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DESCRIPCION 

Celulasas, genes que las codifican y usos de las mismas 

Antecedentes de la invencion 

Campo de la invencion 

5 La presente invencion se refiere a una secuencia de nucleotidos aislada que codifica un polipeptido que tiene la 

actividad enzimatica de la celulasa, a un vector que contiene la secuencia de nucleotidos, a una celula hospedadora 

transformada con el vector y a un proceso de produccion de un polipeptido mediante el cultivo de dicha celula 

hospedadora. Adernas, la invencion se refiere a una preparacion enzimatica que comprende el polipeptido y al uso 

del preparado en el biolavado a la piedra de productos textiles o prendas que contienen algodon, para el bioacabado 

10 de los materiales textiles, en composiciones detergentes, para el tratanniento de pulpa o fibra derivada de la madera 

y para mejorar la calidad de piensos animales. 

T6cnica relacionada 

La celulosa es un polisacarido lineal de restos de glucosa unidos por enlaces 13-14 En la naturaleza, la celulosa 

esta normalmente asociada con la lignina junto con hemicelulosas tales como xilanos y gluconnananos. El uso 

15 practico de las celulasas se ha visto dificultado por la naturaleza de las celulasas conocidas, que a nnenudo son 

mezclas de celulasas que tienen una variedad de actividades y especificidades por sustratos. Por esta razOn, es 

deseable identificar las fuentes de las que se pueden obtener las celulasas que solo tienen las actividades 

deseadas. 

En la tecnica, se conoce una amplia variedad de celulasas, la mayoria de las cuales son celulasas acidas. Sin 

20 embargo, tambien se han identificado algunas celulasas neutras y alcalinas. Celluzyme® es un preparado de 

celulasa disponible en el nnercado que procede de Humicola insolens (Novo Nordisk, A/S). Los documentos GB 

2.075.028 y EP 406.314 describen el uso de una celulasa de Humicola insolens como aditivo enzinnatico en un 

detergente de lavado para reducir la dureza (rigidez) de los productos textiles que contienen algodon. En los 

documentos WO 93/11249 y EP 531.372, se describe la clonacion de una celulasa que contiene la actividad de 

25 endoglucanasa de Humicola insolens . El documento EP 510.091 describe una celulasa de Bacillus sp. NCIMB 

40250 que es util en las connposiciones detergentes. El documento EP 220.016 describe celulasas que son utiles 

corn° agentes de aclarado de los tejidos de color. El documento WO 94/07998 describe celulasas modificadas que 

poseen una actividad alcalina mejorada. El documento WO 95/02675 describe composiciones detergentes que 

contienen dos celulasas diferentes: una primera de celulasa que es cataliticamente susceptible a la eliminacion de la 

30 las particulas de suciedad, y una segunda celulasa que es cataliticamente susceptible a al aclarado del color. El 

documento WO 92/18599 describe un preparado de detergente que contiene tanto una celulasa como una proteasa. 

Las celulasas tambien se han usado industrialmente como ayuda para la eliminacion de pasta de impresi6n 

espesante y el exceso de colorante tras la impresiOn textil (EP 576 526). 

El documento EP 383 828 describe composiciones detergentes granulares que contienen agente tensioactivo, un 

35 material de arcilla suavizante de tejidos y granulados de celulasa que contienen carbonato de calcio. El documento 

US 5.433.750 describe composiciones detergentes que contienen un agente tensioactivo, un sistema coadyuvante, 

una arcilla suavizante, un agente floculante de arcilla y una celulasa de alta actividad, preferentemente celulasa de 

Humicola insolens . El documento US 5.520.838 describe composiciones detergentes granulares que comprenden 

agente tensioactivo, un coadyuvante y una celulasa, preferentemente una celulasa de Humicola insolens, estando 

40 dichas connposiciones en una forma compacta, que tiene una densidad relativamente alta y que contiene una baja 

cantidad de sal de carga inorganica. 

Las enzinnas celulasas se usan en una amplia variedad de industrias, adennas de la industria textil. Por ejemplo, las 

celulasas se usan industrialmente para el destintado de peri6dicos y revistas (EP 521.999), para mejorar el drenaje 

de la pulpa (WO 91/14822, WO 91/17243) y como tratamiento para piensos animales. 

45 Las propiedades exclusivas de cada celulasa hacen que algunas sean mas adecuadas para determinados fines que 

otras. Aunque las enzinnas difieren en una serie de aspectos, una de las diferencias mas importantes es el pH 

optimo. Las celulasas neutras tienen actividad celulasa util en el intervalo de pH de 6-8 y las celulasas alcalinas 

tienen actividad celulasa Otil en el intervalo de pH de 7,5-10. Las celulasas acidas son activas en el intervalo de pH 

de 4,5-6, pero tienen una baja actividad celulasa a valores de pH altos. 

50 Las celulasas neutras y acidas son especialmente Utiles en la industria textil. Klahorst, S. et al, "Textile Chemist and 

Colorist 26:13-18, 1994; Nilsson, T. E., Aachen Textile Conference , DWI Reports 114:85-88 (1995); Videbaek, T. et 

al . , "ITB Dyeing/Printing/Finishing", enero de 1994, pag. 25-29; Klahorst, S. et al, AATCC Int. Conf. & Exhibit, 4-7 de 

octubre de1992, pag. 243, Atlanta, GA; Kochavi, D. et al. , "Am. Dyestuff Resporter", septiembre de 1990, pag. 26-28; 

Tyndall, R. Michael, "Textile Chemist and Colorist" 24:23 (1992); Lange, N. K., en "Proc. Second TR10EL Symp. on 

55 Ttichoderma reesei Cellulases and Other Hydrolases", Espoo, Finlandia, 1993, ed. P. Suominen et al. , "Foundation 

for Biotechnical and Industrial Fermentation Research" vol. 8,1993, pag. 263-272. Cuando se usan en el tratamiento 

de productos textiles, las celulasas atacan las cadenas de las nnoleculas de celulosa que forman las fibras de 
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algodon, afectando de esta nnanera a las caracteristicas del tejido. 

El documento WO 95/24471 se refiere a variantes de una familia de 7 celulasas que comprenden un nude° y, 

opcionalmente, un enlace C-terminal de 10 aminoacidos o menos. Las celulasas muestran una mejor actividad 

enzimatica en el intervalo de pH alcalino, mientras que ejercen una acci6n celulolitica nnoderada en el sustrato de 

5 celulosa. El documento desvela una secuencia de aminoacidos de una endoglucanasa de una cepa de 

Myceliophthora thennophila . El documento tambien se refiere al uso de las variantes de celulasa en connposiciones 

detergentes, especialmente para la eliminacion de la suciedad o el aclarado del color o la prevenciOn de la 

retrotinciOn; en suavizantes de productos textiles; para el biopulido de productos textiles; para mejorar el drenaje de 

la pulpa de papel; y para la degradacion vegetal. 

10 El documento WO 89/09259 se refiere a un preparado de celulasa Otil para reducir la aspereza de los productos 

textiles que contienen algodOn y para reducir la velocidad a la que los productos textiles se vuelven asperos, que 

comprende aproximadamente 40 °A) o mas, en base al contenido de proteina total, de un componente de 

endoglucanasa con una actividad endoasa alta y afinidad hacia la celulosa. La celulasa se obtiene de una cepa de 

Humicola , Trichoderma , Myceliophthora , Penicillinum , Irpex , Aspergillus , Sulpalidium o Fusarium . 

15 El documento US 4.106.989 se refiere a una celulasa ternnoestable de Sporotrichum cellulophilum y a un metodo de 

produccion de la misma. La celulasa termoestable hidroliza la celulosa a una temperatura elevada y produce glucosa 

y otros subproductos Utiles. La celulasa termoestable se encontr6 en un caldo de cultivo de un hongo perteneciente 

a Sporotrichum cellulophilum . 

El documento US 3.438.864 se refiere a un metodo de producciOn de una celulasa mediante el cultivo de una cepa 

20 de un nnoho de Eumyces en un medio liquido esteril que comprende fuentes de carbono y nitr6geno. El documento 

desvela que el medio de cultivo de Myriococcum albomyces ATCC 16425 contiene una enzima disgregante de la 

celulosa y tambien una sustancia de antibiotic°. Se salo el medio de cultivo filtrado y centrifugado para hacer 

precipitar la enzima celulasa. El documento no describe el aislamiento ni la purificacion de ninguna enzima celulasa 

de Mynbcoccum a lbomyces. 

25 El documento DE 1767773 se refiere a un metodo de preparacion de una celulasa mediante el cultivo de una cepa 

de Trichoderma , Myrothecium , Penicillinum, Apergillus , Chaetomium, Xyla ria , Polyporous o Trametes en condiciones 

acidas. 

El documento WO 91/17244 describe una enzima degradante de la celulosa o la hemicelulosa que se puede obtener 

de un hongo distinto de Trichoderma o Phnerochaete, y que comprende un dominio de union a hidratos de carbono 

30 homologo a una region A terminal de las celulasas de Trichoderma reesei . El dominio de uniOn a hidratos de 

carbono comprende la secuencia de aminoacidos (a) o una subsecuencia de la misma que es capaz de efectuar la 

union de la enzima a un sustrato celulosico o hemicelulosico insoluble. 

Tradicionalmente, en el "lavado a la piedra", se han usado piedras pOnnez para cambial- las caracteristicas del tejido. 

Gradualmente, las celulasas estan reemplazando a las piedras p6mez, que tambien aportan al tejido su aspecto final 

35 deseado, pero que pueden dariar las maquinas, las prendas y el equipo de procesamiento de aguas residuales. Los 

documentos US 4.832.864, US 4.912.056, US 5.006.126, US 5.122.159, US 5.213.581 y EP 307.564 desvelan el 

uso de celulasas en el biolavado a la piedra. 

Las celulasas son especialmente ütiles para el lavado a la piedra de la tela vaquera tellida con indigo, pues el 

colorante permanece en su mayor parte en la superficie del hiio y no penetra bien en las fibras. Cuando se usa para 

40 tratar productos textiles de algodOn, las celulasas neutras generalmente requieren un tiempo de lavado mas 

prolongado que la celulasas acidas. Sin embargo, las celulasas neutras disponibles son menos agresivas (actives) 

contra el algodOn que las celulasas acidas, y se ha publicado que no compronneten la resistencia del tejido tan 

facilmente como las celulasas acidas. Las celulasas neutras tienen un perfil de pH mas amplio y, por tanto, el 

aumento de pH que tiene lugar durante el biolavado a la piedra tiene poco efecto en la actividad de la enzima neutra. 

45 El uso de las celulasas acidas se ve dificultado por su tendencia a potenciar la retrotincion y el debilitamiento de los 

productos textiles. Adernas, el pH se debe ajustar a un intervalo adecuado para la fund& de las celulasas acidas. 

Por consiguiente, existe una clara demanda de preparaciones de enzimas celulasas neutras que no provoquen la 

retrotincion ni el debilitanniento de los productos textiles. 

Aunque se ha vuelto popular el uso de las celulasas en la industria textil, el simple cambio de la mezcla de celulasa 

50 que se usa puede producir un acabado diferente. Estos problemas se han centrado en la atencion creciente por 

buscar mezclas reproducibles de celulasas con propiedades deseadas. Por lo tanto, existe una clara demanda, 

especialmente en la industria textil y de los detergentes, por nuevas celulasas activas a valores de pH neutros y 

alcalinos, que no compronnetan la resistencia de los productos textiles, con buenas propiedades de limpieza y/o 

cuidado o reduccion de la aspereza de los productos textiles. 

55 
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Compendio de la invencion 

Reconociendo la importancia de identificar las enzimas utiles en el bioacabado y el biolavado a la piedra textil y en 

aplicaciones en detergentes, los inventores han explorado especies de hongos en busca de celulasas neutras y 

alcalinas con caracteristicas enzimaticas que serian utiles en dicho tipo de tecnologias. 

5 Estos estudios han dado lugar a nuevas celulasas procedentes de los generos Myceliophthora , Myriococcum o 

Melanocarpus, Sporotrichum y Chaetomium . 

Estos estudios han dado corn° resultado ademas la identificaciOn de tres nuevas celulasas que son especialmente 

Utiles en la industria textil y de los detergentes. Los preparados purificados de Melanocatpus sp. o Myriococcum sp. 

han revelado una celulasa 20 KDa con actividad endoglucanasa (designada en el presente docunnento "celulasa 20 

10 K"), una celulasa 50 KDa ("celulasa 50 K") y una segunda celulasa 50 KDa ("celulasa B 50 K"). Tambien se ha 

descubierto un nuevo producto genic() con alta homologia con la familia de las celulasas, denominado en el presente 

documento "proteina con CBD" (donde CBD significa "dominio de union a celulosa"). 

La presente invencion proporciona preparaciones enzimaticas que contienen la celulasa 20 K o la celulasa 50 K. 

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion se refiere a una secuencia de nucleotidos aislada que codifica un 

15 polipOptido que tiene la actividad enzimatica de la celulasa, siendo dicha secuencia de nucleotidos seleccionada del 

grupo que consiste en: 

(a) una secuencia de nucleotidos aislada que codifica un polipeptido que comprende la secuencia de 

aminoacidos de SEC ID N° 31 033, o de la Figura 19 o 21; 

(b) una secuencia de nucleotidos aislada que connprende la secuencia de codificaci6n de la secuencia de 

20 nucleotidos SEC ID N° 30 o 32, Ode la Figura 19 o 21; 

(c) una secuencia de nucleotidos aislada que comprende la secuencia de codificaciOn del insert° de ADN 

contenido de DSM 11024, DSM 11012, DSM 110250 DSM 11014; 

(d) una secuencia de nucleotidos aislada, cuya secuencia de codificacion difiere de la secuencia de 

codificacion de la secuencia de nucleotidos de uno cualquiera de (a) a (c) debido a la degeneracion del 

25 c6digo genetico; y 

(e) una secuencia de nucleotidos aislada que codifica un polipeptido que tiene actividad celulasa y que tiene 

una secuencia de aminoacidos que muestra una identidad de al menos 80 % con la secuencia de SEC ID 

N° 31 o33, o la Figura 19 o 21. 

En otro aspecto, la invenciOn se refiere a un vector que contiene la secuencia de nucleotidos segOn lo definido 

30 anteriormente. 

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a una celula hospedadora transformada con dicho vector. 

En un cuarto aspecto, la invencion se refiere a un proceso de producci6n de un polipeptido que tiene actividad 

celulasa, que comprende las etapas de cultivar la celula hospedadora segim lo definido anteriornnente y recuperar la 

proteina del medio de cultivo. 

35 En un quinto aspecto, la invenciOn se refiere a un polipeptido que tiene actividad celulasa y que esta codificado por 

la secuencia de nucleotidos segun lo definido anteriormente, el vector segOn lo definido anteriormente y que se 

puede obtener mediante el proceso definido anteriormente. 

En un sexto aspecto, la invencion se refiere a una preparacion enzimatica que comprende un polipeptido que tiene 

actividad celulasa codificada por la secuencia de nucleOtidos segun lo definido anteriormente. 

40 En aspectos adicionales, la invencion se refiere a usos de la preparaci6n enzimatica en el biolavado a la piedra de 

productos textiles y prendas que contienen algodon, para el bioacabado de nnateriales textiles, en composiciones 

detergentes, para el tratamiento de pulpa o fibra derivada de la madera y para mejorar la calidad de piensos 

animales. 

Breve descripci6n de las figuras 

45 La Figura 1 (A y B) muestra las dependencias en el pH (Figura 1A) y en la temperatura (Figura 1B) de las 

actividades endoglucanasa de ALK04179, CBS 689.95. 

La Figura 2 (A y B) muestra las dependencias en el pH (Figura 2A) y en la tennperatura (Figura 2B) de las 

actividades endoglucanasa de ALK04124, CBS 687.95. 

La Figura 3 (A y B) muestra las dependencias en el pH (Figura 3A) y en la temperatura (Figura 3B) de las 

50 actividades endoglucanasa de ALK04237, CBS 685.95. 
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La Figura 4 (A y B) muestra las dependencias en el pH (Figura 4A) y en la temperatura (Figura 4B) de las 

actividades endoglucanasa de ALK04265, CBS 730.95. 

La Figura 5 (A y B) muestra las dependencias en el pH (Figura 5A) y en la temperatura (Figura 5B) de las 

actividades endoglucanasa de ALK04125, CBS 688.95. 

5 La Figura 6 (A y B) muestra el efecto del lavado y de la retrotincion (Figura 6A) y de la coloracion azul (Figura 6B) 

con las celulasas neutras. 

La Figura 7 (A y B) muestra el efecto de lavado y de la retrotincion (Figura 7A) y de la coloracion azul (Figura 7B) 

con Ecostone L con dosis gradualmente crecientes de enzimas. 1X corresponde a la dosis de enzima de las 

celulasas neutras en las Figuras 6A y 6B. 

10 La Figura 8 muestra la purificaci6n de la celulasa 20 K del Pico II por cromatografia sobre SP-SepharoseTM. Se 

aplicO una nnuestra que contenia 11,7 g de proteina y 576.000 ECU a una columna de 4,5 x 31 cm, que se desarrollO 

como se describe en el Ejemplo 9. Se recogieron fracciones de 15 ml. Las actividades endoglucanasa del pico en las 

fracciones 148-161 estan mal estinnadas, porque la cristalizaciOn se produjo antes de que la enzima se pudiera diluir 

suficientemente para el ensayo. El material cristalino de dichas fracciones contenia 486.000 ECU. 

15 La Figura 9 (A y B) muestra el analisis de SDS-PAGE de la celulasa 20 K. Las masas moleculares de los patrones 

se muestran en kDa. 

A: material parcialmente cristalino precipitado de las fracciones de S-Sepharose
TM

 activas (calla 1). 

B: fracciones de la cromatografia del material parcialmente cristalino sobre Sephadex G50. Las fracciones 

mostradas en las calles 19 y 25 no contenian actividad endoglucanasa. Para el resto de fracciones, las cantidades 

20 de actividad (en ECU) aplicadas en el gel fueron las siguientes: fracciOn 27: 0,4; 29: 2,4 (conno 3,0 pig de proteina); 

30: 2,1; 31:1,9; 33: 0,46; y 35:1,1. 

La Figura 10 muestra la separacion de la celulasa 50 K y la celulasa B 50 K del pico III/IV por cromatografia en SP-

SepharoseTM. Se aplic6 una muestra que contenia 200 mg de proteina y 14.800 ECU en la columna de 2,5 x 11 cm, 

que se desarrollo como se describe en el Ejemplo 9. Se recogieron fracciones de 6,8 ml. Se eluy6 una cantidad 

25 menor de celulasa 50 K antes del gradiente de NaCI, mientras que la mayoria de la celulasa 50 K se eluyO a 

aproximadamente NaCI 50 mM. La celulasa B 50 K se encontr6 en el pico principal de proteina a aproximadamente 

NaCI 80 nnM. 

La Figura 11 muestra un analisis de SDS-PAGE de celulasa de 50K purificada (11A) y celulasa B de 50K (11B). Los 

niimeros de la calla indican las fracciones (3,3 ml) eluidas de la fenil-Sepharose. Para las fracciones 36-41, se 

30 aplicaron 2,5 pl de cada fracciOn al gel. Para las otras fracciones, se aplicaron 2 pl. El pico de la celulasa de 50K se 

encontr6 en las fracciones 37-38 (11A) (que contenia 780 y 880 ECU/ml, respectivamente). El pico de la celulasa B 

de 50K estaba en las fracciones 30 y 31 (11B), que contenian una actividad insignificante (inferior a 4 ECU/m1). 

La Figura 12 muestra la dependencia de la tennperatura de la actividad endoglucanasa de la celulasa de 50K a pH 

7,0 y un tempo de reaccion de 60 min. 

35 La Figura 13 muestra la dependencia del pH de la actividad endoglucanasa de la celulasa de 50K a 50 °C (*) y a 

70 °C (1. 

La Figura 14 muestra un analisis Western usando antisuero de celulasa 20 K como sonda. Las calles 1, 2 y 3 

contienen 25 pg de proteina de los picos de DEAE-Sepharose I, Ill y IV, respectivamente. Las calles 4 y 5 contienen 

2,0 y 0,2 pig de celulasa 50 K pura, y la calla 6 contiene 0,6 pg de celulasa B 50 K pura. Las calles 7 y 8 contienen 

40 aproxinnadannente 25 mg de proteina de todo el medio de crecimiento de ALK04237 y ALK04124, respectivamente. 

La Figura 15 muestra la dependencia de la tennperatura de la actividad endoglucanasa de la celulasa de 20K a pH 7 

(tiennpos de reaccion de 10 min). 

La Figura 16 (A y B) muestra la dependencia del pH de la actividad endoglucanasa de la celulasa 20 K para el 

tiempo de reaccion de (a) 10 nninutos o (b) 60 nninutos. 

45 La Figura 17 nnuestra los datos de la secuencia de aminoacidos derivados de la secuenciaciOn de la celulasa 20 K 

descrita en el material ilustrativo del presente documento. La secuencia 429 procede del extrema N de la proteina, y 

el resto de secuencias proceden de peptidos tripticos internos. 

La Figura 18 muestra los mapas de restricci6n del ADN de Melanocarpus albomyces en plasmidos pALK1221, 

pALK1222 y pALK1223, que portan el gen de la celulasa 20 K. 

50 La Figura 19 muestra la secuencia de ADN del gen de la celulasa 20 K. La flecha indica el sitio de procesamiento de 

la peptidasa sena' predicha. 
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La Figura 20 muestra los mapas de restriccion del ADN de Melanocarpus albomyces en plasmidos pALK1233, 

pALK1234, pALK1226 y pALK1227, que portan el gen de la celulasa 50 K. 

La Figura 21 (A y B) muestra la secuencia de ADN del gen de la celulasa 50 K. La flecha indica el sitio de 

procesamiento de la peptidasa serial predicha. 

5 La Figura 22 muestra los mapas de restricci6n del ADN de Melanocarpus a lbomyces en plasmidos pALK1229 y 

pALK1236, que portan el gen de la celulasa B 50 K. 

La Figura 23 (A y B) muestra la secuencia de ADN del gen de la celulasa B 50 K. La flecha indica el sitio de 

procesamiento de la peptidasa serial predicha. 

La Figura 24 muestra el mapa del plasmido pTTc01. 

10 La Figura 25 muestra el mapa del plasmido pMS2. 

La Figura 26 nnuestra el mapa de restriccion del ADN de Melanocatpus albomyces en el plasmido pALK1230, que 

porta ADN que codifica la proteina con CBD. La secuencia presentada en la Figura 27 esta marcada con una flecha 

en la Figura 26. 

La Figura 27 muestra la secuencia de ADN del gen de la celulasa de la proteina con CBD en pALK1230. 

15 La Figura 28 muestra el mapa del plasnnido pALK1231. 

La Figura 29 muestra el mapa del plasmido pALK1235. 

La Figura 30 muestra un analisis Western usando antisuero de celulasa 20 K como sonda. Las calles 1 y 2 contienen 

aproximadannente 10 pg de proteina de todo el medio de crecimiento de los transfornnantes 

ALK03620/pALK1235/49 y ALK03620/pALK1235/40. La calle 3 contiene aproximadamente 10 pg de proteina de 

20 todo el medio de crecimiento de ALK03620. Las calles 4 y 5 contienen aproximadannente 10 pg de proteina de todo 

el nnedio de crecimiento de los transformantes ALK03620/pALK1231/16 y ALK03620/pALK1231/14. La calle 6 

contiene 100 ng de celulasa 20 K pura. 

La Figura 31 nnuestra el mapa del plasmido pALK1238. 

La Figura 32 muestra el mapa del plasmido pALK1240. 

25 Dep6sitos 

ALK04179, Myceliophthora thermophila se deposit6 como CBS 689.95 el 12 de octubre de 1995, en Centraalbureau 

voor Schimmelcultures, C.C. 273.3740 AG BAARN. 

ALK04124, Myriococcum sp. se deposito como CBS 687.95 el 12 de octubre de 1995, en Centraalbureau voor 

Schimmelcultures, C.C. 273.3740 AG BAARN. 

30 ALK04237, Melanocarpus albomyces (= Myriococcum albomyces = Thiela via albomyces; Guarro et al., 1996, Mycol. 

Res . 100(1):75.) se deposit6 como CBS 685.95 el 11 de octubre de 1995, en Centraalbureau voor Schimmelcultures, 

C.C. 273.3740 AG BAARN. 

ALK04125, Sporotrichum thermophile se deposito como CBS 688.95 el 12 de octubre de 1995, en Centraalbureau 

voor Schimmelcultures, C.C. 273.3740 AG BAARN. 

35 ALK04265, Chaetomium thermophilum La Touche se depositO como CBS 730.95 el 8 de noviembre de 1995, en 

Centraalbureau voor Schinnmelcultures, C.C. 273.3740 AG BAARN. 

El plasmido pALK1221 se deposit6 como DSM 11024 el 21 de junio de 1996 y X4237/5.1 se deposit6 como DSM 

11012 el 21 de junio de 1996, en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder 

Weg 1B, D-38124 Braunschweig, Alemania. Ambos contienen el gen de la celulasa 20 K de Melanoca rpus 

40 albomyces CBS 685.95. 

El plasnnido pALK1227 se deposit6 corn° DSM 11025 el 21 de junio de 1996 y k4237/35 se deposito como DSM 

11014 el 21 de junio de 1996, en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder 

Weg 1B, D-38124 Braunschweig, Alemania. Ambos contienen el gen de la celulasa 50 K de Melanocatpus 

albomyces CBS 685.95. 

45 El plasmido pALK1229 se deposit6 como DSM 11026 el 21 de junio de 1996 y 2,4237/3 se depositO corn° DSM 

11011 el 21 de junio de 1996 y k4237/18 se deposit6 como DSM 11013 el 21 de junio de 1996, en Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1B, D-38124 Braunschweig, Alemania. 

pALK1229 contiene ADN que codifica la celulasa B 50 K, k4237/3 y k4237/18 el gen de la celulasa B 50 K de 
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Melanocarpus albomyces CBS 685.95. 

El plasmido pALK1230 se deposit6 como DSM 11027 el 21 de junio de 1996 en Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1B, D-38124 Braunschweig, Alemania. pALK1230 

contiene el gen de proteina con CBD de Melanocarpus albomyces CBS 685.95. 

5 Descripcion detallada de las realizaciones preferidas 

En la descripcion que figura a continuaci6n, se utilize ampliamente una serie de terminos y expresiones usados en la 

tecnologia de la industria textil. Para proporcionar una comprensiOn clara y coherente de la memoria descriptive y de 

las reivindicaciones, incluyendo el alcance que debe darse a dichos terminos y expresiones, se proporcionan las 

siguientes definiciones. 

10 Biolavado a la piedra. "Biolavado a la piedra" del tejido o de la prenda significa el uso de enzimas en lugar, o 

edemas, del uso de piedras pOmez para el tratamiento del tejido o de la prenda, especialmente de tele vaquera. 

Bioacabado. "Bioacabado" se refiere al uso de enzimas en una hidrolisis controlada de fibras celulosicas para 

modificar la superficie del tejido o del hilo de manera que impida permanentemente la acumulacion de fibra en la 

superficie del tejido, mejore el tacto del tejido tal como su blandura y suavidad, limpie la estructura de la superficie 

15 reduciendo la fornnacion de pelusa, lo que produce el aclaramiento de los colores, mejore la drapabilidad del tejido, 

mejore la capacidad de absorci6n de la humedad, lo que tambien puede mejorar la absorci6n de colorantes. 

Retrotincion . El colorante liberado tiende a volverse a depositar sobre la superficie de las fibres del tejido. Este 

efecto se denomina "retrotincion". 

Detergente . "Detergente" pretende significar agente limpiador que puede contener agentes tensioactivos 

20 (tensioactivos ani6nicos, no i6nicos, cationicos y anfoteros), coadyuvantes y otros ingredientes opcionales tales 

como agentes anti-redeposici6n y agentes de suspension de la suciedad, abrillantadores 6pticos, agentes 

blanqueadores, colorantes y pigmentos e hidrolasas. En la patente de EE.UU. N° 5.433.750, se ofrece un listado 

adecuado del contenido de los detergentes, y en la patente de EE.UU. N° 3.664.961, se ofrece un listado adecuado 

de tensioactivos 

25 PreparaciOn enzimatica . "Preparacion enzimatica" pretende significar una composici6n que contiene enzimas. 

Preferentemente, las enzimas se han extraido de (bien parcial o completamente purificadas de) un microbio o del 

medio usado para cultivar dicho microbio. "Extraido de" significa que las enzimas deseadas se separan de la masa 

celular. Esto se puede realizar mediante cualquier nnetodo que consiga dicho objetivo, incluyendo la ruptura de 

celulas y tambien la simple eliminacion del nnedio de cultivo de celulas usadas. Por lo tanto, la expresiOn 

30 "preparacion enzimatica" incluye composiciones que contienen medios previamente usados para cultivar uno o 

varios microbios deseados y cualquier enzima que se haya liberado de las celulas microbianas a dicho medio 

durante el cultivo, o las etapas de procesamiento corriente abajo. 

Hospedador que es "sustancialmente incapaz" de sintetizar una o mas enzimas pretende significa un hospedador 

en el que la actividad de una o mas de las enzimas enumeradas este reducida, es deficiente o este ausente en 

35 compared& con el tipo silvestre. 

Una secuencia de aminoacidos que es un "equivalente" de una secuencia de aminoacidos especifica pretende 

significar una secuencia de aminoacidos que no es identica a la secuencia de aminoacidos especifica, pero que, en 

cambio, contiene al menos algunos cambios de aminoacidos (eliminaciones, sustituciones, inversiones, inserciones, 

etc.) que no afectan esencialnnente a la actividad biologica de la proteina en comparaci6n con una actividad similar 

40 de la secuencia de anninoacidos especifica, cuando se usa para un fin deseado. La actividad biolOgica de una 

celulasa es su actividad catalitica y/o su capacidad de unirse a material celulOsico. La actividad biolOgica de la 

celulasa B 50 K incluye, edemas, su capacidad para actuar de forma sinergica con las celulasas. Preferentemente, 

una secuencia de aminoacidos "equivalente" contiene at menos de 80 % a 99 % de identidad a nivel de aminoacidos 

con la secuencia de aminoacidos especifica, lo mas preferentemente al menos 90 % y, en una realized& muy 

45 especialmente preferida, al menos 95 % de identidad a nivel de aminoacidos. 

