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DESCRIPCION

Endoglucanasa PPCE y preparacion de celulasa que contiene la misma

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una endoglucanasa PPCE, una preparacion de celulasa que contiene la
endoglucanasa PPCE, y un procedimiento para tratar un tejido que contiene celulosa utilizando la endoglucanasa
PPCE o la preparacion de celulasa.

Técnica anterior

Convencionalmente, un tejido que contiene celulosa se ha tratado con celulasa para conferir propiedades deseadas
al tejido. Por ejemplo, en la industria textil, un tratamiento con celulasa se realiza para mejorar la sensacion al tacto y
el aspecto de un tejido que contiene celulosa, o para conferir un aspecto de "lavado a la piedra" a un tejido
coloreado que contiene celulosa, proporcionando de ese modo al tejido un cambio de color localizado [referencia de
patente 1].

Las celulasas usadas para dichos usos incluyen endoglucanasas que pertenecen a la familia 45, endoglucanasas
que pertenecen a la familia 5, y endoglucanasas que pertenecen a la familia 12. Es normal en este campo técnico
que estas endoglucanasas pueden seleccionarse apropiadamente de acuerdo con sus propiedades (por ejemplo, un
pH 6ptimo, una temperatura 6ptima, un efecto para mejorar la textura de un tejido, o una influencia sobre la
resistencia de las fibras). Las endoglucanasas que pertenecen a la familia 45 se usan principalmente en condiciones
neutras, las endoglucanasas que pertenecen a la familia 12 se usan en condiciones acidas a condiciones neutras, y
las endoglucanasas que pertenecen a la familia 5 se usan principalmente en condiciones acidas. Ejemplos de
endoglucanasas que pertenecen a la familia 45 incluyen un componente de endoglucanasa purificado de 43 kDa
derivado del género Humicola [referencia de patente 2], endoglucanasa NCE5 derivada del género Humicola
[referencia de patente 3], y endoglucanasa RCE | derivada del género Rhizopus [referencia de patente 9].

Ejemplos de endoglucanasas que pertenecen a la familia 5 incluyen la endoglucanasa SCE3 derivada del género
Trichoderma [referencia de patente 5]. Ejemplos de endoglucanasas que pertenecen a la familia 12 incluyen la
endoglucanasa EG Il derivada del género Trichoderma [referencia no de patente 1] y la endoglucanasa FI-CMCasa
derivada del género Aspergillus [referencia no de patente 2]. Se sabe que el género Penicillium produce
endoglucanasa que tiene un peso molecular de 25 kDa [referencia no de patente 3].

Cuando estas enzimas se usan para el procesamiento de tejidos, las reacciones se realizan generalmente en
condiciones 6ptimas. Las temperaturas éptimas de estas enzimas conocidas estan dentro de un area intermedia de
temperatura (por ejemplo, 40°C a 60°C) y los pH o6ptimos de las mismas estan aproximadamente entre una
condicién acida y una condicion neutra (por ejemplo, pH 4,0 a pH 8,0). En este campo técnico, no existen casos de
una enzima que tenga una temperatura 6ptima baja (tal como inferior a 40°C) o un pH 6ptimo fuertemente acido (tal
como menos de pH 4,0) que se usen habitualmente de forma industrial. En el procesamiento industrial de tejidos que
contienen celulosa, habitualmente se proporciona una preparacidon de celulasa como una preparaciéon que
comprende una gran cantidad de endoglucanasa que tiene una alta actividad. Como proceso para fabricar dicha
preparacion, se conocen procesos de sobre-expresion de un componente de endoglucanasa deseado que tiene alta
actividad en células huésped usando técnicas recombinantes genéticas [referencias de patente 6, 7].

Como células huésped preferibles usadas en estos procesos, pueden mencionarse, por ejemplo, hongos
filamentosos que pertenecen a Hyphomycetes, tales como hongos filamentosos que pertenecen al género
Aspergillus, Humicola, o Trichoderma. Cuando se produce la celulasa usada en el procesamiento de tejidos en
condiciones acidas o fuertemente acidas, el género Trichoderma que produce celulasa acida es preferible como
células huésped, en comparacion con el género Aspergillus o Humicola que producen celulasa neutra, porque se
espera un efecto sinérgico causado por la celulasa derivada del huésped. Particularmente, en vista de la produccién
industrial de la enzima, los hongos filamentosos que pertenecen al género Trichoderma que tienen una alta
productividad son mas preferibles [referencia de patente 8]. Sin embargo, cuando se usa un hongo filamentoso que
pertenece al género Trichoderma para expresar un gen derivado de una especie diferente (es decir, gen exdgeno),
la expresion a menudo se inhibe porque caracteristicas en la secuencia nucleotidica del gen (tal como uso de
codones en el gen) son diferentes. En este caso, es necesario modificar el gen exdgeno. Por ejemplo, cuando se
sobre-expresa la endoglucanasa RCE | derivada del género Rhizopus que pertenece a Zygomycetes en Humicola
insolens, el gen que codifica RCE | debe optimizarse de acuerdo con el uso de codones en la célula huésped
[referencia de patente 4]. Sin embargo, si se realiza dicha optimizacién, sera dificil expresar un gen exdgeno tanto
como los genes endogenos. Ademas, incluso cuando la enzima de interés realmente se expresa y produce en un
huésped, se prevé que la enzima se digiera con proteasas o similares contenidas en un liquido de cultivo durante el
cultivo para obtener la enzima como productos digeridos o fragmentos parciales.

[Referencia de patente 1] Patente Europea N° 307.564 [referencia de patente 2] Publicaciéon Internacional
WQ098/03640 [referencia de patente 3] Publicaciéon Internacional WO01/090375 [referencia de patente 4] Publicacion
Internacional WO00/24879 [referencia de patente 5] Publicaciéon Internacional W0O98/54332 [referencia de patente 6]
Publicacion Internacional WO91/17243 [referencia de patente 7] Publicacion Internacional W098/03667 [referencia
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de patente 8] Publicacion Internacional WO05/054475 [referencia no de patente 1] Okada, H. y col., "Appl. Environ.
Microbiol", 64, 1998, pag. 555-563 [referencia no de patente 2] Ooi, T. y col., "Nucleic Acids Research", 18, 1990,
pag. 5884 [referencia no de patente 3] K. Mahalingeshwara y col., "Carbohydrate Research" 190, 1989, pag. 279-
297.

El documento RU 2 238 974 C2 describe enzimas endoglucanasa lll de Penicillium verruculosum. Las enzimas
tienen una temperatura maxima de 95 a 55°C y un pH 6ptimo de pH 3,5 a pH 4,5.

Current Genetics, Nueva York, NY, EE.UU, vol. 41, n° 2, 1 de Mayo de 2002 describe nuevas enzimas
endoglucanasa de hongos que son miembros de la familia GH 12. Las enzimas se encontraron por comparacion de
secuencias.

El documento WO 00/14208 A1 describe enzimas tipo endoglucanasa Ill derivadas de la EG Il de Trichoderma
reesei que difiere de la enzima de Trichoderma en varias posiciones definidas de aminoacido y muestra una
estabilidad mejorada en presencia de estrés térmico o mediado por tensioactivo.

Divulgacion de la invencién

Problemas a resolver por la invencion

Para su uso en el procesamiento de tejidos, se aislaron diversas celulasas de hongos filamentosos que pertenecen
al género Humicola, Trichoderma, Rhizopus, Mucor, Phycomyces, Staphylotrichum o similares, y también se aislaron
genes que codifican las celulasas. En particular, los grupos de enzimas que pertenecen a celulasa de familia 5,
familia 12, y familia 45, derivadas de hongos filamentosos, muestran actividades ventajosas en el procesamiento de
tejidos, y por tanto, se usan ampliamente en este campo técnico. Sin embrago, estos grupos de enzimas son
enzimas que tienen una temperatura 6ptima moderada y un pH 6ptimo acido o neutro, pero no existe una enzima de
baja temperatura ni una enzima fuertemente acida. En este campo técnico, es muy deseada una enzima que tenga
una alta actividad frente a fibras y una baja temperatura 6ptima y/o un pH éptimo fuertemente acido. Ademas, para
usar de forma practica una enzima que tenga dicho perfil especifico, es necesario conseguir la sobre-expresion de
un gen de interés en un huésped excelente, tal como hongos filamentosos que pertenecen al género Trichoderma, y
proporcionar una preparacion de celulasa que tenga una alta actividad a bajo coste. Si dicha preparacion de celulasa
se proporcionad de forma practica, proporcionara enormes beneficios industriales. Sin embargo, dicha preparacion
de celulasa no se ha proporcionado de forma practica, y no se ha informado de dicho proceso usando técnicas
recombinantes genéticas.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores descubrieron una nueva proteina que tiene actividad endoglucanasa y un gen de la misma
de Penicillium pinophilum PF1365 (FERM BP-10780). La presente invencion proporciona endoglucanasa PPCE, una
preparacion de celulasa que contiene la endoglucanasa PPCE, y un procedimiento para tratar un tejido que contiene
celulosa utilizando endoglucanasa PPCE o la preparacion de celulasa. Los presentes inventores descubrieron que la
nueva proteina que tiene actividad endoglucanasa, que se aislo de Penicillium pinophilum PF1365 (FERM BP-
10780), mostraba actividades extremadamente elevadas para mejorar el aspecto de un tejido que contiene celulosa
y para conferir un aspecto de "lavado a la piedra" a un tejido que contiene celulosa coloreada. En particular, la
endoglucanasa PPCE (a partir de ahora, simplemente mencionada como "PPCE") mostraba una actividad
notablemente alta en el procesamiento de tejidos, en comparacion con la endoglucanasa SCE3 [referencia de
patente 5] y la endoglucanasa EG Il [referencia no de patente 1], que se usan ampliamente como celulasa tipica
para el procesamiento de tejidos, principalmente en condiciones acidas. Ademas, la endoglucanasa PPCE mostro
caracteristicas sorprendentes de que su pH O6ptimo y temperatura 6ptima eran notablemente bajos, es decir,
aproximadamente pH 3 y 30°C, respectivamente, en comparacion con celulasas conocidas para el procesamiento de
tejidos. Incluso si se comparan con la temperatura optima (50 a 55°C) y el pH o6ptimo (pH 4,0 a 5,0) de la
endoglucanasa | derivada de Penicillium pinophilum IMI87160ii [referencia no de patente 3], que no se habia usado
en el procesamiento de tejidos, el pH optimo y la temperatura 6ptima de la endoglucanasa PPCE eran notablemente
bajos.

Los presentes inventores aislaron un gen que codifica la endoglucanasa PPCE derivada de Penicillium pinophilum
PF1365 (FERM BP-10780), y obtuvieron una produccién industrialmente a gran escala de PPCE en Trichoderma
viride utilizando una secuencia reguladora de un gen de celulasa cbhl (documento W098/11239). Por lo tanto, la
presente invencion proporciona la nueva proteina que tiene actividad endoglucanasa derivada de Penicillium
pinophilum PF1365 (FERM BP-10780) y el gen de la misma, y una preparacion de celulasa que contiene la proteina
y tiene excelentes propiedades. Ademas, la presente invencion proporciona una célula huésped transformada con el
gen que codifica la proteina, y un procedimiento para obtener la proteina de interés cultivando la célula huésped.
Ademas, la presente invencion proporciona un procedimiento para tratar un tejido que contiene celulosa con la
proteina de la presente invencion o la preparacion de celulasa de la presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencion incluye las siguientes invenciones.

(1) Una proteina seleccionada entre el grupo que consiste en las siguientes proteinas (e) a (i):
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(e) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 16-236 de la
SEC ID N° 4,

(f) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-236 de la
SEC ID N° 4,

(g) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 30,

(h) una proteina modificada que comprende una secuencia de aminoacidos en que uno o multiples
aminoacidos estan delecionados, sustituidos, afiadidos y/o modificados en la secuencia de aminoacidos que
consiste en los aminoacidos 16-236 o 1-236 de la SEC ID N° 4, y que tiene una actividad endoglucanasa.

(2) Un polinucledtido que codifica la proteina de (1).

(3) Un polinucledtido seleccionado entre los siguientes (j) o (k): (j) un polinucledtido que comprende la secuencia
de nucledtidos de la SEC ID N° 3 o0 28, o la secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleétidos 46-834 de
la SEC ID N° 3 0 28.

(4) Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de (2) o (3).
(5) Una célula huésped transformada con el vector de expresion de (4).
(6) La célula huésped de (5), en la que el huésped es una levadura o un hongo filamentoso.

(7) La célula huésped de (6), en la que el hongo filamentoso es un microorganismo que pertenece al género
Trichoderma, Humicola, Aspergillus, Acremonium, o Penicillium.

(8) La célula huésped de (7), en la que el hongo filamentoso es un microorganismo que pertenece al género
Trichoderma.

(9) La célula huésped de (8), en la que el hongo filamentoso es Trichoderma viride.

(10) Un proceso para producir la proteina de (1), que comprende las etapas de: cultivar las células huésped de
una cualquiera de (5) a (9), y recoger la proteina de las células huésped o un cultivo obtenido mediante cultivo.

(11) Una preparacion de celulasa que comprende la proteina de (1).
(12) Una composicion detergente que comprende la proteina de (1) o la preparacion de celulasa de (11).

(13) Un procedimiento para tratar un tejido que contiene celulosa, que comprende la etapa de poner el tejido que
contiene celulosa en contacto con la proteina de (1), la preparacion de celulasa de (11), o la composicion
detergente de (12).

(14) Un procedimiento para reducir el peso para mejorar la sensacion al tacto y el aspecto de un tejido que
contiene celulosa, que comprende la etapa de poner el tejido que contiene celulosa en contacto con la proteina
de (1), la preparacion de celulasa de (11), o la composicion detergente de (12).

(15) Un procedimiento para proporcionar un cambio de color localizado a un tejido que contiene celulosa
coloreada, que comprende la etapa de poner el tejido que contiene celulosa coloreada en contacto con la
proteina de (1), la preparacion de celulasa de (11), o la composicion detergente de (12).

(16) Un procedimiento de aclarado del color de un tejido que contiene celulosa coloreada, que comprende la
etapa de poner el tejido que contiene celulosa coloreada en contacto con la proteina de (1), la preparacion de
celulasa de (11), o la composicién detergente de (12).

(17) Un procedimiento para reducir la formacion de pelusas de un tejido que contiene celulosa o reducir la tasa
de formacién de pelusas, que comprende la etapa de poner el tejido que contiene celulosa en contacto con la
proteina de (1), la preparacion de celulasa de (11), o la composicion detergente de (12).

(18) Un procedimiento para reducir la rigidez de un tejido que contiene celulosa o reducir la tasa de formacién de
rigidez, que comprende la etapa de poner el tejido que contiene celulosa en contacto con la proteina de (1), la
preparacion de celulasa de (11), o la composicién detergente de (12).

