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CELULOSICO, USO DO MESMO, PREPARAGAO DE ENZIMA, USO
DA MESMA, POLIPEPTIDEO, USO E METODO DE PREPARAGCAO
DO MESMO. A presente invengéao refere-se a produgéo de hidrolases
de agucar a partir de material celulésico. O método pode ser usado,
por exemplo, para produzir aglicares fermentaveis para a producgéo de
bioetanol a partir de material lignocelulésico. Sdo descritas as enzimas
lighocelulésicas e sua produgdo por tecnologia recombinante, bem
como os usos das enzimas e preparag¢des de enzima.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "METODO
PARA TRATAR MATERIAL CELULOSICO, USO DO MESMO, PREPARA-
CAO DE ENZIMA, USO DA MESMA, POLIPEPTIDEO, USO E METODO
DE PREPARACAO DO MESMO".
Campo da Inveng¢ao ‘

A presente invengdo refere-se a produc}éo.de hidrolisados de
agucar de materi'z‘al celuldsico. Mais precisamente a invengao refere-se a.
producdo rle -agucares fermentados _de_'mat_erial lignoceluldsico por Conver_—

' sdo enzimatica. Os agucares fermentados sdo Uteis, por exemplo, na produ-

cao de bioetanol ou para outros fins. Especificamente, a presente invengao
refere-se a um método para tratar material celulésico com celobioidrolase,
e'ndoglicanase', beta-glicosidase, e opcionalmente xilanase, e as prepara-
¢cOes de enzimas e aos empregos das mesmas. A invengao refere-se, adi-
cionalmente, aos novos polipebtl’deos celuldsicos, polinucleotideos codifi-
cando os mesmos e aos vetores e células hospedeiras contendd os polinu-
cleotideos. Ainda, adicionalmente, a invengao refere-se aos usos dos poli-

_ peptideos e a um método de preparagdao dos mesmos.

Antecedentes da Invencao ‘

~ Os hidrolisados de agucar podem ser usados para produgao mi-
c'ro_biana de uma variedade de substancias quimicas finas ou biopolimeros,
tais como, acidos organicos, por exemplo, acido lactico ou etanol ou outros
alcoois, por exemplo, n-butanol, 1,3-propanodiol ou poliidroxialcén’oatos_
(PHAs). Os hidrolisados de agucar podem também servir como matéria-

~ prima para outros processos nao microbianos, por exemplo, para enriqueci-

mento, isolamento e purificagao de agucares de valor alto ou varios proces-
sos de polimerizagdo. Um dos maiores empregos dos hidrolisados de agucar
é na prddu¢éo dos biocombustiveis. A produgdo de bioetanol e/ou outras
substancias quimicas pode acontecer em um processo integrado em uma
refinaria (Wyman 2001). ‘

As fontes Iimitadés de combustiveis fésseis e as crescentes
quantidades de CO; liberadas dos mesmos e que causam o fendmeno de
estufa vém elevando a necessidade do emprego de biomassa como uma
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fonte de energia limpa e renovavel. Uma tecnologia alternativa e promissora
é a produgéo de biocombustiveis, isto €, etanol, de materiais ceIuIésiAcos.' No
setor de transporte, os biocombustiveis estdo sendo a unica opgao, que po-
deria reduzir as emissdes de CO, em uma ordem de grandeza. O etanol po-
de ser empregado nos veiculos e sistemas de distribuicdo existentes e assim
nao requer investimentos de infra-estrutura caros. Os agucares derivados de
ma»térias-primas'Iign‘oce’.lulésicés renovaveis podem também ser usados co-
mo matérias-primas para uma variedade de produtos quimicos que podem
substituir as substancias quimicas a base de petréleo.

7 A maior parte dos carboidratos em plantas esta na forma de lig-
nocelulose o que consiste essencialmente em celulose, hemicelulose, pecti-
na e lignina. Em um processo de Iignocelulose-em-étanol, o material lignoce-
lulésico é primeiro pré-tratado tanto‘-quimica quanto fisicamente, de modo a

tornar a fragdo celulésica mais acessivel a hidrélise. A fragdo celulésica é
entdo hidrolisada para obter agucares que podem ser fermentados por leve-.

dura em etanol. A Iign’ina é obtida como Co-produto principal que pode ser

- usado como um combustlvel SO|IdO

Os custos de produgao do bioetanol sdo altos e o rendlmento de
energla é balxo e existem pesquisas constantes para tornar o processo mais
econdémico. A hndrohse enzimética é considerada a tecnologia mais promis-

'sora para conversdo da biomassa celulésica em aglcares fermentaveis.

Conduto, a'hidfélise enzimética é empregada apenas a uma quantidade limi-
tada em escala ‘indust.rial e especialmente quando se emprega material for-
temente lignificado, tal como madeira ou residuo agricola, a tecnologia nao é
satisfatéria. O custo da etapa enzimatica é um de fatores econdmicos princi-
pais do processo. Foram feitos esforgos para aperfeicoar a eficécia da hidré-
lise enziméﬁca do material celulésico (Badger 2002).

o A patente US 2002/019 2774 A1 descreve um processo conti-
nuo para conversao da biomassa lignocelulésica em produtos combustiveis.
Apés pré-tratamento por oxidagdo a umido ou explosdo de vépor, a biomas-
sa é parcialmente separada em celulose, hemicelulose e lignina, e é entédo
submetida a hidrdlise parcial usa_r_\do uma ou mais enzimas de carboidrase
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(EC 3.2). Celluclast®, um produto comercial da Novo Nordisk A/S contendo
atividades de ceiulase e xilanase é fornecido como um exemplo. A

A pat_ehte US 2004/000 5674 A1 descreve novas misturas de
enzima que podem ser empregadas diretamente no substrato de lignocelulo-
se, pelo que, os produtos residuais toxicos formados durante os processos
de pré-tratamento podem ser evitados, e a energia pode ser poupada. A mis-
tura de enzima sihergistica contém uma celulase e uma enzima auxiliar, tal

como, celulase, xilanase, ligninase, amilase, protease, lipidase ou glicuroni-

"dase ou qualquer combinagdo das mesmas. A celulase é considerada como

incluido endoglicanase (EG), beta-glicosidase (BG) e celobioidrolase (CBH).
Os exemplos ilustram o uso de uma mistura de Trichoderma xilanase e pre-

parag¢des de celulase.

Kurabi e outros (2005) investigaram hidrdlise enzimatica de ex-
plosdo de vapor e organossolve etanol-pré-tratado Douglas-fir por novas ce-
lulases de fungo comerciais. Eles testaram duas preparagoes de; Trichoder-
ma reesei celulase comerciais e duas preparagbes novas produzidas por

~cepas mutantes de Trichoderma sp. e Penicillium sp. A preparagé'o de Tri-
‘ choderma sp. mostrou desempenho significativamente melhor que o das

outras preparagbes. Acredita-se que o melhor desempenho foi pelo menos
dévido em parte a uma atividade de beta-glicosidase significativamente mhi-
or, o que alivia a inibicao da prbdug:éo de celobioidrolase e endoglicanase.

A Pétente US 2004/005 3373 A1 refere-se a um método para

conversdo de celulose em glicose por tratamento de um substrato lignocelu-

lésico tratado com uma mistura enzimatica compreendendo celulase e uma

celobioidrolase | modificada (CBHI!). A CBHI foi modificada por inativagao de
seu dominio de ligagao de celulose (CBD). Vantagens da modificagdao de
CBHI s3o, por exemplo, melhor recuperagéo e taxa de hidrolase maior com
alta cbncentragéo de substrato. A celulase é selecionada do grupo consistin-
do em EG, CBH e BG. A CBHI é obtida preferivelmente do Trichoderma. o
A Patente US 2005/016 4355 A1 descreve um método para de-
gradar o material lignocelulésico com uma ou mais enzimas celulésicas na

presenga de pelo menos um agente tensoativo. Enzimas adicionais, tais co-



10

_1’5

20

25

30

mo, hemicelulases, esterase, peroxidase, protease, lacase ou mistura das
mesmas podem também ser usadas. A presenga de agente tensba_tivo au-
menta a degradagdo do material lignocelulésico em comparagdo a auséncia
do agente tensoativo. As enzimas celuldsicas podem ser qualquer enzima
envolvida na degradagéo da lignocelulose incluindo CBH, EG e BG.

Existem inimeras publicagdes revelando varias celulases e he-
micelulases. | | |

Celobioidrolases (CBHs) sdo reveladas, por exemplo, no WO
03/000 941, que refere-se as enzimas CBHI obtidas de varios fungos. Nao &

provida qualquer propriedade fisiologica das enzimas, nem quaisquer exem-

plos de seus empregos. Hong e outros (2003b) caracterizam CBHI de Ther-

moascus aurantiacus produzidos por levedura. As éplicagées da enzima nao .
sao descritas. Tuohy e outros (2002) descreve trés formas de celobiohidrola-

ses de Talaromyces emersonii.

Endoglicanases da familia cel5 (EGs fam 5) sdo descritas, por
exemplo, no WO 03/062.409, que refere-se as composi¢bes compreendendo

_ pelo menos duas enzimas termoestaveis para uso em aplicagoes de alimen-

tagéo. Hong e outros (2003a) descrevem a produgdo de endo-8-1,4-
glicanase termoestaveis de T. aurantiécus em levedura. Nenhuma aplicagao
é explicada. O WO 01/70998 refere-se as B-glicanaSes de Talaromyces. Elas

também descrevem B-glicanases de Talaromyces emersonii. Aplicagbes em

alimentos, "supriment'os, bebidas, cervejaria e detergentes séo discutidas.
A lignose da lignocelulose ndo é mencionada. O WO 08/06 858 descreve
beta-1,4-endoglicanase de Aspergillus niger e revela aplicagbes da enzima:
em alimentos e Suprimentos. O WO 97/12853 revela métodos pafa classifi-
cagdo de fragmentos de DNA codificando enzimas em bibliotecas de DNAc.
A bibliofecé de DNAc tem origem em levedura ou fungos, preferivelmente
Aspergillus. A enzima é preferivelmente uma celulase. Van Petegem e ou-

tros (2002) descrevem a estrutura tridimensional de uma endoglicanase da |
familia cel5 de Therrhoascus aurantiacus. Parry e outros 920’02) descrevem
o modelo de agdo de uma endoglicanase da familia cel5 de Thermoascus

aurantiacus.
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As endoglucanases da familia cel7 (EGs fam 7) sao reveladas,
por exemplo, no- US 5.912.157, que refere-se a endoglicanase de Myce/iph-
thora e seus homélogos e aplicagbes da mesma em detergente, téxteis e
polpas. A Patente US 6.071.735 revela celulases exibindo alta atividade de .
endoglicanase em condi¢des alcalinas. Os usos comodetergente, na polpa
e papel e aplicagdes téxteis séo revelados. O bioetanbl ndo é mencionado. A
Patente US 5.763.254 revela enzimas de degradagdao de celulo-
se/hemicelulose e possuindo residuos de aminoacido conservados em CBD.

Endoglicanases da familia celd5 (EGs fam 45) sio descritas, por
exemplo, na Patehte US 6.001.639, que refere-se as enzimas possuindo

atividade endoglicanase e possuindo duas sequéncias de aminoacido con-

servadas. O uso em téxteis, detergentes e aplicagdes em polpa e papel sdo

geralmente revelados e o tratamento de material lignocelulésico € mencio-
nado, porém nao sdo fornecidos exemplos. O WO 2004/053039 refere-se as
aplicagOes detergentes das endoglucanases. A Patente US‘5.958.082 des-
creve o uso de endoglicanase, especialmente de Thielavia terrestris em apli-
cacgoOes téxteis. A Patente "EP 0495258 refere-se as composigoes .deterg'en-
tes contendo Humicola celulasé. A Patente US 5.948.672 descreve a prepa-
ragao de celulase contendo ehdoglicanase, especialmente de Humicola e
séu emprego em aplicagoes téxteis e polpa. A hidrélise da lignocelulose nao

€ mencionada.

Uma pequena quantidade de beta-glicosidade (BG) melhora a

hidrélise da biomassa para glicose por hidrélise da celobiose produzida por

celobioidrolases. A conversao da celobiose em glicose é geralmente a etapa

de limitacdo de taxa maior. As beta-glicosidades sao reveladas, por exem-
plo, na Patente US 2005/021 4920, que refere-se.ao BG de Aspergillus fumi-
gatus. A enzima foi produzida em Aspergillus oryzae e Trichoderma reesei.
o usb da enzima na degradacgdo da biomassa ou aplicagdes detergentes é
discutido de modo geral, porém nao exemplificado. O WO 02/095 014 des-
creve uma enzima de Aspergillus oryzae poséuindo atividade de célobiase.'
O uso na producéo de etanol a partir da biomassa é discutido de modo geral,
porém nao exemplificado.A O WO 2005/074656 revela polipeptideos possuin-
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do atividade de melhora celuldsica derivada, por exemplo, de T. aurantiacus,
A. fumigatus; T. terrestris e T. aurantiacus. O WO 02/26979 revéla_ proces-
samento enzimatico de material de planta. A Patente US 6.022.725 descreve
a clonagem e ampliagéo do gene de beta-glicosidade do Trichoderma réesei
e a Patente US 6.103.464 descreve um método para detectaf o DNA codifi-
cando uma beta-glicosidade de um fungo filamentoso. Nenhum exemplo de
aplicagdo é fornecido. | | | |

As xilanases sao descritas, por exemplo, no FR2786784, que re-
fere-se a uma xilanase estavel em calor, Gtil por exemplo, no tratamento de
suprirhentos paré animais e na fabricagao de paes. A enzima é derivada de

-um fungo termofilico, especificamente do género Thermoascus.

A Patente US 6.197.564 descreve enzimas possuindo atividade
xilanase e obtidas de Aspergillus aculeatus. Sua aplicacao na fabricagao de

' paes é exemplificada. O WO 02/24926 refere-se as xilanases de Talaromy-

ces. Sao fornecidos exemplos de alimentos e de fabricagdo de paes. O WO
0'1'/4‘_2433 revelam xilanase termoestavel de Talaromyces emersonii para uso
em aplica¢des de alimentos e suprimentos. _

| As enzimas celulésicas melhor investigadas e aplicadas mais
amplamehte de origem de fungoé foram derivadas de Trichodeimé reesei (a
anamorfa da Hypocrea jecorina). Consequentemente tam_bém,' a maioria das

_celulases de fungos disponiveis comercialmente é derivada de Trichoderma

reesei. Contudo, a maioria das celulases de fungos menos conhecidas néo

foi aplicada nos processos de importancia pratica, tais como, na degradagao
do material celuldsico, incluindo lignocelulose.

Existe uma necessidade continua de novos métodos de degra-
dagao de substratos celulésicos, especificamente substratos lignocelulési-

cos, e para novas enzimas e misturas de enzimas que melhoraram a eficacia

da degradagao. Existe também a necessidade de processos e enzimas que

trabalhem em temperaturas altas, assim permitindo o emprego de maior con-
sisténcia da biomassa e conduzindo a concentragdes maiores de agucar €
etanol. Essa abordagem podem conduzir a economia significativa nos custos

de energia e investimentos. A temperatura alta também diminui o risco de
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contaminacao durante a hidrélise. A presente invencao tem como objetivo
satisfazer pelo menos partes dessas necessidades. | '
Breve Descricao da Invencgéao

Foi verificado surpreendentemente que as enzimas celuldsicas e .
especialmente as celobioidrolases obtidas de Thermoascus aurantiacus, A-

cremonium thermophilum ou Chaetomium thermophilum sé&o especificamen-

" te uteis na hidrélise de material celuldésico. Além das celobioidrolases, es- -

ses fungos possuem endoglicanases, beta-glicosidades e xilanases que sdo

" muito apropriadas para degradacdo de material celulésico. As enzimas sdo

cineticamente muito eficazes sobre uma ampla faixa de temperaturas e em-
bora elas tenham atividade muito alta em temperaturas altas, elas também
sdo muito eficientes em temperaturas de hidrélise padréo. Isso as torna ex-
tremamente bem apropriadas aos varios processos de hidrélise de substrato
celuldsico realizados em tempefaturas convencionais e temperaturas eleva-
das. ’ |

A presente inyengéo prové um método para tratamento de mate-
rial celulésico com celobioidrolase, endoglicanase e beta—g_licosidase, pelo
quev a celobioidrolasé compreénde uma sequéncia de aminoacidos possUin-
do pelo menos 80% de identidade com relagdo as SEQ ID N°*: 2, 4, 6 ou 8
du_com relagao a um fragmento enzimaticamente ativo da mesma. -

A invengdo prové adicionalmente, uma preparagdo de enzima
compreendendo celobioidrolase, endoglicanase e beta-glicosidase, bnde a
celobioidrolase compreende uma sequéncia de aminoacido possuindo pelo

- menos 80% de identidade com relagéo as SEQ ID N°: 2, 4, 6 ou 8 ou com

relagao a um fragmento enzimaticamente ativo da mesma.

O uso da preparagao de enzima para degradar material celuldsi-
co tambem € provido, bem como o 'uso do material em um processo para
preparagao de etanol a partir de material celulésico.

A invencao também refere-se a um polipeptideo compreenden-

- do um fragmento possuindo atividade celulésica e sendo selecionado do

grupo consistindo em:
a) um polipeptideo compreendendo uma seqliéncia de aminoa-
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cido possuindo pelo menos 66% de identidade com relagdo a SEQ ID N2:4,
79% de identidade com relagao a SEQ ID N2:6, 78% de identidade com rela-
¢do a SEQ ID N2: 12, 68% de identidade com relagdo a SEQ ID N2 14, 72%
de identidade com relagdo a SEQ ID N2 16, 68% de identidade com relagdo
a SEQ ID N2:20, 74% de identidade com relacdo a SEQ ID N222 ou 24, ou
78% de |dent|dade com relagao a SEQ ID N2:26;

b) uma variante de a) compreendendo um fragmento possumdo
atividade celulésica; e _ '

c) um fragmento de a) ou b) possuindo atividade celuldsica.

Um ObjetIVO adicional da invengédo € um pollnucleotldeo isolado

: selecnonado do grupo consistindo em:

a) uma sequéncia de nucleotldeo das SEQ ID N2 3 5, 11, 13,
15, 19, 21, 23 ou 25, ou uma sequenma codificando um polipeptideo da rei-

vindicagao 35;

b) um filamento complementar de a) _

_ c) um fragmento de a) ou b) compreendendo’pe'lo menos 20 nu-
cleotideos; e
| d) uma sequéncia que se degenera como resultado do codlgo'
genetlco em qualquer uma das sequéncias conforme definido em a), b) ouc).

A mvengao ainda prové, adicionalmente, um vetor, que compre-

“ende o polinucleotideo como uma seqtiéncia heteréloga, e uma célula hos-

pedeira cofmpfeendéndo o dito vetor. Cepas de Escherichia coli possuindo

‘numero de acesso DSM 16728, DSM 16729, DSM 17324, DSM 17323, DSM

17729, DSM 16726, DSM 16725, DSM 17325 ou DSM 17667 estao também
incluidas na invengao. '

Outros objetivos da invengdo sdo preparagdes enzimaticas
compreéndendo pelo menos um dos novos polipeptideos e o uso. do dito

polipeptideo ou preparagdo de enzima no combustivel, téxtil, detergente,
polpa e papel, alimentos, suprimentos ou industria de bebidas.

Tambem é provido um método adicional para preparag:ao de um
polipeptideo compreendendo um fragmento possuindo atividade celulésica e

sendo selecionado do grupo consistindo em:
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a) um polipeptideo corhpreendendo uma sequéncia de aminoa-
cido possuindo pelo menos 66% de identidade com relacdo a SEQ ID N 4
79% de identidade com relagao a SEQ le N2: 6, 78% de identidade com re-
lacdo a SEQ ID N2 12, 68% de identidade com relagdo a SEQ ID N2 14,
72% de identidade com relagdo a SEQ ID Ne: 16, 678% de identidade com |
relagdo a SEQ ID N2: 20, 74% de identidade com rela'gé_o'é SEQ ID N2:22 ou
24, ou 78% de :idé-ntidade com relagdo a SEQ ID N°: 26; ‘

b) uma variante de a) compreendendo um fragmento possuindo

" atividade celulésica; e

c) um fragmento de a) ou b) possuindo atividade celuldsica,

o dito método compreendendo tfansformagéo de uma célula
hospedeira com.um vetor codificando o dito polipeptideo, e cultivo da célulé
hospedeira sob condigcbes que permitem expressao do dito polipeptideo, e
opcionalmente recuperacgao e pLjrificagéo do polipeptideo produzido. - |

. Também ainda é provido um método para tratamentd de materi-
al celulésico com um meio de cultivo gasto de pelo menos um microorga-

nismo capaz de produzir um polipeptideo conforme definido‘acirria, onde o

- 'método compreende reagdo do material celulésico com o meio de cultura

gasto para obter o material celulésico hidrolisado.
Concretizagdes especnflcas da mvengao sdo estabelecudas nas

reivindicagoes dependentes

-Outros objetivos, detalhes e vantagens da presente mvengao fi-

cardo claros dos desenhos que se seguem, descri¢do detalhada e exemplos.

- Breve Descricao dos Desenhos

Figura 1. Dependéncias de temperatura das atividades de celu-
lase e beta-glicosidase nos sobrenadantes das seis cepas de fungos testa-
das. O témpo de incubacgéo no ensaio foi de 60 minutos na temperatura da-
da, o‘pH do' ensaio era de 5,0 (atividade de MUL) ou 4,8 (CMCase ou BGU). |
A atividade obtida a 60°C ¢ estabelecida como a atividade relativa de 100%.

- A) Thermoascus aurantiacus ALKO4239, B) Thermoascus aurantiacus AL-
- KO4242, C) Acremonium thermophilum ALKO4245, D) Talaromyces thermo-

philus ALKO4246, E) Chaetomium thermophilum ALKO4261, F) Chaetomium
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thermophilum ALKO4265.

» Figura 2. llustragao esquematica dos cassetes de expresséo u-
sados na transformac&o dos protoplastos de Trichoderma reesei para produ-
¢ao de proteinas de fungos recombinantes. Os genes recombinantes Aésta-
vam sob controle do promotor (cbh1 prom) de T. reesei (cel7A) e a termina-
¢ao da transcricdo foi garantida por emprego da sequéncia terminadora T.
reesei cbh1 (termo cbhi). O gene amds foi incluido como um marcador de
transformacéo. B - |
Figura 3. A) pH étimo das preparagdes de proteina CBH/Cel7
recombinantes do Thermoascus aurantiacus ALKO4242, Chaetomium ther-

-mophilum ALKO4265 e Acremonium thermophilum ALKO4245 determinado -

em 4-metilumbeliferil-B-D-lactosideo (MUL) a 50°C, 10 minutos. 'Os resulta-
dos sao fornecidos como média (+ 'SD)Vde trés medigOes separadas. B) Es-

 tabilidade térmica das prepa-ragées de proteina CBH/Cel7 recombinantes a

partir de Thermoascus aurantiacus ALKO4242, Chaetomium thermophilum
ALKO4265 e Acremonium thermophilum ALKO4245 determinada no 5-
metilumbeliferil-B-D-lactosideo (MUL) em pH 6timo por 60 minutos. Os resul-
tados sdo fornecidos como média (£ SD) de trés medi¢cbes separadas. Am-
bas re_'agées continha BSA (100 pg/mL) como um estabilizador. -

FigUra 4. Hidrdlise de celulose cristalina (Avicel) por celobi-

~oidrolases recombinantes purificas a 45°C. Concentragao do substrato 1%

(p'eso/volume); pH 5,0, concentragdo de enzima 1,4 pM. A) Celobioidrolases

‘abrigando um CBD, B) celobioidrolases (nucleo) sem um CBD.

Figura 5. Hidrélise de celulose cristalina (Avicel) por celobioidro-
lases recombinantes purificadas a 70°C. A concentragdo de substrato 1%
(peso/volume), pH 5,0, concentragao da enzima 1,4 uM. A) celobioidrolases
abrigando um CBD, B) celobioidrolases (nucleo) sem um CBD.

Figura 6.A) A dependéncia do pH da atividade de EG-40/Cel45A

de Acremonium, semelhante a EG-40/Cel45B e de EG-28/Cel5A de Ther-

moascus produzidos heterologamente foi determinada com substrato CMC
em uma reagdo de 10 minutos a 50°C. B) A temperatura 6tima de EG-
40/Celd5A de Acremonium, semelhante a EG-40/Cel45B e de EG-28/Cel5A
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de Thermoascus, foi determinada em pH 5,5, 4,8 e 6,0, respectivamente. A
reagao contendb CMC como substrato foi realizada por 60 minutoé, exceto
para EG-28/Cel5A por 10 min. BSA (100 pg/mL) foi adicionado como um
estabilizador. : ,
Figura 7.A) A dependéncia do pH da atividade de BG-101/Cel3A
de Acremonium, BG-76/Cel3A de Chaetomium produzidos heterologamente

e de BG-81/Cel3A de Thermoascus produzidos heterologamente foi deter-

‘minada com substrato de 4-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo em uma reagédo
" de 10 minutos a 50°C. B) A temperatura 6tima de BG-101/Cel3A de Acremo-

nium, BG-76/CeI3A Chaetomium, e BG-81/Cel3A de Thermoascus foi deter-
minada em pH de 4,5, 5,5 e 4,5, respectivahﬁente. A reagao contendo 4-
hitrofeniI-B-D-incopiranosn’deo como substrato foi realizada por 60 min, 'BSA
(100 pg/mL) foi édicionado como um estabilizador.

Figura 8.A) A dependéncia de pH da atividade da xilanase de
XYN-30/Xyn10A de Thermoascus produzido heterologamente foi determina-
da com substrato de xilana de bétula em uma reagdo de 10 minutos a 50°C.
B) A temperatura 6tima d'é XYN-30/Xyn10A foi determinada em pH 5,3 em

~ uma reagéao de 60 minutos, BSA (100 ng/mL) foi adicionado como um estabi-

lizador. _ _
' Figura 9. Hidrdlise de fibra de spruce éxplodida em vapor '(10
mg/mL) com uma mistura de enzimas termofilicas (MISTURA 1) e enzimas
de T. reesei a 55 e 60°C. A dosagem da enzima é fornecida por FPU/ga de
matéria seca do substrato, FPU ensaiada a 50°C, pH 5. A hidrélise foi reali-

~ zada por 72 horas em pH 5, com mistura. Os resultados sdo fornecidos co-

mo uma média (£SD) de trés medigdes separadas.
Figura 10. Hidrdlise de palha de milho explodido em vapor (10

“mg/mL) com uma mistura de enzimas termofilicas (MISTURA 2) e enzimas

de T. reesei a 45, 55 e 57,5°C. A dosagem da mistura foi para "MISTURA 2"
de 5 FPU/g de matéria seca do substrato e para enzimas de T. reesei de 5
FPU/g de matéria seca Celluciast suplementada com 100 nkat/g de matéria
seca Novozym 188 (a atividade do papel filtro foi ensaiada a 50°C, pH 5). A
hidrélise foi realizada por 72 horas em pH 5, com mistura. Os resultados sao
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fornecidos como a média (xSD) de trés medi¢des separadas. O substrato
continha agucares de redugéo soluveis (cerca de 0,7 mg/mL). Esse teor do
agucar de base foi subtraido dos agucares de redugéo formados durante a
hidrolise. | | |

' Figura 11. Hidrélise de palha de milho explodido- em vapor (10
mg/mL) com uma mistura de enzimas termofilicas contendo uma nova xila-
nase termofilica de Theﬁrmoasbus aurantiacus (MISTURA 3) e enzimas de T.
reesei a 45, 55 e 60°C. A dosagem da enzima foi para "MISTURA 3" dé 5
FPU/g de matéria seca do substrato e para énzimas de T. reeseide 5 FPU/g
de rhatéria seca‘CeIIucIast suplementada cdm 100 nkat/g de matéria seca

-Novozym 188 (a atividade do papél filtro foi ensaiada a 50°C,'pH 5). A hidré- -

lise foi realizada por 72 horas em pH 5, com mistura. Os resultados sao for-
necidos como a média (+SD) de trés médigées separadas. O substrato con-

~ tinha agucares de reducao sollveis (cerca de 0,7 mg/mL). Esse teor do agu-

car de base foi subtraido dos aclcares de redugdo formados durante a hi-
drélise. | _ ' |
Figura 12. Hidrdlise de fibra de espruce explodida em vapor (10
mg/mL) com uma mistura de enzimas termofilicas contendo uma nova xila-
nase termofilica XYN-30/Xyn1OA'de Thermoascus aurantiacus (MIST URA 3)
e enzifnas de T. reesei a 45, 55 e 60°C. A dosagem da enzima para a "MIS-

“TURA 3" foi de 5 FPU/g de matéria seca de substrato e para as enzimas de

T. reesei de 5 FPU/g de matéria seca Celluclast suplementada com 100

‘nkat/g de matéria seca Novozym 188 (a atividade do papel filtro foi ensaiada

a 50°C, pH 5). A hidrdlise foi realizada por 72 horas em pH 5, com mistura.
Os resultados sdo fornecidos como a média (+SD) de trés medic;éés separa- |
das. :

| Figura 13. O efeito da glicose na atividade das diferentes prepa-

ragdes de B-glicosidase. O ensaio padrdao usando p-nitrofenil-B-D-

glicopiranosideo como substrato foi realizado na presenga de glicose na mis-
tura de ensaio. A-atividade € apresentada como porcentagém da atividade
obtida sem glicose. |

| Figura 14. Atividades de FPU das misturas de enzima em tem-
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peraturas de 50°C a 70°C, ap_resehtadas como uma porcentagem da ativi-
dade sob condi¢bes padrao (50°C, 1 hora). _ |
Figur_a'15. A atividade de celulase relativa de duas cepas diferen-
tes de T. reesei crescidas em meio contendo Nutriose ndo tratada (NO) ou Nu-.
triose pré-tratada com BG-81/Cel3A (NBG81) como uma fonte de carbono.
Descricao Detalhada da Invengéo , |
A celulose é o maior componente estrutural das plantas superio-

res. Ela prové as células da planta com resisténcia a tensdo ajudando as

" mesmas a resistirem ao estresse mecanico e pressdo osmotica. A celulase é

um composto B-1,4-glicano de cadeias lineares de residuos de glicose uni-
dos por ligagdes B-1,4-glicosidicas. A celoblose a menor unidade de repe- .
ticdo da celulose. Nas paredes das células, a celulose é embalada em folhas
orientadas de varios modos, que sao envolvidas em uma matriz de hemice-
lulose e lignina. A hemicelulosé é um grupo heterogéneo de polimeros de
carboidrato contendo principalmente glicanos, xilanos e mananos. diferentes.
A hemicelulose consiste em uma estrutura linear com residuos ligados em f3-
1,4 substituidos por cadeias laterais curtas geralmente contendo éCetila,'in-
curbnila arabinosila ve galactosila. A hemicelulose pode ser ligada quimica-
mente a lignina. A lignina é um polimero reticulado e complexo de unldades
de_p—hldroxﬁenllpropam substituido de varias formas que prové resisténcia a
parede da célula de modo a suportar o estresse mecéanico e também prote-
ger a celulose da hidrélise enzimatica. B

A lignocelulose é uma combinagéo de celulose e hemicelulose e

- polimeros de unidades de propanol e lignina. Ela é fisicamente dura, densa e

inacessivel e o material bioquimico mais abundante na biosfera. Os materi-
ais contendo lignocelulose sao por exemplo: lascas de madeira dura e ma-
deira macia, polpa de madeira, serragem e lixo florestal e industrial de ma-

deira; biomassa agricola como palhas de cereais, polpa de beterraba, patha
de milho e cobs, bagago da cana de agucar, caules, folhas, cdlices, cascas e
semelhantes; produtos resnduals tais como, lixo sélido municipal, jornais e
lixo produzido por escritérios, residuo industrial e por exemplo de graos; co-

Ilheitas de energia dedicada (por exemplo, salgueiro, choupo, graminea do
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tipo switchgrass nativa da América do Norte, alpiste, e semelhantes). Exem-
plos preferidos s&o palha de milho, graminea do tipo "Switchgrass_" nativa da
América do Norte, palha de cereais, baga¢o da cana-de-agucar e materiais
derivados de madeira. ‘

' "Material celuldésico” conforme usado aqui, refere¥se a qualquer
material compreendendo celulose, hemicelulose e/ou lignocelulose como um
componente sighificativo. "Matérial lignoceluldsico" significa qualquer materi-
al compreendendo IighoCelquse. Tais materiais sdo, por exemplo, materiais
de planta tais como, madeira incluindo madeira dura e madeira macia, plan-
tas herbéceas, residuos agricolas, residuos de polpa e madeira, papel resi-

~dual, residuos da industria alimenticia e de suprimentos, etc. As fibras téx-

teis, tais como, algodao, fibras derivadas de algodao, linho, cdnhamo, juta e
as fibras celulésicas fabricadas pelo- homem como, modal, viscose, liocel sdo

exemplos especificos de materiais celulésicos.

O material celuldsico é degradado na natureza por varios orga-
niSm_os incluindo bactérias e fungos. A celulose é tipicamente degradada por
diferentes celulases agindo Seqﬁ_encial ou simultaneamente. A conversao
bioiégica em glicose geralmente requer trés tipos de enzimas hidroliticas: (1)
Endoglicahases que cortam as -|iga96e»s internas beta-1,4-glidosidicas; 2
Exocelobioidrolases que cortam a celobiose de dissacarideo da extremidade

"da cadeia de polimero de celulose; (3) Beta-1,4-glicosidases que hidrolisam

a celobiose e outros celo-oligossacarideos curtos em glicose. Em outras pa-

lavras, os trés maiores grupos de celulases sao celobioidrolases (CBH), en-

doglicanases (EG) e beta-glicosidases (BG). .

A dégradagéo dos substratos contendo celulose mais Complexos'
requer uma ampla faixa de varias enzimas. Por exemplo, a lignocelulose é
degra_dé pdr hemicelulases, como xilanases e mananases. A hemicelulase é

‘uma enzima que hidrolisa a hemicelulose.

_ "Enzimas celuldésicas" sdo enzimas possuindo "atividade celulé-
sica" que significa que elas sao capazes de hidrolisar substratos celulésicos
ou derivados dos mesmos em sacarideos menores. As enzimas celulGsicas
assim incluem ambas celulases e hemicelulases. As celulases conforme
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empregado aqui incluem celobioidrdlase, endoglicanase e beta-glicosidase.
T. réesei possui um sistema de celulase eficaz e bem conhecido
contendo dois CBH's, dois principais e varios EG's e BG's menores. CBHI de
T. reesei (Cel7A) corta o agucar da extremidade de reducdo da cadeia de.
celulose, possui um dominio de ligagao de celulose C-terminal (CBD) e pode
construir até 60% da proteina secretada total. CBHIl de T. reesei (Cel6A)
corta o agucar da éxtremidade_ de nao redugao da cadeia de celulose, possui
um dominio de ligagdo de celulose N-terminal e pode constituir até 20% da
proteina secretada total. Endoglicanasés EGI (Cel7B) e EGV'(CeI45A) pos-
suem um CBD e‘m'.seu C-terminal, EGII (Cel5A) possui um N-ferminal CBD e
EGlIl (Cel12A) ndo possui um dominio de, Iiga¢éo de celulose. CBHI, CBHII,
EGI e EGIl sao denominados “celulases principais" de Trichoderma compre;
endendo em conjunto 8-90% das proteinas secretadas totais. Um versado
na técnica tem conhecimento dé que uma enzima pode ser ativa em .véri‘os
substratos e as atividades enzimaticas podem ser medidas usahdo diferen-
tes substratos, métodos e condigbes. A identificagcao das diferentes ativida-
des celulésicas é revelada por exemplo, em van Tilberugh e outros 1988.

_ Além de um dominio/nucleo catalitico expressando atividade ce-
lulésica, as enzimas celulésicas podem compreender um ou mais dominios
de ligacao de celulose (CBDs), também denominados dominios/médulos de
ligacao de carbondrato (CBD/CBM), que pode estar localizado tanto no N-
quanto C-terminal do dominio catalitico. CBDs possuem atividade de Ilgagao
de carboidrato e eles mediam a ligagdo da celulase a celulose cristalina, po-

~ rém possuem pouco ou nenhum efeito sobre a atividade hidrolitica de celu-

lase da enzima nos substratos soluveis. Esses dois dominios sao tipicamen-
te conectados através de uma regido ligante altamente glicosilada e flexivel.
“"Celobioidrolase® ou "CBH" conforme usado aqui, refere-se as
enzimas que clivam celulose a partir da extremidade da cadeia de glicose e
produzem principalmente celobiose. Elas também sdo denominadas 1,4-

- beta-D-glicano celobioidrolaseé ou 1,4—beta-ce'lobiosidases de celulose. Elas

hidrolisam as ligagdes 1,4-beta-D-glicosidicas das extremidades de redugao
ou nao redugdo de um polimero contendo as ligagdes, tais como, celulose,



10

15

20

25

30

16-

pelo que a celobiose é liberada. Duas BCHs diferentes foram isoladas do Tri-
choderma reesei, CBHI e CBHII. Elas possuem uma estrutura molécular coh-
sistindo em um dominio catalitico ligado a um dominio de ligagéo de celulose
(CBD). Existem também celobioidrolases na natureza que néo possuem CBD.

’ "Endoglicanase"” ou "EG" refere-se as enzimas qué cortam as li-
gacdes glicosidicas internas da cadeia de celulose. Elas sdo classificadas
como EC 3.2.1.4. Elas sdo 1,4-beta-D-glican 4-glicanoidrolases e catalisam
a endoidrolise das ligagdes 1,4-beta-D-glicosidicas nos polimeros de glicose,
tais como, celulose e derivados dos mesmos. Algumas endoglicanases ocor-
rendo naturalmente possuem um dominio de ligagéo de celulose, enquanto

~outras ndo. Algumas endoglicanases possuem também atividade de xilase

(Bailey e outros; 1993). _
"Beta-glicosidase" ou "BG" ou "BG" refere-se as enzimas que

degradam pequenos oligossacarideos soltveis incluindo celobiose em glico-

se. Elas sdo classificadas como EC 3.2.1.21. Elas s&o beta-D-glicosideo gli-
cdidrolases que -catalisam tipicamente a hidrélise de residuos de beta-D-
glicose de nao redugao terminal. Essas enzimas reconhecem oligossacari- .
deos de glicbse.- Substratos tipicos séo celobiose e celotriose. A celobiose é
um inibidor das celobioidrolases,'pelo' que, a degradagéo da celobiose & im-
portante para sUperar a inibicao do produto final das celobioidrolases.

As xilanases s&o enzimas que sdo capazes de reconhecer e hi-
drolisar a hemicelulose. Elas incluem ambas enzimas exoidroliticas e endoi-
droliticas. Tipicamente, elas possuem atividade endo-1,4-beta-xilanase (EC
3.2.1.8) ou beta-D-xilosidase (EC 3.2.1.37) que rompe a helicelulose em xi-
lose. "Xilanase" ou "Xin" em conexdo com a presente invengao refere-se es-

pecialmente a uma enzima classificada como EC 3.2.1.8 hidrolisando poli-

meros de xilose do substrato lignocelulésico ou xilana purificada.

Além disso, as celulases podem ser classificadas em varias fa-

milias de glicosil hidrolase de acordo com sua sequéncia primaria, sustenta-

da por andlise da estrutura tridimensional de alguns elementos da familia
(Henrissat 1991, Henrissat e Bairoch 1993, 1996). Algumas glicosil hidrola-
ses sdo enzimas multifuncionais que contém dominios cataliticos que per-
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tencem a diferentes familias de glicosil_ hidrolase. A familia 3 consisté em
beta—glicosidase‘s (EC 3.2.1.21) tais como Ta BG-81, At BG-101 e ct BG-76
descritas aqui. A familia 5 (anteriormente conhecida como celA) consiste
principalmente em endoglicanases (EC 3.2.1.4) tais como Ta EG-28 descrita.
aqui. A familia 7 (anteriormente familia celulase ceIC) contém endoglicana-
ses (EC 3.2.1.4) e celobioidrolases (EC 3.2.1.91) tais como, Ct EG-54, Ta
CBH, At CBH-A, At CBH-C e ct CBH descritas aqui. A familia 10 (anterior-
mente celF) consiste principalmente nas xilanases (EC 3.2.1.8) tais como Ta

" XYN-30 e At XYN-60 descritas aqui. A familia 45 (anteriormente celK) con-

tém endoglicanases (EC 3.2.1.4) tais como At EG-40 e At semelhante a EG-
40 descritas aqui. _ ”

As enzimas celulésicas ﬁteis para hidrélise do material CelUlési;
co sdo obtidas de Thermoascus aurantiacus, Acremonium thermophilum ou
Chaetomium thermophilum. "Obtidas de" significa que elas podem ser obti-
das das ditas espécies, porém isso nao exclui a possibilidade e que elas se-
jam obtidas de outras fontes. Em outras palavras, elas podem se originar de
qualquer organismo inclui‘hdo plantas. Preferivelmente, elas se ofigi'nam de

, micfoo_rganismos, por exemplo, bactérias ou fungos. A bactéria pode ser, por

exemplo, de um género selecionado dentre Bacillus, Azospirillum e Strep-
tbmyces. Mais preferivelmente a enzima se origina de fungos (incluindo fun-
gos filamentosos ‘e Ieveduras'), por exemplo de um género selecionado do
grupo consistindo em Thermoascus, Acremonium, Chaetomiurh, Ach'aetomi-‘
um, Thielavia, Aspergillus, Botrytis, Chrysosporium, Collybia, Fo-mes, Fusa-

- rium, Humicola, Hypocrea; Lentinus, ‘Melanocarpus, Myceliophthora, Myrio-

coccum, Neurospora, Penicillium, Phanerochaete, Phlebia, Pleurotus, Po-
dospora, Polyporus, Rhizoctonia, Scytalidium, Pycnoporus, Trametes e Tri-
choderma. | )

De acordo com uma concretizacdo preferida da invengio as en-
zimas podem ser obtidas da cepa Thermoascus aurantiacus ALKO4_242 de-
positada como CBS 116239, cepa ALKO4245 depositada como CBS 116240
presentemente classificada como Acremonium thermophilum, ou cepa Chae-
tomium thermophilum ALKO4265 depositada como CBS 730.95.
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A celobioidrolase compreende, preferivelmente, uma sequéncia
de aminoacido possuindo pelo menos 80% de identidade com relagé@o as
SEQ ID N%: 2, 4, 6 ou 8 ou um fragmento enzimaticamente ativo da mesma.

Celobioidro- | Gene - obtida de CB Acido nucléico, | Aminoacido,
Iasé. : D SEQ ID N SEQ ID N%
TaCBH Ta cel7A | T. aurantiacus - 1 2
AtCBH_A | Atcel/7B A thermophilum - 7 3 4
AtCBH_C | Atcel/7A_| A. thermophilum + 5 | &
Ct_CBH ‘_Ct cel7A C. thermophilum + 7 . '8

Essas CBHs possuem uma constante de inibicdo de celulose

-vantajosa em comparagdo aquela da CBH de Trichoderma reesei e elas

mostram resultados de hidrélise aperfeicoados quando se testa varios subs-
tratos celulésicos. As SEQ ID N®: 2 e 4 ndo compreendem uma CBH. Os .

resultados de hidrélise especificamente melhorados podem"ser obtidos

quando um dominio de ligagéo de celulosé (CBH) é anexado a uma CBH
que nao possui CBD propriamente. O CBD pode ser obtidb de um Tricho-
derma ou espécies Chaetomium, e é preferivelmente anexado & CBH atra-
vés de um ligante. A proteina de fusdo resultante contendo uma regiao de
nﬁcled de CBH anexada aum CBD afravés de um ligante pode bompreender

uma seqliéncia de aminoacido possuindo pelo menos 80% de. identidade
-com relagao as SEQ ID N23: 28 ou 30. Os polinucleotideos compreendendo
uma sequiéncia da SEQ ID N2: 27 ou 29 codificam tais proteinas de fusao.

A endoglicanase pode compreender uma sequencna de aminoa-
cido possuindo pélo menos 80% de identidade com relagdo a SEQ ID N*: 10,
12, 14 ou 16 ou um fragmento enzimaticamente ativo da mesma. Essas en-

doglicanases possuem boa estabilidade térmica.

Endoglicanase Gene Obtida de CB | Acido nucléico, | Aminoécido,
D SEQ ID N2 SEQ ID N2

Ta EG_28 Ta cel5A T. aurantiacus - 9 - 10

At EG_ 40 | Atcerasa | A. thermophium | + 19 12

semelhante aEG_40 At cel/45B | A. thermophilum - 13 14

Ct EG_54 Ct cel7B C. thermophilum + 15 __16
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A beta-glicosidase pode compreender uma sequéncia de ami-
noacido possuindo pelo menos 80% de identidade com relagéao a SEQ ID N
22, 24 ou 26, ou um fragmento enzimaticamente ativo da mesma. Essas be-
ta-glicosidases possuem boa resisténcia com reiagéo a inibicao de glicose.
que é vantajosa para evitar inibicao do produto final durante hidrélise enzi-
matica do material celuldsico. As beta-glicosidases podem também ser usa-
das na preparagéb da soforose, um indutor de celulase empregado no culti-

vo de T. reesei.

Beta-glicosidase Gene - Obtida de Acido nucléi-‘ Aminoacido,
| co, SEQ ID N2: | SEQ ID N2

Ta BG_81 Ta ce/3A | T. aurantiacus 21 22

At BG. 101 At ce3A | A. thermophilum 23 o4

CtBG_76 CtceBA | C. thermophilum 25 26

A xilanase pode compreender uma sequéncia de aminoécido

possuindo pelo menos 80% de identidade com relacdo a SEQ ID N2: 18 ou

20, ou um fragmento enzimaticamente ativo da mesma.

| Xilanase Gene - Obtida_ de- CBD | Acido nucléico, Arﬁinoécido,
‘ SEQ ID N2: SEQ ID N
Xyn_30 ‘ Ta xyn1 0A T. aurantiacus + 17 18 '
Xyn_60 | Atxyn10A | A. thermophilum - 19 20

O termo "identidade" significa a identidade global entre duas se-
quéncias de aminoacido comparadas uma com a outra a partir do primeiro
aminoacido codificado pelo gene correspondente até o ultimo aminoécidd. A
identidade das sequéncias de comprimento pleno € medida por emprego do
programa de alinhamento global Needleman-Wunsch da EMBOSS (Europe-
an Molecular Biology Open Software Suite;.Rice e outros, 2000) pacote de
progljarrias, versao 3.0.0, com os seguinteé parametros: EMBLOSU-M62,' pe-
nalidade de intervalo 10.0, penalidade estendida 0,5. O algoritmo é desérito

~ em Needleman and Wunsch (1970). O versado na técnica esta ciente do fato

de que, quando se utiliza o algoritmo Needleman-Wunsch, os resultados séo
comparaveis apenas quando do alinhamento dos dominios correspondentes

da sequéncia. Consequentemente, a comparagao, por exemplo, de sequén-
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cias de celulase incluindo CBD ou sequéncias de sinal com sequiéncias que
ndo contém aqueles elementos néao pode ser realizada. |

De acordo com uma concretizagdo da invengdo € empregado
um polipeptideo celuloslco possuindo pelo menos 80, 85, 90, 95 ou 99% de
identidade com relagdo as SEQ ID N¢°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22,
24 ou 26 ou pelo menos com relagao aos seus fragmentos enzimaticamente
ativos. o | |
O termo "fragmento enzimaticamente ativo" significa quanUe(
fragmento de uma sequéncia definida que bossui atividade celuldsica. Em
outras Vpalavras, 'um fragmento enzimaticamente ativo pqde ser a parte da

-proteina madura da sequéncia definida ou pode ser apenas um fragmento -

da parte da proteina madura, contanto que ele ainda tenha atividade de ce-
lobioidrolase, endoglicanase, beta-glicosidase ou xilanase.
As enzimas celulésicas sdo preferivelmente enzimas recombi-

nantes, qué podem ser produzidas de maneira geralmente conhecida. Um

fragmento de polinucleotideo compreendendo o gene da enzima é isolado, o
gene é inserido sob um prombtor forte em um vetor de express&o, o vetor é

transferido para células hospedelras apropriadas e as células hospedeiras
sao cultlvadas sob condi¢cdes que provocam a produgao da enzima. Os mé- -
todos para produgao de proteina por tecnologia recombinante em diferentes

“sistemas de hospedeiro sdo bem conhecidos na arte (Sambrook e outros,

1989; Coen, 2001; Gellissen, 2005). Preferivelmente, as enzimas sao produ-

zidas como enzimas extracelulares que sdo secretadas no meio de cultura, a

partir do qual elas podem ser facilmente recuperadas e isoladas. O meio de
cultura gasto dohosped_eiro de produgéo pode ser empregado como tal, ou B
as células hospedeiras podem ser removidas do mesmo, e/ou ele pode ser
conce_nt.rado, filtrado ou fracionado. Ele também pode ser seco.

