
describe en el Ejemplo 3, para obtener el plasmido de expresion de pALK1890 para la produccién de la enzima de
fusion CBHI+CBD recombinante de Thermoascus aurantiacus en T. reesei. La secuencia de aminoacidos de la
fusién de la proteina CBHI de Thermoascus aurantiacus con el péptido engarzador seguido de la region CBD de la
CBHI de T. reesei se muestra en la Fig. 15B.

El plasmido de expresién se confirmo por digestiones con enzimas de restriccion, y el casete de expresion lineal de
8,9 kb (Fig. 15A) se aisl6 de la estructura vectorial después de digestion con Notl y se transformé en protoplastos
RF5796 de T. reesei. Las transformaciones se realizaron como en Penttila et al. (1987) con las modificaciones
descritas en Karhunen et al. (1993). Los transformantes se purificaron en placas de seleccion a través de conidios
sencillos antes de esporularlos en PD.

La produccién de CBHI+CBD de Thermoascus aurantiacus de los transformantes se analizé del sobrenadante de
cultivo de los cultivos en matraz agitador (50 ml). Los transformantes se cultivaron durante 7 dias en un medio
inductor celulasa complejo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado con KH;PO4 al 5 % a pH 5,5. La actividad
celobiohidrolasa se ensayo6 usando el sustrato 4-metilumbeliferil-B-D-lactésido (MUL) de acuerdo con van Tilbeurgh
et al. 1988. Los genotipos de los transformantes seleccionados se confirmaron usando transferencias de Southern
en las que se incluyeron diversas digestiones gendémicas y como sonda se uso el casete de expresion. Los analisis
SDS-PAGE mostraron que la enzima CBHI+CBD recombinante de Thermoascus aurantiacus se produjo como una
proteina de fusion estable en T. reesei.

EJEMPLO 8. Rendimiento de las preparaciones de la proteina de fusién 20K+CBD en bioacabado/biolavado a
la piedra de tela vaquera

Las proteinas de fusién 20K + CBD producidas, como se describe en el Ejemplo 2, usando Trichoderma como
hospedador, se sometieron a ensayo para determinar su capacidad en el biolavado a la piedra de tela vaquera para
crear un aspecto desgastado similar al proporcionado por la piedra pémez. Para realizar la comparativa se utilizd
una preparacion comercial de 20K eficaz en el acabado de tela vaquera.

Como material de ensayo se utilizaron vaqueros ingleses confeccionados con tela vaquera tefiida con indigo con
fondos de azufre después de eliminar el apresto con alfa-amilasa ECOSTONE® A200. Los hilos de urdimbre y trama
del tejido se hilaron en anillo. Los tratamientos con celulasa se realizaron con la lavadora extractora Wascator FOM
71 CLS de Electrolux en las condiciones descritas en la Tabla 9.

Tabla 9. Condiciones de ensayo utilizadas para los tratamientos con celulasa

Pardametro del proceso

Carga de tela vaquera 1,3 kg

Agua 191

Tampon/control de pH (pH | NaaHPO4.H20 31,6 g
6.5) Acido citrico 10,5 mg
Tiempo 55 min

Temperatura 60 °C

Dosificacion de celulasa 250 — 3000 NCU(/g tejido

Las enzimas se dosificaron como unidades de actividad de celulasa neutra (NCU) por peso de tejido. La enzima
celulasa se inactivd después de escurrir elevando el pH por encima de 11 afiadiendo 5 g de NaOH (10 min, 40 °C) y
aclarando tres veces. Los vaqueros se secaron en una secadora. En cada ensayo se utilizaron dos pares de
vaqueros.

El nivel de efecto/abrasion con el biolavado a la piedra se evalué midiendo el color como valores de reflectancia con
un espectrofotometro Minolta CM 2500 o CM 1000 usando las coordenadas de espacio de color L*a*b* (iluminante
D65/2°). El color de la tela vaquera del anverso y del reverso (datos no mostrados) se midié después del eliminar el
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apresto (es decir, antes del tratamiento con la celulasa) y después del tratamiento con la celulasa. Cada medicion
fue el promedio de aproximadamente 40 mediciones. Se utilizaron dos pares de vaqueros en cada ensayo y el
resultado final es el promedio de ellos. La luminosidad o aumento de luminosidad después del tratamiento
enzimatico se uso para evaluar el efecto de abrasion (rendimiento o efecto de biolavado a la piedra). Los resultados
se muestran en las Tablas 10 y 11, en las que los datos en negrita se usan para para destacar niveles de abrasién
similares y dosificaciones equivalentes. Se utilizaron tratamientos con 20K o sin enzima para realizar comparativas.
Algunas de las preparaciones (Tabla 11) se habian tratado con calor (pH 6,0, a 65 °C, durante 60 a 70 min) para
inactivar cualquier reactividad enzimatica enddgena remanente de T. reesei y/o para ensayar el efecto del
tratamiento con calor sobre la estabilidad de la enzima.
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Los resultados indicados en la Tabla 10 y en la Fig. 16 muestran que el rendimiento de lavado de las proteinas de
fusién 20K+CBD de la invencién en el tratamiento de tela vaquera mejoré enormemente en comparacion con las
cepas 20K. Con la cepa RF5977 podia usarse una dosificacién enzimatica tan baja como 250 NCU/g tejido para
obtener un nivel de abrasién similar (luminosidad L*) en comparacion con el obtenido con la dosificacion de 1500
NCU/g de 20K. Por tanto se obtuvo un rendimiento de lavado 6 veces mejor y el contraste fue bueno. Ademas el
rendimiento del lavado obtenido con la cepa RF5978 fue similar al obtenido con RF5977.

El tratamiento con calor de las preparaciones de la proteina de fusién parecieron disminuir algo el efecto de lavado a
la piedra, por ejemplo, con la cepa RF5977 se necesité una dosificacion de 500 NCU/g de tejido para obtener el
mismo nivel de abrasién al obtenido con la dosificacion de 250 NCU/g de la preparaciéon enzimatica no tratada con
calor (Tabla 10). Sin embargo, se consiguio una mejora triplicada en el resultado del lavado en comparacién con una
preparacion de la técnica anterior.

EJEMPLO 9. Rendimiento de las preparaciones de proteina de fusion 20K+ CBD mutante por afinidad y
proteina de fusion 20K+CBD con delecién de engarce en bioacabado/biolavado a la piedra de tela vaquera.

Las enzimas de fusion 20K + CBD mutante por afinidad producidas usando Trichoderma como hospedador descritas
en el Ejemplo 3 y las proteinas de fusién 20K + CBD con delecién de engarce producidas usando Trichoderma como
hospedador, como se describe en el Ejemplo 4, se sometieron a ensayo para determinar su capacidad en el
biolavado a la piedra de tela vaquera. Para realizar la comparativa se utiliz6 una preparaciéon comercial de 20K
eficaz en el acabado de tela vaquera.

La tela vaquera y los sistemas de ensayo para el biolavado a la piedra fueron como se indica en el Ejemplo 8.
Ademas el efecto del tratamiento con celulasa se evalué como en el Ejemplo 8. Los resultados del ensayo del
biolavado a la piedra de las preparaciones de la proteina de fusion 20K+CBD mutante por afinidad y de la proteina
de fusion 20K+CBD con deleciéon de engarce se muestran en la Tabla 12.

La cepa RF6090 con la sustitucion de aminoacido Y31W mostré excelente rendimiento de lavado (aproximadamente
6 veces mejor que con 20K) y buen contraste. La eficacia de la cepa RF6090 en comparacion con 20K puede
observarse claramente también en la Fig. 16. La cepa RF6084 con la sustitucion de aminoacido Y31A fue
aproximadamente 1,5 veces mejor que 20K. Las proteinas de fusion 20K+CBDmy: con una sustitucion de aminoacido
Y32A o Y31A Y32A tuvieron un efecto de biolavado a la piedra inferior que 20K. El resultado del lavado de las
proteinas con delecion de engarce 20K+CBD en el tratamiento de tela vaquera mejoré6 enormemente en
comparacion con la cepa 20K y se obtuvo un buen contraste. Con la cepa RF6108 (AG-444) el resultado del lavado
fue al menos 6 veces mejor que con 20K y con la cepa RF6110 (AG-460) fue aproximadamente 3 veces mejor.
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EJEMPLO 10. Efecto de las proteinas de fusion 20K+CBD sobre laresistencia de la tela vaquera

Para las mediciones de resistencia, se seleccionaron algunos de los vaqueros obtenidos de los ensayos de lavado
con las proteinas de fusion 20K+CBD (Ejemplos 8 y 9) que tuvieron un nivel de abrasion similar (L* - valor de
aproximadamente 23 o 24 después del tratamiento con celulasa). La resistencia al desgarro después del tratamiento
con las proteinas de fusion 20K+CBD y con las muestras de control se midié por el método de EImendof de acuerdo
con la norma SFS-EN ISO 13937-1. Las muestras se cortaron en la direccion tanto de la trama como en la de la
urdimbre. Los resultados se muestran en la Tabla 13.

Las proteinas de fusidon de celulasa produjeron esencialmente la misma pérdida de resistencia o inferior que con
20K, es decir, con algunas preparaciones la resistencia del tejido continué siendo incluso superior. La pérdida de
resistencia mas baja, en la direccion tanto de la urdimbre como de la trama, se obtuvo con la cepa RF6108 con la
delecion de engarce AG-44. Ademas, la mutante por afinidad RF6090 con la sustitucién de aminoacido Y31W
produjo una pérdida de resistencia inferior que la 20K. La cepa RF5977 tuvo un efecto bastante similar sobre la
resistencia del tejido en comparacion con 20K.

Algunos de los vaqueros lavados con las preparaciones de proteinas de fusion tratadas con calor (Ejemplo 8, Tabla
11) también se seleccionaron para las mediciones de resistencia al desgarro. Se observo que la resistencia del tejido
mejoraba con algunas preparaciones tratadas con calor, pero debido al rendimiento de lavado reducido tuvieron que
usarse dosificaciones mas altas para obtener el mismo nivel de abrasion.

31



ES 2458301 T3

|e10J9Wod E.u_o.m\_maogn_H

G'¥9 8'62 8'L. v'8y 0've 000} (09%-9V) 90 +M0Z | 01194
29 z'ee €/8 €'vS 8'ce 052 (vP¥-9V) 90 +M0Z | 80194y
9'29 6'82 G'9L 9Ly 6'€e 000€ M0Z -
Z'LL X4 8'L. 78y €22 000€ (VZEA VIEA) INWAGD+ MOZ | #6094
G'v. v've 18 o'sy z'ee 0S¢ (MLEA) INWAgo+ M0Z | 06094y
2'99 9'0€ 6'GL Z'ly '€z 000} (VIEA) INW@go+ M0z | #8094
6'79 0¢ 6'v.L 9'ov ‘ez 000€ (VZEA) INWago+ Moz | 98094y
G'69 43 €L L'8¥ 622 052 ago Moz | 2.6G4Y
069 6'LE 1z g'or 622 0051 M0Z -
000} z'ov 0001 2'29 g'l 0 BWIZUD UIS -
(N) oJrebsap e (N) odrebsap e
(%) eIoUB)SISAY (%) ©IoUD]ISISIY opifel
ewel | alquipin %1 B/NON BIIIRWIZUD BUISI0Id | oN BddD

UQIoUBAUI B] 8P dgD+M0Z Uoisn) ap seujalold se| uod soperen solanbea ap olsebsap |e BI1oUS1SISal 8P SBUOIDIPAN ‘ST Blgel

32



10

15

20

25

30

35

40

ES 2458301 T3

EJEMPLO 11. Comparacion de preparaciones de proteinas de fusién 20K+CBD seleccionadas con
preparaciones enzimaticas de la técnica anterior

Las mejores proteinas de fusion 20K+CBD de los Ejemplos 8 y 9 se sometieron a ensayo con otro tipo de tela
vaquera. Para realizar la comparativa, se utilizé la preparacion 20K (Ecostone® NP8500) eficaz en el acabado de
tela vaquera y dos preparaciones de la técnica anterior disponibles en el comercio, DeniMax® 399S de Novozymes
y Mex 500 de Meiji, que es la preparacién enzimatica sélida mas concentrada disponible en el comercio.

