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(57) Resumo: PROTEINA DE FUSAO DE CELULASE, SEU
PROCESSQ DE PRODUGCAOC E COMPOSIGAC DETERGENTE
CONTENDO A MESMA, VETOR DE EXPRESSAO, CELULA
HOSPEDEIRA, PREPARACAO DE ENZIMA, PROCESSOS PARA
DESBOTAMENTO E PARA BIOACABAMENTO E METODOS DE
TRATAMENTO DE FIBRA CELULOSICA CONTENDO MATERIAL
TEXTIL, PARA TRATAR FIBRA OU POLPA DERIVADA DE MADEIRA
E PARA MELHORAR A QUALIDADE DE RACAO ANIMAL. A presente
invencdo fornece novas proteinas de fusdo de celulase, preparacbes
de proteinas de fuséo de celulase e composi¢des de proteinas de
fusdo de celulase. A presente invengao se refere ainda a vetores de
expressao de celulase, células hospedeiras expressando celulase e
métodos para preparar tais vetores e células. Os usos de celulases,
preparagbes de celulase e composi¢des de celulase nas industrias
téxtil, de detergente, polpa e papel também sao fornecidos.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengéo para "CELULASES
MELHORADAS".

"~ Campo da invencio

A presente invencéo se refere a novas proteinas de fuséo celu-
lase, preparagdes e composi¢gdes contendo essas proteinas de fusdo celula-
se, vetores de express&o, células hospedeiras e métodos para sua prepara-
¢cao e usos das celulases, preparagdes e composigcdes nas industrias téxtil,
de detergente e polpa e papel. '

-Antecedentes da invencéo

Celulose é um polissacarideo linear de residuos de glicose co-
nectados por ligagdes B-1,4. Na natureza, celulose é geralmente associada
com lignina juntamente com hemiceluloses, tais como xilanas e ‘glicomana-
nas. Enzimas celuloliticas hidrolisam a celulose e sdo produzidas por uma
ampla variedade de bactérias e fungos. CElulases s&o enzimas industrial-
mente importantes com um valor de mercado anual atual de cerca de 190
milhoes de dolares. Na industria téxtil, celulases sdo usadas em acabamento
de éarja de Nimes para criar uma aparéncia lavada de pedra segundo a mo-
da em roupas de sarja de Nimes num processo de desbotamento, e elas
também sao usadas, por exemplo, para limpar flocos e prevenir a formagéo
de pilulas na superficie de roupas de algoddo. Na industria de detergentes,
celulases sa@o usadas para clarificar corres e para prevenir o acinzentamento
e a formagao de pilulas das pegas de roupa. Celulases sdo ainda usadas
pela industria de alimentos e de produgdo de ragdo animal, e elas tém um
6timo potencial na industria de polpa e papel, por exemplo, na retirada de
tinta para liberar tinta das superficies da fibra e na melhoria da drenagem da
polpa. O amplo espectro de usos industriais para celulases estabeleceu uma
necessidade para produtos de celulase comerciais contendo diferentes com-
ponentes de celulase e funcionando otimamente em diferentes faixas de pH
e temperatura.

O uso pratico de celulases é dificultadov pela natureza das celu-
lases conhecidas, as quais sdo geralmente misturas de celulases com uma

variedade de atividades e especificidades de substrato. Por essa razdo, tem
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sido feitos esforcos para obter celulases com somente as atividades deseja-
das. As propriedades tnicas de cada celulase tornam algumas mais ade-
quadas para certos propésitos do que outras. Enquanto as enzimas diferem
numa variedade de formas, uma das mais importantes diferencas ¢ o pH
otimo. Celulases neutras sdo mais ativas na faixa de pH 6 - 8 e celulases
alcalinas na faixa de pH 7,5 - 10, enquanto que celulases &cidas, com o pH
6timo em pH 4,5 - 5,5, apresentam niveis de atividade muito baixos em valo-
res de pH mais altos. CElulases neutras e acidas sdo especialmente uteis na
industria téxtil. No tratamento téxtil, as celulases atacam as cadeias de mo-
léculas de celulose que formam as fibras de algodéo, afetando dessa forma
as caracteristicas do tecido.

Na industria téxtil, aparéncia de "pedra lavada" ou uma aparén-
cia abradada tem sido interessante para os produtores de sarja nos anos
recentes. A lavagem de pedra tradicional com pedras de pedra-pomes reduz
a forga do tecido e carrega os aparelhos de lavagem. A tendéncia tem sido
para processos de acabamento de sarja de Nimes enzimaticos e celulases -
foram substituidas ou tem sido usadas juntamente com pedra-pomes para
conferir ao tecido sua aparéncia "gasta" desejada. O tratamento enzimatico
controlado resulta em menos danos para as pegas de vestuario e maquinas
e elimina a necessidade pelo descarte de pedras.

Celulases aplicadas no tratamento de sarja de Nimes séo geral-
mente divididas em dois grupos principais: celulases acidas e neutras. Celu-
lases acidas tipicamente operam em pH 4,5 - 5,5 e as celulases neutras na
faixa de pH 6 - 8. Celulases &cidas usadas em desbotamento principalmente
se originam da Trichoderma reesei (forma sexual da Hypocrea jecorina) e as
celulases neutras vém de uma variedade de fungos, incluindo os géneros de
Melanocarpus, Humicola, Thielavia, Myceliophthora, Fusarium, Acremonium
e Chrysosporium (Haakana et al. 2004). Enzimas T. reesei incluem, por e-
xemplo, celulases da familia de glicosideos 5 (endoglucanase I, EGII), fami-
lia 7 (celobioidrolase |, CBHI) e familia 12 (endoglucanase Ill, EGlil; Ward et
al. 1993) e as celulases neutras, mais comumente endoglucanases, da fami-
lia 45 e da familia 7 (Henrissat, 1991; Henrissat e Bairoch, 1993).
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Celulases compreendem um dominio/nticleo catalitico (CD) ex-
pressando atividade da celulase. Além do dominio catalitico, a molécula de
celulase pode compreender um ou mais dominios de ligagdo de celulose
(CBDs), também chamados de dominios/médulos de ligagdo de carboidratos
(CBD/CBM), os quais podem estar localizados ou no N- ou no C- terminal do
dominio catalitico. CBDs tém atividade de ligacdo a carboidrato e eles me-
deiam a ligagéo da celulase para a celulose cristalina, mas tém pouco ou
nenhum efeito na atividade hidrolitica da celulase da enzima em substratos
soluveis. Esses dois dominios estao tipicamente conectados através de uma
regiao ligante flexivel e altamente glicosilada.

~ Celulases que atacam primariamente na superficie da fibra sio
especialmente uteis na lavagem com pedra de sarja de Nimes pihtada com
corante indigo, uma vez que o corante € localizado na superficie da fibra.
Quando usado para tratar tecido de algodao, celulases neutras geraimente
requerem um tempo de lavagem mais longo do que as celulases &cidas. En-
tretanto, celulases neutras tém uma agdo menos agressiva no algoddo do
que celulases acidas, e ndo afetam a forga do tecido tanto quanto as celula- |
ses acidas. Celulases neutras tém um perfil de pH mais amplo e, dessa for-
ma, o0 aumento no pH que ocorre durante o desbotamento tem pouco efeito
na atividade das enzimas de celulase neutras. Entretanto, uma vez que os
tratamentos da celulase também tem efeitos indesejaveis, tais como dano de
fibras ou perda de forga, um equilibrio adequado entre os efeitos desejados
e indesejaveis tem que ser procurado. |

WO097/14804, o qual é aqui incorporado por referéncia, revela

trés novas celulases neutras de origem Melanocarpus, as quais sdo especi-
almente Uteis na industria téxtil e de detergente. Especificamente, uma en-
doglucanase de 20 KDa (Cel45A), uma endoglucanase de 50 KDa (Cel7A) e
uma celobioidrolase de 50 KDa (Cel7B) sdo descritas. Essas celulases aqui
designadas como "celulase 20K", "celulase 50K" e "celulase 50K B", respec-
tivamente, sao derivadas de Melanocarpus albomybes e mostram bons efei-
tos de lavagem de pedra.

Uma vez que h& uma demanda existente, especialmente na in-
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dustria téxtil e detergente, para outras celulases melhoradas, foi sugerido
que melhorias nas celulases poderiam ser obtidas pela formagéo de protei-
nas de fusdo. Também na WQO97/14804, constructos de proteina de fusdo.
da celulase 20K, celulase 50K e celulase 50K B com, por exemplo, celulase,
hemicelulase ou manase de Trichoderma reesei ou seus dominios funcionais
sdo geralmente sugeridos. Além disso, para criar novas propriedades para
as celulases reveladas, fusbes das celulases reveladas com domfnios, tais
como o dominio de ligagao da celulose (CBD), preferivelmente com seu li-
gante, sao sugeridas. Entretanto, nenhum exemplo especifico é dado, nem
sao descritas as novas propriedades tencionadas para.

Proteinas de fusdo de celulase sdo adicionalmente conhecidas,
por exemplo, a partir de W0O96/29397, que revela endoglucénases formadas
por uma fusdo entre endoglucanases de Myceliophthora thermophila, de
Macrophomina phaseolina e de Crinipellis scabella e o CBD/ligante de Hu-
micola insolens. As referidas endoglucanases na sua forma natural ndo tém
um CBD/ligante.

EP 663 950 revela variantes de celulase, especialmente varian-
tes de celuiase de Humicola insolens de 43 KDa, em que a celulase pode
incluir uma regiao ligante de outra espécie de microrganismo, por exemplo,
para proporcionar propriedades melhoradas, tais como resisténcia melhora-
da a tensoativos anidnicos, a oxidagao ou aos agentes alvejantes.
Entretanto, hd uma necessidade continua por celulases melhoradas que
também s&o menos danosas a fibra na industria téxtil e em outros campos,
onde celulases tradicionalmente sdo usadas. Particularmente ha uma ne-
cessidade continua por celulases mais eficientes para melhorar a economia
do processo. _

A presente invengédo almeja atender a essa necessidade.

Breve descricido da invencao

Um objeto da presente invencdo é fornecer novas proteinas de
fusao de celulase com propriedades hidroliticas melhoradas para uso na in-
dustria téxtil, especialmente na lavagem de pedra de sarja de Nimes, e para

uso nas composigoes detergentes assim como em outros campos. As novas
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proteinas de fuséo de celulase da invengao sdo ativas em valores de pH
neutro e alcalino, elas tm um desempenho de lavagem muito melhorado em
aplicagdoes de desbotamento e bioacabamento téxtil e em aplicacdes de de-
tergentes, e elas ainda ndo comprometem a forca dos tecidos. Com a efici-
éncia melhorada das proteinas de fusdo da celulase, o processo de produ-
¢ao das enzimas € significativamente mais econémico. Vantagens adicionais
também sao aicangadas em termos de logistica e na estocagem dos produ-
tos de enzima, quando quantidades menores de produto de enzima sdo ne-
cessarias.

Um outro objeto da presente invengdo é fornecer polinucleoti-
deos que codificam as novas proteinas de fusdo de celulase das presentes
invengdes. |

Um outro objeto da presente invengdo é fornecer novos plasmi-
deos ou vetores de expressdo contendo tais polinucleotideos, uteis para a
producado de novas proteinas de fus@o de celulase da presente invencéo, e
novos hospedeiros transformados com os respectivos plasmideos de ex-
pressao.

Um outro objeto da presente invengéo é fornecer preparagoes
enzimaticas, as quais contém uma ou mais novas proteinas de fusio de ce-
lulase com propriedades hidroliticas melhoradas.

Ainda um outro objeto da presente invengéo é fornecer métodos
de uso de preparagdes enzimaticas e as proteinas de fusdo de celulase para
acabamento de tecidos, especialmente para o desbotamento de sarja de
Nimes.

Ainda um outro objeto da presente invencdo é fornecer meios
para o uso de preparagdes enziméticas da invencdo em composigdes de
detergente.

A presente invengao se refere a uma nova proteina de fusdo de
celulase compreendendo

A. uma primeira sequéncia de amino4cidos opcionalmente modi-
ficada de um nucleo de celulase derivado de uma espécie, e

B. uma segunda seqléncia de aminoacidos opcionalmente mo-
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dificada de um ligante e/ou de um dominio de ligagao de celulose (CBD) de-
rivado de outra espécie, ‘

em que uma regiao de jun¢do foi introduzida entre a referida
primeira sequéncia de aminoacidos e a referida segunda seqiiéncia de ami-
noacidos, por meio da qual uma proteina de fusdo estéavel é obtida.

Preferivelmente, a regido de jungédo tem a seguinte formula ge-
ral: ' |

'A—2B-3C -%D-5E-°F
em que _

'A é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente 'A é Gly ou Val, mais preferivelmente Gly;

°B ¢ selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lie, Phe, Val, Glu, Asp, GIn, e Asn; preferivelmente 2B é Pro, GIn, ou Glu:

3C ¢ selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Lys, Leu,
Pro, lle, Val, Ser e Thr; preferiveimente 3C é lle;

“D é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente “D é Gly ou Pro;

5_E é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Pro e Thr;
preferivelmente °E ¢ Ser; e

®F ¢ selecionado de um grupo consistindo em Ser, Thr ou esta
ausente, preferivelmente °F é Ser ou esta ausente; em que 'A esta ligado na
seqliéncia de aminoacidos C-terminal do nucleo de celulase e °F esta ligado
na sequéncia de aminoécidos N-terminal do ligante e/ou dominio (CBD).

A presente invengao ainda se refere a um vetor de expressao
compreendendo uma primeira sequéncia de polinucleotideo que codifica
uma primeira sequéncia de aminoacidos opcionalmente modificada de um
nucleo de celulase derivado de uma espécie, e uma segunda sequéncia de
polinucleotideos que codifica uma segunda seqiéncia de aminoacidos op-
cionalmente modificada de um ligante e/ou de um dominio de ligacéo de ce-
lulose (CBD) derivado de outras espécies, e um polinucleotideo que codifica
uma regido de jungédo que conecta as referidas primeira e segunda seqiién-

cia de polinucleotideo, as referidas sequéncias de polinucleotideo codifican-
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do as respectivas seqiéncias de aminoacidos das proteinas de fusdo de
celulase da invengao.

A presente invenc¢do ainda se refere a novos hospedeiros trans-
formados com os vetores da invencgéo, especialmente hospedeiros que sdo
capazes de um alto nivel de expressio da proteina de fusdo de celulase da
invencgao. .

A presente invencéo se refere ainda a uma preparagéo enzima-
tica, a qual contém uma ou mais proteinas de fuséo de celulase da invengao.

A presente invengéo se refere ainda a um método para o uso

das preparagbes enziméticas da invengdo para o acabamento de tecidos,

. especialmente para o desbotamento de sarja de Nimes.

A presente invencdo se refere ainda ao uso das préparagées
enzimaticas da invencdo em composi¢des de detergente.
Desenhos

Fig. 1 é o mapa esquemaético do plasmideo pALK1480.

Fig. 2 € o mapa esquematico do plasmideo pALK492.

Fig. 3 € o mapa esquematico do plasmideo pALK424.

Fig. 4 é o mapa esquematico do plasmideo PALK1237.

Fig. 5 € 0 mapa esquematico do plasmideo pALK1241.

Fig. 6 € o mapa esquemaético do plasmideo p3SR2.

Fig. 7 € o mapa esquematico do plasmideo PALK1649.

Fig. 8 € 0o mapa esquematico do plasmideo pALK1694.

Fig. 9A. O cassete de expresséo usado na transformagdo de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusdo
20K+CBD. O gene 20K+CBD estava sob o controle do promotor cbh?
(cel7A) (cbh1 prom) e a terminagdo da transcrigdo foi assegurada pelo uso
da sequéncia terminadora cbh1 (termo). O gene amdS (amdS) e a regido
flanqueadora cbhl 3’ (flanqueadora cbhi 3’) foram incluidos. figura 9B. Se-
quéncia de aminoacidos de um ponto de jungdo no qual a proteina 20K de
Melanocarpus albomyces (Cel45A) é fundida com o peptideo ligante CBHI
de Trichoderma reesei (cel7A) seguido pelo dominio de ligagdo de celulose
(CBD) em plasmideos pALK1434 e pALK1435. Os aminoacidos contidos na
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regido ligante estao sublinhados, e a sequéncia de aminoécidos da regido
CBD esta marcada em italico. O primeiro aminoacido na regido CBD é indi-
cado por numeros sobrescritos. '

Fig. 10A. O cassete de expressdo usado na transformacgao de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusdo
20K+CBD. O gene 20K+CBD estava sob o controle do promotor cbht
(cel7A) (cbh1 prom) e a terminacdo da transcri¢ao foi assegurada> pelo uso
da sequéncia terminadora cbh1 (termo). O gene amdS (amdS) e a regido
flanqueadora cbhl/ 3’ (flanqueadora cbhl 3') foram incluidos. figura 10B. Se-
qiéncia de amino&cidos de um ponto de jungéo no qual a proteina 20K de
Melanocarpus albomyces (Cel45A) é fundida com o peptideo ligante CBHI
de Trichoderma reesei (Cel7A) seguido pelo dominio de ligagao de celulose |
(CBD) em plasmideos pALK1768, pALK1769, pALK1770 e pALK1775. Os
aminoacidos contidos na regido ligante estdo sublinhados, e a seqiiéncia de
aminoécidos da regido CBD esta marcada em italico. O primeiro aminoécidb
na regiao CBD é indicado por nimeros sobrescritos.

| Fig. 11A. O cassete de expressdo usado na transformagéo de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusio
20K+CBDmut. O gene 20K+CBDmy estava sob o controle do promotor cbh1
(cel7A) (cbh1 prom) e a terminagdo da transcrigdo foi assegurada pelo uso
da sequéncia terminadora cbh1 (termo). O gene amdS foi incluido como o
marcador de transformacao. figura 11B. Seqiiéncia de aminoacidos de um
ponto de jungdo no qual a proteina 20K de Mélanocarpus albomyces
(Celd5A) é fundida com o peptideo ligante CBHI de Trichoderma reesei
(Cel7A) seguido pelo dominio de ligagéo de celulose (CBD). As plasmideos
PALK1768, pALK1769, pALK1770 e pALK1775. Os aminodacidos substitui-
¢bes de aminodcidos na regido CBD dos cassetes de expressao pALK1877 -
PALK1880 também estao apresentadas. Os aminodcidos contidos na regido
ligante estao sublinhados, e a seqiéncia de aminoacidos da regido CBD es-
ta marcada em italico. O primeiro aminoéacido e os residuos de tirosina de
suas substituigdes na regiao CBD estao indicados por nimeros sobrescritos.

Fig. 12A. Sequéncia de aminoé&cidos do peptideo de ligagdo in-
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terdominio da CBHI de T. reesei (Cel7A). Os aminoacidos contidos na regido
ligante estao sublinhados. AG-444 e AG-460 representam a anulagéo do li-
gante dos residuos 434 - 444 e 434 - 460, respectivamente. figura 12B. Se-
qiéncia de aminoacidos de um ponto de jungdo no qual a proteina 20L de
MeA/anocarpus albomyces esta fundida com o peptideo ligante cortado da
CBHI de Trichoderma reesei (Cel7A) seguido pelo dominio de ligagéo a celu-
lose intacto ou modificado (CBD) nos cassetes de expressdo pALK1893,
PALK1896, pALK1899 e pALK1952. Os aminodcidos contidos na regido li-
gante estao sublinhados e a segliéncia de aminoacidos da regido CBD esta
marcada por itdlico. O primeiro aminoacido e os residuos de tirosina ou suas
substituigoes na regido CBD estao indicados por niUmeros sobrescritos.

Fig. 13A. O cassete de expressdo usado na transforrhagéo de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusdo
50K+CBD. O gene 50K+CBD esta sob o controle do promotor cbh1 (cbh1
prom) de T. reesei e a terminagéo da transcrigdo é assegurada com a adigéo
do terminador cbh1 (termo). O gene amdS (amdS) e a regido flanqueadora
cbhl 3’ (cbhl 3’) s&o incluidas. figura 13B. Sequéncia de aminoacidos de um
ponto de juncao da 50K de M. albomyces ligado ao ligante CBHI + CBD de
T. reesei. Os aminodcidos contidos na regido ligante estdo sublinhados, e a
seqliéncia de aminoéacidos da regido CBD esta marcada em italico. O primei-
ro aminoacido na regido CBD é indicado por nume'ros sobrescritos. |

Fig. 14A. O cassete de expressdo usado na transformacéo de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusdo
50KB+CBD. O gene 50KB+CBD esta sob o controle do promotor cbh1 (cbh1
prom) de T. reesei e a terminagao da transcrigcdo é assegurada com a adig&o
do terminador cbh1 (termo). O gene amdS (amdS) e a regido flanqueadora

~ cbhl 3 (cbhl 3') sdo incluidas. figura 14B. Sequéncia de aminoéacidos de um

ponto de juncdo da 50KB de M. albomyces ligado ao ligante CBHI + CBD de
T. reesei. Os aminoéacidos contidos na regido ligante estdo sublinhados, e a
seqliéncia de aminoacidos da regidao CBD esta marcada em italico. O primei-
ro aminodcido na regiao CBD ¢é indicado por nimeros sobrescritos.

Fig 15A. O cassete de. expressdo usado na transformacdo de
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protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusdo C-
BHI + CBD recombinantes de Thermoascus aurantiacus. O gene CBHI+CBD
estava sob o controle do promotdr cbh1 (cbh1 prom) (cel7A) e a terminagéo
da transcrigao foi assegurada pelo uso da seqUiéncia terminadora (termo). O
gene amdS foi incluido como um marcador de transformac&o. figura 15B.
Sequéncia de aminodcidos de um ponto de jungdo no qual a proteina CBHI
de Thermoascus aurantiacus é fundida com o peptideb ligante da'CBHI de
Trichoderma reeéei seguido pelo dominio de ligagdo a celulose (CBD). Os
aminoacidos contidos na regiao ligante estdo sublinhados, e a seqiiéncia de
aminoacidos da regiao CBD esta marcada em italico. O primeiro aminoacido
na regido CBD € indicado por nimeros sobrescritos.

Fig. 16. O desempenho das cepas RF5977 e RF6090 expres-
sando proteinas de fus&o da invengdo em comparagdo com uma preparagéo
comercial 20K no tratamento de sarja de Nimes. O aumento da claridade
como uma fungéo da dosagem enzimatica em condigbes de lavagem esta
descrito nos Exemplos 8 e 9.

Fig. 17. Efeito das proteinas de fusdo cbd + 20k e as correspon-
dentes preparagbes enzimaticas comerciais na forga do tecido de sarja de
Nimes. figura 17A. Forga de rasgo (N), deformacdo. figura 17B. Forca de
rasgo (N), tecido.

Fig. 178 mostra o efeito remogao de pilling da proteina de fusao
cbd + 20k.

Fig. 19 ilustra 0 desempenho da proteina de fusdo 20K+CBD na
aplicag@o de detergente. A figura mostra a diferenca de parelhamento de cor
entre o artigo anti-acinzentamento 224 lavado com ou sem a enzima, e o
artigo original (ndo-lavado); A. a 40°C e B. a 60°C. _

Fig. 20 ilustra 0 desempenho da proteina de fusdo 20K+CBD na
aplicagao de detergente. A figura mostra a diferenca de parelhamento de cor
entre o artigo anti-acinzentamento 224 lavado com enzima e sem enzima; A.
a 40°C e B. a 60°C.

Descricao detalthada da invencao

A presente invengao é baseada em esforgcos para melhorar mais
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celulases neutras, particularmente aquelas descritas em WQ97/14804, obje-
tivando a redugéo da perda de forga no tecido no tratamento enzimatico. Em
algumas aplicagdes, a celulase 20K mostrou propriedades indesejaveis em
relagao a forga da fibra, possivelmente devido ao pequeno tamanho. A hipo-
tese simples foi a de que um aumento no tamanho da enzima poderia redu-
zir a capacidade da enzima de penetrar nas fibras, enfraquecendo dessa
forma as fibras para uma extensao menor, isto é, a enzima poderia ser me-
nos agressiva. Para fazer isso, a tentativa de proteina de fus@o sugerida em
WQO97/14804 foi usada, e constructos de fusdo contendo um ndicleo de celu-
lase neutra de uma espécie Melanocarpus e uma cauda consistindo em um
ligante/CBD de uma celobioidrolase acida | de T. reesei foram projetados.
Surpreendentemente, entretanto, ao contrario das sugestdes da técnica an-
terior, constructos de proteina de fusdo completamente estaveis nao pude-
ram ser obtidos, nas os parceiros de fusdo separados um do outro nas con-
dicbes de cultivo. Isso foi presumivelmente devido a presenca de protea-
se(s).

Para produzir as proteinas de fusdo estaveis, uma tentativa foi
projetar novos constructos de jun¢do sem ter aminodacidos hidrofdbicos adja-
centes (por exemplo, V, |, L, F e W) para prevenir a clivagem por aspartilo-
proteases. Entretanto, embora os constructos produzissem proteinas de fu-
sao, ocasionalmente foi observada alguma degradacao. _

Baseando-se no alinhamento das celulases neutras contendo
naturalmente uma cauda de ligante/CBD, outros constructos foram produzi-
dos e finalmente esses constructos provaram ser mais estaveis e mais Uteis
para testagem adicional. Além disso, constructos de fusao foram projetados
0s quais carregaram mutagoes no CBD resultando em afinidade ou adsorcao
reduzida ou minima para a celulose (Linder et al., 1995). |

Os novos constructos produziram propriedades de forca melho-
radas, como foi o objetivo. Surpreendentemente, as proteinas de fusdo de
celulase estaveis apresentaram adicionalmente mélhoria ‘néo-esperada no
desempenho de lavagem, e foram tdo altas quanto mesmo seis vezes tio

eficientes quanto suas celulases "de origem". Entretanto, os rendimentos de
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producao foram mantidos acerca do mesmo nivel. Isso significa que somen-
te um sexto da quantidade de atividade de celulase presentemente necesséa-
ria & suficiente para alcangar o mesmo desempenho de lavagem da celulase
da técnica anterior. Isso produz economias consideraveis no passo de pro-
ducao, e também na logistica e estocagem, diminuindo dessa forma a carga
ambiental. Também os efeitos indesejéveis das preparacdes de celulase sdo
reduzidos, causando dessa forma economias adicionais para 0s usuarios
finais do produto enzimatico. Considerando que cerca de 2 bilhdes de pares
de calgas jeans sido produzidos anualmente, e a maior parte deles é finaliza-
da com celulase, a vantagem ¢ altamente significativa.
Concordantemente, a presente invengdo fornece uma nova pro-
teina de fusdo de celulase, compreendendo |
A. uma primeira seqiéncia de aminoacidos opcionalmente modi-
ficada de um nucleo de celulase derivado de uma espécie, e
B. uma segunda sequéncia de aminoacidos opcionalmente mo-
dificada de um ligante e/ou de um dominio de ligacdo de celulose (CBD) de-
rivado de outra espécie,
em que uma regido de jungao foi introduzida entre a referida
primeira seqiéncia de aminodacidos e a referida segunda sequéncia de ami-
noacidos, por meio da qual uma proteina de fusio estavel é obtida.
Em uma modalidade preferida da invengéo, a regido de jungao
tem a seguinte férmula geral:
'A-2B-3C-“D-SE-°F
em que
- 1A é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lie, e Val; preferivelmente 'A é Gly ou Val, mais preferivelmente Gly;
2B é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, Phe, Val, Glu, Asp, Gin, e Asn; preferivelmente B é Pro, Gin, ou Glu; -
3C é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Lys, Leu,
Pro, lle, Val, Ser e Thr; preferivelmente 3C ¢ lle; '
‘ “D é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente “D & Gly ou Pro;
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°E é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Pro e Thr;
preferivelmente °E ¢ Ser; e

®F & selecionado de um grupo consistindo em Ser, Thr ou esta
ausente, preferivelmente °F é Ser ou esta ausente; em que 'A est4 ligado na
seqléncia de aminoécidos C-terminal do nucleo de celulase e °F esta ligado
na sequéncia de aminoacidos N-terminal do ligante e/ou dominio (CBD).

Em uma modalidade especialmente preferida da invengao, a re-
giao de jungao tem a seguinte formula geral: |

'Gly - 2B - 3lle - “D- %Ser - °F
em que

2B é Pro, GIn, ou Glu;

*D é Gly ou Pro;

°E é Ser; e

°F é °F ¢ Ser ou esta ausente.

Em outra modalidade especialmente preferida da invengdo, a
regiao de jungéo tem a seguinte férmula geral: |

'Val - 2Gin - 3lle - *Pro - 5Ser - ®Ser.

Em outra modalidade especialmente preferida da invengao, a
regiao de jung¢éo tema seguinte férmula geral:

'Gly - %Glu - ®lle - *Gly - 5Ser.

Em outra modalidade especialmente preferida da invengéo, a
regiao de jun¢éo tem a seguinte férmula geral:

'Gly — 2Pro - 3lle — *Gly - 5Ser.

Em uma modalidade preferida da invengao, a primeira sequéncia
de aminoacidos € de uma celulase neutra e a segunda seqiiéncia de amino-
acidos é de uma celulase acida.

Em outra modalidade preferida da invencgéo, a primeira sequén-
cia de aminoacidos é de uma celulase da familia 45 (Cel 45) e a segunda
sequéncia de aminoacidos é da celulase da familia 7 (Cel 7).

Conforme usado no presente contexto, a expressdo "nucleo de
celulase” ou “nucleo” significa o dominio/nicleo catalitico (CD) de uma en-

zima expressando atividade da celulase. Tal dominio catalitico pode estar na
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sua forma de ocorréncia hatural (isto é, intacto) ou, preferivelmente, estar
modificado conforme definido abaixo. As expressoes "derivado" e variante
funcional denotam polipeptideos expressando a mesmé atividade da celula-
se, mas incluindo modificagdes conforme definido abaixo. ,

No presente contexto, codigos de aminoacidos de uma letra e
coédigos de aminoacido de trés letras convencionais sdo usados. Conse-
quentemente, A e Ala denotam alanina, R e Arg denotam arginina; N e Asn
denotam asparagina, D e Asp denotam &cido aspartico, Cys e C denotam
cisteina, E e Glu denotam &acido glutamico, Q e GIn denotam glutamina, G e
Gly denotam glicina, H e His denotam histidina, | e lle denotam isoleucina, L
e Leu denotam leucina, K e Lys denotam lisina, Me Met denotam metionina,
F e Phe denotam fenilalanina, P e Pro denotam prolina, S e Ser denotam
serina, T e Thr denotam treonina, W e Trp denotam triptofano, Y e Tyr deno-
tam tirosina e V e Val denotam valina. Além de L-aminodacidos de ocorréncia
natural, D-aminoéacidos também poderiam ser usados.

Nas proteinas de fusédo de celulase da invengao, a celulase neu-
tra é breferivelmente de origem fungica. A celulase neutra pode ser derivada
do género de Melanocarpus, Humicola, Thielavia, Myceliophthora, Fusarium,
Acremohium, Chrysosporium, Thermoascus, Scopulariopsis, Myriococcum,
Talaromyces, ou Chaetomium. Sao especialmente preferidas as Melanocar-
pus sp, com Melanocarpus a/bomyces sendo especialmente preferida. A ce-
lulase acida usada nas proteinas de fusdo da celulase da invencdo foram
originadas de Trichoderma sp. ou Hypocrea, especialmente de Trichoderma
reesei. | |

- Numa modalidade especificamente preferida da invengéo, a pri-
meira seqiéncia de aminoacidos é a celulase 20K de Melanocarpus albomy-
ces da SEQ ID NO: 2 ou um derivado seu, e a segunda sequéncia de ami-
noécidos é o ligante e/ou CBD da celobioidrolase | de Trichoderma reesei da
SEQ ID NO: 4 ou um derivado seu.

Numa modalidade preferida da invengdo, as proteinas de fusao
de celulase contém modificagdes no nucleo da celulase e/ou no ligante e/ou

CBD. Conforme usado no presente contexto, a expressao "modificado" se
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refere a mutagdes, tais como insergdo ou substituicdo de um ou mais ami-
noacidos, ou outras modificagdes, tais como glicosilagdes. Exemplos de tais
mutagdes incluem a substituicdo de residuos de tirosina conservados nas
posicbes 31 (correspondendo a tirosina Y492 do polipeptideo maduro) e/ou
32 (correspondendo a tirosina Y493 do polipeptideo maduro) com um ami-
noacido alifatico, preferivelmente com alanina, e/ou com um aminoacido a-
romatico, tal como triptofano, de CBD ou CBHI de Trichoderma reesei con-
forme descrito por Linder et al. 1995. Outros exemplos de tais mutagdes in-
cluem mutagdes interligantes de CBHO de Trichoderma reesei conforme
descrito por Srisodsuk et al., 1993, tais como anulacdes de amino4cidos da
posigao 434 até a 444 e da posigcdo 434 até a 460 da sequéncia de CBHI de
Trichoderma maduro. Outros exemplos de tais mutagdes incluem a anulagao
da Ala na posi¢éo 207, a anulagdo da Va na posigdo 208, a substituicdo da
Phe209Trp e a inserg&o de Pro depois da posigdo 206 na seqiiéncia de 20K
celulase de Melanocarpus albomyces da SEQ ID NO: 2.

As proteinas de fusdo da celulase da invencédo sdo estaveis. No
contexto da presente invengdo, a expressio "proteina de fusdo de celulase
estavel" significa que pelo menos 20%, preferivelmente pelo menos 40%,
mais preferivelmente pelo menos 70%, mais preferivelmente 90 - 100% da
proteina de fus&o de celulase produzida contém uma regido de jungdo nio-
clivada entre as seqiiéncias de aminoacidos dufante a fermentagao. Isso
significa que 20% - 100%, preferivelmente 40% - 100%, mais preferivelmen-
te 70% - 100% da celulase produzida tem a primeira e a segunda seqiéncia
de aminoacidos unidas por fusdo. A expressdo "proteina de fusio de celula-
se estavel" significa adicionalmente que o preparo da proteina de fusdo de
celulase pode ser estavel como tal ou foi estabilizado, por exemplo, por tra-
tamento com calor ou pelo ajuste do pH ou pela adi¢do de éstabilizantes ou
agentes que reduzem a atividade da protease ou pela separagédo da proteina
de fusdo da cultura. O tratamento com calor no presente contexto significa
um tratamento numa temperatura a qual permita qué a proteina de fusao na
preparagao seja mantida adequadamente estavel. O tratamento com calor
pode ser, por exemplo, um tratamento no pH 6,0 a 65 °C por 60 a 70 minu-
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tos.

No presente contexto, a expressdo "proteina de fusdo intacta”
significa que a jungao entre a primeira e a segunda sequéncia de amino&ci-
dos na proteina de fusdo da invengdo permanece nio quebrada, embora
possa ou nao aparecer degradacgéo terminal nas referidas seqiiéncias.

Numa modalidade preferida da proteina de fusdo da celulase da
invengéo, a primeira sequiéncia de aminodacido é uma sequéncia 20K de Me-
lanocarpus albomyces com SEQ ID NO: 2 ou uma variante funcional sua.
Em outra modalidade preferida da primeira sequéncia de aminoacido é a
sequéncia 50K de Melanocarpus albomyces com a SEQ ID NO: 6 ou uma
variante funcional sua. Em outra modalidade preferida da primeira seqiéncia
de aminodcidos € a sequéncia 50KB de Melanocarpus albomyces com a |
SEQ ID NO: 8 ou uma variante funcional sua. Em outra modalidade preferida
da primeira seqliéncia de aminoacidos é a sequéncia da CBHI de Thermo-
ascus aurantiacus com SEQ ID NO: 10 ou uma variante funcional sua. Erh
ainda uma modalidade preferida da proteina de fusio de celulase da inven-
¢ao, a segunda seqiiéncia de aminodcidos & o ligante e a sequéncia de do-
minio de ligag&o da celulase com SEQ ID NO: 4 da celobioidrolase | de Tri-
choderma reesei ou uma variante funcional sua.

Dessa forma, uma modalidade altamente preferida da proteina
de fuséo da celulase da invengao, a primeira sequéncia de aminoacidos do
nicleo de celulase é selecionada da SEQ ID NO: 37, 38, 39, 40, 41, 42 ¢ 43,
especialmente SEQ ID. NO: 39, e a segunda seqiiéncia de aminoacidos de
uma sequéncia ligante e/ou CBD ¢ selecionada de SEQ ID. NO: 44, 45, 46,
47, 48, 49 e 50. Numa modalidade especial da invengao, a primeira seqlién-
cia de aminoacidos do nucleo de celulase é a SEQ ID NO: 39 e a segunda
seqléncia de aminoacidos de uma sequéncia ligante e/ou CBD é a SEQ ID
NO: 47, 49 ou 50.

A presente invencdo ainda se refere a um veto de expressao
compreendendo uma primeira seqiéncia de polinucleotideo codificando uma
primeira sequéncia de aminoacidos opcionalmente modificada de um ntcleo

de celulase derivado de uma espécie, e uma segunda sequéncia de polinu-
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cleotideo codificando uma segunda seqiiéncia de aminoacidos opcionalmen-
te modificada de um ligante e/ou de um dominio de ligagéo & celulose (CBD)
derivado de outra espécie, e um polinucleotideo codificando uma regido de
juncao especifica conectando as referidas primeira e segunda seqiiéncias de
polinucleotideo, as referidas sequéncias de polinucleotideo codificando as
respectivas seqliéncias de aminoacidos conforme especificamente definido
acima. |

A presente invencéo se refere ainda a preparagbes de celulase
contendo uma ou mais proteinas de fus@o de celulase da invengao, sozinhas
ou juntas com enzimas adicionais e aditivos de acordo com a aplicagéo es-
pecial em questao.

A presente invengao se refere ainda aos usos de e métodos pa-
ra o uso das preparagdes de proteina d efusdo de celulase da invencéo para
0s propositos especificamente revelados abaixo.

As preparagbes de proteina de fusdo de celulase da invencéo
sao especialmente Uteis na industria téxtil e detergente. Essas celulases a-
presentam um efeito de abrasao altamente melhorado e visivel e um aumen-
to da claridade mensuravel. Eles apresentam um manchamento de fundo
aceitavel e bom, assim como um contraste focado em desbotamento. Eles
sao uteis na industria téxtil para o bioacabamento de tecidos ou pecas de
vestuario, por exemplo, remogéo de pilling, desfloculagdo, clarificacdo de
cor, redugao de aspereza, criagao de diferentes acabamentos (por exemplo,
um efeito de "pele de péssego’, "usado”, "lavado em areia" ou "aparéncia
antiga") e para o bioacabamento de fio, por exemplo, reducdo do excesso de
pélos e melhoria da maciez. Ter tais boas propriedades remogao de pilling é
muito incomum para celulases neutras, uma vez que as enzimas usadas nas
aplicagdes de bioacabamento industrial sdo tipicamente celulases acidas.
Celulase neutra com excelentes propriedades remogéo de pilling como a
proteina de fusé@o cbd + 20k capacita o tratamento de bioacabamento simul-
taneamente durante a tintura, levando a economias consideraveis. Também
a firmeza de cor & geralmente melhor em condi¢Ges neutras do que em aci-
das.
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Usos adicionais incluem o uso em composigdes detergentes pa-
ra melhorar as propriedades de cuidado de tecido por antipilling, anti-
acinzentamento, clarificagdo de cor e amaciamento, e para melhorar o efeito
de limpeza téxtil, por exemplo, remogdo de manchas.

Conforme utilizado no presente contexto, a expressdo "desbo-
tamento” de tecido ou pega de vestuario significa o uso de enzimas no lugar
de, ou além de, pedra-pomes para p tratamento de tecido ou vestuario, es-
pecialmente sarja de Nimes.

Conforme utilizado no presente contexto, a expressdo "bioaca-
bamento” se refere ao uso de enzimas numa hidrélise controlada de fibras
celuldsicas para modificar a superficie do fio ou tecido de uma forma que
previna permanentemente o pilling, melhore o manuseio de tecido como ma-
ciez e lisura, limpe a estrutura da superficie pela redugéo da fiocosidade, o
que resulta na clarificagéo de cores, melhora a capacidade de prender do
tecido, melhora a capacidade de absorgZo de umidade, o que pode melhorar
também a capacidade de coloragio.

| Confofme utilizado no presente contexto, a expreéséo "backstai-
ning" se refere a tendéncia de o corante liberado redepositar na superficie
das fibras do tecido.

Conforme usado no presente contexto, a expressao "detergente”
se refere a um agente de limpeza que pode conter agentes ativos de super-
ficie (tensoativos anidnico, nao-ibnico, catiénico e anfolitico), abrasivos e
outros ingredientes opcionais, tais como agentes anti-redeposigdo e de sus-
pensao de manchas, clarificadores oticos, agentes alvejantes, corantes e
pigmentos e hidrolases. Uma listagem adequada dos contetidos de deter-
gentes € dada na Patente Americana No. 5.433.750, uma lista adequada de
tensoativos é dada na Patente Americana No. 3.664.961.

Por uma sequéncia de aminoécido que é um "equivalente" ou
um "derivado” de uma sequéncia de aminoacido especifica se entende uma
seqliéncia de aminoacido que nao é idéntica a seqiiéncia de aminoéacido.
especifica, mas antes contém pelo menos algumas alteragdes de aminoéci-

dos (anulagbes, substituicdes, inversdes, insergdes, etc.) que nio necessa-
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riamente afetam a atividade biolégica da proteina em comparagdo com uma
atividade similar da seqiéncia de aminoécido especifica, quando usada para
uma dada aplicacgao.

A atividade bioldgica de uma celulase é a sua atividade cataliti-
ca, e/ou sua capacidade de se ligar ao material celulésico.

Um vetor de expressdo é um plasmideo de clonagem ou um ve-
tor capaz de expressar DNA que codifica as proteinas de fusdo de celulase
da invencado apos a transformag@o num hospedeiro desejado. Quando um
hospedeiro fungico é usado, o gene de interesse é preferivelmente fornecido
a um hospedeiro fungico como parte de um veiculo de expresséo ou clona-
gem que se integra no cromossomo flingico, ou permite que o gene de inte-
resse se integre no cromossomo hospedeiro, ou como um plasml'déo que se
replica autonomicamente. Seqliéncias que sao parte do veiculo de clonagem
ou do veiculo de expressdo também podem estar integradas com o referido
DNA durante o processo de integragdo. Além disso, no fungo o vetor de ex-
pressao ou suas partes podem ser alvejadas em locais ‘predeterminados.

O DNA que codifica as proteinas de fusdo da invencdo é tam-
bém preferiveimente colocado sob o controle de (isto é, operativamente liga-
do a) certas sequéncias de controle, tais como seqiiéncias promotoras for-
necidas pelo vetor (a qual se integra com o gene de interesse). Alternativa-
mente, as sequéncias de controle podem ser aquelas no sitio de insercao.

As seqléncias de controle de expressao de um vetor de expres-
sao ira variar dependendo se o vetor é projetado para expressar certo gene |
num hospedeiro procariético ou num eucariético (por exemplo, um vetor para
langamento pode fornecer um ge'ne para selecdo em hospedeiros bacteria-
nos). Seqliéncias de controle de expressido podem conter elementos regula-
torios transcricionais tais como promotores, elementos intensificadores e
sequéncias de terminacdo transcricionais, e/ou elementos regulatérios tra-
ducionais, tais como de iniciagdo traducional e sitios de terminagao.

Uma molécula de polinucleotideo, tal 6omo DNA, é dita como
sendo "capaz de expressar’ um polipeptideo se ele contiver seqiiéncias de

controle de expressao as quais contém informagao regulatéria transcricional
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e tais sequéncias séo "ope'ravelmente ligadas" & sequiéncia de nucleotideo a
qual codifica o polipeptideo.

Uma ligacédo operavel é uma Iigac;éo na qual a seqliéncia é co-
nectada a uma sequéncia (ou sequéncias) regulatoria de tal forma a colocar
a expressao da sequéncia sob a influéncia ou controle da sequéncia regula-
téria. Duas sequiéncias de DNA (tal como uma sequéncia da regigo promoto-
ra ligada a extremidade 5 da seqiéncia codificador de proteina) sao ditas
como sendo operavelmente ligadas em funcdo dos resultados do promotor
na transcricao. |

Os vetores da invengdo podem ainda compreender outros ele-

mentos regulatérios operativamente ligados, tais como sequéncias intensifi-

- cadoras.

Numa modalidade preferida, transformantes geneticamente es-
taveis sdo construidos por meio dos quais o DNA que codifica as protemas
de fusdo da celulase da invengao esta integrado no cromossomo do hospe-
deiro pela transformagdo com um vetor, o qual abriga seqi]encias que pro-
move’fn a integragao do referido vetor no cromossomo.

Células que tém DNA estavelmente integrado que codifica as
proteinas de fusdo de celulase da invencéo NOS seus Cromossomos sdo se-
lecionadas também pela introdug@o de um ou mais marcadores, homoélogos
ou heterdlogos, os quais permitem a selecdo de células hospedeiras as
quais contém o vetor de expressao no cromossomo, por exemplo, 0 marca-
dor por proporcionar resisténcia a biocida, por exemplo, resisténcia a antibio-
ticos, ou metais pesados, tais como cobre, ou marcadores' complementando
uma mutacdo auxotréfica no cromossomo hospedeiro, e semelhantes. O
gene do marcador selecionavel pode ou estar diretamente ligado as seqiién-
cias de gene de DNA a serem expressas ou introduzido na mesma célula
por co-transformacéo.

Uma vez que o vetor ou sequiéncia de DNA da invengao conten-
do o(s) constructo(s) € preparada para expresséo, o(s) constructo(s) de DNA
€ introduzido numa célula hospedeira apropriada por qualquer uma de uma

variedade de formas adequadas, incluindo a transformacao conforme é co-
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nhecido na técnica. Depois da introdugdo do vetor, as células receptoras
crescem num meio seletivo, o qual seleciona para o crescimento de células
transformadas.

Sistemas hospedeiros de expressdo e producao adequados sao,
por exemplo, o sistema de produgéo desenvolvido para o hospedeiro de fun-
go Trichoderma (EP 244 234), ou um sistema de produgéo de Aspergillus, tal
como A. oryzae ou A. niger (WO 9708325 e WO 9533386, US 5.843.745, US
5.770.418), ou a produgcdo de um sistema de‘senvo_lvido para Fusarium, tal
como F. oxysporum (Malardier et al., 1989). Sistemas de produgdo adequa-
dos desenvolvidos para bactéria sdo um sistema de produg¢édo desenvolvido
para Bacillus, por exemplo B. subtilis ou para E. coli, ou para o actinomicete
Streptomyces. Sistemas de produgdo adequados desenvolvidosbara leve-
duras sao sistemas desenvolvidos para Saccharomyces, Shizosaccharomy-
ces ou Pichia pastoris.Sistemas de produgdo em alguns outros micrébios ou
em ceélulas de mamiferos ou em plantas também sao possiveis.

A expressdo da(s) seqiiéncia(s) de gene clonado resulta na pro-
ducgéo da proteina desejada, ou na produgdo de um fragmento dessa protei-
na. Essa expressdo pode ocorrer de uma forma continua nas células trans-
formadas, ou de uma forma controlada.

Fragmentos sdo entendidos como sendo partes das moléculas
de acido nucléico longas o suficiente para codificar para a proteina descrita
ou um fragmento biologicamente ativo seu. O termo “derivado” significa nes-
se contexto que as seqiiéncias de nucleotideos dessas moléculas diferem
das sequéncias das moléculas de acido nucléico descritas acima em uma ou
mais posi¢oes e s&o altamente homologas a referida seqiiéncia. Homologia
€ entendido por se referir a uma identidade de sequéncia de pelo menos
40%, particularmente a uma identidade de pelo menos 60%,- preferivelmente
mais de 80% e ainda mais preferivelmente de mais de 90%. Os desvios das
moléculas de &acido rnucléico descritos acima podem ser o resultado da anu-
lag&o, substitui¢do, insergéo, adicdo ou combinagdo. Homologia, além disso,
significa que as respectivas seqiiéncias de nucleotideo ou proteinas codifi-

cadas sao funcionalmente e/ou estruturalmente equivalentes.
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Conforme usado no presente contexto, as expressdes "prepara-
¢ao de enzima" e "preparagdo de celulase" se referem a qualquer produto
enzimatico, o qual contém pelo menos uma proteina de fusdo de celulase. .
Conseqiientemente, tal preparagdo de enzima pode ser um meio de cultura
gasto ou filtrado contendo uma ou mais proteinas de fusdo de celulase ou
uma ou mais proteinas de fusdo de celulase e outras enzimas, uma proteina
de fusdo de celulase isolada ou uma mistura de uma ou mais protel’has de
fusdo de celulase ou uma mistura de uma ou mais proteinas de fusao de
celulase e uma ou mais outras enzimas. Além da atividade da proteina de
fusao de celulase, tal preparagdo pode conter aditivos, tais como estabilizan-
tes, tampoes, conservantes, tensoativos e/ou componentes de meio de cul-
tura. Aditivos preferidos séo tais, os quais sdo comumente usados nas pre-
paragdes enzimaticas tencionadas para o pedido, onde a preparacdo enzi-
matica € usada. A preparacdo enzimatica pode estar na forma de liquido, po
ou granulado.

Por "meio de cultura gasto" é aqui significado o meio de cultura ‘
do hbspedeiro compreendendo as enzimas produzidas. Preferivelmente, as
células hospedeiras séo separadas do referido meio depois da produgao.

A preparagdo enziméatica pode compreender uma ou mais pro-
teinas de fus&do de celulase da presente invengéo ou outras enzimas de ce-
lulase juntamente com uma ou mais proteinas de fusdo de celulase da pre-
sente invengao. Por exemplo, proteinas de fusdo de celulase com diferentes
propriedades podem ser combinadas para tornar a preparagdo enzimatica
mais util para diferentes condigdes.

Para obter as preparagbes enzimaticas da invengdo, os hospe-
deiros com as propriedades desejadas (isto é,' hospedeiros capazes de ex-

pressar quantidades economicamente praticaveis das proteinas de fusado de

~ celulase da invengdo) sdo cultivados sob condigbes adequadas, as enzimas

desejadas sao secretadas dos hospedeiros no meio de cultura e a prepara-
¢ao enzimatica € recuperada do referido meio de cultura por métodos co-
nhecidos na técnica.

A preparag@o enziméatica pode compreender, além da proteina
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de fusao de celulase, uma ou mais outras enzimas, as quais podem ser, por
exemplo, amilases, lacases e/ou peroxidases. Alternativamente, antes, du-
rante ouAdepois do tratamento com a proteina de fusdo de celulase da pre-
sente invengao, outro tratamento enzimatico pode ser executado. O trata-
mento enzimatico pode compreender, por exemplo, um ou mais tratamentos
com amilase, um ou mais tratamentos com celulase e/ou um ou mais trata-

mentos com peroxidase e/ou lacase. Quais outras enzimas sio incluidas na

preparagao enzimatica ou sao usadas no tratamento enzimatico, depende da

aplicagéao.

A preparagéd enzimatica pode ser o meio de cultura com ou sem
as células hospedeiras naturais ou transformadas, ou é recuperada do
mesmo pela aplicagcdo de métodos bem conhecidos na técnica. Entretanto,
devido as proteinas de fusdo de celulase da invencio serem secretadas no
meio de cultura e apresentarem atividade nas condi¢gdes ambiente do liquido
celuldtico, € uma vantagem da invengdo que as preparagdes enzimaticas da
invengé@o possam ser utilizadas diretamente do meio de cultura sem purifica-
¢ao adicional. Caso desejado, tais preparacdes podem ser liofilizadas ou a
atividade enzimatica, de outra forma, concentrada e/ou estabilizada para
estocagem. As preparagbes enzimaticas da inveng¢do sdo muito econémicas
para suprir e usar porque (1) as enzimas podem ser usadas de uma forma
bruta; o isolamento de uma enzima especifica do meio de cultura é desne-
cessario e (2) devido as enzimas serem secretadas no meio de cultura, so-
mente o meio de cultura precisa ser recuperado para obter a preparagéo
enzimatica desejada; ndo ha necessidade de extrair uma enzima dos hospe-
deiros. Preferivelmente, o hospedeiro para tal produgéo é Trichoderma, e
especialmente T. reesei.

As preparagbes enzimaticas da invengdo podem ser fornecidas
como um liquido ou como um soélido, por exemplo, uma forma de p6 seco ou
granular ou liquida, especialmente de granulos que nio espanam, ou um
liquido estabilizado, ou a preparacdo enzimatica pbde sef, de outra forma,
concentrada ou estabilizada para estocagem ou uso. E previsto que prepa-

racoes enzimaticas contendo uma ou mais das celulases neutras da inven-
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¢éo podem ser adicionalrhente enriquecidas ou tornadas parcialmente ou
completamente deficientes em atividades enzimaticas especificas, de forma
a satisfazer os requerimentos de uma utilidadé especifica em varias aplica-
¢oes, por exemplo, na industria téxtil. Uma mistura de atividades enzimaticas
secretadas por um hospedeiro e, especialmente, um fungo, pode ser esco-
lhida como sendo vantajosa numa aplicacdo industrial particular, por exem-
plo, desbotamento. -

As preparagées enzimaticas da invengdo podem ser ajustadas
para satisfazer os requerimentos de necessidades especificas em varias
aplicagdes na industria téxtil, de detergente ou de polpa e papel.

Misturas podem ser preparadas com outras macromoléculas que

nao sdo necessariamente todas produzidas a partir do mesmo hospedeiro

peroxidases, oxidases ou amilases) ou substancias quimicas que podem
aumentar o desempenho, estabilidade ou tamponamento da preparagao en-
zimatica desejada. Granulos que ndo espanam podem ser revestidos. Pre-
paragées enzimaticas liquidas podem ser estabilizadas pela adicdo de um
poliol, tal como propilenoglicol, um agticar ou &lcool de agucar, acido latico
ou acido borico, ou cloreto de sddio, de acordo com métodos estabelecidos.

Formas protegidas das enzimas da invengdo podem ser prepa-
radas conforme descrito na EP 238.216.

As preparagdes enzimaticas da inven¢do podem conter um ten-
soativo o qual pode ser anidnico, nio-ibnico, catiéhico, anfotérico ou uma
mistura desses tipos, especialmente quando usada como uma composi¢cao
detergente. Composicdes detergentes (teis estdo descritas, por exemplo, na
WO 94/07998, Patente Americana No. 5.443.750 e na Patente Americana
No. 3.664.961. ‘ '

Caso requerida, uma enzima desejada pode ser ainda purificada
de acordo com condi¢Ges convencionalis, tais como extracao, precipitagao,
cromatografia, cromatografia por afinidade, eletroforese ou semelhantes.