Polipeptideo isolado no presente contexto pode significar sim-

plesmente que as células e fragmentos de células foram removidos do meio

de cultura contendo o polipeptideo. Convenientemente, os polipeptideos sao
isolados, por exemplo, por adicdo de polimeros anidnicos e/ou catidnicos ao
meio de cultura gasto para melhorar a precipitagao das células, fragmentos
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de células e algumas enzimas quev possuem atividades colaterais indeseja-
das. O meio é entao filtrado usando um agente de fiItragéo_inorgénico e um
filtro para remover os precipitados formados. Apods isso, o filtrado € adicio-
nalmente processado usando uma membrana semipermeavel para remover.
0 excesso de sais, agucares e produtos metabdlicos. _

De acordo com uma concretizagdo da invengéo, o polipeptideo
heterélogo compreende um gene semelhante aquele incluido em um micro-
organismo possuindo numero de acesso DSM 16723, DSM 16728, DSM

16729, DSM 16727,'DSM 17326, DSM 17324, DSM 17323, DSM 17729,

DSM 16724, DSM 16726, DSM 16725, DSM 17325 ou' DSM 17667.

O hospedeiro de producdo pode ser qualquer organismo capaz
de expressar a enzima celuldsica. Preferivelmente, o hospedeiro é uma Célu;
la microbiana, 'rﬁais preferivelmente um fungo. Mais preferivelmente, o hos-
pedeiro & um fungo filamentoso.» Preferivelmente, o hospedeiro recomb_inahte
é modificado para expressar e secretar enzimas celulésicas como suas ativi-
dade principal ou uma de suas atividades principais. Isso pode ser realizado
por delecao dos genes sécretados homélogos principais, por exémplo,' as
qua'tro celulases principais de Trichoderma e por alvejamento dos genes he-
terélogos ‘para um local que tenha sido modificado para garantir niveis de
produgéo e expressao altos. Os hospedeiros preferidos para produg:éo"de’

enzimas celuldsicas sao especificamente cepas do género- Trichoderma ou

Aspergillus. v ‘
As enzimas necessarias para a hidrélise do material celul6sico

- de acordo com a invengao podem ser adicionadas em uma quantidade en-

zimaticamente eficaz tanto simultaneamente por exemplo, na forma de uma
mistura de enzimas quanto sequiencialmente ou como parte da sacarificagao
e fermehtaééo simultaneas (SSF). Qualquer combinagéo das celobioidrola-

ses compreendendo uma sequéncia de aminoéacido possuindo pelo menos
80% de identidade com relagao as SEQ ID Ne°: 2, 4, 6 ou 8 ou com relagéo a
qualquer fragmento ativo da rhesma pode ser empregada em conjUnto com
qualquer combinacao de endoglicanases e beta-glicosidases. Se o material
celulésico compreender hemicelulose, hemicelulases, preferivelmente xila-
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nases sdo adicionalmente empregadas para a degradagao. As endoglicana-
ses, beta-glicosidases e xilanases podem ser selecionadas daqueflas descri-
tas aqui, porém nao estdo limitadas as mesmas. Elas também podem ser
preparagdes de enzima comercialmente disponiveis. Além das celuloses e
hemicelulases opcionais, uma ou mais outras enzimas podem ser emprega-
das, por exemplo, proteases, amilases, lacases, lipases, pectinases, estera-
ses e/ou peroxudases Qutro tratamento da enzima pode ser realizado antes,
durante ou apds o tratamento da celulase.

o termo "preparac¢ao de enzima" refere-se a uma composngao

_ compreendendo pelo menos uma das enzimas desejadas. A preparagao po-
-de conter as enzimas na forma parcialmente purificada e isolada. Ela pode

consistir essencialmente em uma enzima ou enzimas desejadas. Alternati-
vamente, a preparagdo pode ser um meio de cultura gasto ou filtrado con-

tendo uma ou mais enzimas celuldsicas. Além da atividade celulésica, a pre-

paragao pode conter aditivos, tais como, mediadores, estabilizadores, tam-
p6es_, conservantes, agentes tensoativos e/ou componentes de meio de cul-
tura. Os aditivos preferidos sdo aqueles que sdo geralmente usados nas
preparagélesvde enzima destinadas a uma aplicagéo especifica. A prepara-
¢édo da ehzima pode ser na forma de |}|’qui'do, pé ou granuladb. Preferivel-
mente, a prepafag:éo da enzima é o meio de cultura gasto. "Meio de cultura

“gasto" refere-se ao meio de cultura do hospedeiro compreendendo as enzi-

mas produzidas. Preferivelmente, as células hospedeiras s@o separadas do

‘meio apés a produgéo.

De acordo com uma concretizagao da invengdo a preparacéao da
enzima compreehde uma mistura de CBH, EG e BG, opCionaImenfe em con-
junto com xilanase e/ou outras enzimas. A CBH compreende uma seqiiéncia
de aminoééido possuindo pelo menos 80% de identidade com relagédo as

»SEQ ID N°: 2, 4, 6 ou 8 ou com relagdo a um fragmento enzimaticamente

ativo da mesma, e pode ser obtida de Thermoascus aurantiacus, Acremoni-
um thermophilum, ou Chaetomium thermophilum, considerando-se que EG,
BG e xilanase podem ser de qualquer ofigem incluindo de outros organis-

mos. Outras enzimas que podem estar presentes na preparagao sao, por



10

15

20

25

30

23

exemplo, proteases, amilases, Iacéses, lipases, pectinases, esterases e/ou
peroxidases. | ' -
Diferentes misturas de enzima e combinagoes podem ser usa-
das para se adequarem a diferentes condigoes de processo. Por exemplo, .
se o processo de degradacao for realizado em uma téfnperatura alta, as en-
zimas termoestaveis serdo escolhidas. Uma combihagéo de uma CBH da
familia 7 com uma endoglicanase da familia 45, opcionalmente em combina-

¢do com uma BG da familia 3 e/ou uma xilanase da familia 10 possui exce-

lente desempenho de hidrélise ambas a 45°C e em temperaturas elevadas.

Enzimés celuiésicas de Trichoderma reesei sao conveniente-
mente empregadas em temperaturas na faixa de cerca de 40-50°C na hidré-
lise e a 30-40°C em SFF. CBH, EG, BG e Xin obtidas de Thermoascus au?
rantiacus, Acremonium thermophilum ou Chaetomium thermophilum sao efi-
cazes nessas temperaturas tarhbém, porém além disso, a maioria,del-as
também funciona muito bem em temperaturas entre 50°C e 75°C,'ou mesmo
até 80°C e 85°C, tais COmo entre 55°C e 70°C, por exemplo entre 60°C e
65°C. Para tempos de incubagéo curtos, misturas de enzima sao funcionais
até'mesmo a 85°C, para hidr_élise completa temperaturas mais baixas s30
normalmente empregadas. '

-O método para tratar material celulésico com CBH, EG, BG e

Xin é especialmente apropriado para produgao de agucares_fermentados de

material lignocelulésico. Os agucares fermentados podem entao ser fermen-
tados por levedura em etanol e usados como combustivel. Eles também po-

~ dem ser usados como intermediarios ou matérias-primas para a produgao de

véarias substancias quimicas ou blocos de construgio para os processos da
industria quimica, por exemplo, na assim chamada biorrefinaria. O material

»IignocelUlésico pode ser pré-tratado antes da hidrolise enzimatica, para

fragmentar a estrutura da fibra dos substratos celulésicos e tornar a fracdo

de celulose mais acessivel as enzimas celuldsicas. Os pré- -tratamentos’ cor-

- rentes incluem processos mecanlcos quimicos ou termlcos e combmagoes

dos mesmos. O material pode ser tratado, por exemplo, por explosédo de va-

por ou hidrdlise de acido.
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Varios polipeptideos celulésicos foram encontrados em Thermo-
ascus aurantiacus, Acremonium thermophilum, e Chaetomium thefmophilurh.
Os novos polipeptpideos podem compreender um fragmento possuindo ati-
vidade celulésica e serem selecionados do grupo consistindo em um_ poli-
peptn’deo compreendendo uma sequéncia de aminoacido possuindo pelo
menos 66%, preferivelmente 70% ou 75% de identidade com relagao a SEQ
ID N2 4, 79% de identidade com relagdo a SEQ ID N2: 6, 78% de identidade
com relagdao a SEQ ID N2: 12, 68%, preferivelmente 70% ou 75% de idehtif
dade em relagao a SEQ ID N2 14, 72%, preferivelmente 75% de identidade
em relagéo a SEO ID N2: 16, 68%, preferivelmente 70% ou 75% de identida-

.de em relagdo a SEQ ID N2 20, 74% de identidade com relagdo a SEQ ID -~

N 22 ou 24, ou 78% de identidade com relagao a SEQ ID N2 26.
Os novos pollpeptldeos também podem ser variantes dos ditos

| pohpeptldeos Uma "variante" pode ser um polipeptideo que ocorre natural-

mente, por exemplo, como uma variante alélica dentro da mesma cepa, es--
pécie ou género,' ou pode ter sido gerada por mutagénese. Ela pode com-
preender substituicoes, delegées ou insergdes de aminoacido, porém-ainda
funciona de modo substancialmente semelhante as enzimas definidas aci-
ma, isto é, ela compreende um fragmento possumdo atividade celulésica.

Os pollpeptldeos celulésicos sao geralmente} produzidos na cé-
lula como polipeptideos imaturos compreendendo uma seqiiéncia de sinal
que é clivada durante a secre¢do da proteina. Eles também podem ser adi-

‘cionalmente processados durante secregdo, na extremidade N-terminal e/ou

C-terminal para fornecer uma proteina madura, enzimaticamente ativa. Um
polipeptideo "corhpreendendo um fragmento possuindo. atividade celulésica®
significa que o polipeptideo pode estar tanto na forma imatura Cjuanto madu-
ra, preferivélmente esta na forma madura, isto €, quando o processamento ja

.aconteceu.

_ Os novos polipeptideos podem ser, adicionalmente, um "frag-
mento dos polipeptideos ou variantes" mencionados acima. O fragmento
pode ser a forma madura das proteinas mencionadas acima ou pode ser
apenas uma parte enzimaticamente ativa da proteina madura. De acordo
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com uma concretizacao da invengéo, o polipeptideo possui uma seqiiéncia
de amino&cido possuindo pelo menos 80, 85, 90, 95 ou 99% de identidade
com relacao as S_EQ ID N°: 4, 6, 12, 14, 16, 20, 22, 24 ou 26 ou com rela-
cdo a um fragmento celulosicamente ativo da mesma. Pode também ser.
uma variante do mesmo, ou um fragmento'do mesrhb possuindo atividade |

de celobioidrolase, endoglicanase, xilanase ou beta-glicdsidade. De acordo

'~ com outra concretizagcdo da invengao, o polipeptideo consiste essencialmen-

te em um fragmento celulosicamente ativo de uma sequéncia das SEQ ID

"N<S: 4, 6, 12, 14, 16, 20, 22, 24 ou 26.

Os ndvos polinucleotideos podem compreender Uma sequéncia
de nucleotideo das SEQ ID N¢: 3, 5, 11, 13, 15; 19, 21, 23 ou 25, ou uma se-
qﬂéncia codificando um novo polipeptideo conforme definido acima, inclUindé
filamentos complementares do mesmo. Os polinucleotideos conforme usados
aqui referem-se a ambos RNA é DNA podendo ser de filamento simples ou
duplo. O polinucleotideo pode também ser um fragmento dos polinUcleotl’de’os
compreendendo pelo menos 20 nucleotideos, por exemplo, pelo menos 25,
30 ou 40 nucleotideos. Dé acordo com uma concretizagdo da invéngéo‘ele

_ 'posSui pelo menos 100, 200 ou 300_nucleotl’déos de comprimento. Adicional-

mente, os polinucleotideos podem ser degenerados como resultado do codigo
genético em qualquer uma das sequéncias conforme definido acima. Isso sig-

nifica que cédons diferentes podem codificar 0 mesmo aminoacido.

- De acordo com uma concretizagdo da invengéo o polinucleoti-
deo é "compreendido" das SEQ ID N¢: 3, 5, 11, 13, 15, 19, 21, 23 ou 25, 0

~ que significa que a sequéncia possui pelo menos parte da sequéncia men-

cionada. De acordo com outra concretizagado da invengao, o polinucleotideo

compreende um gene semelhante ao incluido em um microorganismo possu-

“indo nimero de acesso DSM 16728, DSM 16729, DSM 17324, DSM 17323,

DSM 17729, DSM 16726, DSM 16725, DSM 17325 ou DSM 17667.

As novas proteinas/polipeptideos podem ser preparadps con-
forme descrito acima. Os novoé poIinucIeotidebs podem ser inseridos em um
vetor, que é capaz de expressar o polipeptideo codificado pela sequéncia
heterdloga, e o vetor pode ser inserido na célula hospedeira de expressao
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do dito polipeptideo. A célula hospedeira é preferivelmente do género Tri-
choderma ou Aspergillus. _ -

O gene heterélogo codificando os novos polipeptideos foi intro-
duzido em um plasmideo em uma cepa Escherichia coli possuindo nimero
de acesso DSM 16728, DSM 16729, DSM 17324, DSM 17323, DSM 17729,
DSM 16726, DSM 16725, DSM 17325 ou DSM 17667. _

v As novas ehzimaé podem ser componentes de uma preparagao
de enzima. A preparac¢ao de enzima pode compreender um ou mais dos no-
vos polipeptideos e pode estar, por exemplo, na forma de meio de cultura
gastb, po, grénullos ou liquido. De acordo com uma concretizagao da inven-

.¢a40 a mesma compreende atividade de celobioidrolase, endoglicanase, be- -

ta-glicosidade e opcionalmente atividade de xilanase e/ou outras atividades
de enzima. A mesma pode compreender, adicionalmente, quaisquer aditivos

convencionais.

As novas enzimas podem ser aplicadas em qualquer processo
enVo__Ivendo enzimas celulésicas, tais como, em combustivel, téxteis, deter-
gente, polpa e papel, alimentos, industria de suprimentos ou bebidas, e es-
peéialmehte na hidrélise de material celulésico para a produgéo de biocom-
bustl’vel cbmpreendendo etanol. ‘Na ihd;]stria de polpa e papel; eilas podem
ser usadas pa'ra modificar a fibra celuldsica, por exemplo, no tratamento da

“polpa kraft, tratamento mecanico da polpa ou papel reciclado.

A invenc;éo é ilustrada pelos seguintes exemplos nao limitantes.
Deve ser entendido, contudo, que as concretizagdes fornecidas na descrigdo
anterior e nos exemplos sdo para fins ilustrativos e que varias alteragdes e
modificagoes sd0 possiveis dentro do escopo da invencao. | -
Exemplos _
Exempio 1. Classificacdo de cepas expressando atividade celulésica e

seu cultivo para purificacao

_ Cerca de 25 cepas de fungos da Roal Oy Culture Collection fo-
ram testadas quanto' a atividade celulésica incluindo beta-glicbsidases. Apoés
classificagdo preliminar seis cepas foram escolhidas para estudos adicionais.
Elas eram Thermoascus aurantiacus ALKO4239 e ALKO4242, Acremonium



10

15

20

25

30

27

thermophilum ALKO4245, Talaromyces thermophilus ALKO4246 e Chaeto-
mium thermophllum ALKO4261 e ALKO4265. _

As cepas ALKO4239, ALKO4242 e ALKO4246 foram cultivadas
em frascos de agitagao a 42°C por 7 dias no meio 3 x B, que contém g/litro: :
Celulose Solka Floe 18, grao 18 gasto.do destilador, .x'ilana 9 de aveia e es- |
pelta, CaCO32, carne de soja 4,5, (NH4)HPO,4 45 farelo de trigo 3,0,
KH,PO, 1,5, MgSO4 H,0 1,5, NaCl 0,5, KNO; 0,9, goma de alfarroba 9,0,
solugdo de elemento de trago #1 0,5, solugdo de elemento de traco #205e
Struktol (Stow, OH, USA) antiespumanfe 0,5 mL; o pH foi ajuétado para 6,5.
Solugao de eleme.nto-de tragco #1 possui g/Iitro- MnSO4 1 6 ZnS04-7H0
3,45 e CoCl».6H,0 2,0; solucdo de elemento de trago #2 possui g/Iltro Fe—
S0..7H.0 5,0 com duas gotas de H>SO,4 concentrado.

. ‘A cepa ALKO4261 foi cultivada em frascos de agitagdo no meio
1 x B, que possui um terco de céda um dos constituintes do meio 3 x B (aci-
ma, exceto que possui as mesmas concentragoes de CaCOs, NéCI e os e-
lementos de trago. A cepa foi cultivada a 45°C por 7 dias.

A cepa ALKO'4265 foi cultivada em frascos de a‘gitagéb no meio

‘ que se segue, g/L: célulose Sdlka Floe 40, Pharmamedia™ (Traders Protein,

Memphis, TN, USA) 10, p6 impregnado com milho 5, (NH,)>SO4 5 e KH2PO,
1'5; o pH foi ajustado para 6,5. A cepa foi cultivada a 45°C por 7 dias.

Apoés o cultivo, as células e outros sélidos foram coletados por
centrifugagéo e o sobrenadante foi recuperado. Para os cultivos de frasco
com agitacdo, os inibidores de protease PMSF (fluoreto de fenilmetil-

~ sulfonila) e pepstatina A foram adicionados a 1 mM e 10 pg/mL, respectiva-

mente. Se nao forem usadas imediatamente, as preparagdes serao armaze-
nadas em aliquotas a -20°C. '

Para a estimativa da atividade térmica das enzimas, foram reali-
zados ensaios de prepara¢des de cultivo em frasco de agita¢édo a 50°C, 60°C, |
65°C, 70°C e 75°C por 1 hora, na presenga de 100 ug albumina de soro bovi-
no (BSA)/mL como um estabiliiador. Ensaios preliminares foram realizados a
50°C e 65°C em dois valores de pH diferentes (4,8/5,0 ou 6,0) de modo a tor-
nar claro qual pH seria mais apropriado ao ensaio de atividade térmica. -
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Todos os sobrenadantes do frasco de agitagao foram ensaiados
quanto as seguintes atividades: A

Atividade semelhante a Celoblmdrolase I (‘CBHI') e atwndade
semelhante a endoglicanase | (' EGI'):

Essas foram medidas em um tampao de acetato de Nas 40 mM
com 0,5 mM de MUL (4-metilumbeliferil-beta-D-lactosideo) como o substrato.
Glicose (100 mM) foi adicionada para inibir qualquer interferéncia na ativida-
de da beta-glicosidase. 4-metilumbeliferila liberada foi medida a 370 nm.v a
atividades da 'CBHI' e da 'EGI' foram distinguidas por medigao da atividade
na presenga e aﬁséncia de celobiose (5 mM). A atividade que nao é inibida

-pela celobiose representa a atividade da 'EGI' e o restante da atividade de

MUL representa a atividade da 'CHBI' (van Tllbeurgh e outros, 1988) O en-
saio foi reahzado em pH 5,0 ou 6,0 (vnde a seguir).

A atividade da endoglucanase (CMCase):

Essa foi ensaiada com 2% (peso/volume) de carboximeticelulo-
se -(QMC) como o substrato em 50 mM e tampao citrato essehcialmente con-
forme descrito por Bailey e Nevalainen 1981; Haakana e outros. 2004. Os
agﬁcares de redugédo foram medidos com o reagente de DNS. O ensaio foi
realizado em pH 4,8 ou 6,0 (vide a seguir). |

| Atividade da beta-glicosidase (BGU): ‘
 Essa foi ensaiada com 4-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (1 mM)
em 50 mM dé tampéio citrato conforme descrito por Bailey e Nevalainen

_ 1981. O 4-nitrofenol liberado foi medido a 400 nm. O ensaio foi realizado em

pH de 4,8 ou 6,0 (vide a seguir).

As atividades relativas das enzimas s&o ap'resentadaé na figura -
1. As atividades relativas foram apresentadas por ajuste da atividade a 60°C
como 100% (figura 1). Todas as cepas produziram enzimas que possuiam

alta atividade em temperaturas altas (65°C-75°C).

_ Para purificagdes da proteina, a ALKO4242 também se desen-
volveu em um bioreator de 2 litros (Braun Biostat™ B, Braun, Melsungen,

Alemanha) no meio que se segue, g/litro: celulose Solka Floc 40, carne de

soja 10, NHsNOs 5, KHzPO4 5, MgS04.7Hz0 0,5, CaClz-2H;0 0,05, solugéo
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de elemento de trago #1 0,5, solugéo de elemento de traco #2 0,5. A aera-
¢ao foi de 1 wrh, controle do antiespumante com Struktol, _agitagéb a 200-
800 rpm e temperatura a 47°C. Duas bateladas foram operadas, uma em pH
4,7 £ 0,2 (NH3/H,SOy4) e a outra com pH inicial de 4,5. O tempo de cultivo foi .
de 7 dias. Ap6s o cultivo as células e outros sélidoé’foram removidos por
centrifugacdo. '

A cepa ALKO4245 foi desenvolvnda em bioreator de 2 litros
(Braun Biostat®™ B, Braun, Melsungen, Alemanha) no meio que se segue,

" g/litro: celulose So’lka' Floe 40, p6 impregnado com milho 15, grao 5 gasto do

destilador, xilana 3 de aveia e espelta, goma de alfarroba 3, (NH4)2SO,4 e
KH2PO,. A faixa do pH foi de 5,2+0,2 (NH3/H2804) aeragdo 1 vvm, agltagao
300-600 rpm, controle antiespuma com Struktol e a temperatura a 42°C. O
tempo de cultivo: foi de 4 dias. Apés o cultivo as células e outros soélidos fo-
ram removidos por centrifugagao. ' ' :
Para purificacdo da enzima, ALKO4261 foi desenvolwda em um
bioreator de 10 litros (Braun Biostat™ ED, Braun, Melsungen, Alemanha) no

meio que se segue, g/litro: celulose Solka Floe 30, grdo 10 gasto no destila-

‘ dor, xilana 5 de aveia e espelta, CaCOgs 2, carne de soja 10, farelo de trigo

3,0, (NH4)2S0,4 5, KH2PO, 5, MgS0,-7H20 0,5, NaCl 0,5, KNO3 0.3, solugéo
de elemento de traco #1 0,5 e solucao de elemento de trago #2 0,5. A féixa
de pH era de 5,2 + 0,2 (NHa/H2SQO,), aeragdo de 1 vvm, agitagéo de 200-600
rpm, controle dé antiespumante com Struktol e a temperatura de 42°C. o}

tempo de cultivo foi de 5 dias. Uma segunda batelada foi desenvolvida sob

~condigcdes semelhantes, exceto que Solka Floe foi adicionada a 40 g/L e o

grao gasto a 15 g/L. Os sobrenadantes foram recuperados por centrifugagéao
e filtragao através de filtros Seitz- K 150 and EK (Pall SeitzSchenk Filtersys-'

“tems GmbH, Bad Kreuznach, Alemanha). O ultimo sobrenadante foi concen-

trado‘ cerca de dez vezes usando o sistema de ultrafiltragdo Pellicon mini
(filtro NMWL 10 kDa; Millipore, Billerica, MA, USA).

Para purificagao da enzima, ALKO4265 também se desenvolveu
em um bioreator de 10 litros (Braun Biostat® ED, Braun, Melsungen, Ale-
manha) no mesmo meio como acima, exceto que KH,PO,4 foi adicionado a
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2,5 g/L. A faixa de pH era de 5,3 + 0,3 (NHa/H>SO,), aeragdo de 0,6 vvm,
agitagdo de 500 rpm, controle de antiespumante com Struktol e a temperatu-
ra de 43°C. O tempo de cultivo foi de 7 dias. Os sobrenadantes foram recu-

perados por céntrifugacdo e filtracdo através de filtros Seitz-K 150 and EK

-(PaII'SeitzSchenk Filtersystems GmbH, Bad Kreuznach, Alemanha). O ultimo

sobrenadante foi concentrado cerca de vinte vezes usando o sistema de ul-
trafiltragdo Pellicon mini (filtro NMWL 10 kDa; Milliporé, Billerica, MA, USA).
Exemplo 2. Purificagcdo e caracterizagdo de celobioidrolases a partir de
Acremonium thermophilum ALKO4245 e Chaetomium thermophilum
ALKO4265 | o
Acremonium thermophilum ALKO4245 e Chaetomium thermo-
philum ALKO4265 se desenvolveram conforme descrito no Exevmplo 1. As

celobioidrolases principais foram purificadas empregando a coluna de afini-

 dade com base em p—aminobehzil 1-tio-B-celobiosideo, preparada conforme

descrito por Tomme e outros, 1988.

| _ Os sobrenadantes de cultura foram primeiro tamponados em 50
mM de tampdo de acetato de sédio, pH 5,0, contendo 1 mM de &-
gliconolactoha e 0,1 M de glicose a fim de retardar a hidrdlise do ligante na |
presehga de B-glicosidases. As célobibidrolases foram eluidas éorh 0,1 Mde
lactose e finalmente purificadas por filtracao com cromatografia de gel em-

“pregando colunas Superdex 200 HR 10/30 no sistema AKTA (Amersham

Pharmacia Biotech).' O tampéao empregado na filtragdo com gel era fosfato

‘de sédio 50 mM, pH 7,0, contendo cloreto de sédio 0,15 M.

Celobioidrolases purificadas foram analisadas por SDS-
eletroforese de gel poliacrilamida e a massa molecular. de ambas as protel’-"
nas foi determinada como sendo de aproximadamente 70 kDa, avaliada com
base _nd padr_éo de massa molecular (Low molecular weight calibration Kit,

Amersham Biosciences). As celobioidrolases Acremonium e Chaetomium

foram denominadas como At Cel7A e Ct Cel7A, respectivamente, seguindo-
se 0 esquema em Henrissat e outros. (1998) (Henrissat, 1991; Henrissat e
Bairoch, 1993). |

A atividade especifica das preparagdes foi determinada empre-
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gando 4- metiIumbeIiferil-B-D—Iadtosideo (MUL), 4-metilumbeliferil-B-D-
celobiosideo (MUGZ) ou 4-metiIumbeliferiI-B-D-ceIotriosu’deo_(MUGS) como o
substrato (van Tilbeurgh e outros, 1988) em 0,05 M tampao de citrato de so6-
dio pH 5 a 50°C por 10 min. As atividades da ehdoglicanase e xilanase fo-.
ram determinadas por procedimentos padréb (de acordo com IUPAC, 1987)
empregando carboximetil celulose (CMC) e incurondinana de bétula (Bailey
e outros, 1992) C6mo o substratos. A atividade especifica contra Avicel foi

calculada com base nos acgucares de redugdo formados em uma reagéo de

" 24 horas a 50°C,' pH 5,0, com substrato a 1% e dosagem de e-nzima de 0,25

uM. O teor da proteina das preparagdes de enzima purificadas foi medido de
acordo com Lowry e outros, 1951. De modo a baracterizar os produtos finais
de hidrdlise, agucares sollveis liberados em experimento de hidrélise de 24
horas, conforme descrito acima, foram analisados por HPLC (Dionex). Celo-
bioidrolase | purificada (CBHI/CeI?A) do Trichoderma reesei foi empregada
como uma referéncia. ' :

As atividades especificas das enzimas purificadas e aquela de
T.reesei CBHI/Cel7A sao "aprelsent'adas na Tabela 1. As celobioidrolases At
Cel7A e Ct Cel7A possuem aﬁvidades especificas maiores contra substratos
sintéticos pequenos, quando cdmparadas a T.reesei CBHI/Cel7A. A ativida-
de_ especifica contra Avicel foi claramente maior com as enzimasreveladas
aqui. Atividades baixas das préparagées da enzima p_urificada contra xilana e
CMC podem tanto ser devidas as proteinas propriamente, quanto pelo me-
nos parcialmente as quantidades menores restantes das enzimas de conta-

- minacgéao. O produto final principal de hidrélise da celulose por todas enzimas

purificadas foi celobiose que é tipica das celobioidrolases. -
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Tabela 1. Atividades especificas (nkat/mg) das celobioidrolases purificadas e
a enzima de referéncia de T.reesei (50°C, pH 5,0, 24 horas).

Substrato A. thermophilum C. thermophilum T. reesei .
ALKO4245 Cel7A ALKO4265 Cel7A
' Cel7A :
Xilana 11,3 6,7 1,3
cMC 26,2 5,5 1,0
MUG2 9,2 18,9 4,3
MUG3 1,3 1,5 09
MUL 21,5 54,0 21,9
Avicel 1,8 1,4 06

» A estabilidade térmica das -celobioidrolases purificadas foi de- "
terminada em temperaturas diferentes. A reacao foi realizada na presenca
de 0,1% BSA em pH 5,0 por 60 minutos empregando 4-meti|um.beliferiI-B-D—l

‘lactosideo como o substrato. CBH/Cel7A de C. thermophilum ALKO4265 e

CBH/Cel7A de A. thermophilum ALKO4245 foram estaveis até 65°C e 60°C,
respectivamente. A enzima de referéncia T. reesei (CBHI/Cel7A) reteve
100% da atividade ate 55°C. |
Exemplo 3. Purlflcagao e caracterlzagao de uma endogllcanase a partir
de Acremomum thermophilum ALKO4245

Acremonium thermophllum ALKO4245 foi desenvolvida confor-

‘me descrito no Exemplo 1.0 sobrenadante da cultura foi incubado a 70°C

por 24 horas, apds 0 que fon concentrado por ultrafiltragdo. A endoglicanase
pura foi obtida por pu'rificag:éo sequencial com interagdo hidréfoba e croma-
tografia de troca de cation seguido por filtragdo com gel. A atividade de en-’,
doglicanase das fragdes coletadas durante purificagao foi determinada em-
bregando carboximetil celulose (CMC) como o substrato (procedimento do
IUPAC 1987). O teor da proteina foi medido por Kit de Ensaio BioRad (Bio-

‘Rad Laboratories) empregando albumina de soro bovino como padrao.

O sobrenadante de cultura concentrado foi apllcado a uma colu-
na de interagao hidréfoba HiPrep 16/10 Butyl FF, equilibrada com 20 mM de
tamp&o fosfato de potassio, pH 6,0, contendo 1 M (NH4)2SO.. As proteinas

~ligadas foram eluidas com o gradiente linear a partir do tampéao acima para 5
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mM de fosfato de potassio, pH 6,0. As fracOes foram coletadas e a atividade
de endoglicanase foi determinada conforme descrito acima. A atividade de
endoglicanase foi eluida em uma area de condutividade ampla de 120 a 15
mS/cm. _ ‘

Fragbes combinadas foram apliéadas a uma coluna de troca de
céation HiTrap SP XL equilibrada com um gradiente Iinéar de 0 20,25 M NaCl
no tampao de equilibrio. A atividade de endoglicanase contendo proteina foi
eluida na area de condutividade de 3-7 mS/cm. Cromatografia de troca de
cation foi repetida'e o eluato de protel’né foi concentrado por Iidfilizagéo

A amostra dissolvida foi carregada em uma coluna de filtragcéo
de gel Superdex 75 HR10/30 equilibrada com 20 mM de tampao fosfato de
sodio pH 7,0, contendo 0,15 M de NaCl. A fragdo da proteina principal f0|
eluida da coluné com o volume de retengdo de 13,3 mL. O eluato da protei-
na foi tido como sendo puro pof SDS-eletroforese de gel de poliacrilamida e
o peso molecular foi avaliado como sendo de 40 kDa. A atividadé especifica
da proteina purificada, ’denominada como At EG-40, a 50°C foi determinada
como sendo de 450 nkat/mg (procedlmento do IUPAC 1987, empregando

~ CMC como o substrato).

A estabilidade térmica da endoghcanase punflcada foi determl-

nada em temperaturas diferentes. A reacao foi realizada na presenga de 0,1

‘mg/mL BSA em pH 5,0 por 60 minutos empregando carboximetil celulose

como o substrato. EG-40/Cel45A de A. thermophilum foi estavel até 80°C.
As enzimas de referéncia de EGI (Cel7B) e EGIl (Cel5A) T. reesei mantive-

 ram 100% de atividade até 60°C e 65°C, respectivamente.

Exemplo 4. Purificacdo de uma endoglicanase a partir Chaetomium
thermophilum ALKO4261 ' '

' Chaetomium thermophilum ALKO4261 foi desenvolvida confor-
me descrito no Exemplo 1. A endoglicanase pura foi obtida por purificagdo |
seqlencial com interagédo hidréfoba e cromatografia de troca de cation se-
guido por filtragdo com gel. A -atividade de endoglicanase das fragées cole-
tadas durante purificacao foi determinada empregando carboximetil celulose
(CMC) como o substrato (procedimento do IUPAC 1987).
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Sulfato de amoénio foi adicionado ao sobrenadante da cultura pa-
ra alcangar a mesma condutividade como 20 mM de fosfato de potassio, pH
6,0, contendo 1 M (NH4)2SO4. A amostra foi aplicada a uma coluna de inte-
ragao hidréfoba HiPrep 16/10 Phenyl FF equilibrada com 20 mM de fosfato
de pdtéssio, pH 6,0, contendo 1M (NH4)2SO4. A eluigao foi realizada com um
gradiente linear de 20 a 0 mM de fosfato de potassio, pH 6,0, seguido por 5
mM de fosfato de potassio, pH 6,0 e agua. As proteinas ligadas foram elui-
das com um gradiente linear de 0 a 6 M de uréia. As fragdes foram coletadas
e a atividade da endoglicanase foi analisada conforme descrito acima. A pro-
te_l'na cbntendo aﬁvidade de endoglicanase foi eluida no comecgo do gradien-

-te de uréia.

As fracdes foram combinadas, equi!ibradas para 16 mM Tris-HCI
pH 7,5 (I = 1,4 mS/cm) por coluna 10DG (Bio-Rad) e aplicadas a uma coluna

" de troca de anion HiTrap DEAE FF com 20 mM Tris-HCI, pH 7,5. As protei-

nas ligadas foram eluidas com um gradiente linear de 0 a 1 M.NaCl no tam-
pao de equih’brio.' As fragbes foram coletadas e analisas quanto a atividade
de endoglicanase conforme déscrito acima. A proteina foi eluida na faixa de
10-20 mS/cm. ’

- A amostra foi equﬂubrada para 15 mM acetato de SOdIO pH 4,5
por co'luna 10DG (Bio-Rad) e aplicada a uma coluna de troca de cation Hi-

‘Trap SP XL equilibrada com 20 mM de acetato de sédio, pH 4,5. As protei-

nas foram eluidas com um gradiente linear de 0 a 0,4 M de acetato de sédio,
pH 45. A atividade da endoglicanase foi avaliada na faixa de 1-10 mS/cm. A
amostra coletada foi liofilizada. .

A amostra foi dissolvida em agua e aplicada a urha coluna de fil-
tracao de gel Superdex 75 HR 10/30 equilibrada com fosfato e sédio 20 mM
pH 6,0,-contendo 0,15 M de NaCl. As fracdes foram coletadas e aquelas
contendo atividade de endoglicanase foi combinadas. O eluido da proteina
foi tido como sendo puro por SDS-eletroforese de gel pollacnlamlda e a
massa molecular foi avaliada com base no padrao de massa molecular (pa-
drdo SDS-PAGE pré-colorido, Faixa Ampla, Bio-Rad) como sendo de 54
kDa. O pl da proteina purificada, denominada como Ct EG-54 foi determina-
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do com PhastSystem (Pharmacia) como sendo de cerca de 5,5.
Exemplo 5. Purlflcagao de uma endoglicanase a partir de Thermoascus
aurantiacus ALK_O4242

Thermoascus aurantiacus ALKO4242 foi desenvolvida conforme

descrito no Exemplo 1. A endoglicanase pu'ra foi obtida por purificacao se-
quencial com interagéo hidréfoba e cromatografia de troca de anion seguido

por filtragcdo com gel. A atividade de endoglicanase das fracoes coletadas

durante purificagdo foi determinada empregando carboximetil celulose
(CMC) como o subAstr'ato (procedimentor do IUPAC 1987). O tebr-da proteina
foi medido pelo‘Kit de Ensaio BioRad (Bio-Rad Laboratories) empregando
albumlna de soro bovino como padrao. | ' '

O sobrenadante da cultura foi aplicado a uma coluna de mtera-
¢ao hidréfoba HiPrep 16/10 Butyl equilibrada com 20 mM de tampao fosfato
de potassio, pH 6,0, contendo Ov,7 M (NH.,)2SO,. As proteinas ligadas _forém
eluidas com 0,2 M (NH;)2S04 (I = 39 mS/cm). As fracoes contendb atividade
de endoglicanase foram cqmbinadas e concentradas por ultrafiltragao.

A amostra foi dessalinizada em colunas 10DG (Bio-Rad) e apli-
‘ cada a uma coluna de troca de anion HiTrap DEAE FF equilibrada com 15

mM Tris- HCL, pH 7,0. As protebl'nas ligadas foram eluidas com um gradiente
linear de O a 0,4 M NaCl no tamp&o de equilibrio. A.protel’na contendo ativi-
dade de endoglicanase foi eluida na area de condutividade de 15-21 mS/cm.
Fragoes coletadas foram combinadas e concentradas como acima.

A amostra foi aplicada a uma coluna de filtragéo de gel Sepha-
~cryl S-100 HR 26/60, equilibrada com 50 mM de tamp&o acetato de sodio,

pH 5,0, contendo 0,05 M de NaCl. A fragdo de proteina contendo atividade
de endoglicanase foi eluida da coluna com um volume de retengéo corrés_-

“pondendo a um peso molecular de 16 kDa. As fragdes coletadas foram com-

binadés concentradas e a filtragdo do gel foi repetida. O eluido da proteina
foi julgado como sendo puro por SDS-eletroforese de gel de poliacrilamida e
o peso molecular foi avaliado como sendo de 28 kDa. O pl da protema pur|f|-
cada, denominada como Ta EG-28, foi determinado em um gel IEF
(PhastSystem, Pharmacia) como sendo de cerca de 3,5. A atividade especi-
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fica de Ta EG-28 a 50°C foi determinada como sendo de 4290 nkat/mg (pro-
cedimento do IUPAC 1987, empregando CMC como o substrato). ‘
Exemplo 6. Purificagdo e caracterizacdo de uma B-glicosidase a partir
de Acremonium thermophilum ALKO4245 ' i

' Acremonium thermophilum ALKO4245 foi desenvolvida confor-
me descrito no Exemplo 1. A B-glicosidase pura foi obtida por purificagao
sequencial com interagao hidréfoba e cromatografia de troca de anion segui-
do por filtracdo com gel. A atividade da B-glicosidase das fragGes coletadés_
durante pursflcagao foi determinada empregando 4-nitrofenil-B-D-
qucopwanosndeo como o substrato (Bailey and Linko, 1990). O teor da prote-

-ina foi medido pelo Kit de Ensaio BioRad (Bio- Rad Laboratorles) empregan- -

do albumina de soro bovino como padrao.
O sobrenadante da cultura foi aplicado a uma coluna de intera-

| cao hidréfbba HiPrep 16/10 Phényl Sepharose FF, equilibrada com 20 mM
de fosfato de potassio, pH 6,0, contendo 1 M (NH,).SO.. As proteinas liga-

das foram eluidas com .um gradiente linear do tamp&o de equilibrio para 5
mM de fosfato de potassio na area de condutividade 137-16 mS/cm. As fra-
goes co!etadas foram combinadas e concentradas por ultrafiltragao. |

- A amostra foi dessahmzada em colunas 10DG (BIO Rad) e apli-
cada a uma coluna de troca de anion de HiTrap DEAE FF equilibrada com

10 mM de fosfato de potassio pH 7,0. As proteinas ligadas foram eluidas

com um gradiente linear a partir do tampao de equilibrio para ao mesmo

tampéao contendo 0,25 M de NaCl na area de condutividade de 1,5-12

mS/cm. Cromatografia de troca de anion foi repetida como acima, exceto
que 4 mM de tai‘npéo fosfato de potéassio, pH 7,2, foram usados. As protei-
nas foram eluidas na area de condutividade de 6-9 mS/cm. As fragbes con-
tendo atividade de B-glicosidase foram coletadas, combinadas e concentra-

das.

. O material ativo da cromatografia de troca de anion foi aplicado
a uma coluna Sephacryl S-300 HR 26/60 equilibrada com 20 mM de fosfato
de sddio, pH 6,5 contendo 0,15 M de NaCl. A proteina com atividade de [3-
glicosidase foi eluida com um volume de retengao correspondendo a um pe-
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so molecular de 243 kDa. A prbteina foi considerada pura por SDS-
eletroforese de gel de poliacrilamida e o peso molecular foi avaiiado como
sendo de 101 kDé. O p! da proteina purificada, denominada como At BG-
101, foi determinado em um gel |IEF (PhastSystem, Pharmacia) como estan-.
do na area de 5,6-4,9. A atividade especifica de At BG?101 a 50°C foi deter-
minada como sendo de 1.100 nkat/mg (empregando 4-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo Cbmo o substrato, Bailey and Linko, 1990).

A estabilidade térmica da B}glicosidase purificada foi determina-

"da em temperaturas diferentes. A reacgao foi realizada na presenca de 0,1

mg/mL BSA em pH 5,0 por 60 minutos, empregando 4-nitrofenil-B-D-

glicopiranosideo como o substrato. BG-101 dé A. thermophilum foi estavel

até 70°C. A enzima de referéncia Aspergillus (Novozym 188) manteve 100%

de atividade até 60°C. '

Exemplo 7. Purificagdo de urha B-glicosidase a partir de Chaeto_midm

thermophilum ALKO4261 '
Chaetomium thermophilum ALKO4261 foi desenvolvido confor-

me descrito no Exemplo 1. A B-glicosidase pura foi obtida por prificat;éo

‘ seqi’JenciaI com interagdo hidréfoba, cromatografia de troca de anion e de

céation seguido por filtragdo com gel. A atividade da B-glicosidade das fragdes
coletadas durante purificagcao foi determinada empregando 4-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo como o substrato (Bailey and Linko, 1990). -

O sbbrenadante da cultura foi aplicado a uma coluna de' intera-
¢ao HiPrep 16/10 Phenyl Sepharose FF equilibrada com 20 mM de fosfato

~ de potassio, pH 6,0, contendo 0,8 M (NH,4)»SO,. A eluigdo foi realizada com

um gradiente linear do tampao de equilibrio para 3 mM de fosfato de potas-
sio, pH 6,0, seguido por eluicao com agua e 6 M de uréia. As primeiras fra-

¢bes com atividade B-glicosidase foram eluidas na area de condutividade de

80-30 mS/cm. A segunda atividade da B-glicosidase foi avaliada com. 6M
uréia. As fragbes ativadas eluidas por uréia foram agrupadas e dessaliniza-
das em colunas 10DG (Bio-Rad) equilibradas com 10 mM de Tris-HCl em pH
7,0. '

Apds dessalinizagdo, a amostra foi aplicada a uma coluna de
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troca de anion HiTrap DEAE FF equilibrada com 15 mM de Tris-HCI, pH 7,0.
A proteina n&o se ligou a coluna, porém foi eluida durante a alimént_agéo da
amostra. Essa fragdo de fluxo atravessante foi dessalinizada em colunas de
10DG (Bio-Rad) equilibradas com 7 mM de acetato de Na, pH 4,5.

: A amostra da cromatografia de troca de &nion foi éplicada a uma
coluna de troca de cation HiTrap SP FF equilibrada com 10 mM de acetato
de sédio, pH 4,5. As prOteinas'Iigadas foram eluidas com um gradiente linear
de 10 mM a 400 mM de acetato de sédio, pH 4,5. As fragbes com atividade
de B-glicosidase eluindo na area de condutividade de 6,5-12 mS/cm foram
colefadas, dessélinizadas em colunas 10DG (Bio-Rad) equilibradas com 7

-mM de acetato de sodio, pH 4,5 e secas por congelamento.

A amostra liofilisada foi diluida a 100 'p.L de agua e aplicada a
uma coluna de filtragéo de gel Supe'rdex' 75 HF10/30 equilibrada com 20 mM

~ de fosfato de sddio, pH 4,5, contendo 0,15 M de NaCl. A ati\'/idade da B-
glicosidase foi eluida em um volume de retengédo de 13,64 mL. Fragdes cole-

tadas foram combinadas, liofilisadas e dissolvidas em agua. A proteina foi
considerada pura por SDS-eIétrof_orese de gel de poliacrilamida e o peso
molecular foi avaliado como sendo de 76 kDa. A proteina foi denominada
como Ct BG-76. ' |

Exemplo 8. Pu‘rificagéo e caracterizacao de uma B-glicosidase a partir

~de Thermoascus aurantiacus ALKO4242

" Thermoascus aurantiacus ALKO4242 foi desenvolvido conforme

'déscrito no Exemplo 1. A B-glicosidase pura foi obtida por purificagdo se-

qliencial com interagdo hidréfoba, cromatografia de troca de cétion e &nion
seguido por filtrégéo com gel. A atividade da B-glicosidase das fra¢6es cole-
tadas durante purificacdo foi determinada empregando 4-nitrofenil-B-D-
glicop_irénoéideo como o substrato (Bailey and Linko, 1990). O teor da prote-

'_ina foi medido pelo Kit de Ensaio BioRad (Bio-Rad Laboratories) empregan-

do albumina de soro bovino como padrao.

o sobrehadante da cultura foi aplicado a uma coluna de intera-
¢ado HiPrep 16/10 Phenyl Sepharose FF equilibrada com 20 mM fosfato de
potassio, pH 6,0, contendo 0,7 M (NH4)2SOs. As proteinas ligadas foram elu-
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idas com um gradiente linear de 0,2 M (NH4)2S0O4 a 5 mM fosfato de potas-
sio, pH 6,0. A atividade da B-glicosidase foi eluida durante o grad'ienté na
area de condutividade de 28,0-1,1 mS/cm. Asa fragoes foram combinadas e
concentradas por ultrafiltragao.