El sistema de ensayo para el biolavado a la piedra fue como el descrito en el Ejemplo 8, excepto que la carga de la
tela vaquera fue de 1 kg y la proporcion de licor por tanto ligeramente mas alta. En cada ensayo se utilizaron cinco
trozos de tela vaquera (“perneras”) confeccionados con sarga de tela vaquera australiana (Bradmill Textiles Pty,
Australia) después de eliminar el apresto. Los hilos de la urdimbre y de la trama del tejido estaban hilados en anillo.
Las enzimas se dosificaron como unidades de actividad NCU, de manera que se obtuvieron niveles de abrasion
similares (medidos como luminosidad del anverso de la tela vaquera después de tratamiento con celulasa). El efecto
del tratamiento con celulasa se evalu6 como en el Ejemplo 8, excepto que en cada pernera se realizaron 20
mediciones de color.

Se seleccionaron dos perneras con niveles de abrasién similares (L* - valor de aprox. 26 después del tratamiento
con celulasa) para cada ensayo de lavado para las mediciones de resistencia. La resistencia al desgarro después
del tratamiento con las proteinas de fusion 20K+CBD y con las muestras de control se midieron como en el Ejemplo
10. Los resultados se muestran en la Tabla 14 y en las Figuras 17A 'y 17B.

La resistencia al desgarro de la trama, que es un hilo tipicamente mas débil que el de la urdimbre, fue mayor con las
proteinas de fusion de las cepas RF5977, RF6090, RF6108 y RF6110 que con 20K. Con todas las cepas de las
proteinas de fusién se obtuvo una mayor resistencia considerable en la direccién tanto de la urdimbre como de la
trama en comparacion con DeniMax 399S y Mex 500. Ademas la cepa 20K fue menos contraproducente a la
resistencia del tejido que las otras preparaciones de la técnica anterior.

Tabla 14. Mediciones de la resistencia al desgarro de tela vaquera tratada con las proteinas de fusidn
20K+CBD de lainvencion, 20K y preparaciones de la técnica anterior

Enzima Forma L* Urdimbre Trama
Resistencia al desgarro | Resistencia al desgarro

(N) (N)

Ecostone NP8500 polvo | 25,9 58,0 40,3

RF5977, 20K+CBD granulo | 26,0 56,1 44,4

Mex 500, Meiji polvo | 26,1 48,4 31,1

DeniMax 3995, Novozymes granulo | 25,5 50,6 38,1

RF6090, 20K+CBDmut (Y31W) | liquido | 26,0 57,9 43,4

RF6108, 20K+CBD (AG-444) | liquido | 25,9 55,6 43,9

RF6110, 20K+CBD (AG-460) | liquido | 26,9 59,8 45,4

L* indica la luminosidad del anverso de la tela vaquera después del tratamiento con celulasa.

Ejemplo 12. Rendimiento de la preparacion 20K+CBD en el bioacabado (eliminacidén de acumulacidn de fibra
en la superficie del tejido (depilling))

El rendimiento de la proteina de fusion concentrada 20K+CBD en el bioacabado se someti6 a ensayo. Para realizar
la comparativa se utilizd6 una preparacién de celulasa &cida comercial, rica en EGIl (US 5.874.293) usada en
formulaciones de bioacabado, y un tratamiento sin enzima. Se realizaron tratamientos para eliminar la acumulacion
de fibra en la superficie del tejido (depilling), con la lavadora extractora Wascator FOM 71 CLS de Electrolux en las
condiciones descritas en la Tabla 15.

Como material de ensayo se utilizaron trozos de dos tipos de suéteres no usados confeccionados con algodon al
100 %: tejido basado en jersey y elastico con superficie cubierta de pelusa con material de relleno. En primer lugar
las muestras se prelavaron durante 10 min a 60 °C con agentes tensioactivos/humectantes 1 ml/l (Sandoclean PCJ
de Sandos e Imacol CN de Clariant) y se aclararon 3 veces. Después de esto, las prendas de algodoén se trataron
con celulasa a 60 °C durante 60 minutos en presencia de los mismos adyuvantes textiles a los utilizados en el
prelavado. Después de escurrir, la enzima se inactivé (durante 10 min a 60 °C) elevando el pH por encima de 11 con
hidréxido sédico. Después, los trozos de prendas de punto se aclararon tres veces y se secaron en una secadora.
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Tabla 15. Condiciones de ensayo/parametros de procesado usados en los tratamientos de bioacabado
Parametros de procesado

Carga del tejido 1,0 kg
Agua 15 litros
Sandoclean PC e Imacol CN 1 ml/l

Control de pH pH 5-5,3/pH 6-6,3 | Ajuste con acido acético (80 %)

Tiempo 60 min
Temperatura 60 °C
Dosificacion de celulasa De 0,25 % a 0,63 % del peso del tejido

El efecto del tratamiento con celulasa se evalué visualmente a simple vista y con una lupa. En la Tabla 16 se
muestran los resultados y en la Fig. 18 se muestran fotografias tomadas con un macroobjetivo de una camara
digital.

La preparacion de la proteina de fusién 20K+CBD tuvo excelentes propiedades de bioacabado dando lugar a una
amplia reduccién de formacion de pelusa (fuzzing) y prevencion de formacién de acumulacion de fibra en la
superficie del tejido (pilling), lo cual puede observarse claramente en las fotografias (fomadas de las muestras
elasticas) en la Fig. 18. Las muestras de control, especialmente las de jersey elastico, tratadas sin enzima,
contenian superficies densas cubiertas con pelusa y acusada acumulacion de fibra en la superficie del tejido (pilling).
Con la preparacion 20K+CBD se obtuvo una superficie de prenda de punto muy clara incluso con la dosificacion mas
reducida (0,25 % del peso del tejido, o.w.f. (of weight fabric)), correspondiente a una actividad celulasa neutra de
125 NCU/g de tejido. Esta dosificacion produjo un efecto casi tan bueno como el de una dosificacion doble. Usando
una dosificacion de una preparacion de 20K+CBD al 0,5 % del peso del tejido se obtuvo un efecto similar de
eliminacion de acumulacion de fibra en la superficie del tejido (depilling), en comparaciéon con el uso de una
dosificacion del 0,63 % o.w.f. de la preparacion rica en EG Il, que se utilizé a la dosificacion tipica para este
concentrado enzimatico en la aplicacion de biolavado. Ademas, el medio de cultivo de la proteina 20K+CBD
producido por el hospedador recombinante es volumétricamente al menos dos veces tan eficaz en el bioacabado
como el de EG Il producido por un hospedador recombinante.

Tabla 16. Resultados de tratamientos de bioacabado con la proteina de fusion 20K+CBD en comparacién con
una preparacion rica en EGIl y control sin enzima

Muestra Dosificacién g | Dosificacién, | Efecto depilling ™
% o.w.f.?
Conc. de 20K +CBD | 5 0,50 +++++
Conc. de 20K +CBD | 2,5 0,25 ++++
Conc. rica en EGII 6,3 0,63 +++++
Control, sin enzima | - - _

% del peso de la fibra
® +++++ Excelente efecto (depilling) de eliminacion de acumulacién de fibra en la superficie del tejido,
superficie visualmente muy limpia

++++ Muy buen efecto (depilling) de eliminacion de acumulaciéon de fibra en la superficie del tejido,
superficie visualmente limpia

- Superficie densa cubierta con pelusa y/o acusada acumulacioén de fibra en la superficie del tejido.

Ejemplo 13. Rendimiento de la preparacion 20K+CBD en aplicaciones de detergentes

Se sometidé a ensayo la eficacia de una preparacion de proteina de fusion 20K+CBD granulada con ciclos de lavado
repetidos en una lavadora doméstica usando enzima del 0 al 0,5 % del peso de formulacién de detergente
(detergente convencional ECE 98), que no contenia ninguna enzima. Las condiciones de ensayo se describen en la
Tabla 17. La carga, la dosificacién de detergente y las condiciones principales de ensayo eran de acuerdo con la
norma EN 60456:2003 aunque sin contaminantes adicionales. Las muestras de tejido se recogieron después de 5,
10 y 15 lavados.
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Tabla 17. Disefio del ensayo para ensayar el rendimiento de la preparacién 20K+CBD

Articulo Especificacion

Concentraciéon de enzima en uso 0,0,1,0,25,05 %

Lavadora Siemens 1632 1Q

Programa de lavado Programa de algodon estandar sin logica difusa

Detergente ECE 98, 50 g por lavado

pH del detergente en licor de lavado 11

Temperatura de lavado 40/60 °C

Dureza del agua 15 °fH

Carga IEC60456:2003 carga 4 kg

Suciedad artificial afiadida Art. N° 101*, algodén manchado con negro de humo/

Total 38 piezas (37 x 37 cm) de cada | aceite de oliva

tipo Art. N° 163*, algodon manchado con papilla
Art. N° 112*, algodon manchado con cacao

Tela de ensayo Antiagrisado sobre el Art. N° 224*

Resistencia a traccion sobre el Art. N° 224*

* del EMPA Test materialen AG, Suiza

Los resultados del ensayo sobre el antiagrisado, realizado sobre el articulo 224 (ISO 2267) y medido como
diferencias de contraste color, se muestran en las Tablas 18 y 19 y en las Figuras 19 y 20. La diferencia de color se
midié mediante el método de tristimulus usando el colorimetro Spectraflash 500 (iluminante D65/10°)

La preparacion de la proteina de fusién 20K+CBD mostré un efecto positivo sobre el valor del color tristimulus Y y
por lo tanto sobre el antiagrisado. El efecto de diferentes concentraciones enzimaticas fue casi el mismo. De por si,
una concentracion enzimatica muy pequefa (0,10 %) fue suficiente para el antiagrisado. Se obtuvieron efectos mas
bien similares (datos no mostrados) con la proteina de fusién 20K+CBD en comparacién con la celulasa del
detergente comercial BIOTOUCH®DCC que contenia una actividad celulasa neutra (NCU) 1,8 veces superior.

También se usé el articulo 224 para realizar mediciones sobre la resistencia a traccion (datos no mostrados)
realizadas de acuerdo con la ISO 13934-1:1999 después de 15 lavados. Ninguna de las concentraciones
enzimaticas tuvo un efecto perjudicial sobre la resistencia a traccion. Todos los resultados estaban dentro de la
desviacion entre si (variacion 2,5 %). Lo mismo se aplicé al estiramiento contra la carga a la rotura.

Tabla 18. Rendimiento de la proteina de fusion 20K+CBD en aplicaciones de detergentes. Diferencia de
contraste de color entre el antiagrisado del articulo 224 y el articulo original (no lavado) lavado con enzima

Temperatura de | Diferencia (deltaY)

lavado, Después de 5 lavados | Después de 10 lavados | Después de 15 lavados
Conc. enzimatica

(%)

40°C, 0 % -7,46 -10,39 -12,30
40°C, 0,10 % -5,78 -6,60 -8,01
40°C, 0,25 % -5,52 -6,08 -8,18
40°C, 0,50 % -4,85 -5,24 -7,56
60 °C, 0 % -8,65 -11,43 -13,95
60 °C, 0,10 % -5,77 -6,77 -8,41
60 °C, 0,250 % -4,72 -5,70 -7,46
60 °C, 0,50 % -4,33 -6,29 -7,44
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Tabla 19. Rendimiento de la proteina de fusion 20K+CBD en aplicaciones de detergentes. Diferencia de
contraste de color entre el antiagrisado del articulo 224 lavado con enzima y lavado sin enzima.