Vehiculo de clonacion . Un vehiculo de clonaciOn es un ADN de plasmido o fago, u otra secuencia de ADN (tal 

como un ADN lineal) que proporciona un entorno portador de acido nucleico apropiado para la transferencia de un 

gen de interes a una celula huesped. Los vehiculos de clonaciOn de la invencion se pueden disefiar para replicarse 

de nnanera aut6noma en hospedadores procariotas y eucariotas. En hospedadores fUngicos tales comp 

50 Trichoderma , los vehiculos de clonacion generalmente no se replican de forma aut6noma, sino que sinnplemente 

proporcionan un vehiculo para el transporte del gen de interes hacia el hospedador de Trichoderma para la posterior 

insercion en el genoma de Trichoderma . El vehiculo de cloned& se puede caracterizar edemas por uno o un 

pequeflo numero de sitios de reconocimiento de endonucleasas, en los que dichas secuencias de ADN se pueden 

cortar de una nnanera determinada sin perdida de una fund& biologica esencial del vehiculo, y en los que el ADN se 

55 puede cortar y empalmar para Ilevar a cabo la replicacion y la clonacion de dicho ADN. El vehiculo de clonacion 

puede contener edemas un marcador adecuado para su uso en la identificacion de celulas transformadas con el 

vehiculo de clonacion. Los marcadores son, por ejemplo, de resistencia a antibi6ticos. Como alternative, dichos 
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nnarcadores se pueden proporcionar en un vehiculo de clonacion que este separado del que suministra el gen de 

interes. El termino "vector" a veces se usa para "vehiculo de clonacion". 

Vehiculo de expresion . Un vehiculo de expresi6n es un vehiculo o vector de clonacion similar a un vehiculo de 

clonacion, pero que es capaz de expresar un gen de interes tras la transformaci6n en un hospedador deseado. 

5 Cuando se usa un hospedador kingico, el gen de interes se proporciona preferentemente a un hospedador kingico 

como parte de un vehiculo de clonaciOn o expresion que integra en su interior el cromosoma fOngico, o permite que 

el gen de interes se integre en el cromosonna del hospedador. Las secuencias que forman parte del vehiculo de 

cloned& o vehiculo de expresi6n tambien se pueden integrar con el gen de interes durante el proceso de 

integraci6n. En T. reesei, l os sitios de integracion a los que el gen de interes se puede dirigir incluyen los locus cbh 

10 y/o egl. Lo mas preferentemente, el gen de interes se dirige a reemplazar uno o mas genes que codifican 

caracteristicas no deseables. 

El gen de interes tambien se siti.ia preferentemente bajo el control de (es decir, este unido operativamente a) ciertas 

secuencias de control tales como secuencias pronnotoras proporcionadas por el vector (que se integran con el gen 

de interes). Como alternative, las secuencias de control pueden ser las del sitio de insercion. 

15 Las secuencias de control de la expresi6n de un vector de expresion variaran en funci6n de si el vector este 

disefiado 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 

la expresion pueden contener elementos reguladores de la transcripci6n tales corn° promotores, elementos 

potenciadores y secuencias de terminacion de la transcripcion, y/o elementos reguladores de la traducciOn tales 

20 como, por ejemplo, sitios de inicio y ternninacion de la traduccion. 

De acuerdo con la invencion, se proporcionan celulasas neutras y alcalinas, y metodos de producci6n de dichas 

celulasas neutras y alcalinas Miles, que son deseables para el tratamiento de materiales textiles. 

Los hospedadores nativos que producen las proteinas descritas en el presente documento son: 

1) ALK04179, Myceliophthora thennophila ; depositado como CBS 689.95 en Centraalbureau voor 

25 Schimmelcultures, C.C. 273.3740 AG BAARN. 

2) ALK04124, Myriococcum sp.; depositado como CBS 687.95; 

3) ALK04237, Melanocarpus albomyces, depositado como CBS 685.95; 

4) ALK04125, Sporotrichum thermophila , depositado conno CBS 688.95; y 

5) ALK04265, Chaetomium thermophilum La Touche , depositado como CBS 730.95. 

30 Una realizaciOn preferida especifica descrita en el presente documento es el nnedio de cultivo usado de los 

hospedadores nativos o preparaciones enzimaticas preparadas a partir del medio de cultivo. 

En la presente invencion, se proporcionan la celulasa 20 K y la celulasa 50 K purificadas. Dichas proteinas se 

pueden obtener, por ejemplo, a park de Melanocarpus sp. o Myriococcum sp. corn° se describe en el presente 

documento y, especialnnente, en el Ejennplo 9. 

35 Se han generado los datos de las secuencias de aminoacidos de las celulasas descritas en el presente documento. 

Por consiguiente, la invencion tambien se dirige a celulasas neutras o alcalinas que contienen una o mas de las 

secuencias de aminoacidos mostradas en el presente documento. Asi pues, la invencion pretende dirigirse a 

cualquier celulasa neutra o alcalina que sea un equivalente funcional de la celulasa 20 K o la celulasa 50 K, y que 

tenga una o mas de las secuencias de aminoacidos descritas en el presente documento, o sustancialmente la 

40 misma secuencia. Dichas celulasas neutras o alcalinas se pueden obtener de otras cepas de la misma especie o de 

organismos divergentes. 

En realizaciones preferidas adicionales, la celulasa 20 K se proporciona con el material de picos separados 

formados durante los procedimientos de purificacion ilustrados (por ejennplo, combinaciones de DEAE-Sepharose I, 

III o IV de la Table VIII del presente documento). En otras realizaciones adicionales mas, se pueden usar otras 

45 proteinas en el medio ALKO 4237 de Melanocarpus albomyces, bien soles o en combinaci6n con otras de dichas 

proteinas. 

En realizaciones preferidas adicionales, la celulasa 50 K se proporciona con el material de picos separados 

formados durante los procedimientos de purificacion ilustrados. En otras realizaciones adicionales nnes, se pueden 

user otras proteinas en el medio ALKO 4237, bien solas o en combinaci6n con otras de dichas proteinas 

50 En realizaciones preferidas adicionales, la celulasa B 50 K se proporciona con el material de picos separados 

fornnados durante los procedimientos de purificaci6n ilustrados. En otras realizaciones adicionales mas, se pueden 

usar otras proteinas en el nnedio ALKO 4237, bien solas o en connbinacion con otras de dichas proteinas 

Como se describe en el presente documento, ALKO 4265, Chaetomium thermophilum La Touche , depositado comp 

CBS 730.95, se usa en el presente documento como un ejemplo de una celulasa neutra que no se prefiere en el 

55 metodo de biolavado a la piedra de la invencion debido a que produce retrotinciOn. Sin embargo, existen pruebas de 
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que es Crtil en otras aplicaciones (por ejemplo, en detergentes). 

El proceso de modificacion mediante ingenieria genetica de los huespedes de la invenciOn se facilita a traves de la 

cloned& de secuencias geneticas que codifican la proteina deseada y a traves de la expresiOn de dichas 

secuencias geneticas. Como se usa en el presente documento, la expresion "secuencias geneticas" pretende 

5 referirse a una molecule de acid° nucleico (preferentemente ADN). Las secuencias geneticas que codifican la 

proteina deseada se obtienen de una variedad de fuentes. Dichas fuentes incluyen ADN gen6mico, ADNc, ADN 

sintetico y combinaciones de los mismos. Se pueden usar sistemas de vectores para producir hospedadores para la 

producci6n de las preparaciones enzimaticas de la invencion. Dicha construcci6n vectorial (a) puede proporcionar 

edemas una construed& vectorial separada (b) que codifique al menos un gen deseado para su integracion en el 

10 genoma del hospedador y (c) un marcador seleccionable acoplado a (a) o (b). Como alternative, para el nnarcador, 

se puede usar un vector separado. 

Se dice que una molecule de acid° nucleico, tal como ADN, es "capaz de expresar" un polipeptido si dicha molecule 

contiene secuencias de control de la expresi6n que contienen informed& reguladora de la transcripci6n y dichas 

secuencias estan "unidas operativamente" a la secuencia de nucleotidos que codifica el polipeptido. 

15 Una union operative es una union en la que una secuencia este conectada con una secuencia (o secuencias) 

reguladora de manera que sitt:ia la expresi6n 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 codificacion de la proteina y una 

secuencia de la regi6n promotora unida al extremo 5' de la secuencia de codificacion) est& unidas operativamente 

si la induccion de la funci6n del promotor genera la transcripci6n del ARNm de la secuencia que codifica la proteina 

20 y si la naturaleza de la uni6n entre las dos secuencias de ADN no (1) provoca la introduccion de una muted& de 

cambio en la estructura; (2) interfiere con la capacidad de las secuencias reguladoras de la expresion para dirigir la 

expresion del ARNm, ARN antisentido o proteina; o (3) interfiere con la capacidad del molde que va a ser transcrito 

por la secuencia de la regi6n promotora. Asi pues, la regi6n promotora estaria unida operativamente a una 

secuencia de ADN si el promotor fuera capaz de efectuar la transcripciOn de dicha secuencia de ADN. 

25 La naturaleza exacta de las regiones reguladoras necesarias para la expresi6n gallica puede varier entre especies o 

tipos de celulas, pero en general incluira, segun sea necesario, secuencias que no transcriben 5' y secuencias que 

no traducen 5' (que no codifican) innplicadas en la iniciaci6n de la transcripcion y la traduccion, respectivamente. La 

expresiOn de la proteina en los hospedadores transfornnados requiere el uso de regiones reguladoras funcionales en 

dichos hospedadores. Se puede emplear una amplia variedad de secuencias reguladoras de la transcripcion y de la 

30 traducci6n. En eucariotas, donde la transcripci6n no este ligada a la traduccion, dichas regiones de control pueden o 

no proporcionar un cod6n de iniciaci6n de metionina (AUG), dependiendo de Si la secuencia clonada contiene dicha 

metionina. Dichas regiones incluiran, en general, una region promotora suficiente para dirigir la iniciaciOn de la 

sintesis de ARN en la celula huesped. 

Como se sabe ampliamente, la traduccion del ARNm eucariota se inicia en el codOn que codifica la primera 

35 metionina. Por este motivo, es preferible asegurarse de que la union entre un promotor eucariota y una secuencia de 

ADN que codifica la proteina, o un derivado funcional de la rnisma, no contiene ningun cod6n intermedio capaz de 

codificar una metionina. La presencia de dichos codones genera bien la formed& de una proterna de fusiOn (si el 

cod& AUG este en la misnna fase de lecture que la proteina que codifica la secuencia de ADN) o una muted& de 

cambio en la estructura (si el codOn AUG no este en la misma fase de lecture que la secuencia que codifica la 

40 proteina). 

En una realized& preferida, se secreta una proteina deseada en el medio circundante debido a la presencia de una 

secuencia serial de secreci6n. Si una proteina deseada no posee su propia secuencia serial, o Si dicha secuencia 

serial no funciona bien en el hospedador, entonces la secuencia que codifica la proteina se puede unir 

operativamente a una secuencia serial honneologa o heterOloga al hospedador. La secuencia de codificacion deseada 

45 se puede unir a cualquier secuencia serial que permita la secreciOn de la proteina del hospedador. Dichas 

secuencias serial se pueden diseriar con o sin sitios proteasa especificos, de manera que la secuencia peptidica 

serial se pueda eliminar posteriornnente. Como alternative, se puede usar un hospedador que vierte la proteina en el 

medio, por ejennplo, un hospedador con una muted& en su membrana. 

Si se desea, se pueden obtener las regiones 3' no transcritas y/o no traducidas a la secuencia de codificaci6n de una 

50 proteina mediante los metodos de clonaciOn descritos anteriormente. Se puede retener la regi6n 3' no transcrita por 

sus elementos de la secuencia reguladora de terminacion de la transcripci6n; se puede retener la regi6n 3 no 

traducida por sus elennentos de la secuencia reguladora de la terminaci6n de la traducci6n, o por aquellos elementos 

que dirigen la poliadenilacion en celulas eucariotas. 

Los vectores de la invencion pueden connprender edemas otros elementos reguladores unidos operativamente tales 

55 como secuencias activadoras. 

En una realizacion preferida, se construyen transformantes geneticamente estables mediante los que el ADN de una 

proteina deseada se integra en el cromosonna del hospedador. La secuencia de codificaciOn para la proteina 

deseada puede proceder de cualquier fuente. Dicha integracion puede ocurrir de novo dentro de la celula o, en una 
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realizacion mas preferida, estar asistida por la transformaci6n con un vector que se inserte funcionalmente en el 

cromosoma del hospedador, por ejemplo, elementos de ADN que potencien la integraciOn de secuencias de ADN en 

cromosomas. 

Se seleccionan celulas que han integrado de manera estable el ADN introducido en sus cromosomas introduciendo 

5 tambien uno o mas marcadores que permiten la selecciOn de celulas huesped que contienen el vector de expresi6n 

en el cromosoma, por ejemplo, el marcador puede proporcionar resistencia biocida, por ejemplo, resistencia a 

antibi6ticos, o metales pesados tales como el cobre o similares. El gen marcador seleccionable bien puede estar 

directamente unido a las secuencias de ADN del gen que se ve a expresar o introducido en la misnna celula por 

cotransformaci6n. 

10 Los factores relevantes en la seleccion de un determinado plasmido o vector viral incluyen: la facilidad con la que las 

celulas receptoras que contienen el vector se pueden reconocer y seleccioner entre equellas celulas receptoras que 

no contienen el vector; el numero de copias del vector que se desea en un determined° hospedador; y si es 

deseable que sea capaz de "transporter" el vector entre celulas huesped de distintas especies. 

Una vez que el vector o la secuencia de ADN que contiene le/s construccion/es esta preparado para la expresi6n, se 

15 introduce/n la/s construcci6n/es de ADN en una celula huesped apropiada mediante cualquiera de una varieded de 

medios adecuados, incluyendo la transformaciOn conno se ha descrito anteriormente. Tras la introduccion del vector, 

se cultiven celulas receptoras en un medio selectivo, que selecciona el crecimiento de celulas transformadas. La 

expresi6n de la/s secuencia/s del gen clonado genera la producci6n de la proteina deseada, o la produccion de un 

fragmento de dicha proteina. Esta expresion puede tener lugar de una manera continua en las celulas transformadas 

20 o de una manera controlada. 

Por consiguiente, las secuencias de codificacion de la proteina descritas en el presente documento se pueden unir 

operativemente a cualquier vector deseado y transformarse en un hospedador seleccionado, para proporcionar la 

expresiOn de dichas proteinas en ese hospedador. 

Tambien se describen las molecules de acid° nucleic° que codifican proteinas que tienen la activided biologica de 

25 una celulasa y que se hibridan a cualquiera de las secuencias de nucleOtidos definidas en la reivindicacion 1. 

El termino "hibrideciOn" en el presente context° significa hibridaci6n en condiciones de hibridaci6n convencionales, 

preferentemente en condiciones rigurosas tales conno las descritas, por ejemplo, por Sambrook et al. (1989, 

"Molecular Cloning, A Laboratory Manual", II Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). 

Dichas molecules de acid° nucleic° que se hibridan con las molecules de acid° nucleico descritas en el presente 

30 document°, en principio, se pueden obtener de cualquier organismo que posea dichas molecules de acid° nucleico. 

Preferentemente, se obtienen de hongos, concretamente los del genero Melanocarpus, Myriococcum, Sporotrichum, 

Myceliophthora y Chaetomium. Las molecules de acid° nucleico que se hibridan con las molecules de acid° nucleic° 

descritas en el presente documento se pueden aislar, por ejemplo, de libreries gen6micas o librerias de ADNc de 

diversos organismos, concretamente de hongos. 

35 Dichas molecules de acid° nucleico se pueden identificar y aislar usando las molecules de acid° nucleico descritas 

en el presente documento o fragmentos de dichas molecules o los complementos invertidos de dichas molecules, 

por ejemplo, por hibridaci6n de acuerdo con tecnicas convencionales (vease Sambrook et al. (1989)). 

Como sonda de hibridaci6n se pueden usar, por ejemplo, molecules de acid° nucleico que tienen exacta o 

sustancialmente la misma secuencia de nucleotidos indicada en las figuras o fragmentos de dicha secuencia. Los 

40 fragmentos usados coma sondas de hibridaci6n tambien pueden ser fragmentos sinteticos obtenidos mediante 

tecnicas de sintesis convencionales, y cuya secuencia es sustancialmente identica a la de las molecules de acid° 

nucleico descritas en el presente documento. Una vez identificados y aislados los genes que se hibridan con dichas 

molecules de acid° nucleico, es necesario determiner la secuencia y analizar las propiedades de las proteinas 

codificadas por dicha secuencia. 

45 La expresiOn "molecule de ADN que se hibrida" incluye fragnnentos, derivados y varientes alelicas de las molecules 

de acid° nucleico anteriornnente descritas que codifican la proteina anteriormente descrita o un fragmento 

biolOgicamente activo de la misma. Se entiende que los fragmentos fornnan parte de molecules de acid° nucleico 

suficientemente largas para codificar la proteina descrita o un fragmento biologicamente activo de la misma. El 

termino "derivativo" significa en el presente context° que las secuencias de nucleOtidos de dichas molecules difieren 

50 de las secuencias de las molecules de acid° nucleico anteriornnente descritas en una o nnas posiciones y son 

altannente homologas a dicha secuencia. Se entiende que el termino "homologia" se refiere a la identidad de una 

secuencia de al menos 40 %, particularmente una identidad de al nnenos 60 %, preferentemente de mas 80 % e 

incluso mas preferentemente de mas de 90 c/o. Las desviaciones de las molecules de acid° nucleico descritas 

anteriormente pueden ser el resultado de eliminacion, sustitucion, insercion, adicion o combinacion. 

55 La homologia tambien significa que las respectivas secuencias de nucleOtidos o proteinas codificadas son funcional 

y/o estructuralmente equivalentes. Las molecules de acid° nucleico que son homologas a las molecules de acid° 

nucleic° anteriormente descritas y que son derivatives de dichas molecules de acid° nucleico, con frecuencia, son 

variaciones de dichas molecules que representan modificaciones que tienen la misma funcion biologica. Pueden ser 
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variaciones naturales, tales como las secuencias de otros organismos o nnutaciones. Dichas mutaciones pueden 

ocurrir de forma natural o se pueden obtener mediante mutagenesis especifica. Ademas, dichas variaciones pueden 

ser secuencias producidas de forma sintetica. Las variantes alelicas pueden ser variantes naturales al igual que las 

variantes producidas sinteticamente o disertadas por ingenieria genetica. 

5 Las proteinas codificadas por las diversas variantes de las moleculas de acido nucleico de la invencion comparten 

caracteristicas connunes especificas, tales como actividad enzimatica, peso molecular, reactividad inmunologica, 

configuraciOn, etc., al igual que propiedades fisicas, tales como movilidad electroforetica, comportanniento 

cromatografice, coeficientes de sedimentaciOn, solubilidad, propiedades espectroscopicas, estabilidad, pH optimo, 

temperatura Optima, etc. Se puede detectar la actividad enzimatica de la celulasa, por ejemplo, segun lo descrito en 

10 la pagina 7 y en lo Ejemplos 1 y 25. 

La presente invencion tambien se refiere a moleculas de acido nucleico cuyas secuencias difieren de las secuencias 

de las moleculas identificadas anteriormente debido a la degeneraci6n del c6digo genetico, y que codifican una 

proteina que tiene la actividad biologica de la celulasa. 

Las moleculas de acid° nucleico de la invencion son preferentemente moleculas de ARN o ADN, mas 

15 preferentemente ADN gen6mico o ADNc. 

Tannbien se describen en el presente documento los anticuerpos que reconocen especificamente una de las 

proteinas descritas anteriormente, asi como los fragmentos de anticuerpos que tienen dicha propiedad. Dichos 

anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales. Los metodos para su produccion son muy conocidos en la 

tecnica, y se describen en detalle, por ejemplo, en Harlow y Lane "Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, 

20 Cold Spring Harbor Laboratory (1988). 

Ademas, en el presente documento, tambien se describen oligenucleatidos que se hibridan especificamente con una 

molecula de acid° nucleico desvelada en el presente documento o con la cadena complementaria de dicha molecula 

de acido nucleico. En este sentido, la expresi6n "que se hibrida especificamente" significa que dicho oligonucleotido 

se hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas especificamente con una molecula de acid° nucleico de la 

25 invenciOn y no muestra, en dichas condiciones, hibridaciOn cruzada con las secuencias que codifican otros 

polipeptidos. Preferentemente, dichos oligonucleotidos tienen una longitud de al nnenos 10 nucleotides, mas 

preferentemente de al nnenos 15 nucleotides y lo mas preferentemente de al menos 30 nucleotides. 

Preferentemente, no son de mas de 100 nucleotides, mas preferentemente no nnas de 80 nucleatidos y le nnas 

preferentemente no mas de 60 nucleotides. Para garantizar que se hibridan especificamente a una molecula de 

30 acid° nucleico descrita en el presente documento, dichos oligonucleotidos muestran en su longitud total una 

identidad de al menos 80 °A, preferentemente de al nnenos 95 °A y lo mas preferentennente de al menos 99 °A con 

una secuencia de nucleotides correspondiente de una molecula de acid° nucleico de la presente invencion. Dichos 

oligonucleOtides se pueden usar, por ejemplo, como sondas para la deteccion de secuencias que codifican las 

celulasas en las bibliotecas gen6micas o de ADNc o como cebadores de PCR. 

35 Las secuencias de codificaciOn de proteinas descritas en el presente documento se pueden fusionar en fase con 

otras secuencias para construir ADN que codifique una proteina de fusi6n. Por ejemplo, se puede preparar un vector 

recombinante que codifique una celulasa 50 K, una celulasa 20 K, una celulasa B 50 K o el gen de la proteina con 

CBD como se ha descrito anteriornnente, a excepci6n de que la secuencia que codifica la proteina se fusiona con 

una secuencia de una celulasa, hennicelulasa o mananasa de T. reesei, o al nnenos un dominio funcional de dicha 

40 celulasa, hemicelulasa o nnananasa , como se describe en el documento US 5.298.405, W093/24622 y en el infornne 

del GenBank L25310, estando todos ellos incorporados en el presente documento por referencia. Especialmente, la 

celulasa, hemicelulasa o mananasa se selecciona del grupo que consiste en CBHI, CBHII, EGI, EGII, XYLI, XYLII y 

MANI, o un dominio de los mismos, como la serial de secrecion o la secuencia del nitcleo. La mananasa tiene la 

misma estructura en el donninio que la de las celulasas: un dominio nuclear, que contiene el sitio activo, un dominio 

45 bisagra que contiene una region rica en serina-treonina, y una cola, que contiene el dominio de union. 

Se pueden construir peptidos de fusion que contengan un donninio nuclear de mananasa o celobiohidrolasa o 

endoglucanasa o xilanasa, o los dominios nuclear y bisagra de las mismas, fusionado con la secuencia que codifica 

la proteina deseada descrita en el presente documento. El resultado es una proteina que contiene un nt:Icleo de 

mananasa o celobiohidrolasa o endoglucanasa o xilanasa, o regiones nuclear y bisagra, y una celulasa 50 K, una 

50 celulasa 20 K, una celulasa B 50 K o el gen de la proteina con CBD. La proteina de fusion contiene tanto las 

actividades de mananasa o celobiohidrolasa o endoglucanasa o xilanasa, como de la celulasa 50 K, la celulasa 20 

K, la celulasa B 50 K o del gen de la proteina con CBD de los diversos dominios como se proporciona en la 

construcci6n de fusiOn. 

Tambien se pueden construir proteinas de fusion de nnanera que se incluya la cola de la mananasa o 

55 celobiohidrolasa o endoglucanasa o xilanasa, o un fragmento deseado de las nnismas, situada antes de la celulasa 

50 K, celulasa 20 K, celulasa B 50 K o la secuencia de la proteina con CBD, especialmente para permitir el uso de 

un sitio de proteasa inespecifico en la cola como un sitio de proteasa para la recuperaciOn de la celulasa 50 K, 

celulasa 20 K, celulasa B 50 K o la secuencia de la proteina con CBD de la proteina de fusiOn expresada. Como 

alternativa, se pueden construir proteinas de fusion que proporcionen un sitio de proteasa en un enlazador que se 
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coloque antes de la celulasa 50 K, celulasa 20 K, celulasa B 50 K o la secuencia de la proteina con CBD, con o sin 

secuencias de cola. 

Se pueden crear nuevas propiedades para las celulasas 50 K y 20 K, y para la celulasa B 50 K mediante dominios 

de fusion tales como un dominio de union a celulosa (CBD), preferentemente con su enlazador, a las proteinas 

5 descritas en el presente documento. Preferentemente, dichos CBD y enlazadores son los dominios de CBD y 

enlazadores correspondientes de una celulasa de Trichoderma , mananasa o de la proteina con CBD de 

Melanocarpus albomyces . 

La invencion proporciona metodos de produccion de preparaciones enzimaticas que son parcial o totalmente 

deficientes en una actividad celulolitica no deseada (es decir, en la capacidad de degradar la celulosa) y que estan 

10 enriquecidas en la celulasa 50 K o celulasa 20 K como se desea para la industria textil o de detergentes, o para el 

procesamiento de la pulpa y del papel. La expresion "deficiente en actividad celulolitica" pretende significar una 

capacidad reducida, disminuida o inhibida de degradar celulosa en oligosacaridos menores. Dichas preparaciones 

deficientes en actividad celulolitica, y la preparacion de las mismas mediante metodos de ADN recombinante, se 

describen en el documento US 5.298.405, incorporado en el presente documento por referencia. Preferentemente, la 

15 preparaci6n es deficiente en actividades de EG y/o actividades de CBHI. 

Segiin lo descrito en el presente documento, la celulasa 50 K o la celulasa 20 K puede ser proporcionada 

directamente por los hospedadores de la invencion. Como alternativa, se puede usar medio usado para el 

crecimiento de los hospedadores, o celulasa 50 K, celulasa 20 K, celulasa B 50 K o la proteina con CBD purificada 

del nnismo. Ademas, si las actividades deseadas estan presentes en ms de un hospedador recombinante, dichas 

20 preparaciones se pueden aislar de los hospedadores apropiados y combinarse antes de su uso en el metodo de la 

invencion. 

Para obtener las preparaciones enzimaticas de la invencion, los hospedadores nativos o recombinantes 

anteriormente descritos que tienen las propiedades deseadas (es decir, hospedadores capaces de expresar 

cantidades econornicamente viables de la celulasa 50 K o la celulasa 20 K y, opcionalmente, aquellos que son 

25 sustancialmente incapaces de expresar una o mas de otras enzimas celulasa no deseadas) se cultivan en 

condiciones adecuadas, las enzimas deseadas se secretan de los hospedadores al medio de cultivo, y se recupera 

la preparaci6n enzimatica de dicho medio de cultivo mediante metodos conocidos en la tecnica. 

Las preparaciones enzinnaticas de la invenciOn se pueden producir nnediante el cultivo de hospedadores 

recombinantes o cepas nativas en un fermentador sobre un medio de crecimiento adecuado (tal como, por ejemplo, 

30 se muestra en el Ejemplo 1 o en el Ejemplo 30). 

La preparacion enzimatica puede ser el medio de cultivo con o sin las celulas huesped nativas o transformadas, o 

recuperarse del mismo mediante la aplicaciOn de metodos bien conocidos en la tecnica. Sin embargo, debido a que 

la celulasa 50 K, la celulasa 20 K o la celulasa B 50 K se secreta al medio de cultivo y muestra actividad en 

condiciones ambientales del licor hemicelulotico, es una ventaja que las preparaciones enzimaticas descritas en el 

35 presente documento se puedan utilizar directamente del medio de cultivo sin mayor purificacion. Si se desea, dichas 

preparaciones se pueden liofilizar, o la actividad enzimatica concentrar y/o estabilizar de otro modo para su 

almacenamiento. Las preparaciones enzimaticas de la invenciOn resultan muy econornicas de suministrar y usar, 

porque (1) las enzinnas se pueden usar de una forma en bruto; el aislamiento de una enzima especifica del medio de 

cultivo es innecesario; y (2) porque las enzimas se secretan al medio de cultivo, y solo es necesario extraer el medio 

40 de cultivo para obtener la preparacion enzimatica deseada; no hay necesidad de extraer una enzima de los 

hospedadores. Preferentemente, el hospedador para dicha producciOn es Trichoderma , y especialmente T. reesei. 

Las preparaciones enzimaticas de la invencion se pueden suministrar en forma de liquido o de solid°, por ejennplo, 

en un polvo seco, o en forma granular o liquida, especialmente en granulos de no espolvoreo, o un liquido 

estabilizado, o la preparaciOn enzimatica tambien se puede concentrar o estabilizar de otro modo para su 

45 almacenanniento o uso. Se preve que las preparaciones enzimaticas que contienen una o mas de las celulasas 

neutras de la invenciOn pueden estar todavia mas enriquecidas, o prepararse parcial o connpletamente deficientes en 

actividades enzinnaticas especificas, para satisfacer los requisitos de una utilidad especifica en diversas 

aplicaciones, por ejemplo, en la industria textil. Se puede seleccionar una mezcla de actividades enzimaticas 

secretadas por un hospedador, y especialmente un hongo, para que sea ventajosa en una determinada aplicacion 

50 industrial, por ejemplo, en el biolavado a la piedra. 

Las preparaciones enzimaticas de la invencion se pueden ajustar para satisfacer determinados requisitos en 

diversas aplicaciones de la industria textil, de detergentes, o de la pulpa y del papel. 

Se pueden preparar mezclas con otras macromoleculas no todas secretadas del mismo hospedador (por ejemplo, 

otras enzimas tales como endoglucanasas, proteasas, lipasas, peroxidasas, oxidasas o amilasas) o sustancias 

55 quimicas que puedan mejorar el rendimiento, la estabilizacion o el tamponamiento de la preparaci6n enzimatica 

deseada. Los granulos de no espolvoreo se pueden recubrir. Se pueden estabilizar las preparaciones enzinnaticas 

liquidas anadiendo un poliol tal como propilenglicol, un azCicar o alcohol azucarado, acido lactic() o acid° b6rico, de 

acuerdo con metodos establecidos. Los detergentes liquidos generalmente contienen hasta 90 % de agua y de 0 a 
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20 % de disolvente organic°. Se pueden preparar formas protegidas de las enzimas de la invencion segun lo 

descrito en el documento EP 238.216. 

Las preparaciones enzimaticas de la invencion pueden contener un tensioactivo que puede ser ani6nico, no i6nico, 

cationic°, anfotero o una mezcla de dichos tipos, especialmente cuando se usan como una composiciOn de 

5 detergente. En el documento WO 94/07998, y en la patente de EE.UU. N° 5.443.750 y la patente de EE.UU. N° 

3.664.961, se describen composiciones de detergentes Utiles. 

Si es necesario, se puede purificar adicionalmente una enzima deseada de acuerdo con condiciones convencionales 

tales como extraccion, precipitaci6n, cromatografia, cromatografia por afinidad, electroforesis o similares. 

Las preparaciones enzimaticas de la presente invencion son especialmente Utiles en la industria textil, 

10 preferentemente en el biolavado a la piedra y en el bioacabado o en la industria de los detergentes. Otros sectores 

utiles son la industria de la pulpa y del papel. 

El lavado a la piedra no enzimatico tiene tres etapas: elinninacion del apresto, abrasi6n y post-tratamiento. La 

primera etapa, la eliminacion del apresto, implica la eliminacion del recubrimiento de almidon, o de sus derivados, 

mediante amilasa. La segunda etapa, la abrasion, cuando se realiza sin celulasa, por lo general, se realiza mediante 

15 el lavado de la tela vaquera con piedras pomez y, cuando se desea un aclaramiento, el blanqueamiento. El efecto 

abrasivo no solo es el resultado del efecto de las piedras, sino tambien del roce de la tele vaquera. Por lo general, a 

la abrasi6n le sigue la tercera etapa, una etapa de lavado para eliminar el exceso de colorante, durante la cual se 

pueden ariadir suavizantes o abrillantadores 6pticos. 