A amostra foi dessalinizada em colunas de 10DG (Bio-Rad) e
aplicada a uma coluna de troca de anion HiTrap DEAE FF equilibrada com
20 mM de Tris-HCI pH 7,0. A enzima foi eluida com um gradiente linear de O
a 0,2 M NaCl no tampao de equilibrio e>'com eluicao retardada por 20 mM de

" Tris-HCI contendo 0,4 M NaCl. A amostra eluindo na area de'condutividade

de cerca de 10-30 mS/cm foi concentrada por ultrafiltragado e dessalinizada
por coluna de 10DG (Bio-Rad). ” ' '

A amostra foi aplicada a uma coluna de troca de cation H|Trap
SP XL equilibrada com 9 mM de acetato de sodio, pH 4.5. A enzima foi elm- ,
da com um gradiente linear de 10 mM a 400 mM de NaAc e por eIungao re-
tardada empregando 400 mM de NaAc pH 4,5. As proteinas com atividade
de B-glicosidase foram eIun’das amplamente durante o gradiente linear na
area de condutividade de 5,0-11,3 mS/cm. _ B ‘

O material ativo da cromatografla de troca de cation foi apllcado

a uma coluna Sephacryl S-300 HR 26/60 equilibrada com 20 mM de fosfato

de sédio, pH 7,0, contendo 0,15M de NaCl. A proteina com atividade de B-
glicosidase foi eluida com um.volume de retengao correspondendo a um pe-
so molecular de-‘ 294 kDa. As fragbes coletadas foram combinadas, iicfilisa-,
das e dissolvidas em agua. A proteina foi considerada pura por SDS-

eletroforese de gel de poliacrilamida e o peso molecular foi avaliado como

sendo de 81 kDa representando mais provavelmente a forma monomérica

da proteina. O focalizagéo isoelétrica (IEF) foi realizada usando um gel 3-9

pl. Apés coloragdo com prata, uma area ampla acima de pl 5,85 foi colorida

além de uma faixa estreita correspondendo a pl 4,55. A atividade especifica
da proteina purificada denominada como Ta BG-81 a 50°C foi determinada
como sendo de 600 nkat/mg-empregando 4-nitrofeniI-B-D-gIicopiranosideo
como o substrato (Bailey and Linko, 1990).

A estabilidade térmica da B-glicosidase purificada foi determina-
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da em temperaturas diferentes. A reagao foi realizada na presenga de 0,1
mg/mL BSA em pH 5,0 por 60 minutos, empregando 4-nitr6feniI-B-D-
glicopiranosideo como o substrato. T. aurantiacus BG-81 foi estavel até
75°C. A enzima de referéncia Aspergillus (Novozym 188) manteve 100% de
atividade até 60°C.
Exemplo 9. Purificacao de uma xilanase a partir de Acremonium ther-
mophilum ALKO4245 | |

Acremonium thermophilum ALKO4245 foi desenvolvida conforme
descrito no Exemplo 1. O sobrenadante da cultura foi incubado a 70°C por 24
horas, apés o qué, foi concentrado por ultrafiltragdo. A xilanase pura foi obtida
pbr purificagdo sequencial com interagdo hidrofoba e cromatogréfia de troca -
de cation seguido por filtragcdo com gel. A atividade da xilanase foi}determina-
da empregando uma xilana de bétula como o substrato (procedimento do 1U-

" PAC 1987). A proteina foi ensaiada por Kit de Ensaio BioRad Protein (Bio-Rad

Laboratories) empregando albumina de soro bovino, como padrao.
| | O sobrenadante concentrado da cultura foi aplicado a uma colu-
na de interagdo hidréfoba HiPrep 16/10 Butyl FF equilibrada com 20 mM de
tampao fosfato de potassio, pH 6,0, contendo 1M (NH,).SO4. As proteinas
ligadas fofam avaliadas com gradienté linear a partir do tampéb acima para.
fosfatd de potéésio 5mM, pH 6,0. A fragdo de proteina foi-eluida em uma
area de condutividade ampla de 120 a 15 mS/cm.
" A amostra da coluna de interagéo hidréfoba foi aplicada a uma

coluna de troca de cation HiTrap SP XL equilibrada com 8 mM de acetato de

sddio, pH 4,5. A proteina ndo se ligou a essa coluna, mas foi eluida no fluxo

atravessante durante a alimehtagéo da amostra. Esse eluido foi concentrado
por ultrafiltragcao. A cromatografia hidréfoba foi repetida conforme descrito
acima. As proteinas nao ligadas foram coletadas e secas por congelamento.

' A amostra dissolvida foi carregada em uma coluna de filtragao
de gel Superdex 75 HR10/30 equilibrada com 20 mM de tampao de fosfato
de sédio, pH 7,0, contendo 0,15 M NaCl. A proteina eluida da coluna com o
volume de retengdo de 11,2 mL foi julgada como sendo pura por SDS-
eletroforese de gel de poliacrilamida. A massa molecular da proteina purifi-
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cada foi avaliada com base no padréo da massa molecular (padrao SDS-
PAGE pré-colorido, Faixa Ampla, Bio-Rad) como sendo de 60kDa. A ativida-
de especifica da pfoten’na, denominada como At XYN-60, a 50°C foi determi-
nada como sendo de 1.800 nkat/mg (procedimento do IU-PAC 1987, empre-

gando xilana de bétula como o substrato). A'atividadek relativa foi aumentada |
em cerca de 1,2 vezes a 60°C e 1,65 vezes a 70°C (10 minutos, pH 5,0)
quando comparada a 50°C. As atividade especificas contra MUG2 (4-
metilumbeliferil-3-D-celobiosideo), MUL_'(4-metilumbeIiferil'—B-D-Iactosfded) e

"MUGS3 (4-metil-umbeliferil-B-D-celotriosideo) foram de 54, 33 e 78 nkat/mg

(50°C, pH 5,0 10 minutos), respectivamente. Isso esta de acordo com o fato
de que a familia de 10-xilanases também mosfra atividade contra os aril gli-
cbpiranosideos (Biely e outros, 1997). -
Exemplo 10. Pdrificagéo de uma xilanase a partir de Thermoascus au-
rantiacus ALKO4242 ' _

Thermoascus aurantiacus ALKO4242 foi desenvolvidé conforme
descrito no Exemplo 1. A xilanase pura foi obtida por purificacdo sequencial
com interagdo hidréfoba, érom_ato_grafia de troca de anion e céation seguido
por'filtragéo com gel. A atividéde da xilanase foi determinada empregando
xilana de bétula como o substrato (procedimento do IUPAC 1987). A protei-
nva_foi ensaiada por kit de ensaio de Proteina de BioRad (Bio-Rad Laborato-
ries) empregando albumina dé soro bovino como padrao.

O sbbrenadante da cultura foi aplicado a uma coluna de. intera-
céo hidréfoba HiPrep 16/10 Phenyl Sepharose FF equilibrada com 20 mM de
tampao de fosfato de potéSsio pH 6,0, contendo 0,7 M (NH,).SO.. As protei-
nas ligadas foram eluidas com um protocolo de eluicdo de duas etapas. A
eluicéo foi realizada por queda da concentragdo de sal primeiro a 0,2'M
(NH4)2S04 e apds isso, foi fornecido um gradiente linear de 20 mM de fosfato
de potassio, pH 6,0, contendo 0,2 M (NH4)>SO4 a 5 mM de fosfato de potas- |
sio, pH 6,0. A proteina foi eluida com 0,2 M (NH4).SO4 (I = 39 mS/cm). =

A amostra foi deséalinizada em colunas 10DG (Bio-Rad) e apIiQ
cada a uma coluna de troca de anion HiTrap DEAE FF equilibrada com 15
mM de Tris-HCI, pH 7,0. A proteina n&o se ligou a coluna de troca de anion,
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porém foi eluida no fluxo atravessante. A condutividade da amostra foi ajus-
tada para corresponder aquela do acetato de sédio 20 mM, pH 4.,5vpor adi-
¢do de agua e o pH foi ajustado para 4,5 durante a concentragao por ultrafil-
tragdo. ' .
| A amostra foi aplicada a uma coluna de troca de cation HiTrap
SP XL equilibrada com 20 mM de acetato de sédio, pH 4,5. As proteinas de
ligacdo foram eluidas com grédiente linear a partir do tampao de equilibrio
para o mesmo tampao contendo 1M NaCl. A enzima foi eluida na area de
condutividade de 1-7 mS/cm. A amostra foi liofilisada e apds isso dissolvida
em églja. | _
A amostra liofilisada foi dissolvida em agua e aplicada aumaco- -
luna de filtragdo de gel Superdex 75 HR 10/30 equilibrada comv 20 mM de
fosfato e sédio pH 7,0, contendo 0';15 M de NaCl. A proteina foi eluida da

coluna com um volume de retengéo correspondendo a um peso molecular

de 26 kDa. A proteina foi julgada como sendo pura por SDS-eletroforese de
gei poliacrilamida. A massa molecular da proteina pura era de 30 kDa con-
forme avaliada com base no padrdo de massa molecular (padrao- SDS-
PAGE pré-colorido, Faixa Ampla, Bio-Rad). O pl da proteina purificada, de-
nomin‘ada'.como Ta XYN-30 foi determinado com Ph_astSy_steml (Pharmacia)
como sendo de cerca de 6,8. A atividade especifica de TA XYN-30 a 50°C

foi determinada como sendo de 4.800 nkat'mg (procedimento do IUPAC

1987, usando xilana de bétula como substrato).

‘Exemplo 11. Seqlienciamento interno do aminoacido

Os peptideos internos foram sequenciados por ionizagéo de ele-
troaspersdo combinada a espectrometria de massa em série (ESI-MS/MS)
empregando instrumento Q-TOF1 (Micromass). A proteina foi primeiro alqui-

lada e digerida em peptideos tripticos. Os peptideos gerados foram dessali-

nizados e parcialmente separados por nanocromatografia de liquidos (fase

reversa) antes da aplicagao ao instrumento Q-TOF1. As sequéncias de pep-
tideo internas para celobioidrolases de Chaetomium thermdphilum e Acre-
monium thermophilum sao mostradas na Tabela 2. Os peptideos da Chae-
tomium CBH foram obtidos apés 0 gene cbh correspondente ser clonado. Os
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peptideos determinados de Acromonium CBH n&o foram utlllzados na clona-
gem do gene correspondente _

Tabela 2. Sequencnas de peptideo interno determinadas a partir de Chaeto-
mium thermophilum ALKO4265 CBH (1-C-4-C) e Acremonium thermophilum
ALKO4245 CBH (1-A-4-A). ' '

Peptideo _‘ Sequéncia

Peptideo 1_C TPSTNDANAGPFGR
Peptideo 2_C VAFSNTDDFNR

Peptideo 3_C - FSNTDDFNRK

Peptideo 4 C PGNSIL/ITQEVYCDAOQ/KIK:
Peptideo 1_A VTOFI/LTG ~
Peptideo 2_A MGDTSFYGPG

Peptideo 3_A CDPDGCDFN

Peptideo 4_A ' SGNSL/ITTDF

/L = Ieucma e isoleucina possuem a mesma massa molecular e
nao podem ser dlstlngmdas na analise de ESI- MS/MS

Q/K = a massa molecular de glutamina e lisina difere apenas em

-0, 036 ka e ndo pode ser distinguida na analise de ESI-MS/MS.

v As sequéncias de peptideo interno da endoglucanase purif'icada,
B-glicosidases e xilanases de Acremonium thermophilum ALKO4245, Chae-
tomium thermophilum ALKO4261 e Thermoascus aurantiacus ALKO4242
sdo listadas nas Tabelas 2, 4 e 5. | |

Tabela 3: Sequéncias de peptl’deo interno determinadas a partir das endogli-

_ canases de EG-40 de Acremonium thermophilum ALKO4245, EG-54 de

Chaetomium thermophilum ALKO4261 e EG-28 de Thermoascus aurantia-
cus ALKO4242

Proteina | Peptideo Seqtiéncia®

AtEG 40 |Peptideo1 |0 S CSSFPAPLKPGCOWR.

Peptideo2 [Y AL TFNSGPVAGK

Peptideo3 |v Q CPSELTSR

Peptideo4 [ NQ PV FSCSADWOR

Peptideo5 [Y W D CCKPSCGWPGEK
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Proteina Peptideo Sequiéncia®
Peptideo6 |p T F T

CtEG_54 |Peptideo1 |[EPEPEVTY YV
Péptideo2 |y Y LLDQTEQ Y
Peptdeo3 |R YCACMDLWEANS SR
Peptideo 4 PGNTPEVHEP QK
Peptideo5 |5 I/L A P H P C N Q/K
Peptideo 6 |0 © Y E M F R
Peptu’deo? ALNDDEFCR

, Peptideo8 |W G N P P P R

| TaEG_ 28 | Peptidec1 | 1/L TS ATOWLR
| Peptidec2 |6 ¢ A I/LSATCVSSTI/LGOER]|

Peptideo3 |p r M M E R
Peptideo4 O YA VVDPHNYGR

(a I/L = leucina e isoleucina possuem a mesma massa molecular

e ndo podem ser distinguidas na analise de ESI-MS/MS.

Q/K = a massa molecular de glutamina e lisina difere apenas em .

0,036 ka e ndo pode ser distinguida na analise de ESI-MS/MS.

Tabela 4: ‘Sequéncias de peptl’deb interno determinadas a partir das beta-
glicosidases de BG-101 de Acremonium thermophilum ALKO4245, BG-76 de
Chaetomium thermophilum ALKO4261 e BG-81 de Thermoascus aurantiacus

ALKO4242

Proteina Peptideo Sequiéncia®

At BG_101 Peptideo 1 SPFTWGPTR
Peptideo 2 YVVGDDAGNEPC
Peptideo 3 AFVSOLTILLEEK
Peptideo 4 GTDVL/TYTPNNK
Peptideo5 |Q P NP AGPNACV L/IR

CtBG_76 Peptidéo1 EGLFIDYR |
Peptideo 2 PGOSGTATP FR
Peptideo 3 ETMSSNVDDR
Peptideo 4 IALVGSAAVYVY
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Proteina Peptideo Sequiéncia®
Peptideos MWLCENDR
Peptideo 6 YPOLCLODGPLGIR
Peptideo 7 ELNGQOQNSGYPSTI
TaBG_81 |Peptideol |T P F T WGK
Peptideo2 | L cLQDSLPGVR
Peptideo3 |G VDVOQLGPVAGVAZPR
Peptideo 4 VNLTLE o ]
Peptideo 5 FTGVFGEDVVG
Peptideo 6 NDLPLTGYEK

v (a I/L = leucina e isoleucina possuem a mesma massa rhole_cular
e ndo podem ser distinguidas na analise de ESI-MS/MS.
Tabela &: Seqﬁéncias de peptideo interno determinadas a pai'tir das xilana-
ses de XYN-60 de Acremonium thermophilum ALKO4245 e XYN-30 de
Thermoascus aurantiacus ALKO4242 o

Proteina Peptideo Sequéncia
At Peptideo1 | Y ND Y NLE YN Q X
XYN_60 o
Peptideo2 | F G Q VT P E N
Peptideo3 | VD CDATYMS YV NNEK
Peptideo4 | K P A WT SV S SVLARAK
Peptideo5 | S Q G D I VP R A K
Ta Peptideol | v Y F G VA TDONR
1 XYN_30 ' _
Peptideo? | NAATITIQADFGOVTPENSMEK
Peptideo3 |G H T LVWHSQLPSWVSSITDEK
Peptideo4 | NH I TTLMTR o
Peptideo5 | AW D VVNEAFNEDGSTLR
Peptideo6 | L Y I NDYNLDSASYPK
ASTTPLLFDGNTFNPEKPATYNA
Peptideo 7 .
IVODLOO
_ OTVFLNVIGEDYIPIAFOTA
Peptideo 8 R -
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Exemplo 12. Construgcao de bibliotecas gendmicas para Thermoascus
aurantiacus, Chaetomium thermophilum e Acremonium thermbp_hilum
As bibliotecas gendémicas de Chaetomium thermophilum AL-
KO4265 e Acremonium thermophilum ALKO4245 foram obtidas para vetor
Lambda DASH®II (Stratagene, USA) de acordo com as instrugdes do forne-
cedor. Os DNAs cromossémicos, isolados pelo método de Raeder e Broda
(1985), foram parcialmente digeridos com Sau3A. Os DNAs digeridos foram
fracionados por tamanhos e os fragmentos do tamanho escolhido (~5-23 kb)
foram desfosforilados e ligados aos bragos do vetor lambda digerido BamHl.
As misturas de Iigagéo foram embaladas usando extratos de-embalamento

-Gigapack lll Gold de acordo com as instrugoes do fabricante (Strategene,

USA). As titulagdes das bibliotecas gendémicas de Chaetomium thermophi-
lum e Acremonium thermophilum foram de 3,6 x 10° pfumL e 3,7 x 10°

~ pfu/mL e aquelas das bibliotecas ampliadas foram de 6,5 x 10° pfu/mL e 4,2

x 108 pfu/mL, respectivamente.

» O kit de vetor Lambda FIX® 1I/Xho | Parcial Fill-in (Stratagene,
USA) foi usado na construgdo das bibliotecas gendmicas de Thermoascus
aurantiacus ALKO4242 e Chaetomium thermophilum ALKO4261 de acordo |
com a_s iristrugées do fornecedor. Os DNAs cromossémicos, isolados pelo
método de Raeder e Broda (1985), foram parcialmente digeridos com

- SauBA. Os DNAs digeridos foram fracionados por tamanhos e os fragmentos

do tamanho escolhido (~6-23 kb) foram enchidos e ligados aos bragos do

‘vetor Lambda F'IX Il digerido Xhol. As misturas de ligagdo foram embaladas

usando extratos de embalamento Gigapack ll| Gold de acordo com as ins-
trugdes do fabricante (Strategene, USA). As titulagbes das bibliotecas gend-
micas de ALKO4242 e Chaetomium thermophilum ALKO4261 foram de 0,2 x

10° e 0,3 x 108 pfu/mL e aquelas das bibliotecas ampliadas foram de 1,8 x

10° e 3,8 x 10° pfu/mL, respectivamente.

Exemplo 13. Clonagem dos genes de celobioidrolase (cbh/cel7) a partir
de Thermoascus aurantiacus, Chaetomium thermophilum e Acremoni-
um thermophilum

‘ Métodos de biologia_molecular padrao foram émpregados no
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isolamento e tratamentos da enznma do DNA (plasmideos, fragmentos de
DNA), nas transformag:oes do E.coli, etc. Os métodos basicos empregados
s&o descritos nos livros de bolso de biologia molecular padrao, por exemplo,
Sambrook e outros (1989) e Sambrook and Russell (2001).

As sondas para classificagao de bibliotecas gendmicas que fo-
ram construidas conforme descrito no Exemplo 12, foram ampliadas por
PCR usando os DNAs gendmicos de Thermoascus aurantiacus ALKO4242,

Chaetomium thermophilum ALKO4265 e Acremonium thermophilum AL-

KO4245 como gabaritos nas reagdes. Varios iniciadores testados nas rea-
¢coes de PCR foram designados de acordo com a sequéncia de nucleotideo
publicada (WO 03/000941, Hong e outros, 2003b). As misturas de reagao da
PCR continham 40 mM de Tris-HCI, pH 9,0, 15 mM de (NH4)2SO4, 0,1% Tri;
ton de X-100, 1,5 mM de MgCIz, 0,2 mM de dNTPs, 5 uM de cada iniciador e
1 unidade de DNA polimerase Dynazyme EXT (Finnzymes, Flnlandla)

~0,5-1 ug de DNA genémico. As condigbes para as reagdes da PCR foram
as seguintes: 5 minutos de desnaturagéo inicial a 95°C, seguido por 30 ci-
clos de 1 minuto a 95°C, téntoj minuto de recombinacgao a 62°C (i 8°C gra-

‘ diehte)_._ para gabaritos de Thermoascus ALKO4242 e Chaetomium AL

KO4265 ou 1 minuto de recombinagéo a 58°C (+ 6°C gradiente) para gabari-
to de Acremonium ALKO4245, periodo de 2 minutos a 72°C e um periodo

rflnal de 10 mlnutos a72°C.

- Produtos de DNA de tamanhos esperados (calculados das se-
quéncias cbh publicadas) foram obtidos de todos os gabaritos genémicos

~ usados. Os fragmentos de DNA de tamanhos esperados foram isolados das

reacdes de PCR mais especificas e eles foram clonados para vetor pCR®
Blunt-TOPO™ (invitrogen, USA). As insercbes foram caracterizadas por se-
quenciamento e por realizagdo de hibridizagdes Southern blot em relagéo
aos DNAs gendmicos digeridos com varias enzimas de restricdo. Os frag-
mentos de pCR que foram escolhidos para serem empregados como sondas
para classificagao das blbllotecas gendmicas de Thermoascus aurantlacus
Chaetomium thermophilum e Acremonium thermophilum sao apresentados

na Tabela 6.
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Tabela 6. Iniciadores empregados nas reagdes de PCR e sondas escolhidas

para classificacdo dos genes cbhicel7 a partir das bibliotecas genémicas de
Thermoascus aurantiacus, Chaetomium thermophilum e Acremonium ther-
mophilum. Sao mostrados o DNA de gabarito genémico e as denominagdes
dos plasmideos contendo o fragmento de sonda.

Géne Iniciador a frente Iniciador reverso DNA do gaba- | Fragmen- | Plasmi-
. . rito to (kb) deo
TCEL11 o TCEL12 Thermoascus :
Tacbh | atacoaactancatioaotec | gaatttagagctantgtogacn | Alkqazaz | 08K | PALKISSS
| TCELT. TCEL8 Chastornium
CT cbh | cgatgecaactogegetagac ticttoataatatcaacante | ALkO42es | 8 KP PALK1632
TCEL13 TCEL4 Acramonium —
_ Atchb | agctogaccaactactacacn accgtgaactictiactonts | ALko4z4s | O P PALK1634

As sequiéncias de aminoacido deduzidas de todas essas sondas

tinham homologia com relacédo as varias sequéncias CBH publicadas (pro-

~ grama BLAST, versdo 2.2.9 no NCBI, National Center for Biotechnology In-
formation; Altschul e outros, 1990) da familia. 7 da hidrolase de glicosideo

(Henrlssat 1991; Henrissat and Bairoch, 1993).

As inser¢des dos plasmldeos listados na Tabela 6 foram rotula—
das com digoxigenina de acordo com as instrugdes do fabricante (Roche,
Alemanha), e as bibliotecas gendmicas ampliadas (placas de 2 x 10° - 3 x .

10%) foram classificadas com os fragmentos de sonda rotulados. A tempera-

tura de hibridizagao para os filtros era de 68°C e os filtros foram lavados 2 x

5 minutos em temperatura ambiente usando 2 x SCC - 0,1% SDS seguido
por 2 x 15 minutos a 68°C usando 0,1 x SSC - 0,1%~SDS com as sondas

homodlogas empregadas. Varias placas positivas foram obtidas de cada uma

das hibridizagoes. Na classificagdo das bibliotecas génomicas da Acremoni- -
um ALKO4245, algumas das placas positivas estavam hibridizando forte-
mente em relagdo a sonda em questao, porém, além disso, houve uma

quantidade de placas hibridizando mais fracamente em relagdo as sondas.

Isso sugeriu que outro(s) gene(s) da celobioidrolase pode(m) estar presen-

te(s) no genoma empregando reagdo cruzada. Cerca de quatro a cinco pla-
cas hibridizando fortemente foram purificadas a partir das classificagbes da
biblioteca gendmica de Thermoascus ALKO4242 e Chaetomium ALKO4265.
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No caso de Acremon/um thermophllum ALKO4245, quatro das seis placas
purificadas hlbrldlzaram fracamente pela sonda empregada. Os DNAs do
fago foram isolados e caracterizados por hibridizacdes Southern blot. Os
fragmentos de restricdo escolhidos hidridizando em relagdo a sonda foram.
subclonados no vetor pBluescript Il KS+ e as regiéeé relevantes dos clones
foram sequenmadas | |
No total, quatro genes cbhicel7 foram clonados; um de Thermo-
‘ascus aurantiacus ALKO4242, um de Chaetomium thermophilum ALKO4265
" e dois de Acremonium thermophilum ALKO4245 (na fase anterior do traba-
Iho, essas tinham -6s cédigos At-cbh-C e At-cbh-A, e foram ehtéo denomina-
das como At ce/7A e At ce/7B, respectivamehfe). A tabela 7 resume as in-
fbrmagées com relag:éo as sondas usadas para classificagdo dos genes, oé
clones de fago dos quais os genes foram isolados, os fragmentos de restn-
¢ao escolhidos contendo os genes de comprimento pleno com suas regloes -
promotora e terminadora, as denominagdes dos plasmideos e 0s numeros
de depdsito para as cepas de E.coli transportando esses plasmideos. '
Tabela 7. Sondas fempreg‘édas para clonagem dos genes cbhlce/?, o clone

~ de fago e os subclones escolhidos, o nimero dos plasmideos e 0 numero

dos depdsitos da cepa de E.coli correspondente

Gene Sonda usa- | Clone _ Fragmento  subclo- [ Nimero do | Numero ‘do
| da na clas- | do fago | nado em pBluescript plasmideo_ depésito de
sificagdo , ] ' E.coli_
| Tacel7A_ | PALK1633 | F12 | 3,2 kb Xbal pALK1635 - | DSM 16723
. MA pALK1632 F36 2,3 kb Pvul — Hindlll | pALK1642 DSM 16727
| At cel7B pALK1634 F6 3,1 kb EcoRI pALK1646 DSM 16728
At cel7A pALK1634 F2. 3,4 kb Xhol | - pALK1861 DSM 16729

As informacgoes relevantes com relagao aos genes e as sequén-
cias de proteina deduzidas (SEQ ID N2: 1-8) foram resum|dos nas Tabelas 8
e 9, respectivamente. _ A .
As sequéncias de peptideo das proteinas CBH purifiéadas da
Chaetomium thermophilum ALKO4265 e da Acremonium thermophilum AL-
KO4245 (Tabela 2) foram encontradas das sequéncias de aminoacido dedu-
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zidas dos clones contendo os genes Ct cel7A e At cel7A.. Assim, seria con-
cluido que foram clonados os genes codificando as proteinas CBH/Cel7 puri-
ficadas de Chaetomium thermophilum e Acremonium thermophilum.

Tabela 8. Resumo dos genes cbhicel7 isolados de Thermoascus aurantiacus

ALKO4242, Chaetomium thermophilum ALKO4265 e Acremonium thermo-
hilum ALKO4245. '

Gene Cbh Comprimentb Reéiéo de | N2de Comprimentos | Seq ID N2
com introns | codificagdo | introns dos introns
_ '(bp)‘_a (bp)® (pares de base)
Ta Cel7A 1439 1371 1 65 1
Ct cel7A 1663 1596 1 65 7
At cel7B 1722 1377 3 1 34,‘ 122, 87 3
At cel7A 1853 | 1569 4 88, 53, 54, 86 - 5

“(a O cédon STOP foi incluido.

(b O cédon STOP néo foi incluido. ‘

Tabela 9. Resumo das seqiiéncias de aminoacido deduzidas' das sequéncias
génicas cbh/cel7 de Thermoascus aurantiacus ALKO4242, Chaetomium
thermophilum ALK4265 e AcrémoniUm thermophilum ALKO4245. ss, se-

quéncia de sinal.

Proteina N2 Comprimento CBD‘bV de | Peso molecular | pl previsto | sitios de Seq.
- CBH de | da seqi]éncia | Cteminal (MW)  previsto | (seqiéncia | N-glicosi- | ID N
7 aés de sinal (Da, (ss) ndo | desinal ndo | lacdo
NN/HMM® incluidas)®®’ inclufda) putativa
Ta Cel7A | 457 17/i 7 Nao - 46 873 4,44 2 2
CtCel7A | 532 | 18/18 Sim, T497 a | 54 564 505 | 3 8
' » L532
AtCel7B | 459 | 21/21 Nao 47 073 4,83 2 4
AtCel7A | 523 | 17117 Sim, Q488 | 53696 467 4 6
als523 |

(a A previsdo com relacdo a sequéncia de sinal foi feita“empregando o pro-
grama SignalP V3.0 (Nielsen e outros, 1997; Bendtsen e outros, 2004); o

valor de NN foi obtido empregando redes neuronais e o valor HMM usando
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modelos Markov impedidos.
(b O dominio dé ligagao de celulose (CBD), os aminoéacidos da reg‘iéo CBD
de C-terminal sao indicados (M1 (Met #i) incluidos na numeragéao)
(c A sequéncia de sinal prevista ndo foi incluida. A previséo foi feita empre-
gando a ferramenta pl/MW de computador em um sef\)idor ExPASy (Gastei-
ger e outros, 2003) '
(dO numero de sequéncias N-X-S/T _

As sequéncias de aminoacido deduzidas de Cel7A de Thermo-

- ascus aurantiacu's e Cel7A de Acremonium thermophilum Cel7A (ndcleo,

sem CBD) eram mais homodlogas uma com relagao a outra (anallsadas por
alinhamento global Needleman-Wunsch, Needle EMBOSS 3.0.0, com Matnz
EBLOSUMS62, Penalidade de intervalo 10.0 e penalidade de extensdo 0,5;
Needleman and:Wunsch, 1970). Além disso, Cel7A de Acremonium thermo-
philum deduzida tinha uma identidade inferior em relagdo a Cel7A de Chae-
tomium thermophilum deduzida. Cel7B de Acremonium thermbphilum foi
mais distinta das sequéncias CBH/Cel7 da invengao.

A sequéncia deduzida de Chaetomium Cel7U possuié'as maio-
res'ide,ntidades (analisada pof alinhamento Needleman-Wunsch global, Ne-
edle EMBOSS, vide acima) com relagédo aos polipeptideos de Chaetomium
thermophilum Scytalidium thermophilum e Thielavia australiensis CBHI d'es-
critas no WO 03/000941 De modo semelhante, a sequéncia da' Thermoas-
cus aurantiacus Cel7A deduzida era altamente idéntica a CBHI publlcada da
Thermoascus aurantiacus (WO 03/000941, Hong e outros, 2003b). Acremo-

~ nium thermophilum Cel7B possuia identidades significativamente inferiores

as sequéncias publicadas anteriormente, estando mais proximamente rela-
cionada ao polipeptideo CBHI da Oryza sativa. As maiores homologias da
sequiéncia de Cel7A de Acremonium thermophilum foram com relagéO'aos

polinucleotideos da CBHI da Exidia gladulosa e Acremonium thermophilum |
(WO 03/000941). O alinhamento indica que as sequéncias clonadas de
Thermoascus aurantiacus ALKO4242, Chaetomium thermophilum AL-
KO4265 e Acremonium thermophilum ALKO4245 codificam as proteinas da

CBH possuindo alta homologia com relacdo aos polipeptideos da familia 7
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da glicosideo hidrolase, portanto, essas foram designadas como Cel7A ou
Cel7B (Henrissat e outros, 1998). ‘

A comparagdo das sequéncias de aminoacido dedu2|das dos
genes cbh/cel7 a partir de Thermoascus aurantiacus ALKO4242, Chaetomi-
um thermophilum ALKO4265 e Acremonium thermophilum ALKO4245 Thie-
lavia entre si mesmas e adncnonalmente as sequencnas encontradas nas ba-

ses de dados sao mostradas na Tabela 10.

Tabela 10. Sequéncias de homologia mais alta com relagdo a seqiiéncias de

aminoécido deduzidas dos genes cbh/cel7 a partir de Thermoascus auranti-
acus ALKO4242 Chaetomium thermophilum ALKO4265 e Acremonium

-thermophilum ALKO4245. O alinhamento foi realizado empregando alinha- -~

mento global Needleman-Wunsch (EMBLOSUM62, penalidade de intervalo
10,0, penalidade de extensao 0,5).'-* Indica uma sequéncia de aminoacido

derivada de um dos genes da celobioidrolase clonados nesse trabalho. 'Nu-

cleo' indica alinhamento sem CBD.

Organismo, enzima e nimero de acesso : | Identidade (%)'
* Thermoascus aurantiacus CelTA 100,0
Thermoascus aurantiacus, AY840982 99,6
Thermoascus aurantiacus, AX657575 99,1
Thermoascus aurantiacus, AF421954 - - 97,8

" Talaromyces emersonii, AY0B1766 : 79,5

- Chaetomidium pingtungium, AX657623 , - 76,4
Trnichophaea saccata, AX657607 | 73,4
* Acremonium thermophilum Cel7A (core) . : 70,6
Emericella nidulans, AF420020 {core) 70,4
* Chaetomium thermophilum Cel7A (core) _ 66,4 '
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Organismo, enzima € numero de acesso . Identidade (%)
* Chaetomium thermophilum Cel7A 100,0
Chaetomium thermophilum, AY861347 91,9
Chaetomium thermophilum, AX657571 : 91,7
Scytaiidium thermophilum, AX657627 , , 74,7
Thielavia australiensis, AX657577 : . | 74,6
Acremonium thermophilum, AX657569 - . 72,3
Exidia glandulosa, AX657613 68.0
* Acremonium thermophilum Cel7A 166,9

| * Thermoascus aurantiacus Cel7A (core) 66,4
Exidia glandulosa, AX657615 ' 60,8
Chaetomium pingtungium, AX657623 ) ' 60,7
* Acremoniumn thermophilum Cel7B (core) 60,2
* Acremonium thermophilum Cel7B 100,0
Oryza sativa, AK108948 ‘ 66,1
Exidia glandulosa, AX657615 65,0
Acremonium thermophilum, AX657569 (core) 64,8
Thermoascus aurantiacus, AX657575 _ 64,8
* Acremoniurm thermophilum Cel7A 64.6
* Thermoascus aurantiacus Cel7A _ 64,4

Trichophaea saccata, AX657607 63,6
* Chaetomium thermophilum Cel7A (core) 60,2
* Acremonium thermophilum Cel7TA 100,0 -
Exidia glandulosa, AX657613 ’ 77.9
Exidia glandulosa, AX657615 77,9
Acremonium thermophilum, AX657569 77,5
Thielavia australiensis, AX857577 71,0
* Thermoascus aurantiacus Cel7A (core) 70,6
Scytalidium thermophilum, AX657627 67.5
Chaetomium thermophilum, AX657571 S 67,5
Chaetomium pingtungium, AX657623 67.3

 * Chaetomium thermophilum Cel7A 66,9
* Acremonium thermophilum Cel7B (core) 64,6

Exemplo 14. Producao de proteinas recombinantes de CBH/Cel7 Tri-
choderma reesei ' |

Plasmideos de expressao foram construidos para produgao das
proteinas CBH/Cel7 recombinantes a partir de Thermoascus aurahtiacus



10

15

20

25

54

(Ta Cel7A), Chaetomium thermophilum (Ct Cel7A) e Acremonium thermophi-

lum (At Cel7A, At Cel7B; na fase anterior do trabalho essas proteihas tinham
os codigos temporarios At CBH-C e At CBH-A, respectivamente). Os plas-
mideos de expressdo construidos sdo listados na Tabela 11. Os genes c-
bh/cel7 recombinantes, incluindo suas proprias sequéncias de sinal foram
exatamente fundidos no promotor de T. reesei cbh1 (cel7A) pela PCR. O
término da transcrigao foi garéntido pelo terminador de T. reesei cel7A e o
gene marcador A. nidulans amdS foi empregado para selegao dos transfbrj
mantes conforme descrito em Paloheimo e outros. (2003). Os cassetes de
exprésséo Iinearés (figura 2) foram isolados das estruturas do vetor apés

-digestao com EcoRI e foram transformados em'T. reesei A96 e A98 (ambas

cepas tinham os genes codificando as quatro celulases maiores C-

~ BHI/Cel7A, CBHII/Cel6A, EGI/Cel7B e EGII/Cel5A deletada). As transforma-
¢bes foram realizadas como em Penttila e outros (1987) com as modifica-
- ¢0es descritas em Karhunen e outros (1993), selecionando com acetamida

como uma Unica fonté de nitrogénio. Os transformantes foram purificados
nas placas de selecao através de conidia simples antes da esporulagao dos

mesmos em PD. » , |
Tabela 11'.. Cassetes de expresséao cbn_strui’dos para produzir proteinas de
CBH/CeI7 de Thermoascus aurantiacus ALKO4242 (Ta Cel7A), Chaetomium
thermophilum ALKO4265 (Ct Cel7A), e Acremonium thermophilum AL-
KO4245 (At Cé 17 A, At Cel?B) no Trichoderma reesei. A estrutura total dos

cassetes de expressao era conforme descrito na figura 2. Os genes cbh/cel7

clonados foram fundidos exatamente no promotor T. reesei cbh1/cel7A.

CBH/Cel7 | Plasmideo de ex- Tamanho do cassete Terminador de |
| pressdo | de expressao cel7AL

Ta Cel7A. PALK 1851 9.0kb 245 bp (Xbal)

CtCelza - PALK 1857 . 92kb 240 bp (Hindlll)

At Cel7B PALK 1860 9,4 kb | 361 bp (EcoRl)

At Cel7A pALK 1865 9,5 kb | 427 bp (EcoRV)

@ O cassete de expressdo para transformagdo de T.reesei foi isolado da es-

trutura de vetor por emprego de digestdo de EcoRl.
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® O nuimero de nucleotideos da régiéo terminadora cbh1/cel7A genbémica
apos o cédon ASTOP. O sitio de restrigdo na extremidade 3' usado na excisdo
do fragmento génico gendémico € incluido entre parénteses. '

A produgcao de CBH/Cel7 dos transformantes foi analisada a
partir dos sobrenadantes de cultura dos cultivos do frasco de agitagao (50
mL). Os transformantes se desenvolveram por 7 dias a 28°C em um meio de
indugao de celuloée a base de lactose complexo (Joutsjoki e outros, 1993)
tamponado com 5% KH,PO,. A atividade da celobioidrolase foi enSaiada

“empregando substrato de 4-metilumbeliferil-B-D-lactosideo (MUL) de acordo

com van Tilbeurgh e outros, 1988. Os gendtipos dos transformantes escolhi-
dos foram confirmados por emprego de So_uthefn blots onde varias digestoes
génémicas foram incluidas e o respectivo cassete de expressao foi uSadd
como uma sonda. A expressao heteréloga das proteinas Ta Cel7A, Ct
Cel7A, At Cel7A e At Cel7B foi analisada por SDS-PAGE com coloragao Co— '
omassive subsequlente. A verificagdo de que nenhuma atividade de celobioi-
drolase ou producado de proteina heteréloga em SDS-PAGE seria detectada
pelos tranformantes de At'CeI7_B contendo cassete de expressao integra'do,

~ sugere que At Cel7B é produzida abaixo dos niveis de detecgdo no Tricho-

derma usando o projeto experimental descrito.

‘As preparacgoes da enzima CBH/Cel7 recomblnante foram ca-
racterlzadas em termos de pH 6timo e estabilidade térmica. O pH 6timo das
proteinas CBH/CeI7 recombinantes de Thermoascus aurantiacus, Chaeto-

mium thermophilum e Acremonium thermophilum foi determinado no tampao

“universal Mclivaine dentro de uma faixa de pH de 3,0-8,0 empregando 4-

metilumbeliferil-B-D-lactosideo (MUL) como um substrato (Fig 3A). O pH 6ti-
mo para as enzimas Ct Cel7A e At Cel7A é de 5,5, acima do que a atividade

comecga a cair gradualmente. O pH 6timo de Ta Cel7A bruta recombinante é

de 5,0 (Figura 3A). A estabilidade térmica das enzimas Cel7 recombinantes
foi determinada por medi¢éo da atividade de MUL no tampé&o universal Mcll-
vaine no pH 6timo com tempo de reac¢do de 1 hora. Conforme mostrado dos
resultados Ta Cel7A e Ct Cel7A mantiveram mais de 60% de suas ativida-
des a 70°C, considerando-se que At Cel7A mostrou ser claramente menos
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estavel em temperaturas maiores (= 65°C) (figura 3B).
' Os tranformantes de CBH/Cel7 foram cultivédos em bioreatores
de laboratério a 28°C no meio indicado acima por 3-4 dias com controle do
pH 4,4 £ 0,1 (NH3/H3I?O4) para obter material para os testes de aplicagéo.
Os sobrenadantes foram recuperados por centrifugagao e filiragéo através
dos filtros Seitz-K 150 e EK (Pall SeitzSchenk Filtersystems GmbH, Bad
Kreuznach, Alemanha).. ' A ,
Exemplo 15. Producdo das proteinas de fusao re¢ombinantés
CeI7A+CBD de Thermoascus aurantiacus em T.reesei

CeI7A de Thermoascus aurantiacus (AF478686, Hong e outros,

-2003b; SEQ ID N2 1) foi fundida ao ligante e CBD da CBHI/Cel7A do Tricho- -

derma reesei (AR088330, Srisodsuk e outros, 1993) (= Tr CBD) seguido por
producdo da proteina de fusdo (SEQ ID N2: 28 correspondendo ao acido nu-

~ cléico da SEQ ID Ne: 27) na T. reesei conforme descrito em F120055205/US
11/119,526; depositado em 29 de abril de 2005. Além disso, Cel7A de Ther-

moascus aurantiacus foi fundida ao ligante e CBD de Cel7A de Chaetomium
thermophilum (SEQ ID N2:7) (Ct CBD). Para essa finalidade, a seqiéncia de
codificagédo do ligante e o CBD da Cel7A da Chaetomium thermophilum foram |
sintetiz'adds por PCR empregando os i'nic_:riadores que se seguem:'
5'-1TAAACATATGTTAfCTACTCCAACATCAAGGTCGGACCCATCGGCTCGACC_GTCCCTG,GCCTI’GAC—:B‘
(sequéncia a frente) e

5'- TATATGCGGCCGCAAGCTTTACCATCAAGTI'ACTCCAGCAAATCAGGGAACTG 3

(sequencna reversa) \

A mistura de reacao da PCR continha tampao de reagéo 1 x
DyNAzyme® EXT (Finnzymes, Finlandia), 15 mM de Mg®, 0,2 mM de
dNTPs, 2 uM de cada iniciador, 0,6 unidades de DNA polimerase DyNAzy-
me® EXT (Finnzymes, Finlandia), e aprOximadamente 75 ng/30 pL de gaba-

rito DNA, contendo gene de cel7A de comprimento pleno de Chaetomium

thermophilum. As condigbes para a reacao da PCR foram como se segue:
desnaturagao inicial de dois minutos a 98°C, seguido por 30 ciclos de 30 se-
gundos a 98°C, recombinagao por 30 segundos a 68°C (gradlente de = 4°C)
extensao de 30 segundos a 72°C e uma extensao final a 72°C por 10 minu-
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tos. O fragmento de DNA especificd na regiao da PCR foi obtido na faixa de
temperatura de fecombinagéo de 64°C a 68,5°C. O fragmento do CBD sinte-
tizado de Chaetqmium thermophilum foi ligado apds o gene de cel7A de
Thermoascus aurantiacus resultando em um ponto de juncdo de GPIGST.
entre os dominios. O fragmento ampliado da PCR no plasmideo foi confir- |
mado por sequent:iamento (SEQ ID N2:29). O gene bel?A de fusao constru-
ido foi exatamenté fundido no promotor de cbh1 (cel7A) de T. reesei. A ter-

minacgdo da transcrigdo foi garantida por cel7A de T. reesei e o gene marca-

" dor de A.nidulans amdS foi usado para selegdo dos transformantes como

descrito em Pal_o’héimo e outros. (2003). A _

O cassete de expresséo linear foi”isolado da estrutura do vetor
apos digestdo de Notl e foi reformado nos protoplastos de T.reesei A96. Aé
transformagdes foram realizadas como em Penttila e outros (1987) com mo-
dificagbes descritas em Karhunén e outros (1993), selecionando com aceta-
mida como uma fonte de nitrogénio unica. Os transformantes forém purifica-
dos nas placas de sele'g;éq através de conidia simples antes da esporulagao
os mesmos em PD. o , , A - '

A produgao de Ce,i7+CBD de Thermoascus aurantiacus (SEQ ID
N2: 28 e 30) dos transformantes foi analisada a partir dos sobrenadantes de
cultura dos cultivos do frasco de agitagao (50 mL). Os transformantes se de-

senvolveram por 7 dias em um meio de indugéo de celulose -a base de lacto-

se complexo (Joutsjoki e outros, 1993) tamponado com 5% KH:PO, e pH
5,5. A atividade da celobioidrolase foi ensaiada empregando substrato de 4-
metilumbeliferil-B-D-lactosideo (MUL) de acordo com van Tilbeurgh e outros,
1988. Os gendtipos dos transformantes escolhidos foram confirmados por

emprego de Southern blots onde varias digestdes genémicas foram incluidas

e o respectivo cassete de expressdo foi usado como uma sonda. A andlise

SDS-PAGE mostrou que as enzimas Cel7A+CBD de Thermoascus aurantia-
cus recombinante foram produzidas como proteinas de fusdo estaveis em

- T.reesei.

O transformante escolhido produzindo a proteina de fusdao Ta
Cel7A+Tr CBD (SEQ ID N¢: 28) foi também cultivado em bioreator de 2 litros
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a 28°C no meio indicado acima por 3-4 dias com controle de pH de 4,4 + 0,2
(NHa/H3POy4) para obtengdo do material para os testes de aplicagéo_. Os so-
brenadantes foram recuperados por centrifugagéo e filtragdo através de fil-
tros Seitz-K 150 e EK (Pall SeitzSchenk Filtersystems GmbH, Bad Kreuina-
ch, Alemanha).
Exemplo 16. Comparacdo das constantes de inibicdo de Michaelis-
Menten e de inibi¢do de celobiose das celobioidrolases recombinantes
purificadas ' ]
As constantes de inibicdo de Michaelis-Menten e de celobiose
foram determinadas das celobioidrolases produzidas heterologamente em T.