Temperatura de lavado, | Diferencia (deltaY)
Conc. enzimatica (%) Después de 5 lavados | Después de 10 lavados | Después de 15 lavados
40°C,0 % 0 0 0
40 °C, 0,10 % 1,68 3,79 4,29
40 °C, 0,25 % 1,94 4,31 4,12
40 °C, 0,50 % 2,61 5,15 4,74
60 °C, 0 % 0 0 0
60 °C, 0,10 % 2,88 4,66 5,54
60 °C, 0,250 % 3,93 5,73 6,49
60 °C, 0,50 % 4,32 5,14 6,51
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15

20

25

<110> AB Enzymes Oy

<120> Celulasas mejoradas

<130> 2050016

<160> 50

<170> PatentIn versién 3.1

<210>1
<211> 936
<212> ADN

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 1

tcgecccctaa
tcctggecgce
tgatcacccg
atccagatac
ccagcccgtc
gggctgcgag
caacctctcg
ctgtgcctgce
actgacccag
ccatggtcgt
acatccccgg
cgggcgeacg
tcaagcccgg
ccttecgageg
acgacggcgg
cgtgtgacgg
<210> 2

<211> 214
<212> PRT

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 2

ccgagaacca
agcattgcecc
cctcattacg
tgggactgct
tactcgtgeg
ggcggecccg
tacggcttcg
tacgcgtgag
cgacccgctc
ccagtcgacc
cggcggegtc
gtacggcggce
ctgccagtgg
ggtccagtgc
cttcgeegte

cagctacgtg

ES 2458301 T3

LISTA DE SECUENCIAS

aagactccaa
ctcggggecc
cgtgccgacc
gcaagccgtc
acgccaactt
ccttctcgtg
cggcgactgc
tgtgcttggg
gccagtctga
agcacgggcg
ggcctcttceg
atctcgtegc
cgcttcgact
cccgaggage
ttcaaggccc

gaacgacctg

gaatgcgctc
tcgccgccaa
ggaccgcgtt
gtgcggctgg
ccagcgceatc
cgccgaccac
actcagcggc
cccaacgtcg
cctttacatc
gcgacctegg
acggctgcac
gccaggagtg
ggttccagaa
tggtcgctceg
ccagcgectg

gagctc

38

tactccegtt
cggtcagtcc
cagggctcac
gccggaaagg
cacgacttcg
agcccctggg
cagaccgagg
gtgattccgg
gggtcccgtg
cagcaaccac
tcceccagttce
cgactcgttc
cgccgacaac
gaccggctgce

atccgttttt

ctccgegecc

acgaggtaac

tgctcaccgce

gcecccgtgaa
atgccgtctce
ccattaatga
agtcgtggtg
agttcagacc
gccggcaaga
ttcgacctca
ggcggcctcc
cccgagecge
ccgtecttta
aggcgcecacg

gggcagtgtc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
936



Ala
Gly
Ala
Gly
Asp
65

Glu
Pro
Asp
Gly
Arg
Pr‘»O
ASp

val

Phe

Asn

Trp

Asn

Gly

50

Asn

Glu

val

Leu

Leu

130

Tyr

Leu

Asn

Ala

Lys
210

<210> 3
<211>1820
<212> ADN

<213> Trichoderma reesei

<400> 3

Gly

Ala

Phe

35

Pro

Leu

ser

Ala

Gly

Phe

Gly

Lys

Pro

GIn

Gly

20

GIn

Ala

ser

Trp

Gly

100

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

Pro

Ser
Lys
Arg
Phe
Tyr
cys
LysS
Asn
Gly

Ile

Gly

Ser

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly

70

cys

Thr

His

Cys

Ser

. 150

Cys

Thr

Cys

Ala

ES 2458301 T3

Arg

Pro

His

Ala
Met
Phe
Thr
135
Ser
Gln

Phe

Arg

Tyr

val

Asp
40

“Ala

Ala

Cys

val

Asp

Pro

Arg

Trp

Glu

Trp

Asn

Phe

Asp

Ala

Tyr

val

105

Leu

GIn

Gln

Arg

Arg

His

39

ASp
10

Gln

Asp

His

Thr

Ala

90

Gln

Asn

Phe

Glu

Phe

170

val

Asp

cys

Pro

Ala

Ser

Ala

75

Leu

ser

Ile

Gly

AsSp

Gln

Asp

Cys

val

val

Pro

60

Leu

Thr

Thr

Pro

Trp

Cys

Gly

Lys

Tyr

Ser

45

Trp

ser

Phe

Ser

Gly

Leu

ser

Phe

Pro

Pro

Ser

30

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Phe

GIn

Glu

190

Phe

ser
15

Cys
Cys
Ile
Gln
ser
95

Gly
Gly
Gly
Pro
ASn
175

Glu

Ala

Cys

Asp

Glu

AsSh

Thr

80

Gly

Gly

val

Ala

Glu

160

Ala

Leu

val



10

ccgcggactg
tcgtgctcag
atgctcgtct
gcgctggact
gaccctatgt
cgcgtccacg
gtctgcgeag
ggaattcacc
agtgacttac
taaggtgcgg
gcaagtatcc
gtccccgega
ccaacaacgc
gggaggccaa
agatctgcga
gcgatcccga
ctggctcaag
cgtecgggtgce
ccgagcttgg
cagaattcgg
cctctggegg
atgcgecgttg
tgtggctgga
gaagctgctc
aggtcacctt
gcaaccctcc
ctggaagctc
gcggccccac
agtgcctgta
tcatgacggc
gacccttttc
<210> 4

<211> 497
<212> PRT

cgcatcatgt
tcggcctgca
ggtggcactt
cacgctacga
cctgacaacg
tacggagtta
aagaacgttg
ctgcttggca
catgaacccce
cttgaacgga
caccaacacc
tctgaagttc
aaacacgggc
ctccatctcc
gggtgatggg
tggctgcgac
ctttaccctc
catcaaccga
tagttactct
cggatcctct
catggttctyg
acaaagagtc
ctccacctac
caccagctcec
ctccaacatc
cggcggaaac
tcccggacct
ggtctgcgec
aagctccgtg

ggcgggaget

aaatatacgg

<213> Trichoderma reese

<400> 4

ES 2458301 T3

atcggaagrtt
ctctccaatc
gcactcaaca
acagcagcac
agacctgegce
ccacgagcgg
gcgctcgect
acgagttctc
tgacgtatct
gctctctact
gctggcgeca
atcaatggcc
attggaggac
gaggctctta
tgcggcggaa
tggaacccat
gataccacca
tactatgtcc
ggcaacgagc
ttctcagaca
gtcatgagtc
aagcagctga
ccgacaaacg
ggtgtccctg
aagttcggac
ccgectggea
acccagtctc
agcggcacaa

cgaaagcctg

acatggcccc

ggccgtcatce
ggagactcac
gacaggctcc
gaactgctac
gaagaactgc
taacagcectc
ttaccttatg
tttcgatgtt
tcttgtggge
tcgtgtccat
agtacggcac
aggccaacgt
acggaagctg
ccceccacce
cttactccga
accgcctggg
agaaattgac
agaatggcgt
tcaacgatga
agggcggect
tgtgggatga
ctgagatgtt
agacctcctc
ctcaggtcga
ccattggcag
ccaccaccac
actacggcca
cttgccaggt

acgcaccggt

gggtgattta

40

tcggecttct
ccgecctctga
gtggtcatcg
gatggcaaca
tgtctggacg
tccattgget
ggcagcgaca
gatgtttcge
tcccagctga
ggacgcggat
ggggtactgt
tgagggctgg
ctgctctgag
ttgcacgact
taacagatat
caacaccagc
cgttgtcacc
cactttccag
ttactgcaca
gactcagttc
tgtgagtttg
acagtactac
cacacccggt
atctcagtct
caccggcaac
ccgecgecca
gtgcggeggt
cctgaaccct

agattcttgg

tretttttgt

tggccacagce
catggcagaa
acgccaactg
cttggagctc
gtgccgecta
ttgtcaccca
cgacctacca
agctgeegta
ctggccaatt
ggtggcgtga
gacagccagt
gagccgtcat
atggatatct
gtcggccagyg
ggcggcactt
ttctacggcee
cagtccgaga
cagcccaacg
gctgaggagg
aagaaggcta
atggacaaac
gccaacatgce
gccgtgcegeg
cccaacgcca
cctagcggcg
gccactacca
attggctaca
tactactctc

tgagcccgta

atctacttct

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
1680
1740

1800
1820



Gln

Gln

val

Asn

Glu

65

Thr

Thr

Ser

Phe

Tyr

Asn

Pro

Glu

Ser

Lys

Ile

Cys

Thr

Tyr

Gln

Asp

Thr

Arg

Pro

Ala

Cys

Cys

Ser

20

Asp

35

Tyr

Cys

Gly

Ser

Thr
115

val

val

Ala

Asp

ser
195

Ala

Asp

Ala

val

Ala

100

Thr

Asp

Ser

Gly

Leu

180

Ser

Thr

ser

Asn

Gly

Lys

Thr

85

Gln

Tyr

val

Met

Ala

165

Lys

Asnh

Leu
Gly
Trp
AsSn
Asn
70

Thr
Lys

Gln

Ser

Lys
Phe

Asn

Gln

Gly

Arg

Thr

55

Cys

Ser

Asn

Glu

Gln

135

Ala

Tyr

Ile

Ala

ES 2458301 T3

Ser

Thr

Trp

40

Trp

Cys

Gly

val

Phe

120

Leu

Asp

Gly

Ash

Asn
200

Glu

Cys

25

Thr

Ser

Leu

ASn

Pro

Gly

Thr

41

Thr

10

Thr

His

Ser

ASp

Ser
90

_A1a

Leu

cys

Gly

Gly

His

Gln

Ala

Thr

Gly

75

Leu

Arg

Leu

Gly

val

155

Tyr

Ala

Ile

Pro

Gln

Thr

Leu

60

Ala

Ser

Leu

Gly

Leu

140

Ser

Cys

Asn

Gly

Pro

Thr

Asn

45

Cys

Ala

Ile

Tyr

Asn

125

Asn

Lys

Asp

val

Leu
Gly
30

ser
Pro
TYyr
Gly
Leu
110
Glu
Gly
Tyr
Ser
Glu

190

His

Thr

15

Ser

Ser

Asp

Ala

Trp

val

Thr

Asn

ser

- 80

Phe

95

Met

Phe

Ala

Pro

Gln

175

Gly

Gly

val

Gly

ser

Leu

Thr

160

Cys

Trp

ser



Cys

Leu

225

Asp

ASp

Phe

Thr

val

305

TYr

Glu

Lys

Asp

Glu

385

Ser

Thr

ser

Arg

His
465

Cys

210

Thr

Gly

Pro

Tyr

val

290

Gln

ser

Phe

Lys

TYyr

370

Thr

Gly

Phe

Gly

Arg

Tyr

Ser.

Pro

cys

Asp

Gly

val

Asn

Gly

Gly

Ala

355

Tyr

Ser

val

Ser

Gly

Glu

His

Gly

Gly

260

Pro

Thr

Gly

Asn

Gly

Thr

Ala

Ser

Pro

Asn

420

Asn

Ala

GlIn

Met

Pro

Cys

Gly

Gln

val

Ser

Ser

Asn

Thr

Ala

405

Ile

Pro

Thr

Cys

Asp

Cys

230

Thr

Asp

ser

Ser

Thr

310

Leu

Ser

Gly

Met

Pro

390

Gln

Lys

Pro

Thr

Ile
215

Thr

Tyr

Trp

ser

Glu

295

Phe

Asn

Phe

Gly

Leu

375

Gly

val

Phe

Gly

Thr

455

Gly

ES 2458301 T3

Trp

Thr

Ser

Asn

Phe

280

Thr

GlIn

ASp

Ser

Met

360

Trp

Ala

Glu

Gly

Gly

Gly

Ile

Glu

val

Asp

Pro

265

Thr

Ser

GlIn

Asp

Asp

345

val

Leu

val

Ser

Pro

425

Asn

Ser

Gly

Ala
Gly
Asn
250
Tyr
Leu
Gly
Pro
Tyr
330
Lys
Leu
Asp
Arg
Gln
410
Ile
Pro

Ser

Tyr

42

Asn

Arg
Arg
Asp
Ala
Asn
315
Cys
Giy
val
ser
Gly
Ser
Gly
Pro

Pro

Ser
475

Ser

220

Glu

Tyr

Leu

Thr

Ile

300

Ala

Thr

Gly

Met

Thr

380

Ser

Pro

Ser

Gly

Gly

Gly

Ile
Ile
Gly
Gly
Thr
285
Asn
Glu
Ala
Leu
Ser
365
Tyr
Cys
AsSh
Thr
Thr
445

Pro

Pro

Ser

Cys

Gly

Asn

270

Lys

Arg

Leu

Glu

Thr

350

Leu

Pro

Ser

Ala

Thr

Thr

Glu

Glu

Thr

255

Thr

Lys

Tyr

Gly

Glu

335

Gln

Trp

Thr

Thr

Thr

Gln

val

Ala

cys

Ser

Leu

Tyr

ser

320

Ala

Phe

AsSp .