(19) El procedimiento de una cualquiera de (13) a (18), en el que la etapa de poner en contacto el tejido con la
composicion detergente se realiza por remojo, lavado, o aclarado del tejido.

(20) Un procedimiento para destefiir papel de desecho, caracterizado por

el uso de la proteina de (1) o la preparacion de celulasa de (11), en el proceso de tratamiento del papel de
desecho junto con un agente de destintado

(21) Un procedimiento para mejorar la liberacion de agua de la pulpa de papel, que comprende la etapa de tratar
la pulpa de papel con la proteina de (1), o la preparacién de celulasa de (11).
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(22) Un procedimiento para mejorar la digestibilidad de pienso animal, que comprende la etapa de tratar un
pienso animal con la proteina de (1), o la preparacion de celulasa de (11).

(23) Un procedimiento para producir etanol de biomasa digiriendo y sacarificando una sustancia basada en
celulosa, que comprende la etapa de tratar la sustancia basada en celulosa con la proteina de (1), o la
preparacion de celulasa de (11).

Efectos de la invenciéon

La proteina de la presente invencion, la endoglucanasa PPCE, esta disponible para lavado o procesamiento de
tejidos, tal como mejora de la sensacion al tacto y el aspecto de un tejido que contiene celulosa, proporcionar un
cambio de color localizado al tejido, aclarado del color, reduccion de pelusas o una reduccion de la rigidez.

Mejor modo de realizar la invencion

Proteina que tiene actividad endoglucanasa

El término "endoglucanasa" como se usa en el presente documento significa una enzima que muestra una actividad
endoglucanasa, es decir, endo-1,4-p-glucanasa (EC 3.2.1.4), que tiene una actividad hidrolizante del enlace 1,4-
glucopiranosilo de B-1,4-glucano.

La expresion "actividad endoglucanasa" como se usa en el presente documento significa una actividad CMCasa. La
expresion "actividad CMCasa" como se usa en el presente documento significa una actividad de hidrolizacion de
carboximetilcelulosa (CMC; Tokyo Kasei Kogyo Co., Ltd.). Cuando se incuba una solucién que contiene una proteina
(enzima) a ensayar y CMC durante un periodo predeterminado y se mide la cantidad de azucar reductor liberado, la
cantidad de la enzima que produce el azucar reductor correspondiente a 1 mmol de glucosa por minuto se define
como 1 unidad de actividad CMCasa.

La actividad endoglucanasa puede medirse, por ejemplo, mediante el siguiente procedimiento. Es decir, se afiaden
0,5 ml de una solucion que contiene una proteina a ensayar a 0,5 ml de una solucion de CMC al 2% disuelta en un
tampon acetato-acetato sodico de 50 mmol/l (pH 6,0), y la mezcla se incuba a 50°C durante 30 minutos. Se mide
una concentracion del aztcar reductor generado en la mezcla de reaccion mediante el procedimiento de acido 3,5-
dinitrosalicilico (procedimiento DNS). Mas particularmente, después de la incubacion durante 30 minutos, se afiaden
3,0 ml de un reactivo DNS a 1,0 ml de la mezcla de reaccién, se incuba el conjunto en un bafio de agua en ebullicion
durante 5 minutos y se diluye con 8,0 ml de agua destilada, y se mide la absorbancia a 540 nm. Se produce una
curva de calibracion usando soluciones de glucosa preparadas por dilucion por etapas, y se determina una cantidad
de azucar reductor generado en la mezcla de reaccion enzimatica como la de glucosa convertida. La actividad se
calcula definiendo como 1 unidad la cantidad de la enzima que produce el azucar reductor correspondiente a 1 mmol
de glucosa por minuto.

El reactivo DNS puede prepararse de acurdo con divulgaciones en referencias tales como Sakuzo Hukui, "Seikagaku
Jikken-hou 1, Kangen-Tou no Teiryo-hou (Laboratory Manual for Biological Chemistry, Vol. 1, Assay of Reducing
Sugar)", pag. 19-20, Japan Scientific Societies Press, o por el siguiente procedimiento. A 300 ml de una solucion
acuosa al 4,5% de hidrato sddico, se afiaden 880 ml de una solucién de acido 3,5-dinitrosalicdlico al 1% y 255 g de
sal de Rochelle (Solucion A). A 22 ml de una solucion acuosa al 1,0% de hidrato sédico, se afiaden 10 g de fenol
cristalino, y después se afiade agua para disolverlo y ajustar el volumen a 100 ml (Soluciéon B). Después, se
disuelven 6,9 g de hidrégeno carbonato sédico en 69 ml de Solucién B, y se vierte la Solucion A en la misma. El
conjunto se mezcla con agitacion para disolver la sal de Rochelle, se deja reposar durante 2 dias, y después se filtra.

La proteina de la presente invencion puede obtenerse de hongos filamentosos, tal como un microorganismo que
pertenece al género Penicillium, preferentemente Penicillium pinophilum, mas preferentemente Penicillium
pinophilum PF1365 (FERM BP-10780), y puede usarse una cepa mutante derivada de los mismos. La secuencia de
aminoacidos N-terminal de la proteina de la presente invencion es tipicamente la de la SEC ID N° 2. La secuencia de
aminoacidos N-terminal puede determinarse, por ejemplo, de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 2.
De acuerdo con la presente invencion, se proporciona una proteina derivada de Penicillium pinophilum, y que tiene
las siguientes propiedades (A), (B), y (C):

(A) tiene actividad endoglucanasa,

(B) tiene el extremo N-terminal de la misma (1) la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2, o (2) una
secuencia de aminoacidos en que un aminoacido esta delecionado, sustituido, o afiadido en la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 2, y

(C) tiene un peso molecular promedio de 25 kDa a 27 kDa, determinado por SDS-PAGE.

El peso molecular promedio determinado por SDS-PAGE puede determinarse con el procedimiento descrito en el
Ejemplo 1.

La proteina de la presente invencion derivada de Penicillium pinophilum tipicamente consiste en la secuencia de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos 16-236 de la SEC ID N° 4, y el resto de glutamina (GIn) N-terminal se
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convierte en un resto de acido piroglutamico (pyroGlu) por modificacion (es decir, la proteina consiste en la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 30).

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencién, se proporciona una proteina que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 4 (o una secuencia parcial de la misma), y una proteina modificada o una proteina
homodloga de la misma. Ejemplos de "la proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4 o
una secuencia parcial de la misma" incluyen:

una proteina madura que tiene la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 16-236 de la SEC
ID N° 4;

una proteina precursora que comprende la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-236 de
la SEC ID N° 4 en que esta afiadido un péptido sefial (de la 12 a la 152 posicion);

una proteina que consiste en una secuencia de aminodacidos en que esta afiadida una o mas secuencias
apropiadas al extremo N-terminal y/o C-terminal de la proteina madura que tiene la secuencia de aminoacidos
que consiste en los aminoacidos 16-236 de la SEC ID N° 4; y

una proteina en que esta modificado el aminoacido N-terminal y/o el aminoacido C-terminal de la proteina
madura que tiene la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 16-236 de la SEC ID N° 4.

La expresion "adicion de secuencia de aminoacidos" como se usa en el presente documento incluye una adicién de
parte o la totalidad del péptido sefial que consiste en los aminoacidos 1-15 de la SEC ID N° 4 al extremo N-terminal
de la proteina madura que tiene la secuencia de aminoacidos que consisten en los aminoacidos 16-236 de la SEC
ID N° 4.

La expresion "modificacion de secuencia de aminoacidos" como se esa en el presente documento incluye una
modificacion del extremo N-terminal de la proteina madura que tiene la secuencia de aminoacidos que consiste en
los aminoacidos 16-236 de la SEC ID N° 4 por una enzima derivada de un huésped. Esta modificacion incluye una
modificacion del resto de glutamina (GIn) N-terminal de la proteina madura en un resto de acido piroglutamico
(pyroGlu).

Ejemplos del péptido sefal incluyen la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-15 de la SEC
ID N° 4, es decir, la secuencia de aminoacidos que consiste en 15 restos de aminoacido codificados por la secuencia
de nucleétidos desde el codon ATG en la 12 a 32 posicidn hasta el codén en la 432 a 452 posicion.

La expresion "proteina modificada" como se usa en el presente documento significa una proteina que comprende
una secuencia de aminoacidos en que uno o multiples aminoacidos (preferentemente uno o varios aminoacidos)
estan delecionados, sustituidos, afiadidos y/o modificados en la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4 (o una
secuencia parcial de la misma), y que tiene actividad endoglucanasa.

La cantidad de aminoacidos a modificar tal como "delecionar, sustituir, o afiadir" es uno o multiples aminoacidos
(preferentemente uno o varios aminoacidos), por ejemplo, 1 a 20, preferentemente 1 a 10, mas preferentemente 1 a
5, mas preferentemente 1 a 3. La proteina modificada incluye una proteina que comprende una secuencia de
aminoacidos en que uno o multiples aminoacidos estan sustituidos de forma conservativa en la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID N° 4, y que tiene actividad endoglucanasa.

La expresion "sustitucion conservativa" como se usa en el presente documento significa que uno o multiples restos
de aminoacido contenidos en una proteina estan reemplazados con diferentes aminoacidos que tienen propiedades
quimicas similares de modo que las actividades de la proteina no cambien sustancialmente. Como sustitucion
conservativa, puede mencionarse, por ejemplo, una sustitucion de un resto hidréfobo por otro resto hidréfobo, o una
sustitucién de un resto polar por otro resto polar con la misma carga. Los aminoacidos que tienen propiedades
quimicas similares y pueden sustituirse de forma conservativa entre si son conocidos para los expertos en la
materia.

Mas particularmente, como aminoacidos no polares (hidréfobos), pueden mencionarse, por ejemplo, alanina, valina,
isoleucina, leucina, prolina, triptéfano, fenilalanina, metionina. Como aminoacidos polares (neutros), pueden
mencionarse, por ejemplo, glicina, serina, treonina, tirosina, glutamina, asparagina, o cisteina. Como aminoacidos
basicos que tienen una carga positiva, pueden mencionarse, por ejemplo, arginina, histidina, o lisina.

Como aminoacidos acidos que tienen una carga negativa, pueden mencionarse, por ejemplo, acido aspartico o acido
glutamico.

La proteina de la presente invencion puede aislarse y purificarse de un microorganismo, por ejemplo, como se
describe en el Ejemplo 1. La proteina de la presente invencion puede obtenerse expresando un polinucleétido que
codifica la proteina de la presente invencion en un huésped apropiado por técnicas recombinantes genéticas, y
aislando y purificando la proteina producida, como se describe a continuacion.

Se describen adicionalmente en el presente documento ejemplos de una proteina homdloga que incluye una
proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene un 90% de homologia o mas (preferentemente un
95% o mas, mas preferentemente un 98% o mas, mucho mas preferentemente un 99% o mas) con la secuencia de
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aminoacidos que consiste en los aminoacidos 16-236 o 1-236 de la SEC ID N° 4 o con la secuencia de aminoacidos
de la SEC ID N° 30, y que tiene actividad endoglucanasa. La homologia como se usa en el presente documento se
muestra como un valor calculado por un software disponible en el mercado de procesamiento de informacién
genética GENETYX (GENETYX Corporation), de acuerdo con parametros por defecto en un programa de busqueda
de homologia.

Parametros por defecto:

Tamafio unitario a comparar = 2
Lugar de recogida = 1

Polinucledtido que codifica proteina que tiene actividad endoglucanasa

De acuerdo con la presente invencién, se proporcionan polinucleétidos que codifican una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4 o una secuencia parcial de la misma, o una proteina modificada de la
misma. Cuando se da la secuencia de aminoacidos de una proteina, puede seleccionarse facilmente una secuencia
de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos, y por tanto pueden seleccionarse diversas secuencias de
nucledtidos que codifican la proteina de la presente invencion. El término "polinucleétido” como se usa en el
presente documento incluye ADN y ARN, y es preferible ADN.

Tipicamente, el polinucledtido de la presente invencion puede seleccionarse entre el grupo que consiste en: (a) un
polinucledtido que comprende la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N° 3 o 28 (o una secuencia parcial de la
misma), y (b) un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos en que una o multiples nucleétidos
estan delecionados, sustituidos, y/o afadidos en la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N° 3 o 28 (o una
secuencia parcial de la misma), y que codifica una proteina que tiene actividad endoglucanasa.

Ejemplos del polinucledtido que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N° 3 o una secuencia parcial
de la misma incluyen un polinucleétido que la secuencia de nucleétidos que consiste en los nucleétidos 1-834 de la
SEC ID N° 3, y un polinucleétido que tiene la secuencia de nucledtidos que consiste en los nucleétidos 46-834 de la
SEC ID N° 3.

El polinucledtido de la presente invencion incluye un polinucledtido de origen natural. Ademas, puede sintetizarse la
totalidad. Ademas, la sintesis puede realizarse usando parte del polinucleétido de origen natural. Tipicamente, el
polinucledtido de la presente invencion puede obtenerse realizando una reaccion de PCR usando ADN gendmico de
Penicillium _pinophilum como un molde. Ademas, el polinucleétido de la presente invencion puede obtenerse de
acuerdo con un procedimiento habitual comunmente usado en ingenieria genética, por ejemplo, preparando una
biblioteca de ADN gendmico y explorando la biblioteca usando una sonda de ADN apropiada disefiada en base a la
informacién de una secuencia parcial de aminoacidos.

En la presente invencién, una secuencia tipica de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de la
endoglucanasa PPCE tiene la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N° 3. La secuencia de nucledtidos de la SEC
ID N° 3 tiene una fase de lectura abierta desde el codon ATG en la 12 a 32 posicidn hasta el codon TAG en la 8322 a
8342 posicion y dos intrones en la 4112 a 4692 y 6912 a 7542 posicion. La secuencia de nucledtidos en las 462 a 482
posicion corresponde al aminoacido N-terminal de una proteina madura de la endoglucanasa PPCE que consiste en
221 restos de aminoacido.