.reesei (Exemplos 14 e 15). As enzimas foram purificadas conforme descrito -

no Exemplo 2. As concentragdes de proteina das enzimas purificadas foram
medidas por sua absorgdo em 280 nm usando um coeficiente de extingdo

~ molar teérico, que foi calculado das seqiiéncias de aminoacido (Gill e von
Hippel, 1989). - ' '

_ As constantes cinéticas (valores Km e kcat) e constante de inibi-
cdo de celobiose (Ki) para Tr CBHI/Cel7A, Ta CBH/Cel7A, At CBH/Cel7A e
ct CBH/Cel7A, foram medidas empregando CNPLac (2-cloro-4-nitrofenil-B-D- |
Iactosfdeo‘) como 0O substrato em temperatuka ambiente (22°C) em 50 mM de -
tampao fosfato de sédio, pH 5,7. Para determinagao da constante de inibigao

“(Ki), oito concentragdes de substrato diferentes (31-4.000 uM) na presenca

de uma faixa de cinco concentragdes de inibidor (0-100 uM ou 0-400 uM)

‘que sustentavam o valor de Ki foram empregadas. Todos os experimentos

foram realizados em placas de microtitulagdo e o volume de reagéo total foi
de 200 pL. As taxas iniciais foram medidas, em cada caso, por'monitora-'
mento continuo da liberagdao do anion de cloro-nitrofenolato (CNP, 2-cloro-4-
nitrofenolato) através de medigbes a 405 nm empregando leitor de placa de

microtitulagdo Varioscan (Thermolabsystems). Os resultados foram calcula-

dos da curva padrao de CNP (de 0 a 100 uM). As concentragbes de enzima
usadas foram: Tr CBHI/Cel7A 2,46 pM, Ta CBH/Cel7A 1,58 uM, Ct C-
BH/Cel7A 0,79 uM e At CBH/Cel7A 3 uM. As constantes Km e kcat foram
calculadas do ajuste da equagédo de Michaelis-Menten embregando O pro-
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grama da Origin. Graficos LineweaVer-Burk, regraficos (inclinagao LWB ver-
sus [Glc2; celobiose]) e graficos Hanes foram empregados para distihguir
entre inibigao competitiva e do tipo mista e para determinar as constantes de
inibigao (Ki). '

Os resultados das medi¢des de cinética séo mostrados na Tabe-
la 12 e Tabela 13. Conforme pode ser visto, Ct CBH/Cel7A possui claramen-
te o numero de r'dtagées maior (kcat) e CNPLac e também a constante de
especificidade (kcat/Km) é maior se comparada 4 CBHI/Cel7A de T.reesei. A

" celobiose (Glc2) é um inibidor competitivo para todas as celulases medidas e

a Tr CBHI/Cel7A (usada como um controle) possui a inibigdo mais forte (isto
é, o valor Ki mais baixo) por celobiose. A At CE?H/CeI?A possui constante de
ihibigéo superior a sete vezes em comparagao aquela da Tr CBHI/CéI?A'
Esses resultados indicam que todas as trés celobioidrolases poderiam traba-
Ihar melhor em hidrdlise de celulose devido & inibigdo diminuida da celoblose
quando comparada a celobioidrolase | de Cel7A da Trichoderma reesei.
Tabela 12. Comparagdo das constantes de inibigdo da celobiose de quatro
GH celobioidrolases da fafnilia_?, medida em 50 mM de CNPLac em tampao
fosfato de sédio, pH 5,7 a 22°C.- | '

Enzima Ki (uUM) Tipo de inibicdo
Ct Cel7A 39 competitiva
Ta Cel7A 107 competitiva
At Cel7A : 141 competitiva
Tr Cel7A ‘ 19 competitiva

Tabela 13. Comparag¢do das constantes cinéticas de Michaelis-Menten de
Cel7A de celobioidrolase da Chaetomium thermoph//um para CBHI/Cel7A de

- T. reese: medida em CNPLac em 50 mM de tampao fosfato de SOdIO pH 5 7,

a 22°C.
Enzima Kcat (min'™") Km (uM) " | Kcat’Km
(min”* M“)
Ct Cel7A 18,8 1960 9,5 103
Tr Cel7A 2,6 520 5,0 103
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Exemplo 17. Hidrélise de celulose cristalina (Avicel) por celobioidrola-
ses recombinantes | ‘

As celobioidrolases recombinantes purificadas Ct .Cel7A, Ta
Cel7A, Ta Cel7A+Tr.CBD, Ta Cel7A+ Ct CBD, At Cel7A bem como a ve}rséo
de nucleo da Ct Cel7A (vide a‘seguir) foram testadas em quantidades equi-
molares em hidrdlise de celulose cristalina em duas temperaturas, 45°C e
70°C; Tr Cel7A de T. reesei pUrificada e sua versdo de nucleo (vide abaixo)
foram usadas como uma comparagdo. Os ensaios de hidrdlise da celulose
cristalina (Ph 101, Avicel; Fiuka, Bucsh, Suiga) foram realizados em uma
escala de tubo de 1,5 mL, 50 mM de acetato de sédio, pH 5,50. Avicel foi

-agitado a 45°C ou a 70°C com a solugéo da enzima (1,4 uM) e o volume fi- -

nal da mistura de reacdo era de 325 L. A hidrdlise foi seguida até 24 horas
retirando amostras em seis pontos de tempo diferentes e parando a reagdo

| por adigdo de 163 uL de reagenie de parada contendo 9 vol de etanol a 94%
e 1 vol de 1M glicina (pH 11). A solucao foi filtrada através de uma unidade

de filtragao Millex GV13 0,22 um (Millipore, Billerica, MA, USA). A formagao
de agucares de redugao soltveis no sobrenadante foi determinada por mé-
todo para-hidroxibenzéico-hidrazida acida (PAHBAH) (Lever, 1972) empre-.
gando_' umva curva padrao de 'celobioSe_(5O a 1.600 uM de celdbiose). Uma
solugao de 0,1 M PAHBAH fabricado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

“em 0,5 M NaOH (100 L) foi adicionada a 150 pL da amostra filtrada e fervi-

da por 10 minutos, apés o que a solugao foi resfriada em gelo. A absorgao
das amostras a 405 nm foi medida. '

As versdes de nucleo das celobioidrolases abrigando um CBD
em sua forma nativa foram obtidas como se segue: Ct Cel7A e Tr Cel7A fo-
ram expostas a digestdo proteolitica para remover o dominio de ligagao de
celulqsé. A digestdo da papaina (Papaya Latex, 14 U/mg, Sigma) pelas ce-

lobioidrolases nativas foi realizada a 37°C por 24 horas em uma mistura de

reagao composta de 10 mM de L-cisteina e 2 mM de EDTA em 50 mM de
tampé&o acetato de sodio (pH 5,0) com adicdo de papaina (duas concentra-
coes de papaina foram testadas: de um quinto a um décimo da quantidade
de papaina da quantidade total da Cel7A na mistura de reagao). A proteina
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de nucleo resultante foi purificada com Coluna de troca de anion DEAE Se-
pharose FF (Pharmacia, Uppsala, Suécia) conforme descrito acima. O pro-
duto foi analisado em SDS-PAGE.

Os resultados da hidrélise a 45°C e 70°C sdo mostrados na figu-.
ra 4 e figura 5, respectivamente. Os resultados mostrém claramente que to-
das as celobioidrolases mostram hidrélise mais répidé e completa em ambas
temperaturas, quéndo comparadas a celobioidrolase da técnica anterior de
Cel7A da T. reesei. As celobioidrolases termoestaveis de Thermoascus au-

" rantiacus ALKO4242 e Chaetomium thermophilum ALKO4265 a 70°C sdo

superiores quandd comparadas a Cel7A de T. reesei, também no caso onde
o nucleo de Cel7A da Thermoascus é ligado ao CBD da Cel7A da T, reesei
(Ta Cel7A + Tr CBD). Foi surpreendente o fato de que as celobioidrolaseé
isoladas e clonadas nesse trabalho serem superiores, quando abrigando um
CBD, na taxa e formacdo de produto na hidrélise de celulose cristalina tam-
bém na temperatura de hidrélise convencional de 45°C, quando ‘bomparada
a celobioidrolases da té_cnjca anterior de Cel7A da T.reesei (CBHI) na mes-

ma concentracdo de enzima. Os resultados também estdo de acordo com

, aqu'elas preparacoes de enzima (At Cel7A e ct Cel7A), que foram purificadas

dos hospedeiros originais e testadas na hidrdlise de Avicel (50°C, 24 horas)
(Exemplo 2, Tabela 1). _ |
Exemplo 18. Clonagem dos genes de endoglicanase da Acremonium
thermophilum .'ALKO4245, Chaetomium thermophilum ALKO4261, e
Thermoascus aurantiacus ALKO4242 :
Métodos de biologia molecular padrao foram empregados con-
forme descrito no Exemplo 13. A construgdo das bibliotecas genémicas de
Acremonium, Chaetomium, e Thermoascus foi descrita no Exemplo 12.

'~ Os peptideos derivados das endoglucanases purificadas de A-
cremonium e Chaetomium compartilharam homologia com varias endoglica- |
nases da glicosil hidrolase familia 45, tal como endoglicanase de Cel45A de
Melanocarpus albomyces (AJ5'1 5703) e endoglicanase de Humicola insolens
(A35275), respectivamente. Os peptideos derivados da endoglicanase de

Thermoascus compartilharam quase 100% de identidade com a sequéncia
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de endoglicanase publicada de EG1 de Thermoascus aurantiacus
(AF487830). De modo a ampliar a sonda para classificagao das _bibliotecas
gendémicas de Acremonium e Chaetomium, iniciadores de degeneracao fo-
ram designados com base nas sequéncias de peptideo. A ordem dos péptl’-
deos na sequéncia da proteina e a natureza de sentido ou ahti-sentido cor-
respondente dos iniciadores foi deduzida da comparagédo com endoglicana-
ses homologas publicadas. Aé sequéncias de iniciador e os peptideos cor-
respondentes sdo listados na Tabela 14. Devido a identidade de quaée
100% dos peptideos de Thermoascus com a sequiéncia publicada, o gene da
e_nddglicanase fo.i ampliado por PCR diretamente do DNA gendmico.

‘Tabela 14. Oligonucleotideos sintetizados e usados como iniciadores da

PCR para ampliar a sonda para classificagéo do géne de cel45A ‘(EG-40) de
Acremonium thermophilum e cel7B '(EG-54) de Chaetomium thermophilum a

| partir das bibliotecas gendémicas correspondentes

Proteina - Peptideo Localizagcdo Seqﬁéncia do iniciador®
- do iniciador
AtEG_40 | Peptideo 5 1-6 TAYTGGGAYTGYTGYAARCC
| wFQNADNE  RTTRTCNGCRTTYTGRAACCA
Ct EG_54 Peptideo 7 37 | GCAAGCTTCGRCARAARTCRTCRTT ‘¢
| Peptideo 2 5-9 | GGAATTCGAYCARACNGARCARTA ‘@

@ Aminoéacidos do peptideo usado para designacgao da sequéncia do inicia-

dor

©®N=AC G,ouT;R=AouG;Y=CouT

¢ Peptideo nao derivado da proteina EG-40 de Acremonium, porém se origi-
na da sequéncia de Cel45A de M. a/bohvyces (AJ515703) homdloga a EG-
40. | |

@ Um sitio de restrigdo Hindill foi adicionado 2 extremidade 5' do oligonucle-

otideo -

® Um sitio de restrigdo EcoRl foi adicionado a extremidade 5' 'dol oligonucleo-
tideo. _ '
A sonda especifica do gene de celd5A de Acremonium thermo-

philum para classificagdo da biblioteca genémica foi ampliada com os inicia-
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dores a frente (TAYTGGGAYTGYTGYAARCC) e reversos (RTTRTCNG-
CRTTYTGRAACCA) usando DNA gendmico como um gabarito. As misturas
de reagdo da PCR ‘continham 50 mM de Tris-HCI, pH 9,0, 15 mM (NH4)2SO4,
0,1% Triton X-100, 1,5 mM de MgCl,, 0,1 mM de dNTPs, 0,5 ug de cada ini-.

ciador, 1 unidade de DNA polimerase Dynazyme (Finnzymes, Finlandia) e |
aproximadamente 0,5 ug de DNA genémico de Acrémonium. As condigdes -
para reagdes da PCR foram como se segue: 5 minutos de desnaturagao ini-

cial a 95°C, seguido por 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto de recombi-

"nagdo a 50-60°C, 2 minutos de extensdo a 72°C e uma extensdo final a

72°C por 10 mmutos Para ampliagao do gene de cel7B de Chaetomium
thermophilum (codificacdo para Ct EG-54) sonda especifica, um iniciador a
frente (GGAATTCGAYCARACNGARCARTA) e um iniciador reverso (GCA-
AGCTTCGRCAF{AARTCRTCRTT) foram usados. As misturas de reagcdo da
PCR continham 10 mM de Tris-HCI, pH 8,8, 50 mM de KCI, 0,1% de Triton
X-100, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 250 pmol de cada iniciador, 2
unidades de DNA polimerase Dynazyme Il (Finnzymes, Finlandia) e aproxi-
madamente 2 ug de DNA‘.genC)mico de Chaetomium. As condigéés' para re-

~ agdo da PCR eram conforme-descrito acima, exceto que a recombinagao foi

reallzada a 45-50°C.

‘Dois produtos da PCR foram obtidos da reagdo da PRC de
Acremonium. Fragmentos de DNA de cerca de 0,6 kb e 0,8 kb foram isola-
dos do gel agardse e foram clonados no vetor pCR4-TOPO® TA (Invitrogen,
USA) resultando nos plasmideos pALK1710 e pALK1711, respectivamente.

- Os produtos de DNA foram caracterizados por seqlienciamento e realizagéo

de hibridizagbes Southern blot para o DNA gendémico de Acremonium digeri-

do com varias enzimas de restrigdo. O padrdo de hibridizagdo obtido com os

~dois fragmentos em condigdes de lavagem estringente sugerem que dois

genes de endoglicanase putativa seriam classificados da biblioteca gendmi-
ca de Acremonium. As sequéncias de aminoacido deduzidas de ambos’pro-
dutos da PCR tinham homologAia com relagao as varias sequéncias de endo-
glicanase publicadas da glicosil hidrolase familia 45 (programa BLAST, Nati-
onal Center for Biotechnology Information; Altschul e outros, 1990).
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Um produto da PCR de tamanho esperado (estimado da se-
quéncia de endoglicanase homéloga Humicola insolens, A35275)'foi obtida
da reagdo da PCR de Chaetomium. Esse fragmento de DNA de cerca de 0,7
kb foi clonado 'no vetor pCR4-TOPO®™ TA (Invitrogen, USA) resultando no
plasm.l’deo pALK2005 e analisado conforme descrito acima. A sequéncia de
aminoacido deduzida do produto da PCR tinha homologia com relagao a to-
das sequiéncias de celulase phblicadas da glicosil hidrolase familia 7 (pro-
grama BLAST, versdo 2.2.9 na NCBI, National Center for Biotechnology In-_
formatlon AItschuI e outros, 1990).

A inser¢ao dos plasmldeos pALK1710, pALK1711 e pALK2005

.f0| isolada pela digestdo da enzima de restricao e rotulada com d|90X|gen|na -

de acordo com as instrugdes do fabricante (Roche, Alemanha). Cerca de 1-2
x 10° placas da biblioteca genémica» ampliada de Acremonium ou Chaetomi-

~ um foram classificadas. A temperatura para hibridizagdo era de 68°C e os
filtros foram lavados 2 x 5 minutos em temperatura ambiente usando 2 x

SS'CV- 0,1% SDS seguido por 2 x 15 minutos a 68°C usando 0,1 SSC - 0,1%
SDS. Varias placas positivas foram obtidas, das quais cinco a seis placas

hibridizando fortemente foram purificadas de cada classificagao. DNAs do |
fago f(_)ram isolados e analisados por hibridizagao Southern blot. Fragmentos
de restfigéo hibridizando com relacdo a sonda foram subclonados no vetor

“pBluescript || KS+ (Stratagene, USA) e as partes revelantes foram sequenci-

adas. Em fodds os casos, o fragmento de fago subclonado contém o gene

de comprimento pleno de interesse. A tabela 15 resume as informagdes das

sondas usadas para classificagdo dos genes de endoglicanase, clones de:
fago a partir dos'quais os genes foram isolados, fragmentos de reétrigéo es-
colhidos contendo os genes de comprimento pleno com suas regides promo-
tora e términadora, nomes dos plasmideos contendo o fragmento de fago
subclonado e os numeros de depdsito na Deutsche Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen GmbH Culture Collection (DSM) para.as cepas de

E.coli transportando esses plasmideos.
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Tabela 15. Sondas usadas para clohagem do gene da endoglicanase, clones
de fago e subclone escolhldos nome do plasmideo e nimero de deposnto

correspondente da cepa E.coli.

Gene Biblioteca gend- | Sonda usada | Clone Fragmento Plasmideo | N¢ de |.
mica na classificagdo | do fago | subclonado depésito
de E.coli
; A. thermophilum : _
At celd5A - pALK1710 P24 5,5 kb Smal | pALK1908 DSM
_ 17324
| A thermophium '
At cefitB " | pALK1711 - P41 6,0 kb Xho! | pALK1904 | DSM
ALKO4245 '
' 17323
C. thermophitum ) :
Ct cel’B | pALK2005 P55 | 5,1 kb | pALK2010 | DSM
: ALKO4251 . -
BamHI 17729

O gene celBA de Thermoascus ‘aurantiacus (codificando para .
EG- 28) (SEQ ID N2:9) foi ampliado diretamente do DNA gendmico isolado
por reagao da ‘PCR. Os iniciadores a frente
(ATTAACCGCGGACTGCGCATCATGAAGCTCGGCTCTCTCGTGCTC) e
reverso (AACTGAGGCATAGAAACTGACGTCATATT) que foram usados

_para ampliagado foram designados com base no gene eg1 de T. aUrantiacus

publlcado (AF487830). As misturas da PCR continham tampéo 1 x Phusion
HF, 0,3 mM dNTPs, 0,5 uM de cada iniciador, duas unidades de DNA poI|-
merase Phusuon_ 'DNA (Finnzymes, Finlandia) e aproximadamente 0,25 pg
de DNA gendmico de Thermoascus. As condigdes para reagdes da PCR.

foram como se segue: 5 minutos de desnaturagéo inicial a 95°C, seguido bor

. 25 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos de recombinagdo a 57-67°C,

2 minutos e meio de extensdo a 72°C e uma extensao final a 72°C por 5 mi-
nutos. O produto ampliado de 1,3 kb contendo o gene exato (do codon

- START bara STOP) foi clonado como um fragmento Sacll-Pstl no vetor p-

Bluescript Il KS+. Dois clones independentes foram sequenciados e um clo-
ne foi selecionado e designado como pALK1926. O niimero de depdsito da
cepa E.coli contendo pALK1926 na Deutsche Sammlung von Mikroorganis-

“men und Zellkulturen GmbH Culture Collection é DSM 17326.

Informacgdes relevantes dos genes e sequéncias de proteina de-
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duzidas (SEQ ID N2:9-16) sao resumidas nas Tabelas _16 e 17, respectiva-
mente. As seqléncias de peptideo das endoglicanases purificadas de EG-40
de Acremonium (gene At cel45A), EG-54 de Chaetomium (gene Ct ce/7B) e
EG-28 de Thermoascus (gene Ta ce/5A) foram encontradas nas sequéhcias
de aminoacido deduzidas correspondentes dos genes clonadds confirmando
que os genes apropriados foram clonados.

Tabela 16. Resumo dos genes de endoglicanase isolados de Acremon/um

thermophilum, Chaetomium thermophilum e Thermoascus aurantiacus.

Gene da en- (;omprimento Regido de | N2de | Comprimentos dos | Seq ID N%:
dvoglicanase com introns c’odificagéo introns | introns (pares- de
(bp)® ©p)® base) |
Ta Cel45A 1076 891 2 59, 123 11
Ct cel45B 1013 753 2 155, 102 13
LAtceiz 1278~ | 1275 - - 15
At cel5A 1317 1005 5 | 55,60,59, 74,61 9.

(a O codon STOP estd incluido
(b O cédon STOP nao esta incluido

Tabela 17 Resumo das sequéncias de endogllcanase dedu2|das de Acre-
monium thermophilum, Chaetomium thermophilum e Thermoascus aurantia-

- CUS. SS, sequencaa de sinal.

Protelna da Ne = | Compri- CBDb(b Peso molecular | pl preVisto sitios de | Se-
endogllcanase de mento de (MW)  previsto | (ss 7 ndo | N-glicosi- | qién-
aas | ss (Da, ss, nao | incluida) lagdo cia ID
NN/HMM® incluidas) © - putativa | N2
AEG_40 297 21/21 Sim, 28625 4,79 2 12
K265 a
1297
semelhante a | 251 20/20 Nao 23972 6,1v1 "2 14 »
E£G_40 '
CtEG 54 425 | 17717 | Nao 45358 544 1 16
Ta EG+28 335 30 N&o . - 33712 4,30 1 1. 10
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@ A previsdo da sequéncia de sinal foi realizada usando o programa SignalP
V3.0 (Nielsen e outros, 1997; Bendtsen e outros, 2004); o valor NN foi obtido
usando redes neu_rbnais e valor HMM uéando modelos Markov impedidos.

® S&0 indicadas as presencas de um dominio de ligagéo de celulose na pro-
teina, os aminoacidos de CBD C-:terminal sdo indicados (numeragao de a-

cordo com o polipeptideo de comprimento pleno)

- © A sequiéncia de sinal prevista. ndo esta incluida. A previsio foi feita usando

a ferramenta Compute pl/MW no servidor ExPASy (Gasteiger e "out'ros,

- 2003).

@ Os sitios de N‘-gIAicosiIagéo putativa N-X-S/T foram previstos usando o-pro-
grama NetNGlyc 1.0 (Gupta e outros, 2004). “ ' '
© De acordo com Hong e outros, 2003a

, As éeqﬁéncias de proteina deduzidas das endoglicanases de
EG-40 (At Cel45A) de Acremonium e semelhante a EG-40 (At Cel45B), EG-
54 (Ct Cel7B) Chaetomium e EG-28 (Ta Cel5A) Thermoascus compartilham
homologia com as celulasés da glicosil hidrolase familia 45 (Acremonium),

familia 7 (Chaetomium), e familia 5 (Thermoascus), assim identificando os

~genes isolados como elementos dessas familias de genes. As homologias

mais préximas das endoglicanases EG-40/Cel45A de Acremonium e seme-
Ihante a EG-40/CeI_45I3 sao as endoglicanases de Thielavia terrestris

(CQ827970, 77,3% de identidade) e Myceliophthora thermophila (AR094305,

66,9% de identidade), respectivamente (Tabela 18). As duas endoglicanases

isoladas de Acremonium familia 45 compartilham apenas uma identidade de

- 53,7% uma com a. outra. Dessas enz'imas, apenas a EG-40/Cel45A contém

um dominio de ligagao de celulose (CBD).
A homologia mais proxima para a seqiiéncia da proteina preVis-

ta da endoglicanase de EG-54/Cel7B de Chaetomium endoglicanase. é en-

co_ntrada na seqiiéncia de celulase da Cel7A de Melanocarpus albomyces
(AJ515704). A identidade entre essas duas ‘sequéncias de proteina € de
70,6%! | : | | |

A sequéncia de proteina da endoglicanase isolada de Thermo-
ascus aurantiacus é completamente idéntica aquela EGI de T.aurantiacus
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publicada (AF487830, Tabela 18). A homologia mais proxima foi encontrada

em uma sequéncia de B-glicanase de Talaromyces emersonii (AX254752,

71,1% de identidade).

Tabela 18. Cor'nparagéo das endoglicanases deduzidas de EG-40 de Acre-
monium thermophilum, semelhante a EG-40/Cel45B, EG-54/Cel7B de Chae-

tomium thermophilum e EG-28/Cel5A de Thermoascus aurantiacus com su-

as contrapartes homodlogas. O alinhamento foi realizado usando o programa

Needle do pacote de programas da EMBOSS. *Indica uma endoglicanase

codificada por um gene clonado nesse trabalho.

Organismo, enzima € numero de acesso

Identidade (%)

~ Acremonium thermophilum EG_40
Thielavia terrestris EG45, CQ827970

100,0

77,3
Melanocarpus albomyces Celd5A, AJ515703 75,3
| Neurospora crassa, hypothetical XM_324477 68,9
~ Humicola grisea var thermoidea, EGL3, AB003107 67,5
Humicola insolens EG5, A23635 67,3
Myeceliophthora thermophila fam 45, AR094305 57,9
* Acrernonium thermophilum EG_40_like 53,7
Acremonium thermophilum EG_40_like 100,0
Myceliophthora thermophila fam 45, AR094305 66,9
Magnaporthe grisea 70-15 hypothetical, XM_363402 - 61,9
Thielavia terrestris EG45, CQB27970 :
- |. * Acremonium thermophilum EG_40 | 56,8
Melanocarpus albomyces CeldSA, AJ515703 53,7
- . 52,8
Chaetomium thermophilum EG_54 100,0
Melanccarpus albomyces CelTA, AJ515704 70,6
Humicola grisea var thermoidea EGI|, D63516 68,8
Hurmicola insolens EGI, AR012244 ‘ 67,7
Myceliophthora thermophila EGI, AR071934 61,7
Fusarium oxysporum var lycopercisi EGl, AF29210 53,5
52,6

Fusan'qm oxysporum EGI, AR012243
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Organismo, enzima e numero de acesso Identidade (%)
Thermoascus aurantiacus EG_28 100,0
Thermoascus aurantiacus EG, AX812161 100,0
Thermoascus aurantiacus EGI, AY055121 - 99.4
Talaromyces emersonii p-glucanase, AX254752 - 71,1
Talaromyces emersonii EG, AF440003 | 70,4
Aspergillus niger EG, AG9663 . -1 70,1
Aspergillus niger EG, A62441 69,9
Aspergillus niger EG, AF331518 ' 1 69,6
Aspenqillus aculeatus EGV, AF054512 68,5

Exemplo 19. Producdo de endoglicanase recombinante em Trichoder-
ma reesei | . '

Os plasrﬁl'deos de expresséo-foram construidos para produgéo
de proteinas recombinantes de EG-40/Cel45A de Acremonium, semelhante
a EG-40/Celd45B, e EG-28/Cel5A de Thermoascus conforme descrito no
Exemplo 14. Cassetes de expressdo linear (tabela 19) foram iSoIadbs da
estrutura do vetor por digestdo da enzima de restricdo, transformada em
T.reesei A96 e tran_formanfes purificados conforme descrito no Exemplo 14.
Tabela 19. Cassetes'de expreéséb construidos para produgé@o de endoglica-

' nases de EG-40/Celd5A de Acremonium thermophilum, semelhante a EG-

40/Cel45B e EG- 28/Ce|5A de Thermoascus aurant:acus no Trichoderma reesei.
A estrutura esquematlca dos cassetes de expressao ¢é descrita na figura 2.

Endoglicanase . | Plasmideo de | Tamanho do cas- | Terminador hete-
expressao . | sete de expressao | rologo

At EG_40 pALK1920 10,9 kb Not/ 156 bp (Hindlll)

At EG_40_like pALK1921 8,6 kb EcoRI 282 bp (Sspl)

Ta EG_28 PALK1930 8,6 kb Notl nenhum

2 O cassete de expressido para transformagédo de T. reesei foi isolado da

estrutura de vetor por digestdo com EcoRI ou Nofl.

® E indicado o nimero de nucleotideos apés o cédon STOP do gene clona-
do que séo incluidos no cassete de expressdo. O sitio de restrigdo na regiéb
3' do gene que foi usado na construgao do cassete de expressédo é indicado

entre parénteses.
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A produgdo da endoglicanase dos transformantes foi analisada
dos sobrenadantes de cultura dos cultivos de frascos de agitagéb (50 mL).
Os transformantes cresceram como no Exemplo 14 e a atividade da enzima
da proteina recombinante foi medida a partir do sobrenadante de cultura
como a liberagdo dos agucares de redugdo a partir da carboximetilcelulose
(2% (peso/volume) CMC) a 50°C em 50 mM de tampéo citrato, pH 4,8 es-
sencialmente confor'me',descritb por Bailey and Nevalainen 1981; Haakana e
outros, 2004. A producdo das proteinas recombinantes foi também detecfaj
da a partir dos sobrenadantes de cultura por SDS-eletroforese de gel polia-
crilamida. Os ahticorpos policlonais especificos para Acremonium EG-40

-foram produzidos em coelhos (University of Helsinki, Finlandia). A expressao

de EG-40 foi verificada por analise Western blot com anticorpos anti-EG-40
usando o ProtoBlot Western blot AP (Promega). Os genétipos dos transfor-

 mantes escolhidos foram analiéados por Southern blotting empregando o

cassete de expressao como uma sonda.

| O pH 6timo das endoglicanases produzidas heterologamente foi
determinado no tampa&o universal de Mcllvaine dentro de uma faixa de pH de
4,0-8,0 usando carboximetilcelulose como substrato. Conforme mostrado na |
figura :6A,'~a faixa mais ampla de pH _(4,5—6,0) é aquela da proteina EG-
40/Cel45A de Acremonium, o pH étimo sendo de 5,5. Os pHs 6timos para as

“outras endoglicanases produzidas heterologamente sao de 5,0-5,5 e 6,0 pa-

ra semelhante a EG-40/Cel45B de Acremonium e EG-28/CelSA de Thermo-

‘ascus, respectivamente. A temperatura 6tima.para atividade enzimatica des-

sas endoglicanases foi determinada na faixa de temperatura de 50-85°C
conforme descrito acima. A atividade mais aita das enzimas foi determinada
como sendo a 75°C, 60/C e 75°C para EG-40/Cel45A de Acremonium, se-
melhanté a EG-40/Cel45B e EG-28/Cel5A de Thermoascus, respectivamen-
te (Figura 6 B).

_ Os transformantes escolhidos foram cultivados, conforme descri-
to no Exemplo 14, em um bioreator de 2 litros por quatrodiaS (28°C, pH 4,2)

para obter material para os testes de aplicagao.
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Exemplo 20. Clonagem dos genés de beta-glicosidase de Acremonium
thermophilum 'ALKO4245, Chaetomium thermophilum ALKO4261 e
Thermoascus aurantiacus ALKO4242

Métodos de biologia molecular padréo- foram empregados con- .
forme descrito no Exemplo 13. A construgéb das biblibtecas gendémicas de
Acremonium, Chaetomium e Thermoascus foi descrité no Exemplo 12.

Os pe‘ptl’deos derivados das B-glicosidases purificadas de Acre-

monium, Chaetomium e Thermoascus compartilharam homologia com varias

" B-glicosidases da glicosil hidrolase familia 3, tais como B-glicdsidases de A-

cremonium cellulblyticus (BD168028), Trichoderma viride (AY368687) e Ta-
laromyces emersonii (AY072918) respectivahente. De modo a ampliar a
sonda para classificacdo das bibliotecas gendmicas de Acremonium, Chae;
tomium ou Therfnoascus iniciadores de degenera¢ao foram designados com
base nas seqiiéncias de peptideo. A ordem dos peptideos na seqiiéncia da
proteina e a natureza de sentido ou anti-sentido correspondente"dos~inicia-
dores foi deduzida da comparagéo com B-glucosidases. As seqiéncias de

iniciador e os peptideos correspondentes sao listados na Tabela 20.

. Tabela 20. Oligonucleotideos sintetizados e usados como iniciadores da

PCR para ampliar uma sonda para classificagdo do gene de cel3A (BG-101)
de Acremonium thermophilum, cel3A (BG-76) de Chaetomium thermophilum
e cel3A (BG-81) de Thermoascus aurantiacus a partir das bibliotecas geno-

micas correspondentes

Proteina Peptideo | Localizagdo  do | Segiiéncia do iniciador® -
iniciador®

AtBG_101 | EKVNLT® GARAARGTNAAYCTNAC

Peptideo 4 . 6-11 YTTRCCRT-TRTT SGGRGTRTA
CtBG_76 | Peptideo 6 . 49 TNTGYCTNCARGAYGG |

Peptideo 1 3-8 TCRAARTGSCGRTARTCRATRAASAG
TaBG 81 | Peptideo 3 1-5 AARGGYGTSGAYGTSCAR

Peptideo 1 2-7 | YTTRCCCCASGTRAASGG

@ Aminoacidos do peptideo usados para designagao da sequéncia do inicia-

dor
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® pPara reduzir a degeneracgéo, alguns cddons foram escolhidos de acordo
com a preferéncia dos fungos. N=A,C,G,ouT; R= AouG;Y = C ouT

© peptideo ndo derivado da proteina purificada BG-101 de Acremonium, po-
rém se origina'da sequéncia de B-glicosidase A. cellulolyticus (BD168028)
hom‘éloga a pG-101.

' As sondas para classificagao das bibliotecas genébmicas constru-
idas foram ampliados com as combinag¢oes de iniciador listadas (Tabela 20)
usando DNA genémico de Acremonium, Chaetomium ou Thermoascus com¢
o gabarito. As misturas de reagéo da PCR continham 50 mM de Tris-HCI, pH
9,0,-15 mM (NH;)ZSO4, 0,1% Triton X-100, 1,5 mM de MgCl,, 0,1 mM de

dNTPs, 0,25 ng de cada iniciador,v1 unidade de DNA polimerasé Dynazyme

(Finnzymes, Finlandia) e aproximadamente 0,5 ug de DNA gendmico. As
condi¢cdes para reagdes da PCR foram como se segue: 5 minutos de desna-

’ turagao inicial a 95°C, seguido p‘or 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto de
recombinacdo a 40°C (DNA de Acremonium como um gabarito), a 50°C

(DNA de Chaetomium como um gabarito) ou 63°C (DNA de Thermoascus
como um gabarito), 2-3 minutos de extensdo a 72°C por 5-10 minutos. -
Produtos da PCR especificos de tamanho esperado (estimado
das seqﬁéncias de B-glicosidase homélogas BD168028, AY072918 e
AY368687) foram isolados do gel de agarose. Fragmentos de DNA de cerca

de 1,8 kb (Acremonium), 1,5 kb (Chaetomium) e 1,52 kg (Thermoascus) fo-

no vetor pCR4-TOPO®® TA (Invitrogen, USA) resultando nos
plasmideos pALK1924, pALK1935 e pALK1713, respectivamente. Os produ-
tos de DNA foram caracterizados por seqiienciamento e realizagéb de hibri-
dizagdes Southern blot em relagcdo ao DNA gendmico digerido com varias
enzim_aé de restricdo. O padrdao de hibridizagdo nas condi¢des de lavagem
estringentes sugerem que um gene de B-glicosidase putativo seria isolado
da biblioteca gendmica de Acremonium, Chaetomium e Thermoascus. As
sequéncias de aminoacido deduzidas de todos os trés produtds da PCR pos-
suem homologia com relagéo as varias sequéncias de B-glicosidase publica-
das da glocosil hidrolase familia 3 (programa BLAST, Natibnal Center for
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Biotechnology Information; Altschul é outros, 1990).

A insercdo dos plasmideos pALK1713, pALK1924 e pALK1935
foi isolada pela digéstéo da enzima de restricao e rotulada com digoxigenina
de acordo com as instrugdes do fabricante (Roche, Alemanha). Cerca de 1-2 .
x 10° placas da biblioteca genémica ampliada de Acremonium, Chaetomium
ou Thermoascus foram classificadas, conforme descr'ito,n'o Exemplo 18. Va-
rias placas positivas foram obtidas, das quais cinco a seis placas fortemente
hibridizantes foram purificadas de cada'classificagéo. Os DNAs de fago fo-

‘ram isolados e analisados por hibridizagdo Southern blot. Os fragmentos de

restricao hibridizando com relacdo a sonda foram subclonados no vetor p-
Bluescript || KS+ (Stratagene, USA) e as parteé revelantes foram sequencia-
das. Em todoso’_s casos, o fragmento de fago subclonado contém o gene dé
comprimento pleno de interesse. A tabela 21 resume as informag¢des das
sondas usadas para classificagéo dos genes de B-glicosidase, clones de fa-
go dos quais os genes foram isolados, fragmentos de restrigéo"escolhidos
contendo os genes de'cqmprimento pleno com suas regidoes promotora e

terminadora, nomes dos plasmideos contendo o fragmento de fago subclo-

_ nado e os numeros de depdsito na Deutsche Sammlung von Mikroorganis-

men und Zellkulturen GmbH Culture Collection (DSM) para as cepas de
E.c_oli transportando esses plasmideos. ‘

Tabela 21. Sondas usadas pa.ra clonagem do gene da B-glicosidase, clones
de fago e subclbne escolhidos, nome do plasmideo e numero de depdsito

correspondente da cepa E.coli.

Gene Biblioteca genémica Sonda usada | Clo- Fragmento Plasmideo Ne de
1 na classifica- | ne do | subclonado i depdsito
_géo fago : de E.coli
A. thermophilum » . _
At cel3A pALK1924 P44 | 6,0 kb Hindlll pALK1925 DSM .
- ALKO4245

17325 V

C. thermophilum : _
Ct cel3A : pALK1935 P51 7.0 kb Xbal pALK2001 DSM
ALKO4261 -
17667

t. aurantiacus :
Ta cel3A pALK1713 P21 5,3 kb BamH|! pALK1723 DSM

ALKO4242

16725
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Informacgdes relevantes dos genes e sequéncias de proteina de-
duzidas (SEQ ID N2:21-26) sdo resumidas nas Tabelas 22 e 23, _réspectiva—
mente. As sequéncias de peptideo das proteinas purificadas de BG-10 (At
cel3A) de Acremonium, BG-76 (Ct cel3A) de Chaetomium e BG-81 (Ta
ceISA) de Thermoascus foram' encontradas nas sequéncias de aminoacido
deduzidas correspondentes dos genes clonados confirmando que os genes
apropriados foram clonados. ’

Tabela 22. Resumo dos genes de B-glicosidase isolados de 'Acremonium
thermophilum, Chaetomium thermophilum e Thermoascus aurantiacus. |

@ O coédon STOP esta incluido

Gene da | Comprimento | Regidao de | Numero Comprirﬁentos dos introns | Seq
-B-gluco- [ com . introns | codificagdo | de in- (pares de base) | ID N2
sidase (bp)©® (bp)® trons A
At cel3A 2821 2583 » | 3 92, 74, 69 23

| _Ctcel3A 2257 - 2202 1 52 25
Ta cel3A 3084 2529 7 | 134, 67, 56, 64, 59, 110, 62 21

® O c6don STOP nao est4 incluido
Tabela 23. Resumo das sequéncias de B-glicosidase dedu2|das de Acremo-

nium thermophllum Chaetomium thermoph//um e Thermoascus aurantiacus.

ss, sequiéncia de sinal.

Proteina de | N° de Compri- 'cBD® | Peso molecular | pl preViéto sitios de | Seq.
B-Qluco- | aas mento  de (MW) previsto | (sequéncia de | N-glicosi- | ID N2
.sidase ss ' (Da, (ss) nao | sinal ‘ ndo | lagdo

| NNHMM® incluidas)® incluida) putativa
At BG_101 861 19/18 Nao 91.434 5,46 8 24
Ct BG_76 734 20/20 Nao 76457 6.3 2 26
TapG_81 843 19/19 Nao 89924 4,95 8. 22

@ A previsdo da sequiéncia de sinal foi realizada usando o programa SignalP

V3.0 (Nielsen e outros, 1997; Bendtsen e outros, 2004); o valor NN foi obtido
usando redes neuronais e valor HMM usando modelos Markov impedidos.

® Presenga de um dominio de ligagéo de celulose na proteina.

©A seqiiéncia de sinal prevista nao esta incluida. A previsao foi feita usando



10

15

20

75

a ferramenta Compute pl/MW no servidor ExPASy (Gasteiger e outros,
2003). | | -
@ Os sitios de N-glicosilagdo putativa N-X-S/T foram previstos usando o pro-
grama NetNGlyc 1.0 (Gupta e outros, 2004). V

As sequUéncias de proteina deduzidas daé B-glicosidase_s de BG-
101/Cel3A de Acremonium, BG-76/Cel3A de Chaetomium e BG-81/Cel3A de
Thermoascus compartilham homologia com as enzimas da glicosil hidrolase
familia 3, assim identificando os genes}isolados como elementos dessas fa-

“milias de genes. As contrapartes mais préximas das B-glicosidases de A-

cremonium, Chaetomium e Thermoascus sao aquelas de Magnaporthe gri-
sea (B-glicosidase, AY849670), Neurospora cfassa (hipotética, XM-324308)
e Talaromyces emersonii (B-glicosidase, AY072918), respectivamente ’(Ta‘-
bela 24). A idenfidade de sequéncia mais aita (73,2%) encontrada foi aquela
de BG-76/Cel3A de C. ~thermophilum para proteina hipotética N. crassa indi-

cando que novos genes de enzimas foram clonados.

Tabela 24. Comparagao das B-glicosidases deduzidas de BG-101/Cel3A de

Acremonium thermophilum, BG-76/Cel3A de Chaetomium thermophl/um e

 BG-81/Cel3A de Thermoascus aurantiacus com suas. contrapartes homélo-

gas. O alinhamento foi realizado usando o programa Needle do pacote de
programas EMBOSS. * Indica uma B-glicosidase codificada por um gene

clonado nesse trabalho.

Organismo, enzima € numero de acesso Identldade (%)
* Acremonium thermophilum BG_101 ~100,0 .
Magnaporthe grisea B-glucosidase, AY849670 73,1
Neurospora crassa hypothetical, XM_330871 71,1
Trichoderma reesei Cel3B, AY281374 , 65,2
* Thermoascus aurantiacus BG_81 : 62,2
Aspergillus aculeatus B-glucosidase, D64088 595
Talaromyces emersonii B-glucosidase, AY072918 58,9
Aspergillus oryzae, AX616738 : 58,2
Acremoniurn cellulolyticus B-glucosidase, BD168028 57,2
* Chaetomium thermophilum 8G_76 40,9
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Organismo, enzima e niimero de acesso

| Identidade (%)

Chaetomium thermophilum BG_76 100,0
'Neurospora crassa, hypothetical XM_324308 76,9
Magnaporthe grisea, hypothetical XM_364573 70,2
Trichcderma viridae BGI, AY368687 65,8
Acremonium cellulolyticus B-glucosidase, BD168028 41,2
* Acremonium thermophilum BG_101 40,9
Trichoderma reesei Cel3B, AY281374 40,0
* Thermoascus aurantiacus BG_81 39,9
* Thermoascus aurantiacus BG_81 100,0
Talaromyces emersonii B-glucosidase, AY072918 73,2
Aspergillus oryzae, AX616738 69,5
| Aspergillus aculeatus B-giuoosidase.'ii}64088 , 68,0
Acremonium cellulolyticus B-glucosidase, BD168028 65,7
* Acremonium thermophilum G_1 01 . 62,2
Trichoderma reesei Cel3B, AY281374 ' 57,9
~_* Chaetomium thermophilum BG_76 39,9

Exemplo 21. Producéo de beta-glicosidases recombinantes em Tricho-

derma reesei

Plasmideos de expressido foram construidos para produgéo das
proteinas recombinantes de BG¥1 01/Cel3A de Acremonium, BG-76/Cel3A de -

Chaetomium e G-81/Cel3A de Thermoascus conforme descrito no Exemplo

- - 14. Cassetes de expressao linear (Tabela 25) foram isolados da estrutura do

vetor por digeStéo da enzima de restri¢ao, transformados em T. reesei A96

‘ou A33 (ambas cepas possuindo genes codificando as quatro maiores celu-

lases CBHI/Cel7A, CBHII/Cel6A, EGI/Cel7B e EGII/Cel5A deletadas) e oS,

transformantes purificados conforme descrito no Exemplo 14.
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Tabela 25. Cassetes de expressdo construidos para produgcao de pB-
glicosidases de BG-101/Cel3A de Acremonium thermophilum, BG-76/Cél3A
de Chaetomium thermophilum e BG-81/Cel3A de Thermoascus aurantiacus
em Trichoderma reesei. A estrutura esquematica dos cassetes de expressao .

é descrita na figura 2.

B-glicosidase P!asmn’deo de expressao- | Tamanho do casse- | Terminador
te de expressao heterdlogo

AtBG_101 PALK1933 | 105kb Noti | 300 bp (Hinait)

CtBG_76 | pAikeoos 10,1 kb EcoRl 528 bp (Xba)

Ta BG_81 'pALK1914 10,9 kB EcoRl 452 bp (Apol)

@ O cassete de exp.fesséo para transformacao de T. reesei foi isolado da
estrutura de vetor por digestdo com EcoRl ou Nofl. ‘
® E indicado o nimero de nucleotideos apés o cédon STOP do gene clona-
do que sdo incluidos no cassete de expressdo. O sitio de restrigdo na regiao
3' do gene que foi usado na construgdo do cassete de expresséo é indicado
entre parénteses. ' '

A producao da beta-glicosidase dos transformantes fOI analisada

, dos' sobrenadantes de cultura dos cultivos de frascos de agltagao (50 mL).

Os transformantes cresceram como no Exemplo 14 e a atividade da enzima -
da proteina recombinante usando = substrato de 4-nitrofenil-B-D-
glicopiranosideo conforme descrito em Bailey e Nevalainen 1981. A produ-
cdo das proteinas recombinantes foi também detectada a partir dos sobre-.
nadant_es de cultura por SDS-eletroforese de gel poliacrilamida. Além dis’So,

. a expressdo de BG-81 de Thermoascus foi verificada por analise Western

blot com anticorpos anti-BG-81 conforme descrito no Exemplo 19. Os genoti-
pos dos transformantes escolhidos foram analisados por Southern blotting
empregéndo o cassete de expressao como uma sonda. '

| O pH d6timo das B-glicosidases produzidas heterologamente foi
determinado no tampao universal de Mcllvaine dentro de uma faixa de pH de
3,0-8,0 usando 4-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo como substrato. Os pHs 6-
timos para BG-101 de Acremonium, BG-76 de Chaetomium e BG-81 para
Thermoascus sao 4,4, 5,5 e 4,5 respectivamente 9figura 7A). A temperatura
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6tima para atividade enzimatica dessas [-glicosidases foi determinada na
faixa de temperatura de 50-85°C conforme descrito acima. A atividade mais
alta das enzimas foi determinada como sendo a 70°C, 65°C e 75°C para pG-
101/Celd45A de Acremonium, BG-76/Cel3A de Chaetomium e BG-81/Cel3A
de Thermoascus, respectivamente (Figura 7B).

Os transformantes escolhidos foram cultivados, conforme descri-
to no Exemplo 14, em um bioréator de 2 litros por quétro dias (28°C, pH 4,2)
para obter material para os testes de aplicag&o. ' ’ _
Exemplo 22. Clonagem dos genes de xilanase de Acremonium thermo-
phildm ALK04245 e Thermoascus aurantiacus ALKO4242 .

Métodos de biologia molecular padrao foram emprégados con- -
forme descrito no Exemplo 13. A construgcédo das bibliotecas gendmicas de
Acremonium foi descrita no Exemplo 12.

| Os peptideos derivédos da xilanase de Acremonium comparti-
Iharam homblogia com varias xilanases da glicosil hidrolase familia 10, tais
colr'no Humicola grisea XYNI (AB001030). Todos os peptideos derivados da
xilanase de Thermoascus eram completamente idénticos a seqiéncia de
Thermoascus aurantiacus XYNA publicada (AJ132635) assim identificando a |
proteiha burificada como a mesrria ehzi,ma.'Em razao disso, o gene qa xila- -
nase de Thermoascus foi ampliado-por PCR a partir do DNA gendémico.

- De modo a ampliar a sonda para classificagao do gene da xila-
nase de Acremonium a partir das bibliotecas genémicas, iniciadores de de-

‘generagdo foram designados com base nas sequéncias de peptideo (Exem-

plo 11, Tabela 5). A ordem dos peptideos na seqiiéncia da proteina e a natu-
reza de sentido ou anti-sentido correspondente dos iniciadores foi deduzida
da comparagao com sequéncia de Humicola insolens XYNI (AB001030). A
seqliéncia do iniciador de sentido (GAYGGYGAYGCSACYTAYATG) se ba-

v,seia no- Peptideo 3 (aminoacidos 2-8) e iniciador de anti-sentido (YTTYT-

GRTCRTAYTCSAGRTTRTA) no Peptideo 1 (aminoacidos 4-11).

' Um produto da PCR de tamanho esperado (éstimado da se-
quéncia de homologa de Humicola insolens XYNI, AB001030) foi obtida da
reagéoﬁ Esse fragmento de DNA de cerca de 0,7 kb foi clohado no vetor p-
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CR4-TOPO® TA (Invitrogen, USA) resultando no plasmideo pALK1714 e foi
caracterizado por sequenciamento. A sequéncia de aminoacido deduzida do
produto da PCR tAihha homologia com relagao a todas sequéncias de xilana-
se publicadas da glicosil hidrolase familia 10 (programa BLAST, National.
Center for Biotechnology Information; Altschul e outros-,i 1990).