En el lavado a la piedra enzimatico, o biolavado a la piedra, la abrasion con piedras pornez se omite complete o 

20 parcialmente, y se ariade celulasa para facilitar la abrasi6n del colorante indigo de la superficie de la fibre. Tras dicho 

tratamiento, se retira la celulasa con un lavado con detergente para asegurarse de que no se compromete mas la 

resistencia mecanica de la fibra par la presencia continuada de la enzima. El tratamiento con una o varias celulasas 

puede reemplazar par completo el tratamiento con piedras p6mez (por ejemplo, 1 kg de enzima connercial frente a 

100 kg de piedras). Sin embargo, cuando se desee, para producir un acabado muy desgastado, el tratamiento con 

25 celulasa se puede combinar con el tratamiento con piedras pamez. Mediante un lavado que combine una celulasa 

neutra con piedras p6mez tambien se consigue un efecto de piel de melocotOn en el que se crea un delicado 

recubrimiento piloso que sobresale. Las celulasas de la presente invencion son especialnnente utiles para reducir al 

minima la retrotinci6n y aumentar el aclaramiento (abrasi6n) en el biolavado a la piedra. 

El biolavado a la piedra se realiza preferentemente a un pH de aproximadamente 4,5 a 9,5, y lo mas 

30 preferentemente a pH de 6,0 a 8,5. La temperatura de la reacciOn puede variar de aproximadamente 40 a 80 °C, 

preferentemente de 50 a 70 °C, y lo mas preferentemente de 50 a 60 °C. La proporcion de licor (proporciOn del 

volumen de liquido por peso de tejido) puede variar de aproxinnadamente 2:1 a 20:1, preferentemente de 4:1 a 10:1, 

y lo mas preferentemente de 4:1 a 7:1. La dosificacion enzimatica puede varier de aproximadamente 25 a 

1.500 nkat/g de tejido, preferentemente de 50 a 500 nkat/g de tejido y lo mas preferentemente de 75 a 300 nkat/g de 

35 tejido. 

Las celulasas de la invencion son Utiles en la industria textil para el bioacabado de tejidos o prendas, por ejemplo, la 

eliminaciOn de acumulaciOn de fibra en la superficie del tejido, eliminacion de pelusa, aclarado del color, reducciOn 

de la aspereza, la creaci6n de diferentes acabados (por ejemplo, un efecto de "piel de melocoton", "desgastado", 

"lavado con arena" o "aspect° antiguo") y para el bioacabado del hilo, par ejemplo, la reduccion de pilosidad y el 

40 aumento de la suavidad). Las celulasas de la presente invencion se pueden usar en el bioacabado en condiciones 

acidas y neutras. 

Las celulasas de la presente invenciOn son utiles en composiciones de detergentes para mejorar el efecto de 

linnpieza textil, par ejennplo, la eliminacion de suciedad, y para mejorar las propiedades del cuidado del tejido 

mediante la reducci6n de la aspereza de los productos textiles, son utiles las celulasas que tambien tienen efectos 

45 de eliminacion de la pelusa y aclarado del color, y efectos de restauraci6n. 

El material textil que se trata can las preparaciones enzimaticas de la invencion se puede fabricar can fibres que 

contienen celulosa natural o con fibras que contienen celulosa artificial, o mezclas de las mismas. Son ejemplos de 

fibras celulosicas naturales algodOn, lino, cariamo, yute y ramio. Son ejemplos de fibras celulosicas artificiales 

viscosa, acetato de celulosa, triacetato de celulosa, rayon, cupro y liocel. Las fibras celulosicas mencionadas 

50 anteriormente tambien se pueden ennplear coma mezclas de fibras sinteticas tales coma poliester, poliamida o fibras 

acrilicas. El material textil puede ser hilo o punto o tejido o formed° par cualquier otro media. 

Las celulasas de la invencion, adennas de ser especialmente Utiles para el tratanniento de tejidos, son utiles, en 

general, en cualquier sector que requiera la actividad celulasa. En la industria de la pulpa y del papel, se pueden 

usar celulasas neutras, par ejemplo, en el destintado de diferentes papeles y cartones reciclados que tengan pH 

55 neutro o alcalino, en la mejora de la calidad de la fibra o el aumento del drenaje en la fabricacion del papel. Otros 

ejemplos incluyen la eliminaciOn del espesante de la pasta de impresi6n y el exceso de colorante tras la impresiOn 

textil, y como un tratamiento para piensos animales. Par ejemplo, si la aplicacion deseada es mejorar la resistencia 

nnecanica de la pulpa, entonces las preparaciones de celulasa 50 K o celulasa 20 K de la invenciOn pueden 
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proporcionar una o mas de dichas proteinas para potenciar o facilitar la capacidad de las fibras de celulosa para 

unirse entre si. De igual manera, en la aplicacion del refinado de pulpa, las preparaciones de celulasa 50 K o 

celulasa 20 K de la invencion pueden proporcionar una o mas de dichas proteinas a un nivel que potencie o facilite 

dicha dilataciOn. 

5 La invencion se describe mas detalladamente en los siguientes ejemplos. Dichos ejemplos solo muestran unas 

cuantas aplicaciones concretas de la invenciOn. Es evidente para un expert° en la materia la creaci6n de varias 

aplicaciones similares. Por lo tanto, los ejemplos no se deben interpretar para limitar el alcance de la invencion, sino 

solo para aclarar el uso de la misma. 

Ejemplos 

10 Ejemplo 1 

Cultivos en matraz agitador y fermentador 

Para el mantenimiento, se sembraron las cepas ALK04179, ALK04124, ALK04237, ALK04265 y ALK04125 en 

agar de esporulaciOn (medio 5 de la ATCC, coleccion americana de cultivos tipo, catalog° de hongos filamentosos, 

XVIII Edici6n, eds., S. C. Jong y M. J. Edwards, (1991): 1 litro contiene 1 g de extracto de levadura, 1 g de extract° 

15 de carne de vacuno, 2 g de triptosa, una cantidad traza de FeSO4, 10 g de glucosa y 15 g de agar; el pH fue de 7,2. 

Se incubaron los medios inclinados de agar a 45 °C durante 3-6 dias. 

Para los ensayos de las aplicaciones de ALK04237 (Ejemplos 3 y 4), se inocule) una colonia en 500 ml del siguiente 

medio mineral (Moloney, A. P. et al. , Biotechnol. Bioeng. 25: 1169 (1983)); 1 litro contiene 159 de KH2PO4, 15 g de 

(NH4)2SO4, 2,4 ml de MgSO4 x 7H20 1 M, 5,4 ml de CaCl21 M, 20 g de Solka-Floc, 159 de maiz en polvo macerado, 

20 1 g de extract° de levadura y 10 ml de 100 x solucion de oligoelementos 1, donde 1 litro de 100 x solucion de 

oligoelementos 1 contiene 0,5 g de FeSO4 x 7H20, 0,156 g de MnSO4 x H20, 0,14 g de ZnSO4 x 7H20 y 0,49 g de 

CoSO4 x 7H20; el pH se ajusto a pH 6,5. El cultivo se realize' a 45 °C durante 3 dias en un agitador rotatorio 

(250 rpm). Se obtuvo actividad endoglucanasa de aproximadamente 20-25 nkat/ml. 

Se midie) la actividad de celulasa de la manera habitual como la actividad de endoglucanasa de acuerdo con Bailey, 

25 M. J. et al. , Enzyme Microb. Technol. 3: 153 (1981)), usando hidroxietilcelulosa al 1 % (ply), HEC (Fluka AG N° 

54290) como sustrato. Las condiciones de ensayo fueron, a menos que se indiquen otras, pH 7,0 y 50 °C con un 

tiempo de reacci6n de 10 minutos. Una unidad de endoglucanasa (1 nkat = 1 ECU) se define como la cantidad de 

enzima que produce la reduccion de los hidratos de carbono que tienen un poder reductor correspondiente a un 

nanomol de glucosa en un segundo a partir de HEC en las condiciones de ensayo. Sin embargo, con las enzimas 

30 purificadas descritas en los Ejemplos 9-12, las condiciones de ensayo de Bailey et al., Enzyme Microb . Technol. 3: 

153 (1981) superan el intervalo lineal y, por lo tanto, el ensayo se modific6 como se describe en el Ejemplo 10. Con 

cada cepa, el ensayo de actividad con papel de filtro (que mide la hidrolisis total de la celulosa e indica la presencia 

de actividad de celobiohidrolasa) fue bien inferior al limite de deteccion fiable o muy baja. 

Para determinar la dependencia en el pH y en la temperatura (Ejemplo 2), asi como para los ensayos de aplicaciOn 

35 de las cepas ALK04179, ALK04124, ALK04265 y ALK04125 (Ejemplos 3 y 4), se inocularon las colonias en 500 ml 

del termomedio B nnodificado (G. Szakacs, Universidad Tecnica de Budapest, Hungria): 1 litro contenia 6 g de Solk-

Floc, 6 g de granos de trigo usados de destilador, 3 g de xilano de cascara de avena, 2 g de CaCO2, 1,5 g de harina 

de soja, 1,5 g de (NI-14)2HPO4, 1 g de salvado de cebada, 0,5 g de KH2PO4, 0,5 g de MgSO4 x 7H20, 0,5 g de NaCI, 

0,5 ml de solucion de oligoelementos 1 (1 litro contiene: 1,6 g de MnS02, 3,45 g de ZnSO4 x 7H20 y 2,0 g de CoC14 x 

40 6H20) y 0,5 ml de solucion de oligoelementos 2 (1 litro contiene: 5,0 g de FeSO4 x 7H20 y dos gotas de H2SO4 

concentrado); el pH se ajusto a pH 6,5. Los cultivos se realizaron a 45 °C durante 3 dias en un agitador rotatorio 

(250 rpm). Dado que en el termomedio B, las actividades de endoglucanasa de la cepas ALK04179, ALK04124 y 

ALK04237 fueron de aproximadamente 5 nkat/ml, se concentraron los filtrados de cultivo aproximadamente 10 

veces en un concentrador Amicon usando un punto de corte de 30 kDa. La actividad de endoglucanasa obtenida con 

45 ALK04265 fue de aproximadamente 20 nkat/ml y, con ALK04125, de 30-40 nkat/ml. 

El cultivo de fernnentador de 1 litro de ALK04179 se realize) en el siguiente medio: 1 litro contenia 10 g de Solka-

Floc, 3 g de celobiosa, 4 g de polvo de maiz en polvo nnacerado, 1,5 g de (NH4)2HPO4, 0,3 g de MgSO4 x 7H2, 0,5 g 

de NaCI, 2 g de CaCO3, 0,5 ml de solucion de oligoelementos 1 y 0,5 ml de solucion de oligoelementos 2, 0,5 g de 

KNO3, 0,3 g de CaCl2, 1 g de Tween 80; el pH se ajusto a pH 6,5. 

50 El cultivo de fernnentador de 1 litro de ALK04124 se realize) en el termomedio B modificado: 1 litro contenia: 10 g de 

Solka-Floc, 1 g de xilano de Roth, 40 g de suero de leche, 30 g de harina de soja, 2 g de CaCO3, 5 g de (NH4)2SO4, 

0,5 g de KH2PO4, 1,0 g de MgSO4 x 7H20, 1,0 g de NaCI, 1 g de antiespumante, 0,5 ml de solucion de 

oligoelementos 1 y 0,5 ml de solucion de oligoelementos 2. 

El cultivo de fernnentador de 1 litro de ALK04237 se realize en el medio mineral mencionado anteriormente. Se use) 

55 inOculo al 10 °A) (v/v). Se mantuvo el pH a pH 6,5 ± 0,4 mediante la adicion de amoniaco [12,5 % (v/v)] y acid° 

fosfOrico [17 % (v/v)]. La temperatura de fernnentacion fue de 45 °C. Se agitO el fermentador (Biostat M, B. Braun, 

Melsungen, Alemania) a 400 rpm y el flujo de aire como 1 vvm. Las actividades de endoglucanasa obtenidas fueron 
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las siguientes: ALK04179 de aproximadamente 40 nkat/ml, ALK04124 de aproximadamente 90 nkat/ml y 

ALK04237 de aproximadamente 30 nkat/ml. ALK04265 y ALK04125 no se cultivaron en un fermentador. 

Se cultivaron ALK04179, ALK04124, ALK04237 y ALK04125 en un fermentador photo de 100 litros en los medios y 

las condiciones que se han descrito anteriormente. Las actividades de endoglucanasa obtenidas fueron de 

5 aproximadamente 40 nkat/ml con ALK04179 y ALK04237, de aproximadamente 90 nkat/ml con ALK04124 y de 

aproximadamente 100 nkat/ml con ALK04125. Se concentraron los filtrados de cultivo 10-20 veces en un filtro 

ultrafino Millipore PUF100 y un concentrador de casete Pellicon Us usando un punto de corte de 10 kDa. 

Ejemplo 2 

Determinacion de la dependencia en el pH y la temperatura de las actividades de endoglucanasa en los 

10 filtrados de cultivo 

Para deternninar la dependencia en el pH y en la tennperatura, se cultivaron las cepas ALK04179, ALK04124, 

ALK04237, ALK04265 y ALK04125 en el termomedio B modificado. Se diluyeron muestras de los cultivos en 

matraz agitador (filtrados de cultivo) en tampones de McIlvain 50 mM (acido citric() 50 mM, Na2HPO4 100 mM) del 

intervalo de pH 4,5 a 8,5. Los valores finales de pH de las mezclas tampon de filtrados de cultivo fueron de 4,3; 5,4; 

15 6,3; 7,3; 8,1 y 8,7 para la cepa ALK04179; 4,3; 5,4; 6,4; 7,3; 8,1 y 8,5 para la cepa ALK04124; 4,4; 5,3; 6,2; 7,1; 8,0 

y 8,5 para la cepa ALK04237; 4,3, 5,4, 6,3, 7,2, 8,1 y 8,5 para la cepa ALK04265 y 4,3, 5,4, 6,4, 7,3, 8,1 y 8,5 para 

la cepa ALK04125. Se anadio BSA como una proteina vehiculo a la concentraci6n de 100 ug/ml. Se atiadieron 

pepstatina A y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) como inhibidores de proteasa a 10 ug/m1 y 174 ug/m1 

respectivamente. Se midi6 la actividad de endoglucanasa a cada pH a 50 °C con el tiempo de reaccion de 60 

20 minutos. La actividad de endoglucanasa de ALK04179 present6 mas de 90% de su maxim° en el intervalo de pH 

de aproximadamente 4,5 a 7,5, detectandose la actividad maxima en el interval° de pH de aproximadamente 5,4 a 

6,3 (Figura 1A). La actividad de endoglucanasa de ALK04124 present6 mas de 80 % de su actividad maxima en el 

intervalo de pH de aproximadamente 5,5 a 7,5, detectandose la actividad maxima a aproximadamente pH 6,4 

(Figura 2A). La actividad de endoglucanasa de ALK04265 present6 mas de 80 % de su actividad maxima en el 

25 intervalo de pH de aproximadamente 4,5 a 7,0, detectandose la actividad maxima en el intervalo de pH de 

aproximadannente 5,5 a 6,5 (Figura 4A). La actividad de endoglucanasa de ALK04237 presento mas de 80 % de su 

maxim° en el intervalo de pH de aproximadannente 4,5 a 6,0, detectandose la actividad maxima a aproximadamente 

pH 5,3 (Figura 3A). La actividad de endoglucanasa de ALK04125 present6 aproximadamente 90 % de su maxim° 

en el intervalo de pH de aproximadamente 4,5 a 7,5, detectandose la actividad maxima a aproximadamente pH 6,5 

30 (Figura 5A). 

Para determinar la dependencia en la temperatura de la actividad de endoglucanasa, se diluyeron las muestras de 

los filtrados de cultivo en tampon de McIlvain 50 mM, pH 7,0. Se aliadio BSA como una proteina vehiculo a la 

concentraci6n de 100 mg/ml. Se ariadieron pepstatina A y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) como inhibidores de 

proteasa a 10 ug/m1 y 174 ug/m1 respectivamente. Los valores finales de pH de las mezclas tamp6n de filtrados de 

35 cultivo fueron de 7,3 (ALK04179, ALK04124 y ALK04125) y de 7,2 (ALK04237 y ALK04265). Las muestras se 

incubaron a 40 °C, 50 °C y 60 °C durante 60 minutos. La maxima actividad de endoglucanasa de ALK04179 se 

detect6 a 50 °C y 60 °C, conservandose aproximadamente 30 % de la actividad a 40 °C (Figura 1B). La maxima 

actividad de endoglucanasa de ALK04124 se detect) a 60 °C, conservandose aproxinnadamente 70 % de la 

actividad a 50 °C y 30 % a 40 °C (Figura 2B). La maxima actividad de endoglucanasa de ALK04237 se detecto a 

40 60 °C, conservandose aproximadamente 60 % de la actividad a 50 °C y 40 % a 40 °C (Figura 3B). La maxima 

actividad de endoglucanasa de ALK04265 se detecto a 60 °C, conservandose aproximadamente el 50 % de la 

actividad a 50 °C y 30 % a 40 °C (Figura 4B). La maxima actividad de endoglucanasa de ALK04125 se detecto a 

60 °C, conservandose aproximadamente 80 % de la actividad a 50 °C y 70 % a 40 °C (Figura 5B). 

Ejemplo 3 

45 Liberaci6n de colorante indigo en condiciones neutras 

Se ensayaron preparaciones de celulasa derivadas de las cepas ALK04179, ALK04124, ALK04237, ALK04265 y 

ALK04125 (Ejemplos 1 y 2) en cuanto a su capacidad para liberar colorante en condiciones neutras desde tejido de 

tela vaquera que contenia algodon tenido con indigo para dar un aspecto de lavado a la piedra. Se us6 el producto 

comercial de celulasa acida Ecostone L (Primalco Ltd, Biotec, Finlandia) como control. 

50 El tejido de tela vaquera se adquirio en Lauffenmuehl (Alemania). Se lave) previamente el tejido de ensayo durante 

10 min a 60 °C con Ecostone A 200 (1 ml/litro, Prima!co Ltd, Biotec, Finlandia). A continuacion, se corto el tejido en 

muestras de 12 x 12 cm. Se nnidio el color de ambos lados de las muestras de tejido conno los valores de reflectancia 

con el sistema cromarnetro CM 1000R L*a*b* de Minolta (Osaka, Jap6n). 

Se realizaron los tratamientos de celulasa se realizaron en Launder-Ometer LP-2 (Atlas, Illinois, EE.UU.) de la 

55 siguiente manera. Se cargaron aproximadamente 7 g de muestras de tela vaquera en el recipiente de 1,2 litros que 

contenia 200 ml de tampon de citrato/fosfato 0,05 M a pH 7 o tampon de citrato 0,05 M a pH 5,2. Se anadieron 

0,06 ml de Berol 08 al 10 % (Berol Nobel AS, Suecia) como agente tensioactivo. 
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Se afiadio una cantidad de bolas de acero a cada recipiente para ayudar a la eliminacion de las fibras. Finalnnente, 

se afiadieron las soluciones de celulasa al recipiente como unidades de actividad de endoglucanasa (Ejemplo 1). A 

continuaci6n, se cerraron los recipientes y se cargaron en un bah° Lave-Ometer a 50 °C. El Launder-Ometer se hizo 

funcionar a 42 rpm durante 2 horas. 

5 Tras extraer las muestras de los recipientes, se pusieron a remojo durante 10 minutos en 200 ml de NaOH 0,01 y se 

aclararon durante 10 minutos con agua fria. A continuacion, se secaron las muestras durante 1 hora a 105 °C. y se 

secaron al aire durante una noche. Se midio el color de ambos lados de las muestras con el crornametro Minolta. En 

la Tabla I, se muestran los resultados de las mediciones del color de los tejidos de tela vaquera tratados. 

Tabla I. Medicion del color de tejidos de tela vaquera tratados con diferentes preparaciones de celulasa 

Fuente 

enz imati ca 

ECU/g de 

tej i do 

Lado de l de recho de l tej i do Lado de l reves de l tej ido 

L b AE L b AE 

pH 7* 

-- - - 2 , 3 0 , 8 3 , 1 1 , 5 0 , 1 0 , 9 

ALK04237 

200 6 ,4 3 , 3 7 , 6 2 , 4 1 , 7 3 , 2 

400 7 , 7 3 , 8 8 , 1 2 , 5 1 , 8 3 , 0 

ALK04 1 79 

200 5 , 5 2 , 4 6 , 4 2 , 8 1 , 9 3 , 0 

400 4 , 6 2 , 8 5 , 1 2 , 2 1 , 5 3 , 0 

ALK04 1 24 

200 4 , 8 2 , 8 6 , 1 3 , 3 1 , 2 2 , 5 

400 N R N R N R N R N R NR 

ALK04 1 25 

200 4 , 0 2 , 7 5 , 6 2 , 3 1 , 5 2 , 3 

400 N R N R N R NR N R N R 

ALK04265 

200 2 , 2 3 , 6 5 , 1 -4 , 9 6 , 6 9 , 2 

400 N R N R NR NR N R NR 

Ecostone L 

200 1 , 6 0 , 7 1 , 6 0 1 , 7 1 , 6 

400 1 , 6 0 , 9 1 , 8 - 1 , 9 22 2 , 8 

pH 5 ,2*" 

Ecostone L 

200 2 , 0 1 2 , 33 3 , 30 -2 , 74 4 , 35 4 , 7 1 

400 3 , 1 9 2 , 76 4 ,35 -2 ,56 4 , 83 6 , 7 1 

L : U n i dad de cl a rdad de l tej i do tras e l tratam iento menos u n i dad de c l a ri dad del tej i do 

antes del t ratam iento . 

b : U n i dad de colo racion azu l de l tej i do tras e l t ratam iento menos u n idad de co lo racion azu l 

de l tej i do antes de l tratam iento . 

AE : D ife rencia de colo r en el espacio de color L*a"b* entre e l co lo r de la muest ra y e l colo r 

d i ana (tej i do d iana = tej i do de te l a vaquera s i n trata r) . 

NR = no rea l izado . 

* La act iv idad de ECU se m id io a pH 7 , 0 . 

** La act ividad de ECU se m id i6 a pH 4, 8 . 

10 Para comparar el aspecto final de los tejidos de tela vaquera tras lavar con diferentes preparaciones de celulasa, se 

mididi el color de ambos lados (lado del reves y lado del derecho) de los tejidos. De los resultados mostrados en la 

Tabla I, se desprende que las unidades de claridad y coloraciOn azul estan claramente aumentadas en el lado del 

derecho de las prendas lavadas con las preparaciones de celulasas ALK04179, ALK04124, ALK04237 y 

ALK04125, mostrando un buen efecto de lavado a la piedra. La unidad de coloracion azul tambien se aunnento en el 
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lado del derecho del tejido lavado con la preparaci6n ALK04265, pero no hubo aunnento en la unidad de claridad. 

Esto se debe probablemente a que la enzima funciona a este pH, pero al mismo tiempo provoca una gran cantidad 

de retrotinci6n. No hubo efecto de lavado a la piedra en el tejido con el producto acido comercial Ecostone L a pH 7 

a dicha actividad de ECU. 

5 En dicho estudio, la retrotinci6n sobre el lado del reves del tejido se usa como una indicaci6n del grado de 

retrotincion en el lado del derecho del tejido. Para cuantificar el nivel de retrotincion, se midiO el color en el lado del 

reves del tejido antes y despues del tratamiento con celulasa. Como se muestra en la Tabla I, cuando las cantidades 

de ECU son iguales, practicamente no se produjo retrotinci6n en los tejidos tratados con las preparaciones 

ALK04179, ALK04124, ALK04237 y ALK04125 en comparacion con los tejidos tratados con las preparaciones 

10 ALK04265 o Ecostone L (pH 5,2 y 7). 

Ejemplo 4 

L iberacion de colorante en condiciones neutras, sin Berol 

El diseno experimental fue como se ha descrito en el Ejemplo 3, excepto que no se uso Berol. Los resultados de las 

mediciones del color de los tejidos de tela vaquera tratados se muestran en la Tabla II. 

15 Tabla II. Medici6n del color de tejidos de tela vaquera tratados con diferentes preparaciones de celulasa, sin 

Berol. 

F uente 

enz imati ca 

ECU/g de 

tej i do 

Lado de l de recho de l tej i do Lado del reves del tej ido 

L b AE L b AE 

pH 7* 

- - - 2 , 1 0 , 5 2 , 2 1 , 7 - 1 , 1 2 , 0 

ALK04237 200 5 , 5 3 , 1 7 , 0 1 , 8 2 , 3 3 , 5 

ALK04 1 79 200 4 ,4 3 , 2 5 , 6 1 ,4 2 , 2 2 , 7 

ALK04 1 24 200 4 , 2 2 , 9 5 , 0 1 , 1 2 , 0 2 ,4 

ALK04 1 25 200 3 , 5 2 , 6 4 , 4 1 , 6 1 , 4 2 , 5 

ALK04265 200 3 , 3 3 , 3 5 , 3 -5 , 7 6 , 6 1 0 , 0 

200 1 , 4 0 , 9 1 , 7 0 , 3 1 ,4 1 , 8 

Ecostone L 

400 1 , 4 0 , 8 1 , 7 - 0 , 1 1 , 7 1 , 8 

pH 5 , 2 "" 

Ecostone L 200 2 , 0 2 , 1 2 , 9 -4 , 0 4 , 8 5 , 4 

L : U n i dad de c lardad de l tej ido tras e l t ra tam ien to menos un i da d de cla ri dad de l tej i do 

antes de l tratam iento . 

b : U n i dad de co lo rac ion azu l de l tej i do tras e l t ratam iento menos u n i dad de colo raciOn azu l 

de l tej i do antes de l t ratam iento . 

AE : D ife rencia de colo r en el espacio de colo r L*a*b* entre e l color de l a nnuestra y e l co lo r 

d i ana (tej ido d iana = tej i do de te l a vaquera s i n trata r) . 

N R = no rea l izado . 

* La actividad de ECU se m id iO a pH 7 , 0 . 

** La activi dad de ECU se m id i6 a pH 4 , 8 . 

Cuando se comparan con los resultados obtenidos con la inclusion de Berol (Ejemplo 3), los datos de la Tabla II 

muestran que se puede lograr casi el mismo efecto de lavado a la piedra con las preparaciones de celulasa 

ALK04179, ALK04124, ALK04237 y ALK04125 en ausencia del agente adyuvante Berol. 

20 Ejemplo 5 

RetrotinciOn en el lavado de tela vaquera con diferentes celulasas 

17 

ES 2 525 677 T3

 



En la literatura, se informa de que la retrotinci6n depende del pH y/o del tipo de enzinna. Sin embargo, como se 

muestra en el presente documento, se encontro que la retrotinci6n depende solo indirectamente del pH (Figuras 6A  

y 6B, y 7A y 7B). 

Se estudiaron dos preparaciones de celulasa neutra de ALK04237 y de ALK04265, y el producto de celulasa acida 

5 Ecostone L en el lavado de tela vaquera a pequefia escala con una dosis igual de enzinna a pH 5 y pH 7. Se 

determin6 el efecto del lavado a la piedra midiendo el aumento de claridad y de coloracion azul como unidades de 

reflectancia en el lado del derecho del tejido, y se determin6 la retrotinci6n (redeposici6n de indigo sobre la 

superficie de las fibras) como el aumento de la coloracion azul y la disminucion de la claridad por el lado del reves. A 

pH 7, las celulasas neutras de ALK04237 provocaron un aumento evidente en la claridad y la coloraciOn azul por el 

10 lado del derecho, sin que se observara retrotinci6n (Figura 6A y 6B). Se encontro un efecto de lavado a la piedra 

similar a pH 5, pero con una ligera retrotincion. A pH 7, la otra celulasa neutra, ALK04265, iluminal la coloracion azul 

por el lado del derecho, pero produjo una retrotincion intensa por el lado del relies. A pH 5, se obtuvieron efectos 

similares con ambas preparaciones de ALK04265 y ALK04237. A pH 7, la celulasa acida no produjo retrotincion ni 

confiri6 claridad por el lado del derecho (al usar dosis de actividad de endoglucanasa similares como con ALK04265 

15 y ALK04237, Figura 7A y 7B, 1 x dosis), probablemente debido a que no funcionaba a dicho pH. Por otra parte, a pH 

5, se aumentaron la claridad y la coloracion azul por el lado del derecho, y la retrotinci6n fue claramente perceptible 

por el lado del reves. Basandose en estos resultados, la retrotincion se puede producir a ambos valores de pH en 

funcion de la preparaci6n de celulasa usada. 

Ejemplo 6 

20 Uso de las preparaciones enzimaticas que con tienen celulasas neutras en el bioacabado de pro ducto textil 

tejido que contiene algodem 

Se sometio producto textil tejido de algodon al 100 % a tratamiento con las celulasas ALK04237 (Ejemplo 1) y 

ALK04467 en un equipo Launder-Ometer. ALK04467 es una nnutante bajo UV con una mayor actividad de celulasa 

derivada de ALK04125. 

25 Se tato previamente el producto textil tejido de algodon al 100 % (adquirido en Pirkanmaan Uusi Varjaamo Ltd) 

coma en el Ejemplo 7. Las condiciones de tratamiento de celulasa fueron como se describe en el Ejemplo 3, excepto 

que no se us6 Berol y la proporcion de liquid() fue de 1:15 (volumen de liquido por peso de tejido). Las celulasas se 

administraron como unidades de actividad de ECU (Ejemplo 1). 

Se usaron los siguientes metodos para la evaluacion del efecto de las preparaciones enzimaticas en el bioacabado 

30 del tejido de algodOn: la pOrdida de peso de los tejidos tratados se definio como el porcentaje de peso del tejido 

antes y despues del ensayo (antes de pesar los tejidos, se acondicionaron en una atmosfera de 21 + 2 °C. y HR del 

50 + 5 %). Un grupo compuesto por tres personas realizo la evaluacion del efecto de limpieza de la superficie de los 

tejidos tratados con enzimas. Los tejidos se clasificaron sobre una puntuacion de 1 a 5, donde 5 correspondia a una 

superficie limpia. Se us6 el metodo de frotamiento de Martindale (SFS-4328) para la evaluacion de la acumulacion 

35 de fibra en la superficie del tejido. La acumulacion de fibra en la superficie del tejido fue evaluada por un panel tras 

200 y 2.000 ciclos de abrasion (1 = mucha fibra, 5 = nada de fibra). 

En la Tabla Ill, se muestra que el tratamiento del tejido de algodon con las preparaciones de celulasa ALK04237 y 

ALK04467 gener6 una buena limpieza de la superficie y la reduccion notable de la tendencia a la formaci6n de fibra 

en la superficie del tejido tanto a pH 5 como a pH 7. 