Vector de expresion y transformante

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un vector de expresion que comprende un polinucledétido que
codifica una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4 o una secuencia parcial de la
misma, o una proteina modificada (a partir de ahora mencionada como el polinucleétido de la presente invencioén) de
modo que el polinucledtido pueda replicarse y la proteina codificada por el polinucleétido puede expresarse en un
microorganismo huésped. El vector de expresion de la presente invencion puede construirse en base a un vector de
auto-replicacion (tal como un plasmido), que existe como elemento extra-cromosémico y puede replicarse
independientemente de la replicacion de los cromosomas. Como alternativa, el vector de expresion de la presente
invencion puede ser un vector que se integra en el genoma del microorganismo huésped y se replica junto con los
cromosomas, cuando el huésped se transforma con el vector. La construccion del vector de la presente invencion
puede realizarse por procesos o procedimientos habituales cominmente usados en ingenieria genética. Para
expresar una proteina que tiene una actividad deseada por transformacion de un microorganismo huésped con el
vector de expresion de la presente invencion, es preferible que el vector de expresion contenga, por ejemplo, un
polinucleétido capaz de controlar la expresion, ademas del polinucleétido de la presente invencién. Como
polinucledtido capaz de controlar la expresion, por ejemplo, puede usarse un promotor, un terminador, o un
polinucleétido que codifica un péptido sefal, en la presente invencion. El promotor que puede usarse en la presente
invencion no esta particularmente limitado, siempre que muestre una actividad transcripcional en un microorganismo
huésped. El promotor puede obtenerse como un polinucleétido que controla la expresion de un gen que codifica una
proteina igual o diferente de la derivada del microorganismo huésped.

El péptido sefal no esta particularmente limitado, siempre que contribuya a la secrecion de la proteina en un
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microorganismo huésped. El péptido sefal puede obtenerse como un polinucleétido derivado de un gen que codifica
una proteina igual o diferente de la derivada del microorganismo huésped.

El vector de expresion de la presente invencion puede contener un marcador genético para seleccionar un
transformante obtenido por introduccion del vector de expresion en un microorganismo huésped. El marcador
genético puede seleccionarse apropiadamente de acuerdo con el procedimiento para seleccionar un transformante.
Como marcador genético, por ejemplo, puede usarse un gen de resistencia a farmacos o un gen que complementa
una mutacién auxotrofica en la presente invencion.

El marcador genético puede insertarse en un vector diferente al vector de expresion, y este vector que contiene el
marcador genético puede mezclarse con el vector de expresion para transformar un huésped con estos vectores
simultaneamente (también llamado co-transformacion). De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un
microorganismo transformado con el vector de expresion. No esta particularmente limitado el sistema huésped-
vector que puede usarse en la presente invencion. Por ejemplo, puede usarse un sistema que utiliza E. coli,
Actinomices, levaduras, u hongos filamentosos, o un sistema para la expresion de una proteina de fusiéon usando
dicho microorganismo. La transformacion de un microorganismo con el vector de expresion puede realizarse de
acuerdo con un procedimiento habitual.

En la presente invencion, el transformante de la presente invencion se cultiva, y el transformante resultante o cultivo
se usa para obtener la proteina de la presente invencion. De acuerdo con otra realizacién de la presente invencion,
puede proporcionarse el proceso para producir la nueva proteina de la presente invencién. El cultivo del
transformante (incluyendo condiciones de cultivo) puede realizarse de un modo sustancialmente similar al de un
huésped original usado para preparar el transformante.

Como procedimiento para recuperar la proteina de interés después del cultivo del transformante, pueden realizarse
procedimientos habitualmente usados. Como proceso preferible para producir la nueva proteina de la presente
invencion, se proporciona un procedimiento para expresar la proteina en un hongo filamentoso que pertenece a
Hyphomycetes. Como hongo filamentoso preferible que puede usarse como huésped en la presente invencion,
pueden mencionarse, por ejemplo, hongos filamentosos que pertenecen al género Trichoderma, Humicola,
Aspergillus, Acremonium, o Penicillium, mas preferentemente Trichoderma o Humicola. Mas particularmente,
pueden mencionarse, por ejemplo, Trichoderma viride, Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum, Humicola
insolens, Humicola thermoidea, Asperqillus niger, Aspergillus oryzae, Acremonium cellulolyticus, o Penicillium
pinophilum, preferentemente Trichoderma viride o Humicola insolens.

Uso de celulasa/preparacion de celulasa

La presente invencion se refiere a una preparacion de celulasa que comprende la proteina de la presente invencion
(por ejemplo, una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 4 o una secuencia parcial
de la misma, una proteina modificada de la misma, o una proteina que se puede obtener por cultivo de la célula
huésped de la presente invencion).

Convencionalmente, la preparacion de celulasa puede contener, por ejemplo, cargas (por ejemplo, lactosa, cloruro
sodico, o sorbitol), antisépticos, y/o tensioactivos no iénicos, ademas de la enzima celulasa. La forma de la
preparacion de celulasa puede ser sélida o liquida, tal como polvo, particulado, granulo, granulo que no produce
polvo, o formulacién liquida. Ademas de la proteina de la presente invencion, la preparacién de celulasa de la
presente invencion puede contener otras enzimas celulasa, tales como celobiohidrolasa, B-glucosidasa, y/o
endoglucanasa diferente a la endoglucanasa de la presente invencién. El granulo que no produce polvo
(preferentemente un granulo que no tiene propiedades de pulverizacion), es decir una forma de preparacion de
celulasa, puede producirse de acuerdo con el procedimiento habitual de granulacién en seco. Es decir, se mezcla
una proteina en polvo de la presente invencion con una o multiples sustancias seleccionadas entre el grupo que
comprende sales inorganicas (tales como sulfato sédico o cloruro sédico), minerales (tales como bentonita o
montmorillonita), y sustancias organicas (tales como almidén o celulosa molida). Después de ello, los polvos o la
suspension finamente suspendida de uno o multiples tensioactivos no idnicos se afiaden a la mezcla, y después el
producto obtenido se mezcla completamente o amasa. Dependiendo de la situacion, se afiade opcionalmente un
polimero sintético (tal como polietilenglicol) o un polimero natural (tal como almidén), que une soélidos, a la mezcla 'y
se amasa adicionalmente. Después de ello, se realiza granulacion mediante molde o por extrusion, usando, por
ejemplo, un disco pelleter, y el material moldeado obtenido después se convierte en una forma esférica usando un
marumerizador seguido por secado, de modo que puedan producirse granulos que no producen polvo. La cantidad
de uno o miltiples tensioactivos no idnicos no esta particularmente limitada, y es preferentemente del 0,1 al 50% en
peso, mas preferentemente del 0,1 al 30% en peso, mucho mas preferentemente del 1 al 10% en peso del peso total
de la preparacion de celulasa de presente invencion. También es posible recubrir la superficie de los granulos con
un polimero o similar para controlar la penetracion de oxigeno o agua. Ademas, la preparacion liquida, que es una
de las preparaciones de celulasa (preferentemente un liquido estabilizado), puede prepararse mezclando un
estabilizante de endoglucanasa (tal como un polimero sintético o natural) con una solucion que contiene la proteina
de la presente invencion vy, si fuera necesario, afiadiendo sales inorganicas y/o un conservante sintético.

En este caso, puede mezclarse uno o multiples tensioactivos no iénicos con la preparacion liquida. La cantidad del
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uno o multiples tensioactivos no i6nicos no esta particularmente limitada, y preferentemente del 0,1 al 50% en peso,
mas preferentemente del 0,1 al 30% en peso, mucho mas preferentemente del 1 al 10% en peso del peso total de la
preparacion de celulasa de presente invencion. Ademas, la presente invenciéon proporciona una composicion
detergente que comprende la proteina de la presente invencién o la preparacion de celulasa de la presente
invencion. La composicion detergente de la presente invencion también puede comprender tensioactivos, que
pueden ser anidnicos, no iénicos, catiénicos, anfotéricos, o zwitteriénicos, o una mezcla de los mismos. La
composicion detergente puede comprender otras composiciones detergentes conocidas en la técnica, por ejemplo,
un aditivo, lejia, agente blanqueante, inhibidor de manchas, secuestrante, polimero liberador de suciedad, aroma,
otras enzimas (tales como proteasa, lipasa, o amilasa), estabilizante para enzimas, granulante, abrillantador dptico,
y/o agente espumante. Como tensioactivos anidnicos tipicos, pueden mencionarse, por ejemplo, alquil benzeno
sulfonato lineal (LAS), alquil sulfato (AS), sulfonato de a-olefina (AOS), sulfonato de polioxietilen alquiléter (AES), a-
sulfo éster de acido graso (a-SFMe), o sales de metales alcalinos de acido graso de origen natural. Como
tensioactivos no idnicos, pueden mencionarse, por ejemplo, polioxietilen alquil éter (AE), alquilpolietilenglicol éter,
nonilfenol polietilenglicol éter, etoxilato de éster metilico de acido graso, sacarosa, o éster de acido graso de
glucosa, o ésteres de alquilglucosido o alquilglucésido polietoxilado.

El procedimiento de la presente invencion para tratar un tejido que contiene celulosa se realiza poniendo el tejido
que contiene celulosa en contacto con la proteina de la presente invencién, la preparacion de celulasa de la
presente invencion, o la composicion detergente de la invencion. Pueden mejorarse las siguientes propiedades del
tejido que contiene celulosa mediante el procedimiento de la presente invencion:

(1) Mejora de la sensacion al tacto y aspecto de un tejido reduciendo el peso;

(2) Proporcionar un cambio de color localizado a un tejido que contiene celulosa coloreada, es decir,
proporcionar un aspecto tipo lavado a la piedra y textura a un tejido que contiene celulosa coloreada, tipicamente
tejido vaquero;

(3) Aclaramiento del color de un tejido que contiene celulosa coloreada;

(4) Flexibilizacion de un tejido (reduccion de la tasa de rigidez, y una reduccion de la rigidez); y

(5) Eliminacion de pelusas (reduccion de la tasa de la formacion de pelusas, y reduccion de pelusas).

Mas particularmente, el procedimiento de la presente invencién puede realizarse afiadiendo a la proteina de la
presente invencion, la preparacion de celulasa de la presente invencion, o la composicién detergente de la presente
invencion en agua en que un tejido se empapa o empapara, por ejemplo, durante el remojo, lavado, o aclarado de
un tejido. Las condiciones tales como temperatura de contacto o la cantidad de la proteina, la preparacion de
celulasa, o la composicion de celulasa a afiadir pueden determinarse apropiadamente de acuerdo con otras diversas
condiciones. Por ejemplo, para la mejora de la sensacion al tacto y el aspecto de un tejido que contiene celulosa
reduciendo el peso, la proteina, la preparacion de celulasa, o la composicién detergente en una concentracion de
proteina de 0,1 a 50 mg/l se usa preferentemente a una temperatura de aproximadamente 10 a 60°C. Para
proporcionar un cambio de color localizado a un tejido que contiene celulosa coloreada, la proteina, la preparacion
de celulasa, o la composicion detergente en una concentracion de proteina de 0,1 a 100 mg/l se usa
preferentemente a una temperatura de aproximadamente 20 a 60°C. Para aclaramiento del color de un tejido que
contiene celulosa coloreada, la proteina, la preparacion de celulasa, o la composicién detergente en una
concentracion de proteina de 0,01 a 20 mg/l se usa preferentemente a una temperatura de aproximadamente 10 a
60°C. Para reducir la rigidez de un tejido que contiene celulosa o reducir la tasa de la formacién de rigidez, la
proteina, la preparacion de celulasa, o la composicion detergente en una concentracion de proteina de 0,01 a 20
mg/l se usa preferentemente a una temperatura de aproximadamente 10 a 60°C. Para la reduccion de pelusas de un
tejido que contiene celulosa o la reduccion de la tasa de la formacion de pelusas, la proteina, la preparacion de
celulasa, o la composicion detergente en una concentracion de proteina de 0,01 a 20 mg/l se usa preferentemente a
una temperatura de aproximadamente 10 a 60°C.

Ademas, la presente invencién se refiere a un procedimiento para destintar papel de desecho, caracterizado por el
uso de la proteina de la presente invencion o la preparacion de celulasa de la presente invencién, en el proceso para
tratar el papel de desecho junto con un agente de destintado. La proteina o la preparacion de celulasa de la presente
invencion es util en el proceso para producir papel reciclado a partir de papel de desecho, ya que puede mejorarse la
eficacia del destintado haciendo reaccionar el papel de desecho con la misma. De acuerdo con el procedimiento de
destintado, la blancura del papel de desecho puede mejorarse de forma notable reduciendo las fibras con tinta
residual. El agente de destintado no esta particularmente limitado, siempre que sea un agente que pueda usarse en
destintar papel de desecho en general. Como agente de destintado, pueden mencionarse, por ejemplo, alcalis (tales
como hidroxido sédico o carbonato sddico), silicato sddico, perdxido de hidrégeno, fosfatos, tensioactivos anidnicos
0 no ionicos, aceptores tales como acido oleico, y agentes auxiliares tal como un estabilizante del pH, un agente
quelante, o un agente de dispersion. El papel de desecho que puede tratarse mediante el procedimiento de
destintado no esta particularmente limitado, siempre que sea papel de desecho comun. Como papel de desecho,
pueden mencionarse, periédicos usados, revistas usadas, y papel usado impreso de grado bajo a medio que
comprende pulpa mecanica y pulpa quimica; papel sin madera usado que compren de pulpa quimica; o papel de
desecho impreso del mismo tal como papel de revestimiento. Un papel diferente al papel de desecho comun puede
tratarse mediante el procedimiento de destintado, siempre que deposite tinta.

Ademas, la presente invencion se refiere a un procedimiento para mejorar la liberacion de agua de pulpa de papel,
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que comprende el proceso de tratar una pulpa de papel con la proteina de la presente invencion o la preparacion de
celulasa de la presente invencion. De acuerdo con el procedimiento, se considera que este procedimiento puede
mejorar significativamente la liberacién de agua de pulpa de papel, sin disminucion seria de la resistencia. Una pulpa
de papel que puede tratarse por el procedimiento no esta particularmente limitada, pero pueden mencionarse, por
ejemplo, pulpa de papel de desecho, pulpa cartén reciclado, pulpa kraft, pulpa de sulfito, pulpa de tratamiento termo-
mecanico, y otra pulpa de alto rendimiento.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para mejorar la digestibilidad de pienso animal, que comprende
la etapa de tratar el pienso animal con la proteina de la presente invencién o la preparacion de celulasa de la
presente invencion. De acuerdo con este procedimiento, puede mejorarse la digestibilidad de pienso animal por
digestion del glucano en el pienso animal en moléculas apropiadas que tengan un peso molecular bajo. Ademas,
puede mejorarse la digestibilidad del glucano en pienso animal usando la proteina de la presente invencion en
pienso animal. De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un procedimiento para mejorar la digestibilidad
de pienso animal que comprende la etapa de tratar el pienso animal con la proteina de la presente invencion o la
preparacion de celulasa de la presente invencion.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para producir etanol de biomasa, que comprende la etapa de
tratar una sustancia basada en celulosa (tal como fibras de celulosa) con la proteina o la preparacion de celulasa de
la presente invencion. De acuerdo con el procedimiento, la sustancia basada en celulosa puede digerirse y
sacarificarse tratando la sustancia con la proteina de la presente invencién, para producir glucosa. La glucosa
resultante puede convertirse en etanol de biomasa mediante técnicas de fermentacion usando otros
microorganismos tales como levaduras.

