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DESCRIPCION
Enzimas nuevas
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a nuevas enzimas celulasa, especialmente nuevas endoglucanasas incluyendo
proteinas de fusion de endoglucanasa, preparaciones y composiciones que contienen estas enzimas endoglucanasa
y proteinas de fusion, vectores de expresion, células huésped y métodos para su preparacion y usos de las
celulasas, preparaciones y composiciones en las industrias textil, de detergentes, y de la pulpa y el papel.

Antecedentes de lainvencion

La celulosa es el componente estructural principal de las plantas superiores y aparece naturalmente en forma casi
pura solo en la fibra de algoddn. Proporciona a las células de las plantas una alta resistencia a la traccion
ayudandolas a resistir estrés mecanico y presion osmaética. La celulosa es un polisacarido lineal de residuos de
glucosa conectados por uniones 3-1,4. En la naturaleza, la celulosa esta asociada habitualmente con lignina junto
con hemicelulosas, tales como xilanos y glucomananos. Las enzimas celuloliticas hidrolizan la celulosa y estan
producidas por una amplia variedad de bacterias y hongos. Las celulasas son enzimas industrialmente importantes
con un valor de mercado anual actual de aproximadamente 190 millones de ddlares americanos. En la industria
textil, las celulasas se usan en el acabado de tela vaquera para crear una apariencia de lavado a la piedra a la moda
en las prendas de tela vaquera en un proceso de biolavado a la piedra ("biostoning"), y también se usan, por
ejemplo, para limpiar pelusa y prevenir la formacion de bolitas en la superficie de las prendas de algodon. En la
industria de detergentes, las celulasas se usan para abrillantar los colores y para prevenir envejecimiento y frisado
de las prendas. Las celulasas se usan ademas en la industria alimentaria y fabricacién de alimento animal, y tienen
un gran potencial en la industria de la pulpa y el papel, por ejemplo, para destefir para liberar tinta de las superficies
de fibra y para mejorar el drenaje de la pulpa. El amplio espectro de usos industriales para las celulasas ha
establecido una necesidad de productos de celulasa comerciales que contienen diferentes componentes celulasa y
que funcionan 6ptimamente en diferentes intervalos de pH y temperatura.

El uso practico de celulasas esta obstaculizado por la naturaleza de las composiciones de celulasa conocidas, que
frecuentemente son mezclas de enzimas que tienen una variedad de actividades y especificidades de sustrato. Por
esta razon, se han hecho esfuerzos para obtener celulasas que sélo tienen las actividades deseadas. Las
propiedades Unicas de cada celulasa hacen que algunas sean mas adecuadas para determinados propodsitos que
otras. Aunque las enzimas se diferencian de varias maneras, una de las diferencias mas importantes es el pH
optimo. Las celulasas neutras son mas activas en el intervalo de pH 6-8 y las celulasas alcalinas en el intervalo de
pH 7,5-10, mientras las celulasas acidas, que tienen el pH 6ptimo a pH 4,5-5,5, muestran muy bajos niveles de
actividad a valores de pH mas altos. Las celulasas neutras y acidas son especialmente utiles en la industria textil. En
el tratamiento de telas, las celulasas atacan las cadenas de moléculas de celulosa que forman las fibras de algodén,
afectando de esta manera las caracteristicas de la tela.

En la industria textil, un aspecto "lavado a la piedra" o un aspecto desgastado ha centrado el interés de los
productores de tela vaquera en los ultimos afios. El lavado a la piedra tradicional con piedras pémez reduce la
resistencia de la tela y carga los aparatos de lavado. La tendencia ha sido hacia procesos de acabado de tela
vaquera enzimaticos y las celulasas han reemplazado o se estan usando junto con piedras pémez para proporcionar
a la tela su aspecto "raido" deseado. Los tratamientos con enzimas controlados resultan en un menor dafo a las
prendas y maquinas y eliminan la necesidad de eliminacion de las piedras.

Adicionalmente, la industria textil usa celulasas en el bioacabado, es decir, para crear una mejora permanente de
desfrisado y resistencia a frisado mejorada, estructura superficial limpia por pelusa reducida, manejo textil mejorado,
tal como suavidad, lisura y una sensacion de seda, caida mejorada y colores mas brillantes del tejido y
absorbabilidad de la humedad mejorada.

Las celulasas aplicadas en el tratamiento de tela vaquera se dividen habitualmente en dos grupos principales:
celulasas acidas y neutras. Las celulasas acidas operan tipicamente a pH 4,0-5,5 y las celulasas neutras en el
intervalo de pH 6-8. Las celulasas acidas usadas en el biolavado a la piedra se originan principalmente de
Trichoderma reesei (forma sexual Hypocrea jecorina) y las celulasas neutras provienen de una variedad de hongos,
incluyendo los géneros de Melanocarpus, Humicola, Myceliophthora, Fusarium, Acremonium, y Chrysosporium
(Haakana et al. 2004). Las enzimas de T. reesei incluyen, por ejemplo, celulasas de la familia glicosido 5
(endoglucanasa IlI, EGII), familia 7 (celobiohidrolasa I, CBHI) y familia 12 (endoglucanasa Ill, EGIII; Ward et al.
1993), y las celulasas neutras, lo méas frecuentemente endoglucanasas, de la familia 45 y familia 7 (Henrissat, 1991;
Henrissat y Bairoch, 1993, 1996).

Las celulasas comprenden un dominio/nucleo catalitico (CD) que expresa actividad celulasa. Ademas del dominio
catalitico, la molécula celulasa puede comprender uno 0 mas dominios de unién de celulosa (CBD), también
denominados dominios/médulos de unién de carbohidrato (CBD/CBM), que pueden estar localizados bien en el
extremo N o C terminal del dominio catalitico. Los CBD tienen actividad de unién de carbohidrato y median la union
de la celulasa a celulosa cristalina, pero tienen poco o ningun efecto en la actividad hidrolitica celulasa de la enzima
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sobre sustratos solubles. Estos dos dominios estan conectados tipicamente a través de una region conectora flexible
y altamente glicosilada.

Las celulasas que atacan principalmente en la superficie de la fibra son especialmente Utiles en el lavado a la piedra
de tela vaquera tefiida con tinte indigo, ya que el tinte esta localizado en la superficie de la fibra. Cuando se usan
para tratar tela de algodon, las celulasas &cidas requieren generalmente un tiempo de lavado mas corto que las
celulasas neutras. Las celulasas acidas se usan especialmente en bioacabado (desfrisado) y también en el
tratamiento de tela vaquera (biolavado a la piedra).

Las endoglucanasas (EG) en conexion con la presente invencion significan enzimas clasificadas como E.C. 3.2.1.4 y
son uno de los tres tipos de celulasas necesarias generalmente para la conversion biologica de celulosa a glucosa.
Las endoglucanasas cortan enlaces beta-1,4-glucosidicos internos, mientras las celobiohidrolasas cortan el
disacérido celobiosa del extremo de la cadena de polimero de celulosa y las beta-1,4-glucosidasas hidrolizan la
celobiosa y otros celo-oligosacéaridos cortos a glucosa. Algunas endoglucanasas naturales tienen un dominio de
union a celulosa (CBD), mientras otras no.

También, las endoglucanasas se usan ampliamente en la industria textil, de detergentes, de pulpa y papel. Por
ejemplo, las endoglucanasas de la familia cel45 (EG fam 45) se describen, por ejemplo, en la Patente U.S. No.
6.001.639, que describe enzimas que tienen actividad endoglucanasa y que tienen dos secuencias de aminoacidos
conservadas. Los usos en aplicaciones textiles, de detergentes, y de pulpa y papel se discuten generalmente y se
menciona el tratamiento de material lignocelulésico. WO 2004/053039 esta dirigido a aplicaciones de detergente de
endoglucanasas. La Patente U.S. No. 5.958.082 describe el uso de endoglucanasa, especialmente de Thielavia
terrestris en aplicaciones textiles proporcionando un aspecto de lavado a la piedra o desgastado de vaqueros de
sarga. EP 0495258 se refiere a composiciones de detergente que contienen celulasa de Humicola. La Patente U.S.
No. 5.948.672 describe una preparacion de celulasa que contiene endoglucanasa, especialmente de Humicola y su
uso en aplicaciones textiles y de pulpa. W098/12307 proporciona variantes de endoglucanasa, por ejemplo, de
Thielavia terrestris y Myceliophora themophila para uso en aplicaciones textiles. También, se describe una
endoglucanasa recombinante de Acremonium. No muestra una alta identidad con la de la presente invencion.

Las composiciones y concentrados de EG y enriquecidas en EG también estan disponibles comercialmente.

Sin embargo, existe una necesidad continua de celulasas mejoradas, incluyendo endoglucanasas, que sean mas
eficientes en el tratamiento de telas y en otros campos, en los que se usan tradicionalmente celulasas. En particular,
existe una necesidad continua de celulasas mas eficientes para mejorar los costes de los procesos.

La presente invencion tiene como objetivo cumplir con esta necesidad.
Descripcion breve de lainvencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar nuevas endoglucanasas y proteinas de fusion de endoglucanasa
que tienen propiedades hidroliticas mejoradas para uso en la industria textil, especialmente en los procesos de
acabado del algodon, tales como en desfrisado, y lavado a la piedra de tela vaquera, y para uso en composiciones
de detergente, asi como en otros campos. Las nuevas endoglucanasas y proteinas de fusion de endoglucanasa de
la invencién tienen la ventaja de ser activas a valores de pH acidos y neutros, tienen un rendimiento altamente
mejorado en aplicaciones de bioacabado y biolavado a la piedra de tejidos y en aplicaciones de detergentes.
Cuando se usan en el tratamiento de materiales textiles que contienen celulosa, las nuevas endoglucanasas y
proteinas de fusién de endoglucanasa proporcionan una sensacion de lisura, apariencia y suavidad mejorada, asi
como desfrisado permanente al tejido. Con la eficiencia mejorada de las endoglucanasas de la invencién, el uso de
las enzimas es significativamente mas econémico. Las ventajas adicionales también se consiguen en términos de
logistica y el almacenamiento de los productos de enzima, cuando son necesarias menores cantidades del producto
de enzima. Ademas, las nuevas endoglucanasas y proteinas de fusion de endoglucanasa de la presente invencion,
al ser acidas, actian mas rapidamente, rindiendo procedimientos de tratamiento mas efectivos en términos de
tiempo y coste y ahorros en equipamiento, asi como instalaciones de tratamiento.

Un objeto adicional de la presente invencion es proporcionar polinucleétidos que codifican las nuevas
endoglucanasas y proteinas de fusion de endoglucanasa de la presente invencion.

Un objeto adicional mas de la presente invencidén es proporcionar nuevos plasmidos o vectores de expresiéon que
contienen dichos polinucledtidos, Utiles para la produccion de las nuevas endoglucanasas y proteinas de fusion de
endoglucanasa de la presente invencion, asi como nuevos huéspedes transformados con dichos plasmidos de
expresion.

Un objeto adicional mas de la presente invencion es proporcionar preparaciones de enzima, que contienen una o
mas nuevas endoglucanasas y proteinas de fusion de endoglucanasa que tienen propiedades hidroliticas
mejoradas.
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Un objeto adicional mas de la presente invencion es proporcionar métodos para el uso de las preparaciones de
enzima y las endoglucanasas y proteinas de fusidon de endoglucanasa para el acabado de tejidos, especialmente
para bioacabado y biolavado a la piedra de tela vaquera.

Un objeto adicional mas de la presente invencién es proporcionar medios para el uso de las preparaciones de
enzima de la invencion en composiciones de detergente.

La presente invencion se refiere a un polipéptido endoglucanasa que comprende actividad celulolitica y que se
selecciona del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad de secuencia
con SEQ ID NO: 2;

b) un polipéptido de a) que carece del dominio de unién de carbohidrato, o del dominio de unién de carbohidrato y la
regiéon conectora.

La presente invencion se refiere ademas a una proteina de fusién de endoglucanasa que comprende un fragmento
celuloliticamente activo de un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 78% de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2, unido a un dominio de unién de carbohidrato (CBD) heterélogo.

La presente invencion también se refiere a una proteina de fusion de endoglucanasa que comprende una secuencia
de aminoacidos derivada de un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95%
de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2 unido a un dominio de union de carbohidrato. La proteina de fusion
puede comprender adicionalmente una region conectora.

La presente invencion se refiere ademas a un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido endoglucanasa o la
proteina de fusion definidas anteriormente. Especialmente, la invencion se refiere a un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en:

a) una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO:
37,0 SEQ ID NO: 38;

b) una cadena complementaria de a);

y

C) una secuencia que es degenerada como resultado del cdédigo genético a una cualquiera de las secuencias como
se define en a), o b).

La presente invencion se refiere ademas a un vector de expresién que comprende la secuencia de polinucleétidos
definida anteriormente.

La presente invencion se refiere ademas a nuevos huéspedes transformados con los vectores de la invencion,
especialmente huéspedes que son capaces de un alto nivel de expresion de la endoglucanasa o proteina de fusion
de endoglucanasa de la invencion.

La presente invencion se refiere ademas a una preparacién de enzima, que contiene una o mas endoglucanasas o
proteinas de fusién de endoglucanasa de la invencion.

La presente invencion se refiere ademas a métodos para usar las preparaciones de enzima de la invencion para el
bioacabado de tejidos, especialmente para desfrisado.

La presente invencion se refiere ademas a métodos para usar las preparaciones de enzima de la invencion para el
acabado de tejidos, especialmente para biolavado a la piedra de tela vaquera.

La presente invencion se refiere ademas al uso de las preparaciones de enzima de la invencién en composiciones
de detergente.

La presente invencion se refiere ademas a una cepa de Escherichia coli que tiene el nimero de acceso DSM 17324,
DSM 18813, DSM 18814, DSM 18815, DSM 18816 o DSM 18817.

Descripcion breve de los dibujos

La Figura 1 ilustra el dibujo esquematico de los casetes de expresion usados en la transformacién de protoplastos
de Trichoderma reesei para la produccién de celulasas de Acremonium thermophilum de la invencion. Los genes
recombinantes estaban bajo el control del promotor cbhl/cel7A de T. reesei (prom cbhl) y la terminacion de la
transcripcion se aseguro con la adicion del terminados cbhl de T. reesei (term cbhl). El gen amdS (amdS) se incluyé
para la seleccion de los transformantes.
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La Figura 2 ilustra la dependencia de pH de las celulasas EG_40 y semejantes a EG_40 de A. thermophilum
producidas heterélogamente por la determinacion del sobrenadante del cultivo usando CMC como sustrato en una
reaccion de 10 min a 50°C (A). La temperatura 6ptima de las celulasas EG_40 y semejantes a EG_40 se determind
a pH 5,5 y 5, respectivamente. La reaccion con CMC como sustrato se realizé durante 60 min. Se afiadi6 BSA
(100 pg/ml) como un estabilizador. (B).

La Figura 3 muestra el rendimiento de celulasa EG_40 en el biolavado a la piedra a diferentes temperaturas
evaluado por medicion del color.

La Figura 4 muestra el efecto biolavado a la piedra de una mezcla de concentrados enriquecidos en EGIl y de
EG_40 comparado con un concentrado enriquecido en EGII de la técnica anterior.

La Figura 5 muestra una serie de fotografias que muestran el efecto de desfrisado de una endoglucanasa de la
invencion.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidn se basa en esfuerzos para encontrar celulasas mas mejoradas para uso en la industria textil.
Sorprendentemente, se encontré que, empezando a partir de especies de Acremonium, podian aislarse nuevas
endoglucanasas y podian producirse enzimas recombinantes, endoglucanasas que no sélo tienen un perfil de
temperatura aceptable, sino que también muestran un rendimiento de desfrisado favorable inesperado y son al
menos cuatro veces mas eficientes que la preparacion comercial que contiene EG. Adicionalmente, las nuevas
endoglucanasas mostraron propiedades de biolavado a la piedra excelentes comparado con las celulasas de la
técnica anterior.

De acuerdo con esto, la presente invencién se refiere a un polipéptido endoglucanasa que comprende un fragmento
que tiene actividad celulolitica y se selecciona del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad de secuencia
con SEQID NO: 2,y

b) un polipéptido de a) o b) que carece del dominio de unién de carbohidrato, o del dominio de unién de carbohidrato
y la regién conectora.

En una realizacion preferida de la invencién, dicho aminoacido tiene al menos 98% identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 2.

En otra realizacion preferida de la invencion mas, dicho aminoacido tiene SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion preferida de la invencion mas, dicho fragmento tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17 0 SEQ ID NO: 19.

En otra realizacion preferida de la invencion mas, los polipéptidos se pueden obtener u originar de una Acremonium
sp., preferiblemente de Acremonium thermophilum.

Los polipéptidos endoglucanasa de la presente invencion son preferiblemente polipéptidos recombinantes. Los
polipéptidos recombinantes pueden producirse en un huésped heterélogo o en un huésped homélogo genéticamente
modificado.

Segun una realizacion particular de la invencion, el polipéptido endoglucanasa es una modificacion de un polipéptido
que tiene al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2, en el que el dominio de unién de carbohidrato
CBD se ha reemplazado por un CBD heterdlogo. Ademds, la regién conectora y/o la secuencia sefial pueden
reemplazarse por una region conectora y/o secuencia sefal heteréloga. Estas endoglucanasas modificadas también
estan englobadas en la presente memoria por el término proteina de fusién de endoglucanasa. En una realizacién
preferida de la invencién, la endoglucanasa modificada/fusionada tiene SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40 o SEQ ID
NO: 41.

En una realizacion particular de la invencion, la proteina de fusion es una proteina de fusién de endoglucanasa que
comprende un fragmento celuloliticamente activo de un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2, y un dominio de union de carbohidrato (CBD)
heterdlogo, en el que el CBD heterdlogo y la regidon conectora opcional derivan de CBHI de Trichoderma reesei,
CBHI de Chaetomium thermophilum, o xilanasa de Acremonium sp. "Heterélogo" como se usa en el presente
contexto significa que el CBD y la parte conectora posible de la proteina de fusiéon de endoglucanasa se obtienen de
otro organismo y se unen al nucleo celuloliticamente activo de la endoglucanasa por modificacién génica.
Especialmente, la proteina de fusién comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 71% de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 39, al menos 69% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 40, o al
menos 69% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 41. Especialmente, la proteina de fusion comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene 75, 80, 85, 90, 95, 6 98% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 39, SEQ
ID NO: 40 0 SEQ ID NO: 41.
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La presente invencion se refiere ademas a un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido endoglucanasa
definido anteriormente.

Especificamente, en una realizacién de la invencion, el polinucleétido aislado tiene una secuencia de nucleétidos
seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 36, SEQ
ID NO: 37, 0 SEQ ID NO: 38;

b) una cadena complementaria de a); y

c) una secuencia que es degenerada como resultado del cddigo genético a una cualquiera de las
secuencias como se define en a), o b).

La presente invencion se refiere ademas a un vector de expresion que comprende la secuencia de polinucleétido
definida anteriormente.

La presente invencion se refiere ademas a nuevos huéspedes transformados con los vectores de la invencion,
especialmente huéspedes que son capaces de un alto nivel de expresion de la endoglucanasa o proteina de fusion
de endoglucanasa de la invencién. Segun una realizacion preferida de la invencion, las enzimas se pueden obtener
de la cepa de Acremonium thermophilum ALKO4245 depositada como CBS 116240.

La presente invencion se refiere ademas a una preparacion de enzima, que contiene una o mas endoglucanasas o
proteinas de fusidon de endoglucanasa de la invencion.

La presente invencion se refiere ademas a métodos para usar las preparaciones de enzima de la invencion para el
bioacabado de tejidos, especialmente para desfrisado.

La presente invencion se refiere ademas a métodos para usar las preparaciones de enzima de la invencion para el
acabado de tejidos, especialmente para biolavado a la piedra de tela vaquera.

La presente invencion se refiere ademas al uso de las preparaciones de enzima de la invencién en composiciones
de detergente.

Las preparaciones de endoglucanasa y proteina de fusion de endoglucanasa de la invencion son especialmente
utiles en la industria textil y de detergentes. Son especialmente Utiles en la industria textil para el bioacabado de
telas o prendas, por ejemplo, desfrisado, eliminacién de pelusa, aclarado del color, reduccion de dureza, creacion de
diferentes acabados (por ejemplo, un efecto de "piel de melocotén", "desgastado”, "lavado a la arena", o "aspecto
antiguo") y para el bioacabado de fibra, por ejemplo, reduccién de pilosidad y mejora de la lisura. Los usos
adicionales incluyen el uso en composiciones de detergentes para mejorar las propiedades de cuidado de las telas
por anti-frisado, anti-envejecimiento, aclarado de color y suavidad, y para mejorar el efecto de limpieza textil, por
ejemplo, eliminacion de suciedad. Los usos adicionales incluyen ademas el uso en el biolavado a la piedra de tela
vaquera.

En las telas de algodon, las pelusas (microfibras) surgen desde la superficie, que pueden enmarafarse durante el
procesamiento, formando asi bolitas. Las enzimas debilitan las microfibras que suben desde la superficie y las
fuerzas de cizalla del tratamiento las eliminan (Nierstrasz y Warmoeskerken, 2003). Tal y como se usa en el
presente contexto, la expresion "bioacabado" (también denominado desfrisado, eliminacion de pelusas o biopulido)
se refiere al uso de enzimas en una hidrélisis controlada de fibras celulésicas con el fin de modificar la superficie de
la tela o fibra de una manera tal que previene el frisado permanentemente, mejora el manejo de la tela tal como
suavidad y lisura, limpia la estructura de la superficie reduciendo la formacion de pelusas, que resulta en el aclarado
de colores, mejora la caida de la tela, mejora la absorbabilidad de la humedad, que puede mejorar también la
capacidad de tefiido. Las enzimas celulasa se usan para el tratamiento o acabado de materiales textiles que
contienen celulosa, tales como algodon, lino, ramio, yute, viscosa, modal, lyocell y cupro, o0 mezclas de éstos.

Tal y como se usa en el presente contexto, la expresion "biolavado a la piedra" de tela o prenda significa el uso de
enzimas en lugar de, o ademas de, piedras pdmez para el tratamiento de la tela o prenda, especialmente tela
vaquera.

Tal y como se usa en el presente contexto, la expresion "retrotefiido” se refiere a la tendencia del tinte liberado de
redepositarse en la superficie de las fibras de la tela.