Asn

Ser

400

val

Pro

Thr

Ser

cys
480
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Ala Ser Gly Thr Thr Cys GIn val Leu Asn Pro Tyr Tyr Ser Gln Cys

Leu

<210>5
<211> 1895
<212> ADN

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 5

gaattcgggg
ggggatggag
tcccttgect
tgctgcgggt
caacatcgcc
gggcgagacg
gtgccagecg
ggacaacgac
cgtcgagtcg
cgtcacgacg
gccgegegte
ccaggagttc
ctacctgtcc
ctacggcacc
gagtgttccc
gtcgcaccaa
tgggaggcca
tacatgtgcg
tggaacccgt
gacacgcggce
gagagcatcc
gcgecgggec
gcgcgcetacc

gtgctggcca

485

gttgccaggg
aagaaagcat
ccttgectag
gaactcgcag
ctgctcggceg
cccgaggtgce
cggaccaact
tacaactgcg
tgcgegegea
agcgacacgt
tacctgcteg
acctttgagg
gagatggacc
ggctactgceg
ctttggeecc
aacagggcaa
actcgegggc
agggcgecga
accgggtcaa
ggccctteac
accggctgta
tgccccggac
tcgacctegg

tgagcatctg

agtcgtacag
atatgggacg
gttgttgttg
agcgectteg
ccgegtegge
acccgcagcet
acattgtgct
gcgactgggg
actgcatcat
cgctgegect
acgagaccga
tcgacgecac
cgaccggcegce
acgcccagtg
cccecctgaaa
catcgagggc
gacgcacgtg
gtgcgagtac
catcaccgac
cgtggtgacg
cgtgcaggac
cgactcgctc
cggcaccgcg

gtgggacgag

490

gggtgggtag
tttgtgctcg
gtcttecectt
gacgacgaca
gctcctggge
gacgacgttc
ggactcgctg
gcagaagccc
ggagggcgtg
gcagcagctc
gcaccgctac
caagctgecc
ccggagcgag
cttcgtgacg
atagatgtac
aagggctcgt
gcgccgeaca
gacggcgtgt
tactacggca
cagttcccgg
ggcaaggtga
aacgacgagt
ggcatgggcg
tccggettca

43

agggggatgg

ccggctcccc
caccatccga
gacagacgca
ctcgeccacg
cggtgcacca
tcgcacccag
aacgcgacgg
cccgactaca
gtcgacggcec
gagatgatgc
tgcggceatga
ctcaaccccg
ccattcatca
ctgggtgcta
gctgcaacga
cgtgcaacca
gcgacaagga
actcggacgc
ccgacgecga
tcgagtcgta
tctgegecge
acgccatgac

tgaactggct

495

gggatggaag
tctgccacgt

caaaccaacc
ccatgactcg
gccagaagcc
aggcggacgg
tgcaccaggt
cgtgcccggé
gccagcacgg
gcctegtcac
acctgaccgg
acagcgccct
gcggtgecta
acggcattgt
accccggggt
gatggacatc
gacgggtctg
cgggtgcgag
gttccgegtc
gggccggcetc
cgtcgtcgac
cacgggcgcec
gcgcggceatg

cgacagcggce

60
120

© 180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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gaggccggec
agccccgagg
gagtccgacg
gcgggggatg
tcgatgtgtt
caatagtcgg
ggcagcgtcg
ttaaatcgga

<210>6
<211> 408
<212> PRT

cctgectgec
tcacctacag
acgacggcga
cgtaacttac
agttgagtgg
ctggtgcatt
atgacccgac

ggctgatgct

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 6

GIn Lys Pro Gly
1

Arg Cys

Leu Asp

Thr

ser

Glu
5

Lys Ala

20

Leu Ser

35

Cys
50

Glu
65

Ser
GIn His
val Asp
His

Glu

val
130

Glu

Leu
145

Ser

Gly Asp
Cys
Gly val

Gly Arg
100

Trp Gly

Ala Arg
Thr
85

Leu
Glu
Thr

Met Asp

ES 2458301 T3

cgacgagggc
caacctgcge
cggcgacgac
atacagcccg
aatggaaaat
tgtgacactt
acccagaata

catctctteg

Thr Pro

Asp Gly

His Pro

Glu

Cys

val

gaccccaaga
tggggcgaga
tgctagataa
gagttgtttt
tcgegtettt
caattgcgct
attcgcatgg

aattc

val
10

Gln
25

His

40

Gln Lys

Asn
70

Cys
Thr Ser
Thr

val

Met Met

Pro

Ile

Asp

Pro

His

Asn
Met
Thr

90

Arg

Leu

120

Leu
135

Lys

Pro Thr

150

Pro

Gly

Cys

Ala

44

His

Pro

GIn

Ala

Glu

ser

val

Thr

Gly

Arg

acattgtcaa
tcgggtcgac
ctaactagtg
gagtgtagag
gcceceggtgg

gttggcttgg
ttgattattg

Pro Gln

Arg Thr
val

ASp

Ala
60

Thr

Gly val

75

Leu Arg

Tyr Leu

Gly Gln

Met Asn

140

Ser Glu

155

ggtcgagecc
ctrtgaggcc
ggcggaaagg
tattgagctt
ttgcgataaa
tgacagacac

ttattgtgct

Leu Thr

15

Asn Tyr

30

Asn
45

AsSp

Ccys Pro

Pro Asp

Leu Gln

95
Leu Asp
110

Glu Phe

125

Ser Ala

Leu Asn

Thr

Ile

Tyr

Asp

Tyr

Gln

Glu

Thr

Leu

Pro

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1895

Phe

val

Asn

val

Ser

80

Leu

Thr

Phe

Tyr

Gly
160



ES 2458301 T3

Gly Ala Tyr Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ala GIn Cys Phe val Thr
165 170 : 175

Pro Phe Ile Asn Gly Ile Gly Asn Ile Glu Gly Lys Gly Ser Cys Cys
180 185 190

Asn Glu Met Asp Ile Trp Glu Ala Asn Ser Arg Ala Thr His val Ala
195 200 205

Pro His Thr Cys Asn GIn Thr Gly Leu Tyr Met Cys Glu Gly Ala Glu
210 215 220

Cys Glu Tyr Asp Gly val Cys Asp Lys Asp Gly Cys Gly Trp Asn Pro
225 230 235 240

Tyr Arg val Asn Ile Thr Asp Tyr Tyr Gly Asn Ser Asp Ala Phe Arg
245 250 255

val Asp Thr Arg Arg Pro Phe Thr val Va1 Thr GIn Phe Pro Ala Asp
260 265 270

Ala Glu Gly Arg Leu Glu Ser Ile His Arg Leu Tyr val GIn Asp Gly
275 280 285

Lys val Ile Glu Ser Tyr val val Asp Ala Pro Gly Leu Pro Arg Thr
290 295 300

ASp Ser Leu Ash Asp Glu Phe Cys Ala Ala Thr Gly Ala Ala Arg Tyr
305 310 315 320

Leu Asp Leu Gly Gly Thr Ala Gly Met Gly Asp Ala Met Thr Arg Gly

Met val Leu Ala Met Ser Ile Trp Trp Asp Glu Ser Gly Phe Met Asn
340 345 350

Trp Leu Asp Ser Gly Glu Ala Gly Pro Cys Leu Pro Asp Glu Gly Asp
355 360 365

Pro Lys Asn Ile val Lys val Glu Pro Ser Pro Glu val Thr Tyr Ser
370 v 375 380

Asn Leu Arg Trp Gly Glu Ile Gly Ser Thr Phe Glu Ala Glu Ser Asp
385 390 395 400

Asp Asp Gly Asp Gly Asb Asp Cys

<210>7
<211> 2100
<212> ADN

45



<213> Melanocarpus albomyces

<400>7

ES 2458301 T3

cccggtctgg agacggggag cgcgecageg

ccgagccagg
agtgtcccge
ctcgeggecg
cccgagaacc
gtgaacgccg
aactgctacg
aagtgcatga
gacgccctga
ttctacctca
gcctttgacg
gccatggagg
ggcactgggg
ccggctaact
agttcgttgg
ctggegtegy
gtccacccag
gtcgaatgcc
ctgcgagacc
cgccaacgge
caagacgctc
ctgcctgect
ttcgaggaga
ccgeegacgt
atgttcgatg
aacaacgccc
cgccgacctc
acgagaccgt
gaaggagggc
cgaggtcgag

cccaggacag
tctgcccaca
cgctgecget
accccccget
aggtcgtcat
acggcaacca
tcgagggtgc
cgctcaagtt
tgaacggccc
thaCCtCtC
aggacggcgg
tgagttgagc
ctctcgattc
cggcaaggcc
cccgtacgge
gttcggatge
tatgcctteg
accaactgcg
tgcgactaca
gacaccagcc
ggacacactg
acaagctctc
gggagggcat
tgttcaacga
tccgggttec
cctagccaca
tcgtageact
cagcccggeg

gctcagttcc

caggagaact
gcactctgcea
cgtcggcectce
cacctggcag
tgacgccaac
gtggaccaac
cggcgactac
cgtcaccaag
ggacaagtac
gaccgtcgag
catggccagc
tccgetttgt
ctccgacagt
aacattgagg
agctgctgeg
ggggtggaaa
ctttcacgcc
gtggcaccta
acccctaccg
gcaagttcac
aaactgacac
ccagtacttc
gcccaacagce
ccgcaaccgce
catggtcctc
caagccgcat
acgccaacat
ccgeecgtgg

ccgacgcgta

acgcaggata
cgccacgege
accatgatga
gccgeeggec
aggtgcacgg
tggcgetggce
gcctgcagea
ctgggcacct
cacgagtacg
cagatgttca
tgcggcatca
tacccgagca
ttcgagtegce
actgcgatgc
gctggaagtc
ctgagatcga
tttcgegget
gcacgcgtgce
ctcggaggac
catgggcaac
gtgcgtgacc
gtcgttttcg
atccaggacg
agcgagatca
ttcgaggagg
gtcatgtcca
ccggegaggce
gctctggcetc
cgacfgcccc

agacttgccc

46

agaaggcgac
aagcagcacg
tgaagcagta
agcgegetgg
cceccgggcaa
tgcacgacga
ccgccaccga
acggcgectc
gcaccaacgt
acctcatggg
acagcgcect
accaggccgg
aacgaggcac
ccaatgcgct
gtccaccagce
cgtctggtga
aacggagcac
acgacéaacg
cgcttcgecg
cccgacttct
ccttgtggeg
gctgcagegt
gccgcaagat
ccceccgaget
tcggcggett
tctgggacga
acgccatcgce
gactccatct
acggactcgg

ccgaccccaa

gaccgcgect
cccgatcgac
cctccagtac
taacgagacg
ctgccagacc
caacatgcag
ctgcgctgag
gaccagcggc
cggctegege
caacgagctt

gtacttcgtc

_cgcecggtac

tttctgggeg
cgtgatctca
gaccccaacg
gtgcgagacc
cccccaggga
agtaccacgt
gcaagtgcga
acggcaaggg
caacctttct
cgtctececgce
cgagatcccg
ctgctccacc
cgagcagctg
cgtaagtacc
tgctgctaac
acccgeecga

gtgtccccgce

gcttccactt

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
1680
1740
1800



10
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ctggatgccg aatgctaaca cgcgaaacag ccaggtcgtc
ccccatcgge tcgacctacg acttctaagc cggtccatge
cacgcccgee acctccccte gecggaaactc tccgtgegtc
gcctcaagtt tttttcgttc atgtttcagt tctttccgeca
caagagaaat tgccagtctg agttttggga acctgtgatc
<210> 8

<211> 430

<212> PRT

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 8
GIn Arg Ala Gly Asn Glu Thr Pro Glu Asn
1 5 10