Deposicion de microorganismos

Penicillium pinophilum PF1365, de la que se obtuvo la endoglucanasa PPCE de la presente invencioén, se depositd
internacionalmente en el International Patent Organism Depositary National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology (Direccion: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome Tukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566 Japén)
el 7 de febrero de 2007, y el nimero de depdsito internacional es FERM BP-10780.

Escherichia coli JM109/p28FULL18 de la presente invencioén, es decir, Escherichia coli JM109 transformada con el
plasmido p28FULL18 obtenida por insercién del gen de PPCE en el plasmido PCR 2.1-TOPO, se depositd
internacionalmente en el International Patent Organism Depositary National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology (Direccion: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome Tukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566 Japén)
el 7 de febrero de 2007, y el nimero de depdsito internacional es FERM BP-10781.

Trichoderma viride MC300-1, que puede usarse como huésped para el vector de expresion de la presente invencion,
de depositd de forma local (originalmente) en el International Patent Organism Depositary National Institute of
Advanced Industrial Science and Technology (Direccion: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome Tukuba-shi,
Ibaraki-ken 305-8566 Japon) el 9 de septiembre de 1996, y se transfirié a un depdsito internacional el 11 de agosto
de 1997. El numero de depdsito internacional (un numero en paréntesis [] después del nimero de depdsito
internacional es un nimero de depésito local) es FERM BP-6047 [FERM P-15842].

Ejemplos

La presente invencion se ilustrara ahora adicionalmente mediante el siguiente Ejemplo, aunque sin limitarse en
absoluto al mismo.

Ejemplo 1: Aislamiento y purificacién del componente que tiene actividad para eliminar las pelusas de algodén
coloreado a partir de Penicillium pinophilum PF1365

Penicillium pinophilum PF1365 se cultivd en un medio TS (almidén soluble al 2,0%, glucosa al 1,0%, polipeptona al
0,5%, germen de trigo al 0,6%, extracto de levadura al 0,3%, torta de soja al 0,2%, carbonato de calcio al 0,2%, pH
7,0) a 25°C en agitacion. Después de cultivo durante 24 horas, el hongo se inocul6 en un medio (N) (avicel al 5,0%,
extracto de levadura al 2,0%, polipeptona al 0,1%, sulfato de magnesio al 0,03%, pH 6,8), y se cultivd
adicionalmente a 25°C durante 5 dias. Se retiraron los micelios del cultivo para obtener un sobrenadante de cultivo
como una solucién en bruto de preparacion de celulasa. Se afiadié sulfato de amonio a la soluciéon en bruto de
preparacion de celulasa de modo que la concentracion final de sulfato de amonio en la solucion llegara a ser de 1,2
mol/l. La solucién se aplicé a una columna de Fenil HP HiTrap™ (GE Healthcare Bio-Sciences) equilibrada con un
tampon acetato sédico 50 mM (pH 5) que contenia 1,2 mol/l de sulfato de amonio, y se eluyé6 mediante un
procedimiento de elucion por etapas usando 1,2 mol/l, 0,96 mol/l, 0,72 mol/l, 0,48 mol/l, 0,24 mol/l, y 0 mol/l de
sulfato de amonio en un tampén acetato sédico de 50 mmol/l (pH 5), para recoger las fracciones. La fraccion eluida a
una concentracion de sulfato de amonio de 0,24 mol/l mostré una actividad de eliminacion de pelusas de un tejido de
algodon coloreado. La actividad de eliminacion de pelusas de un tejido de algodén coloreado se evalud por el
siguiente procedimiento. Se trataron tejidos tricotados de algoddn tefiidos de azul en una lavadora grande para
generar pelusas. Los tejidos tricotados de algoddn azul con pelusas se trataron en las siguientes condiciones para la
eliminacion de pelusas y se evalud la actividad de eliminacion de pelusas, juzgando el grado de pelusas eliminadas
de los tejidos después del tratamiento en base a una inspeccion visual.
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Maquina de ensayo: Launder Meter L-12 (Daiei Kagaku Seiki MFG., Japén)
Temperatura: 40°C

Tiempo: 120 minutos

pH de reaccion: pH 2 (5 mmol/l de tampon citrato)

A una solucién de tratamiento, se afiadié una cantidad apropiada de perlas inoxidables junto con cada solucion de
fraccion.

La fraccion eluida a una concentracion de sulfato de amonio de 0,24 mol/l se desalé usando una columna de
desalado PD-10 (GE Healthcare Bio-Sciences) de acuerdo con las condiciones descritas en un manual adjunto, y se
ajusto para que llegara a ser de 50 mmol/l de tampodn acetato (pH 4,0). La fraccién ajustada se aplicé a una columna
Resource Mono S (GE Healthcare Bio-Sciences) equilibrada con 50 mmol/l de tampdn acetato (pH 4,0), y se eluyd
mediante un procedimiento de elucién por etapas desde 50 mmol/l de tampdn acetato sodico (pH 4,0) hasta 50
mmol/l de tampon acetato sédico (pH 5,0) que contenia 1 mol/l de cloruro sédico, en aumentos de 0,1 mol de NaCl,
para recoger las fracciones. Como resultado, la actividad de eliminacion de pelusas de un tejido de algodoén
coloreado se detectd en la fraccion que pasaba a través de la columna sin adsorberse por la columna. Esta fraccion
de flujo continuo se aplico a una columna Resource Mono Q (GE Healthcare Bio-Sciences) equilibrada con 50
mmol/l de tampdn acetato (pH 4,0), y se eluyé mediante un procedimiento de elucion por etapas desde 50 mmol/l de
tampon acetato (pH 4,0) hasta 50 mmol/l de tampdn acetato (pH 5,0) que contenia 1 mol/l de cloruro sédico, en
aumentos de 0,1 mol de NaCl, para recoger las fracciones. Como resultado, la actividad de eliminacion de pelusas
de un tejido de algodoén coloreado se detecto en la fraccion que pasaba a través de la columna sin adsorberse por la
columna. La fraccion de flujo continuo resultante se concentré usando una membrana de ultrafiltracion de 10 kDa de
punto de corte (Millipore) para determinar una fraccion de PPCE. Esta fraccion de PPCE mostraba actividad
CMCasa. Después, la solucion en bruto de preparacion de celulasa y las fracciones activas obtenidas en las etapas
anteriores de purificacién en columna se sometieron a SDS-PAGE. Esta SDS-PAGE se realizé usando un aparato
de electroforesis Safety Cell Mini STC-808 (Tefco) y un gel Precast Mini de SDS al 12%-PAGEmini, 1,0 mm de
grosor del gel (Tefco) de acuerdo con protocolos adjuntos al mismo. Se usé calibracion PMB para electroforesis en
SDS (GE Healthcare Bio-Sciences) como marcadores moleculares. Después de la electroforesis, el gel se tifié con
azul brillante de Coomassie R-250 (Nacalai Tesque), y se decolor6. Como resultado, se descubrid que una proteina
que tenia un peso molecular (PM) promedio de aproximadamente 26 kDa se concentraba gradualmente por cada
etapa de purificacion. En particular, el contenido de la proteina de aproximadamente 26 kDa se aumentaba de forma
remarcada en la fracciéon de PPCE, en comparacion con la soluciéon en bruto de preparacion de celulasa. A partir de
estos resultados, se supuso que el componente que tenia la actividad de eliminar pelusas de un tejido de algodon
coloreado era la proteina que tiene un peso molecular (PM) promedio de aproximadamente 26 kDa, y se realizaron
los siguientes experimentos.

Ejemplo 2: Identificacién de la secuencia de aminoacidos N-terminal de PPCE derivada de Penicillium pinophilum
PF1365

La fraccién de PPCE obtenida en el Ejemplo 1 se someti6 a SDS-PAGE, y se transfirié eléctricamente en una
membrana PVDF (Millipore) usando Multiphor Il (GE Healthcare Bio-Sciences). La membrana se tifié con azul
brillante G (Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.), y se decolord. De la membrana, se escindi6 la parte sobre la que se
transfirio una proteina (PPCE) que tenia un peso molecular de aproximadamente 26 kDa. Este trozo se sometié a un
secuenciador de proteinas Modelo 492 (Applied Biosystems) para determinar la secuencia de aminoacidos N-
terminal, pero no se detectaron sefales de degradacion de Edman. Se revelé a partir de este resultado que el
aminoacido N-terminal estaba protegido por modificacion.

La membrana escindida se sumergid en una solucion de polivinilpirrolidona-40 al 0,5% (Sigma)/100 mmol/l de acido
acético a 37°C durante 30 minutos para bloquear las partes no unidas a proteina en la membrana, y se traté con
piroglutamato aminopeptidasa Pfu (Takara Bio) a 50°C durante 5 horas para retirar el resto N-terminal modificado de
la proteina. La membrana resultante se volvido a someter al secuenciador de proteinas para obtener la siguiente
secuencia de aminoacidos. Xaa es un resto desconocido de aminoacido.

Resultado de secuenciacion: GIn-Ser-Leu-Xaa-Ser-GIn-Tyr-Ser-Ser-Tyr-Thr-Ser (12 restos) (SEC ID N° 1)

Como se obtuvieron sefiales tratando el aminoacido N-terminal protegido con piroglutamato aminopeptidasa Pfu, se
considera que el aminoacido N-terminal de PPCE es acido piroglutamico (pyroGlu). Ademas, se supone que Xaa es
cisteina (Cys), porque una sefial derivada de cisteina no es detectable con este secuenciador de proteinas. Por lo
tanto, la secuencia de aminoacidos N-terminal de PPCE se considera la siguiente secuencia.

Secuencia de aminoacidos N-terminal de PPCE: GIn-GIn-Ser-Leu-Cys-Ser-GIn-Tyr-Ser-Ser-Tyr-Thr-Ser (13 restos;
la GIn N-terminal estd modificada en pyroGlu.) (SEC ID N° 2)

Cuando se uso6 esta secuencia de aminoacidos N-terminal para realizar una busqueda de homologia (GENETYX;
GENETYX Corporation), esta secuencia mostré una homologia con la secuencia de aminoacidos de endoglucanasa
Il (RU 2238974) derivada de Penicillium verruculosum. Este resultado sugiri6 que PPCE era una endoglucanasa
que pertenece a la familia 12.
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Ejemplo 3: Amplificacién por PCR del gen de |la endoglucanasa PPCE

Como la secuencia de aminoacidos N-terminal de PPCE tenia homologia con la de endoglucanasa Il derivada de
Penicillium verruculosum que pertenece a la familia 12, se intenté amplificar un gen de endoglucanasa PPCE
derivado de Penicillium pinophilum PF1365 por PCR en base a la secuencia de nucleétidos de EG IIl descrita en el
documento RU 2238974.

(1) Aislamiento de ADN cromosoémico derivado de Penicillium pinophilum PF1365

Penicillium pinophilum PF1365 se cultivd en el medio TS a 28°C durante 24 horas, y se centrifugdé para recoger los
micelios. Se us6 un kit (ISOPLANT; Nippon Gene Co., Ltd.) para extraer el ADN cromosomico de los micelios
obtenidos. La extraccion se realizé de acuerdo con las condiciones descritas en el manual adjunto al mismo.

(2) Amplificacion de fragmento génico de endoglucanasa de la familia 12 derivada de Penicillium pinophilum PF1365
por PCR

Se prepararon cebadores sintéticos que tenian las siguiente secuencias en base a las secuencias de aminoacidos
N-terminal y C-terminal de la endoglucanasa lll derivada de Penicillium verruculosum.

MSW-N: CAACAGAGTCTATGCGCTCAATACTCGAGCTACACCAGT (SEC ID N° 5)
MSW-C: CTAATTGACAGCTGCAGACCAA (SEC ID N° 6)

Se realiz6 una reaccion de PCR usando los cebadores anteriores (MSW-N, MSW-C), el ADN cromosomico
preparado en el Ejemplo 3(1) como molde, y un kit LA PCR™ Kit Ver2.1 (Takara Bio). Esta reaccion de PCR se
realizé realizando una reaccién a 94°C durante 1 minuto, repitiendo un ciclo que consiste en una reaccién a 94°C
durante 30 segundos, una reaccion a 60°C durante 30 segundos, y una reaccion a 72°C durante 1 minuto 20 veces,
y realizando una reaccion a 72°C durante 10 minutos. El liquido de reaccion resultante se sometié a electroforesis en
gel de agarosa. Como resultado, se confirmé que se amplificaba un fragmento génico de aproximadamente 0,8 kpb,
y por tanto, se intentd clonar este fragmento para determinar la secuencia de nucleétidos del mismo. El fragmento
génico de aproximadamente 0,8 kpb, que se aisl6 por electroforesis en gel de agarosa, se escindio del gel, y se usé
un sistema Wizard SVGel y PCR Clean-Up (Promega) para purificar el ADN. La purificacion se realizé6 de acuerdo
con las condiciones descritas en el manual adjunto al mismo. El ADN purificado resultante de aproximadamente 0,8
kpb se cloné en un vector TOPO (PCR 2.1-TOPO) usando un kit de clonacién TOPO TA (Invitrogen). El plasmido
resultante se amplifico y extrajo para determinar la secuencia de ADN del mismo de acuerdo con procedimientos
convencionales. Esta extraccion del plasmido se realizé usando un kit QlAfilter Plasmid (Xiagen) de acuerdo con las
condiciones descritas en el manual adjunto al mismo. La secuencia de nucleétidos del ADN se determiné mediante
una reaccion usando un kit dRhodamine Terminator (Applied Biosystems) y el cebador universal M13 o un cebador
Inv (Inverso) que tiene la siguiente secuencia como cebador.

Rev: CAGGAAACAGCTATGAC (SEC ID N° 7)

Esta reaccion se realizdé de acuerdo con las condiciones descritas en el manual adjunto al mismo. El liquido de
reaccion resultante se purificéd de acuerdo con las condiciones descritas en el manual adjunto al mismo, y se analizé
usando un analizador genético ABlI PRISM 310 (Applied Biosystems). Como resultado, el fragmento génico
amplificado por PCR era un gen que tenia homologia con la endoglucanasa lll derivada de Penicillium verruculosum.