Tal y como se usa en el presente contexto, la expresion "detergente" se refiere a un agente limpiador que puede
contener agentes tensioactivos (tensioactivos anidnicos, no iénicos, catidnicos y anfoliticos), potenciadores y otros
ingredientes opcionales tales como agentes anti-redeposiciéon y suspension de suciedad, abrillantadores épticos,
agentes blanqueadores, tintes y pigmentos e hidrolasas. El listado adecuado de los contenidos de detergentes se
proporciona en la Patente U.S. No. 5.433.750, una lista adecuada de tensioactivos se proporciona en la Patente U.S.
No. 3.664.961.
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La actividad biolégica de una endoglucanasa es su actividad catalitica, y/o su capacidad de unirse a material
celuldsico. La actividad celulolitica de una endoglucanasa es su actividad hidrolitica.

Tal y como se usa en el presente contexto, la expresion "Acremonium sp," se refiere especialmente a un género de
hongos filamentosos que tiene las caracteristicas de la cepa CBS 116240. Esta cepa se clasifica actualmente como
A. thermophilum.

Tal y como se usa en el presente contexto, "polinucleétido" se refiere tanto a ARN como ADN, y puede ser
monocatenario o bicatenario. El polinucleétido también puede ser un fragmento de dichos polinucleétidos que
comprende al menos 20 nucleétidos, por ejemplo, al menos 25, 30 6 40 nucledtidos. Segun una realizacion de la
invencion, tiene una longitud de al menos 100, 200 6 300 nucledtidos. Ademas, el polinucleétido puede ser
degenerado como resultado del cédigo genético en una cualquiera de las secuencias como se define anteriormente.
Esto significa que diferentes codones pueden codificar el mismo aminoacido.

Los nuevos polipéptidos también pueden ser variantes de dichos polipéptidos. Una "variante" puede ser un
polipéptido natural, por ejemplo, una variante alélica en la misma cepa, especie o género, o puede haberse
generado por mutagénesis. Puede comprender sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos, pero aun asi
funciona de una manera sustancialmente similar a las enzimas definidas anteriormente, es decir, comprende un
fragmento que tiene actividad celulolitica.

Un vector de expresién es un plasmido o vector de clonacién capaz de expresar ADN que codifica las
endoglucanasas y proteinas de fusion de endoglucanasa de la invencién después de transformacién en un huésped
deseado. Cuando se usa un huésped fungico, el gen de interés se proporciona preferiblemente a un huésped
fungico como parte de un vehiculo de clonacion o expresion que se integra en el cromosoma fungico, o permite que
el gen de interés se integre en el cromosoma del huésped, o como un plasmido que se replica autbnomamente. Las
secuencias que son parte del vehiculo de clonacion o vehiculo de expresién también pueden integrarse con dicho
ADN durante el proceso de integracién. Ademas, en hongos, el vector de expresion o partes de éste pueden dirigirse
a loci predeterminados.

El ADN que codifica las endoglucanasas y las proteinas de fusion de endoglucanasa de la invenciéon también se
pone preferiblemente bajo el control de (es decir, unido de forma operativa a) determinadas secuencias de control
tales como secuencias promotoras proporcionadas por el vector (que se integran con el gen de interés).
Alternativamente, las secuencias de control pueden ser las del sitio de insercion.

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

Una molécula de polinucleétido, tal como ADN, se dice que es "capaz de expresar" un polipéptido si contiene
secuencias de control de la expresion que contienen informacién reguladora de la transcripcion y dichas secuencias
estan "unidas de forma operativa" a la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido.

Una unién operativa es una unién en la que una secuencia esta conectada con una secuencia (0 secuencias)
reguladora de manera tal que se pone la expresion de la secuencia bajo la influencia o control de la secuencia
reguladora. Dos secuencias de ADN (tales como secuencia de region promotora unida al extremo 5' de la secuencia
que codifica la proteina) se dice que estan unidas de forma operativa si la funcidon del promotor resulta en la
transcripcion.

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

En una realizacién preferida, se construyen transformantes genéticamente estables mediante lo cual el ADN que
codifica las endoglucanasas o proteinas de fusion de endoglucanasa de la invencién se integra en el cromosoma del
huésped por transformacion con un vector, que porta secuencias que promueven la integracion de dicho vector en el
cromosoma.

Las células que han integrado de forma estable el ADN que codifica las endoglucanasas o las proteinas de fusion de
endoglucanasa de la invencién en sus cromosomas se seleccionan introduciendo también uno o mas marcadores,
homadlogos o heterdlogos, que permiten la seleccidon de células huésped que contienen el vector de expresion en el
cromosoma, por ejemplo, el marcador puede proporcionar resistencia a biocida, por ejemplo, resistencia a
antibidticos, o metales pesados, tal como cobre, o marcadores que complementan una mutacién auxotroéfica en el
cromosoma del huésped, y semejantes. El gen del marcador seleccionable puede unirse bien directamente a las
secuencias génicas de ADN que se van a expresar, o introducirse en la misma célula por co-transformacion.
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Una vez el vector o secuencia de ADN de la invencidn que contiene la o las construcciones esta preparado para la
expresion, la o las construcciones de ADN se introducen en una célula huésped apropiada por cualquiera de una
variedad de medios adecuados, incluyendo transformacién como se conoce en la técnica. Después de la
introduccion del vector, las células receptoras se crecen en un medio selectivo, que selecciona para el crecimiento
de células transformadas.

Los sistemas huésped adecuados para expresion y produccién son, por ejemplo, el sistema de produccion
desarrollado para el huésped fungico Trichoderma (EP 244 234), o sistema de produccion de Aspergillus, tal como
A. oryzae o A. niger (WO 9708325 y WO 9533386, Patente U.S. No. 5.843.745, Patente U.S. No. 5.770.418), o el
sistema de produccion desarrollado para Fusarium, tal como F. oxysporum (Malardier et al., 1989). Los sistemas de
produccién adecuados desarrollados para bacterias son un sistema de produccién desarrollado para Bacillus, por
ejemplo, B. subtilis o para E. coli, o para actinomicete Streptomyces. Los sistemas de produccion adecuados
desarrollados para levaduras son sistemas desarrollados para Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Pichia
pastoris. También son posibles los sistemas de produccién en algunos otros microbios o en células de mamiferos o
en plantas.

La expresion de la o las secuencias de genes clonados resulta en la produccion de la proteina deseada, o en la
produccién de un fragmento de esta proteina. Esta expresion puede tener lugar de una manera continua en las
células transformadas, o de una manera controlada.

Se entiende que los fragmentos son partes de moléculas de polipéptido o acido nucleico lo suficientemente largas
como para tener las propiedades enzimaticas deseadas o para codificar las endoglucanasas o proteinas de fusién
de endoglucanasa descritas o un fragmento bioldgicamente activo de éstas. El término "degenerado"” significa que la
secuencia de nucleétidos puede variar siempre que la secuencia de aminoacidos codificada sea la misma. Esto es
asi porque hay mas de un triplete de nucledtidos que codifica un Unico aminoacido.

Tal y como se usa en el presente contexto, el término "identidad" de secuencia se refiere a la identidad global entre
dos secuencias de aminoacidos comparadas entre si desde el primer aminodacido codificado por el gen
correspondiente hasta el ultimo aminoacido. La identidad de secuencias de longitud completa se mide usando el
paquete de programas de programa de alineamiento global de Needleman-Wunsch en EMBOSS (European
Molecular Biology Open Software Suite; Rice et al., 2000), version 3.0.0, con los parametros siguientes:
EMBLOSUM62, penalizacion por hueco 10,0, penalizacién por extension 0,5. El algoritmo se describe en
Needleman y Wunsch (1970). El experto en la técnica es conocedor del hecho de que los resultados usando el
algoritmo de Needleman-Wunsch son comparativos sélo cuando se alinean dominios correspondientes de la
secuencia. Consecuentemente, la comparacion, por ejemplo, de secuencias de celulasa incluyendo CBD o
secuencias sefial con secuencias que carecen estos elementos no puede hacerse.

Las enzimas celuloliticas utiles para hidrolizar material celulésico se pueden obtener u originar de Acremonium sp.,
preferiblemente A. thermophilum. "Que se puede obtener de" o "se puede originar de" significa que pueden
obtenerse de dichas especies, pero no excluye la posibilidad de obtenerlas de otras fuentes. En otras palabras,
pueden originarse de cualquier organismo incluyendo plantas. Preferiblemente, se originan de microorganismos, por
ejemplo, bacterias u hongos. Las bacterias pueden ser, por ejemplo, de un género seleccionado de Bacillus,
Azospirillum y Streptomyces. Mas preferiblemente, la enzima se origina de hongos (incluyendo hongos filamentosos
y levaduras), por ejemplo, de un género seleccionado del grupo que consiste en Thermoascus, Acremonium,
Chaetomium, Achaetomium, Aspergillus, Botrytis, Chrysosporium, Collybia, Fomes, Fusarium, Humicola, Hypocrea,
Lentinus, Melanocarpus, Myceliophthora, Myriococcum, Neurospora, Penicillium, Phanerochaete, Phlebia, Pleurotus,
Podospora, Polyporus, Rhizoctonia, Scytalidium, Pycnoporus, Trametes y Trichoderma.

Tal y como se usa en el presente contexto, las expresiones "preparacion de enzima", "preparacion de celulasa" y
"preparacién de endoglucanasa" se refieren a cualquier producto de enzima, que contiene al menos una
endoglucanasa o proteina de fusion de endoglucanasa de la invenciéon. Asi, dicha preparacion de enzima puede ser
un medio de cultivo usado o filtrado que contiene una o mas endoglucanasas o proteinas de fusion de
endoglucanasa o una o mas endoglucanasas o proteinas de fusiéon de endoglucanasa y otras enzimas, una
endoglucanasa o proteina de fusién de endoglucanasa aislada o una mezcla de una o mas endoglucanasas o
proteinas de fusion de endoglucanasa o una mezcla de una o mas endoglucanasas o proteinas de fusion de
endoglucanasa y una o mas otras enzimas. Ademas de la actividad endoglucanasa, dicha preparacion puede
contener aditivos, tales como estabilizadores, tampones, conservantes, tensioactivos y/o componentes del medio de
cultivo. Los aditivos preferidos son tales como los usados comunmente en las preparaciones de enzima pretendidas
para la aplicacion, en la que se usa la preparacién de enzima. La preparacion de enzima puede estar en la forma de
liquido, polvo o granulado.

Por "medio de cultivo usado" se quiere decir aqui el medio de cultivo del huésped que comprende las enzimas
producidas. Preferiblemente, las células huésped se separan de dicho medio después de la produccion.

La preparacion de enzima puede comprender una o mas endoglucanasas o proteinas de fusion de endoglucanasa
de la presente invencién u otras enzimas celulasa junto con una o mas endoglucanasas o proteinas de fusion de
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endoglucanasa de la presente invencion. Por ejemplo, las endoglucanasas que tienen diferentes propiedades
pueden combinarse para hacer que la preparacion de enzima sea mas Util para diferentes condiciones.

Para obtener las preparaciones de enzima de la invencion, los huéspedes que tienen las propiedades deseadas
(esto es, huéspedes capaces de expresar cantidades econdmicamente factibles de las endoglucanasas o proteinas
de fusién de endoglucanasa de la invencion) se cultivan en condiciones adecuadas, las enzimas deseadas se
secretan de los huéspedes en el medio de cultivo, y la preparacion de enzima se recupera de dicho medio de cultivo
por métodos conocidos en la técnica.

La preparacion de enzima puede comprender, ademas de la endoglucanasa o proteina de fusién de endoglucanasa,
una o mas otras enzimas, que pueden ser, por ejemplo, amilasas, lipasas, proteasas, pectinasas y/o oxidasas, tales
como lacasas y peroxidasas. Alternativamente, antes, durante o después del tratamiento con la endoglucanasa o la
proteina de fusién de endoglucanasa de la presente invencion, puede llevarse a cabo otro tratamiento enzimatico. El
tratamiento enzimatico puede comprender, por ejemplo, uno o mas tratamientos con amilasa, uno o mas
tratamientos con celulasa y/o uno o més tratamientos con peroxidasa y/o lacasa. La eleccién de las otras enzimas
incluidas en la preparacion de enzima o usadas en el tratamiento enzimatico, depende de la aplicacion.

La preparacion de enzima puede ser el medio de cultivo con o sin las células huéspedes nativas o trasformadas, o
se recupera del mismo por la aplicacion de métodos muy conocidos en la técnica. Sin embargo, como las
endoglucanasas o las proteinas de fusiéon de endoglucanasa de la invencion se secretan en el medio de cultivo y
presentan actividad en condiciones ambientales del licor celulolitico, es una ventaja de la invenciéon que las
preparaciones de enzima de la invencién pueden utilizarse directamente del medio de cultivo sin purificacion
adicional. Si se desea, dichas preparaciones pueden liofilizarse o la actividad enzimatica concentrarse y/o
estabilizarse de otra manera para almacenamiento. Las preparaciones de enzima de la invencion son muy
economicas de producir y usar debido a que (1) las enzimas pueden usarse en una forma cruda; el aislamiento de
una enzima especifica del medio de cultivo es innecesario y (2) como las enzimas se secretan en el medio de
cultivo, sélo es necesario recuperar el medio de cultivo para obtener la preparaciéon de enzima deseada; no es
necesario extraer una enzima de los huéspedes. Preferiblemente, el huésped para dicha produccion es
Trichoderma, y especialmente T. reesei.

Las preparaciones de enzima de la invencién pueden proporcionarse como un liquido o como un sdélido, por ejemplo,
en un polvo seco o forma granular o liquida, especialmente, granulos no pulverulentos, o un liquido estabilizado, o la
preparacion de enzima puede concentrarse o estabilizarse de otra forma para almacenamiento o uso. Se prevé que
las preparaciones de enzima que contienen una o mas de las celulasas de la invencion pueden enriquecerse
adicionalmente o hacerse parcialmente o completamente deficientes en actividades enzimaticas especificas, de
manera que se satisfagan los requerimientos de una utilidad especifica en varias aplicaciones, por ejemplo, en la
industria textil. Una mezcla de actividades enzimaticas secretada por un huésped y especialmente un huésped
fungico, puede elegirse para ser ventajosas en una aplicacion industrial particular, por ejemplo, bioacabado y
biolavado a la piedra.

Las preparaciones de enzima de la invencién pueden ajustarse para satisfacer los requerimientos de necesidades
especificas en varias aplicaciones en la industria textil, de detergentes o pulpa y papel.

Pueden prepararse mezclas con otras macromoléculas que no se producen todas necesariamente a partir del mismo
huésped (por ejemplo, otras enzimas tales como endoglucanasas, amilasas, lipasas, proteasas, pectinasas y/o
oxidasas, tales como lacasas y peroxidasas), o productos quimicos que pueden potenciar el rendimiento,
estabilidad, o tamponamiento de la preparacion de enzima deseada. Los granulos no pulverulentos pueden estar
recubiertos. Las preparaciones de enzima liquidas pueden estabilizarse mediante la adicion de un poliol tal como
propilen glicol, un azucar o azucar alcohol, acido lactico o acido bérico, o cloruro de sodio, segin métodos
establecidos.

Las formas protegidas de las enzimas de la invencion pueden prepararse como se describe en EP 238.216.

Las preparaciones de enzima de la invencion pueden contener un tensioactivo que puede ser anionico, no ionico,
catiénico, anfotérico o una mezcla de estos tipos, especialmente cuando se usan como una composicion de
detergente. Las composiciones de detergente utiles se describen, por ejemplo, en WO 94/07998, Patente U.S. No.
5.443.750 y Patente U.S. No. 3.664.961.

Si se requiere, una enzima deseada puede aislarse, y purificarse adicionalmente segun condiciones convencionales,
tales como extraccion, precipitacion, cromatografia, cromatografia de afinidad, electroforesis, o semejantes. Un
polipéptido aislado en este contexto puede significar simplemente que las células y restos celulares se han eliminado
del medio de cultivo que contiene el polipéptido. Convenientemente, los polipéptidos se aislan, por ejemplo,
mediante la adicion de polimeros anidnicos y/o cationicos al medio de cultivo usado para potenciar la precipitacion
de las células, restos celulares y algunas enzimas que tienen actividades paralelas no deseadas. El medio se filtra
entonces usando un agente filtrador inorganico y un filtro para eliminar los precipitantes formados. Después de esto,
el filtrado se procesa adicionalmente usando una membrana semi-permeable para eliminar el exceso de sales,
azucares y productos metabdlicos.
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Las preparaciones de enzima de esta invenciéon son especialmente utiles en la industria textil, preferiblemente, en
bioacabado y en biolavado a la piedra o en la industria de detergentes. Otras areas utiles con la industria de la pulpa

y el papel.

"Bioacabado" se refiere al uso de enzimas en una hidrélisis controlada de fibras celuldsicas con el fin de modificar la
superficie de la tela o fibra de una manera que previene el frisado permanentemente, mejora el manejo de la tela
como suavidad y lisura, limpia la estructura de la superficie reduciendo la formacién de pelusas, lo que resulta en el
aclarado de los colores, mejora la caida de la tela, mejora la absorbabilidad de la humedad y que también puede
mejorar la capacidad de tefiido.

El desfrisado enzimatico puede llevarse a cabo en cualquier etapa durante el procesamiento humedo del tejido,
preferiblemente después de desaprestado y blanqueamiento. El proceso enzimatico requiere un equipo con fuerzas
de cizalla suficientes y mezclado tal como cabestrante jet o maquina de lavado (Nierstrasz V.A. y Warmoeskerken
M.M.C.G., 2003).

El bioacabado se realiza tipicamente a aproximadamente pH 4,0-6,0. La temperatura de la reaccién puede variar de
aproximadamente 30°C a 70°C, y es preferiblemente 50-60°C. La relacion de licor (la relacién del volumen de liquido
por peso de tela) puede variar de aproximadamente 3:1 a 20:1, preferiblemente, 5:1 a 10:1. El tiempo de incubacion
es generalmente 15 a 90 minutos, preferiblemente 30 a 60 min. La dosificacion de la enzima depende en gran
medida del tipo de telas, maquinaria, condiciones del proceso (pH, temperatura, relacion de licor, tiempo de
tratamiento, carga de tela vaquera, escala del proceso) y tipo de preparacion de enzima y semejantes. Un experto
en la técnica es capaz de definir dosificaciones y condiciones adecuadas.

Las endoglucanasas y proteinas de fusion de endoglucanasa de la invencion son especialmente utiles en la industria
textil para el bioacabado de telas o prendas, por ejemplo, desfrisado, eliminacion de pelusa, aclarado del color,
reduccion de dureza, la creacion de diferentes acabados (por ejemplo, un efecto de "piel de melocotén”,
"desgastado”, "lavado a la arena", o "aspecto antiguo") y bioacabado de fibra (por ejemplo, reduccion de pilosidad,
mejora de lisura). Las endoglucanasas y proteinas de fusiéon de endoglucanasa de la presente invencién pueden
usarse en el bioacabado en condiciones acidas y neutras.

Las endoglucanasas y proteinas de fusién de endoglucanasa de la presente invencion son utiles en composiciones
de detergente para mejorar las propiedades del cuidado de las telas por antifrisado, antienvejecimiento, aclarado de
colores y suavidad, y para mejorar el efecto de limpieza de los tejidos, por ejemplo, eliminacién de suciedad.

El lavado a la piedra tiene tres etapas: desaprestado, abrasién y post-tratamiento. La primera etapa, el proceso de
desaprestado, es normalmente el primer tratamiento humedo de los vaqueros y significa la eliminacion de almidon y
otros agentes de apresto aplicados habitualmente a las fibras de urdimbre para prevenir el dafio durante el proceso
de tejido. Se usan alfa-amilasas para eliminar apresto basado en almidén para un procesamiento himero mejorado
y uniforme. Después del desaprestado, los vaqueros se aclaran normalmente con agua o se continda directamente
con la etapa de abrasion.

La segunda etapa, abrasion, puede realizarse con enzimas o piedras pomez o ambas. En todos los casos, es
necesaria una accién mecanica para eliminar el tinte, y el tratamiento se lleva a cabo habitualmente en maquinas de
lavado, como lavadores de tambor. El término "desgastado” significa en la presente memoria la apariencia de una
tela vaquera cuando se ha tratado con enzimas celulasa o piedras, o0 ambas. Como resultado de la eliminacién no
uniforme del tinte, existen contrastes entre areas tefiidas y areas de las que se ha eliminado el tinte. Las expresiones
sindnimas son "aspecto lavado a la piedra" o "aspecto desgastado”. En el lavado a la piedra enzimatico, o biolavado
a la piedra, la abrasion con piedras pomez se elimina completamente o parcialmente y se afade celulasa para
facilitar la abrasién del tinte indigo de la superficie de las fibras. El tratamiento con celulasa puede hacerse usando
celulasas neutras o acidas o ambas.

La abrasion esta seguida generalmente por una tercera etapa, post-tratamiento que incluye etapas de lavado y
aclarado durante las que pueden usarse detergentes, abrillantadores 6pticos o suavizantes. Después del tratamiento
enzimatico, la reaccién debe pararse con el fin de evitar dafio a los materiales tratados, por ejemplo, por inactivaciéon
con temperatura y/o pH, comprendiendo el ultimo un aclarado concienzudo y/o eliminacion de detergente por lavado.
Esto asegura que la resistencia mecanica de la tela no se ve comprometida adicionalmente por la presencia
continuada de la enzima.

Por "tela vaquera" se quiere decir, en conexion con esta invencion, tela vaquera, habitualmente prendas vaqueras,
particularmente pantalones vaqueros. Ventajosamente, la tela vaquera es tela vaquera tefiida con indigo. La tela
vaquera también puede tratarse con indigo, con derivados de indigo o tela vaquera tefiida con indigo junto con algun
otro tinte, por ejemplo, tela vaquera tefiida con indigo con fondo de azufre.

El tratamiento con una o unas celulasas puede reemplazar completamente el tratamiento con piedras pémez (por
ejemplo, 1 kg de enzima comercial frente a 100 kg de piedras). Sin embargo, el tratamiento con celulasa puede
combinarse con tratamiento con piedra pdémez cuando se desea producir un acabado fuertemente desgastado. Un
efecto de piel de melocotdn en el que se crea una fina cubierta semejante a pelo protuberante también se consigue
por un lavado que combina una celulasa neutra con piedras pomez. Las celulasas e esta invencidon son
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especialmente utiles para proporcionar un aspecto desgastado y para minimizar la retrotincion en biolavado a la
piedra.