Gln Arg Cys ;gr Ala Pro Gly Ash ggs Gln

val Ile Asp Ala Asn Trp Arg Trp Leu His
35 40 _

Cys Tyr Asp Gly Asn GIn Trp Thr Asn Ala
50 55

Cys Ala Glu Lys Cys Met Ile Glu Gly Ala
65 70

Tyr Gly Ala Ser Thr Ser Gly Asp Ala Leu
85 90

Lys His Glu Tyr Gly Thr Asn val Gly Ser

Gly Pro Asp Lys Tyr GIn Met Phe Asn Leu
115 120

Phe Asp val Asp Leu Ser Thr val Glu Cys
130 135

Tyr Phe val Ala Met Glu Glu Asp Gly Gly
145 150

Asn GIn Ala G1y Ala Arg Tyr Gly Thr Gly
165 170

47

tggtccaaca tccgcttecgg

actcgcagcc ctgggeccgt

gcgggctcca aagcattttg

tgtatcctaa gctccgatag

cacatcatgg acgcataatg

His

Thr

Asp

Cys

Gly

75

Thr

Arg

Met

Gly

Met

155

Tyr

Pro

val

Asp

ser

60

ASp

Leu

Phe

Gly

Ile

140

Ala

Cys

Pro
AsSn
Asn
45

Thr
TYr
Lys
Tyr
Asn
125
Ash

Ser

Asp

Leu

Ala

30

Met

Ala

Leu

Phe

Leu

110

Glu

Ser

Tyr

Ala

Thr
15

Glu
Gln
Thr
Gly
val
95

Met
Leu
Ala

Pro

Gln
175

1860
1920
1980
2040
2100

Trp

val

Asn

Asp

Thr

80

Thr

Asn

Ala

Leu

ser

160

Cys
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Ala Arg Asp Leu Lys Phe val Gly Gly Lys Ala Asn Ile Glu Gly Trp
180 185 190

Lys Ser Ser Thr Ser Asp Pro Asn Ala Gly val Gly Pro Tyr Gly Ser
195 200 205

Cys Cys Ala Glu Ile Asp val Trp Glu Ser Asn Ala Tyr Ala Phe Ala
210 215 220

Phe Thr Pro His Ala Cys Thr Thr Asn Glu Tyr His val Cys Glu Thr
225 230 235 240

Thr Asn Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Glu Asp Arg Phe Ala GTy Lys Cys
245 250 255

Asp Ala Asn Gly Cys Asp Tyr Asn Pro Tyr Arg Met Gly Asn Pro Asp
260 265 270

Phe Tyr Gly Lys Gly Lys Thr Leu Asp Thr Ser Arg Lys Phe Thr val
' 275 _ 280 285

val Ser Arg Phe Glu Glu Asn Lys Leu Ser Gln Tyr Phe Ile GIn Asp
290 295 300

Gly Arg Lys Ile Glu Ile Pro Pro Pro Thr Trp Glu Gly Met Pro Asn
305 310 315 320

ser Ser Glu Ile Thr Pro Glu Leu Cys Ser Thr Met Phe Asp val Phe
325 330 335

Asn Asp Arg Asn Arg Phe Glu Glu val Gly Gly Phe Glu GIn Leu Asn
340 345 350

Asn Ala Leu Arg val Pro Met val Leu val Met Ser Ile Trp Asp Asp
355 360 365

His Tyr Ala Asn Met Leu Trp Leu Asp Ser Ile Tyr Pro Pro Glu Lys
370 375 380

Glu Gly GIn Pro Gly Ala Ala Arg Gly Asp Cys Pro Thr Asp Ser Gly
385 390 395 400

val pro Ala Glu val Glu Ala GIn Phe Pro Asp Ala Gln val val Trp
405 410 415

ser Asn Ile Arg Phe Gly Pro Ile Gly Ser Thr Tyr Asp Phe
420 425 430
<210>9

<211> 3459
<212> ADN

48
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<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 9
gaattctaga

ttgactacct
ctgcaaacat
atgagggctt
caatggtgaa
acttaatctt
tatttcgagce
actcaaccaa
gttccagcag
caggatgttc
cagaactcta
ccceggggct
tgcaccacat
tcgcatacta
tccgggeatc
ctgggggatg
ctaagdcatc
actagagaaa
caacaccttc
ggtacgtagc
cttatcctaa
tgcgttctag
tgaacggttg
ccggecttgg
cggattgagt
ataacaatat
ccgecgeccg
ggcagcaatg
cgaactggcg
gggacaccag

cggattacag

cctttatcct
acctacctag
ccgaaaacat
agaaggaaat
actttaagtc
ctcatcacag
tgttggcctc
gaataatgac
cagatagtta
cggaattatt
cctgggaata
gccgaggtga
gcatgcttag
ctgtgactct
aaaaatggac
cccgaaaccc
gacggatcgg
aaaaaggcca
atccatgatc
tctgttatcc
cttcagaaga
gctaaattct

gcggeeegtc

cggcatagac

cctagtacga
caatcgaatc
cgcgcacgag
ctccagceggce
ttgggtccat
tatctgtccc

tggcacctat

ttcatccgac
gtagtaacgt
acggcaaaag
gaaaacctgg
gtgcctacag
tccaagtctt
atagggagac
gagaataaac
cttgcataaa
cactgctegt
acccagggga
atcgaatctc
cacgatttct
gcagagttac
ctgcaggatc
tctggtgcaa
cccgcatact
aggccactag
cccttageca
aatcggatcc
ctgttgccca
cggccggtag
aagccgatga
gagctgaaca
agcaatccgc
gcaatgtatc
gccggtaccg
ggtagttgta
accacctctg
gacgacgtga
ggtgttacga

cagacttccc
cgtcgaccct
atgattgggc
gaccaggacg
cacaggctct
tatgaaaagg
agtcgagcat
acagaagtca
gacaactccc
ttccgacgtg

ggaatctgca

‘ccgcgggaaa

ccgcaaggga
atatcactca
aacggcccga
tatcatttga
aatcctttta
ttgcagtcgg
ccaatgcccc
gaacctcttt
ttggggatty
ccatctcgaa
ccatgggttc
catcaggtat
caccaccaaa
agcgcegcetct
taaccgcaga
ccacgcagaa
gatacaccaa
cctgcgetcea

ccagtggcaa

49

tttttgacct
cttgaatgat
atggatgcag
ctaggtacga
gtgaagattg
aaaaagagag
accagcggta
accttgaact
cgagggctct
gcgtcagtga
agtaagaact
ttaaacccat
gtcacagaga
ggatacattg
caaaacacaa
tggatgttcc
tcaaccaaaa
atactggtct
acataataca
aacggacccc
aggaggtccg
tctctcgtga
ctgatagagc
gaacagatca
tcaagcaacg
tctcttctct
gaatcaccct
tggaaaagtc
ctgctacacg
gaattgtgcc

cgccctgaga

tggcgecctg
ccttgtcaca
gagacatcga
tgaaatccgc
cgctgttcag
ggaagagcgc
tcgacgttag
ggatagcagg
ctgcatacac
tccgtctcca
taataccaat
acgatgtttt
aagacatatt
cagatcattg
gtggctaaag
cccegeattt
gttccactcg
tttecgeegte
tgttgacata
tcctacacac
ggtcgcagga
agccttcatc
ttgtgcctga
gatataaagt
agcgacacga
ttcttecteg
tccctgacct
gttatcgatg

ggcadtacgt

ttggatggag

ctgaactttg

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

1680

1740

1800

1860



tcacccaaag
cttatcagat
tcccttgegg
ccaaataccc
gccctcggga
gagcccatga
gtctgccaac
tgtctgggaa
CcC agaccatg
tacctgegac
cggceecgag
cgacgacggg
caaggtgatc
cgagtattgc
cgggcttcag
ggacgatcac
ggacacccct
tgagtcgeag
ctcgaccttc
gatacagggg
atcagtttge
aggggctgtg
cttattatat
tgcttgettg
gtatatcggt
gcccggtecg

taagctaggg

<210> 10
<211> 440
<212> PRT

<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 10

ctcagggaag
cttcaagttg
gctgaacggce
tggcaacaag
tctcaagttc .
atcattaact
gacccaaatg
gccaacagca
tgccagggag
cctgatggcet
aagatcgtcg
acaccctecg
cceecagtegg
acggcccaga
aagatcagtc
gccgccaaca
ggcgtcgegc
aaccccaatt
accgccaact
tagttgggag
caattgaacc
gcagcttaag
taggtcgatc
cctatttaaa
tcgeectcettce
ggtgccatgc
tccetgeatt

ES 2458301 T3

aacattggct
ctgggtcagg
gccctctact
gcaggcgceta
atcaacggtc
aacgctgtca
ccggegttgg
tctctactgc
acgactgtgg
gcgacttcaa
acactagctc
gcaccctgac
agtcgacgat
aggcagcctt
aggctctggc
tgctctggcet
gcggtacctg
catatgttat

aagtaagtaa

attgtcgtgt

atgaagaaaa
ccttgttgta
attatccgat
ttgttatata
ttgtctcttce
atgcacaggg
ttgaacctgt

cgcgcctgta
agtttacctt
ttgtggccat
agtatggcac
aggtacgtca
aatacaggcc
taaccacggt
ggtgacgcct
tggaacctac
tccttaccag
caaattcacc
ggagatcaaa
cagcggcegtc
cggcgacaac
tcagggcatg
ggacagcacc
ccccacgacc
ctactccaac
cgggcactct
acaggggaca
gggggagatc
gatcgttcag
tgactccgtg
cgcecgtageg
atctcacatc
ggactaatat

ggacgtctg

50

cctgctgeag
cgatgtcgac
ggacgccgac
tggttactgc
gaagtgataa
aacgttgaag
tcctcgtgeg
cacccatgcg
tcctccacte
ccaggcaacc
gtcgtcaccc
cgcttctacg
accggcaact
accggcttct
gtcctegtea
tacccgactg
tccggegtec
atcaaggtcg
accaccgaga
tgcgatgctc
aaagaagtct
agaaaaaaaa
acaagaatta
cttgcggacc
acaggtccag

attaatcgtg

gacgacacca
gtctccaatc
ggcaatttgt
gactctcagt
ctagccagca

gctggeagec

ctgagatgga

acacccccgg
gatatgctgg
actcgttcta
agttcatcac
tccagaacgg
caatcaccac
tcacgcacgg
tgagcctgtg
atgcggaccc
cggccgacgt
gacccatcaa
gcttcgtgaa
aaaaatctac
gtcagaagag
agtttgcgta
aaaagagtac
acccctcaca
gtccagcccg

accctgtvec

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3459



Gln

Gln

val

Asn

val

65

Thr

Thr

Asp

Phe

Tyr

145

Asn

Pro

Gln

Cys

val

225

Asp

Asp

Gln

Gln

Ile

Cys

Thr

TYyr

Gln

Asp

Lys

Arg

Pro

Cys

210

Thr

Asp

Pro

Ala

Cys

Asp

35

Tyr

Cys

Gly

Ser

Thr

115

val

val

Ala

Asp

Ser

195

Ala

Pro

Cys

Asp

Gly

Ser

20

Ala

Thr

Ala

val

Ser

100

Thr

Asp

Ala

Gly

Leu

180

Ala

Glu

His

Gly

Gly

Thr

ser

Asn

Gly

Gln

Thr

85

Gly

Tyr

val

Met

Ala

165

Lys

Asn

Met

Pro

val
Gly
Trp
Asn
Asn
70

Thr
Lys
Gln
Ser
Asp
Lys
Phe
Asp
Asp
Cys
230
Thr

Asp

Thr

Gly

Arg

Thr

55

Cys

ser

Asn

Ile

Asn

135

Ala

Tyr

Ile

Pro

val

215

Asp

Tyr

Phe

ES 2458301 T3

Ala
ser
Trp
40

Trp
Ala
Gly
Ile
Phe
120
Leu
Asp
Gly
AsSn
Asn
200
Trp
Thr

ser

Asn

Glu

Cys
25

val

Asp

Leu

Asn

Gly

Lys

Pro

Gly

Thr

Gly

Ala

Glu

Pro

Ser

Pro
265

Asn

10

Thr

His

Thr

Asp

Ala

90

ser

Leu

Cys

Gly

Gly

G1n

Gly

Ala

Gly

Thr

250

Tyr

51

His

Thr

Thr

Ser

Gly

75

Leu

Arg

Leu

Gly

Leu

155

Tyr

Ala

val

Asn

GlIn

235

Arg

Arg

Pro

GIn

Thr

Ile

00

Ala

Arg

Leu

Gly

Leu

140

Ser

Cys

Asn

'G1y

Ser

Ser

Asn

Ser

45

Cys

Asp

Leu

Tyr

Glin

125

Asn

Lys

Asp

val

Asn

205

Ile

220

Thr

Tyr

Gln

Met

Ala

Gly

Leu

Gly
30

Gly
Pro
Tyr
Asn
Leu
110
Glu
Gly
Tyr
ser
Glu
190
His
Ser
Ccys

Gly

Asn
270

Thr
15

Lys

Tyr

Asp

Ser

Phe

95

Leu

Phe

Ala

Pro

Gln

175

Gly

Gly

Thr

GIn

Thr

255

His

Trp

val

Thr

Asp

Gly

80

val

Gln

Thr

Leu

Gly

Cys

Trp

Ser

Ala

Gly

cys

Ser



10

15

20

Phe

val

Glu

305

Glu

Cys

His

Leu

Asp

385

Arg

Gln

Ile

Tyr

Thr

290

Ile

Ser

Thr

Gly

val

370

ser

Gly

TYyr

Asn

<210> 11
<211> 27
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 11
tacgccatgg tcgtccagtc gaccagce