As preparagdes enziméticas dessa invengdo sdo especialmente

Uteis na industria téxtil, preferivelmente em desbotamento e no bioacaba-
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mento ou na industria detergente. Qutras areas Uteis sdo na indistria de
polpa e papel.

Lavagens de pedra tém trés passos: desgrude, abrasdo e pés-
tratamento. O primeiro passo, o processo de desgrude é normalmente o pri-
meiro tratamento umido do jeans e significa a remocgao de amido ou de ou-
tros agentes de grude aplicados usualmente aos fios urdidos para prevenir o
dano durante o processo de tecelagem. Alfa-amilases sio usadas para re-
mover goma baseada em amido para um processamento umido melhorado e
uniforme. Depois da desgomagem os jeans sdo normalmente rinsados com
agua ou continuados diretamente com o passo de abras3o. _

O segundo passo, abrasdo, pode ser efetuado com enzimas ou’
pedra-pomes ou ambas. Em todos os casos, a acao mecanica é'hecesséria
para remover o corante, e o tratamento € geralmente executado em maaqui-
nas de lavar roupa, como lavadoras de tambor. O termo "abradado” significa
aqui a aparéncia do tecido de sarja de Nimes quando ele foi tratado por en-
zimas de celulase ou pedras, ou ambos. Como resultado da remogao de co-
rante desigual, existem contrastes entre areas com corante e areas a partir
das quais corante foi removido. Expressées sindnimas sio "aparéncia de
lavado em pedra" ou "aparéncia gasta". Na lavagem com pedra enzimética,
ou desbotamento, a abrasdo com pedra-pomes é completamente ou parci-
almente eliminada e a celulase é adicionada para facilitar a abrasdo do co-
rante indigo da superficie da fibra. O tratamento com celulase pode ser feito
usando celulases neutras ou &cidas, ou ambas. Se um tecido n3o for tratado
com celulase ou lavado em pedra, a aparéncia do tecido é dita como sendo
‘pesada’, uma vez que os contrastes da moda poderiam estar faltando.
Quando um efeito mais desbotado é desejado, o alvejamento usando agen-
tes quimicos e/ou métodos enziméticos, tais como trataménto com lacase,
pode ser executado.

Abraséd é geralmente seguida p‘elo terceiro passo, depois do
tratamento, que inclui os passos de lavagem e de rinsagem durante os quais
detergentes, clarificadores dticos ou amaciantes podem ser usados. Depois

do tratamento enzimatico, a reacdo deve ser interrompida para prevenir da-
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nos dos materiais tratados, por exemplo, por inativagao por temperatura e/ou
pH, o Gltimo compreendendo uma rinsagem completa e/ou uma remogao por
lavagem do detergente. Isso assegura que a forca mecénica da fibra nao é
adicionalmente comprometida pela presenga continuada da enzima.

Por "sarja de Nimes" se entende, juntamenté com essa inven-
¢ao, tecido de sarja de Nimes, usualmente pecas de roupa de sarja de Ni-
mes, particularmente jeans. Vantajo'samente, a sarja de Nimes é sarja de
Nimes corada cdm indigo. Sarja de Nimes também pode ser tratada com
indigo, co derivados do indigo ou sarja de Nimes corada com indigo junta-
mente com algum outro corante, por exemplo, sarja de Nimes corada co in-
digo fundo de enxofre.

Tratamento com celulase(s) pode substituir completamente o
tratamento com pedras-pomes (por exemplo, 1 Kg de enzima comercial vs.
100 Kg de pedras). Entretanto, o tratamento com celulase pode ser combi-
nado com o tratamento com pedra-pomes quando for desejado produzir um
acabamento pesadamente abradado. Um efeito de pele de péssego no qual
uma fina cobertura semelhante a pélos espichada é criada também é conse-
guido por uma lavagem combinando uma celulase neutra com pedra-pomes.
As celulases dessa invengdo sdo especialmente Uteis para proporcionar um
visual abradado e para minimizar o manchamento de fundo no desbotamen-
to.

Desbotamento é preferiveimente efetuado num pH de cerca de
4,5 - 9,5, e mais preferivelmente entre um pH de 6,0 - 8,0. A temperatura da
reagao pode variar de cerca de 40 - 80°C, preferivelmente entre 50 - 70°C, e
mais preferivelmente entre 55 - 65°C, e mais preferivelmente a 60°C. A pro-

‘porgao de liquido (a proporgao do volume de liquido por peso de tecido) po-

de variar de cerca de 2:1 - 30:1, preferivelmente 4:1 - 15:1, e mais preferi-
velmente de 5:1 - 10:1. A dosagem enzimética pode variar de cerca de 5 -
8000 NCU/g de tecido, preferivelmente de 20 - 3000 NCU/g de tecido e mais .
preferivelmente de 30 - 1500 NCU/g de tecido. O tempo de tratamento pode
variar entre 15 min - 4 h, mais preferivelmente de 20 min - 90 min e mais

preferivelmente de 30 min - 60 min. Deve ser enfatizado que a dosagem en-
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zimatica depende em grande parte do tipo de tecido, maquinaria, condicdes
do processo (pH, temperatura, proporgdo do liquido, tempo de tratamento,
carga de sarja de Nimes, escala do processo) e do tipo de preparagdo enzi-
matica e semelhantes. Caso desejado, pedra-pomes podem ser usadas jun-
tamente com as proteinas celulase de fusdo. A dosagem enzimatica requeri-
da sera, entdo, significativamente mais baixa. Uma pessoa versada na técni-
ca € capaz de definir dosagens e condigdes adequadas.

As proteinas de fusdo de celulase da invencao sao uteis na in-
dustria téxtil para o bioacabamento de tecidos ou pegas de roupa, por exem-
plo, remogao de pilling, desfloculagao, clarificagdo de cor, reducéo da aspe-
reza, criagao de diferentes acabamentos (por exemplo, um efeito de "pele de
péssego”’, "gasto’, "lavado em areia" ou "aparéncia antiga") e o bioacaba-
mento dos fios (por exemplo, redugdo dos pélos, melhoria da maciez). As
proteinas de fusdo de celulase dessa invengdo podem ser usadas no bioa-
cabamento em &cido e em condigdes neutras usando basicamente as mes-
mas condigdes que no desbotamento.

As proteinas de fusdo de celulase dessa invengéo sdo Uteis nas
composi¢des detergentes para melhorar as propriedades de cuidado de te-
cido por antipilling, anti-acinzentamento, clarificagdo de cor e amaciamento,
e para melhorar o efeito de limpeza téxtil, por exemplo, remogéo de man-
chas.

O material téxtil que é tratado com as preparagdes enzimaticas
da invengao pode ser produzido de celulose natural contendo fibras ou celu-
lose sintética contendo fibras ou misturas suas. Exemplos de celuldsicos
naturais sao algodao, linho, cdnhamo, juta e rami. Exemplos de celuldsicos
sintéticos s&@o viscose, acetato de celulose, triacetato de celulose, "rayon”,
cupro e liocel. Os celulésicos acima mencionados podem também ser em-
pregados como misturas de fibras sintéticas tais-como poliéster, poliamida
ou fibras acrilicas. O material téxtil pode ser fio ou tricotado ou trangado ou
formado por qualquer outra forma. |

As celulases da invengdo, além de serem especialmente Uteis

para o tratamento de tecidos, sdo Uteis em geral em qualquer area que re-
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queira a atividade de celulase.

Na industria de polpa e de papel, celulases neutras podem ser
usadas, por exemplo, na retirada de tinta de diferentes papéis reciclados e
em papel6es com pH neutro ou alcalino, na melhoria da qualidade da fibra
ou no aumento da drenagem na produgdo de papel. Outros exemplos inclu-
em a remogao do espessante da pasta de estampagem e do excesso de
corante depois da estampagem téxtil, e como um tratamento parav racao a-
nimal. Por exemplo, se a aplicagao tencionada for a melhoria da forca da
polpa mecanica, entdo as preparagdes enzimaticas da invengdo podem for-
necer uma ou mais dessas proteinas de forma a aumentar ou facilitar a ca-
pacidade das fibras de celulose de se ligarem juntas. De uma forma similar,
na aplicacdo do refinamento da polpa, as preparacdes de proteina de fusio
de celulase da invengdo podem proporcionar uma ou mais dessas proteinas
num nivel que intensifique ou facilite tal expansdo. Das proteinas de fuséo
da invengao especialmente adequadas para aplicacdes de polpa sdo aque-
las com 50 KB de Melanocarpus albomyces ou nicleo de CBHI de Thermo-
ascus‘aurantiacus.

As proteinas de fusdo de celulase da presente invencdo propor-
cionam vantagens nao-esperadas quando usadas na industria téxtil e eSpe-
cialmente em desbotamento. As proteinas de fusdo de celulase da invencao
sdo consideravelmente mais eficienteé do que as celulases da técnica ante-
rior. No desbotamento pelo menos dosagens duas vezes, usualmente pelo
menos trés vezes e mesmo seis vezes menores em termos de unidades de
atividade de celulase neutra dosadas no peso do tecido puderam ser usa-
das, sem impedir a for¢a do tecido. Em outras palavras, um desempenho até
seis vezes maior é alcangado pelo uso das proteinas de fusdo da celulase
da presente invengd@o. Uma vez que o rendimento da prod.ugéo das protei-
nas de fusao da celulase da invengao corresponde aquele da celulase 20K
conhecida, a eficiéncia de produgdo global é significativamente melhoréda.
Isso pode ser proporcionado grandemente para grandes economias nas
quantidadeé de enzimas necessérias: a possibilidade de usar quantidades

reduzidas da enzima oferece um valor econdmico consideravel em termos
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tanto de produgao quanto de uso, incluindo a logistica.

A inveng&o é descrita em maiores detalhes nos seguintes exem-
plos, os quais ndo s&o para serem interpretados para estreitar o escopo da
invengdo, mas somente para esclarecer o uso da invencao.

Exemplo 1. Construgdo dos vetores de expressdo para as
proteinas de fuséo cbd + 20k |

Métodos de biologia molecular padronizados foram usados no
isolamento, purificagdo e tratamentos enzimaticos de DNA (plasmideos,
fragmentos de DNA) em reagbes em cadeia da polimerase (PCR), em trans-
formagdes com E. coli, etc. Os métodos basicos usados estido descritos nos
manuais de biologia molecular padrées, por exemplo, Sambrook et al. (1989)
e Sambrook and Russell (2001). o

Constructos de plasmideos foram projetados para juntar a se-
quéncia codificadora de 20K de Melanocarpus albomyces (Celd5A, AC#
AJ515703; SEQ ID. NO: 1) com a sequéncia codificadora do ligante e CBD
do CBHI de Trichoderma reesei (AC# AR088330; Srisodsuk et al. 1993; SEQ
ID. NO: 3). De modo geral, seis jungbes diferentes foram projetadas confor-
me descrito na Tabela 1.

Para os constructos #1 e #2 estabelecidos na Tabela 1, um Uni-
co sitio Nrul foi introduzido na extremidade da sequéncia codificadora 20K.
Esse sitio capacita a fusdo direta depois do cédon para a serina #213 do
20K maduro co qualquer fragmento de DNA com uma extremidade sem cor-
te. Uma reagédo de PCR correu com os iniciadores'2OK_Nco (SEQ ID NO:
11) e 20K_NruXho (SEQ ID NO: 14) com o plasmideo pALK1480 (Fig. 1)
como o molde usando o programa A (Tabela 3). pALK1480 tem a cépia ge-
ndmica de cel45A de M. albomyces (codificando a Cel45A ou 20K) inserida
sob o promotor T. reesei cbh1 como uma fusdo exata e com o terminador
cbh1 a jusante do gene no vetor pUC19 (New England, Biolabs, Inc., EUA).
A mistura de reagdo de PCR continha tampao de reagdo 1 x DyNAzyme™
EXT (Finnzymes, Finlandia), Mg** 8 mM ( a concentracio final ajustada com.
MgCil; adicionado), dNTPs 0,2 mM, 0,5 uM de cada iniciador, 1,0 unidade de
DNA polimerase DyNAzyme™ (Finnzymes, Finlandia) e aproximadamente
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500 ng/100 pL do molde. O produto de PCR foi digerido com enzimas de
restricao Ncol e Xhol e o fragmento foi isolado do gel de agarose depois da
eletroforese. O fragmento de 6,1 Kb semelhantemente cortado e isolado de
pALK1480 foi ligado com o fragmento de PCR, e transformado em E. coli
XL1-Blue (Stratagene, EUA). O DNA de plasmideo foi isolado dos transfor-
mantes, e um candidato adequado foi verificado por sequienciamento. O
plasmideo resultante foi designado como pALK1429.

As reagdes de PCR foram efetuadas separadamente como aci-
ma compares de iniciadores 1_BamMIy (SEQ ID NO: 16) + XhoAge (SEQ ID
NO: 15) e 2_BamMly (SEQ ID NO: 17) +XhoAge (SEQ ID NO: 15) com
PALK492 como o molde (Fig. 2) e os produtos de PCR resultantes, contendo'
o ligante e CBD, foram digeridos com Mlyl (produzindo uma extremidade
sem corte exatamente antes do primeiro cédon desejado da seqliéncia codi-
ficadora do ligante e CBD) e Agel. pALK492 carrega cerca de 6,9 Kb do
fragmento Pstl de DNA cromossomal QM6a de T. reesei abrigando o gene
cbh1/cel7A subclonado no sitio Pstl de pUC19. pALK1429 obtido acima foi
digerido com Nrul e Agel, e a parte do vetor foi isolada e ligada separada-
mente com os dois produtos de PCR digeridos obtidos acima, e transforma-
da eh XL1-Blue de E. coli. DNAs de plasmideos foram isolados, verificador
por sequenciamento e os plasmideos resultantes foram designados como
pPALK1430 (carregando o produto de PCR 1_BamMly + XhoAge como uma
insercdo) e como pALK1431 (carregando o produto de PCR 2_BamMly +
XhoAge como uma inserg&o).
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Tabela 3. Programas de reacdo de PCR usados

Programa
Passo A B C D
1 95°C 5 min 95°C 5 min 98°C 1 min 98°C 1 min
2 95°C 1 min 95°C 1 min 98°C 30 s 98°C 30 s
3 55°C 1 min 60°C 1 min 72°C 1 min 65°C 30 s
4 72°C 1 min 72°C 1 min GOTO 2 29x 72°C 1 min
5 GOTO 2 24x GOTO 2 24x 72°C 10 min GOTO 2 29x
6 4 °C ESPERA | 72°C 1 min 4°C ESPERA 72°C 10 min
7 ' 4°C ESPERA 4°C ESPERA

O marcador amdS e a regido flanqueadora cbht 3' de T. reesei
foram inseridas nos vetores pALK1430 e pALK1431 como se se.gue:
pALK424 (Patente Americana No. 5.837.51; figura 3) foi cortado com EcoRl
e Spel, o fragmento resultante de 4,8 Kb foi deixado sem corte pela reacao
de preenchimento de Klenow, e ligado separadamente com plasmideos
PALK1430 e pALK1431 cortados com Stul, respectivamente, e transformado
em XL1-Blue de E. coli. Os DNAs de plasmideos foram isolados e a orienta-
¢ao desejada das insergdes foi averiguada por digestdo com enzimas de
restricdo apropriadas. Os plasmideos verificados foram designados como
PALK1434 (inser¢ao do pALK1430) e pALK1435 (inser¢do do pALK1431),
respectivamente (Tabela 1). |

Para os constructos #3, #4, #5 e #6 estabelecidos na Tabela 1
foi feita uma tentativa diferente. A seqiiéncia codificadora do 20K e de pon-
tos de jungé@o modificados diferentes (Tabela 1) foram designadas para ter-
minar no cédon que codifica serina, o qual forma uma parte do sitio Nrul adi-
cionado. Para todos aqueles constructos a mesma insergdo foi usada para
fornecer a seqtiéncia codificante da maior parte do ligante e de CBD. O ulti-
mo foi construido como se segue: Uma reagdo de PCR foi efetuada com a
mistUra reacional descrita acima (exceto sem Mg2+ adicionado) e usando o
par de iniciadores 3_BamMly (SEQ ID NO: 18) e XhoAge (SEQ ID NO: 15) e
DNA de pALK492 como o molde. O programa B na Tabela 3 foi usado. O
produto de PCR resultante foi digerido com BamHI e Xhol, isolado e ligado
com a parte do vetor similarmente cortado de pBluescript Il KS+ (Stratagene,
EUA), e transformado em XL1 Blue de E. coli. o DNA de plasmideo foi isola-
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do, verificado por digestdo com enzimas de restricdo apropriadas e verifica-
do por seqiienciamento. Um plasmideo candidato com a seqiiéncia desejada
foi escolhido e designado como pALK1767.

Para o constructo #3 na Tabela 1, uma reagdo de PCR foi efetu-
ada usando o par de iniciadores 20K_Nco_2 (SEQ ID NO: 12) e 20K-
NruXho_GPI (SEQ ID NO: 19) e DNA de pALK1480 como o molde. Duas
misturas reacionais foram usadas: uma com a composi¢cdo descrita acima
para a constru¢do de pALK1767 e a outra com DMSO adicionado para 3%
(v/v). Essas duas misturas reacionais foram divididas e corridas com os pro-
gramas C e D na Tabela 3. Todas as reagbes produziram fragmentos de
DNA de tamanho esperado, e as preparagdes foram combinadas e digeridas
com Ncol e Xhol. Os fragmentos de DNA foram isolados e ligados com um
fragmento de 6,1 Kb isolado e semelhantemente cortado do pALK1480, e
transformados em XL1 Blue de E. coli. O DNA dé plasmideo foi isolado, veri-
ficado por digestdo com enzimas de restricdo apropriadas e verificado por
sequenciamento. Um plasmideo candidato com a seqiiéncia desejada foi
escolhido e designado como pALK1758.

Para o constructo #4 na Tabela 1, uma reagéo de PCR foi efetu-
ada usando o par de iniciadores 20K_Nco_3 (SEQ ID NO: 13) e 20K-
NruXho_WGEI (SEQ ID NO: 20) e DNA de pALK1480 como o molde. A mis-
tura reacional de PCR continha tampéo de reagdao 1x Phusion™ GC
(Finnzymes, Finlandia), dNTPs 0,2 mM, 0,5 uM de cada iniciador, DMSO 3%
(v/v) e 1,0 unidade de DNA polimerase Phusion™ (Finnzymes, Finlandia) e
aproximadamente 70 ng/100 ul do molde. A mistura reacional foi dividida e
corrida com os programas C e D na Tabela 3. Ambas as reag¢des produziram
fragmentos de DNA de tamanho esperado, e as preparagdes foram combi-
nadas e digeridas com Ncol e Xhol. O fragmento de DNA foi isolado e ligado
com um fragmento de 6,1 Kb isolado e semelhantemente cortado do
PALK1480, e transformado em XL1 Blue de E. coli. O DNA de plasmideo
foram isolados, verificados por digestao com enzimés de restricao apropria-
das e verificados por seqiienciamento. Um plasmideo candidato com a se-
guéncia desejada foi escolhido e designado como pALK1759.
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Para o constructo #5 na Tabela 1, uma reagdo de PCR foi efetu-
ada usando o par de iniciadores 20K_Nco_2 (SEQ ID NO: 12) e 20K-
NruXho_PavQIPS (SEQ ID NO: 21) e DNA de pALK1480 como o molde.
Duas misturas reacionais foram usadas: uma com a composigao descrita
acima para a construgdo de pALK1759 e a outra sem DMSO. Essas duas
misturas reacionais foram divididas e corridas com os programas C e D na
Tabela 3. Todas as reagbes produziram fragmentos de DNA de tamanho
esperado, e as p'reparagées foram combinadas e digeridas com Ncol e Xhol.
O fragmento de DNA foi isolado e ligado com um fragmento de 6,1 Kb isola-
do e semelhantemente cortado do pALK1480, e transformados em XL1 Blue
de E. coli. Os DNAs de plasmideo foram isolados, verificados por digestao
com enzimas de restricdo apropriadas e verificados por seqUenCiamehto.
Um plasmideo candidato foi escolhido e designado como pPALK1760; ele ad-
quiriu uma mutag@o no sitio Xhol Gnico, mas isso ndo apresentou problema
para a subclonagem adicional.

Para o constructo #6 na Tabela 1, uma reacdo de PCR foi efetu-
ada usando o par de iniciadores 20K (SEQ ID NO: 13) e 20K-
NruXho_WGEI2 (SEQ ID NO: 22) e DNA de pALK1480 como o molde (70
ng/100 pL). A mesma composicéo da mistura reacional foi usada par a cons-
trugéo do plasmideo pALK1767, e ela correu com o programa C na Tabela 3.
A preparagéo foi digerida com Ncol e Xhol. O fragmento de DNA foi isolado
e ligado com um fragmento de 6,1 Kb isolado e semelhantemente cortado do
PALK1480, e transformados em XL1 Blue de E. coli. Os DNAs de plasmideo
foram isolados, verificados por digestdao com enzimas de restricao apropria-
das e verificados por seqUenciamento. Um plasmideo candidato foi escolhi-
do e designado como pALK1773.

Os plasmideos pALK1758, pALK1759, pALK1760 e pALK1773
foram separadamente cortados com Nrul e Agel, e as partes do vetor foram
isoladas. Cada preparagéo foi ligada com um fragmento de 235 pb isolado
do pALK1767 depois da digestdo com Mlyl e Agel, e cada mistura de ligacdo
foi transformada separadamente em XL10-Gold de E. coli Os DNAs de

plasmideo foram isolados, verificados por digestao com enzimas de restricao
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apropriadas e verificados por seqlienciamento. Os plasmideos verificados
foram designados como pALK1764, pALK1765, pALK1766, e pALK1774,
respectivamente (Tabela 1). '

O marcador amdS e a regido flanqueadora 3' cbhi de T. reesei
foram inseridas em vetores pALK1764, pALK1765, pALK1766, e pALK1774
como se segue: pALK424 foi cortado com EcoR1 e Spe1, o fragmento de 4,8
Kb resultante foi tornado sem corte pela reacdo de preenchimento de Kle-
now e ligado sepa'radamente com os plasmideos pALK1764, pALK1765,
PALK1766 e pALK1774 cortados com Stul, respectivamente, e transforma-
dos em XL10-Gold de E. coli. DNAs de plasmideo foram isolados e a orien-
tacao desejada das insergdes foi checada por digestdo das enzimas de res-
tricdo apropriadas. Os plasmideos verificados foram designados como
PALK1768, pALK1769, pALK1770, e pALK1775, respectivamente (Tabela 1)
(Fig. 10).

Exemplo 2. Produc¢do das proteinas de fusdo cbd + 20k em
T. reesei

| Cassetes de expressdo linear de 8,7 Kb dos plasmideos
PALK1434 e pALK1435 foram isolados da estrutura do vetor depois da di-
gestao com EcoRl e transformados para protoplastos A47 de T. reesei. As
transformagdes foram efetuadas conforme descrito em Penttila et al. (1987)
com as modificagdes descritas em Karhunen et al (1993) selecionando com
acetamida como a unica fonte de nitrogénio. Os transformantes foram purifi-
cados nas placas de sele¢édo através de conidias individuais antes de serem
esporuladas em PD (Agar batata dextrose).

A produgéo de cbd + 20k dos transformantes foi analisada a par-
tir dos sobrenadantes de cultura das culturas do frasco de agitagéao (50 mL).
Os transformantes cresceram por 7 dias num meio indutor de celulase com-
plexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH,PO, 5% em pH 5,5. A ativi-
dade enzimatica da proteina de fuséo foi medida como a liberagdo dos agu-
cares redutores da carboximetilcelulose (CMC 3%) .a 50 °C em tampao He-
pes 50 mM pH 7,0 em 10 min (atividade NCU, nkat: Bailey e Nevalainen,
1981; Haakana et al., 2004). Atividades de NCU dos melhores transforman-
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tes produtores estao apreéentadas na Tabela 4. Os genétipos dos transfor-
mantes escolhidos foram confirmados pelo uso de Southern blots, nos quais
varias digestdes gendmicas foram incluidas e o respectivo cassete de ex-
pressao foi usado como uma sonda. A proteina cbd + 20k foi detectada dos
sobrenadantes de cultura usando os anticorpos policlonais promovidos con-
tra a celulase neutra de 20K de Melanocarpus albomyces purificada (Haaka-
na et al. 2004) e o sistema AP de Western blot ProtoBlot (Promega). A anali-
se de Western blot mostrou que as enzimas cbd + 20k de fusdo foram pro-
duzidas principaimente como proteinas de fusdo estaveis em T. reesei.
Tabela 4. Atividades NCU dos transformantes cbd + 20k se-

lecionados de culturas de frasco de agitacio

Transformante Cons- | Numero | Atividade da celula- | Fenétipo de celulase
trugcéo | RF se neutra, NCU/mL | enddgena
A47/pALK1434/4#20 | #1 RF5580 | 3278 CBHI-
A47/pALK1434/423 | #1 RF5581 | 2091 (CBHI+)
A47/pALK1434/#37 | #1 RF5582 | 2330 CBHI-
A47/pALK1435/#3 #2 RF5583 | 3624 | CBHI-
A47/pALK1435/#7 #2 RF5584 | 3211 CBHI-
A47/pALK1435/#11 | #2 RF5585 | 1172 (CBHI+)
A47/pALK1435/#14 | #2 RF5586 | 3152 CBHI-

Na Tabela 4, o nimero de construgdo se refere a Tabela 1; 0
numero RF se refere aqueles onde os transformantes foram nomeados co-
mo cepas RF.

O alvejamento possivel do cassete de expreéséo para o local
cbh1 (cel7A) foi varrido como um fenétipo CBHI negativo por Western blot. A
detecgao da proteina CBHI foi efetuada usando os anticorpos monoclonais
ClI-258 ou CI-261 (Aho et al., 1991) e o sistema de Western blot ProtoBlot
AP (Promega, EUA). Os gendtipos dos transformantes escolhidos foram
confirmados pelo uso de Southern blots, nos quais varias digestdes genémi-
cas foram incluidas e o respectivo cassete de expressao foi usado como
sonda. |

Cassetes de expressdo lineares de 8,7 Kb dos plasmideos
PALK1768, pALK1769, pALK1770 e pALK1775 preparados no Exemplo 1
foram isolados da estrutura do vetor depois da digestdao de EcoRl e trans-
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formados em protoplastos RF5796 e RF5798 de T. reeseilambas as cepas
originadaé da cepa QM6a (Bailey e Nevalainen, 1981) e com o fenétipo C-
BHI- CBHII- EGI- EGII- para as celulases T. reesei endégenas) selecionando
com acetamida como a unica fonte de nitrogénio. Os transformantes foram
purificados em placas de selegdo através de conidias individuais antes de
serem esporuladas em PD.

A produgéo de cbd + 20k dos transformantes foi analisada a par-
tir dos sobrenadantes de cultura das culturas do frasco de agitagdo (50 mL).
Os transformantes cresceram por 7 dias num meio indutor de celulase com-
plexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH,PO4 5% em pH 5,5. A ativi-
dade NCU das proteinas de fusdo cbd + 20k produzidas foi, a seguir, ensai-
ada conforme descrito acima. As atividades NCU dos transformantes sele-
cionados estao apresentadas na Tabela 5. Os genétipos dos transformantes
escolhidos foram confirmados pelo uso de Southern blots nos quais varias
digestoes gendmicas foram incluidas e o respectivo cassete de expressdo
foi usado como uma sonda. A proteina cbd + 20k foi detectada a partir dos
sobrehadantes de cultura usando os anticorpos policlonais levantados contra
a celulase neutra 20K de M. albomyces (Haakana et al. 2004) e o sistema
AP de Western blot ProtoBlot (Promega, EUA). A andlise de Western blot
mostrou que a enzima cbd + 20k de fus&o foi produzida pelos transforman-
tes. Algumas culturas mostraram também uma banda reagindo com o antis-
soro anti-20K e com a mobilidade da proteina 20K do tipo selvagem, indi-
cando que possivelmente alguma clivagem do ligante + CBD ocorreu duran-
te o cultivo. A proteina de fusdo cbd + 20k produzida pelos transformantes
pPALK1770 foi escolhida em estudos adicionais devido a sua estabilidade.
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Tabela 5. Atividades NCU dos transformantes cbd + 20k dos
cultivos do frasco de agitacéo

Transformante No. de Numero RF | Atividade da celu-
. construgao lase neutra, NCU/mL
RF5796/pALK1768/#6 #3 RF5966 : 3622
RF5796/pALK1768/#7 #3 RF5967 1316
RF5796/pALK1768/#9 #3 RF6035 6605
RF5798/pALK1768/#11 #3 RF5970 - 1525
RF5798/pALK1768/#17 #3 - RF5971 2885
RF5798/pALK1768/#20 #3 RF5972 2598
RF5796/pALK1769/#7 #4 RF5968 4344
RF5796/pALK1769/#10 #4 RF5969 4858
RF5796/pALK1769/#11 - #4 RF6036 6145
RF5798/pALK1769/#4 #4 RF5973 4505
RF5798/pALK1769/#8 #4 RF5974 4895
RF5796/pALK1770/#13 #5 RF5975 3073
RF5796/pALK1770/#17 #5 RF5976 2256
RF5796/pALK1770/#22 #5 RF5977 ' 2107
RF5798/pALK1770/#10 #5 RF5978 1907
RF5798/pALK1770/#14 #5 RF5979 3661
RF5796/pALK1775/#8 #6 RF6078 2431
RF5796/pALK1775/#13 #6 RF6079 3505
RF5796/pALK1775/4#21 #6 RF6080 2541
RF5798/pALK1775/#22 #6 RF6081 1697
RF5798/pALK1775/#29 #6 RF6082 3096

Na Tabela 5, o nimero de construgdo se refere a Tabela 1; o
numero RF se refere aqueles onde os transformantes foram nomeados co-
mo cepas RF.

Cepas RF5582, RF5583, RF6036, RF5977 e RF5978 de T. ree-
sei cresceram num bioreator para testes de aplicagbes. Algumas prepara-
¢oes foram tratadas por aquecimento (pH 6,0, 65°C, 60 - 70 min) para inati-
var qualquer atividade de enzima enddgena de T. reesei remanescente. cbd
+ 20k € relativamente estavel ao aquecimento (Miettinen-Oinonen et al.
2004), e ndo desnatura durante o tratamento.

Exemplo 3. Producdo das proteinas mutantes de afinidade

cbd + 20k de fusdo em T. reesei

Enzima 20K de Melanocarpus albomyces (celd5A, AC# AJ515703)
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foi fundida com o dominio de ligagéo & celulose (CBD) de CBHI de Tricho-
derma reesei no qual os residuos de tirosina conservados nas posi¢des 31
(correspondendo ao Y492 do polipeptideo maduro) e/ou 32 (correspondendo
ao Y493 do polipeptideo madUro) foram modificados para alanina conforme
descrito por Linder et al., 1995. Além disso, o residuo de tirosina na posicao
31 foi substituido por triptofano, um aminoacido naturalmente encontrado na
regiao CBD de, por exemplo, Humicola grisea CBHI (Azevedo et al.,, 1990) e
T. reesei EGV (Cel45A, Saloheimo et al., 1994). Os CBDs modificados foram
construidos por PCR e as substituigdes dos aminoacidos de Y31A, Y32A,
Y31W e Y31A_Y32A foram incluidas no dominio de ligagdo de celulose do
CBHI de T. reesei (numeragao de acordo com a sequéncia de aminoacidos
do CBD). Em todos os constructos, o iniciador "forward" 3_BamMly: 5'-
TAGGATCCGAGTCCCATTACCGGCAACCCTAGCG-3' (SEQ ID. NO: 18)
foi usado. Os iniciadores reversos usados para a amplificagdo de diferentes
produtos CBDmy estéo descritos na Tabela 6. As misturas de reagéo de PCR
continham tamp&o reacional 1 x PfuUltra™ HF (Stratagene, EUA) fornecen-
do cohcentragéo de Mg?®* 2 mM, dNTPs 0,2 mM, 2 uM de cada iniciador e
1,5 unidades de DNA polimerase PfuUltra™ HF (Stratagene, EUA) e apro-
ximadamente 45 ng de plasmideo pALK492 como molde. O plasmideo
PALK492 (Fig. 2) contém o gene cbh1 de T. reesei. As condigbes para as
reagOes de PCR foram as seguintes: 2 min de desnaturagdo inicial a 95 °C,
seguido por 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min de anelamento a 65 °C (gradi-
ente de £ 5 °C), 2 min de extensdo a 72 °C e uma extensdo final a 72 °C por
10 min.
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Todas as combinagc”)es de PCR produziram o fragmento de DNA
especifico nas reagdes de PCR na temperatura de anelamento de 60 °C. Os
produtos de PCR foram isolados dessas reacdes, digeridos com enzimas de
restrigdo Xhol e BamHI e, a seguir, clonados para o pBluescript Il KS+ (Stra-
tagene, EUA). Os plasmideos obtidos foram nomeados como pALK1884
(mutagédo Y31A), pALK1885 (mutacdo Y32A), pALK1886 (mutagéd Y31W) e
pALK1887 (mutagdes Y31A_Y32A). Os fragrﬁentos de PCR nos plasmideos
foram confirmados por seqlienciamento. As insergdes digeridas Mlyl e Agel
dos plasmideos pALK1884 a pALK1887 foram ainda ligadas a um fragmento
de vetor pALK1760 digerido com Nrul e Agel contendo o gene 20K de Mela-
nocarpus albomyces de comprimento total fundido com o terminador e pro-
motor cbh1 (cel7A) de T. reesei. A parte C terminal do gene 20K no
pALK1760 foi modificada de forma que a ligagao do fragmento CBD produziu
um ponto de jungdo de PAVQIPSS (constructo #5) o qual mostrou resultar
num produto de fusdo estavel em T. reesei conforme descrito nos Exemplos
1 e 2. No passo final, o marcador amdS foi adicionado como um fragmento
Spel-EcoRI de extremidade sem corte (4,5 Kb) do plasmideo p3SR2 (Fig. 6)
para obter plasmideos de expressdao de pALK1877 (mutagdo Y31a),
PALK1878 (mutagao Y32A), pALK1879 (mutagdo Y31W) e pALK1880 (mu-
tacao Y31A_Y32A) para a producao de enzimas cbd + 20km de fusdo em T,
reesei. As seqliéncias de amino&cidos da proteina 20K de fusdo ao peptideo
ligante, seguidas pela regido CBD modificada estédo apresentadas na figura
11B. Os plasmideos de expreéséo foram conformados por sequenciamento,
e os cassetes de expresséao lineares de 8,4 Kb (Fig. 11A) foram isolados da
estrutura do vetor depois da digestdo com Notl e foram transformados em
protoplastos RF5796 de T. reesei. As transformagdes foram efetuadas em
Pentilld et al. (1987) co as modificagbes descritas em Karhunen et al. (1993),
selecionando com acetamida como a unica fonte de nitrogénio. Os transfor-
mantes foram purificados em placas de selegado através de conidias indivi-
duais antes de serem esporuladas em PD.

A producao de cbd + 20kn dos transformantes foi analisada a
partir dos sobrenadantes' de cultura das culturas do frasco de agitagédo (50
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mL). Os transformantes cresceram por 7 dias num meio indutor de celulase
complexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH,PQO, 5% em pH 5,5. A
atividade enzimatica da proteina de fus&o foi medida como a liberagdo dos
agucares redutores da carboximetilcelulose (CMC 3%) a 50 °C em tampao
Hepes 50 mM pH 7,0 em 10 min (atividade NCU, nkat; Bailey e Nevalainen,
1981; Haakana et al., 2004). Atividades de NCU dos melhores transforman-
tes produtores estdo apresentadas na Tabela 7. Os genétipos dos transfor-
mantes escolhidos foram confirmados pelo uso de Southern blots, nos quais
varias digestoes gendémicas foram incluidas e o respectivo cassete de ex-
pressao foi usado como uma sonda. A proteina cbd + 20kn. foi detectada
dos sobrenadantes de cultura usando os anticorpos policlonais promovidos
contra a celulase neutra de 20K de Melanocarpus albomyces purifiéada (Ha-
akana et al. 2004) e o sistema AP de Western blot ProtoBlot (Promega). A
analise de Western blot mostrou que as enzimas cbd + 20kny de fusdo fo-
ram produzidas principalmente como proteinas de fusdo estaveis em T. ree-
sei.

Tabela 7. Atividades NUC dos transformantes cbd + 20k, seleciona-

dos a partir de cultivo de frasco de agitacéo

Transformante | Substituicdo de | Nimero RF | Atividade de celu-
aminodécido lase neutra, NCU/mL
pALK1877/#26 Y31A RF6084 3658
pALK1877/#34 Y31A RF6085 2447
pALK1878/#02 Y32A RF6086 3434
pALK1878/#13 Y32A RF6088 - 2915
pALK1879/#13 Y31W RF6090 2545
pALK1879/#24 Y31W RF6091 3452
pALK1880/#06 Y31A_Y32A RF6092 3415
pALK1880/#25 Y31A_Y32A RF6094 2727

Numero RF se refere aqueles que os transformantes foram no-
meados como cepas RF.

As cepas de RF6084 a RF6086, RF6088, RF6090 é RF6092 e
RF6094 foram, fermentadas para obter material para os testes de aplicagao
(ver Exemplos 9 - 11).

Exemplo 4. Producdo das proteinas de anulacao de ligante
cbd + 20k de fus@o em T. reesei

Enzima 20K de Melanocarpus albomyces foi fundida com o do-
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minio de ligagcao a celulosé (=CBD) do CBHI de Trichoderma reesei, o qual
foi ainda modificado pela introdugédo de anulagbes no peptideo ligante inter-
dominio. As anulagdes do ligante foram projetadas de acordo com Srisodsuk
et al., 1993. A anuiagéo de aminoacidos da posicao 434 até a 444 (mutante
AG-444) do polipeptideo maduro remove aproximadamente um terco do li-
gante incluindo a sequéncia repetida rica em glicina e em prolina,r mas dei-
xando todos os sitios de O-gI_iCosiIagéo putativos intaétos. A anulacao dos
residuos da posi¢cdo 434 até a posicdao 460 (Mutante AG-460) remove prati-
camente todo o ligante (Fig. 12A). Anulagées de ligante cbd + 20k adicionais
com uma mutagao de dupla afinidade de Y31A_Y32A na regido CBD foram
também construidas.
Reacbes de PCR foram efetuadas para introduzir as anulagdes ao peptl’deo
ligante assim como a substituicdo do aminoéacido a regiao CBD. As amplifi-
cacoes de PCR foram feitas conforme descrito no Exemplo 3, exceto que a
temperatura de anelamento de 60 °C (gradiente de + 5°C) foi usada. Os ini-
ciadores "forward" 5-TAGGATCCGAGTCCCATTACCGGCAACCCTAGCA
CCACCACCACCCGCCGCCCAGCOS' (SEQ ID. NO: 31) e 5-TAGGATC
CGAGTCCCATTACCGGCAACCCTAGCCCTACCCAGTCTCACTACGGCC
AGTGC-3' (SEQ ID. NO: 32) foram usados para sintetizar as anulagdes do
ligante de AG-444 e do AG-460, respectivamente. Correspondentemente, o
iniciador reverso 5'-TGACTCGAGACCGGTGCGTCAGGCTTTCGCACGGA
GCTTTACAGG-3 (SEQ ID. NO: 33) foi usado para amplificar a regido CBD
intacta do CBHI de T. reesei. A mutacdo Y31A_Y32A da regido CBD foi ge-
rada com o iniciador reverso 5-TGACTCGAGACCGGTGCGTCAGGCTTT
CGCACGGAGCTTTACAGGCACTGAGAGGCGGCAGGGTTCAGG-3' (SEQ
ID. NO: 30). | | |
Todas as combinagdes de iniciadores produziram o fragmento
de DNA especifico nas reagdes de PCR na faixa de 55,2°C até 65,0°C de
temperaturas de anelamehto. Os plasmideos de expressdao pALK1893 (anu-
lagdo AG-444 ), pALK1896 (anulagdo AG-460), pALK1899 (anulagdo AG-
444, mutacdo Y31A_Y32A) e pALK1952 (anulagdo AG-460, mutagio
Y31A_Y32A) foram construidos conforme descrito no Exemplo 3. As se-
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qiéncias de aminoacidos da proteina de fusdo 20K para o peptideo ligante
cortado seguido pelo CBD intacto ou modificado estao apresentadas na figu-
ra 12B. Os cassetes de expressao linear de 8,3 Kb foram isolados da estru-
tura do vetor depois da digestéao por EcoRl e foram transformados em proto-
plastos RF5796 de T. reesei. Transformagao, purificacdo transformante, cul-
turas de frasco de agitacdo, medicbes de atividade, hibridizacdes por Sou-
thern blot, e analises de Western blot foram efetuadas conforme descrito no
Exemplo 3. _

Tabela 8. Atividades NCU dos transformantes de anulagéo

de ligante CBD + 20K selecionados a partir do cultivo de frascos de agi-

tacao
Transformante Anulagéo do ligante / | Numero RF | Atividade da celu-
substituicdo do ami- lase neutra, NCU/
noacido mL
pALK1893/#08 AG-444 RF6107 1182
pALK1893/#10 AG-444 RF6108 2058
pALK1896/#05 AG-460 RF6110 2576
pALK1896/#07 AG-460 RF6111 2628
pALK1899/#07 AG-444, Y31A_Y32A RF6112 1947
pALK1899/#20 AG-444, Y31A_Y32A RF6114 2462
pALK1952/#01 AG-460, Y31A_Y32A RF6115 2428
pALK1952/#17 AG-460, Y31A_Y32A RF6116 1738

O numero RF se refere aqueles onde os transformantes foram
nomeados como cepas RF. '

As cepas selecionadas RF6107, RF6108, RF6110 até RF6112 e
RF6114 até RF6116 foram fermentadas para obter material para os testes
de aplicacdo (Exemplos 9 a 11). A analise de Western blot mostrou que as
enzimas de anulagao de ligante CBD + 20K de fusao foram produzidas como
proteinas de fusdo estaveis em T. reesei.

Exemplo 5. Producao da proteina de fusdo 50K + CBD de
Melanocarpus albomyces recombinante em T. reesei.

Constructos de plasmideos foram projetados para juntar a se-
quéncia codificadora de 50K de Melanocarpus albomyces (ceI?A, AC#
AJ515704) com a regiao ligante e o dominio de ligagéo de celulose (CBD) do
CBHI de T. reesei (cel7A, AC# AR088330; Srisodsuk et al. 1993). Plasmideo
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pALK1237 (Fig. 4), o qual é uma base para os novos constructos, contém o
gene cel7A sob controle do promotor cbh1 de T. reesei como uma fuséo
exata. | '

Primeifo, um unico sitio de restricao Nrul foi introduzido préximo
do C-terminal da sequéncia codificadora 50K. Isso capacita a fusdo direta de
qgualquer DNA sem corte depois do aminoacido S393 do polipeph’deo 50K
maduro (Fig. 13B). Uma reagéo de PCR foi efetuada com os ihiciadores
2_50K_NrulSpel ('5’ CGGCACTAGTTCGCGACCCGATCTCGCCCCAGCGCAGG  3';
SEQ ID. NO: 25) e 50K_Xhol (5 CGCCGAGGGCCGGCTCGAGAGCATCC 3’; SEQ
ID. NO: 26) usando pALK1237 como um molde. A reag¢éao de PCR continha 1
X de tampéao de reagdo DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia), dNTPs
0,25 mM, 0,5 uM de cada iniciador, 2,0 unidades de DNA polimerase de Dy-
NAzyme™ EXT (Finnzymes, Finldndia) e aproximadamente 50 ng/100 ulL de
DNA mo‘ldei pALK1237. As condigbes para a amplificacdo por PCR foram
como se segue: 5 min de desnaturagao inicial a 96 °C, seguido por 25 cicloé
de 15 s a 96 °C, anelamento de 60 s a 56 °C ou 61 2C, 60 s de extensdo a
72 °C .e uma extensao final a 72 °C por 10 min. O produto de PCR foi digeri-
do com as enzimas de restricdo Xhol e Spel e purificado a partir de gel de
agarose. O fragmento de PCR purificado foi ligado no fragmento de restrigdo
Xhol-Spel de 6,9 Kb do plasmideo pALK1237 e transformado em XL1-Blue
de E. coli (Stratagene, EUA). DNA de plasmideo foi isolado dos transforman-
tes e trés candidatos foram verificados por'seqﬁenciamento. O clone sele-
cionado foi designado como pALK1703.

O ligante CBHI + CBD de T. reesei foi ampiific’ado por PCR com
iniciadores 3_BamMly_50 (5 TTGGATCCGAGTCGCAGCACCGGCAACCC
TAGCG 3'; SEQ ID. NO: 36) e XhoAge (5 TGACTCGAGACCGGTGCGT-
CAGGCTTTCGC 3'; SEQ ID. NO: 15) usando pALK492 como molde. As
condigoes de reacdo de PCR foram conforme descritas acima, exceto que o
tempo de extensao na reagéo de amplificagao foi de 90 s. O produto de PCR
foi digerido com enzimas Mlyl e Agel e purificado a partir de gel de agarose.
O fragmento de PCR contendo o ligante + CBD foi ligado no fragmento de
restricdo Agel-Nrul de 6,8 Kb de pALK1703 e transformado em XL1-Biue E.
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coli (Stratagene, EUA). Os transformantes foram analisados conforme des-
crito acima e um clone adequado foi designado como pALK1704.

Para capacitar a sele¢do de transformantes de T. reesei o gene
marcador amdS e a regiéo flanqueadora 3' cbhl de T. reesei foi inserida no
plasmideo do vetor pALK1704. Um fragmento de restricio EcoRI-Spel de
4,8 Kb de pALK424 (US 5.837.515) foi isolado e as extremidades do frag-
mento foram preenchidas com enzima Klenow. O fragmento marcador amdS
de extremidade sem corte foi ligado no pALK1704‘digerido Stul e transfor-
mado em XL1-Blue E. coli (Stratagene, EUA). DNA de plasmideo foi isolado
a partir de transformantes e a orientagao desejada da insergao foi verificada
pela digestdo da enzima de restricdo. O transformante selecionado foi de-
signado como pALK1708. |

Um cassete de expressao linear de 9,2 Kb (Fig. 13A) da estrutu-
ra pALK1708 foi isolado por digestdo por EcoRl, transformado em protoplas-
tos RF5636 de T. reesei (derivados da cepa QM6a; Bailey e Nevalainen,
1981), e transformantes selecionados com acetamida como a Unica fonte de
nitrogénio. A cepa do hospedeiro ndo tem trés celulases endégenas princi- |
pais: CBHII (Cel6A), EGI (Cel7B) e EGII (Cel5A). A transformagéo foi efetu-
ada de acordo com Pentilla et al. (1987) com modificagbes descritas por Ka-
rhunen et al (1993). Os transformantes foram purificados em placas de sele-
¢éo através de conidias individuais antes de esporular as mesmas em PD.

A produgéo da proteina de fusdo 50K + CBD dos transformantes
foi analisada a partir dos sobrenadantes de cultura de cria¢des de frasco de
agitacdo (50 mL). Os transformantes cresceram por 7 dias num meio indutor
de célulose complexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH.PO, 5% em
pH 5,5. A atividade enzimatica da proteina de fuséo foi medida como a libe-
racao dos agucares redutores da carboximetilcelulose (CMC 3%) a 50°C em
tampao Hepes 50 mM pH 7,0 em 10 min (atividade NCU; Bailey e Nevalai-
nen, 1981; Haakana et al., 2004). A atividade dos transformantes variou de
2035 a 3633 NCU/mL. A proteina 50K + CBD foi detectada a partir do so-
brenadante da cultura por sistema AP de Western blot ProtoBlot (Promega)

usando anticorpos policlonais promovidos contra a celulase neutra 50K de
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Melanocarpus albomyces'purificada (Haakana et al. 2004). A andlise de
Western blot mostrou que a proteina de fusdao 50K + CBD produzida de T.
reesei e estavel. Os genoétipos dos transformantes escolhidos foram analisa-
dos por Southern blo_tting usando o cassete de expressdo como uma sonda.
O alvejamento possivel do cassete de expressao para o local cbhl também
foi verificado por Western blotting usando anticorpos CBHI monoclonais (Cl-
261, Aho et al., 1991) para detectar a proteina CBHI.

Exemplo 6. Produgcao da proteina de fusdo 50KB+CBD de
Melanocarpus albomyces recombinante em T. reesei.
Constructos de plasmideo foram projetados para se juntar a seqiiéncia codi-
ficadora 50K de Melanocarpus albomyces (cel7B, AC# AJ515705) que codi-
fica a seqliéncia com a regido ligante e o dominio de ligagdo de celulose
(CBD) do CBHI de T. reesei (cel7A, AC# AR088330; Srisodsuk et al. 1993).
Plasmideo pALK1241 (Fig. 5), o qual é uma base para os novos constructos,
contém o gene cel7B sob controle do promotor cbh1 de 7. reesei como uma
fusdo exata.

- Primeiro, um unico sitio de restricdo Nrul foi introduzido préximo
do C-terminal da sequéncia codificadora 50KB. Isso capacita a fusdo direta
de qualquer DNA sem corte depois do aminoacido S426 do polipeptideo
50KB maduro (Fig. 14B). Uma reagédo de PCR foi efetuada com os iniciado-
res 50KB_NrulXhol (5’ TCGTCTCGAGTCGCGATGGGGCCGAAGCG-
GATGTTGG 3'; SEQ ID. NO: 23) e 50KB_Sphl (6’ GGAGGGCATGCCCAA-
CAGCAGCGAGATCACC 3;; SEQ ID. NO: 24) usando pALK1241 como mol-
de. A reagao de PCR continha tamp&o de reacdo 1 x DyNAzyme™ (Finnzy-
mes, Finlandia), dNTPs 0,25 mM, 0,5 uM de cada iniciador, 2,0 unidades de
DNA polimerase de DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia) e aproxima-
damente 50 ng/100 pL de DNA molde pALK1241. As condigcdes para a am-
plificacao por PCR foram como se segue: 5 min de desnaturagéo inicial a 96
2C, seguido por 25 ciclos de 15 s a 96 °C, anelamento de 60 s a 56 °C ou 61
C, 60 s de extensao a 72 °C e uma extensao final a 72 °C por 5 min. O pro-
duto de PCR foi digerido com as enzimas de restricdo Xhol e Sphl e purifi-

cado a partir de gel de agarose. O fragmento de PCR purificado foi ligado no
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fragmento de restricdo Xhol-Spel de 6,9 Kb do plasmideo pALK1241 e trans-
formado em XL1-Blue de E. coli (Stratagene, EUA). DNA de plasmideo foi
isolado dos transformantes e um candidato foi verificado por sequenciamen-
to. O clone selecionado foi designado como pALK1705. _ ,
O ligante CBHI + CBD de T. reesei foi amplificado por PCR com
os iniciadores 3_BamMly_50 (5° TTGGATCCGAGTCGCAGCACCGGCAA
CCCTAGCG 3’; SEQ ID. NO: 18) e XhoAge (5° TGACTCGAGACCGGTGC
GTCAGGCTTTCGC 3'; 15) usando pALK492 como molde. As condicdes da
reacdo de PCR foram conforme é descrito acima, exceto que o tempo de
extensao na reagdo de amplificagdo foi de 90 s. O produto de PCR foi dige-
rido com enzimas Mlyl e AgelL e purificado a partir de gel de agarose. O Ii-

~ gante + CBD contendo fragmento de PCR foi ligado no fragmento de restri-

¢ao Agel-Nrul de 7,2 Kb de pALK1705 e transformado em XL 1-Blue E. coli
(Stratagene, EUA). Os transformantes foram analisados conforme descrito
acima e um clone adequado foi designado como pALK1706.

Para capacitar a selegdo de transformantes de T. reesei o gene
marcador andS e a regido flanqueadora 3’ cbhi de T. reesei foram inseridos |
no plasmideo do vetor pALK1706. Um fragmento de restrigao de EcoRI-Spel
de 4,8 Kb de pALK424 (US 5.837.515) foi isolado e as extremidades do
fragmento foram preenchidas com enzima Klenow. O fragmento do marca-
dor andS de extremidade sem corte ‘foi ligado nb pALK1706 digerido com
Stul e transformando em XLI-Blue E. coli (Stratagene, EUA). DNA de plas-
mideo foi isolado dos transformantes e a orientagéo desejada da insergao foi
verificada pela digestédo da enzima de restricdo. O tansformante selecionado
foi designado como pALK1709. -

Um cassete de expressao linear de 9,6 Kb (Fig. 14A) da estrutu-
ra pALK1709 foi isolado por digestdo de EcoRl, transformédo em protoplas-
tos RF5636 de T. reesei, e os transformantes selecionados com acetamida
como a unica fonte de nitrogénio. A cepa do hospedeiro ndo tem trés celula-
ses endogenas principais: CBHIl (Cel6A), EGI (Cel7B) e EGII (Cel5A). A
transformacao foi efetuada de acordo com Pentilla et al. (1987) com modifi-
cagOes descritas por Karhunen et al. (1993). Os transformantes foram purifi-
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cados em placas de selegéo através de conidias simples ante de esporular
as mesmas em PD.

A produgdo da proteina de fusdo 50KB + CBD dos transforman-
tes foi analisada a ’partir dos sobrenadantes de cultura das culturas de frasco
de agitagdo (50 mL). Os transformantes cresceram por 7 dias num meio in-.
dutor de celulose complexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH,PO4
5% em pH 5,5. A atividade enzimética da celobioidrolése da proteina de fu-
séo foi medida usando substrato de 4-metilumbelferil-B-D-lactosideo (ativi-
dade MUL; van Tilbeurgh et al. 1988). A proteina 50KB + CBD foi detectada
a partir dos sobrenadantes da cultura por sistema AP de Western blot Pro-
toBlot (Promega) usando anticorpos policlonais levantados contra a celulase
50KB de Melanocarpus albomyces purificada (Haakana et al. 2004). Na ana-
lise de Western blot nenhuma proteina de 50KB do tipo selvagem foi detec-
tada mostrando que a proteina de fusdo 50KB + CBD produzida a partir de
T. reesei é estavel. Os genétipos dos transformantes escolhidos oram anali-
sados por Southern blotting usando o cassete de expressdo como uma son-
da. O'alvejamento possivel do cassete de expressao para o local cbhl tam-
bém foi verificado por Western blotting usando anticorpos CBHI monoclonais
(Cl-261, Aho et al., 1991) para detectar a proteina CBHI.