El biolavado a la piedra se realiza tipicamente a aproximadamente pH 3,0-8,0, y preferiblemente a pH 4,0-6,0. La
temperatura de la reaccion puede variar de aproximadamente 30°C a 70°C y es preferiblemente entre 50-60°C. La
relacion de licor (la relaciéon del volumen de liquido por peso de tela) puede variar de aproximadamente 3:1 a 20:1,
preferiblemente, 5:1 a 10:1. El tiempo de tratamiento puede variar entre 15 min-90 min y preferiblemente 30 min-60
min. Debe enfatizarse que la dosificacion de la enzima depende en gran medida del tipo de telas, maquinaria,
condiciones del proceso (pH, temperatura, relacién de licor, tiempo de tratamiento, carga de tela vaquera, escala del
proceso) y tipo de preparacion de enzima y semejantes. Si se desea, pueden usarse piedras pdmez en combinacion
con las endoglucanasas o proteinas de fusién de endoglucanasa. La dosificacion de la enzima requerida sera
entonces significativamente menor. Un experto en la técnica es capaz de definir las dosificaciones y condiciones
adecuadas.

El material textil que se trata con las preparaciones de enzima de la invencion puede fabricarse de fibras que
contienen celulosa natural o fibras que contienen celulosa artificial o mezclas de éstas. Los ejemplos de celuldsicos
naturales son algodon, lino, cafiamo, yute y ramio. Los ejemplos de celuldsicos artificiales son viscosa, acetato de
celulosa, triacetato de celulosa, rayén, cupro y lyocell. Los celulésicos mencionados anteriormente también pueden
emplearse como mezclas de fibras sintéticas tales como poliéster, poliamida o fibras acrilicas. EI material textil
puede ser fibra o tejido o entrelazado o formado por cualquier otro medio.

Las endoglucanasas y proteinas de fusién de endoglucanasa de la presente invencién, ademas de ser
especialmente utiles para el tratamiento de telas, son utiles en general en cualquier area que requiere actividad
celulasa.

En la industria de la pulpa y el papel, las celulasas pueden usarse, por ejemplo, en el destefiido o modificacion de
fibras de diferentes papeles y cartones reciclados que tienen pH neutro o alcalino, en la mejora de la calidad de las
fibras, o en el incremento del drenaje en la fabricacion del papel. Otros ejemplos incluyen la eliminacién de
espesante de pasta de impresién y tinte en exceso después de la impresion textil, y como un tratamiento para el
alimento animal. Por ejemplo, si la aplicaciéon pretendida es la mejora de la resistencia de la pulpa mecanica,
entonces las preparaciones de enzima de la invencion pueden proporcionar una o mas de estas proteinas de
manera que se potencia o facilita la capacidad de las fibras de celulosa para unirse entre si. De una manera similar,
en la aplicacion del refinado de pulpa, las preparaciones de endoglucanasas y proteinas de fusion de endoglucanasa
de la invencién pueden proporcionar una o mas de estas proteinas a un nivel que potencia o facilita dicho
hinchamiento.

Las endoglucanasas y proteinas de fusién de endoglucanasa de la presente invencién proporcionan ventajas
inesperadas cuando se usan en la industria textil y especialmente en bioacabado, tal como desfrisado, y en
biolavado a la piedra. Las endoglucanasas y proteinas de fusién de endoglucanasa de la presente invencion son
considerablemente mas eficientes que las celulasas de la técnica anterior. En el bioacabado se podrian usar
dosificaciones al menos cuatro veces menores. En otras palabras, se consigue un mayor rendimiento usando las
endoglucanasas y proteinas de fusidbn de endoglucanasa de la presente invencion. En desfrisado, las
endoglucanasas y proteinas de fusion de endoglucanasa de la presente invencion fueron mas eficientes y
produjeron una superficie lisa estable.

La invencién se describe con mas detalle en los ejemplos siguientes, que no deben interpretarse para reducir el
alcance de la invencion sino sélo para aclarar el uso de la invencion.

Ejemplo 1. Cultivo del Acremonium thermophilum ALKO4245

La cepa de Acremonium thermophilum ALKO4245 se crecié en un biorreactor de 2 litros (Braun Biostat®, Braun,
Melsungen, Alemania) en el medio siguiente, g/l: celulosa Solka Floc 40, polvo de maiz fermentado 15, grano usado
de destilador 5, xilano de escanda 3, garrofin 3, (NH4);SO4 5 y KH2PO4 5. El intervalo de pH fue 5,2+0,2
(NH3/H2S04), aireacion 1 vvm, agitacién 300-600 rpm, control antiespuma con Struktol® y la temperatura 42°C. El
tiempo de cultivo fue 4 dias. Después del cultivo, las células y otros solidos se recogieron por centrifugacion y se
recupero el sobrenadante.

Ejemplo 2. Purificacion de una endoglucanasa de Acremonium thermophilum ALKO4245

El sobrenadante del cultivo de Acremonium thermophilum ALKO4245, crecido como se describe en el Ejemplo 1, se
incub6 a 70°C durante 24 horas después de lo cual se concentré por ultrafiltracion. La endoglucanasa pura se
obtuvo por purificacion secuencial con cromatografia de interaccion hidrofébica e intercambio cationico seguida de
filtracion en gel. La actividad endoglucanasa de las fracciones recogidas durante la purificacion se determiné usando
carboximetil celulosa (CMC) como un sustrato (segun el procedimiento de IUPAC, 1987).

El sobrenadante del cultivo concentrado se aplico a la columna de interaccion hidrofobica HiPrep 16/10 Butil FF (GE
Healthcare) equilibrada con 20 mM tampén fosfato de potasio, pH 6,0, que contenia 1 M (NH4),SO4. Las proteinas
unidas se eluyeron con un gradiente lineal del tampén anterior a 5 mM fosfato de potasio, pH 6,0. Se recogieron
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fracciones y la actividad endoglucanasa se determind como se ha descrito anteriormente. La actividad
endoglucanasa eluy6 en un area de conductividad amplia de 120 a 15 mS/cm.

Las fracciones combinadas se aplicaron a la columna de intercambio catiénico HiTrap SP XL (GE Healthcare)
equilibrada con 8 mM acetato de sodio, pH 4,5. Las proteinas unidas se eluyeron con un gradiente lineal de 0 a 0,25
M NaCl en el tampén de equilibrado. La proteina que contenia actividad endoglucanasa eluyé en el area de
conductividad de 3-7 mS/cm. La cromatografia de intercambio catiénico se repitid y el eluato de proteina se
concentro por liofilizacion.

La muestra disuelta se cargd en la columna de filtraciéon en gel Superdex 75 HR10/30 (Pharmacia) equilibrada con
20 mM tampon fosfato de de sodio, pH 7,0, que contenia 0,15 M NaCl. La fraccidon de proteina principal eluyé de la
columna con el volumen de retencién de 13,3 ml. El eluato de proteina fue puro segin se juzgd por electroforesis en
gel de SDS-poliacrilamida y el peso molecular se evalué como 40kDa. La actividad especifica de la proteina
purificada, designada como EG_40 o At EG_40 de Acremonium thermophilum (SEQ ID NO: 2), a 50°C, se determind
que era 450 nkat/mg (segun el procedimiento de IUPAC, 1987, supra, usando CMC como un sustrato).

La estabilidad térmica de la endoglucanasa purificada se determiné a diferentes temperaturas. La reaccion se realizd
en presencia de 0,1 mg/ml BSA a pH 5,0 durante 60 min usando CMC como un sustrato. At EG_40 fue estable hasta
80°C. Las enzimas de referencia de T. reesei EGI (Cel7B) y EGII (Cel5A) retuvieron el 100% de su actividad hasta
60°C y 65°C, respectivamente.

Para la secuenciacion de aminoéacidos interna, la proteina EG_40 de Acremonium thermophilum ALKO4245 (SEQ ID
NO: 2) purificada se alquilé en primer lugar y se digirié en péptido tripticos. Los péptidos generados se desalaron y
separaron parcialmente por cromatografia nano liquida (fase inversa). Los péptidos internos se secuenciaron por
ionizacion por electropulverizacion combinada con espectrometria de masa en tandem (ESI-MS/MS) usando el
instrumento Q-TOF1 (Waters Micromass®). Las secuencias de péptidos internos asi obtenidas se listan en la Tabla
1.

Tabla 1. Secuencias de péptidos internos determinadas a partir de la celulasa EG_40 de Acremonium
thermophilum

Péptido Secuencia SEQ ID NO:

Péptido 1 QSCSSFPAPLKPGCOWR 5
Péptido 2 YALTFNSGPVAGK 6
Péptido 3 VQCPSELTSR 7
Péptido 4 NQPVFSCSADWOR 8
Péptido 5 YWDCCKPSCGWPGK 9
Péptido 6 PTFT 10

Ejemplo 3. Clonacién de los genes cel45A y cel45B de Acremonium thermophilum (ALKO4245)

Se usaron métodos estandar de biologia molecular en el aislamiento y tratamientos enzimaticos de ADN (plasmidos,
fragmentos de ADN), en transformaciones de E. coli, etc. Los métodos basicos usados se describen en libros
estandar de biologia molecular, por ejemplo, Sambrook, J., et al., 1989 y Sambrook J. y Russell, D.W., 2001.

La biblioteca genémica de Acremonium thermophilum ALKO4245 se construyd en el vector Lambda DASH®II
(Stratagene, EEUU) segun las instrucciones del fabricante. El ADN cromosoémico, aislado por el método de Raeder y
Broda, 1985, se digirié parcialmente con Sau3A. El ADN digerido se fracciond por tamafo en un gel de agarosa y los
fragmentos del tamafio elegido (aproximadamente 5-23 kb) se aislaron, desfosforilaron y ligaron a brazos del vector
lambda digerido con BamHI. La mezcla de ligacién se empaquet6 usando extractos de empaquetamiento Gigapack
Il Gold segun las instrucciones del fabricante (Strata%ene, EEUU). La titulacion de la biblioteca gendmica fue 3,7 x
10° pfu/ml y la de la biblioteca amplificada fue 4,2 x 10” pfu/ml.

Las secuencias de péptidos internos de la celulasa EG_40 de Acremonium thermophilum purificada obtenidas como
se describe en el Ejemplo 2 compartian homologia con celulasas de la familia glicosil hidrolasa 45, tal como
endoglucanasa de Thielavia terrestris (No. de Acceso de GenBank CQ827970) y celulasa Cel45A de Melanocarpus
albomyces (No. de Acceso de GenBank AJ515703). Con el fin de amplificar una sonda para cribar el gen que
codifica EG_40 de A. thermophilum (cel45A: SEQ ID NO: 1) de la biblioteca gendmica, se disefiaron cebadores
degenerados sobre la base de las secuencias peptidicas listadas en la Tabla 1 (Ejemplo 2). El orden de los péptidos
en la secuencia de proteina y la naturaleza con sentido o anti-sentido correspondiente de los cebadores se
dedujeron de la comparacion con la secuencia homologa de Celd5A de M. albomyces. El cebador con sentido
(TAYTGGGAYTGYTGYAARCC, SEQ ID NO: 11) se basa en los aminoacidos 1 a 6 del péptido 5 (SEQ ID NO: 9) y
el cebador anti-sentido (RTTRTCNGCRTTYTGRAACCA, SEQ ID NO: 12) se basa en una secuencia peptidica
(WFQNADN; SEQ ID NO: 13) de la proteina homdloga Cel45A de M. albomyces. Las mezclas de reaccion de PCR
contenian 50 mM Tris-HCI, pH 9,0, 15 mM (NH4)2S0O4, 0,1% Tritéon X-100, 1,5 mM MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,5 ug de
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cada cebador, 1 unidad de ADN polimerasa Dynazyme EXT (Finnzymes, Finlandia), y aproximadamente 0,5 ug de
ADN de Acremonium. Las condiciones para las reacciones de PCR fueron como sigue: 5 min desnaturalizaciéon
inicial a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min de hibridacion a 50-60°C, 2 min de extension a 72°C y
una extension final a 72°C durante 10 min. Los productos de extensién se examinaron en un gel de agarosa.

Se obtuvieron dos productos de PCR de la reaccién de PCR de Acremonium. Los fragmentos de ADN de
aproximadamente 0,6 kb (SEQ ID NO: 14) y 0,8 kb (SEQ ID NO: 15) se aislaron del gel de agarosa y se clonaron en
el vector pCR4-TOPO® TA (Invitrogen, EEUU) resultando en los plasmidos pALK1710 y pALK1711,
respectivamente. Los productos de PCR clonados se caracterizaron por secuenciacion y realizando hibridaciones de
transferencias Southern (como se describe mas adelante) con el ADN genémico de Acremonium digerido con varias
enzimas de restriccion. Los patrones de hibridaciéon obtenidos con los dos fragmentos en condiciones de lavado
astringentes sugieren que dos genes de endoglucanasa posibles podrian cribarse a partir de la biblioteca genémica
de Acremonium. Las secuencias de aminoacidos deducidas a partir de ambos productos de PCR tienen homologia
con varias secuencias de endoglucanasa publicadas de la familia glicosil hidrolasa 45 (programa BLAST, National
Center for Biotechnology Information; Altschul et al., 1990).

El inserto del plasmido pALK1710 y pALK1711 se aislé por digestion con enzimas de restriccion y se marco con
digoxigenina segun las instrucciones del fabricante (Roche, Alemania). Aproximadamente 1-2 x 10° placas de la
biblioteca gendmica de Acremonium amplificada se transfirieron a filtros de nitrocelulosa y se cribaron por
hibridacion usando insertos marcados con digoxigenina. La temperatura para la hibridacion fue 68°C y los filtros se
lavaron 2 x 5 min a RT usando 2 x SSC-0,1% SDS seguido de 2 x 15 min a 68°C usando 0,1 x SSC-0,1% SDS. Se
obtuvieron varias placas positivas, de las cuales se purificaron cinco placas con fuerte hibridacion de ambos
cribados. Los ADN de fago se aislaron y analizaron por hibridacién de transferencia Southern. Los fragmentos de
restriccion de los ADN de fago que hibridaron con las sondas se subclonaron en el vector pBluescript Il KS+
(Stratagene, EEUU) y las partes relevantes se secuenciaron. En ambos casos, el fragmento de fago subclonado
contiene el gen de interés de longitud completa.

La Tabla 2 resume la informacién de las sondas usadas para el cribado de genes de endoglucanasa, clones de fago
de los que se aislaron los genes, fragmentos de restriccion elegidos que contienen los genes de longitud completa
con sus regiones promotora y terminadora, nombres de los plasmidos que contienen el fragmento de fago
subclonado, y los nimeros de depdsito en la coleccion de cultivos Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM) para cepas de E. coli que portan estos plasmidos. Los depdsitos se hicieron bajo el
Tratado de Budapest.

Tabla 2. Sondas usadas para la clonacidon de los genes de endoglucanasa, clones de fago y los subclones
elegidos, nombres de plasmidos y el nimero de depdsito correspondiente de las cepas de E. coli

Gen Biblioteca Sonda Clon de | Fragmento Plasmido No. de
gendémica usada en el | fago subclonado depésito de
cribado E. coli
At cel45A A. thermophilum | pALK1710 P24 5,5 kb Smal | pALK1908 | DSM 17324
ALKO4245
At cel45B A. thermophilum | pALK1711 P41 6,0 kb Xhol pALK1904 | DSM 17323
ALKO4245

La informacion relevante de los dos genes, designados como At cel45A (SEQ ID NO: 1) y At cel45B (SEQ ID NO: 3)
se resume en la Tabla 3 y de las secuencias de proteina deducidas respectivas, At EG_40 (SEQ ID NO: 2) y
semejante a At EG_40 (SEQ ID NO: 4), en la Tabla 4. Las secuencias peptidicas de la endoglucanasa EG_40 de
Acremonium purificada se encontraron en la secuencia de aminoacidos deducida correspondiente del gen clonado
confirmando que se clon6 un gen apropiado.

El gen At cel45A de longitud completa (SEQ ID NO: 1) tiene una longitud de 1.076 pb, interrumpido por dos intrones
de 59 pb y 123 pb, y codifica un polipéptido de 297 aminoacidos At EG_40 (SEQ ID NO: 2). El sitio posible de
escision del péptido sefal es después de Ala21, y el extremo N de la proteina madura empieza con Leu22, la
proteina madura (incluyendo CBD) que comprende los aminoacidos 22 a 297 de SEQ ID NO: 2). La celulasa EG_40
tiene un dominio de unién de carbohidrato consenso C-terminal que porta los aminoacidos Lys265 a Leu297 del
polipéptido de longitud completa. La proteina madura predicha después de la escision del péptido sefal tiene un
peso molecular y pl de 28.625 Da y 4,79, respectivamente (prediccion hecha usando la herramienta Compute pl/MW
en el servidor ExPASy, Gasteiger et al., 2003). La proteina tiene dos posibles sitios de N-glicosilaciéon N-X-S/T
(predicho usando el programa NetNGlyc 1.0, Gupta et al., 2004).

Correspondientemente, el gen At cel45B de longitud completa (SEQ ID NO: 3) tiene una longitud de 1.013 pb,
interrumpido por dos intrones de 155 pb y 102 pb, y codifica un polipéptido de 251 aminoacidos semejante a At
EG_40 (SEQ ID NO: 4). El sitio posible de escision del péptido sefial es después de Ala20, y el extremo N de la
proteina madura empieza con GIn21, la proteina madura que comprende los aminoacidos 21 a 251 de SEQ ID NO:
4). La celulasa semejante a EG_40 no tiene dominio de unién de carbohidrato consenso C-terminal. La proteina
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madura predicha después de la escision del péptido sefal tiene un peso molecular y pl de 23.972 Da y 6,11
respectivamente (prediccion hecha usando la herramienta Compute pl/MW en el servidor ExPASy, Gasteiger et al.,
2003). La proteina tiene dos posibles sitios de N-glicosilacion N-X-S/T (predicho usando el programa NetNGlyc 1.0,

Gupta et al., 2004).

Tabla 3. Resumen de los genes de endoglucanasa aislados de Acremonium thermophilum ALKO4245

Gen de | Longitud con | Region No. de intrones Longitudes de | SEQ ID NO:
endoglucanasa | intrones (pb)(a codificadora los intrones
(pb)® (pb)
At cel45A 1.076 891 2 59, 123 1
At cel45B 1.013 753 2 155, 102 3

@ Se incluye el codén de PARADA.

® No se incluye el codén de PARADA.
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Las secuencias de proteina deducidas de las celulasas EG_40 y semejante a EG_40 de A. thermophilum son
similares a celulasas de la familia glicosil hidrolasa 45 (Tabla 5). Las homologias de secuencia mas cercanas
encontradas para EG_40/Cel45A y semejante a EG_40/Cel45B fueron secuencias de endoglucanasa de Thielavia
terrestris (No. de Acceso de GenBank CQ827970) y Myceliophthora thermophila (No. de Acceso de GenBank
AR094305), respectivamente. Los alineamientos se realizaron usando el programa Needle del paquete de
programas EMBOSS.

Tabla 5. Comparacion de las secuencias de proteina deducidas de las celulasas EG_40 y semejante a EG_40
de Acremonium thermophilum con sus equivalentes homdlogos

Organismo, enzima, y nimero de acceso Identidad (%)
Acremonium thermophilum EG_40

Thielavia terrestris EG45, CQ827970 77,3
Melanocarpus albomyces Cel45, AJ515703 75,3
Neurospora crassa, hipotético XM 324477 68,9
Humicola grisea var thermoidea, EGL3, AB003107 67,5
Humicola insolens EG5, A23635 67,3
Myceliophtora thermophila fam 45, AR094305 57,9
Acremonium thermophilum semejante a EG_40 53,7
Acremonium thermophilum semejante a EG_40
Myceliophtora thermophila fam 45, AR094305 66,9
Magnaporthe grisea 70-15 hipotético, XM_363402 61,9
Thielavia terrestris EG45, CQ827970 56,8
Acremonium thermophilum EG_40 53,7
Melanocarpus albomyces Cel45, AJ515703 52,8

Ejemplo 4. Produccién de celulasas EG_40 y semejante a EG_40 de Acremonium thermophilum en
Trichoderma reesei

Se construyeron plasmidos de expresion para la produccion de las celulasas recombinantes EG_40/Cel45A y
semejante a EG_40/Cel45B de A. thermophilum. Ambos genes (cel45A o cel45B) incluyendo su propia secuencia
sefal, se fusionaron exactamente con el promotor de cbh1 (cel7A) de T. reesei por PCR (Tabla 6). El promotor de
cbh1, el terminador de cbh1 y el gen marcador amdS se incluyeron como se describe en Paloheimo et al. 2003,
supra. El casete de expresion lineal (Figura 1) se aislé del nucleo del vector por digestién con enzimas de restriccion,
se transform6 en T. reesei A96 y los transformantes se seleccionaron con acetamida como la unica fuente de
nitrégeno. La cepa huésped carece de cuatro celulasas enddgenas principales: CBHI/Cel7A, CBHII/Cel6A,
EGI/Cel7B y EGII/Cel5A. Las transformaciones se realizaron segun Penttila et al, 1987, con las modificaciones
descritas en Karhunen et al., 1993. Los transformantes se purificaron en placas de selecciéon a través de conidio
unico antes de esporularlas en agar de extracto de patata.

Tabla 6. Los casetes de expresion construidos para la produccion de las celulasas EG_40 y semejante a
EG_40 de Acremonium thermophilum en Trichoderma reesei. La estructura esquematica de los casetes de
expresion se describe en la Figura 1

Endoglucanasa Plasmido de expresién | Tamafio del casete de | Terminador heter6logo®
expresion®

At EG_40 pALK1920 10,9 kb Notl 156 pb (Hindlll)

Semejante a At EG_40 | pALK1921 8,6 kb EcoRl 282 pb (Sspl)

@ E| casete de expresion para la transformacion de T. reesei se aisl6 del nucleo del vector por digestion con EcoRI y
Notl.

® Se indica el nimero de nucledtidos después del codon de PARADA del gen clonado que estan incluidos en el
casete de expresion. El sitio de restriccion en la region 3' del gen que se usd en la construccion del casete de
expresion se indica entre paréntesis.

La producciéon de endoglucanasa de los transformantes se analizé a partir de los sobrenadantes del cultivo de
cultivos en matraz agitado (50 ml). Los transformantes se crecieron durante 7 dias en un medio inductor de celulosa
complejo (Joutsjoki et al., 1993) tamponado con 5% KH,PO4 a pH 5,5. La actividad enzimatica de la proteina
recombinante se midié a partir del sobrenadante del cultivo como la liberacion de azucares reductores de
carboximetilcelulosa (2% CMC) a 50°C en 50 mM Tampén citrato pH 4,8 esencialmente como se describe por
Bailey, M. J. y Nevalainen, K.M.H., 1981; Haakana, H., et al, 2004. La produccion de la proteina recombinante
también se detectd a partir del sobrenadante del cultivo por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. Se
produjeron anticuerpos policlonales especificos de EG_40 en conejos (Universidad de Helsinki, Finlandia). La
expresion de celulasa EG_40 se verificé por analisis de transferencia Western con anticuerpos anti-EG_40 usando el
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sistema de transferencia Western AP ProtoBlot (Promega). Los genotipos de los transformantes elegidos se
analizaron por transferencia Southern usando el casete de expresién como una sonda.