A insercdo do plasmideo pALK1714 foi isolada pela digestao da
enzima de restrigéb e rotulada com digoxigenina de acordo com as instrugdes
do fabricante (Roche, Alemanha). Cerca de 1-2 x 10° placas da biblioteca ge-
ndémica ampliada de Acremonium forarh classificadas conforme descrito no
Exemplo 18. Vériaé placas positiva foram obtidas, das quais cinco placas hi-
bridizando fortemente foram purificadas. DNAs do fago foram isolados e ana-
lisados por hidridizacao Southern blot. Um fragmento de restricao 3,0 kb Xbai
hibridizando -corh‘ relacdo a sonda foi subclonado no vetor pBluescript 1l KS+
(Stratagene, USA) resultando no plasmideo pALK1725. As partes relevantés
de pALK1725 foram seqlenciadas e encontradas como contendo' o0 gene de
comprimento pleno xyni OA do Acremonium thermophilum (SEQ ID N%19). O
numero do depdsito da cepa E.coli contendo pALK1725 na . -

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

GmbH Culture Collection (DSM) foi o DSM 16726.

-O gene xyn10A de Thermoascus aurantiacus (SEQ ID N2 17) f0|
ampliado diretamente do DNA gen6mico isolado por reagao da PCR. Os inici-
adores a frenfe (TTATACCGCGGGAAGCCATGGTTCGACCAACGATCC-
TAC) e reverso (TTATAGGATCCACCGGTCTATACTCACTGCTG-

- CAGGTCCTG) que foram usados na ampliagao do gene foram designados

com base no gene xynA de T. aurantiacus publicado (AJ132635). As misturas
da reagdo da PCR continham tampao 50 mM Tris-HCI, pH 9,0, 15 mM

" (NH4)2SO,, Triton 0,1% X-100, 1,5 mM MgCI2, 0,3 mM dNTPs, 1 uM cada

iniciador, 1 unidade de DNA polimerase PhusionTM DNA (Finnzymes, Finlan-
dia) e aproximadamente 0,5 Mg de DNA gendmico de Thermoascus. As con-
dicdes para reagdes da PCR foram como se segue: 5 minutos de desnatura-
¢ao inicial a 95°C, seguido por 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto de re-
combinagdo a 60-66°C, 3 minutos de extensdo a 72°C e uma extensao final a
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72°C por 10 minutos. O produto ampliado de 1,9 kb contendo o gene exato
(do cédon START para STOP) foi clonado como um fragmento Sacll-BamHlI
no vetor pBluescript Il KS+. Trés clones independentes foram sequenciados e
um clone foi selecionado e deéignado como pALK1715. O nimero de depdsi-
to da cepa E.coli contendo pALK1715 na Deutsche Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen GmbH Culture Collection é DSM-16724.
Informagdes releva'ntes dos genes e seqﬂéhcias de proteina dedu-
zidas (SEQ ID N2:17-20) sdo resumidas nas Tabelas 26 e Tabela 27, respecti-
vamente. As seqliéncias de peptideo das proteinas XYN-60 de Acremonium e
XYN-30 de Therﬁvoascus foram encontradas nas sequéncias de aminoacido

deduzidas correspondentes dos genes clonados (At xym10A e Ta xyn10A, res-

pectivamente) confirmando que os genes apropriados foram clonados.
Tabela 26. Resumo dos genes de xilanase isolados de Acremonium thermo-

Gene da Xxila- | Comprimento | Regido de | Numero | Comprimentos - dos | Seq

nase com introns | codificagdo | de in- |-introns (parés de | ID N2
(bp)® (b.p)(b - | trons base)

At xyn10A : 1471 1248 2 135, 85 _ 19

Ta xyn10A - 1913 987 | 10 73, 74, 68, 103, ‘69, 17

65, 93, 66, 100, 212

(a O cédon STQP esta incluido
(b O cédon STOP n&o esta incluido
Tabela 27. Resumo das seqliéncias de xilanase deduzidas de Acremonium

thermophilum e Thermoascus aurantiacus. Ss, SeqUéncia de sinal.

Proteina da | N© | Compri- - cBp® Peso molecu- | pl previsto | sitios de | Seq.
inlanasev de mento de ss lar (MW) pre- | (seqiéncia | N-glicosi- '| ID N2
aas | NNHMM® visto (Da, (ss) | de sinal ndo | lagdo
ndo incluidas)® | incluida) putativa
Atxyn 60 | 416 | ‘19n9 | sim,wassa 42533 632 12 20
1416
Ta xyn._3b | 329 26° N&o . 32901 5,81 .0 18
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@ A previsdo da seqiiéncia de sinal foi realizada usando o programa SignalP
V3.0 (Nielsen e dutros, 1997; Bendtsen e outros, 2004); o valor NN foi obtido
usando redes neuronais é valor HMM usando modelos Markov impedidos.

® £ indicada a presenga de um dominio de ligagdo de carboidrato CBD e .
dos aminoacidos de CBD C-terminal (n,umerég:éo de édordo com o polipepti-
deo de comprimento pleno) '

© A sequéncia de éinal prevista ndo esta incluida. A previsao foi feita usando
a ferramenta Compute pl/MW no s,er.\'/idorA ExPASy (Gasteiger e outros,

12003).

@ Os sitios de N#glicosilagéo putativa N-X-S/T foram previstos' usando o pro-
grama NetNGlyc 1.0 (Gupta e outros, 2004). | '
 De acordo com Hong e outros, 1999.

As sequéncias de protelna deduzidas das xilanases de Acremo-
nium e Thermoascus compartilham homologia com varias enzimas de ghco-
sil hidrolase da familia 10, identificando os genes correspondentes como
elementos das xilanases familia 10. A contraparte mais proxima de XYN-
60/Xyn10A de Ac_femoni&m encontrada é a XYLl de Humicola grisea

_ (ABOO1,030) mostrando 67,1% de identidade com XYN-60 (Tabela 28). A

sequéncia de proteina prevista da xilanase de XYN-3-/Xyn10A de Thermo-
ascus aurantiacus é completamente idéntica aquela de XYNA .de
T.aurantiacus publicada (P23360, Tabela 28). A homologia mais préxima foi
encontrada em 'uma sequéncia de xilanase de Aspergillus niger (A62445,
69,7% de identidade). '
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Tabela 28. Comparac¢do das xilanases deduzidas de XYN-60/Xyn10A de
Acremonium thermophilum e XYN-30/Xyn10A de Therrhoascus a'urantiacus
com suas contrapartes homologas. O alinhamento foi realizado usando o
programa Needle do pacote de programas da EMBOSS. *Indica uma xilana-

se codificada por um gene clonado nesse trabaiho.

Organismo, enzima e numero de acesso - |dentidade (%)
* Thermoascus aurantiacus XYN_30 _ ‘ 100,0
Thermoascus aurantiacus XynA, P23360 ~100,0
Thermoascus aurantiacus XynA, AF127529 99,4
Aspergillus niger xylanase, A62445 69,7
Aspergillus aculeatus xylanase, AR137844 69,9

- Aspergillus terreus fam 10 xyn, DQ0OB74368 ' 65,0

Aspergillus sojae, XynXl AB040414 63,8
Penicillium chrysogenum xylanase, AY583585 62,5
* Acremonium thermophilum XYN_60 100,0

- Humicola grisea XYL |, AB0OO1030 | 67.1

Magnaporthe grisea 70-15, hypothetical XM_364947 . 63,8
Aspergillus aculeatus Xy!arzase_, AR149839 ‘ 53,7
Talaromyces emersonil xylanase, AX403831 51,8
Gibberella zeae xylanase, AY575962 51,4
Magnaporthe grisea XYL5, AY 144348 | 48,5
Talaromyces emersonii, AX172287 | 46,9

‘Exemplo 23. Producgéo de xilanases recombinantes em Trichoderma

reesei v _
' Os plasmjdeos de expressao foram constrUidos para prodUgéo
de proteinas recombinantes de XYN-60/Xyn10A de Acremonium e XYN-
30/Xyn10A de Thermoascus conforme descrito no Exemplo 14. Cassetes de
expressao linear (tabela' 29) foram isolados da estrutura do vetor por diges-
tdo da enzima de restfigéo, transformada em T.reesei A96 e tranformantes

purificados conforme descrito no Exemplo 14.
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Tabela 29. Cassetes de expressado construidos para produgao de xilanases
de XYN-60/Xyn10A de Acremonium thermophilum e XYN-30/th1 OA de
Thermoascus aurantiacus no Trichoderma reesei. A estrutura esquematica

dos cassetes de expressdo é descrita na figura 2.

Xilanase Plasmideo de ex- | Tamanho do caséé- Terminador hete-
pressdo | te de expressdo® rélogo®

At XYN_60 pALK1912 9,0 kb 150 bp (BamH|)

Ta XYN_30 pALK1913 _93kb | nenhum ’

@ O cassete de expressdo para transformagdo de T. reesei foi isolado da

estrutura de vetor por digestdo com EcoRI. _

® E indicado o nimero de nucleotideos apés o cédon STOP do gene clona-
do que sdo incluidos no cassete de expresséo. O sitio de restricao na régiéo
3' do gene que foi usado na construgéo do cassete de expressao € indicado
entre parénteses. | _ -

A producéo da xilanase dos transformantes foi analisada dos so-
brenadantes de cultura 'dos cultivos de frascos de agitagdo (50 mL). Os trans-
formantes cresceram como no Exemplo 14 e a atividade da e‘nzima' da protei-
na recombinante foi medida a partir do sobrenadante de cultura como a libe-
racao dos agucares de redugao a partir da xilana de bétula (1% peso/volume)
é 50°C em tampéo de citrato a 50 mM, pH 5,3 conforme descrito por Bailey e
Poutanen 1989. A produgéo da proteina recombinante foi também analisada
do sobrenadante de cultura por SDS-eletroforese de gel poliacrilamida. Além

disso, a expressao de ambas xilanases foi determinada por analise Western

~ blot com anticorpos anti-XYN-3O ou anti-XYN-60 conforme descrito no Exem-

plo 19. Os genétipos dos transformantes escolhidos foram analisados por
Southern blotting usando o cassete de expreéséo como uma sonda. |

| XYN-30/Xyn10A de Thermoascus foi produzida em T. reeseie o _
pH c’)ﬁmo da proteina produzida heterologamente foi determinado no tampéo
universal Mcllvaine dentro de uma faixa de pH de 3,0-8,0 usando xilana de
bétula como substrato (figura 8A). O pH étimo foi determinado como sendd
de 4,5. A temperatura 6tima para atividade enzimatica de XYN-30 foi deter-

minada como sendo de 75°C (figura 8B).
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Os transformantes escolhidos foram cultivados, conforme descri-
to no Exemplo 14, em um bioreator de 2 litros por quatro dias (28‘?C, pH 4,2)
para obter material para os testes de aplicagao. '
Exemplo 24. Desempenho das celobioidrolases recombinantes n_ai hi-
drélise

O desempenho das celobioidrolases recombinantes purificadas
foi avaliado nos estudos de hidrélise com enzimas T.reesei purificadas. A hi-
drélise foi realizada com misturas controladas de enzimas purificadas nos véa-
rios substratos pré-tratados. Os filtrados de cultura de T.reesei contendo difé-
rentes enzimas de CBH/Cel7 clonadas foram obtidos conforme descrito nos

-Exemplos 14 e 15 e as enzimas de CBH foram purificadas por c'romatografia de -

afinidade conforme descrito no Exemplo 2. Além diéso, celulases de T.reesei
puras (purificadas conforme descrito Suurnakki e outros, 2000) foram empre-

gados nas misturas de enzima. As celobioidrolases no experimento foram:

(Ta Cel7A) de CBH de Thermoascus aurantiacus ALKO4242
| (Ta Cel7A).de CBH de Thermoascus aurantiacus ALKO4242
com CBD de (Ta Cel7A +Tr CBD)_ de Trichoderma reesei geneticamente a-
nexado v : ' _
A ) (Ta Cel7A) de CBH de Thermoascus aurantiacué ALKO4242
com CDB de (Té Cel7A +Ct CBD) e de (At Cel7A) geneticamente anexados
~ (At Cel7A) de CBH de Acremonium thermophilum ALKO4245
' (Cf CeI7A) de CBH de Chaetomium thermophilum ALKO4265
Cada CBH/Cel7 a ser testado (dosagem de 14,5 mg/g de matéria

seca de substrato) foi usado tanto em conjunto com EGII/Cel5A de T.reesei

(3,6 mg/g) ou com uma mistura contendo EGI/Cel7B T. reesei (1,8 mg/g),
EGII/Cel5A (1,8 mg/g), xilanase pl 9 (Tenkanen e outros, 1992) (5.000 nkat/g)
e acetil xilana estearase (AXE) (Sundberg and Poutanen, 1991) (250 nkat/g).

Todas misturas foram suplementadas com [-glicosidase adicional a partir de

uma preparagao de enzima comercial Novozym 188 (176 nkat/g d.w.). Tubos
em triplicata contendo a mistura de enzima e 10 mg (matéria seca)/mL de
substrato suspenso em 0,05 M de acetato de sddio foram incubados na mistu-
ra por agitagao magnética a 45°C por 48 horas. Amostras de referéncia com
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enzimas inativadas e substratos cofrespondentes foram também preparados.
A liberagao dos produtos de hidrélise foi medida como agucares de-redUgéo
com método de DNS usando glicose como padréo (Tabela 30).

Os substratos que se seguem foram usados no experimento:

Celulose cristalina (Avicel) ' | _

Fibra de espruce pré-tratada com vapor le lavada (impregnagao
com 3% peso/peso de SO, por 20 minutos, seguido por pré-tratamento de
vapor a 215°C por 5 minutos), matéria seca 25,9% (ESPRUCE). '

Fibra de palha de milho oxidada, iumida e lavada (WOCS).

Fibra A»de - salgueiro pré-tratada com vapor e lavada (pré-
tratamento por 14 minutos a 210°C), matéria secaa 23,0% (SALGUEIRO).
Tabela 30. Produtos de hidrdlise com enzimas de CBH (45°C, pH 5,0). Pro;
dutos de reagéb apds 48 horas de hidrélise como agucares de reducgao
(mg/mL), glicose medida como padréo. Abreviaturas: CBH = celobioidrolase;
EGI = (Cel7B) de endoglicanase | de T. reesei, EGIl = (Cel5A) deA endoglica-
nase Il de T. reesei;, bG = B-glicosidase (da Novozym 188); XYL= xilanase pl
9 (XYN Il) de T. reesei, A'XE = acetil xilana esterase de T. r_eesei;' nd = nao

realizado.
Enzimas - ‘ Substratos
CBH ’ Enzimas adicionais Avicel Espruce wocs Salgueirb
Ta Cel7A . EGII, bG 2,0 2,0 2,8 20
TaCel7A+TICBD  EGI,bG - 58 4,0 4,4 4,0
Ta Cel7A + CtCBD EGII, bG . ' 4,9 3,7 4,6 - 3,7 -
At Cel7A EGII, bG 5,3 3,3 4,5 3,3
Ct Cel7A EGIH, bG"- 6,0 2,6 3,4 2,6
Cel7A de T. reesei EGl|, bG 4,7 ' 2,9 2,9 2,9
Ta Cel7A | EGII, EGI, XYL, AXE,bG nd | nd 4,3 2,8
Ta CeI%A + TrCBD EGIl, EGI, XYL, AXE,bG nd nd 7.2 59
Ta Cel7A + CtCBD ‘EGII, EGI, XYL, AXE,bG nd ' nd - 7,2 5,6

1 At Cel7A EGIH, EGI, XYL, AXE,bG. nd nd 6,4 5.4
Ct Cel7A EGII, EGI, XYL, AXE, bG  nd nd 56 4,0

Cel7A de T. reesei EGII, EGI, XYL, AXE,bG nd nd 6,0 4,1 -
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Na tabela 30, as celobioidrolases diferentes foram comparadas
com base na mesma dosagem de proteina na hidrélise.-Os resultéd_os mos-
tram que nos substratos celuldsicos (Avicel e fibra de espruce) Cel7A de
Thermoascus aurantiacus com CBD anexado geneticamente mostrou clara-
mente hidrélise superior a T.reesei CBHI/Cel7A. Sem CBD, Cel7A de
T.aurantiacus foi menos eficaz nesses substratos. O desenvolvimento das
celobioidrolases de AcremoniLJm thermophilum e Chaetomium thermophilum
foi também melhor em relagdo aquele de CBHI/Cel7A de T.reesei nos vérios
substratos; especificamente, Cel7A de C. thermophilum mostrou alta eficién;
cia na éelulose p;Jra (Avicel).

No caso de substratos contendo quantidades notaveis de hemi-
celulose (salgueiro e palha de milho) as enzimas CBH/Cel7 precisaram cla-
ramente da adigao de ambas hemicelulolases e endoglucanases para de-

sempenhar seu papel com eficiéncia. Caso nenhuma hemicelulase adicional

estiver presente, Cel7A de T.aurantiacus com CBD geneticamente anexado
mdstyou nova e claramente hidrélise mais alta. Com as enzimas de degrada-
¢ao de hemicelulose mais importantes (xilanase, acetil xilana esterase e E-
Gl) Cel7A de T.aurantiacus com CBD geneticamene anexado teve novo de-
sempenhd com eficiéncia mais alta. CeI7A de C. thermophilum foi mais efici- -
ente qvue enzima T. reesei e Cel7A de C. thermophilum produziu produtos de

- hidrélise no mesmo nivel que CBHI/Cel7A de T. reesei. O dominio de ligacéo

de celulose de T. reesei mostrou fornecer eficiéncia ligeiramente melhor em

‘re.lagéo a CBD de C.thermophilum no desempenho hidrolitico de Cel7A de

T.aurantiacus, mesmo que a diferen¢a seja pequena. _

Pode ser concluido que, quando CBHI/Cel7A foi substituida na
mistura de enzimas de Trichoderma pelas celobioidrolases produzidas aqui,
a efic_iéhcia da hidrélise conforme julgada por essas disposi¢cdes experimen-

'_tais_foi claramente melhorada no caso de Cel7A de T. aurantiacus com CBD

geneticamente anexado e também aperfeicoou no caso de Cel7A de A. ther-
mophilum e Cel7A de C. thermophilum. Considerando-se também a melhor
estabilidade da temperatura das celobioidrolases produzidas aqui, os resul-
tados indicam que o desempenho das misturas de enzimas de celulase em
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temperaturas superiores a 45°C po‘de ser claramente aperfeicoado por em-
prego das celobioidrolases produzidas aqui. _ o
Exemplo 25. Desempenho das endoglucanases recombinantes na hi-
drolise _

As preparagdes contendo as endoglicanasés foram comparadas
em estudos de hidrdlise misturadas com as enzimas CBH/Cel7 e CBH/Cel6
purificadas em vz-’avrios substratos pré-tratados. Os filtrados de cultura de T.
reesei contendo diferentes enzimas de endoglicanase clonadas foram obti-

" das conforme descrito no Exemplo 19. As enzimas foram enriquecidas por

remogao das protél’nas termoestaveis das misturas por um tratamento térmi-
co (60°C, 2 horas, pH 5) e 0 sobrenadahte foi usado para estudos de hidroli-
se. Além disso, celulases de T. reesei (purificadas como descrito pof
Suurnékki' e outfos, 2000) foram empregados nas misturas de enzima. As
endoglicanases usadas no expefimento eram: ' - |
At EG-40/Cel4d5A (ALKO4245 EG-40) de endoglicahase- Acre-
monium thermophilum ALKO4245 ‘
' Semelhante é At EG-40/Cel45B (semelhante a ALKO4245 EG-

- 40)de endoglicanase de Acrerhonium thermophilum ALKO4245

Endoglicanase de Ta EG-28/Cel5A (ALKO4242 EG-28) de
Thermoascus aurantiacus ALKO4242. ' |

Os substratos que se seguem foram usados no experimento:

Fibré de espruce pré-tratada em vapor e lavada (impregnagao
com SO, a 3% por 20 minutos, seguido por pré-tratamento com vapor a

- 215°C por 5 minutos), matéria seca a 25,9% (ESPRUCE).

Fibra de palha de milho explodida em vapor (pré-tratamento em
vapor a 210°C por 5 minutos, matéria seca 31,0% (SECS). A
" As endoglucanases a serem estudadas (dosagem de 840 nkat/g
de matéria seca, com base na atividade da endoglicanase contra HIEC de |
acordo com IUPAC, 1987) foram também usadas com Celobioidrolases de T.
reesei (CBHI/Cel7A, 8,1 mg/g~ d.m. e cBHIl/Cel6A, 2.0 mg/g d.m.) ou com
Cel7A de Thermoascus aurantiacus com CBD de T. reesei geneticamente
(10,1 mg/g d.m.). EGI (Cel7B) e EGIl (Cel5A) de T. reesei purificados
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(Suurnakki e outros, 2000) foram também incluidos nos experimentos para
comparagdo. Todas as misturas foram suplementadas com B4glic;osida$e
adicional da Novozym 188 (para fabricar a dosagem de B-glicosidase de 560
nkat/g d.w., a dosagem relativamente alta foi usada para compensar as dife-
rengés nas atividades de base das diferentes preparagdoes de EG). Tubos
em triplicata foram incubados em mistura a 45°C por 48 horas e amostras de
referéncia com enzimas inativédas e substratos correspondentes foram pre-
paradas. A liberagdo de produtos de hidrélise foi medida nos agucares de
redugdo com método DNS usando glicose como padrao (Tabela 31).

Tabela 31. ProdUtos de hidrélise com preparagbes diferentes de endoglica-

.nase quando usadas em conjunto com celobioidrolases de T. reesei ou com

Cel7A de T.aurantiacus abrigando CBD de T.reesei. Produtos de reagao a-
pos 48 horas de hidrélise como agubares de redugao (mg/mL), glicose medi-
da como padrao. Abreviaturas: CBHI = (Cel7A) de celobioidrdlase lde T.

| reesei; CBHIl = (CeI6A) de celobioidrolase Il de T.reesei; EGI = (cel7B) de

endoglicanase | de T. reesei; EGIl = (Cel5A) de -endoglicanase Il de T. ree-

sei, bG = B-glicosidase (da No\/ozym 188); nd = ndo realizado.

Enzimas : _ Substrato
CBH/Cel7 de endoglicanase L » ESPRUCE SECS
EG néo adicionado CBHI e CBHII de T.reesei 24 . 32
EGI o ‘CBHI e CBHIl de T.reesei - 3,5 4,6
EGHI " CBHIeCBHIlde Treesei 3,8 3,5
AtEG_40 : + CBHI e CBHII de T.reesei a9 4,3
Semelhante a At EG-40 CBHI e CBHIl de T.reesei 45 . 4,8
TaEG_28 | CBHI e CBHII de T.reesei 30 39
EG nao adicionado . Cel7A de T.aurantiacus + Tr CBD 1,8 2,1
EGI Cel7A de T.aurantiacus + Tr CBD nd. 4,2
EGIi : Cel7A de T.aurantiacus + Tr CBD 3,2 nd.
AtEG_40 ' Cel7A de T.aurantiacus + TrCBD 4,8 4,0
Ta EG_28 » Cel7A de T.aurantiacus + TrCBD 1,5 nd.

Na tabela 31, as celobioidrolases diferentes foram comparadas
com base na mesma dosagem de atividade na hidrdlise. Isso pode favorecer
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as enzimas com baixa atividade esbecifica contra o substrato (hidroxietil ce-
lulose) usadas no ensaio e subestimar a eficiéncia das enzimas com alta
atividade especifica contra hidroxietil celulose. Em qualquer caso, os resul-
tados mostram que as endoglicanases de Acremonium thermophilum tém.
desempenho muito bom na hidrélise _quando tem efeito em conjunto com
ambas: celobioidrolases usadas na mistura. As endoglicanases de A. ther-
mophilum apresentam desempenho semelhante 4 EGI/Cel7B de T.reesei
que é uma enzima muito eficiente no substrato de palha de miltho contendo

" hemicelulose, devido a sua forte atividade colateral da inanaSe. Cel5A (AL-

KO4242 EG-28 da endoglicanase de T. aurantiacus mostrou hidrélise mais
baixa em relagdo as enzimas de T. reesei. | ' '

Pode ser concluido que as endoglicanases de A. therm'ophilun;l
tém desempenho de eficiéncia comparavel ou melhor quando comparadas
as enzimas de Thichoderma correspondentes na hidrélise conforme julgado
por essa disposicdo experimental. Considerando-se também a establlldade
da temperatura das endoglicanases descritas aqui, os resultados indicam
que o desempenho das misturas da enzima celulase em temperaturas supe-
riores a 45°C pode ser melhorado por emprego das endoglicanases descri-
tas aqui. ‘
Exemplo 26. Hldrollse de espruce pré-tratado com vapor em temperatu-
ras altas A

-Fibré de espruce explodida em vapor e lavada (impre‘ghagéo
com 3% peso/peso de SO, por 20 minutos, seguido por pré-tratamento com

~ vapor a 215°C por 5 minutos), com matéria seca de 25,9% foi suspensa em

5 mL de 0,05 M tampao acetato de sédio na consisténcia de 10 mg/mL. Esse
substrato foi hidrolisado usando diferentes misturas de enzima nos tubos de
teste com agitagao magnética no banho de agua ajustado em diferentes

temperaturas por 72 horas. Para cada ponto da amostra, uma triplicata dos |
tubos de teste foi retirada da hidrolise, fervida por 10 minutos a fim de termi-
nar a hidrélise da enzima, centrifugada e o sobrenadante foi analisado quan-
to aos produtos de reagado de hidrélise. Os espagos em branco contendo o

substrato sozinho (apenas tampao foi adicionado ao invés das enzimas) fo-
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ram também incubados nas condigbes correspondentes.
Uma mistura de celulases termofilicas foi preparada_'usAando 0os |

segunntes componentes:
Preparagao de CBH/CeI7 termofilica contendo Thermoascus au-
rantiacus ALKO4242 Cel7A com CBD geneticamente anexado de C-
BHI/Cel7A de T. reesei. A preparagao da proteina foi produzida conforme
descrito no Exemplo 15 e puriAficada de acordo com o Exemplo 2 resultando
na preparacéo de Ta Cel7A + Tr CBD purificada com teor de proteina de 5,6
mg/mL. -
- A préparagéo de endoglicanase termofilica contendo endoglica-

-nase de Acremonium thermophilum ALKO4245 At EG-40/Cel45A. A proteina

foi produzida em T. reesei conforme descrito no Exemplo 19. A fim de enri-
quecer os componentes termofl’licos, o meio de cultura gasto foi tratado com

' aquecimento (60°C por 2 horas)- A preparagéo obtida continha 4,9 mg/mL de

protema e atuwdade de endoglicanase (de acordo com IUPAC, 1987) 422
nkat/mL ' _ _

Preparagéo de B-glicosidase termofilica obtida conforme descrito
no Exemplo 21 contendo B-glicosidase Ta BG-81/Cel3A de ThermoascusA
auran_tiacds ALKO4242. A fim de enriQu_ecef os componentes termofilicos, o
caldo fermentado foi tratado com aquecimento (65°C por duas'ho,ras). A pre-
paragdo obtida continha 4,3 mg/mL de proteina e a atividade da pB-
glicosidase de 6270 hkat/mL (de acordo com Bailey e Linko, 1990).

Essas preparagdes de enzima foram combinadas como se se-
gue (por 10 mL de mistura): preparagao de CBH/Cel7 4,51 mL, preparagao
de endoglicanaSe, 519 mL e preparacdo de B-glicosidase 0,29}mL. Essa
mistura foi usada como "MISTURA 1" das enzimas termofilicas.

| Como uma comparagao e referéncia, uma mistura do estado da

técnica comercial de enzimas de Trichoderma reesei foi construida combi-

nando (por 10 mL): 8,05 mL de Celluclast 1,5 L FG (da Novozymes A/S) e

1,95 mL de Novozyfn 188 (da Novozymes A/S). A mesma foi denominada

como "ENZIMAS DE T. REESE!".
As enzimas foram dosadas com base na atlvndade FPU das mis-



10

15

20

25

30

91

turas: "MISTURA 1" usando a dosa-gem de 5,5 FPU por 1 grama de matéria
seca no substrato de espruce e "ENZIMAS T. REESEI' usando 5,8 FPU por
1 grama de matéria seca no substrato de espruce.

As amostras foram retiradas da hidrélise apds 24, 48 e 72 horas
e tratadas conforme descrito acima. Os produtos de hidrélise foram.quantifi;
cados usando o ensaio para reduzir os acucares (Bemfeld, 1955), empre-
gando glicose como padrdo. A quantidade de produtos de hidrélise como
agucares de reducao é apresentada na flgura 9. '

Os resultados mostram claramente o melhor desempenho das
enzimas descritas aqui em comparagao as enzimas de Trichoderma do es-
tado da técnica a 55°C e 60°C no substrato dé espruce. Com base na anali-
se de HPLC, o rendimento méaximo dos agucares do substrato seria de 5,67
mg por 10 mg de substrato de espruce seco. Em razdo da dosagem relati- _
vamente baixa da enzima os rendimentos de agucar final foram claramente
mais baixos. Para enzimas termoestaveis, o rendimento do aguca'r com base
no ensaio do acucar de redugado foi de 66% e 57% do tedrico em 55°C e
60°C, respectivamente. Péra as enzimas de Trichoderma do estado da téc-
nica, o mesmo foi de apenas 3A1% el1%a 55°C e 60°C, respectivamente.
Exemplo 27. Hidrélise de palha de milho pré-tratado com vapor em
temperaturas altas '

Flbra de palha de milho explodlda em vapor (tratamento a 195°C
por 5 minutos), com matéria seca de 45,3% foi suspensa em 5 mL de 0,05
tamp3o de acetato de sodio na consisténcia de 10 mg/mL. Os tratamentos e
medi¢oes foram realizados conforme descrito no Exemplo 26.

Uma mistura das celulases termofilicas descritas aqui foi cons-
truida usando os componentes que se seguem:

o Preparagdo termofilica de CBH contendo Cel7A de Thermoas-
cus aurantiacus ALKO4242 com CBD geneticamente anexado de C- |
BHI/Cel7A de T. reesei (Ta Cel7A + Tr CBD, Exemplo 15). O teor de protei-
na da preparacao foi de 31 mg/mL

Preparacao da endoglicanase termofilica contendo endoglicana-
se At EG-40/Cel45A de Acremonium thermophilum ALKO4245 foi obtida
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conforme descrito no Exemplo 19. A preparagdo de enzima concentrada
continha atividade de endoglicanase (de acordo com IUPAC, 1987) de 2057
nkat/mL. _ -

Preparagdo de B-glicosidase termofilica contendo B-glicosidase
de Ta BBG-81/Cel3A de Thermoascus aurantiacus ALKO 4242 foi obtida
conforme descrito no Exemplo 21 contendo atividade de B-glicosidase (de
acordo com Bailey and Linko, 1990) de 11.500 nkat/mL.

Produto de xilanase termofilica contendo uma xilanase AM2410-
riginéria de Nonomuraea flexuosa DSM43186. O produto foi preparado por

emprego de uma cépa de Trichoderma reesei recombinante que havia sido

‘transformada com o cassete de expressdo pALK1502, conforme descrito no -

WO2005/100557. O produto sélido foi dissolvido na matéria para obter uma
solugdo a 10% e uma preparagao de enzima com atividade de xilanase (ana-

lisada de acordo com Bailey e outros, 1992) de 208.000 nkat/mL foi obtida.

Essas 'preparagées de enzima foram combinadas como se se-
gué (por 10 mL de mistura): preparagéo de CBH/Cel7 7,79 mL, preparagao
de endoglicanase 0,96 mL, préparagéo de B-glicosidase 1,14 mL e prepara-
¢ao da xilanase 0,31 mL. Essa mistura f0| usada como "MISTURA 2" das |
enzimas termofilicas. - ' »

Como uma comparagao e referencna uma mlstura do estado da
técnica comercial de enzimas de Trichoderma reesei foi construida combi-
nando (por 10 mL), 8,05 mL de Celluclast 1,5 L FG (da Novozymes A/S) e

1,95 mL de Novozym 188 (da Novozymes A/S). A mesma foi denominada
como "ENZIMAS DE T. REESET.

As amostras foram retiradas da hidrélise apoés 24, 48 e 72 horas
e tratadas conforme descrito acima. Os produtos de hidrélise foram quantifi-

cados uSando o ensaio para reduzir os agucares (Bemfeld, 1955), empre-

gando glicose como padrdo. A quantidade de produtos de hidrélise como

agucares de redugao € apresentada na figura 10.

Os re_sul'tados mostram claramente o melhor désempenho das
enzimas descritas aqui em comparag¢ao as enzimas de Trichoderma do es-
tado da técnica. A 55°C a mistura de enzimas termofilicas mostrou hidrélise
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mais eficiente em comparagao as enzimas T. reesei: A hidrélise foi mais ra-
pida e rend:mentos de acgucar maiores foram também obtidos. Com base na
andlise de HPLC, o rendimento maximo dos agucares (incluindo os agucares
soluveis livres no substrato nao lavado que foi uSado) do substrato seria de .
5,73 mg por 10 mg de substrato seco. Assim, a hidrélise pelas enzimas da
MISTURA 2 estava quase completa em 48 horas. A 55°C e 57,5°C as enzi-
mas termofilicas descritas aqui mostraram também um desempenho clara-
mente melhor na hidrélise em relagéo as enzimas de Trichoderma do estado
da técnica. ' | |
Exemplo 28. Hidvr'élise de palha de milho pré-tratada em temperaturas
altas usando mistura com uma xilanase termoestavel

O procedimento explicado no Exemplo 27 foi repetido, exceto
que o produto de xilanase XT 02026A3 foi substituido por preparagao termo- _ ‘
filica de xilanase contendo xilanase Ta XYN-30/Xyn10A de Thermoascus
aurantiacus ALKO4242 produzida em T. reesei. O caldo fermentador, produ-
zido conforme descrito no Exemplo 23 continha atividade de xialanase de
132 000 nkat/mL (ensaiado de acordo com Balley e outros, 1992).

, Essas preparagoes de enzima foram combinadas como se se-
gue (por 10 mL de mistura): preparag:ao de CBH/Cel7 7,64 mL, preparagéo
de endoglicanase 0,96 mL, preparagao de B-glicosidase 1,15 mL e prepéra-‘
¢ao da xilanase 0,25 mL. Eséa mistura foi usada como "MISTURA 3" das
enzimas termofﬂicas. '

Como uma comparagdo e referéncia, uma mistura do estado da

técnica comercial de enzimas de Trichoderma reesei foi construida combi-

nando (por 10 mL), 8,05 mL de Celluclast 1,5 L FG (da Novozymes A/S) e
1,95 mL de Novozym 188 (da Novozymes A/S). A mesma foi denominada

~como "ENZIMAS DE T. REESEF.

As amostras foram retiradas da hidrélise apos 24, 48 e 72 horas
e tratadas conforme descrito acima. Os produtos de hidrélise foram quantlfl-
cados usando o0 ensaio para reduznr os agucares (Bemfeld, 1955) empre-
gando glicose como padrao. Os resultados dos brancos do substrato foram
subtraidos das amostras com enzimas, e a concentragdo dos produtos de
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hidrélise como agucares de reducgao é apresentada na figura 11.

\ Os resultados mostram claramente o melhor deserhpenho da
mistura das enzimas descritas aqui em comparagao as enzimas de Tricho-
derma do estado da técnica. A 45°C a mistura de enzimas termofilicas mos-
trou hidrélise mais eficiente em comparacgao as enzimas T. réesei. A 55°C e

60°C as enzimas termofilicas descritas aqui mostraram também um desem-

- penho claramente melhor na hidrélise em relagéo as enzimas de Trichoder-

ma do estado da técnica. O desempenho da nova mistura de enzima a 60°C
estava no mesmo nivel de desempenho das enzimas do estado da arte a
45°C. |

-Exemplo 29. Hidrélise de espruce pré-tratado em temperaturas altas -

usando mistura com uma xilanase termoestavel

O procedimento conforme descrito no Exemplo 28 foi repetido

~ com fibra de espruce explodidé em vapor e lavada (impregna¢do com 3%

peso/peso de SOzvaI' 20 minutos, seguido por pré-tratamento com vapor a
21“5°.C por 5 minutos com matéria seca de 25,9%) como substrato usando
temperaturas de hidrélise de 45°C, 55°C e 60°C. As amostras foram toma-
das da hidrélise apods 24, 48 e 72 horas e tratadas conforme descrito acima.
Os perutos de hidrélise foram quantific;ados usando o er_\saio' para reduzir
0s agucares (Bémfeld, 1955), empregando glicose como padrao. Os resuita-

‘dos dos brancos do substrato foram subtraidos das amostras com enzimas,

e a concentracdo dos produtos de hidrélise como acgucares de redugdo é

‘apresentada na figura.12.

- Os resultados mostram claramente o melhor desempenho da
mlstura das enzimas descritas aqui em comparagido as enzimas de Tricho-
derma do estado da técnica. A 45°C a mistura de enzimas termofilicas mos-

trou hidrélise mais eficiente em comparacgéo as enzimas T. reesei, evidente-

mente devido a melhor estabilidade em hidrélise de longo prazo. A 55°C a

eficiéncja da mistura das enzimas descritas aqui ainda estava no .mesmo
nivel em relagao a 45°C, considerando-se que a mistura do estado da técni-
ca foi ineficaz com o substrato usado nessa temperatura. A 60°C as enzimas
termofilicas descritas aqui mostraram hidrélise diminuida embora a hidrolise
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estivesse proxima ao mesmo nivel de desempenho das enzimas do estado
da técnica a 45°C. _ |
Exemplo 30. Avalriagéo da inibicdo da glicose das B-glicosidases de A-
cremonium thermophilum ALKO4245, Chaetomium thermophilum AL-
K0O4261 e Thermoascus aurantiacus ALKO4242 N . |
, Os filtrados de cultura produzidos pelas'ce_plas de -Acremonium
thermophilum AL’KO4245, Chaetomium thermophilum ALKO4261 e Thermo-
ascus aurantiacus ALKO4242 sdo descritos no Exemplo 1. As atividades da

' B-glicosidasé (medidas de acordo com Bailey and Linko, 1990) dessas pre-

paragoes foram’ de 21,4 nkat/mL, 5,6 nkat/mL e 18,6 nkat/mL, respectiva-
mente. Para comparacdo, enzimas comerciais CellucIaSt 1,5 L (B-glicosidase
534 nkat'mL) e Novozym 188 (B-glicosidase 5840 nakat/mL) foram também
incluidas no.expérimento. ' ‘

A fim de avaliar a sensibilidade das B-glicosidases diferentes na
direcao de i'nibigéo da glicose, o procedimento de ensaio de atividéde padrao
foi realizado na presenga‘d_e concentragdes diferentes de glicose. As solu-
cbes de substrato (p-nitrofeil-B-D-glicopiranosideo) para o ensaio de ativida-

~ de da B-glicosidase foram suplementados por glicose, de modo que a con-

centragdo na mistura de ensaio foi ajustada para os valores de 0 a 0,5 M.
Exceto essa adicéo de glicose, o ensaio foi realizado usando o procedimento

‘padrao (Bailey and Linko, 1990). As atividades na presenca de concentra-

¢Oes variadas de glicose como uma porcentagem da atividade sem 'glico_se_

sdo apresentadas na figura 13. '
Os resultados mostram qUe B-glicosidases de C. thermophilum e

T. aurantiacus foram menos afetados pela inibicdo de glicose que as B-

glicosidases presentes nas enzimas comerciais: B-glicosidase derivada de

_ Aspergillus em Novozym 188 ou B-glicosidase derivada de Trichoderma em

Ce_IluCIast 1,5L. A enzima A. thermophilum mostrou comportamento compa-

ravel ao da enzima T. reesei de Celluclast. Especialmente a enzima

- C.thermophilum foi claramente menos afetada por alta concentragéo de gliQ

cose. Assim, esses resultados indicam que considerando-se a inibicdo de
glicose o uso de novas B-glicosidases, especialmente de cepas Acremonium
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thermophilum ALKO4242 e Chaetomium thermophilum ALKO4261, fornece-
ria vantagens claras na hidrélise em condigdes industriais com alta concen-
tracao de glicose. _ A
Exemplo 31. Atividade do papel filtro das misturas de enzima em tem-
peraturas altas A |

A atividade do papel filtro das preparagoes de enzima foi medida
de acordo com o método da-IUPAC (1987) conforme descrito no procedi-
mento, exceto que a reagdo da enzima foi realizada a temperaturas de 50°C
a 70°C. A atividade de FPU calculada se baseia na quantidade de enzima

necessaria para hidrolisar 4% do substrato de papel de filtro em-1 hora sob

.condigbes experimentais. A atividade de FPU foi considerada como repre- -

sentando a atividade de celulase total de uma preparagéo de enzima.
As misturas de enzima foram a MISTURA 2 preparada conforme

~ descrito no Exemplo 27, a MISTURA 3 preparada conforme descrito no E-
xemplo 28e MISTURA 4 A MISTURA 4 foi preparada por combinagao das

preparagdes de enzima descritas no Exemplo 27 .como se segue (por 10 mL
da mistura): preparagao de CBH/CeI?, 7,84 mL, preparacao de endoglicana-
se, 0,99 mL e preparagéo de B-glicosidase, 1,17 mL. _ |
- As misturas de enzima usadas como referenma representando '

as mlsturas do estado da técnica foram: '
- "ENZIMAS A DE T. REESET preparadas de acordo com a pre-

paragao de "ENZIMAS DE T. REESEI" descrita no Exemplo 26.

"ENZIMAS B DE T. REESEI' que foram construidas combman-
do (por 10 mL), 8,05 mL de Econase CE (uma preparagao comercial de celu-
lase de T.reesei da AB Enzymes Oy, Rajamaki, Finlandia) e 1,95 mL de No-'
vozym 188 (da Novozymes A/S).

| As atividades de FPU medidas para as preparagdes de enzima

em temperaturas diferentes sdo apresentadas na figura 14, como as porcen-

tagens de atividade sob condigoes padrao (IUPAC, 1987) (a 50°C).

' Os resultados mostram claramente que as misturas da invencgao
mostram atividade de celulose total mais alta em temperaturas elevadas (60-
70°C) quando comparada as misturas do estado da técnica, com base nas
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enzimas de Trichoderma e Aspergil/us.
»Exemplo 32. Uso das novas beta-glicosidades na preparacao de sofo-
rose
Uma mistura de hidrolisado de amido de alta concentragéo (Nu-.
triose 74/968, Roquette) foi tratada com préparag:éo .dé enzima enriquecida
com BG-81/Cel3A de Thermoascus aurantiacus prodUzida conforme descrito
no Exemplo 21, para obtengdo de uma mistura de agucar contendo. quanti-
dades aprecidveis de indutor de celulose (soforose) para superar a repres-
' sd@o da glicose. ' |
A prébaragéo de enzima enriquecida com Ta BG-81/Cel3A foi
adicionada a uma solu¢do de Nutriose a 70% (beso/peso) para uma concen-
tracao final de 1.g de proteina total/litro. O recipiente da mistura foi incubad6
em um banho dé agua a 65°C por 3 dias com agitacdo constante e usado
como uma fonte de carbono em' um meio de frasco agitado para duas cepas
diferentes de Trichoderma (A47 e Rut-C30). O efeito do tratamento da enzi-
ma foi medido como uma.atividade da endoglicanase formada durante uma

cultivo de frasco de agitagdo de 7 dias. Como uma referéncia, os cultivos

~ foram realizados nas mesmas condigdes com Nutriose nao tratada como

uma fonte de carbono. Um aumento superior a duas vezes nas atividades foi
obtido nos cultivos de frasco de agitagéo realizados em um meio de 'Nutribse
pré-tratado com Ta BG-81/Cei3A com as cepas testadas. Os resultados sao
mostrados na figura 15.