Exemplo 7. Producéao das proteinas de fusao CBHI + CBD de
Thermoascus aurantiacus recombinante em T. reesei
CBHI de Thermoascus aurantiacus (AC# AF478686, Hong et al., 2003; SEQ
ID. NO: 9) foi fundido com o ligante e CBD de CBHI de Trichoderma reesei
(AC# AR088330, Srisodsuk et al. 1993; SEQ ID. NO: 3). Primeiro, a seqlién-
cia codificadora do ligante e o CBD de CBHI de T. reesei foi sintetizada por
PCR usando os seguintes iniciadores: 5-TTAAACATATGTTATCTACTCC
AACATCAAGGTCGGACCCATTGGCAGCACCGGCAACCCTAGCGGC-3' |
(sequéncia “forward”, SEQ ID. NO: 34) e 5-TATATGCGGCCGCACCGG
TGCGTCAGGCTTTCGCACGGAGCTTTACAGGC-3' (sequéncia reversa,
SEQ ID. NO: 35).

A mistura de reagao de PCR continha 1 x de tampao de reagao
DyNAzyme™ EXT (Finnzymes, Finlandia), Mg?* 15 mM., dNTPs 0,2 mM, 2
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UM de cada iniciador, 0,6 unidades de DNA polimerase de DyNAzyme™
EXT (Finnzymes, Finladndia) e aproximadamente 75 ng/30 pL de molde
pALK492. O plasmideo pALK492 contém o gene cbh1 (cel7A) de T. reesei.
As condigOes para a reagdo de PCR foram as seguintes: 2 min de desnatu-
ragao inicial a 98 °C, seguido por 30 ciclos de 30 seg a 98 °C, 30 seg de
anelamento a 68 °C (gradiente de + 4 °C), 30 seg de extensdo a 72 °C e
uma extensao final a 72 €C por 10 min. O fragmento de DNA especifico na
reagcdo de PCR foi obtido na faixa de temperatura de anelamento de 64 °C
até 68,5 °C. O fragmento CBD sintetizado, contendo também a seqiiéncia de
nucleotideos 3'-terminal do gene cbh1 de Thermoascus aurantiacus foi dige-
rido pelas enzimas de restrigdo Ndel e Notl e o fragmento foi isolado a partir
de gel de agarose depois da eletroforese. Depois disso, o fragmento de PCR
isolado foi ligado ao fragmento de vetor pALK digerido por Ndel e Notl (Fig.
7) contendo o gene cbh1 de Thermoascus aurantiacus de comprimento
completo. O plasmideo obtido foi nomeado como pALK1888, e o fragmento
de PCR amplificado no plasmideo foi confirmado por sequenciamento. Como
resultado da fusao, a parte C-terminal do CBHI de Thermoascus aurantiacus |
no plasmideo pALK1888 contém um ponto de jungdo de GPIGST (Fig. 15B).
A insergao digerida Sacll e Agel do plasmideo pALK1888 foi ligada ao frag-
mento do vetor pALK1694 digerido Sacll e Agel (Fig. 8), o que resulta na
fusao CBHI + CBD de Thermoascus aurantiacus ao terminador € promotor
(uma fusado exata) cbh1 de T. reesei (cel7A). No passo final, o fragmento
marcador amdS foi adicionado, conforme descrito no Exemplo 3, para obter
o plasmideo de expressao de pALK1890 para a produgdo da enzima de fu-
sdo CBHI + CBD de Thermoascus aurantiacus recombinante em T. reesei. A
sequéncia de aminoacidos da fusao da proteina CBHI de Thermoascus au-
rantiacus com o peptideo ligante seguido pela regido CBD de CBHI de T.
reesei é apresentada na figura 15B.

O plasmideo de expresséo foi confirmado pelas digestées da
enzima de restri¢ao, e o cassete de expressao linear de 8,9 Kb (Fig. 15A) foi
isolado da estrutura do vetor depois da digestdao Notl e foi transformado nos
protoplastos RF5796 de T. reesei. As transformacgdes foram efetuadas como
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em Pentilld et al. (1987) com as modificagdes descritas em Karhunen et al.
(1993). Os transformantes foram purificados em placas de selecdo através
de conidias individuais antes de esporular as mesmas em PD.

A produgdo de CBHI + CBD de Thermoascus aurantiacus dos
transformantes foi analisada através dos sobrenadantes de cultura das cultu-
ras do frasco de agitagdo (50 mL). Os transformantes cresceram por 7 dias
num meio de indugdo de celulase complexo (Joutsjoki et al. 1993) iampona-
do com KH,PO4 5% em pH 5,5. A atividade da celobioidrolase foi avaliada
usando substrato de 4-metilumbelferil-B-D-lactosideo (MUL) de acordo com
van TilbeLjrgh et al. 1988. Os gendtipos dos transformantes escolhidos foram
confirmados pelo uso de Southern blots nos quais varias digestdes gendémi-
cas foram incluidas e o cassete de expressao foi usado como uma sonda. A
analise de SDS-PAGE mostrou que a enzima CBHI + CBD Thermoascus
aurantiacus recombinante foi produzida como uma proteina de fusdo estavel
em T. reesei.

Exemplo 8. Desempenho das preparacoes de proteina CBD
+ 20K.de fusdo em acabamento/desbotamento de sarja de Nimes

Proteinas de fuséo CBD + 20K produzidas usando Trichoderma
como hospedeiro conforme descrito no Exemplo 2 foram testadas quanto A

sua capacidade em desbotamento da sarja de Nimes para criar uma aparén-

cia abradada semelhante aquela fornecida por pedra-pomes. Uma prepara-

¢do de 20K comercial eficiente no acabamento de sarja de Nimes foi usada
para comparagao.

Jeans inglés feito de sarja de Nimes corada com indigo com
fundo de enxofre foi usado como material de teste depois de desgomar com
alfa-amilase ECOSTONE® A200. Fios urdidos e tramados no tecido foram
"ring spun". Os tratamentos de celulase foram efetuados com éxtrator de
lavagem Wascator FOM 71 CLS da Electrolux sob condi¢gdes descritas na
Tabela 9.
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Tabela 9. Condicdes e teste usadas nos tratamentos de ce-

lulase
Parametro de processo
Carga de sarja de Nimes 1.3 Kg
Agua 191

Tampéo / controle de pH (pH 6.5) 31.6 g Na;HPO,-H,O
10.5 g &cido citrico

Tempo 55 min
Temperatura 60°C
Dosagem de celulase 250 - 3000 NCU/g de tecido

As enzimas foram dosadas como unidades de atividade de celu-
lase neutra (NCU) por peso de tecido. A enzima celulase foi inativada depois
da drenagem pela elevagdo do pH acima de 11 pela adigdo de 5 g de NaOH
(10 min, 40 °C) e pela rinsagem trés vezes. Os jeans foram secos num tam-
bor secador de roupa. Dois pares de jeans foram usados em cada teste.

O nivel de efeito de desbotamento/abraséo foi avaliado pela me-
dicao da cor como valores de reflectancia com espectrofotdmetro Minolta
CM 2500 ou CM 1000 usando coordenadas de espago de cor L*a*b* (ilumi-
nador D65/22). A cor do lado da face e o lado reverso da sarja de Nimes
(dados ndo mostrados) foi medida depois da desgomagem (isto &, antes do
tratamento com celulase) e depois do tratamento com celulase. Cada medi-
¢ao foi a média de aproximadamente 40 medidas. Dois pares de jeans foram
usados em cada teste e o resultado final é a média deles. A claridade ou o
aumento da claridade depois do tratamento com a enzima foi Usado para a
avaliagdo do efeito de abrasdo (desempenho ou efeito desbotamento). Os
resultados estdo mostrados nas Tabelas 10 e 11, onde o negrito é usado
para ressaltar os niveis de abrasdo semelhantes e as dosagens equivalen-
tes. Os tratamentos com 20K ou sem qualquer enzima foram usados para
comparagao. Algumas das preparacdes (Tabela 11) foram tratadas com a-
quecimento (pH 6,0, 65 °C, 60 a 70 min) para inativar qualquer atividade en-
zimatica enddgena de T. reesei remanescente e/ou para testar o efeito do

tratamento com aquecimento na estabilidade da enzima.
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Resultados na Tabela 10 e figura 16 mostram que o desempe-
nho da lavagem das proteinas de fusdo CBD + 20K da invengdo no trata-
mento de sarja de Nimes foi muito melhorado em comparagio com as cepas
20K. Com a cepa RF5977 a dosagem enzimatica tdo baixa quanto 250
NCU/g de tecido pdde ser usada para obter um nivel de abrasao similar (cla-
ridade L*) aquele obtido com a dosagem de 20K de 1500 NCU/g. Assim, um
desempenho de lavagem 6 vezes melhor foi obtido, e contraste foi bom.
Também o desempenho de lavagem obtido com a cepa RF5978 foi seme-
Ihante aquele obtido com a cepa RF5977.

Tratamento com aquecimento das preparagdes da proteina de
fusdo aparentou até certo grau diminuir oi efeito de lavagem em pedra, por
exemplo, com a cepa RF5977 uma dosagem de 500 NCU/g de tecido foi
necessaria para obter o mesmo nivel de abrasdo que com a dosagem de
250 NCU/g da preparagao enzimatica nao tratada por aquecimento (Tabela
10). Todavia, uma melhora de 3 vezes no desempenho de lavagem foi al-
cancada em comparagdo com uma preparagao da técnica anterior.

Exemplo 9. Desempenho das preparacoes de proteina mu-
tante de afinidade CBD + 20K de fusdo e de proteina de anulacdo do
ligante CBD + 20K de fusdo no acabamento/desbotamento de sarja de
Nimes

Enzimas mutantes de afinidade CBD + 20K de fusdo produzidas
usando Trichoderma como hospedeiro conforme descrito no Exemplo 4 fo-
ram testadas quanto a sua capacidade no desbotamento da sarja de Nimes.
Uma preparagao 20K eficiente no acabamento de sarja de Nimes foi usada
por Comparagéo.

A sarja de Nimes e os sistemas de teste para desbotamento fo-
ram como no Exemplo 8. Também o efeito do tratamento com celulase foi
avaliado como no Exemplo 8. Os resultados do teste de desbotamento para
a proteina mutante de afinidade CBD + 20K de fusédo e as preparacoes de
proteina de anulacao de 20K + ligante CBD de stéo estdao mostradas na
Tabela 12.

A cepa RF6090 com a substituicdo no aminoacido Y31W mos-
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trou um excelente desempénho de lavagem (ca. 6 vezes melhor do que 20K)
e um bom contraste. A eficiéncia da cepa RF6090 em comparagdao com 20K
pode ser claramente vista também na figura 16. A cepa RF6084 com a subs-
tituicdo do aminoéacido Y31A foi ca. 1,5 vezes melhor do que a de 20K. As
proteinas de fusdo CBD + 20K, com uma substituicdo de aminoacido Y.32A
ou Y31A_Y32A teve um efeito de desbotamento mais baixo do que 20K. O
desempenho de lavagem das proteinas de anulagdo 20K + ligante CBD no
tratamento da sarja de Nimes foi muito melhorado em comparagdo com a
cepa 20K e foi obtido um bom contraste, Com a cepa RF6108 (AG-444) o
desempenho de lavagem foi pelo menos 6 vezes melhor do que com 20K e
com a cepa RF6110 (AG-460) ca. 3 vezes melhor.
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Exemplo 10. 'Efeito nas proteinas de fusdo CBD + 20K na
forca da sarja de Nimes

Alguns dos jeans obtidos a partir dos testes de lavagem com.
proteinas de fusdo CBD + 20K (Exemplos 8 e 9) que tiveram um nivel de
abrasao similar (L* - valor ca. 23 ou 24 depois do tratamento com celulase)
foram selecionados pelas medicdes de forga. A forca de rasgo depois do
tratamento com proteinas de fusdo CBD + 20K e as amostras de controle
foram medidas pel'o método de Elmendof de acordo com SFS-EN ISO
13937-1 padréo. Os exemplares foram cortados tanto na dire¢éo da urdidura
quanto na da trama. Os resultados estdo mostrados na Tabela 13.

As proteinas de fusdo da celulase causaram essencialmente a
mesma perda de forga ou menos que a 20K, isto é, com algumas prepara-
¢Oes a forga do tecido permaneceu ainda maior. A mais baixa perda de forga
tanto na dire¢do da urdidura quanto da trama foi obtida com a cepa RF6108
com a anulagdo do ligante AG-444. Também o mutante por afinidade
RF6090 com a substituicdo do aminoacido Y31W causou uma menor perda _
de f0r¢a do que a 20K. A cepa RF5977 teve um efeito antes similar na forga
do tecido do que 20K.

Alguns dos jeans lavados com preparagdes de proteina de fusdo
tratadas com aquecimento (Exemplo 8, Tabela 11) também foram seleciona-
dos para medigdes de forga de rasgo. Foi notado que a forga do tecido foi
melhorada com algumas preparagdes tratadas com aquecimento, mas devi-
do ao desempenho de lavagem reduzido, dosagens mais altas tiveram que
ser usadas para obter o mesmo nivel de abras&o.
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Exemplo 11. Comparacdo das preparacées de proteina de
fusdo CBD + 20K selecionadas com as preparagoes enzimaticas da
técnica anterior _

As melhores proteinas de fusdo CBD + 20K dos Exemplos 8 e 9
foram testadas com outro tipo de sarja de Nimes. Preparégéo 20K (Ecosto-
ne® NP8500) eficiente no acabamento da sarja de Nimes e duas prepara-
cbes da técnica anterior comercialmente disponiveis, Denimax® 399S da
Novozymes e MexSOO da Meiji, a qual é a preparagao enzimatica sélida mais
concentrada comercialmente disponivel, foram usadas para comparagéo.

O sistema de teste para desbotamento foi como no Exemplo 8,
exceto que a carga de sarja de Nimes foi de 1 Kg e a proporgdo de liquido,
consequentemente, foi levemente maior. Cinco pegas de sarja de Nimes
("pernas") feitas de sarja de Nimes Down Under (Bradmill Textiles Pty, Aus-
tralia) foram usadas para cada teste depois da desgomagem. Fios de urdidu-
ra e da trama do tecido foram "ring spun". As enzimas foram dosadas comb
unidades de dosagem - NCU, de forma que niveis de abrasdo similares
(medidos como claridade do lado da face de sarja de Nimes depois do tra-
tamento com celulase) foram obtidos. O efeito do tratamento de celulase foi
avaliado como no Exemplo 8, exceto 20 medig¢bes de cor foram medidas por
perna.

Duas pernas com nivel de abrasao semelhantes (valor L* ca. 26
depois do tratamento com celulase) de cada teste de lavagem foram sele-
cionadas ara as medi¢cbes de forga. A forca de rasgo depois do tratamento
com proteinas de fusdo CBD + 20K e amostras de controle foram medidas
como no Exemplo 10. Os resultados estdo mostrados na Tabela 14 e nas
Figuras 17A e 17B. _

A forca de rasgo do tecido, a qual é tipicamente mais fraca do fio
do que a urdidura, foi mais alta com as proteinas de fusdo das cepas
RF5977, RF6090, RF6108 e RF6110 do que com 20K. Com todas as cepas
de proteina de fuséo foi obtida uma for¢a consideravelmente maior tanto na
dire¢do da urdidura quanto da trama em comparagdao com DeniMax 399S e
Mex 500. Também a cepa 20K foi menos prejudicial & forga no tecido do que
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outras preparacdes da técnica anterior.
Tabela 14. Medi¢coes de forca de rasgo de sarja de Nimes
tratada com proteinas de fusdo CBD + 20 K da invencéo, 20K e prepa-

ragcoes da técnica anterior

Enzima Forma L* Urdidura Trama
Forca de Forca de
- |rasgo (N) rasgo (N)
Ecostone NP8500 P6 25.9 58.0 40.3
RF5977, 20K+CBD Granulo 26.0 56.1 44.4
Mex 500, Meiji P6 26.1 - |48.4 31.1
DeniMax 399S, Novozymes Gréanulo 25.5 50.6 38.1
RF6090, 20K+CBD .t (Y31W) Liquido 26.0 57.9 43.4
RF6108, 20K+CBD (0G-444) Liquido 25.9 55.6 43.9
RF6110, 20K+CBD ([1G-460) Liquido 26.2 59.8 : 45.4

L* indica a claridade do lado da face da sarja de Nimes depois do tratamento
com celulase

Exemplo 12. Desempenho da preparacédo de CBD + 20K no
bioacabamento (remog¢ao de pilling) '

O desempenho da preparagao de proteina de fusdo CBD + 20K
concentrada no bioacabamento foi testado. Uma preparacédo de celulase
acida enriquecida com EGIl comercial (US 5.874.293) usada em formula-
¢Oes de bioacabamento e tratamento sem enzima foram usados por compa-
ragdo. Os tratamentos de remocgao de pilling foram efetuados com o extrator
de lavagem Wascator FOM 71 CLS da Electrolux sob as condi¢des descritas
na Tabela 15.

Pecas de dois tipos de puléveres ndo-usados feitos de 1200%
de algodao: tecido baseado em jérsei e rib com superficie flocosa foram
usadas como material de teste co material de enchimento. Amostras foram
pré-lavadas por 10 min a 60°C com 1 mL/L de tensoativos/agentes umidifi-
cantes (Sandoclean PCJ da Sandos e Imacol CN da Clariant) e rinsadas 3
vezes. Depois diss_o, os tecidos de malha foram tratados com celulase a
60°C por 60 minutos na presenca dos mesfnos adjuvantes téxteis que os
usados na pré-lavagem. Depois da drenagem a enzima foi inativada (por 10
min a 60°C) pela elevagao do pH acima de 11 com hidroxido de sddio. As

pecas de roupa de maiha foram, entao, rinsadas trés vezes e secas num
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tambor secador de roupas.'
Tabela 15. As condi¢bes/parametros de processo de teste

usados nos tratamentos de bioacabamento

Parametro do processo

Carga de tecido 1.0 Kg

Agua 15 litros

Sandoclean PCJ e Imacol CN 1 mUL

Controle de pH pH 5-5.3/pH 6-6.3 Ajuste com acido acético (80 %)
Tempo 60 min

Temperatura 60°C

Dosagem de celulase 0.25 % a 0.63% do peso do tecido

O efeito do tratamento de celulase foi avaliado visualmente a
olho nu e com uma lupa. Os resultados estdo mostrados na Tabela 16 e fo-

tos de camera digital tomadas com uma macro-objetiva estdo mostradas na

- figura 18.

A preparagao de pfoteina de fusdo CBD + 20K teve excelente
propriedades de bioacabamento levando a uma reducdo extensiva na floco-
sidade e na prevengao da formagéo de pilulas que possam ser claramente
vistas a partir das fotos (tomadas das amostras de rib) na figura 18. As a- -
mostras de controle, especialmente de puldver rib, tratadas sem enzima,
continham uma flocos_idade de superficie densa e pilling severo. Com a pre-
paragédo CBD + 20}K uma superficie muito limpa da roupa de malha foi obti-
da ja com a menor dosagem (0,25% do peso do tecido, o.w.f.), correspon-
dendo a uma atividade de celulase neutra de 125 NCU/g de tecido. Essa
dosagem resultou num efeito qvuase tado bom quanto'uma dosagem de duas
vezes. Usando uma dosagem de 0,5% de preparacdo CBD + 20K do peso
do tecido, um efeito remogao de pilling semelhante foi obtido em compara-
¢ao com o uso de uma dosagem de 0,63% o.w.f. de preparagao enriquecida
com EG I, que foi usada numa dosagem tipica para esse concentrado de
enzima na aplica¢éo do bioacabamento. Também o meio de cultura do CBD
+ 20K produzido pelo hospedeiro recombinante é volumetricamente pelo
menos duas vezes tdo efetivo no bioacabamento do que aquele de EG II

produzido por um hospedeiro recombinante.
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Tabela 16. Os resultados dos tratamentos de bioacabamento

com proteina de fusdo CBD + 20K em comparagcédo com enriquecido

com EGIl e controle sem enzima

Amostra Dosagem g Dosagem, Efeito remocéao
% 0.w.f2 de pilling®

20K+CBD conc. 5 0.50 +++++

20K+CBD conc. 2.5 0.25 +++ +

EGII enriquecido conc. 6.3 0.63 +++++

Controle, sem enzima - - -

2 do peso do tecido
b)

limpa.

+++++ Excelente efeito remocédo de pilling, superficie visualmente muito

++++ Efeito remog&o de pilling muito bom, superficie visualmente limpa.
- Flocosidade de superficie densa e/ou pilling severo.

Exemplo 13. Desempenho da preparagao CBD + 20K na apli-

cacao de detergente

A eficiéncia de uma preparagao de proteina de fusdo CBD + 20K

granulada foi testada com ciclos de lavagem repetidos numa maquina do-

méstica usando enzima de 0 até 0,5% de peso de formulagédo detergente

(detergente padrao ECE 98), a qual ndo continha quaisquer enzimas. As

condigdes de teste estdo descritas na Tabela 17. Carga, dosagem de deter-

gente e as principais condi¢des de teste foram de acordo com o padrdo EN

60456:2003, mas com sujeiras adicionais. As amostras de tecido foram to-

madas depois de 5, 10 e 15 lavagens.

Tabela 17. Projeto do teste para testar o desempenho da

preparagao CBD + 20K

Item

Especificacao

Concentracéo de enzima em uso

0,0.1,0.25, 0.5 %

Maquina de lavar

Siemens 1632 I1Q

Programa de lavagem

Programa de algod&o padréo sem légica flocosa

Detergente

ECE 98, 50 g por lavagem

pH do detergente no liquido de lavagem

11

Temperatura de lavagem

40/60°C

Dureza da agua

16°fH

Carga

IEC60456:2003 carga de 4 Kg

Mancha artificial adicionada
Total de 38 pegas (37 x 37cm) de cada

tipo

Art. No. 101*, algodao sujo com negro de carbono /
dleo de oliva ,

Art. No. 163*, algodao sujo com mingau de cereal
Art. No. 112%, algoddo sujo com manteiga

Tecido de teste

Anti-acinzentamento no Art. No. 224*
Forca de tenséo no Art. No. 224*

* da EMPA Test materialen AG, Suica
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Os resultados ‘de teste no anti-acinzentamento, executado no
artigo 224 (ISO 2267) e medido como diferengas de igualdade de cor, estao
mostrados nas Tabelas 18 e 19 e nas Figuras 19 e 20. A diferenca de cor foi
medida pelo método de trés estimulos usando um colorimetro Spectraflash
500 (illuminant D65/10 9).

A preparacdo de proteina de fusdo CBD + 20K mostrou um efei-
to positivo no valor de cor de trés estimulos Y e, conseqlientemente, no anti-
acinzentamento. O efeito de diferentes concentragbes enzimaticas foi apro-
ximadamente 0 mesmo. Ja uma concentracdo de enzima muito baixa
(0,10%) fbi suficiente para o anti-acinzentamento. Antes efeitos similares
(dados nao mostrados) foram obtidos com a proteina de fusdo CBD + 20K
em comparagdao com a celulase detergente comercial BiOTOUCH®DCC
contendo 1,8 vezes mais atividade celulase neutra (NCU).

Artigo 224 tambéem foi usado para medigdes de forca elastica
(dados nvéo mostrados) efetuadas de acordo com ISO 13934-1:1999 depois
de 15 lavagens. Nenhuma das concentragOes enzimaticas teve um efeito
danoso na forga elastica. Todos os resultados estavam dentro do desvio um
do outro (variagao de = 2,5%). O mesmo foi aplicado ao alongamento para
quebrar a carga.

Tabela 18. Desempenho da proteina de fusao CBD + 20K na
aplicacao detergente. Diferénga de igualdade de cor entre o artigo 224 anti-

acinzentamento lavado com enzima e o artigo original (ndo-lavado).

Temperatura de lavagem, conc. Diferencga (deltayY)
enzimatica. (%) Depois de Depois de Depois de
5 lavagens | 10 lavagens 15 lavagens
40°C, 0%. -7.46 -10.39 -12.30
40°C, 0.10% -5.78 -6.60 -8.01
40°C, 0.25% -5.62 -6.08 -8.18
40°C, 0.50% . | -4.85 -5.24 -7.56
60°C, 0% -8.65 -11.43 -13.95
60°C, 0.10% -5.77 -6.77 -8.41
60°C, 0.250% -4.72 -5.70 -7.46
60°C, 0.50% -4.33 -6.29 -7.44
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Tabela 19. Desempenho da proteina de fusao CBD + 20K na
aplicagao detergente. Diferenca de igualdade de cor entre o artigo 224 anti-

acinzentamento lavado com enzima e a lavagem sem enzima.

Temperatura de lavagem, con- Diferenca (deltaY)

centracao enzimatica (%) Depois de Depois de Depois de
5 lavagens | 10 lavagens 15 lavagens

40°C, 0% 0 0 0

40°C, 0.10% 1.68 3.79 4.29

40°C, 0.25% 1.94 4.31 412

40°C, 0.50% 2.61 5.15 4.74

60°C, 0% 0 0 0

60°C, 0.10% 2.88 4.66 5.54

60°C, 0.250% 3.93 5.73 6.49

60°C, 0.50% 4.32 5.14 6.51
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<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
tcgeecectaa

tcctggeegce

tgatcacccg

atccagatac

ccagcccgtce

gggctgcgag

caacctctceg

ctgtgecctgce

actgacccag

ccatggtcgt

acatcccecgg

cgggcgcacyg

tcaagcccgg

ccttcgageg

acgacggcgyg

cgtgtgacgg

69

LISTAGEM SEQUENCIAS

AB Enzymes Oy

Celulases melhoradas

2050016

50

PatentIn version 3.1

936

DNA

Melanocarpus albomyces

1
ccgagaacca

agcattgccc
cctcattacg
tgggactgct
tactcgtgcg
ggcggeccecg
tacggcttcg
tacgcgtgag
cgaccegcete
ccagtcgacc
cggcggegtce
gtacggcggc
ctgccagtgg
ggtccagtgce
cttegeegte

cagctacgtg

aagactccaa
ctcggggccc
cgtgccgacce
gcaagccgtce
acgccaactt
ccttctegtg
cggcgactgce
tgtgettggg
gccagtctga
agcacgggcg
ggcctcttcg
atctcgtcgce
cgcttcgact
cccgaggagce
ttcaaggccc

gaacgacctg

gaatgcgcetc

tcgcegecaa

tactcccgtt

cggtcagtcc

ggaccgcgtt-cagggctcac

gtgcggectgg
ccagcgcatc
cgccgaccac
actcagcggce
cccaacgtecg
cctttacatc
gcgacctcgg
acggctgcac
gccaggagtg
ggttccagaa
tggtcgecteg
ccagecgectg

gagctc

gccggaaagg
cacgacttcg
agcccctégg
cagaccgagg
gtgattccgg
gggtcecegtg

cagcaaccac

‘tcececagttce

cgactcgttc
cgccgacaac
gaccggctgce

atccgttttt

cteccgegece
acgaggtaac

tgctcaccgce

gcceccgtgaa

atgccgtc;c
ccattaatga
agtcgtggtg
agttcagacc
gccggcaaga
ttcgacctca
ggcggectec
cccgagecge
ccgtccecttta
aggcgccacg

gggcagtgtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

936



<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala

Gly

Ala

Gly

Asp

Glu

Pro

Asp

Gly

Arg

145

Pro

Asp

val

Phe

Asn

Trp

Asn

Gly

Asn

Glu

val

Leu

Leu

130

Tyr

Leu

Asn

Ala

Lys

2

214

PRT

Mélanocarpus albomyces

Gly Gln Ser

Ala

Phe
35

Pro
Leu
Ser
Ala
Gly
115
Phe
Gly
Lys

Pro

Arg
195

Ala

Gly

Gln

Ala

Ser

Trp

Gly

100

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

Pro

Lys

Arg

Phe

TYyr

Cys

85

Lys

Asn

Gly

Ile

Gly

165

Phe

Gly

Ser

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly

70

Cys

Thr

His

Cys

Ser

150

Cys

Thr

Cys

Ala

Arg

Pro

His

Cys

55

Phe

Ala

Met

Phe

Thr

135

Ser

Gln

Phe

Arg

TyYyx
val
Asp
40

Ala
Ala
Cys
val
Asp
120
Pro
Arg
Trp

Glu

Arg
200

Trp

Asn
25

Phe

Asp

Ala

Tyr

Val

105

Leu

Gln

Gln

Arg

Arg

185

His

70

Asp
10

Gln

Asp

His

Thr

Ala

90

Gln

Asn

Phe

Glu

Phe

170

val

Asp

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala

75

Leu

Ser

Ile

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

Val

val

Pro

60

Leu

Thr

Thr

.Pro

Gly

140

Asp

Trp

Cys

Gly

Lys

Tyr

Ser

45

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly

125

Leu

Ser

Phe

Pro

Gly
205

Pro

Ser
30

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

Ser
15

Cys
Cys
Ile
Gln
Ser
95

Gly
Gly
Gly
Pro
Asn
175

Glu

Ala

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr

80

Gly

Gly

vVal

Ala

Glu

160

Ala

Leu

val



210

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
ccgeggactg

tcgtgctcag
atgctegtct
gcgctggact
gaccctatgt
cgcgtccacg
gtctgcgcag
ggaattcacc
agtgacttac
taaggtgcgg
gcaagtatcc
gtccecgega
ccaacaacgc
gggaggccaa
agatctgcga
gcgatccega
ctggctcaag
cgtcgggtge
ccgagcttgg
cagaattcgg
cctetgygeyay
atgcgcgttg
tgtggctgga
gaagctgctc
aggtcacctt

gcaaccctcec

1820
DNA

Trichoderma

3
cgcatcatgt

tcggectgea
ggtggcactt
cacgctacga
cctgacaacg
tacggagtta
aagaacgttg
ctgcttggca
catgaacccce
cttgaacgga
caccaacacc
tctgaagttce
aaacacgggc
ctcecatcectcec
gggtgatggg
tggctgcgac
ctttaccctce
catcaaccga
tégttactct
cggatcctct
catggttctg
acaaagagtc
ctccacctac
caccagctcc
ctccaacatc

cggcggaaac

reesei

atcggaagtt
ctctccaatc
gcactcaaca
acagcagcac
agacctgcgce
ccacgagcgy
gcgctcgect
acgagttctc
tgacgtatct
gctctectact
gctggegeca
atcaatggcce
attggaggac
gaggctctta
tgcggcggaa
tggaacccat
gataccacca
tactatgtcc
ggcaacgagc
ttctcagaca
gtcatgagtc
aagcagctga
ccéacaaacg
ggtgtccectg
aagttcggac

ccgectggea

71

ggccgtceatc
ggagactcac
gacaggctcc
gaactgctac
gaagaactgc
taacagcctc
ttaccttatg
tttcgatgtt
tcttgtgggce
tcgtgtccat
agtacggcac
aggccaacgt
acggaagctg
cceceecaccec
cttactccga
accgcctggg
agaaattgac
agaatggcgt
tcaacgatga
agggcggecet
tgtgggatga’
ctgagatgtt
agacctcectce
ctcaggtcga
ccattggcag

ccaccecaccac

tecggecttcet
ccgectcectga
gtggtcatcg
gatggcaaca
tgtctggacg
tccattggcet
ggcagcgaca
gatgtttcgce
tcccagetga
ggacgcggat
ggggtactgt
tgagggctgg
ctgctctgag
ttgcacgact
taacagatat
caacacéagc
cgttgtcacc
cactttccag
ttactgcaca
gactcagttc
tgtgagtttg
acagtactac
cacacccggt
atctcagtct
caccggcaac

ccgcecgcecca

tggccacagce
caﬁggcagaa
acgccaactg
cttggagctce
gtgccgccﬁa
ttgtcaccca
cgacctacca
agctgccgta
ctggccaatt
ggtggcgtga
gacagccagt
gagccgtcat
atggatatct
gtcggccagg
ggcggcactt
ttctacggcecc
cagtccgaga
cagcccaacg
gctgaggagyg
aagaaggcta
atggacaaaé
gccaacatgc
gcecgtgegeg
cccaacgceca
cctagcggceg

gccactacca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



72

ctggaagctc tcccggacct acccagtcté actacggcca gtgcggcggt attggctaca 1620
gcggccccac ggtctgcgee agcggcacaa cttgccaggt cctgaacccet tactactctc 1680
agtgcctgta aagctccgtg cgaaagcctg acgcaccggt agattcttgg tgégcccgta 1740
tcatgacggc ggcgggagct acatggcccce gggtgattta ttttttttgt atctacttcet 1800

gacccttttc aaatatacgg 1820

<210> 4

<211> 497

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei
<400> 4

Gln Ser Ala Cys Thr Leu Gln Ser Glu Thr His Pro Pro Leu Thr Trp
1 5 10 15

Gln Lys Cys Ser Ser Gly Gly Thr Cys Thr Gln Gln Thr Gly Ser Val
20 25 30

val Ile Asb Ala Asn Trp Arg Trp Thr His Ala Thr Asn Ser Ser Thr
35 40 45

Asn Cys Tyr Asp Gly Asn Thr Trp Ser Ser Thr Leu Cys Pro Asp Asn
50 . . 55 60

Glu Thr Cys Ala Lys Asn Cys Cys Leu Asp Gly Ala Ala Tyr Ala Ser
65 70 75 80

Thr Tyr Gly Val Thr Thr Ser Gly Asn Ser Leu Ser Ile Gly Phe val
85 90 95

Thr Gln Ser Ala Gln Lys Asn Val Gly Ala Arg Leu Tyr Leu Met Gly
100 105 110

Ser Asp Thr Thr Tyr Gln Glu Phe Thr Leu Leu Gly Asn Glu Phe Ser
115 120 125

Phe Asp Val Asp Val Ser Gln Leu Pro Cys Gly Leu Asn Gly Ala Leu
130 135 140

Tyr Phe Val Ser Met Asp Ala Asp Gly Gly Val Ser Lys Tyr Pro Thr
145 150 155 160

Asn Thr Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln Cys
165 170 175



Pro

Glu

Cys

Leu

225

Asp

Asp

Phe

Thr

val
305

Tyr

Glu

Lys

Asp

Glu

385

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

Cys

210

Thr

Gly

Pro

Tyr

val
290
Gln

Ser

Phe

Lys

TYyTYr

370

Thr

Gly

Phe

Gly

Asp

Ser

195

Ser

Pro

Cys

Asp

Gly

275

val

Asn

Gly

Gly

Ala
355

Tyr

Ser

val

Ser

Gly
435

Leu
180
Ser
Glu
His
Gly
Gly
260

Pro

Thr

Gly

Asn

Gly

340

Thr

Ala

Ser

Pro

Asn

420

Asn

Lys

Asn

Met

Pro

Gly

245

Cys

Gly

Gln

val

Glu

325

Ser

Ser

Asn

Thr

Ala

405

Ile

Pro

Phe

Asn

Asp

Cys

230

Thr

Asp

Ser

Ser

Thr

310

Leu

Ser

Gly

Met

Pro

390

Gln

Lys

Pro

Ile

Ala

Ile

215

Thr

Tyr

Trp

Ser

Glu
295
Phe

Asn

Phe

Gly

Leu

375

Gly

Val

Phe

Gly

Asn

Asn

200

Trp

Thr

Ser

Asn

Phe

280

Thr

Gln

Asp

Ser

Met

360

Trp

Ala

Glu

Gly

Gly
440

Gly

185

Thr

Glu

val

Asp

Pro

265

Thr

Ser

Gln

Asp

Asp

345

Vval

Leu

val

Ser

Pro
425

Asn

73

Gln

Gly

Ala

Gly

Asn

250

Tyr

Leu

Gly

Pro

Tyr

330

Lys

Leu

Asp

Arg

Gln

410

Ile

Pro

Ala

Ile

Asn

Gln

235

Arg

Arg

Asp

Ala

Asn

315

Cys

Gly

vVal

Ser

Gly

395

Ser

Gly

Pro

Asn

Gly

Ser

220

Glu

Tyr

Leu

Thr

Ile
300
Ala

Thr

Gly

Met

Thr

380

Ser

Pro

Ser

Gly

val

Gly

205

Ile

Ile

Gly

Gly

Thr

285

Asn

Glu

Ala

Leu

Ser
365

Tyr

Cys

Asn

Thr

Thr
445

Glu

190

His

Ser

Cys

Gly

Asn

270

Lys

Arg

Leu

Glu

Thr

350

Leu

Pro

Ser

Ala

Gly

430

Thr

Gly

Gly

Glu

Glu

Thr

255

Thr

Lys

Tvr

Gly

Glu

335

Gln

Trp

Thr

Thr

Lys

415

Asn

Thr

Trp

Ser

Ala

Gly

240

Cys

Ser -

Leu

Tyr

Ser

320

Ala

Phe

Asp

Asn

Ser

400

val

Pro

Thr



74

Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro Thr Gln Ser

450

His
465

Tyr Gly Gln Cys

455

470

475

460

Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Pfo Thr val Cys

480

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

Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
gaattcgggg

ggggatggag
téccttgcct
tgctgcgggt
caacatcgcc
gggcgagacg
gtgccagceceg
ggacaacgac
cgtcgagtceg
cgtcacgacg
gccgecgegtce
ccaggagtté
ctacctgtcc
ctacggcacc
gagtgttccc
gtcgcaccaa
tgggaggcca
tacatgtgcg

tggaacccgt

485

5

1895

DNA

Melanocarpus albomyces

5
gttgccaggg

aagaaagcat
ccttgecctgg
gaactcgcag

ctgctcggceg

cccgaggtgce

cggaccaact

tacaactgcg

tgcgcgcegcea

agcgacacgt

tacctgcetcg

acctttgagg

gagatggacc

ggctactgcg

ctttggcccece

aacagggcaa

actcgcgggc

agggcgccga

accgggtcaa

agtcgtacag
atatgggacg
gttgttgttg
agcgcecttceg
ccgegtegge
acccgcagct
acattgtgcet
gcgactgggg
actgcatcat
cgctgcgcct
acgagaccga
tcgacgccac
cgaccggcgce
acgcccagtg
cccectgaaa
catcgagggce
gacgcacgtg
gtgcgagtac

catcaccgac

490

gggtgggtgg
tttgtgctceg
gtcttcectt
gacgacgaca
gctcctggge
gacgacgttc
ggactcgctg
gcagaagccc
ggagggcgtg
gcagcagctc
gcaccgctac
caagctgeccc
ccggagcgag
cttcgtgacg
étagatgtac
aagggctcgt
gcgccgcaca
gacggcgtgt

tactacggca

agggggatgg
ccggeteccc
caccatccga
gacagacgca
ctcgcccacg
cggtgcacca
tcgcacccgg
aacgcgacgg
cccgactaca
gtcgacggcec
gagatgatgc
tgcggcatga

ctcaacccecg

ccattcatca

ctgggtgcta
gctgcaacga
cgtgcaacca
gcgacaagga

actcggacgce

495

gggatggaag
tctgccacgt
caaaccaacc
ccatgactcg
gccagaagcc
aggcggacgg
tgcaccaggt
cgtgcccgga
gccagcacgg
gcctegtcecac
accﬁgaccgg

acagcgeccect

gcggtgcecta

acggcattgt

accceggggt

gatggacatc
gacgggtctg
cgggtgeggg

gttccgegtce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140



gacacgcggce
gagagcatcc
gcgcecgggec
gcgegetacc
gtgctggcca
gaggccggec
agccccgagg
gagtccgacg
gcgggggatg
tcgatgtgtt
caatagtcgg
ggcagcgtcg

ttaaatcgga

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Gln Lys

Arg Cys

Leu Asp

35

Cys Gly

Glu
65

Ser

His

Gln

Val Asp

Pro Gly Glu

Thr Lys Ala

Ser Leu Ser

Asp Trp Gly

Cys Ala Arg

Gly val Thr

Gly Arg Leu

ggcccttcac
accggctgta
tgcceccggac
tcgacctegg
tgagcatctg
cctgectgec
tcacctacag
acgacggcga
cgtaacttac
agttgagtgg
ctggtgcatt
atgacccgac

ggctgatgct

408

PRT

cgtggtgacg
cgtgcaggac
cgactcgctce
cggcaccgeg
gtgggacgag
cgacgagggc
caacctgcgce
cggcgacgac
atacagcccg
aatggaaaat
tgtgacactt
acccagaata

catctctteg

75

cagttcccgg
ggcaaggtga
aacgacgagt
ggcatgggcg
tcecggcettcea
gaccccaaga
tggggcgaga
tgctagataa
gagttgtttt
tcgecgtcettt
caattgcgcet
attcgcatgg

aattc

Melanocarpus albomyces

5

20

85

100

Thr

Asp

His

Gln

Asn

70

Thr

val

Pro Glu

Gly Cys

val
40

Pro

Lys Pro

Ile

Cys

Ser

Asp

Thr Pro

Val His Pro
10
Gln Pro

25

Arg

His Gln Vval

Asn Ala Thr

Met Glu Gly

75

Thr Ser

90

Leu

Arg Val

105

Tyr

-Val

ccgacgccga
tcgagtcegta
tctgegeege
acgccatgac
;gaactggct
acattgtcaa
tcgggtcgac
ctaactagtg
gagtgtagag
gccccggtgg
gttggcttgg

ttgattattg

Gln Leu Thr

Thr Asn

Tyr

Asn
45

Asp Asp

Ala
60

Cys Pro

Pro Asp

Arg Leu Gln

Leu Leu Asp

110

gggccggetce
cgtegtcgac
cacgggcgece
gcgcggcatg
cgacagcégc
ggtcgagcecce
ctttgaggcc
ggcggaaagg
tattgagctt
ttgcgataaa

tgacagacac

ttattgtgct

Thr Phe

15
Ile Vval .

Tyr Asn

Asp Val

Tyr Ser
80

Gln Leu
95

Glu Thr

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1895



Glu

Glu

Leu

145

Gly

Pro

Asn

Pro

Cys

225

Tyr

val

Ala

Lys

Asp

305

Leu

Met

Trp

Pro

His

val

130

Ser

Ala

Phe

Glu

His

210

Glu

Arg

Asp

Glu

val

290

Ser

Asp

val

Leu

Lys
370

Arg
115
Asp
Glu
Tyr
Ile
Met
195
Thr
Tyr
val

Thr

Gly
275
Ile

Leu
Léu
Leu
Asp

355

Asn

Tyr

Ala

Met

Tyr

Asn

180

Asp

Cys

Asp

Asn

Arg

260

Arg

Glu

Asn

Gly

Ala

340

Ser

Ile

Glu
Thr
Asp
Gly
165
Gly
Ile
Asn
Gly
Ile
245

Arg

Leu

Ser
Asp
Gly
325
Met

Gly

val

Met

Lys

Pro

150

Thr

Ile

Trp

Gln

Val

230

Thr

Pro

Glu

Tyr

Glu

310

Thr

Ser

Glu

Lys

Met

Leu

135

Thr

Gly

Gly

Glu

Thr

His
120

Pro

Gly

Tyr.

Asn

Ala
200

Gly

215 -

Cys

Asp

Phe

Ser

Val

295

Phe

Ala

Ile

Ala

Val
375

Asp

Tyr

Thr

Ile
280
val

Cys

Gly

Trp

Gly

360

Glu

Leu

Cys

Ala

Cys

Ile

185

Asn

Leu

Lys

Tyr

Val

265

His

Asp

Ala

Met

345

Pro

Pro

76

Thr

Gly

Arg

Asp

170

Glu

Ser

Tyr

Asp

Gly

250

val

Arg

Ala

Ala

Gly

330

Asp

Cys

Ser

Gly

Met

Ser

155

Ala

Gly

Arg

Met

Gly

235

Asn

Thr

Leu

Pro

Thr

315

Asp

Glu

Leu

Pro

Gln

Asgn

140

Glu

Gln

Lys

Ala

Cys

220

Cys

Ser

Gln

Tyr

Gly

300

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu
380

Glu

125

Ser

Leu

Cys

Gly

Thr

205

Glu

Gly

Asp

Phe

val
285
Leu

Ala

Met

Gly

Asp

365

val

Phe
Ala
Asn
Phe
Ser
190
His
Gly
Trp
Ala
Pro

270

Gln

Pro
Ala
Thr
Phe
350

Glu

Thr

Thr Phe

Leu Tyr

Pro Gly
160

Val'Thr
175

Cys Cys
vVal Ala
Ala Glu

Asn_Pro
240

Phe Arg
255

Ala Asp

Asp Gly

Arg Thr

Arg Tyr
320

Arg Gly
335
Met Asn

Gly Asp

Tyr Ser



77

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

385

Asp Asp Gly Asp Gly Asp Asp Cys

<210>
<211> -
<212>

<213>

<400>
cccggtectgg

ccgagecagg
agtgtcccge
ctcgeggecg
cccgagaacce
gtgaacgccg
aactgctacg
aagtgcatga
gacgccctga
ttctacctca
gcctttgacg
gccatggagg
ggcactgggg
ccggctaact
agttcgttgg
ctggcgtegg
gtccacccag
gtcgéatgcc
ctgcgagacce
cgccaacggce
caagacgctce
ctgcctgccet
ttcgaggaga

ccgccgacgt

405

7

2100

DNA

Melanocarpus albomyces

7
agacggggag

cccaggacag
tctgcccaca
cgctgeeget
accecceeget
aggtcgtcat
acggcaacca
tcgagggtgce
cgctcaagtt
tgaacggccc
tcgacctcte
aggacggcgg
tgagttgage
ctctecgattce
cggcaaggcc
cchtacggc
gttcggatge
tatgccttcg
accaactgcyg
tgcgactaca
gacaccagcc
ggacacactg
acaagctctc

gggagggcat

cgcgccagceg
caggagaact
gcactctgca
cgtecggectc
cacctggcag
tgacgccaac
gtggaccaac
cggcgactac
cgtcaccaag
ggacaagtac
gaccgtcgag
catggccagce
tcegetttgt
ctccgacagt
aacattgagg
agctgectgceg
ggggtggaaa.
ctttcacgce
gtggcaccta
acccctaccg
gcaagttcac
aaactgacac
ccagtacttc

gcccaacagc

395

acgcaggata
cgccacgcge
accatgatga
gcegecggec
aggtgcacgg
tggcgctgge
gcctgcagcea
ctgggcacct
cacgagtacg
cagatgttca
tgcggcatca
tacccgagca
ttcgagtcegce
actgcgatgce
gctggaagtc
ctgagatcga
tttcgegget
gcacgcgtgce
ctcggaggac
catgggcaac
gtgcgtgacc
gtcgtttteg
atccaggacg

agcgagatca

agaaggcgac
aagcagcacyg
tgaagcagta
agcgegetgg
ccccéggcaa
tgcacgacga
ccgeccaccga
acggcgcecte
gcaccaacgt
acctcatggg
acagcgccct
accaggccgg
aacgaggcac
ccaatgcgcet
gtccaccagce
cgtctggtga

aacggagcac

acgaccaacg

cgcttcgeecg
cccgacttet
ccttgtggeg
gctgcagegt
gccgcaagat

ccccecgaget

400

gaccgcgcect
ccecgatcegac
cctccagtac
taacgagacyg
ctgccagacc
caacatgcag
ctgcgctgag
gaccagcggc
cggctcgege
caacgagétt
gtacttcgtc
cgccecggtac
tttctgggeg
cgtgatctca
gaccccaacg
gtgcgagacc
ccecccaggga
agtaccacgt
gcaagtgcga
acggcaaggg
caacctttc£
cgtctececege
cgagatcccg

ctgctccacc

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440



atgttcgatg
aacaacgccc
cgccgacctc
acgagaccgt
gaaggagggc
cgaggtcgag
ctggatgccg
ccccategge
cacgceccgec
gcctcaagtt

caagagaaat

tgttcaacga
tccgggttee
cctagccaca
tégtagcéct
cagcccggeg
gctcagttcc
aatgctaaca

tcgacctacg

‘acctcccecte

tttttegttce

tgccagtctg

<210> 8

<211>

<212>

<213>

430

PRT

<400> 8

Gln Arg Ala

Gln Arg Cys

Val Ile Asp

Cys Tyr
50

Asp

Cys Ala Glu

Tyr Gly Ala

Lys His Glu

Gly Pro Asp

115

Gly Asn

Thr
20

Ala
Ala Asn
Gly Asn
Lys

Cys

Thr
85

Ser

Tyr Gly

100

Lys Tyr

Glu

Pro

Trp

Gln

Met

70

Ser

Thr

Gln

ccgcaaccgce
catggtectce
caagccgcat
acgccaacat
ccgeecegtgg
ccgacgcgta
cgcgaaacag
acttctaagce
gcggaaactc
atgtttcagt

agttttggga

Thr Pro

Gly Asn

Arg Trp

40

Trp Thr

55

Ile Glu

Gly Asp

Asn Val

Met Phe

120

78

ttcgaggagg
gtcatgtcca
ccggcgaggc
gctctggetce
cgactgcccee
agacttgccce
ccéggtcgtc
cggtccatgce
tccgtgegtce
tctttcecgeca

acctgtgatc

Melanocarpus albomyces

Glu Asn His

10

Cys Gln Thr

25

Leu His Asp

Asn Ala Cys

Gly Ala Gly

75

Ala Leu Thr

90

Gly Ser

105

Arg

Asn Leu Met

tcggeggett
tctgggacga
acgccatcgce
gactccatct
acggactcgg
ccgaccccaa
tggtccaaca
actcgcagcce
gcgggcetceca
tgta;cctaa

cacatcatgg

Pro Pro Leu

val Ala

30

Asn

Asn Met

45

Asp

Ser Thr Ala

60

Asp Tyr Leu

Leu Lys Phe

Phe Tyr Leu

cgagcagctg
cgtaagtacc
ﬁgctgctaac
acccgeeccga
gtgtccecge
gcttccactt
tccgettegg
ctgggccegt
aagcattttg
gctccgatag

acgcataatg

Thr
15

Trp
Glu

Val

Gln Asn

Thr

Asp

Thr
80

Gly

Val
95

Thr

Met Asn

110

Gly Asn Glu

125

Leu Ala

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100



Phe

145

Asn

Ala

Lys

Cys

Phe

225

Thr

Asp

Phe

Val

Gly

305

Ser

Asn

Asn

His

Glu
385

Asp

130

Phe

Gln

Arg

Ser

Cys

210

Thr

Asn

Ala

Tyr

Ser

290

Arg

Ser

Asp

Ala

Tyr
370

Gly

val

Val

Ala

Asp

Ser

195

Ala

Pro

Cys

Asn

Gly

275

Arg

Lys

Glu

Arg

Leu

355

Ala

Gln

Asp

Ala

Gly

Leu

180

Thr

Glu

His

Gly

Gly

260

Lys

Phe

Ile

ile

Asn

340

Arg

Asn

Pro

Leu

Met

Ala

165

Lys

Ser

Ile

Ala

Gly

245

Cys

Gly

Glu

Glu

Thr
325
Arg

Val

Met

Gly

Ser

Glu

150

Arg

Phe

Asp

Asp

Cys

230

Thr

Asp

Lys

Glu

Ile

310

Pro

Phe

Pro

Leu

Ala
390

Thr
135

Glu

Tyr

Val

Pro

val

215

Thr

TYr

Tyr

Thr

Asn

295

Pro

Glu

Glu

Met

Trp

375

Ala

val

Asp

Gly

Gly

Asn

200

Trp

Thr

Ser

Asn

Leu

280

Lys

Pro

Leu

Glu

val

360

Leu

Arg

Glu
Gly
Thr
Gly
185
Ala
Glu
Asn
Glu
Pro
265
Asp
Leu

Pro

Cys

val
345
Leu

Asp

Gly

79

Cys

Gly

Gly

170

Lys

Gly

Ser

Glu

Asp

250

Tyxr

Thr

Ser

Thx

Ser
330
Gly

val

Ser

Asp

Gly

Met
155

TyY

Ala

Val

Asn

Tyr

235

Arg

Arg

Ser

Gln

Trp

315

Thr

Gly

Met

Ile

Cys
395

Ile

140

Ala

Cys

Asn

Gly

Ala

220

His

Phe

Met

Arg

Tyr

300

Glu

Met

Phe

Ser

Tyr
380

Pro

Asn

Ser

Asp

Ile

Pro

205

Tyr

val

Ala

Gly

Lys

285

Phe

Gly

Phe

Glu

Ile

365

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ala

Glu

190

TyTr

Ala

Cys

Gly

Asn

270

Phe

Ile

Met

Asp

Gln

350

Trp

Pro

Asp

Ala

Pro

Gln

175

Gly

Gly

Phe

Glu

Lys

255

Pro

Thr

Gln

Pro

val
335
Leu

Asp

Glu

Ser

Leu

Ser

160

Cys

Trp

Ser

Ala

Thr

240

Cys

Asp

Val

Asp

Asn

320

Phe

Asn

Asp

Lys

Gly
400



80

Val Pro Ala Glu val Glu Ala Gln Phe Pro Asp Ala Gln Vval val Trp

405

410

415

Ser Asn Ile Arg Phe Gly Pro Ile Gly Ser Thr Tyr Asp Phe
430 .