El pH 6ptimo de las celulasas EG_40/Cel45A y semejante a EG_40/Cel45B producidas de forma heteréloga se
determind en el tampdn universal de Mcllvaine con un intervalo de pH de 4,0-8,0 usando CMC como un sustrato.
Como se muestra en la Figura 2A, el intervalo de pH de la celulasa EG_40/Cel45A es relativamente amplio (4,5-6,0),
siendo el optimo a pH 5,5. El pH 6ptimo para semejante a EG_40/Cel45B se determiné que era pH 5,0-5,5. La
temperatura 6ptima para la actividad enzimatica de las celulasas EG_40/Cel45A y semejante a EG_40/Cel45B se
determind que era 75-80°C y 60°C, respectivamente (Figura 2B). La estabilidad térmica de la celulasa
EG_40/Cel45A producida de forma heteréloga es comparable a la de la proteina purificada.

Los transformantes elegidos RF6118 (At EG_40) y RF6071 (semejante a At EG_40) se cultivaron en un biorreactor
de 2 litros durante cuatro dias (28°C, pH 4,2) para obtener material para los ensayos de aplicacion (véanse los
Ejemplos 8 a 13).

Ejemplo 5. Construccion y produccion de celulasas EG_40 de Acremonium thermophilum modificadas

Se usaron métodos estandar de biologia molecular como se describe en el Ejemplo 3. La secuencia sefial de la
celulasa EG_40 se reemplazé con la de CBHI de Trichoderma reesei. Se esperaba que el uso de la secuencia sefal
endogena del huésped mejorara la produccion de proteina heteréloga. Con el fin de amplificar el fragmento 5' del
gen At cel45A se disefiaron dos oligonucleétidos. El cebador con sentido
(ATTAACCGCGGACTGCGCATCATGTATCGGAAGTTGGCCGTCATCTCGGCCTTCTTGGCCACAGCTCGTGCCC
TCGACGGAAAGTCGAC, SEQ IG NO: 22) contiene la secuencia sefial de cel7A de T. reesei y el cebador anti-
sentido (TCGACTGCACCACCATGGTC. SEQ ID NO: 23) es especifico para At celd5A. El gen de longitud completa
se reconstituyd por ligacion del producto de PCR amplificado como un fragmento Sacll-Ncol con el extremo 3' del
gen At cel45A.

Posteriormente, se modific6 el dominio de unién de carbohidrato de EG_40/Cel45A: Se prepararon tres
construcciones que contenian el dominio catalitico de EG_40/Cel45A (aminoacidos 22-234 de SEQ ID NO: 2) unidos
a la regién conectora y CBD bien de CBHI/Cel7A de Trichoderma reesei (SEQ ID NO: 24), XYN60/Xyn10A de
Acremonium thermophilum ALKO4245 (SEQ ID NO: 25), o CBHI/Cel7A de Chaetomium thermophilum ALKO4265
(SEQ ID NO: 26). El conector y la region CBD del gen que codifica CBHI/Cel7A de T. reesei (cel7A, SEQ ID NO: 27),
el gen que codifica XYN60/Xyn10A de A. thermophilum ALKO4245 (xyn10A, SEQ ID NO: 28) o gen que codifica
CBHI/Cel7A de C. thermophilum ALKO4265 (cel7A, SEQ ID NO: 29) se amplificé por PCR usando combinaciones
de oligonucledtidos de TTGGATCCGAGTCGCAGCGGCAACCCTAGCGGCGGCAAC (SEQ ID NO: 30) +

TAATTCTGCAGTTACAGGCACTGAGAGTAG (SEQ ID NO: 31), o
TTGGATCCGAGTCGCAGCGGCGGGAACCCACCCCCCGTCAC (SEQ ID NO: 32) +
TAATTCTGCAGTCACAGGCACTGAGAGTACCAGT (SEQ ID NO: 33), o

TAATTTACGTACCTGGCCTTGACGGCAG (SEQ ID NO: 34) + ATTAACTGCAGTTACAGGCACTGTTGAGCA (SEQ
ID NO; 35), respectivamente. Los productos de PCR amplificados se ligaron en el gen cel45A para crear los genes
At celd5A_Tr cel7AconectorCBD (SEQ ID NO: 36), At celd5A_At xyn10AconectorCBD (SEQ ID NO: 37), o At
cel45A_Ct cel7AconectorCBD (SEQ ID NO: 38). Los plasmidos resultantes se designaron como pALK2022,
pALK2024, y pALK2026. Los numeros de deposito de las cepas de E. coli correspondientes en la coleccién de
cultivos Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH son DSM 18815, DSM 18816, y DSM
18817, respectivamente. Los depdsitos se hicieron bajo el Tratado de Budapest.

Se construyeron plasmidos de expresion para la produccion de proteinas EG_40/Cel45A modificadas y las proteinas
recombinantes EG_40_TrCBD (SEQ ID NO: 39), EG_40_AtCBD (SEQ ID NO: 40), y EG_40_CtCBD (SEQ ID NO:
41) se produjeron en Trichoderma como se describe en el Ejemplo 4. La temperatura y pH 6ptimos de las celulasas
EG_40/Cel45A modificadas fue similar a los de la proteina de tipo salvaje. Los transformantes elegidos RF6828
(EG_40_TrCBD), RF6835 (EG_40_AtCBD), y RF6821 (EG_40_CtCBD) se cultivaron en un biorreactor de 2 litros
durante cuatro dias (28°C, pH 4,2) para obtener material para los ensayos de aplicacion (Ejemplos 9y 13).

Ejemplo 6. Construccion y producciéon de celulasas EG_40 de Acremonium thermophilum ALKO4245 que
carecen del dominio de unién de carbohidrato o dominio de unién de carbohidrato mas la regién conectora

Para producir celulasas EG_40 de Acremonium thermophilum ALKO4245 que carecen del dominio de unién de
carbohidrato (CBD), At cel45A_CBDmenos, o el CBD mas la regidon conectora, At cel45A_conectorCBDmenos, se
hicieron dos construcciones de delecion cel45A; la primera carecia de la region que codifica el CBD y la segunda
carecia ademas de la regién conectora entre el nucleo catalitico y el dominio de unién de carbohidrato.

Se usaron métodos estandar de biologia molecular como se describe en el Ejemplo 3. Se amplificaron dos
fragmentos 3' de diferente longitud del gen celd5A por PCR. Los cebadores antisentido se disefaron para excluir la
region CBD o conector+CBD del producto. Un producto de PCR amplificado con los cebadores
GCAGCAACCAGTTCGACCTC (SEQ ID NO: 42) y TTAACTGCAGTCACTGGGCAGTGCAGCCACCGCCTC (SEQ
ID NO: 43) se ligb como un fragmento Sacl-Pstl y otro fragmento de PCR amplificado con los cebadores
ACTGCTGCAAGCCGTCCTGC (SEQ ID NO: 44) y TTAACTGCAGTCAACCGCTAGGCGGGTTGAAGACGGGATAG
(SEQ ID NO: 45) como un fragmento Ncol-Pstl al fragmento 5' del gen cel45A para reconstituir los genes de longitud
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completa At celd5A_CBDmenos (SEQ ID NO: 16) y At cel45A_conectorCBDmenos (SEQ ID NO: 18),
respectivamente. Los plasmidos resultantes se designaron pALK2009 y pALK2014. Los numeros de deposito de las
cepas de E. coli correspondientes en la coleccion de cultivos Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH son DSM 18813, y DSM 18814, respectivamente. Los depositos se hicieron bajo el Tratado de
Budapest.

Se construyeron plasmidos de expresion para la produccion de las versiones CBDmenos y conectorCBDmenos de la
celulasa EG_40/Cel45A de A. thermophilum y las proteinas recombinantes (SEQ ID NO: 17 y 19, respectivamente)
se produjeron en Trichoderma como se describe en el Ejemplo 4.

Ejemplo 7. Construccion y produccién de la proteina de fusién recombinante semejante a EG_40+CBD de
Acremonium thermophilum ALKO4245

Para producir una proteina de fusién recombinante semejante a EG_40+CBD de Acremonium thermophilum
ALKO4245 (SEQ ID NO: 21), el dominio de unién de carbohidrato (CBD) de la celulasa EG_40/Cel45A se une a la
celulasa semejante a EG_40. La construccion contiene el dominio catalitico de semejante a EG_40 (aminoacidos 1-
242 del polipéptido de longitud completa) unidos a la region conectora y CBD de celulasa EG_40 (aminoacidos 235-
297 del polipéptido de longitud completa).

Se usan métodos estandar de biologia molecular como se describe en el Ejemplo 3. En primer lugar, se introduce un
unico sitio de restricciéon Nrul cerca del extremo C-terminal de la secuencia semejante a EG_40 por PCR. Esto
permite la fusion directa de cualquier ADN con extremos romos después del aminoacido S242 del polipéptido
semejante a EG_40. La regién conector+CBD del gen que codifica EG_40 (cel45A) se amplifica por PCR y un
fragmento de restriccion de éste se liga al gen cel45B (después de S242) para crear At cel45B_cel45AconectorCBD
(SEQ ID NO: 20). Se construye un plasmido de expresion para la produccion de la celulasa semejante a EG_40CBD
y la proteina recombinante (SEQ ID NO: 21) se produce en Trichoderma como se describe en el Ejemplo 4.

Ejemplo 8. Rendimiento de la preparacion de celulasa EG_40 en el acabado de tela vaquera a diferentes
temperaturas

La celulasa EG_40 de Acremonium thermophilum de la cepa RF6118 producida usando Trichoderma reesei como
huésped como se describe en el Ejemplo 4 se ensayd para su capacidad de crear un aspecto desgastado similar al
proporcionado por piedras pomez en el biolavado a la piedra de tela vaquera a diferentes temperaturas. Una
preparacion comercial enriquecida en EGII producida usando Trichoderma como huésped (US 5.874.293) eficiente
en acabado de tela vaquera se us6 para comparacion a 50°C.

Los pantalones vaqueros hechos de tela vaquera de sarga tefiida con indigo se usaron como material de ensayo
después de desaprestado con alfa-amilasa ECOSTONE® A200. Los tratamientos con celulasa se realizaron con
lavador extractor Wascator FOM 71 CLS de Electrolux bajo las condiciones descritas en la Tabla 7.

El concentrado de enzima estabilizado enriquecido en EGII se dosifico a 0,23% en peso de la tela, que es la
dosificacion tipica para la preparacion en aplicaciones industriales. Una preparaciéon de EG_40 concentrada y
estabilizada obtenida de fermentacion piloto se dosificé a 0,18%. Cuando se calcula [como proteina] en términos del
contenido de proteina, las dosificaciones fueron aproximadamente 0,20 mg y 0,035 mg por g de tela usando el
Reactivo de Tincion del Ensayo de Proteinas Bio-Rad (BioRad, Hercules, CA; EEUU) y gammaglobulina bovina
como el estandar. La enzima celulasa se inactivé después de drenaje elevando el pH por encima de 11 mediante
una adicion de 5 g de NaOH (10 min, 40°C) y aclarando tres veces. Los pantalones vaqueros se secaron en una
secadora.

El efecto de biolavado a la piedra/nivel de abrasién se evalué midiendo el color como valores de reflectancia con
espectrofotdmetro Minolta CM 2500 usando coordinadas espaciales de color L*a*b* (iluminante D65/2°). El color del
lado frontal y el lado reverso de la tela vaquera se midié después de desaprestado (es decir, antes del tratamiento
con celulasa) y después del tratamiento con celulasa. Cada valor de medida en el lado frontal de la tela vaquera fue
un promedio de aproximadamente 40 medidas. Se usaron dos pares de pantalones vaqueros en cada ensayo y el
resultado final fue el promedio de éstos. Los resultados se muestran en la Tabla 8 y Fig. 3.

Tabla 7. Las condiciones de ensayo/pardmetros del proceso usadas en los tratamientos con celulasa

Parametro del proceso

Carga de tela vaquera 1,3-1,4 kg

Agua 19 litros

Control de pH (pH 5-5,3) 5 ml de Acido acético (80%)
Tiempo 45 min

Temperatura 40, 50, 60, 6 70°C

Dosificacion de celulasa 0,18% 6 0,23% en peso de la tela
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Los resultados en la Tabla 8 y Fig. 3 muestran que el efecto biolavado a la piedra de EG_40 fue muy bueno a un
intervalo bajo de dosificaciéon. Con la preparacion EG_40 se obtuvo un nivel de abrasion similar (claridad L*)
comparado con la preparacion enriquecida en EGIl a 50°C con una cantidad 6 veces menor de proteina.

Ejemplo 9. Rendimiento de celulasas EG_40 modificadas en el acabado de tela vaquera

Las celulasas EG_40 de Acremonium thermophilum modificadas producidas en Trichoderma reesei como se
describe en el Ejemplo 5 se ensayaron para su capacidad de crear un aspecto desgastado similar al proporcionado
por piedras pomez en biolavado a la piedra de tela vaquera. Las proteinas recombinantes EG_40_TrCBD,
EG_40_AtCBD, y EG_40_CtCBD se compararon con celulasa EG_40 de tipo salvaje (Ejemplo 4).

Las perneras de tela vaquera hechas de telas vaqueras tefiidas con indigo de diferente tipo se usaron como material
de ensayo después de desaprestado con alfa-amilasa ECOSTONE® A200. Los tratamientos con celulasa se
realizaron con lavador extractor Wascator FOM 71 CLS de Electrolux bajo las condiciones descritas en la Tabla 9.

Las preparaciones de celulasa se dosificaron a 200 nkat/g en peso de la tela. La actividad endoglucanasa se midio
como en el Ejemplo 4, excepto que se us6 3% CMC y 60°C. La enzima celulasa se inactivdé después de drenaje
elevando el pH por encima de 11 mediante una adicion de 4,2 g de NaOH (10 min, 40°C) y aclarando tres veces. Las
perneras de tela vaquera se secaron en una secadora.

El efecto de biolavado a la piedra/nivel de abrasion se evalué midiendo el color en el lado frontal de la tela vaquera
como en el Ejemplo 8. Cada valor de medida en el lado frontal de la pernera de tela vaquera fue un promedio de
aproximadamente 20 medidas. El resultado final fue el promedio de tres telas vaqueras diferentes de Ukos Sport,
Bélgica (Intrique, Atlanta, Nostalgy). Los resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 9. Las condiciones de ensayo/pardmetros del proceso usadas en los tratamientos con celulasa

Parametro del proceso

Carga de tela vaquera 1,1 kg

Agua 17 litros

Control de pH (pH 5) 27 g NapHPO42H,0 + 19 g de acido citrico
Tiempo 55 min

Temperatura 60°C

Dosificacion de celulasa 200 nkat/g de tela

Tabla 10. Medidas de color del lado frontal de tela vaquera tratada con diferentes celulasas EG_40 a 60°C y
pH 5

Celulasa Tela Dosificacion | Antes del tratamiento | Después del | Incremento
vaquera nkat/g 3 con celulasa ™ tratamiento con | deL*
celulasa”
L* b L* b
Intrigue 20,56 -9,88 26,43 -12,22 5,87
Atlanta 21,22 -16,41 25,99 -18,40 4,77
Nostalgy 19,70 -10,26 24,49 -13,11 4,79
EG_40_TrCBD | Promedio | 200 20,49 -12,18 25,64 -14,58 514
Intrigue 20,63 -10,01 27,08 -12,61 6,45
Atlanta 21,26 -16,6 27,11 -18,41 5,85
Nostalgy 19,56 -10,08 24,18 -13,24 4,62
EG_40_AtCBD | Promedio | 200 20,48 -12,23 26,12 -14,75 5,64
Intrigue 20,58 -9,91 26,97 -11,94 6,39
Atlanta 21,19 -16,45 26,61 -18,06 5,42
Nostalgy 19,70 -10,17 23,71 -12,53 4,01
EG_40_CtCBD | Promedio | 200 20,49 -12,18 25,76 -14,18 5,27
Intrigue 20,59 -9,76 26,56 -12,24 5,97
Atlanta 21,26 -16,59 16,83 -18,52 5,57
Nostalgy 19,61 -10,12 24,32 -13,09 4,71
EG_40 Promedio | 200 20,49 -12,16 25,90 -14,62 5,42

@ en peso de la tela
®) | * indica la claridad, -b* es la direccion azul, +b* es la direccién amarilla.

Los resultados en la Tabla 10 muestran que el efecto biolavado a la piedra de las preparaciones de EG 40
modificada fue comparable con el obtenido usando la preparacién de EG_40 que contenia celulasa de tipo salvaje.
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Ejemplo 10. Refuerzo del rendimiento de lavado de preparacion de enzima enriquecida en EGII con celulasa
EG_40 en acabado de tela vaquera

El efecto de la celulasa EG_40 con preparacion enriquecida en EGIl se ensayé en biolavado a la piedra de tela
vaquera. La tela vaquera y el sistema de ensayo fueron como en el Ejemplo 8, excepto para la temperatura, que fue
50°C. También se evalud el efecto del tratamiento con celulasa como en el Ejemplo 8. Las preparaciones de enzima
se dosificaron a 3-5 gramos resultando en 0,22-0,38% en peso de la tela (Tabla 11).

Los resultados en la Tabla 11 y Fig. 4 muestran que EG_40 también puede usarse para mejorar el efecto de
abrasion de una preparacion enriquecida en EGIl. Con la preparacion enriquecida en EGII solo, no pudieron
obtenerse niveles similares de claridad a los obtenidos por la mezcla que contiene 70% del concentrado enriquecido
en EGIl y 30% de concentrado de celulasa EG_40 incluso con una dosificacion incrementada.
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Ejemplo 11. Rendimiento de preparacion de celulasa semejante a EG_40 en el acabado de tela vaquera

El liquido de fermentacion de semejante a EG_40 de la cepa RF6071 producido como se describe en el Ejemplo 4
se comparo con un concentrado enriquecido en EGII en el biolavado a la piedra de tela vaquera. La tela vaquera y el
sistema de ensayo para biolavado a la piedra fueron como en el Ejemplo 8, excepto para la temperatura, que fue
60°C y la cantidad de tela vaquera, que se nivel6 a 1.430 g con una pieza extra de tela vaquera diferente que no se
incluy6 en las medidas. También se evalud el efecto del tratamiento con celulasa como en el Ejemplo 8.

Los resultados en la Tabla 12 muestran que el efecto de abrasion de semejante a EG_40 se obtuvo con menos
retro-tincion (re-deposiciéon de tinte Indigo) en el lado reverso de la tela vaquera. Especialmente, la claridad de los
bolsillos fue mayor y fueron menos azules.

23



ES 2 637008 T3

"B||llEWE UQID08JIp B| S8 ,J+ ‘|NZE UOI0oalIp B| S8 ,g- ‘Peple|o g eolpul 7 "ugioeiedwod eied osn as |93 us epiosnblius ugioeleds.ld ] uoo ojusiwelel |3

96'G- 2e'eT- 16ClL- L¥'¥9 G6'/- €90/ G600 bgl 193 us oploanbuua
v'v- €0'6- 0z'cl- 6€'09 8/'8- Zv'S. 2e0 W00l Or 93 e sjuelewss
‘so||isjog
18- 60°'C- 8.°L1L- ve'ly 16'0- ze'6y G600 6g 1193 us oploenbuud
GO'v- 0S'T- 6S'L1- v.'ly ve'l- vZ'6v 2e0 W00l 0y 93 e sjuelowss
‘0SIaAal ope
LLL- Sv'/ 6ELL- 60'T€E 8291~ v9'€C $60°0 66') | 1193 us opwenbuus
9l'l- 1€/ 9gL1- 60'T€ 029l 8l€C Z€0 W00l | OF O3 e ajuelowss
‘[eluol) ope

Mol x1 +d %1 e|al
©ese|n|ad uod esenj@o uod | ap  B/Bw ’wWIZU
«0elep | Leyep | olualweren ap ssondsaqg | ousiwelenl 8p Saluy “1o.d | uoloealyisoq | ap uogloesedald

oF 93 e a1uelowsas ugideredald U0 D09 B SOpeIRI] SO||IS|0q A elanbena e|a] ap 0SIanal A [eluol) Ope| |9p 10|02 3p SepIpaN 'ZT e|gel

24



10

15

20

25

30

ES 2 637008 T3

Ejemplo 12. Rendimiento de preparaciéon de EG_40 y enriquecida en EGII reforzada con EG_40 en
bioacabado (desfrisado)

La capacidad de la preparacién concentrada de EG_40 RF6118 y la capacidad de la preparacidon enriquecida en
EGII reforzada con EG_40 en desfrisado de prenda de punto de algodén se compararon con una preparacion
comercial enriquecida en EGII, usada tipicamente en formulaciones de bioacabado. Los tratamientos con celulasa
se realizaron con el lavador extractor Wascator FOM 71 CLS de Electrolux bajo las condiciones descritas en la Tabla
13.

Se usaron como material de ensayo piezas de dos clases de suéteres con cuello polo azules de baja calidad con
superficie pilosa, hechos de tela basada en jersey 100% algoddén o canalé hecho de 95% algodon y 5% licra. El
material de relleno se afiadié hasta 1 kg. Las muestras se pre-lavaron en primer lugar durante 10 min a 60°C con 1
ml/l de agentes tensioactivos/humectantes (Sandoclean PCJ de Sandos e Imacol CN de Clariant) y se aclar6 3
veces. Después de esto, las prendas de punto de algoddn se trataron con celulasa a 60°C durante 60 minutos en
presencia de los mismos auxiliares textiles que los usados en el pre-lavado. La enzima se inactivé como se describe
en el Ejemplo 8, excepto por la temperatura que fue 60°C durante el aclarado alcalino, y las piezas de prensa de
punto se aclararon tres veces y se secaron en la secadora.

Tabla 13. Las condiciones de ensayo/parametros del proceso usadas en los tratamientos de bioacabado

Parametro del proceso

Carga de tela 1,0 kg

Agua 15 litros

Sandoclean PCJ e Imacol CN 1 mi/l

Tampén/control de pH (pH 5-5,3) aproximadamente 3 ml de Acido acético (80%)
Tiempo 60 min

Temperatura 60°C

Dosificacion de celulasa 0,04% a 0,63% en peso de la tela

El efecto del tratamiento con celulasa se evalu6 visualmente a simple vista y con una lupa. La muestra pre-lavada
sin enzima se us6 como control. Los resultados se muestran en la Tabla 14 y las fotos de camara digital tomadas
con un macroobjetivo se muestran en la Fig. 5.