Ejemplo 4: Clonacion de fragmento génico de endoglucanasa de la familia 12 derivada de Penicillium pinophilum
PF1365 por paseo gendmico

Se intentd amplificar las regiones cadena arriba y cadena abajo del fragmento génico amplificado por PCR de la
endoglucanasa de la familia 12 derivada de Penicillium pinophilum PF1365 usando un kit GenomeWalker (Becton,
Dickinson and Company). Esta amplificacion se realizd de acuerdo con las condiciones descritas en el manual
adjunto al mismo. El ADN cromosomico extraido de Penicillium pinophilum PF1365 se digiri6 completamente con la
enzima de restriccion Pvull o Stul, y los fragmentos digeridos resultantes del ADN cromosémico se ligaron a un
adaptador adjunto al kit para construir bibliotecas Pvull y Stul. Ademas, se prepararon cebadores sintéticos que
tienen las siguientes secuencias en base a la secuencia determinada en el Ejemplo 3 para usar reacciones de PCR
descritas a continuacion.

24-GSP-R1: CGCCAGAGCTGGAAATGGAGTTGACATAAG (SEC ID N° 8)

24-GSP-R2: GTGCACTGGGAGCCAGAGCCACTGCTCTCA (SEC ID N° 9)

24-GSP-F1: TTTCGTATGATCTCTTCACGGCAGCGGATA (SEC ID N° 10)

24-GSP-F2: ATCAACCATGTTACCTACAGTGGTGACTAT (SEC ID N° 11)

Se realizé una reaccion de PCR usando la biblioteca Pvull o Stul como molde, el cebador 24-GSP-R1 o 24-GSP-F1
y un cebador AP-1 adjunto al kit, y la premezcla Ex Taq (Takara Bio). Esta reaccion de PCR se realiz6 realizando
una reaccion a 94°C durante 2 minutos, repitiendo el ciclo que consiste en una reaccion a 94°C durante 2 segundos
y una reaccion a 72°C durante 3 minutos 7 veces, repitiendo un ciclo que consiste en una reaccion a 94°C durante 2
segundos y una reaccion a 67°C durante 3 minutos 32 veces, y realizando una reaccién a 67°C durante 4 minutos.
El liquido de reaccion de PCR obtenido por la primera reaccién de PCR se diluyé con agua desionizada, y la
segunda reaccion de PCR se realizd usando el liquido diluido como molde, el cebador 24-GSP-R2 o 24-GSP-F2 y
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un cebador AP-2 adjunto al kit, y premezcla Ex Taq (Takara Bio). Esta reaccion de PCR se realizé realizando una
reaccion a 94°C durante 2 minutos, repitiendo un ciclo que consiste en una reaccion a 94°C durante 2 segundos y
una reaccién a 72°C durante 3 minutos 5 veces, repitiendo un ciclo que consiste en una reaccion a 94°C durante 2
segundos y una reaccion a 67°C durante 3 minutos 20 veces, y realizando una reaccién a 67°C durante 4 minutos.
El liquido de reaccion resultante se sometid a electroforesis en gel de agarosa. Como resultado, se confirmé que se
amplificaba un fragmento génico de aproximadamente 2 kpb en la muestra obtenida usando la biblioteca Pvull como
molde, realizando la primera reaccion de PCR usando el cebador 24-GSP-R1 y el cebador AP-1, y realizando la
segunda reaccion de PCR usando el cebador 24-GSP-R2 y el cebador AP-2. Ademas, se confirmd que se
amplificaba un fragmento génico de aproximadamente 2 kpb en la muestra obtenida usando la biblioteca Stul como
molde, realizando la primera reaccién de PCR usando el cebador 24-GSP-F1 y el cebador AP-1, y realizando la
segunda reaccion de PCR usando el cebador 24-GSP-F2 y el cebador AP-2. Estos fragmentos génicos de
aproximadamente 2 kpb se escindieron de los geles, y se us6 un kit de extraccion de gel QIAQUICK (Xiagen) para
purificar los ADN. La purificacion se realizé de acuerdo con las condiciones descritas en el manual adjunto al mismo.
Los ADN purificados resultantes de aproximadamente 2 kpb se clonaron individualmente en un vector TOPO (PCR
2.1-TOPO) usando un kit de clonacion TOPO PCR (Invitrogen).

Los plasmidos resultantes se amplificaron y se purificaron para determinar las secuencias de ADN de los mismos de
acuerdo con procedimientos convencionales. Esta purificacion de los plasmidos se realizé usando un kit QIAPREP
MINIPREP (Xiagen) de acuerdo con las condiciones descritas en el manual adjunto al mismo. Las secuencias de
nucledtidos de los ADN se determinaron mediante una reaccién usando un kit dRhodamine Terminator (Applied
Biosystems) y el cebador universal M13 o el cebador Inv como cebador. Esta reaccion se realizé de acuerdo con las
condiciones descritas en el manual adjunto al mismo. Los liquidos de reaccion resultantes se purificaron de acuerdo
con las condiciones descritas en el manual adjunto al mismo, y se analizaron usando un analizador genético ABI
PRISM 310 (Applied Biosystems).

Como resultado, el producto de PCR de aproximadamente 2 kpb derivado de la biblioteca Pvull contenia la region
cadena arriba del gen obtenido en el Ejemplo 3(2), y el producto de PCR de aproximadamente 2 kpb derivado de la
biblioteca Stul contenia la regién cadena abajo del gen obtenido en el Ejemplo 3(2). Estas secuencias de nucledétidos
de los productos de PCR se ligaron para determinar la longitud completa de la secuencia de nucleétidos del gen de
PPCE derivado de Penicillium pinophilum PF1365. La secuencia de nucleétidos determinada del gen de PPCE (SEC
ID N° 3) contenia una region homologa con la region codificante del gen de la endoglucanasa lll derivado de
Penicillium verruculosum. La homologia entre estos genes calculada usando un software de procesamiento de
informacion genética disponible en el mercado GENETYX (GENETYX Corporation) fue del 82%. La homologia de la
secuencia de aminoacidos (SEC ID N° 4) deducida a partir de la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN de
PPCE con la de la endoglucanasa lll derivada de Penicillium verruculosum se calculé usando el GENETYX
(GENETYX Corporation) como del 86%. Se realizé una busqueda blastp, basada en la secuencia de aminoacidos
(SEC ID N° 4) deducida a partir de la secuencia de nucledtidos del fragmento de ADN, frente a la base de datos
conocida NCBI para descubrir que tenia una homologia del 72% con la de la FI-CMCasa derivada de Aspergillus
aculeatus y una homologia del 53% con la de EG Ill derivada de Trichoderma reesei. Como todas estas proteinas
eran endoglucanasas que pertenecian a la familia 12, se consideré que el fragmento de ADN obtenido era un
fragmento génico que contenia la regiéon codificante de un gen de endoglucanasa de la familia 12 derivado de
Penicillium pinophilum PF1365 y las regiones cadena arriba y cadena abajo de la misma.

Ejemplo 5: Expresién del gen de PPCE en Trichoderma viride

(1) Clonacién del fragmento génico para la expresion de PPCE

Se disefaron los siguientes cebadores para mutagénesis que tienen el sitio de reconocimiento por Stul cadena
arriba del codon de inicio y el sitio de reconocimiento por Pstl cadena abajo del codén de terminacion, y se amplificd
el gen de PPCE por PCR.

32228-NSTU: CCAGGCCTGCGCATCATGAAGCTAACTTTTCTCCTG (SEC ID N° 12)

32228-CPST: CCCTGCAGCTAATTGACAGAAGCAGACC (SEC ID N° 13)

Esta reaccion de PCR se realizd usando el ADN cromosoémico de Penicillium pinophilum PF1365 obtenido en el
Ejemplo 3(1) como molde, cebadores sintéticos de ADN 32228-NSTU y 32228-CPST, y premezcla Ex Taq (Takara
Bio), realizando una reaccion a 94°C durante 2 minutos, repitiendo un ciclo que consiste en una reaccién a 94°C
durante 1 minuto, una reaccion a 50°C durante 2 minutos, y una reaccion a 72°C durante 1,5 minutos 25 veces, y
realizando una reaccion a 72°C durante 3 minutos. La muestra después de la reaccién se sometié a electroforesis en
gel de agarosa, y se escindié un fragmento génico de aproximadamente 800 pb y se purificé usando un kit de
extraccion de gel QIAQUICK (Xiagen) de acuerdo con las condiciones descritas en el manual adjunto al mismo. El
ADN purificado resultante se cloné en un vector TOPO (PCR 2.1-TOPO) usando un kit de clonacion TOPO PCR
(Invitrogen). El plasmido resultante se denominé p28FULL18. El plasmido p28FULL18 se amplifico y se purifico de
acuerdo con procedimientos convencionales, para determinar la secuencia de ADN del mismo como se ha descrito
anteriormente. Como resultado, se confirmé que el plasmido p28FULL18 contenia el gen de PPCE que tiene el sitio
de reconocimiento por Stul cadena arriba del coddn de inicio y el sitio de reconocimiento por Pstl cadena abajo del
codon de terminacion. La secuencia de nucleétidos del gen de PPCE contenida en el plasmido p28FULL18 coincidia
con la secuencia de nucledtidos de la regién codificante de PPCE determinada en el Ejemplo 4 y, por tanto, este
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fragmento génico se uso en los siguientes procedimientos para expresar el gen de PPCE.
(2) Construccion de plasmido para expresar PPCE

El plasmido p28FULL18 se digirié con las enzimas de restriccion Stul y Pstl, y la muestra después de la reaccion se
sometid a electroforesis en gel de agarosa. El fragmento génico de aproximadamente 800 pb se escindié del gel, y
se uso6 un kit de extracciéon de gel QIAQUICK (Xiagen) para purificar el ADN. El plasmido pCBI-M2 (Ejemplo B1 del
documento WO 2005/056787) se digiri6 con las enzimas de restriccion Stul y Pstl, y la muestra después de la
reaccion se sometioé a electroforesis en gel de agarosa. Se escindié un fragmento génico de aproximadamente 5,6
kpb del gel, y se usé un kit de extraccion de gel QIAQUICK (Xiagen) para purificar el ADN. Este fragmento génico de
aproximadamente 5,6 kpb se ligd al fragmento génico previamente obtenido de aproximadamente 800 pb usando un
kit de ligamiento de ADN TaKaRa Ver.1 (Takara Bio) para construir el plasmido pPPCE-F2.

(3) Preparacion de Trichoderma viride transformante con plasmido pPPCE-F2

Trichoderma viride se transformé con el plasmido PPCE-F2 obtenido en el Ejemplo 5(2) de acuerdo con los
procedimientos descritos en el documento WO 2005/056787. Es decir, esta transformacién se realizé6 mediante un
procedimiento de co-transformacion usando Trichoderma viride cepa 2 deficiente en un gen para la biosintesis de
uracilo (pyr4) como huésped y un gen pyr4d de Neurospora crassa como marcador de seleccion. Mas
particularmente, de acuerdo con el procedimiento descrito en el documento WO 2005/056787, se prepararon
protoplastos de Trichoderma viride cepa 2, y se mezclaron 100 ul de la suspension de protoplastos con 7 pg del
plasmido pPPCE-F2 y 3 ug del plasmido pPYR4 (un plasmido preparado por subclonacion del gen pyr4 de
Neurospora crassa en LITMUS28). Después de dejar esta mezcla en reposo en hielo durante 5 minutos, se
afadieron 400 pl de una solucion de PEG (polietilenglicol 4000 al 60%, 10 mmol/l de cloruro de calcio, y 10 mmol/l
de tampén Tris-HCI, pH 7,5) a la mezcla, y se dej6 reposar en hielo durante 20 minutos. La suspension resultante de
protoplastos se lavé con un tampén SUTC (0,5 mol/l de sacarosa, 10 mmol/l de cloruro de calcio, y 10 mmol/l de
tampon Tris-HCI, pH 7,5), se recubrié con agar blando en un medio minimo que contenia 0,5 mol/l de sacarosa, y se
cultivd a 28°C durante 5 dias. Después del cultivo, las colonias cultivadas se transfirieron en el medio minimo, y las
colonias cultivadas en este medio se usaron como transformantes en los siguientes procedimientos.

(4) Cultivo de Trichoderma viride transformante con plasmido pPPCE-F2

De los transformantes obtenidos en el Ejemplo 5(3), se inocularon 50 cepas en un medio PSW (glucosa al 1,0%,
lactosa al 4,0%, torta de soja al 2,0%, germen de trigo al 1,0%, dihidrogenofosfato potasico al 0,2%, sulfato de
amonio al 0,2%, fosfato de amonio al 0,2%, carbonato de calcio al 0,2%) y se cultivaron a 28°C durante 5 dias.
Después del cultivo, se retiraron los micelios por centrifugacién para obtener sobrenadantes de cultivo como
soluciones enzimaticas en bruto. Estas soluciones enzimaticas en bruto se sometieron a SDS-PAGE, y se confirmé
que se expresaba especificamente una proteina de aproximadamente 26 kDa en los transformantes. El
sobrenadante de cultivo de la cepa 322F-205, que expresaba de forma muy elevada la proteina, se us6 para realizar
el siguiente ensayo de lavado.

Ejemplo 6: Evaluacion de actividad de eliminacién de pelusas en cepa que expresa el gen de PPCE

(1) Medicion de la concentracion de proteina expresada

Para evaluar una actividad de eliminacion de pelusas de la cepa que expresa el gen de PPCE, se expreso cada gen
de EG Il derivada de Trichoderma reesei (referencia no de patente 1), SCE3 derivada de Trichoderma viride
(patente de referencia 5), y FI-CMCasa derivada de Aspergillus aculeatus (referencia no de patente 2) en
Trichoderma viride, y se prepararon sobrenadantes de cultivo del mismo, como controles, de acuerdo con los
procedimientos descritos en el Ejemplo 5. Estos sobrenadantes de cultivo para controles, y el sobrenadante de
cultivo de la cepa que expresa el gen de PPCE se sometieron a SDS-PAGE usando un gel al 12% de acuerdo con
los procedimientos descrito en el Ejemplo 1. Después de la electroforesis, el gel se tifid usando un tinte de gel de
proteinas SYPRO Ruby (Invitrogen) y se lavd con agua. Las bandas se analizaron usando un Molecular Imager FX
(Bio-Rad Laboratories) y un Quantity One (Bio-Rad Laboratories) para determinar la relacion de la proteina
expresada a las proteinas totales. Ademas, se ensayo la concentracion de proteinas totales contenidas en cada
sobrenadante de cultivo usando y globulina bovina como patron y un kit de ensayo de proteinas (Bio-Rad
Laboratories). La concentracion de la proteina expresada se calculd multiplicando la concentracion de proteinas
totales por la relacién de la proteina expresada.