40 Tabla Ill. P6rdida de peso, efecto de limpieza de la superficie y tendencia a la formacion de fibra en la 

superficie de los tejidos de algodon tratados con celulasas neutras en un Launder-Ometter 

Prepa rac ion Dos i s 

ECU/g 

T i empo 

h 

pH Perd ida de peso 

% 

Efecto de 

l i m p ieza de la 

superfi cie 

Fo rmaci6n 

de fi b ra en 

su perfi ci e 

200 

ci cl os 

2000 

ci cl os 

- 1 5 0 1 , 0 1 , 0 1 , 0 

ALK04237 200 1 5 2 , 3 3 , 5 4 , 0 3 , 8 

ALK04237 400 1 5 3 , 2 3 , 5 4 , 0 3 , 8 

ALK04467 200 1 5 1 , 2 2 , 5 3 , 7 3 ,4 

ALK04467 400 1 5 1 , 9 2 , 8 3 , 7 3 , 4 

- 2 5 0 , 1 1 , 0 1 , 0 1 , 0 

ALK04237 200 2 5 4 ,4 4 , 0 4 , 2 4 , 1 

ALK04237 400 2 5 6 , 0 4 , 3 4 , 2 4 , 3 

ALK04467 200 2 5 3 , 0 3 , 5 4 , 0 3 , 8 
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Preparacian Dos i s 

ECU/g 

Ti empo 

h 

pH Perd i da de peso 

% 

Efecto de 

l i mpi eza de la 

s u perfi ci e 

Formacion 

de fi bra en 

su perfi ci e 

200 

c icl os 

2000 

c i clos 

ALK04467 400 2 5 4 , 0 3 , 8 4 , 0 3 , 9 

- 1 7 0 1 , 0 1 , 0 1 , 0 

ALK04237 200 1 7 2 , 5 3 , 0 3 , 7 3 , 5 

ALK04237 400 1 7 3 , 8 4 , 0 4 , 0 3 , 9 

ALK04467 200 1 7 0 , 8 2 , 0 3 , 5 3 , 3 

ALK04467 400 1 7 1 , 4 2 , 0 3 , 6 3 , 7 

- 
2 7 0 , 1 1 , 0 1 , 2 1 , 1 

ALK04237 200 2 7 4 , 8 4 , 0 3 , 8 4 , 0 

ALK04237 400 2 7 6 , 0 4 , 3 4 , 0 4 , 3 

ALK04467 200 2 7 2 , 2 2 , 5 4 , 0 3 ,4 

ALK04467 400 2 7 3 , 0 3 , 3 3 , 8 3 , 7 

Ejemplo 7 

Uso de las preparaciones enzimaticas que contienen celulasas neutras de la invencion en el bioacabado 

7a. Uso de preparaciones enzimaticas en el bioacabado de productos textiles tejidos y de pun to 

Se somete producto textil tejido de algodon al 100 % o producto textil de punto de algodon al 100 % a tratamiento 

5 con las celulasas de la invencion (Ejemplo 1) en una lavadora de tannbor semi-industrial (Esteri 20 HS-P). Las 

condiciones de tratamiento son las siguientes: 

A. Pretratamiento (solo para productos textiles tejidos) 

60 °C, 10 minutos, Ecostone A200 (PrimaIco Ltd, Biotec, Finlandia) 1 m1/I de agua. 

B. Tratamiento enzimatico 

10 Temperatura: 50-60 °C, pH 7; 

proporci6n de liquido: 5-20:1 (volumen de liquid° por peso de tejido); 

tiempo de tratamiento: 20-90 minutos, preferentemente 30-60 minutos; y 

dosis de enzimas: 50-900 nkat/g de producto textil tejido o de punto, preferentennente 200-600 nkat/g de producto 

textil tejido o de punto. 

15 C. Tratamiento "tras el lavado" 

40 °C, 10 minutos, detergente alcalino. 

D. tratamiento de secado 

Se usan los siguientes nnetodos convencionales para la evaluacion del efecto de limpieza de la superficie de las 

preparaciones enzimaticas: metodo de frotamiento de Martindale (SFS-4328) y ensayo de durabilidad ante el lavado 

20 (SFS-3378). El tratamiento con las preparaciones de celulasas de la invencion produjo un efecto de limpieza de la 

superficie, una mejora de la blandura y la suavidad del producto textil tejido y de punto, y una reducci6n de la 

tendencia a la acumulacion de fibra en la superficie. 

7b. Uso de preparaciones enzimaticas en el acabado de productos textiles tejidos y de pun to Lyocell 

Las preparaciones de celulasas de la invencion se pueden usar en el control de la fibrilacion y los diferentes 

25 procesos de acabado de productos textiles tejidos y de punto de Lyocell al 100 %, y mezclas de los mismos. Se 

usan las siguientes condiciones de tratamiento en lavadora de tambor semi-industrial (Esteri 20 HS-P) para crear el 

efecto de piel de melocoton en el tejido Lyocell: 

A. Carbonato de sodio: 2,5 g/I; 60 °C, tiempo de tratamiento de 60 minutos; 

B. Aclarado; 

30 C. Tratamiento enzimatico: temperatura de 50-60 °C, pH 7, proporcion de liquid° 5-20:1, tiennpo de tratamiento: 40- 

19 

ES 2 525 677 T3

 



120 minutos, preferentemente 45-90 nninutos y una dosis de enzima de 100-1.500 nkat/g de tejido, preferentemente 

400-800 nkat/g de tejido; 

D. Tratamiento posterior: lavado con detergente alcalino a 40 °C durante 10 minutos; 

E. Aclarado; y 

5 F. secado. 

El resultado es un efecto de piel de melocoton. 

Ejemplo 8 

Uso de preparaciones enzimaticas en el biolavado a la piedra 

Se sometieron prendas de tela vaquera a tratamiento con las preparaciones de celulasas neutras (Ejemplo 1) en una 

10 lavadora de tambor semi-industrial (Esteri 20 HS-P) para dar a las prendas un aspecto de lavado a la piedra. Se use) 

aproximadamente 1,0 kg de prendas de tela vaquera (contenian dos tipos diferentes de tejido) por carga de la 

maquina. 

Las condiciones de tratamiento fueron los siguientes. 

A. EliminaciOn del apresto. 100 litros de agua, 60 °C, 10 minutos; 100 ml de Ecostone A200 (Primalco Ltd, Biotec, 

15 Finlandia). 

B. Tratamiento con celulasas. 100 litros de agua, 50 °C, 45 minutos; 10 g de Berol 08 (Berol Nobel AS, Suecia); 

30 g de acid° citrico + 128 g de Na2HPO4 x 2H20 para dar pH 7. 

Las preparaciones de celulasas neutras se administraron como unidades de actividad de endoglucanasa (ECU, 

Ejemplo 1): 

20 1. ALK04237, 260 ECU/g de prenda 

2. ALK04179, 260 ECU/g de prenda 

3. ALK04124, 300 ECU/g de prenda 

4. ALK04125, 250 ECU/g de prenda 

C. Tras el lavado. Lavado con detergente alcalino, 40 °C, 10 minutos. 

25 D. Secado. 

Se evaluaron los resultados por el aspecto visual de las prendas y midiendo el color como los valores de reflectancia 

con el sistema cromannetro CM 1000R L"a*b de Minolta (Tabla IV). Se obtuvo un buen efecto de lavado a la piedra 

con todas estas prendas tratadas con celulasas. No se pudo observar retrotinci6n (examinada en el interior de la 

prenda) a simple vista en ninguna de dichas prendas tratadas con celulasas. 

30 De los resultados de las mediciones del color mostrados en la Tabla IV, se puede observar que las unidades de 

claridad y coloracion azul aumentaron visiblemente en el exterior de las prendas lavadas con las preparaciones de 

celulasas neutras, mostrando un buen efecto de lavado a la piedra. 

Tabla IV. Medici 6n del color de prendas de tela vaquera con diferentes preparaciones de celulasas 

Fuente enzimatica Exterior de la prenda I nterio r de la prenda 

L b L b 

A. Tej i do 1 

S i n trata r 24 , 1 -8 , 5 57 , 1 0 , 1 7 

Lavada s i n 

ce l u l asa 
2 1 , 4 - 1 4 , 0 54 ,5 -4 , 3 

ALK04237 26 , 7 - 1 7 , 3 56 , 5 -4 , 9 

ALKOW1 79 26 , 8 - 1 7 , 0 56 ,3 -4 , 5 
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Fuente enzimatica Exterio r de la prenda I nterior de la prenda 

L b L b 

ALK04 1 25 28 , 0 - 1 7 ,4 57 , 8 -4 , 1 

ALK04 1 24 26 ,4 - 1 7 , 5 57 , 1 -4 , 8 

B . Tej ido 2 

S i n trata r 22 , 5 -8 , 3 57 ,6 0 , 66 

ALK04237 25 , 0 - 1 6 , 3 56 , 1 -4 , 3 

ALK04 1 79 25 , 0 - 1 5 , 8 55 ,4 -4 ,4 

ALK04 1 25 26 , 7 - 1 7 , 0 56 , 8 -4 ,0 

ALK04 1 24 25 ,6 - 1 7 ,0 56 ,4 -4 , 0 

L = unidad de claridad de la prenda despues del tratamiento (cuanto mayor es el valor, mas clara es la prenda). 

b = unidad de coloracion azul de la prenda despues del tratamiento (cuanto mas negativo es el valor, mas azulada 

es la prenda). 

Ejemplo 9 

5 PurificaciOn de celulasas neutras 

Se dividio medio de crecimiento concentrado de ALK04237 a 7 °C en DEAE Sepharose CL6B con un gradiente 

lineal de NaCl 0,0 a 0,5 M en Tris/HCI 25 mM, pH 7,2. Se encontraron cuatro picos de actividad de endoglucanasa a 

pH 4,8. El Pico I, que conterfia aproximadamente 10 % de la ECU recuperada, eluy6 a aproximadamente NaCI 150 

mM; el Pico ll (aproximadamente 30 % de ECU) a NaCI 230 mM; el Pico III (aproximadamente 20 % de ECU) a NaCI 

10 270 mM; y el Pico IV (aproxinnadamente 40 °A) de ECU) a NaCI 320 mM. La Tabla V muestra los resultados cuando 

se ensayaron dichos picos para determinar su utilidad en el biolavado a la piedra a pH neutro y 50 °C. 

Dichos resultados muestran que tanto en base a las ECU como a la proteina total, el Pico II fue nnas eficaz que 

cualquier otro pico o que el concentrado sin dividir. Tambien se ensayo una mezcla de los Picos I y II que contenia 

70 ECU de cada/g de tela vaquera. Esto dio lugar a un valor de L (lado del derecho) de 7,3 y de b (lado del raves) de 

15 2,5. Por lo tanto, dicha mezcla fue mas eficaz que cualquier pico solo. 

Se aumento a escala el procedimiento de purificaci6n hasta obtener muestras homogeneas de algunas de las 

proteinas deseadas en dichos picos. Se dividio el medio de crecimiento concentrado de ALK04237 (4,5 litros) con 

sulfato de amonio. Se suspendieron las proteinas que precipitaron entre 17 g y 42 g de sulfato de amonio por cada 

100 ml de concentrado en 0,9 litros de Tris/HCI 25 mM, pH 7,2 que contenia EDTA 0,25 mM y luego se diluyeron 

20 con agua a una conductividad de 4 mS/cm y se ajustaron con NaOH 1 M a pH 8,0. Se bombed) la solucion resultante 

(aproximadamente 45 litros) a 150 ml/min a traves de una columna de 6,3 litros de DEAE-Sepharose FFTM a 

temperatura ambiente. La actividad de endoglucanasa del Pico I no se unio en estas condiciones. Las proteinas 

unidas eluyeron a 110 ml/min con un gradiente lineal de NaCI 0,0 a 0,5 M en 20 litros de Tris/HCI 25 mM, pH 7,7 que 

contenia EDTA 0,25 mM. La endoglucanasa del Pico ll eluyo a aproximadamente 14 nnS/cm. En lugar de los Picos 

25 III y IV separados vistos con las separaciones a pequelia escala en DEAE en la sala fria, un solo pico, denominado 

Pico III/IV, eluy6 a aproximadamente 25 mS/cm. 
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Se hicieron precipitar las proteinas del Pico 11 (3,5 litros) con sulfato de amonio (450 g/litro) y se suspendieron en 

170 ml de PIPES 25 mM/KOH, pH 6,0, que contenia EDTA 1 mM. Se transfirieron partes de dicho material a acetato 

de sodio 25 mM, pH 4,0, que contenia EDTA 1 nnM mediante filtracion en gel sobre una columna de SephadexTM de 

5 x 29 cm, G25 (grueso) y luego se fraccionaron sobre SP-SepharoseTM. La Figura 8 nnuestra el resultado que se 

5 obtuvo cuando se aplicaron 11,7 g de estas proteinas a una columna de 4,5 x 31 cm de SP-SepharoseTM en acetato 

de sodio 25 mM, pH 4,0, que contenia EDTA 1 mM a 150 ml/h, y se desarrolla la columna a 75 ml/h con un gradiente 

lineal de NaCI 0,0 a 0,4 M en 3,4 litros del mismo tamp6n. La mayor parte de la endoglucanasa eluyo a NaCI 0,2 M. 

Se us6 el ensayo modificado descrito en el Ejennplo 10. Cuando se almacenaron las fracciones activas a 7 °C, 

apareci6 un precipitado cristalino en las mismas, que contenia casi toda la actividad de endoglucanasa. Se indujo la 

10 formacion de cristales en las fracciones activas (15 ml), en las que la cristalizacion era lenta, mediante la siembra 

con 30 pl de suspensi6n de fracciones que ya contenian cristales. Tras 2 a 3 dias, se recogieron los cristales por 

centrifugacion, se lavaron con PIPES 25 mM/KOH, pH 6,0, que contenia EDTA 1 mM y se disolvieron en Tris/HCI 

25 mM, pH 7,2, que contenia EDTA 0,25 mM. El analisis por SDS-PAGE mostro que los cristales lavados contenian 

una proteina casi homogenea con una masa molecular aparente de casi 20 KDa (el error en las estimaciones de la 

15 nnasa molecular de SDS-PAGE es al menos de ±10%, y puede ser mucho mayor para las proteinas inusuales). 

Dicha proteina se denomina celulasa 20 K. La proteina contaminante tannbien se pudo eliminar por filtracion en gel 

sobre SephadexTM G50 en PIPES 50 nnM/KOH, pH 6,0, que contenia EDTA 1 mM. Un ejemplo de esto se muestra 

en la Figura 9, donde los cristales sin lavar se purificaron por filtracion en gel. La actividad de endoglucanasa eluyO 

junto con la proteina de 20 kDa mucho despues del volumen del citocromo c (11,2 kDa), lo que dennuestra que dicha 

20 proteina de 20 KDa se ve anormalmente retardada por la interacci6n con SephadexTM. 

Se hicieron precipitar las proteinas del Pico III/IV con sulfato de amonio y se transfirieron a acetato de sodio 25 mM, 

pH 4,0, que contenia EDTA 1 mM del mismo modo que se ha descrito para las proteinas del Pico II. Tras la 

transferencia a acetato de sodio 25 mM, pH 4,0, se forma un gran precipitado y se desecho. Se dividio el 

sobrenadante activo en SP-SepharoseTM. A baja carga de proteina (por ejemplo, 200 mg de proteina a una columna 

25 de 2,5 x 11 cm como se muestra en la Figura 10), la mayor parte de la actividad de endoglucanasa se unio a la 

columna y se eluyo con un gradiente de NaCI a aproximadannente NaCI 50 mM. A dicho pico activo, le siguio un 

segundo pico de proteina inactiva. 

El analisis de SDS-PAGE mostr6 que tanto los picos activos conno los inactivos contenian varias proteinas, 

incluyendo las proteinas con masas moleculares aparentes de casi 50 kDa, que no se pudieron distinguir entre si 

30 mediante SDS-PAGE. Se purificaron adicionalmente ambos picos mediante cromatografia en Phenyl SepharoseTM. 

Se combinaron las fracciones activas (fracciones 15 a 18 de la Figura 10), se ajustaron hasta PIPES 50 mM/KOH, 

pH 6,0 (mediante la adicion de PIPES 0,25 M/KOH pH 6,0) y sulfato de amonio al 15 % Amed iante la adicion de 

sulfato de amonio solido) y se aplico a una columna de 1,5 x 8,5 cm de Phenyl Sepharose" equilibrada con PIPES 

25 mM/KOH, pH 6,0, que contenia EDTA 1 mM y sulfato de amonio al 15 %. Se desarrollo la columna con un 

35 gradiente lineal de sulfato de annonio de 15 a 0 % en 104 ml de PIPES 25 mM/KOH, pH 6,0. Una vez finalizado el 

gradiente, se lave) adicionalmente la columna con PIPES 25 mM/KOH, pH 6,0. Dos picos de proteina eluyeron en el 

gradiente, primero un pequefio pico de proteina inactiva y luego un pico principal que contenia la mayor parte de la 

actividad de endoglucanasa. El analisis de SDS-PAGE (Figura 11A y B) mostro que ambos picos contenian 

proteinas esencialmente homogeneas con masas moleculares aparentes de casi 50 KDa (es decir, migraban 

40 ligeramente mas despacio que el patr6n de ovoalbOrnina previamente tefiido con BioRad, que tenia una masa 

molecular aparente de 47 kDa). Estas dos proteinas no se pudieron distinguir mediante los analisis de SDS-PAGE 

de los inventores, incluso cuando se procesaron juntas como mezclas. La proteina del pico activo se denomin6 

celulasa 50 K y la proteina del pico inactivo se denomino proteina B 50 K. Se obtuvieron cantidades mayores de 

celulasa B 50 K por fraccionamiento del se.gundo pico (e inactivo) eluido desde SP-SepharoseTm (fracciones 19 a 23 

45 de la Figura 10) sobre Phenyl SepharoseTm exactamente de la misma manera que se ha descrito anteriormente para 

las fracciones activas. 

La produccion de cantidades todavia mayores de celulasa 50 K y celulasa B 50 K se vio facilitada por la sobrecarga 

de la columna de P-SepharoseTm. Por ejemplo, cuando se aplicaron 15 g de proteina a una columna de 4,5 x 31 cm 

de SP-SepharoseTm, en lugar de unirse a la columna, la celulasa 50 K fue aparentemente desplazada por proteinas 

50 unidas mas fuertemente, y eluyo antes del gradiente de NaCI. Dicho material ya estaba nriuy purificado, y se aislo 

celulasa 50 K homogenea del nnismo mediante cromatografia sobre Phenyl SepharoseTM como se ha descrito 

anteriornnente. 

Para acelerar la purificaci6n de grandes cantidades de celulasa 50 K, se invirtieron las columnas de SP-Sepharose y 

Phenyl Sepharose. Tras ajustar la concentracion de sulfato de amonio al aproximadamente 15%, se aplicaron las 

55 proteinas precipitadas en el Pico III/IV en Phenyl Sepharose como se ha descrito anteriormente. Con alta sobrecarga 

(por ejennplo, 17 g de proteina aplicados a una columna de 3,2 x 25 cm de Phenyl Sepharose) la mayoria de la 

proteina total se desplazo a trues de la columna, pero la celulasa 50 K (que contenia la mayor parte de la actividad 

de endoglucanasa) se unio y eluyO al final del gradiente lineal de 15 a 0 % de sulfato de amonio en PIPES 

25 mM/KOH, pH 6,0. El analisis Western con un antisuero de conejo que reconocia la celulasa B 50 K mostro que la 

60 celulasa B 50 K eluy6 just° antes de la celulasa 50 K. Se logrO una purificacion adicional mediante fraccionamiento 

en SP-Sepharose corn° se ha descrito anteriormente. En dicho orden inverso de SP-Sepharose y Phenyl 

Sepharose, las proteinas del Pico III/IV precipitadas con sulfato de amonio se pudieron aplicar directamente en la 
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siguiente etapa de purificacion sin la eliminaciOn de la sal. De este modo, tambien se pudo evitar el gran precipitado 

de proteina, que apareci6 despues de la transferencia de las proteinas concentradas en el Pico III/IV directamente 

en acetato de sodio 25 mM, pH 4,0 para SP-Sepharose. Como la celulasa 50 K apenas se une a SP-Sepharose, el 

fraccionamiento precedente sobre Phenyl Sepharose redujo notablemente la carga total de proteinas que interferian 

5 aparentemente sobre SP-Sepharose. 

Se ensayaron tanto la celulasa 50 K como la celulasa B 50 K en el ensayo realizado en el Launder-Ometer para ver 

si eran responsables de los efectos beneficiosos del Pico IV presentado en el Ejemplo 10. Se encontro que ambas 

proteinas tienen efectos beneficiosos (Tabla VI). A las bajas concentraciones usadas en dicho experimento, no 

aumentaron por si mismas la liberacion de colorante indigo desde la cara exterior de la tela vaquera (es decir, 

10 Lderecho no aumento), pero disminuyeron eficazmente la retrotincion del colorante sobre la cara interior de la tela 

vaquera (Lrevos se volvio mas positivo y breves disminuy6), especialnnente cuando se usaron junto con la celulasa 20 K. 

El celulasa 20 K tuvo buenos resultados en los ensayos realizados en el Launder-Ometer a pH 5, asi conno a pH 7. A 

pH 5, 0,2 mg de celulasa 20 K por g de tela vaquera aumentaron Lderecho de 3,2 a 5,2. La adicion de celulasa 50 K a 

0,1 mg por gramo de tela vaquera junto con la celulasa 20 K tambien disminuya la retrotincion a pH 5 (Lreves y breves  

15 cambiaron de 0,0 y 2,6 con la celulasa 20K sola a 1,3 y 1,5, respectivamente, con la mezcla de celulasas 50K y 20 

K). 

Tabla VI. LiberaciOn de colorante indigo por celulasa 20 K, celulasa 50 K y celulasa B 50 K 

Las condiciones fueron las mismas que en la Tabla V. La dosis se muestra como mg de proteina por gramo de tela 

vaquera 

Muestra Dos is Lderecho Lreves breves 

(mg/g ) 

Tamp6n so lo 2 , 8 -0 , 6 1 , 6 

Ce l u lasa 20 K 0 , 1 8 5 , 6 - 1 , 0 4 , 0 

0 , 09 4 , 8 - 1 , 5 3 , 3 

Ce l u l a sa 50 K 0 , 1 5 2 , 6 -0 , 3 1 , 0 

0 , 075 3 , 0 0 ,4 1 , 3 

Ce l u l asa B 50 K 0 , 3 1 2 , 8 1 , 3 0 , 8 

0 , 1 5 2 , 7 1 , 5 0 , 5 

Cel u l asa 20 K + 0 , 1 8 + 0 , 075 5 ,6 0 , 3 2 , 5 

Cel u l asa 50 K 0 ,09 + 0 , 075 5 , 1 0 , 3 2 , 1 

Ce l u l a sa 20 K + 

ce l u l asa B 50 K 

0 , 1 8 + 0 , 1 5 4 , 7 0 , 0 3 , 0 

20 Ejemplo 10 

Propiedades de la celulasa 20 K 

Aunque los anticuerpos policlonales preparados contra celulasas purificadas de Trichoderma reesei (designados 

anticuerpos anti-EGI, anti-CBHI y anti-CBHII) reconocieron proteinas en el medio de crecimiento de ALK04237, solo 

hubo una reacci6n cruzada muy debil con la celulasa 20 K pura en las mismas condiciones de analisis de 

25 transferencia Western. 

Cuando se sonde) el medio de crecimiento de ALK04237 en el analisis Western con antisuero generado en conejos 

contra la celulasa 20 K pura, se observe) una potente banda a aproximadamente 35 kDa ademas de la banda de 

20 KDa. No se pudo detectar actividad de endoglucanasa aparente para dicha proteina de 35 kDa. Adennes, se 

observe) una banda mas debit inmediatamente delante de la banda de 20 KDa (Figura 14). 

30 ALK04124 dio un patron casi identico a ALK04237, lo que indica que este y otros hongos probablemente contienen 

celulasas muy similares a la celulasa 20 K de la presente invenciem. 
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En la Figura 17, se muestran secuencias de aminoacidos de peptidos tripticos derivados de las celulasa 20 K. 

La celulasa 20 K purificada tuvo buenos resultados en el biolavado a la piedra a pH neutro sin la adicion de otras 

act ividades enzimaticas como se muestra en la Tabla VII. 

Tabla VII. Biolavado a la piedra mediante celulasa 20 K purificada 

5 Las condiciones fueron como las del experimento que se muestra en la Tabla V. Las dosis se muestran como mg de 

proteina/g de tejido de tela vaquera. "Medio entero" indica el medio de crecimiento concentrado de ALK04237 sin 

dividir. 

Ad ic i on Dos is Lderecho bderecho Lreves breves 

Tamp6n 0 , 0 3 , 6 0 , 1 0 , 5 0 , 6 

20 K 0 , 72 8 , 9 2 , 9 - 1 , 1 4 , 7 

20 K 0 , 25 6 , 0 2 , 3 -0 , 5 3 , 6 

20 K 0 , 07 5 , 3 1 , 7 -0 ,4 2 , 9 

Med io ente ro 20 6 , 1 2 , 8 -2 , 9 5 , 5 

En comparaci6n con el medio sin dividir, la celulasa 20 K dio como resultado el mismo grado de claridad (Lderech. = 

6,0-6,1) a 1/80 de la dosis de la proteina. Adernas, se produjo menos retrotincion sobre el lado del reves del tejido 

10 (Lreves = -0,5 en comparacion con -2,9, y breves = 3,6 en comparacion con 5,5). El tejido tratado con celulasa 20 K 

resulto tener una textura suave agradable. 

Aunque la celulasa 20 K tuvo unos resultados sorprendentemente buenos sin otras adiciones, se obtuvieron un 

aspecto y una textura del tejido incluso mejores al usar 20 K junto con las combinaciones de DEAE-Sepharose I, III o 

IV (Tabla VIII). 

15 Tabla VIII. Sinergia en el biolavado a la piedra entre la celulasa 20 K y las combinaciones de endoglucanasas 

eluidas desde DEAE-Sepharose 

Las condiciones fueron las de la Tabla V. 

Ad ic i on Dos is Lderecho bde recho Lreves breves 

Tampon 0 , 0 3 , 8 0 , 2 -0 , 7 1 , 5 

20 K 0 , 1 8 5 , 8 2 , 3 -2 , 2 5 , 5 

Comb i naci6n I 1 5 5 , 1 1 , 9 -3 , 1 5 , 7 

Combinacion I I I 47 5 , 2 1 , 6 -0 , 1 2 , 6 

Combi nacion IV 1 4 5 , 6 0 , 9 0 , 4 1 , 8 

20 K + Conn b i nac ion I 1 5 , 1 8 7 , 1 2 , 8 0 , 7 3 , 3 

20 K +Combi naci On I I I 47 , 1 8 7 , 6 3 , 1 - 1 , 7 5 , 3 

20 K + Combi nac i6n IV 1 4 , 1 8 8 , 6 2 , 6 0 , 8 3 , 2 

Med io entero 20 5 , 7 2 ,4 -4 , 1 5 , 9 

Las mezclas de celulasa 20 K con las combinaciones I, III y IV produjeron una mayor claridad (aumento de Lderecho) 

que cualquier componente solo. Al menos para la combinacion de celulasa 20 K con la combinacion IV, es evidente 

20 que esto se debe a la sinergia y no simplemente a un efecto aditivo. Ademas, la retrotinci6n con todas las mezclas, 

en realidad, fue inferior (Lreves mas positivo, breves menos) que la retrotincian observada solo con la celulasa 20 K. La 

mezcla de 20 K con la combinacion IV fue particularmente eficaz. La combinacion IV contiene muchas proteinas, 
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una de las cuales (un polipeptido 50 KDa) se purifica junto con la actividad de endoglucanasa durante la 

cromatografia de la connbinacion IV sobre Sephadex G100 y S-Sepharose. Aunque se logra un buen biolavado a la 

piedra solo con la celulasa 20 K, se pueden obtener mejores resultados con la celulasa 20 K mas una o nnas 

proteinas purificadas de la combinaci6n IV. Ya se ha presentado el biolavado a la piedra con las mezclas de la 

5 celulasa 20 K y la celulasa 50 K y la celulasa B 50 K purificadas de la combinaci6n III/IV (Tabla VI del Ejemplo 9). 

Por lo tanto, la presente invencion no se limita al uso de solo la celulasa 20 K. Otras proteinas del medio ALK04237 

son Utiles solas o en combinaciones adecuadas. 

En el ensayo de endoglucanasa convencional descrito por Bailey et al. (1981, /cc. cit. ) , se selecciona la cantidad de 

enzima que produce, en 10 min y a pH 4,8 (tamp6n de Na-citrato 0,05 M), equivalentes reductores a 

10 aproximadamente 0,6 mM de hidroxietilcelulosa al 1 %, generando un cambio de absorbancia final (AA540) de entre 

0,2 y 0,25. Esto supera con creces el intervalo en el que AA540 es proporcional a la cantidad de celulasa 20 K. 

Por lo tanto, se modifico el procedimiento de la siguiente manera. Se us6 suficiente enzima para producir 

equivalentes reductores de aproximadamente 0,2 mM en 10 min y en tampon HEPES 0,05 M (pH 7,0). Para 

alcanzar la concentraci6n umbral de los equivalentes reductores por encima de la cual se forma color en el sistema 

15 DNS, se afiadio glucosa 0,12 mM racier) preparada a la solucion madre de reactivo DNS. Dicho metodo 

(denominado metodo "modificado") se us6 al caracterizar la actividad de endoglucanasa de la celulasa 20 K y 

tambien de la celulasa 50 K. Con hidroxietilcelulosa al 1 °A) como sustrato, el intervalo en el que Aka° es 

proporcional a la cantidad de celulasa 20 K y 50 K es relativamente reducido, y por ello, se tome) 

carboximetilcelulosa al 2 % conno sustrato alternativo. Con carboximetilcelulosa al 2 %, el intervalo de correlaciOn 

20 lineal entre AA540 y la cantidad de celulasa 20 K y 50 K fue mas amplio que con hidroxietilcelulosa al 1 %. La 

actividad de endoglucanasa deternninada con carboximetilcelulosa al 2 % fue aproximadannente 8-10 veces superior 

para la celulasa 20 K y aproximadamente 50 veces superior para la celulasa 50 K en comparaci6n con la 

determinada con hidroxietilcelulosa al 1 %. 

No se detect6 actividad de celulasa 20 K para 4 metilumbeliferil-13-D-lactosido, un sustrato caracteristico de las 

25 celobiohidrolasas. La actividad hacia el papal de filtro tambien fue nnuy baja, pero detectable. 

La celulasa 20 K fue relativamente astable al calor. Se incub6 a 7 11g/m1 y 100 °C. En Tris-HCI 25 mM, EDTA 

0,2 mM, durante 30 o 60 min, y luego ensay6 a pH 7,0 y 50 °C. Se mantuvo 52 % y 35 %, respectivamente, de la 

actividad de endoglucanasa a pH 7,2. Se mantuvo 40 % y 22 %, respectivamente, a un pH de 8,8. (Estos valores de 

pH se midieron a temperatura ambiente, siendo el pH real a 100 °C algo inferior). A 80 °C y pH 7,2, se mantuvo 70 % 

30 de la actividad durante 60 min. 

Estos resultados indican que la enzima es adecuada para aplicaciones en las que se puede exponer (por ejemplo, 

accidentalmente) a temperaturas elevadas. Ademas de ser resistente a la inactivacion irreversible a altas 

temperaturas, la enzima present6 una temperatura Optima de 70°C durante ensayos de 10 min a pH 7,0 (Figura 15). 