La preparacion EG_40 y la preparacion enriquecida en EGII reforzada con EG_40 tuvieron excelentes propiedades
de desfrisado comparado con a preparacién comercial enriquecida en EGIl que se usé a un intervalo de dosificacion
tipico para este concentrado de enzima en la aplicacion de bioacabado. Con la preparacién EG_40, podia usarse
una dosificacion al menos 8 veces menor y con la mezcla enriquecida en EGII-EG_40 dosificaciones al menos 4
veces menores que con la preparacion EGII para obtener un efecto similar.

Los niveles de proteina en el sobrenadante del cultivo en el biorreactor son de alguna manera menores con la cepa
RF6118 que la cepa productora Trichoderma de la preparacion enriquecida en EGII, cuando se ensaya con el
ensayo de determinacion de proteinas usado. A pesar de esto, el medio de cultivo de EG_40 es volumétricamente al
menos 4-6 veces mas efectivo en bioacabado.

Tabla 14. Los resultados de tratamientos de bioacabado con preparaciones de EG_40y enriquecidas en EGII
reforzadas con EG_40 comparado con enriquecida en EGII sola

Muestra Dosificaciéon, | Dosificacion, | Efecto Prot mg/g de
g % owf? desfrisado” tela

Conc. enriquecido en EGII 6,3 0,63 +++++ 0,55

Conc. enriquecido en EGII 3,2 0,32 +++ 0,27

Mezcla de enriquecido en | 3,2 0,32 +++++ 0,21

EGII+EG_40

70%+13%

Mezcla de enriquecido en | 1,6 0,16 +++++ 0,10

EGI+EG_40

70%+13%

Mezcla de enriquecido en | 0,8 0,08 +++ 0,052

EGII+EG_40

70%+13%

Conc. EG 40 1,6 0,16 +++++ 0,050

Conc. EG 40 0,8 0,08 +++++ 0,025

Conc. EG 40 0,4 0,04 +++ 0,012

Prelavado sélo, sin enzima - - - -
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? en peso de la tela.

®) +++++ Excelente efecto desfrisado, visualmente superficie muy limpia

+++ Buen efecto desfrisado, visualmente superficie relativamente limpia

- Presencia de pelusa densa en la superficie/y o frisado severo.

Ejemplo 13. rendimiento de celulasas EG_40 modificadas en bioacabado (desfrisado)

Las celulasas EG_40 de Acremonium thermophilum modificadas producidas en Trichoderma reesei como se
describe en el Ejemplo 5 se ensayaron para su capacidad de desfrisado de prendas de punto de algoddn. Las
proteinas recombinantes EG_40_TrCBD, EG_40_AtCBD, y EG_40_CtCBD se compararon con celulasa EG_40 de
tipo salvaje. Los tratamientos con celulasa se realizaron con lavador extractor Wascator FOM 71 CLS de Electrolux
bajo las condiciones descritas en el Ejemplo 12, excepto que la enzima se dosificé a 83 nkat/g de tela. La actividad
endoglucanasa se midié como se describe en el Ejemplo 9.

Se usaron como material de ensayo piezas de tres diferentes prendas de punto con superficie pilosa, hechas de
100% algodon 6 95% algodoén y 5% licra. El material de relleno se afiadié hasta 1 kg. Las muestras se trataron como
se describe en el Ejemplo 12. El efecto del tratamiento con celulasa se evalué visualmente a simple vista o con una
lupa. La muestra pre-lavada sin enzima se us6 como control. Los resultados se muestran en la Tabla 15.

Todas las preparaciones EG_40 tuvieron excelentes propiedades de desfrisado dando lugar a una reduccion
extensa de pelusa y prevencion de la formacién de bolitas. Las muestras control, tratadas sin enzima contenian
pelusa densa en la superficie y frisado severo.

Los ensayos preliminares realizados a 50°C y 30 min usando una dosificacién de enzima de 42 nkat/g de tela
mostraron que todas las diferentes celulasas EG_40 tenian también un efecto desfrisado considerable, cuando se
usan dosificaciones menores y/o tiempo de reaccién menor.

Tabla 15. Los resultados de tratamientos de bioacabado con diferentes celulasas EG_40

Muestra Dosificacion, nkat/g de tela Efecto desfrisado
EG 40 _TrCBD 83 PR
EG_40_AtCBD 83 PR

EG 40 _CtCBD 83 FHH++

EG_40 83 +H+++

Lavado sin enzima - -

+++++ Excelente efecto desfrisado, visualmente superficie muy limpia

- Presencia de pelusa densa en la superficie/y o frisado severo
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Lista de organismos depositados

Acremonium thermophilum ALKO4245 se deposité en el Centralbureau Voor Schimmelcultures en Uppsalalaan 8,
3584 CT, Utrecht, Holanda (CBS) el 20 de sep, 2004 bajo CBS 116240.

Escherichia coli que contiene el plasmido pALK1908 se depositdé en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemania el 13 de mayo, 2005 bajo DSM
17324.

Escherichia coli que contiene el plasmido pALK1904 se deposité en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemania el 13 de mayo, 2005 bajo DSM
17323.

Escherichia coli que contiene el plasmido pALK2009 se depositdé en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemania el 24 de noviembre, 2006 bajo
DSM 18813.

Escherichia coli que contiene el plasmido pALK2014 se deposité en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemania el 24 de noviembre, 2006 bajo
DSM 18814.

Escherichia coli que contiene el plasmido pALK2022 se depositdé en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemania el 24 de noviembre, 2006 bajo
DSM 18815.

Escherichia coli que contiene el plasmido pALK2024 se deposité en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemania el 24 de noviembre, 2006 bajo
DSM 18816.

Escherichia coli que contiene el plasmido pALK2026 se deposité en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH (DSM), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemania el 24 de noviembre, 2006 bajo
DSM 18817.
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<110> AB Enzymes Oy

<120> Enzimas nuevas

<130> 2052060PC

<160> 45

<170> Patentin versién 3.2

<210>1
<211> 2334
<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (13) .. (13)
<223> n significaa, t,c,0g

<220>
<221> CDS

<222> (715)..(797)

<220>
<221> Intrén

<222> (798)..(856)

<220>
<221> CDS

<222> (857)..(1105)

<220>
<221> Intrén

<222> (1106)..(1228)

<220>
<221> CDS

<222> (1229)..(1787)

<400> 1
tctgtetett

cgatgcaacyg
cgagtttctg
tggggagtac
tcgeccgtgge
cttctattca
acctggtteco
aaaccctatg

ttgcattcct

gtntcagaac
tcgattgcat
tctgecgaccce
ctggtgacaa
gctgaatect
gcccatccca
tggagtgcct
cccoccaaacgg

acccaccteg

agatctcectyg
acgagctaag
aggcatttte
aagcacagat
Ltctettoge
tccggcaaca
accgagecote
tacggacaag

ctggagccac
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gcggectget
ccecgtcectogt
cgatttgtgt
aaacagatgg
taccaagata
cgcatctget
gctteoctgagg
gatgccggac

aacaltgcaga

30

ttgceggtee
Jgataaccgca
gcggggaccec
atgacggtat
tttattecccee
tttcgttecy
atcgggogtt
cccggttttyg

Lcaccgcocy

gaattgcgat
aggggtettc
aactgtcttc
tgctgtgata
Jgttgtgaaat
gcattccgat
gcacccogoc
tccagaaagg

agggaggaca

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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tgtgtggtge agggacgtityg gcaactctge tgtgtctgaa gtatatgagyg ccgatggttc

tececttgcaca aagcagagaa tggagtagce agctceccteoct caccagagtce gectttgeag

cgtecteggea ttgcaggete cccatcgtca gcatttcact tctcagcaac gaac atg

cgc
Arg

agc
Ser

tcc
Ser

gcc
Ala

tca
Ser

cat
His
20

ccc
Pro

gcc
Ala

ttt
Fhe

ctc
Leu

Met
1

ctc cgec gca gct ctg gct gcc gect ctg cct ctg
Leu Arg Ala Ala Leu Ala Ala Ala Leu Proc Leu
10 15

gac gga aag tcg acg ag gtatgccaat cctecgtacct
Asp Gly Lys Ser Thr Arg
25

ctgcccectetyg tagaaacaaq tgaccgactg caaagacag a tac tgg gac tgce tgc

aag
Lys

ttc
Phe
50

tecyg

Ser

tgg
Trp

gcc
Ala

ccg
Pro
35

tcg

Ser

ggc
Gly

gcg
Ala

ggc
Gly

tce
Ser

tgc
Cys

tge
Cys

gtc
Val

ggc
Gly
100

tgc
Cvys

tcg
Ser

gac
Asp

aac
Asn
85

tce
Ser

ggc
Gly

gcc
Ala

gga
Gly
70

gac

Asp

gag
Glu

Tyr Trp Asp Cys Cys
30

tgg ccg gga aag gcc tcg gty aac cag ccc gte
Trp Pro Gly Lys Ala Ser Val Asn Gln Pro Val
40 45

gac tgg cag cgc atc agc gac ttc aac gcg aag
Asp Trp Gln Arg Ile Ser Asp Phe Asn Ala Lys
55 60 65

ggo teo gco tac tey tge goo gac cag acyg ccc
Gly Ser Ala Tyr Ser Cys Ala Asp Gln Thr Pro
75 80

aac ttc teg tac ggce tte gca gec acg gec atc
Asn Phe Ser Tyr Gly Phe Ala Ala Thr ala Ile
920 95

tce age tgg tgce tgce gcec tge tat gc
Ser Ser Trp Cys Cys Ala Cys Tyr Ala
105 110

gtgagttctc tgcaagccge ttcccacccce cgctttctgt gcaggeccgcect tccccectac

ccacccactt ccocccocccceocoo gectetgtga togggecatcce gagctaagtt gogtgtogtc

cag a ctc acc ttc aac tcg ggce cce gtc gcg gge aag acc atg gtg gtg
Leu Thr Prhe Asn Ser Gly Pro Val Ala Gly Lys Thr Met Val Val
115 120 125

caqg
Gln

gcc
Ala

ttc
Phe

tcg
Ser

atc
Tle

ggc
Gly
160

acc
Thr

cce
Pro
145

ggc
Gly

agco
Ser
130

ggc
Gly

ctc
Leu

acc
Thr

ggc
Gly

cCe
Pro

ggc ggc gac cbtg ggc agc aac caqg ttc gac ctc
Gly Gly Asp Leu Gly Ser Asn Gln Phe Asp Leu
135 140

ggc gtg ggc atce ttc aac ggc tgce gcc tce cag
Gly Val Gly Ile Phe Asn Gly Cys Ala Ser Gln
150 155

ggc gcec cag tac ggc ggc atc agc gac cgc agc

Gly Ala Gln Tyr Gly Gly Ile Ser Asp Arg Ser
165 170

31

600

660

717

817

872

920

968

1016

1064

1105

1165

1225

1274

1322

1370

1418
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cag
Gln
175

ttc
Phe

gtg
Val

gac
Asp

age
Ser

cct
Pro
255

cag
Gln

tgc
Cys

gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp

acc
Thr
240

cct
Pro

gtg
Val

tcyg
Ser

tgg
Trp

tgc
Cys

gcc
Ala
225

acc

Thr

gga
Gly

cag
Gln

ttc
Phe

tce
Ser

cc
Pr
18

ttc
Phe

aa
As

cag
Gln
195

tce
Ser

ccyg
Pro
210

ga
Gl

tat
Tyr

agc
Ser

cc
Pr

age
Ser

acc
Thr

ac
Th

ggt
Gly

ggc
Gly

g9
Gl

26

=2 ey
aly

Thr
275

T

5’
Ot
o}

Q)

aac
Asn
290

tyg
Tr

cag
Gln

gtecegtttce ctagggctga

gttcgtattc
ggacgcagtc
ggaccaagtyg
aatggcatct
tttgggaccyg
agtagattgg
ccgaccaggt
tctgatcacc
<210> 2

<211> 297
<212> PRT

gcgcgcecttag
tggggtcgaa
cggagetagg
catctcactc
ctggctggaa
ccgcteccgayg
ctccattggc

cgcagttttc
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c gcg
o Ala
0

ccg
Pro

c gcc
n 2la

gac
Asp

g cte
u Leu

acg
Thr

ttc
Fhe
230

c gtc
o Val

C acc
r Thr

agce
Ser

c tgc
vy Cys
0

tce
Ser

g tat
r Tyr
ggctgacgtyg
ggagaggagqg
gcttgtceggt
caggtgggty
gcctgetcee
tggattgctc
ctgcaaccat
ggacatgcac

gtaccgtcag

<213> Acremonium thermophilum

<400> 2

Asn

Asn

Gln

ctc
Leu

caqg
Gln

ccg
Pro
185
aac ccc
Pro
200

acc
Thr

tce
Ser
215

cgce
Arg

acg
Thr

cct
Pro

aac ccg

Fro

tee
Ser

tece
Ser

ccg
Pro

cag
Gln

Eralel

—
=
R
N QY ot
o~ Q
om0
<
m
Y

ctyg
Leu

cag

Cys

295
aactgggtcc
atgcagtttg
tagggctgcc
gttgtggtag
tgattggtgg
cggaacgcca
aataaaattt

gacgtcecttce

accagataca

tgc
Cvys

ggc
Gly

caqg
Gln

ttc
Phe

ttc
Phe

acc
Thr

tgt
Cys

Jgge
Gly

aag
Lys
220

agc
Ser

ggt
Gly
235

ggc
Gly

cce
Pro

ggt
Gly
250

acg
Thr

cag
Gln

tgagcgggag

tcttgtcecge
agggggcecac
gtgacgtggt
tggcttacct
ctctgttcygg
ggttgagcety
tcggaccctg
gcaggcacgy

agccccg

tgg
Trp

cgc
Arg
190

cag
Gln
205

cgc
Arg

cge
Arg

gac
Asp

tcc
Ser

ccce
Pro

aac
Asn

ggc
Gly

tgc
Cvys

EValel
avi

Thr
285

ggttgttggyg

cccatcacgg
attttgaggg
agagcagatg
tctgtaacge
cctggegett
ggctggcgcey
taagccgcac

cctgcececegec

Met Arg Ser Ser Pro Phe Leu Arg Ala Ala Leu Ala Ala Ala Leu Pro

1

5

10

32

15

1466

1514

1562

1610

1658

1706

1807

1867

1927

1987

2047

2107

2167

2227

2287

2334



Leu

Cys

Val

Lys

65

Pro

Ile

Thr

Thr

Pro

145

Gly

Ser

Trp

Cys

Ala

225

Thr

Ser

Lys

Phe

50

Ser

Trp

Ala

Phe

Ser

130

Gly

Leu

Ser

Phe

Pro

210

Ser

Ser

Ala

Pro

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Asn

115

Thr

Gly

Pro

Phe

Gln

195

Ser

Tyr

Thr

His

20

Ser

Cys

Cys

Val

Gly

100

Sexr

Gly

Gly

Gly

Pro

180

Asn

Glu

Pro

Thr

Ala

Cys

Ser

Asp

Asn

85

Ser

Gly

Gly

Val

Ala

165

Ala

Ala

Leu

Val

Thr
245

Leu

Gly

Ala

Gly

70

Asp

Glu

Pro

Rsp

Gly

150

Gln

Pro

Asp

Thr

Phe

230

Ser

Asp

Trp

AsSp

Gly

Asn

Val

Leu

135

Ile

Tyr

Leu

Asn

Ser

215

Asn

Ser
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Gly

Pro

40

Trp

Ser

Phe

Ser

Lla

1290

Gly

Phe

Gly

Gln

Pro

200

Arqg

Pro

Pro

Lys

25

Gly

Gln

Ala

Ser

Trp

105

Gly

Ser

Asn

Gly

Pro

185

Thr

Thr

Pro

Ser

Ser

Lys

Arg

Tyr

Tyr

90

Cvys

Lys

Asn

Gly

Ile

170

Gly

Phe

Gly

Ser

Gly
250

33

Thr

Ala

Ile

Ser

75

Gly

Cys

Thr

Gln

Cys

155

Ser

Cys

Thr

Cys

Gly

235

Pro

Ser

Ser

&0

Cys

Phe

Ala

Met

Phe

140

Ala

Asp

Gln

Phe

Lys

220

Gly

Thr

Tyr

Val

45

Asp

Ala

Ala

Cys

Val

125

Asp

Ser

Arg

Trp

Gln

205

Arg

Ser

Gly

Trp

30

Asn

Phe

Asp

Ala

Tyr

110

val

Leu

Gln

Ser

Arg

190

Arg

Asp

Pro

Asn

Asp

Gln

Asn

Gln

Thr

95

Ala

Gln

Ala

Phe

Gln

175

Phe

Val

Asp

Ser

Pro
255

Cys

Pro

Ala

Thr

80

Ala

Leu

Ser

Ile

Gly

10

Cvs

Asp

Gln

Asp

Thr

240

Pro



10

15

20

25

30

Gly Gly Gly

Gly Phe Th
27

Gln Asn Gln

260

r Gly Cys Thr Thr Cys

5

ES 2 637008 T3

Gly Cys Thr Ala Gln

265

280

Trp Tyr Ser Gln Cys

230 295

<210> 3

<211> 2033

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<220>

<221> CDS

<222> (259)..(702)

<220>

<221> Intrén

<222> (703)..(857)

<220>

<221> CDS

<222> (858)..(888)

<220>

<221> Intrén

<222> (889)..(990)

<220>

<221> CDS

<222> (991)..(1268)

<400> 3

ctcgaggaga ggaaccgagt ttgaaagatg

cgccecctgtece gectcectettge attccoccectg

aaaagatccg tcgecgagat ttcaccagtg

caatatgagt gtcaaagcta tgggtcctaa

agaataacag cagcaaag atg cgt ctc
Met Arg Leu
1

ttg ccc tac tac ctc gaa gtg tcc

Leu Pro Tyr Tyr Leu Glu Val Ser

15
acg aca aca cgt tac tgg gat tgc
Thr Thr Thr Arg Tyr Trp Asp Cys
30 35
ctg aag ggc aat tcg ccc agc ccg
Leu Lys Gly Asn Ser Pro Ser Pro

Leu

ctatatatcg
ttgatgagac
gtaagtccceg
caaagaagga

cCca
Pro

ccg
Pro

gct
Ala
20

cag
Gln

999
Gly

tgc
Cvys

aag
Lys

ccg
Pro

act
Thr

gty
Val

cag
Gln

34

Lys Trp Ala Gln Cys Gly Gly Thr

270

Val Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val

285

atagactacc
gagacaaaat
agaattggtc
agcaagagct

ctc
Leu

act
Thr

ctg
Leu

tcc
Ser

gca
Ala

gga
Gly

agc
Ser

tgc
Cys
40

gcd
Ala

tgc
Cys

gac
Asp

aag
Lys

ggcgtecgect
tcectggttag
attcgacgtt
ttaaagagac
gcc ctc
Ala Leu

10

acc
Thr

ggc
Gly

cct
Pro

tgg
Trp

aat
Asn

gac
Asp

60

120

180

240

291

339

387

435



agg
Arg
60

ggc
Gly

acc
Thr

tcg

er

gte
Vel

ctt
Leu
140

15

ccg
Pro

ggg
Gly

acc
Thr

gca
Ala

agt
Ser
125

a99
Gly

gcc

Ala

agc
Ser

tgg
Trp
110

ggd

Gly

agce
Ser

ttcatcatcyg

gcecgggttgy

cagcagagca

gtaggttcct

caltagcatct

caqg
Gln

cac
Hig

tgc
Cys
195
agc

Ser

tgt

act

tat
Tyr

teg
Ser
180

tac
Tyr

ttc
Phe

act
Thr

gtg

got
Gly
165

cgg9

Arg

tgg
Trp

aaa
Lys

cge

Arg

cct

ttc
Phe

tac
Tyr
85

tgc

Cvs

aag
Lvs

aac
Asgn

ctctecaccat ggattecteg

acacgggagc cgggatagga
attag att cocc gga ggt
Ile Pro Gly Gly
150

tccoctgaagt accggcaaca

tcectgctgga tacaagccaa

gcg
Ala

age
Ser

cga
Arg

cag
Gln

cag
Cln
230

acc

gzt
Asp

atg
Met
g0

ggc
Gly

tgt
Cys

asg
Lys

cac
His

ccco
Pro

gac
Asp

ttc
Phe

999
Gly
65

tgc
Cys

tgg
Trp

gca
Ala

cte
Leu

Lttt
Phe
145

ccg
Pro

tge
Cys

gac
Asp
200

gcc
Ala

gat
Asp

acc

50

gga
Gly

tca
Ser

gca
Ala

tgc
Cys

ata
Ile
130

gac
Asp

aac
Asn

gac
Asp
185

tgg
Trp

gco
Ala

gcg

aac
Asn

tcc
Ser

gcc
Ala

tac
Tvr

115
gtc

Val

ctt
Leu

ggc
Gly
170

agc
Ser

tte
Phe

ccg
Pro

atc
Ile

tca

ES 2 637008 T3

acc
Thr

cag
Gln

gtt
Val
100

gag
Glu

cag
Gln

gcqg
Ala

tgg
Tre

ttc
Phe

cag
Gln

gca
Ala

daac

[\
[ESIN]
o

ggc

aag
Lys

agt
Ser

85
cgt
Arg

ctc
Leu

goe
Ala

tce
Ser
70

jolele:

Pro

atc
Ile

acc
Thr

acy
Thr

55

ggc tgc gac
Gly Cys Asp

tgg gcc gtce
Trp Ala Val

gcc ggc agt
Ala Gly Ser
105

ttc acc agt
Phe Thr Ser
120

aac act ggt
Asn Thr Gly
135

aac
Asn

aat
Asn
90

aAccC

Thr

999
Gly

gga
Gly

gtatgtgggg tttttcttte

gge
Gly

cce
Pro

ggc
Gly

gcc
Ala
220

gag
Glu

cccattttct

gac
Asp

gcg
Ala

gco
Ala
205

atc
Ile

act
Thr

gacetgtgogt tgetgtatac

ag ¢t tgc
Ala Cys
160

agg tat ggt
Arg Tyr Gly
175

geg cte aag
Ala Leu Lys
150

gac aac c<cg
2Asp Asn Pro

aca gct aag
Thr Ala Lys

ccg act ggg
Pro Thr GCly
2490

ggt gtt ggt cag tcc aat g
Gly val Gly Gln Ser Asn
155

coothttaat

acg
Thr

ggc
Gly

gee
Ala

tce
Ser

agc
Ser
225

cce
Pro

tgaaagtcgg ctggggcacc

35

got
Gly
75

gag
Glu

gag
Glu

cco
Pro

gac
ABD

gcgcaaggac caagattgag aagegtcaat

acacagaggc cgtttaagac cgtcagctga

aac
Asn

gtg
Val

ggc
Gly

gtg
Val
210

ggc
Gly

agc
Ser

483

531

579

627

722

782

842

888

948

1001

1049

1087

1145

1183

1241



10

ES 2 637008 T3

Thr vVal Pro Thr Tyr Thr Ala Ser Gly

245

attgcccagg
ctgatcatag
gtcttactcc
catatatcgt
cgatggctgt
gaaccgtacc
tccaacccct
aacgtcccgt
gccgatggtc
actcttccca
caagggccaa
tatgcatttyg
gagagggtga
<210> 4