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
gaattctaga

ttgactacct
ctgcaaacat
atgagggctt
caatggtgaa
acttaatctt
tatttcgage
actcaaccaa
gttccagcég
caggatgttc
cagaactcta
ccceggggct
tgcaccacat
tcgcatacta
" tccgggcate
ctgggégatg
ctaagacatc
actagagaaa
caacaccttc
ggtacgtagc
cttatcctaa
tgcgttctag

tgaacggttg

420

9
3459
DNA

Thermoascus

9
cctttatcct

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

gcggeecgtce

425

aurantiacus

ttcatccgac
gtagtaacgt
acggcaaaag
gaaaacctgg
gtgcctacag
tccaagtcett
atagggagac
gagaataaac
cttgcataaa
cactgctcgt
acccégggga
atcgaatctce
cacgatttct
gcagagttac
ctgcaggatc
tctggtgcaa
ccecgcatact
aggccactag
cccttageca
aatcggatcc
ctgttgccca
cggccggtag

aagccgatga

cagacttccc
cgtcgaccct
atgattgggc
gaccaggacg
cacaggctct
tatgaaaagg
agtcgagcat
acagaégtca
gacaactccce
ttccgacgtg
ggaatctgca
ccgcgggaaa
ccgcaaggga
atatcactca
aacggcccga
tatcatttga
aatcctttta
ttgcagtcgg
ccaatgecccc
gaacctcttt
ttggggattg
ccatctcgaa

ccatgggttc

tttttgacct
cttgaatgat
atggatgcag
ctaggtacga
gtgaagattg
aaaaagagag
accagcggta
accttgaact
cgagggctct
gcgtcagtga
agtaagaact
ttaaacccat
gtcacagaga
ggatacattg
caaaacacaa
tggatgttcc
tcaaccaaaa
atactggtct
acataataca
aacggacccc
aggaggtccg
tctctegtga

ctgatagagc

tggcgcectg
ccttgtcaca
gagacatcga
tgaaatccgce
cgctgttcag
ggaagagcgc
tcgacgttag
ggatagcagg
ctgcatacac
tccgtctcca
taataccaat
acgatgtttt
aagacatatt
cagatcattg
gtggctaaag

ccccgeattt

gttccactceg -

tttecgeegte
tgttgacata
tcctaqacac
ggtcgcagga
agccttcatc

ttgtgcctga

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

960

11020

1b80v
1140
1200
1260
1320

1380



ccggecttgg
cggattgagt
ataacaatat
ccgeccgeceg
ggcagcaatg
cgaactggcg
gggacaccag
qggattacag
tcacccaaag
cttatcagat
tcecettgegyg
ccaaataccc
gccctoggga
gagcccatga
gtctgccaac
tgtctgggaa
ccagaccatg
tacctgecgac
cggccccggg
cgacgacggg
caaggtgatc
cgagtattgce
cgggcttcag
ggacgatcac
ggacacccect
tgagtcgcag
ctcgaccttc
gatacagggg
atcagtttgce
aggggctgtg
cttattatat
tgcttgcettg

gtatatcggt

cggcatagac
cctagtacga
caatcgaatc
cgcgcacgag
ctccagcegge
ttgggtccat
tatétgtccc
tggcacctat
ctcagggaag
cttcaagctg
gctgaacggc
tggcaacaag
tctcaagttc
atcattaact
gacccaaatg
gccaacagca
tgccagggag
cctgatggcet
aagatcgteg
acaccctceg
ccccagtegg
acggcccaga
aagatcagtc
gccgccaaca
ggcgtcgege
aaccccaatt
accgccaact
tagttgggag
caattgaécc
gcagcttaag
taggtcgatc
cctatttaaa

tcgecctette

gagctgaaca
agcaatccgce
gcaatgtatc
gccggtaccg
ggtagttgta
accacctctg
gacgacgtga
ggtgttacga
aacattggct
ctgggtcagg
gccctctact
gcaggcgcta
atcaacggtce
aacgctgtca
ccggcgttgg
tctectactge
acgactgtgg
gcgacttcaa
acactagctce
gcaccctgac
agtcgacgat
aggcagcctt
aggctctgge
tgctctgget
gcggtacctg
catatgttat
aagtaagtaa
attgtcgtgt
atgaagaaaa
ccttgttgta
attatccgat
ttgttatata

ttgtctcettce

81

catcaggtat
caccaccaaa
agcgcgcetct
taaccgcaga
ccacgcagaa
gatacaccaa
cctgcgctca
ccagtggcéa
cgegectgta
agtttacctt
ttgtggccat
agtatggcac
aggtacgtca
aatacaggcc
taaccacggt
ggtgacgccet
tggaacctac
tcecttaccag
caaattcacc
ggagatcaaa
cagcggegte
cggcgacaac
tcagggcatg
ggacagcacc
ccccacgacce

ctactccaac

cgggcactct

acaggggaca
gggggagatc
gatcgttcag
tgactccgtg
cgccgtagcg

atctcacatc

gaacagatca
tcaagcaacg
tctecttetet
gaatcaccct
tggaaaagtc
ctgctacacyg
gaattgtgce
cgccctggga
cctgctgcag
cgatgtcgac
ggacgccgac
tggttactgce
gaagtgataa
aacgttgaag
tcctegtgeg
cacccatgcg
tcctccacte
ccaggcaacc
gtcgtcaccc
cgcttctacg
accggcaact
accggcettct
gtcctcgtca
tacccgactg
tceggegtec
atcaaggtcg
accaccgaga
tgcgatgctce
aaagaagtct
agaaaaaéaa
acaagaatta
cttgcggacce

acaggtccag

gatataaagt

agcgacacga

ttcttcecteg

tceectgacct

gttatcgatg

ggcaatacgt

ttggatggag

ctgaactttg

gacgacacca

gtctccaatc

ggcaatttgt

gactctcagt

ctagccagca
gctggcagcec
ctgagatgga
acacccecgg
gatatgctgg
actcgttcta
agttcatéac
tccagaacgg
caatcaccac
tcacgcacgg
tgagcctgtg
atgcggaccc
cggccgacgt
gacccatcaa
gcttégtgaa
aaaaatctac
gtcagaagag
agtttgcgta
aaaagagtac
acccctcaca

gtccageecg

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360



82

gcceggtecg ggtgccatge atgcacaggg ggactaatat attaatcgtg accctgtvece 3420

taagctaggg tccctgcatt ttgaacctgt ggacgtctg 3459
<210> 1Q

<211> 440

<212> PRT

<213> Thermoascus aurantiacus

<400> 10

Gln Gln Ala Gly Thr val Thr Ala Glu Asn His Pro Ser Leu Thr Trp
1 5 : 10 15

Gln Gln Cys Ser Ser Gly Gly Ser Cys Thr Thr Gln Asn Gly Lys Val
20 25 . 30

Val Ile Asp Ala Asn Trp Arg Trp Val His Thr Thr Ser Gly Tyr Thr
35 40 ' 45

Asn Cys Tyr Thr Gly Asn Thr Trp Asp Thr Ser Ile Cys Pro Asp Asp

Val Thr Cys Ala Gln Asn Cys Ala Leu Asp Gly Ala Asp Tyr Ser Gly
65 70 75 80

Thr Tyr Gly Val Thr Thr Ser Gly Asn Ala Leu Arg Leu Asn Phe Val
85 90 95

Thr Gln Ser Ser Gly Lys Asn Ile Gly Ser Arg Leu Tyr Leu Leu Gln
100 105 110

Asp Asp Thr Thr Tyr Gln Ile Phe Lys Leu Leu Gly Gln Glu Phe Thr
115 120 125

Phe Asp Val Asp Val Ser Asn Leu Pro Cys Gly Leu Asn Gly Ala Leu
130 135 140

Tyr Phe Val Ala Met Asp Ala Asp Gly Gly Leu Ser Lys Tyr Pro Gly
145 150 ) - 155 160

Asn Lys Ala Gly Ala Lys Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln Cys
165 170 175

Pro Arg Asp Leu Lys Phe Ile Asn Gly Gln Ala Asn Val Glu Gly Trp
180 185 190



Gln

Cys

val

225

Asp

Asp

Phe

Val

Glu

305

Glu

Cys

His

Leu

Asp

385

Arg

Gln

Pro

Cys

210

Thr

Asp

Pro

vz

Thr

290

Ile

Ser

Thr

Gly

val

370

Ser

Gly

Tyr

Ser

195

Ala

Pro

Cys

Asp

Gly

275

Gln

Lys

Thr

Ala

Gly

355

Met

Thr

Thr

Pro

Ala

Glu

His

Gly

Gly

260

Pro

Phe

Arg

Ile

Gln

340

Leu

Ser

Tyr

Cys

Asn
420

Asn

Met

Pro

Gly

245

Cys

Gly

Ile

Phe

Ser

325

Lys

Gln

Leu

Pro

Pro

405

Ser

Asp

Asp

Cys

230

Thr

Asp

Gln

Thr

Tyr

310

Gly

Ala

Lys

Trp

Thr

390

Thr

Pro

val

215

Asp

Tvx

Phe

Ile

Asp

295

Val

val

Ala

Ile

Asp

375

Asp

Thr

Val

Asn
200

Trp

Thr

Ser

Asn

val

280

Asp

Gln

Thr

Phe

Ser

360

Asp

Ala

Ser

Ile

Ala

Glu

Pro

Ser

Pro

265

Asp

Gly

Asn

Gly

Gly

345

Gln

His

Asp

Gly

Tyr
425

83

Gly

Ala

Gly

Thr
250

TYr

Thr

Thr

Gly

Asn

330

Asp

Ala

Ala

Pro

val

410

Ser

vVal

Asn

Gln

235

Arg

Arg

Ser

Pro

Lys

315

Ser

Asn

Leu

Ala

Asp

395

Pro

Asn

Gly

Ser

220

Thr

Tyr

Gln

Ser

Ser

300

Val

Ile

Thr

Ala

Asn

380

Thr

Ala

Ile

Asn

205

Ile

Met

Ala

Gly’

Lys

285

Gly

Ile

Thr

Gly

Gln

365

Met

Pro

Asp

Lys

His

Ser

Cys

Gly

Asn

270

Phe

Thr

Pro

Thr

Phe

350

Gly

Leu

Gly

val

val
430

Gly

Thr

Gln

Thr

255

His

Thr

Leu

Gin

Glu

335

Phe

Met

Trp

Val

Glu

415

Gly

Ser

Ala

Gly

240

Cys

Ser

Val

Thr

Ser

320

Tyr

Thr

Val

Leu

Ala

400

Ser

Pro



84

Ile Asn Ser Thr Phe Thr Ala Asn

435 440
<210> 11
<211> 27
<212> DNA
<213> Primer
<400> 11

tacgccatgg tcgtccagtc gaccagc

<210> 12
<211> .35
<212> DNA
<213> Primer
<400> 12

tacgccatgg tcgtccagtc gaccagcacg ggegg

<210> 13
<211> 46
<212> DNA
<213> - Primer
<400> 13

tacgccatgg tcgtccagtc gaccagcacg ggcggcgacce tcggca

<210> 14
<211> 40
<212> DNA
<213>' Primer
<400> 14

cgtactcgag tcatcgcgag ggggccttga agacggcgaa

<210> 15
<211> 30
<212> DNA

<213> Primer

27

35

46

40 -



85

<400> 15
tgactcgaga ccggtgcgtc aggctttcgce

<210> 16
<211> 34
<212> DNA
<213> Primer
<400> 16

taggatccga gtcccattgg cagcaccgge aacc

<210> 17
<211> 36
<212> DNA
<213> Primer
<400> 17

taggatccga gtcctagegg cggcaaccct cccggc

<210> 18
<211> 34
<212> DNA
<213> Primer
<400> 18

taggatccga gtcccattac cggcaaccct ageg

<210> 19
<211> 5%
<212> DNA
<213> Primer
<400> 19

cgtactcgag tcatcgcgag ccgatggggc cgaaggcgaa

<210> 20

<211> 52

gccgeegteg tegtg

30

34

36

34

55



86

<212> DNA
<213> Primer
<400> 20

cgtactcgag tcatcgcgag ccgatctcge cccagaagcc gececgtegteg tg

<210> 21
<211> 58
<212> DNA
<213> Primer
<400> 21

cgtactcgag tcatcgcgac gaggggatct ggacggeggg gaagccgecg tcgtcogtg

<210> 22
<211> 52
<212> " DNA
<213> Primer
<400> 22

cgtactcgag tcatcgcgag ccgatctege cccaggcgaa gecgeegteg te

<210> 23
<211> 37
<212> DNA
<213> Primer
<400> 23

tcgtctegag tcgegatggg gccgaagegg atgttgg

<210> 24
<211> 31
<212> DNA
<213> Primer
<400> 24

ggagggcatg cccaacagca gcgagatcac ¢

52

58

52

37

31



87

<210> 25

<211> 38

<212> * DNA

<213> Primer

<400> 25

cggcactagt tcgcgacccg atctegeccc agcgcagg 38
<210> 26

<211> 26

<212> DNA

<213> Primer

<400> 26

cgccgagggce cggctcgaga gcatcc 26
<210> 27

<211> 69

<212> DNA

<213> Primer

<400> 27

tgactcgaga ccggtgcgtc aggctttcge acggagettt acaggcactg agagtaggca 60
gggttcagg _ 69
<210> 28

<211> 69

<212> DNA

<213> Primer

<400> 28 )

tgactcgaga ccggtgcgtc aggetttege acggagettt acaggcactg agaggcgtaa 60
gggttcagg 69
<210> 29

<211> 69

<212> DNA



88

<213> Primer

<400> 29 :
tgactcgaga ccggtgegtce aggctttege acggagettt acaggcactg agagtaccaa

gggttcagg

<210> 30
<211> 69
<212> DNA
<213> Primer
<400> 30

tgactcgaga ccggtgcgtc aggctttcge acggagettt acaggcactg agaggeggca

gggttcagg

<210> 31

<211> 57

<212> DNA

<213> Primer B
<400> 31

taggatccga gtcccattac cggcaaccct agcaccacca ccacccgecg cccagcece

<210> 32
<211> 60
<212> DNA
<213> Primer
<400> 32

taggatccga gtcccattac cggcaaccct agccctaccc agtctcacta cggccagtgce

<210> 33
<211> 45
<212> DNA
<213> Primer
<400> 33

tgactcgaga ccggtgcgtc aggctttcge acggagettt acagg

60

69

60

69

57

60

45



89

<210> 34
<211> 67
<212> DNA
<213> " Primer
<400> 34

ttaaacatat gttatctact ccaacatcaa ggtcggaccc attggcagca ccggcaacce

tagcggce

<210> 35
<211> 50
<212> DNA
<213> Primer
<400> 35

tatatgcgge cgcaccggtg cgtcaggett tcgcacggag ctttacagge

<210> 36
<211> 34
<212> DNA
<213> Primer
<400> 36

ttggatccga gtcgcagcac cggcaaccct agceg

<210> 37

<211> 208

<212> PRT

<213> . Melanocarpus albomyces
<400> 37

Ala Asn Gly Gln Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys
1 5 10 15

Gly Trp Ala Gly Lys Gly Pro Val Asn Gln Pro Val Tyr Ser Cys Asp
20 25 30

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

Gly Gly Pro Ala Phe Ser Cys Ala Asp. His Ser Pro Trp Ala Ile Asn
50 _ 55 60

60

67

50

34



Asp

Glu

Pro
Asp
Gly
Arg
145
Pro
Asp

val

Asn

Glu

vVal

Leu

Leu

130

Tyr

Leu

Asn

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

"Ala

Asn

Gly Trp

Ala

Asn

Leu

Ser

Ala

Gly

115

Phe

Gly

Lys

Pro

Arg
195

Ser

Trp

Gly

100

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

38

207

PRT

TYyr

Cys

85

Lys

Asn

Gly

Ile

Gly

165 .

Phe

Gly

Gly

70

Cys

Thr

His

Cys

Ser

150

Cys

Thr

Cys

Phe

Ala

Met

Phe

Thr

135

Ser

Gln

Phe

Arg

Ala Ala

Cys Tyr

val val
105

Asp Leu
120

Pro Gln

Arg Gln

Trp Arg

Glu Arg

185

Arg His
200

Melanocarpus albomyces

38

Gly Gln Ser

Ala Gly Lys

Phe
35

Gly Gly Pro

Asp
65

50
Asn

Leu

20

Gln

Ala

Ser

Arg

Phe

Tyr

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly
70

Arg

Pro

His

Cys

Phe

Tyr Trp

vVal Asn
25

Asp Phe
40

Ala Asp

Ala Ala

90

Thr

Ala

90

Gln

Asn

Phe

Glu

Phe

170

val

Asp

Asp
10

Gln

Asp

His

Thr

Ala

75

Leu

Ser

Ile

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala
75

Leu

Thr

Thr

Pro

Gly

140

Asp

_Trp

Cys

Gly

Cys

val

Val

Pro
60
Leu

Ser

Phe

Ser

Gly

125

Leu

Ser

Phe

Pro

Gly
205

Lys

Tyr

Ser
45

Trp

Ser

Gly

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

Pro

Ser
30

Gly

Ala

Gly

Gln

Ser

95

Gly

Gly

Gly

Pro

Asn

175

Glu

Ala

Ser
15

Cys

Cys

Ile

Gln

Thr

80

Gly

Gly

val

Ala

Glu

160

Ala

Leu

Phe

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr
80



Glu

Pro

Asp

Gly

Arg

145

Pro

Asp

Val

Glu

Val

Leu

Leu

130

Tyr

Leu

Asn

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala Asn

Gly Trp

Ala Asn

Ser

Ala

Gly

115

Phe

Gly

Lys

Pro

Arg
195

Trp

Gly

100

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

39

208

PRT

Cys

85

Lys

Asn

Gly

Ile

Gly

165

Phe

Gly

Cys

Thr

His

Cys

Ser

150

Cys

Thr

Cys

Ala

Met

Phe

Thr

135

Ser

Gln

Phe

Arg

o1

Cys Tyr Ala Leu

Val

Asp

120

Pro

Arg

Trp

Glu

Arg
200

val

105

Leu

Gln

Gln

Arg

Arg

185

His

Melanocarpus albomyces

39

Gly

Ala

Phe
35

Gly Gly Pro

50

Asp Asn

Glu Glu

Leu

Ser

Gln

Gly

Gln

Ala

Ser

Trp

Ser

5

Lys

Arg

Phe

Tyr

Cys

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly

70

Cys

Arg

Pro

His

Cys

55

Phe

Ala

TVr

Val

Asp

40

Ala

Ala

Cys

Trp

Asn

25

Phe

Asp

Ala

Tyr

90

Gln

Asn

Phe

Glu

Phe

170

val

Asp

Asp

10

Gln

Asp

His

Thr

‘Ala

90

Ser

Ile

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala

75

Leu

Thr

Thr

Pro

Gly

140

Asp

Txrp

Cys

Gly

Cys

Val

val

Pro

60

Leu

Thr

Phe

Ser

Gly

125

Leu

Ser

Phe

Pro

Gly
205

Lys

Tyx

Ser
45

Trp

Ser

Phe

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

Pro

Ser

30

Gly

Ala

Gly

Thr

Ser

95

Gly

Gly

Gly

Pro

Asn

175

Glu

Trp

Ser

15

Cys

Cys

Ile

Gln

Ser
95

Gly

Gly

Val

Ala

Glu

160

Ala -

Leu

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr
80

Gly



Pro

Asb

Gly

Arg

145

Pro

Asp

val

Val

Leu

Leu
130

Tyr

Leu

Asn

Ala

<210>

<211>

<212> |

<213>

<400>

Ala

Gly

Ala

Gly

Asp

65

Glu

Pro

Asn

Trp

Asn

Gly

50

Asn

Glu

val

Ala

Gly

115

Phe

Gly

Lys

Pro

Arg
195

Gly

100

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

40

208

PRT

Lys

Asn

Gly

Ile

Gly

165

Phe

Gly

Thr

His

Cys

Ser

150

Cys

Thr

Cys

Met

Phe

Thr

135

Ser

Gln

Phe

Arg

Val val
105

Asp Leu

120

Pro Gln

Arg Gln

Trp Arg

Glu Arg

185

Arg His
200

Melanocarpus albomyces

40

Gly

Ala

Phe

35

Pro

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

20

Gln

Ala

Ser

Trp

Gly
100

Ser

Lys

Arg

Phe

Tyr

Cys

85

Lys

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly

70

Cys

Thr

Arg

Pro

His

Cys

Phe

Ala

Met

Tyr Trp

Val Asn
25

Asp Phe

40

Ala Asp

Ala Ala

Cys Tyr

Val val
105

92

Gln

Asn

Phe

Glu

Phe
170

vVal

Asp

Asp
10

Gln
Asp
His
Thr
Ala
90

Gln

Ser

Ile

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala

75

Leu

Ser

Thr

Pro

Gly

140

Asp

Trp

Cys

Gly

Cys

Val

Val

Pro

60

Leu

Thr

Thr

Ser

Gly

125

Leu

Ser

Phe

Pro

Gly
205

Lys

Tyr

Ser

45

Trp

Ser

Phe

Ser

Thr

110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

Pro

Ser

30

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr

110

Gly
Giy
Cly
Pro
Asn
175

Glu

Pro

Ser
15

Cys
Cys
Ile
Gln
Ser
95

Gly

Gly

val

Ala

Glu

160

Ala

Leu

Ala

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr

80

Gly

Gly



Asp

Gly

Arg

145

Pro

Asp

Val

Leu

Leu
130

Tyr

Leu

Asn

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gln

Leu

Cys

Glu

65

Gln

Vval

Glu

Lys
Cys
Asp
Gly
50

Ser
His
Asp

His

Gly
115

Phe

Gly

Lys

Pro

Arg
195

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

41

388

PRT

Asn

Gly

Ile

Gly

165

Phe

Gly

His

Cys

Ser

150

Cys

Thr

Cys

Phe

Thr

135

Ser

Gln

Phe

Arg

Asp
120

Pro

Trp

Glu

Arg
200

Leu

Gln

Gln

Arg

Arg

185

His

Melanocarpus albomyces

41

Pro
Thr
Ser
35

Asp
Cys
Gly

Gly

Arg
115

Gly

Lys

20

Leu

Trp

Ala

val

Arg

100

Tyr

Glu

Ala

Ser

Gly

Arg

Thr

85

Leu

Glu

Thr

Asp

His

Gln

Asn

70

Thr

Val

Met

Pro

Gly

Pro

Lys

55

Cys

Ser

Thr

Met

Glu

Cys

Val

40

Pro

Ile

Asp

Pro

His
120

vVal

Gln

25

His

Asn

Met

Thr

Arg

105

Leu

93

Asn

Phe

Glu

Phe

170

val

Asp

His

10

Pro

Gln

Ala

Glu

Ser

90

Val

Thr

Ile

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Pro

Arg

Val

Thr

Gly

75

Leu

Tyr

Gly

Pro

Gly

140

Asp

Trp

Cys

Gly

Gln

Thr

Asp

Ala

60

Val

Arg

Leu

Gln

Gly
125

Leu

Ser

Phe

Pfo

Gly
205

Leu

Asn

Asn.

45

Cys

Pro

Leu

Leu

Glu
125

Gly

Pro

Phe

Gln

‘Glu

190

Phe

Thr

Tyr

30

Asp

Pro

Asp

Gln

‘Asp

110

Phe

Gly

Gly

Pro

Asn

175

Glu

Ala

Thr
15

Ile

VX

Asp

TYyY

Gln

95

Glu

Thr

val

Ala

Glu

160

Ala

Leu

Trp

Phe

val

Asn

val

Ser

80

Leu

Thr

Phe



Glu

Leu
145
Gly

Pro

Asn

Pro

Cys

225

Tyr

Val

Ala

Lys

Asp

305

Leu

Met

Trp

Pro

Asn
385

vVal
130

Ser

Ala

Phe

Glu

His

210

Glu

Arg

Asp

Glu

val

290

Ser

Asp

Val

Leu

Lys

370

Leu

Asp

Glu

Tyr

Ile

Met

195

Thr

TYyr

val

Thr

Gly

275

Ile

Leu

Leu

Leu

Asp

355

Asn

Arg

Ala

Met

Tyr

Asn

180

Asp

Cys

Asp

Asn

Arg

260

Arg

Glu

Asn

Gly

Ala

340

Ser

Ile

Trp

Thr

Asp

Gly

165

Gly

Ile

Asn

Gly

Ile

245

Arg

Leu

Ser

Asp

Gly

325

Met

Gly

val

Lys

Pro
150
Thr

Ile

Trp

Gln

val

230

Thr

Pro

Glu

Tyxr

Glu

310

Thr

Ser

Glu

Lys

Leu
135

Thr

Gly

Gly

Glu

Thr

215

Cys

Asp

Phe

Ser

val

295

Phe

Ala

Ile

Ala

Val
375

94

Pro Cys Gly

Gly Ala Arg
Tyr Cys Asp
170

Asn Ile Glu
185 .

Ala Asn Ser
200

Gly Leu Tyr

Asp Lys Asp

Tyr Tyr Gly
250

Thr val val
265

Ile His Arg
280

vVal Asp Ala

Cys Ala ala

Gly Met Gly
330

Trp Trp Asp
345

Gly Pro Cys
360

Glu Pro Ser

Met

Ser
155
Ala

Gly

Arg

Met

Gly

235

Asn

Thr

Leu

Pro

Thr

315

Asp

Glu

Leu

Pro

Asn
140

Glu

Gln

Lys

Ala

Cys

220

Cys

Ser

Gln

Tyr

Gly

300

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu
380

Ser

Leu

Cys

Gly

Thr

205

Glu

Gly

Asp

Phe

val

285

Leu

Ala

Met

Gly

Asp

365

val

Ala

Asn

Phe

Ser

190

His

Gly

Trp

Ala

Pro

Leu

Pro

Val

175

Cys

Val

Ala

Asn

Phe

255

Ala

270 -

Gln
Pro
Ala
Thr
Phe
350
Glu

Thr

Asp

Arg

Arg

Arg

335

Met

Gly

Tyx

Tyr

Gly
160
Thr

Cys

Ala

Glu

Pro

240

Arg

Asp

Gly

Thr

Tyr

320

Gly

Asn

Asp

Ser



<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gln

1

Gln

val

Cys

Cys

65

Tyr

Lys

Gly

Phe

Tyr

145

Asn

Ala

Lys

Cys

Arg

Arg

Ile

Tyr

50

Ala

Gly

His

Pro

Asp

130

Phe

Gln

Arg

Ser

Cys
210

95

42
421
PRT

Melanocarpus albomyces

42
Ala Gly Asn Glu Thr Pro Glu Asn

Cys Thr Ala Pro Gly Asn Cys Gln
20 25

Asp Ala Asn Trp Arg Trp Leu His
35 40

Asp Gly Asn Gln Trp Thr Asn Ala
55

Glu Lys Cys Met Ile Glu Gly Ala
70

Ala Ser Thr Ser Gly Asp Ala Leu
85 90

Glu Tyr Gly Thr Asn Val Gly Ser
100 105

Asp Lys Tyr Gln Met Phe Asn Leu
115 120

vVal Asp Leu Ser Thr Val Glu Cys
135

Val Ala Met Glu Glu Asp Gly Gly
150

Ala Gly Ala Arg Tyr Gly Thr Gly
165 170

Asp Leu Lys Phe Val Gly Gly Lys
180 185

Ser Thr Ser Asp Pro Asn Ala Gly
195 200

Ala Glu Ile Asp Val Trp Glu Ser
: 215

His

Thr

Asp

Cys

Gly

75

Thx

Arg

Met

Gly

Met

155

Tyr

Ala

val

Asn

Pro

vVal

Asp

Ser

60

Asp

Leu

Phe

Gly

Ile

140

Ala

Cys

Asn

Gly

Ala
220

Pro

Asn

Asn

45

Thr

Tyr

Lys

Tyr

Asn

125

Asn

Ser

Asp

Ile

Pro
205

Tyr

Leu

‘Ala

30

Met
Ala
Leu
Phe
Leu
110
Glu
Ser
Tyr
Ala

Glu
190

TYTr

Ala

Thr

15

Glu

Gln

Thr

Gly

val

95

Met

Leu

Ala

Pro

Gln

175

Gly

Gly

Phe

Trp

val

Asn

Asp

Thr

80

Thr

Asn

Ala

Leu

Ser

160

Cys

Trp

Ser

Ala



Phe Thr
225

Thr Asn

Asp Ala

Phe Tyr

Val Ser
290

Gly Arg
305

Sexr Ser

Asn Asp

Asn Ala

His Tyr
370

Glu Gly
385

Val Pro

Ser Asn

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Pro

Cys

Asn

Gly

275

Arg

Lys

Glu

Arg

Leu

355

Ala

Gln

Ala

Ile

His

Gly

Gly
260
Lys

Phe

Ile

Ile

Asn

340

Arg

Asn

Pro

Glu

Arg
420

43

430

PRT

Ala

Gly

245

Cys

Gly

Glu

Glu

Thr

325

Arg

val

Met

Gly

val

405

Phe

Cys
230

Thr

Asp

Lys

Glu

Ile

310

Pro

Phe

Pro

Leu

Ala

390

Glu

Thr

Tyr

Tyr

Thr

Asn

295

Pro

Glu

Glu

Met

Trp

375

Ala

Ala

Thr

Ser

Asn

Leu
280
Lys
Pro
Leu
Glu
val
360
Leu

Arg

Gln

Asn

Giu

Pro
265
Asp

Leu

Pro

Cys

val

345

Leu

Asp

Gly

Phe

Thermoascus aurantiacus

43

96

Glu

Asp
250

TYyr

Thr

Ser

Thr

Ser

330

Gly

Val

Ser

Asp

Pro
410

Tyr
235

Arg

Arg

Ser

Gln

Trp

315

Thr

Gly

Met

Ile

Cys

395

Asp

His

Phe

Met

Arg

Tyr

300

Glu

Met

Phe

Ser

Tyr

380

Pro

Ala

val

Ala

Gly

Lys

285

Phe

Gly

Phe

Glu

Ile

365

Pro

Thr

Gln

Cys

Gly

Asn
270
Phe

Ile

Met

Asp

Gln

350

Trp

Pro

Asp

val

Glu

Lys
255

Pro’

Thr

Gln

Pro

val

335

Leu

Asp

Glu

Ser

val
415

Thr
240

Cys

Asp

val

Asp

Asn

320

Phe

Asn

Asp

Lys

Gly

400

Trp

Gln G1ln Ala Gly Thr Val Thr Ala Glu Asn His Pro Ser Leu Thr Trp

1

5

10

15



Gln

vVal

Asn

val
65
Thr

Thr
Asp
Phe
Tyr
145
Asn
Pro
Gln
Cys
Val
225
Asp

Asp

Phe

Gln

Ile

Cys

50

Thr

.Tyr

Gln
Asp
Asp
130
Phe
Lys
Arg
Pro
Cys
210
Thr
Asp

Pro

TYyr

Cys

Asp

35

Tyr

Cys

Gly

Ser

Thr

115

Val

val

Ala

Asp

Ser

195

Ala

Pro

Cys

Asp

Gly
275

Ser

20

Ala

Thr

Ala

val

Ser

100

Thr

Asp

Ala

Gly

Leu

180

Ala

Glu

His

Gly

Gly

260

Pro

Ser

Asn

Gly

Gln

Thr

85

Gly

Tyr

Val

Met

Ala

165

Lys

Asn

Met
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Val Thr Gln Phe Ile Thr Asp Asp Gly Thr Pro Ser Gly Thr Leu Thr
290 295 300

Glu Ile Lys Arg Phe Tyr Val Gln Asn Gly Lys Val Ile Pro Gln Ser
305 310 315 320

Glu Ser Thr Ile Ser Gly Val Thr Gly Asn Ser Ile Thr Thr Glu Tyr
325 330 335

Cys Thr Ala Gln Lys Ala Ala Phe Gly Asp Asn Thr Gly Phe Phe Thr
340 345 350
His Gly Gly Leu Gln Lys Ile Ser Gln Ala Leu Ala Gln Gly Met Vval
355 360 365

Leu Val Met Ser Leu Trp Asp Asp His Ala Ala Asn Met Leu Trp Leu
370 375 380

Asp Ser Thr Tyr Pro Thr Asp Ala Asp Pro Asp Thr Pro Gly val Ala
385 390 395 400

Arg Gly Thr Cys Pro Thr Thr Ser Gly Val Pro Ala Asp Val Glu Ser
405 410 415

Gln Tyr Pro Asn Ser Tyr Val Ile Tyr Ser Asn Ile Lys Val

420 425 430
<210> 44
<211> 69
<212> PRT
<213> Trichoderma reesei
<400> 44

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

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

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

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

Tyr Ser Gln Cys Leu
65
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Thr

Pro
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Gly

Thr

Thr

Thr

50

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Thr

Thr

Pro

Pro

Ala
65

Gly

Thr

Thr

Thr
50

-Ser

<210>

<211>

99

45
69
PRT

" Trichoderma reesei

45

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

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

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

Val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val Leu Asn
55 60

Gln Cys Leu

46
69
PRT

Trichoderma reesei

46

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

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

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

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

Gln Cys Leu

47

69

Pro Gly

Pro Gly

Ser Gly

Pro Ala

Pro Gly

15

Pro Gly

Ser Gly

Pro Tyrxr
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<212> PRT
<213> Trichoderma reesei
<400> 47

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

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

Pro Thr Gln Ser His Tyr Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly
35 40 45
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Pro Thr Val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val Leu Asn Pro Trp

50

55 60

Tyr Ser Gln Cys Leu

65

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Thr Gly

Thr Thr

Pro Thr

Pro Thr
50

Ala Ser
65

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Thr Gly

Gly Ser

Ile Gly

Val Leu
50

48

€9

PRT .

Trichoderma reesei

48

Asn

Pro Ser Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly Asn Pro Pro Gly
5 10 15

Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser Ser Pro Gly
20 25 30
Gln Ser His Tyr Gly Gln Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly
35 40 45
Val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val Leu Asn Pro Ala
55 60
Gln Cys Leu
49
58
PRT

Trichoderma reesei

49

Asn

Ser

Tyr
35

Asn

Pro Ser Thr Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr
) 10 15

Pro Gly Pro Thr Gln Ser His Tyr Gly Gln Cys Gly Gly
20 25 30

Ser Gly Pro Thr Val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln
40 45

Pro Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu
55
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<210> 50

<211> 42

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 50

Thr Gly Asn Pro Ser Pro Thr Gln Ser His Tyr Gly Gln Cys Gly Gly
1 5 10 i5

Ile Gly Tyr Ser Gly Pro Thr Val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys Gln
' 20 25 30

Val Leu Asn Pro Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu
35 40
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" REIVINDICAGOES
1. Proteina de fuséo de celulase compreendendo
A. uma primeira seqiiéncia de aminoacidos opcionalmente
modificada de um nucleo de celulase derivado de uma es-
pécie, e
B. uma segunda seqiéncia de aminoécidos opcidnalmente
modificada de um ligante e/ou de um dominio de ligacéo de
celulose (CBD) derivado de outra espécie,
em que uma regiao de jungao foi introduzida entre a referida
primeira seqUéncié de aminoéacidos e a referida segunda sequUéncia de ami-
noacidos, por meio da qual uma proteina de fusdo estavel é obtida.
2. Proteina de fusdo de celulase da reivindicagédo 1, em qué a
regido de jungéo tem a seguinte féormula geral:
'A-2B-3C-*D-°E-°F
em que
'A é selecionado de um grupo Consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente 'A é Gly ou Val, mais preferivelmente Gly;
?B & selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, Phe, Val, Glu, Asp, Gin, e Asn; preferivelmente 2B é Pro, Gin, ou Glu:
cé sélecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Lys, Leu,
Pro, lle, Val, Ser e Thr; preferivélmente 3C é lle;
“D é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente *D é Gly ou Pro; |
5E é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Pro e Thr;
preferivelmente °E é Ser; e
, 8F ¢ selecionado de um grupo consistindo em Ser, Thr ou esta
ausente, preferivelmente °F é Ser ou esta ausente; em que 'A esta ligado na
sequiéncia de aminodacidos C-terminal do nucleo de celulase e °F esta ligado
na sequéncia de aminoacidos N-terminal do ligante e/ou-dominio (CBD).
3. Proteina de fus&do de celulase, de acordo com a reivindicacao
2, em que a regiao de juncao tema seguinte formula geral:
'Gly - ?B - ®ile - *D-5Ser - °F
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em que

?B é Pro, GIn, ou Glu;

D é Gly ou Pro;

°E é Ser; e

°F é Ser ou esta ausente.

4. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindicagao
2, em que a regido de jungdo tem a seguinte férmula:

'Val - ?GIn - %lle - “Pro - °Ser — ®Ser.

5. Proteina de fus&o de celulase, de acordo com a reivindicagéo
2, em que a regiao de juncdo tem a férmula: ,

'Gly — %Glu - ®lle - “Gly - °Ser ou 'Gly - 2Pro - %lle — *Gly - 5Ser.

6. Proteina de fusdo de celulase, de qualquer uma das reivindi-
cagOes de 1 a 5, em que a referida primeira seqiiéncia de aminoacidos é de
uma celulase neutra e a referida segunda seqiéncia de aminoacidos é de
uma celulase acida.

7. Proteina de fus&o de celulase, de acordo com a reivindicagéo
6, em.que a referida primeira seqiéncia de aminoéacidos é da celulase da
familia 45 e a referida segunda sequiéncia de amino4cidos é da celulase da
familia 7.

8. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindicagao
6, em que a referida celulase neutra é de origem flngica.

9. Proteina de fus&o de celulase, de acordo com a reivindicagéo
8, em que a referida celulase neutra é derivada do género de Melanocarpus,
Humicola, Thielavia, Myceliophthora, Fusarium, Acremonium, Chrysospori-
um, Thermoascus, Scopulariopsis, Myriococcum, Talaromyces ou Chaeto-
mium, preferivelmente de um Melanocarpus sp, mais'preferivelment_e de Me-
lanocarpus albomyces. '

10. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 9, em que a referida celulase é celulase 20K de Melanocarpus albomy-
ces, celulase 50K, celulase 50KB ou um derivado seu. '

11. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-

¢éo 9, em que a referida celulase é CBHI de Thermoascus aurantiacus ou
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um derivado seu.

12. Proteina de fus@o de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 6, em que a referida celulase acida é derivada de Trichoderma sp. ou
Hypocrea, preferivelmente de Trichoderma reesei.

13. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢do 6, em que a referida celulase neutra ¢ a celulase 20K de Melanocarpus
albomyces da SEQ ID NO: 2 ou um derivado seu, e a segunda sequléncia de
aminoacidos € o ligante e/ou CBD da celobioidrolase | de Trichoderma ree-
seida SEQ ID NO: 4 ou um derivado seu.

14. Proteina de fusao de celulase, de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes de 1 a 13, em que a referida primeira seqiéncia de ami-
noacidos e/ou a referida segunda seqliéncia de aminoacidos é modificada.

15. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢do 14, em que na referida segunda sequéncia de aminoacidos, o aminoaci-
do tirosina na posigdo 492 (posi¢do 31 do CBD) efou 493 (posi¢ado 32 do
CBD) de CBHI de Trichoderma reesei maduro é substituido com um amino-
acido alifatico, preferivelmente com alanina, e/ou com um aminoacido aro-
matico, preferivelmente com triptofano. _

| 16. Proteina de fusao de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 15, em que a referida segunda sequéncia de aminoécidds, € seleciona-
da de um grupo da SEQ ID NO: 45, 46, 47 e 48. |

17. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
cao 14, em que na referida segunda sequéncia de aminoacidos, 0os aminoa-
cidos 434 a 444 ou 434 a 460 da sequéncia de CBHI de Trichoderma reesei
maduro sao anulados.

18. Proteina de fuséo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 17, em que a referida segunda sequiéncia de aminoacidos é selecionada
de um grupo da SEQ ID NO: 49 e 50.

19. Proteina de fusao de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 14, em que na referida primeira seqiiéncia de aminoacidos, 0 aminoaci-
do valina na posi¢ao 208 da sequéncia de celulase 20K de Melanocarpus
albomyces da SEQ ID NO: 2 foi anulado.
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20. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 14, em que na referida primeira seqliéncia de aminoacidos, o aminoaci-
do alanina na posi¢do 207 da sequéncia de celulase 20K de Melanocarpus
albomyces da SEQ ID NO: 2 foi anulado. _

21. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 14, em que na referida primeira sequéncia de aminodacidos, 0 aminoaci-
do fenilalanina na posicao 209 da sequiéncia de celulase 20K de Melanocar-
pus albomyces da SEQ ID NO: 2 foi substituido com Trp.

22. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 14, em que na referida primeira sequéncia de aminoacidos, o aminoaci-
do contém uma prolina inserida depois da posi¢do 206 na seqléncia de ce-
lulase 20K de Melanocarpus albomyces da SEQ ID NO: 2.

23. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 14, em que na referida primeira sequéncia de aminoacidos, 0 aminoéci-
do ¢ selecionado do grupo de SEQ ID NO: 37, 38, 39 e 40, |

24. Proteina de fuséo de celulase, de acordo com qualquer uma
das reivindica¢des 1 a 23, em que a referida proteina de fuso é estavel.

25. Proteina de fuséo de celulase, de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 23, em que uma preparagdo contendo a referida pro-
teina de fuséo foi adicionalmente estabilizada por tratamento com aqueci-
mento. _

26. Protein'a de fusado de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 1, em que a referida primeira celulase naturalmente ndao tem um CBD.

27. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢do 1, em que o CBD foi anulado da referida primeira celulase.

28. Vetor de expressdo compreendendo uma primeira sequéncia
de polinucleotideo codificando uma primeira seqiéncia de amino4cidos op-
cionalmente modificada de um nucleo de celulase derivado de uma espécie,
e uma segunda sequéncia de polinucleotideo codificando uma segunda se-
qliéncia de aminoacidos opcionalmente modificada de um ligante e/ou um
dominio de ligagao de celulose (CBD) derivado de outra espécie, € um poli-

nucleotideo que codifica uma regido de jun¢do conectando as referidas pri-
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meira e segunda sequéncias de polinucleotideo, as referidas seqiiéncias de
polinucleotideo codificando as respectivas seqiiéncias de aminoacidos con-
forme especificamente definido acima.

29. Vetor de expressao, de acordo com a reivindicagéo 28, em
que a primeira sequéncia de polinucleotideo codifica um nicleo de celulase
neutro e a referida segunda seqiiéncia de polinucleotideo codifica um ligante
e/ou um dominio de ligagdo de celulose (CBD) de uma celulase &cida.

30. Vetor de expressdo, de acordo com a reivindicacdo 29, em
que a referida celulase neutra é derivada do género de Melanocarpus, Hu-
micola, Thielavia, Myceliophthora, Fusarium, Acremonium, Chrysosporium,
Thermoascus, Scopulariopsis, Myriococcum, Talaromyces ou Chaetomium,
preferivelmente de um Melanocarpus sp, mais preferivelmente de Melano-
carpus albomyeces.

31. Vetor de expresséo, de acordo com a reivindicagéo 30, e que
a referida celulase € celulase 20K de Melanocarpus albomyces, celulase
50K, celulase 50KB ou um derivado seu.

32. Vetor de expresséo, de acordo com a reivindicagdo 30, em
que a referida celulase € CBHI de Thermoascus aurantiacus.

33. Vetor de expressdo, de acordo com a reivindicagao 28, em
que a referida celulase &cida é derivada de Trichoderma sp. ou Hypocrea,
preferiveimente de Trichoderma reesei.

34. Vetor de expressao de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 28, em que a referida celulase neutra é a celulase 20K de Melanocarpus |
albomyces da SEQ ID NO: 1 ou um derivado seu, e a segunda sequiéncia de
aminoacidos € o ligante e/ou CBD da celobioidrolase | de Trichoderma ree-
seida SEQ ID NO: 3 ou um derivado seu. _

35. Vetor de expressdo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes de 28 a 34, em que a referida primeira seqiiéncia de aminoéci-
dos e/ou a referida segunda sequiéncia de aminoacidos é modificada.

36. Vetor de expresséo, de acordo com a reivindicagdo 35, em
que a referida segunda sequéncia de polinucleotideo codifica uma seqiéncia
de aminoacidos selecionada de um grupo de SEQ ID NO: 45, 46, 47 e 48.
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37. Vetor de expressao de 35, em que a referida segunda se-

~qliéncia de polinucleotideo codifica uma seqiéncia de aminoéacidos selecio-

nada de um grupo de SEQ ID NO: 49 e 50.

38. Vetor de expressao, de acordo com a reivindicagao 35, em
que a referida primeira seqiiéncia de polinucleotideo codifica uma seqiiéncia
de aminoéacidos selecionada de um grupo de SEQ ID NO: 37, 38, 39 e 40.

39. Vetor de expressado, de acordo com a reivindicagcdo 28, em
que a referida priméira sequéncia de polinucleotideo codifica uma celulase, a
qual naturalmente nao tem um CBD.

40. Célula hospedeira compreendendo um vetor de expresséo
conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 28 a 39.

41. Célula hospedeira, de acordo com a reivindicagéo 40, a qual
€ de origem fungica.

42. Célula hospedeira, de acordo com a reivindicagdo 41, a qual
pertence ao fungo filamentoso. ,

43. Célula hospedeira, de acordo com a reivindicagdo 41 ou 42, _
a qual. pertence ao género Trichoderma ou Aspergillus.

44. Célula hospedeira, de acordo com a reivindicagéo 43, a qual
€ Trichoderma reesei.

45. Processo para a produgao de uma proteina de fuséo de celu-
lase, conforme definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 27, com-
preendendo os passos de cultivar a célula hospedeira de qualquer uma das
reivindicagdes 41 a 44 e a recuperacgao da proteina do meio de cultura.

46. Preparacgao de enzima, compreendendo uma proteina de
fusao de celulase conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a
27. .

47. Processo para desbotamento, o qual compreende 0 passo
de adicionar uma proteina de fusdo de celulase conforme definido em qual-
quer uma das reivindicagdes 1 a 27 ou a preparagéo da reivindicagao 46 a
pegas de vestuario ou tecido contendo algodéo. |

48. Processo, de acordo com a reivindicagdo 47, em que o teci-

do ou pegas de vestuario é sarja de Nimes.
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49. Processo para bioacabamento, o qual compreende o passo
de adicionar uma proteina de fusdo de celulase conforme definido em qual-
quer uma das reivindicagdes 1 a 27, ou o preparo da reivindicagdo 46 para
materiais téxteis como tecidos ou pecgas de vestuario ou fios.

50. Processo, de acordo com a reivindicagao 49, em que 0s ma-
teriais téxteis sdo produzidos a partir de celulose natural contendo fibras ou
fibras contendo celulose domésticas ou sao misturas destes.

51. Processos, de acordo com a reivindicacdo 49, em que os
materiais téxteis sdo misturas de fibras sintéticas e de fibras contendo celu-
lose.

52. Composicdo detergente compreendendo uma proteina de
fusdo de celulase conforme definido em qualquer uma das reivindicagéesi a
27 ou a preparagdo de enzima da reivindicagdo 46 e adjuvantes, tais como
agentes ativos de superficie, tensoativos, agentes alvejantes ou abrasivos.

53. Método de tratamento de fibra celulésica, contendo material
téxtil, em que o referido método compreende o contato do referido material
téxtil com a composi¢ao detergente da reivindicagao 52.

54. Método para tratar fibra ou polpa derivada de madeiram i
qual compreende o passo de adicionar uma proteina de fusdo de celulase
conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 27 ou o preparo
da reivindicagdo 46 para polpa quimica ou mecénica derivada de madeira ou
fibra secundaria. |

55. Método para melhorar a qualidade de racao animal, o qual
compreende o tratamento do material vegetal com uma proteina de fusdo de
celulase conforme definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 27 ou o

preparo da reivindicagao 46.
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RESUMO

Patente de Invengao: "CELULASES MELHORADAS".

_ A presente invengdo fornece novas proteinas de fusdo de celu-
lase, preparagoes de proteinas de fusdo de celulase e composi¢bes de pro-
teinas de fus&o de celulase. A presente invengdo fornece ainda vetores de
expressao de celulase, células hospedeiras expressando celulase e métodos
para preparar tais vetores e celulas. Os usos de celulases, preparagoes de
celulase e composi¢6es de celulase nas industrias téxtil, de detergente, pol-

pa e papel também sdo fornecidos.



Novo quadro reivindicatério 1-54 (total de 54 reivindicagoes),

incorporando as emendas as reivindicagbes, conforme Relatério de Exame
Preliminar.
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REIVINDICAGOES

1. Proteina de fuséo de celulase compreendendo

A. uma primeira sequéncia de aminoécidos opcionalmente
modificada de um nucleo de celulase derivada de uma es-
pécie, e _

B. uma segunda sequéncia de aminoacidos opcionalmente
modificada de um ligante e/ou de um doml’nio de ligacédo de
celulose (CBD) derivada de outra espécie, -

em que a referida primeira sequéncia de aminoécidos e a referida segunda
sequéncia de aminoacidos estao conectadas por uma regiao de jungido com
a seguinte formula geral:

'A-?B-%C-“D-°E-°F

em que |

'A é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,

lle, e Val; preferivelmente 'A é Gly ou Val, mais preferivelmente Gly; |
2B é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, Phe, Val, Glu, Asp, GIn, e Asn; preferivelmente B é Pro, Gin, ou Giu;

3C é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Lys, Leu,

Pro, lle, Val, Ser e Thr; preferivelmente °C é lle;

“D é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,

lle, e Val; preferivelmente “D é Glyou Pro; _
°E é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Pro e Thr:
preferivelmente °E é Ser; e

°F & selecionado de um grupo consistindo em Ser, Thr ou esta
ausente, preferivelmente °F é Ser ou esta ausente; em que 'A esta ligado na
sequéncia de aminoacidos C-terminal do nucleo de celulase e F esta ligado
na sequéncia de aminoacidos N-terminal do ligante e/ou dominio (CBD).

2. Proteina de fuséo de celulase, de acordo com a reivindicagéo

1, em que a regiao de juncao tem a seguinte férmula geral:

'Gly — 2B - 3le — *D — 5Ser — °F |

em que
?B é Pro, Gin, ou Glu;
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“Dé Glyou Pro;

*Eé Ser; e

®F é Ser ou est4 ausente.

3. Proteina de fus&o de celulase, de acordo com a reivindicagéo
1, em que a regido de juncdo tem a seguinte formula:

'Val - 2Gin - 3lle - *Pro - 5Ser - %Ser.

4. Proteina de fuséo de celulase, de acordo com a reivindicacao
1, em que a regido de jungao tem a férmula:

'Gly — %Glu - ®lle — *Gly - °Ser ou 'Gly — 2Pro — 3lle — *Gly— 5Ser.

5. Proteina de fusédo de celulase, de qualquer uma das reivindi-
cacdes de 1 a 4, em que a referida primeira seqiiéncia de aminoécidos é de
uma celulase neutra e a referida segunda seqiiéncia de aminoécidos é de
uma celulase acida.

6. Proteina de fuséo de celulase, de acordo com a reivindicacao
5, em que a referida primeira sequéncia de aminodacidos é da celulase da
familia 45 e a referida segunda seqléncia de aminoacidos é da celulase da
familia 7.

7. Proteina de fuséo de celulase, de acordo com a reivindicagéo
5, em que a referida celulase neutra é de origem fangica.

8. Proteina de fus&o de celulase, de acordo com a reivindicagéo
7, em que a referida celulase neutra é derivada do género de Melanocarpus,
Humicola, Thielavia, Myceliophthora, Fusarium, Acremonium, Chrysospori-
um, Thermoascus, Scopulariopsis, Myriococcum, Talaromyces ou Chaeto-
mium, preferivelmente de um Melanocarpus sp, mais preferivelmente de Me-
lanocarpus albomyces.

9. Proteina de fus&o de celulase, de acordo com a reivindica¢do
8, em que a referida celulase é celulase 20K de Melanocarpus albomyces,
celulase 50K, celulase 50KB ou um derivado seu.

10. Proteina de fusado de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 8, em que a referida celulase é CBHI de Thermoascus aurantiacus ou
um derivado seu.

11. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
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cao 5, em que a referida celulase acida é derivada de Trichoderma sp. ou
Hypocrea, preferivelmente de Trichoderma reesei.

~ 12. Proteina de fus&o de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 5, em que a referida celulase neutra é a celulase 20K de Melanocarpus
albomyces da SEQ ID NO: 2 ou um derivado seu, e a segunda sequéncia de
aminoécidos ¢é o ligante e/ou CBD da celobioidrolase | de Trichoderma ree-
seida SEQ ID NO: 4 ou um derivado seu.

13. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com qualquer uma
das reivindicagoes de 1 a 12, em que a referida primeira seqiiéncia de ami-
nodacidos e/ou a referida segunda seqliéncia de aminoacidos é modificada.

14. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindicaQ
¢ao 13, em que na referida segunda seqliéncia de aminoacidos, o0 aminoaci-
do tirosina na posi¢ao 492 (posicao 31 do CBD) e/ou 493 (posicdo 32 do
CBD) de CBHI de maduro Trichoderma reesei é substituido com um amino-
acido alifatico, preferivelmente com alanina, e/ou com um aminoacido aro-
maético, preferivelmente com triptofano.

15. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 14, em que a referida segunda seqliéncia de aminodcidos, é seleciona-
da de um grupo da SEQ ID NO: 45, 46, 47 e 48.

16. Proteina de fusédo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 13, em que na referida segunda seqiiéncia de aminoacidos, os aminoa-
cidos 434 a 444 ou 434 a 460 da seqléncia de CBHI de Trichoderma reesei
maduro séo anulados.

17. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 12, em que a referida segunda sequéncia de aminoacidos é selecionada
de um grupo da SEQ ID NO: 49 e 50. _

18. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 13, em que na referida primeira seq[iéncia de aminoacidos, 0 aminoéci-
do valina na posicdo 208 da sequéncia de celulase 20K de Melanocarpus
albomyces da SEQ ID NO: 2 foi anulado. | |

19. Proteina de fusdo de celulase, de acordo.com a reivindica-

¢ao 13, em que na referida primeira seqiiéncia de aminoacidos, 0 aminoaci-
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do alanina na posigdo 207 da sequéncia de celulase 20K de Melanocarpus
albomyces da SEQ ID NO: 2 foi anulado.

20. Proteina de fusédo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 13, em que na referida primeira seqiéncia de aminoacidos, o aminoéci-
do fenilalanina na posigao 209 da seqiiéncia de celulase 20K de Melanocar-
pus albomyces da SEQ ID NO: 2 foi substituido com Trp. |

21. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 13, em que na referida primeira seqiiéncia de aminoéacidos, o aminoaci-
do contém uma prolina inserida depois da posi¢do 206 na sequéncia de ce-
lulase 20K de Melanocarpus albomyces da SEQ ID NO: 2.

22. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 13, em que na referida primeira seqléncia de aminoacidos, o aminoéci- »
do é selecionado do grupo de SEQ ID NO: 37, 38, 39 e 40.

23. Proteina de fuso de celulase, de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 22, em que a referida proteina de fusao é estavel.

24. Proteina de fusao de celulase, de acordo com qualquer uma
das réivindicagées 1 a 22, em que uma preparacao contendo a referida pro-
teina de fusdo foi adicionaimente estabilizada por tratamento com aqueci-
mento. |

25. Proteina de fusdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 1, em que a referida primeira celulase naturalrhente nao tem um CBD.

26. Proteina de fusao de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 1, em que o CBD foi anulado da referida primeira celulase.

27. Vetor de expressao compreendendo uma primeira seqiéncia
de polinucleotideo codificando uma primeira seqiéncia de aminoacidos op-
cionalmente modificada de um nucleo de celulase derivado de uma espécie,
e uma sequéncia de polinucleotideo codificando uma segunda sequéncia de
aminoéacidos opcionalmente modificada de um ligante e/ou um dominio de
ligagao de celulose (CBD) derivado de outra espécie, e uma seqiéncia de
polinucleotideo que codifica uma regido de jungdo conectando as referidas
primeira e segunda sequéncias de aminoacidos, a referida regido de juncéo

com a seguinte férmula geral:
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'A-?B-%C-*D-°E-°F

em que

'A é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,.
lle, e Val; preferivelmente 'A é Gly ou Val, mais preferivelmente Gly;

®B ¢ selecionado de um grupo consistindo em VGIy, Ala, Leu, Pro,
lle, Phe, Val, Glu, Asp, Gin, e Asn; preferivelmente 2B é Pro, Gin, ou Gly;

3C ¢ selecionado de um grupo consistindo ém Gly, Ala, Lys, Leu,
P_ro, lle, Val, Ser e Thr; preferivelmente C ¢ lle; »

“D ¢ selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente “D é Gly ou Pro; , ‘

°E é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Pro e Thr;
preferivelmente °E é Ser; e

°F é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Thr ou esta
ausente, preferivelmente °F é Ser ou esta ausente; em que 'A esta ligado na
sequéncia de aminoacidos C-terminal do nucleo de celulase e °F esta Iigadb
na seqliéncia de aminoécidos N-terminal do ligante e/ou dominio (CBD).

| 28. Vetor de expresséo, de acordo com a reivindicagdo 27, em
que a primeira sequéncia de polinucleotideo codifica um nicleo de celulase
neutro e a referida segunda seqiiéncia de polinucleotideo codifica um ligante
e/ou um dominio de ligacao de celulose (CBD) de uma celulase acida.