Lista de Organismos Depositados

| Cepa ' Plasmideo Autoridade Data do depésito N2 do depésito
contido - depositaria
Acremonium . -
) - _ cest" 20 de setembro de 2004 | CBS 116240
thermophilurn : .
ALKO4245 :
Thermoascus a :

: . - CBS 20 de setembro de 2004 | CBS 116239
aurantiacus : :
ALKO4242
Chaefam;?m - cBs® 8 de novembro de 1995 | CBS 730,95
thermophilum
ALKO4265
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Cepa Plasmideo Autoridade Data do depésito N2 do depésito
contido depositaria |
| Escherichia coli | pALK1635 | bsmz® 16 de setembro de 2004 | DSM 16723
| Escherichia coli | pALK1642 | DSMZ 16 de setembro de 2004 | DSM 16727
| Escherichia coli | pALK1646 | DSMZ 16 de setembro de 2004 | DSM 16728
_ESGHQHM pALK1861 | DSMZ _ 16 de setembro de 2004 | DSM 16729
| Escherichia coli pALK:1715 DSMZ 16 de setembro de 2004 | DSM 16724
| Escherichia coli pALK1.723 DSMZ 16 de setembro de 2064 DSM 16725
| Escherichia coli | pALK1725 | DSMz 16 de setembro de 2004 | DSM 16726
| Escherichia coli | pALK1904 DSMZ 13 de maio de 2005 ‘ DSM 17323
| Escherichia coli | pALK1908 | DSMZ 13 de maio de 2005 DSM 17324
_Escb_eagbia_m[[ pALK1925 | DSMZ 13 de maio de 2005 DSM 17325
| Escherichia coli | pALk1926 | Dsmz_ 13 de maio de 2005 _DSM 17326
| Escherichia coli | pALK2001 | DSMZ 18 de outubro de 2005 | DSM 17667
\ Escherichia coli | pALK2010 DSMZ 18 dé novembro de 2005 | DSM 17729

™) The Centralbureau Voor Schimmelcultures at Uppsalalaan 8, 3584 CT,
Utrecht, Paises Baixos _ |

@ The Centralbureau Voor Schimmelcultures at Oosterstraat 1, 3742 SK
BAARN, Paises Baixos | | - |
® Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
v‘ (DSMZ), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemanha
@) [Ap6s o término do periodo de depdsito corrente, as amostras seréo ar-
mazenadas de ac_:ordc') com tratados de modo a tornar a cepa disponivel a-
Iém do tempo permitido pela patente]
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.cggcatagac

gcttagaagg
tgaaacttta
tcttctcatc
agctgtecggc
caagéétaat
cagcagatag
ttccggaatt
tctacctggg
gggctgccgg

cacatgcatg

-tactactgtg

gcatcaaaca

ggatgcccga

cgacggatcg

aaaaaggcca
atccgtgatc
6ctgttatcc
cttéaggagé
gctaaa?tct

gcggcecccgtce

cctagtacga

caatcgaatc

gcc gcc

Ala Ala
15
cct tcc
Fro Ser
30
gga

cag aat

gce

Ala

ctg

Leu

aaatgaaaac
agtcgtgcecct
acagtccaag
ctcaEaggga
gacgagaata
ttacttgcat
attcactgct
gaataaccca
ggtgaatcaa
cttggcacga
actc;gcaga

tggacctgca

acccgctgeg

gccecgcatac

‘aggccactaa

cccttagcca
aatcgcatcce

ctgttgccca

‘cggccggtag

aagccgatga

gagctgaaca
égcaatccgc

gca atg tatr cag cgc gct ctt ctec tte tect tte

ctgggaccag
acagcacagg
tctttatgaa
gacagtcgag
aacacagaag
aaagacaact
cgtttccgac
ggégaggaat
atctcccgeg
tttctcecgeca
gttacatatc

ggatcaacgg

caatatcatt

taatcctttt
ttgcagtcgg
ccaatgcccc

gaacctcttt

ttggggattg

‘ccatctcgaa

ccatgggttc
catcaggtat

caccaccaaa

104

gacgctaggt
ctctgtgaag
aaggaaaaga
cataccagcg
tcaaccttga
ccccgagggce
gtggcgtcag
ctgcaagtaa

ggaaattaaa

agggagtcac

actcaggata

‘cccgacaaaa

gagggatgtt
atcaaccaaa
atactggtct
acataataéa
aacggacccc
aggaggtceg
tthﬁcg;ga
ctgatagagc
gaacagatca

tcaagcaacg

acgatgaaat
attgcgctgt
gagagaagag
gtatcgaégt
actgtatatc
tctctgcata
tgatccgtct
gaacttaata
cccatacgat
agagaaagac
cattgcagét
cacaagtégc
cccccacatt
agttccactc
tttcgccgte
tgttgacata
tcctacacac
ggttgcagga
égccttcatg
ttgtgccﬁga
gatataaagt

agcgacagca

Met Tyr Gln Arg Ala Leu Leu Phe Ser Phe

1
cgc gcg

Axrg Ala

acc tgg

Thr Trp

aaa gtc

cag

Gln

cag

Gln

gtt

5

cag

Gln

20

caa

Gln

35

atc

gcc ggt

Ala Gly

tgc tcc

Cys Ser

gat gcg

acc gta

Thr val

agc ggc
Ser

Gly

aac tgg

10

acc gca gag

Thr Ala Glu

25

ggt agt tgt

Gly Ser Cys

40

cgt tgg gtc

ccgccaatgg

tcagacttaa

cgctatttcg

tagactcaac
agggttccag
caccaggatg
ccacagaacc
ccaatcccég

gtttttgcac

atatttcgeca

cattgtccga
taaagctggg

tttaaaacat

gactagagaa

caacaccttc

ggtacgtagce

cttatcctaa

tgcgttctag,

tgaacggttg

ccggccttgg,

cggattgagt

ataacaatat

ttec ctc

Phe Leu
aat cac
Asn His
acc acg -
Thr Thr

cat acc

240
1300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1260

1320

1380

1440

1500

1549

1597

1645

1693
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Gln

45

acc

Thr

atc

Ile

gcg

Ala

aga

Arg

ctg
Leu
125
ggt

Gly

ctg

Leu

tcc

Ser

) tgc

Cys

tacag gcc aat gtt gaa ggc tgg cag ccg tct gcc aac gac cca aat gcc

Asn

tct

Ser

tgt

Cys

gat

Asp

ctg
Leu
110
tac

Tyr

cag

Gln

aac

Asn

aaa

Lys

gac
Asp

190

Gly

gga

Gly

cCccC

Pro

tac
Tyr
95

aac

Asn

ctg

Leu

‘gag

Glu

ggc

Gly

tac

Tyr

175

tct

Ser

Lys

tac

Tyr

gac
Asp

80

‘agt

Ser

ttt

Phe

ctg

Leu

ttt

Phe

gcc

‘Ala

160

cct

Pro

cag

Gln

val

acc
Thr
65

gac

Asp

ggc

Gly

gtc

val

cag

Gln

acc’

Th:‘

145
ctc

Leu

ggc

Gly

tgc

Cys

val
50
aac

Asn

gtg

val

acc

Thr

acc

Thr

gac
Asp
130
ttc

Phe

tac

Tyr

aac

Asn

cct

Pro

Ile

tgc

Cys

acc

Thr

tat

Tyr

caa
Gln
115
gac

Asp

gat

Asp

ttt

Phe

aag

Lys

cgg
Arg

195

Asp

tac

Tyr

tgc

Cys

ggt
Gly
100
agc

Ser

acc

Thr

gtc

val

gtg

val

gca
Ala
180
gat

Asp

Ala

acg

Thr

gct

Ala

85

gtt

val

tca

Ser

act

Thr

gac

Asp

gcc
Ala
165
ggc

Gly

ctc

Leu

105

Asn

ggc
Gly
70 .
cag

Gln

acg

Thr

gg9g9

Gly

tat

Tyr

gtc
val
150
atg

Met

gct

Ala

aag

Lys

Trp
55
aat

Asn

aat

Asn

acc

Thr

aag

Lys

cag
Gln
135
tcc

Ser

gac

Asp

aag

Lys

ttc

Phe

- gtacgtcaga agtgataact agccagcagé gcccatgaat

Arg

acg

Thr

tgt

Cys

agt

Ser

aac
Asn
120
atc

Ile

aat

Asn

gcc

Ala

tat

Tyr

atc
Ile

200

cattaactaa cgctgtcaaa

Trp

tgg

Trp

gcc

Ala

ggc
Gly
105
att

Ile

ttc

Phe

ctc

Leu

gac

Asp

ggc
Gly
185
aac

Asn

val

gac

Asp

ttg
Leu
90

aac

Asn

ggc

Gly

aag

Lys

cct

Pro

ggc
Gly
170
act

Thr

ggt

Gly

His

acc
Thr
75

gét

Asp

gcc

Ala

tcg

Ser

ctg

Leu

tgc
Cys
155
gga

Gly

ggt

Gly

cag

Gln

Thr

60

agt

Ser

gga“

Gly

ctg

Leu

cgc

Arg

ctg
Leu
140

gg99

Gly

ttg

Leu

tac

Tyr

1741

1789

1837

1885

1933

1981

2029

2077

2122

2182

2232
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Ala

ggc

Gly

gcc
Ala
235
ggc

Gly

act

Thr

tac

Tyr.

acc

Thr

.acc

Thr

315

ggc

Gly

aac

.Asn

gac

Asp

Asn

gtt

vVal

220
aac

Asn

cag

Gln

cga’

Arg

cgce

Arg

agc
Sef
300
ccc

Pro

aag

Lys

tca

Ser

aac

Asn

val

Glu

205

ggt

Gly

agc

Ser

acce

Thr

tat

Tyr

cag

Gln

285

tcc

Ser

tce

ser

gta

val

atc

Ile

acc

Thr

365

aac

Asn

atc

Ile

étg

Met

Gly

cac

His

tct

Ser

tgc

Cys

. 255

gct

Ala

270

ggc

Gly

aaa

Lys

ggc

Gly

atc

Ile

acc
Thr
350
ggc

Gly

ggt

Gly

aac

Asn

ttc

Phe

acc

Thr

cce
Pro
335
acc

Thr

ttc

Phe

Trp

ggt

Gly

act
Thr
240
cag

Gln

acc

Thr

cac

His

acc

Thr

ctg
Leu
320
cag

Gln

gag

Glu

ttc

Phe

Gln

tcc

Ser

225

gcg

:Ala

gga

Gly

tgc

Cys

teg

Ser

gtc
val
305
acg

Thr

tcg

Ser

tat

Tyr

acg

Thr

Pro

Ser

210

tgc

Cys

gtg

val

gac

Asp

gac

Asp

ttc
Phe
290
gtc

V&l

gag

‘Glu

gag.

Glu

tgce

Cys

cac
His

370

tgc

Cys

acg

Thr

gac

Asp

cct

Pro

275

tac

Tyr

acc

Thr

atc

Ile

tcg

Ser

acg
Thr
355
ggc

Gly

106

Ala

gct

Ala

cct

Pro

tgt
Cys

260

gat

‘Asp

ggc

Gly

cég

Gln

aaa

Lys

acg
Thr
340
gcc

Ala

gg9g

Gly

Asn

gag

Glu

cac
His
245
ggt

Gly

ggc

Gly

ccc

Pro

ttc

Phe

cgc
Arg
325
atc

Ile

cag

Gln

ctt

Leu

Asp

atg
Met
230
cca

Pro

gga

Gly

tgc

Cys

ggg

Gly

atc
Ile

310

tte

Phe

agc

Ser

aag

Lys

cag

Gln

Pro

Asn

215

gat

Asp

tgc

Cys

acc

Thr

gac

Asp

cag
Gln
295
acc

Thr

tac

Tyr

ggc

Gly

gcce

Ala

aag
Lys

375

gtc

val

gac

Asp

tac

Tyr

ttc
Phe
280
atc

Ile

gac

Asp

gtc

val

gtc

Valj

gcc

Ala

360

atc

Ile

Ala

tgg

Trp

acc.

Thr

tcc
Ser
265
aat

Asn

gtc

val

gac

Asp

cag

Gln

acc
Thr
345
ttc

Phe

agt

Ser

gaa

Glu

cccC

Pro

250

tcc

‘Ser

cct

Pro

gac

Asp

999

Gly

aac
Asn
330
ggc

Gly

ggc

Gly

cag

Gln

2280

2328

- 2376

2424

2472

2520

2568

2616

2664

2712
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gct ctg gct

Ala Leu
380
gcc

gcc aac

Ala Ala
395
ccg

gac acc

Pro Asp Thr

gtc ccg gcc

Val Pro Ala

tcc aac atc

Ser Asn Ile
445
taagtaagta
gattgtcgtg
catéaaaaaa
gcecttgttgt
get

<210> 2
<211> 457
<212> PRT
<213>

<400> 2

Ala

Asn

cag ggc

Gln Gly
ctc

atg

Met Leu

atg

Met

tgg

Trp

gtc ctc gtc

Val Leu Val

385

ctg gac agc

Leu Asp Ser

400

cct ggc

Pro Gly
415
gac Qtt
Asp Val
430
aag gtc
Lys Val
actggcactc
tacaggggac
agggggagat

agatcgag_tc

gtc

val

gag

Glu

gcg cgc- ggt

Ala Arg Gly

tcg cag tac

Ser Gln Tyr
435

aac

107

atg

Met

acc

Thr

acc
Thr.
420
ccc

Pro

agc

Ser

tac
Tyr
405
tgc

Cys

aat

Asn

acc

ctg
Leu
390
ccg

Pro

CcCcC

Pro

tca

Ser

ttc

tgg

Trp

act’

Thr

acg

Thr

tat

Tyxr

acc

gac

Asp

gat

Asp

acc

Thr

gtt
val

440

gat

Asp

gcg

Ala

tcc
Ser
425
atc

Ile

aac

cac

His

gac

Asp

410~

ggc

Gly

tac_

TYyr

gga

Gly

ccc atc

Pro Ile
450’

taccaccgag

atgcgatgct

caaagaagtc

gacgccctat

Thermoascus aurantiacus

Asn

tcg

Thr

Ser

agcttcgtga

caaaaatcta

tgtcaaaaga

agtgagtcgt

gcc

Phe Thr Ala Asn

455

agatacaggg gtggttggga

catcagtttg ccaattgaac
ggggggctgt ggcagcttaa

attagagctc gcggccgcga

Met Tyr Gln Arg Ala Leu Leu Phe Ser Phe Phe Leu Ala Ala Ala Arg

1

5

10

15

Ala Gln Gln Ala Gly Thr vVal Thr Ala Glu Asn His Pro Ser Leu Thr

20

25

30

Trp Gln Gln Cys Ser Ser Gly Gly Ser Cys Thr Thr Gln Asn Gly Lys

35

40

45

2760

2808

2856

2904

2949

3009

3069

3129
3189

3192
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val

Thr

65

Asp

Gly

val

-Gln

Thr

145

Leu

Gly

Cys

Trp

Ser

225

Ala

Gly

Cys

Ser

val
50

Asn
val
Thr

Thr

Asp

130

Phe

Tyr

Asn

Pro

Gln

210

Cys

val

Asp

Asp

Phe

290

Ile

Cys

Thr

Tyr

Gln

115

Asp

Asp

Phe

‘Lys

Arg

195

Pro

Cys

Thr

Asp

Pro

275

Tyr

Asp
Tyr
Cys
Gly
100
Ser
Thr
val
val
Ala
180
Asp
Ser
Ala
Pro
Cys
260

Asp

Gly

Ala
Thr
Ala
85

val

Ser

Thr

Asp

Ala

165

Gly’

Leu

Ala

Glu

His

245

Gly

Gly

Pro

Asn

Gly
70

Gln

Thr

Gly
TYyr
val
150
Met
Ala
Lys
Asn
Mat
230
Pro
Gly
Cys

Gly

Trp
55

Asn
Asn
Thr
Lys
Gln
135
Ser
Asp
Lys
Phe

Asp

215"

Asp

Cys

Thr

Asp

Gln

295

Thr
Cys
Ser
Asn
120
Ile
Asn
Ala
Ty‘r

Ile

200

Pro

val

Asp

Tyr

Phe

280

Ile

Trp

Trp

Ala

Gly

105

Ile

-Phe

Leu

Asp

108

val

Asp

Leu

920

Asn

Gly

Lys

‘Pro

Gly

170

Gl_y

185

Asn

Asn

Trp

Thr

Ser

265

Asn

val

Thr
Gly
Ala
Glu
Pro
250
Ser

Pro

Asp

His
Thr
75

Asp
Ala
Ser
Leu
Cys
155

Gly

Gly

Gln

Gly
Ala
235
Gly
Thr

Tyx

Thx

Thr

60

Ser

Gly

Leu

Arg

Leu

140

Gly

Leu

TYyr

Ala

Val

220

Asn

Gln

Arg

Arg

Ser

300

Thr
Ile

Ala

Leu
125
Gly
Leu
Ser
Cys
Asn
205
Gly
Ser
Thr
Tyr
Gln

285

Ser

Ser
Cys
Asp
Leu

110

TYYX

AGln

Asn

Lys

Asp

190

val

Asn

Ile

Met.

Ala
270

Gly

Lys

Gly

Pro

Tyr

95

Asn

Leu

Glu

Gly

Tyr

175

Ser

Glu

His

Ser

Cys

255

Gly

Asn

Phe

Tyr
Asp
80

Ser
Phe
Leu
Phe

Ala

160

Pro
Gln
Gly'
Gly
Thr
240
Gln
Thr
gis :

Thr
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val

305

Thr

Ser

Tyr

' Thr

val

385

- Leu

Ala

Ser

Pro

val

Glu

Glu

Cys

His

370

Leu

Asp

Arg

Gln

Ile

450

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

.<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

Thr

Ile

Ser

Thr

355

Gly

val

Ser

Gly

Tyr

435

Asn

3055 -

DNA

CDS

(§72).

(1596)

Gln

Lys

Thr

340

Ala

Gly

Met

Thr

Thr

420

Pro

Ser

intron

Phe
325
Ile
Gln
Leu
Ser
Tyr
405
Cys
Asn

Thr

. (1595)

Ile
310
Phe
Ser
Lys
Gln
Leu
390
Pro
Pro

Ser

Phe

.. (1729)

Thr
Tyr
Gly
Ala
Lys
375
Trp
Thr
Thr
Ty

Thr

455

Asp

val

val

Ala-

360

Ile

Asp

Asp

Thr

val

Asp
Gln
Thr
345
Phe
Ser
Asp
Ala
Ser

425

Ile

440 -

Ala

Acremonium thermophilum

Asn

109

Gly

Asn

330

Gly

Gly

Gln

His

Asp

410

Gly

Tyr

Thr

315

Gly

Asn

Asp

Ala

Ala

395

Pro

val

Ser

Pro
Lys
éer
Asn
Leu
389
Ala
Asp
Pro

Asn

Ser

val

Ile

Thr

365

Ala

Asn

Thr

Alé

Ile

445

Gly
Ile

Thr

350

Gly

Gln

Met

Pro

Asp

430

Lys

Thr

Pro

335

Thr

Phe

Gly

Leu

Gly

415

val

val

Leu

320

Gln

Glu

Phe

Met

Trp

400

val

Glu .

Gly
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<220>
5221) CDS
<222>
<223>
<220;
<221>
<222>
<223>
<220>
<221; CDS
. <222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223§
<220>
<221> CDsS
<222>
<223>
.<400> 3
gaéttcggat
.caacgttccg
actgtgccac
tcgttgccga
cagcgcgccc
atttc;tgat
:tctctttctg
cggagtgcca
Qagatccagg
gtgggaagtc

ggttgccttc

(1730) ..(2290)

fntron

(2291) ..(2412)

(2413)..(2540)

intrqn

(2541) .. (2627)

(2628)..(2691)

cacaccgaga

catcttcgtt
gcctggéaga
aacagecagg
ctctctttcect
éccttgactc
tacatacgtc
cccgcaggga
ccccccgaté
ttcggagcgg

atctatcgtg

gcttcgegat
accttgatag
cgggtgceccgt
caggaagcct
cctcatttct
ctcagccccc
ccctctegeg
acgagacttg
tcgttctege
cacccaggcc

gctgcacatc

110

ggccagctgt
ctcgcgtttg
accatcggtt
gtccaccﬁtc
tgcccaccac
cagcagtccg
gtgtccacgce
gctgatgggg
acgtatcctt

catcttgccg

cgccgtgccc

ctcagcttgt
ctggactgct.
actgcgcaga
atgtatcttc
gatggacacc
acaatgtaca
gcggccgggyg
tgcggtgcat
ccccecgecgg
atgccecggea

ccattgggaa

acccgtctac

ttgtgagggg

ctgagaaccg

étatggaccc
atgccaatct
gtgatgggca
atgcctggga
ggtggcacaa
cQatgéccaa
cggctctgge

agcaggcttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660
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. gcc

aac

gttcttcccg
gcccctcact
cccccectete
ctggcacagc
tcatctcagc

cgcctctcac

gcc gcc

Ala Ala

15

gag acg cac

Glu Thr His

30

tgc acg acc

Cys Thr

gtg cac gac

Vval His

aac acc acc

Asn Thr
80
gac

gtc ggc

Val Asp
95

gcc
Asn Ala

110

atc ggc tcg

Ile Gly Ser

Ala

Thr

Asp

Thr

Gly

ctg

Leu

tctgtcgatc
gctgcttcac
ctttgcagta
cctctcgege

ccttctgecg

gtctcccace
ctcactgctg
cagatctaca
gtggtgcaag

tggtccaccc

c atg cac aag cgg gcg

Met His Lys Arg Ala

1
ggc ttc
Gly Phe
cce

aag

Pro Lys

gcc

Ala

ctc

Leu

5
cgc ggc
Arg Gly
20
acc ttc

Thr Phe

35-

cag aac

Gln Asn
50

aag aac
Lys Asn
65

atc tgc
‘Ile Cys
gcc gac
Ala Asp

acc ctc

Thr Leu

ggc

Glyv

ggc

' Gly

gcc

Ala

tac

Tyr

aag

Lys

gag gtg

Glu val
tac acc
Tyr Thr
gac gcc
Asp Ala
85
cag ggc
Gln Gly
100

ttc gtc

Phe val

115

cgc atg

Arg Met

130

tac

TYyxr

ctg atg

Leu Met

Gln

-Ala

111

taccctccct
cttccccgea
taatatcgag
agcaagtcag

gacattctgg

cctcgcaagg
atgcccccte
acgcccccca
agtatcaatt

gcccgtagece

gcttaccctg
gccceccecce
agctgtttct
cccccatctce

aagaccgatc

gce acc ctc tec gcc cte gtc gtc

Ala Thr Leu Ser Ala Leu Val Val

cag ggc gtg

Gln Gly Vval

cag aag tgc

Lys Cys

40

gtc atc gac

val Ile Asp

55

aac tgc tac

Asn Cys Tyr

70

gcc tecg tgce

Ala Ser Cys

acc tac ggc

Thr Tyr Gly

acc aag ggc

Thr Lys Gly

120
ccc

gcc agce

Ser Pro

135

10
ggc acg
Gly Thr
25-
tcc gcc

Ser Ala

gce aac

Ala Asn

acg ggc

Thr Gly
75
gcc agce
Ala Ser
90
gce tcc
Ala Ser
i05
agc tac
Ser Tyr
acc aag

Thr Lys

cag

Gln

gcc

Ala

tgg

Trp

aac

Asn

aac

Asn

acc

Thr

gcc

Ala

tac

Tyr

cag acg

Gln Thr_

ggc agce

Gly Ser
45

cgc tgg
Arg Trp
60,

gag tgg
Glu Trp
th'gtc
Cys Val

tcec ggc

Ser Gly

acc aac
Thr Asn
125
gcc atg
Ala Met

140

720
780
840
900
960

1010

1058

1106

1154

1202

1250

1298

1346

1394
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112

ttc acc ctg ctg ggc cac gag ttc gecc ttec gac gtc gac ctg agc aag
Phe Thr Leu Leu Gly His Glu Phe Ala Phe Asp Val Asp Leu Ser Lys
145 150 A 155
ctg .ccc tgc ggclctc aac ggc gcc gtc tac ttc gtc agc‘atg gac gag
Leu P?o Cys Gly Leu Asn Gly Ala Val Tyr Phe Val Ser Met Asp Glu
160 165 170
gac ggc ggc acc agce éag:tac cce tcc aac aag gcc ggc géc aag tac
Asp Gly Gly Thr Ser Lyé Tyr Pro Ser Asn Lys Ala Gly Ala Lys Tyr'
175 ' 180 ' 185

ggc acg ggc tac tgc gac tcg cag tgt ccg cgc gac ctc aag ttt atc

.Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln Cys Pro Arg Asp Leu Lys Phe Ile

190 ' ' 195 200 205

gac ggc aag gtgagaaccc gcactagegt ccecgecttec gtgtcectcec

Asp Gly Lys

ttttgecctte ttcgaccgece ctcecttceccctg cgggccaggg tecgectggggt gctgtectec
tttctggtgg gcagcggtgce tgatcccgcg ccag gcc aac tcg gcc agce tgg cag

"Ala Asn Ser Ala Ser Trp Gln

210 215

ccc tc? tce aac gac cag aac gcé ggc gﬁg ggc ggc atg ggc tcg tgc
Pro Ser Ser Asn Asp Gln Asn Ala Gly Val Gly Gly Met.Gly Ser Cyé
220 : 225 . 230
tgc gcc gaé'atg gac étc tgg'gag géc aac tcc gtce tcecce gcc gcc tac
Cys Ala Glu Met Asp Ile Trp Glu Ala Asn Ser Val Ser Alé Ala Tyr
235 240 245
acg ccg cac ccg £gc cag aac tac cag cag éac agc tgc agc:ggc gac
Thr Pro His Pro Cys Gln Asn Tyr Gln Gln His Ser Cys Ser Gly Asp
250 255 260
gac tgc ggc ggc acc tac tcg gec acc cgc ttc gec gge gac tge gac
Asp Cys.Gly Gly Thr Tyr Ser Ala Thr Arg Phe Ala Gly Asp Cys Asp
265 h 270 275 |

ccg gac ggc tgce gac tgg aac gcc tac cgc atg ggc gtg cac gac ttc

1442

1490

1538

1586

1635

1695

1750

1798

1846

1894

1942

1990
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113

Pro Asp Gly Cys Asp Trp Asn Ala Tyr Arg Met Gly Val His Asp Phe

280 285 290 295

tac ggc aac ggc aag acc gtc gac acc ggc aag aag ttc tcc atc gtc

Tyr Gly Asn Gly Lys Thr Val Asp Thr Gly Lys Lys Phe Ser Ile Val
300 . 305 . 310

acc cag ttc aag ggc tcc ggc tcc acc ctg-acc gag atc aag cag ttc

Thr Gln Phe Lys Gly Ser Gly Ser - Thr Leu Thr Glu Ile Lys Gln Phe

315 320 . 325

' tac gtc cag gac ggb agg aag atc gag aac ccc aac gcc acc tgg ccc

Tyr Val Gln Asp Gly Arg Lys Ile Glu Asn Pro Asn Ala Thr Trp Pro
330 . 335 340
ggc ctc gag ccc ttc aac tecc atc dec ccg gac ttc tge aag gecc cag
Gly Leg Glu Pro Phe Asn Ser Ile Thr Pro Asp Phe Cys Lys Ala Gln
345 © 350 355

aag cag gtc ttc ggc gac ccc gac cgc ttc aac gac atg ggc ggc ttc

Lys Gln vVal Phe Gly Asp'Pro Asp Arg Phe Asn Asp Met Gly Gly Phe

360 365 , 370 o 375

acc aac atg gcc aag gcc ctg géc aac ccc atg gtc ctg gtg ctg tcg

Thr Asn Met Ala Lys Ala Leu Ala Asn Pro Met Val Leu Val Leu Ser

A 380 385 ) " 390
ctg tgg gac gac gtgagccatt ttcgcattct ctcctgactc tcctecgetg
Leu Trp Asp Asp
395

ccatéaccac ctcttccacc accgécacga gggtétagct tgatctcecge tgactgacgt

gtgcccacac ccccecgtttct ag cac tac tcc aac atg ctg tgg ctc gac tct
His Tyr Se; Asn Met.LeuvTrp Leu Asp Ser

460 405
acc tac ccg acc gac gec gat ccc agc gecg ccc gge aag gga cgt ggce
Thr Tyr Pro Thr Asb Ala A;p Pro Ser Ala Pro Gly Lys Gly'Arg Gly -
410 415 420

acc tgc gac acc agc agc ggc gtg cca agc gac gtg gag tcg aag aat

2038

2086

2134

2182

2230

2278

2330

2390

2442

2490

2538
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<213>

114

Thr Cys Asp Thr Ser Ser Gly Val Pro Ser Asp Val Glu Ser Lys Asn

425

430

435

gg gtgagtcgga tcttctgcat geggeccgtt ttccgagcat tgettggggt

Gly .

cctcéctcag gctgacacac gcgcgccttc gatacag ¢ gat gecg acc gtc atc

Asp Ala Thr Val Ile

tac tcc aac atc aag ttt ggg ccg ctg gac tcc

Tyr Ser Asn fle Lys Phe Gly Pro Leu Asp Ser

445

-tgagcagccg

gatggccgat

gcagcgtcgg

cgaacgagca

aagtcgtcaa
atcaqtggct
attc

<210> ‘4
<211>
<212>

PRT

<400> 4

Met His Lys

1

Gly Phe

Pro Lys
35

Gln Asn

50

Asn

Lys

65

459 -

Ala

Leu

Gly

Gly

ct;tgggttc
ctctgtectt
cgggcatcgt
ccgacgaaat
ttagacéttg

cttccgagac

Arg Ala

Arg Gly
20
Phe

Thr

Glu val

Tyr Thr

70

Ala

Gln

Gln

val

Asn

450
ggtggggccg
tgtctcctag
étagtctggt
gtggtgttté
ccaccatcca

écggtctctc

Acremonium thermophilum

Thr Leu

Gly Vval

Lys Cys
40
Ile Asp
55

Cys Tyr

aagcacaaca
tgtctctctt

gtaactgtat

atgctatcgt

acttggcgac

tcacaccgta

Ser Ala Leu

10

Gly Thr Gln

25

Ser Ala Ala

Ala Asn Trp

Thr Gly Asn

‘75

440

acc tac acg
Thr Tyr Thr
455

agtgtgtgég
atcgaacéac
atagctctgt
acatgctctt
ﬁgtccacccg

atcactgcaa

val val Ala

Gln Thr Glu

30
Gly Ser Cys
45
Arg Trp Val
60

Glu Trp

Asn

gect tcc

Ala Serx

tagctgagat

ccecccgacct

gcgtgtgaat

gcgagatctg

gtccatttgt

gcagagttga

Ala Ala
15
Thr His

Thr Thr

His Asp -

Thr Thr

80

2590

2643

2691

2751
2811
2871
2931
2991
3051

3055
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Ile

Ala

Thr

Leu
145
Gly
Thr
Tyxr
Ala
val
225
Asn

Gln

Arg

_Arg

Gly
305

Leu

Cys

Asp

Leu

Met

130

Gly

Leu

Ser

Cys

Asn

210

Gly
Ser
His
Phe
Met
290
Lys

Thr

Ala

Tyr

Lys

115

Tyr

His

Asn

Lys

Asp

195

Ser

Gly

val

Ser

Ala

275

Gly

Lys

Glu

Asp

Gln

100

Phe

Leu

‘Glu

Gly

Tyx

180

Ser

Ala

Met

Ser

Cys

260

Gly

val

Phe

Ile

Ala
85

Gly
val
Met
Phe
Ala
165
Pro
Gln
Ser
Gly
Ala
245
Ser
Asp
His

Ser

Lys

325

Ala
Thr
Thr
Ala
Ala
150
val
Ser
Cys
i
Ser
230
Ala
Gly
Cys
Asp
Ile

310

Gln

Ser
Tyr
Lys
Ser

135

Phe
Tyr
Asn
Pro
Gln
215
Cys
Tyr
Asp
Asp
Phe
295

val

Phe

Cys
Gly
Gly
120
Pro
Asp
Phe
Lys
Arg
200
Pro
Cys
Thr
Asp
Pro
280
Tyx

Thr

Tyr

Ala

Ala

105

Ser

Thr

vVal

val

Ala

185

Asp

Ser

Ala

Pro

Cys

265

Asp

Gly

Gln

val

115

Ser
90

Ser

Tyr

Lys

Asp

Ser

170

Gly

Leu

Ser

Glu

His

250

Gly

Gly

Asn

Phe

Gln

330

Asn
Thr
Ala
Tyr
Leu
155
Met
Ala
Lys
Asn
Met
235
Pro
Gly
Cys
Gly
Lys

315

Asp

Cys
Ser
Thx
Ala
140
Ser
Asp
Lys
Phe
Asp
220
Asp
Cys
Thr
Asp
Lys
300

Gly

Gly

val
Gly
Asn
125
Met
Lys
Glu

Tyx

Ile

205

Gln.

Ile

Gln

Tyr

Trp

285

Thr

Ser

Arg

val

Asn

" 110

Ile

Phe

Leu

Asp

Gly

190

Asp

Asn

Trp

Asn

Ser

270

Asn

val

Gly-

Lys

Asp
95

Ala
Gly
Thr
Pro
Gly
175

Thr

Gly

Ala

Glu

Tyr

Gly

Leu

Ser

Leu

Cys

160 -

Gly

Gly

Lys

Gly

Ala

240

Gln

255

Ala

Ala

Asp

Ser

Ile

335

Thr

Tyr

Thr

Thr

320

Glu
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Asn Pro Asn

Pro Asp Phe

355

Phe Asn Asp

370
Pro Met

385

val

Leu Trp Leu

-Gly Lys

Gly

val Glu Ser

Ala
340

Cys

Met

Leu

Asp

Arg

420

Lys

435

Phe Gly Pro

450

<210>

<211>

<212>

<213>

1 <220>

<221>

.<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

g223>

<220>
<221>
<222>

<223>

5

3401

DNA -

Leu

Thr

Lys

Gly

val

Ser

‘405

_Gly

Asn

Asp

Trp

Ala

Gly

Leu

390

Thr

Thr

Gly

Ser

Pro

Gln

Phe

375

:Ser

TYTr

Cys

Asp

Thr

455

Gly

Lys

360

Thr

Leu

Pro

Asp

Ala

440

Tyr

Acremonium thermophilum

cDs

(891)..(1299)

fntron

(1300)

CDs

(1388)

.. (1387)

.. (1442)

Leu
345

G}n

Asn

Trp

Thr

Thr

425

Thr

Thr

116

Glu

val

Met

Asp

Asp

410

Ser

val

Ala

Pro

Phe

Ala

Asp

395

Ala

Ser

Ile

Ser

Phe

Gly

Lys

380

His

Asp

Gly

Tyr

Asn

Asp

365

Ala

Tyr

Pro

val

Ser
350
Pro
Leu
Ser
Ser

Pro

430

Ser

445

Asn

Ile

Asp

Ala

Asn

Ala

415 -

Ser

Ile

Thr

Arg

Asn

Met

400

Pro

Asp

Lys
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<220>

<221> Intron

<222> (1443)..(14§5)
<223>

<220>

<221> CDs

<222> (1496)..(1643)
<223>
- <220>

<221> ZIntron

<222>  (1644)..(1697)
<é23>

<220>

<221> CDS

<222> (1698) ..(1928)
<223>

<220>

<22i> Intron

222> (1929)..(2014)
<é23>

<220>

<221> CDS

<222> (2015)..(2740)
<223>

<400> 5

ctcgagtttc cctggtecgge
_tgtgtccaét cgtgtatctc
gtggaﬁgccc gtccactcat
tccacggeccce actccccéga
cccctecctge ggggtcegtc
gagccaccge agagccccat
tggggcccac gtcgatggcec

cactctctgc
ttgactgcac
ttgtccgtcet
caacctcggc
gtgccctggé
ctccaaagcg

tggcatccct

117

tcatcteget
gacgtgttcc
actgggtcag
tctggatggce
tgcatgctcc
accgtggcag

tgccacccte

étgcgcccct
tcgcgactceg
cctctecgtcet
cctecctceccce
acatcgcttg
cactacctct

ctccatcccc

ggatgtgccg
tctcgegeeg
cgaacgagct
étccgtgtct
atcacgctgce
gtttctggga

ctgacctcac

60

120 .

180

240

300

360

420
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tcccaaccga
gcttgatcgg
ccttegacag
cgaggcccga
cttagéggcc
tcgécgatgt
caacccactt

agaagcctcg

taggagaagt
gccggaagcce
tggacagcga
cgcthctagt
aaatttgccc
ctatataacg
catcccttec

tccgtcgtca

ggtcatgggce
gtcaacgacg
gaaaactggt
ccgagaacca
cccgggecta
acggcgatct
tétctctctc

cctattctca

118

acgaccccgt
ggggagcegt
ggggaagagg
cctacgtgtt
gggtctagcg
cctgtctctg
cccctcectt

cttececccgeg

gcacgtcttg
gtcttgccac
gctgctacag
tctcgcgaag
atggggatga
agatcccatc
ctctgacaté

aactccggcece

gactcgacga

gcgtggecegt

tcttgtettg:

acggggccag

tgaactggtg

ctttcatctc

ccgagtcectce

atg tat

-acc

Thr

gcc

Ala

aag

Lys

35

atc

Ile

tgc

Cys

gac

Asp

tac

Tyr

cag

aag

Lys

gcc
Ala
2Q

tgc

Cys

gac

Asp

tac

Tyr

tgc

Cys

ggc
Gly
100

g9g9

ttc

"Phe

tgc

cys

acc

Thr

gcc

Ala

acc

Thr

gcc
Ala

85

gtc

val

ccc

gcc

Ala

teg

Ser

gcg

Ala

aac

Asn

ggc

Gly.

70
acc

Thr

acc

Thr

tac

gcc

Ala

ctc

Leu

ccc

Pro

ﬁgg
Trp
55

aac

Asn

aag

Lys

gce

Ala

tcc

ctc

Leu

acc

Thr

‘ggc

Gly
40
cge

Arg

gag

Glu

tgc

Cys

agc

Ser

aag

gcc

Ala

gcc
Ala
25

agc

Ser

tgg

Trp

tgg

Trp

tgc

Cys

ggc
Gly
105

aac

gcc

Ala

10
gag

Glu

tgc

Cys

ctg

Leu

gac

Asp.

cte
Leu
90

aac

Asn

atc

ctc

Leu

acc

Thr

acc

Thr

cac’

His

acc
Thr
75

gac

Asp

tcg

Ser

ggc

gtg

val

cac

His

acc

Thr

gcc

Ala

ccg

Pro

gtc

val

45

cag
Gln
60 .
agc

Ser

ggc

Gly

ctc

Leu

tcg

acc

Thr

atc

Ile

gce

Ala

aac

Asn

‘cge

acc

Thr

tcg
Ser
30

agc

Ser

aac

Asn

tgc

Cys

gac

Asp

ctc
Leu
110

atg

gtc

val
15
ctg

Leu

ggc

Gly

agc

Ser

agc

Ser

tac
Tyr
95

aag

Lys

tac

Met Tyr

1

cgc ggc

Arg Gly

cag tgg

Gln Trp

cag gtc

Gln val

agc acc
Ser Thr
65

tcé gac
Ser Asp
80

acc

ggc

Thr Gly

tte gtc
Phe Val

ctc atg

cag

Gln

cag

Gln

acc
Thr
S0

aac

Asn

acc

Thr

acc

Thr

acc

Thr

gag

480
'540
600
660
720
780
840

896

944

992

1040

1088

1136

1184

1232

1280



10

15

20

25

30

119

Gln Gly Pro Tyr Ser Lys Asn Ile Gly Ser Arg Met Tyr Leu Met Glu

115 120 125 130
tcg gag tcc aag tgc cag g gtgagcatat agatcacatc tttcgtcact
Ser Glu Ser Lys Tyr Gln
135

tgcgtccegtt tcgcacégca agcggtccag acgctaacgg gacggttcte ttétctag‘
gc ttc act ctc ctc ggt cag gag ttt acc ttt gac gtg gac gtc tcc
Gly Phe Thr Leu Leu Gly Gln Glu Phe Thr‘Phe Asp Val Asp Vai Ser

140 : 145 150
aac ctc gg gtaggtgatg acttctccecg catgagaaga gctctgctaa

Asn Leu Gly

ccgtgttgte cag c tgc ggt ctg aac gga gcg ctc tac ttc gtg tcc atg
Cys Gly Leu Asn Gly Ala Leu T&r Phe val Ser Met
160 165

gac ctc gac ggc ggc gtgAtcc aag tac acc acc aac aag gcc ggc gec

Asp Leu Asp Gly Gly Val Ser Lys Tyr Thr Thr Asn Lys Ala Gly Ala
| 170 175 - . 180

aag tac ggc acc ggq'tac tgc gac tcc cag tgc ccg cgg gat ctc aag

L&s_Tyr Gly Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln Cys Pro Arg Asp Leu Lys
185 190 195

ttc atc aac ggc cag gtgggtcgag agaccctctt cccctctcag tgaacgatgt

Phe Ile Asn Gly Gln

200

ctgaccctct ctag gcc aac atc gac ggc tgg caa ccg tcg tcc aac gac
Ala Asn Ile Asp Gly Trp Gln ﬁro Ser Ser Asn Asp
205 210 . 215
gcc aéc gcc gge ctc ggg aac cac ggc agce tgc tge tcc gag atg gac.
Ala Asn Ala Gly Leﬁ Gly Asn His Gly Ser Cys Cys Ser Glu Met Asp
220 225 . 230

atc tgg gag gcc aac aag gtc tcc gcc gec tac acg'ccg cac ccc tgc

1329

1387

1434

1482

1532

1580

1628

1683

1733

1781

1829
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Ile

acc

Thr

tat
TYyxr
265
ttt

Phe

Trp

acc

.Thr

250

tcg

Ser

Glu

235

atc

Ala

gge

Asn

cag

Ile Gly Gln

tcg gac cgc

Ser

Asp

Arg

Lys

acc

Thr

tat

Tyr.

val

atg

Met

255

gce

Ala

270

Ser
240
tgc

Cys

ggc

Gly

120

Ala Ala

acc

ggc

Tyr

gac

Thr

gac

Thr Gly Asp Asp

atc

Ile

tgc

Cys

gac
Asp

275

260

cCccC

Pro

gtaggttcﬁt tctctcgeccg ctcecctgacg acctatatgt

gcacagaaaa gacaaggtca aagctgacca gagcag

gac

Asp

ttc

Phe

gag
Glu

320

gag

Glu

tgc

vas

cge

Arg

acc

Thr

acc
Thr
305
atc

Ile

tcc

Ser

acc

Thr

ggc

Gly

agc

Ser

290

gtc

val

aag

Lys

aag

Lys

gcc

Ala

ggc

Gly

370

ttc

Phe

gtg

val

cgc

Arg

atc

Ile

cag
Gln
355
ctec

Leu

tac

Tyr

acc

Thr

ttc

Phe

géc
Ala
340
aag

Lys

gcc

Ala

ggc

Gly

cag

Gln

tac
Tyr
325
ggc

Gly

acc

Thr

cag

Gln

cccC

Pro

tte
Phe
310
gtg

val

gtc

val

gcc

Ala

atg

Met

ggc
Gly
295
ctc

Leu

cag

‘Gln

tcc.

Ser

ttc

Phe

ggc
Gly

375

aag

Lys

acg

Thr

aac

Asn

ggc

Gly

ggc
Gly
360
aag

Lys

acg

Thr

ggce

Gly

ggc

Gly

aac
Asn
345
gac

AsSp

gcce

Ala

aac

Asn

gtc

vVal

tcc

Ser

aag
Lys
330
tcc

Ser

acc

Thr

ctg

Leu

tcg

Ser

gac

Asp

gac

Asp

315

gtc

val

atc

Ile

aac

Asn

gcc

Ala

Pro
245

tgc

Cys

gac

Asp

His

ggc

Gly

ggt

Gly

Pro’

ggc

Gly

tgc

Cys

gtgaagggac

tac

Tyr

acc
Thr
300
ggc

Gly

atc

Ile

acc

Thr

gtc

val

gag
Glu

380

cgc
Arg
285
ggc

Gly

aac

Asn

CcCcC

Pro

acc

Thr.

ttc

Phe

atg

Met

tcc

Ser

ctc

Leu

aac

JAsn

gac

Asp

350

gag

Glu

365

ccc

Pro

atg

Met

Cys

acc

Thr

gat

Asp

280

ggc

Gly

aag

Lys

agc

Ser

tce
Ser
335
ttc

Phe

gag

Glu

gtc

val

1877

1925

1978

2032

2080

2128

2176

2224

2272

2320
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ctg

Leu

gac
Asp
400
gac

Asp

ccc

Pro

tcc

Ser

acc

Thr

acc
fhr
480
ggc

Gly

tgc

Cys

gtc
val
385
tce

Ser

tgc

Cys

aac

Asn

acc

Thr

acc

Thr

465

acc

Thr

ggc

Gly

aag

Lys

ctg

Leu

acc

Thr

CcCcC

Pro

tcc

Ser

tac
Tyr
450
acc

Thr

acc

Thr-

cag

Gln

tac

TYr

tcc

Ser

tac

Tyr

atc

Ile

aac
Asn
435
acc

Thr

acc

Thr

aac

Asn

‘gga

Gly

tcc
Ser

515

gtc

val

ccc

Pro

a-c C
Thr
420
gte

val

ggc

Gly

acc

Thr

ccc

Pro

tgg
Trp
500
aac

Asn

tgg

Trp

acc
Thr
405
tcc

Ser

atc

Ile

acc

Thr

‘acc

Thr

tcg
Ser
485
acc

Thx

gac

Asp

gac
Asp
390
gac

Asp

ggc

Gly

tac

Tyr

ccc

Pro

acc
Thr
470

ggt

Gly

ggc

Gly

tgg

Trp

gac

Asp

agc

Ser

gtg:

val

tcc

Ser

agc
Ser
455
acc

Thr

ccg

Pro

cCccC

PIO

tac

Tyx

cac

His

acc

Thr

ccc

Pro

aac

Asn

440

ggce

Gly

acc

Thxr

cag

Gln

acg

Thr

tcg
Ser

520

121

gcc

Ala

aag

Lys

gcc
Ala
425
atc

Ile

ggc

Gly

tcc

Ser

‘cag

Gln

gtc
val
505
cag

Gln

gtc

vVal

ccc
Pro
410
gac

Asp

cgce

Arg

aac

Asn

aag

Lys

acg
Thr
490
tgc

Ccys

tgc

Cys

aac
Asn
395
ggc

Gly

gtc

val

ttc

Phe

ccc

Pro

ccc
Pro
475
cac

His

cag

Gln

ctg

Leu

atg ctc tgg

Met Leu

Trp

gcc gcc cgc

Ala Ala Arg

gag tcc cag

Glu Ser Gln

430

ggc ccc atc

Gly Pro Ile

445

ccc ggce ggce

Pro Gly Gly

460

tcc ggc ccc

Ser Gly Pro

tgg ggt cag

Trp Gly Gln

agc ccc tac

Ser Pro Tyr
510

taagccataa -

ctc

Leu

ggc

Gly

415

gcg

Ala

aac

Asn

ggg

Gly

acc

Thr

tgc

Cys

‘495

acc

Thr

gccccctgta
cagggatcta
cggtcatgaa
gggagagagg

ggaacgggag

cgttcggaag
agggggttgt
agtgcagtga
atgtcgagag

gagtgtcggg

acggtggcaa
ggttaagaca
aaatgggggc
gtgatgactt

gggagccctc

cagacaaacc

taagaatgcg

aagagtcgga

cgtttgtaca

cagactcctt

ccteccceccga
ccgtggcettg
aaaagtgagt
tagttggctc

ggcctctecg

gcacaccccce
gcctacgcca
ttgcttgcaa
ttcgtgattg

ctcgttccat

2368

2416

2464

2512

2560

2608

2656

2704

2750

2810

2870

2930

2990

3050
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ctttctcagt
cgaatccgac
cagtcagaaa
attatataca
atgagﬁcatg

ttgggagagg

acatatacat
aactggtggg
gtagcatttg
gcagctcaac
aagacctcgt

agcaatagga

ctgcattttc
ctgagatgaa
agccactact
ttcagaacga
cgagagagta

cgagcgcgat

122

atccacgtct
tcgcaaggag
aaaaggtcaa
agtattgcat
cctctcaccg

ggacagatat

ctggcgtctce
agtatcttgce
ccagtatgcg
gtggcagéga
ccaaataacc

acgaactcga

tggatgtgaa

gaggatatca

aagcttagca-

atcttgggaa

agctagcggg

g

Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

-<400>

Met Tyr
1
Gln

Trp Gln

val Thr
50

Thr Asn

65 .

Asb Thr

Gly Thr
Thr

val

Met Glu

6

523

PRT

Acremonium thermophilum °

6

‘Thr
Ala
Lys
35

Ile

Cys

Asp

TYr

Gln
115

Ser

130

?he Thr

145

Phe

Lys

Ala-

20

Cys

Asp

TYyr

Cys

Gly

100

Gly

Glu

Asp

Phe
Cys
Thr
Ala
fhr
Ala
85

yél
Pro

Ser

val

Ala
Ser
Ala
Asn
Gly
70

Thr

Thr

Tyr.

Lys

Asp

150

Ala

Leu

Pro

Trp

55

Asn

Lys

Ala

Ser

Tyr
135

val

Leu

Thr

Gly

40

Arg

Glu

Cys

Ser .

Lys
120

Gln

Ser

Ala Ala
iO
Ala Glu
25
Ser Cys

Trp Leﬁ

Trp Asp

Cys Leu
90
Gly Asn
105

Ile

Asn

Gly Phe

Asn Leu

Leu
Thr
Th?
His
Thr
75

Asp
Ser
Gly

Thr

Gly

155

val

His

Thr

Gln

60

Ser

Gly

Leu

Ser

Leu

140

Cys

Ala

Pro

val

45

Thr

Ile

Ala

Asn

Arg

125

Leu

Gly

Thr

Ser

30

Ser

Asn

Cys

Asp

Leu

Val

15

Leu

Gly

Ser

Ser

.Tyr
95

Lys

110 .

Met

Gly

Leu

Tyr

Gln

Asn

Arg

Gln

Gln

Ser

Sef

80

Thr

Phe

Leu

‘Glu

Gly

160

3110
3170
3230

3290

3350

3401
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Ala
Thx
Gln
Gly
Gly
225
Ala
Thx
Ile

Thr

Thr

305

Ile

Ser

Thr

) Gly

val

385

Ser

Leu

Thr

Cys

Trp

210

Ser

Ala

Gly

Cys

Ser

Tyr

Asn

Pro

195

Gln

Cys

TYTr

Asp

Asp

275

Phe

290

val
Lys
Lys
Ala
Gly
370
Leu

Thr

val

Arg

Ile

Gln

355

Leu

Ser

Tyr

Phe

Lys

180

Pro

Cys

Thr

AsSp

260

Pro

Tyr

Thr

Phe

Ala

340

Lys

Ala

val

Pro

val

165

Ala

Asp

Ser

Sef

Pro
245

Cys

Asp

Gly.