<211> 251
<212> PRT

tgatggttgg
gcgcecagyayg
cagccacttc
ggccgcccaa
caaaggcagt
cagcattaga
gcgcggeaca
gacgacactc
gtcaccgtcg
catgagaact
aaaccaacgc
gttcggegea

ctcgtctact

250
gcatgtgtta
agttgaaagg
tgtacatatt
accgccccgg
cggaatattc
acacccccceyg
aaaccaacca
cgctcatggt
tcaatgcttc
ccatctttcce
cgctgatgaa
cttttttegt

cgact

<213> Acremonium thermophilum

<400> 4

Met Arg Leu Pro Leu

1

Glu Val

Trp

Asp

Ser
50

Pro

Gly
€5

Gly

Cys Ser

Ser

Cys

35

Pro

Asn

Ser

5

Ala
20

Gln

Cys Lys

Val Gln

Thr Lys

Gln Ser

85

Pro Thr

Gly Ala

Pro Ser
Thr

Cys

Ser
70

Gly

Pro Trp

Leu

Ser

Cys

40

Asp

Cys

Ala

gtctcactca
ggttgecgta
caatgacatt
tttgcttagg
ctecgttgett
ccgagggcett
cgccctegte
ctggtcctet
cctcaagctt
gccttttcac
tgecttcegat

cctccagete

Ala
10

Leu

Gly Thr

25

Ala Trp

Lys Asn
Asn

Asp

Val Asn

90

36

ccagggacat
cgadaagaca
acatagcccqg
ctggagctga
cggcaacacy
gctacgtcaa
ttttatgatg
gatgtagaag
cttgcggect
aaagccactg
cgtgtttgac

ccttaactecc

Leu Leu

Gly Thr

Pro Leu

Asp Arg

60

Gly
75

Gly

Glu Thr

Pro

Thr

Lys

45

Pro

Gly

Thr

ttgtcgcgac
ttttgtegee
caaatatgtt
agtggctcge
gtagctgett
tggcggggte
tcectegcectcea
gggtaggtca
ttatcctcca
ccctececttgt

gcgeecdgggyg

cgttceccatect

Tyr Tyr

15

Thr
30

Arg

Gly Asn

Leu Asn

Ala Phe

Ser Tyr

95

1348
1408
1468
1528
1588
1648
1708
1768
1828
1888
1248
2008

2033

Leu

Tyr

Ser

Asp

Met

80

Gly



10

15

20

Trp

Ala

Leu

FPhe

145

Thr

Gly

Ala

Ser

Ser

225

Pro

Ala

Cys

Ile

130

Asp

Asn

val

Gly

Val

210

Gly

Ser

<210>5
<211>17

<212> PRT

Ala

Tyr

115

Val

Leu

Gln

His

Cys

195

Ser

Cys

Thr

Val

100

Glu

Gln

Ala

Tyr

Ser

180

Tyr

Phe

Thr

Val

Arg

Leu

Ala

Tle

Gly

165

Arg

Trp

Lys

Arg

Pro
245

Ile

Thr

Thr

Pro

150

Ala

Ser

Arg

Gln

Gln

230

Thr

<213> Acremonium thermophilum

<400> 5
Gln Ser Cys Ser Ser Fhe Pro Ala

1

Arg

<210>6
<211>13

<212> PRT

5

<213> Acremonium thermophilum

<400> 6
Tyr Rla Leu Thr Phe Asn Ser Gly Prc Val Ala Gly Lys

1

<210>7
<211>10

<212> PRT

5

Ala

Phe

Asn

135

Gly

Pro

Asp

Phe

Val

215

Asn

Tyr

ES 2 637008 T3

Gly

Thr

120

Thr

Gly

Pro

Cys

Asp

200

Ala

Asp

Thr

Ser

105

Ser

Gly

Gly

Asn

Asp

185

Trpe

Cys

Ala

Ala

Thr

Gly

Gly

Val

Gly

170

Ser

Phe

Pro

Ile

Ser
250

Glu

Pro

AsSp

Gly

155

Trp

Phe

Gln

Ala

Asn

235

Gly

Ser

Val

Leu

140

Gln

Gly

Prec

Gly

Ala

220

Glu

2Ala

Ser

125

Gly

Ser

Asp

Ala

&Ala

205

Ile

Thr

Trp

110

Gly

Ser

Asn

Arg

Ala

190

Asp

Thr

Pro

Prc Leu Lys Pro Gly Cys Gln Trp

10

10

37

15

Cys

Lys

Asn

Ala

Tyr

175

Leu

Asn

Ala

Thr

Cys

Lys

His

Cys

160

Gly

Lys

Pro

Lys

Gly
240
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<213> Acremonium thermophilum

<400> 7

ES 2 637008 T3

Val Gln Cys Pro Ser Glu Leu Thr Ser Arg

1 5

<210> 8
<211>13
<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

<400> 8

10

Asn Gln Pro Val Phe Ser Cys Ser Ala Asp Trp Gln Arg

1 5

<210>9
<211> 14
<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

<400> 9

Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys Gly Trp Pro Gly Lys

1 5

<210> 10
<211>4
<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

<400> 10
Pro Thr Phe Thr
1

<210> 11

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (3)..(3)

<223> y significaco't

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (9)..(9)

<223> y significacot

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (12)..(12)

<223> y significaco't

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (15)..(15)

<223>r significaaog

<400> 11
taytgggayt gytgyaarcc 20

<210> 12
<211> 21

10

10

38
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 637008 T3

<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> cebador

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1)..(1)

<223>r significaaog

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (4)..(4)

<223>r significaaog

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (7)..(7)

<223> n significaa,t,cog

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (10)..(10)

<223>r significaaog

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (13)..(13)

<223> y significaco't

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (16)..(16)

<223>r significaaog

<400> 12
rttrtcngcr ttytgraacc a 21

<210> 13

<211>7

<212> PRT

<213> Melanocarpus albomyces

<400> 13
Trp Phe Gln Asn Ala Asp Asn

1 5
<210> 14

<211> 636

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 14

39



10

15

20

tactgggatt
gtcttctogt
gacggaggct
tcgtacggct
tgctatgegt
ccceoctacce
gtgtcgtcca
tcgaccagca
ggcgtgggea
ggcggcatca
cagtggegcet
<210> 15

<211> 786
<212> DNA

gttgcaagcc
gctocggecga
ccgecctacte
tcgcagccac
gagttotctg
acccacttece
gactcacctt
ccggedgega
tcttcaacqgg
gcgaccgeag

tcgactggtt

gtcectgeggc
ctggcagcge
gtgcgeccgac
ggcecatcgec
caagoogott
ccoccoccocage
caactcgggc
cctgggcagce
ctgcgectece
ccagtgctcg

ccagaacgcg

<213> Acremonium thermophilum

<400> 15
tactgggatt

gtgcagactt
tgcgacaacyg
accaccagct
tgtgcectyget
caggccacga
gtttttettt
gaagcgtcaa
ccgtcagctyg
aggttccttc
tagcatctte
gcgcecccaga
agctteoccocg

gacaac

<210> 16
<211> 994
<212> DNA

gttgcaagcc
gcgacaagaa
gtggcgggge
acggetgggce
acgagctcac
acactggtgg
cttecatecate
tgcecgggttyg
acagcaggag
cctgaagtac
ctgctggata
acggctgggyg

cggcgctcaa

gagctgcgcg
tgacaggccg
cttcatgtgce
agccgttogt
cttcaccagt
agaccttggg
gcteotcacca
gacacgggag
caattagatt
cggcaacagc
caagccaacc

cgacaggtat

ggceggcetgeo

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221> CDS

<222> (13)..(95)

<220>
<221> Intrén

<222> (96)..(154)

ES 2 637008 T3

tggeccgggaa
atcagcgact
cagacgccct
ggcggcetecy
cccaceceecyg
ctctgtgatc
ccecgtegegg
aaccagttcg
cagttoggeqg
tcecttccocecyg

gataat

tggecctetga
ctgaacgatyg
tcatcccaga
atcgccggca
gggceccgtea
agcaaccact
tggattcctce
ccgggatagg
cceygagygtyg
ctgtgcgttg
cattttctag
ggtggcgtge

tactggcgat

aggcctecggt
tcaacgcgaa
gggcggtcaa
agtccagctg
ctttectgtge
gggcatccga
gcaagaccat
acctcgeccat
gceoteoceegg

cgccgceteca

agggcaattc
ggggaaacac
gtccectggge
gtaccgagtc
gtggaaagaa
ttgaccttgco
ggcgcaagga
aacacagagg
gtgttggtca
ctgtataccc
cttgcacgaa
actcgceggayg

tcgactggtt

40

gaaccagccc
gtcgggetge
cgacaacttc
gtgctgcgec
aggccgette
gctaagttge
ggtggtgcag
ccocggegge

cgecccagtac

gccgggetge

gcccagcoccg
caagtccggce
cgtcaatgag
ggcctggtge
gctecatagte
ggtatgtggy
ccaagattga
ccgtttaaga
gttcaatggt
cttttaatca
ccagtatggt
cgactgcgac

tcaaaacgcc

60

120

240

300

360

420

480

540

500

636

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

786



10

15

ES 2 637008 T3

<220>
<221> CDS
<222> (155)..(403)

<220>
<221> Intrén
<222> (404)..(526)

<220>
<221> CDS
<222> (527)..(986)

<400> 16

ggactgcgeca tc atg cgc tecc teca ccc TLt cbc cgc gca gctbt ctg gcect geco
Met Arg Ser Ser Pro Phe Leu Arg Ala Ala Leu Rla Ala
1 5 10

gct ctg cct ctg agce gcc cat gcce cte gac gga aag tcg acg ag
Ala Leu Pro Leu Ser Ala His Ala Leu Asp Gly Lys Ser Thr Arg
15 20 25

gtatgccaat cctcgtacct ctgccctctg tagaaacaag tgaccgactg caaagacag

a tac tgg gac tgc tgc aag ccg tce tgce ggc tgg gcc gga aag goc teg
Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys Gly Trp Ala Gly Lys Ala Ser
30 33 40

gtg aac cag ccc gtc ttc tcg tgce tcg gce gac tgg cag cgce atc age
Val Asn Gln Pro Val Phe Ser Cys Ser Ala Asp Trp Gln Arg Ile Ser
45 50 55 60

41

51

95

154

203

251



ES 2 637008 T3

gac ttc aac gcg aag tcg gge tge gac gga gge tcc gec tac tcecg tgce 299
Asp Phe Asn Ala Lys Ser Gly Cys Asp Gly Gly Ser Ala Tyr Ser Cys
65 70 75
goc gac cad acg ccc tgg gog gtc aac gac aac tte teg tac gge ttc 347
Ala Asp Gln Thr Pro Trp Ala Val Asn Asp Asn Phe Ser Tyr Gly Phe
80 85 20
gca gcc acg gcc atc gcc gge ggce tece gag tee age tgg tge tgce gec 395
Ala Ala Thr Ala Ile Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ser Trp Cys Cys Ala
95 100 105
tgc tat gc gtgegttctc tgcaagccgce ttcccaccce cgctttetgt 443
Cys Tyr Ala
110
gcaggcecoget tcececcctac ccacccactt cccccccece gectcectgtga tcecgggeatcco 503
gagctaagtt gcgtgtcgtc cag a ctc acc ttc aac tcg ggc ccc gtc gcg 554
Leu Thr Phe Asn Ser Gly Pro Val Ala
115 120
ggc aayg acc atg gtg gty cag tcg acc age acc gge gge gac ctg ggco 602
Gly Lys Thr Met Val Val Gln Ser Thr Ser Thr Gly Gly Asp Leu Gly
125 130 135
agc aac cag ttc gac ctc gece atc cocc ggce gge gge gty ggce atc ttc 650
Ser Asn Gln Phe Asp Leu Ala Ile Pro Gly Gly Gly Val Gly Ile Fhe
140 145 150
aac ggc tge gee tcece cag tte gge gge cte cece gge gece cag tac ggco 698
Asn Gly Cys Ala Ser Gln Phe Gly Gly Leu Pro Gly Ala Gln Tyr Gly
155 160 165
gge atc age gac cgc agce cag tge teg tece tte cece geg ccg cte cag 746
Gly Ile Ser Asp Arg Ser Gln Cys Ser Ser Phe Pro Ala Pro Leu Gln
170 175 180
ceg ggc tge cag tgg cge tte gac tgg tte cag aac gcoco gac aac ccc 794
Pro Gly Cys Gln Trp Arg Phe Asp Trp Phe Gln Asn Ala Asp Asn Pro
185 190 195 200
acc tto aca tte cag cgo gtg cag tge ccg toe gag cte acg taco cga B42
Thr Phe Thr Phe Gln Arg Val Gln Cys Pro Ser Glu Leu Thr Ser Arg
205 210 215
acg ggc tgt aag cgc gac gac gac goce age tat ccc gte tte aac ccg 290
Thr Gly Cys Lys Arg Asp Asp Asp Ala Ser Tyr Pro Val Phe Asn Pro
220 225 230
cct agc gglh ggce Lecoc ccc age acc acc agc acc acc acc agc tcece ccg 938
Pro Ser Gly Gly Ser Pro Ser Thr Thr Ser Thr Thr Thr Ser Ser Pro
235 240 245
tcec ggt ccc acg gge aac cct cet gga gge ggbt gge tge act gecc cag 986
Ser Gly Pro Thr Gly Asn Pro Pro Gly Gly Gly Gly Cys Thr Ala Gln
250 255 260
tgactgca 994
<210> 17
<211> 264
<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

<400> 17

42



ES 2 637008 T3

Met Arg Ser Ser Pro Phe Leu Arg Ala Ala Leu Ala Ala ala Leu Pro

Leu Ser Ala His 2la Leu Asp Gly Lys Ser Thr Arg Tyr Trp asp Cys
20 25 30

Cys Lys Pro Ser Cys Gly Trp Ala Gly Lys Ala Ser Val Asn Gln Pro
35 40 45

Val Phe Ser Cys Ser Ala Asp Trp Gln Arg Ile Ser Asp Phe Asn Ala
50 55 60

Lys Ser Gly Cvys Asp Gly Gly Ser Ala Tyr Ser Cys Ala Asp Gln Thr

Pro Trp Ala Val Asn Asp Asn Phe Ser Tyr Gly Phe Ala Ala Thr Ala
85 90 95

Ile RAla Gly Gly Ser Glu Ser Ser Trp Cys Cys Ala Cys Tyr Ala Leu
100 105 110

Thr Phe Asn Ser Gly Pro Val Ala Gly Lys Thr Met Val Val Gln Ser
115 120 125

Thr Ser Thr Gly Gly Asp Leu Gly Ser Asn Gln Phe Asp Leu Ala Ile
130 135 140

Pro Gly Gly Gly Val Gly Ile Phe Asn Gly Cys Ala Ser Gln Phe Gly
145 150 155 160

Gly Leu Pro Gly Ala Gln Tyr Gly Gly Ile Ser Asp Arg Ser Gln Cys
165 170 175

Ser Ser Phe Pro Ala Pro Leu Gln Pro Gly Cys Gln Trp Arg Phe Asp
180 185 190

Trp Phe Gln Asn Ala Asp Asn Pro Thr Phe Thr Phe Gln Arg Val Gln
135 200 205

Cys Pro Ser Glu Leu Thr Ser Arg Thr Gly Cys Lys Arg Asp Asp Asp

210 215 220

Ala Ser Tyr Prc Val Phe Asn Pro Pro Ser Gly Gly Ser Pro Ser Thr
225 230 235 240

Thr Ser Thr Thr Thr Ser Ser Pro Ser Gly Pro Thr Gly Asn Pro Pro
245 250 255

Gly Gly Gly Gly Cys Thr Ala Gln
260

43
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15

20

25

ES 2 637008 T3

<210> 18

<211> 907

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221> CDS
<222> (13)..(95)

<220>
<221> Intrén
<222> (96)..(154)

<220>
<221> CDS
<222> (155)..(403)

<220>
<221> Intrén
<222> (404)..(526)

<220>
<221> CDS
<222> (527)..(899)

<400> 18

ggactgcgca tc atg cge tcce tceca ccc tit cte cge geca get ctg gct gecc
Met Arg Ser Ser Pro Phe Leu Arg Ala Ala Leu Ala Ala
1 5 10

gct c¢tg cct c¢tg agce gcco cat gco cte gac gga aag tcg acg ag
Ala Leu Pro Leu Ser 2la His Ala Leu Asp Gly Lys Ser Thr Arg
15 20 25

gtatgccaat cctcgtacct ctgcecctctg tagaaacaag tgaccgactg caaagacag
a tac tgg gac tgc tge aag ccg tce tge gge tgg gcecc gga aag gcc teg

Tyr Trp Asp Cys Cys Lys FPro Ser Cys Gly Trp Ala Gly Lys Ala Ser

30 33 40

gty aac cag ccc gtc tte tecg tge tcg gcocc gac tgyg cag cge atc age
Val Asn Gln Pro Val Phe Ser Cys Ser Ala Asp Trp Gln Arg Ile Ser
45 50 55 G0

gac ttc aac gcg aag Loy ggo tge gac gga ggc tece geoco tac teg tgo

44

51

95

154

203

251

299



Asp

gce
Ala

gca
Ala

tgc
Cvys

Fhe

gac
Asp

gcc
Ala

tat
Tyr
110

Asn

cag
Gln

acg
Thr
95

gc
Ala

Ala

acyg
Thr
80

gcc
Ala

Lys
65

ccce

Pro

atc
Ile

Ser

tgg
Trp

gcc
Ala

ES 2 637008 T3

Gly Cys Asp

gcg
Ala

ggc
Gly

gtc aac
Val Asn
85

gge tec
Gly Ser
100

Gly
70

gac

Asp

gag
Glu

Gly

aac
Asn

tce
Ser

Ser

tte
Phe

agc
Ser

Ala

tcyg
Ser

tgg
Trp
105

Tyr

tac
Tyr
30

tgce
Cys

gtgagttctc tgcaagccecge ttcocccaccecoe cgcetttctgt

gcaggccgcect tcccecccctac ccacccactt ccccccocecccc

gagctaagtt gcgtgtcgtc cag a ctc acc ttc

ggc
Gly

agc
Ser

aac
Asn

ggc
Gly

ccg
Pro
185

acc
Thr

acyg
Thr

cct
Pro

aag
Lys

aac
Asn

ggc
Gly

atc
Ile
170

ggc
Gly

ttc
Fhe

ggc
Gly

age
Ser

<210> 19

<211> 235

acc
Thr

cag
Gln

tgc
Cys
155

agc
Ser

tgc
Cys

acc
Thr

tgt
Cvys

ggt
Gly
235

<212> PRT
<213> Acremonium thermophilum

<400> 19

atg
Met

ttc
Phe
140

gcc
Ala

gac
Asp

cag
Gln

tte
Phe

aag
Lys
220

gtg
Val
125

gac
Asp

tce
Ser

cgc
Arg

tgg
Trp

cag
Gln
205

cgc
Arg

gtg
Val

ctc
Leu

cag
Gln

agc
Ser

cgc
Arg
180

cgc

Arg

gac
Asp

tgactgca

cag
Gln

gce
Ala

ttc
Phe

cag
Gln
175

ttc
Phe

gtg
Val

gac
Asgp

Leu Thr

tcg acc
3er Thr

atc ccc
Ile Pro
145

ggc ggc
Gly Gly
160

tgc tcg
Cys Ser

gac tgg
Asp Trp

cag tgc
Gln Cys

gac gcc
2ep Ala
225

Phe

agc
Ser
130

gge
Gly

ctc
Leu

tcc
Ser

ttc
Phe

cCg
Pro
210

agc
Ser

aac
Asn
115

acc
Thr

gge
Gly

cccC
Pro

ttc
Phe

cag
Gln
195

tcc
Ser

tat
Tyr

gccteoctgtga tcgggcecatcce

tcg
Ser

ggc
Gly

gge
Gly

ggc
Gly

cCco
Pro
180

aacC

Asn

ga9g
Glu

CcCcC
Pro

45

ggc
Glvy

ggc
Gly

gtg
Val

gcc
Ala
165

gcg
Ala

gcc
Ala

ctc
Leu

gtc
Val

ccc
Pro

gac
Asp

ggc
Gly
150

cag
Gln

ccyg
Pro

gac
Asp

acyg
Thr

ttc
Phe
230

Ser
75

ggc
Gly

tgc
Cys

gtc
Val

ctyg
Leu
135

atc
Ile

tac
Tyr

ctc
Leu

aac
Asgn

tce
Ser
215

aac
Asn

Cys

ttc
Phe

gcc
Ala

gcg
Ala
120

ggc
Gly

ttc
Phe

ggc
Gly

cag
Gln

ccc
Pro
200

cgce

Arg

cecg
Pro

347

395

443

503

354

602

650

698

746

794

842

890



10

Met

Leu

Cys

Val

Lys

65

Pro

Ile

Thr

Thr

Pro

145

Gly

Ser

Trp

cys

Ala
225

Arg

Ser

Lys

Phe

50

Ser

Trp

Ala

Fhe

Ser

130

Gly

Leu

Ser

Phe

Pro

210

Ser

<210> 20
<211> 1175
<212> DNA
<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(444)