29. Vetor de expressao, de acordo com a reivindicagdo 28, em
que a referida celulase neutra é derivada do género de Melanocarpus, Hu-
micola, Thielavia, Myceliophthora, Fusarium, Acremonium, Chrysosporium,
Thermoascus, Scopulariopsis, Myriococcum, Talaromyces ou Chaetomium,
preferivelmente de um Melanocarpus sp, mais preferivelmente de Melano-
carpus albomyces. A

30. Vetor de expressao, de acordo com a reivindicagéo 29, e que
a referida celulase ¢ celulase 20K de Melanocarpus albomyces, celulase
50K, celulase 50KB ou um derivado seu. |

31. Vetor de expressao, de acordo com a reivindicagao 29, em
que a referida celulase é CBHI de Thermbascus aurantiacus.

32. Vetor de expresséo, de acordo com a reivindicacdo 27, em
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que a referida celulase acida é derivada de Trichoderma sp. ou Hypocrea,
preferivelmente de Trichoderma reesei.

33. Vetor de expressdo de celulase, de acordo com a reivindica-
¢ao 27, em que a referida celulase neutra € a celulase 20K de Melanocarpus
albomyces codificada pela SEQ ID NO: 1 ou um derivado seu, e a segunda
sequéncia de aminoacidos ¢ o ligante e/ou CBD da celobioidrolase | de Tri-
choderma reesei codificada pela SEQ ID NO: 3 ou um derivado seu.

34. Vetor de expressao, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes de 27 a 33, em que a referida primeira sequiéncia de aminoaci-
dos e/ou a referida segunda sequiéncia de aminoacidos é modificada.

35. Vetor de expressdo, de acordo com a reivindicagdo 34, em
que a referida segunda seqiéncia de polinucleotideo codifica uma seqﬂéhcia
de aminoacidos selecionada de um grupo de SEQ ID NO: 45, 46, 47 e 48.

36. Vetor de expressé@o de 34, em que a referida segunda se-
quéncia de polinucleotideo codifica uma seqUéncia de aminoacidos selecio-
nada de um grupo de SEQ ID NO: 49 e 50.

37. Vetor de expressao, de acordo com a reivindicagdo 34, em
que o referido primeiro polinucleotideo codifica uma seqiéncia de aminoaci-
dos selecionada de um grupo de SEQ 1D NO: 37, 38, 39 e 40.

38. Vetor de expressao, de acordo com a reivindicagcdo 27, em
que a referida primeira seqiiéncia de polinucleotideo codifica uma celulase, a
qual naturalmente nao tem um CBD.

39. Célula hospedeira compreendendo um vetor de expressao
conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 27 a 38.

40. Celula hospedeira, de acordo com a reivindicagéo 39, a qual
é de origem fungica. '

41. Célula hospedeira, de acordo com a reivindicacdo 40, a qual
pertence ao Afungo filamentoso.

42. Célula hospedeira, de acordo com a reivindica¢do 40 ou 41,
a qual pertence ao género Trichoderma ou Aspergillus.

43. Celula hospedeira, de acordo com a reivindicagdo 42, a qual
é Trichoderma reesei.
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44. Processo para a produgao de uma proteina de fusdo de celu-
lase, conforme definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 26, com-
preendendo os passos de cultivar a célula hospedeira de qualquer uma das
reivindicagbes 40 a 43 e a recuperagao da proteina do meio de cultura.

45. Preparagao de enzima, compreendendo uma proteina de
fusao de celulase conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a
26.

46. Processo para desbotamento, o qual compreende o passo
de adicionar uma proteina de fus@o de celulase conforme definido em qual-
quer uma das reivindicagbes 1 a 26 ou a preparagéo da reivindicagédo 45 a
pecas de vestuario ou tecido contendo algodao.

47. Processo, de acordo com a reivindicagdo 46, em que o teci-
do ou pegas de vestuario é sarja de Nimes.

48. Processo para bioacabamento, o qual compreende o passo
de adicionar uma proteina de fusao de celulase conforme definido em qual-
quer uma das reivindicagdes 1 a 26, ou o preparo da reivindicagado 45 para
materiéis téxteis como tecidos ou pegas de vestuario ou fios.

49. Processo, de acordo com a reivindicagdo 48, em que 0s ma-
teriais téxteis sdo produzidos a partir de celulose natural contendo fibras ou
fibras contendo celulose domésticas ou sdo misturas destes.

50. Processo, de acordo com a reivindicagao 48, em que os ma-
teriais téxteis sdo misturas de fibras sintéticas e de fibras contendo celulose.

51. Composicdo detergente compreendendo uma proteina de
fus@o de celulase conforme definido em qualquer uma das reivindicagoes 1 a
26 ou a preparacao de enzima da reivindicagdo 45 e adjuvantes, tais como
agentes ativos de superficie, tensoativos, agentes alvejantes ou abrasivos.

52. Método de tratamento de fibra celuldsica, contendo material
téxtil, em que o referido método compreende o contato do referido material
téxtil com a composigao detergente da reivindicagao 51.

53. Método para tratar fibra ou polpa‘derivada de madeiram i
qual compreende o passo de adicionar uma proteina de fusdo de celulase

conforme definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 26 ou o preparo



da reivindicagdo 45 para pblpa quimica ou mecénica derivada de madeira ou
fibra secundaria.

54. Método para melhorar a qualidade de ragdo animal, o qual
compreende o tratamento do material vegetal com uma proteina de fusao de
celulase conforme definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 26 ou o
preparo da reivindicagéo 45. '
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "PROTEINA
DE FUSAO DE CELULASE, SEU PROCESSO DE PRODUCAO E COM-
POSIGCAO DETERGENTE CONTENDO A MESMA, VETOR DE EXPRES-
SAO, CELULA HOSPEDEIRA, PREPARAGAO DE ENZIMA, PROCESSOS
PARA DESBOTAMENTO E PARA BIOACABAMENTO E METODOS DE
TRATAMENTO DE FIBRA CELULOSICA CONTENDO MATERIAL TEXTIL,
PARA TRATAR FIBRA OU POLPA DERIVADA DE MADEIRA E PARA
MELHORAR A QUALIDADE DE RACAO ANIMAL".
Campo da Invencéo

A presente invengao refere-se a novas proteinas de fusao celu-
lase, preparagdes e composigbes contendo essas proteinas de fusao celula-
se, vetores de expressao, células hospedeiras e métodos para sua prepara-
¢ao e usos das celulases, preparagdes e composigdes nas industrias téxtil,
de detergente e polpa e papel.

Antecedentes da invencao

Celulose é um polissacarideo linear de residuos de glicose co-
nectados por ligagbes B-1,4. Na natureza, celulose é geralmente associada
com lignina juntamente com hemiceluloses, tais como xilanas e glicomana-
nas. Enzimas celuloliticas hidrolisam a celulose e s&o produzidas por uma
ampla variedade de bactérias e fungos. Celulases sdo enzimas industrial-
mente importantes com um valor de mercado anual atual de cerca de 190
milhdes de délares. Na indUstria téxtil, celulases sdo usadas em acabamento
de salrja de Nirﬁes para criar uma aparéncia lavada de pedra segundo a mo-
da em roupas de sarja de Nimes em um processo de desbotamento, e elas
tambem sao usadas, por exemplo, para limpar flocos e prevenir a formacao
de pilulas na superficie de roupas de algodao. Na industria de detergentes,
celulases s&o usadas para clarificar cores e para prevenir o acinzentamento
e a formagéo de bolinhas nas pegas de roupa. Celulases s&o ainda usadas
pela industria de alimentos e de producdo de ragdo animal, e elas tém um
6timo potencial na industria de polpa e papel, por exemplo, na retirada de
tinta para liberar tinta das superficies da fibra € na melhoria da drenagem da

polpa. O amplo espectro de usos industriais para celulases estabeleceu uma
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necessidade de produtos de celulase comerciais contendo diferentes com-
ponentes de celulase e funcionando otimamente em diferentes faixas de pH
e temperatura.

O uso pratico de celulases ¢ dificultado pela natureza das celu-
lases conhecidas, as quais sdo geralmente misturas de celulases com uma
variedade de atividades e especificidades de substrato. Por essa razéo, es-
forgos tém sido feitos para obter celulases com somente as atividades dese-
jadas. As propriedades Unicas de cada celulase tornam algumas mais ade-
quadas para certos propésitos do que outras. Enquanto as enzimas diferem
em uma variedade de formas, uma das mais importantes diferengas é o pH
¢timo. Celulases neutras sdo mais ativas na faixa de pH 6 - 8 e celulases
alcalinas na faixa de pH 7,5 - 10, enquanto que celulases acidas, com o pH
6timo em pH 4,5 - 5,5, apresentam niveis de atividade muito baixos em valo-
res de pH mais altos. Celulases neutras e 4cidas sdo especialmente Uteis na
indastria téxtil. No tratamento téxtil, as celulases atacam as cadeias de mo-
léculas de celulose que formam as fibras de algodao, afetando dessa forma
as caracteristicas do tecido.

Na industria téxtil, aparéncia de "pedra lavada" ou uma aparén-
cia abradada tem sido interessante para os produtores de sarja nos anos
recentes. A lavagem de pedra tradicional com pedras de pedra-pomes reduz
a forga do tecido e carrega os aparelhos de lavagem. A tendéncia tem sido
em relagdo a processos de acabamento de sarja de Nimes enzimaticos e
celulases que foram substituidas ou tem sido usadas juntamente com pedra-
pomes conferir ao tecido sua aparéncia "gasta" desejada. O tratamento en-
zimatico controlado resulta em menos danos para as pecas de vestuario e
magquinas e elimina a necessidade pelo descarte de pedras.

Celulases aplicadas no tratamento de sarja de Nimes séo geral-
mente divididas em dois grupos principais: celulases acidas e neutras. Celu-
lases acidas tipicamente operam em pH 4,5 - 5,5 e as celulases neutras na
faixa de pH 6 - 8. Celulases acidas usadas em desbotamento principalmente
se originam da Trichoderma reesei (forma sexual da Hypocrea jecorina) e as

celulases neutras vém de uma variedade de fungos, incluindo os géneros de
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Melanocarpus, Humicola, Thielavia, Myceliophthora, Fusarium, Acremonium
e Chrysosporium (Haakana et al. 2004). Enzimas T. reesei incluem, por e-
xemplo, celulases da familia de glicosideos 5 (endoglucanase |I, EGII), fami-
lia 7 (celobio-hidrolase I, CBHI) e familia 12 (endoglucanase Ill, EGIII; Ward
et al. 1993) e as celulases neutras, mais comumente endoglucanases, da
familia 45 e da familia 7 (Henrissat, 1991; Henrissat e Bairoch, 1993).

Celulases compreendem um dominio/nucleo catalitico (CD) ex-
pressando atividade da celulase. Além do dominio’ catalitico, a molécula de
celulase pode compreender um ou mais dominios de ligagdo de celulose
(CBDs), também chamados de dominios/médulos de ligagao de carboidratos
(CBD/CBM), os quais podem estar localizados no termino-N- ou no C- do
dominio catalitico. CBDs tém atividade de ligagédo a carboidrato e eles me-
deiam a ligag&o da celulase a celulose cristalina, mas tém pouco ou nenhum
efeito na atividade hidrolitica da celulase da enzima em substratos solaveis.
Esses dois dominios estéo tipicamente conectados através de uma regiao
ligante flexivel e altamente glicosilada.

‘Celulases que atacam primariamente na superficie da fibra sao
especialmente Uteis na lavagem com pedra de sarja de Nimes pintada com
corante indigo, uma vez que o corante é localizado na superficie da fibra.
Quando usado para tratar tecido de algodao, celulases neutras geralmente
requerem um tempo de lavagem mais longo do que as celulases acidas. En-
tretanto, celulases neutras tém uma acao menos agressiva no algodao do
que celulases acidas, e nao afetam a forga do tecido tanto quanto as celula-
ses acidas. Celulases neutras tém um perfil de pH mais amplo e, dessa for-
ma, o aumento no pH que ocorre durante o desbotamento tem pouco efeito
na atividade das enzimas de celulase neutras. Entretanto, uma vez que os
tratamentos da celulase também tém efeitos indesejaveis, tais como dano de
fibras ou perda de for¢a, um equilibrio édequado entre os eféitos desejados
e indesejaveis tem que ser procurado. - _

| WO097/14804, o qual é aqui incorpbrado por referéncia, descreve
trés novas celulases neutras de origem Melanocarpus, as quais sdo especi-

almente Uteis na indlstria téxtil e de detergente. Especificamente, uma en-
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doglucanase de 20 KDa (Cel45A), uma endoglucanase de 50 KDa (Cel7A) e
uma celobio-hidrolase de 50 KDa (Cel7B) sdo descritas. Essas celulases
aqui designadas como "celulase 20K", "celulase 50K" e "celulase 50K B",
respectivamente, séo derivadas de Melanocarpus albomyces e mostram
bons efeitos de lavagem de pedra.

| Uma vez que hd uma demanda existente, especialmente na in-
dustria téxtil e detergente, para outras celulases melhoradas, foi sugerido.
que melhorias nas celulases poderiam ser obtidas pela formagéo de protei-
nas de fusdo. Também na WO097/14804, construtos de proteina de fusio da
celulase 20K, celulase 50K e celulase 50K B com, por exemplo, celulase,
hemicelulase ou manase de Trichoderma reesei ou seus dominios funcionais
sao geralmente sugeridos. Além disso, para criar novas propriedades para
as celulases descritas, fusées das celulases descritas com dominios, tais
como o dominio de ligagdo da celulose (CBD), preferivelmente com seu li-
gante, s&o sugeridas. Entretanto, nenhum exemplo especifico é dado, nem
s&o0 descritas as novas propriedades a ele destruradas.

Proteinas de fusdo de celulase sao adicionalmente conhecidas,
por exemplo, a partir de WO96/29397, que descreve endoglucanases forma-
das por uma fus&do entre endoglucanases de Myceliophthora thermophila, de
Macrophomina phaseolina e de Crinipellis scabella e o CBD/ligante de Hu-
micola insolens. As referidas endoglucanases na sua forma natural ndo tém
um CBD/ligante.

EP 663 950 descreve variantes de celulase, especialmente vari-
antes de celulase de Humicola insolens de 43 KDa, em que a celulase pode
incluir uma regi&o ligante de outra espécie de microrganismo, por exemplo,
para proporcionar propriedades melhoradas, tais como resisténcia melhora-
da a tensoativos anidnicos, a oxidagdo ou aos agentes alvejantes.

Entretanto, ha uma necessidade continua por celulases melho-
radas que também s&o menos danosas a fibra na industria téxtil e em outros
campos, onde celulases tradicionalmente sdo usadas. Particularmente, ha
uma necessidade continua por celulases mais eficientes para melhorar a

economia do processo.
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A presente inveng&o almeja atender a essa necessidade.
Breve Descricdo da Invencéo

Um objetivo da presenté invengao é fornecer novas proteinas de
fuséo de celulase com propriedades hidroliticas melhoradas para uso na in-
dustria téxtil, especialmente na lavagem de pedra de sarja de Nimes, e para
uso nas composigdes detergentes assim como em outros campos. As novas
proteinas de fusdo de celulase da invengdo sdo ativas em valores de pH
neutro e alcalino, elas ttém um desempenho de lavagem muito melhorado em
aplicagGes de desbotamento e bioacabamento téxtil e em aplicagées deter-
gentes, e elas ainda ndo comprometem a forga dos tecidos. Com a eficiéncia
melhorada das proteinas de fusdo da celulase, o processo de produgdo das
enzimas é significativamente mais econémico. Vantagens adicionais também
sao alcangadas em termos de logistica e na estocagem dos produtos de en-
zima, quando quantidades menores de produto de enzima s&o necessarias.

Um outro objetivo da presente invengdo é fornecer polinucleoti-
deos que codificam as novas proteinas de fus&o de celulase das presentes
invengoes.’

Um outro objetivo da presente invengéo é fornecer novos plas-
mideos ou vetores de expressao contendo tais polinucleotideos, Gteis para a
produgao de novas proteinas de fusao de celulase da presente invencao, e
novos hospedeiros transformados com os respectivos plasmideos de ex-
pressao. |

Um outro objetivo da presente invengao € fornecer preparacdes
enzimaticas, as quais contém uma ou mais novas proteinas de fusdo de ce-
lulase com propriedades hidroliticas melhoradas.

Ainda um outro objetivo da presente invengéo é fornecer méto-
dos de uso de prepara¢des enzimaticas e as proteinas de fusdo de celulase
para acabamento de tecidos, especialmente para o desbotamento de sarja
de Nimes.

Ainda um outro objetivo da presente invencéo é fornecer meios
para o uso de preparagbes enzimaticas da invengao em composicdes deter-
gentes.
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A presente invengao se refere a uma nova proteina de fusdo de
celulase compreendendo:

A. uma primeira sequéncia de aminoacidos opcionalmente modi-
ficada de um nucleo de celulase derivado de uma espécie, e

B. uma segunda sequéncia de aminoacidos opcionalmente mo-
dificada de um ligante e/ou de um dominio de ligagao a celulose (CBD) deri-
vado de outra espécie,

em que uma regido de jungdo foi introduzida entre a referida
primeira sequéncia de aminoacidos e a referida segunda sequéncia de ami-
nodacidos, por meio da qual uma proteina de fusdo estavel é obtida.

Preferivelmente, a regido de juncdo tem a seguinte formula ge-

ral:

1A_ZB_3C._4D_5E_6F

em que

'A ¢é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente 'A é Gly ou Val, mais preferivelmente Gly;

2B ¢ selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, Phe, Val, Glu, Asp, GIn, e Asn; preferivelmente 2B é Pro, Gln, ou Glu;

3C é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Lys, Leu,
Pro, lle, Val, Ser e Thr; preferivelmente 3celle; |

D é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente D é Gly ou Pro;

SE é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Pro e Thr;
preferivelmente °E é Ser; e

®F ¢ selecionado de um grupo consistindo em Ser, Thr ou esta
ausente, preferivelmente °F & Ser ou esta ausente; em que 'A esta ligado na
sequéncia de aminoacidos C-terminal do nucleo de celulase e °F esta ligado
na sequéncia de aminoacidos N-terminal do ligante e/ou dominio (CBD).

A presente invengao ainda se refere a um vetor de expressao
compreendendo uma primeira sequéncia de polinucleotideo que codifica
uma primeira sequéncia de aminoacidos opcionalmente modificada de um

nucleo de celulase derivado de uma espécie, € uma segunda sequéncia de
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polinucleotideos que codifica uma segunda sequéncia de aminoacidos op-
cionalmente modificada de um ligante e/ou de um dominio de ligagcéo a celu-
lose (CBD) derivado de outras espécies, e um polinucleotideo que codifica
uma regido de jungéo que conecta as referidas primeira e segunda sequén-
cia de polinucleotideo, as referidas sequéncias de polinucleotideo codifican-
do as respectivas sequéncias de aminoacidos das proteinas de fusdo de
celulase da invengao.

A presente invengao ainda se refere a novos hospedeiros trans-
formados com os vetores da invengéo, especialmente hospedeiros que sao
capazes de um alto nivel de expressédo da proteina de fusao de celulase da
invengao.

A presente invengao se refere ainda a uma preparacéo enzima-
tica, a qual contém uma ou mais proteinas de fuso de celulase da invencéo.

A presente invencéo se refere ainda a um método para o uso
das preparagdes enzimaticas da invencao para o acabamento de tecidos,
especialmente para o desbotamento de sarja de Nimes.

A presente invengdo se refere ainda ao uso das preparacoes
enzimaticas da invengdo em composi¢des de detergente.

Desenhos

A figura 1 é o mapa esquematico do plasmideo pALK1480.

A figura 2 é o mapa esquematico do plasmideo pALK492.

A figura 3 € o mapa esquematico do plasmideo pALK424.

A figura 4 é o mapa esquematico do plasmideo pALK1237.

A figura 5 é o mapa esquematico do plasmideo pALK1241.

A figura 6 &€ o mapa esquematico do plasmideo p3SR2.

A figura 7 € o mapa esquematico do plasmideo pALK1649.

A figura 8 é o mapa esquematico do plasmideo pALK1694.

Figura 9A. O cassete de expressdo usado na transformacao de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fuséo
20K+CBD. O gene 20K+CBD estava sob o controle do promotor cbh1
(cel7A) (cbh1 prom) e a terminagdo da transcrigdo foi assegurada pelo uso

da sequéncia terminadora cbh1 (termo). O gene amdS (amdS) e a regido
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flanqueadora cbhi 3' (flanqueadora cbhl 3’) foram incluidos. Figura 9B. Se-
quéncia de aminoacidos de um ponto de jungdo no qual a proteina 20K de
Melanocarpus albomyces (Celd45A) é fundida com o peptideo ligante CBHI
de Trichoderma reesei (cel7A) seguido pelo dominio de ligagdo a celulose
(CBD) em plasmideos pALK1434 e pALK1435. Os aminoacidos contidos na
regiao ligante estdo sublinhados, e a sequéncia de aminoéacidos da regido
CBD esta marcada em italico. O primeiro aminoacido na regido CBD é indi-
cado por numeros sobrescritos. '

Figura 10A. O cassete de expressao usado na transformacéo de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusao
20K+CBD. O gene 20K+CBD estava sob o controle do promotor cbh1
(cel7A) (cbh1 prom) e a terminagao da transcrigdo foi assegurada pelo uso
da sequéncia terminadora cbh1 (termo). O gene amdS (amdS) e a regido
flanqueadora cbhl 3' (flanqueadora cbhl 3') foram incluidos. Figura 10B. Se-
quéncia de aminoacidos de um ponto de jungdo no qual a proteina 20K de
Melanocarpus albomyces (Cel45A) é fundida com o peptideo ligante CBHI
de Trichoderma reesei (Cel7A) seguido pelo dominio de ligagdo a celulose
(CBD) em plasmideos pALK1768, pALK1769, pALK1770 e pALK1775. Os
aminoacidos contidos na regiao ligante estdo sublinhados, e a sequéncia de
aminoacidos da regido CBD esta marcada em italico. O primeiro aminoacido
na regido CBD é indicado por numeros sobrescritos.

Figura 11A. O éassete de expressao usado na transformacéao de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusdo
20K+CBDpyt. O gene 20K+CBDp, estava sob o controle do promotor cbh1
(cel7A) (cbh1 prom) e a terminagdo da transcrigao foi assegurada pelo uso
da sequéncia terminadora cbh1 (termo). O gene amdS foi incluido como o
marcador de transformagdo. Figura 11B. Sequéncia de aminoacidos de um
ponto de jungdo no qual a proteina 20K de Melanocarpus albomyces
(Cel45A) é fundida com o peptideo ligante CBHI de Trichoderma reesei
(Cel7A) seguido pelo dominio de ligagéo & celulose (CBD). As substituicoes
de aminoacidos na regido CBD dos cassetes de expressdao pALK1877 -

pALK1880 também estéo apresentadas. Os aminoacidos contidos na regiéo
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ligante estao sublinhados, e a sequéncia de aminoacidos da regido CBD es-
ta marcada em italico. O primeiro aminoacido e os residuos de tirosina ou
suas substituicbes na regido CBD estéo indicados por niimeros sobrescritos.

Figura 12A. Sequéncia de aminoacidos do peptideo de ligacao
interdominio da CBHI de T. reesei (Cel7A). Os aminoacidos contidos na re-
gido ligante estdo sublinhados. AG-444 e AG-460 representam a anulagao
do ligante dos residuos 434 - 444 e 434 - 460, respectivamente. Figura 12B.
Sequéncia de aminoacidos de um ponto de jung&o no qual a proteina de Me-
lanocarpus albomyces 20K (Cel45A) esta fundida com o peptideo ligante
cortado da CBHI de Trichoderma reesei (Cel7A) seguido pelo dominio de
ligagéo a celulose intacto ou modificado (CBD) nos cassetes de expressao
PALK1893, pALK1896, pALK1899 e pALK1952. Os aminoacidos contidos na
regido ligante estéo sublinhados e a sequéncia de aminoacidos da regiso
CBD esta marcada por italico. O primeiro aminoacido e os residuos de tirosi-
na ou suas substituicdes na regiao CBD estao indicados por nimeros so-
brescritos.

Figura 13A. O cassete de expressdo usado na transformacao de.
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusao
S0K+CBD. O gene 50K+CBD esta sob o controle do promotor chh? (cbh1
prom) de T. reesei e a terminagdo da transcri¢cao é assegurada com a adigéo
do terminador cbh1 (termo). O gene amdS (amdS) e a regi&o flanqueadora
cbhi 3' (cbhi 3’) s&o incluidas. Figura 13B. Sequéncia de aminoacidos de um
ponto de jungdo da 50K de M. albomyces ligado ao ligante CBHI + CBD de
T. reesei. Os aminoacidos contidos na regido ligante estao sublinhados, e a
sequéncia de aminoacidos da regido CBD esta marcada em italico. O primei-
ro aminoécido na regido CBD ¢é indicado por niimeros sobrescritos.

Figura 14A. O cassete de expresséo usado na transformacao de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusao
S50KB+CBD. O gene 50KB+CBD esta sob o controle do promotor cbh1 (cbh1
prom) de T. reesei e a terminagao da transcricdo é assegurada com a adicéo
do terminador cbh1 (termo). O gene amdS (amdS) e a regio flanqueadora

cbhl 3' (cbhl 3') sdo incluidas. Figura 14B. Sequéncia de aminoacidos de um
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ponto de jungéo da 50KB de M. albomyces ligado ao ligante CBHI + CBD de
T. reesei. Os aminoacidos contidos na regigo ligante estao sublinhados, e a
sequéncia de aminoacidos da regido CBD esta marcada em italico. O primei-
ro aminoacido na regido CBD ¢é indicado por nimeros sobrescritos.

Figura 15A. O cassete de expressdo -usado na transformacao de
protoplastos de Trichoderma reesei para produzir as proteinas de fusdo C-
BHI + CBD recombinantes de Thermoascus aurantiacus. O gene CBHI+CBD
estava sob o controle do promotor cbh1 (cbh1 prom) (cel7A) e a terminagao

da transcri¢éo foi assegurada pelo uso da sequéncia terminadora (termo). O

gene amdS foi incluido como um marcador de transformagao. Figura 15B.

Sequéncia de aminoacidos de um ponto de jung&o no qual a proteina CBH|
de Thermoascus aurantiacus é fundida com o peptideo ligante da CBHI de
Trichoderma reesei seguido pelo dominio de ligagéo a celulose (CBD). Os
aminoacidos contidos na regido ligante estdo sublinhados, e a sequéncia de
aminoacidos da regido CBD estd marcada em italico. O primeiro aminoacido
na regido CBD ¢ indicado por niumeros sobrescritos.

" A figura 16. O desempenho das cepas RF5977 e RF6090 ex-
pressando proteinas de fusdo da invengdo em comparagio com uma prepa-
ragcao comercial 20K no tratamento de sarja de Nimes. O aumento da clari-
dade como uma fungéo da dosagem enzimética em condi¢des de lavagem
esta descrito nos Exemplos 8 e 9.

A figura 17. Efeito das proteinas de fusao CBD + 20k e as cor-
respondentes preparagdes enzimaticas comerciais na for¢a do tecido de sar-
ja de Nimes. Figura 17A. Forga de rasgo (N), deformag&o. Figura 17B. Forga
de rasgo (N), tecido.

A figura 18 mostra o efeito de remogao de bolinhas da proteina
de fusdao CBD + 20k.

A figura 19 ilustra o desempenho da proteina de fusdao 20K+CBD
na aplicacao de detergente. A figura mostra a diferenca de parelhamento de
cor entre o artigo antiacinzentamento 224 lavado com ou sem a enzima, e o
artigo original (n&o-lavado); A. a 40°C e B. a 60°C.

A figura 20 ilustra o desempenho da proteina de fusdo 20K+CBD
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na aplicagéo de detergente. A figura mostra a diferenga de parethamento de

cor entre o artigo antiacinzentamento 224 lavado com enzima e sem enzima:
A.a40°C e B. a 60°C.

Descricdo Detalhada da Invencao

A presente invengao é baseada em esfor¢os para melhorar mais
celulases neutras, particularmente aquelas descritas em WOQO97/14804, obje-
tivando a redugéo da perda de forga no tecido no tratamento enzimatico. Em
algumas aplicagdes, a celulase 20K mostrou propriedades indesejaveis em
relacao a forga da fibra, possivelmente devido ao pequeno tamanho. A hip6-
tese simples foi a de que um aumento no tamanho da enzima poderia redu-
zir a capacidade da enzima de penetrar nas fibras, enfraquecendo dessa
forma as fibras para uma extensdo menor, isto &, a enzima poderia ser me-
nos agressiva. Para fazer isso, a tentativa de proteina de fusdo sugerida em
WO97/14804 foi usada, e construtos de fusdo contendo um ntcleo de celu-
lase neutra de uma espécie Melanocarpus e uma cauda consistindo em um
ligante/CBD de uma celobio-hidrolase acida | de T. reesei foram projetados.
Surpreendentemente, entretanto, ao contrario das sugestées da técnica an-
terior, construtos de proteina de fus&o completamente estaveis nao puderam
ser obtidos, nas os parceiros de fusdo separados um do outro nas condicdes
de cultivo. Isso foi presumivelmente devido a presenca de protease(s).

Para produzir as proteinas de fuséo estaveis, uma tentativa foi
projetar novos construtos de jungado sem ter aminoacidos hidrofébicos adja-
centes (por exemplo, V, |, L, F e W) para prevenir a clivagem por aspartilo-
proteases. Entretanto, embora os construtos produzissem proteinas de fu-
sao, ocasionalmente foi observada alguma degradagao.

Baseando-se no alinhamento das celulases neutras contendo
naturalmente uma cauda de ligante/CBD, outros construtos foram produzi-
dos e finalmente esses construtos provaram ser mais estaveis e mais Uteis
para testagem adicional. Além disso, construtos de fusdo foram projetados
0s quais carregaram mutages no CBD resultando em afinidade ou adsorgao
reduzida ou minima para a celulose (Linder ef al., 1995).

Os novos construtos produziram propriedades de forga melhora-
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das, como foi o objetivo. Surpreendentemente, as proteinas de fusdo de ce-
lulase estaveis apresentaram adicionalmente melhoria nao-esperada no de-

sempenho de lavagem, e foram to altas quanto mesmo seis vezes tao efici-

~entes quanto suas celulases "de origem". Entretanto, os rendimentos de

produgao foram mantidos acerca do mesmo nivel. Isso significa que somen-
te um sexto da quantidade de atividade de celulase presentemente necessa-
ria & suficiente para alcangar o mesmo desempenho de lavagem da celulase
da técnica anterior. Isso produz economias considéraveis no passo de pro-
ducéo, e também na logistica e estocagem, diminuindo dessa forma a carga
ambiental. Também os efeitos indesejaveis das preparacdes de celulase sio
reduzidos, causando dessa forma economias adicionais para os usudrios
finais do produto enzimatico. Considerando que cerca de 2 bilhdes de pares
de calgas jeans sdo produzidos anualmente, e a maior parte deles é finaliza-
da com celulase, a vantagem é altamente significativa.
Concordantemente, a presente invengao fornece uma nova pro-
teina de fusao de celulase, compreendendo: |
'A. uma primeira sequéncia de aminoacidos opcionalmente modi-
ficada de um nicleo de celulase derivado de uma espécie, e
B. uma segunda sequéncia de aminoacidos opcionalmente mo-
dificada de um ligante e/ou de um dominio de ligag&o a celulose (CBD) deri-
vado de outra espécie, '
em que uma régiéo de juncado foi introduzida entre a referida
primeira sequéncia de aminoacidos e a referida segunda sequéncia de ami-
noacidos, por meio da qual uma proteina de fusdo estavel € obtida.
Em uma modalidade preferida da invencgao, a regido de jungao
tem a seguinte formula geral:
'A-B-3C-“D-5E-°F
em que
'A é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente 'A é Gly ou Val, mais preferivelmente Gly;
2B ¢ selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, Phe, Val, Glu, Asp, Gin, e Asn; preferivelmente B é Pro, GIn, ou Glu;
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3C é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Lys, Leu,
Pro, lle, Val, Ser e Thr; preferivelmente 3Célle;

‘D é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente D & Gly ou Pro;

°E é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Pro e Thr;
preferivelmente °E é Ser: e |

°F & selecionado de um grupo consistindo em Ser, Thr ou esta
ausente, preferivelmente °F é Ser ou esta ausente; em que 'A esta ligado na
sequéncia de aminoacidos C-terminal do nlcleo de celulase e °F esta ligado
na sequé-ncia de aminoéacidos N-terminal do ligante e/ou dominio (CBD).

Em uma modalidade especialmente preferida da invencéao, a re-
gido de jungdo tem a seguinte férmula geral:

'Gly ~?B - *lle - *D - 5Ser - °F
em que

?B é Pro, GIn, ou Glu;

“D & Gly ou Pro;

E é Ser; e

°F & °F & Ser ou esta ausente.

Em outra modalidade especialmente preferida da invengao, a
regiao de juncao tem a seguinte formula geral: |

'Val - 2GIn - ®lle — *Pro - 5Ser - %Ser.

Em outra modalidade especialmente preferida da invencgao, a
regido de jun¢do tem a seguinte férmula geral: |

'Gly - 2Glu - 3lle - “Gly - 5Ser.

Em outra modalidade especialmente preferida da invengéo, a
regido de juncéo tem a seguinte férmula geral:

'Gly - ?Pro - 3lle - “Gly - 5Ser.

Em uma modalidade preferida da invengao, a primeira sequéncia
de aminoacidos € de uma celulase neutra e a segunda sequéncia de amino-
acidos é de uma celulase acida.

Em outra modalidade preferida da invengao, a primeira sequén-

cia de aminoacidos € de uma celulase da familia 45 (Cel 45) e a segunda
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sequéncia de aminoacidos ¢ da celulase da familia 7 (Cel 7).

Conforme usado no presente contexto, a expressao "niicleo de
celulase” ou "nlcleo” significa o dominio/nticleo catalitico (CD) de uma en-
zima expressando atividade da celulase. Tal dominio catalitico pode estar na
sua forma de ocorréncia natural (isto &, intacto) ou, preferivelmente, estar
modificado conforme definido abaixo. As expressées "derivado” e variante
funcional denotam polipeptideos expressando a mesma atividade da celula-
se, mas incluindo modificagbes conforme definido abaixo.

No presente contexto, codigos de aminoacidos de uma letra e
codigos de aminoacido de trés letras convencionais sido usados. Conse-
quentemente, A e Ala denotam alanina, R e Arg denotam arginina, N e Asn
denotam asparagina, D e Asp denotam 4cido aspartico, Cys e C denotam
cisteina, E e Glu denotam acido glutamico, Q e GIn denotam glutamina, G e
Gly denotam glicina, H e His denotam histidina, | e lle denotam isoleucina, L
e Leu denotam leucina, K e Lys denotam lisina, Me e Met denotam metioni-
na, F e Phe denotam fenilalanina, P e Pro denotam prolina, S e Ser denotam
serina, T € Thr denotam treonina, W e Trp denotam triptofano, Y e Tyr deno-
tam tirosina e V e Val denotam valina. Além de L-aminoacidos de ocorréncia
natural, D-aminoacidos também poderiam ser usados.

Nas proteinas de fusdo de celulase da invencgéo, a celulase neu-
tra & preferivelmente de origem flingica. A celulase neutra pode ser derivada
do géhero de Melanocarpus, Humicola, Thielavia, Myceliophthvora, Fusarium,
Acremonium, Chrysosporium, Thermoascus, Scopulariopsis, Myriococcum,
Talaromyces, ou Chaetomium. Sao especialmente preferidas as Melanocar-
pus sp, com Melanocarpus albomyces sendo especialmente preferida. A ce-
lulase acida usada nas proteinas de fusdo da celulase da invencéo foram
originadas de Trichoderma sp. ou Hypocrea, especialmente de Trichoderma
reesei.

Em uma modalidade especificamente preferida da invengao, a
primeira sequéncia de aminoacidos é a celulase 20K de Melanocarpus al-
bomyces da SEQ ID NO: 2 ou um derivado do mesmo, e a segunda sequén-

cia de aminoacidos € o ligante e/ou CBD da celobio-hidrolase | de Tricho-
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derma reesei da SEQ ID NO: 4 ou um derivado do mesmo.

Em uma modalidade preferida da invengao, as proteinas de fu-
sdo de celulase contém modificagdes no nicleo da celulase e/ou no ligante
e/ou CBD. Conforme usado no presente contexto, a expressao "modificado”
se refere a mutagdes, tais como insergdo ou substituicdo de um ou mais a-
minoacidos, ou outras modificagées, tais como glicosilagdes. Exemplos de
tais mutagbes incluem a substituicdo de residuos de tirosina conservados
nas posigdes 31 (correspondendo & tirosina Y492 do polipeptideo maduro)
e/ou 32 (correspondendo & tirosina Y493 do polipeptideo maduro) com um
aminoacido alifatico, preferivelmente com alanina, e/ou com um aminoacido
aromatico, tal como triptofano, de CBD ou CBHI de Trichoderma reesei con-
forme descrito por Linder et al. 1995. Outros exemplos de tais mutacdes in-
cluem mutagées interligantes de CBHO de Trichoderma reesei conforme
descrito por Srisodsuk ef al., 1993, tais como anulagdes de aminoacidos da
posicao 434 até a 444 e da posicdo 434 até a 460 da sequéncia de CBHI de
Trichoderma maduro. Outros exemplos de tais mutagdes incluem a anulagao
da Ala na posigéo 207, a anulagéo da Va na posigcéo 208, a substituicio da
Phe209Trp e a inserg&o de Pro depois da posicdo 206 na sequéncia de 20K
celulase de Melanocarpus albomyces da SEQ ID NO: 2.

As proteinas de fusdo da celulase da invengao sao estaveis. No
contexto da presente invengéo, a expressao "proteina de fusdo de celulase
estavel" significa que pelo menos 20%, preferivelmente pelo menos 40%,
mais preferivelmente pelo menos 70%, mais preferivelmente 90 - 100% da

proteina de fusdo de celulase produzida contém uma regiso de jungao nao-

. clivada entre as sequéncias de aminoacidos durante a fermentagao. Isso

significa que 20% - 100%, preferivelmente 40% - 100%, mais preferivelmen-
te 70% - 100% da celulase produzida tem a primeira e a segunda sequéncia
de aminoacidos unidas por fusdo. A expresséo "proteina de fusio de celula-

se estavel" significa adicionalmente que o preparo da proteina de fusdo de
celulase pode ser estavel como tal ou foi estabilizado, por exemplo, por tra-
tamento com calor ou pelo ajuste do pH ou pela adicdo de estabilizantes ou

agentes que reduzem a atividade da protease ou pela separagéo da proteina
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de fus&o da cultura. O tratamento com calor no presente contexto significa
um tratamento em uma temperatura a qual permita que a proteina de fusao
na preparag@o seja mantida adequadamente estavel. O tratamento com ca-
lor pode ser, por exemplo, um tratamento no pH 6,0 a 65°C por 60 a 70 mi-
nutos. |

No presente contexto, a expressio "proteina de fusdo intacta”
significa que a jung&o entre a primeira e a segunda sequéncia de aminoaci-
dos na proteina de fusdo da invengado permanece nao quebrada, embora
possa ou nao aparecer degradagao terminal nas referidas sequéncias.

Em uma modalidade preferida da proteina de fusdo da celulase
da inveng&o, a primeira sequéncia de amino4cido & uma sequéncia 20K de
Melanocarpus albomyces com SEQ ID NO: 2 ou uma variante funcional sua.
Em outra modalidade preferida da primeira sequéncia de aminoacido é a
sequéncia 50K de Melanocarpus albomyces com a SEQ ID NO: 6 ou uma
variante funcional sua. Em outra modalidade preferida da primeira sequéncia
de aminoacidos é a sequéncia 50KB de Melanocarpus albomyces com a
SEQ ID NO: 8 ou uma variante funcional sua. Em outra modalidade preferida
da primeira sequéncia de aminoacidos é a sequéncia da CBHI de Thermo-
ascus aurantiacus com SEQ ID NO: 10 ou uma variante funcional sua. Em
ainda uma modalidade preferida da proteina de fusdo de celulase da inven-
¢ao, a segunda sequéncia de aminoacidos é o ligante e a sequéncia de do-
minio de ligagdo da celulase com SEQ ID NO: 4 da celobio-hidrolase | de
Trichoderma reesei ou uma variante funcional sua.

Dessa forma, uma modalidade altamente preferida da proteina
de fus&o da celulase da inveng&o, a primeira sequéncia de aminoacidos do
nucleo de celulase € selecionada da SEQ ID NO: 37, 38, 39, 40, 41, 42 e 43,
especialmente SEQ ID. NO: 39, e a segunda sequéncia de aminoacidos de
uma sequéncia ligante e/ou CBD é selecionada de SEQ ID. NO: 44, 45, 46,
47, 48, 49 e 50. em uma modalidade especial da invengéo, a primeira se-
quéncia de aminoacidos do nucleo de celulase & a SEQ ID NO: 39 e a se-
gunda sequéncia de aminoacidos de uma sequéncia ligante e/ou CBD é a
SEQ ID NO: 47, 49 ou 50.
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A presente invengao ainda se refere a um vetor de expressao
compreendendo uma primeira sequéncia de polinucleotideo codificando uma
primeira sequéncia de aminoacidos opcionalmente modificada de um nacleo
de celulase derivado de uma espécie, e uma segunda sequéncia de polinu-
cleotideo codificando uma segunda sequéncia de aminoacidos opcionalmen-
te modificada de um ligante e/ou de um dominio de ligagéo a celulose (CBD)
derivado de outra espécie, e um polinucleotideo codificando uma regiao de
juncéo especifica conectando as referidas primeira e segunda sequéncias de
polinuclectideo, as referidas sequéncias de polinucleotideo codificando as
respectivas sequéncias de aminoacidos conforme especificamente definido
acima.

A presente invencg&o se refere ainda a preparacdes de celulase
contendo uma ou mais proteinas de fuséo de celulase da invengao, sozinhas
ou juntas com enzimas adicionais e aditivos de acordo com a aplicagao es-
pecial em questao.

A presente invengéo se refere ainda aos usos de e métodos pa-
ra o uso das preparagdes de proteina de fusdo de celulase da invengao para
os propésitos especificamente descritos abaixo.

As preparagdes de proteina de fusdo de celulase da invengao
sao especialmente Uteis na indUstria téxtil e detergente. Essas celulases a-
presentam um efeito de abras&o altamente melhorado e visivel e um aumen-
to da claridade mensuravel. Eles apresentam um manchamento de fundo
aceitavel e bom, assim como um contraste focado em desbotamento. Eles
s&o uteis na industria téxtil para o bioacabamento de tecidos ou pecas de
vestuario, por exemplo, remogao de bolinhas, desflocula¢éo, clarificacao de
cor, redugéo de aspereza, criagao de diferentes acabamentos (por exemplo,
um efeito de "pele de péssego”, "usado", "lavado em areia" ou "aparéncia
antiga”) e para o bioacabamento de fio, por exemplo, redugdo do excesso de
pelos e melhoria da maciez. Ter tais boas propriedades de remogao de boli-
nhas & muito incomum para celulases neutras, uma vez que as enzimas u-
sadas nas aplicagbes de bioacabamento industrial s&o tipicamente celulases

acidas. Celulase neutra com excelentes propriedades de remoczo de boli-
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nhas como a proteina de fusdo CBD + 20k capacita o tratamento de bioaca-
bamento simultaneamente durante a tintura, levando a economias conside-
raveis. Também a firmeza de cor é geralmente melhor em condigées neutras
do que em acidas.

Usos adicionais incluem o uso em composi¢bes detergentes pa-
ra melhorar as propriedades de cuidado de tecido por antiformagao de boli-
nhas, antiacinzentamento, clarificagdo de cor e amaciamento, e para melho-
rar o efeito de limpeza téxtil, por exemplo, remogao de manchas.

Conforme utilizado no presente contexto, a expressao "desbo-
tamento” de tecido ou pega de vestuario significa o uso de enzimas no lugar -
de, ou além de, pedra-pomes para o tratamento de tecido ou vestuario, es-
pecialmente sarja de Nimes.

Conforme utilizado no presente contexto, a expressao "bioaca-
bamento” se refere ao uso de enzimas em uma hidrélise controlada de fibras
celulosicas para modificar a superficie do fio ou tecido de uma forma que
previna permanentemente o formagao de bolinhas, melhore o manuseio de
tecido como maciez e lisura, limpe a estrutura da superficie pela redugao da
flocosidade, o que resulta na clarificacao de cores, melhora a capacidade de
prender do tecido, melhora a capacidade de absorgao de um'idade, 0 que
pode melhorar também a capacidade de coloragao.

Conforme utilizado no presente contexto, a expressao "backstai-
ning" se refere a tendéncia de o corante liberado redepositar na superficie
das fibras do tecido.

Conforme usado no presente contexto, a expressao "detergente"
se refere a um agente de limpeza que pode conter agentes ativos de super-
ficie (tensoativos anibnico, nao-idnico, catibnico e anfolitico), abrasivos e
outros ingredientes opcionais, tais como agentes anti-redeposi¢édo e de sus-
pensdo de manchas, clarificadores o6ticos, agentes alvejantes, corantes e
pigmentos e hidrolases. Uma listagem adequada dos contelidos de deter-
gentes é dada na Patente U.S. N° 5.433.750, uma lista adequada de tensoa-
tivos é dada na Patente U.S. N° 3.664.961.

Por uma sequéncia de aminoacido que & um “"equivalente" ou
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um "derivado” de uma sequéncia de aminoacido especifica se entende uma
sequéncia de aminoacido que ndo é idéntica & sequéncia de aminoacido
especifica, mas antes contém pelo menos algumas alteracées de aminodci-
dos (anulagdes, substituiges, inversdes, insergées, etc.) que néo necessa-
riamente afetam a atividade biol6gica da proteina em comparagado com uma
atividade similar da sequéncia de aminoécido especifica, quando usada para
uma dada aplicagao.

A atividade biol6gica de uma celulase é a sua atividade cataliti-
ca, e/ou sua capacidade de se ligar ao material celulésico.

Um vetor de expresséo € um plasmideo de clonagem ou um ve-
tor capaz de expressar DNA que codifica as proteinas de fusio de celulase
da invengéo apos a transformagao em um hospedeiro desejado. Quando um
hospedeiro fingico é usado, o gene de interesse é preferivelmente fornecido
a um hospedeiro flingico como parte de um veiculo de expressao ou clona-
gem que se integra no cromossomo flngico, ou permite que o gene de inte-
resse se integre no cromossomo hospedeiro, ou como um plasmideo que se

replica autonomicamente. Sequéncias que sado parte do veiculo de clonagem

ou do veiculo de expressdo também podem estar integradas com o referido

DNA durante o processo de integragéo. Além disso, no fungo o vetor de ex-
pressao ou suas partes podem ser alvejadas em locais predeterminados.

O DNA que codifica as proteinas de fusdo da invengdo é tam-
bém preferivelmente colocado sob o controle de (isto é, operativamente liga-
do a) certas sequéncias de controle, tais como sequéncias promotoras for-
necidas pelo vetor (a qual se integra com o gene de interesse). Alternativa-
mente, as sequéncias de controle podem ser aquelas no sitio de inser¢ao.

As sequéncias de controle de expressao de um vetor de expres-
sdo ira variar dependendo se o vetor € projetado para expressar certo gene
em um hospedeiro procariético ou em um eucariético (por exemplo, um vetor
para langamento pode fornecer um gene para selegdo em hospedeiros bac-
terianos). Sequéncias de controle de expressdo podem conter elementos
regulatérios transcricionais tais como promotores, elementos intensificadores

e sequéncias de terminagéo transcricionais, e/ou elementos regulatérios tra-
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ducionais, tais como de inicia¢éo traducional e sitios de terminagao.

Uma molécula de polinucleotideo, tal como DNA, é dita como
sendo "capaz de expressar’ um polipeptideo se ele contiver sequéncias de
controle de expressédo as quais contém informacao regulatéria transcricional
e tais sequéncias séo "operavelmente ligadas" a sequéncia de nucleotideo a
qual codifica o polipeptideo.

Uma ligagéo operével é uma ligagio na qual a sequéncia é co-
nectada a uma sequéncia (ou sequéncias) regulatéria de tal forma a colocar
a expressao da sequéncia sob a influéncia ou controle da sequéncia regula-
téria. Duas sequéncias de DNA (tal como uma sequéncia da regiao promoto-
ra ligada a extremidade 5' da sequéncia codificadora de proteina) sdo ditas
como sendo operavelmente ligadas em fungéo dos resultados do promotor
na transcrigao.

Os vetores da invengao podem ainda compreender outros ele-
mentos regulatérios operativamente ligados, tais como sequéncias intensifi-
cadoras.

'Em uma modalidade preferida, transformantes geneticamente
estaveis sao construidos por meio dos quais 0 DNA que codifica as protei-
nas de fusdo da celulase da invengéo esta integrado no cromossomo do
hospedeiro pela transformagdo com um vetor, o qual abriga sequéncias que
promovem a integragéo do referido vetor no cromossomo.

Células que tém DNA estavelmente integrado que codifica as
proteinas de fusédo de celulase da invengdo nos seus cromossomos s3o0 se-
lecionadas também pela introdugdo de um ou mais marcadores, homélogos
ou heterélogos, os quais permitem a selegdo de células hospedeiras as
quais contém o vetor de expressdo no cromossomo, por exemplo, o marca-
dor ao proporcionar resisténcia a biocida, por exemplo, resisténcia a antibi®-
ticos, ou metais pesados, tais como cobre, ou marcadores complementando
uma mutagéo auxotréfica no cromossomo hospedeiro, e semelhantes. O
gene do marcador selecionavel pode ou estar diretamente ligado as sequén-
cias de gene de DNA a serem expressas ou introduzido na mesma célula

por cotransformacgao.
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Uma vez que o vetor ou sequéncia de DNA da invengao conten-
do o(s) construto(s) é preparada para expressao, o(s) construto(s) de DNA é
introduzido em uma célula hospedeira apropriada por qualquer uma de uma
variedade de formas adequadas, incluindo a transformagéo conforme é co-
nhecido na técnica. Depois da introdugdo do vetor, as células receptoras
crescem em um meio seletivo, o qual seleciona para o crescimento de célu-
las transformadas.

Sistemas hospedeiros de expressao e produgéo adequados sio,
por exemplo, o sistema de produgéo desenvolvido para o hospedeiro de fun-
go Trichoderma (EP 244 234), ou um sistema de produgéo de Aspergillus, tal
como A. oryzae ou A. niger (WO 9708325 e WO 9533386, US 5.843.745, US
5.770.418), ou a producao de um sistema desenvolvido para Fusarium, tal
como F. oxysporum (Malardier et al., 1989). Sistemas de produgéo adequa-
dos desenvolvidos para bactéria sdo um sistema de producéo desenvolvido
para Bacillus, por exemplo B. subtilis ou para E. coli, ou para o actinomiceto
Streptomyces. Sistemas de produgdo adequados desenvolvidos para leve-
duras s&o sistemas desenvolvidos para Saccharomyces, Shizosaccharomy-
ces ou Pichia pastoris. Sistemas de produgdo em alguns outros micrébios ou
em células de mamiferos ou em plantas também so possiveis.

A expressao da(s) sequéncia(s) de gene clonado resulta na pro-
dugéo da proteina desejada, ou na produgéo de um fragmento dessa protei-
na. Essa expressao pode ocorrer de uma forma continua nas células trans-
formadas, ou de uma forma controlada. '

Fragmentos sao entendidos como sendo partes das moléculas
de &cido nucléico longas o suficiente para codificar a proteina descrita ou um
fragmento biologicamente ativo seu. O termo "derivado” significa nesse con-
texto que as sequéncias de nucleotideos dessas moléculas diferem das se-
quéncias das moléculas de acido nucléico descritas acima em uma ou mais
posi¢des e séo altamente homoélogas a referida sequéncia. Entende-se que
homologia se refere a uma identidade de sequéncia de pelo menos 40%,
particularmente a uma identidade de pelo menos 60%, preferivelmente mais

de 80% e ainda mais preferivelmente de mais de 90%. Os desvios das mo-
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leculas de acido nucléico descritos acima podem ser o resultado da anula-
¢ao, substituicdo, insergao, adigdo ou combinagdo. Homologia, além disso,
significa que as respectivas sequéncias de nucleotideo ou proteinas codifi-
cadas séo funcional e/ou estruturalmente equivalentes.

Conforme usado no presente contexto, as expressdes "prepara-
¢ao de enzima" e "preparagéo de celulase" se referem a qualquer produto
enzimatico, o qual contém pelo menos uma proteina de fusdo de celulase.
Consequentemente, tal preparagao de enzima pode ser um meio de cultura
gasto ou filtrado contendo uma ou mais proteinas de fusdo de celulase ou
uma ou mais proteinas de fus&do de celulase e outras enzimas, uma proteina
de fus&o de celulase isolada ou uma mistura de uma ou mais proteinas de
fusdo de celulase ou uma mistura de uma ou mais proteinas de fusdo de
celulase e uma ou mais outras enzimas. Além da atividade da proteina de
fuséo de celulase, tal preparagao pode conter aditivos, tais como estabilizan-
tes, tampGes, conservantes, tensoativos e/ou componentes de meio de cul-
tura. Aditivos preferidos séo tais, os quais sdo comumente usados nas pre-
paragdes enzimaticas tencionadas para o pedido, onde a preparagao enzi-
matica & usada. A preparagdo enzimatica pode estar na forma de liquido, po
ou granulado.

Por "meio de cultura gasto" é aqui significado o meio de cultura
do hospedeiro compreendendo as enzimas produzidas. Preferivelmente, as
células hospedeiras sao separadas do referido meio depois da produczo.

A preparagéo enzimatica pode compreender uma ou mais prote-
inas de fuséo de celulase da presente invengéo ou outras enzimas de celu-
lase juntamente com uma ou mais proteinas de fusao de celulase da presen-
te invengao. Por exemplo, proteinas de fusdo de celulase com diferentes
propriedades podem ser combinadas para tornar a preparacéo enzimatica
mais util para diferentes condicoes.