La reducci6n de la actividad observada por encima de 70 °C se debie) principalmente a un cambio reversible en la 

35 configuraciem de la enzima. La enzinna recupero la mayor parte de su actividad cuando volvio a los 50 °C. 

A 50 °C, la celulasa 20 K presento 80 % o mas de su actividad maxima en todo el intervalo de pH 4 a 9, y casi 50 % 

a pH 10. Esto sucedi6 tanto en ensayos de 10 min (Figura 16A) como de 60 min (Figura 16B). Estas figuras tambien 

muestran la dependencia del pH de la enzima a 70 °C. Con ensayos de 10 min, la enzima fue mas activa a 70 °C de 

lo que fue a 50 °C en el intervalo de pH 4,5 a 8 y aproximadamente igual de activa a pH 10 (Figura 16A). Con 

40 ensayos de 60 min (es decir, acercandose a las condiciones connerciales), la enzima fue mas activa a 70 °C de lo 

que fue a 50 °C a pH entre 5,5 y 7,5. Sin embargo, solo fue ligeramente nnenos activa a 70 °C que a 50 °C hasta un 

pH 10. En la practica, esto significa que la enzima se puede usar igualnnente bien en un intervalo de pH amplio y a 

temperaturas de hasta al menos 70 °C. 

Ejemplo 1 1 

45 Propiedades de la celulasa 50 K 

La celulasa 50 K pura result6 tener tanto actividad de endoglucanasa (contra hidroxietilcelulosa) como actividad de 

celobiohidrolasa (contra 4-metilumbeliferil43-D-lactosido, ensayada esencialmente segun lo descrito por van 

Tilbeurgh et a!, en Methods in Enzymology [1988], vol 160, pag. 45-59). Una muestra de la enzima pura con una A280  

de 1,8 contenia 2.030 ECU/ml y 300 PCU/ml a pH 7,0 y 50 °C (una PCU es la cantidad de actividad que libera 

50 1 nmol de metilunnbeliferona por segundo). 

En los analisis Western, la celulasa 50 K fue potentemente reconocida por el antisuero (KH 1057) generado contra la 

endoglucanasa I de T. reesei, pero solo debilmente por los antisueros (KH 1050 y KH 1053, respectivamente) contra 

las celobiohidrolasas I y II de T. reesei. No fue reconocida por el antisuero contra la celulasa 20 K (Figura 14). 

Cuando el medio de crecimiento de ALKO 4237 se sonde) en el analisis Western con antisuero de conejo generado 

55 contra la propia celulasa 50 K, solo se observe) una banda evidente (que tenia una masa molecular de entre 33 y 

47 kDa) , adernas de la banda muy potente a aproximadamente 50 kDa. 
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La masa molecular aparente de celulasa 50 K por SDS-PAGE disminuy6 en aproximadamente 2 a 5 kDa cuando se 

trat6 la proteina con endoglicosidasa Hf, lo que indica que la enzima contiene hidratos de carbono que pueden ser 

eliminados por dicha endoglicosidasa. 

La celulasa 50 K fue inusualmente resistente a la digesti6n con tripsina, indicando que tiene una estructura 

5 inusualmente estable. Sin embargo, se escindi6 mediante el tratamiento con cianogenbromuro, y luego los 

fragmentos resultantes se pudieron digerir con tripsina o con lisilendopeptidasa C. Las secuencias de algunos de los 

peptidos asi obtenidos se muestran en la Tabla IX. 

Tabla IX 

Secuencias de peptidos aislados de la celulasa 50 K (los restos inciertos figuran en mint5sculas) 

10 N° 507 VYLLDETEHR 

N° 509 XXLNPGGAYYGT 

N° 563 MsEGAECEYDGVCDKDG 

N° 565 NPYRVXITDYYGNS 

N° 603 DPTGARSELNPGGAYYGTGYXDAQ 

15 N° 605 XXVPDYhQHGVda 

N° 610 NEMDIXEANSRA 

N° 611 LPXGMNSALYLSEMDPTGARSELNP 

N° 612 VEPSPEVTYSNLRXGEIXgXF 

N° 619 DGCGWNPYRVvITtDYYnN 

20 N° 620 LPCGMXSALY 

N° 621 ADGCQPRTKYIVLDdLIHPXXQ.  

El celulasa 50 K es una enzima estable que presenta actividad de endoglucanasa en un amplio intervalo de valores 

de pH y a altas temperaturas, por lo que es adecuada para su uso en muchas condiciones industriales. A pH 7,0 y 

con tiempos de reacci6n de 60 min, tiene una temperatura optima de entre 65 y 70 °C, e incluso con este largo 

25 tiempo de reaccion todavia presenta, a 75 °C, 50 % de la actividad observada a 50°C (Figura 12). 

Con tiempos de reaccion de 60 min, el pH 6ptimo fue muy amplio a 50 °C, con actividad esencialmente constante a 

pH de entre 4,4 y 7,0, y las actividades a pH 9 y 10 equivalen a 50 % y 30 %, respectivamente, de la de pH 7,0. A 

70 °C, hubo un evidente valor optima a pH 6 y, entre pH 5 y 7, la actividad (con tiempos de reacci6n de 60 min) fue 3 

veces o mas superior a la de 50 °C. Sin embargo, a valores de pH de 4,4 y superiores a 8, la actividad fue mayor a 

30 50 °C que a 70 °C (en ensayos de 60 min), lo que sugiere que la estabilidad de la enzima disminuye a 70 °C por el 

lado del derecho en el intervalo de pH de 5 a 7,5. En la Figura 13, se ilustra la dependencia en el pH. 

Ejemplo 12 

Propiedades de la celulasa B 50 K (no forma parte de la invencion reivindicada) 

No se pudo medir actividad de endoglucanasa detectable para la celulasa B 50 K (anteriormente denonninada 

35 proteina B 50 K) con hidroxietilcelulosa ni carboximetilcelulosa. A pH acido, la celulasa B 50 K tuvo una baja 

actividad de celobiohidrolasa, lo que (medida con 4-metilumbeliferil-13-D-lactosido) a pH 5 fue inferior al 0,1 % de la 

de la celulasa 50 K. Ademas, la celulasa B 50 K tuvo una actividad detectable hacia un papel de filtro a pH 4,8, y se 

uso celulosa SoIca-Floc amorfa, hinchada con acid°, a pH 5 y 7 en las determinaciones de la actividad enzimatica. 

En los analisis Western, la celulasa B 50 K fue reconocida potentemente por el antisuero (KH1050) generado contra 

40 la celobiohidrolasa I de T. reesei, pero solo debilmente por los antisueros generados contra la celobiohidrolasa II o 

endoglucanasa I de T. reesei o contra la celulasa 50 K. No fue reconocida por el antisuero generado contra la 

celulasa 20 K (Figura 14). La Tabla X muestra las secuencias de peptidos aislados de celulasa B 50 K. 
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Tabla X 

Secuencias de peptidos aislados de la celulasa B 50 K (los restos inciertos figuran en minusculas) 

N° 534 vGNPDFYGK 

N° 535 FGPIGSTY 

5 N° 631 LSQYFIQDGeRK 

N° 632 FTVVSRFEENK 

N° 636 HEYGTNVGSRFYLMNGPDK 

Ejemplo 13 

Estabilidad de celulasas neutras en diferentes detergentes 

10 Se ensay6 la estabilidad de las preparaciones de celulasas neutras en ties soluciones detergentes diferentes. Las 

soluciones detergentes fueron OMO® Total (o OMO® Neste, Lever RU), OMO® Color (Lever S.A.) y detergente 

liquido para tejidos de color (Unilever, Paises Bajos). Las preparaciones de celulasa ensayadas fueron filtrados de 

cultivo concentrado de ALK04125, ALK04179, ALK04237 y ALK04265 (Ejemplo 1), y celulasas 20 K y 50 K de la 

cepa ALK04237 (Ejemplo 9). 

15 Se incubaron las preparaciones de celulasas a 40 °C en soluciones detergentes al 0,25 %. Se midi6 la actividad 

contra la hidroxietilcelulosa (ECU/ml, Ejemplo 1) (pH 7, 50 °C) de las muestras tomadas despues de 5-30 minutos de 

incubaci6n. 

Las preparaciones ensayadas fueron las siguientes: 

Filtrados de cultivo: 

20 ALK04125: 780 ECU/ml (pH 7, 50°C) 

ALK04179: 830 ECU/m1 

ALK04265: 760 ECU/m1 

ALK04237: 650 ECU/ml. 

Las proteinas purificadas: 

25 celulasa 20 K: 9.423 ECU/ml 

celulasa 50 K: 10.100 ECU/ml. 

Los resultados se muestran en las Tablas XI-XIII. 

Las preparaciones de celulasas ALK04179, ALK04265 y ALK04237, y las celulasas 20 K y 50 K permanecen casi 

100% estables durante 30 minutos a 40 °C en los tres detergentes ensayados. ALK04125 permanece estable 

30 durante 30 nninutos a 40 °C en detergente liquido para tejidos de color y en OMO® Neste. 

Tabla Xl. Estabilidad de diferentes celulasas en detergente liquido para tejidos de color al 0,25 % (pH 7.5 a 

7 . 9 ) 

P reparac i 6n Dos is de 

enzima % 

(m l ) 

pH" % de activ i dad que queda 

0 ' 5 ' 1 0 ' 2 0 ' 3 0 ' 

F i lt rados de 

cu l t ivos : 

ALK04 1 25 6 7 , 3 1 00 97 98 98 99 

ALK04 1 79 6 7 , 1 1 00 99 1 00 1 00 1 0 

ALK04265 6 7 , 2 1 00 1 00 1 00 1 00 1 00 
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PreparaciOn Dosis de pH* % de actividad que queda 

enzima % 

(ml) 

0' 5' 10' 20' 30' 

ALK04237 6 7,1 100 100 82 95 100 

Proteinas purificadas de ALK04237: 

Celulasa 20 K 1 

Celulasa 50 K 1 

7,8 100 98 99 97 100 

7,6 100 100 100 100 100 

* pH del detergente al 0,25 °A) + solucion enzimatica tras incubacion de 30'. 

Tabla XII. Estabilidad de diferentes celulasas en °MO® Total al 0,25 % (u OMO® Neste pH 8,5) 

Preparaci6n Dosis de pH* % de actividad que queda 

enzima % 

(ml) 

0' 5' 10' 20' 30' 

Filtrados de 

cultivos: 

ALK04125 6 7,8 100 98 96 86 87 

ALK04179 6 7,3 100 98 96 96 99 

ALK04265 6 7,1 100 100 100 100 100 

ALK04265 4 7,8 100 99 97 100 100 

ALK04237 4 7,8 100 100 100 99 100 

ALK04237 2 7,3 100 99 97 99 99 

Proteinas purificadas de ALK04237: 

Celulasa 20 K 1 

Celulasa 50 K 1 

8,2 100 100 99 93 100 

7,8 100 95 92 95 94 

* pH del detergente al 0,25 % + solucion enzinnatica tras incubacion de 30'. 

5 Tabla XIII. Estabilidad de diferentes celulasas en °MO® Color al 0,25 % (pH 9,6-10) 

PreparaciOn Dosis de pH" % de actividad que queda 

enzima % 

(ml) 

0' 5' 10' 20' 30' 

Filtrados de 

cultivos: 

ALK04125 6 9,6 100 (15) (15) (13) (14) 

ALK04179 6 8,3 100 97 100 97 99 

ALK04265 6 9,1 100 100 100 100 100 

ALK04265 4 8,5 100 93 95 99 98 

ALK04237 4 8,5 100 98 96 96 99 
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Preparac i6n Dos is de 

enzima 'Yo 

(m l ) 

pH* % de actividad que queda 

0 ' 5' 1 0' 20' 30 ' 

ALK04237 2 9 , 1 1 00 93 95 99 98 

P rote i nas pu rificadas de ALK04237 : 

Ce l u l asa 20 K 1 1 9 , 8 1 00 99 1 00 1 00 

Cel u l a sa 50 K 1 1 8 , 9 1 00 1 00 1 00 1 00 

* pH del detergente al 0,25 °A + solucion enzimatica tras incubacion de 30'. 

Ejemplo 14 

Funci6n de celulasas neutras en Detergentes en HEC Sustrato 

Se determin6 la funcion de diferentes celulasas neutras en detergentes mediante el uso de la hidroxietilcelulosa 

5 (HEC) como sustrato. Las preparaciones de celulasa ensayadas eran filtrados de cultivo concentrado de ALK04265 

y ALK04237, y celulasas 20 K y 50 K purificadas de la cepa ALK04237. Los sustratos de HEC se prepararon 

disolviendo HEC al 1 % en soluciones detergentes al 0,25 %. Mediante el uso de estos sustratos se midio la 

actividad contra NEC (ECU/ml) a 40 °C de cada preparaci6n de celulasa como se describe en el Ejemplo 1. Los 

detergentes y las preparaciones de celulasa usados en dichos experimentos se describen en el Ejemplo 13. 

10 pH de los sustratos: 

HEC/tampon pH 7 

HEC/Detergente liquido para tejidos de color pH 7,5 

HEC/OMO® Total pH 7,8 

HEC/OMO® Color pH 9,7 

Tabla XIV. ECU de las preparaciones de celulasa en diferentes detergentes (en comparaci6n con el % de la 

actividad de ECU medida en tampOn a pH 7) 

Preparac ion 

% de actividad 

ECU/tampon ECU/det . l i q . co l . ECU/OMO® Tota l ECU/OMO® Co l or 

F i l t rados de cu lt ivo : 

ALK04265 1 00 89 96 59 

ALK04237 1 00 97 95 40 

P rote i nas pu rificadas : 

Ce l u l asa 20 K 1 00 1 00 93 8 1 

Ce l u l asa 50 K 1 00 92 79 46 

Las preparaciones de celulasas ALK04237 y ALK04265, y las celulasas 20 K y 50 K funcionan en los ties 

15 detergentes ensayados cuando se usa HEC como sustrato. 

Ejemplo 15 

Uso de celulasas neutras en detergentes sobre productos textiles tejidos de algodon 

En el presente experimento se describe la capacidad de las celulasas neutras para funcionar como agente 

suavizante de tejidos y para prevenir la fornnacion de pelusa y, por lo tanto, reducir la tendencia a la formacian de 

20 fibra en la superficie del tejido de algodon tras repetidos lavados con detergentes. Las preparaciones de
 celulasa 

ensayadas fueron filtrado de cultivo concentrado de ALK04237, y celulasas 20 K y 50 K purificadas de la cepa 
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ALK04237 (Ejemplos 1 y 9). 

El experimento de lavado se IlevO a cabo con un Launder-Ometer LP-2 (Atlas, Illinois, EE.UU.). Se cargaron 

aproximadamente 10 g de muestra de producto textil tejido de algodOn sin blanquear previamente lavado (Ejemplo 

3) en un recipiente de 1,2 litros que contenia 150 ml de solucion de detergente al 0,25% con o sin celulasa. Las 

5 dosis de celulasa se basaron en las cantidades de proteinas. Las soluciones detergentes fueron °MO® Total (Lever, 

RU) y detergente liquido para tejidos de color (Unilever, Paises Bajos). Se ariadi6 una cantidad de bolas de acero a 

cada recipiente para aumentar la acci6n mecanica. El Launder-Ometer se hizo funcionar a 42 rpm durante 0,5 o 1 

hora a 40 °C. El material se lava 4 veces con aclarado y secado intermedios. 

Se us6 la perdida de peso (vease el Ejemplo 6) para describir la cantidad de pelusa eliminada de la superficie de los 

10 tejidos. 

Tabla XV. Perdida de peso de los tejidos despues del primer tiempo de lavado con celulasas neutras en 

detergentes 

N° de 

muestra 

P reparac i on Dos is de enz ima 

como prote ina/g de tej ido 

Tiempo , h Perd i da de peso, 

En detergente l iq u i do para tej i dos de co l or : 

1 1 0 , 05 

2 ALK04237 1 1 1 0 , 3 

3 ALK04237 22 1 0 , 7 

4 Ce l u l asa 20 K 2 1 0 , 1 

5 Cel u lasa 20 K 5 1 0 , 5 

6 Cel u l asa 20 K 8 1 1 , 0 

7 Ce l u l asa 50 K 2 1 0 , 1 

8 Ce l u l asa 50 K 5 1 0 , 2 

9 - - 0 , 5 0 , 2 

1 0 Ce l u l asa 20 K 8 0 , 5 0 , 5 

En OMO® Tota l : 

1 1 1 0 , 03 

1 2 Ce l u l asa 20 K 8 1 1 , 1 

1 3 0 , 5 0 , 1 

1 4 Cel u l a sa 20 K 8 0 , 5 0 , 7 

En la Tabla XV, se muestra que, tras el primer lavado en el Launder-Ometer, la perdida de peso de los tejidos 

aument6 claramente mas con los tejidos tratados con celulasas que con los tejidos tratados solo con el detergente. 

15 Tambien se aunnentO la perdida de peso en funcion de la dosis de celulasa y, adennes, con la celulasa 20 K se 

aumentO la perdida de peso al elevar el tempo de lavado de 0,5 horas a 1 hora. La celulasa 20 K funcion6 igual de 

bien en el detergente liquido para tejidos de color que en °MO® Total. Estos resultados indican que, en particular, la 

celulasa 20 K y la preparaciOn de celulasa ALK04237 funcionan en los detergentes como agentes de eliminacion de 

pelusa ya tras un tiennpo de lavado. 

20 Tras tres tiempos de lavado mas con las muestras 1, 2, 4 y 7 (Tabla XV), un grupo connpuesto por tres personas 

realizo la evaluacian de los tejidos. Se pidi6 a los nniembros del grupo que evaluaran la suavidad y el aspecto visual 

de los tejidos tratados de la siguiente manera. 

La suavidad de los tejidos: 

A. El tejido tratado con celulasa es mas suave que el tejido tratado sin celulasa. 

25 B. El tejido tratado con celulasa es tan suave como el tejido tratado sin celulasa. 

C. El tejido tratado con celulasa es nnas dub o que el tejido tratado sin celulasa. 

Los resultados se muestran en la Tabla XVI. 

Se evaluo el aspecto visual de los tejidos nnediante la clasificacion de los mismos con una puntuacion del 1 al 5. La 

puntuaciOn de 5 no dio pelusas ni formaci6n de fibra en la superficie, y la textura del tejido se hizo mas evidente. La 

30 puntuaci6n de 1 dio muchas pelusas y formaci6n de fibra en la superficie del tejido. Se calculo la puntuacion total 
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para cada tejido y se dividio entre el numero de miembros del grupo. La puntuaci6n media del aspecto visual de 

cada tejido se muestra en la Tabla XVI. 

Tabla XVI. Suavidad y aspecto visual de los tejidos tras 4 lavados repetidos con celulasas neutras en 

detergentes 

Dosis de enzima 

Preparacion como proteina/g de 

tejido  

Tiempo, h Suavidad 
Aspecto 

visual 

En detergente liquido para tejidos de color: 

- 

ALK04237 11 

Celulasa 20 K 2 

Celulasa 50 K 2 

100 c/0: mas suave con celulasa 

100 °A: mas suave con celulasa 

100%: sin diferencia 

1 

3,2 

3,7 

1,7 

5 Tras 4 tratamientos, los tejidos tratados con celulasas resultaron tener un aspecto visual claramente mejor que los 

tejidos que se trataron solo con detergente. Por lo tanto, los tejidos tratados con estas celulasas mantuvieron un 

buen aspecto, y se innpidio la formacian de pelusa tras varios lavados en comparacion con el tejido tratado sin 

celulasas. Adernas, tras 4 lavados, los tejidos tratados con ALK04237 y celulasa 20 K resultaron ser mas suaves 

que el tejido tratado solo con detergente. 

10 Ejemplo 1 6 

Uso de celulasas neutras en detergentes sobre pun to afelpado de algodOn 

En el presente experimento, se describe la capacidad de las celulasas neutras para funcionar como agente 

suavizante de tejidos y para prevenir la formacion de pelusa y, de este modo, reducir la tendencia a la formacian de 

fibra en la superficie del producto textil de punto afelpado de algodon coloreado tras varios lavados en detergentes. 

15 Las preparaciones de celulasas ensayadas fueron filtrado de cultivo concentrado de ALK04237 y celulasa 20 K 

purificada de la cepa ALK04237 (Ejemplos 1 y 9). 

Se lavaron muestras de punto afelpado de algodon verde en un Launder-Ometer en detergente liquid° para tejidos 

de color o en OMO® Total durante 1 h 3 o 10 veces con o sin celulasas como se describe en el Ejenriplo 15. 

La evaluaciOn de los tejidos de punto fue realizada por un grupo compuesto por tres personas. Se pidio a los 

20 miembros del grupo que evaluaran la suavidad y el aspecto visual (tanto por el derecho como por el relies) de los 

tejidos de punto tratados como se describe en el Ejemplo 15. La perdida de peso de los tejidos de punto se 

determino como se describe en el Ejemplo 15. Los resultados se muestran en la Tabla XVII. 

Tras 3 lavados, los tejidos de punto tratados con la celulasa 20 K resultaron tener un mejor aspecto visual, tanto por 

el derecho como por el relies, que los tejidos de punto tratados solo con detergente. Los tejidos de punto tratados 10 

25 veces con preparacion de celulasa ALK04237 resultaron tener un aspecto visual claramente mejor y un color verde 

brillante en comparaci6n con los tejidos tratados solo con detergente. El mejor aspecto visual de los tejidos de punto 

tratados con celulasa ya se detecto tras 1 lavado (en especial por el lado del reves) y se desarrollo todavia mas 

durante los lavados adicionales. Los tejidos de punto tratados con celulasa tambien fueron mas suaves que los 

tejidos de punto tratados solo con detergente. 

30 

32 

ES 2 525 677 T3

 



cri 
CD 

a) 

"0 

a) 

N 
CIO 

0 7,  

— 

c..) 0 
l—

c 
Tn. t 

0 M 

c 0 
0 

•

 c 
0 .0 
"0 • — 

-

 u 

0. 0 

cn 

•

 Ct 

"0 

•

 M 
> 

tO 

7:1 

C". 

•

 r•— 

CN 

 

Ce) 

O CU 

es c 

• 

Ln 
ea 

o 6 
E 

a. 0  

a) 7 
u 

•

 o 
o 
-o 
ra. 0  

a) 

0 T7 

_2 

• 

" -0 a 
76 4,2 
07 4) 

En. 
o 
to o 
0 V 

• 

••• 

o 
CA 

• 

— 
a. 0 

•

 cr) 

es a) 
mi 

= 

, a) 
0. 

'CT cti 
MI 0 

-o 
g. 

c 

•

 gn 

-

 0 

5 47  

X -0 

75 
c 
1— 

".0 

I) 

0 

a) 

a) 

N._ 

7- NI CN 

r) 

7- N 

00 (0 CO 1*-- N-
u-s 

C.)- ,- 

01 C7,. 01 Cr) N 

1--- CO N. CO CO 

C2 0 
Cr) •■/— 

N 

7g" 0 

• 
N-
o-) 

N 
0 < 

33 

ES 2 525 677 T3

 



Ejemplo 17 

Uso de celulasas neutras en detergentes sobre punto afelpado de algodon envejecido 

En el presente experimento, se describe la capacidad de as celulasas neutras para funcionar como agente de 

renovacion y suavizante de tejidos. 

5 Se lavo 10 veces punto afelpado de algodon verde, con un secado intermedio, en una lavadora Cylinda con el 

programa 3 a 60 °C con 10 ml de OMO® Color (Lever, RU). Este programa simulaba los lavados del punto en la 

practica. 

Tras 10 tratamientos, este punto envejecido adquirio un aspecto poco atractivo y apagado con mucha pelusa en la 

superficie. 

10 Tras estos 10 lavados repetidos, se us6 el punto afelpado para los experimentos de lavado con o sin celulasa. Se 

lavaron las muestras de punto en un Launder-Ometer en detergente liquido para tejidos de color durante 1 h de 1 a 

3 veces como se ha descrito en el Ejemplo 15 con aclarado y secado intermedios. Las preparaciones de celulasa 

usadas fueron filtrado de cultivo concentrado de ALK04237, y celulasas 20 K y 50 K purificadas de ALK04237 

(Ejennplo 9). 

15 La evaluacion de los tejidos de punto fue realizada por un grupo compuesto por tres personas. Se pidi6 a los 

miembros del grupo que evaluaran la suavidad y el aspecto visual (tanto por el derecho conno por el reves) de los 

tejidos tratados como se describe en, el Ejemplo 15. La perdida de peso de los tejidos de punto se determine) como 

se describe en el Ejemplo 15. Los resultados se muestran en la Tabla XVIII. 

Tras un lavado, los tejidos de punto tratados con ALK04237 y celulasa 20 K resultaron tener un aspecto visual 

20 ligeramente mejor que el tejido de punto tratado solo con detergente. El buen aspecto visual y el aspecto mas 

atractivo se desarrollaron todavia mas en los tejidos tratados con celulasa 20 K tras 2 y 3 lavados. El aspecto visual 

tambien se nnejoro tras dos lavados en los tejidos de punto tratados con celulasa 50 K en comparaci6n con el tejido 

de punto tratado solo con detergente. En general, los tejidos de punto tratados con celulasas resultaron tener un 

aspecto claramente nnejor y mas atractivo, mientras que los tejidos de punto tratados sin celulasa seguian teniendo 

25 un aspecto poco atractivo y apagado. 
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Ejemplo 18 

A islamiento del ADN cromosOmico de ALK04237 y construccion de la biblioteca gen6mica 

Se cultivo ALK04237 de Melanocarpus albomyces en cultivos en matraces agitadores en dextrosa de patata (PD; 

Difco, EE.UU.), medio a 42 °C, 250 rpm durante 3 dias. Se aislo el ADN cromosomico de acuerdo a Raeder y Broda, 

5 Lett. App!. Microbiol. 1:17-20 (1985). En resumen, se lavO el micelio con EDTA 20 mM y se sometio a lisis en tamp6n 

de extraccion (Tris-HCI 200 mM (pH 8,5), NaCI 250 mM, EDTA 25 mM, SDS al 0,5 °/0). Se extrajo el ADN con fenol y 

una nnezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v). El ARN se digiri6 con RNasa 

Se digiri6 parcialmente el ADN cromosornico con Sau3A (Boehringer Mannheim, Alemania) y se trat6 con fosfatasa 

alcalina intestinal de ternera. Se aislo ADN que variaba de 5 a 15 kb de un gel de agarosa usando p-agarasa 

10 (Boehringer Mannheim, Alemania) y se us6 para construir la biblioteca gen6mica de ALK04237. 

Se uso el kit del Vector Lambda DASH® II BamHI (Stratagene, EEUU) predigerido para construir la libreria y se 

siguieron las instrucciones del fabricante en todas las etapas posteriores. En resumen, se ligaron aproximadamente 

200 ng de ADN fraccionado por tamatio a 1 ug de ramas preparadas con DASHel I, y se empaquet6 usando extracto 

de empaquetado Gigapack II (Stratagene, EEUU). Se determino el titulo de la libreria infectando cOlulas de E . Coil 

15 XL1-Blue MRA (P2) con diluciones en serie del fago empaquetado y sembrando en placas NZY. La biblioteca se 

almacen6 a 4 °C en tampon SM, con cloroformo al 4 °A (v/v). Se use) para la detecciOn sin amplificacion. 

Ejemplo 19 

AmplificaciOn, clonaciOn y secuenciaci6n de ADN de celulasa 20 K con cebadores degenerados 

Para amplificar el gen de celulasa 20 K mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se sintetiz6 un par 

20 de cebadores degenerados basados en las secuencias de peptidos (Figura 17). El cebador 1 (429-32) se obtuvo de 

los aminoacidos N° 8-14 del peptido N-terminal N° 429 (Figura 17), y el cebador 2 (fr28-16) se diseri6 como la 

cadena antisentido para los aminoacidos N° 2-8 del pOptido fr28 (Figura 17). Si afiadieron otros sitios de restricciOn 

EcoR1 adicionales en los terminales 5' para facilitar la clonacion del fragmento amplificado. 

25 

Cebador 1 (429-32) 

EcoRI 

ATA GAATTC TA(C/T) TGG GA(C/T) TG(C/T) TG(C/T) AA(AJG) CC 

W D 

Cebador 2 (fr28- 1 6) 

EcoRI 

5°- ATA GAATTC TT (AJG)TC (A/C/G/T)GC (A/G)TT (C/T)TG (A/G)AA 

A 

CCA 

En la reacci6n de PCR, se us6 1 ug del ADN gen6mido de ALK04237 purificado (Ejemplo 18) como molde. Se us6 

ADN polimerasa Dynazyme (Finnzymes Ltd, Finlandia) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. 

ADN de nnolde (0 , 7 mg/u 1 ) 1 , 4 p l 

Cebador 1 (0 , 5 pg/u 1 ) 1 il l 

Cebador 2 (0 , 5 pg/p. 1 ) 1 ul 

d NTP (2 mM) 5 u l 

1 0 x tampon de PCR 1 0 u l 
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H20 desionizada 

Dynazynne 

Total 

(2 U/1_11) 

La reaccion de PCR se realize) en las siguientes condiciones: 

Etapa 1 95 °C 5 min 

Etapa 2 95 °C 1 min 

Etapa 3 56 °C 1 min 

Etapa 4 72 °C 1 min 

Etapa 5 Pasar a la "etapa 2" 29 veces mas 

Etapa 6 72°C 8 min 

Etapa 7 4 °C mantener 

Se analizaron 10 IA de la mezcla de reacci6n por electroforesis en gel de agarosa, y se detect6 una sola banda 

correspondiente a aproximadannente 600 pb de longitud. El resto del producto de PCR fue digerido con 

endoglucanasa de restricci6n EcoR l , y procesado por electroforesis en agarosa. Se extrajo la secci6n de agarosa 

5 que contenia el fragmento de ADN y se purific6 mediante el metodo Magic PCR Preps (Promega, EE.UU.) de 

acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se lige, el fragment° aislado con plasmido pBluescript II SK+ 

(Stratagene, EE.UU.), que se collo de manera similar con EcoR1. Se transformaron celulas XL-Blue de Escherichia 

coli connpetentes (Stratagene, EE.UU.) con la mezcla de ligadura. Se aisle ADN de plasnnido de algunas de las 

colonias resultantes mediante el metodo Magic Minipreps (Promega, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del 

10 proveedor. Se analize) el ADN del plasmido por electroforesis en agarosa, y un don con las caracteristicas 

esperadas se designa pALK549. 

Se secuenci6 el ADN de Melanocatpus desde pALK549 usando los kits ABI (Applied Biosystems, EE.UU.) basados 

en los cebadores T3 y T7 marcados con fluorescencia, o cebadores especificos de la secuencia con 

didesoxinucleotidos marcados con fluorescencia mediante el protocolo de secuenciaciOn en ciclos de cebadores con 

15 colorante Taq de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Debido al alto contenido de GC del ADN de 

Melanocarpus, las reacciones de secuenciacion se realizaron a la temperatura de hibridacion de 58 °C, con DMSO al 

5 % (v/v). Se analizaron las reacciones de secuenciacion en el secuenciador ABI 373A (Applied Biosystems, 

EE.UU.), y se caracterizaron las secuencias obtenidas usando el paquete informatico de analisis de secuencias del 

grupo Genetics Computer, version 7.2. 