Ser

Ala

Pro

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Asn

115

Thr

Gly

Pro

Phe

Gln

195

Ser

Tyr

Ser

His

20

Ser

Cys

Cys

val

Gly

100

Ser

Gly

Gly

Gly

Prc

180

Asn

Glu

Pro

Preo

Ala

Cys

Ser

Asn

8%

Ser

Gly

Gly

Val

Ala

165

Ala

Ala

Leu

Val

FPhe

Leu

Gly

Ala

Gly

70

Asp

Glu

Pro

Asp

Gly

150

Gln

Pro

Asp

Thr

Phe
230

Leu

Asp

Trp

Asp

Gly

Asn

Ser

Val

Leu

135

Ile

Tyr

Leu

Asn

Ser

215

Asn

Arg

Gly

Ala

40

Trp

Ser

Phe

Ser

Ala

120

Gly

Phe

Gly

Gln

Pro

200

Arg

Pro

ES 2 637008 T3

Ala

Lys

25

Gly

Gln

Ala

Ser

Trp

105

Gly

Ser

Asn

Gly

Pro

185

Thr

Thr

Pro

Ala

10

Ser

Lys

Arg

Tyr

Tyr

20

Cys

Lys

Asn

Gly

Ile

170

Gly

Phe

Gly

Ser

Leu

Thr

Ala

Ile

Ser

75

Gly

Cys

Thr

Gln

Cys

155

Ser

Cys

Thr

Ccvs

Gly
235

46

Ala

Arg

Ser

Ser

60

Cys

Phe

Ala

Met

Fhe

140

Ala

Asp

Gln

FPhe

Lys
220

Ala

Tyr

Val

45

Asp

Ala

Ala

Cys

val

125

Asp

Ser

Arg

Trp

Gln

205

Arg

Ala

Trp

30

Asn

Phe

ASp

Ala

Tyr

110

val

Leu

Gln

Ser

Arg

120

Arg

Asp

Leu

15

AsSp

Gln

Asn

Gln

Thr

o5

Ala

Gln

Ala

Phe

Gln

175

Phe

Val

Asp

Pro

Cys

Pro

Ala

Thr

80

Ala

Leu

Ser

Ile

Gly

160

Cys

Asp

Gln

Asp



10

15

20

<220>
<221> Intrén
<222> (445)..(599)

<220>
<221> CDS
<222> (600)..(630)

<220>
<221> Intrén
<222> (631)..(732)

<220>
<221> CDS

<222> (733)..(1172)

<400> 20

atg
Met
1

gaa
Glu

tog
Trp

ccc
Pro

ggg
Gly
65

tgc
Cys

tgg
Trp

gcc
Ala

ctc
Leu

cgt
Arg

gtg
Val

gat
Asp

agc
Ser
50

gga
Gly

tca
Ser

gca
Ala

tgc
Cys

ata
Ile
130

ctc
Leu

tce
Ser

tgc
Cys
35

ccyg
Pro

aac
Asn

tce
Ser

gco
Ala

tac
Tyr
115

gte
Val

cca
Pro

gct
Ala
20

tgc
Cys

gtg
Val

acc
Thr

cag
Gln

gtt
Val
100

gag
Glu

cag
Gln

cta
Leu

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

aag
Lys

agt
Ser
85

cgt
Arg

ctc
Leu

gco
Ala

ccg
Pro

999
Gly

ccg
Pro

act
Thr

tece
Ser
70

cCce
Pro

atc
Tle

acc
Thr

acy
Thr

act
Thr

gca
Ala

agc
Ser

tgc
Cvs
55

gge
Gly

tgg
Trp

gcc
Ala

ttc
Phe

aac
Asn
135

ctg
Leun

tce
Ser

tgc
Cys
40

gac
Asp

tgc
Cys

gco
2la

ggc
Gly

acc
Thr
120

act
Thr

ES 2 637008 T3

ctc
Leu

gga
Gly
25

gcg
Ala

aag
Lys

gac
Asp

gtc
Val

agt
Ser
105

agt

Ser

ggt
Gly

gcc
2Ala
10

acc
Thr

tgg
Tre

aat
Asn

aac
Asn

aat
Azn

90
acc

Thr

9499
Gly

gda
Gly

ctc
Leu

ggc
Gly

cct
Pro

gac
Asp

ggt
Gly

7

gag
Glu

gag
Glu

cce
Pro

gac
Asp

ttg
Leu

acyg
Thr

ctyg
Leu

agg
Arg
60

ggc
Gly

ace
Thr

tcg
Ser

gtc
Val

ctt
Leu
140

47

cce
Pro

aca
Thr

aag
Lys
415

ccyg
Pro

ggd
Gly

acc
Thr

gco
Ala

agt
Ser
125

999
Gly

tac
Tyr

aca
Thr
30

gdc
Gly

ctg
Leu

gcc
Ala

age
Ser

tgg
Trp
110

dga
Gly

age
Ser

tac
Tyr
15

cgt
Arg

aalt
Asn

aac
Asn

ttc
FPhe

tac
Tyr
25

tgc
Cys

aag
Lys

aac
Asn

ctc
Leu

tac
Tyr

tcg
Ser

gat
Asp

atg
Met
80

ggc
Gly

tgt
Cys

aaqg
Lys

cac
His

48

96

144

192

240

288

336

384

432



ES 2 637008 T3

ttt gac ctt gcg gtatgtgggg tttttctttc ttcatcatcg ctctcaccat 484
Phe Asp Leu Ala
145
ggattcctcg gcgrcaaggac caagattgag aagcgtcaat gccgggttgg acacgggagce 544
cgggatagga acacagaggc cgtttaagac cgtcagctga cagcagagca attag att 602
Ile
cce gga ggt ggt gtt ggt cag tcc aat g gtaggttcct tccctgaagt 650
Pro Gly Gly Gly Val Gly Gln Ser Asn
150 155
accggcaaca gectgtgegt tgctgtatac cecttttaat catageatct teoctgctgga 710
tacaagccaa cccattttet ag ct tge acg aac cag tat ggt gcg ccc ccg 76l
Ala Cys Thr Asn Gln Tyr Gly Ala Pro Pro
160 165
aac ggc tgg ggc gac agg tat ggt ggc gtg cac tcg cgg age gac tgc 809
Asn Gly Trp Gly Asp Arg Tyr Gly Gly Val His Ser Arg Ser Asp Cys
170 175 180
gac agc ttc ccc gcg gcg ctc aag goc ggc tge tac tgg cga tte gac 857
Asp Ser Phe Pro Ala Ala Leu Lys Ala Gly Cys Tyr Trp Arg Phe Asp
185 190 195 200
tgg ttc cag ggc gcecc gac aac ccg tee gtg age tte aaa cag gta gcc 905
Trp Phe Gln Gly Ala Asp Asn Pro Ser Val Ser Phe Lys Gln Val Ala
205 210 215
tgc ccg gca gcc atc aca gct aag age ggc tgt act cgc cag aac gat 953
Cys Pro ARla Ala Ile Thr Ala Lys Ser Gly Cys Thr Arg Gln &sn Asp
220 225 230
gcc atc aac gag act ¢cg act ggg ccc agc ggt ggc Lce ccec age acc 1001
Ala Ile Asn Glu Thr Pro Thr Gly Pro Ser Gly Gly Ser Fro Ser Thr
235 240 245
acc agc acc acc acc agc tce ccg tece ggt ccc acg ggc aac cct cct 1049
Thr Ser Thr Thr Thr Ser Ser Pro Ser Gly Pro Thr Gly Asn Pro Pro
250 255 260
gga ggc ggt ggc tgc act gcc cag aag tgg gcc cag tgc gge ggce act 1097
Gly Gly Gly Gly Cys Thr Ala Gln Lys Trp 2la Gln Cys Gly Gly Thr
265 270 275 280
ggc tte acg gge tgc acc acce tgce gte teg ggc acce acce tge cag gty 1145
Gly Phe Thr Gly Cys Thr Thr Cys Val Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val
285 2590 295
cag aac cag tgg tat tcc cag tgt ctg tga 1175
Gln Asn Gln Trp Tyr Ser Gln Cys Leu
300 305
<210> 21
<211> 305
<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

<400> 21

48



Met

Glu

Trp

Pro

Gly

Cys

Trp

Phe

145

Thr

Gly

Ala

Ser

Arg

Val

Asp

Ser

>0

Gly

Ser

Ala

Ile

130

Asp

Asn

Val

Gly

Val

210

Gly

Leu

Ser

Cys

35

Pro

Asn

Ser

2la

115

Val

Leu

Gln

His

Cys

195

Ser

Cys

Pro

Ala

20

Cys

Val

Thr

Gln

T\]al i)

100

Gln

Ala

Tyr

Ser

180

Tyr

Phe

Thr

Gln

Lys

Gln

Lys

Ser
85

Ala

Ile

Gly

165

Arg

Trp

Lys

Arg

Fro

Gly

Pro

Thr

Ser

70

Pro

Ile

Thr

Pro

150

Ala

Ser

Arg

Gln

Gln

Thr

Ala

Ser

Cys

55

Gly

Trp

Ala

Asn
135

Gly

Pro

Asp

Val
215

Asn

Leu

Ser

Cys

40

Asp

Cys

Ala

Gly

120

Thr

Gly

Pro

Cvys

Asp

200

Ala

Rsp

ES 2 637008 T3

Leu

Gly

25

Ala

Lys

Asp

Val

Ser
105

Ala

10

Thr

Trp

Asn

Asn

Asn

90

Thr

Leu

Gly

Pro

Asp

Gly

75

Glu

Glu

Gly Gly Asp

Gly

Asn

Asp

185

Trp

Cys

Ala

Val

Gly

170

Ser

Fhe

Pro

Ile

Gly

155

Trp

Phe

Gln

Ala

Asn

49

Leu

Thr

Leu

Arg

60

Gly

Thr

Ser

Leu

140

Gln

Gly

Pro

Gly

Ala

220

Glu

Pro

Thr

Lys

45

Pro

Gly

Thr

Ala

125

Gly

Ser

Asp

Ala

Ala

205

Tle

Thr

Tyr

Thr

30

Gly

Leu

Ala

Ser

Trp

110

Ser

Asn

Arg

Ala

190

Asp

Thr

Pro

Tyr

15

Arg

Asn

Asn

Phe

Tyr

95

Cys

Asn

Ala

Tyr

175

Leu

Asn

Ala

Thr

Leu

Tyr

Ser

Asp

Met

80

Gly

Cys

His

Cvs

160

Gly

Lys

Pro

Lys

Gly



ES 2 637008 T3

225 230 235 240

Pro Ser Gly Gly Ser Pro Ser Thr Thr Ser Thr Thr Thr Ser Ser Pro
245 250 255

Ser Gly Pro Thr Gly Asn Pro Pro Gly Gly Gly Gly Cys Thr Ala Gln
260 265 270

Lys Trp Ala Gln Cys Gly Gly Thr Gly Phe Thr Gly Cys Thr Thr Cys
275 280 285

Val Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val Gln &sn Gln Trp Tyr Ser Gln Cys
2920 295 300

Leu
305

<210> 22

<211> 89

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 22
attaaccgcg gactgcgealt catgtatcgg aagttggecg tcatctcocgge cttcttggcec 60

acagctcogtg ccctecgacgg aaagtcgac 89

<210> 23

<211> 20

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 23
tcgactgcac caccatggtc 20

<210> 24

<211> 68

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 24
Gly Asn Pro Ser Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly Asn Pro Pro Gly Thr
1 5 10 15

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

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

Thr val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val Leu Asn Pro Tyr Tyr
50 55 60

Ser Gln Cys Leu
65

<210> 25

<211>70

<212> PRT

<213> Acremonium thermophilum

50



10

15

20

25

<400> 25
Gly Gly
1

Ser Lys

Gly Pro

Gly Pro
50

Trp Tyr
65

<210> 26
<211> 81

Asn

Pro

Gln

35

Gln

Ser

<212> PRT
<213> Chaetomium thermophilum

<400> 26
Val Pro
1

Val Pro

Ser FPro

Lys Trp
50

Val Ala
65

Leu

<210> 27

Gly Leu

Pro Ala

Val Ser

35

Gly Gln

Gly Thr

<211> 1675
<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

<220>

<221> Intrén
<222> (462)..(528)

<220>

<221> Intrén

<222> (1226)..(1288)

<400> 27

Pro

Ser

20

Gln

Ser

Gln

20

Pro

Gln

Thr

Cys

Cvys

Asp

Thr

Cys

Thr

Pro Val

Pro Thr

His Trp

Gln Ser

55

Leu

Gly Ser

Thr Ser

Fro Thr

Gly Gly

55

Cys Thr
70

Thr

Thr

Gly

40

Pro

Asn

Thr

Gly

40

Ile

Gln

ES 2 637008 T3

Thr

Thr

25

Gln

Trp

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Leu

Thr
10
Thr

Cys

Thr

Gly
10

Arg
Pro

Tyr

Asn

Thr

Thr

Gly

Cys

Asn

Pro

Gly

Thr

Pro
75

51

Thr

Thr

Gly

Gln
60

Pro

Thr

Gly

Gly

60

Trp

Thr

Thr

Ile

45

Lys

Thr

Ser

Cys

45

Cvys

Tyr

Thr Thr Thr

15

Ser Pro Gln

30

Gly Trp Thr

Gln Asn Asp

Thr Thr
15

Ser Thr

30

Thr Thr

Thr Asn

Ser Gln

Val

Ser

Gln

Cys

Cys
80



10

15

atgtatcgga
tgcactctcc
acttgcacte
acgaacagca
aacgagacct
gttaccacga
gttggcgctc
ggcaacgagt
cccctgacgt
cggagctcte
caccgctgge
gttcatcaat
gggcattgga
ctccgaggct
tgggtgegge
cgactggaac
cctocgatace
ccgatactat
ctctggcaac
ctctttctea
tctggtcatg
agtcaagcag
ctacccgaca
ctccggtgtc
catcaagtte
aaacccgect
acctacceag
cgccagcgge
<210> 28

<211> 1471
<212> DNA

agttggccgt
aatcggagac
aacagacagg
gcacgaactg
gcgcgaagaa
gcggtaacag
goctttacct
tctctttcga
atcttcttgt
tacttcgtgt
gccaagtacg
ggccaggeca
ggacacggaa
cttacececcce
ggaacttact
ccataccgee
accaagaaat
gtccagaatyg
gagctcaacg
gacaagggceqg
agtctgtggy
ctgactgaga
aacgagacct
cctgctecagg
ggacccattyg
ggcaccacca
tctcactacyg

acaacttgcc

catctcggcc
tcacccgect
ctcegtggto
ctacgatggce
ctgctgtctyg
cctectecatt
tatgggcagc
tgttgatgtt
gggctcccag
ccatggacygc
gcacggggta
acgttgaggg
gctgctygcte
acccttgcac
ccgataacag
tgggcaacac
tgaccgttgt
gcgtcacttt
atgattactg
gccectgactcea
atgatgtgag
tgttacagta
cctccacacce
tcgaatctca
geagcaccygy
ccaccogecy
gocagtgcgyg

aggtcctgaa

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221> Intrén

<222> (338)..(472)

<220>
<221> Intrén

<222> (699)..(783)

ES 2 637008 T3

ttcttggcca
ctgacatggc
atcgacgcca
aacacttgga
gacggtgeeg
ggctttgtca
gacacgacct
tcgecagetgce
ctgactggcc
ggatggtggc
ctgtgacagc
ctgggagecy
tgagatggat
gactgtcggc
atatggcggc
cagcttctac
cacccagtce
ccagcagcce
cacagctgag
gttcaagaag
tttgatggac
ctacgccaac
cggtgccgtg
gtctcccaac
caaccctage
cccagecact
cggtattggc

ccocttactac

cagctcgtgc
agaaatgctc
actggcgctyg
gctegacect
cctacgcgtc
cccagtetygc
accaggaatt
cgtaagtgac
aatttaaggt
gtgagcaagt
cagtgtecccc
tcatccaaca
atctgggeagg
caggagatct
acttgcgatc
ggcocctggct
gagacgtcgyg
aacgccgagc
gaggcagaat
gctacctcectyg
aaacatgcgc
atgctgtggc
cgcggaagct
gccaaggtca
ggoggeaace
accactyggaa
tacagcggcc

tctecagtgeo

52

tcagtcggec
gtctggtgge
gactcacgct
atgtcctgac
cacgtacgga
gcagaagaac
caccctgett
ttaccatgaa
gcggcttgaa
atcccaccaa
gcgatctgaa
acgcaaacac
ccaactccat
gcgagggtga
ccgatggetg
caagctttac
gtgccatcaa
ttggtagtta
tcggecggatc
gcggeatggt
gttgacaaag
tggactccac
gctecaceag
ccttctccaa
cteceggcyy
gctetceocyy
ccacggtctyg

tgtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

600

660

720

780

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1675



10

15

<400> 28

atgcgcgcca
ctcaacagcc
aacgtcaacg
gtgacgccceyg
tacagccagg
cacaccctgg
tgtctttcte
tctccecatce
ggaagttgga
ggccactaca
ggcacgtggce
ttcaacgccyg
ccgcagegca
caggtactac
gctggtgeag
cctgatcgtyg
ggcgettgge
gtcgteggeg
cgacgtggceyg
gececgacacy
gccggeatgg
cgggaaccca
geccaccace
gtgcggceggyg
gcagaacdac
<210> 29

<211> 1663
<212> DNA

agcaactcct
tcgecegtgge
gcgacgccac
agaacggcca
gcgacatcgt
tgtggtacag
tttgtettte
agcatcgact
cccgcgegac
agggccagty
ggaccagcgt
cgaagaaggc
ccltecocgegac
aacgactaca
atcgtgcage
gggtcaacgc
ctggaggtgg
gcgctggcga
ggctgcgtgg
ttcecegyget
acgtcggtct
ccceccegtca
acgaccacga
atcggctgga

tggtactcte

ggeggeegge
ggctggecte
ctacatgteg
gaagtgggat
coceceggegte
ccagcltccecco
tcetectttete
gctgatcttyg
gcttcagtcco
ctacgecetygy
cttctacaac
cgatgcggygc
atgagcccca
atctcgagta
aggcecggege
cgtcgcgcag
cgtacacgga
cgcagggcaa
gcatcaccat
cgggegegge
cgtcggtgct
ccaccacgac
ccaccageeo

cggggoeagcea

agtgcctgtyg

<213> Chaetomium thermophilum

<220>
<221> Intrén

<222> (1591)..(1654)

<400> 29

ES 2 637008 T3

ctgctggecce
aagtacttcyg
tacgtcaaca
tccaccgagce
gcgaagaaga
agctggggtc
tctetetete
ctgaccagaa
gtcatcgaga
gacgtggtcea
accttcaaca
gcgaagcetgt
gagcgegtgg
caacggcgcc
gcccatcecgac
ctcecctggee
gctggacatc
cgacttegece
ctgggggttc
gectgetgtac
ggcggccaag
cacgaccacg
gcagggtcceyg
gtcgtgccag

a

ccgegtecgt
gcacggecgt
acaagtccga
ccagccagdyg
acggccaggt
agtgactctc
tctetetete
gctcgtgtge
cgcacatctc
acgaggecat
ccgactacct
aggtgtegygc
ctaatagttc
aagaccaaca
ggggtgggcet
acggcgetga
cggcactcga
agcgtggtgg
acggacaagt
gacgegaact
gcgacgaace
accacgtcga
cagcagacgc

agcccgtgga

53

ctcggceccag
gcgggaggec
gttecggccag
ccagttcagce
gctgegetge
tetttctetc
tctetetete
agtgtcatcc
gaacgtgatg
caacgacgac
ggccattgcc
ctttacgttyg
ctcacgcacg
cggccgtgeca
tccagggcca
agcgcttcac
gcctgcoccgeco
gctegtgect
acagctgggt
acagcaagaa
cgcccggegy
agccgtcecgca
actggggeca

cgtgccagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

600

600

720

780

900

900

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1471



10

15

atgatgtata
gcttgectcee
ggcagctgct
accgteotccyg
gatggcaaga
ggtatcacca
accaacgtcg
ctcoctegygca
ggcgccctet
aaggctggcg
ttcatcaacyg
ggcttcggcc
gctactgect
acctgcggtyg
gacttcaacg
accaacaaga
gagatcaagc
cccggcaacc
agtaacaccg
ggccccatgy
gactcgacct
accacctceg
tccaacatce
ggcaaccoga
agcactagct
tggggecagt
tgcactcage

ttggatttga

<210> 30
<211> 39
<212> DNA

agaagttcgc
tcaccgetga
cgaccgtgaa
gctcgaccaa
gctgcgecca
ccagcggtga
gctcocecgtgt
acgagttcac
acttcgttte
ccaagtacgg
gcgaggecaa
gctatggcag
tcactectca
gcacctacag
cctaccgcecca
agatgaccgt
gcttctacgt
ccggaaactc
atgacttcaa
tcctggteat
accccataga
gtgtcecctge
gtttcggecee
ccaccaccgt
ctccegttte
gcggeggtat
tcaacccoctyg

cagttgctaa

<213> Trichoderma reesei

<400> 30

ttggatccga gtcgcagegg caaccctage ggcggcaac

<210> 31
<211> 30
<212> DNA

<213> Trichoderma reesei

cgctctegee
gaaccaccct
cggcgceegte
ctgctacacc
gacctgectge
ctcocctgaac
ctatctgatyg
cttcgatgtc
catggatgct
taccggctac
cgttgggaac
ctgctgctet
ccecttgecacc
ctctgaccgce
aggcgacaag
cgtcacccag
ccaggacgge
cattacccag
ccgcaagggce
gtcecgtetygyg
ccagygccgge
cgagatcgayg
catcggeteyg
cgttcecteceo
gaccccgact
cggctacacc
gtacagccag

catctgctca

ES 2 637008 T3

gccctegtgg
agcctcacct
accatcgatyg
ggcaaccagt
gtcgatggeg
ctcaagttcocyg
gagaacgaca
Jatgtctcca
gatggtggca
tgcgatgcte
tggaccceet
gagatggatyg
accgttggcc
tatgctggtyg
accttctacg
ttccacaaga
aagatcattg
gagtattgcg
ggtatggctc
gatgaccact
gecoeceggoy
gcccaggtec
accgtcectyg
gcttctacct
ggccagccag
ggctgcacta
gtatgtttct

acagtgcctyg

39

ctggcgectc
ggaagcgctg
ccaactggcy
gggatacctc
ctgactactc
tcaccaagca
ccaagtacca
acctgggety
tgagcaaata
agtgccecgcy
cgaccaacga
tctgggaggce
agagccgcetg
tttgcgacce
gcaagggcat
actcggctgg
ccaacgctga
atgcccagaa
agatgagcaa
acgccaacat
cegagedgedy
ccaacagcaa
gcettgacygg
ccaccteceg
gcggcetgecac
actgcgttgce
cttccceett

taa

54

cgcccageag
cacctctggce
ctggactcac
cctcoctgecact
ttcgacctat
ccagtacggc
gatgttcgag
cggtctcaac
ctctggcaac
cgacctcaag
tgccaacgece
caacaacatg
cgaggcagac
tgatggctgc
gactgtcgac
cgtcctcagce
gtccaagatc
ggtcgcettc
ggcectecgea
gctetggete
tgcttgecey
cgtcatette
cagcaacccce
tccgaccagce
cacccagaag
tggcaccacc

ctagactcgce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

16623
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 637008 T3

<400> 31
taattctgca gttacaggca ctgagagtag 30

<210> 32

<211> 41

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 32
ttggatccga gtcgcagcgg cgggaaccca ccceccgtca ¢