Para obter as preparagbes enzimaticas da invengao, os hospe-
deiros com as propriedades desejadas (isto &, hospedeiros capazes de ex-
pressar quantidades economicamente praticaveis das proteinas de fusdo de

celulase da inveng&o) sao cultivados sob condigdes adequadas, as enzimas
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desejadas sdo secretadas dos hospedeiros no meio de cultura e a prepara-
¢ao enzimatica é recuperada do referido meio de cultura por métodos co-
nhecidos na técnica.

A preparagdo enzimatica pode compreender, além da proteina
de fus&o de celulase, uma ou mais outras enzimas, as quais podem ser, por
exemplo, amilases, lacases e/ou peroxidases. Alternativamente, antes, du-
rante ou depois do tratamento com a proteina de fusao de celulase da pre-
sente invengao, outro tratamento enzimatico pode ser executado. O trata-
mento enzimatico pode compreender, por exemplo, um ou mais tratamentos
com amilase, um ou mais tratamentos com celulase e/ou um ou mais trata-
mentos com peroxidase e/ou lacase. Quais outras enzimas sio incluidas na
preparagao enzimatica ou sdo usadas no tratamento enzimatico depende da
aplicagao.

A preparagédo enzimatica pode ser o meio de cultura com ou sem
as celulas hospedeiras naturais ou transformadas, ou é recuperada do
mesmo pela aplicagdo de métodos bem-conhecidos na técnica. Entretanto,
devido as proteinas de fusdo de celulase da invencio serem secretadas no
meio de cultura e apresentarem atividade nas condicdes ambiente do liquido
celuldtico, € uma vantagem da invengéo que as preparagées enzimaticas da
inveng&o possam ser utilizadas diretamente do meio de cultura sem purifica-
¢ao adicional. Caso desejado, tais preparagdes podem ser liofilizadas ou a
atividade enzimatica, de outra forma, concentrada e/ou estabilizada para
estocagem. As preparagdes enzimaticas da invengdo sdo muito econdmicas
para suprir e usar porque (1) as enzimas podem ser usadas de uma forma
bruta; o isolamento de uma enzima especifica do meio de cultura é desne-
cessario e (2) devido as enzimas serem secretadas no meio de cultura, so-
mente o meio de cultura precisa ser recuperado para obter a preparacao
enzimatica desejada; néo ha necessidade de extrair uma enzima dos hospe-
deiros. Preferivelmente, o hospedeiro para tal produgdo é Trichoderma, e
especialmente T. reesei.

As preparacgdes enzimaticas da invengdo podem ser fornecidas

como um liquido ou como um sélido, por exemplo, uma forma de pb seco ou
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granular ou liquida, especialmente de granulos que nio espanam, ou um
liquido estabilizado, ou a preparagao enzimatica pode ser, de outra forma,
concentrada ou estabilizada para estocagem ou uso. E previsto que prepa-
ragdes enzimaticas contendo uma ou mais das celulases neutras da inven-
¢ao possam ser adicionalmente enriquecidas ou tornadas parcial ou comple-
tamente deficientes em atividades enzimaticas especificas, de forma a satis-
fazer os requerimentos de uma utilidade especifica em varias aplicagcdes, por
exemplo, na industria téxtil. Uma mistura de atividades enzimaticas secreta-
das por um hospedeiro e, especialmente, um fungo, pode ser escolhida co-
mo sendo vantajosa em uma aplicagéo industrial particular, por exemplo,
desbotamento.

As preparagbes enzimaticas da invengdo podem ser ajustadas
para satisfazer os requerimentos de necessidades especificas em varias
aplicagdes na industria téxtil, de detergente ou de polpa e papel.

Misturas podem ser preparadas com outras macromoléculas que
nao sao necessariamente todas produzidas a partir do mesmo hospedeiro
(por exemplo, outras enzimas tais como endoglucanases, proteases, lipases,
peroxidases, oxidases ou amilases) ou substéncias quimicas que podem
aumentar o desempenho, estabilidade ou tamponamento da preparagdo en-
zimatica desejada. Granulos que nio espanam podem ser revestidos. Pre-
paragoes enzimaticas liquidas podem ser estabilizadas pela adigdo de um
poliol, tal como propilenogli'col, um agucar ou alcool de agulcar, acido latico
ou acido bérico, ou cloreto de sddio, de acordo com métodos estabelecidos.

Formas protegidas das enzimas da invengéo podem ser prepa-
radas conforme descrito na EP 238.216.

As preparagdes enzimaticas da invengdo podem conter um ten-
soativo o qual pode ser anibnico, n&o-idnico, catiénico, anfotérico ou uma
mistura desses tipos, especialmente quando usada como uma composigio
detergente. Composigdes detergentes Uteis estao descritas, por exemplo, ria
WO 94/07998, Patente U.S. N° 5.443.750 e na Patente U.S. N° 3.664.961.

Caso requerida, uma enzima desejada pode ser ainda purificada

de acordo com condigées convencionais, tais como extragéo, precipitacao,
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cromatografia, cromatografia por afinidade, eletroforese ou semelhantes.

As preparagbes enzimaticas dessa invengdo s3o especialmente
Uteis na industria téxtil, preferivelmente em desbotamento e no bioacaba-
mento ou na indGstria detergente. Outras areas Uteis sdo na industria de
polpa e papel.

Lavagens de pedra tém trés passos: desgrude, abrasio e pos-
tratamento. O primeiro passo, o processo de desgrude & normalmente o pri-
meiro tratamento Umido do jeans e significa a remogao de amido ou de ou-
tros agentes de resisténcia aplicados usualmente aos fios urdidos para pre-
venir o dano durante o processo de tecelagem. Alfa-amilases sdo usadas
para remover goma baseada em amido para um processamento imido me-
lhorado e uniforme. Depois da desgomage,m os jeans sdo normalmente en-
xaguados com agua ou continuados diretamente com o passo de abrasio.

O segundo passo, abras&o, pode ser efetuado com enzimas ou
pedra-pomes ou ambas. Em todos os casos, a acao mecanica é necessaria
para remover o corante, e o tratamento é geralmente executado em maqui-
nas de lavar roupa, como lavadoras de tambor. O termo "abradado” significa
aqui a aparéncia do tecido de sarja de Nimes quando ele foi tratado por en-
zimas de celulase ou pedras, ou ambos. Como resultado da remogao de co-
rante desigual, existem contrastes entre areas com corante e areas a partir
das quais corante foi removido. Expressées sinénimas sio "aparéncia de
lavado em pedra" ou "aparéncia gasta". Na lavagem com pedra enzimatica,
ou desbotamento, a abrasdo com pedra-pomes é completa ou parcialmente
eliminada e a celulase é adicionada para facilitar a abrasdo do corante indi-
go da superficie da fibra. O tratamento com celulase pode ser feito usando
celulases neutras ou acidas, ou ambas. Se um tecido nao for tratado com
celulase ou lavado em pedra, a aparéncia do tecido é dita como sendo "pe-
sada", uma vez que os contrastes da moda poderiam estar faltando. Quando
um efeito mais desbotado é desejado, o alvejamento usando agentes quimi-
cos e/ou métodos enzimaticos, tais como tratamento com lacase, pode ser
executado.

Abrasdo é geralmente seguida pelo terceiro passo, depois do
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tratamento, que inclui os passos de lavagem e de enxague durante os quais
detergentes, clarificadores 6ticos ou amaciantes podem ser usados. Depois
do tratamento enzimatico, a reaco deve ser interrompida para prevenir da-
nos dos materiais tratados, por exemplo, por inativagdo por temperatura e/ou
pH, o ultimo compreendendo um enxague completo e/ou uma remogéo por
lavagem do detergente. Isso assegura que a forca mecénica da fibra nao
seja adicionalmente comprometida pela presenga continuada da enzima.

Por "sarja de Nimes" se entende, juntamente com essa inven-
¢ao, tecido de sarja de Nimes, usualmente pegas de roupa de sarja de Ni-
mes, particularmente jeans. Vantajosamente, a sarja de Nimes é sarja de
Nimes corada com indigo. Sarja de Nimes também pode ser tratada com
indigo, com derivados do indigo ou sarja de Nimes corada com indigo jun-
tamente com algum outro corante, por exemplo, sarja de Nimes corada com
indigo com fundo de enxofre.

Tratamento com celulase(s) pode substituir completamente o
tratamento com pedras-pomes (por exemplo, 1 Kg de enzima comercial vs.
100 Kg de pedras). Entretanto, o tratamento com celulase pode ser combi-
nado com o tratamento com pedra-pomes quando for desejado produzir um
acabamento pesadamente abradado. Um efeito de pele de péssego no qual
uma fina cobertura semelhante a pelos espichada é criada também é conse-
guido por uma lavagem combinando uma celulase neutra com pedra-pomes.
As celulases dessa invengdo sdo especialmente Gteis para proporcionar um
visual abradado e para minimizar o0 manchamento de fundo no desbotamen-
to. )

Desbotamento & preferivelmente efetuado em um pH de cerca
de 4,5 - 9,5, e mais preferivelmente entre um pH de 6,0 - 8,0. A temperatura
da reag&o pode variar de cerca de 40 - 80°C, preferivelmente entre 50 -
70°C, e mais preferivelmente entre 55 - 65°C, e mais preferivelmente a
60°C. A proporgéo de liquido (a proporgso do volume de liquido por peso de
tecido) pode variar de cerca de 2:1 - 30:1, preferivelmente 4:1 - 15:1, e mais
preferivelmente de 5:1 - 10:1. A dosagem enzimética pode variar de cerca de
5 - 8000 NCU/g de tecido, preferivelmente de 20 - 3000 NCU/g de tecido e
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mais preferivelmente de 30 - 1500 NCU/g de tecido. O tempo de tratamento
pode variar entre 15 min - 4 h, mais preferivelmente de 20 min - 90 min e
mais preferivelmente de 30 min - 60 min. Deve ser enfatizado que a dosa-
gem enzimatica depende em grande parte do tipo de tecido, magquinaria,
condicbes do processo (pH, temperatura, propergao do liquido, tempo de
tratamento, carga de sarja de Nimes, escala do processo) e do tipo de pre-
paracdo enzimatica e semelhantes. Caso desejado, pedra-pomes podem ser
usadas juntamente com as proteinas celulase de fusao. A dosagem enzima-
tica requerida ser4, entéo, significativamente mais baixa. Uma pessoa ver-
sada na técnica é capaz de definir dosagens e condigdes adequadas.

As proteinas de fusdo de celulase da invengéo sdo Uteis na in-
dustria téxtil para o bioacabamento de tecidos ou pegas de roupa, por exem-
plo, remogao de bolinhas, desfloculagao, clarificagao de cor, redugéo da as-
pereza, criagao de diferentes acabamentos (por exemplo, um efeito de "pele
de péssego”, "gasto”, "lavado em areia" ou "aparéncia antiga") e o bioaca-
bamento dos fios (por exemplo, reducgéo dos pelos, melhoria da maciez). As
proteinas de fusédo de celulase dessa invencao podem ser usadas no bioa-
cabamento em acido e em condigbes neutras usando basicamente as mes-
mas condigdes que no desbotamento.

As proteinas de fusdo de celulase dessa invengao sao Uteis nas
composicdes detergentes para melhorar as propriedades de cuidado de te-
cido por antiformacao de bolinhas, antiacinzentamento, clarificagéo de cor e
amaciamento, e para melhorar o efeito de limpeza téxtil, por exemplo, remo-
¢éo de manchas.

O material téxtil que é tratado com as preparagdes enzimaticas
da invengéo pode ser produzido de celulose natural contendo fibras ou celu-
lose sintética contendo fibras ou misturas suas. Exemplos de celulésicos
naturais sao algodao, linho, canhamo, juta e rami. Exemplos de celulésicos
sintéticos s&o viscose, acetato de celulose, triacetato de celulose, "raion",
cupro e liocel. Os celulésicos acima mencionados podem também ser em-
pregados como misturas de fibras sintéticas tais como poliéster, poliamida

ou fibras acrilicas. O material téxtil pode ser fio ou tricotado ou trangado ou
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formado por qualquer outro meio.

As celulases da invengao, além de serem especialmente UGteis
para o tratamento de tecidos, sdo Uteis em geral em qualquer area que re-
queira a atividade de celulase.

Na industria de polpa e de papel, celulases neutras podem ser
usadas, por exemplo, na retirada de tinta de diferentes papéis reciclados e
em papelées com pH neutro ou alcalino, na melhoria da qualidade da fibra
ou no aumento da drenagem na produgéo de papel. Outros exemplos inclu-
em a remoc¢do do espessante da pasta de estampagem e do excesso de
corante depois da estampagem téxtil, e como um tratamento para ragao a-
nimal. Por exemplo, se a aplicagdo tencionada for a melhoria da forca da
polpa mecénica, entdo as preparagdes enzimaticas da invengdo podem for-
necer uma ou mais dessas proteinas de forma a aumentar ou facilitar a ca-
pacidade das fibras de celulose de se ligarem juntas. De uma forma similar,
na aplicagao do refinamento da polpa, as preparagées de proteina de fusio
de celulase da invengdo podem proporcionar uma ou mais dessas proteinas
em um nivel que intensifique ou facilite tal expansao. Das proteinas de fusio
da inveng&o especialmente adequadas para aplicagées de polpa sao aque-
las com 50 KB de Melanocarpus albomyces -ou nlcleo de CBHI de Thermo-
ascus aurantiacus. '

As proteinas de fusdo de celulase da presente invengdo propor-
cionam vantagens nao-esperadas quando usadas na indUstria téxtil e espe-
cialmente em desbotamento. As proteinas de fusdo de celulase da invengao
sao consideravelmente mais eficientes do que as celulases da técnica ante-
rior. No desbotamento dosagens pelo menos duas vezes, usualmente pelo
menos trés vezes e mesmo seis vezes menores em termos de unidades de
atividade de celulase neutra dosadas no peso do tecido puderam ser usa-
das, sem impedir a for¢a do tecido. Em outras palavras, um desempenho até
seis vezes maior € alcangado pelo uso das proteinas de fusdo da celulase
da presente invengado. Uma vez que o rendimento da produgéo das protei-
nas de fuséo da celulase da invengéo corresponde aquele da celulase 20K

conhecida, a eficiéncia de produgéo global é significativamente melhorada.
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Isso pode ser proporcionado diretamente para grandes economias nas quan-
tidades de enzimas necessarias: a possibilidade de usar quantidades redu-
zidas da enzima oferece um valor econémico consideravel em termos tanto
de produgéo quanto de uso, incluindo a logistica.

A inveng&o é descrita em maiores detalhes nos seguintes exem-
plos, os quais nao sio para serem intérpretados para estreitar o escopo da
invengéo, mas somente para esclarecer o uso da invengao.

Exemplo 1. Construgdo dos vetores de expressio para as
proteinas de fusiao CBD + 20k

Meétodos de biologia molecular padronizados foram usados no
isolamento, purificagdo e tratamentos enzimaticos de DNA (plasmideos,
fragmentos de DNA) em reagdes em cadeia da polimerase (PCR), em trans-
formagdes com E. coli, etc. Os métodos basicos usados estao descritos nos
manuais de biologia molecular padrao, por exemplo, Sambrook et al. (1989)
e Sambrook and Russell (2001).

Construtos de plasmideos foram projetados para juntar a se-
quéncia codificadora de 20K de Melanocarpus albomyces (Celd5A, ACN®
AJ515703; SEQ ID. NO: 1) com a sequéncia codificadora do ligante e CBD
do CBHI de Trichoderma reesei (ACN° AR088330; Srisodsuk et al. 1993:
SEQ ID. NO: 3). De modo geral, seis jungdes diferentes foram projetadas
conforme descrito na Tabela 1.

Para os construtos N° 1 e N° 2 estabelecidos na Tabela 1, um
unico sitio Nrul foi introduzido na extremidade da sequéncia codificadora
20K. Esse sitio capacita a fusdo direta depois do cédon para a serina N° 213
do 20K maduro com qualquer fragmento de DNA com uma extremidade sem
corte. Uma reagéo de PCR correu com os iniciadores 20K_Nco (SEQ ID NO:
11) e 20K_NruXho (SEQ ID NO: 14) com o plasmideo pALK1480 (Fig. 1)
como o molde usando o programa A (Tabela 3). pALK1480 tem a cépia ge-
nomica de cel45A de M. albomyces (codificando a Celd45A ou 20K) inserida
sob o -promotor T. reesei cbh1 como uma fuséo exata e com o terminador
cbh1 a jusante do gene no vetor pUC19 (New England, Biolabs, Inc., EUA).

A mistura de reagdo de PCR continha tampéao de reagdo 1 x DyNAzyme®
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EXT (Finnzymes, Finlandia), Mg?* a 8 mM ( a concentragdo final ajustada
com MgCl; adicionado), dNTPs a 0,2 mM, 0,5 uM de cada iniciador, 1,0 uni-
dade de DNA polimerase DyNAzyme® (Finnzymes, Finlandia) e aproxima-
damente 500 ng/100 pL do molde. O produto de PCR foi digerido com enzi-
mas de restricdo Ncol e Xho! e o fragmento foi isolado do gel de agarose
depois da eletroforese. O fragmento de 6,1 Kb semelhantemente cortado e
isolado de pALK1480 foi ligado com o fragmento de PCR, e transformado.
em E. coli XL1-Blue (Stratagene, EUA). O DNA de plasmideo foi isolado dos
transformantes, e um candidato adequado foi verificado por sequenciamen-
to. O plasmideo resultante foi designado como pALK1429.

As reagbes de PCR foram efetuadas separadamente como aci-
ma com pares de iniciadores 1_BamMlIy (SEQ ID NO: 16) + XhoAge (SEQ
ID NO: 15) e 2_BamMIy (SEQ ID NO: 17) +XhoAge (SEQ ID NO: 15) com
PALK492 como o molde (Fig. 2) e os produtos de PCR resultantes, contendo
o ligante e CBD, foram digeridos com Mlyl (produzindo uma extremidade
sem corte exatamente antes do primeiro cédon desejado da sequéncia codi-
ficadora do ligante e CBD) e AgelL. pALK492 carrega cerca de 6,9 Kb do
fragmento Pstl de DNA cromossomal QM6a de T. reesei abrigando o gene
cbh1/cel7A subclonado no sitio Pstl de pUC19. pALK1429 obtido acima foi
digerido com Nrul e Agel, e a parte do vetor foi isolada e ligada sepafada-
mente com os dois produtos de PCR digeridos obtidos acima, e transforma-
da em XL1-Blue de E. coli. DNAs de plasmideos foram isolados, verificador
por sequenciamento e os plasmideos resultantes foram designados como
PALK1430 (carregando o produto de PCR 1_BamMIly + XhoAge como uma
insergéo) e como pALK1431 (carregando o produto de PCR 2_BamMly +
XhoAge como uma insergao).
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Tabela 3. Programas de reagio de PCR usados

Programa
Etapa A B C D
1 95°C 5 min 95°C 5 min 98°C 1 min 98°C 1 min
2 95°C 1 min 95°C 1 min 98°C 30's 98°C 30's
3 55°C 1 min 60°C 1 min 72°C 1 min 65°C 30 s
4 72°C 1 min 72°C 1 min GOTO 2 29x 72°C 1 min
5 GOTO 2 24x GOTO 2 24x 72°C 10 min GOTO 2 29x
6 4°C ESPERA 72°C 1 min 4°C ESPERA 72°C 10 min
7 4°C ESPERA 4°C ESPERA

O marcador amdS e a regigo flanqueadora cbh1 3’ de 7. reesei
foram inseridas nos vetores pALK1430 e pALK1431 como se segue:
pALK424 (Patente U.S. N° 5.837.51; figura 3) foi cortado com EcoRI e Spel,
o fragmento resultante de 4,8 Kb foi deixado sem corte pela reagdo de pre-
enchimento de Klenow, e ligado separadamente com plasmideos pALK1430
e pALK1431 cortados com Stul, respectivamente, e transformado em XL1-
Blue de E. coli. Os DNAs de plasmideos foram isolados e a orientagdo dese-
jada das insergOes foi averiguada por digestdo com enzimas de restrigdo
apropriadas. Os plasmideos verificados foram designados como pALK1434
(insergdo do pALK1430) e pALK1435 (insergdo do pALK1431), .respectiva-
mente (Tabela 1).

" Para os construtos N° 3, N°4, N° 5 e N° 6 estabelecidos na Ta-
bela 1 foi feita uma tentativa diferente. A sequéncia codificadora do 20K e de
pontos de jungdo modificados diferentes (Tabela 1) foram designadas para
terminar no cédon que' codifica serina, o qual forma uma parte do sitio Nrul
adicionado. Para todos aqueles construtos a mesma insergao foi usada para
fornecer a sequéncia codificante da maior parte do ligante e de CBD. O ulti-
mo foi construido como se segue: Uma reagio de PCR foi efetuada com a
mistura reacional descrita acima (exceto sem Mg?* adicionado) e usando o
par de iniciadores 3_BamMly (SEQ ID NO: 18) e XhoAge (SEQ ID NO: 15) e
DNA de pALK492 como o molde. O programa B na Tabela 3 foi usado. O
produto de PCR resultante foi digerido com BamHI e Xhol, isolado e ligado
com a parte do vetor similarmente cortado de pBluescript || KS+ (Stratagene,

EUA), e transformado em XL1 Blue de E. coli. o DNA de plasmideo foi isola-
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do, verificado por digestdo com enzimas de restricdo apropriadas e verifica-
do por sequenciamento. Um plasmideo candidato com a sequéncia desejada
foi escolhido e designado como pALK1767.

Para o construto N° 3 na Tabela 1, uma reagso de PCR foi efe-
tuada usando o par de iniciadores 20K_Nco 2 (SEQ ID NO: 12) e 20K-
NruXho_GPI (SEQ ID NO: 19) e DNA de pALK1480 como o molde. Duas
misturas reacionais foram usadas: uma com a composi¢cao descrita acima
para a construcéo de pALK1767 e a outra com DMSO adicionado para 3%
(v/v). Essas duas misturas reacionais foram divididas e corridas com os pro-
gramas C e D na Tabela 3. Todas as reagbes produziram fragmentos de
DNA de tamanho esperado, e as preparagdes foram combinadas e digeridas
com Ncol e Xhol. Os fragmentos de DNA foram isolados e ligados com um
fragmento de 6,1 Kb isolado e semelhantemente cortado do pALK1480, e
transformados em XL1 Blue de E. coli. O DNA de plasmideo foi isolado, veri-
ficado por digestdo com enzimas de restrigdo apropriadas e verificado por
sequenciamento. Um plasmideo candidato com a sequéncia desejada foi
escolhido e designado como pALK1758.

Para o construto N° 4 na Tabela 1, uma reacao de PCR foi efe-
tuada usando o par de iniciadores 20K_Nco_3 (SEQ ID NO: 13) e 20K-
NruXho_WGEI (SEQ ID NO: 20) e DNA de pALK1480 como o molde. A mis-
tura reacional de PCR continha tampao de reagdo 1x Phusion® GC
(Finnzymes, Finlandia), dNTPs 0,2 mM, 0,5 uM de cada iniciador, DMSO a
3% (viv) e 1,0 unidade de DNA polimerase Phusion® (Finnzymes, Finlandia)
e aproximadamente 70 ng/100 uL do molde. A mistura reacional foi dividida
e corrida com os programas C e D na Tabela 3. Ambas as reagbes produzi-
ram fragmentos de DNA de tamanho esperado, e as preparagdes foram
combinadas e digeridas com Ncol e Xhol. O fragmento de DNA foi isolado e
ligado com um fragmento de 6,1 Kb isolado e semelhantemente cortado do
PALK1480, e transformado em XL1 Blue de E. coli. Os DNAs de plasmideo
foram isolados, verificados por digestdo com enzimas de restrigao apropria-
das e verificados por sequenciamento. Um plasmideo candidato com a se-

quéncia desejada foi escolhido e designado como pALK1759.
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Para o construto N° 5 na Tabela 1, uma reagso de PCR foi efe-
tuada usando o par de iniciadores 20K_Nco 2 (SEQ ID NO: 12) e 20K-
NruXho_PavQIPS (SEQ ID NO: 21) e DNA de pALK1480 como o molde.
Duas misturas reacionais foram usadas: uma com a composi¢ao descrita
acima para a construgdo de pALK1759 e a outra sem DMSO. Essas duas
misturas reacionais foram divididas e corridas com os programas C e D na
Tabela 3. Todas as reagbes produziram fragmentos de DNA de tamanho
esperado, e as preparagdes foram combinadas e digeridas com Ncol e Xhol,
O fragmento de DNA foi isolado e ligado com um fragmento de 6,1 Kb isola-
do e semelhantemente cortado do pALK1480, e transformados em XL1 Blue
de E. coli. Os DNAs de plasmideo foram isolados, verificados por digestao
com enzimas de restricdo apropriadas e verificados por sequenciamento.
Um plasmideo candidato foi escolhido e designado como pALK1760; ele ad-
quiriu uma mutag&o no sitio Xhol tnico, mas isso ndo apresentou problema
para a subclonagem adicional.

Para o construto N° 6 na Tabela 1, uma reagdo de PCR foi efe-
tuada usando o par de iniciadores 20K (SEQ ID NO: 13) e 20K-
NruXho_WGEI2 (SEQ ID NO: 22) e DNA de pALK1480 como o molde (70
ng/100 ul). A mesma composigéo da mistura reacional foi usada par a cons-
trugéo do plasmideo pALK1767, e ela correu com o programa C na Tabela 3.
A preparagéo foi digerida com Ncol e Xhol. O fragmento de DNA foi isolado
e ligado com um fragmento de 6,1 Kb isolado e semelhantemente cortado do
PALK1480, e transformados em XL1 Blue de E. coli. Os DNAs de plasmideo
foram isolados, verificados por digestao com enzimas de restriggo apropria-
das e verificados por sequenciamento. Um plasmideo candidato foi escolhi-
do e designado como pALK1773.

Os plasmideos pALK1758, pALK1759, pALK1760 e pALK1773
foram separadamente cortados com Nrul e Agel, e as partes do vetor foram
isoladas. Cada preparagéo foi ligada com um fragmento de 235 pb isolado
do pALK1767 depois da digestao com Mlyl e Agel, e cada mistura de ligacso
foi transformada separadamente em XL10-Gold de E. coli. Os DNAs de

plasmideo foram isolados, verificados por digestdo com enzimas de restricao
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apropriadas e verificados por sequenciamento. Os plasmideos verificados
foram designados como pALK1764, pALK1765, pALK1766, e pALK1774,
respectivamente (Tabela 1).

O marcador amdS e a regiao flanqueadora 3' cbh1 de T. reesei
foram inseridas em vetores pALK1764, pALK1765, pALK1766, e pALK1774
como se segue: pALK424 foi cortado com EcoR1 e Spe1, o fragmento de 4,8
Kb resultante foi tornado sem corte pela reagdo de preenchimento de Kle-
now e ligado separadamente com os plasmideos pALK1764, pALK1765,
PALK1766 e pALK1774 cortados com Stul, respectivamente, e transforma-
dos em XL10-Gold de E. coli. DNAs de plasmideo foram isolados e a orien-
tacdo desejada das insergdes foi checada por digestdao das enzimas de res-
tricdo apropriadas. Os plasmideos verificados foram designados como
PALK1768, pALK1768, pALK1770, e pALK1775, respectivamente (Tabela 1)
(Fig. 10).

Exemplo 2. Produgio das proteinas de fusio CBD + 20k em
T. reesei

Cassetes de expressédo linear de 8,7 Kb dos plasmideos
PALK1434 e pALK1435 foram isolados da estrutura do vetor depois da di-
gestdo com EcoRI e transformados em protoplastos A47 de T. reesei. As
transformacGes foram efetuadas conforme descrito em Penttila et al. (1987)
com as modificagbes descritas em Karhunen et al (1993) selecionando com
acetamida como a Unica fonte de nitrogénio. Os transformantes foram purifi-
cados nas placas de selegao através de conidias individuais antes de serem
esporuladas em PD (Agar batata dextrose).

A producdo de CBD + 20k dos transformantes foi analisada a
partir dos sobrenadantes de cultura das culturas do frasco de agitagdo (50
mL). Os transformantes cresceram por 7 dias em um meio indutor de celula-
se complexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH,PO4 a 5% em pH
5,5. A atividade enzimatica da proteina de fusdo foi medida como a liberacao
dos agtcares redutores da carboximetilcelulose (CMC a 3%) a 50°C em tam-
p&o Hepes a 50 mM pH 7,0 em 10 min (atividade NCU, nkat; Bailey e Neva-
lainen, 1981; Haakana et al., 2004). Atividades de NCU dos melhores trans-
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formantes produtores estido apresentadas na Tabela 4. Os gendtipos dos
transformantes escolhidos foram confirmados pelo uso de Southern blots,
nos quais varias digestées genémicas foram incluidas e o respectivo cassete
de express&o foi usado como uma sonda. A proteina CBD + 20k foi detecta-
da dos sobrenadantes de cultura usando os anticorpos policlonais promovi-
dos contra a celulase neutra de 20K de Melanocarpus albomyces purificada
(Haakana et al. 2004) e o sistema AP de Western blot ProtoBlot (Promega).
A analise de Western blot mostrou que as enzimas CBD + 20k de fusio fo-
ram produzidas principalmente como proteinas de fusdo estaveis em T. ree-
sei.

Tabela 4. Atividades NCU dos transformantes CBD + 20k
selecionados de culturas de frasco de agitagio

Transformante N°®da Cons- | Nomero | Atividade da celula- | Fenttipo de celulase
trucéo RF se neutra, NCU/mL | endbdgena
A47/pALK1434/N° 20 | N°1 RF5580 3278 CBHI-
A47/pALK1434/N° 23 | N° 1 RF5581 2091 (CBHI+)
A47/pALK1434/N° 37 [ N° 1 RF5582 2330 CBHI-
A47/pALK1435/N° 3 N° 2 RF5583 3624 CBHI-
A47/pALK1435/N° 7 N° 2 RF5584 3211 CBHI-
A47/pALK1435/N° 11| N°2 RF5585 1172 (CBHI+)
A47/pALK1435/N° 14 | N°2 RF5586 3152 CBHI-

Na Tabela 4, o nimero de construcio se refere a Tabela 1; o
numero RF se refere aqueles onde os transformantes foram nomeados co-
mo cepas RF.

O direcionamento possivel do cassete de expressao para o local
cbh1 (cel7A) foi varrido como um fenétipo CBHI negativo por Western blot. A
detecgdo da proteina CBHI foi efetuada usando os anticorpos monoclonais
Cl-258 ou CI-261 (Aho et al., 1991) e o sistema de Western blot ProtoBlot
AP (Promega, EUA). Os gendtipos dos transformantes escolhidos foram
confirmados pelo uso de Southern blots, nos quais vérias digestées gendmi-
cas foram incluidas e o respectivo cassete de expressdo foi usado como
uma sonda.

Cassetes de expressdo lineares de 8,7 Kb dos plasmideos
pALK1768, pALK1769, pALK1770 e pALK1775 preparados no Exemplo 1

foram isolados da estrutura do vetor depois da digestdo de EcoRI e trans-
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formados em protoplastos RF5796 e RF5798 de T. reesei (ambas as cepas

originadas da cepa QM6a (Bailey e Nevalainen, 1981) e com o fenétipo C-
BHI- CBHII- EGI- EGII- para as celulases T. reesei endégenas) selecionando
com acetamida como a Unica fonte de nitrogénio. Os transformantes foram
purificados em placas de sele¢do através de conidias individuais antes de
serem esporuladas em PD.

A produgao de CBD + 20k dos transformantes foi analisada a
partir dos sobrenadantes de cultura das culturas do frasco de agitagcao (50
mL). Os transformantes cresceram por 7 dias em um meio indutor de celula-
se complexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH,PO, 5% em pH 5,5.
A atividade NCU das proteinas de fusdo CBD + 20k produzidas foi, a seguir,
ensaiada conforme descrito acima. As atividades NCU dos transformantes
selecionados estao apresentadas na Tabela 5. Os gendtipos dos transfor-
mantes escolhidos foram confirmados pelo uso de Southern biots nos quais
varias digestdes genémicas foram incluidas e o respectivo cassete de ex-
presséo foi usado como uma sonda. A proteina CBD + 20k foi detectada a
partir dos sobrenadantes de cultura usando os anticorpos policlonais levan-
tados contra a celulase neutra 20K de M. albomyces (Haakana et al. 2004) e
o sistema AP de Western blot ProtoBlot (Promega, EUA). A analise de Wes-
tern blot mostrou que a enzima CBD + 20k de fus3o foi produzida pelos
transformantes. Algumas culturas mostraram também uma banda reagindo
com o antissoro anti-20K e com a mobilidade da proteina 20K do tipo selva-
gem, indicando que possivelmente alguma clivagem do ligante + CBD ocor-
reu durante o cultivo. A proteina de fusao CBD + 20k produzida pelos trans-
formantes pALK1770 foi escolhida em estudos adicionais devido a sua esta-
bilidade.
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Tabela 5. Atividades NCU dos transformantes CBD + 20k
dos cultivos do frasco de agitagio

Transformante No. de Numero RF | Atividade da celu-
construcao lase neutra, NCU/mL
RF5796/pALK1768/N° 6 N° 3 RF5966 3622
RF5796/pALK1768/N° 7 N° 3 RF5967 1316
RF5796/pALK1768/N° 9 N° 3 RF6035 6605
RF5798/pALK1768/N° 11 N° 3 RF5970 1525
RF5798/pALK1768/N° 17 N° 3 RF5971 2885
RF5798/pALK1768/N° 20 N° 3 RF5972 2598
RF5796/pALK1769/N° 7 N° 4 RF5968 4344
RF5796/pALK1769/N° 10 N° 4 RF5969 4858
RF5796/pALK1769/N° 11 N° 4 RF6036 6145
RF5798/pALK1769/N° 4 N° 4 RF5973 4505
RF5798/pALK1769/N° 8 N° 4 RF5974 4895
RF5796/pALK1770/N° 13 N° § RF5975 3073
RF5796/pALK1770/N° 17 N° § RF5976 2256
RF5796/pALK1770/N° 22 N° 5 RF5977 2107
RF5798/pALK1770/N° 10 N° 5 RF5978 1907
RF5798/pALK1770/N° 14 N° § RF5979 3661
RF5796/pALK1775/N° 8 N° 6 RF6078 2431
RF5796/pALK1775/N° 13 N° 6 RF6079 3505
RF5796/pALK1775/N° 21 N° 6 RF6080 2541
RF5798/pALK1775/N° 22 N° 6 RF6081 1697
RF5798/pALK1775/N° 29 N° 6 RF6082 3096

Na Tabela 5, o nimero de construgéo se refere a Tabela 1: o
numero RF se refere aqueles onde os transformantes foram nomeados co-
mo cepas RF.

Cepas RF5582, RF5583, RF6036, RF5977 e RF5978 de T. ree-
sei cresceram em um biorreator para tesfes de aplicagbes. Algumas prepa-
racbes foram tratadas por aquecimento (pH 6,0, 65°C, 60 - 70 min) para ina-
tivar qualquer atividade de enzima endégena de T. reesei remanescente.
CBD + 20k & relativamente estavel ao aquecimento (Miettinen-Oinonen et al.
2004), e nao desnatura durante o tratamento.

Exemplo 3. Produgido das proteinas mutantes de afinidade
CBD + 20k de fusao em T. reesei

Enzima 20K de Melanocarpus albomyces (cel45A, ACN® AJ515703)
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foi fundida com o dominio de ligagéo a celulose (CBD) de CBHI de Tricho-
derma reesei no qual os residuos de tirosina conservados nas posi¢des 31
(correspondendo ao Y492 do polipeptideo maduro) e/ou 32 (correspondendo
ao Y493 do polipeptideo maduro) foram modificados para alanina conforme
descrito por Linder et al., 1995. Além disso, o residuo de tirosina na posicao
31 foi substituido por triptofano, um aminoacido naturalmente encontrado na
regiao CBD de, por exemplo, Humicola grisea CBHI (Azevedo et al., 1990) e
T. reesei EGV (Cel45A, Saloheimo et al., 1994). Os CBDs modificados foram-
construidos por PCR e as substituigées dos aminoacidos de Y31A, Y32A,
Y31W e Y31A_Y32A foram incluidas no dominio de ligagao a celulose do
CBHI de T. reesei (numeragao de acordo com a sequéncia de aminoacidos
do CBD). Em todos os construtos, o iniciador "forward" 3_BamMly: 5'-
TAGGATCCGAGTCCCATTACCGGCAACCCTAGCG-3' (SEQ ID. NO: 18)
foi usado. Os iniciadores reversos usados para a amplificacao de diferentes
produtos CBDn, estdo descritos na Tabela 6. As misturas de reacao de PCR
continham tampa&o reacional 1 x PfuUltra® HF (Stratagene, EUA) fornecendo
concentragao de Mg?* a 2 mM, dNTPs a 0,2 mM, 2 pM de cada iniciador e
1,5 unidade de DNA polimerase PfuUltra® HF (Stratagene, EUA) e aproxi-
madamente 45 ng de plasmideo pALK492 como molde. O plasmideo
pALK492 (Fig. 2) contém o gene cbh1 de 'T. reesei. As condigoes pa‘ra as
reagbes de PCR foram as seguintes: 2 min de desnaturagzo inicial a 95°C,
seguido por 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min de anelamento a 65°C (gradi-
ente de + 5°C), 2 min de extensdo a 72°C e uma extensao final a 72°C por
10 min.
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Todas as combinagdes de PCR produziram o fragmento de DNA
especifico nas reagdes de PCR na temperatura de anelamento de 60°C. Os
produtos de PCR foram isolados dessas reagdes, digeridos com enzimas de
restrigdo Xhol e BamHlI e, a seguir, clonados para o pBluescript Il KS+ (Stra-
tagene, EUA). Os plasmideos obtidos foram nomeados como pALK1884
(mutagdo Y31A), pALK1885 (mutagdo Y32A), pALK1886 (mutacéo Y31W) e
pALK1887 (mutagdes Y31A_Y32A). Os fragmentos de PCR nos plasmideos
foram confirmados por sequenciamento. As insergdes digeridas Mlyl e Agel
dos plasmideos pALK1884 a pALK1887 foram ainda ligadas a um fragmento
de vetor pALK1760 digerido com Nrul e Agel contendo o gene 20K de Mela-
nocarpus albomyces de comprimento total fundido com o terminador e pro-
motor cbh1 (cel7A) de T. reesei. A parte C terminal do gene 20K no
pALK1760 foi modificada de forma que a ligagéao do fragmento CBD produziu
um ponto de jungdo de PAVQIPSS (construto N° 5) o qual mostrou resultar
em um produto de fusdo estavel em T. reesei conforme descrito nos Exem-
plos 1 e 2. Na etapa final, o marcador amdS foi adicionado como um frag-
mento Spel-EcoRI de extremidade sem corte (4,5 Kb) do plasmideo p3SR2
(Fig. 6) para obter plasmideos de expressdo de pALK1877 (mutagao Y31a),
pALK1878 (mutagao Y32A), pALK1879 (mutagdo Y31W) e pALK1880 (mu-
tacdo Y31A_Y32A) para a produgdo de enzimas CBD + 20ky de fusdo em
T. reesei. As sequéncias de aminoacidos da proteina 20K de fusao ao pepti-
deo ligante, seguidas pela regido CBD modificada estdo apresentadas na
figura 11B. Os plasmideos de express&o foram conformados por sequenci-
amento, e os cassetes de expressio lineares de 8,4 Kb (Fig. 11A) foram iso-
lados da estrutura do vetor depois da digestao com Notl e foram transforma-
dos em protoplastos RF5796 de T. reesei. As transformagées foram efetua-
das em Pentillé et al. (1987) co as modificagbes descritas em Karhunen et al.
(1993), selecionando com acetamida como a Unica fonte de nitrogénio. Os
transformantes foram purificados em placas de selegdo através de conidias
individuais antes de serem esporuladas em PD.

A produgao de CBD + 20kmy dos transformantes foi analisada a

partir dos sobrenadantes de cultura das culturas do frasco de agitagéo (50
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mL). Os transformantes cresceram por 7 dias em um meio indutor de celula-
se complexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH,PO4 a 5% em pH
5,5. A atividade enzimatica da proteina de fuséo foi medida como a liberagao
dos aglcares redutores da carboximetilcelulose (CMC 3%) a 50°C em tam-
pao Hepes 50 mM a pH 7,0 em 10 min (atividade'NCU, nkat; Bailey e Neva-
lainen, 1981; Haakana et al., 2004). Atividades de NCU dos melhores trans-
formantes produtores estao apreéentadas na Tabela 7. Os genétipos dos
transformantes escolhidos foram confirmados pelo uso de Southern blots,
nos quais varias digestdes gendémicas foram incluidas e o respectivo cassete
de expresséo foi usado como uma sonda. A proteina CBD + 20k, foi detec-
tada dos sobrenadantes de cultura usando os anticorpos policlonais promo-
vidos contra a celulase neutra de 20K de Melanocarpus albomyces purifica-
da (Haakana et al. 2004) e o sistema AP de Western blot ProtoBlot (Prome-
ga). A analise de Western blot mostrou que as enzimas CBD + 20k, de fu-
s&o foram produzidas principalmente como proteinas de fusédo estaveis em
T. reesei.

Tabela 7. Atividades NUC dos transformantes CBD + 20kt seleciona-

dos a partir de cultivo de frasco de agitacao

Transformante Substituicdo de | Niumero RF Atividade de celu-
aminoacido lase neutra, NCU/mL
pALK1877/N° 26 Y31A RF6084 3658
pALK1877/N° 34 Y31A RF6085 2447
pALK1878/N° 02 Y32A RF6086 3434
pALK1878/N° 13 Y32A RF6088 2915
pALK1879/N° 13 Y31W RF6090 2545
pALK1879/N° 24 Y31W RF6091 3452
pALK1880/N° 06 Y31A_Y32A RF6092 3415
pALK1880/N° 25 Y31A_Y32A RF6084 2727

Numero RF se refere aquele com a qual os transformantes fo-
ram nomeados como cepas RF.

As cepas de RF6084 a RF6086, RF6088, RF6090 a RF6092 e
RF6094 foram, fermentadas para obter material para os testes de aplicagéo
(ver Exemplos 9 - 11).

Exemplo 4. Prédugéo das proteinas de anulagido de ligante
CBD + 20k de fusdo em T. reesei

Enzima 20K de Melanocarpus albomyces foi fundida com o do-
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minio de ligagéo & celulose (=CBD) do CBHI de Trichoderma reesei, o qual
foi ainda modificado pela introdugao de anulagées no peptideo ligante inter-
dominio. As anulagdes do ligante foram projetadas de acordo com Srisodsuk
et al., 1993. A anulagao de aminodacidos da posicdo 434 até a 444 (mutante
AG-444) do polipeptideo maduro remove aproximadamente um tergo do li-
gante incluindo a sequéncia repetida rica em glicina e em prolina, mas dei-
xando todos os sitios de O-glicosilagao putativos intactos. A anulacdo dos.
residuos da posicéo 434 até a posigdo 460 (Mutante AG-460) remove prati-
camente todo o ligante (Fig. 12A). Anulagdes de ligante CBD + 20k adicio-
nais com uma mutagao de dupla afinidade de Y31A_Y32A na regido CBD
foram também construidas.

Reagbes de PCR foram efetuadas para introduzir as anulagées
ao peptideo ligante assim como a substituicdo do aminoacido a regido CBD.
As amplificagbes de PCR foram feitas conforme descrito no Exemplo 3, ex-
ceto que a temperatura de anelamento de 60°C (gradiente de + 5°C) foi usa-
da. Os iniciadores  “forward" 5'-
TAGGATCCGAGTCCCATTACCGGCAACCCTAGCA CCACCAC-
CACCCGCCGCCCAGCC-3' (SEQ ID. NO: 31) e 5-TAGGATC
CGAGTCCCATTACCGGCAACCCTAGCCCTACCCAGTCTCACTACGGCC
AGTGC-3' (SEQ ID. NO: 32) foram usados para sintetizar as anulagéés do
ligante de AG-444 e do AG-460, respectivamente. Correspondentemente, o
iniciador reverso 5'-TGACTCGAGACCGGTGCGTCAGGCTTTCGCACGGA
GCTTTACAGG-3 (SEQ ID. NO: 33) foi usado para amplificar a regiafo CBD
intacta do CBHI de T. reesei. A mutagdo Y31A_Y32A da regido CBD foi ge-
rada com o iniciador reverso 5'-TGACTCGAGACCGGTGCGTCAGGCTTT
CGCACGGAGCTTTACAGGCACTGAGAGGCGGCAGGGTTCAGG-3' (SEQ
ID. NO: 30).

Todas as combinagbes de iniciadores produziram o fragmento
de DNA especifico nas reagdes de PCR na faixa de 55,2°C até 65,0°C de
temperaturas de anelamento. Os plasmideos de expressao pALK1893 (anu-
lagdo AG-444 ), pALK1896 (anulagdo AG-460), pALK1899 (anulagdo AG-
444, mutagdo Y31A_Y32A) e pALK1952 (anulagdo AG-460, mutagdo
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Y31A_Y32A) foram construidos conforme descrito no Exemplo 3. As se-
quéncias de aminoacidos da proteina de fusdo 20K para o peptideo ligante
cortado seguido pelo CBD intacto ou modificado estdo apresentadas na figu-
ra 12B. Os cassetes de expressao linear de 8,3 Kb foram isolados da estru-
tura do vetor depois da digestdo por EcoRI e foram transformados em proto-
plastos RF5796 de T. reesei. Transformagao, purificacio transformante, cul-
turas de frasco de agitagcéo, medi¢cdes de atividade, hibridizagées por Sou-
thern blot, e analises de Western blot foram efetuadas conforme descrito no
Exemplo 3.

Tabela 8. Atividades NCU dos transformantes de anulagao

de ligante CBD + 20K selecionados a partir do cultivo de frascos de agi-

tacao
Transformante Anulagao do ligante / | Nimero RF | Atividade da celu-
substituigdao do ami- lase neutra, NCU/
noacido mL
pALK1893/N° 08 | AG-444 RF6107 1182
PALK1893/N° 10 | AG-444 RF6108 2058
pALK1896/N° 05 | AG-460 RF6110 2576
PALK1896/N° 07 | AG-460 RF6111 2628
pALK1899/N° 07 | AG-444, Y31A_Y32A RF6112 1947
pALK1899/N° 20 | AG-444, Y31A_Y32A RF6114 2462
pALK1952/N° 01 | AG-460, Y31A_Y32A RF6115 2428
pALK1952/N° 17 | AG-460, Y31A_Y32A RF6116 1738

O numero RF se refere aquele com o qual os transformantes
foram nomeados como cepas RF. '

As cepas selecionadas RF6107, RF6108, RF6110 até RF6112 e
RF6114 até RF6116 foram fermentadas para obter material para os testes
de aplicagdo (Exemplos 9 a 11). A analise de Western blot mostrou que as
enzimas de anulagéo de ligante CBD + 20K de fusdo foram produzidas como
proteinas de fusao estaveis em T. reesei.

Exemplo 5. Produgao da proteina de fusao 50K + CBD de
Melanocarpus albomyces recombinante em T. reesei.

Construtos de plasmideos foram projetados para juntar a se-
guéncia codificadora de 50K de Melanocarpus albomyces (cel7A, ACN®
AJ515704) com a regido ligante e o dominio de ligacéo a celulose (CBD) do
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CBHI de T. reesei (cel7A, ACN® AR088330; Srisodsuk et al. 1993). Plasmi-
deo pALK1237 (Fig. 4), o qual € uma base para os novos construtos, contém
0 gene cel7A sob controle do promotor cbh1 de T. reesei como uma fuséo
exata.

Primeiro, um Unico sitio de restricdo Nrul foi introduzido préximo
do C-terminal da sequéncia codificadora 50K. Isso capacita a fusao direta de
qualquer DNA sem corte depois do aminoacido S393 do polipeptideo 50K
maduro (Fig. 13B). Uma reagdo de PCR foi efetuada com os iniciadores
2_50K_NrulSpel (5 CGGCACTAGTTCGCGACCCGATCTCGCCCCAGCGCAGG 3;
SEQ ID. NO: 25) e 50K_Xhol (5’ CGCCGAGGGCCGGCTCGAGAGCATCC 3'; SEQ
ID. NO: 26) usando pALK1237 como um molde. A reagdo de PCR conti-
nha 1 x de tampado de reagdo DyNAzyme® EXT (Finnzymes, Finlandia),
dNTPs a 0,25 mM, 0,5 uM de cada iniciador, 2,0 unidades de DNA polimera-
se de DyNAzyme® EXT (Finnzymes, Finlandia) e aproximadamente 50
ng/100 pL de DNA molde pALK1237. As condigbes para a amplificagdo por
PCR foram como se segue: 5 min de desnaturagao inicial a 96°C, seguido
por 25 ciclos de 15 s a 96°C, anelamento de 60 s a 56°C ou 61°C, 60 s de
extens&o a 72°C e uma extensao final a 72°C por 10 min. O produto de PCR
foi digerido com as enzimas de restrigdo Xhol e Spel e purificado a partir de
gel de agarose. O fragmento de PCR purificado foi ligado no fragmenfo d_e-
restricdo Xhol-Spel de 6,9 Kb do plasmideo pALK1237 e transformado em
XL1-Blue de E. coli (Stratagene, EUA). DNA de plasmideo foi isolado dos
transformantes e trés candidatos foram verificados por sequenciamento. O
clone selecionado foi designado como pALK1703.

O ligante CBHI + CBD de T. reesei foi amplificado por PCR com
iniciadores 3_BamMly_50 (5'TTGGATCCGAGTCGCAGCACCGGCAACCC
TAGCG 3’; SEQ ID. NO: 36) e XhoAge (5 TGACTCGAGACCGGTGCGT-
CAGGCTTTCGC 3’; SEQ ID. NO: 15) usando pALK492 como molde. As
condigbes de reagao de PCR foram conforme descritas acima, exceto que o
tempo de extensdo na reagdo de amplificagéo foi de 90 s. O produto de PCR
foi digerido com enzimas Mlyl e Agel e purificado a partir de gel de agarose.
O fragmento de PCR contendo o ligante + CBD foi ligado no fragmento de
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restricdo Agel-Nrul de 6,8 Kb de pALK1703 e transformado em XL1-Blue E.
coli (Stratagene, EUA). Os transformantes foram analisados conforme des-
crito acima e um clone adequado foi designado como pALK1704.

Para capacitar a selegédo de transformantes de T. reesei o gene
marcador amdS e a regido flanqueadora 3’ cbhl de T. reesei foi inserida no
plasmideo do vetor pALK1704. Um fragmento de restricdo EcoRI-Spel de
4,8 Kb de pALK424 (US 5.837.515) foi isolado e as extremidades do frag-
mento foram preenchidas com enzima Kienow. O fragmento marcador amdS
de extremidade sem corte foi ligado no pALK1704 digerido Stul e transfor-
mado em XL1-Blue E. coli (Stratagene, EUA). DNA de plasmideo foi isolado
a partir de transformantes e a orientacéo desejada da insercéo foi verificada
pela digestédo da enzima de restrigdo. O transformante selecionado foi de-
signado como pALK1708.

Um cassete de expresséao linear de 9,2 Kb (Fig. 13A) da estrutu-
ra pALK1708 foi isolado por digestédo por EcoRl, transformado em protoplas-
tos RF5636 de T. reesei (derivados da cepa QM6a; Bailey e Nevalainen,
1981), e transformantes selecionados com acetamida como a Unica fonte de
nitrogénio. A cepa do hospedeiro ndo tem trés celulases endégenas princi-
pais: CBHII (Cel6A), EGI (Cel7B) e EGII (CeI5A). A transformagéo foi efetu-
ada de acordo com Pentilla et al. (1987) com modificagbes descritas por Ka-
rhunen et al (1993). Os transformantes foram purificados em placas de sele-
cao atraves de conidias indiViduais antes de esporular as mesmas em PD.

A produgéo da proteina de fusdo 50K + CBD dos transformantes
foi analisada a partir dos sobrenadantes de cultura de criacdes de frasco de
agitagéo (50 mL). Os transformantes cresceram por 7 dias em um meio indu-
tor de celulose complexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH,PO4 5%
em pH 5,5. A atividade enzimatica da proteina de fusdo foi medida como a
liberagcdo dos acUcares redutores da carboximetilcelulose (CMC 3%) a 50°C
em tamp&o Hepes 50 mM pH 7,0 em 10 min (atividade NCU; Bailey e Neva-
lainen, 1981; Haakana et al., 2004). A atividade dos transformantes variou
de 2035 a 3633 NCU/mL. A proteina 50K + CBD foi detectada a partir do

sobrenadante da cultura por sistema AP de Western blot ProtoBlot (Prome-
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ga) usando anticorpos policlonais promovidos contra a celulase neutra 50K
de Melanocarpus albomyces purificada (Haakana et al. 2004). A analise de
Western blot mostrou que a proteina de fusdo 50K + CBD produzida de T.
reesei € estéavel. Os genotipos dos transformantes escolhidos foram analisa-
dos por Southern blotting usando o cassete de expressdo como uma sonda.
O alvejamento possivel do cassete de expresséo para o local cbhl também
foi verificado por Western blotting usando anticorpos CBHI monoclonais (CI-
261, Aho et al., 1991) para detectar a proteina CBH|.

Exemplo 6. Producdo da proteina de fusdo 50KB+CBD de
Melanocarpus albomyces recombinante em T. reesei.

Construtos de plasmideo foram projetados para se juntar a se-
quéncia codificadora 50K de Melanocarpus albomyces (cel7B, ACN° AJ515705)
que codifica a sequéncia com a regiao Iigahte e o dominio de ligagao a celu-
lose (CBD) do CBHI de T. reesei (cel7A, ACN° AR088330; Srisodsuk et al.
1993). Plasmideo pALK1241 (Fig. 5), o qual é uma base para os novos
construtos, contém o gene cel7B sob controle do promotor cbh1 de T. reesei
como uma fusado exata.