20 Se determine) que el insert° (594 pb) en pALK549 codificaba la mayoria de los peptidos derivados de la celulasa 

20 K (Figura 17). El ADN amplificado por PCR (ademas de los cebadores) corresponde a los nucleotidos 175-716 de 

la Figura 19. 

Se aisle) ADN cromosomico de ALK04124 de Myriococcum sp. como se describe en el Ejemplo 18. Una reaccion 

PCR con los cebadores 429-32 y fr28-16, y el ADN cromosomico de ALK04124 como molde, produjo un fragmento 

25 de mismo tamarto que el generado a partir de ADN de ALK04237. Este fragmento se secuencio parcialmente, y fue 

casi identico a la secuencia de ALK04237. Se concluye que ALK04124 de Myriococcum sp. tiene una proteina que 

es casi identica a la celulasa 20 K de ALK04237 de Melanocarpus albomyces. Este resultado tannbien coincide con 

la observacion de que los anticuerpos especificos de la celulasa 20 K ALK04237 tambion reconocen una banda de 

proteina 20 K del medio de crecimiento de ALK04124 en el analisis Western (Figura 14). Las enzimas de ambas 

30 cepas dieron buenos resultados similares en los experimentos biolavado ala piedra (Ejemplos 3 y 4). 

Ejemplo 20 

Clonacion y secuenciaci6n de genes de celulasa 20 K ALK04237 de Melanocarpus albomyces 

Se cultivaron celulas XL1-Blue MRA (P2) de E. coli (Stratagene, EE.UU.) en LB + maltosa al 0,2 °A) + MgSO410 mM, 

y se diluyeron hasta D0600 = 0,5. Se infectaron las celulas con el biblioteca gen6mica de ALK04237 de 

35 Melanocarpus albomyces (Ejennplo 18) durante 15 min a 37 °C, y se sembraron con agar enzima de NZY en las 

placas de NZY. Se incubaron las placas a 37 °C durante una noche. Se transfirieron las placas a un filtro de nylon 

(Hybond, Amersham, RU) de acuerdo con las instrucciones de Stratagene. 

Se marco el fragmento de PCR purificado (Ejemplo 19) con digoxigenina de acuerdo con el manual "DIG DNA 

Labeling and Detection Nonradioactive, Application Manual". Se realize) la hibridacion a 68 °C. Se recogieron los 
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clones positivos en tamp6n SM/cloroformo, y se purificaron con una segunda serie de detecci6n. 

En dichas condiciones, se encontraron 4 clones positivos. Se realiz6 el aislamiento de ADN de bacteri6fago lambda 

a gran escala a partir de los clones de acuerdo con Sambrook et al, en "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 

segunda edici6n, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. Los ADN de fago se 

5 analizaron por digesti6n del ADN con varies enzimas de restricci6n, y el ADN digerido se hibrido con la sonda de 

PCR. Se aislaron tres fragmentos de hibridaci6n: fragmento EcoR 1 -Xho l de aproximadamente 2,6 kb, fragment° 

Xhol de aproximadamente 4,9 kb y fragmento Sac de aproximadamente 3 kb. Se insertaron dichos fragmentos en 

vector pBluescript II SK+ cortado de forma similar (Stratagene, EE.UU.), creando los plasmidos pALK1221, 

pALK1222 y pALK1223, respectivamente (Figura 18). 

10 Se secuencio el ADN de Melanocatpus albomyces en pALK1221 como se ha descrito en el Ejemplo 19. La 

secuencia de ADN que codifica la celulasa 20 K de Melanocatpus albomyces se muestra en la Figura 19. La 

secuencia es de 936 pb de longitud, y tiene una fase de lecture abierta (ORF) que codifica 235 anninoecidos; el gen 

tiene dos intrones. El sitio de procesamiento del peptido serial putativo este despues de la alanina-21, y el extremo N 

de la proteina madura comienza en alanina-22, corm lo sugieren los resultados de la secuenciaci6n de peptidos 

15 (Figura 17, peptido N° 429). La ORF predice una proteina con un peso molecular de 25,0 kDa para la preproteina de 

longitud complete, y de 22,9 kDa para la proteina madura. Esto coincide bien con los resultados obtenidos a partir 

del trabajo de purificacion de proteinas (Ejennplo 10). Estos resultados tambien verifican que la proteina de 

aproximadamente 35 kDa detectada previamente con el antisuero de celulasa 20 K (Ejemplo 10) es un producto 

genic() diferente a la celulasa 20 K. 

20 La celulasa 20 K de Melanocarpus albomyces parece pertenecer a la familia K de celulasas y a la familia 45 de 

glicosil hidrolasas (Henrissat y Bairoch, Biochem. J. 293:781-788 (1993)). La celulasa 20 K muestra homologia 

(aproximadamente 76 °A se identifica en el solapamiento de 235 aminoacidos) hacia la endoglucanasa V de 

Humicola insolens (EMBL: a23635), pero la celulasa 20 K tiene la caracteristica sorprendente de que no alberga el 

dominio de uni6n a celulosa (CBD) ni su enlazador, que son caracteristicos de la endoglucanasa V de Humicola 

25 insolens y otras endoglucanasas relacionadas (Schlilein et al, 1993, en: Suominen y Reinikainen (editores), 

"Foundation for Biotechnical and Industrial Fermentation Research", Helsinki, vol. 8, 109; Saloheimo et al. , 1994, 

Mol. Microbiol. 13, 219). Esta caracteristica de la celulasa 20 K puede explicar el excelente rendimiento de la enzima 

en los experimentos de biolavado a la piedra (Ejemplo 10). 

Ejemplo 21 

30 AmplificaciOn, clonacion y secuenciaci6n de DNA de celulasa 50 K con cebadores degenerados 

Los peptidos derivados de la celulasa 50 K (Table IX) comparten alguna homologia hacia la endoglucanasa I de 

Humicola grisea (DDBJ: D63516). Para amplificar el gen de celulasa 50 K mediante la reaccion en cadena de la 

polimerasa (PCR), se sintetizo un par de cebadores degenerados basados en las secuencias de peptidos (Table IX). 

El cebador 1 (507-128) se obtuvo de los aminoacidos N° 5-10 del peptido N° 507 (Table IX), y el cebador 2 (509-rev) 

35 se diseri6 como la cadena antisentido para los aminoacidos N° 4-9 del peptido 509 (Table IX). El orden de los dos 

peptidos en la proteina (y la naturaleza sentido-antisentido correspondiente de los cebadores) se dedujo de la 

comparacion con la endoglucanasa I de Humicola grisea . 

Cebador 1 (507-1 28) 

- G (Cl?) C44.(A/G) AC (A/C/G/T)
 CIA(A/G) CA(CiT) (A/0G 

40 Cebador 2 (509-rev) 

45 

5' -TA (A/C/O/VaC (A/c/c/T) ec (A/c/c/Vcc
 (A/c/c/T)Go (A/G)TT 

A 

En la reacciOn de PCR, se usaron 1,5 1.1g del ADN genomico de ALK04237 purificado (Ejemplo 18) como molde.
 Se 

us6 ADN polimerasa Dynazyme (Finnzynnes Ltd, Finlandia) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. 
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ADN de molde (0 , 3 fig/1.1 1 ) 5 p l 

Cebador 1 (0 , 5 pg/p 1 ) 1 pi l 

Cebador 2 (0 , 5 ligip l ) 1 I.1 1 

dNTP (2 mM) 5 m l 

1 0 x tampon de PCR 1 0 li l 

H20 des ion izada 79 p. I 

Dynazyme (2 U/1_1 1 ) 1 1-1 1 

Tota l 1 02 1,1 1 

La reacci6n de PCR se realize) en las siguientes condiciones: 

Etapa 1 95 °C 5 min 

Etapa 2 95 00 1 min 

Etapa 3 56 °C 1 min 

Etapa 4 72 °C 1 min 

Etapa 5 Pasar a la "etapa 2" 29 veces mas 

Etapa 6 72 °C 8 min 

Etapa 7 4 °C mantener 

Se analizaron 10 p.1 de la mezcla de reaccion por electroforesis en gel de agarosa, y se detecto una sole banda 

correspondiente a aproximadamente 160 pb de longitud. El resto del producto de PCR fue cargado para someterlo a 

5 electroforesis sobre gel de agarosa, y se extrajo la secciem de agarosa que contenia el fragmento de ADN y se 

purifice) mediante el metodo Magic PCR Preps (Promega, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. 

Se ligo el fragmento aislado con plasmido pBluescript II SK+ (Stratagene, EE.UU.), que habia sido digerido con 

endonucleasa EcoRV y ddT de cola segim lo descrito en Holton y Graham (1990) Nucl. Acids Res . 19, 1156. Se 

transformaron celulas XL-Blue de Escherichia coli cornpetentes (Stratagene, EE.UU.) con la mezcla de ligadura. Se 

10 aisle) ADN de plasmido de algunas de las colonias resultantes mediante el metodo Magic Minipreps (Promega, 

EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se analize) el ADN del plasmido por electroforesis en 

agarosa, y un don con las caracteristicas esperadas se designo pALK1064. 

Se secuencio el insert° (161 pb) en pALK1064 como se describe en el Ejemplo 19, y se encontre) que contenia una 

ORF, que predijo un peptido homdogo a la endoglucanasa I de Humicola gtisea (DDBJ: D63516). La ORF tambien 

15 codificaba el peptido N° 612 (Table IX) de la celulasa 50 K purificada. El ADN amplificado por PCR (edemas de los 

cebadores) corresponde a los nucleotidos 404-530 en la Figura 21. 

La PCR con los cebadores 507 y 590-rev con el ADN cromos6mico de ALK04124 como molde (Ejennplo 19) produjo 

un fragmento del mismo tamano que el producido a partir del ADN de ALK04237. Esto sugiere que ALK04124 de 

Myriococcum sp. tiene una proteina muy similar a la celulasa 50 K de ALK04237 de Melanocatpus albomyces. Esto 

20 tambien se ve apoyado por el hecho de que las enzimas de ambas cepas dieron buenos resultados similares en los 

experimentos de biolavado a la piedra. 

Ejemplo 22 

Clonacion y secuenciaci6n de genes de celulasa 50 K ALK04237 de Melanocarpus al bomyces 

Se prepar6 el banco genomico de ALK04237 de Melanocarpus albomyces para la hibridacion como se describe en 

25 el Ejemplo 20. Se marc6 con digoxigenina el fragmento de PCR purificado que portaba parte del gen de celulasa 

50K (Ejemplo 21) de acuerdo con el manual "DIG DNA Labeling and Detection Nonradioactive, Application Manual". 

Se realize) la hibridaci6n a 68 °C. Se recogieron los clones positivos en tampon SM/cloroformo, y se purificaron con 

una segunda serie de detecci6n. 

En dichas condiciones, se encontraron 10 clones positivos. Se realize) el aislamiento de ADN de bacteri6fago lambda 

30 a gran escala a partir de los clones de acuerdo con Sambrook et al, 1989. Los ADN de fago se analizaron por 
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digesti6n del ADN con varias enzimas de restriccion, y el ADN digerido se hibrido con la sonda de PCR especifica de 

la celulasa 50 K. Se aislaron cuatro fragmentos de hibridaci6n: fragmento e Sacl -Xhol de aproximadamente 2,8 kb, 

fragmento Sad l de aproximadamente 5 kb, fragmento Xhol de aproximadamente 3,2 kb y fragmento EcoRI de 

aproximadamente 2 kb. Se insertaron dichos fragmentos en vector pBluescript II SK+ cortado de forma similar 

5 (Stratagene, EE.UU.), creando los plasmidos pALK1234, pALK1233, pALK1226 y pALK1227, respectivamente 

(Figura 20). 

Se secuenci6 el ADN de ALK04237 de Melanocarpus albomyces a partir de los plasmidos especificos de la celulasa 

50 K mencionados anteriormente. El protocolo de secuenciacion se ha descrito en el Ejemplo 19. 

El ADN que codifica la celulasa 50 K de Melanocarpus albomyces se muestra en la Figura 21 (A y B). La secuencia 

10 revela una ORF de aproximadamente 1.363 pb de longitud, interrumpida por un intron. La ORE codifica 428 

aminoacidos. La proteina predicha tiene un peso molecular de 46,8 kDa y, tras la escision del parotid° serial, de 

44,8 kDa. Todos los peptidos de la Tabla IX se encuentran en la secuencia de proteina predicha (Figura 2), aunque 

algunos aminoacidos identificados con incertidumbre durante la secuenciaci6n de peptidos resultaron ser 

incorrectos. La proteina presenta homologia con la endoglucanasa I de Humicola grisea (DDBJ:D63516). 

15 Ejemplo 23 

AmplificaciOn, clonacion y secuenciaci6n de DNA de la celulasa B 50 K con cebadores degenerados (no 

forma parte de la invenciOn reivindicada) 

Los peptidos derivados de la celulasa B 50 K (Tabla X) comparten della homologia con la celobiohidrolasa I de 

Humicola gnsea (DDBJ:D63515). Para amplificar el gen de celulasa B 50 K mediante la reaccion en cadena de la 

20 polimerasa (PCR), se sintetizo un par de cebadores degenerados basados en las secuencias de peptidos (Tab la X). 

El cebador 1 (636) se obtuvo de los aminoacidos N° 1-5 del peptido N° 636 (Tabla X) (se supuso que el primer 

aminoacido era lisina, porque este peptido se aisle) tras la digestion con una proteasa que se escinde detras de las 

lisinas) y el cebador 2 (534-rev) se diseli6 como la cadena antisentido para los aminoacidos N° 3-8 del peptido N°  

534 (Tabla X). El orden de los dos peptidos en la proteina (y la naturaleza sentido-antisentido correspondiente de los 

25 cebadores) se dedujo de la comparaci6n con la endoglucanasa I de Humicola grisea . 

Cebador I (636) 

5'- AA (A/G ) CA(C/T) GA(A/G) TA(C/T) GG(A/C/G/T) AC 

Cebador 2 (534-rev) 

-CC (A/G)TA (A/G)AA (A/G)TC (A/C/G/T) GG (A/G)TT 

147 

30 En la reacci6n de PCR, se usaron 1,5 prg del ADN genomico de ALK04237 purificado (Ejemplo 18) como nnolde. Se 

us6 ADN polimerasa Dynazyme (Finnzymes Ltd, Finlandia) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. 

ADN de molde (0 , 3 j1g/m 1 ) 5 i_t 1 

Cebado r 1 (0 , 3 jig/p 1 ) 1 , 7 p i 

Cebador 2 (0 , 3 pg/m 1 ) 1 , 7 p l 

d NTP (2 mM) 5 

1 0 x tampon de PCR 1 0 Il l 

H20 des ion izada 80 pi 

Dynazyme (2 U/p 1 ) 1 r_t 1 

Tota l 1 04 ,4 
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La reacci6n de PCR se realizo en las siguientes condiciones: 

Etapa 1 95 °C 5 min 

Etapa 2 95 °C 1 min 

Etapa 3 48 °C 1 min 

Etapa 4 72°C 2 min 

Etapa 5 Pasar a la "etapa 2" 34 veces mas 

Etapa 6 72 °C 8 min 

Etapa 7 4 °C mantener 

Se analizaron veinte III de la mezcla de reaccion por electroforesis en gel de agarosa, y se detectaron unas cuantas 

bandas. Una de as bandas tenia un tamario aparente de 700 pb, tamano que coincidia con el tamano que cabia 

esperar al compararlo con el gen de celobiohidrolasa de grisea Humicola , en particular, si el fragment° contenia uno 

5 o mas intrones. Se purificaron los productos de PCR mediante el metodo Magic PCR Preps (Promega, EE.UU.) de 

acuerdo con las instrucciones del proveedor. 

Se ligo el fragmento aislado con plasmido pBluescript II SK+ (Stratagene, EE.UU.), que habia sido digerido con 

endonucleasa EcoRV y ddT de cola segOn lo descrito en Holton y Graham (1990) Nucl. Acids Res. 19, 1156. Se 

transformaron celulas XL-Blue de Escherichia coli competentes (Stratagene, EE.UU.) con la mezcla de ligadura. Se 

10 aislo ADN de plasmido de algunas de as colonias resultantes mediante el metodo Magic Minipreps (Promega, 

EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se analizo el ADN del plasmido por electroforesis en 

agarosa, y un don con insert° de aproximadamente 700 pb se design6 pALK1224. 

Se secuenci6 el insert() en pALK1224 como se describe en el Ejemplo 19, y se encontr6 que contenia una ORF que 

codificaba todo el peptido N° 636 de la celulasa B 50 K (Tabla X). La ORF predijo un peptido homologo a la 

15 celobiohidrolasa I de Humicola grisea (DDBJ: D63515). El ADN amplificado por PCR (adernas de los cebadores) 

corresponde a los nucleotidos 371-1023 de la Figura 23. 

Ejemplo 24 

Clonacion y secuenciacion del gen de celulasa B 50 K ALK04237 de Melanocarpus albomyces (no forma 

parte de la invenciOn reivindicada) 

20 Se prepar6 el banco gen6mico de ALK04237 de Melanocarpus albomyces para la hibridaciem como se describe en 

el Ejemplo 20. Se retir6 el insert° de pALK1224 por digestion del plasmido con las endoglucanasas de restricciOn 

EcoRI y HindI I I . Se proces6 el ADN plasmido digerido por electroforesis en agarosa. Se escindi6 la secci6n de 

agarosa que contenia el fragmento de ADN de aproximadamente 700 pb y se purifice) mediante el metodo Magic 

PCR Preps (Promega, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. 

25 Se marc6 el fragmento de PCR purificado de pALK1224 que portaba parte del gen de la celulasa B 50 K (Ejennplo 

23) con digoxigenina de acuerdo con el manual "DIG DNA Labeling and Detection Nonradioactive, Application 

Manual". Se realize) la hibridaciem a 68 °C. Se recogieron los clones positivos en tampOn SM/cloroformo, y se 

purificaron con una segunda serie de deteccion. 

En dichas condiciones, se encontraron 3 clones positivos. Se realizO el aislamiento de ADN de bacteri6fago lambda 

30 a gran escala a partir de los clones de acuerdo con Sambrook et a!, en "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 

segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989. Los ADN de fago se 

analizaron por digesti6n del ADN con varias enzimas de restriccion, y el ADN digerido se hibrid6 con la sonda de 

PCR especifica de la celulasa B 50 K. Se aislo un fragmento Notl de 3,5 kb de hibridacion, y se inserto en vector 

pBluescript II SK+ cortado de forma similar (Stratagene, EE.UU.), creando el plasmido pALK1229 (Figura 22). 

35 El extremo 5' del gen se encontr6 por hibridaci6n de los ADN de fago con el fragmento Notl -Pstl de 0,2 kb de 

pALK1229. Se aisle) un fragmento de hibridaci6n Pstl de 2,4 kb y se insert!) en vector pBluescript II SK+ cortado de 

forma similar (Stratagene, EE.UU.), creando el plasnnido pALK1236 (Figura 22). 

Se secuencio parte de los insertos de pALK1229 y pALK1236 como se describe en el Ejemplo 19. El ADN que 

codificaba la celulasa B 50 K de Melanocarpus albomyces se muestra en la Figura 23 (A y B). La secuencia revela 

40 una ORF de 1.734 pb de longitud interrumpida por cinco intrones. La ORF codifica 452 aminoacidos. La proteina 

predicha tiene un peso molecular de 49,9 kDa y, tras la escision del peptido sefial, de 47,6 kDa. Todos los peptidos 

de la Tabla X se encuentran en la secuencia de proteina predicha (Figuras 23A y B), aunque algunos aminoacidos 

identificados con incertidumbre durante la secuenciaci6n peptidica resultaron ser incorrectos. La proteina predicha 

presenta homologia con la celobiohidrolasa I de Humicola grisea (DDBJ:D63515) y otras celobiohidrolasas. Sin 
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embargo, la celulasa B 50 K tiene la caracteristica sorprendente de que no alberga el dominio de union a celulosa 

(CBD) ni su enlazador, que es caracteristica de la celobiohidrolasa I de Humicola grisea y muchas otras 

celobiohidrolasas. 

Ejemplo 25 

5 Deteccion de biblio teca gen6mica de ALK04237 de Melanocarpus albomyces con genes de celulasas de 

Trichoderma reesei 

Se prepar6 el banco gen6mico de ALK04237 de Melanocarpus albomyces para la hibridaci6n conno se describe en 

el Ejemplo 20. 

Se aislo un fragmento de ADN que portaba ADN especifico de cbh 1 de Ttichodenna reesei cortando el plasmido 

10 pTTc01 (Figura 24) con la endonucleasa de restricci6n Hincll, y aislando el fragmento de aproximadamente 1,6 kb 

del gel de agarosa tras la electroforesis. Se aisle) un fragmento de ADN que portaba ADN especifico de eg 12 de 

Trichoderma reesei cortando el plasmido pMS2 (Figura 25) con las endonucleasas de restriccion BamH I y EcoR I , y 

aislando el fragmento de aproximadamente 1,5 kb del gel de agarosa tras la electroforesis. La clonacion del gen 

cbh 1 se describe en Teen i et al. , Bioffechnology 1:696-699 (1983) y la secuencia de ADN se describe en Shoemaker 

15 et al., Bio/Technology 1 : 69 1 -696 (1983). El gen eg12 (originalmente denominado "eg13") se describe en Saloheimo et 

al. , Gene 63: 11-21 (1988). 

Se marcaron los fragmentos con digoxigenina de acuerdo con Boehringer, manual "DIG DNA Labeling and Detection 

Nonradioactive, Application Manual". Se realize) la hibridaci6n a 68 °C con la sonda cbh 1 y a 60 °C con la sonda eg12 . 

Se recogieron los clones positivos en tampon SM/cloroformo, y se purificaron con una segunda serie de detecci6n. 

20 En dichas condiciones, se encontraron 13 clones positivos en cbh 1 y 6 clones positivos en eg12 . Se hibrid6 un don a 

ambas sondas. Se aisle) el ADN de lambda de los clones como se ha descrito anteriormente. Se analizaron los ADN 

de fago por digesti6n del ADN con varias enzimas de restricci6n, y se hibrid6 el ADN digerido con las sondas de 

cbh 1 y eg12 . Los clones tambien se hibridaron con el fragmento de PCR especifico de la celulasa 20 K (Ejemplo 19). 

Un clon (lambda-16) fue claramente positivo, y otros dos clones (lambda-8/1 y lambda-5/2) fueron debilmente 

25 positivos; todos estos clones se recogieron originalmente con la sonda de cbh 1 . 

Se aisle) un fragmento EcoRI de aproximadamente 4 kb de lambda-16, que se hibrid6 tanto a la sonda de cbh 1 de 

Trichoderma reesei y como al fragmento de PCR especifico de la celulasa 20 K, del gel de agarosa tras la 

electroforesis, y se inserto en pBluescript II SK+ cortado de manera similar. El plasmido resultante se denomine) 

pALK1230 (Figura 26). 

30 Se secuenci6 parte del insert() de pALK1230 como se describe en el Ejemplo 19. El ADN no parece codificar la 

celulasa 20 K, pero codifica una proteina horndoga a varias celulasas, especialmente en la zona del dominio de 

union a celulosa (CBD). Asi pues, el producto genic° muy probablemente tiene una alta afinidad hacia el material 

celulosico y, por lo tanto, dicho producto genico fue designado proteina con CBD. La secuencia se muestra en la 

Figura 27. 

35 Se realizaron las reacciones de PCR con los cebadores 636 y 534-rev (Ejemplo 23) con el ADN de los 19 clones 

lambda como moldes. Un clon lambda, el lambda-3, dio una banda de aproximadamente 700 pb de tame)°, similar 

a la del Ejemplo 23 cuando se use) ADN cromos6mico de ALK04237 como nnolde. Dicho clon originalmente habia 

sido recogido por la sonda de cbh 1 de Trichoderma . Se digirie) el ADN lambda con varias endonucleasas de 

restricci6n, y se hibrido con la sonda especifica de la celulasa B 50 K. El clon mostr6 un patr6n de enzinnas de 

40 restriccion similar a los 3 clones del Ejemplo 24. Se concluye que lambda-3 tambien porta el gen de la celulasa B 

50K. 

Ejemplo 26 

Proteinas de fusiem (no forman parte de la invencion reivindicada) 

Se prepara un vector recombinante que codifica la celulasa 20 K, la celulasa 50K o la celulasa B 50 K mediante la 

45 fusion de la secuencia que codifica la celulasa con la secuencia de la celulasa o hemicelulasa de Trichoderma reesei 

o al menos un dominio funcional de dicha celulasa o hemicelulasa, como se describe en la patente de EE.UU. N° 

5.298.405, en el docunnento WO 93/24621 y en el informe del GenBank L25310, incorporados en el presente 

documento por referencia. Especialmente, la enzinna se selecciona del grupo que consiste en CBHI, CBHII, EGI, 

EGII, XYLI, XYLII y MANI, o un dominio de las mismas, tal como la setial de secrecion o la secuencia del niicleo. 

50 Se pueden construir proteinas de fusion que contengan una nnananasa N-terminal, o el dominio del nOcleo de 

celobiohidrolasa o endoglucanasa, o el dominio del nixie() y bisagra de las misnnas, fusionados a una de las 

secuencias de la celulasa de Melanoca rpus. El resultado es una proteina que contiene una mananasa N-terminal o 

regiones del nude°, o regiones del nucleo y bisagra de celobiohidrolasa o endoglucanasa, y una celulasa de 

Melanocarpus C-terminal. La proteina de fusiOn contiene tanto la mananasa o celobiohidrolasa o endoglucanasa de 

55 Trichoderma , como las actividades de celulasa de Melanocatpus de los diversos dominios, como se proporcionan en 
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la construcci6n de fusi6n. Como alternativa, en las construcciones se pueden incluir mutaciones que modifiquen las 

actividades de la mananasa o celobiohidrolasa o endoglucanasa de Trichoderma , o las actividades de celulasa de 

Melanocarpus . En este caso, las proteinas de fusion contienen tanto la actividad de la enzima Trichoderma 

modificada como la actividad de celulasa de Melanocarpus de los diversos dominios segOn lo dispuesto en la 

5 construccion de fusi6n. 

Tambien se pueden construir proteinas de fusion de nnanera que se coloque la cola de la mananasa o 

celobiohidrolasa o endoglucanasa o un fragmento deseado de las mismas, antes de una de las secuencias de 

celulasa de Melanocarpus, especialmente con el fin de permitir el uso de un sitio de proteasa inespecifico en la cola 

como sitio de proteasa para la recuperaci6n de la parte celulasa de Melanocarpus a partir de la proteina de fusi6n 

10 expresada. Como alternativa, se pueden construir proteinas de fusi6n para que proporcionen un sitio de proteasa en 

un enlazador sintetico que se coloque antes de una de las celulasas de Melanocarpus , con o sin las secuencias de 

la cola. 

Ejemplo 27 

Hospedadores 

15 Se prepara la construcci6n recombinante que codifica las proteinas de fusi6n deseadas o las proteinas de 

Melanocarpus como se ha descrito anteriormente, y se transforma en un hongo filamentoso tal como Aspergillus sp., 

preferentemente Trichoderma sp. 

Ejemplo 28 

Fondo de Trichoderma para la produccion de celulasa 20 K 

20 En el presente ejemplo, se describen experimentos de lavado a la piedra para determinar el fondo mas adecuado de 

las celulasas de Trichoderma para la producci6n de celulasa 20 K. El fin de dichos experimentos era determinar que 

celulasas de Trichoderma producirian retrotinci6n en el lavado a la piedra en condiciones neutras. 

Se seleccion6 la cepa ALK03620 de Trichoderma reesei (el gen de la endoglucanasa 2 esta eliminado) como 

hospedador de dichos experimentos. En estudios previos, se ha demostrado que la enzima EGII (endoglucanasa II) 

25 de Trichoderma tiene efectos perjudiciales en las estructuras de las fibras de algodOn y, por lo tanto, debilita las 

propiedades de resistencia de los tejidos que contienen algodon (En: Proceedings of the TIWC96 Conference, 1996, 

Vol 1(2), pag 197). 

Los experimentos de lavado a la piedra se realizaron a pH 6,5 y 7 como se describe en el Ejemplo 3, a excepci6n de 

que no se us6 Berol. 

30 Las preparaciones de celulasa de Trichoderma ensayadas fueron: 

ALK03133 (eg12 y cbh l eliminados) 

ALK03269 (eg12 y cbh l eliminados) 

ALK03268 (eg12 y cbh l eliminados). 

La dosis de las preparaciones de Trichoderma fue de aproximadamente 2,5 mg (= dosis baja, L) o de 

35 aproximadamente 5 mg (=dosis alta, H) de proteina total por g de tejido. Se usaron 0,4 mg de celulasa 20 K 

purificada por g de tejido cuando fue necesario. 

Los resultados de las mediciones del color de los tejidos de tela vaquera tratados se muestran en la Tabla XIX. 