<210> 33

<211> 34

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 33
taattctgca gtcacaggca ctgagagtac cagt 34

<210> 34

<211> 28

<212> DNA

<213> Chaetomium thermophilum

<400> 34
taatttacgt acctggcctt gacggcag 28

<210> 35

<211> 30

<212> DNA

<213> Chaetomium thermophilum

<400> 35
attaactgca gttacaggca ctgttgagca 30

<210> 36

<211> 1096

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221>gen
<222> (13)..(1091)

<220>
<221> Intrén
<222> (84)..(142)

<220>
<221> Intrén
<222> (392)..(514)

<400> 36

41

55



10

15

20

ggactgcgca
gccctcgacy
aagtgaccga
gaaaggccte
acttcaacgce
cctgggeggt
ccgagtccag
cecgctttctyg
atcgggcatce
cgggcaagac
tcgacctege
gcggcctoce
ccgogecgcot
ccaccttcac
agcgegacga
gcaaccctee
ctggaagctc
gcggcococcac
agtgcctgta
<210> 37

<211> 1102
<212> DNA

tcatgtatcyg
gaaagtcgac
ctgcaaagac
ggtgaaccag
gaagtcgggce
caacgacaac
ctggtgctgce
tgcaggccge
cgagctaagt
catggtggtyg
catcceeggoe
cggcgeccag
ccagccggge
cttccagege
cgacgecage
cggcggaaac
tccecggaccet
ggtctgegcee

actgca

gaagttggcc
gaggtatgcc
agatactggg
cccgtettet
tgcgacggag
ttctcgtacg
gccbgectatg
ttccoececta
tgcgtgtcgt
cagtcgacca
ggcggcegtygyg
tacggcggca
tgccagtgge
gtgcagtgcc
tatcceogtet
cegectggea
acccagtctc

agcggcacaa

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221>gen

<222> (13)..(1097)

<220>
<221> Intrén

<222> (84)..(142)

<220>
<221> Intrén

<222> (392)..(514)

<400> 37

ES 2 637008 T3

gtcatctecgg
aatcctcgta
actgctgcaa
cgtgctegge
gctcogecta
gcttcgecagce
cgtgagttct
cccacccact
ccagactcac
gcaccggcegyg
gcatcttcaa
tcagcgaccg
gcttcgactg
cgtecgaget
tcaaccecygee
ccaccaccac
actacggcca

cttgccaggt

ccttcttggc
cctctgeccet
gccgtectge
cgactggcag
ctcgtgegeco
cacggccatc
ctgcaagecy
tcccceoeccce
cttcaactcg
cgacctgggc
cggctgecgcec
cagccagtge
gttccagaac
cacgtccecge
ttogggcaac
cogacgecca
gtgcggeggt

cctgaaccct

56

cacagctcgt
ctgtagaaac
ggctgggccg
cgcatcageg
gaccagacgc
gcecggegget
ctteccecacce
cgcctctgtyg
ggcccocgteg
agcaaccagt
tccecagtteg
tcgteccttceo
gccgacaacc
acgggctgta
cctagegygey
gcecactacca
attggctaca

tactactctc

60

120

180

240

300

360

420

480

600

060

720

780

840

900

960

1020

1080

1096



10

15

20

25

ggactgcecgca
geectegacg
aagtgaccga
gaaaggcctc
acttcaacgc
cctgggeggt
cecgagtecay
ccgctttetyg
atcgggecatc
cgggcaagac
tcgacctcge
geggcectceo
ccgcgeogct
ccaccttcac
agcgcgacga
ccgtcaccac
ccacgaccac

gctggacggy

actctcagtyg

<210> 38
<211> 1199
<212> DNA

tcatgtatcyg
gaaagtcgac
ctgcaaagac
ggtgaaccag
daagtcgggce
caacgacaac
ctggtgcetyge
tgcaggccge
cgagctaagt
catggtggty
catcccagge
cggcgceccad
ccagccggge
cttccagege
cgacgccage
cacgaccacd
cagcccgeag
gccgcagtog

cctgtgactyg

gaagttggcc
gaggtatgcc
agatactggg
cocegtettet
tgcgacggag
ttctecgtacg
gecetgetaty
ttccecececta
tgcgtgtegt
cagtcgacca
ggcggegtgg
tacggcggca
tgccagtggce
gtgcagtgcc
tatcccgtcet
accacgacca
ggtccgecage
tgccagagcc

ca

<213> Acremonium thermophilum

<220>
<221>gen

<222> (13)..(1194)

<220>
<221> Intrén

<222> (84)..(142)

<220>
<221> Intrén

<222> (392)..(514)

<220>
<221> Intrén

<222> (1122)..(1185)

<400> 38

ES 2 637008 T3

gtcatctecgg
aatcctegta
actgctgcaa
cgtgcteggce
gctccgecta
gcttcgecagce
cgtgagttet
cccaceccact
ccagactcac
geaccggegy
gcatcttcaa
tcagcgaccyg
gcttcgactg
cgtccgagct
tcaaccegee
cgtcgaagcee
agacgcactyg

cgtggacgty

ccttcttggc
cctectgeect
gcegheetge
cgactggcag
ctcgtgegece
cacggccaktc
ctgcaagcey
tceccceoccce
cttcaactecg
cgacctyggygce
cggctgegcec
cagccagtygce
gttccagaac
cacgtcccge
ttegggeggg
gtcgcagcecc
gggccagtgce

ccagaagcag

57

cacagctcgt
ctgtagaaac
ggctgggeeg
cgcatcagcg
gaccagacgc
gceggegget
ctteccacee
cygcctcectgtyg
ggccccgteg
agcaaccagt
tccecagttcg
tecgtcecttece
gccgacaaceo
acgggctgta
aacccaccce
accaccacga

ggcgggatcg

aacgactggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

900

960

1020

1080

1102



10

ggactgcgca
gceccectecgacg
aagktgaccga
gaaaggcctc
acttcaacgc
cctgggeggt
ccgagtccag
ccgctttctg
atcgggcatce
cgggcaagac
tcgacctcecge
gocggcocctcoco
ccgcgecgct
ccaccttcac
agcgcgacga
gcagcaaccce
gtccgaccag
ccacccagaa
ctggcaccac

tctagacteg

<210> 39
<211> 298
<212> PRT

tcatgtatcg
gaaagtcgac
ctgcaaagac
ggtgaaccag
gaagtcggge
caacgacaac
ctggtgctgc
tgcaggccge
cgagctaagt
catggtggtyg
catcoccocecgge
cggegeccay
ccagccggge
cttccagecge
cgacgccagc
cggcaacacg
cagcactage
gtggggccag
ctgcactcag

cttggatttg

gaagttggcc
gaggtatgcc
agatactggg
cocgtettet
tgcgacggag
ttctegtacy
gccectgectatg
ttcccececta
tgeqgtgtegt
cagtbcgacca
ggeggegtag
tacggcggca
tgccagtggce
gtgcagtgec
tatccecgtcet
accaccaccyg
tctecegttt
tgcggcggta
ctcaaccect

acaghttgcta

<213> Acremonium thermophilum

<400> 39

ES 2 637008 T3

gtcatctecgg
aatcctegta
actgctgcaa
cgtgcteggc
gotcoogecta
gcttegcage
cgtgagttct
cccacccact
ccagactcac
gcaccggegy
gcatcttcaa
tcagcgaccyg
gcttcgactg
cgtccgagcet
tcaacccgcece
tecgttectee
cgaccccgac
tcggctacac
ggtacagcca

acatctgctc

ccttcttggc
cctcectgeect
gccgtcectge
cgactggcag
ctogtgogeco
cacggccatc
ctgcaagccg
tcececcececce
cttcaactcg
cgacctgggc
cggctgegec
cagccagtgce
gttccagaac
cacgtcccge
ttcggtacct
cgcttctacc
tggccagecc
cggctgcact
ggtatgtttc

aacagtgcect

58

cacagctcgt
ctgtagaaac
ggctgggecey
cgcatcagcg
gaccagacgc
gccggegget
cttcccacce
cgcctctgtyg
ggcccegteyg
agcaaccadgt
tececcagttcg
tocgteocttece
gcogacaacc
acgggctgta
ggccttgacg
tccacctece
ggcggcetgea
aactgcgttg
tettecceet

gtaactgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1199



Met

Ala

Cys

Asp
G5

Asn

Gly

Gly

Tyr

Leu

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Glu

Pro

Asp
130

Arg

Asp

Trp

Asp

Gly

Asn

Ser

Val

115

Leu

Lys

Gly

20

Ala

Trp

Ser

The

Ser

100

Ala

Gly

Lys

Gly

Gln

Ala

Tre

Gly

Ala

Ser

Lys

Arg

Tyr

70

Tyr

Cys

Lys

Asn

Val

Thr

Ala

Ile

55

Ser

Gly

Cys

Thr

Gln
135

Tle

Arg

Ser

40

Ser

Cys

Phe

Ala

Met

120

Phe

ES 2 637008 T3

Ser

Tyr

25

Val

Asp

Ala

Ala

Cvys

105

Val

Asp

Ala

10

Trp

Asn

Phe

Asp

Ala

90

Tyr

val

Leu

Phe

Asp

Gln

Asn

Gln

-

Thr

Ala

Gln

Ala

59

Leu

Cys

Pro

Ala

60

Thr

Ala

Leu

Ser

Ile
140

Ala

Cys

Val

45

Lys

Pro

Ile

Thr

Thr

125

Pro

Thr

Lys

30

Phe

Ser

Trp

Ala

FPhe

110

Ser

Gly

Ala

15

Pro

Ser

Gly

Ala

Gly

95

Asn

Thr

Gly

Arg

Ser

Cys

Cys

val

&0

Gly

Ser

Gly

Gly



10

Val Gly
145

Ala Gln

Ala Pro

Ala Asp

Leu Thr
210

Val Phe
225

Gly Asn

Gly Ser

Ile Gly

Val TLeu
290

<210> 40
<211> 300

Ile Phe Asn Gly
150

Tyr Gly Gly Ile
165

Leu Gln Pro Gly
180

Asn Prg Thr Phe
195

Ser Arg Thr Gly

Asn Pro Pro Ser
230

Pro Pro Gly Thr
245

Ser Pro Gly Preo
260

Tyr Ser Gly Pro
275

Asn Pro Tyr Tyr

<212> PRT
<213> Acremonium thermophilum

<400> 40
Met Tyr
1

Ala Leu

Cys Gly

Ser Ala

Arg Lys Leu Ala
5

Asp Gly Lys Ser
20

Trp Ala Gly Lys
35

Asp Trp Gln Arg

Cys

Ser

Cys

Thr

Cys

215

Gly

Thr

Thr

Thr

Ser
295

Val

Thr

Ala

Ile

Ala

Asp

Gln

Phe

200

Lys

Asn

Thr

Gln

Val

280

Gln

Ile

Arg

Ser

40

Ser

ES 2 637008 T3

Ser

Arg

Trp

185

Gln

Arg

Pro

Thr

Ser

265

Cvs

Cys

Ser

Tyr

25

Val

Asp

Gln

Ser

170

Arg

Arg

Asp

Ser

Arg

250

His

Ala

Leu

Ala

10

Trp

Asn

Phe

Phe

155

Gln

Phe

Val

Asp

Gly

235

Arg

Tyr

Ser

Phe

Asp

Gln

Asn

60

Gly

Cys

Asp

Gln

Asp

220

Pro

Gly

Gly

Leu

Cys

Pro

Ala

Gly

Ser

Trp

Cys

205

Ala

Asn

Ala

Gln

Thr
285

Ala

Cys

Val

45

Lys

Leu

Ser

Phe

190

Pro

Ser

Pro

Thr

Cys

270

Thr

Thr

Lys

30

Phe

Ser

Pro

Phe

175

Gln

Ser

Tyr

Prc

Thr

255

Gly

Cysz

Ala

15

Fro

Ser

Gly

Gly

160

Pro

Asn

Glu

Pro

Gly

240

Thr

Gly

Gln

Arg

Ser

Cys

Cys



50

r Gly Gly Ser Ala

Asn Asp Asn Phe Ser

Ser Glu Ser Ser Trp
100

Gly FPro Val Ala Gly
115

Gly Asp Leu Gly
130

[6p]
o
H

Val Gly TIle Phe Asn
145

Ala Gln Tvr Gly Gly
165

Tyr

-

Tyr

Cys

Lys

Asn

Gly

150

Ile

55

Ser

Gly

Cys

Thzr

Gln

133

Cys

Ser

Cys

Phe

Ala

Met

120

Phe

Ala

Asp

Ala

Ala

Cvys

105

Val

Asp

Ser

Arg

ES 2 637008 T3

Asp

Ala

20

Tyr

Val

Leu

Gln

Ser
170

Gln

75

Thr

Ala

Gln

2la

Phe

155

Gln

60

Tkr

Ala

Leu

Ser

Ile

140

Gly

Pro

Ils

Thr

Thr

125

Pro

Gly

Ser

Trp

Ala

She

110

Ser

Gl

Leu

Ser

Ala

Gly

95

Thr

Gly

Pro

Phe
175

Val
80

Gly

Gly

Gly

Gly

162

Pro

&la Pro Leu Gln Pro
180

Zla Asp Asn Pro Thr
1585

Leu Thr Ser Arg Thr
210

Val Phes Asn Pro Pro
225

Tkr Thy Thr Thr Thr
245

TrLr Thr Thr Ser Pro
260

Gly Gly Ile Gly Trp
275

Cys Gln Lvs Gln Asn
290

<210> 41
<211> 311
<212> PRT

Cly

Phe

Gly

Ser

230

Thr

Gln

Thr

Asp

Cyz

Thr

Cys

215

Gly

Ser

Gly

Gly

Trp
295

<213> Acremonium thermophilum

<400> 41

Cln

FPhe

200

Lys

Gly

T.ys

Pro

Pro

280

lyr

Trp
185

Gln

ATqg

Pro

Gln
265

Gln

Arg

Arg

Asp

Pro

Ser

250

Gln

Ser

Phe

Asp

Pro

235

GIn

Thr

Cys

Cys

Gln

Pro

Pro

His

Gln

Leu
300

61

Trp

Cys

2056

Ala

Val

Thr

Trp

Ser
285

She
190

2ro !

Ser

Thr

Thr

Gly

270

ro

Gln

Tvyr

Thr

Thr

255

Gln

Trp

Gla

Pro

Thr

2490

Thr

Cys

Thr



Met

Ala

Cys

Ser

Asp

Asn

Gly

Glvy

Val

145

Ala

Ala

Ala

Tyr

Leu

Gly

Ala

50

Gly

Asp

Glu

Pro

Asp

130

Gly

Gln

Pro

Asp

Arg

Asp

Trp

35

Asp

Gly

Asn

Ser

Val

115

Leu

Ile

Tyr

Leu

Asn
195

Lys

Gly

20

Ala

Trp

Ser

Phe

Ser

100

Ala

Gly

Phe

Gly

Gln

180

Pro

Tys

Gly

Gln

Ala

Trp

Gly

Ser

Asn

Gly

165

Pro

Thr

Ala

Ser

Lys

Arg

Tyr

70

Tyr

Cvs

Lys

Asn

Gly

150

Ile

Gly

Phe

Val

Thr

Ala

Ile

55

Ser

Glvy

Cys

Thr

Gln

135

Cys

Ser

Cys

Thr

Tle

Arg

Ser

40

Ser

Cvys

Phe

Ala

Met

120

Phe

Ala

Asp

Gln

Phe
200

ES 2 637008 T3

Ser

Tyr

25

Val

Asp

Ala

Ala

Cys

105

Val

Asp

Ser

Arg

Trp

185

Gln

Ala

10

Trp

Asn

Phe

Asp

Ala

90

Tyr

Val

Len

Gln

Ser

170

Arg

Arg

Phe

Asp

Gln

Asn

Gln

75

Thr

Ala

Gln

Ala

Phe

155

Gln

Phe

Val

62

Leu

Cys

Pro

Ala

60

Thr

Ala

Leu

Ser

Ile

140

Gly

Cys

Asp

Gln

Ala

Cys

Val

45

Lys

Pro

Ile

Thr

Thr

125

Proe

Gly

Ser

Trp

Cvys
205

Thr

Lys

30

Fhe

Ser

Tre

Ala

Phe

110

Ser

Gly

Leu

Ser

FPhe

1590

Pro

Ala

15

Pro

Ser

Gly

Ala

Gly

95

Asn

Thr

Gly

Pro

Phe

175

Gln

Ser

Arg

Ser

Cys

Cys

Val

80

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

160

Fro

Asn

Glu
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Leu
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225

Asn

Pro

Gly

Thr

Thr

210

Phe

Pro

Thr

Gly

Gly

Ser

Ashn

Thr

Ser

Cys

275

Cys

Arg

Pro

Thr

Ser

260

Thr

Thr

Thr

Pro

Thr

245

Thr

Thr

Asn

Gly

Ser

230

Val

Ser

Gln

Cys

Cys

215

Val

Val

Ser

Lys

Val

Lys

Pro

Pro

Pro

Trp

280

Ala

290 295

Pro Trp Tyr Ser Gln Cys Leu
305 310

<210> 42

<211> 20

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 42
gcagcaacca gttcgacctc 20

<210> 43

<211> 36

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 43
ttaactgcag tcactgggca gtgcagccac cgcectc

<210> 44

<211> 20

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 44
actgctgcaa gecgtectge 20

<210> 45

<211> 41

<212> DNA

<213> Acremonium thermophilum

<400> 45
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Arg

Gly

Pro

Val

265

Gly

Gly

36

ttaactgcag tcaaccgcta ggcgggttga agacgggata g

Asp

Leu

Ala

250

Ser

Gln

Thr

Asp

Asp

235

Ser

Thr

Cys

Thr

41

63

Asp

220

Gly

Thr

Pro

Gly

Cys
300

Ala

Ser

Ser

Thr

Gly

285

Thr

Ser

Asn

Thr

Gly

270

Ile

Gln

Tyr

Pro

Ser

255

Gln

Gly

Leu

Pro

Gly

240

Arg

Pro

Tyr

Asn
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido endoglucanasa que comprende actividad celulolitica y que se selecciona del grupo que consiste
en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 95% de identidad de secuencia
con SEQID NO: 2;y

b) un polipéptido de a) que carece del dominio de unién de carbohidrato, o el dominio de unién de carbohidrato y la
regiéon conectora.

2. El polipéptido endoglucanasa de la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia de aminoacidos tiene al menos
98% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2.

3. El polipéptido endoglucanasa de la reivindicacion 1, que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o
SEQ ID NO: 19.

4. El polipéptido endoglucanasa de la reivindicacion 1, que se puede obtener o se origina de Acremonium sp.,
preferiblemente de Acremonium thermophilum, lo mas preferiblemente de Acremonium sp. CBS 116240.

5. Una proteina de fusion de endoglucanasa que comprende el ndcleo celuloliticamente activo de un polipéptido que
tiene al menos 95% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2, unido a un dominio de unién de carbohidrato
(CBD) heterodlogo.

6. La proteina de fusion de endoglucanasa de la reivindicaciéon 5, en el que dicho CBD y una region conectora
opcional derivan de CBHI de Trichoderma reesei, CBHI de Chaetomium thermophilum, o xilanasa de Acremonium

sp.

7. La proteina de fusién de endoglucanasa de la reivindicacién 6, en el que la proteina de fusion tiene una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 71% de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 39, al menos 69% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 40, y al
menos 69% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 41.

8. Un polinucleétido aislado que codifica el polipéptido endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 o una proteina de fusion de endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7.

9. El polinucledtido aislado de la reivindicaciéon 8, que tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo
que consiste en:

a) una secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO:
37,0 SEQ ID NO: 38;

b) una cadena complementaria de a); y

C) una secuencia que es degenerada como resultado del cdédigo genético a una cualquiera de las secuencias como
se define en a) o b).

10. Un vector de expresion que comprende una secuencia de polinucledtido que codifica el polipéptido
endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una proteina de fusion de endoglucanasa de una
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7.

11. Una célula huésped que comprende un vector de expresion de la reivindicacion 10.
12. La célula huésped de la reivindicacion 11, que es de origen fungico.
13. La célula huésped de la reivindicacion 12, que es Trichoderma reesei.

14. Un proceso para la produccion de un polipéptido endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
0 una proteina de fusidén de endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 que comprende la etapa
de cultivar la célula huésped de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13.

15. Una preparacién de enzima que comprende un polipéptido endoglucanasa de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o una proteina de fusion de endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7.

16. Un proceso para biolavado a la piedra, que comprende la etapa de afiadir un polipéptido endoglucanasa de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una proteina de fusién de endoglucanasa de una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 7 o una preparacion de la reivindicaciéon 15 a tela o prendas que contienen algodon, tal como
tela vaquera.
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17. Un proceso para bioacabado, que comprende la etapa de afadir un polipéptido endoglucanasa de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una proteina de fusién de endoglucanasa de una cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 7 0 una preparacion de la reivindicacion 15 a materiales textiles como telas o prendas o hilo.

18. Una composicion de detergente que comprende un polipéptido endoglucanasa de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o una proteina de fusién de endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 5a 7 o
una preparacion de la reivindicacion 15 y auxiliares, tales como agentes tensioactivos, surfactantes, agentes
blanqueantes o potenciadores.

19. Un método para tratar material textil que contiene fibra celulésica, en el que dicho método comprende poner en
contacto dicho material textil con la composicién de detergente de la reivindicacion 18.

20. Un método para tratar pulpa o fibra derivada de madera, que comprende la etapa de afadir un polipéptido
endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una proteina de fusion de endoglucanasa de una
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 0 una preparacion de la reivindicacion 15 a pulpa mecanica o quimica o fibra
secundaria derivada de madera.

21. Un método para mejorar la calidad de alimento animal, que comprende tratar material de plantas con un
polipéptido endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una proteina de fusién de
endoglucanasa de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7 o una preparacioén de la reivindicacion 15.

22. Una cepa de Escherichia coli que tiene el numero de acceso DSM 17324, DSM 18813, DSM 18814, DSM 18815,
DSM 18816 o DSM 18817.
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Fig. 1
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Fig. 2

ES 2637008 T3

120 fe

100

Actividad relativa [%]

ejante a

e WEE:.-

4,0

4.5

5,0

5,5 5,0 6,5 7,0

120w

100

40

Actividad relativa [%]

20

semejante a EG40 :

R R s

T 1 T

65 70 75
Temperatura [°C]

67




Fig. 3
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Fig. 4
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Fig.5
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