Gln '

TyTr
325
Gly
Thr
Gln

Trp

Thr

405

Ser
Gly
Leu
Ser
Giu
230
His
Gly
Gly
P;o
Phe
310
Val
val
Ala
Met
Asp

390

Asp

Met

Ala

Lys

Asn

215

Met

Pro

Gly

Cys

Gly

295

Leu

Gln

Ser

Phe

Gly

375

Asp

Ser

Asp
Lys
Phe
200
Asp
Asp
Cys
Thr
Asp
280
Lys
Thr
Asn
Gly
Gly
360
Lys

His

Thr

Leu

185

Ile

Ala

Ile

Thr

TYY

265

Phe

Thx

Gly

Gly

Asn

345

Asp

Ala

Ala

Lys

123

Asp

170

Gly

Asn

Asn

Trp

Thr

250

Ser

Asn

val

Ser

Lys

330

Ser

Thr

Leu

val

Pro

410

Gly
Thr
Gly
Ala
Glu
235
Ile
Ser
Ser
Asp
Asp
315
val
Ile
Asn
Ala
Asn

395

Gly

Gly
Gly
Gln
Gly
220
Ala
Gly
Asp
TYyr
Thr
300
Gly
Ile
Thr
val
Glu
380

Met

Ala

vVal
Tyr
Ala
205
Leu
Asn
Gln

Arg

Arg

285

Gly.

Asn

Pro

Thr

Phe

365

Pro

Leu

Ala

Ser
Cys
190
Asn
Gly
Lys

Thr

Tyr
270
Met
Ser
Leu
Asn
Asp
350
Glu
Met

Trp

Arg

Lys

Tyr

175

Asp

Ile

Asn

val

Met

255

Ala

Gly

Lys

Ser

Ser

335

Phe

Glu

val

‘Leu

Gly

415

Ser

Asp

His

Ser

240

Cys

Gly

Asp

FPhe

Glu

320

Glu

Cys

Arg

Leu

Asp

400

Asp
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Cys

Asn

Thr

Pro
Ser

Tyr

" 450

Thr

465

Thr

-Gly

Lys

Thr

Thr

Gln

Tyr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

5221>

<222>

<223>

<400>

Ile

Asn

435

Thr

Thr

Asn

Gly

Ser

Thr

420

val

Gly

Thr

Pro

Trp

500

Asn

515 .

7

3649

DNA

Ser

Ile

Thr

Thr

Ser

485

Thr

Asp

Gly

Tyr

Pro

Thr

470

Gly

Gly

Trp

val

Ser

Ser

455

:Thr

Pro

Pro

Tyr

Pro

Asn

440

Gly

Thx

Gln

Thr

Ser

520

Chaetomium thermophilum

CDS

(1290)

intron

(2880)

CDs

(2944)

7

..(2879)

..(2943)

..(2949)

Ala
425

Ile

Gly

Ser

Gln

val

505

Gln

124

Asp

Arg

Asn

Lys

Thr

490

Cys

Cys

Vval

Phe

Pro

Pro

475

His

Gln

Leu

Glu

Gly

Pro

460

Ser

Trp

Ser

Ser

Pro

445

Gly

Gly

Gly

Pro

Gln
430
Ile
Gly
Pro
Gln

Tyr

510

Ala

Asn

Gly

Thr

Cys

495

Thr

Pro

Ser

Thr

Thr

480

Gly

Cys

tctagagctg tcgacgcggc cgcgtaatac gactcaétat agggcgaaga attcggatcg
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acc

gactagagct
ccgtacttta
gtgctgcgag
caatgggcca
tgcccagaat
aaaacgtcgt
ctccaatgag
tcggctccac
ttgcccttce
agcgccatgce
gtgtgcctct
tgcctcacaa
cgctgccata
atggcactgg
acggaggagc
ggatggagat
ggéggcggga
caaﬁgtggga
tcgagtccec
céaccacgca

cagcacatcc

ctc Qcc gce

Leu Ala Ala

10

gct gag

Thr Ala Glu

25

ggc agc tgc

Gly Ser Cys

cgtcacgggc
cgctacatga
ggcgeatteg
ggtatggacc
ggcccaccgt
cttcggégca
cggcatttgce

gccgtcecatce

ttgcctecege

accgtttggg
ctccaccagc
gctgccageg
caattctceg
ccagcccgat
ttgcgagect
actgggtgcg
agagggttgc
aaaggggctc

catcctccaa

gttgtgtaca

tctcecttteg

ctc gtg

Leu Val

aac cac

Asn His

30

tcg acc

Ser Thr

45

gct

Ala

cct

Pro

gtg

val

tcgcgccgac
cgactctcga
cggcgtacct
agcttgaatc
ggcccatcgt
cgtccteegt
ccctgtcecgag
ctgtcctcga
cacgacgtgc
cttgtcgeceg
gttcccecgeg

gcatggctct

tctgeccccag

ccatgttcga
gcgaacctgg
ctagcaccac

gttgctgtct

atctccatga

cagccgattc
tcaaaacaag

gctttcaag

Met

ggc gcc

Gly Ala
15
agc ctc
Ser Leu

aac ggc

Asn Gly

atg atg

125

gaggcgatga
aaattgtaaa
ggaattcctg
ctggttgcgg
cctaagaaac
ggtccccecg
cgtgtcggca
cctqgtéatc
cacaatgtga
tgtcgccagt
ctctccatag
gtcggtctcecg
tccttgagge
tcgagecttcg
cggacctgga
ggcgtgccac
tcggcggcetg
gattcatgac
tgctcctcat
ttcgctcctt
tat
Met Tyr
1

tcec

gcc cag

Ser Ala Gln

acc tgg aag

Thr Trp Lys

35

gcec gtc acc

Ala val Thr

50

ggacgaaggg
gggccggcat
gaatggtaag
cgtcaccagg
éagctgcgté
gqtggacacc
accttaatcg
tgtgctccece’
ccctgectgece
ctccatcgag
tccatgctac
cctcteccecttt
gccgctattc
acgggccgtg
gaagcctégc
ggccaagctce
tcagggcaaé
tcggacatcg
cccatcacca
ttacatcttc
aag aag ttc

Lys Lys Phe

5
cag gct
Gln Ala
20
cgce tgc
Arg Cys
atc gat

Ile Asp

tgc

Cys

acc

Thr

gce

Ala

ccgacataat
ttcggagcga
caatggccag
cccagcatgg
ccgcgatcca

ctggctggcec

‘actccatctc

ttgécctccc
cggagcgccce
cgattcgace
ttcgagccgt
tcccgtgaag
ccaatcggcec
agccgtctge
ccatctcect
cggccgaccce

gggtaatcgt

tctatataag

cecctegteca
accacaacaa
gct

gcc

Ala Ala

tcec ctc

Ser Leu

tct ggc

Ser Gly
40

aac tgg
Asn Trp

55

120

180

240

300

360"

420
480
540
600
660
720
780
- 840
- 900
960

1020

1080

1140
1200
1260

1313

1361

1409

1457
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cgc

cag

Gln

tgc

Cys

agc

-Ser

105

acc

Thr

cag

Gln

tcc

Ser

gaﬁ

Asp

aag
Lys
185
ttc

Phe

gat

tgg

Trp

tag

Trp

tgc
Cys
90

ggt

Gly

aac

Asn

atg

Met

aac

Asn

gct
Ala
170
tac

Tyr

atc

Ile

gcc

act

Thr

gat
Asp
75

gtc

val

gac

Asp

gtc

val

ttc

Phe

ctg

Leu

155

gat’

Asp

ggt

Gly

aac

Asn

aac

cac
His
60

acc

Thr

gat

Asp

tcc

Ser’

ggc

Gly

gag
Glu
140
ggc

Gly

ggt

Gly

acc

Thr

ggc

Gly

gcc

acc

Thr

tcc

Ser

ggc

Gly

ctg

Leu

tcc
Ser
125
cﬁc

Leu

tgc

Cys

ggc

Gly

ggc

Gly

gag
Glu
205

ggc

gtc

val

ctc

Leu

gct

Ala

aac
Asn
110
cgﬁ

Arg

ctce

‘Leu

ggt

Gly

atg

Met

tac
Tyr
190
gcc

Ala

ttc

tcc

Ser

tgc

Cys

.gac

Asp
95
ctc

Leu

gtc

val

ggc

Gly

ctc

Leu

agc
Ser
175
tgc

Cys

aac

Asn

ggc

ggc

Gly

act
Thr
80

tac

Tyr

aag’

Lys

tat

Tyr

aac

Asn

aac
Asn
160
aaa

Lys

gat

Asp

gtt

val

cgc

tcg
Ser
65

gat

Asp

tct

Ser

ttc

Phe

ctg

Leu

gag,

Glu
145

ggc

Gly’

tac

Tyr

gct

Ala

ggg

Gly

tat

126

acc

Thr

ggc

Gly

tcg

Ser

gtc

val

atg
Met
130
ttc

Phe

gcc

Ala

tct

Ser

cag

Gln

aac
Asn

210

ggce

aac

Asn

aag

Lys

acc

Thr

acc
Thr
115
gag

Glu

acc

Thr

ctc

Leu

ggc

Gly

egc
Cys
195
tgg

Trp

agc

tgc

Cys

agc

Ser

tat
Tyxr
100

aag

Lys

aac

Asn

ttc

Phe

tac

TYT

aac

Asn

180

ccg

Pro

acc

Thr

tgc

tac

tgc

Cys
85

ggt

Gly

cac

His

gac

Asp

gat

Asp

ttc

Phe

165

aag

Lys

cge

Arg

cccC

Pro

tgc

acc
Thr
70

gcc

Ala

atc

Ile

cag

Gln

acc

Thr

gtc
val
150
gtt

val

gct

ala

gac

Asp

tcg

Ser

tct

gge

Gly

cag

Gln

acc

Thr

tac

Tyr

aag
Lys
135
gat

Asp

tcc

Ser

ggc

Gly

.ctc

Leu

acc
Thr
215

gag

‘aac

Asn

acc

Thr

acc

Thr

gge
Gly
120

tac

Tyr

gtc

val

atg

Met

gcc

Ala

aag
Lys
200

aac

Asn -

atg

1505

1553

1601

1649

1697

1745

1793

1841

1889

1937

1985
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Asp

gat

Asp

tgc

Cys

acc
Thr
265
gac

Asp

atg

Met

aag

Lys

gac

Asp

. gga

Gly

345

Vagt

Ser

aag

Lys

Ala

gtc

val

acc
Thr
250
tac

TYyxr

ttc

Phe

act

Thr

aac.

Asn

ggc
Gly
330
aac

Asn

aac

Asn

gcc

Ala

Asn

tgg
Trp
235
acc

Thr

agc

Ser

aac

Asn

gtc

val

tcg

Ser

Ala
220
gag

Glu

gtt

val

tct

Ser

gcc

Ala

gac
Asp
300
gct

Ala

315~

aag

Lys

tcc
Ser
acc
Thr

ctc

Leu

atc

Ile

attc

Ile

gat

Asp

gca

Ala

380

Gly

gcc

Ala

ggc

Gly

gaé

Asp

tac
Tyr
285
acc

Thr

ggc

Gly

attc

Ile

acc

Thr

gac
Asp
365
ggc

Gly

Phe

aac

Asn

cag

Gln

cgc
Arg
270
cgce

Arg

aac

Asn

gtc

val

gcc

Ala

cag

Gln

350

ttc

Phe

ccc

Pro

Gly

aac

Asn

agc
Ser
255
tat

Tyr

caa

Gln

aag

Lys

ctc

Leu

aac
Asn
335
gag

Glu

aac

Asn

atg

Met

Arg

atg
Met
240
cgce

Arg

gct

Ala

ggc

Gly

aag

Lys

225
gct

Ala

tgc

Cys

ggt

Gly

gac

Asp

atg

Met

305

agc
Ser
320
gct

Ala

tat

Tyr

cgc

Arg

gtc

val

gag

Glu

gag

Glu

tgc

Cys

aag

Lys

ctg
Leu

385

127

Gly

act

Thr

gag

Glu

gtt

val

aag
Lys
290
acc

Thr

atc

Ile

tcc

Ser

gat

Asp

ggc
Gly
370
gtc

val

Ser

gcc

Ala

‘gcc

Ala

tgc
Cys
275
acc

Thr

gtc

val

aag

Lys

aag

Lys

gcc

Ala

Cys

ttc

Phe

gac
Asp
260

gac

Asp

ttc

Phe

gtc

val

cgc

Arg

atc

Ile

340

cag

Gln

355

ggt

Gly

atg

Met

atg

Met

tcc

Ser

Cys

act

Thr'

245
acc

Thxr

cct

Pro

tac

Tyr

acc

Thr

ttc
Phe
325
cce

Pro

aag

Lys

gct

Ala

gtc

vVal

Ser
230
cct

Pro

tgc

Cys

gat

Asp

ggc

Gly

cag

Gln
310
tac

Tyx

ggc

Gly

gtc

val

cag

Gln

tgg
Trp

390

Glu

cac

His

ggt

Gly

ggc

Gly

aag
Lys
295
ttc

Phe

gtc

val

aac

Asn

gcc

Ala-

atg

Met

375

gat

Asp

Met

cct

Pro

ggc -

Gly

tgc
Cys
280
ggc

Gly

cac

His

cag

Gln

cccC

Pro

ttc
Phe
360
agc

Ser

gac

Asp

2033

2081

2129

2177

2225

2273

2321

2369

2417

2465
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Gly

-Gly

cac tac gcc

3is Tyr
395

gcc .ggc

Ala Gly
410

gtec cct gcc

val Pro

425

tcc aac atc

Ser Asn

aac

ggc agce

Ser

acc tcc acc

Thr Ser
475
ccg

act ggc

Pro Thr
490

ggc ggt
Gly
505

tge act cag

Cys Thr

< tagactcgc

taaacaactc
attctttgcg

catgaggcég

Ala

gcc

Ala

Ala

Ile

Asn

Thr

Gly

atc

Ile

Gln

aac atg

Asn Met

ccc ggce

Pro Gly

gag atc

Glu Ile

ctc

Leu

gcc

Ala

gag.

Glu

tgg ctc g

Trp Leu
400
gag cgc g
Glu Arg
415
gcc cag

Ala Gln

430

cgt ttc

ArgAPhe
445
cce ggce
Pro‘Gly
>460
tcc cét
Ser Afg
cag ccc

Gln Pro

ggc tac

Gly Tyr

ggc

Gly

aac

Asn

ccg

‘"Pro

ggc

Gly

acc

Thr

cce atc g

Pro Ile

ccg acc

Pro Thr

4
acc agc
Thr Sef
480‘
ggc tgc
Gly Cys
495
gge tgc

Gly Cys

510

ctc aac

Leu Asn

525

ttggatttga

gcttcgteceg
cggttgtgga

tcatgtgggg

ccc

Pro

tgg tac

Trp Tyr

cagttgctaa

cacgacggag
ctacttgggt

atgtgtatct

Asp

Gly

gtc

val

Gly

acc

Thr

agc

Ser

acc
Thr
éct
Thr

agc

Ser

128

ac tcg acc

Ser Thr

gt gct tgc

Ala Cys
cce aac
Pro Asn
435
tcg

gc acc

Ser Thr
450
acc gtc
Thr
65

act agc
Thr Ser
acc cag
Thr Gln
aac tgc
Asn Cys
515
cag
Gln
530

catctgctca

gagggccatg
attttctgga

ttttcgette

val

tac

Tyr

ccg

Pro

420

age

Ser

gtc

val

gtt

VvVal

tct

Ser

aag

Lys

500

gtt

val

CcCccC

Pro

405

acc

Thr

aac

Asn

cct

Pro

cct

Pro

ccc

Pro

485

tgg

Trp

gct

Ala

atc

Ile

acc

Thr

gtc

val

ggc

Gly

cce
Pro
470
gtt

val

ggc

Gly

ggc .

Gly

gac

Asp

tcc

Ser

atc

Ile

ctt
Leu
455
gct

Ala

teg

Ser

cag

Gln

acc

Thr

acag tgc ctg

agaaagaatg ggcaacatag
tgtacatagt tttatcacgt

ttcgtacata aatttacgca

Cys Leu

cag

Gln

ggt

Gly

ttc

Phe

440

gac

Asp

tct

Ser

acc

Thr

tgc

Cyé

acc
Thr

520

gtatgtttct cttcccectt

2513

2561

2609

2657

2705

2753

2801

2849

2899

2949

3009
3069

3129
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_Ser

ttgagctttt
cttggtcata
aagtcttcgt
cgttgccttg
gaactgagcc
tgcatagaga
tggcgcaagg
tagtgcacga
gatgtggcgg
<210> 8

<211> 532
<212> PRT

<213>

<400> 8

Met Met Tyr Lys

1
Sei Ala

Thr Trp Lys
' 35
Ala Vval
50
Ser Thr
65
Asp

Gly Lys

Ser

Phe Vval Thr

115
Glu

Leu Met

130

Gln

Thr

Asn

Thr

caccccccaa
agctcttcaa
ccatgacatc
tcctgaaaca
aacgagcgtt
ggaataéggg
gggtcagggt

gcgacattge

aggtagfaga

Lys
Gln Ala
20

Arg

Cys

Ile Asp

Cys Tyr

70

Ser Cys
85

Tyr Gly
100
Lys Hié

Asn Asp

Phe

Cys

Thr

Ala

Thr

Ala

Ile

Gln

Thr

aaacagttcc
tggaaaaaac
acggtcgatc

cagatgagat

ccttcecgcece.

gcttgtttee

tgatctgctc

gcaggatggt

ccagtgcacc

Chaetomium thermophilum

Ala Ala

Ser Leu

Ser Gly
40
Asn Trp
55

Asn

Gly

Gln Thr

Thr Thr

Tvr Gly
120
Lys

Tyr

135

.Gln

129

ctgatttgct
gatacagtca
cttaagcaca
cttecagccca
gattgagagc
ggtagttggg
ggcgatgagg
gactgccaca

tggaatcgat

Leu Ala Ala

10

Thr Ala Glu

25

Gly Ser Cys

Arg Trp Thr

Gln Trp Asp

75

Cys Cys Val

9d
Ser Gly Asb
105
val

Thr Asn

Met Phe

ggagtaactt
tgccttgaca
agttcaataa
gccgecatcgg
étcgcatagt
ctgccggaac
acgcgtccat

gggtcggagt

Leu Val

Asn His Pro

30

Ser Thr Vval

45
His Thr val
60
Thr

Ser Leu

Asp Gly

Ser Leu

110
Gly Ser
125
Glu Leu

140

Ala

Ala

Asn

Arg

Leu

gatggtéaag
cathtccca
ccccatgtgg
ccacttectt
ccttgaaggce
tcégatctgt
cggggtttgt

aatégcggag

Gly Ala
15
Ser Leu

Asn Gly

Ser Gly

Cys Thr
80
Asp Tyr
95
Leu

Lys

:Val Tyr

Gly Asn

3189

3249

3309

3369

3429

3489
3549
3609

3649
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Glu

145

Gly

Tyr

Ala

Gly

Tyr

225

Ala

Ccys

Gly

Asp

‘Met

305

Glu
Glu
Cys
Lys

Leu

385

Phe

Ala

Ser

Gln

Asn

210

Gly
Thr
Glu
val
Lys
290
Thr
Ile
Ser
Asp
Gly

370

val

Thr
Leu
Gly
Cys
195
Trp
Ser
Ala
Ala
Cys
275
Thr
vVal
Lys

Lys

Ala

355

Gly

Met

Phe
Tyr
Asn
180
Pro
’I‘hr
Cys
Phe
Asp
260
Asp
Phe
val
Arg
Ile
340
Gln

Met

Ser

Asp
Phe

165

Lys

Pro

Cys

Thr

245

Thr
Pro
TYyTxr
Thr
Phe
325
Pro
Lys

Ala

val

val

150

val

Ala

Asp

Ser

Ser

230

Pro

Cys

‘Asp

Gly

Gln

310

Gly

val

Gln

Trp

390°

Asp

Ser

Gly

.Leu

Thr

215

Glu

His

Gly

Gly

Lys

295

Phe

val

Asn

Ala

Met

375

Asp

val

Met

Ala

Lys

200

Asn

Met

Pro

Gly

Cys

Ser

Asp

Lys

185

Phe

Asp

Asp

Cys

Thr

265

Asp

280

Gly
His
Gln
Pro
Phe
360

Ser

Asp

Met

Lys

Asp

Gly

345

Ser

Lys

His

130

Asn

Ala

170

Tyr

Ile

Ala

val

Thr

250

Tyr
Phe
Thr
Asn
Gly
330
Asn
Asn

Ala

TYyr

Leu

155

Asp

Gly

Asn

Asn

Trp

235

Thr

Ser

Asn

val

Ser

315.

Lys

Ser

Thr

Leu

Ala

1395

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

220

Glu

val

Ser

Ala

Asp

300

Ala

Ile

Ile

Asp

Ala

380

Asn

Cys

Gly

Gly

Glu

205

Gly

Ala

Gly

Asp-

TYyr

285

Thr

Gly

Ile

Thr

Asp

365

Gly

Met

Gly
Met
Tyr
190
Ala
Phe
Asn
Gln
Arg
270
Arg
Asn

val

Ala

Gln .

350

Phe

Pro

Leu

Leu

Ser

175

Cys

Asn

Gly

Asn

Ser

255

Tyr

Gln

Lys

Leu

Asn

335

Glu

Asn

Met

Trp

Asn

160

Lys

Asp

val

Arg

Met

240

‘Ala

Gly
Lys
Ser

320

Ala

Tyxr

Arg

val

Leu

400
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Asp Ser Thr

Gly Ala Cys

Val Pro Asn

435

Gly Ser Thr

450

465

" Thr Thr val

Ser Thr Ser

Thr Thr Gln

Thr Asn Cys

515

Ser Gln Cys

530

<210>

<211>

<212>

<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

<220>

<221>
<222>
<223>
<220>

<221>

9

1339

DNA

TYr

Pro

420

Ser

val

val

Ser

Lys

500

val

Leu

Pro
405
Thr
Asn
Pro
Pro
Pro
485

Trp

Ala

Ile

Thr

val

Gly

Pro

470

val

Gly

Gly

Asp

Ser

Ile

Leu

455

Ala

Ser

Gln

Thr

Gln

Gly

Phe

440

Asp

Ser

Thr

Cys

Thr’

520

Thermoascus aurantiacus

cps
(17) .. (122)
fntron

(123)..(177)

CDs

Ala

Val

425

Ser

Gly

Thr

Pro

Gly

505

cys

131

Gly

410

Pro

Asn

Ser

Ser

Thr

490

Gly

Thr

Ala

Ala

Ile

Asn

Thr

475

Gly

Ile

Gln

Pro
Glu
Arg
Pro
460
Ser
Gln
Giy

Leu

Gly

Ile

Ala

Glu

© 430

Phe

445

Gly

Arg

Pro

TYTr

Asn

525

Gly

Asn

Pro

Gly

Thr

510

Pro

Glu

415

Ala

Pro

Pro

Thr

Gly

495

Gly

Trp

Arg

Gln

Ile

Thr

Ser

480

Cys

Cys

Tyr
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<222>
<223>
<220>

<221>

<222> .

<223>

<220>

<221> -

<222>

<223>

- <220>

<221>

<222>

<223>

<220>
<221>

<222>

<223>
<220>
<221>"

.<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

(178) ..

‘Intron

(237)..

CDS

(297) ..

fntron

(450) ..

CDs

(509) ..

fntron

(574) ...

CDS

(648) ..

fntron

(746) ..

CDs

(236)

(296)

(449)

(508)

(573)

(647)

(745)

(806)

132
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<222> (807)..(1330)

<223>

<400> 9

ccgcggactg cgcatc atg aag ctc gge tct ctc gtg ctc gct ctc agc gca 52
Met Lys Leu Gly Ser Leu Vai Leu Ala #eu Ser Ala
'l 5 10

gct agg ctt aca ctg tcg gcc cct ctc gca gac agg aag cag gag acc 100

Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ala Pro Leu Ala Asp Arg Lys Gln Glu Thr
15 ‘ - 20 . - 25
aag cgt gcg aaa gta ttc caa t gttcgtaaca tccacgtctg gecttgctgge 152

Lys Arg Ala Lys Val Phe Gln

30 o 35
ttactggcaa ctgacaatgg cgaag gg ttc ggt tca aac gag tcc ggt gct ) 203
Trp Phe Gly Ser Ash Glu Ser Gly Ala
40
gaa ttc gga agc cag aac'ctt cca gga gtc gag gtcagcatgc ctgtactctce 256
Glu Phe Gly Ser Gln Asn Leu Pro Gly Val Glu
45 7 . 50 B 55
tgcattatat taatatctéa agaggcttac tctttcgcag gga aag gat tat ata 3il )

Gly Lys Asp Tyr Ile
‘60
tgg cct gat ccc aac acc att gac aca ttg atc agc aag ggg atg aac 359
Trp Pro Asp Pro Asn Thr Ile Asp Thr Leu Ile Ser Lys Gly Met Asn
65 . | 70 75
atc ttt cgt gtc ccc ttt atg atg gag aga ttg gtt ccc aac tca atg 407
Ile Phe Arg Val Pro Phe Met Met Glu Arg Leu Val Pro Asn Ser Met
80 85 90
acc géc tct ccg gat ccg aac tac ctg gca gat ctc ata gcg 449 
Thr Gly Ser Pro Asp Pro A;n Tyr Leu Ala Asp Leu Ile Ala
95 ' 100 , 105

gtacatttca attccaccat gtttggagct gtcttcgttg tgctgacatt taatggtag 508

act gta aat gca atc acc cag aaa ggt gcc tac gcec gtc gtc gat cct 556



10

20

25

30

134

Thr Val Asn Ala Ile Thr Gln Lys Gly Ala Tyr Ala Val Val Asp Pro

110

cat aac tac ggc

115

120

aga ta gtgaggtccc cggttctggt attgctgctg

His Asn Tyr Gly'Arg TyTr

125

tafatctaag tagatatgtg tttctaacat ttccacgatt

ata

Ile

tg:a

Ser

atc

Ile

cag

Gln

tcg

Ser

ttt

Phe

égc

Ser

135

gct

Ala

150

cct

Pro

tcg

Ser

tcc

Ser

aat

Asn

gat

Asp

cca

Pro

ttc

Phe

ctg

Leu

155

cag

Gln

140

gtc

val

acc’

Thr

atc

TIle

ttc

Phe

ttc

Phe

cacccgaaat taactgagtc tgagcatgtc tgacaagacg

gaa

Glu

‘gct

ala

gtc
vVal

195

gat

Asp

atg

Met

tac

Tyr

atc
Ile
180
gag

Glu

aac

Asn

cac

His

cac
His
165

gac

Asp

ggc

Gly

atg

Met

cag

Gln

gat

Asp

ggc

Gly

aat

Asn

aaa

Lys

tac
Tyr

230

atg

Met

atc

Ile

teg

Ser

agc
Ser
215
cty

Leu

gac

AsSp

cgt

Arg

tgg
Trp
200
ctg

Leu

gac

Asp

cag

Gln

tcc

Ser

185

acc

Thr

acc

Thr

tct

Ser

acc

Thr

tta

Leu

170 -

gcc

Ala

ggg.

Gly

gac

Asp

gac

Asp

gga
Gly
gca

Ala

cca

Pro

gga
Gly

235

gté

val

gcc

Ala

tgg

Trp

tct
Ser
220
tec

Ser

ctc

Leu

act

Thr

acc
Thr
205
gac

Asp

ggg

Gly

tcag c tac aat tct

tgg

Trp

gac

Asp

atccatgaaa g at aac

aat

Asn

tcc

Ser

190

tgg

Trp

aag

Lys

aca

Thr

Tyr Asn Ser

130

aaa acg gtc gcc

Lys

act

Thr

160

ctc

Leu

175

cag

Gln

acg

Thr

atc

Ile

tca

Ser

Thr VvVal Ala

145

a gtaagctgaa

aac

Asn

tac

Tyr

aac

Asn.

ata

Ile

gcg

Ala

240

Asn Asn

cag

Gln

atc

Ile

gtg

val

tac
Tyr
225
acc

Thx

gcc

Ala

ttt

Phe

aac

Asn

210

gag

Glu

tgc

Cys

603

657

705

755

811

859

907

955

1003

1051
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gta

val

ctc

Leu

gcc

Ala

275

gce

Ala

ccg

Pro

gcg

Ala

tct

Ser

agg
260
aac

Asn

cag

Gln

tgg

Trp

tat

TYyr

tcg

Ser
245
gcc

Ala

gac

Asp

aac

Asn

tgg

Trp

cag

Gln

325

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

1

10 °
335

PRT.

10

 Met Lys Leu

Leu Ser Ala

val Phe Gln

50

35

- Gln Asn Leu

acc

Thr

aac

Asn

gtc

val

acg

Thr

gga
Gly
310
cag

Gln

Gly

Pro
20

Trp

atc

Ile

gg9g
Gly
tgc

Cys

ggt

Gly

aag

Lys

gag

Glu

280

gac
Asp
295
gac

Asp

ata

Ile

Ser
5

Leu

Phe

Pro Gly

gtc

val

tac

Tyr

ctt

Leu

Leu

Ala

Gly

val

caa

Gln
aag
Lys
265

acg

Thr

tgg

Trp

ata

Ile

cct

Pro

val

Asp

Ser

Glu

55

gag
Glu
250
ggc

Gly

gcc-

Ala

act

Thr

tte

Phe

att

Ile

cga

Arg

atc

Ile

atc

Ile

ggc

Gly

tce

Ser

" 315

ttg

Leu

330 -

Thermoascus aurantiacus

Leu

Arg

Asn

40

Gly

Ala

Lys

25

Glu

Lys

135

atc

Ile

atc

Ile

acg

Thr

gcc
Ala
300
atg

Met

act

Thr

Leu
10
Gln

Ser

Asp

acc

Thr

ggc

Gly

ggc

Gly

285
atc

Ile

gag

Glu

ccg

Pro

Ser

Glu

Gly

Tyr

agc

Ser

gag
élu
270
atg

Met

tgg

Trp

ccg

Pro

tat

Tyr

Ala

Thr

Ala

Ile

60

gca

Ala

255

ttt

Phe

ctg

Leu

tgg

Trp

gac

Asp

ctt

Leu.

335

Ala

Lys

Glu

45

Trp

acg

Thr

gcg

Ala

gac

Asp

gcg

Ala

aat

Asn

1320

caa

Gln

ggc

Gly

tac

Tyr

gce
Ala
305
ggc

Giy

tgg

Trp

gga

Gly

atg
Met
290

gg99

Gly

atc

Ile

tgactgcag

Arg

Arg

30

Phe

Pro

Leu

15 -

Ala

Gly

Asp

Thr

Lys

Ser

Pro

1099

1147

1195

1243

1291

1339
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Asn
6_5

Pro

Asp

Gln

Tyr

-Thr

145

Asn

Gln

Ile

val

Tyr

225

Thr

Gln

Gly

Tyr

Ala

305

Thr

Phe

PIO

Lys

Asn

130

val
Asn
Ala
Phe
Asn
210
Glu
Cys
Trp
Gly
Met

290

Gly

Ile
Met
Asn
Gly
115
Ser
Ala
Glu
Ala
val
195
Asp
Met
val

Leu

Ala

275

Ala

Pro

Asp

Met

Tyr
100
Ala
Ile
Ser
TYY
Ile
180
Glu
Asn
His

Ser

Arg

260

Asn

Gln

Trp

Thr
Glu
85

Leu
Tyr
Ile
Gln

His

165

Asp

Gly

Met

Gln

Ser

245

Ala

Asp

Asn

Trp

Leu

70

Arg

Ala

Ala

Ser

Phe

150

Asp

Gly

‘Asn

Lys
TYTY
230
Thr
Asn
val

Thr

Gly

310

Ile

Leu

Asp

:Va 1

Ser

135

Ala

Met

Ile

Ser

Ser

215

Leu

Ile

Gly

Cys

Asp

295

Asp

Ser
val
Leu
val
120
Pro
Ser
Asp
Arg
Trp
200
Leu
Asp
Gly
Lys
Glu
280

val

Tyr

Lys
Pro
Ile
105
Asp
Ser
Asn
Gln
Ser
185
Thr
Thr
Ser
Gln
Lys
265
Thr

Trp

Ile

136

Gly
Asn
90

Ala
Pro
Asp
Pro
Thr
170
Ala
Gly
Asp

Asp

Met
75

Ser
Thr
His
Phe
Leu
155
Leu
Gly
Ala

Pro

Gly

. 235

Glu

250

Gly

Ala

Thr

Phe

Arg

Ile

Ile

Gly

Ser

‘315

Asn

Met

val

Asn

Gln

140

val

val

Ala

Trp

Ser

220

Ser

Ile

Ile

Thr

Ala

300

Met

Ile

Thr

Asn

Tyr

125

Thr

Ile

Leu

Thr

Thr

205

Asp

Gly

Thr

Gly

Gly

285

Ile

Glu

Phe
Gly
Ala
110
Gly
Phe
Phe
Asn
ser
190
Trp
Lys
Thr
Ser
Glu
270
Met

Trp

Pro

Arg

Ser

95

Ile

Arg

Trp

Asp

Leu

175

Gln

Thr

Ile

Ser

Ala

255

Phe

Leu

Trp

Asp

val
80

Pro
Thr
Tyr
Lys
Thr

160

Asn.
'?‘yr
Asn
Ile |
Ala
240
Thr
Ala
Asp
A?la .

Asn

320
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137

Gly Ile Ala Tyr Gln Gln Ile Leu Pro Ile Leu Thr Pro Tyr Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

‘<222>

<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223;
<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

»<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

tctgtctctt gtntcagaac agatctcctg gcggcectgct ttgceccggtcce gaattgcecgat

325 330
11
2334
DNA

Acremonium thermophilum
misc_feature
(13) .. (13)

N = unidentified

CDsS

.(715);.(797)

Intron

(798) ..(856).

CDS

(857)..(1105)

fntron

(1106) ..(1228)

CDs

(1229)..(1787)

11

335
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cgc

aag

cgatgcaacg
ggagtttctg
tggggagtac
tcgcecgtggce
cttcgattca
acctggttce
aaapcctatg
ttgcattcct
tgtgtggtge

tccttgcaca

-cgtctcggea

tcc tca

Ser Ser

agc gee cat

Ser Ala His

20

ctgccctctg tagaaacaag tgaccgactg caaagacag a tac'tgg gac tgc tgc

ccg tcce

Lys Pro Ser

35

ttc tcg tgc

Phe Ser Cys

50

tcg ggc tgc

tcgattgcat
tctgcgaccc
ctggtgacaa
gctgaatcct
gcccatccca
tggagtgcct
ccccaaacgg
acccacctcg
agggacgttg
aagcagagaa

ttgcaggctc

ccc

Pro

gcc

Ala

tgc ggc

Cys.Giy
tcg

gcc

Ser Ala

ttt ctc

ctc gac

Leu Asp

tgg

Trp

gac

Asp

acgagctaag
aggcattttc
aagcacagat
ttctettege

tccggcaaca

accgagcctce

tacggacaag
étggagccac
gcaactctgc
tggagtagcc

cccatcgtca

cgc gca

Phe Leu Arg Ala

gga aag
Gly Lys

25

cCcg gga

Pro Gly
40
tgg cag

Trp Gln

55 -

gac gga

ggc

tcec gec

138

ccecgtcectegt
cgatttgtgt
aaacagatgg
taccaagata
cgcatctgct
gcttcctggy
gatgccggac
aacatgcaga
tgtgtctgaa
agctcctccet

gcatttcact

gataaccgca
gcggggaccé
atgacggtat
tttattcccc
tttcgttececg
atcgggcgtt
Cccggtttté
tcaccgceccg
gtatatgagg
caccagagtc

tctéagcaac

aggggtcttc

aactgtcttc

tgctgtgata
gttgtgaaat
gcattccgat
gcaccccgec
tccagaaagg
agggaggaéa

ccgatggtte

gcctttgecag

gaac atg
Met

1

gct

Ala

10

tcg

Ser

aag

Lys

cgc

Arg

tac

ctg

Leu

acg

Thr

gcc

Ala

atc

Ile

tcg

gct

Ala

ag

Arg

tcg

Ser

agc

Ser

60

tgc

gcc gct ctg cct ctg

Ala Ala Leu Pro Leu

gtatgccaat cctcgtacct

gtg
Val
45

gac

Asp

gcc

30

aac

Asn

ttc

Phe

gac

15

cag

Gln

aac

Asn

cag

ccc

Pro

gcg

Ala

acg

. Tyr Trp Asp Cys Cys

gtc

val

aag

Lys

65

ccce -

120
»180
240
300
360
420
480
540
600
660

717

765

817

872

920

968

1016
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Ser Gly Cys Asp Gly Gly
70
tgg gcg gtc aac gac aac
Trp Ala Val Asn Asp Asn
85
gcc ggc ggc tcc gag tcc
Ala Gly Gly Ser Glu Ser

100

Ser

ttc

Phe

agc

Ser

Ala

tcg

Ser

tgg
Trp

105

tac

Tyr

90

tgc

Cys

139

Ser
75
ggc

Gly

tgc

Cys

Cys

ttc

Phe

-gce

Ala

‘gtgagttctc tgcaagcbgc ttcccaccece cgetttectgt

Ala Asp Gln Thr Pro
80
gca gcc acg gcc atc
Ala Aia'Thr Ala Ile
95.
tge tat gc
Cys Tyr Ala
110

gcaggccgct tcccceccectac

ccacccactt ccccccccee goctctgtga tcgggcatce gagctaagtt gcgtgtegte

cag a ctc acc ttc aac tcg ggc ccc gtc gocg ggc aag acc atg gtg gtg

Leu Thr Phe Asn Ser Gly Pro Val Ala Gly Lys Thr Met Vval val

115
cag tcg acc agc acc ggc
Gln Ser Thr Ser Thr Gly

130
gcc atc ccc ggce ggc ggc
Ala.Ile_Pro Gly Gly Gly
145
ttc ggc ggc ctc ccc gge
Phe Gly Gly Leu Pro Gly
160

cag tgc tcg tec tte ccc

. Gln Cys Ser Ser Phe Pro

175 180

ttc gac tgg ttc cag aac

_Phe Asp Trp Phe Gln Asn

195
gtg cag tgc ccg tcé gag
val Gln Cys Pro Ser Glu
210

gac gac gcc agc tat ccc

ggc

Gly

gtg

val

gcc
Ala
165
gcg

Ala

gcc

Ala

ctc

Leu

gtc

gac

Asp

ggc
Gly
150
cag

Gln

ccg

Pro

gac

Asp

acg

Thr

ttc

ctg
Leu
135
atc

Ile

tac

Tyr

ctc

Leu

aac

Asn

tcc

Ser

215

aac

12

ggc

Gly

ttc

Phe

ggc

Gly

cag

Gln

ccc
Pro
200
cgce

Arg

ccg

0
agc

Ser

aac

Asn

ggc

Gly

ccg
Pro
185
acc

Thr

acg

Thr

cct

,125
aaé cag ttc géc ctc
Asn Gln-Phe Asp Leu

140
ggc tgc gcc tce cag
Gly Cys Aia Ser Gln
155
atc agc gac cgc agc
Ile Ser Asp Arg Ser
170
ggc tgc cag tgg cgc
Gly Cys Gln Trp Axg
190
ﬁtc acc ttc cag cgc
Phe Thr Phe Gln Arg
205
ggc tgt aag cgc gac
Gly Cys Lys Arg Asp
220

agc ggt ggc tcc ccc

1064

1105

1165

1225

1274

1322

1370

1418

1466

1514

1562

1610
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140

Asp Asp Ala Ser Tyr Pro Val Phe Asn Pro Pro
225 230
agc acc acc agc acc acc acc agc tcc ccg tcc
Ser Thr Thr Ser Thr Thr Thr Ser Ser Pro Ser
240 245
cct cct gga ggc ggt ggc tge act gcc cag aag
Pro Pro Gly Gly Gly Cly:Cys Thr Ala Gln Lys
255 260 265
ggc act ggc ttc acg ggc tgc acc acc tgc gtc
Gly fhr Gly Phe Thr Gly Cys Thr Thr Cys Val
275 280
cag gtg'cag aac cag tgg tat tcc cag tgt ctg
Gln val Gln Asn Gln Trp Tyr Ser Gln:CysrLeu
290 295
gtccgtttec ctagggctga ggctgacgtg aactgggtcce
gttcgtattc gcgcgcﬁtag angaggagg a;gcagttég
ggacgcagtc tggggtcgaa écttgtcgét tagggctgcc
ggaccaagté cggagctagg caggtgggtg.gttgﬁggtgg
aatggcétct»catctcactc‘gcctgctccc tgattggtgg
tttgggaccg ctggcﬁggaa tggattgctc cggaacgcca
_agtagattgg ccgctccgag ctgcaaccat aataaaattt
ccgaccaggt‘étcéattggé ggacgtgcéc gacgtcctte
.tctgatcacc cgcagttttc gtaccgtcag accagataca
<210> 12
<211> 297
<212> PRT
<213> Acremonium thermophilum
522Q>
<221> misc_feature
<222> (l3)..(13)f
<223> N = unidentified
<400> 12

Ser Gly Gly

235

acg

ggt ccc

Gly Pro Thr
250

cag

tgg gcc

Trp Ala Gln

tcg acc

ggc

Ser Gly Thr

tgagcgggag

tcttgtccgc
agggggccac
gtgacgtggt
tggcttacct

ctctgttcgg

ggttgagctg

tcggaccctg

gcaggcacgyg

agccccg

Ser Pro

ggc aac

Gly Asn
tgc. ggc
Cys Gly
270
acc tgc
Thr Cys
285

ggttgttggg

cccatcacgg
attttgaggg

agagcagatg

tctgtaacgc

cctggcgcett

ggctggcgceg

taagccgcac

cctgcccecgcec

1658

1706

1754

1807

1867

1927
1987

2047

2107

2167
2227
2287

2334
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Met

Leu

Cys

val

" Lys

65

Pro
Ile
Thr
Thr
Pro
145
Gly

Ser

Trp

_Cys

Ala

225

Thr

Ser

Lys

Phe

50

Ser

Trp

Ala

Phe

Ser

Ala

Pro

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Asn

115

Ser
Gly
Leu
Ser
Phe
Pro
210
Ser

Ser

Thr

130 .

Gly

Pro

Phe

Gln

195

Ser

TYyr

Thx

Ser

His

20

Ser

Cys

Cys

val

Gly

100

Ser

Gly

Gly

Gly

Pro

180

Asn

Glu

Pro

Thr

Pro
Ala
Cys
Ser
Asp
Asn
85

Ser

Gly

Gly

val

Ala
165
Ala
Ala
Leu

val

Thr

245

Phe
Leu
Gly
Ala
Giy
70

asp
Glu
Pro
Asp
Gly
150
Gln
Pro
Asp
Thr
Phe

230

Ser

Leu

Asp

Trp

Asp

55

Gly

Asn

ser

val

Leu

135

Ile

Tyr

Leu

Asn

Ser

215

Asn

Ser

Arg

Gly

Pro

40

Trp-

Ser

Phe

Ser

Ala’

120

Gly
Phe
Gly
Gln
Pro
200
Arg

Pro

Pro

Ala
Lys
25

Gly
Gln
Ala
Ser
Trp
105
Gly
Ser
Asn
Gly
Pro
185
Thr

Thr

Pro

.Ser

141

Ala

10

Ser

Lys

Arg

Tyr

TYyX

90

cys

Lys

Asn

Gly

Ile

170

Gly

Phe

Gly

Ser

Gly

250

Leu

Thr

Ala

Ile

Ser

75

Gly

Cys

Thr

Gln

Cys

155

Ser

Cys

Thx

Cys

Gly

235

Pro

Ala Ala

Arg Tyr

éer val

45
Ser Asp
60

Cys Ala
Phe Ala
Ala Cys

Met val

125

Phe Asp

140

Ala Ser

Asp Arg

Gln Trp

Phe Gln

Ala

Trp

"~ 30

Asn

Phe

Asp

Ala

Tyr

110

val

Leu

Gln

Ser

Arg

190

Arg

205 .

Lys Arg
220

Gly Ser

Thr Gly

Asp

Pro

Asn

Leu

15

Asp

Gln

Asn

Gln

Thr

95

Ala

Gln

Ala

Phe

Gln

Pro
Cys
Pro
Ala
Thr
80

Ala
Leu
Ser

Ile

Gly

160

Cys

175

Phe

val

Asp

Ser

Pro

255

Asp

Gln

Asp

Thr

240

Pro
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Gly Gly Gly Gly Cys Thr Ala Gln

260

Gly Phe Thr Gly Cys Thr Thr Cys

275 . 280

Gln Asn Gln Trp Tyr Ser Gln Cys

" 290

<210>
<211>
<212>

<213>

-<220>

<221>

<222>

<223>

<220>
<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>
<222>

<223>

<220>

<221>

<222>
<223>

<400>

295
13
2033
DNA
Acremonium thermophilum ’

CDS

(259) ..(702)

fntron

(703)..(857)'

CDS
(858)..(888)
intron
(889)..(990)
CDS

(991) ..(1268)

13

Lys
265

Val

Leu

142

Trp Ala Gln Cys Gly Gly Thr
270
Ser Gly Thr Thr Cys Gln Val

285

ctcgaggaga ggaaccgagt ttgaaagatg ctatatétcg atagactacc ggcgtcgcct
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cgccctgtce gctctecttge attccccc;g ttéatgagac gagacaaaat tcctggttag 120
aaaagatccg tcgccgagat ttcaccagtg gtaagtcccg agaattggtce attcgacgtt - 186
caatatgagt gtcaaagcta tgggtcctaa caaagaagga agcaagagct ttaaagagac 240
agaataacag cagcaaag atg cgt ctc cca cta ccg act ctg ctc gcc ctc 291

Met Arg Leu Pro Leu Pro fhr Leu Leu Ala Leu

1 5 ‘10
ttg ccc tac tac cfc gaa gtg tcc gct cag ggg gca tcc gga acc ggce 339
'Leu Pro Tyr Tyr Leu Glu Val Ser Ala Gln-Gly Ala Ser Gly Thi Gly

15 20 25
acg aca aca cgt tac tgg gat tgc tgc aag ccg agc tgc gcg tgg cct 387
Thr Thr Thr Arg Tyr Tfp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys Ala Trp Pro
30 35 40
ctg aag ggc aat tcg ccc agc ccg gtg cag act tgc gac aag aat gac 435
Leu Lys Gly Asn Ser Pro Ser Pro Val Gln Thr Cys Asp Lys Asn Asp
45 50 55
agg ccg ctg aac gat ggg‘gga aac acc aag tcc ggc tgc gac aac ggt 483
Arg Pro Leu Asn Asp‘Gly Gly Asn Thr Lys Ser Gly Cys Asp Asn Gly
60 65 70 75
ggc ggg gdc ttc atg‘tgc tca tcc cag ‘agt ccc tgg gcc gtc aat gag 531
ély Gly Ala Phe Met Cys Ser Ser Gln Ser Pro Trp Ala Val Asn Glu
80 85 90
acc acc agc -tac ggc tgg gca gcc gtt cgt atc gcc gge agt acc gag 579
Thr Thr Ser Tyr Gly Trp Ala Ala Val Arg Ile Ala Gly Ser Thr Glu
95 100 105
tcg gcc tgg tgce tgt gcc tge tac gag ctc acc ttc acc agt ggg ccc 627
Ser Ala Trp Cys Cys Ala Cys Tyr Glu Leu Thr fhe Thr Ser Gly Pfo
ilO 115 120
gtc agt gga aag aag ctc ata gtc cag gcc acg aac act ggt gga gac 675
val Ser Gly Lys Lyé Leu I;e Val Gln Ala Thr Asp Thr Gly Gly Asp
125 130 135

ctt ggg agc aac cac ttt gac ctt'gcg gtatgtgggg tttttctttc 722
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144

Leu Gly Ser Asn His Phe Asp Leu Ala

140

ttcatcatcg

gccgggttgg

cagcagagca

gtaggttcct

catagcatct

cag

Gln

cac

His

tgc
Cys

1395

.agce

Ser

tgt

Cys

act

Thr

tat

Tyr

tcg

Ser

ggt
Gly
165
cgg

Arg

180 -

tac

Tyr

ttc

Phe

act

Thr

gtg

val

tgg

Trp

aaa

Lys

cgc

Arg

cct

Pro

245

ctctcaccat ggattcctcg

acacéggagc cgggatagga

attag att ccc gga ggt

tccctgaagt accggcaaca

téctgctgga tacaagccaa

gcg

Ala

agc

Ser

cga

Arg

cag

Gln

cag
Gln
230
acc

Thr

145

gcgcaaggac caagattgag aagcgtcaat 782
acacagaggc cgtttaagac cgtcagctga 842
ggt gtt ggt cag tcc aat g ' 888

Ile Pro Gly Gly Gly Val Gly Gln Ser Asn

ccc

Pro

gac

Asp

ttc

Phe

gta
val
215
aac

Asn

tac

Tyr

150

ccg

Pro

tgc

Cyé

gac
ASp
200
gcc

aAla

gat

Asp

acc

Thr

aac

Asn

gac

Asp

185

tgg

Trp

tgc

Cys

gce

Ala

gcg

Ala

ggc
Gly
170
agc

Ser

ttc

Phe

ccg

Pro

atc.