Tabla 1
Cantidad de proteina expresada en transformantes de Trichoderma
. . Concentracion de proteinas Relacion de proteina Concentracion de proteina
Proteina activa
totales expresada expresada
PPCE (presente o
invencion) 13,2 ug/ml 6,1% 0,81 pg/mi
EG Il 11,8 pg/ml 18,1% 2,1 pg/ml
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(continuacion)

Cantidad de proteina expresada en transformantes de Trichoderma
SCE3 14,7 pg/ml 17,9% 2,6 ug/ml
FI-CMCasa 13,3 pg/ml 9,8% 1,3 pg/mi

(2) Medicion de la actividad de eliminacién de pelusas de algodén coloreado

Los sobrenadantes de cultivo de la cepa que expresaba PPCE y las cepas de control preparadas en el Ejemplo 6(1)
se usaron para medir la actividad de eliminaciéon de pelusas de la misma. Mas particularmente, se trataron tejidos
tricotados de algodon tefidos de marrén en una lavadora grande para generar pelusas. Los tejidos tricotados de
algoddén marrones con pelusas se trataron en las siguientes condiciones para la eliminacion de pelusas y se evalué
la actividad de eliminacion de pelusas, juzgando el grado de pelusas eliminadas de los tejidos después del
tratamiento en base a una evaluacion visual.

Maquina de ensayo: Launder Meter L-12 (Daiei Kagaku Seiki MFG., Japén)
Temperatura; 40°C

Tiempo: 60 minutos

Solucion de reaccion: 5 mmol/l de tampén acetato (pH 4) 40 ml

A una solucion de tratamiento, se afiadié una cantidad apropiada de perlas inoxidables junto con cada sobrenadante
de cultivo.

Se muestran los volimenes de sobrenadantes de cultivo necesarios para retirar aproximadamente el 50% de las
pelusas formadas en base a una evaluacién visual en la Tabla 2. También se calcularon las cantidades de la
proteina expresada usadas para retirar el 50% de las pelusas a partir de las concentraciones de proteina expresada
determinadas en el Ejemplo 6(1). Como resultado, se esclarecioé que la cantidad de PPCE requeria el minimo de
proteina para retirar las pelusas de los tejidos.

Tabla 2
Actividad de eliminacion de pelusas en cepa que expresaba PPCE
= . . Volumen de sobrenadante de cultivo que Cantidad de proteina expresada que
roteina activa L o
elimina el 50% de las pelusas elimina el 50% de las pelusas
PPCE (presente 100 pl 0,081 ng
invencion)
EG I 140 pl 0,29 ug
SCE3 150 pl 0,39 ug
FI-CMCasa 200 pl 0,26 ug

Ejemplo 7: Perfiles de temperatura y pH en la actividad de eliminacion de pelusas de PPCE

(1) Perfil de temperatura en la actividad de eliminacién de pelusas de PPCE

Los sobrenadantes de cultivo de las cepas que expresaban PPCE y EG Ill usadas en el Ejemplo 6 se usaron para
examinar perfiles de temperatura en las siguientes condiciones para lavado. Después del tratamiento de lavado, se
juzgaron los grados de eliminacion de pelusas de los tejidos en base a una inspeccion visual, y se calcularon los
volumenes de sobrenadantes de cultivo necesarios para retirar aproximadamente el 50% de las pelusas en base a
una inspeccion visual. Las actividades relativas se determinaron a partir de los volimenes, cuando la actividad a la
temperatura que muestra la mayor actividad de eliminacion de pelusas en cada muestra se consideré del 100%.
Como se muestra en la Tabla 3, la temperatura éptima de PPCE fue de 30°C, y la de EG lll fue de 40°C.

Maquina de ensayo: Launder Meter L-12 (Daiei Kagaku Seiki MFG., Japén)
Temperatura: 20°C a 60°C

Tiempo: 60 minutos

Solucion de reaccion: 5 mmol/l de tampén acetato (pH 4) 40 ml

A una solucion de tratamiento, se afiadié una cantidad apropiada de perlas inoxidables junto con cada sobrenadante
de cultivo.

Tabla 3
Perfil de temperatura de cepa que expresaba PPCE
Temperatura de PPCE (presente invencion) EG Il
reaccion Actividad relativa (%) Actividad relativa (%)
20°C 80 75
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(continuacion)

Perfil de temperatura de cepa que expresaba PPCE
30°C 100 85
40°C 95 100
50°C 80 80
60°C 40 50

(2) Perfil de pH en la actividad de eliminacion de pelusas de PPCE

Los sobrenadantes de cultivo de las cepas que expresaban PPCE y EG Ill usadas en el Ejemplo 6 se usaron para
examinar perfiles de pH en las siguientes condiciones para lavado. Después del tratamiento de lavado, se juzgaron
los grados de eliminacion de pelusas de los tejidos en base a una inspeccion visual, y se calcularon los volimenes
de sobrenadantes de cultivo necesarios para retirar aproximadamente el 50% de las pelusas en base a una
inspeccion visual. Las actividades relativas se determinaron a partir de los volimenes, cuando la actividad al pH que
muestra la mayor actividad de eliminacion de pelusas en cada muestra se consideré del 100%. Como se muestra en
la Tabla 4, el pH 6ptimo de PPCE fue pH 3, y el de EG Il fue pH 4.

Maquina de ensayo: Launder Meter L-12 (Daiei Kagaku Seiki MFG., Japén)
Temperatura: 40°C

Tiempo: 60 minutos

Solucion de reaccion: 5 mmol/l de tampdn citrato o tampén acetato (pH 2 a 6) 40 ml

A una solucion de tratamiento, se afiadié una cantidad apropiada de perlas inoxidables junto con cada sobrenadante
de cultivo.

Tabla 4
Perfil de pH de cepa que expresaba PPCE
Tampén, pH PPCE EG Il
Actividad de lavado (%) | Actividad de lavado (%)
Citrato, pH 2 85 25
Citrato, pH 3 100 45
Citrato, pH 4 90 100
Acetato, pH 4 90 90
Acetato, pH 5 30 55
Acetato, pH 6 10 o menos 10

Ejemplo 8: Expresién del gen de PPCE de codones optimizados en Trichoderma viride

(1) Clonacién del gen de PPCE de codones optimizados

Se sintetiz6 un gen de PPCE que consistia solamente en los codones altamente usados en el género Trichoderma
por reacciones de PCR.

a) Preparacion del fragmento PCEM1-2
Se prepararon dos oligonucleoétidos sintéticos que tenian las siguientes secuencias.

PCEM-1:
CCAGGCCTGCGCATCATGAAGCTGACCTTCCTGCTGAACCTGGCCGTCGCCGCCAGCGCC
CAGCAGAGCCTGTGCAGCCAGTACAGCAGCTACAC (SEC ID N° 14)

PCEM-2:
TGGCTGCCGCTGCCGCTGCTCTCGCCCCACAGGTTGTTGTTGACGCTGTACTGGCCGCTG
GTGTAGCTGCTGTACTGGCT (SEC ID N° 15)

Se realiz6 una reaccién de PCR usando 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-1 y PCEM-2) y la ADN
polimerasa Primestar MAX (Takara), en ausencia de molde, repitiendo un ciclo que consiste en una reaccion a 98°C
durante 10 segundos, una reaccion a 55°C durante 5 segundos, y una reacciéon a 72°C durante 30 segundos 30
veces. ElI ADN resultante se purificé del liquido de reaccién usando un kit de purificacion de PCR QIAQUICK
(Xiagen), y se eluyd en 50 pl de un tampoén TE, de acuerdo con las condiciones descritas en el manual adjunto al
mismo. El fragmento de ADN resultante de aproximadamente 150 pb se denominé PCEM1-2.

b) Preparacion del fragmento PCEM3-4

Se prepararon dos oligonucledtidos sintéticos que tenian las siguientes secuencias.
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PCEM-3:
AGCAGCGGCAGCGGCAGCCAGTGCACCTACGTCAACAGCATCAGCAGCAGCGGCGTCAGC
TGGAGCACCACCTGGAACTG (SEC ID N° 16)

PCEM-4:
TTGGTCAGGCCGCTCAGCTGGCTGTTGGCGTAGCTCTTGACGCTGGTGCTGCCGCCGCTC
CAGTTCCAGGTGGTGCTCCA (SEC ID N° 17)

Se realizé una reaccion de PCR usando 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-3 y PCEM-4) en ausencia de
molde, y se purifico el fragmento resultante, de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 8(1)a). El
fragmento de ADN resultante de aproximadamente 140 pb se denominé PCEM3-4.

c) Preparacion del fragmento PCEM5-6
Se prepararon dos oligonucledtidos sintéticos que tenian las siguientes secuencias.

PCEM-5:
CAGCTGAGCGGCCTGACCAAGAAGCTGGTCAGCAACCTGCAGAGCATCCCCACCAGCGTC
CAGTGGAGCTACAGCAACAC (SEC ID N° 18)

PCEM-6:
GTGACGTGGTTGATGTCGGCGGCGGTGAACAGGTCGTAGCTGACGTCGGCGACGATGTTG
GTGTTGCTGTAGCTCCACTG (SEC ID N° 19)

Se realizé una reaccion de PCR usando 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-5 y PCEM-6) en ausencia de
molde, y se purifico el fragmento resultante, de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 8(1)a). El
fragmento de ADN resultante de aproximadamente 140 pb se denominé PCEM5-6.

d) Preparacion del fragmento PCEM7-8
Se prepararon dos oligonucledétidos sintéticos que tenian las siguientes secuencias.

PCEM-7:
GCCGACATCAACCACGTCACCTACAGCGGCGACTACGAGCTGATGATCTGGTAAATATGC
CCCCGTCGTATTTCAAGTAT (SEC ID N° 20)

PCEM-8:
CAGGGGCTGGGCGCCGCCGTACTTGCCCAGCCTGATATCTTGATTAGCGGGAGATGTCTC
ATACTTGAAATACGACGGGG (SEC ID N° 21)

Se realizé una reaccion de PCR usando 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-7 y PCEM-8) en ausencia de
molde, y se purificé el fragmento resultante, de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 8(1)a).

El fragmento de ADN resultante de aproximadamente 140 pb se denominé PCEM7-8.
e) Preparacion del fragmento PCEM9-10
Se prepararon dos oligonucledtidos sintéticos que tenian las siguientes secuencias.

PCEM-9:
ACGGCGGCGCCCAGCCCCTGGGCAGCCAGATCGGCACCGCCAACGTCGGCGGCGCCACCT
GGCAGCTGTGGTACGGCGTC (SEC ID N° 22)

PCEM-10:
GCCGTTCCAGCTGGTGGTCTGGCTGCTGGCGACGAAGCTGTAGGTCTTCTGGCTGCCGTT
GACGCCGTACCACAGCTGCC (SEC ID N° 23)

Se realizé una reaccion de PCR usando 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-9 y PCEM-10) en ausencia de
molde, y se purifico el fragmento resultante, de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 8(1)a). El
fragmento de ADN resultante de aproximadamente 140 pb se denominé PCEM9-10.

f) Preparacion del fragmento PCEM11-12
Se prepararon dos oligonucledétidos sintéticos que tenian las siguientes secuencias.

PCEM-11:
AGACCACCAGCTGGAACGGCGACATCCTGCAGTTCTTCAAGTACCTGCAGAGCAACCAGG
GCTTCCCCGCCAGCAGCCAG (SEC ID N° 24)

PCEM-12:
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ATCATGTCAGATACAAGGAGTCTATAGGAACAGAAAGGGTCATGGCTTACCGATCAGGTA
CTGGCTGCTGGCGGGGAAGC (SEC ID N° 25)

Se realiz6 una reaccion de PCR usando 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-11 y PCEM-12) en ausencia
de molde, y se purificéd el fragmento resultante, de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 8(1)a). El
fragmento de ADN resultante de aproximadamente 140 pb se denominé PCEM11-12.

g) Preparacion del fragmento PCEM13-14
Se prepararon dos oligonucledtidos sintéticos que tenian las siguientes secuencias.

PCEM-13:
CTCCTTGTATCTGACATGATTGCTTCGGTATCAGACCTGCAGTTCGGCACCGAGCCCTTC
ACCGGCAGCCAGACCACCCT (SEC ID N° 2 6)

PCEM-14:
CCCTCGAGCTAGTTGACGCTGGCGCTCCAGTGGTTGACGGTCAGGGTGGTCTGGCTG CCGGT (SEC ID N°
27)

Se realiz6 una reaccion de PCR usando 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-13 y PCEM-14) en ausencia
de molde, y se purificéd el fragmento resultante, de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 8(1)a). El
fragmento de ADN resultante de aproximadamente 120 pb se denominé PCEM13-14.

h) Preparacion del fragmento PCEM1-4

Se realiz6 una segunda reaccion de PCR usando 1 ul de PCEM1-2 obtenido en el Ejemplo 8(1)a) y 1 ul de PCEM3-4
obtenido en el Ejemplo 8(1)b) como moldes, 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-1 y PCEM-4), y ADN
polimerasa Primestar MAX (Takara), repitiendo un ciclo que consiste en una reaccion a 98°C durante 10 segundos,
una reaccion a 55°C durante 5 segundos, y una reaccion a 72°C durante 30 segundos 30 veces. EI ADN resultante
se purifico del liquido de reaccion usando un kit de purificacion de PCR QIAQUICK (Xiagen), y se eluyo en 50 pul de
un tampoén TE. El fragmento de ADN resultante de aproximadamente 270 pb se denominé PCEM1-4.

i) Preparacion del fragmento PCEM5-8

Se realiz6 una segunda reaccion de PCR usando 1 pl de PCEM5-6 obtenido en el Ejemplo 8(1)c) y 1 ul de PCEM7-8
obtenido en el Ejemplo 8(1)d) como moldes, y 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-5 y PCEM-8). Esta
reaccion de PCR y una purificacién del fragmento resultante se realizaron de acuerdo con los procedimientos
descritos en el Ejemplo 8(1)h) para denominar el fragmento de ADN resultante de aproximadamente 260 pb como
PCEM5-8.

j) Preparacion del fragmento PCEM9-12

Se realiz6 una segunda reaccion de PCR usando 1 ul de PCEM9-10 obtenido en el Ejemplo 8(1)e) y 1 ul de
PCEM11-12 obtenido en el Ejemplo 8(1)f) como moldes, y 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-9 y PCEM-
12). Esta reaccion de PCR y una purificacion del fragmento resultante se realizaron de acuerdo con los
procedimientos descritos en el Ejemplo 8(1)h) para denominar el fragmento de ADN resultante de aproximadamente
260 pb como PCEM9-12.

k) Preparacion del fragmento PCEM1-8

Se realizé una tercera reaccion de PCR usando 1 ul de PCEM1-4 obtenido en el Ejemplo 8(1)h) y 1 ul de PCEM5-8
obtenido en el Ejemplo 8(1)i) como moldes, 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-1 y PCEM-8), y ADN
polimerasa Primestar MAX (Takara), repitiendo un ciclo que consiste en una reaccion a 98°C durante 10 segundos,
una reaccion a 55°C durante 5 segundos, y una reaccion a 72°C durante 30 segundos 30 veces.