<210> 12
<211> 35
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 12
tacgccatgg tcgtccagtc gaccagcacgggcegg

<210> 13
<211> 46
<212> ADN
<213> Cebador

Gly

Gln

Lys

Thr

Ala

Gly

Met

Thr

Thr

Pro

ser
435

Pro
Phe
Arg
Ile
Gln
34Q
Leu
Ser
Tyr
Cys
Asn

420

Thr

Gly

Ile

Phe

Ser

325

Lys

Gln

Leu

Pro

Pro

405

ser

Phe

GIn

Thr

Tyr

310

Gly

Ala

Lys

Trp

Thr

390

Thr

Tyr

Thr

Ile

ASp

val

val

Ala

Ile

Asp

ASp

Thr

val

Ala

ES 2458301 T3

val

280

Asp

Gln

Thr

Phe

Ser

360

Asp

Ala

Ser

Ile

Ash
440

ASp
Gly
Asn
Gly
Gly
Gln
His
ASp
Gly

Tyr
425

52

Thr

Thr

Gly

Asn

330

Asp

Ala

Ala

Pro

val

410

Ser

ser

Pro

Asn

Leu

Ala

AsSp
395

Pro

Asn

ser

ser

300

val

Ile

Thr

Ala

Asn

380

Thr

Ala

Ile

27

35

Lys

Gly

Ile

Thr

Gly

GIn

365

Met

Pro

Asp

Lys

Phe

Thr

Pro

Thr

Phe

350

Gly

Leu

Gly

val

val
430

Thr

Leu

Gln

Glu

335

Phe

Met

Trp

val

Glu

415

Gly

val

Thr

ser

320

Tyr

Thr

val

Leu

Ala

400

Ser

Pro
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<400> 13
tacgccatgg tcgtccagtc gaccagcacgggcggcgacc tcggca

<210> 14
<211> 40
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 14
cgtactcgag tcatcgcgag ggggccttga agacggcgaa

<210> 15
<211> 30
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 15
tgactcgaga ccggtgcegtc aggctttcge

<210> 16
<211> 34
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 16
taggatccga gtcccattgg cagcaccggce aacc

<210> 17
<211> 36
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 17
taggatccga gtcctagegg cggcaaccct cccgge

<210> 18
<211> 34
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 18
taggatccga gtcccattac cggcaaccct agcg

<210> 19
<211>55
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 19
cgtactcgag tcatcgcgag ccgatggggce cgaaggcgaa gccgcecgtcg tegtg

<210> 20
<211>52
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 20
cgtactcgag tcatcgcgag ccgatctcge cccagaagec geegtecgteg tg

<210> 21
<211> 58
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 21
cgtactcgag tcatcgcgac gaggggatct ggacggecggg gaagcecgcecg tegtcgtg

53

46

40

30

34

36

34

55

52

58
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<210> 22
<211> 52
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 22
cgtactcgag tcatcgcgag ccgatctcge cccaggegaa gecgecgteg tc

<210> 23
<211> 37
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 23
tcgtctcgag tcgcgatggg gccgaagegg atgttgg

<210> 24
<211> 31
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 24
ggagggcatg cccaacagca gcgagatcac ¢

<210> 25
<211> 38
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 25
cggcactagt tcgcgacccg atctcgcccc agcgcagg

<210> 26
<211> 26
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 26
cgccgagggce cggctcgaga gceatcc

<210> 27
<211> 69
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 27

tgactcgaga ccggtgcgtc aggetttcge acggagcttt acaggcactg agagtaggea

gggttcagg

<210> 28
<211> 69
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 28

tgactcgaga ccggtgcgtc aggctttcgc acggagcttt acaggcactg agaggcgtaa

gggttcagg

<210> 29
<211> 69
<212> ADN
<213> Cebador

54

52

37

31

38

26

69

69
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<400> 29
tgactcgaga ccggtgcgtc aggctttcge acggagettt acaggcactg agagtaccaa

gggttcagg

<210> 30
<211> 69
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 30
tgactcgaga ccggtgcgtc aggctttcgc acggagcttt acaggcactg agaggcggea

gggttcagg

<210> 31
<211> 57
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 31
taggatccga gtcccattac cggcaaccct agcaccacca ccacccgecg cccagec 57

<210> 32
<211> 60
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 32
taggatccga gtcccattac cggcaaccct agccctacce agtctcacta cggccagtge 60

<210> 33
<211> 45
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 33
tgactcgaga ccggtgcegtc aggctttcge acggagcttt acagg 45

<210> 34
<211> 67
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 34
ttaaacatat gttatctact ccaacatcaa ggtcggaccc attggcagca ccggcaaccc

tagcggc

<210> 35
<211>50
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 35
tatatgcggc cgcaccggtg cgtcaggctt tcgcacggag ctttacaggce 50

<210> 36
<211> 34
<212> ADN
<213> Cebador

<400> 36
ttggatccga gtcgcagcac cggcaaccct ageg 34

55

60
69

60
69

60
67



10

15

<210> 37
<211> 208

<212> PRT

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 37
Ala Asn Gly Gln
1

Gly

Asp

65

Glu

Pro

Asp

Gly

Asp

val

Trp

Asn

Gly

50

Asn

Glu

val

Leu

Leu

130

Tyr

Leu

Asn

Ala

<210> 38
<211> 207

<212> PRT

Ala

Phe

35

Pro

Leu

Ser

Ala

Gly

Lys

Pro

Gly

20

Gln

Ala

Ser

Trp

Gly

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser
180

Thr

Ser
5
Lys
Arg
Phe
Tyr
cys
85
LysS
Asn

Gly

Ile

Phe

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly

70

cys

Thr

His

Cys

sSer

150

cys

Thr

Gly Cys

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 38

Arg

Pro

His

cys

55

Phe

Ala

Met

Phe

Thr

135

ser

Gln

Phe

Arg

ES 2458301 T3

Tyr

val

Asp

40

Ala

Ala

Cys

val

AsSp

Pro

Arg

Trp

Glu

Arg
200

Trp
Asn
25

Phe
Asp
Ala
Tyr
val
105
Leu
Glin
Gln
Arg

Ar
185

His

AsSp

10

GlIn

ASp

His

Thr

Ala

90

GlIn

Asn

Phe

Glu

Phe
170

g val

Asp

56

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala

75

Leu

ser

Ile

Gly

Asp

GIn

Asp

Cys

val

val

Pro

60

Leu

Thr

Thr

Pro

Trp

cys

Gly

Lys

Tyr

Ser

45

Trp

Ser

Phe

ser

Gly

Leu

Ser

Phe

Pro

Gly

Pro
Ser
30

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu
190

Phe

Ser

15

Cys

cys

Ile

Gln

Ser

95

Gly

Gly

Gly

Pro

Asn

175

Glu

Ala

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr

80

Gly

Gly

val

Ala

Glu

160

Ala

Leu

Phe



Ala

Gly

Ala

Gly

Asp

65

Glu

Pro

Asp

Gly

Asp

val

Asn

Trp

Asn

Gly

50

Asnh

Glu

val

Leu

Leu

130

Tyr

Leu

Asn

Ala

<210> 39

<211> 208
<212> PRT
<213> Melanocarpus albomyces

<400> 39

Gly

Ala

Phe

35

Pro

Leu

ser

Ala

Gly

Lys

Pro

G1n

Gly

20

Gln

Ala

Ser

Trp

Gly

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

Ser

Lys

Arg

Phe

Tyr

Cys

Lys

Asn

Gly

Ile

Gly

Thr
Gly
Ile
Ser
Gly
70

Cys
Thr
His
Cys
ser
150
Cys

Thr

Cys

Arg

Pro

His

Ala

Met

Phe

Thr

135

ser

GIn

Phe

Arg
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Tyr
val
Asp
40

Ala
Ala
Cys

val

Arg
Trp

Glu

Trp

Asn

25

Phe

Asp

Ala

Tyr

val

105

Leu

Gln

Gln

Arg

Arg

His

Asp

10

GlIn

Asp

His

Thr

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala

- 75

Ala

90

Glin

Asn

Phe

Glu

Phe

170

val

Asp

57

Leu

ser

Ile

Gly

cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

val

val

Pro

60

Leu

Thr

Thr

Pro

Gly

Asp

Trp

Cys

Gly

Lys

Tyr

ser

45

Trp

ser

Phe

ser

Gly

Leu

Ser

Phe

Pro

Pro

ser

30

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

Ser
15

Cys
Cys
Ile
GT n
Ser
95

Gly
Gly
Gly
Pro
Asn
175

Glu

Trp

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr

80

Gly

Gly

val

Ala

Glu

160

Ala

Leu



Ala Asn
Gly Trp
Ala Asn
Gly Gly

50

ASp Asn
65

Glu Glu
Pro val
ASp Leu
Gly Leu
130
Arg Tyr
Pro Leu
ASp Asn
val Ala
<210> 40

<211> 208
<212> PRT

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 40

Gly

Ala

Phe

35

Pro

Leu

ser

Ala

Gly

Lys

Pro

Gln

Gly

20

Gln

Ala

Ser

Trp

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

Ser
Lys
Arg
Phe
Tyr
Lys
Asn

Gly

Ile

Gly

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly

70

Cys

Thr

His

Cys

Ser

150

Cys

Thr

cys

Arg

Pro

His

Ala

Met

Phe

Thr

135

Ser

Gln

Phe

Arg

ES 2458301 T3

Tyr
val
Asp
40

Ala
Aja
Cys
val
Asp
Pro
Arg

Trp

Glu

Trp Asp Cys
10

Asn

25

Phe

Asp

Ala

TYr

val

105

Leu

Gln

Gln

Arg

Arg

His

58

Gln

Asp

His

Thr

Ala

90

GIn

Asn

Phe

Glu

Phe

170

val

Asp

Pro

Ala

Ser

Ala

75

Leu

ser

Tle

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

val

val

Pro

60

Leu

Thr

Thr

Pro

ASp

Trp

Cys

Gly

Lys

Tyr

ser

45

Trp

Ser

Phe

ser

ser

Phe

Pro

Gly

Pro

Ser

30

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

ser
15

cys

Cys

Ile

Gln
Ser
95

Gly
Gly
Gly
Pro
Asn
175

Glu

Pro

Cys
Asp
Glu
AsSn
Thr
80

Gly
Gly
val
Ala
Glu
160
Ala

Leu

Ala
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Ala Asn Gly GIn Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys

Gly Trp Ala Gly Lys Gly Pro val Asn Gln Pro val Tyr ggr Cys Asp
20 25

Ala Asn Phe Gln Arg Ile His Asp Phe Asp Ala val Ser Gly Cys Glu
35 40 45

Gly g]y Pro Ala Phe Ser Cys Ala Asp His Ser Pro Trp Ala Ile Asn
0 55 60

Asp Asn Leu Ser Tyr Gly Phe Ala Ala Thr Ala Leu Ser Gly GIn Thr
65 70 75 80

Glu Glu Ser Trp gys Cys Ala Cys Tyr Aga Leu Thr Phe Thr 3er Gly
5 9 5

pro val Ala Gly Lys Thr Met val val GIn Ser Thr Ser Thr Gly Gly
100 105 , 110

Asp Leu Gly Ser Asn His Phe Asp Leu Asn Ile Pro Gly Gly Gly val

Gly Leu Phe Asp Gly Cys Thr Pro GIn Phe Gly Gly Leu Pro Gly Ala
130 135 140

Arg Tyr Gly Gly Ile Ser Ser Arg GIn Glu Cys Asp Ser Phe Pro Glu
145 150 155 160

Pro Leu Lys Pro Gly Cys Gln Trp Arg Phe Asp Trp Phe Gln Asn Ala
165 170 175

Asp Asn Pro Ser pPhe Thr Phe Glu Arg val Gln Cys Pro Glu Glu Leu

180 185 190
val Ala Arg Thr Gly Cys Arg Arg His Asp Asp Gly Gly Phe Ala Trp
195 200 205
<210> 41
<211> 388
<212> PRT