Los resultados del lavado a la piedra muestran que el fondo de ALK03269 (eg12 y egl l eliminados) provoca menos 

retrotinci6n en condiciones neutras que el fondo de ALK03268 (eg12 y cbh l eliminados) o ALK03133 (eg12 y cbh2 

40 eliminados). Asi pues, el hospedador preferido para la producci6n de celulasa 20 K para el biolavado a la piedra es 

una cepa de tipo ALK03269. Aunque con concentraciones de celulasa 20 K mayores, el fondo de Trichoderma 

probablennente haya tenido muy escasa importancia. Un fondo de tipo ALK03269 es probablemente tan bueno para 

la producci6n de celulasa 50 K y celulasa B 50 K para el biolavado a la piedra como lo es para la producci6n de 

celulasa 20 K. 
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Tabla XIX. Mediciones del color de tejidos de tela vaquera tratados con diferentes preparaciones de celulasa 

de Trichoderma con (+) o sin (-) celulasa 20 K 

Prepa raci6n/ 

dos i s 

20 K 

+/- 

pH Lado derecho 

L b 
AE 

Lado de l relies 

L b 
AE 

- 6 , 5 2 , 2 1 , 1 3 , 1 0 , 7 0 , 1 1 ,4 

ALK03620/L 6 , 5 2 , 2 2 , 6 3 , 0 -0 , 7 2 , 6 2 , 9 

ALK03620/L + 6 , 5 5 , 5 4 , 0 7 , 7 - 1 , 3 5 , 0 5 , 5 

ALK03 1 33/L 6 , 5 1 , 9 2 , 2 3 , 7 0 , 2 1 , 6 2 , 3 

ALK03 1 33/H 6 , 5 4 , 2 1 , 9 4 , 5 - 1 , 5 3 , 3 4 , 8 

ALK03 1 33/L + 6 , 5 5 , 7 4 , 3 7 , 8 0 , 3 4 , 5 5 , 0 

ALK03 1 33/H + 6 , 5 8 , 5 4 , 0 9 , 4 - 1 , 4 5 , 9 7 , 8 

ALK03269/L 6 , 5 2 , 9 1 , 9 4 ,4 0 , 8 0 , 8 1 , 6 

ALK03269/H 6 , 5 4 , 3 1 , 5 4 , 5 0 , 6 1 , 3 2 , 6 

ALK03269/L + 6 , 5 6 , 6 4 , 2 8 , 7 1 , 1 4 , 0 4 , 3 

ALK03269/H + 6 , 5 7 , 9 3 , 9 8 , 5 0 , 7 3 , 7 5 , 1 

ALK03268/L 6 , 5 2 , 9 1 , 7 3 , 7 0 , 1 1 , 8 3 , 0 

ALK03268/H 6 , 5 4 , 2 2 , 0 4 , 3 -0 , 7 3 , 4 5 , 0 

ALK03268/L + 6 , 5 5 , 9 3 , 2 7 , 7 - 1 , 2 4 , 5 6 , 0 

ALK03268/H + 6 , 5 7 , 1 3 , 7 7 , 7 -2 , 0 5 , 8 7 , 3 

7 , 0 2 , 9 0 , 8 2 , 6 0 , 7 0 , 5 1 , 5 

ALK03620/L 7 , 0 3 , 3 1 , 2 1 , 9 1 , 7 0 , 3 1 , 1 

ALK03620/L + 7 , 0 6 , 7 • 3 ,4 5 , 6 1 , 1 3 , 2 2 , 9 

ALK03 1 33/L 7 , 0 3 , 2 1 , 0 1 ,4 0 , 6 0 , 6 0 , 9 

ALK03 1 33/L + 7 , 0 5 , 9 3 , 7 5 , 5 0 , 1 4 , 3 3 , 1 

ALK03269/L _ 7 , 0 3 , 6 1 , 2 2 , 2 1 , 3 -0 , 3 1 , 3 

ALK03269/L + 7 , 0 6 , 4 3 ,4 5 , 9 1 , 2 3 , 2 2 , 8 

ALK03268/L _ 7 , 0 2 , 9 1 ,4 3 , 9 0 , 5 0 , 4 2 , 5 

ALK03268/L + 7 , 0 8 , 4 3 , 1 9 , 6 1 , 1 3 , 5 4 , 6 

Ejemplo 29 

Producci6n de celulasa 20 K ALK04237 de Melanocarpus albomyces en T. reesei 

5 Se construyeron las cepas de Trichoderma reesei para la produccion de celulasa 20 K ALK04237 de Melanocarpus 

albomyces. Las cepas producen celulasa 20 K de Melanocarpus, y son incapaces de producir endoglucanasa II y 

celobiohidrolasa I o endoglucanasa I de T. reesei. Dichas preparaciones deficientes en actividad celulolitica de 

Trichoderma y la realizacion de las mismas mediante metodos de ADN reconnbinante se describen en el documento 

US 5.298.405 o en Suominen et a/. (1993), "High frequency one-step gene replacement in Trichoderma reesei. II. 

10 Effects of deletions of individual cellulase genes". Mol. Gen. Genet. 241: 523, incorporados en el presente 

documento por referenda. 

En la construcci6n de las cepas productoras de celulasa 20 K de Melanocatpus albomyces , la cepa parental de 

Trichodenna reesei ALK03620 se transform6 con los casetes de expresion del plasnnido pALK1231 o pALK1235 

(Figuras 28 y 29). En los casetes, la celulasa 20 K se expresa a partir del promotor potente de cbh l . La integracion 

15 de los casetes de expresi6n produjo los reemplazos de los genes parentales cbh l (pALK1231) o egll (pALK1235). 
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En la cepa hospedadora ALK03620, el gen eg12 se ha reemplazado por el fragmento de 3,3 kb Xba l -BglI l del gen 

ble de Streptoalloteichus hindustanus (Mattern et al. ((1988), "A vector of Aspergillus transformation conferring 

phleomycin resistance". Fungal Genet. Newslett. 35: 25.; Drocourt et a/. (1990) "Cassettes of the Streptoalloteichus 

hindustanus ble gene for transformation of lower and higher eukaryotes to phleomycin resistance". Nucl. Acids Res. 

5 18: 4009) usando los metodos de ADN recombinante descritos en el documento US 5.298.405, incorporada en el 

presente documento por referencia. 

Los plasmidos pALK1231 y pALK1235 que se usaron en la construccion de las cepas productoras de celulasa de 

Melanocarpus son identicos entre sí con respecto al promotor de cbh l , gen de la celulasa 20 K y el terminador de 

cbh l que se describen a continuacion: 

10 *promotor de cbh l (celobiohidrolasa 1) de T. reesei: el promotor es de VTT-D-80133 de Trichoderma reesei (Teen i et 

al. (1983) "The molecular cloning of the major cellulase gene from Trichoderma reeset . Bioffechnology 1: 696). En 

la construcciem, se use) el fragmento EcoRI-Sacll de 2,2 kb (Karhunen et al. (1993) "High frequency one-step gene 

replacement in Trichoderma reesei. I. Endoglucanase I overproduction". Mol. Gen. Genet. 241: 515). La secuencia 

de la zona del pronnotor que precede a ATG fue publicada por Shoemaker et al. (1983) "Molecular cloning of exo-

15 cellobiohydrolase from Trichoderma reesei strain L27". Bio/Technology 1. 691). Los Oltimos 15 nucleotidos del 

promotor de cbh l L27 de T. reesei (el sitio de SacII esta subrayado) son CCGCGGACTGGCATC (Shoemaker et al 

1983). Se ha secuenciado el promotor de cbh l de la cepa VTT-D-80133 de Trichoderma reesei en Alko Research 

Laboratories, y se ha observado una diferencia de un nucleotido en la secuencia de ADN de dentro de la regi6n 

nnencionada anteriormente. En la cepa VTT-D-80133 de T. reesei, la secuencia que precede a ATG es 

20 CCGCGGACTG/C/GCATC (El sitio de SacII esta subrayado, la citosina adicional en la secuencia de ADN esta entre 

barras). 

Se afiadieron los nucleotidos que faltaban del promotor (10 pb detras de SacII hasta el ATG), y se realize) la fusion 

del promotor exacto con el primer ATG de la celulasa 20 K de Melanoca tpus (vease mas adelante) usando el 

metodo de PCR (reacciOn en cadena de la polimerasa). Se secuenciaron la fusion y el fragmento de PCR para 

25 garantizar que no se habian producido errores en la reacci6n. En pALK1231, la zona promotor tambien esta 

funcionando como un ADN homologo (junto con el fragmento 3' de cbh 1 ; vease mas adelante) para dirigir la 

integracion del ADN transformante hacia el locus de cbh l . 

*Gen de la celulasa 20 K de Melanocalpus albomyces : la secuencia de nucleotidos y la secuencia de aminoacidos 

deducida del gen de la celulasa 20 K que codifica una celulasa de 20 kDa se presenta en el Ejemplo 20 (Figura 19). 

30 Se us6 un fragmento de 0,9 kb que partia del cod& ATG en ambos plasmidos. 

"Terminador de cbh l de T. reesei: se afiadi6 el fragmento Avail de 739 pb (Kaihunen et al. (1993) "High frequency 

one-step gene replacement in Trichodernna reesei. I. Endoglucanase I overproduction". Mol. Gen Genet. 241: 515) a 

partir de 113 pb antes del cod6n de TERMINACION del gen cbh l detras del gen de la celulasa 20 K para garantizar 

la terminaci6n de la transcripcion. 

35 Adernas del material descrito anteriormente, el plasmido pALK1231 contiene: 

*Gen amdS : el gen se ha aislado de VH1-TRSX6 de Aspergillus nidulans y se codifica para acetamidasa (Hynes et 

a/. (1983), "Isolation of genomic clones containing the amdS gene of Aspergillus nidulans and their use in the 

analysis of the structural and regulatory mutations". Mo/. Ce//. Biol. 3: 1430). La acetamidasa permite desarrollarse a 

la cepa usando acetamida como la Unica fuente de nitrogeno, y estas caracteristicas se han usado para la selecciOn 

40 de los transformantes. En los plasmidos, se usa el fragmento de 3,1 kb (Spel-Xba l ) del plasmido p3SR2 (Kelly J. y 

Hynes M. (1985) "Transformation of Aspergillus niger by the amdS gene of Aspergillus nidulans" . EMBO J. 4:475). El 

fragmento contiene 1.007 pb de la zona del promotor, 1.897 pb de la region codificante (intrones incluidos) y la zona 

del ternninador de 183 pb del gen amdS . 

"Fragmento 3' de cbh l : el fragmento se aisle) de ALK02466 de T. reesei usando el rescate del plasnnido (1,7 kb, 

45 BamHI-EcoRI, comenzando 1,4 kb despues de la TERMINACION del gen, Suominen et al. (1993) "High frequency 

one-step gene replacement in Trichoderma reesei. II. Effects of deletions of individual cellulase genes". Mol. Gen . 

Genet. 241:523). La cepa ALK02466 deriva de la cepa ALK0233 (Harkki et al. (1991), "Genetic engineering of 

Trichoderma to produce strains with novel cellulase profiles". Enzyme Microb. Technol. 13: 227). El fragmento 3' se 

usa junto con la zona del promotor para dirigir el gen de la celulasa 20 K hacia el locus cbh l mediante 

50 recombinacion hornologa. 

El plasmido pALK1235 contiene: 

"Gen hph : el gen que codifica la HmB fosfotransferasa se aisle) originalmente a partir de K-12 JM109 de E. coli 

(Yanish-Perron et al. (1985) "Improved M13 phage cloning vectors and host strains: nucleotide sequences of the 

M13mp18 and pUC19 vectors". Gene 33: 103) y confiere resistencia a la higromicina B (HmB). La resistencia a la 

55 higromicina (inactivada por fosforilaciOn mediante la HmB fosfotransferasa) se use) para la seleccion de los 

transformantes. El gen hph junto con el promotor de pki y el terminador de cbh2 (vease mas adelante) se aisla del 

plasmido pRLM.30 (Mach et al . "Transformation of Trichoderma reesei based on hygromycin B resistance using 

homologous expression signals". Curr. Genet. 25: 567) como un fragmento Notl -Pvul l de 2,2 kb. 
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"Promotor de pki: el promotor de pki de aproximadamente 0,75 kb (piruvato quinasa) para la expresion de hph se ha 

sintetizado par PCR usando ADN de QM9414 de T. reesei coma molde (Schindler et al. (1993) "Characterization of 

the pyruvate kinase-encoding gene (pkil) of Trichoderma reesei". Gene 130:271). 

*Terminador de cbh2: la secuencia del terminador de cbh2 se inicia inmediatamente despues del cod6n de 

5 TERMINACION del gen cbh2 (hasta el sitio Pvu l l de 0,5 kb del cod6n de TERMINACION; Mach et al. (1994) 

"Transformation of Trichodenna reesei based on hygromycin B resistance using homologous expression signals". 

Curr. Genet. 25: 567) y se angina a partir del plasmido pRLMex30. 

"Fragmento 5' de egll : el fragmento 5' de egl l de 1,8 kb (Sca l -Stu l ) se ha aislado de QM 6a de T. reesei (Mandels y 

Reese (1957) "Induction of cellulase in Trichoderma viridae as influenced by carbon sources and metals". J. 

10 Bacteriol. 73: 269). Este fragmento se encuentra aproximadamente 1,35 kb cadena arriba de la regi6n codificante de 

egl l , y se us6 para dirigir la integracion del ADN de transformacion hacia el locus de egl l . 

" Fragmento 3' de egl l : el fragmento 3' de egl l de 1,6 kb (Sca l -Xhol ) se aisle, coma el fragmento 5', de QM 6a de T. 

reesei. El fragmento esta situado 0,3 kb cadena abajo del extremo del gen egl l , y se us6 para la direccion del ADN 

de transformacion hacia el locus de egl l . 

15 En la construccion de los vectores, se usaron los metodos de ADN habituales descritos par Sambrook et a/. en 

"Molecular cloning: a laboratory manual", ll edicion. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 

Las enzimas de restricci6n, ADN ligasa de T4, el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa I, ADN polimerasa de 

T4, la polinucleOtido quinasa y la Taq polimerasa se adquirieron en Boehringer Mannheim, Alemania) y New England 

Biolabs (EE.UU.). Todas las enzimas se usaron de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El ADN del 

20 plasmido se aisle, usando columnas Qiagen (Qiagen GmbH, Alemania) o Promega Magic Minipreps (Promega, 

EE.UU.) de acuerdo con los protocolos del fabricante. Los oligonucleotidos usados en las reacciones de PCR y en 

las reacciones de secuenciaci6n fueron sintetizados par un sintetizador de ADN ABI (Applied Biosystems, EE.UU.) 

381A. La secuenciaci6n del ADN se realize coma se describe en el Ejemplo 19. 

Los fragmentos de ADN para la clonacien o las transformaciones se aislaron de geles de agarosa de bajo punto de 

25 fusion (FMC Bioproducts, EE.UU.) mediante el tratamiento con 13-agarasa I (New England Biolabs, EE.UU.) o 

mediante el uso del kit de extraccion en gel QIAEX (Qiagen GmbH, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del 

proveedor. 

ALK03620 de T. reesei se transform6 seg& lo descrito par Penttila et a/. (1987), "A versatile transformation system 

for the cellulolytic filamentous fungus Trichoderma reesef . Gene 61:155) con las modificaciones descritas en 

30 Karhunen et al. (1993) "High frequency one-step gene replacement in Trichoderrna reesei. I. Endoglucanase I 

overproduction". Mol. Gen. Genet. 241: 515). Se transfirieron los transformantes de T. reesei a un medio selectivo y 

se purificaron a traves de los conidios. Los transformantes se estabilizaron mediante su cultivo en medios inclinados 

selectivos para dos generaciones antes de la esporulacion en agar de dextrosa de patata. 

Ejemplo 30 

35 Caracteristicas de los transformantes productores de celulasa 20 K ALK04237 de Melanocarpus albomyces 

Se cultivaron los transformantes purificados en matraces agitadores en un media que contenia suero de leche al 

4 %, fuente de nitrogen° complejo al 1,5 % derivada de grano, KH2PO4 al 5 % y (NH4)2SO4 al 0,5 %. Los cultivos se 

cultivaron a 30 °C y 250 rpm durante 7 dias. 

Los sobrenadantes del cultivo se transfirieron directamente sabre filtros de nitrocelulosa mediante un aparato de 

40 transferencia puntual. Se detect, CBMH mediante inmunotinciOn usando un anticuerpo monoclonal especifico de 

CBMI CI-258 y EGI mediante el anticuerpo monoclonal especifico de El-2 (Aho et al. (1991) "Monoclonal antibodies 

against core and cellulose-binding domains of Trichoderma reesei cellobiohydrolases I and ll and endoglucanase l". 

Eur. J. Biochem. 200: 643) y el sistema AP de transferencia Western ProtoBlot (Promega. EE.UU.) de acuerdo con 

las recomendaciones del fabricante. 

45 Las cepas de T. reesei ALK03620/pALK1231/14, ALK03620/pALK1231/16, ALK03620/pALK1231/20 y 

ALK03620/pALK1231/59 no contienen el gen cbh l . El gen cbh l esta sustituido par el gen nnarcador amdS y la 

construcci6n de celulasa 20 K en el casete de expresion pALK1235. El reemplazo del gen cbh l se verifico en 

hibridaciones Southern. Las cepas de T. reesei ALK03620/pALK1235/40 y ALK03620/pALK1235/49 no contienen el 

gen egl l . El gen egl l esta reemplazado par el gen marcador hph y la construed& de celulasa 20 K en los casetes 

50 de expresion de pALK1235. El reemplazo del gen egl l se verified) en hibridaciones Southern. La cepa hospedadora 

ALK03620 usada en las transformaciones es deficiente en el gen eg12 (reemplazado par el gen ble de 

Streptoalloteichus hindustanus (Mattenn et al., 1988, Drocourt et al. , 1990). Asi pues, las cepas no producen los 

connponentes de celulasa EGII y CBHI o EGI de Trichoderma . 

Se procesaron muestras de los sobrenadantes de los cultivos en placas de gel de poliacrilamida que contenian SDS 

55 al 0,1% en el sistema de electroforesis Mini Protean II de Bio-Rad (EE.UU.). Se us6 el anticuerpo policlonal 

preparado contra la celulasa 20 K purificada para detectar la proteina producida en las transferencias Western. En la 
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deteccion, se use) el Sistema AP ProtoBlot de Promega. El resultado de la transferencia se muestra en la Figura 30. 

Los transformantes ALK03620/pALK1235/49, ALK03620/pALK1235/40, ALK03620/pALK1231/14 y 

ALK03620/pALK1231/16 (calles 1, 2, 4 y 5) producen una proteina que reacciona con el antisuero policlonal de la 

celulasa 20 K. El tannano de la proteina producida por los transformantes es igual at tamafio de la celulasa 20 K 

5 purificada (calle 6). ALK03620 (calle 3) no produce la proteina correspondiente. 

Las actividades de endoglucanasa de los transformantes se determinaron como se describe en el Ejemplo 10. 

Cuando se use carboximetilcelulosa (CMC) al 2 % como sustrato, la temperatura de reaccion se eleve) hasta 70 °C y, 

por lo tanto, la actividad de endoglucanasa de ALK03620 se inactive) por calor. Cuando se use) hidroxietilcelulosa at 

1 °A) como sustrato, la inactivaci& por calor se realize) antes de las mediciones de la actividad enzimatica. Se 

10 diluyeron las muestras de medio de crecimiento hasta HEPES 0,05 M, tampon a pH 7,0, y se incubaron durante 

20 min a 70 °C. La inactivacion por calor de la endoglucanasa I (la endoglucanasa principal que queda en 

ALK03620) fue casi completa. La actividad de los transformantes negativos en eg1 1 cay6 aproximadamente 30 % en 

la inactivacion por calor, lo que indica la inactivacion por calor menor de la celulasa 20 K. Las actividades de 

endoglucanasa se presentan en la Tabla XX. Cuando HEC fue el sustrato, la actividad de celulasa 20 K se extrapole) 

15 con la actividad antes del tratamiento termico dividiendo la actividad obtenida despues del tratamiento termico con 

0,7. 

Tabla XX. Actividades de endoglucanasa de transformantes de T. reesei que producen la celulasa 20 K de 

Melanocarpus albomyces 

S ustrato CMC 

70 °C , pH 7 ,0 

Act i v i dad de l a ce l u l asa 20 K 

(u n i dades a rt i fic i a les/m l ) 

H EC 

50 °C , pH 7 , 0 

ALK04237 -* 1 00** 

ALK03620 50*** 38*** 

ALK03620/pALK1 23 1 /1 4 2400 350 

ALK03620/pALK1 23 1 /1 6 2600 350 

ALK03620/pALK1 23 1 /20 6500 750 

ALK03620/pALK1 23 1 /59 6800 750 

ALK03620/pALK1 23 5/40 2400 325 

ALK03620/pALK1 23 5/49 2 1 00 350 

* s i n med i r 

20 *" sin activar termicamente, tambien contiene celulasa 50 K, celulasa B 50 K y otras actividades de 

celulasa. 

Actividad debida a las celulasas de Trichoderma . 

Las actividades de endoglucanasa de la cepa hospedadora de T. reesei ALK03620 son casi totalmente inactivadas 

por calor a 70 °C. Los transformantes productores de celulasa 20 K de Melanocatpus albomyces producen 

25 cantidades sustanciales de celulasa 20 K relativa estable al calor. El nivel de produccion de endoglucanasa de los 

transfornnantes es varias veces superior al de la cepa parental de celulasa 20 K ALK04237. 

Ejemplo 3 1 

Produccion de celulasa 50 K ALK04237 de Melanocarpus albomyces en T. reesei 

Se construyeron las cepas de Trichoderma reesei para la producci6n de celulasa 50 K ALK04237 de Melanocarpus 

30 albomyces. Las cepas producen celulasa 50 K de Melanocarpus y son incapaces de producir endoglucanasa II y 

celobiohidrolasa I o endoglucanasa I de T. reesei. En la construed& de las cepas productoras de la celulasa 50 K 

de Melanocarpus albomyces, se transformo la cepa parental ALK03620 de Trichoderma reesei con los casetes de 

expresi6n del plasmido pALK1238 o pALK1240 (Fig. 31 y 32). En los casetes, la celulasa 50 K se expresa a partir 

del promotor potente de cbh l . La integracion de los casetes de expresion produce los reennplazos de los genes 

35 parentales cbh l (pALK1238) o eg/1 (pALK1240). La clonacion y la transformaci6n se realizaron como se describe en 

el Ejemplo 29, excepto que el gen de la celulasa 20 K fue reemplazado por el gen de la celulasa 50 K (fragmento de 

1,7 kb a partir del cod& ATG) descrito en el Ejemplo 22. A continuacion, se caracterizaron los transformantes 

productores de la celulasa 50 K de Melanocarpus albomyces de manera similar al Ejemplo 30 con las modificaciones 

obvias para el expert° en la materia. Los transformantes productores de la celulasa B 50 K y la proteina con CBD de 

40 Melanocarpus albomyces se pueden crear de manera similar a los Ejennplos 29 y 30 con las modificaciones obvias 

para el experto en la materia. 

47 

ES 2 525 677 T3

 



5 

Habiendose descrito ahora la invencion por completo, los expertos en la materia entenderan que la invencion se 

puede Ilevar a cabo en un intervalo amplio y equivalente de condiciones, parametros y similares, sin afectar at 

espiritu ni al alcance de la invencion, ni a cualquier realizacion de la misma. Todas las referencias citadas en el 

presente documento se incorporan en su totalidad en el presente documento por referencia. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

5 

(1) INFORMACION GENERAL: 

(i) SOLICITANTE: 

(A) NOMBRE: Primalco Ltd 

(B) CALLE: Valta-akseli 

10 (C) CIUDAD: Rajamaki 

(E) PAIS: Finland 

(F) CODIGO POSTAL: 05200 

(G) TELEFONO: +358 9 13311 

(H) TELEFAX: +358 9 133 1236 

15 

(ii) TITULO DE LA INVENCION: NUEVAS CELULASAS, GENES QUE LAS CODIFICAN Y USOS DE LAS 

MISMAS 

(iii) NUMBER DE SECUENCIAS: 37 

20 

(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR: 

(A) TIPO DE MEDIO: Disquete 

(B) ORDENTADOR: Ordenador compatible con IBM 

25 (C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Versi6n #1.30 (EPO) 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:1: 

30

  

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 30 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

35 (D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

40 (A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

45 (B) LOCALIZACION:1..30 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= N0_429 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:1: 

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

1 5 10 15 

Gly Trp Ars Gly Lys Gly Pro Val Asn Gin Pro Val Tyr Ser 

50 20 25 30 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:2: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

55 (A) LONGITUD: 7 aminoacidos 

(B) TIPO: anninoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

60 (ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 
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(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

5 (A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..7 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= N0_430 

10 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:2: 

Tyr Gly Gly Ile Ser Ser Arg 

1 5 

15 (2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:3: 

(i) CARACTERiSTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 4 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

20 (C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGiA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

25 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERiSTICAS: 

30 (A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..4 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= N0_431 

35 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:3: 

Cys Gly Trp Arg 

1 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:4: 

40 (i) CARACTER1STICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 6 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

45 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albonnyces 

50 (B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..6 

55 (D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= N0_432 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:4: 

Pro Ser Cys Gly Trp Arg 

60 1  

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:5: 
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 6 aminoacidos 

(B) TIPO: anninoacido 

5 (C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

10 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albonnyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

15 (A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..6 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= N0_433 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:5: 

Tyr Trp Asp Cys Cys Lys 

1 5 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:6: 

20 

25 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 17 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

30 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

35 (B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTER1STICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..17 

40 (D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= N0_439 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:6: 

Gin G1u Cys Asp Ser Phe Pro Glu Pro Leu Lys Pro Gly Cys Gin Trp 

1 5 10 15 

Arg 

45 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:7: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 8 aminoacidos 

50 (B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

55 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albonnyces 

(B) CADENA: ALK04237 

60 (ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 
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(B) LOCALIZACION:1..8 

(D) INFORMACION ADICIONALletiqueta= fr9 

 

Arg His Asp Asp Gly Gly Phe Ala 

1 5 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:8: 

10 (i) CARACTER1STICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 7 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:7: 

5 

15 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

20 (B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..7 

25 (D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= fr14 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:8: 

Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro 

30 1 5 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:9 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

35 (A) LONGITUD: 18 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

40 (ii) TIPO MOLECULA: peptido 

45 

50 

55 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albonnyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..18 

(D) INFORMACION ADICIONALletiqueta= fr16 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:9: 

Gly Lys Gly Pro Val Asn Gin Pro Val Tyr Ser Cys Asp Ala Asn Phe 

1 5 10 15 

Gin Arg 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:10: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

60 (A) LONGITUD: 10 aminoacidos 

(B) TIPO: anninoacido 
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5 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

10 (ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..10 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta=fr17 

15 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:10: 

Val gin Cys Pro Glu Glu Leu Val Ala Arg 

1 5 10 

20 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:11: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 15 aminoacidos 

25 (B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

30 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

35 (ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..15 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= fr28 

40 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:11: 

Asp Trp Phe Gin Ann Ala Asp Asn Pro Ser Phe Thr Phe Glu Arg 

1 5 10 15 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:12: 

45 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 30 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

50 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

55 (B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1_30 

60 (D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= fr30 
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:12: 

Thr Met Val Val Gin Ser Thr Ser Thr Gly Gly Asp Len Gly Ser Asn 

1 5 10 15 

His Phe Asp Leu Asn Ile Pro Gly Gly Gly Val Gly Len Phe 

20 25 30 

5 (2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:13: 

(i) CARACTER1STICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 10 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

10 (C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

15 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

20 (A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..10 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_507 

25 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:13: 

Val Tyr lieu Leu Asp Glu Thr Glu His Arg 

1 5 10 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:14: 

30

  

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 12 aminoacidos 

(B) TIPO: anninoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

35 (D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

40 (A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

45 (B) LOCALIZACION:1..12 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_509 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:14: 

Xaa Xaa Leu Asn Pro Gly Gly Ala Tyr Tyr GlY Thr 

50 1 5 10 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:15: 

55 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 17 anninoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 
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(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

5 (A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTER1STICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

10 (B) LOCALIZACION:1..17 

(D) INFORMACION ADICIONALletiqueta= No_563 

15 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:15: 

Met Ser Glu Gly Ala Glu Cys Glu Tyr Asp Gly Val Cys Asp Lys Asp 

1 5 10 15 

Gly 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO16: 

20 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 14 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGiA: lineal 

25 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

30 (B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..14 

35 (D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_565 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:16: 

Asn Pro Tyr Arg Val Xaa Ile Thr Asp Tyr Tyr Gly Asn Ser 

1 5 10 

40 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:17: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 24 aminoacidos 

45 (B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGiA: lineal 

50 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

55 (ix) CARACTER1STICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..24 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_603 
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:17: 

Asp Pro Thr dy Ala Arg Ser Glu Leu Asn Pro Gly Gly Ala Tyr Tyr 

1 S 10 15 

Gly Thr Gly Tyr Xaa Asp Ala Gin 

20 . 

5 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 13 anninoacidos 

10 (B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

15 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

20 (ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..13 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_605 

25 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:: 18 

Xaa Xaa Val Pro Asp Tyr His Gin His Gly Val Asp Ala 

1 5 10 

30 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:19 

(i) CARACTER1STICAS DE LA SECUENCIA: 

35 (A) LONGITUD: 12 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

40 (ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

45 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..12 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_610 

50 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO::19 

Asn Glu Met Asp Ile Xaa Glu Ala Asn Ser Arg Ala 

1 5 10 

55 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 20 

(i) CARACTER1STICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 25 aminoacidos 

60 (B) TIPO: aminoacido 
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5 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

10 (ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..25 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_611 

15 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO::20 

Leu Pro Xaa Gly Met Asn Ser Ala Leu Tyr Leu Ser Glu Met Asp Pro 

1 5 10 15 

Thr Gly Ala Arg Ser Glu Leu Asn Pro 

20 25 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 21 

20 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 21 anninoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

25 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

30 (B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..21 

35 (D) INFORMACION ADICIONALletiqueta= No_612 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:21: 

Val Glu Pro Ser Pro Glu Val Thr Tyr Ser Asn Leu Arg Xaa Gly Glu 

1 5 10 15 

Ile Xaa Gly Xaa Phe 

20 

40 (2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:22 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 19 anninoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

45 (C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

50 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

57 
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(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

5 (A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..19 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_619 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:22: 

Asp Gly Cys Gly Trp Asn Pro Tyr Arg Val Val Ile Thr Thr Asp Tyr 

1 5 10 15 

10 Tyr Asn Asn 

(2) INFORMAC ION PARA LA SEC. ID NO:23 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 10 aminoacidos 

15 (B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGiA: lineal 

20 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

25 (ix) CARACTER1STICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..10 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_620 

30 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:23: 

Leu Pro Cys Gly Met Xaa Ser Ala Leu Tyr 

1. 5 10 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:24 

35 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 22 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGiA: lineal 

40 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

45 (B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERiSTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..22 

50 (D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_621 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:24: 

Ala Asp Gly Cys Gin Pro Arg Thr Asn Tyr Ile Val Lett Asp Asp Leu 
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1 5 10 15 

Leu His Pro Xaa Xaa Gin 

20 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 25 

5 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 9 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

10 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

15 (B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..9 

20 (D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_534 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:25: 

Val Gly Asa Pro Asp Phe Tyr Gly Lys 

1 5 

25 (2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 26 

(i) CARACTER1STICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 8 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

30 (C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

35 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

40 (A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..8 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_535 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:26: 

Phe Gly Pro Ile Gly Ser Thr Tyr 

45 1 5 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO:27: 

(i) CARACTER1STICAS DE LA SECUENCIA: 

50 (A) LONGITUD: 12 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

59 
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(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

5 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

10 (A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..12 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_631 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:27: 

Leu Ser Gin Tyr Phe Ile Gin Asp Gly Glu Arg Lys 

15 1 5 10 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 28 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

20 (A) LONGITUD: 11 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

25 (ii) TIPO MOLECULA: peptido 

30 

35 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTER1STICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..11 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= No_632 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:28: 

Phe Thr Val Val Ser Arg Phe Glu Glu Asn Lys 

1 5 10 

40 (2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 29 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 19 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

45 (C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

50 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

55 (A) NOMBRE/CLAVE: Peptido 

(B) LOCALIZACION:1..19 

(D) INFORMACION ADICIONALletiqueta= No_636 

60 
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(xi) DESCRIPC ION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:29: 

His Glu Tyr Gly Thr Asn Val Gly Ser Arg Phe Tyr Leu Met Asn Gly 

1 10 15 . 