El ADN resultante se purificé del liquido de reaccion usando un kit de purificacion de PCR QIAQUICK (Xiagen), y se
eluyo en 50 pl de un tampodn TE. El fragmento de ADN resultante de aproximadamente 510 pb se denominé PCEM1-
8.

1) Preparacion del fragmento CEM9-14

Se realiz6 una tercera reaccion de PCR usando 1 pl de PCEM9-12 obtenido en el Ejemplo 8(1)j) y 1 ul de PCEM13-
14 obtenido en el Ejemplo 8(1)g) como moldes, y 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-9 y PCEM-14). Esta
reaccion de PCR y una purificacién del fragmento resultante se realizaron de acuerdo con los procedimientos
descritos en el Ejemplo 8(1)k) para denominar el fragmento de ADN resultante de aproximadamente 360 pb como
PCEM9-14.

m) Preparacion del plasmido pCR-PCEm
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Se realizé una cuarta reaccion de PCR usando 1 ul de PCEM1-8 obtenido en el Ejemplo 8(1)k) y 1 ul de PCEM9-14
obtenido en el Ejemplo 8(1)l) como moldes, y 20 pmol de los cebadores anteriores (PCEM-1 y PCEM-14), repitiendo
un ciclo que consiste en una reaccion a 98°C durante 10 segundos, una reaccién a 55°C durante 5 segundos, y una
reaccion a 72°C durante 30 segundos 30 veces. La muestra después de la reaccion se sometié a electroforesis en
gel de agarosa. Se escindio un fragmento génico de aproximadamente 800 pb del gel, se purificd usando un kit de
extraccion de gel QIAQUICK (Xiagen), y se eluyé en 50 pl de un tampén TE. Se afadieron un tampdn, dNTP, y
EXTaq (Takara) al ADN purificado resultante, y se incubaron a 72°C durante 10 minutos para afadir las bases A al
ADN. El ADN tratado se cloné en un vector TOPO (PCR 2.1-TOPO) usando un kit de clonacion TOPO PCR
(Invitrogen) para denominar al plasmido obtenido como pCR-PCEm. Se amplificé el plasmido pCR-PCEm y se
purificé de acuerdo con procedimientos convencionales, y la secuencia de ADN del mismo se analiz6 de acuerdo
con los procedimientos descritos anteriormente. Como resultado, se confirmé que el plasmido pCR-PCEm contenia
no solamente la regién codificante (SEC ID N° 28) de un gen de PPCE de codones optimizados, sino también el sitio
de reconocimiento por Stul cadena arriba del codén de inicio y el sitio de reconocimiento por Xhol cadena abajo del
codén de terminacion.

(2) Construccion de plasmido para expresar PPCE de codones optimizados

Se digiri6 el plasmido pCR-PCEm con las enzimas de restriccion Stul y Xhol, y la muestra después de la reaccién se
sometiod a electroforesis en gel de agarosa. El fragmento génico separado de aproximadamente 800 pb se escindid
del gel, y se us6 un kit de extraccion de gel QIAQUICK (Xiagen) para purificar el ADN.

Se digirié el plasmido pCBI-M2 con las enzimas de restriccion Stul y Xhol, y se cogié un fragmento génico de
aproximadamente 5,6 kpb y se purificd, de un modo similar al descrito en el Ejemplo 5(2). El fragmento génico
previamente obtenido de aproximadamente 800 pb se ligd a este fragmento génico de aproximadamente 5,6 kpb
usando Ligation High (TOYOBO) para preparar el plasmido pPPCE-M.

(3) Preparacion de Trichoderma viride transformante con plasmido pPPCE-M

Trichoderma viride se transformé con el plasmido pPPCE-M obtenido en el Ejemplo 8(2). Es decir, esta
transformacion se realizé mediante un procedimiento de co-transformacién usando Trichoderma viride cepa 2
deficiente en un gen para la biosintesis de uracilo (pyr4) como huésped y un gen pyr4 de Neurospora crassa como
marcador de seleccion, de acuerdo con los procedimientos descritos en el Ejemplo 5(3). Trichoderma viride cepa 2
se transformé con 7 ug de plasmido pPPCE-M y 3 nug de plasmido pPYR4 para obtener 40 cepas de transformantes.

(4) Cultivo de Trichoderma viride transformante con plasmido pPPCE-M

De los transformantes obtenidos en el Ejemplo 8(3), se inocularon 40 cepas en el medio PSW descrito en el Ejemplo
5(4), y se cultivaron a 28°C durante 5 dias. Después del cultivo, se retiraron los micelios por centrifugacion para
obtener sobrenadantes de cultivo como soluciones enzimaticas en bruto. Estas soluciones enzimaticas en bruto se
sometieron a SDS-PAGE, y se confirmd que se expresaba especificamente una proteina de aproximadamente 26
kDa en los transformantes. Ademas, estas soluciones enzimaticas en bruto se usaron para medir la actividad de
eliminacion de pelusas de las mismas de acuerdo con el Ejemplo 7 (condiciones para la medicion: temperatura =
30°C, tiempo = 60 minutos, solucion de reaccién = 5 mmol/l de tampodn citrato, pH 3,0), y se confirmé que la actividad
estaba especificamente mejorada en los transformantes en comparacion con el huésped no transformado.

Aplicabilidad industrial

La presente invencion es util para diversos tratamientos para la celulosa, por ejemplo, en el tratamiento de un tejido
que contiene celulosa, el destintado de papel de desecho, la mejora de la liberaciéon de agua de pulpa de papel, la
mejora de la digestibilidad de pienso animal, y la produccién de bioetanol.

Aunque la presente invencién se ha descrito con referencia a realizaciones especificas, son posibles diversos
cambios y modificaciones obvios para los expertos en la materia sin alejarse del alcance de las reivindicaciones
adjuntas.

Texto libre en la lista de secuencias

Cada secuencia de las SEC ID N° 5 a 27 en la lista de secuencias es un cebador para la PCR. La secuencia de la
SEC ID N° 28 es un gen de codones optimizados (modificado). La secuencia de la SEC ID N° 29 es una secuencia
de aminoacidos deducida del gen de codones optimizados (modificado).

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> MI JI SEI KA KAI SHA, LTD.
<120> Endoglucanasa PPCE y preparacion de celulasa que contiene la misma

<130> MEJ-800
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<150> JP 2007-061266
<151> 12-03-2007

<160> 30
<170> Patent In version 3.1

<210> 1

<211>12

<212> PRT

<213> Penicillium pinophilum PF1365

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (4)..(4)

<223> Xaa se deduce que es cys un resto que el secuenciador de proteinas no determiné

<400> 1
G n Ser Leu Xaa Ser @ n Tyr Ser Ser Tyr Thr Ser
1 5 10

<210> 2

<211>13

<212> PRT

<213> Penicillium pinophilum PF1365

<220>
<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> ACIDO PIRROLIDON CARBOXILICO

<400> 2

(13n @A n Ser Leu gjs Ser An Tyr Ser 1Sgr Tyr Thr Ser

<210> 3

<211> 834

<212> ADN

<213> Penicillium pinophilum PF1365

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(410)

<220>
<221> CDS
<222> (470)..(690)

<220>
<221> CDS
<222> (755)..(831)

<220>
<221> exon
<222> (1)..(410)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(45)

<220>
<221> Intrén
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<222> (411)..(469)

<220>
<221> exon
<222> (470)..(690)

<220>
<221> Intrén
<222> (691)..(754)

<220>
<221> exon
<222> (755)..(831)

<400> 3
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aag
Lys

agc
&

aac
Asn

#at
yr
50

aac
Asn

tig
Leu

acce
Thr

ic
Sor

&

130

cta
Leu

cta
Leu

aac
35
gtc
Val

t
199

agl
Ser

tct
Ser

%at
yr
115

ac
p

act ttt ctc

Thr

tgc
Oys
20

aac
Asn

aac

Asn

tce
Ser

&y

ot
va?
100

gat
Asp

t at
Tyr

Phe
5

tct
Ser

cta
Leu

tce
Ser

&y

cic
Leu
85

cag
dan

ctc
Leu

&av

Leu

tic
Phe

ctc
Leu
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ctg
Leu

tac
Tyr

&y

tce
Ser
55

agce
ser

aag
Lys

agce
ser

ac
Thr

atg
Mot
135

aac
Asn

ic
sor

&
40

agc
8ar

ace
Thr

aag
Lys

t at
Tyr

? Va

120

atc
e

ctg
Leu

age
Sor
25

age

gee
Al a
10

tac
Tyr

agt
r

Ser Se

1ct
Ser

tcg
Ser

clc
Leu

agc
Ser
105

o

19
Trp

tc
al
a0

aat
Asn

t
=

al Aada

ace
Thr

i

it
al

aag
Lys
75

age

Ser

acc
Thr

atc
e

agt
Ser

tct
Ser

tca
Ser
60

agc
sor

aac
Asn

aac at

Asn

aac
Asn

&y
c
&y

t
oo

tal
Tyr

cat
Hs
125

et
Sar

cag
30
tce

Ser

tct
Ser

tt
al
110

tt
al

gfl
a
i5

tac
Tyr

cag
an

act
Thr

aat
Asn

agc
Sor
95

a

acc
The

gt aaat atgc cccecgicgta

21

cag
dn

1cc
Ser

tgc
Cys

ace
Thr

tcg
Ser
80

att
e

gat

tacg
Tyr

48

g6

144

192

240

288

336

384

430

485
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gt gcc cag ccc ct¢ goc agt
%y g\la Gdg Pro Leu %y
1

ca acc tgg cag ctg tgg tat
gda Thr Trp G n Leu Tep Tyr
160 165

agt ttc gtc gee tec age caa
Ser Phe Val Aia Ser Ser Gn
175 180

cag ttc tic aag tat cta cag
A n Phe Phe Lys T%g Leu G n
1

aca
Thr

agce
Sor

atc gga
Ite %y

gta aac
Vali Asn

act tea
Thr Ser

aac cag
Asn dn
200

cag tac :_tg alc g gtaagccatg accclitcetg
e

an Tyr ulle

210

ctgacatgat tgctticggta tcag at

Thr
220 225

aal tag
Asn

<210>4

<211> 236

<212> PRT

<213> Penicillium pinophilum PF1365

<400> 4

Met Lys Leu Thr Phe Leu
1
dn Ser Leu %s Ser An

Val Asn Agn Asn Leu Trp
3

Thr Tyr Val Asn Ser lle
50

Trp Asn Trp Ser Ay A4
65p y 70y

An Lev Ser Ay Leu Thr
85

Pro The Ser val A n Trp
100

Leu

Ay

Ser

85

Ser

Lys

Ser

ctg caa ttc
Asp Leu G n Phe %gg Thr

Asn Leu
Ser Ser

25

G u Ser
40

Thr Ser

Lys Leu

Tyr Ser
y 105

22

Leu @y Lys Tyr @
'y e oy

W &y &

aca gecc
Thr %la

%ga tce
y Ser

170
1gg aac

Trp Asn
185

8 s

aac
Asn
155

caa
dn

aaa
Lys

t
Rsp

acg tac
Thr Tyr

c t1g
e Leu
190

agc agc
Ser Ser

1tcctataga ctcettgtat

21

aca gga agc cag act act ttg acg glc aac cat tp
%gy Ser Gn Thr Thr Leu Thr Val Asn

¢
Hs Trp
230

Al a Val
10

Tyre Thr
Ser Qy
Ay val

Val I';ES

Val Ser
20

Asn Thr

ict
Ser

Al a

Ser
Ser
60

Asn

Asn

¢ acg gaa ccg tt

i
v Pro Phe

Al a

Gy

Ay

45

Tep

Tyr

Leu

Ser Ala

15
An Tyr
30 y
Sar G n
Sar Thr
Ala Asn
An Ser

a5

Val Al a
110

dn

Ser

Cys

Thr

Ser

80

e

Asp

533

581

629

677

730

780

828

834
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Val Ser Tyr Asp Leu Phe Thr Ala Ala Asp [le Asn

Ser Gg Asp Tyr Qu Leu Met Ile Trp Leu Gy Lys
136 140

CGn Pro Leu Ay Ser An lle Ay Thr Ala Asn Val
145 150 155

Trp An Leu Trp Tyr Gy Val Asn Gy Ser An Lys
165 170

vVal Ala Ser Ser @n Thr Thr Ser Trp Asn Gy Asp
180 18

Phe Lys Tyr Leu G n Ser Asn dn Gy Phe Pro Ala
195 200

Leu Ile Asp Leu G n Phe
210

o
e

220

1;hr Leu Thr Val Asn Hs Trp Ser Ala Ser Val Asn
225 230 235

<210>5

<211> 39

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (MSWN)

<400> 5
caacagagt c tatgcgctca at act cgagc t acaccagt 39

<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (MSW C)

<400> 6
ctaattgaca gctgcagacc aa 22

<210>7

<211>17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (Inv)

<400>7
caggaaacag ctatgac 17

<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

23

Ay

Thr

e

Ser

205

Ay

Val

Gy

Gy

Tyr

Leu
180

Thr Tyr
Ay Aa
Ala Thr

160

Ser Phe
175
A n Phe

an Tyr

An Thr
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (24-G6P-R1)

<400> 8
cgccagagct ggaaatggag ttgacataag 30

<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (24-GSP-F12)

<400> 9
gt gcact ggg agccagagcc actgctctca 30

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (24-GSP-F1)

<400> 10
tttcgtatga t ct t cacg gcagcggat a 30

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR 24-GSP-F2)

<400> 11
at caaccat g t acct acag tggtgactat 30

<210> 12

<211> 36

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (32228-NSTU)

<400> 12
ccaggcct gc gcat cat gaa gctaacttttctcctg 36

<210> 13

<211> 28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (32228-CPST)

<400> 13
ccctgcagct aattgacaga agcagacc 28

<210> 14

<211>95

<212> ADN

<213> secuencia artificial

24
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 1)

<400> 14

ccaggect go geatcatgaa gclgaccttc ctgetgaacc tggecgt cge cgecagegee

cagcagagcc tgigcagceca gtacagcage tacac

<210> 15

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 2)

<400> 15

tgoctgccge tgeecgetget clegoeccac aggttotigt tgacgetgta ctggeegetg
gt ot aget g¢ t gt act gget '
<210> 16
<211> 80

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 3)

<400> 16

agcagegoca gcggcageca gtgcacctac gt caacagea tcagcagcag cggegt cage

tggagcacca cctggaactg

<210> 17

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 4)

<400> 17

ttggtcagge cgcicagelg getgitgoeg tagetcttga cgetggtget geegeegete
cagtticcagg tggtgetcea

<210> 18

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 5)

<400> 18

cagel gageg geoctgaccaa gaagel gglc agcaacct e agagceal cCc caccagegt ¢

cagt goagcet acagcaacac

25

60
95

60
80

80
80

60
80

60
80
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<210> 19

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 6)

<400> 19

gtgacgtggt tgatgtcggc ggcggot gaac aggt cgt age tgacgtcgge gacgatgitg
gtattget gt agetccactg

<210> 20

<211> 80

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 7)

<400> 20

gcecgacat ca accacgt cac ctacagegge gactacgage tgatgatctg gtaaatatge
ccecglegta 1ticaagtat

<210> 21

<211> 80

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 8)

<400> 21

cagggget gg gegecgecgt actigeccag cctgatatct tgattlagegg gagatgtete
atacttgaaa tacgacgggg

<210> 22

<211> 80

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 9)

<400> 22

acggeggeac ccageccet g ggcagecaga tceggeacege caacgt cgge ggegecacet

ggcagetgtg gtacggegt ¢

<210> 23

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 10)

26

60
80

60
80
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80
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<400> 23

gecegrtccag clgolggtet ggeotgetgge gacgaagetg taggictict ggetgeegtt
gacgecgt ac cacagetgece

<210> 24

<211>80

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 11)

<400> 24

agaccaccag ctggaacggc gacatcctge agticttcaa gtacctgcag agcaaccagg

gcticcccge cageagcecag

<210> 25

<211> 80

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 12)

<400> 25

at cat gt cag atacaaggag ictataggaa cagaaagggt catggcttac cgatcaggta
clggct gct g gcggggaage

<210> 26

<211> 80

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 13)

<400> 26

cteetiglat ctgacatgal tgecttcggta tcagacctge agttcggeac cgagecctte

accggcagcc agaccaccct

<210> 27

<211> 62

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Un cebador para la PCR (PCEM 14)

<400> 27

ccct cgaget agt t gacget gocgetccag tggttgacgg tcaggot got ot goct gecg
gt

<210> 28

27

60
80

60
80
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80
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<211> 834
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: gen de codones optimizados (modificado).