Primeiro, um Unico sitio de restricdo Nrul foi introduzido préximo
do C-terminal da sequéncia codificadora 50KB. Isso capacita a fusao direta
de qualquer DNA sem corte depois do aminoacido S426 do polipeptideo
50KB maduro (Fig. 14B). Uma reagdo de PCR foi efetuada com os iniciado-
res SOKB_NrulXho! (5’ TCGTCTCGAGTCGCGATGGGGCCGAAGCGGATG
TTGG 3’; SEQ ID. NO: 23) e 50KB_Sph! (5" GGAGGGCATGCCCAACAG-
CAGCGAGATCACC 3’; SEQ ID. NO: 24) usando pALK1241 como molde. A
reacdo de PCR continha tampao de reagdo 1 x DyNAzyme® (Finnzymes,
Finlandia), dNTPs a 0,25 mM, 0,5 uM de cada iniciador, 2,0 unidades de
DNA polimerase de DyNAzyme® EXT (Finnzymes, Finlandia) e aproxima-
damente 50 ng/100 puL. de DNA molde pALK1241. As condi¢bes para a am-
plificagdo por PCR foram como se segue: 5 min de desnaturagao inicial a
96°C, seguido por 25 ciclos de 15 s a 96°C, anelamento de 60 s a 56°C ou
61°C, 60 s de extensdo a 72°C e uma extensao final a 72°C por 5 min. O

produto de PCR foi digerido com as enzimas de restricao Xhol e Sphl e puri-
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ficado a partir de gel de agarose. O fragmento de PCR purificado foi ligado
no fragmento de restricao Xhol-Spel de 6,9 Kb do plasmideo pALK1241 e
transformado em XL1-Blue de E. coli (Stratagene, EUA). DNA de plasmideo
foi isolado dos transformantes e um candidato foi verificado por sequencia-
mento. O clone selecionado foi designado como PALK1705.

O ligante CBHI + CBD de T. reesei foi amplificado por PCR com
os iniciadores 3_BamMly 50 (5° TTGGATCCGAGTCGCAGCACCGGCAA
CCCTAGCG 3’; SEQ ID. NO: 18) e XhoAge (5° TGACTCGAGACCGGTGC
GTCAGGCTTTCGC 3'; 15) usando pALK492 como molde. As condigdes da
reagdo de PCR foram conforme é descrito acima, exceto que o tempo de
extensdo na reagao de amplificagdo foi de 90 s. O produto de PCR foi dige-
rido com enzimas Mlyl e Agel e purificado a partir de gel de agarose. O li-
gante + CBD contendo fragmento de PCR foi ligado no fragmento de restri-
cao Agel-Nrul de 7,2 Kb de pALK1705 e transformado em XL 1-Blue E. coli
(Stratagene, EUA). Os transformantes foram analisados conforme descrito
acima e um clone adequado foi designado como pALK17086.

Para capacitar a selecédo de transformantes de T. reesei o gene
marcador andS e a regido flanqueadora 3’ cbhl de T. reesei foram inseridos
no plasmideo do vetor pALK1706. Um fragmento de restrigdo de EcoRI-Spel
de 4,8 Kb de pALK424 (US 5.837.515) foi isolado e as extremidades do
fragmento foram preenchidas com enzima Klenow. O fragmento do marca-
dor andS de extremidade sem corte foi ligado no pALK1706 digerido com
Stul e transformando em XLI-Blue E. coli (Stratagene, EUA). DNA de plas-
mideo foi isolado dos transformantes e a orientagdo desejada da insercao foi
verificada pela digestdao da enzima de restrigdo. O tansformante selecionado
foi designado como pALK1709.

Um cassete de expressao linear de 9,6 Kb (Fig. 14A) da estrutu-
ra pALK1709 foi isolado por digestao de EcoRl, transformado em protoplas-
tos RF5636 de T. reesei, e os transformantes selecionados com acetamida
como a Unica fonte de nitrogénio. A cepa do hospedeiro nao tem trés celula-
ses endogenas principais: CBHII (Cel6A), EGI (Cel7B) e EGII (Cel5A). A

transformacao foi efetuada de acordo com Pentill4 et al. (1987) com modifi-
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cacbes descritas por Karhunen et al. (1993). Os transformantes foram purifi-
cados em placas de selegdo através de conidias simples ante de esporular
as mesmas em PD.

A producgéo da proteina de fusdo 50KB + CBD dos transforman-
tes foi analisada a partir dos sobrenadantes de cultura das culturas de frasco
de agitagdo (50 mL). Os transformantes cresceram por 7 dias em um meio
indutor de celulose complexo (Joutsjoki et al. 1993) tamponado com KH,PO,
5% em pH 5,5. A atividade enzimatica da celobio-hidrolase da proteina de
fus&o foi medida usando substrato de 4-metilumbelferil-B-D-lactosideo (ativi-
dade MUL; van Tilbeurgh et al. 1988). A proteina 50KB + CBD foi detectada
a partir dos sobrenadantes da cultura por sistema AP de Western blot Pro-
toBlot (Promega) usando anticorpos policlonais levantados contra a celulase
S0KB de Melanocarpus albomyces purificada (Haakana ef al. 2004). Na ana-
lise de Western blot nenhuma proteina de 50KB do tipo selvagem foi detec-
tada mostrando que a proteina de fusdo 50KB + CBD produzida a partir de
T. reesei € estavel. Os gendtipos dos transformantes escolhidos oram anali-
sados por Southern blotting usando o cassete de expressao como uma son-
da. O alvejamento possivel do cassete de expresséo para o local cbhl tam-
bem foi verificado por Western blotting usando anticorpos CBHI monoclonais
(C1-261, Aho et al., 1991) para detectar a proteina CBHI.

Exemplo 7. Produgao das proteinas de fusio CBHI + CBD de
Thermoascus aurantiacus recombinante em T. reesei

CBHI de Thermoascus aurantiacus (ACN°® AF478686, Hong et
al., 2003; SEQ ID. NO: 9) foi fundido com o ligante e CBD de CBHI de Tri-
choderma reesei (ACN® ARO088330, Srisodsuk et al. 1993; SEQ ID. NO: 3).
Primeiro, a sequéncia codificadora do ligante e o CBD de CBHI de T. reesei
foi sintetizada por PCR usando os seguintes iniciadores: 5-TTAAACA
TATGTTATCTACTCCAACATCAAGGTCGGACCCATTGGCAGCACCGGCA
ACCCTAGCGGC-3' (sequéncia "forward", SEQ ID. NO: 34) e 5-TATATG
CGGCCGCACCGGTGCGTCAGGCTTTCGCACGGAGCTTTACAGGC-3' (se-
quéncia reversa, SEQ ID. NO: 35).

A mistura de reagédo de PCR continha 1 x de tamp&o de reagéo
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DyNAzyme® EXT (Finnzymes, Finlandia), Mg** a 15 mM., dNTPs a 0,2 mM,
2 pM de cada iniciador, 0,6 unidade de DNA polimerase de DyNAzyme®
EXT (Finnzymes, Finlandia) e aproximadamente 75 ng/30 uL de molde
PALK492. O plasmideo pALK492 contém o gene cbh1 (cel7A) de T. reesei.
As condigbes para a reagdo de PCR foram as seguintes: 2 min de desnatu-
rago inicial a 98°C, seguido por 30 ciclos de 30 seg a 98°C, 30 seg de ane-
lamento a 68°C (gradiente de + 4°C), 30 seg de extensio a 72°C e uma ex-
tens&o final a 72°C por 10 min. O fragmento de DNA especifico na reagio de
PCR foi obtido na faixa de temperatura de anelamento de 64°C até 68,5°C.
O fragmento CBD sintetizado; contendo também a sequéncia de nucleoti-
deos 3'-terminal do gene cbh1 de Thermoascus aurantiacus foi digerido pe-
las enzimas de restricdo Ndel e Notl e o fragmento foi isolado a partir de gel
de agarose depois da eletroforese. Depois disso, o fragmento de PCR isola-
do foi ligado ao fragmento de vetor pALK digerido por Ndel e Notl (Fig. 7)
contendo o gene cbh1 de Thermoascus aurantiacus de comprimento com-
pleto. O plasmideo obtido-foi nomeado como pALK1888, e o fragmento de
PCR amplificado no plasmideo foi confirmado por sequenciamento. Como
resultado da fuséo, a parte C-terminal do CBHI de Thermoascus aurantiacus
no plasmideo pALK1888 contém um ponto de jungéo de GPIGST (Fig. 15B).
A inserc&o digerida Sacll e Agel do plasmideo pALK1888 foi ligada ao frag-
mento do vetor pALK1694 digerido Sacll e Agel (Fig. 8), o que resulta na
fusdo CBHI + CBD de Thermoascus aurantiacus ao terminador e promotor
(uma fuséo exata) cbh1 de T. reesei (cel7A). No passo final, o fragmento
marcador amdS foi adicionado, conforme descrito no Exemplo 3, para obter
o plasmideo de expressdo de pALK1890 para a producgéo da enzima de fu-
s&o CBHI + CBD de Thermoascus aurantiacus recombinante em T. reesei. A
sequéncia de aminoacidos da fusdo da proteina CBHI de Thermoascus au-
rantiacus com o peptideo ligante seguido pela regiao CBD de CBHI de T.
reesei é apresentada na figura 15B.

O plasmideo de expressdo foi confirmado pelas digestdes da
enzima de restricdo, e o cassete de expresséo linear de 8,9 Kb (Fig. 15A) foi

isolado da estrutura do vetor depois da digestdao Notl e foi transformado nos
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protoplastos RF5796 de T. reesei. As transformagoes foram efetuadas como
em Pentilla et al. (1987) com as modificagdes descritas em Karhunen et al.
(1993). Os transformantes foram purificados em placas de selecao através
de conidias individuais antes de esporular as mesmas em PD.

A producdo de CBHI + CBD de Thermoascus aurantiacus dos
transformantes foi analisada através dos sobrenadantes de cultura das cultu-
ras do frasco de agitagdo (50 mL). Os transformantes cresceram por 7 dias
em um meio de indugio de celulase complexo (Joutsjoki et al. 1993) tampo-
nado com KH,PO4 a 5% em pH 5,5. A atividade da celobio-hidrolase foi ava-
liada usando substrato de 4-metilumbelferil-3-D-lactosideo (MUL) de acordo
com van Tilbeurgh et al. 1988. Os gendtipos dos transformantes eséolhidos
foram confirmados pelo uso de Southern blots nos quais varias digestdes
genémicas foram incluidas e o cassete de expressao foi usado como uma
sonda. A analise de SDS-PAGE mostrou que a enzima CBHI + CBD Ther-
moascus aurantiacus recombinante foi produzida como uma proteina de fu-
s&o estavel em T. reesei.

‘Exemplo 8. Desempenho das preparacées de proteina CBD
+ 20K de fusdo em acabamento/desbotamento de sarja de Nimes

Proteinas de fusdo CBD + 20K produzidas usando Trichoderma
como hospedeiro conforme descrito no Exemplo 2 foram testadas quanto a
sua capacidade em desbotamento da sarja de Nimes'para criar uma aparén-
cia abradada semelhante équela fornecida por pedra-pomes. Uma prepara-
¢ao de 20K comercial eficiente no acabamento de sarja de Nimes foi usada
para comparagao.

Jeans inglés feito de sarja de Nimes corada com indigo com
fundo de enxofre foi usado como material de teste depois de desgomar com
alfa-amilase ECOSTONE® A200. Fios urdidos e tramados no tecido foram
transformados em fios de algodéo torcido (“ring spun”). Os tratamentos de
celulase foram efetuados com extrator de lavagem Wascator FOM 71 CLS

da Electrolux sob condi¢cbes descritas na Tabela 9.
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Tabela 9. Condigdes e teste usadas nos tratamentos de ce-

lulase
Parametro de processo
Carga de sarja de Nimes 1.3 Kg
Agua 191
Tampéo / controle de pH (pH 6,5) | 31,6 g de Na,HPO,-H,O
10,5 g de acido citrico
Tempo 55 min
Temperatura 60°C
Dosagem de celulase 250 - 3000 NCU/g de tecido

As enzimas foram dosadas como unidades de atividade de celu-
lase neutra (NCU) por peso de tecido. A enzima celulase foi inativada depois
da drenagem pela elevagéo do pH acima de 11 pela adigao de 5 g de NaOH
(10 min, 40°C) e pelo enxague trés vezes. Os jeans foram secos em um
tambor secador de roupa. Dois pares de jeans foram usados em cada teste.

O nivel de efeito de desbotamento/abraséo foi avaliado pela me-
dicao da cor como valores de reflectancia com espectrofotdmetro Minolta
CM 2500 ou CM 1000 usando coordenadas de espaco de cor L*a*b* (ilumi-
nador D65/2°). A cor do lado da face e o lado reverso da sarja de Nimes
(dados n&o mostrados) foi medida depois da desgomagem (isto &, antes do
tratamento com celulase) e depois do tratamento com celulase. Cada medi-
¢ao foi a media de aproximadamente 40 medidas. Dois pares de jeans foram
usados em cada teste e o resultado final &€ a média deles. A claridade ou o
aumento da claridade depois do tratamento com a enzima foi usado para a
avaliagao do efeito de abrasdo (desempenho ou efeito de desbotamento).
Os resultados estao mostrados nas Tabelas 10 e 11, onde o negrito € usado
para ressaltar os niveis de abrasdo semelhantes e as dosagens equivalen-
tes. Os tratamentos com 20K ou sem qualquer enzima foram usados para
comparagéo. Algumas das preparagdes (Tabela 11) foram tratadas com a-
quecimento (pH 6,0, 65°C, 60 a 70 min) para inativar qualquer atividade en-
ziméatica endogena de T. reesei remanescente e/ou para testar o efeito do

tratamento com aquecimento na estabilidade da enzima.
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Resultados na Tabela 10 e figura 16 mostram que o desempe-
nho da lavagem das proteinas de fusdo CBD + 20K da invengdo no trata-
mento de sarja de Nimes foi muito melhorado em comparagéo com as cepas
20K. Com a cepa RF5977, a dosagem enzimatica tao baixa quanto 250
NCU/g de tecido péde ser usada para obter um nivel de abras&o similar (cla-
ridade L*) aquele obtido com a dosagem de 20K de 1500 NCU/g. Assim, um
desempenho de lavagem 6 vezes melhor foi obtido, e contraste foi bom.
Também o desempenho de lavagem obtido com a cepa RF5978 foi seme-
lhante aquele obtido com a cepa RF5977.

Tratamento com aquecimento das preparagdes da proteina de
fuséo aparentou até certo grau diminuir o efeito de lavagem em pedra, por
exemplo, com a cepa RF5977 uma dosagem de 500 NCU/g de tecido foi
necessaria para obter o mesmo nivel de abrasdo que com a dosagem de
250 NCU/g da preparagédo enzimatica nao tratada por aquecimento (Tabela
10). Todavia, uma melhora de 3 vezes no desempenho de lavagem foi al-
cangada em comparagdo com uma preparag¢ao da técnica anterior.

Exemplo 9. Desempenho das preparagées de proteina mu-
tante de afinidade CBD + 20K de fusdo e de proteina de anulagio do
ligante CBD + 20K de fusdo no acabamento/desbotamento de sarja de
Nimes V

Enzimas mutantes de afinidade CBD + 20K de fusdo produzidas
usando Trichoderma como hospedeiro conforme descrito no Exemplo 4 fo-
ram testadas quanto a sua capacidade no desbotamento da sarja de Nimes.
Uma preparagéo 20K eficiente no acabamento de sarja de Nimes foi usada
por comparag}éo.

A sarja de Nimes e os sistemas de teste para desbotamento fo-
ram como no Exemplo 8. Também o efeito do tratamento com celulase foi
avaliado como no Exemplo 8. Os resultados do teste de desbotamento para
a proteina mutante de afinidade CBD + 20K de fusio e as preparagdes de
proteina de anulagédo de 20K + ligante CBD de fusdo estido mostradas na
Tabela 12.

A cepa RF6090 com 'a substituicdo no aminoacido Y31W mos-
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trou um excelente desempenho de lavagem (cerca de 6 vezes melhor do
que 20K) e um bom contraste. A eficiéncia da cepa RF6090 em comparagao
com 20K pode ser claramente vista também na figura 16. A cepa RF6084
com a substituigdo do aminoacido Y31A foi cerca de 1,5 vez melhor do que a
de 20K. As proteinas de fusdo CBD + 20K, com uma substituicdo de ami-
noacido Y32A ou Y31A_Y32A tiveram um efeito de desbotamento mais bai-
xo do que 20K. O desempenho de lavagem das proteinas de anulacao 20K
+ ligante CBD no tratamento da sarja de Nimes foi muito melhorado em com-
paracdo com a cepa 20K e foi obtido um bom contraste, Com a cepa
RF6108 (AG-444), o desempenho de lavagem foi pelo menos 6 vezes me-
lhor do que com 20K e com a cepa RF6110 (AG-460) cerca de 3 vezes me-
lhor.



57

[ero1awoo oedesedald, ‘ojesewe op ogdaip e 9 g+ ‘|nze op ogdaup e 9 ,g- "9pepLEe|d e edipul 7

182 6E'PL- L'y 2l'6 189l 000} (09-©oVv)MozZ + agd 011944
169 16'CL- 29'€ 656" S9'9L 052 (yr-ov)Moz + agd 80194
0z, LLYL- 00'vZ 0.'6- 0891 000¢ M0Z -
95°s pL'pL- L2z 9€'6- L2'9L 000¢ ~ (VZEA VIEANNWAFO+ MOZ 60944
68y 20'vL- 9912 0€'6- gl'ol 00S1 (VZEA VILEAINWAGD+ MOZ 60944
£e'g vl'pL- 0L'sg 22'6- 1291 000} (MLEANNWAAD+ M0Z 060944
12'9 yZ'rL- 6622 2€'6- 6.'0L 0SZ (MLEAINWAGOD+ M0Z 060944
ce'9 oC'vl- GL'€Z Zv'6 €8'0l 0001 (ViEAINWAgO+ Moe #8094
299 ov'pL- 0g'ez 9/'6- 89'0l 000¢ (WZeANNWAgO+ Moz 98094
2e's rL'pL- S0'2C 89'6- £8'91 00S1 (V2eANNWAgO+ M0Z 980944
§2'9 29'vL- 86'22 S0'0L- €l'9L 00S1 M0Z -
0Z'.L L 'YL- 002 0.'6- 08'9L 000§ M0Z -
vl 6E'TL- 8L'gl G6'6- L1191 0 BWIZUS WS -
«8 R 8 Ry
asenjan asejnjas opi123) ap b (op1oeouiwe ap
+19p ojuawny wod ojuawelesy op siodaqg w09 ojuaweles} op sajuy jopepIAlyY oedimisqns) ewnizugz | edan ep N

9 )0Z + 9D @peplulje ap sjuejnw wod epejet) sawiN ap elies ap 9se} ep ope| op 109 ap S205IPa “Z| ejeqel

oesny ap Y0z + dgo ajuebi| op oedejnue ap seurajosd




10

15

20

58

Exemplo 10. Efeito nas proteinas de fusio CBD + 20K na
forga da sarja de Nimes

Alguns dos jeans obtidos a partir dos testes de lavagem com
proteinas de fusdo CBD + 20K (Exemplos 8 e 9) que tiveram um nivel de
abras&o similar (L* - valor cerca de 23 ou 24 depois do tratamento com celu-
lase) foram selecionados pelas medigées de forca. A forca de rasgo depois
do tratamento com proteinas de fusao CBD + 20K e as amostras de controle
foram medidas pelo método de Elmendof de acordo com SES-EN ISO
13937-1 padréo. Os exemplares foram cortados tanto na diregdo da urdidura
quanto na da trama. Os resultados estdo mostrados na Tabela 13.

As proteinas de fus@o da celulase causaram essencialmente a
mesma perda de forca ou menos que a 20K, isto &, com algumas prepara-
¢oes a forga do tecido permaneceu ainda maior. A mais baixa perda de for¢a
tanto na diregéo da urdidura quanto da trama foi obtida com a cepa RF6108
com a anulagdo do ligante AG-444. Também o mutante por afinidade
RF6090 com a substituigdo do aminoacido Y31W causou uma menor perda
de forca do que a 20K. A cepa RF5977 teve um efeito antes similar na forca
do tecido do que 20K.

Alguns dos jeans lavados com preparagdes de proteina de fusao
tratadas com aquecimento (Exemplo 8, Tabela 11) também foram seleciona-
dos para medigdes de forga de rasgo. Foi notado que a forca do tecido foi
melhorada com algumas preparacées tratadas com aquecimento, mas devi-
do ao desempenho de lavagem reduzido, dosagens mais altas tiveram que

ser usadas para obter o mesmo nivel de abrasao.
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Exemplo 11. Comparagao das preparagoes de proteina de
fusdao CBD + 20K selecionadas com as preparagdes enzimaticas da
técnica anterior

As melhores proteinas de fusdo CBD + 20K dos Exemplos 8 e 9
foram testadas com outro tipo de sarja de Nimes. Preparagao 20K (Ecosto-
ne® NP8500) eficiente no acabamento da sarja de Nimes e duas prepara-
¢bes da técnica anterior comercialmente disponiveis, Denimax® 399S da
Novozymes e Mex500 da Meiji, a qual é a preparagdo enzimatica sélida mais
concentrada comercialmente disponivel, foram usadas para comparagao.

O sistema de teste para desbotamento foi como no Exemplo 8,
exceto que a carga de sarja de Nimes foi de 1 Kg e a proporgéo de liquido,
consequentemente, foi levemente maior. Cinco pecas de sarja de Nimes
("pernas") feitas de sarja de Nimes Down Under (Bradmill Textiles Pty, Aus-
tralia) foram usadas para cada teste depois da desgomagem. Fios de urdidu-
ra e da trama do tecido foram transformados em fios de algodao torcido. As
enzimas foram dosadas como unidades de dosagem - NCU, de forma que
niveis de abrasao similares (medidos como claridade do lado da face de sar-
ja de Nimes depois do tratamento com celulase) foram obtidos. O efeito do
tratamento de celulase foi avaliado como no Exemplo 8, exceto 20 medigoes
de cor foram medidas por perna.

Duas pernas com nivel de abrasdo semelhantes (valor L* cerca
de 26 depois do tratamento com celulase) de cada teste de lavagem foram
selecionadas para as medigdes de forga. A forca de rasgo depois do trata-
mento com proteinas de fusdo CBD + 20K e amostras de controle foram
medidas como no Exemplo 10. Os resultados estdo mostrados na Tabela 14
e nas figuras 17A e 17B.

A forga de rasgo do tecido, a qual é tipicamente mais fraca do fio
do que a urdidura, foi mais alta com as proteinas de fusdo das cepas
RF5977, RF6090, RF6108 e RF6110 do que com 20K. Com todas as cepas
de proteina de fusao foi obtida uma for¢ca consideravelmente maior tanto na
diregdo da urdidura quanto da trama em comparagéo com DeniMax 399S e

Mex 500. Também a cepa 20K foi menos prejudicial a for¢a no tecido do que
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outras preparagdes da técnica anterior.

Tabela 14. Medigbes de forca de rasgo de sarja de Nimes

tratada com proteinas de fusio CBD + 20 K da invengao, 20K e prepa-

racdes da técnica anterior

Enzima Forma L* Urdidura Trama
Forga de Forga de
rasgo (N) rasgo (N)
Ecostone NP8500 4 P6 25,9 58,0 40,3
RF5977, 20K+CBD Granulo 26,0 56,1 44 4
Mex 500, Meiji P6 26,1 48,4 31,1
DeniMax 399S, Novozymes Granulo 255 50,6 38,1
RF6090, 20K+CBDpyy (Y31W) Liquido 26,0 57,9 43,4
RF6108, 20K+CBD (AG-444) Liquido 25,9 55,6 43,9
RF6110, 20K+CBD (AG-460) Liquido 26,2 59,8 454

L* indica a claridade do lado da face da sarja de Nimes depois do tratamento
com celulase

Exemplo 12. Desempenho da preparagiao de CBD + 20K no
bioacabamento (remogéo de bolinhas)

O desempenho da preparagéo de proteina de fusdo CBD + 20K
concentrada no bioacabamento foi testado. Uma preparagao de celulase
acida enriquecida com EGII comercial (US 5.874.293) usada em formula-
¢Ges de bioacabamento e tratamento sem enzima foram usados por compa-
ragao. Os tratamentos de remogao de bolinhas foram efetuados com o extra-
tor de lavagem Wascator FOM 71 CLS da Electrolux sob as condigdes des-
critas na Tabela 15.

Pegas de dois tipos de puléveres ndo-usados feitos de 1200%
de algoddo: tecido baseado em jérsei e rib com superficie flocosa foram
usadas como material de teste com material de enchimento. Amostras foram
pré-lavadas por 10 min a 60°C com 1 mL/L de tensoativos/agentes umidifi-
cantes (Sandoclean PCJ da Sandos e Imacol CN da Clariant) e enxaguadas
3 vezes. Depois disso, os tecidos de malha foram tratados com celulase a
60°C por 60 minutos na presenca dos mesmos adjuvantes téxteis que os
usados na pré-lavagem. Depois da drenagem, a enzima foi inativada (por 10
min a 60°C) pela elevagdo do pH acima de 11 com hidréxido de sédio. As

pecas de roupa de malha foram, entdo, enxaguadas trés vezes e secas em
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um tambor secador de roupas.

Tabela 15. As condi¢des/parametros de processo de teste
usados nos tratamentos de bioacabamento

Parametro do processo

Carga de tecido 1,0 Kg

Agua 15 litros

Sandoclean PCJ e Imacol CN 1 mL/L

Controle de pH pH 5-5,3/pH 6-6,3 Ajuste com acido acético (80 %)
Tempo 60 min

Temperatura 60°C

Dosagem de celulase 0,25 % a 0,63% do peso do tecido

O efeito do tratamento de celulase foi avaliado visualmente a
olho nu e com uma lupa. Os resultados estdo mostrados na Tabela 16 e fo-
tos de camera digital tomadas com uma macroobjetiva estdo mostradas na
figura 18.

A preparagado de proteina de fusdo CBD + 20K teve excelentes
propriedades de bioacabamento levando a uma redugao extensiva na floco-
sidade e na prevengéo da formagao de bolinhas que possam ser claramente
vistas a partir das fotos (tomadas das amostras de rib) na figura 18. As a-
mostras de controle, especialmente de pulbver rib, tratadas sem enzima,
continham uma flocosidade de superficie densa e formacao de bolinhas se-
vera. Com a preparagdo CBD + 20K, uma superficie muito limpa da roupa
de malha foi obtida ja com a menor dosagem (0,25% do peso do tecido,
o.w.f.), correspondendo a Uma atividade de celulase neutra de 125 NCU/g
de tecido. Essa dosagem resultou em um efeito quase tdo bom quanto uma
dosagem de duas vezes. Usando uma dosagem de 0,5% de preparagao
CBD + 20K do peso do tecido, um efeito de remogao de bolinhas semelhan-
te foi obtido em comparagéo com o uso de uma dosagem de 0,63% o.w.f. de
preparagao enriquecida com EG I, que foi usada em uma dosagem tipica
para esse concentrado de enzima na aplicagdo do bioacabamento. Também
0 meio de cultura do CBD + 20K produzido pelo hospedeiro recombinante &
volumetricamente pelo menos duas vezes tao eficaz no bioacabamento do

que aquele de EG ll produzido por um hospedeiro recombinante.
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Tabela 16. Os resultados dos tratamentos de bioacabamento

com proteina de fusdo CBD + 20K em comparagao com EGII enriqueci-

do e controle sem enzima

Amostra Dosagem g | Dosagem, | Efeito de remogao de
% o.w.f? | formagao de bolinhas®

20K+CBD conc. 5 0,50 +++++

20K+CBD conc. 2,5 0,25 ++++

EGII enriquecido conc. 6,3 0,63 ++++ 4

Controle, sem enzima - - -

2 do peso do tecido

® +++++ Excelente efeito de remogao de bolinhas, superficie visualmente

muito limpa.

++++ Efeito de remog&o de bolinhas muito bom, superficie visualmente limpa.
- Flocosidade de superficie densa e/ou formagao de bolinhas severo.

Exemplo 13. Desempenho da preparagio CBD + 20K na apli-

cacao de detergente

A eficiéncia de uma preparagéo de proteina de fusdo CBD + 20K

granulada foi testada com ciclos de lavagem repetidos em uma maquina

domestica usando enzima de 0 até 0,5% de peso de formulagdo detergente

(detergente padrao ECE 98), a qual ndo continha quaisquer enzimas. As

condigdes de teste estao descritas na Tabela 17. Carga, dosagem de deter-

gente e as principais condicdes de teste foram de acordo com o padrao EN

60456:2003, mas com sujeiras adicionais. As amostras de tecido foram to-

madas depois de 5, 10 e 15 lavagens.

Tabela 17. Projeto do teste para testar o desempenho da

preparagao CBD + 20K

Item

Especificagdo

Concentracédo de enzima em uso

0,0,1,0,25,0,5%

Maquina de lavar

Siemens 1632 1Q

Programa de lavagem

Programa de algod&o padrao sem logica flocosa

Detergente

ECE 98, 50 g por lavagem

pH do detergente no liquido de lavagem

11

Temperatura de lavagem

40/60°C

Dureza da agua

16°fH

Carga

IEC60456:2003 carga de 4 Kg

Mancha artificial adicionada
Total de 38 pegas (37 x 37c¢cm) de cada

tipo

Art. No. 101*, algodao sujo com negro de carbono /
oleo de oliva

Art. No. 163*, algodao sujo com mingau de cereal
Art. No. 112%, algod&o sujo com manteiga

Tecido de teste

Antiacinzentamento no Art. No. 224*
Forca de tens&o no Art. No. 224*

* da EMPA Test materialen AG, Suica
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Os resultados de teste no antiacinzentamento, executado no ar-
tigo 224 (ISO 2267) e medido como diferengas de igualdade de cor, estio
mostrados nas Tabelas 18 e 19 e nas Figuras 19 e 20. A diferenga de cor foi
medida pelo método de trés estimulos usando um colorimetro Spectraflash
500 (illuminant D65/10°).

A preparacéo de proteina de fusdo CBD + 20K mostrou um efei-
to positivo no valor de cor de trés estimulos Y e, consequentemente, no anti-
acinzentamento. O efeito de diferentes concentrages enzimaticas foi apro-
ximadamente o mesmo. Ja uma concentracdo de enzima muito baixa
(0,10%) foi suficiente para o antiacinzentamento. Antes efeitos similares (da-
dos ndo mostrados) foram obtidos com a proteina de fusdo CBD + 20K em
comparagao com a celulase detergente comercial BIOTOUCH®DCC con-
tendo 1,8 vez mais atividade celulase neutra (NCU).

Artigo 224 também foi usado para medicdes de forca elastica
(dados ndo mostrados) efetuadas de acordo com 1SO 13934-1:1999 depois
de 15 lavagens. Nenhuma das concentragées enzimaticas teve um efeito
danoso na forga elastica. Todos os resultados estavam dentro do desvio um
do outro (variagéo de * 2,5%). O mesmo foi aplicado ao alongamento para
quebrar a carga.

Tabela 18. Desempenho da proteina de fusio CBD + 20K na
aplicagao detergente. Diferenga de igualdade de cor entre o artigo 224 an-

tiacinzentamento lavado com enzima e o artigo original (ndo-lavado).

Temperatura de lavagem, conc. Diferenga (deltaY)
enzimatica. (%) Depois de Depois de Depois de
5 lavagens | 10 lavagens 15 lavagens
40°C, 0% -7,46 -10,39 -12,30
40°C, 0,10% -5,78 -6,60 -8,01
40°C, 0,25% -5,62 -6,08 -8,18
40°C, 0,50% -4.85 -5,24 -7,56
60°C, 0% -8,65 -11,43 -13,95
60°C, 0,10% -5,77 -6,77 -8,41
60°C, 0,250% -4,72 -5,70 -7,46
60°C, 0,50% -4,33 -6,29 -7,44
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Tabela 19. Desempenho da proteina de fusio CBD + 20K na

aplicagédo detergente. Diferenga de igualdade de cor entre o artigo 224 an-

tiacinzentamento lavado com enzima e a lavagem sem enzima.

Temperatura de lavagem, con-

Diferenca (deltaY)

centragdo enzimatica (%) Depois de Depois de Depois de
5 lavagens | 10 lavagens 15 lavagens

40°C, 0% 0 0 0
40°C, 0,10% 1,68 3,79 4,29
40°C, 0,25% 1,94 4,31 412
40°C, 0,50% 2,61 5,15 4,74
60°C, 0% 0 0 0
60°C, 0,10% 2,88 4,66 5,54
60°C, 0,250% 3,93 5,73 6,49
60°C, 0,50% 4,32 5,14 6,51
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<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
tcgcccectaa

tcetggeege
tgatcacccg
atccagatac
ccagcccgte
gggctgcgag
caacctctcg
ctgtgcctge
actgacccag
ccatggtcgt
acatccccgg
cgggcgcacg
tcaagcccgg
ccttcgagcg
acgacggcgg

cgtgtgacgg

69

LISTAGEM de SEQUENCIAS

AB Enzymes Oy

Celulases methoradas

2050016

50

PatentIn version 3.1

1

936

DNA

Melanocarpus albomyces

1
ccgagaacca

agcattgcecce
cctcattacg
tgggactgct
tactcgtgeg
ggcggecccg
tacggctteg
tacgcgtgag
cgacccgcectce
ccagtcgacc
cggcggegte
gtacggcggce
ctgccagtgg
ggtccagtgc
cttcgecegtce

cagctacgtg

aagactccaa
ctcggggecce
cgtgccgacce
gcaagccgtc
acgccaactt
ccttctegtg
cggcgactgce
tgtgcttgag
gccagtctga
agcacgggcyg
ggcctctteg
atctcgtcge
cgcttecgact
cccgaggagce
ttcaaggccc

gaacgacctg

gaatgcgcetce
tcgeccgcecaa
ggaccgcgtt
gtgcggctgg
ccagcgcatc
cgccgaccac
actcagcggc
cccaacgtcg
cctttacatc
gcgacctegg
acggctgcac
gccaggagtg
ggttccagaa

tggtcgctcg

‘ccagcgcectg

gagctc

tactcccegtt
cggtcagtcc
cagggctcac
gccggaaagyg
cacgacttcg
agcccectggg
cagaccgagg
gtgattccgg
gggtcccgtg
cagcaaccac
tcccecagttce
cgactcgttc
cgccgacaac
gaccggctgce

atccgttttt

ctecegegecce
acgaggtaac
tgctcaccge
gccecegtgaa
atgcegtcte
ccattaatga
agtcgtggtg
agttcagacc
gccggcaaga
ttcgacctca
ggcggcctec
cccgagecgce
ccgtcecttta
aggcgccacg

gggcagtgtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

936



<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala

Gly

Ala

Gly

Asp

Glu

Pro

Asp

Gly

Arg

145

Pro

Asp

Val

Asn

Trp

Asn

Gly

50

Asn

Glu

Val

Leu

Leu

130

Tyr

Leu

Asn

Ala

2

214

PRT

Melanocarpus albomyces

2

Gly

Ala

Phe

35

Pro

Leu

Ser

Ala

Gly

115

Phe

Gly

Lys

Pro

Arg
195

Gln

Gly
20

Gln

Ala

Ser

Trp

Gly

100

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

Ser

Lys

Arg
Phe
Tyr
Cys
85

Lys
Asn
Gly
Ile
Gly
165
Phe

Gly

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly

70

Cys

Thr

His

Cys

Ser

150

Cys

Thr

Cys

Arg

Pro

His

Cys

55

Phe

Ala

Met

Phe

Thr

135

Ser

Gln

Phe

Arg

Tyr

Val

Asp

40

Ala

Ala

Cys

Val

Asp

120

Pro

Arg

Trp

Glu

Arg
200

Trp

Asn
25

Phe

Asp

Ala

Tyr

Val

105

Leu

Gln

Gln

Arg

Arg

185

His

70

Asp
10

Gln

Asp

His

Thr

Ala

90

Gln

Asn

Phe

Glu

Phe

170

Val

Asp

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala

75

Leu

Ser

Ile

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

Val

val

Pro

60

Leu

Thr

Thr

Pro

Gly

140

Asp

Trp

Cys

Gly

Lys

Tyx

Ser

45

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly

125

Leu

Ser

Phe

Pro

Gly
205

Pro

Ser
30

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

Ser
15

Cys
Cys
Ile
Gln
Ser

95

Gly

Gly.

Gly
Pro
Asn
175

Glu

Ala

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr

80

Gly

Gly

Val

Aia

Glu

160

Ala

Leu

Val



Phe Lys Ala Pro Ser Ala

210

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
ccgcggactg

tcgtgcectcag
atgctcgtcet
gcgctggact
gaccctatgt
cgcgtccacg
gtctgcgcecag
ggaattcacc
agtgacttac
taaggtgcgg
gcaagtatcc
gtcceegega
ccaacaacgc
gggaggccaa
agatctgcga
gcgatcccga
ctggctcaag
cgtcgggtge
ccgagettgg
cagaattcgg
cctctggcecgg
atgcgcgttg
tgtggctgga
gaagctgctc
aggtcacctt

gcaaccctcc

3

1820

DNA

Trichoderma reesei

3
cgcatcatgt

tcggectgca
ggtggcactt
cacgctacga
cctgacaacgqg
tacggagtta
aagaacgttg
ctgcttggca
catgaacccc
cttgaacgga
caccaacacc
tctgaagttc
aaacacgggc
ctccatctcce
gggtgatggg
tggctgcgac
ctttaccctce
catcaaccga
tagttactct
cggatcctct
catggttctg
acaaagagtc
ctccacctac
caccagctce
ctccaacate

cggcggaaac

atcggaagtt
ctctccaatc
gcactcaaca
acagcagcac
agacctgcge
ccacgagcgg
gcgctcgect
acgagttctc
tgacgtatct
gctctctact
gctggcgceca
atcaatggcc
attgg;ggac
gaggctctta
tgcggcggaa
tggaacccat
gataccacca
tactatgtcc
ggcaacgagc
ttctcagaca
gtcatgagtc
aagcagctga
ccgacaaacg
ggtgtcecctg
aagttcggac

ccgectggea

71

ggccgtceatce
ggagactcac
gacaggctcc
gaactgctac
gaagaactgc
taacagcctc
ttaccttatg
tttcgatgtt
tcttgtgggce
tcgtgtccat
agtacggcac
aggccaacgt
acggaagctg
cceceecaccee
cttactccga
accgcctggg
agaaattgac
agaatggcgt
tcaacgatga
agggcggect
tgtgggatga
ctgagatgtt
agacctcctc
ctcaggtcga
ccattggcag

ccaccaccac

tcggecettet
ccgcctcectga
gtggtcateg
gatggcaaca
tgtctggacg
tcecattgget
ggcagcgaca
gatgtttcgc
tcccagetga
ggacgcggat
ggggtactgt
tgagggctgg
ctgctctgag
ttgcacgact
taacagatat
caacaccagc
cgttgtcacc
cactttccag
ttactgcaca
gactcagttc
tgtgagtttg
acagtactac
cacacccggt
atctcagtct
caccggcaac

ccgccegecca

tggccacagc
catggcagaa
acgccaactg
cttggagctc
gtgccgecta
ttgtcaccca
cgacctacca
agctgccgta
ctggccaatt
ggtggcgtga
gacagccagt
gagccgtcat
atggatatct
gtcggecagg
ggcggcactt
ttctacggcece
cagtccgaga
cagcccaacg
gctgaggagg
aagaaggcta
atggacaaac
gccaacatgc
gcecgtgegeg
cccaacgcca
cctageggeg

gccactacca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



ctggaagctc
gcggccccac
agtgcctgta
tcatgacggc

gacccttttce

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
Gln Ser
Gln

Lys

Val Ile

Ala

Cys

Asp

tceccggacct
ggtctgcgcee
aagctccgtg
ggcgggagcet

aaatatacgg

4
497

PRT

72

acccagtctc actacggcca gtgcggeggt attggctaca

agcggcacaa cttgccaggt cctgaaccct tactactcte

Cgaaagcctg acgcaccggt agattcttgg tgagccegta

acatggcccc gggtgattta ttttttttgt atctacttct

Trichoderma reesei

Cys Thr

Ser Ser

20

Ala Asn

35 .

Asn Cys

50

Glu
65

Thr
Thr Tyr
Thr

Gln

Ser Asp

Tyr

Cys

Gly

Ser

Thr

Asp Gly

Ala Lys

Val Thr

85

Ala
100

Gln

Thr Tyr

115

Phe Asp

130

Tyr Phe

145

Asn Thr

Val

Val

Ala

Asp Val

Met

Ser

Ala
165

Gly

Leu

Gly

Trp

Asn

Asn

70

Thr

Lys

Gln

Ser

Asp

150

Lys

Gln Ser Glu Thr His

10

Thr
15

Pro Pro Leu Trp

Gly Thr Cys Thr Gln Gln Thr

25

Gly Ser Val

30

Arg Trp Thr His Ala Thr

40

Asn
45

Ser Ser Thr

Thr
55

Trp Ser Ser Thr Leu Pro Asn

60

Cys Asp

Cys Cys Leu Asp Gly Ala Ala

75

Ala Ser

.80

Tyr

Ile Phe

95

Ser Leu Ser Val

90

Ser Gly Asn Gly

Asn Val Gly Ala Leu

105

Arg Leu Met

110

Tyr Gly

Glu Phe

120

Thr Leu Leu Gly Asn Glu Phe Ser

125

Gln
135

Leu Asn

140

Leu Pro Cys Gly Gly Ala Leu

Ala Val

155

Asp Gly Gly Ser Lys Thr

160

Tyr Pro

Gly
170

Tyr Gly Thr Tyr Cys Asp Gln

175

Ser Cys

1620

1680

1740

1800

1820



Pro

Glu

Cys

Leu

225

Asp

Asp

Phe

Thr

Val

305

Tyr

Glu

Lys

Asp

Glu

385

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

Cys

210

Thr

Gly

Pro

Tyr

Val
290
Gln

Ser

Phe

Lys

Tyr

370

Thr

Gly

Phe

Gly

Asp

Ser

195

Ser

Pro

Cys

Asp

Gly

275

Val

Asn

Gly

Gly

Ala

355

Tyr

Ser

Val

Ser

Gly
435

Leu Lys Phe

180

Ser

Glu

His

Gly

Gly

260

Pro

Thrx

Gly

Asn

Gly

340

Thr

Ala

Ser

Pro

Asn

420

Asn

Asn

Met

Pro

Gly

245

Cys

Gly

Gln

Val

Glu

325

Ser

Ser

Asn

Thr

Ala

405

Ile

Pro

Asn

Asp

Cys

230

Thr

Asp

Ser

Ser

Thr

310

Leu

Ser

Gly

Met

Pro

390

Gln

Lys

Pro

Ile

Ala

Ile

215

Thr

Tyr

Trp

Ser

Glu
295
Phe

Asn

Phe

Gly

Leu

375

Gly

Val

Phe

Gly

Asn

Asn

200

Trp

Thr

Ser

Asn

Phe

280

Thr

Gln

Asp

Ser

Met

360

Trp

Ala

Glu

Gly

Gly
440

Gly

185

Thr

Glu

Val

Asp

Pro

265

Thr

Ser

Gln

Asp

Asp

345

Val

Leu

Val

Ser

Pro

425

Asn

73

Gln

Gly

Ala

Gly

Asn

250

Tyr

Leu

Gly

Pro

Tyr

330

Lys

Leu

Asp

Arg

Gln

410

Ile

Pro

Ala

Ile

Asn

Gln

235

Arg

Arg

Asp

Ala

Asn

315

Cys

Gly

Val

Ser

Gly

395

Ser

Gly

Pro

Asn

Gly

Ser

220

Glu

Tyr

Leu

Thr

Ile
300
Ala

Thr

Gly

Met

Thr

380

Ser

Pro

Ser

Gly

Val

Gly

205

Ile

Ile

Gly

Gly

Thr

285

Asn

Glu

Ala

Leu

Ser

365

Tyr

Cys

Asn

Thr

Thr
445

Glu

190

His

Ser

Cys

Gly

Asn

270

Lys

Arg

Leu

Glu

Thr

350

Leu

Pro

Ser

Ala

Gly

430

Thr

Gly

Gly

Glu

Glu

Thr

255

Thr

Lys

Tyr

Gly

Glu

335

Gln

Trp

Thr

Thr

Lys

415

Asn

Thr

Trp

Ser

Ala

Gly

240

Cys

Ser

Leu

Tyr

Ser

320

Ala

Phe

Asp

Asn

Ser

400

Val

Pro

Thr



Arg Arg Pro Ala Thr Thr

450

His Tyr Gly Gln Cys

465

Ala Ser Gly Thr Thr

Leu

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
gaattcgggg

ggggatggag
tcccttgect
tgctgecgggt
caacatcgcc
gggcgagacg
gtgccagcecg
ggacaacgac
cgtcgagtcg
cgtcacgacg
gccgcegegte
ccaggagttc
ctacctgtcc
ctacggcacc
gagtgttccc
gtcgcaccaa
tgggaggcca
tacatgtgcg
tggaacccgt

gacacgcggc

Gly

455

470

485

5

1895

DNA

Melanocarpus albomyces

5
gttgccaggg

aagaaagcat
ccttgectgg
.gaactcgcag
ctgctcggceg
cccgaggtge
cggaccaact
tacaactgcg
tgcgcgcegcea
agcgacacgt
tacctgctceg
acctttgagg
gagatggacc
ggctactgcg
ctttggccecce
aacagggcaa
actcgcgggce
agggcgccga
accgggtcaa

ggcccttcac

agtcgtacag
atatgggacg
gttgttgttg
agcgccttceg
ccgegtegge
acccgcagct
acattgtgcet
gcgactgggg
actgcatcat
cgctgcgcect
acgagaécga
tcgacgccac
cgaccggcgce
acgcccagtg
ccecectgaaa
catcgagggc
gacgcacgtg
gtgcgagtac
catcaccgac

cgtggtgacg

74

475

490

gggtgggtgg
tttgtgetceg
gtcttecectt
gacgacgaca
gctcctggge
gacgacgttc
ggactcgctg
gcagaagccc
ggagggcgtg
gcagcagctc
gcaccgctac
caagctgccc
ccggagcgag
cttcgtgacg
atagatgtac
aagggctegt
gcgccgeaca
gacggcgtgt
tactacggca

cagttccegg

460

\

agggggatgg
ccggetccece
caccatccga
gacagacgca
ctcgcccacg
cggtgcacca
tcgcacccgg
aacgcgacgg
cccgactaca
gtcgacggcc
gagatgatgc
tgcggcatga
ctcaaccccg
ccattcatca
ctgggtgcta
gctgcaacga
cgtgcaacca
gcgacaagga
actcggacgc

ccgacgecga

Thr Gly Ser Ser Pro Gly Pro Thr Gln Ser

Gly Ile Gly Tyr Ser Gly Pro Thr Val Cys

480

Cys Gln Val Leu Asn Pro Tyr Tyr Ser Gln Cys

495

gggatggaag
tctgccacgt
caaaccaacc
ccatgactcg
gccagaagcc
aggcggacgg
tgcaccaggt
cgtgcecgga
gccagcacgg
gcctcgtcac
acctgaccgg
acagcgccct
gcggtgcecta
acggcattgt
accccggggt
gatggacatc
gacgggtctg
c€gggtgceggyg
gttccgegtce

gggceggete

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



gagagcatcc
gcgecgggec
gcgcgctacc
gtgctggcca
gaggccggcee
agccccgagg
gagtccgacg
gcgggggatg
tcgatgtgtt
caatagtcgg
ggcagcgteg

ttaaatcgga

accggctgta
tgccecggac
tcgacctcqgg
tgagcatctg
cctgectgece
tcacctacag
acgacggcga
cgtaacttac
agttgagtgg
ctggtgcatt
atgacccgac

ggctgatgcet

<210> )

<211>
<212}

<213>

408

PRT

<400> 6

Gln Lys Pro

Arg Cys Thr

Ser
35

Leu Asp

Cys Gly Asp

Glu
65

Ser Cys

Gln His Gly

Val Asp Gly

Glu His Arg

115

Gly Glu

Lys Ala

20

Leu Ser

Trp Gly
Ala

Arg

Thr
85

Val

Arg Leu

100

Tyr Glu

Thr

Asp

His

Gln

Asn

70

Thr

Val

Met

cgtgcaggac
cgactcgcectc
cggcaccgcg
gtgggacgag
cgacgagggc
caacctgcgce
cggcgacgac
atacagcccg
aatggaaaat
tgtgacactt
acccagaata

catctcttcg

Melanocarpus albomyces

Pro Glu

Gly Cys

Val

Gln

75

ggcaaggtga
aacgacgagt
ggcatgggceg
tceggettea
gaccccaaga
tggggcgaga
tgctagataa
gagttgtttt
tcgegtettt
caattgcgcect
attcgcatgg

aattc

His Pro
10

Pro Arg

25

Val
40

Pro

Lys Pro

55

Cys Ile

Ser

Asp

Thr Pro

His

Asn

Met

Thr

Arg

Gln Val

Ala Thr

Glu Gly

75

Ser Leu

20

Val Tyr

105

Met His

120

Leu

Thr Gly

tcgagtcgta
tctgcgecege
acgccatgac
tgaactggct
acattgtcaa
tcgggtcegac
ctaactagtg
gagtgtagag
gccceggtgg
gttggcttgg

ttgattattg

Gln Leu Thr

Thr Asn Tyr

30

Asn
45

Asp Asp

Ala
60

Cys Pro

Val Pro Asp

Arg Leu Gln

Leu Leu Asp

110

Gln Glu

125

Phe

cgtegtcegac
cacgggcgec
gcgcggceatg
cgacagcggc
ggtcgagccc
ctttgaggcc
ggcggaaagg
tattgagctt
ttgcgataaa
tgacagacac

ttattgtgcet

Thr Phe
15

Ile Val

Tyr Asn
Val

Asp

Ser
80

Tyr

Gln
95

Leu

Glu

Thr

Thr Phe

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1895



Glu

Leu

145

Gly

Pro

Asn

Pro

Cys

225

Tyr

Val

Ala

Lys

Asp

305

Leu

Met

Trp

Pro

Asn
385

Val

130

Ser

Ala

Phe

Glu

His

210

Glu

Arg

Asp

Glu

Val

290

Ser

Asp

Val

Leu

Lys

370

Leu

Asp

Glu

Tyr

Ile

Met

195

Thr

Tyr

Val

Thr

Ala

Met

Tyr

Asn

180

Asp

Cys

Asp

Asn

Arg

- 260

Gly
275

Ile

Leu

Leu

Leu

Asp

355

Asn

Arg

Arg

Glu

Asn

Gly

Ala

340

Ser

Ile

Trp

Thr

Asp

Gly

165

Gly

Ile

Asn

Gly

Ile

245

Arg

Leu

Ser

Asp

Gly

325

Met

Gly

val

Gly

Lys

Pro

150

Thr

Ile

Trp

Gln

Val

230

Thr

Pro

Glu

Tyr

Glu

310

Thr

Ser

Glu

Lys

Glu
390

Leu

135

Thr

Gly

Gly

Glu

Thr

215

Cys

Asp

Phe

Ser

val
295

Phe’