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 41

59



GlIn

Arg

Leu

Cys

Glu

65

Gln

val

Glu

Glu

Leu

145

Gly

Pro

Asn

Pro

cys

225

Tyr

Lys

Cys

Asp

Gly

50

Ser

His

AsSp

His

val

130

Ser

Ala

Phe

Glu

His

210

Glu

Arg

Pro Gly g'lu

Thr
Ser
35

Asp

cys

‘G'Iy

Gly

Arg

ASp

Glu

Tyr

Ile

Met

195

Thr

Tyr

val

Trp

Ala

val

Tyr

Ala

Met

Tyr

Asn

180

ASp

cys

Asp

Asn

Ala

Ser

Gly

Arg

Thr

85

Leu

Glu

Thr

Asp

Gly

Ile

Asn

Gly

Ile
245

Thr

Asp

His

GIn

Asn

70

Thr

val

Met

Lys

Pro

150

Thr

Ile

Trp

Gln

val

230

Thr

Pro

Gly

Pro

Lys

Cys

ser

Thr

Met

Leu

135

Thr

Gly

Gly

Glu

Thr

215

Cys

Asp

ES 2458301 T3

Glu
cys
val
40

Pro
Ile
Asp
Pro
His
120
Pro
Gly
Tyr
Asn
Ala
200
Gly
Asp

Tyr

val

Gln

25

His

Asn

Met

Thr

Arg

Leu

Cys

Ala

Cys

Ile

185

Asn

Leu

Lys

Tyr

His

10

Pro

Gln

Ala

Glu

ser

90

val

Thr

Gly

Arg

Asp

170

Glu

ser

Tyr

Asp

Gly

60

Pro

Arg

val

Thr

Gly

75

Leu

Tyr

Gly

Met

ser

155

Ala

Gly

Arg

Met

Gly

Asn

GlIn

Thr

Asp

Ala

60

val

Arg

Leu

Gln

Asn

140

Glu

Gln

Lys

Ala

cys

220

cys

ser

Leu

Asn

Asn

45

Cys

Pro

‘Leu

Leu

Glu

125

Ser

Leu

cys

Gly

Thr

205

Glu

Gly

Asp

Thr
Tyr
30

Asp
Pro

Asp

Gln

Ala
Asn

Phe

ser

190

His

Gly

Trp

Ala

Thr

15

Ile

TYyr

Asp

Tyr

Gln

95

Glu

Thr

Leu

Pro

val
175

Cys

val

Ala

Asn

Phe
255

Phe

val

Asn

val

Ser

80

Leu

Thr

Phe

Tyr

Gly

Thr

Cys

Ala

Glu

Pro

240

Arg
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val Asp Thr Arg Arg Pro
Ala Glu Gly Arg Leu Glu

Lys val Ile Glu Ser Tyr
290

Asp Ser Leu Asn Asp Glu
305 310

Leu Asp Leu Gly Gly Thr

Met val Leu Ala Met Ser
340

Trp Leu Asp Ser Gly Glu
Pro Lys Asn Ile val Lys
Asn Leu Arg Trp

385

<210>42

<211> 421

<212> PRT

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 42
Gln Arg Ala Gly Asn Glu
5

1

GIn Arg Cys Thr Ala Pro
20

val Ile ggp Ala Asn Trp

Cys §5r Asp Gly Asn Gln

Cys Ala Glu Lys Cys Met
65 70

Phe

Ser

val

295

Phe

Ala

Ile

Ala

val
375

Thr

Gly

Arg

Trp
55
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Thr
Ile
280
val
Cys
Gly
Trp
GTy
360

Glu

Pro
ASn
Trp
40

Thr

Glu

val
265
His
Asp
Ala
Met
Trp
345

Pro

Pro

Glu

val

Arg

Ala

Ala

Gly

ASp

Cys

ser

Asn

10

Cys
25
Leu

Asn

Gly

61

Gln

His

Ala

Ala

Thr
Leu
Pro
Thr
315
ASp
Glu

Leu

Pro

His

Thr

Asp

cys

Gly
75

Gln

Tyr

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu
380

Pro

val

Asp

ser

60

Asp

Phe

val

285

Leu

Ala

Met

Gly

Asp

365

val

Pro

Asn

Asn

45

Thr

TYyr

Pro

270

Glin

Pro

Ala

Thr

Phe

350

Glu

Thr

Leu

Ala

30

Met

Ala

Leu

Ala

Asp

Arg

Arg

Arg

335

Met

Gly

Tyr

Thr

15

Glu

Gln

Thr

Gly

Asp

Gly

Thr

Tyr

320

Gly

Asn

Asp

ser

Trp

val

Asn

Asp

Thr
80



Tyr

Lys

Gly

Phe

Tyr

145

Asn

Ala

Lys

Cys

Phe

225

Thr

Asp

Phe

val

Gly

Ser

Asn

Gly

His

Pro

Gln

Arg

Ser

Cys

Thr

Asn

Ala

Tyr

Ser

290

Arg

Ser

Asp

Ala

Glu

val

Ala

ASp

Ser

195

Ala

Pro

Cys

Asn

Gly

Arg

Lys

Glu

Arg

Ser

Tyr

100

Lys

Asp

Ala

Gly

Leu

180

Thr

Glu

His

Gly

Gly

260

Lys

Phe

Ile

Asn
340

Thr

85

Gly

Tyr

Leu

Met

Ala

165

Lys

Ser

Ile

Ala

Gly

Cys

Gly

Glu

Glu

Thr

325

Arg

Ser

Thr

GlIn

Ser

Glu

150

Arg

Phe

ASp

Asp

cys

230

Thr

Asp

Lys

Glu

Ile

310

Pro

Phe

Gly

Asn

Met

Thr

135

Glu

Tyr

val

Pro

val

215

Thr

Tyr

Tyr

Thr

Asn

295

Pro

Glu

Glu
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Asp

val

Phe

120

val

ASD

Gly

Gly

Asn

200

Trp

Thr

Ser

Asn

Leu

280

Lys

Pro

Leu

Glu

Ala
Gly
Asn
Glu
G]y
Thr
Gly
Ala
Glu
Asn
Glu
Pro
265
Asp
Leu
Pro
cys

val
345

Leu

90

ser

Leu

Cys

Gly

Gly

Lys

Gly

Ser

Glu

Tyr

Thr

Ser

Thr

Ser

330

Gly

62

Thr

Arg

Met

Gly

Met

155

Tyr

Ala

val

Asn

Tyr

235

Arg

Arg

Ser

GIn

Trp

Thr

Gly

Leu

Phe

Gly

Ile

140

Ala

Cys

Asn

Gly

Ala

220

His

Phe

Met

Arg

TYr

300

Glu

Met

Phe

Lys

Tyr

Asn

125

Asn

sSer

ASp

Ile

Pro

205

Tyr

val

Ala

Gly

Lys

Phe

Gly

pPhe

Glu

Phe
Leu
110
Glu
Ser
Tyr
Ala
Glu
190
Tyr
Ala
Cys
Gly
Asn
270
Phe
Ile
Met

Asp

Gln
350

val

95

Met

Leu

Ala

Pro

Gln

175

Gly

Gly

Phe

Glu

255

Pro

Thr

Gln

Pro

val

335

Leu

Thr

Asn

Ala

Leu

ser

160

Cys

Trp

ser

Ala

Thr

240

cys

Asp

val

Asp

Asn

320

Phe

Asn
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Asn Ala Leu

His Tyr

370

Glu Gly

385

val Pro

Ser Asn

<210>43

<211>430
<212> PRT
<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 43

§1n Gln Ala Gly Thr

Gln

val

Asn

val

65

Thr

Thr

Asp

Phe

Glin

Ile

cys

50

Thr

TYyr

Gln

Asp

355

Ala

Gln

Ala

Ile

Cys

Asp

35

Tyr

Cys

Gly

Ser

Thr

115

val

Arg
Asn
Pro
Glu

Arg

ser
20

Ala
Thr
Ala
val
Ser
100

Thr

Asp
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val Pro Met val Leu val Met Ser gge Trp Asp Asp
5

360

380

Met Leu Trp Leu Asp Ser Ile Tyr Pro Pro Glu Lys
375

Gly Ala Ala Arg Gly Asp Cys Pro Thr Asp Ser Gly
390 395

400

val Glu Ala Gln Phe Pro Asp Ala Gin val Xi; Trp

405

Phe

5

ser

AsSh

Gly

Gln

Thr

85

Gly

Tyr

val

val
Gly
Trp
Ash
Asn
70

Thr
Lys
Gln

Ser

Thr

Gly

Arg

Thr

55

Cys

Ser

Asn

ITle

Asn
135

Ala

ser

Glu

Cys

25

Trp

40

Trp

Ala

Gly

Ile

Phe

120

Leu

val

Asp

Leu

AsSn

Pro

63

410

Asn

10

Thr

His

Thr

Asp

Ala

90

Ser

Leu

Cys

His

Thr

Thr

Ser

Gly

75

Leu

Arg

Leu

Gly

Pro

GlIn

Thr

Ile

60

Ala

Arg

Leu

Gly

Leu
140

Ser

AsSn

ser

45

Cys

Asp

Leu

Tyr

Gln

125

Asn

Leu

Gly

30

Gly

Pro

Tyr

ASN

Thr

15

Lys

Tyr

Asp

Ser

Phe

- 95

Leu
110

Glu

Gly

Leu

Phe

Ala

G
val
Thr
Asp

Gly
80

val

Gln

Thr

Leu



Tyr

145

Asn

Pro

Gln

Cys

val

225

Asp

Asp

Phe

val

Glu

305

Glu

Cys

His

Leu

Asp

385

Arg

Phe

Lys

Arg

Pro

Cys

210

Thr

Asp

Pro

Tyr

Thr

290

Ile

ser

Thr

Gly

val

370

Ser

Gly

val

Ala

Asp

Ser

195~

Ala

Pro

Cys

Asp

Gly

GIn

Lys

Thr

Ala

wo
i

Met

Thr

Thr

Ala

Gly

Leu

180

Ala

Glu

His

Gly

Gly

Pro

Phe

Arg

Ile

Gln

340

Leu

ser

Tyr

cys

Met
Ala
165
Lys
Asn
Met
Pro
Gly
Cys
Gly
Ile
Phe
Ser
325
Lys
Gln
Leu

Pro

Pro
405

ASD

Lys

Phe

Asp

Asp

Cys

Thr

Asp

Gln

Thr

Tyr

310

Gly

Ala

Lys

Trp

Thr

390

Thr

Ala

Tyr

Ile

Pro

val

215

Asp

Tyr

Phe

Ile

Asp

295

val

val

Ala

Ile

ASp

375

Asp

Thr
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Asp

Gly

Asn

Asn

200

Trp

Thr

Ser

Asn

val

280

Asp

Gln

Thr

Phe

ser

360

Asp

Ala

ser

Gly

Thr

Glu
Pro
Ser
Pro
265
Asp
Gly

Asn

Gly

His
ASp

Gly

Gly

Gly

Gln

Gly

Ala

Gly

Thr

250

Tyr

Thr

Thr

Gly

Asn

330

Asp

Ala

Ala

Pro

val
410

64

Leu
155
Tyr

Ala

val

Asn

Gln

Arg

Arg

ser

Pro

Asn

Leu

Ala

Ser

Cys

Asn

Gly

ser

220

Thr

Tyr

Gln

ser
Ser
300
val
Ile
Thr
Ala
Asn
380

Thr

Ala

Lys

Asp

val

AsSn

205

ITe

Met

Ala

Gly

Lys

285

Gly

Ile

Thr

Gly

Gln

365

Met

Pro

ASp

Tyr

Ser

Glu

190

His

Ser

Cys

Gly

Asn

270

Phe

Thr

Pro

Thr

Phe

350

Gly

Leu

Gly

val

Pro

Gln
175

Gly

Gly

Thr

Gln

Thr

255

His

Thr

Leu

GlIn

Glu

335

Phe

Met

Trp

val

Glu
415

Gly

160

Cys

Trp

ser

Ala

Gly

Cys

Ser

val

Thr

Ser

320

Tyr

Thr

val

Leu

Ala

400

Ser
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15

20

ES 2458301 T3

Gln Tyr Pro Asn Ser Tyr val Ile Tyr Ser Asn Ile Lys val
420 425 430

<210> 44

<211> 69

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 44

Thr Gly Ash Pro Ser Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly Asn Pro Pro Gly
1 5 10 15