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(410)

<220>
<221> CDS
<222> (470)..(690)

<220>
<221> CDS
<222> (755)..(831)

<220>
<221> exon
<222> (1)..(410)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(45)

<220>
<221> Intrén
<222> (411)..(469)

<220>
<221> exon
<222> (470)..(690)

<220>
<221> Intrén
<222> (691)..(754)

<220>
<221> exon
<222> (755)..(831)

<400> 28
atg aag ctg acc ttc ¢ctg ctg aac cig %Icc %tc g'cc %cc agc glcc cag 48
Met Lys Leu Thr Phe Leu Leu Asn Leu a Vval a Ala Ser adn
1 5 10 15
cag agc ctg tgc agc cag tac agc age tac acc agc gge cag tac age 95
An Ser Leu Cys Ser G n Tyr Ser Ser Tyr Thr Ser %y A n Tyr Ser
20 25 30
1¢ aac aac aac ctg 199 g9¢ gag agc agce ¢ agce ¢ agc cag tgce 144
al AsnAsnAsnLeuTrp%y%uSer Ser %gy Ser y Ser dn Oys
35 40 45
acc tac gitc aac agc atc agc agc agc ggc gic agc tgg agc acc acc 192
Thr Tyr Val Asn Ser |lle Ser Ser Ser gly Val Ser Trp Ser Thr Thr
50 55 60
tgg aac tgg age c ¢ agc acc agc gic aag agc tac gcc aac age 240
Trp Asn Trp Ser %gy y Ser Thr Ser Vval Lys Ser Tyr g\la Asn Ser
65 70 75 80
cag ctg agc c ctg acc aag aag ctg gtc agec aac ctg ¢ag age alc 288
G n Leu Ser %gy Leu Thr Lys Lys Leu Val Ser Asn Leu @ n Ser Ile

28
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85 90 95
cct acc age gtc cag tgg age 1ac agc aac acc aac atc glc gec gac 336
Pro Thr Ser si;llal n Trp Ser Tyr Ser Asn Thr Asn Ile Val %s
100 105 110
gtc agc tac %ac ctg tte acc glcc %lcc ac aic aac cac gtc acc tac 384
¢ Tyr Asp Leu Phe Thr plle Asn His Val Thr Tyr
115 120 125
agc ac tac gag clg atg c tg gtaaatatge ccccgtegta 430
%gy %sp Tyr u Leu Mot e Trp
130 135
tttcaagtat gagacaictc ccgctaatca agatatcag g ctg ggc aag tac %?c 485
Leu Qvy Lys
gC gcc cag ¢¢¢ clg ggc agc cag alc gge acc gcece aac c ggc 533
glyglaGnProLeu%y Ser Gnlle%yThr Ala As %g %y
145 150
cC acc tgg cag ctg tgg tac ggec gtc aac ggc agc cag aag acc tac 581
%la Thr Trp An Leu Trp Tyr %g Asn g!gy Ser @n Lys Thr Tyr
160 165 170
agc ttc gtc gcc age age cag acc acc age tgg aac gge gac atc ctg 629
Ser Phe Val a Ser Ser An Thr Thr Ser Trp Asn %lgy gsplle Leu
175 180 185 190
cag ttc ttc aag tac cig cag‘ agc aac cag gge tte ccc cc age agce 677
d n Phe Phe Lys Tgr Lew Gn Ser Asn A n giy Phe Pr gl Sar Ser
5 200 205
cag tac ctg atc g gtaagecatg accctitetg 1tectataga ctocttgtat 730
an Tyr Leu lle
210
ctgacatgat tgctteggta tcag ac ctg cag ttec gge ace gag ccc tte 780
Asp Leu 3 n Phe %gy Thr % u Pro Phe
acc ggc age cag acc acc ctg acc glic aac cac tgg age gec age gtce 828
Thr Gy Sar Gn Thr Thr Leu Thr ?/ Asn Hs Trp Ser a Ser Val
220 2256 230 235
aac 1ag 834
Asn
<210> 29
<211> 236
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: una secuencia de aminoacidos deducida del gen de codones
optimizados (modificado)

<400> 29

!:fet Lys Leu Thr Ehe Leu Leu Asn Leu :an Val Ala Ala Ser »:\lsa Aan

An Ser Leu Cys Ser Gn Tyr Ser Ser Tyr Thr Ser Gy G n Tyr Ser
20 25 30

29



10

15

Val

Thr

Trp
65

val

Ser

dn

145

Trp

Val

Phe

Leu

Thr
225

<210> 30
<211> 221

Asn
Tyr
50

Asn
Leu

Thr

—
oQ
o=

b
o

Lys

N -
-
oo

Leu

<212> PRT
<213> Penicillium pinophilum PF1365

<220>

Asn
35
Val

Trp

Asp
Leu

Leu

185
sp

Thr

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1) ,
<223> ACIDO PIRROLIDON CARBOXILICO

<400> 30

Asn

Ser

Ay

Val

100

Asp

Tyr

Ay

Trp

Ser

180

Leu

Leu

Val

Leu

dy

Leu
85

Leu

Gu

Tyr
165

Asn
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Tep

e

Gy

70

Thr

Trp

Phe

Leu

150

Gy

Thr

Ay
Ser
55

Ser

Lys

Thr

Met

135

Val

Thr

Gdu

40

Thr

Lys

Tyr

Ser
dn
200

Thr

Ser

Ser

Leu

Ser

105

Ala

Trp

Thr

Ay

Ay

Au

Qy

Val

Val

90

Asp

Leu

Ser
170
Asn

Phe

Ser

Gy

Val

7

Thr

Gy
Asn
155
dn
Ay
Pro

Phe

Val
235

Ser
60

Ser

Asn

Asn

140

Val

Lys

Asp

Thr
220

Ay

45

Trp

Tyr

Leu

lie

125

Tyr

Ay

Thr

Ser
205

Ay

Ser

Gy

Ay

Tyr

Leu

190

Saer

Ser

Gn

Thr

Asn

Ser

85

Thr

Qy

Ser
175

Oys

Thr

Ser

80

e

Asp

Tyr

Al a

Thr

160

Phe

Phe

Tyr

Thr

f‘an An Ser Leu Cys Ser A n Tyr Ser Ser Tyr Thr Ser Gy (135n Tyr
5 10

30



Ser

Thr

Ser

65

Asp

Tyr

Thr
145

Phe

Tyr

Thr

Val

Thr

Tep

50

Pro

Val

Vai

Phe

Leu

Thr
210

Asn
Tyr
35

Asn

Leu

Thr

Lys

_‘._
o -
;o

Leu

Asn
20
Val

Trp

Ser

Tyr
100
Asp
Leu
Leu
Ser
Tyr
180

Asp

Thr

Asn

Ser

Ay

Val

85

Asp

Tyr

Ay

Trp

Ser

165

Leu

Leu

Val
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Leu

Qy

Leu
70

Leu

Gu

A@n

Asn

Trp

Ay
55

Thr

Trp

Ser

40

Ser

Lys

Ser

Thr

Mot

120

e

Val

Thr

Gy

Trp

31

Gu
25

Ser

Thr -

Lys

Tyr

Ay

Asn

Ser

Ser

Ser

Leu

Ser

90

Trp

Thr

Ay

Trp

Gy

Qu

Ay

Val

Val

75

Asp

Leu

Ser

155

Phe

Pro

Ser

Qy

Val

Lys

Ser

Thr

e

Ay

Asn

140

dn

Ay

Val
220

Ser
45

Ser

Asn

Asn

Lys

125

Val

Lys

Asp

Thr
205

Gy
30
Trp

Tyr

Lau

Qy

Thr

tte

Ser

190

Ay

Ser

Val
a5
Val
Qy
Ay
Tyr
Leu
175

Ser

Ser

dn

Thr

Asn

Ser

80

Al a

Thr

Gy

Al a

An
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina que tiene actividad endoglucanasa seleccionada entre el grupo que consiste en las siguientes
proteinas (e) a (h):

(e) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 16-236 de la SEC
ID N° 4,

(f) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 1-236 de la SEC
ID N° 4,

(g) una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 30,

(h) una proteina modificada que comprende una secuencia de aminoacidos en que 1 a 20 aminoacidos estan
delecionados, sustituidos, afadidos y/o modificados en la secuencia de aminoacidos que consiste en los
aminoacidos 16-236 o 1-236 de la SEC ID N° 4.

2. Un polinucledtido que codifica la proteina de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. El polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N°
3 028, o la secuencia de nucleétidos que consiste en los nucledtidos 46-834 de la SEC ID N° 3 o 28.

4. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3.
5. Una célula huésped transformada con el vector de expresién de acuerdo con la reivindicacion 4.

6. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el huésped es una levadura o un hongo
filamentoso.

7. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el hongo filamentoso es un microorganismo que
pertenece al género Trichoderma, Humicola, Aspergillus, Acremonium, o Penicillium.

8. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el hongo filamentoso es un microorganismo que
pertenece al género Trichoderma.

9. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que el hongo filamentoso es Trichoderma viride.
10. Un proceso para producir la proteina de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende las etapas de:

cultivar las célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5a 9, y
recoger la proteina de las células huésped o un cultivo obtenido mediante cultivo.

11. Una preparacion de celulasa que comprende la proteina de acuerdo con la reivindicacion 1.

12. Una composicion detergente que comprende la proteina de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la preparacion de
celulasa de acuerdo con la reivindicacion 11.

13. Un procedimiento para tratar un tejido que contiene celulosa, que comprende la etapa de poner el tejido que
contiene celulosa en contacto con la proteina de acuerdo con la reivindicacién 1, la preparacion de celulasa de
acuerdo con la reivindicacion 11, o la composicion detergente de acuerdo con la reivindicacion 12.

14. Un procedimiento para reducir el peso para mejorar sensacion al tacto y el aspecto de un tejido que contiene
celulosa, que comprende la etapa de poner el tejido que contiene celulosa en contacto con la proteina de acuerdo
con la reivindicacion 1, la preparacion de celulasa de acuerdo con la reivindicacion 11, o la composicion detergente
de acuerdo con la reivindicacion 12.

15. Un procedimiento para proporcionar un cambio de color localizado a un tejido que contiene celulosa coloreada,
que comprende la etapa de poner el tejido que contiene celulosa coloreada en contacto con la proteina de acuerdo
con la reivindicacion 1, la preparacion de celulasa de acuerdo con la reivindicacion 11, o la composicion detergente
de acuerdo con la reivindicacion 12.

16. Un procedimiento de aclarado del color de un tejido que contiene celulosa coloreada, que comprende la etapa de
poner el tejido que contiene celulosa coloreada en contacto con la proteina de acuerdo con la reivindicacion 1, la
preparacion de celulasa de acuerdo con la reivindicacién 11, o la composicion detergente de acuerdo con la
reivindicacion 12.

17. Un procedimiento para reducir la formacién de pelusas de un tejido que contiene celulosa o reducir la tasa de
formacion de pelusas, que comprende la etapa de poner el tejido que contiene celulosa en contacto con la proteina
de acuerdo con la reivindicacion 1, la preparacion de celulasa de acuerdo con la reivindicacion 11, o la composiciéon
detergente de acuerdo con la reivindicacion 12.

18. Un procedimiento para reducir la rigidez de un tejido que contiene celulosa o reducir la tasa de formacion de
rigidez, que comprende la etapa de poner el tejido que contiene celulosa en contacto con la proteina de acuerdo con
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la reivindicacion 1, la preparacion de celulasa de acuerdo con la reivindicacion 11, o la composicion detergente de
acuerdo con la reivindicacion 12.

19. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, en el que la etapa de poner en
contacto el tejido con la composicion detergente se realiza por remojo, lavado, o aclarado del tejido.

20. Un procedimiento para destintar papel de desecho, caracterizado por el uso de la proteina de acuerdo con la
reivindicacion 1 o la preparacion de celulasa de acuerdo con la reivindicacion 11, en el proceso de tratamiento de
papel de desecho junto con un agente de destintado.

21. Un procedimiento para mejorar la liberacion de agua de pulpa de papel, que comprende la etapa de tratar la
pulpa de papel con la proteina de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la preparacion de celulasa de acuerdo con la
reivindicacion 11.

22. Un procedimiento para mejorar la digestibilidad de pienso animal, que comprende la etapa de tratar el pienso
animal con la proteina de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la preparaciéon de celulasa de acuerdo con la
reivindicacion 11.

23. Un procedimiento para producir etanol de biomasa digiriendo y sacarificando una sustancia basada en celulosa,
que comprende la etapa de tratar la sustancia basada en celulosa con la proteina de acuerdo con la reivindicacion 1
o la preparacion de celulasa de acuerdo con la reivindicacion 11.
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