Ala

Ile

Ala

vVal

375

Ile

Pro

Gly

Tyr

Asn

Ala

200

Gly

Asp

Tyr

Thr

Ile
280

Val

Cys

Gly

Trp

Gly

360

Glu

Gly

Cys

Ala

Cys

Ile

185

Asn

Leu

Lys

Tyr

Val

265

His

Asp

Ala

Met

Trp

345

Pro

Pro

Ser

76

Gly

Arg

Asp

170

Glu

Ser

Tyr

Asp

Gly

250

Val

Arg

Ala

Ala

Gly

330

Asp

Cys

Ser

Thr

Met

Ser

155

Ala

Gly

Arg

Met

Gly

235

Asn

Thr

Leu

Pro

Thr

315

Asp

Glu

Leu

Pro

Phe
395

Asn

140

Glu

Gln

Lys

Ala

Cys

220

Cys

Ser

Gln

Tyr

Gly

300

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

380

Glu

Ser

Leu

Cys

Gly

Thr

205

Glu

Gly

Asp

Phe

Val
285

Leu

Ala

Met

Gly

Asp

365

Val

Ala

Ala

Asn

Phe

Ser

190

His

Gly

Trp

Ala

Pro

270

Gln

Pro

Ala

Thr

Phe

350

Glu

Thr

Glu

Leu

Pro

vVal

175

Cys

val

Ala

Asn

Phe

255

Ala

Asp

Arg

Arg

Arg

335

Met

Gly

Tyr

Ser

Tyr

Gly

160

Thr

Cys

Ala

Glu

Pro

240

Arg

Asp

Gly

Thr

Tyr

320

Gly

Asn

Asp

Ser

Asp
400



Asp Asp Gly Asp Gly Asp Asp Cys

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
cccggtetgg

ccgagccagg
agtgtcccgce
ctcgecggceeg
cccgagaacce
gtgaacgccg
aactgctacg
aagtgcatga
gacgccctga
ttctaccteca
gcctttgacg
gccatggagg
ggcactgggg
ccggctaact
agttcgttgg
ctggcgtegg
gtccacccag
gtcgaatgcc
ctgcgagacc
cgccaacggce
caagacgctc
ctgcctgect
ttcgaggaga
ccgceccgacgt
atgttcgatg

aacaacgcec

405

2100

DNA

Melanocarpus albomyces

2
agacggggag

cccaggacag
tctgcccaca
cgctgceget
accccccgcet
aggtcgtcat
acggcaacca
tcgagggtge
cgctcaagtt
tgaacggccce
tcgacctcecte
aggacggcgg
tgagttgagce
ctctcgattc
cggcaaggcc
cccgtacggce
gttcggatgce
tatgccttceg
accaactgcg
tgcgactaca
gacaccagcc
ggacacactg
acaagctctce
gggagggcat
tgttcaacga

tcecgggttec

cgcgccagceg
caggagaact
gcactctgca
cgtcggcectce
cacctggcag
tgacgccaac
gtggaccaac
cggcgactac
cgtcaccaag
ggacaagtac
gaccgtcgag
catggccagce
tcegetttgt
ctccgacagt
aacattgagg
agctgctgeg
ggggtggaaa
ctttcacgcee
gtggcaccta
acccctaccg
gcaagttcac
aaactgacac
ccagtacttc
gcccaacagce
ccgcaaccgce

catggtcctce

77

acgcaggata
cgccacgcegce
accatgatga
gccgeecggee
aggtgcacgg
tggcgetgge
gcctgcagea
ctgggcacct
cacgagtacg
cagatgttca
tgcggcatca
tacccgagca
ttcgagtcege
actgcgatge
gctggaagtc
ctgagatcga
tttcgcgget
gcacgcgtgce
ctcggaggac
catgggcaac
gtgcgtgacc
gtcgttttceg
atccaggacg
agcgagatca
ttcgaggagg

gtcatgtcca

agaaggcgac
aagcagcacg
tgaagcagta
agcgegcetgg
ccececgggeaa
tgcacgacga
ccgecaccega
acggcgcecte
gcaccaacgt
acctcatggg
acagcgccct
accaggcegg
aacgaggcac
ccaatgecgcet
gtccaccagce
cgtctggtga
aacggagcac
acgaccaacg
cgcttegeceg
cccgacttcet
ccttgtggeg
gctgcagegt
gccgcaagat
ccceecgaget
tcggeggett

tctgggacga

gaccgcgect
cccgatcgac
cctecagtac
taacgagacg
ctgccagacc
caacatgcag
ctgcgectgag
gaccagcggc
cggctecgege
caacgagctt
gtacttcgtc
cgcccggtac
tttctgggcg
cgtgatctca
gaccccaacg
gtgcgagacc
ccceccaggga
agtaccacgt
gcaagtgcga
acggcaaggg
caacctttct
cgtctcecge
cgagatccceg
ctgctccacc
cgagcagctg

cgtaagtacc

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



cgccgacctc
acgagaccgt
gaaggagggc
cgaggtcgag
ctggatgcceg
cceccateggce
cacgcccgcece
gcctcaagtt

caagagaaat

cctagccaca
tcgtagcact
cagcccggeg
gctcagttcc
aatgctaaca
tcgacctacg
acctcccectce
tttttegtte

tgccagtctg

<210> 8

<211>

<212>

<213>

430

PRT

<400> 8

Gln Arg Ala

Gln Arg Cys

Val Ile Asp

35

Cys Tyr

50

Asp

Cys Ala Glu

65

Tyr Gly Ala

Lys His Glu

Gly Pro Asp

115

Phe Asp Val

130

Gly Asn

Thr
20

Ala
Ala Asn
Gly Asn
Lys

Cys

Thx
85

Ser

Tyr
100

Gly
Lys

Tyr

Asp Leu

Glu

Pro

Trp

Gln

Met

70

Ser

Thr

Gln

Ser

caagccgceat
acgccaacat
ccgecegtgg
ccgacgecgta
cgcgaaacag
acttctaagce
gcggaaactc
atgtttcagt

agttttggga

Melanocarpus albomyces

Thr Pro

Gly Asn

Glu

Cys

78

ccggcgagge
gctctggctc
cgactgcccce
agacttgccc
ccaggtcgtc
cggtccatgce
tecegtgegtce
tctttcegea

acctgtgatc

Asn His

10

Gln Thr

25

Arg Trp

Trp Thr

55

Ile Glu

Gly Asp
Val

Asn

Phe
120

Met

Thr
135

Val

Leu

Asn

Gly

Ala

Gly

105

Asn

Glu

His Asp

Ala Cys

Ala Gly

75

Leu Thr

90

Ser Arg

Leu Met

Cys Gly

acgccatcge
gactccatct
acggactcgg
ccgaccccaa
tggtccaaca
actcécagcc
gcgggctcca

tgtatcctaa

cacatcatgg

Pro Pro Leu

Val Ala

30

Asn

Asn
45

Asp Met

Ser Thr Ala

60

Asp Tyr Leu

Leu Lys Phe

Phe Leu

110

Tyr

Gly Asn Glu

125

Ile
140

Asn Ser

tgctgctaac
acccgeccga
gtgtcececge
gcttccactt
tccgettegg
ctgggccegt
aagcattttg
gctccgatag

acgcataatg

Thr
15

Trp

Glu Vval

Gln Asn
Thr

Asp

Thr
80

Gly

Val
95

Thr

Met

Asn

Ala

Leu

Ala Leu

1620
1680
1740
1800
1860
13820
1580
2040

2100



Tyr
145

Asn

Ala

Lys

Cys

Phe

225

Thr

Asp

Phe

Val

Gly

305

Ser

Asn

Asn

His

Glu

385

Val

Phe

Gin

Arg

Ser

Cys

210

Thr

Asn

Ala

Tyr

Ser

290

Arg

Ser

Asp

Ala

Tyr

370

Gly

Pro

Val

Ala

Asp

Ser

195

Ala

Pro

Cys

Asn

Gly

275

Arg

Lys

Glu

Arg

Leu

355

Ala

Gln

Ala

Ala

Gly

Leu

180

Thr

Glu

His

Gly

Gly

260

Lys

Phe

Ile

Ile

Asn

340

Arg

Asn

Pro

Glu

Met

Ala

165

Lys

Ser

Ile

Ala

Gly

245

Cys

Gly

Glu

Glu

Thr
325
Arg

Val

Met

Gly

Val
405

Glu
150

Arg

Phe

Asp

Asp

Cys

230

Thr

Asp

Lys

Glu

Ile

310

Pro

Phe

Pro

Leu

Ala

390

Glu

Glu

Tyr

Val

Pro

Val

215

Thr

Tyr

Tyr

Thr

Asn

295

Pro

Glu

Glu

Met

Trp

375

Ala

Ala

Asp

Gly

Gly

Asn

200

Trp

Thr

Ser

Asn

Leu

280

Lys

Pro

Leu

Glu

Val

360

Leu

Arg

Gln

Gly

Thr

Gly

185

Ala

Glu

Asn

Glu

Pro

265

Asp

Leu

Pro

Cys

Val

345

Leu

Asp

Gly

Phe

79

Gly

Gly

170

Lys

Gly

Ser

Glu

Asp

250

Tyr

Thr

Ser

Thr

Ser
330
Gly

Val

Ser

Asp

Pro
410

Met

155

Tyr

Ala

Val

Asn

Tyr

235

Arg

Arg

Ser

Gln

Trp

315

Thr

Gly

Met

Ile

Cys

395

Asp

Ala

Cys

Asn

Gly

Ala

220

His

Phe

Met

Arg

Tyr

300

Glu

Met

Phe

Ser

Tyr

380

Pro

Ala

Ser
Asp
Ile
Pro
205
Tyr
Val
Ala
Gly
Lys
285
Phe
Gly

Phe

Glu
Ile
365
Pro

Thr

Gln

Tyr

Ala

Glu

190

Tyr

Ala

Cys

Gly

Asn

270

Phe

Ile

Met

Asp

Gln

350

Trp

Pro

Asp

Val

Pro

Gln

175

Gly

Gly

Phe

Glu

Lys

255

Pro

Thr

Gln

Pro

Val
335
Leu

Asp

Glu

Ser

Val
415

Ser
160

Cys

Trp

Ser

Ala

Thr

240

Cys

Asp

Val

Asp

Asn

320

Phe

Asn

Asp

Lys

Gly

400

Trp



80

Ser Asn Ile Arg Phe Gly Pro Ile Gly Ser Thr Tyr Asp Phe
430

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>
gaattctaga

ttgactacct
ctgcaaacat
atgagggctt
caatggtgaa
acttaatctt
tatttcgagce
actcaaccaa
gttccagcag
caggatgttc
cagaactcta
ccecegggget
tgcaccacat
tcgcatacta
tccgggeatce
ctgggggatg
ctaagacatc
actagagaaa
caacaccttc
ggtacgtagce
cttatcctaa
tgcgttctag
tgaacggttg
ccggecttgg
cggattgagt

ataacaatat

420

9

3459

DNA

425

Thermoascus aurantiacus

9
cctttatcct

acctacctag
ccgaaaacat
agaaggaaat
actttaagtc
Ctcatcacag
tgttggcectce
gaataatgac
cagatagtta
Cggaattatt
cctgggaata
gccgaggtga
gcatgcttag
ctgtgactct
aaaaatggac
ccecgaaacce
gacggatcgg
aaaaaggcca
atécatgatc
tctgttatcc
cttcagaaga
gctaaattct
gcggecccegtce
cggcatagac
cctagtacga

caatcgaatc

ttcatccgac
gtagtaacgt
acggcaaaag
gaaaacctgg
gtgcctacag
tccaagtctt
atagggagac
gagaataaac
cttgcataaa
cactgctcgt
acccagggga
atcgaatctc
cacgatttct
gcagagttac
ctgcaggatc
tctggtgcaa
cccgcatact
aggccactag
cccttagceca
aatcggatcc
ctgttgccca
cggccggtag
aagccgatga
gagctgaaca
agcaatccgce

gcaatgtatc

cagacttccc
cgtcgaccct
atgattgggc
gaccaggacg
cacaggctct
tatgaaaagg
agtcgagcat
acagaagtca
gacaactccc
ttccgacgtg
ggaatctgca

ccgcgggaaa

ccgcaaggga

atatcactca
aacggcccga
tatcatttga
aatcctttta
ttgcagtcgg
ccaatgcccce
gaacctcttt
ttggggattyg
ccatctegaa
ccatgggttc
catcaggtat
caccaccaaa

agcgcgcectct

tttttgacct
cttgaatgat
atggatgcag
ctaggtacga
gtgaagattg
aaaaagagag
accagcggta
accttgaact
cgagggctct
gcgtcagtga
agtaagaact
ttaaacccat
gtcacagaga
ggatacattg
caaaacacaa
tggatgttcce
tcaaccaaaa
atactggtct
acataataca
aacggacccc
aggaggtccg
tctctegtga
ctgatagagc
gaacagatca
tcaagcaacg

tctettetet

tggcgccectg
ccttgtcaca
gagacatcga
tgaaatccgce
cgctgttcag
ggaagagcgc
tcgacgttag
ggatagcagg
ctgcatacac
tcecgtctceca
taataccaat
acgatgtttt
aagacatatt
cagatcattg
gtggctaaag
cccegceattt
gttccactey
tttcgcegtce
tgttgacata
tcctacacac
ggtcgcagga
agccttcatce
ttgtgcctga
gatataaagt
agcgacacga

ttcttecteg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



ccgecgeeceg
ggcagcaatg
cgaactggcg
gggacaccag
cggattacag
tcacccaaag
cttatcagat
tccecttgcegg
ccaaataccc
gccctecggga
gagcccatga
gtctgccaac
tgtctgggaa
ccagaccatg
tacctgcgac
cggccecggyg
cgacgacggg
caaggtgatc
cgagtattgce
cgggcttcag
ggacgatcac
ggacacccct
tgagtcgcag
ctcgaccttc
gatacagggg
atcagtttgc
aggggctgtg
cttattatat
tgcttgettg
gtatatcggt
gceceggtecg

taagctaggg

cgcgcacgag
ctcecagegge
ttgggtccat
tatctgtccce
tggcacctat
ctcagggaag
cttcaagctg
gctgaacggc
tggcaacaag
tctcaagttc
atcattaact
gacccaaatg
gccaacagca
tgccagggag
cctgatggct
aagatcgtcg
acaccctccg
ccccagtegg
acggcccaga
aagatcagtc
gccgccaaca
ggcgtcgcecgce
aaccccaatt
accgccaact
tagttgggag
caattgaacc
gcagcttaag
taggtcgatc
cctatttaaa
tcgcectcette
ggtgccatgce

tccctgeatt

gccggtaccg
ggtagttgta
accacctctg
gacgacgtga
ggtgttacga
aacattggct
ctgggtcagg
gcectcectact
gcaggcgcta
atcaacggtc
aacgctgtca
ccggegttgg
tctctactge
acgactgtgg
gcgacttcaa
acactagctc
gcaccctgac
agtcgacgat
aggcagcctt
aggctctggce
tgctctgget
gcggtacctg
catatgttat
aagtaagtaa
attgtcgtgt
atgaagaaaa
ccttgttgta
attatccgat
ttgttatata
ttgtctcttce
atgcacaggg

ttgaacctgt

81

taaccgcaga
ccacgcagaa
gatacaccaa
cctgcgetca
ccagtggcaa
cgcgectgta
agtttacctt
ttgtggccat
agtatggcac
aggtacétca
aatacaggcc
taaccacggt
ggtgacgect
tggaacctac
tccttaccag
caaattcacc
ggagatcaaa
cagcggegtce
cggcgacaac
tcagggcatg
ggacagcacc
ccccacgacce
ctactccaac
cgggcactct
acaggggaca
gggggagatc
gatcgttcag
tgactccgtg
cgccgtageg
atctcacatc

ggactaatat

ggacgtctg

gaatcaccct
tggaaaagtc
ctgctacacg
gaattgtgcce
cgccctgaga
cctgctgceag
cgatgtcgac
ggacgccgac
tggttactgc
gaagtgataa
aacgttgaag
tcectegtgeg
cacccatgceg
tcetecacte
ccaggcaacc
gtcgtcaccc
cgcttctacg
accggcaact
accggcettcect
gtcctecgtcea
tacccgactg
tcecggegtece
atcaaggtcg
accaccgaga
tgcgatgcte
aaagaagtct
agaaaaaaaa
acaagaatta
cttgcggacc
acaggtccag

attaatcgtg

tccetgacct
gttatcgatg
ggcaatacgt
ttggatggag
Ctgaactttg
gacgacacca
gtctccaatc
ggcaatttgt
gactctcagt
ctagccagca
gctggcagcc
ctgagatgga
acacccccegg
gatatgctgg
actcgttcta
agttcatcac
tccagaacgg
caatcaccac
tcacgcacgg
tgagcctgtg
atgcggaccce
cggccgacgt
gacccatcaa
gcttcgtgaa
aaaaatctac
gtcagaagag
agtttgcgta
aaaagagtac
acccctcaca
gtccageccecg

accctgtvec

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3459



<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

10

440

PRT

Thermoascus aurantiacus

10

Gln Gln Ala Gly Thr

1

Gln

Val

Asn

Val

65

Thr

Thr

Asp

Phe’

Tyr

145

Asn

Pro

Gln

Cys

Gln

Ile

Cys

50

Thr

Tyr

Gln

Asp

Asp

130

Phe

Lys

Arg

Pro

Cys
210

Cys
Asp
Tyr
Cys
Gl¥
Ser
Thr
115
Val
Val
Ala
Asp
Ser

185

Ala

Ser

20

Ala

Thr

Ala

Val

Ser

100

Thr

Asp

Ala

Gly

Leu

180

Ala

Glu

5

Ser

Asn

Gly

Gln

Thr

85

Gly

Tyr

Val

Met

Ala

165

Lys

Asn

Met

Val

Gly

Trp

Asn

Asn

70

Thr

Lys

Gln

Ser

Asp

150

Lys

Phe

Asp

Asp

Thr

Gly

Arg

Thr

55

Cys

Ser

Asn

Ile

Asn

135

Ala

Tyr

Ile

Pro

Val
215

Ala

Ser

Trp

40

Trp

Ala

Gly

Ile

Phe

120

Leu

Asp

Gly

Asn

Asn

200

Trp

Glu

Cys

25

Val

Asp

Leu

Asn

Gly

105

Lys

Pro

Gly

Thr

Gly

185

Ala

Glu

82

Asn

10

Thr

His

Thr

Asp

Ala

20

Ser

Leu

Cys

Gly

Gly

170

Gln

Gly

Ala

His

Thr

Thr

Ser

Gly

75

Leu

Arg

Leu

Gly

Leu

155

Tyr

Ala

Val

Asn

Pro

Gln

Thr

Ile

60

Ala

Arg

Leu

Gly

Leu

140

Ser

Cys

Asn

Gly

Ser
220

Ser

Asn

Ser

45

Cys

Asp

Leu

Tyr

Gln

125

Asn

Lys

Asp

Val

Asn

205

Ile

Leu

Gly

30

Gly

Pro

Tyr

Asn

Leu

110

Glu

Gly

Tyr

Ser

Glu

190

His

Ser

Thr

15

Lys

Tyr

Asp

Ser

Phe

95

Leu

Phe

Ala

Pro

Gln

175

Gly

Gly

Thr

Trp

Val

Thr

Asp

Gly

80

Val

Gln

Thr

Leu

Gly

160

Cys

Trp

Ser

Ala



Val

225

Asp

Asp

Phe

Val

Glu

305

Glu

Cys

His

Leu

Asp

385

Arg

Gln

Thr

Asp

Pro

Tyr

Thr

290

Ile

Ser

Thr

Gly

Val

370

Ser

Gly

Tyr

Pro

Cys

Asp

Gly

275

Gln

Lys

Thr

Ala

Gly

355

Met

Thr

Thr

Pro

His

Gly

Gly

260

Pro

Phe

Arg

Ile

Gln

340

Leu

Ser

Tyr

Cys

Asn
420

Pro

Gly

245

Cys

Gly

Ile

Phe

Ser

325

Lys

Gln

Leu

Pro

Pro

405

Ser

Cys

230

Thr

Asp

Gln

Thr

Tyr

310

Gly

Ala

Lys

Trp

Thr

390

Thr

Tyr

Asp

Tyr

Phe

Ile

Asp

295

Val

Val

Ala

Ile

Asp

375

Asp

Thr

Val

Thr

Ser

Asn

Val

280

Asp

Gln

Thr

Phe

Ser

360

Asp

Ala

Ser

Ile

Pro

Ser

Pro

265

Asp

Gly

Asn

Gly

Gly

345

Gln

His

Asp

Gly

Tyr
425

83

Gly

Thr
250

Tyr
Thr
Thr
Gly
Asn
330
Asp
Ala
Ala
Pro
Val

410

Ser

Gln

235

Arg

Arg

Ser

Pro

Lys

315

Ser

Asn

Leu

Ala

Asp

395

Pro

Asn

Thr

Tyr

Gln

Ser

Ser

300

Val

Ile

Thr

Ala

Asn

380

Thr

Ala

Ile

Met
Ala
Gly
Lys
285
Gly
Ile
Thr
Gly
Gln
365
Met
Pro

Asp

Lys

Cys

Gly

Asn

270

Phe

Thr

Pro

Thr

Phe

350

Gly

Leu

Gly

Val

Val
430

Gln

Thr

255

His

Thr

Leu

Gln

Glu

335

Phe

Met

Trp

Val

Glu

415

Gly

Gly

240

Cys

Ser

Val

Thr

Ser

320

Tyr

Thr

Val

Leu

Ala

400

Ser

Pro



84

Ile Asn Ser Thr Phe Thr Ala Asn

435 440
<210> 11
<211> 27
<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 11

tacgccatgg tcgtccagtc gaccage

<210> 12

<211> 35

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> i2

tacgccatgg tcgtccagtc gaccagcacg ggegg

<210> 13

<211> 46

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 13

tacgccatgg tcgtccagtc gaccagcacg ggcggcgacc tcggca

<210> 14

<211> 40

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 14

cgtactcgag tcatcgcgag ggggccttga agacggcgaa

<210> 15
<211> 30
<212> DNA

<213> Iniciador

27

35

46

40



<400> 15
tgactcgaga ccggtgegtc aggctttege

<210> 16

<211> 34

<21l2> DNA

<213> Iniciador
<400> 16

taggatccga gtcccattgg cagcaccgge aacc

<210> 17

<211> 36

<212> DNA

<213> Iniciador
<400> 17

taggatccga gtcctagegg cggcaaccct cccgge

<210> 18

<211> 34

<212> DNA

<213> Iniciador
<400> 18

taggatccga gtcccattac cggcaaccct ageg

<210> 19

<211> 55

<212> DNA
‘<213> Iniciador
<400> 19

cgtactcgag tcatcgcgag ccgatggggc cgaaggcgaa gcecgecgteg tcgtg

<210> 20

<211> 52

30

34

36

34

55



86

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 20

cgtactcgag tcatcgecgag ccgatctege cccagaagcc gccgtcgteg tg

<210> 21

<211> 58

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 21

cgtactcgag tcatcgcgac gaggggatct ggacggcggg gaagccgccg tcgtcegtg

<210> 22

<211> 52

<212> DNA

<213> Iniciador
<400> 22

cgtactcgag tcatcgcgag ccgatctcge cccaggcgaa gccgeegteg tce

<210> 23

<211> 37

<212> DNA

<213> Iniciador
<400> 23.

tcgtctegag tcgcgatggg gccgaagegg atgttgg

<210> 24

<211> 31

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 24

ggagggcatg cccaacagca gcgagatcac c

52

58

52

37

31



87

<210> 25

<211> 38

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 25

cggcactagt tcgcgacccg atctegecce agegecagg

<210> 26

<211> 26

<212> DNA

<213> Iniciador
<400> 26

cgccgaggge cggctcgaga gcatcce

<210> 27

<211> 69

<212> DNA

<213> Iniciador
<400> 27

tgactcgaga ccggtgegtc aggetttege acggagettt acaggcactg agagtaggca

gggttcagg

<210> 28

<211> 69

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 28

tgactcgaga ccggtgegtc aggctttcge acggagettt acaggcactg agaggcgtaa

gggttcagg
<210> 29
<211> 69

<212> DNA

38

26

60

69

60

69



<213>

<400>

tgactcgaga ccggtgcegte aggctttcge acggagettt acaggcactg agagtaccaa

gggttcagg

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

tgactcgaga ccggtgcgtce aggctttcge acggagettt acaggcactg agaggcggca

gggttcagg

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

taggatccga gtcccattac cggcaaccct agcaccacca ccacccgecg cccagec

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

taggatccga gtcccattac cggcaaccct agcecctaccc agtctcacta cggccagtge

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

tgactcgaga ccggtgcgtc aggctttege acggagettt acagg

Iniciador

29

30
69
DNA

Iniciador

30

31
57
DNA

Iniciador
31

32
60
DNA

Iniciador

32

33
45
DNA

Iniciador

33

60

€9

60

69

57

60

45



89

<210> 34

<211> 67

<212> DNA

<213> Iniciador
<400> 34

ttaaacatat gttatctact ccaacatcaa ggtcggacce attggcagca ccggcaaccc

tagcgge

<210> 35

<211> 50

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 35

tatatgcgge cgcaccggtg cgtcaggcett tcgcacggag ctttacaggc

<210> 36

<211> 34

<212> DNA
<213> Iniciador
<400> 36

ttggatccga gtecgcagcac cggcaaccct ageg

<210> 37
- <211> 208
<212> PRT
<213> Melanocarpus albomyces
<400> 37

Ala Asn Gly Gln Ser Thr Arg Tyr Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys
1 5 10 15

Gly Trp Ala Gly Lys Gly Pro Val Asn Gln Pro Val Tyr Ser Cys Asp
20 25 30

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

Gly Gly Pro Ala Phe Ser Cys Ala Asp His Ser Pro Trp Ala Ile Asn
50 55 60

60

67

50

34



—J

Asp Asn
65

Glu Glu

Pro val

Asp Leu

Gly Leu
130

Arg Tyr
145

Pro Leu

Asp Asn

Val Ala

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Ala Asn
1

Gly Trp

Ala Asn

Gly Gly

50
Asp Asn
65

Glu Glu

Leu

Ser

Ala

Gly

115

Phe

Gly

Lys

Pro

Arg
195

Ser

Trp

Gly

100

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

38

207

PRT

Tyr

Cys

85

Lys

Asn

Gly

Ile

Gly

165

Phe

Gly

Gly Phe
70

Cys Ala

Thr Met

His Phe

Cys Thr

135

Ser Ser

150

Cys Gln

Thr Phe

Cys Arg

Ala

Cys

Val

Asp

120

Pro

Arg

Trp

Glu

Arg
200

Ala

Tyr

Val

105

Leu

Gln

Gln

Arg

Arg

185

His

Melanocarpus albomyces

38

Gly

Ala

Gln

Gly

- 20

Phe
35

Pro

Leu

Ser

Gln

Ala

Ser

Trp

Ser

Lys

Arg

Phe

Tyr

Cys
85

Thr Arg

Gly Pro

Ile His

Ser Cys

55
Gly Phe
70

Cys Ala

Tyr

Val

Asp
40

Ala

Ala

Cys

Trp

Asn
25

Phe

Asp

Ala

Tyr

90

Thr

Ala

90

Gln

Asn

Phe

Glu

Phe

170

Val

Asp

Asp
10

Gln

Asp

His

Thr

Ala
90

Ala
75

Leu

Ser

Ile

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala
75

Leu

Leu

Thr

Thr

Pro

Gly

140

Asp

Trp

Cys

Gly

Cys

val

Val

Pro
60
Leu

Thr

Ser

Phe

Ser

Gly

125

Leu

Ser

Phe

Pro

Gly
205

Lys

Tyr

Ser
45

Trp

Ser

Phe

Gly

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

Pro

Ser
30

Gly

Ala

Gly

Thr

Gln

Ser

95

Gly

Gly

Gly

Pro

Asn

175

Glu

Ala

Ser
15

Cys

Cys

Ile

Gln

Ser
95

Thr

80

Gly

Gly

Val

Ala

Glu

160

Ala

Leu

Phe

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr
80

Gly



Pro

Asp

Gly

Arg

145

Pro

Asp

Val

Val

Leu

Leu

130

Tyr

Leu

Asn

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala

Gly

Ala

Gly

Asp

65

Glu

Pro

Asp

Asn

Trp

Asn

Gly

50

Asn

Glu

val

Leu

Ala

Gly

115

Phe

Gly

Lys

Pro

Arg
195

Gly

100

Ser

Asp

Gly

Pro

Ser

180

Thr

39

208

PRT

Lys

Asn

Gly

Ile

Gly

165

Phe

Gly

Thr

His

Cys

Ser

150

Cys

Thr

Cys

Met

Phe

Thr

135

Ser

Gln

Phe

Arg

val

Asp

120

Pro

Arg

Trp

Glu

Arg
200

Val

105

Leu

Gln

Gln

Arg

Axg

185

His

Melanocarpus albomyces

39

Gly

Ala

Phe

35

Pro

Leu

Ser

Ala

Gly
115

Gln

Gly
20

Gln

Ala

Ser

Trp

Gly
100

Ser

Ser

Lys

Arg

Phe

Tyr

Cys
85
Lys

Asn

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly

70

Cys

Thr

His

Arg

Pro

His

Cys

55

Phe

Ala

Met

Phe

Tyr

Val

Asp

Ala

Ala

Cys

Val

Asp
120

Trp

Asn
25

Phe

Asp

Ala

Tyx

Val
105

Leu

91

Gln

Asn

Phe

Glu

Phe

170

Val

Asp

Asp

10

Gln

Asp

His

Thr

Ala
90
Gln

Asn

Ser

Ile

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala

75

Leu

Ser

Ile

Thr

Pro

Gly

140

Asp

Trp

Cys

Gly

Cys

Val

Val

Pro

60

Leu

Thr

Thr

Pro

Ser

Gly

125

Leu

Ser

Phe

Pro

Gly
205

Lys

Tyr

Ser

45

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly
125

Thr
110

Gly

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

Pro

Ser
30

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr
110

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

Asn

175

Glu

Trp

Ser

15

Cys

Cys

Ile

Gln

Ser
95
Gly

Gly

Gly
Val
Ala
Glu
160

Ala

Leu

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr

80

Gly

Gly

Val



Gly Leu Phe

Arg

145

Pro

Asp

Val

130

Asp

92

Gly Cys Thr Pro Gln Phe

Tyr Gly Gly Ile

Leu

Asn

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ala

1

Gly

Ala

Gly

Asp

65

Glu

Pro

Asp

Gly

Asn

Trp

Asn

Gly

Asn

Glu

Val

Leu

Leu
130

Lys

Pro

Arg
195

Pro

Ser
180

Thr

40

208

PRT

135

Ser Ser Arg Gln Glu

150

Gly Cys Gln Trp Arg

165

Phe

Gly

Thr Phe Glu Arg

185

Cys Arg Arg His

200

Melanocarpus albomyces

40

Gly

Ala

Phe

35

Pro

Leu

Ser

Ala

Gly
115

Phe

Gln

Gly

20

Gln

Ala

Ser

Trp

Gly

100

Ser

Asp

Ser

Lys

Arg

Phe

Tyr

Cys

85

Lys

Asn

Gly

Thr

Gly

Ile

Ser

Gly

70

Cys

Thr

His

Cys

Arg

Pro

His

Cys’

55

Phe

Ala

Met

Phe

Thr
135

Tyr

Val

Asp

40

Ala

Ala

Cys

Val

Asp
120

Pro

Trp

Asn

25

Phe

Asp

Ala

Tyr

vVal

105

Leu

Gln

Phe
170

Val

Asp

Asp

10

Gln

Asp

His

Thr

Ala

90

Gln

Asn

Phe

Gly

Cys

155

Asp

Gln

Asp

Cys

Pro

Ala

Ser

Ala

75

Leu

Ser

Ile

Gly

Gly

140

Asp

Trp

Cys

Gly

Cys

Val

Val

Pro

60

Leu

Thr

Thr

Pro

Gly
140

Leu

Ser

Phe

Pro

Gly
205

Lys

Tyr

Ser

45

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly
125

Leu

Pro

Phe

Gln

Glu

190

Phe

Pro

Ser

30

Gly

Ala

Gly

Thr

Thr

110

Gly

Pro

Gly

Pro

Asn

175

Glu

Pro

Ser

15

Cys

Cys

Ile

Gln

Ser

85

Gly

Gly

Gly

Ala

Glu

160

Ala

Leu

Ala

Cys

Asp

Glu

Asn

Thr

80

Gly

Gly

Val

Ala



93

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

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

Asp Asn Pro Ser Phe Thr Phe Glu Arg Val Gln Cys Pro Glu Glu Leu
180 185 190

Val Ala Arg Thr Gly Cys Arg Arg His Asp Asp Gly Gly Phe Ala Trp

195 200 205
<210> 41
<211> 388
<212> PRT
<213> Melanocarpus albomyces
<400> 41

Gln Lys Pro Gly Glu Thr Pro Glu Val His Pro Gln Leu Thr Thr Phe

Arg Cys Thr Lys Ala Asp Gly Cys Gln Pro Arg Thr Asn Tyr Ile Val
20 25 30

Leu Asp Ser Leu Ser His Pro Val His Gln Val Asp Asn Asp Tyr Asn
35 40 45

Cys Gly Asp Trp Gly Gln Lys Pro Asn Ala Thr Ala Cys Pro Asp Val
50 55 60

Glu Ser Cys Ala Arg Asn Cys Ile Met Glu Gly Val Pro Asp Tyr Ser
65 70 75 80

Gln His Gly Val Thr Thr Ser Asp Thr Ser Leu Arg Leu Gln Gln Leu
85 90 95

Val Asp Gly Arg Leu Val Thr Pro Arg Val Tyr Leu Leu Asp Glu Thr
100 105 110

Glu His Arg Tyr Glu Met Met His Leu Thr Gly Gln Glu Phe Thr Phe
115 120 125

Glu Val Asp Ala Thr Lys Leu Pro Cys Gly Met Asn Ser Ala Leu Tyr
130 135 140

Leu Ser Glu Met Asp Pro Thr Gly Ala Arg Ser Glu Leu Asn Pro Gly

145 150 ' 155 160

Gly Ala Tyr Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ala Gln Cys Phe Val Thr
165 170 175



Pro

Asn

Pro

Cys

225

Tyr

Val

Ala

Lys

Asp

305

Leu

Met

Trp

Pro

Asn
385

Phe

Glu

His

210

Glu

Arg

Asp

Gilu

Val

290

Ser

Asp

Val

Leu

Lys

370

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ile
Met
195
Thr
Tyr
Val
Thr
Gly
275
Ile
Leu
Leu
Leu
Asp
355

Asn

Arg

Asn

180

Asp

Cys

Asp

Asn

Arg

260

Arg

Glu

Asn

Gly

Ala

340

Ser

Ile

Trp

42

421

PRT

Gly

Ile

Asn

Gly

Ile

245

Arg

Leu

Ser

Asp

Gly

325

Met

Gly

vVal

Ile

Trp

Gln

Val

230

Thr

Pro

Glu

Tyr

Glu

310

Thr

Ser

Glu

Lys

Gly

Glu

Thr

215

Cys

Asp

Phe

Ser

Val

295

Phe

Ala

Ile

Ala

val
375

Asn

Ala

200

Gly

Asp

Tyr

Thr

Ile

280

Val

Cys

Gly

Trp

Gly

360

Glu

Ile

185

Asn

Leu

Lys

Tyr

Val

265

His

Asp

Ala

Met

Trp

345

Pro

Pro

Melanocarpus albomyces

42

94

Glu

Ser

Tyr

Asp

Gly

250

Val

Arg

Ala

Ala

Gly

330

Asp

Cys

Ser

Gly

Arg

Met

Gly

235

Asn

Thr

Leu

Pro

Thr

315

Asp

Glu

Leu

Pro

Lys
Ala
Cys
220
Cys
Ser
Gln
Tyr
Gly
300
Gly
Ala
Ser

Pro

Glu
380

Gly

Thr

205

Glu

Gly

Asp

Phe

Val

285

Leu

Ala

Met

Gly

Asp

365

Val

Ser

190

His

Gly

Trp

Ala

Pro

270

Gln

Pro

Ala

Thr

Phe

350

Glu

Thr

Cys
Val
Ala
Asn
Phe
255
Ala
Asp
Arg
Arg
Arg
335
Met

Gly

Tyr

Cys

Ala

Glu

Pro

240

Arg

Asp

Gly

Thr

Tyr

320

Gly

Asn

Asp

Ser



Gln

Gln

Val

Cys

Cys

65

Tyr

Lys

Gly

Phe

Tyr

145

Asn

Ala

Lys

Cys

Phe

225

Thr

Asp

Arg

Arg

Ile

Tyr

50

Ala

Gly

His

Pro

Asp

130

Phe

Gln

Arg

Ser

Cys

210

Thr

Asn

Ala

Ala

Cys

Asp

35

Asp

Glu

Ala

Glu

Asp

115

Val

Val

Ala

Asp

Ser

195

Ala

Pro

Cys

Asn

Gly

Thr

20

Ala

Gly

Lys

Ser

Tyr

100

Lys

Asp

Ala

Gly

Leu
180

Thr

Glu

His

Gly

Gly
260

Asn

Ala

Asn

Asn

Cys

Thr

85

Gly

Tyr

Leu

Met

Ala

165

Lys

Ser

Ile

Ala

Gly

245

Cys

Glu

Pro

Trp

Gln

Met

70

Ser

Thr

Gln

Ser

Glu

150

Arg

Phe

Asp

Asp

Cys

230

Thr

Asp

Thr Pro

Gly Asn

Arg Trp
40

Trp Thr
55

Ile Glu

Gly Asp

Asn Val

Met Phe

120

Thr Val
135

Glu Asp

Tyr Gly

Val Gly

Pro Asn

200

Val Trp

215

Thr Thr

Tyr Ser

Tyr Asn

Glu

Cys

25

Leu

Asn

Gly

Ala

Gly

105

Asn

Glu

Gly

Thr

Gly

185

Ala

Glu

Asn

Glu

Pro
265

95

Asn

10

Gln

His

Ala

Ala

Leu

90

Ser

Leu

Cys

Gly

Gly

170

Lys

Gly

Ser

Glu

Asp

250

Tyr

His

Thr

Asp

Cys

Gly

75

Thr

Arg

Met

Gly

Met

155

Tyr

Ala

Val

Asn

Tyr

235

Arg

Arg

Pro

Val

Asp

Ser

60

Asp

Leu

Phe

Gly

Ile

140

Ala

Cys

Asn

Gly

Ala

220

His

Phe

Met

Pro
Asn
Asn
45

Thr
Tyr
Lys
Tyr
Asn
125
Asn
Ser
Asp
Ile
Pro
205
Tyr
Val

Ala

Gly

Leu

Ala

30

Met

Ala

Leu

Phe

Leu

110

Glu

Ser

Tyr

Ala

Glu

180

Tyr

Ala

Cys

Gly

Asn
270

Thr

15

Glu

Gln

Thr

Gly

Val

95

Met

-Leu

Ala

Pro

Gln

175

Gly

Gly

Phe

Glu

Lys

255

Pro

Trp

Val

Asn

Asp

Thr

80

Thr

Asn

Ala

Leu

Ser

160

Cys

Trp

Ser

Ala

Thr

240

Cys

Asp



Phe

Val

Gly

305

Ser

Asn

Asn

His

Glu

385

Val

Ser

Tyr

Ser

290

Arg

Ser

Asp

Ala

Tyr

370

Gly

Pro

Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gln
1

Gln

Gln Gln

Val

Ile

Asn Cys

50

Gly
275
Arg
Lys
Glu
Arg
Leu
355
Ala
Gln

Ala

Ile

Lyé

Phe

Ile

Ile

Asn

340

Arg

Asn

Pro

Glu

Arg
420

43

430

PRT

Gly

Glu

Glu

Thr

325

Arg

Val

Met

Gly

Val

405

Phe

Lys

Glu

Ile

310

Pro

Phe

Pro

Leu

Ala

390

Glu

Thr

Asn

285

Pro

Glu

Glu

Met

Trp

375

Ala

Ala

Leu

280

Lys

Pro

Leu

Glu

Val

360

Leu

Arg

Gln

Asp

Leu

Pro

Cys

Val

345

Leu

Asp

Gly

Phe

Thermoascus aurantiacus

a3

Ala Gly Thr Val Thr Ala Glu

5

Cys Ser Ser Gly Gly Ser Cys

20

25

Asp Ala Asn Trp Arg Trp Val

35

Tyr Thr Gly Asn Thr Trp Asp

55

40

96

Thr

Ser

Thr

Ser

330

Gly

Val

Ser

Asp

Pro
410

Ser

Gln

Trp

315

Thr

Gly

Met

Ile

Cys

395

Asp

Arg

Tyr

300

Glu

Met

Phe

Ser

Tyr

380

Pro

Ala

Lys

285

Phe

Gly

Phe

Glu

Ile

365

Pro

Thr

Gln

Phe

Ile

Met

Asp

Gln

350

Trp

Pro

Asp

Val

Asn His Pro Ser Leu

10

Thr Thr Gln Asn Gly

30

His Thr Thr Ser Gly

45

Thr Ser Ile Cys Pro

60

Thr

Gln

Pro

Val

335

Leu

Asp

Glu

Ser

Val
415

Thr

15

Lys

Tyr

Asp

val

Asp

Asn

320

Phe

Asn

Asp

Lys

Gly

400

Trp

Trp

Val

Thr

Asp



Val
65
Thr

Thr

Asp

Phe

Tyr

145

Asn

Pro

Gln

Cys

Val

225

Asp

Asp

Phe

Val

Glu

305

Glu

Thr

Tyr
Gln
Asp
Asp
130
Phe
Lys
Arg
Pro
Cys
210
Thr
Asp
Pro
Tyr
Thr
290
Ile

Ser

Cys

Gly

Ser

Thr

115

Val

Val

Ala

Asp

Ser

195

Ala

Pro

Cys

Asp

Gly

275
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REIVINDICAGOES
1. Proteina de fusao de celulase, caracterizada pelo fato de que
compreende:
A. uma primeira sequéncia de aminoacidos opcionalmente
modificada de um nucleo de celulase derivada de uma es-
pécie, e
B. uma segunda sequéncia de aminoacidos opcionalmente
modificada de um ligante e/ou de um dominio de ligacdo a
celulose (CBD) derivada de outra espécie,
em que a referida primeira sequéncia de aminoacidos e a referida segunda
sequéncia de aminoacidos estdo conectadas por uma regido de juncdo com
a seguinte formula geral:
'A-*B-°C-*D-°E-°F
em que
'A é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente 'A é Gly ou Val, mais preferivelmente Gly;
2B ¢é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, Phe, Val, Glu, Asp, GIn, e Asn; preferivelmente B¢ Pro, GIn, ou Glu;
3C é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Lys, Leu,
Pro, lle, Val, Ser e Thr; preferivelmente 3C ¢ lle;
“D é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente “D é Gly ou Pro;
°E é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Pro e Thr;
preferivelmente °E é Ser; e
°F é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Thr ou esta
ausente, preferivelmente °F é Ser ou esta ausente; em que 'A esta ligado na
sequéncia de aminoacidos C-terminal do nucleo de celulase e °F esta ligado
na sequéncia de aminoacidos N-terminal do ligante e/ou dominio (CBD).
2. Proteina de fusao de celulase de acordo com a reivindicagéo
1, caracterizada pelo fato de que a regido de jungéo tem a seguinte féormula
geral:
'Gly - 2B - 3lle - *D - 5Ser - °F



10

15

20

25

30

em que

?B & Pro, GIn, ou Glu:

“D & Gly ou Pro;

E é Ser; e

®F & Ser ou esta ausente.

3. Proteina de fus&o de celulase de acordo com a reivindicacao
1, caracterizada pelo fato de que a regido de jungao tem a seguinte férmula:

'Wal - 2GIn - 3ile - “Pro - ®Ser — ®Ser.

4. Proteina de fus&o de celulase de acordo com a reivindicagdo
1, caracterizada pelo fato de que a regido de juncéo tem a formula:

'Gly - Glu - lle - “Gly - °Ser ou 'Gly — 2Pro - %lle — “Gly - 5Ser.

5. Proteina de fusdo de celulase de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a referida primeira
sequéncia de aminoacidos € de uma celulase neutra e a referida segunda
sequéncia de aminoacidos é de uma celulase acida.

6. Proteina de fusdo de celulase de acordo com a reivindicagéo
9, caracterizada pelo fato de que a referida primeira sequéncia de aminoéci-
dos € da celulase da familia 45 e a referida segunda sequéncia de aminoa-
cidos & da celulase da familia 7.

7. Proteina de fusdo de celulase de acordo com a reivindicacéo
S, caracterizada pelo fato de que a referida celulase neutra é de origem fun-
gica.

8. Proteina de fusdo de celulase de acordo com a reivindicagao
7, caracterizada pelo fato de que a referida celulase neutra é derivada dos
géneros de Melanocarpus, Humicola, Thielavia, Myceliophthora, Fusarium,
Acremonium, Chrysosporium, Thermoascus, Scopulariopsis, Myriococcum,
Talaromyces ou Chaetomium, preferivelmente de um Melanocarpus sp, mais
preferivelmente de Melanocarpus albomyces.

9. Proteina de fusao de celulase de acordo com a reivindicagao
8, caracterizada pelo fato de que a referida celulase é celulase 20K de Mela-
nocarpus albomyces, celulase 50K, celulase 50KB ou um derivado do mes-

mo.
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10. Proteina de fus&o de celulase de acordo com a reivindicacéo
8, caracterizada pelo fato de que a referida celulase é CBHI de Thermoascus
aurantiacus ou um derivado do mesmo.

11. Proteina de fusdo de celulase de acordo com a reivindicacdo
5, caracterizada pelo fato de que a referida celulase acida é derivada de Tri-
choderma sp. ou Hypocrea, preferivelmente de Trichoderma reesei.

12. Proteina de fusdo de celulase de acordo com a reivindicacao
9, caracterizada pelo fato de que a referida celulase neutra é a celulase 20K
de Melanocarpus albomyces da SEQ ID NO: 2 ou um derivado do mesmo, e
a segunda sequéncia de aminoacidos é o ligante e/ou CBD da celobio-
hidrolase | de Trichoderma reesei da SEQ ID NO: 4 ou um derivado do
mesmo.

13. Proteina de fuséo de celulase de acordo com qualquer uma
das reivindica¢des 1 a 12, caracterizada pelo fato de que a referida primeira
sequéncia de aminoacidos e/ou a referida segunda sequéncia de aminoaci-
dos é modificada.

14. Proteina de fus&o de celulase de acordo com a reivindicacéo
13, caracterizada pelo fato de que na referida segunda sequéncia de amino-
acidos, o aminoacido tirosina na posigéo 492 (posigdo 31 do CBD) e/ou 493
(posicao 32 do CBD) de CBHI de maduro Trichoderma reesei é substituido
com um aminodcido alifatico, preferivelmente com alanina, e/ou com um a-
minoacido aromatico, preferivelmente com triptofano.

15. Proteina de fus&o de celulase de acordo com a reivindicagao
14, caracterizada pelo fato de que a referida segunda sequéncia de aminoa-
cidos, é selecionada de um grupo da SEQ ID NO: 45, 46, 47 e 48.

16. Proteina de fuséo de celulase de acordo com a reivindicagao
13, caracterizada pelo fato de que na referida segunda sequéncia de amino-
acidos, os aminoacidos 434 a 444 ou 434 a 460 da sequéncia de CBHI de
Trichoderma reesei maduro sao anulados.

17. Proteina de fusao de celulase de acordo com a reivindicagéo
12, caracterizada pelo fato de que a referida segunda sequéncia de aminoa-
cidos é selecionada de um grupo da SEQ ID NO: 49 e 50.
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18. Proteina de fuséo de celulase de acordo com a reivindicagao
13, caracterizada pelo fato de que na referida primeira sequéncia de amino-
acidos, o aminoacido valina na posigédo 208 da sequéncia de celulase 20K
de Melanocarpus albomyces da SEQ ID NO: 2 foi anulado.

19. Proteina de fusdo de celulase de acordo com a reivindicagao
13, caracterizada pelo fato de que na referida primeira sequéncia de amino-
acidos, o aminoacido alanina na posi¢cao 207 da sequéncia de celulase 20K
de Melanocarpus albomyces da SEQ ID NO: 2 foi anulado.

20. Proteina de fus&o de celulase de acordo com a reivindicagdo
13, caracterizada pelo fato de que na referida primeira sequéncia de amino-
acidos, o aminoacido fenilalanina na posigao 209 da sequéncia de celulase
20K de Melanocarpus albomyces da SEQ ID NO: 2 foi substituido com Trp.

21. Proteina de fusdo de celulase de acordo com a reivindicagao
13, caracterizada pelo fato de que na referida primeira sequéncia de amino-
acidos, o aminoacido contém uma prolina inserida depois da posi¢cdo 206 na
sequéncia de celulase 20K de Melanocarpus albomyces da SEQ ID NO: 2.

22. Proteina de fuséo de celulase de acordo com a reivindicacdo
13, caracterizada pelo fato de que na referida primeira sequéncia de amino-
acidos, o aminoéacido é selecionado do grupo de SEQ ID NO: 37, 38, 39 e
40.

23. Proteina de fusdo de celulase de acordo com qualquer uma
das reivindicactes 1 a 22, caracterizada pelo fato de que a referida proteina
de fusao é estavel.

24. Proteina de fuséo de celulase de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 22, caracterizada pelo fato de que uma preparacéo
contendo a referida proteina de fusdo foi adicionalmente estabilizada por
tratamento com aquecimento.

25. Proteina de fusao de celulase de acordo com a reivindicagéo
1, caracterizada pelo fato de que a referida primeira celulase naturalmente
nao tem um CBD.

26. Proteina de fuséo de celulase de acordo com a reivindicacéo

1, caracterizada pelo fato de que o CBD foi anulado da referida primeira ce-



10

15

20

25

30

lulase.

27. Vetor de expressao, caracterizado pelo fato de que compre-
ende uma primeira sequéncia de polinucleotideo codificando uma primeira
sequéncia de aminoacidos opcionalmente modificada de um nucleo de celu-
lase derivado de uma espécie, e uma sequéncia de polinucleotideo codifi-
cando uma segunda sequéncia de aminoacidos opcionalmente modificada
de um ligante e/ou um dominio de ligag&o a celulose (CBD) derivado de ou-
tra espécie, e uma sequéncia de polinucleotideo que codifica uma regido de
jungéo conectando as referidas primeira e segunda sequéncias de aminoa-
cidos, a referida regido de jungdo com a seguinte férmula geral:

'A-B-°C-*D-°E-FF

em que

'A é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente 'A & Gly ou Val, mais preferivelmente Gly;

2B & selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, Phe, Val, Glu, Asp, Gin, e Asn; preferivelmente 2B é Pro, Gin, ou Glu;

3C é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Lys, Leu,
Pro, lle, Val, Ser e Thr; preferivelmente 3C ¢ lle;

“D é selecionado de um grupo consistindo em Gly, Ala, Leu, Pro,
lle, e Val; preferivelmente ‘De Gly ou Pro;

°E é selecionado de um grupo consistindo em Ser, Pro e Thr;
preferivelmente °E é Ser; e

°F & selecionado de um grupo consistindo em Ser, Thr ou esta
ausente, preferivelmente °F & Ser ou esta ausente; em que 'A esta ligado na
sequéncia de aminoacidos C-terminal do nicleo de celulase e °F esta ligado
na sequéncia de aminoacidos N-terminal do ligante e/ou dominio (CBD).

28. Vetor de expressao de acordo com a reivindicagao 27, carac-
terizado pelo fato de que a primeira sequéncia de polinucleotideo codifica
um nucleo de celulase neutro e a referida segunda sequéncia de polinucleo-
tideo codifica um ligante e/ou um dominio de ligacao a celulose (CBD) de
uma celulase acida.

29. Vetor de expressao de acordo com a reivindicagao 28, carac-
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terizado pelo fato de que a referida celulase neutra é derivada do género de
Melanocarpus, Humicola, Thielavia, Myceliophthora, Fusarium, Acremonium,
Chrysosporium, Thermoascus, Scopulariopsis, Myriococcum, Talaromyces
ou Chaetomium, preferivelmente de um Melanocarpus sp, mais preferivel-
mente de Melanocarpus albomyces.

30. Vetor de expressao de acordo com a reivindicagao 29, carac-
terizado pelo fato de que a referida celulase é celulase 20K de Melanocarpus
albomyces, celulase 50K, celulase 50KB ou um derivado dos mesmos.

31. Vetor de expresséao de acordo com a reivindicagéo 29, carac-
terizado pelo fato de que a referida celulase é CBHI de Thermoascus auran-
tiacus.

32. Vetor de expressdo de acordo com a reivindicagao 27, carac-
terizado pelo fato de que a referida celulase acida é derivada de Trichoder-
ma sp. ou Hypocrea, preferivelmente de Trichoderma reesei.

33. Vetor de expressao de celulase de acordo com a reivindica-
¢ao 27, caracterizado pelo fato de que a referida celulase neutra é a celulase
20K de Melanocarpus albomyces codificada pela SEQ ID NO: 1 ou um deri-
vado do mesmo, e a segunda sequéncia de aminoacidos é o ligante e/ou
CBD da celobio-hidrolase | de Trichoderma reesei codificada pela SEQ ID
NO: 3 ou um derivado do mesmo.

34. Vetor de expressao de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagBes 27 a 33, caracterizado pelo fato de que a referida primeira sequén-
cia de aminoacidos e/ou a referida segunda sequéncia de aminoacidos é
modificada.

35. Vetor de expressao de acordo com a reivindicagao 34, carac-
terizado pelo fato de que a referida segunda sequéncia de polinucleotideo
codifica uma sequéncia de aminoacidos selecionada de um grupo de SEQ
ID NO: 45, 46, 47 e 48.

36. Vetor de expressao de acordo com a reivindicagéo 34, carac-
terizado pelo fato de que a referida segunda sequéncia de polinucleotideo
codifica uma sequéncia de aminoacidos selecionada de um grupo de SEQ
ID NO: 49 e 50.
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37. Vetor de expressao de acordo com a réivindicagéo 34, carac-
terizado pelo fato de que o referido primeiro polinucleotideo codifica uma
sequéncia de aminoacidos selecionada de um grupo de SEQ ID NO: 37, 38,
39 e 40.

38. Vetor de expressao de acordo com a reivindicagéo 27, carac-
terizado pelo fato de que a referida primeira sequéncia de polinucleotideo
codifica uma celulase, a qual naturalmente nao tem um CBD.

39. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que compre-
endendo um vetor de expressdo como definido em qualquer uma das reivin-
dicacbes 27 a 38.

40. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagéo 39, carac-
terizada pelo fato de que € de origem fungica.

41. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagéo 40, carac-
terizada pelo fato de que pertence ao fungo filamentoso.

42. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagéao 40 ou 41,
caracterizada pelo fato de que pertence ao género Trichoderma ou Aspergil-
lus.

43. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagao 42, carac-
terizada pelo fato de que é Trichoderma reesei.

44. Processo para a produgéo de uma proteina de fusio de celu-
lase como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 26, caracteriza-
do pelo fato de que compreende as etapas de cultivar a célula hospedeira,
como definida em qualquer uma das reivindicagbes 40 a 43, e a recuperacéo
da proteina do meio de cultura.

45. Preparacao de enzima, caracterizada pelo fato de que com-
preendendo uma proteina de fuséo de celulase como definida em qualquer
uma das reivindica¢bes 1 a 26.

46. Processo para desbotamento, caracterizado pelo fato de que
compreende a etapa de adicionar uma proteina de fusao de celulase como
definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 26, ou a preparagao como
definida na reivindicagdo 45 a pecas de vestuario ou tecido contendo algo-

dao.
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47. Processo de acordo com a reivindicagdo 46, caracterizado
pelo fato de que o tecido ou pegas de vestuario € um tecido grosseiro.

48. Processo para bioacabamento, caracterizado pelo fato de
que compreende a etapa de adicionar uma proteina de fusdo de celulase
como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 26, ou a preparagéo
como definida na reivindicagdo 45 para materiais téxteis como tecidos ou
pecas de vestuario ou fios.

49. Processo de acordo com a reivindicagdo 48, caracterizado
pelo fato de que os materiais téxteis sdo produzidos a partir de celulose na-
tural contendo fibras ou fibras contendo celulose domésticas ou sdo misturas
destes.

50. Processo de acordo com a reivindicagdo 48, caracterizado
pelo fato de que os materiais téxteis sdo misturas de fibras sintéticas e de
fibras contendo celulose.

51. Composi¢éo detergente, caracterizada pelo fato de que
compreende uma proteina de fuséo de celulase como definida em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 26, ou a preparagao de enzima como definida na
reivindicagao 45 e adjuvantes, tais como agentes ativos de superficie, ten-
soativos, agentes alvejantes ou abrasivos.

52. Método de tratamento de fibra celulésica, contendo material
téxtil, caracterizado pelo fato de que o referido método compreende o conta-
to do referido material téxtil com a composicao detergente como definida na
reivindicagdo 51. '

53. Método para tratar fibra ou polpa derivada de madeira, ca-
racterizado pelo fato de que compreende a etapa de adicionar uma proteina
de fuséao de celulase como definida em qualquer uma das reivindicagbes 1 a
26 ou a preparagao como definido na reivindicagao 45 para polpa quimica ou
mecéanica derivada de madeira ou fibra secundaria.

54. Método para melhorar a qualidade de ragao animal, caracte-
rizado pelo fato de que compreende o tratamento do material vegetal com
uma proteina de fusao de celulase como definida em qualquer uma das rei-

vindicagdes 1 a 26 ou a preparagdo como definido na reivindicagdo 45.
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RESUMO

Patente de Invengdo: "PROTEINA DE FUSAO DE CELULASE, SEU PRO-
CESSO DE PRODUGAO E COMPOSIGAO DETERGENTE CONTENDO A
MESMA, VETOR DE EXPRESSAO, CELULA HOSPEDEIRA, PREPARA-
GAO DE ENZIMA, PROCESSOS PARA DESBOTAMENTO E PARA BIO-
ACABAMENTO E METODOS DE TRATAMENTO DE FIBRA CELULOSICA
CONTENDO MATERIAL TEXTIL, PARA TRATAR FIBRA OU POLPA DE-
RIVADA DE MADEIRA E PARA MELHORAR A QUALIDADE DE RAGAO'
ANIMAL".

A presente invengao fornece novas proteinas de fuséo de celu-
lase, preparagdes de proteinas de fuséo de celulase e composicdes de pro-
teinas de fusé@o de celulase. A presente invencgao se refere ainda a vetores
de expresséo de celulase, células hospedeiras expressando celulase e mé-
todos para preparar tais vetores e células. Os usos de celulases, prepara-
¢coes de celulase e composi¢des de celulase nas industrias téxtil, de deter-
gente, polpa e papel também sao fornecidos.
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