Thr Thr Thr ;gr Arg Arg Pro Ala ggr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly

30

Pro Thr GIn Ser His Tyr Gly GIn Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly
40 45

35

Pro Thr val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln val Leu Asn Pro Tyr

50 .55 60

Tyr Ser GIn Cys Leu
65

<210> 45

<211> 69

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 45

Thr Gly Asn Pro Ser Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly Asn Pro
1 5 10

Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser
20 25 30

Pro Thr Gln Ser His Tyr Gly GIn Cys Gly Gly Ile Gly Tyr
35 40 45

Pro Thr val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys GIn val Leu Asn
50 55 60

Tyr Ser Gln Cys Leu
65

<210> 46

<211>69

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 46

65

Pro Gly
15
Pro Gly

ser Gly

Pro Ala
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15

1

ES 2458301 T3

Thr Gly Asn Pro Ser Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly Asn Pro Pro Gly
5 10

15

Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser ggr Pro Gly

20

25

Pro Thr GIn Ser His Tyr Gly ggn Cys Gly Gly Ile ggy Tyr Ser Gly

35

Pro Thr val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln gg1 Leu Asnh Pro Tyr

50

Ala Ser GIn Cys Leu
65

<210> 47

<211>69

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 47
Thr Gly Asn Pro Ser
1 5

Thr Thr Thr Thr Arg
20

Pro Thr §1n Ser His
5

Pro Thr val Cys Ala
50

Tyr Ser GlIn Cys Leu
65 ‘

<210> 48

<211>69

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 48

55

10

25

66

Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly Ash Pro Pro Gly

15

Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly

30

Tyr Gly G%n Cys Gly Gly Ile ggy Tyr Ser Gly
4

Ser Gly Thr Thr Cys Gln X81 Leu Asn Pro Trp
55
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15

20

Thr Gly Asn Pro Ser
1 ' 5

Thr Thr Thr Thr Arg
20

Pro Thr Gln Ser His

35

Pro Thr val
50

Cys Ala

Ala Ser Gln Cys Leu
65

<210> 49

<211> 58

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 49

Thr Gly Asn Pro Ser
1 5

Gly Ser ser Pro Gly
20

Ile Gly ggr ser Gly

val Leu Asn Pro Tyr
50

<210> 50

<211>42

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 50

1

Gly

Arg

Tyr

ser

Thr

Pro

Pro

Tyr

Gly

Pro

Gly

Gly
55

Thr

Thr

Thr

ser
55

ES 2458301 T3

Ash
Ala
G1n
40

Thr
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusién de celulasa que comprende

una primera secuencia de aminoacidos de un nucleo de celulasa, que es la celulasa 20 K de Melanocarpus
albomyces de SEC ID N°: 2 o una modificacion de la misma seleccionada del grupo que consiste en: la delecion
de Ala en la posicién 207, la delecion de Val en la posicién 208, la sustitucion de Phe209Trp y la inserciéon de Pro
después de la posicion 206, y

una segunda secuencia de aminoacidos de un engarce y dominio de unién a celulosa, CBD, que es el engarce y
el CBD de la celobiohidralasa | de Trichoderma reesei de SEC ID N° 4, o una modificacion de la misma
seleccionada del grupo que consiste en: la sustitucion de tirosina en la posicion 492, posicion 31 del CBD, 493,
posicion 32 del CBD, de la CBHI madura de T. reesei con un aminoacido alifatico o aromatico, y las deleciones
de los aminoacidos 434 a 444 o0 434 a 460 de la secuencia de la CBHI madura de T. reesei,

en la que dicha primera secuencia de aminoacidos y dicha segunda secuencia de aminoacidos estan conectados
por una region de union que tiene la férmula:

Val — 2GIn = 3lle — *Pro — ®Ser - ®Ser, o
'Gly — %Glu - *llle - *Gly - °Ser.

2. La proteina de fusion de celulasa de la reivindicacion 1, en la que dicha primera secuencia de aminoacidos es una
modificacién de la SEC ID N°: 2 seleccionada del grupo que consiste en: la delecién de Ala en la posicién 207, la
delecion de Val en la posicion 208, la sustitucion de Phe209Trp y la insercion de Pro después de la posicién 206,
y/o dicha segunda secuencia de aminoacidos es una modificacion del engarce y del CBD de la SEC ID N° 4
seleccionada del grupo que consiste en: la sustitucion de tirosina en la posicion 492, posicion 31 del CBD, 493,
posicion 32 del CBD, de la CBHI madura de T. reesei, con un aminoacido alifatico o aromatico, y las deleciones de
los aminoacidos 434 a 444 o 434 a 460 de la secuencia de la CBHI madura de T. reesei.

3. La proteina de fusion de celulasa de la reivindicacion 2, en la que en dicha segunda secuencia de aminoacidos, el
aminoacido tirosina en la posicién 492, posicion 31 del CBD, y/o 493, posicion 32 del CBD, de la CBHI madura de
Trichoderma reesei esta sustituido con alanina y/o con triptéfano.

4. La proteina de fusion de celulasa de la reivindicacion 3, en la que dicha segunda secuencia de aminoacidos se
selecciona de un grupo de SEC ID N°: 45, 46, 47 y 48.

5. La proteina de fusion de celulasa de la reivindicacion 2, en la que en dicha segunda secuencia de aminoacidos los
aminoacidos 434 a 444 o0 434 a 460 de la secuencia de la CBHI madura de Trichoderma reesei esta delecionada.

6. La proteina de fusién de celulasa de la reivindicacion 1, en la que dicha segunda secuencia de aminoacidos se
selecciona de un grupo de SEC ID N°: 44, 49 y 50.

7. La proteina de fusién de celulasa de la reivindicacion 2, en la que en dicha primera secuencia de aminoacidos el
aminoacido valina en la posicion 208 de la secuencia de celulasa 20K de Melanocarpus albomyces de SEC ID N°: 2
se ha delecionado.

8. La proteina de fusion de celulasa de la reivindicacion 2, en la que en dicha primera secuencia de aminoacidos el
aminoacido alanina en la posicién 207 de la secuencia de celulasa 20K de Melanocarpus albomyces de SEC ID N°:
2 se ha delecionado.

9. La proteina de fusion de celulasa de la reivindicacion 2, en la que en dicha primera secuencia de aminoacidos el
aminoacido fenilalanina en la posicion 209 de la secuencia de celulasa 20K de Melanocarpus albomyces de SEC ID
N°: 2 se ha sustituido con Trp.

10. La proteina de fusion de celulasa de la reivindicacion 2, en la que dicha primera secuencia de aminoacidos
contiene una prolina insertada después de la posicién 206 en la secuencia de celulasa 20K de Melanocarpus
albomyces de SEC ID N°: 2.

11. La proteina de fusion de celulasa de la reivindicacion 2, en la que dicha primera secuencia de aminoacidos se
selecciona de un grupo de SEC ID N°: 37, 38, 39 y 40.

12. La proteina de fusién de celulasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que una preparacion
que contiene dicha proteina de fusion se ha estabilizado adicionalmente por tratamiento con calor.

13. Un vector de expresion que comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una primera secuencia de
aminoacidos de un nucleo de celulasa, que es la celulasa 20K de Melanocarpus albomyces de SEC ID N°: 2 o una
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modificacién de la misma seleccionada del grupo que consiste en: la delecién de Ala en la posiciéon 207, la delecion
de Val en la posicién 208, la sustituciéon de Phe209Trp y la insercion de Pro después de la posicion 206, y una
secuencia de polinucledtidos que codifica una segunda secuencia de aminoacidos de un engarce y un dominio de
unién a celulosa, CBD, que es el engarce y el CBD de la celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei de SEC ID N°: 4,
o una modificacién de la misma seleccionada del grupo que consiste en: la sustitucion de tirosina en la posicion 492,
posicion 31 del CBD, 493, posicién 32 del CBD, de la CBHI madura de T. reesei, con un aminoacido alifatico o
aromatico, y las deleciones de los aminoacidos 434 a 444 o 434 a 460 de la secuencia de la CBHI madura de T.
reesei, y una secuencia de polinucledtidos que codifica una regiéon de uniéon que conecta dicha primera y segunda
secuencia de aminoacidos, teniendo dicha region de unién la formula:

'Val - 2GIn - 3lle — *Pro — ®Ser — GSer, o)
'Gly - 2Glu - ®llle — *Gly — °Ser.

14. El vector de expresion de la reivindicacion 13, en el que la primera secuencia de aminoacidos esta codificada por
la SEC ID N°: 1, y la segunda secuencia de aminoacidos esta codificada por la SEC ID N°: 3.

15. El vector de expresion de la reivindicaciéon 13 o 14, en el que dicha primera secuencia de aminoacidos es una
modificacion de la SEC ID N°: 2 seleccionada del grupo que consiste en: la delecion de Ala en la posicion 207, la
delecion de Val en la posicién 208, la sustitucién de Phe209Trp y la insercion de Pro después de la posicién 206, y/o
dicha secuencia de aminoacidos es una modificacion del engarce y CBD de SEC ID N° 4 seleccionada del grupo
que consiste en: la sustitucion de tirosina en la posicién 492, posiciéon 31 del CBD, 493, posiciéon 32 del CBD de la
CBHI madura de T. reesei con un aminoacido alifatico o aromatico y las deleciones 434 a 444 o 434 a 460 de la
secuencia de la CBHI madura de T. reesei.

16. El vector de expresién de la reivindicacion 15, que comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica
dicha segunda secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEC ID N°: 45, 46, 47 y 48.

17. El vector de expresién de la reivindicacion 15, que comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica
dicha segunda secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEC ID N°: 49 y 50.

18. El vector de expresién de la reivindicacion 15, que comprende un polinucleétido que codifica dicha primera
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEC ID N°: 37, 38, 39 y 40.

19. Una célula hospedadora que comprende un vector de expresidon como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 18.

20. La célula hospedadora de la reivindicacion 19, que es de origen fungico.

21. La célula hospedadora de la reivindicacion 20, que pertenece a hongos filamentosos.

22. La célula hospedadora de la reivindicacion 20 o 21, que pertenece al género Trichoderma o Aspergillus.
23. La célula hospedadora de la reivindicacion 22, que es Trichoderma reesei.

24. Un proceso para la producciéon de una proteina de fusién de celulasa como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12 que comprende las etapas de cultivar la célula hospedadora de una cualquiera de las
reivindicaciones 20 a 23 y recuperar la proteina del medio de cultivo.

25. Una preparacion enzimatica que comprende una proteina de fusion de celulasa como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

26. Un proceso de biolavado a la piedra que comprende la etapa de afiadir una proteina de fusidn de celulasa, como
se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o la preparacion de la reivindicacion 25, a tejidos o
prendas que contienen algodon.

27. El proceso de la reivindicacién 26, en el que los tejidos o las prendas son de tela vaquera.

28. Un proceso de bioacabado, que comprende la etapa de afiadir una proteina de fusion de celulasa, como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o la preparacion de la reivindicacion 25, a materiales textiles
como tejidos o prendas o hilo.

29. El proceso de la reivindicacion 28, en el que los materiales textiles se confeccionan con fibras que contienen
celulosa natural o con fibras que contienen celulosa fabricada por el hombre o mezclas de las mismas.

30. El proceso de la reivindicacion 28, en el que los materiales textiles son mezclas de fibras sintéticas y fibras que
contienen celulosa.

31. Una composicion de detergente que comprende una proteina de fusion de celulasa, como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o la preparacion enzimatica de la reivindicacion 25 y auxiliares, tales como
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agentes activos en superficie, tensioactivos, agentes blanqueantes o sintetizantes.

32. Un método de tratamiento de fibra celulésica que contiene material textil, en el que dicho método comprende
poner en contacto dicho material textil con la composicién de detergente de la reivindicacion 31.

33. Un método para el tratamiento de pasta o fibra derivada de madera, que comprende la etapa de afadir una
proteina de fusion de celulasa, como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o la preparacion de
la reivindicacion 25, a pasta quimica o mecanica derivada de madera o a fibra secundaria.

34. Un método para mejorar la calidad de piensos para animales, que comprende tratar un material vegetal con una
proteina de fusion de celulasa, como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 o la preparaciéon de
la reivindicacion 25.
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