Pro Asp Lys 

5 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 30: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 936 pares de bases 

10 (B) TIPO: acid° nucleico 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

15 

(ii) TIPO MOLECULA: ADN (genomico) 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albonnyces 

(B) CADENA: ALK04237 

20 (ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: exon 

(B) LOCALIZACION:33..115 

(D) INFORMACION ADICIONAL: codon de iniciacion= 33 /producto= "20K-celulasa" 

25 (ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: ex6n 

(B) LOCALIZACION:187...435  

(D) INFORMACION ADICIONAL: /producto: "20K-celulasa" 

30 (ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: exon 

(B) LOCALIZACION:506...881  

(D) INFORMACION ADICIONAL: /producto: "20K-celulasa" 

35 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:30: 
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TCGCCCCTAA CCGAGAACCA AAGACTCCAA GAATGCGCTC 

TCCTGGCCGC AGCATTGCCC CTCGGGGCCC TCGCCGCCAA 

TGATCACCCG CCTCATTACG CGTGCCGACC GGACCGCGTT 

ATCCAGATAC TGGGACTGCT GCAAGCCGTC GTGCGGCTGG 

CCAGCCCGTC TACTCGTGCG ACGCCAACTT CCAGCGCATC 

GGGCTGCGAG GGCGGCCCCG CCTTCTCGTG CGCCGACCAC 

CAACCTCTCG TACGGCTTCG CGGCGACTGC ACTCAGCGGC 

CTGTGCCTGC TACGCGTGAG TGTGCTTGGG CCCAACGTCG 

ACTGACCCAG CGACCCGCTC GCCAGTCTGA CCTTTACATC 

CCATGGTCGT CCAGTCGACC AGCACGGGCG GCGACCTCGG 

ACATCCCCGG CGGCGGCGTC GGCCTCTTCG ACGGCTGCAC 

CGGGCGCACG GTACGGCGGC ATCTCGTCGC GCCAGGAGTG 

TCAAGCCOGG CTGCCAGTGG CGCTTCGACT GGTTCCAGAA 

CCTTCGAGCG GGTCCAGTGC CCCGAGGAGC TGGTCGCTCG 

ACGACGGCGG CTTCGCCGTC TTCAAGGCCC CCAGCGCCTG 

CGTGTGACGG CAGCTACGTG GAACGACCTG GAGCTC 

5 (2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 31: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 235 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

10 (C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: proteina 

15 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

TACTCCCGTT CTCCGCGCCC 

CGGTCAGTCC ACGAGGUAC 

CAGGGCTCAC TGCTCACCGC 

CGCGGAAAGG GCCCCGTGAA 

CACGACTTCG ATGCCGTCTC 

AGCCCCTGGG CCATTAATGA 

CAGACCGAGG AGTCGTGGTG 

GTGATTCCGG AGTTCAGACC 

GGGTCCCGTG GCCGGCAAGA 

CAGCAACCAC TTCGACCTCA 

TCCCCAGTTC GGCGGCCTCC 

CGACTCGTTC CCCGAGCCGC 

CGCCGACAAC CCGTCCTTTA 

GACCGGCTGC AGGCGCCACG 

ATCCGTTTTT GGGCAGTGTC 

(ix) CARACTERISTICAS: 

20 (A) NOMBRE/CLAVE: Proteina 

(B) LOCALIZACION:1..235 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= 20K-celulasa 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:31: 

60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

936 
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Met Axg Ser Thr Pro Val Leu Arg Ala Len Len Ala Ala Ala Len Pro 

1 5 10 15 

Len Gly Ala Len Ala Ala Asn Gly Gin Ser Thr 

20 25 

Cys Lys Pro Ser Cys Gly Trp Mg Gly Lys Gly 

35 40 

Val Tyr Ser Cys Asp Ala Asn Phe Gin Arg Ile 

50 55 

Val Set Gly Cys Gin Gly Gly Pro Ala Phe Set 

65 70 75 

Pro Trp Ala Ile Asn Asp Asn Len Set Tyr Gly 

85 90 

Leu Ser Gly Gin Thr Glu Glu Ser Trp Cys Cys 

100 105 

Thr Phe Thr Ser Gly Pro Val Ala Gly Lys Thr 

115 120 

Thr Set Thr Gly Gly Asp Len Gly Ser Asn His 

130 135 

Pro Gly Gly Gly Val Gly Leu Phe Asp Gly Cys 

145 150 155 

Gly Len Pro Gly Ala Mg Tyr Gly Gly Ile Ser 

165 170 

Asp Set Phe Pro Glu Pro Leu Lys Pro Gly Cys 

180 185 

Trp Phe Gin Asn Ala Asp Asn Pro Set Phe Thr 

195 200 

Cys Pro Glu Glu Len Val Ala Mg Thr Gly Cys 

210 215 

Gly Gly Phe Ala Val Phe Lys Ala Pro Ser Ala 

225 230 235 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 32 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

5 (A) LONGITUD: 1894 pares de bases 

(B) TIPO: acido nucleico 

(C) TIPO DE CADENA: simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

10 (ii) TIPO MOLECULA: ADN (genornico) 

15 

20 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

Mg Tyr Trp Asp Cys 

30 

Pro Val Asn Gin Pro 

45 

His Asp Phe Asp Ala 

60 

Cys Ala Asp His Ser 

80 

Phe Ala Ala Thr Ala 

95 

Ala Cys Tyr Ala Len 

110 

Met Val Val Gin Set 

125 

Phe Asp Len Asn Ile 

140 

Thr Pro Gin Phe Gly 

160 

Set Mg Gin Gin Cys 

175 

Gin Trp Mg Phe Asp 

190 

Phe Glu Mg Val Gin 

205 

Arg Mg His Asp Asp 

220 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: ex6n 

(B) LOCALIZACION:233..838 

(D) INFORMACION ADICIONAL/producto= "50K-celulasa" 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: exon 

(B) LOCALIZACION:916..1596 

63 
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(D) INFORMACION ADICIONAL/producto= "50K-celulasa" 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:32: 

GAATTCGGGG GTTGCCAGGG AGTCGTACAG GGGTGGGTGG AGGGGGATGG GGGATGGAAG 60 

GGGGATGGAG AAGAAAGCAT ATATGGGACG TTTGTGCTCG CCGGCTCCCC TCTGCCACGT 120 

TCCCTTGCCT CCTTGCCTGG GTTGTTGTTG GTCTTCCCTT CACCATCCGA CAAACCAACC 180 

TGCTGCGGGT GAACTCGCAG AGCGCCTTCG GACGACGACA GACAGACGCA CCATGACTCG 240 

CAACATCGCC CTGCTCGGCG CCGCGTCGGC GCTCCTGGGC CTCGCCCACG GCCAGAAGCC 300 

GGGCGAGACG CCCGAGGTGC ACCCGCAGCT GACGACGTTC CGGTGCACCA AGGCGGACGG 360 

GTGCCAGCCG CGGACCAACT ACATTGTGCT GGACTCGCTG TCGCACCCGG TGCACCAGGT 420 

GGACAACGAC TACAACTGCG GCGACTGGGG GCAGAAGCCC AACGCGACGG CGTGCCCGGA 480 

CGTCGAGTCG TGCGCGCGCA ACTGCATCAT GGAGGGCGTG CCCGACTACA GCCAGCACGG 540 

CGTCACGACG AGCGACACGT CGCTGCGCCT GCAGCAGCTC GTCGACGGCC GCCTCGTCAC 600 

GCCGCGCGTC TACCTGCTCG ACGAGACCGA GCACCGCTAC GAGATGATGC ACCTGACCGG 660 

CCAGGAGTTC ACCTTTGAGG TCGACGCCAC CAAGCTGCCC TGCGGCATGA ACAGCGCCCT 720 

CTACCTGTCC GAGATGGACC CGACCGGCGC CCGGAGCGAG CTCAACCCCG GCGGTGCCTA 780 

CTACGGCACC GGCTACTGCG ACGCCCAGTG CTTCGTGACG CCATTCATCA ACGGCATTGT 840 

GAGTGTTCCC CTTTGGCCCC CCCCCTGAAA ATAGATGTAC CTGGGTGCTA ACCCCGGGGT 900 

GTCGCACCAA AACAGGGCAA CATCGAGCGC AAGGGCTCGT GCTGCAACGA GATGGACATC 960 

TGGGAGGCCA ACTCGCGGGC GACGCACGTG GCGCCGCACA CGTGCAACCA GACGGGTCTG 1020 

TACATGTGCG AGGGCGCCGA GTGCGAGTAC GACGGCGTGT GCGACAAGGA CGGGTGCGGG 1080 
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TGGAACCCGT ACCGGGTCAA CATCACCGAC TACTACGGCA ACTCGGACGC GTTCCGCGTC 1140 

GACACGCGGC GGCCCTTCAC CGTGGTGACG CAGTTCCCGG CCGACGCCGA GGGCCGGCTC 3.2 00 

GAGAGCATCC ACCGGCTGTA CGTGCAGGAC GGCAAGGTGA TCGAGTCGTA CGTCGTCGAC 12 6 0 

GCGCCGGGCC TGCCCCGGAC CGACTCGCTC AACGACGAGT TCTGCGCCGC CACGGGCGCC 1 3 2 0 

GCGCGCTACC TCGACCTCGG CGGCACCGCG GGCATGGGCG ACGCCATGAC GCGCGGCATG 13 8 0 

GTGCTGGCCA TGAGCATCTG GTGGGACGAG TCCGGCTTCA TGAACTGGCT CGACAGCGGC 1440 

GAGGCCGGCC CCTGCCTGCC CGACGAGGGC GACCCCAAGA ACATTGTCAA GGTCGAGCCC 1 5 0 0 

1 5 6 0 AGCCCCGAGG TCACCTACAG CAACCTGCGC TGGGGCGAGA TCGGGTCGAC CTTTGAGGCC 

GAGTCCGACG ACGACGGCGA CGGCGACGAC TGCTAGATAA CTAACTAGTG GGCGGAAAGG 1 6 2 0 

16 8 0 GCGGGGGATG CGTAACTTAC ATACAGCCCG GAGTTGTTTT GAGTGTAGAG TATTGAGCTT 

TCGATGTGTT AGTTGAGTGG AATGGAAAAT TCGCGTCTTT GCCCCGGTGG TTGCGATAAA 17 4 0 

CAATAGTCGG CTGGTGCATT TGTGACACTT CAATTGCGCT GTTGGCTTGC TGACAGACAC 1800 

GGCAGCGTCG ATGACCCGAC ACCCAGAATA ATTCGCATGG TTGATTATGT TATTGTGCTT 1 8 6 0 

TAAATCGGAG GCTGATGCTC ATCTCTTCGA ATTC 1 8 94 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 33: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 428 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

10 (D) TOPOLOGIA: lineal 

5 

(ii) TIPO MOLECULA: proteina 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

15 (A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Proteina 

20 (B) LOCALIZACION:1..428  

(D) INFORMACION ADICIONALletiqueta= 50K-celulasa 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:33: 

Met Thr Arg Asn Ile Ala Leu Leu (fly Ala Ala Ser Ala Leu Leu (fly 

1 5 10 15 

Leu Ala His Gly Gin Lys Pro Gly Glu Thr Pro Glu Val His Pro Gin 

25 20 25 30 
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Leu Thr Thr Phe Arg Cys Thr Lys Ala Asp Gly Cys Gin Pro Arg Thr 

35 40 45 

Asn Tyr Ile Val Leu Asp Ser Len Ser His Pro Val His Gin Val Asp 

50 55 60 

Amu Asp Tyr Asn Cys Gly Asp Trp Gly Gin Lys Pro Asn Ala Thr Ala 

65 70 75 80 

Cys Pro Asp Val Gin Ser Cys Ala Axg Asn Cys Ile Met Gin Gly Val 

85 90 95 

Pro Asp Tyr Ser Gin His Gly Val Thr Thr Ser Asp Thr Ser Leu Arg 

100 105 110 

Leu Gin Gin Len Val Asp Gly Arg Leu Val Thr Pro Arg Val Tyr Len 

115 120 125 

Leu Asp Gin Thr Gin His Arg Tyr Glu Met Met His Len Tbr Gly Gin 

130 135 140 

Gin Phe Thr Phe Glu Val Asp Ala Thr Lys Leu Pro Cys Gly Met Asn 

145 150 155 160 

Ser Ala Leu Tyr Len Ser Glu Met Asp Pro Thr Gly Ala Arg Ser Glu 

165 170 175 

Len Asn Pro Gly Gly Ala Tyr Tyr Gly Thr Gly Tyr eye Asp Ala Gin 

180 les 190  

Cys Phe Val Thr Pro Phe Ile Asn Gly lie Gly Asn Ile Glu Gly Lys 

195 200 205 

Gly Ser Cys Cys Ass Glu Met Asp Ile Trp Glu Ala Asn Ser Arg Ala 

210 215 220 

Thr His Val Ala Pro His Thx Cys Asn Gin Thx Gly Len Tyr Met Cys 

225 230 235 240 

Gin Gly Ala Glu Cys Gin Tyr Asp Gly Val Cys Asp Lys Asp Gly Cys 

245 250 255 

Gly Trp Asn Pro Tyr Arg Val Ass Ile Thr Asp Tyr Tyr Gly Asn Ser 

260 265 27-0 

Asp Ala Phe Arg Val Asp Thr Arg Arg Pro Phe Thr Val Val Thr Gin 

275 280 285 

Phe Pro Ala Asp Ala Glu Gly Arg Leu Gin Ser Ile His Arg Leu Tyr 

290 295 300 

Val Gin Asp Gly Lys Val Ile Gin Ser Tyr Val Val Asp Ala Pro Gly 

305 310 315 320 
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Leu Pro Arg Thr Asp Ser Leu Asn Asp Glu Phe Cys Ala Ala Thr Gly 

325 330 335 

Ala Ala Arg Tyr Leu Asp Leu (fly Gly Thr Ala Gly Met Gly Asp Ala 

340 345 350 

Met Thr Arg Gly Met Val Leu Ala Met Ser Ile Trp Trp Asp Glu Ser 

355 360 365 

Gly Phe Met Asn Trp Leu Asp Ser Gly Glu Ala Gly Pro Cys Leu Pro 

370 375 380 

Asp Glu Gly Asp Pro Lys Asn Ile Val Lys Val Glu Pro Ser Pro Glu 

385 390 396 400 

Val Thr Tyr Ser Asn Leu Arg Trp Gly Glu Ile Gly Ser Thr Phe Glu 

405 410 415 

Ala Glu Ser Asp Asp Asp Gly Asp Gly Asp Asp Cys 

420 425 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 34 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 2000 pares de bases 

(B) TIPO: acid° nucleico 

(C) TIPO DE CADENA: simple 

10 (D) TOPOLOGiA: lineal 

5 

(ii) TIPO MOLECULA: ADN (gen6mico) 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

15 (A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: exOn 

20 (B) LOCALIZACION:154..729 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/producto= "50K-celulasa B" 

(ix) CARACTER1STICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: ex6n 

25 (B) LOCALIZACION:810..946 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/producto= "50K-celulasa B" 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: exon 

30 (B) LOCALIZACION:1018..1230 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/producto= "50K-celulasa B" 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: ex6n 

35 (B) LOCALIZAC ION:1308..1551 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/producto= "50K-celulasa B" 

(ix) CARACTERiSTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: exon 

40 (B) LOCALIZACION:1637..1767 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/producto= "50K-celulasa B" 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: exon 

45 (B) LOCALIZACION:1831..1888 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/producto= "50K-celulasa B" 
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:34: 

CCCGGTCTGG AGACGGGGAG CGCGCCAGCG ACGCAGGATA AGAAGGCGAC GACCGCGCCT 6 0 

CCGAGCCAGG CCCAGGACAG CAGGAGAACT CGCCACGCGC AAGCAGCACG CCCGATCGAC ' 1 2 0 

AGTGTCCCGC TCTGCCCACA GCACTCTGCA ACCATGATGA TGAAGCAGTA CCTCCAGTAC 18 0 

CTCGCGGCCG CGCTGCCGCT CGTCGGCCTC GCCGCCGGCC AGCGCGCTGG TAACGAGACG 24 0 

CCCGAGAACC ACCCCCCGCT CACCTGGCAG AGGTGCACGG CCCCGGGCAA CTGCCAGACC 3 00 

GTGAACGCCG AGGTCGTCAT TGACGCCAAC TGGCGCTGGC TGCACGACGA CAACATGCAG 3 6 0 

AACTGCTACG ACGGCAACCA GTGGACCAAC GCCTGCAGCA CCGCCACCGA CTGCGCTGAG 420 

AAGTGCATGA TCGAGGGTGC CGGCGACTAC CTGGGCACCT ACGGCGCCTC GACCAGCGGC 4 8 0 

GACGCCCTGA CGCTCAAGTT CGTCACCAAG CACGAGTACG GCACCAACGT CGGCTCGCGC 54 0 

TTCTACCTCA TGAACGGCCC GGACAAGTAC CAGATGTTCA ACCTCATGGG CAACGAGCTT 6 0 0 

GCCTTTGACG TCGACCTCTC GACCGTCGAG TGCGGCATCA ACAGCGCCCT GTACTTCGTC 660 

GCCATGGAGG AGGACGGCGG CATGGCCAGC TACCCGAGCA ACCAGGCCGG CGCCCGGTAC 72 0 

GGCACTGGGG TGAGTTGAGC TCCGCTTTGT TTCGAGTCGC AACGAGGCAC TTTCTGGGCG 7 8 0 

CCGGCTAACT CTCTCGATTC CTCCGACAGT ACTGCGATGC CCAATGCGCT CGTGATCTCA 84 0 

AGTTCGTTGG CGGCAAGGCC AACATTGAGG GCTGGAAGTC GTCCACCAGC GACCCCAACG 9 0 0 

CTGGCGTCGG CCCGTACGGC AGCTGCTGCG CTGAGATCGA CGTCTGGTGA GTGCGAGACC 96 0 

GTCCACCCAG GTTCGGATGC GGGGTGGAAA TTTCGCGGCT AACGGAGCAC CCCCCAGGGA 1020 

GTCGAATGCC TATGCCTTCG CTTTCACGCC GCACGCGTGC ACGACCAACG AGTACCACGT 1 080 

CTGCGAGACC ACCAACTGCG GTGGCACCTA CTCGGAGGAC CGCTTCGCCG GCAAGTGCGA 1 14 0 

CGCCAACGGC TGCGACTACA ACCCCTACCG CATGGGCAAC CCCGACTTCT ACGGCAAGGG 1 2 0 0 

CAAGACGCTC GACACCAGCC GCAAGTTCAC GTGCGTGACC CCTTGTGGCG CAACCTTTCT 1 2 6 0 
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CTGCCTGCCT GGACACACTG 

TTCGAGGAGA ACAAGCTCTC 

CCGCCGACGT GGGAGGGCAT 

ATGTTCGATG TGTTCAACGA 

AACAACGCCC TCCGGGTTCC 

CGCCGACCTC CCTAGCCACK 

ACGAGACCGT TCGTAGCACT 

GAAGGAGGGC CAGCCCGGCG 

CGAGGTCGAG GCTCAGTTCC 

CTGGATGCCG AATGCTAACA 

CCCCATCGGC TCGACCTACG 

CACGCCCGCC ACCTCCCCTC 

GCCTCAAGTT TTTrTCGTTC 

AAACTGACAC GTCGit CG GCTGCAGCGT CGTCTCCCGC 

CCAGTACTTC ATCCAGGACG GCCGCAAGAT CGAGATCCCG 

GCCCAACAGC AGCGAGATCA CCCCCGAGCT CTGCTCCACC 

CCGCAACCGC TTCGAGGAGG TCGGCGGCTT CGAGCAGCTG 

CATGGTCCTC GTCATGTCCA TCTGGGACGA CGTAAGTACC 

CAAGCCGCAT CCGGCGAGGC ACGCCATCGC TGCTGCTAAC 

ACGCCAACAT GCTCTGGCTC GACTCCATCT ACCCGCCCGA 

CCGCCCGTGG CGACTGCCCC ACGGACTCGG GTGTCCCCGC 

CCGACGCGTA AGACTTGCCC CCGACCCCAA GCTTCCACTT 

CGCGAAACAG CCAGGTCGTC TGGTCCAACA TCCGCTTCGG 

ACTTCTAAGC CGGTCCATGC ACTCGCAGCC CTGGGCCCGT 

GCGGAAACTC TCCGTGCGTC GCGGGCTCCA AAGCATTTTG 

5 (2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 452 aminoacidos 

(B) TIPO: aminoacido 

10 (C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

(ii) TIPO MOLECULA: proteina 

15 (vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

20 (A) NOMBRE/CLAVE: Proteina 

(B) LOCALIZACION:1..452 

(D) INFORMACION ADICIONALletiqueta= 50K-celulasa-B 

25 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:35: 

Met Met Met Lys Gin Tyr Leu Gin Tyr Leu Ala Ala Ala Leu Pro Lei 

1 5 10 15 

Val Gly Leu Ala Ala Gly Gin Arg Ala Gly Asn Glu Thr Pro Glu Asn 

20 25 30 

His Pro Pro Leu Thr Trp Gin Arg Cys Thr Ala Pro Gly Asn Cys Gin 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1800 

1860 

1920 

1980 

2000 
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35 40 45 

Thr Val Asn Ala Glu Val Val Ile Asp Ala Asn Trp Arg Trp Leu His 

50 55 60 

Asp Asp Asn Met Gin Asn Cys Tyr Asp Gly Asn Gin Trp Thr Asn Ala 

65 . 70 75 80 

Cys Ser Thr Ala Thr Asp Cys Ala Glu Lys Cys Met Ile Glu Gly Ala 

85 90 95 

Gly Asp Tyr Leu Gly Thr Tyr Gly Ala ser Thr Ser Gly Asp Ala Leu 

. 100 105 110 

Thr Leu Lys Phe Val Thr Lys His Glu Tyr Gly Thr Asn Val Gly Ser 

115 120 125 

Arg Phe Tyr Leu Met Asn Gly Pro Asp Lys Tyr Gin Met Phe Asn Leu 

130 135 140 

Met Gly Asn Glu Leu Ala Phe Asp Val Asp Leu Ser Thr Val Glu Cys 

145 150 155 160 

Gly Ile Asn Ser Ala Leu Tyr Phe Val Ala Met Glu Glu Asp Gly Gly 

165 170 175 

Met Ala Ser Tyr Pro Ser Asn Gin Ala Gly Ala Arg Tyr Gly Thr Gly 

180 185 190 

Tyr Cys Asp Ala Gin Cys Ala Arg Asp Leu Lys Phe Val Gly Gly Lys 

195 200 205 

Ala Asn Ile Glu Gly Trp Lys Ser Ser Thr Ser Asp Pro Asn Ala Gly 

210 215 220 

Val Gly Pro Tyr Gly Ser Cys Cys Ala Glu Ile Asp Val Trp Glu Ser 

225 230 235 240 

Asa Ala Tyr Ala Phe Ala Phe Thr Pro His Ala Cys Thr Thr Asn Glu 

245 250 255 

Tyr His Val Cys Glu Thr Thr Asn Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Glu Asp 

260 265 270 

Arg Phe Ala Gly Lys Cys Asp Ala Asn Gly Cys Asp Tyr Asn Pro Tyr 

275 280 285 

Arg Met Gly Asn Pro Asp phe Tyr Gly Lys Gly Lys Thr Leu Asp Thr  

290 295 300 

Ser Arg Lys Phe Thr Val Val Ser Arg Phe Glu Glu Asn Lys Leu Ser 

305 310 315 320 

Gin Tyr Phe Ile Gin Asp Gly Arg Lys Ile Glu Ile Pro Pro Pro Thr 
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325 330 335 

Trp Glu Gly Met Pro Asn Ser Ser Glu Ile Thr Pro Glu Leu Cys Ser 

340 345 350 

Thr Met Phe Asp Val Phe Asn Asp Axg Asn Arg Phe Glu Glu Val Gly 

355 360 365 

Gly Phe Glu Gin Leu Asn Asn Ala Leu Arg Val Pro Met Val Leu Val 

370 375 380 

Met Ser Ile Trp Asp Asp His Tyr Ala Asn Met Leu Trp Leu Amp Ser 

385 390 395 400 

Ile Tyr Pro Pro Glu Lys Glu Gly Gin Pro Gly Ala Ala Arg Gly Asp 

405 410 415 ' 

Cys Pro Thr Asp Ser Gly Val Pro Ala Glu Val Glu Ala Gin Phe Pro 

420 425 430 

Asp Ala Gin Val Val Trp Ser Asn Ile Arg Phe (fly Pro Ile Gly Ser 

435 440 445 

Thr Tyr Asp Phe 

450 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 36: 

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 

5 (A) LONGITUD: 887 pares de bases 

(B) TIPO: acid° nucleico 

(C) TIPO DE CADENA:simple 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

10 (ii) TIPO MOLECULA: ADN (gen6mico) 

15 

20 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

(ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: ex6n 

(B) LOCALIZACION:351..455 

(D) INFORMACION ADICIONAL/producto= "proteina con CBD" 

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:36: 

CCATGGACGC GAACTGCGAC GTCTTCTGCC CCGAGCTGAA GACCCAGAGC ATCCAGACCG 60 

GCAACCAGTG CACCCAGGAG ATGAAGGTCT ACGAGAACAT TGACGGCTGG CTCGACAGCC 220 

TGCCCGGCAA CGTCCCCATC ACCGGTCCGC AGCCCGGCTC TGGTAAGTCA AAGAGATGAT 180, 

ES 2 525 677 T3

 



GCCTACCTAC CTTCCCACCT TCCCACCCAG CCGCAAATAC 

CGTATTCTTT.CAACGCCCCG AGACTGACAG ACCCGCTCGT 

ACGGCGGCGG CAGCAACCCG GGCAACGGCG GCGGCGGCGG 

GCCAGTGCGG CGGCATCGGC TACTCGGGCT GCACCACCTG 

CGGCCCAGAA CGAGTACTAC TCGCAGTGCC TGTAAAGCGG 

CGGGGGGGTT TCTTCATTGG TTGAGCAAAT AGAACAGGAT 

CGCGCCGCGG GGATGGTGTT GTACAATTCA AGACCTCAGT 

GTCAGTCTGC TTGTACGGAG GCTIGGCTGCC CCGTGGCGGC 

TTCATTGCTG TAACTAGTAT GCTATATACC TCTGCACATT 

AACAAGTGAC AAGGCTTCCA GTTCCAGCCT CGCGCAATTG 

CTATATGTAT GGGCATGAGC GAGTCGAGAA AATGTACCGC 

GCACTGCGCC GTTCTACCAC CGTAGGATTG AAGTGAATCT 

5 

(2) INFORMACION PARA LA SEC. ID NO: 37: 

(i) CARACTER1STICAS DE LA SECUENCIA: 

(A) LONGITUD: 34 aminoacidos 

10 (B) TIPO: aminoacido 

(C) TIPO DE CADENA: 

(D) TOPOLOGIA: lineal 

15 

(ii) TIPO MOLECULA: peptido 

(vi) FUENTE ORIGINAL: 

(A) ORGANISMO: Melanocarpus albomyces 

(B) CADENA: ALK04237 

CTTTCTCCCT CCCCGTGCCC 

CCCAGGCGGC AACCCCGGCA 

CTGCACCGTC CAGAAGTGGG 

CAAGGCCGGC TCGACCTGCC 

CCGTGGGCTA GGTGGCCGAG 

TTCCGGCTCG TTGGCAGCGG 

ACCGAGGGAC CTGGAAAGGA 

GCTGGCAAGG TAGATAGCCC 

TGCAGCCCCA TGGTGTGAAC 

TCACGATATC CTTGGTCCAT 

GAAAAATCGT AGTGACCTGC 

CGAATTC 

20 (ix) CARACTERISTICAS: 

(A) NOMBRE/CLAVE: Proteina 

(B) LOCALIZACION:1..34 

(D) INFORMACION ADICIONAL:/etiqueta= proteina con CBD 

25 (xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:37: 

Gin Lys Trp Gly Gin Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Cys Thr Thr 

1 5 10 15 

Cys Lys Ala Gly Ser Thr Cys Pro Ala Gin Asn Glu Tyr Tyr Ser Gin 

20 25 30 

Cys Ley 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

887 
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REIVINDICACIONES 

1. Una secuencia de nuclei:Midas aislada que codifica un polipeptido que tiene la actividad enzimatica de la celulasa, 

estando dicha secuencia de nucleotidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(a) una secuencia de nucleotidos aislada que codifica un polipeptido que comprende la secuencia de 

5 aminoacidos de SEC ID N° 31 o 33, o de la Figura 19 o 21; 

(b) una secuencia de nucleotidos aislada que comprende la secuencia de codificacion de la secuencia de 

nucleotidos de SEC ID N° 30 o 32, o de la Figura 19 o 21; 

(c) una secuencia de nuclei:Midas aislada que comprende la secuencia de codificaci6n del inserto de ADN 

contenido en DSM 11024, DSM 11012, DSM 110250 DSM 11014; 

10 (d) una secuencia de nucleotidos aislada, cuya secuencia de codificacion difiere de la secuencia de 

codificacion de la secuencia de nucleotidos de uno cualquiera de (a) a (c) debido a la degeneraci6n del 

cOdigo genetico; y 

(e) una secuencia de nuclei:Midas aislada que codifica un polipeptido que tiene actividad de celulasa y que 

tiene una secuencia de aminoacidos que muestra al menos 80 °A de identidad con la secuencia de SEC 

15 ID N° 31 o 33, o la Figura 19 o 21. 

2. La secuencia de nucleatidos de la reivindicacion 1, que es ARN. 

3. La secuencia de nucleatidos de la reivindicaciOn 1, que es ADN. 

4. El ADN de la reivindicaciOn 3, que es ADN genomico o ADNc. 

5. Un vector que contiene la secuencia de nuclei:Midas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4. 

20 6. El vector de la reivindicacian 5, en el que la secuencia de nucleotidos este ligada operativamente a las secuencias 

de control de la expresi6n que permiten la expresion en celulas huesped procariotas o eucariotas. 

7. Una celula huesped transformada con el vector de la reivindicacion 5 o 6. 

8. La celula huesped de la reivindicacion 7, que pertenece a hongos filamentosos. 

9. La celula huesped de la reivindicacian 7 u 8, que pertenece al genera Trichoderma o Aspergillus . 

25 10. La celula huesped de la reivindicacion 9, que es Trichoderma reesei. 

11. Un proceso de produccion de un polipeptido que tiene actividad de celulasa que comprende las etapas de 

cultivar la celula huesped de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10 y recuperar la proteina del medio de 

cultivo. 

12. Un polipeptido que tiene la actividad de celulasa y que este codificado por la secuencia de nucleatidos de una 

30 cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o el vector de la reivindicacion 5 o 6 y que se obtiene mediante el proceso 

de la reivindicacion 11. 

13. Una preparaciOn enzimatica que comprende un polipeptido que tiene actividad de celulasa codificado por la 

secuencia de nucleditidos de acuerdo con la reivindicaciOn 1. 

14. La preparacion enzimatica de la reivindicacion 13 que es liquida. 

35 15. La preparacion enzimatica de la reivindicacion 130 14 que esta seca. 

16. Un metodo de biolavado a la piedra que comprende la etapa de ariadir la preparaci6n enzimatica de una 

cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15 a tejidos o prendas que contienen algodon. 

17. El metodo de la reivindicaciOn 16, en el que el tejido o las prendas son de tela vaquera 

18. El metodo de la reivindicacion 16 o 17, en el que la preparaci6n comprende uno o mas de los polipeptidos de la 

40 reivindicacion 12. 

73 
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Celulasa 20 K: dependencia en la temperatura de la 

actividad de endoglucanasa a pH 7,0 (tiempos de 
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