Ile

tca

Ser

250

155
écctgtgcgt tgctgtatac cccttttaat - 948
cccattttct ag ct tgc acg aac 1001
Ala Cys Thr Asni
160

tgg ggc gac agg taﬁ ggﬁ ggc gtg 1049
TrpAGly Asp Arg Tyr Gly Gly Vval
‘ 175

ttc ccc gcg ch ctc aag gcc ggc 1097
Phe Pro Ala Ala Leu Lys Ala Gly

190

éag ggc gcc gac aac ccg tcc gtg 1145

Gln GlyAala Asp Asn P;o Se; Valj
205 - | 210

gca gcc atc aca gct aag agc ggc 1193

Ala Ala Ile Thr ala Lys Ser Gly
220 : 225

aac gag act ccg act ggg ccc agc . 1241
Asn Glu Thr Pro Thr Gly:Pro Ser

235 ’ 240

ggc tgaaagtcgg ctggggcacc 1288
Gly

éttgcccagg tgatggttgg gcatgtgtta gtctcactca ccagggacat ttgtcgcgac 1348

ctgatcatag gcgccagggg agttgaaagg ggttgccgta cgagaagaca ttttgtcegec 1408

gtcttactéc cagccacttc tgtacatatt caatgacatt acatagcccg caaatatgtt 1468
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145

ctggagctga
cggcaacacg
gctacgtcaa
ttttaﬁgatg
éatgtagaag
cttgcggcct
aaagccactg
cgtgtttgac

ccttaactcc

Leu Pro Tyr

agtggctecge
gtagctgcectt

tggcggggtce

tcctegcetca

gggtaggtca

ttatcctcca

‘ccctecttgt

gcgeceecgggyg

cgttecatct

Tyr Leu

15

Thr

Leu

Arg

60

catatatcgt ggccgcccaa accgeccegg tttgcttagg
cgatggctgt caaaggcagt cggaatattc ctcgttgctt
gaaccgtacc cagcattaga acaccccccg ccgagggcett
tccaacccect gcgcggcaca aaaccaacca cgccctcgte
aacgtcccgt gacgacactc cgctcatggt. ctggtectcet
gccgatggtce gtcaccgteg tcaatgctte cctcaagett
actcttccca catgagéact ccatctttcc gccttttcac
caagggccaa aaaccaacgc cgctgatgaa tgcttcégat
'tatgcatttg gttcggcgcavcttttttcgt cctccagctce
gagagggtga ctcgtétact cgac;
<210> 14
<211> 251
<212> _PRT
<213> Acremonium thermophilum
<400> 14
Met Arg Leu Pro Leu Pro Thr Leu Leu Ala Leu
1 5 10
Glu‘Val_Ser Ala Gln Gly Ala Sér Gly Thr Gly
20 25
Trp Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys Ala Trp Pro
35 40
Pro Ser Pro Val Gln Thr Cys Asp Lys Asn Asp
50 55
 Gly Cly Asn Thr Lys Ser Gl& Cys Asp Asn Gly
65 70 75
Cys Ser Ser Gln Ser Pro Trp Ala Val Asn Glu
85 90
Trp Aia Ala Val Arg Ile Ala Gly Ser Thr Glu
100 105
Ala Cys Tyr Glu Leu Thr Phe Thr Ser Gly Pro
115 120

Gly

Thr

Ser

val

Thr

Lys

45

Pro

Gly

Thr

Ala

Ser

125

Thr Arg
30

Gly Asn

Asn

Leu

Ala Phe

TYyTr

Ser

Asp

Met

- 80

Ser Tyr
95
Trp Cys
110

Gly Lys

Giy

Cys.

Lys

1528

1588

1648

1708

1768

1828

1888

1948

2008

2033
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Leu Ile Val Gln Ala Thr Asn Thr

130 , 135

Phe Asp Leu Ala Ile Pro Gly Gly

145 .

150

Thr Asn Gln Tyr Gly Ala Pro Pro

Gly Val His Ser Arg Ser .Asp Cys

165

180

Ala Gly Cys Tyr Trp Arg Phe Asp

210

195 ' 200

-Ser Val Ser Phe Lys Gln Val Ala

215

Ser Gly Cys Thr Arg Gln Asn Asp

225

230

Pro Ser Thr Val Pro Thr Tyr Thr

<210>
<211>

<212>

<213>

. <220>

<221>

<222>

<223>
<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

ggatccaaga ccgatcccga ggattctegg attatgtttg catctcacce tccgaaaccg
catgaaaaat tgaaatgggc aactgtcgct gtgtttaatg ctttgcacat catgggatca

tgttcaccég ctctaatctc tcatcctcca gatcctétct atcctccgca tctagccecggce

245
15

2800

DNA -

Chaetomium thermophilum
misc;feature
(2786) ..(2786)

N = not identified

CDs

(768) ..(2042)

15

Gly

Gly

Asn

Asp
185

Trp

-Cys

Ala

Ala

146

Gly

val

Gly

170

Ser

Phe

Pro

Ile

Ser

250

Asp
Gly
155
Trp
Phe
Gln

Ala

Asn

235

Leu

140

Gln

Gly

Pro

Gly

Ala

220

Glu

Gly

Gly

Ser

Asp

Ala

Ala

205

Ile

Thr

Ser

Asn

Ala
190
Asp

Thr

Pro

Asn’

Ala

VY

175.

Leu

Asn

Ala

Thr

His

Cys

160

Gly

Lys

Pro

Lys

Gly

240

60

120

180
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ttcttgcttg

ccgaatctcc

atccgcgagce

caatgcaact

atcgcttggce

tccggtagag

gctgcteccta

gggtgcggag

" agtagttcte

aagtcattca

aag ttc

Lys Phe

ccc ggc aac

Pro Gly

20

agc cac cgc

Ser His

tcc ctc acc

Ser Leu Thr

gac tgg ggt

Asp Trp

70

tgc gcg cag

Cys Ala Gln

85

ggc gtg acc

gca

Ala

Asn

Arg

Gly

tgatccaaag
ccatgccctt
ttgacgaéga
ctgggccctt
acggtacctt
aagcctégga
attgaggctc

gattgcggag

ccctctgtga

agacatccta

ctc gtt

Leu Vval
act

cca

Thr Pro

25

cag gga

‘Gln Gly
40
‘cat ccc
His Pro
55
aac ccg

Asn Pro

aat tgc
Cys

Asn

acc tct

CcCcC

Pro

gaa

Glu

tgc

Cys

gtg

val

ccc

Pro

atc

Ile

ggc

ccctgatcecce
cttgcaatat
cccttettgg
caatgcecgeg
gcagacggaa
ggaagagaca
cgaggtcgtg
atgaagataa

aaccttcttc

cagcggggtc

ctc ctt

Leu Leu
10
gtc cac
val His
cgc ccg
Arg Pro
cac cag
His Gln
ccg cgce
Pro Arg
75
atg gag
Mgt Glu
90

tct tcce

ctt

147

acgcggcttce

cttcccgacc
ccggcttgge
catgaccgtt
tcccgggecce
cacggacaca
tgccgtgtgg
tctgggtgca
cccaggattce

agtgagattc

ctg ggt ctt

Leu Gly Leu

cce aag atc

Pro Lys Ile

30

gag acg aac

Glu Thr Asn

45

ttg aac tcc

Leu Asn Ser

60

agc gtc tgce

Ser Val

atc caa

ggc

Gly Ile Gln

cgc ctg

Cys

tagacgcttt
aggaacttcg
atgcgactct
actgaégctt
éttgtccgat
acgattgcgg
agaggccgcg
accgtggata
tcectegecte
cataatc atg
Met
1
gcc

tcg gcc

Ala Ser Ala

15

acc act tac

Thr Thr Tyr

tac atc gtc

Tyr Ile

aac gcg aac

Asn Ala Asn

65

cct gat gtc

Pro Asp Val

80

gac tac tcc

Asp Tyr
95
aag

cag atc

val

Ser

agaaattaca
ggtgctcaac

gttcgggact

agccgeccca

ctgctttggt
gccccaatge
actgggtctg
catééaaggg
taagagtcca
act cgc
Thr Arg
cag aaa
Gln Lys
cgc tgc
Arg Cys
35
ctc gac
Leu Asp
50
tgc ggc
Cys Gly
acc

gag

Glu Thr

acc tac
Thr

Tyr -

cac cag

240

300
360

420

480

540
600
660
720

776

© 824

872

920

968

1016

1064

1112
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Gly
100
ggc

Gly

cad

Gln

gac

Asp

gag

Glu

tac
Tyr
180
atc

Ile

_atg

Met

cccC

Pro

ttc

Phe

gtc
val

260

val

cgc

Arg

tat

Tyr

acc

Thr

atg’

Met
165

tac

Tyr

aat

Asn

gac

Asp

tgc

Cys

gac

Asp

245

aac

Asn

Thr

gtc

val

gag

Glu

acc
Thr
150
gac

Asp

ggc

Gly

ggc

Gly

att

Ile

aac

Asn

230

ggc

Gly

gtt

Val

Thr

acc

Thr

atg
Met
135
aag

Lys

gct

Ala

acg

Thr

atc

Ile

tgg
Trp

215

aag

Lys

gtc

Vval

acc

Thr

Ser

tct
Ser
120
atg

Met

ctc

Leu

‘acc

Thr

ggt

Gly

ggc
Gly
éOO
gag

Glu

cag

Gln

tgc

Cys

gac

Asp

Gly
105
cct

Pro

cgt

ccCccC

Pro

ggc

Gly

tac

Tyr

1185

aac

AsSn
gcc
Ala

ggt

Gly

gac

Asp

tac
TYyr

265

Ser

cgt

Arg

ctc

.Leu

tgc

Cys

gct
Ala
170
tgc

Cys

atc

Ile

aac

Asn

ctg

Leu

gag
Glu
250

tat

Tyr

Ser

gtc

val

acc

Thr

ggc

Gly

155 -

cgc

Arg

gat

Asp

gag

Glﬁ

tcg

‘Ser

tac.

Tyr
235
tgg

Trp

ggc

Gly

Leu

tac

Tyr

ggc
Gly
140
atg

Met

tcc

Ser

gca

Ala

gge

Gly

148

ctc
Leu
125
ttc

Phe

aac

Asn

cgce

cag

Gln

aég

Lys

© 205

cgt
arg
220
atg

Met

gga

Gly

cgc

Arg

agt

Ser

tgc

Cys

tgc

Cys

ggt

Gly

Leu
110
ctc

Leu

gag

Glu

gct

Ala

ctc

Leu

Lys

gac

Asp

ttc

Phe

gcg

Ala

aac

Asn

" 175

tgc
Cys
190
ggc

Gly

cag

Gln

tcc
Ser
aca

Thr

cecg

Pro

270

ttc

Phe

tcg

Ser

tcec

Ser

ggc

Gly

tgg
Trp
255
cag

Gln

Gln

aag

Lys

act

Thr

ctc

Leu

cct

Pro

gtc

Vval

tgc

Cys

att

Ile

cag

Gln

240

aac

Asn

ttc

Phe

Ile

acg

Thr

ttc
Phe
145
tat

Tyr

160

ggc

Gly

acc

Thr

tgc

Cys

gct
Ala

225

gag

Glu;

ccg

Pro

aag

Lys

His

gag

Glu

130

gac.

Asp

ctc

Leu

ggt

Gly

ccc

Pro

aac

Asn
210

ccg

.Pro

tgc

Cys

tac

Tyr

gtc

val

Gln

115

cag

Gln

gtc

val

tcc

‘Ser

gcc

Ala

ttc
Phe
195

gag

Glu

cac

His

gag

Glu

aag

Lys

gac
Asp

275

1160

1208

- 1256

1304

1352

1400

1448

1496

1544

1592
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acg

Thr

ggc

Gly

atc

Ile

ctg

Leu

gaa
Glu
340
gtg

val

ctt

Leu

cag

Gln

ctg

Leu

ggg
Gly

420

atacctgtgg gttaaacggg gctcggtttg agagggttgt tgaéatttat ttctcgtaca

tagttggcgt cttggcgaat atatgccccc aggactttga tccagtcttce gtccatttcect

acc

Thr

aag

Lys

gag

Glu

aac

Asn

325

ctg

Leu

ctg

Leu

gat

Asp

aac

Asn

cge
Arg
405
tag

Trp

cgt

Arg

ctg

Leu

gcg
Ala
310
gat

Asp

ggt

Gly

gct

Ala

agc

Ser

att
Ile
390

tgg

Trp

act

Thr

CccCcC

Pro

acg
Thr
295
cat

His

gac

Asp

gcc

Ala

atg

Met

ggce

‘Gly

375

cgc

Arg

ggt

Gly

ggc

Gly

ttc
Phe
280
tcg

Ser

acc

Thr

ttc

Phe

act

Thr

agce

Serx

360
gag

Glu

cag

Gln

gag

Glu

agg

Arg

acc

Thr

atc

Ile

gtce

val

tgc

Cys

gcg
Ala

345

atc

Ile

‘tct

Ser

attc

Ile

att

Ile

aac
Asn

425

gtc

val

cat

His

aac

Asn

cgt

330

ggt

Gly

tgg

Trp

ggg9

Gly

gag

Glu

ggg
Gly

410

atc

Ile

cgc

Arg

ctg
Leu
315
gce

Ala

atg

Met

tgg

Trp

cecg

Pro

cce
Pro
395
tcg

Ser

aca

Thr

atg
Met
300
ccg

Pro

acg

Thr

ggc

Gly

gat

Asp

tgc
Cys
380
gag

Glu

act

Thr

149

cag
Gln
285

tat

ggt

Gly

gga

Gly

gag

Glu

gag
Glu
365
aac

Asn

ccg

Pro

tat

Tyx

ttt

Phe

gtg

val

tat

.Tyr

gcc

Ala

gct
Ala
350
agce

Ser

ccg

Pro

gag

Glu

aag

Lys

cca

Pro

caa

Gln

cct

Pro

gcg

Ala
335
ctg

Leu

ggc

Gly

aac

Asn

gtt

val

cac

His

415

gcc

Ala

gat’

Asp

caa
Gln
320
acg

Thr

agg

Arg

ttc

Phe.

gag

Glu

acc

Thxr

400

aat

Asn

gac

Asp

ggc
Gly
305
gtg

val

aag

Lys

cgt

Arg

atg

Met

oot
Gly
385
tat

Tyr

ctg

Leu

cag
Gln
290
aag

Lys

aac

Asn

tat

TYTr

ggt

Gly

aac
Asn
370
aac

Asn

agc

Ser

aag

Lys

taagtgttgg gQattagagc ctgtgattgg

aac

Asn

ttg

Leu

gcg

Ala

ctt

Leu

atg
Met
355
tgg

Trp

cca

Pro

aac

Asn

ggc

Gly

1640

1688

1736

1784

1832

1880

1928

1976

2024

2072

2132

2192
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150

gtgagacaaa
ttgcgtcagce
cgtgtaactc
atacggcéac
acaactatgg
gggagcaata
cacggctttg
tctccaacag
ctgttgagat

ccagttctgce

gcaatctctt

ctcattaact

tcctagatct

ctctttgtge

ccaatattct

ctcaacagcc

gggggtatat

tgaaégtata'

gctegtggte

tctncttgte

ctgtgactta gttggtgcaa gtatcattgt tatgtcctgg
cagtggtcat gggtaaataa tctacaggct gtgaatggcg
taaacgattg gactcccctt ttcctaatca tcgeegttge
cttgttgtat atgécttcaa ctcgaagtga agaaaaatgg
caatﬁttctt gctgttcttc cggtattgac cctcggcaag
gtﬁatagtcg gcagttagtg ttgtgtcgta caagtcgtgc
gcccttaata tggttattta céccacgacg cacttcatta
attccgttca acictatccc ﬁcéttcggtg tgattgaacg
agtctga;aa aéatgcccaa ccgccatgcece actgatgatq
tataécatcc tgtctaagtg ttacctccdtvaatgttagcc
- tcgacagce
<210> 16
<211> 425
V <212> PRT
<213> Chaetomium ﬁhermophilum
<220§
<221> misc_feature’
<222> (2786)..(2786)
<223> ;N = .not identified
<400> 16
'Met Thr Arg Lys Phe Ala Leu Val Pro Leu Leu
1 5 10 .
Ala Gln Lys ?ro Gly Asn Thr Pro Glu Val His
20 .25
Tyr Arg Cys Ser His Arg Gln Gly Cys Arg ?ro
35 40
val Leu Asp Ser Leu Thr His Pro Val His Glﬁ
50 55
Asn Cys'Gly Asp Trp Gly Asn Pro Pro Pro Arg
65 70 75
vVal Glu Thr Cys Ala Gln Asn Cys Ile Met Glu
85 - 90

Leu

Pro

Glu

Leu

60

Ser

Gly

Gly

Lys

Thr

45

Asn

val

Ile

Leu
Ile
30

Asn
Ser

Cys

Gln

Ala
.15
Thr
Tyx
Asn

Pro

Asp

95

Ser

Thr

Ile

Ala

Asp -

80

Tyr

2252

2312

2372

2432

2492

2552

2612

2672

- 2732

2792

2800
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Ser

Ile

Thr

Phe

145

Cyr

Gly
Thr
Cys

aAla

225

Glu

Pro

Lys

Asp

_ Gly

305

val

Lys

Thr
His
Glu
130
Asp
Leu
Gly
Pro
Asn
210
Pro
Cys
Tyr
val
Gln
290
Lys

Asn

Tyr

Gln
115
Gln
val
Ser
Ala
Phe
195
Glu
His
Glu
Lys
Asp
275
Asn
Leu
Ala

Leu

Gly

100

Gly

Gln

Asp

Glu

Tyr

180

Ile

Met

Pro

Phe

val

260

Thr

Gly

Ile

Leu

Glu

340

val

Tyx
Thr
Mét
165
Tyr
Asn
Asp

Cys

Asp

245

Asn

Thr

Lys

Glu

Asn

325

Leu

Thr
val
Glu
Thr
150
Asp
Gly
Gly
Ile
Asn
230
Gly
val
Arg
Leu
Ala
310

Asp

Gly

Thr

Thr

Met

135

Lys

Ala

Thr

Ile

Trp

215

Lys

val

Thr

Pro

Thr

295

His

Asp

Ala

Ser

Ser

120

Met

Leu

Thr

Gly

Gly

200

Glu

Gln
Cys
Asp
Phe
280
Ser
Thr

Phe

Thr

Gly

151

Ser

105

Pro

Arg

Pro

Gly

Tyr

185

Asn

Ala

Gly

Asp

Tyr

265

Thr

Ile

val

cys

‘Ala

345

Arg

Leu

Cys

Ser

val

Thr

Gly

155

Ala

170

Cys

Ile

Asn

Leu

‘Glu

250

TyYr

val

His

Asn

Arg

330

Gly

Arg
Asp
Glu
Ser
TyTr
235
Trp
Gly
Ile
Arg
Leu
315

Ala

Met

Leu
TyY
Gly
140
Met
Ser
Ala
Gly
Arg
220
Met
Gly
Arg
Thr
Met
300
Pro

Thr

Gly

Leu

125

Phe

Asn

Gln

Lys

205

Ser

Cys.

Cys

Gly

Gln
285

TYyx

Gly

Gly

Glu

Leu
110
Leu
Glu
Ala
Leu
Cys
190
Gly
Gln
Ser
Thr
Pro
270
Phe

val

Tyr

Ala

Ala

350

Lys

Asp

Phe

Ala

Asn

175

Phe

Ser

Ser

Gly

Trp

255

Gln

Pro

Gln

Pro

Ala

Gln

Lys

Thr

Leu

160

Pro

val

Cys

Ile

Gln

240

Asn

‘Phe

Ala

Asp

Gln

320

Thr

335

Leu

Arg



10

15

20

25

30

Arg Gly Met

355

Met Asn Trp

370
Gly Asn
385

Tyxr Ser

' Leu Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>°

<221>

<222>

<223>
<220>
<221>
<222>

<223>

»<220>

<221;
<222>
<223>
<220>

<221>

Pro

Asn

Gly

17

1943

DNA

val

Leu

Gln

Leu

‘Gly

peu
A;p
Asn
Afg

405

Trp

420

Ala
Ser
Ile
390

Trp

Thr

Met

Gly

375

Arg

Gly

Gly

Ser
360

Glu

Gln

Glu-

Arg

Thermoascus aurantiacus

CcDsS
(13)..(256)
intron
(257) .. (329)
CDS

(330)..(370)

fntron

(371) . .(444)

CDSs

Ile

Ser

Ile

Ile

Asn

425

152

Trp
Gly
Glu

Gly

410

Trp

Pro

Pro

395

Ser

Asp
Cys
380

Glu

Thr

Glu

365

Asn

Pro

Tyr

Ser Gly Phe -~

Pro Asn Glu

Glu val Thr

Lys

400"
His Asn

415
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

<222>

<223>

-<220>

<221>
<222>
<223>
<220>
<221§
<222>
<223>
<220>

<221>

.<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

_<221>

<222>
<223>
<220>

<221>

163

(445)..(493)

intron

(494) .. (561)

CDSs

(562) .. (683)

fntron

(684)..(786)

CDs

(787) ..(932)

intron

(933)..(1001)

CDs

(1002) ..(1090)

Intron

(1091) .. (1155)

cDs
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

- <221>

<222>

<223>

<220>

<221>
<222>
<223>
<220>

<221>

(1156) ..

Intron

(1175) ..

CDS

(1268)..

fntron

(1296) ..

CDs

(1362) ..

fntron

(1452) ..

CDs

(1552) ..

intron

(1618) ..

CDS

(1174)

(1267)

(1295)

(1361)

(1451)

(1551)

(1617)

(1829)

154
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155

<222> (1830)..(1922)
<223>
<400> 17

ccgcgggaag cc Atg gtt cga cca acg atc cta ctt act tca ctc ct
Met Val Arg Pro Thr Ile Leu Leu Thr Ser Leu Le
1 5 10
gct ccc ttc gca gct ch;agc cct atc ctc gag gaa cgc céa gct
Ala Pro Phe Aia Ala Alé Ser Pro Iie Leu Glu Glu Arg Gln Ala
15 ‘ 20 25

cag agt gtc gac caa ctg atc aag gct cgc ggc aag gtg tac ttt

-Gln Ser Val Asp Gln Leu Ile Lys -Ala Arg Gly Lys Val Tyr Phe

30 ' 35 40

gtc gcc acg gac caa aac cgg ctg acg acc ggc aag aat gcg gct

Val Ala Thr Asp‘Gln Asn Arg Leu Thr Thr Gly Lys Asn Ala Ala

50 55 ' 60
atc qag gct gat ttc ggé cag gtc acg ccg gag aat agt atg aaa
Ile Gln ala Asp Phe Gly Gln Vval Thr Pro Glu Asn Ser Met Lys

65 ‘ 70 75
gac gc# act gaa ¢ gtgcgtgaga aagataattt_gatttttttc tt;tatggc
Asp AlaiThr GluAv '
80 .
gcfcggaccglttctgactaé gtttataata ﬁag ct tct caa gga aac_ttc
' Pro Ser Gln Gly Aén Phe
85
ttt gcc ggt gct éat tac ctt gtacgtacat acgaccactt gacgtﬁtctt
Phe Ala Gly Ala Asp Tyr Leu

90 95

‘gcacgcaact gcgattgagg agaagatact aatcttcttg aaag gtc aat tgg

Val Asn Trp

cag caa aat gga aag ctg atc cgt ggc cat act ctt g gttagtagaa

g cta

u Leu

gca

Ala‘

‘ggc

Gly
45
atc’

Ile

tgg

Trp
c
aac

Asn

gce

Ala

51

99

147

195

243

296

349

400

456

503
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156

Gln Gln Asn Gly Lys Leu Ile Arg Gly His Thr

100

105

110

cgccaacctg cttccecctaac ttactgaaga aggaaaaccg

ta

val

aat

Asn

cgg

Arg

ctgcgtttca atgaagagac aaataagaac acacgtattt géccgggcgt ttcagaatca

gaactgacag aatcactgaa tag gac gtg gtg aac gag gca ttc aac gag gat

ggc

Gly

atc

Ile

ctg

Leu

195

tagtgtgaga agcattgctt atgagcatct gtattacag ¢ ctc .gac agt gcc

tgg

Trp

acg

Thr

tac

Tyr

145

tcc

Ser

cecg
Pro
180

tac

Tyr

cac

His

ctg

Leu

130

aag

Lys

ctc

Lieu

165
att

Ile

atc

Ile

tac ccc aag

Tyr Pro Lys

gct gga gtc

tcg
Ser
115
acc

Thr

ggc

Gly

cgc

Arg

‘gct

Ala

aac

Asn

cag

Gln

aac

Asn

aag

Lys

cag

Gln

ttc

Phe

gat

Asp

ctg

Leu

gtg

val

atc

Ile

act

Thr

cag

Gln

tac
Tyr

200

CccCcC

Pro

atg

Met

cgt

Axg

150

Asp Val val Asn Glu Ala Phe Asn Glu Asp

gtc

val

acc
Thr
185
aa

Asn

tcg

Ser

aaa-

Lys
135
gca

Ala

ttc
Phe
170
gcc

Ala

tag
Trp
120
aat

Asn

tgg

Trp

gtg agc

vVal Ser

cac atc

His Ile

Leu

aattgaccgt cccccaag

tcc aﬁc’acc gac aag

éer Ile Thr Asp Lys
125,7

acc acc ttg atg acc

Thr Thr Leu Met Thr

140

gtcagtcatc ctaccctaag

155

ctc

aac gtc

160

atc ggg gag gat tac

Leu Asn Val Ile Gly Glu Asp Tyr

cgc

Arg

gcc get

175

gac ccg aat gcc aag

Ala Ala Asp Pro Asn Ala Lys

190

Qtaagattta aggctcagtg atattccatt

Leu Asp Ser Ala Ser

205

acg cag gcc att gtc aac cgc gtc aag caa tgg cgt gca

Thr Gln Ala Ile Val Asn Arg Val Lys Gln Trp Arg Ala

210

215

220

ccg att gac ggc ata g gtatgtctct ctttetgttt

tcg

561

608

.656

703

© 763

- 816

864

‘912

962

1017

1065

1110
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157

Ala Gly Val Pro Ile Asp Gly Ile

225

gtgatgtgac

cac ctc ag

His Leu Ser

235

aaatgattgt

230
cgatttgaaa ccagtctaac gttagctggg tctag ga tcg caa acg

Gly Ser Gln Thr

gtaaataatc gggaatgcct cggagaataa aagagaaaaa

cttatcagat cgtatcgact Qactcatggc ttgtccaaaa tag c gct

Ala

ggt cag gga gcc ggt gtt cta cad taagtgcccc cctcecccctat tttttactat -

240

tattgcgaga

-Gly Gln Gly Ala}Gly val Leu Gln -

245

gcggaatagg ctgacaaccc caaacg gct ctt ccg ctc ctt get

Ala Leu Pro Leu Leu Ala

250

agt gcc gga act ccc gaQAgtc gct atc acg gaa ctg gac gtg gct ggt

Ser Ala Gly Thr Pro Glu Val Ala Ile Thr Glu Leu Asp Val Ala Gly

255

260 ' 265

gct agc ccg acg gat tac gtc aat gtatgtacct cgttgtccct atcccecttg

Ala Ser Pro Thr Asp Tyr Val Asn

270

gatactttgt

cgttttttag

275

-ataattatta'tcttc¢cgga gcctgttgat cagatctgac gatcatttct

gtc gtg aao gct tgc ctc aac gtg cag tcc tgc gtg ggc
val Vai Asn Ala Cys Leu Asn Val Gln Ser Cys Val Gly

280 285

atc acc gtc tgg ggc gtg gca gat ccg gtaagcgcgg ttcttccgta

Ile Thr Vval Trp Gly Val Ala Asp Pro

290

ctccgtaccc
aaggccaaga
ccacatgatg

ataaataaat

295
aactagagtt cgggctgtca cgtcatgtct tagtcgtctt cégtcaggcc
cacaggQCCé gaaacgggca ggcagcagct gctagcagcc caagaagcag
catgattat; attattatat ctccgagtﬁc tgggctaacg attggtgata

ag gac tca tgg cgt gct agce aég acg cct ctc ctc ttc gac

1166

1214

1271

1325

1379

1427

-1481

1541

1590

1637

1697
1757
1817

1868
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ggc

Gly

aac

Asn

Asp Ser Trp Arg Ala Ser Thr Thr Pro Leu Leu Phe Asp

300

158

30

5

310

ttc aac ccg aag ccg gcg tac aac gcc att gtg cag gac ctg

Phe Asn Pro Lys Pro Ala Tyr Asn Ala Ile Val Gln Asp Leu

315

cag cag tgagtataga ccggtggatc c

Gln

Gln .

<210>

S <211>

<212>

<213>

<400>

18

329

PRT

Thermoascus aurantiacus

18

Met Val Arg

1

Ala

Asp

Asp

Asp

65

Glu

Asn

~ Trp

Thr

Tyx

145

Ala

Gln

Ala

Leu

35

Gln

50

Phe

Pro

Trp

His

Leu

130

Lys

Asn
Gly
Ser
Ala
Ser
115

Thr

Gly

Pro

Ser

20

Ile

Arg

Gln

Gln

Gln

100

Gln

Asn

Lys

Thr

Pro

Lys

Leu

vVal

Gly

85

Gln

Leu

val

Ile

Ile
Ile
Ala
Thr
Thr
70

Asn
Asn
Pro

Met

Arg

150

Leu

Leu

Arg

Thr

55

Pro

Phe

Gly

Ser

Lys

135

Ala

Leu

Glu

Gly

40

Gly

Glu

Asn

Lys

Trp

120

Asn

Trp

320

Thr

Glu
25

Lys
Lys
Asn
Phe
Leu
105

val

His

-Asp

Ser

10

Arg

vVal

Asn

Ser

Ala

90

Ile

Ser

Ile

val

Leu Leu

Gln Ala

Tyr Phe

Ala Ala

60
Met Lys
75

Gly Ala
Arg Gly
Sef Ile
Thr Thr

140

Vval Asn

155

Leu

Ala

Gly

45

Ile

Trp

Asp

His

Thr

125

Leu

Glu

325

Ala

Gln

30

val

Ile

Asp

Tyr

Thr

110

Asp

Met

Ala

Pro

15

Ser

Ala

Gln

Ala

Leu

95

Leu

Lys

Thr

Phe

Phe

Val

Thr

Ala

‘Thr

80

val

val

Asn

Arg

Asn

160

1916

1943
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Glu Asp Gly Ser

Asp Tyr Ile Pro

Ala Lys

180

Leu Tyr

195

Lys Thr Gln Ala

210

Val Pro Ile Asp

225

-Gly Ala Gly Vval

Pro Glu Val Ala

260

Asp Tyr Val Asn

275

Gly Ile Thr val

290

Thr Thr Pro Leu

305

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

g221>

<222>
<223>
<220>

<221>

"Asn Ala Ile val

19

2955

DNA

Leu
165
Ile
Ile

Ile

Gly

Leu

245

Ile
val
Trp

Leu

Gln

325 .

Arg

Ala

Asn

Val

Ile

230

Gln

Thr

val

‘Gly

Phe
310

Asp

Gln

Phe

Asp

Asn

215

Gly

Ala

Glu

Asn

val

295

Asp

Leu

Thr

Gln

TYyxr
200
Ser
Leu
Leu
Ala
280
Ala

Gly

Gln

Acremonium thermophilum

CDs

(1335)..(1671)

Intron

val

Thr

185

Asn

val

Gln

‘Pro

Asp

265

Cys

Asp

Asn

Gln

159

Phe

170

Ala

Leu

Lys

Thr

Leu

250

val

Leu

Pro

Phe

Leu

Arg

Asp

Gln

His

235

Leu

Ala

Asn

Asp

Asn

315

Asn

Ala

Ser

Trp

220

Leu

Ala

Gly

val

Ser

300

Pro

val

Ala

Ala

205

Arg

Ser

Ser

Ala

Gln

285

Trp

Lys

Ile

Asp

190

Ser
Ala
Ala
Ala
Ser
270
Ser

Arg

Pro

Gly
175

Pro

TYyr

Ala

Gly

Gly

255

Pro

Cys

Ala

Ala

Glu

Asn

Pro

Gly

Gln

240

Thr
Thr
val

Ser

Tyr

320
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" <222>

<222>
<223>
<220>
<221> CDS
<222>
<223>

<220>

<221>

<223>
<220>
<221> CDS
<222>
<223>
<400> 19

tctagagctg
cgtctgcttc
tcafaccaag

gaattttcct

cggaaatcgt

ccgtctetta

tagttccctce

agcaagttct

) agacgaaggc

tttgccatcg

cctggtgcte

tctgtatctc

cggtaaattt
tcgttcgaca
tttcccagtt
gacagtcgga

ctctttcgeg

(2033)

(2118)

(1672) ..(1806)

(1807) ..(2032)

intron

..(2802)

tcgacgcggce
agcaagtcgt
gacggggcat

tcccgttqtc

caggatgctc

tatatggccg
agctgaccceg
ccgcagtcca
accaaagaag
aggaggggtg
cagctggtgc
ggttcgtccce
gcagtggacc
cactccaétc
gggtccctga
cgctgcaata

gtattctggc

.. (2117)

cgcgtaatac

tcgctacgac

gatggctgat:

tacagtcctt
cgccttctet
ctgggtccgce
ggatatcgct
cctcagétca
catactatat
gttgggcttc
tceccgctggt
gcactccttt
tgcagctggg
gcaaccecge
agacacggag
ggatgccagé

cctcccaaag

160

gactcactat
accacgtcca
ggctggactc
ccctcagcecga
cgcaacctga
ctttcgatcg
tgtggctccg
tccggccctt
attaégctaa
ttgtcctcge
gctgttccag
cgccaagcgé
caaacccgca
ccgcgcaaac
ccacttccgt
acccgtggat

gtatgccagg

agggcgaaga

tgatggaggc

gaagtgagtg

cacatccgca
gtgcccaggce
gttttcgatt
aaacctcacc
ggtagcatcg
atcgagcccc
aggtgctgcg
ﬁcgccgtctg
taccaatgct
gtgggaacca
cttgcaccac
gatcgtcggce
ccaagggcca

acttcecctgt

attcggatca

cctgattcaa

gccegtgget

gttttgacag

gtctcggeca

tggtctctece

atcccagacg
cagcgaccce
acgtggaata
cctgtaccta
gccccaatge
ttgacgaacc
cagacctggt
atgtcgecccc
tccccaagcece
gtgaccccaa

ctttgctacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720 .

780
840
900
960

1020
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accagctctc
gcgagggggc
tgatgttttc
taaatacgat
aaga;acctg

ctégatagcc

ctccacggcg
gcgaaggcta
cgttgtccce
gcgacgccaa
tggcggegeg

gacc atg cgc

gce

Ala

ggc

Gly

gac
Asp
45

gtg

val

‘ggc

Gly

aag

Lys

ctc

Leu

ttctctcttt ctctctctct ctctctctet ctcectctctect ctctctcececa tccagcatcg

ccc

‘Pro

ctc’

Leu
30
gcc

Ala

acg

Thr

cag

Gln

aac

Asn

cccC

Pro

110

gcg
Ala
15

aag

Lys

acc

Thr

ccc

Pro

ttc

Phe

ggec
Gly
95

agc

Ser

tee

Ser

tac

TYyrxr

tac

Tyr

gag

Glu

agc
Ser

80

cag

Gln

tgg

Trp

Met
1

gtc

Val

ttc

Phe

atg

Met

aac

Asn

65

tac

Tyr

gtg

val

Arg.

tcg

Ser

ggc

Gly

tecg

Sef

‘50

ggc

Gly

agc

Ser

ctg

Leu

gcc

Ala

gcc

Ala

acg
Thr
35

tac

Tyr

cag

Gln

cag

Gln

cgc

Arg

aag

Lys

cag
Gln
20

gcc

Ala

gtc

val

aég

Lys

ggc

‘Gly

tge.

Cys

100

161

gaacggatac gccgtctcge
ggttgtgacg atgcgacggt
ttctccaccce ;gcgccgttt
ccttcatgtg ttcgtggcat

attgtcttga ccttctgatt

caa ctc ctg

cggctcttgce

gcgatgtcac

cctcaaagac
cttgcctgac
gaaaacggat

gcg gcc

ggc ctg

tcgacaacat

catttggcag

gccccaacca

cagtctcagce
ctgcgtecte

ctg

Gln
5,
ctc

Leu

gtg

val

aac

Asn

tgg

Trp

Leu

aac

Asn

cgg

Arg

aac

Asn

gat

ASp

~ 70

gac
Asp
85

cac

His

atc

Ile

acc

Thr

g gtcagtgact ctctctttct

Leu

agc

Ser

gag

Glu

Ala

ctc

Leu

gcc

Ala

40

aag

Lys

55

tcc

Ser

gtc

val

ctg

Leu

tcc

Ser

acc

Thr

cccC

Pro

gtg

val

Ala

gce

Ala

' 25

aac

Asn

gag

Glu

gag

Glu

ggc

Gly

tgg
Trp

105

Gly
10
gtg

val

gtc

val

ttc

Phe

ccc

Pro

gtc
val
90

tac

Tyr:

Leu

gcg

Ala

aac

Asn

dggce

Gly

agc
Ser
75

gcg

Ala

agc

Ser

Leu

gct

‘Ala

ggc

Gly

cag

Gln

60 -

cag

Gln

aag

Lys

cag

Gln

ctctgtcttt ctctttgtcet

actgctgatc ttgctgacca gaagctcgtg tgcag tg

tca tcc gga agt tgg

1080
1140
1200

1260

1320

1370

1418

1466

1514

1562

1610

1658

1711

1771

1823
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acc

Thr

atg

Met

135

" gcc

Ala

ttc
Phe

gat

Asp

cgc
Arg
120
ggc

Gly

atc

Ile

aac

Asn

gcg

Ala

gcg

Ala

cac

His

aac

Asn

acc

Thr

ggc
Gly

185

acg

Thr

tac

Tyr

gac

Asp

gac
Asp
170
gcg

Ala

ctt

Leu

aag

Lys

géc
Asp
155
tac

Tyr

aag

Lys

cag

Gln

ggc
Gly
140
géc

Gly

ctg

Leu

ct

Leu

tcc

Ser

125

cag

Gln

acg

Thr

gcc

Ala

gtc

val

tgc

Cys-:

tgg

Trp

att

Ile

atc

Ile

tac

Tyr

cgg

gcc

Ala

175

162

Val Ser Ser Gly Ser Trp

gag

Glu

gce:

Ala

acg

Thr

tgg

Trp

145

acc
Thr
160
t;c

Phe

agc

Ser

aac

Asn

cac
His
i30
gac

Asp

gtc

val

gcce

Ala

115

atc

Ile

gtg

val

ttc

Phe

gcg

Ala

tcg

Ser

gtc

val

tac

Tyt

aag
Lys

180

aac

Asn

aac

Asn

aac
Asn
165
aag

Lys

gtaggtgtcg gcctttacgt tgccgcageg

cacctccgecg acatgagccc cagagcgcgt ggctaatagt

tac tac adc gac tac aat ctc

Tyr

gce

Ala

TYyr

190

gtg

val

205

gg9g

Gly

agc

Ser

' gtg

gtg

Val

tcc

Ser

gcg

Asn

cag

Gln

ggc

Gly

ctg

Leu

tac

‘Asp

ety

Leu

ttc

Phe

gcc

Ala

240

acg

TYyX

gtg

val

cag
Gln
225
acg

Thr

gag

Asn

cag
Gln
210
ggce

Gly

gcg

Ala

ctg

Leu
195
ate

Ile

cac

His

ctg

Leu

gac

gag

Glu

gtg

val

ctg

Leu

aag

Lys

atc

tac

Tyr

cag

Gln

atc

Ile

cgc

Arg

245

cgg

‘aac

Asn

cag

Gln

gtg
val
230
tte

Phe

cac

ggc

Gly

gcc
Ala
215

g99

Gly

acg

Thr

tcg

gtg

val

gag’

Glu
150

acc

Thr_

gcce

Ala

tcctcacgca cgcag g

gcc aag acc aac acg

Ala

200

ggc

Gly

tca

Ser

gcg

Ala

agce

Lys

gcg

Ala

acg

Thr

ctt

Leu

ctg

Thr

cccC

Pro

ccg

Pro

ggc

Gly‘

250

ccg

Asn

atc

Ile

tcg

Ser

235

ctg

Leu

ccg

Thr

gac
Asp
220
cge

Axrg

gag

Glu

tcg

1871

1919

1967

2015

2062

2118

2166

2214

2262

2310

2358
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val

tcg

Ser

tcg
Ser
285
acg

Thr

gcg

Ala

gtc

val

aac

Asn

.ccg

Pro

365

cag

Gln

cag

4G1n

tct

Ser

Ala

gcg

Ala

270
tgc

Cys

gac

‘Asp

ctg

Leu

tcg

Ser

cca
Pro
350
tcg

Ser

cag

Gln

tcg

Ser

cag

Gln

Tyr
255
gcg

Ala

ctc

Leu

aag

Lys

ctg

Leu

tcg

Ser

335

ccc

Pro

cag

Gln

acg

Thr

tgc

Cys

tgc

Cys

415

Thr

ctg

Leu

gac

Asp

ﬁac

TYyr

Glu

gcg

Ala

gtg

val

agc

Ser

. 305

tac

TYyr

320

gtg

val

ccc

Pro

CcccC

Pro

cac.

His

cag

Gln

400

ctg

Leu

gac

Asp

ctg

Leu

gtc

val

acc

Thr

tag
frp
385
agc

Ser

Leu

acg

Thr

gcg

Ala:

290

tgg

Trp

gcg

Ala

gcg

Ala

acc

Thr

acc
fhr
370
ggc

Gly

ccg

Pro

Asp

cag
Gln
275
ggc

Gly

gtg

val

aac

Asn

gce

Ala

acc
Thr
355
acg

Thr

cag

Gln

tgg

Trp

Ile
260
ggc

Gly

tgc

Cys

ccc

Pro

tac

TYyr

aag
Lys
340
acg

Thr

acc

Thr

tgc.

Cys

acg

Thr

Arg

aac

Asn

gtg

val

gac

Asp

agc
Ser
325
gcg

Ala

acc

Thr

acg

Thr

ggce

Gly

tgce
Cys

405

163

His

gac

Asp

ggc

Gly

acg
Thr
310

aag

Lys

acg

Thr

acg

Thr

acc

Thr

gg9
Gly
390
cag

Gln

Ser

ttc

Phe

atc

Ile

295

ttc

Phe

aag

Lys

aac

Asn

acc

Thr

acc
Thr
375
atc

Ile

aag

Lys

Ser

gcc
Ala
280
acc

Thr

ccc

Pro

ccg

Pro

ccg

Pro

acg

Thr

360

.agc

Ser

ggc

Gly

cag

Gln

Leu

265

agc

Ser

atc

Ile

ggc

Gly

gcg

Ala

cce
Pro
345
acc

Thr

ccg

Pro

tgg

Trp

aac

Asn

Pro

gtg

val

tgg

Trp

tcg

Ser

tgg
Trp
330
ggc

Gly

acg

Thr

cag

Gln

acg

Thr:

gac

Asp

Pro

gtg

val

ggg.

Gly

Ser

ggc

Gly

ttc

Phe

300

ggc
Gly
315
acg

Thr

ggc

Gly

tcg

Ser

ggt

Gly

gg99
Gly
395
tgg

Trp

410

tgaccaccac ggctgaccag ctgccattcc gaccacgggg

gcg

‘Ala

tcg

Ser

ggg

Gly

aag

Lys

ccg
Pro
380
ccg

Pro

tac

Tyr

2406

2454

2502

2550

2598

2646

2694

2742

2790

2842
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1

val
Phe
Met
Asn
65

TyTr
Val
val

Thr

Trp

145

Ser

Asn

Ser

Met Arg Ala

Ala

Gly Thr

Ser

50

35

TyTr

Gly Gln

Ser

Leu
Ser
His
130
Asp
val

Ala

:Gln

Arg’

Ser

115

Ile

val

Phe

Ala

Lys

Gln

20

Ala

val

Lys

Gly

Cys

100

‘Gly

Ser

val

Tyxr

Lys

180

Gln

Leu

val

Asn

Trp

Asp

85

His

Ser

Asn

Asn

Asn

165

Lys

Leu

Asn

Asn

Asp

70

Ile

Thr

Trp

val

Glu

150

Thr

Ala

Leu

Ser

Glu

Lys

55

Ser

val

Leu

Thr

Met

135

Ala

Phe

Asp

Ala
Leu
Ala
40

Ser
Thr
Pro
val
Arg
120
Gly
Ile

Asn

Ala

Ala

Ala

25

Asn

Glu

Glu

Gly

Trp

105

Ala

His

Asn

Thr

Gly

‘185

Gly
10

val
val

Phe

Pro

Vval

‘90

Tyr

Thr

Tyx

Asp

Asp

170

Ala

Leu
Ala
Asn
Gly
Ser
75

Ala
Ser
Leu
Lys
Asp
155

TYyr

Lys

Leu
Ala
Gly
Gln
60

Gln
Lys
Gln
Gln
Gly
140
Gly
Leu

Leu

Ala

Gly

Asp

45

val

Gly

Lys

Leu

Ser

125

Gln

Thr

Ala

Tyxr

Pro

Leu

30

Ala

Thr

Gln

Asn

Pro

110

val

Cys

Trp

Ile

Tyr

190

aAla

15

Lys

Thr

Pro

Phe

Gly

95

Ser

Ile

Tyr

Ala

175

Asn

cccggactac aaaaagaggg gacggtgtaa ataaagagcc gaacgggtct acgtacactg 2902
ttttgacctt ttctccgcag acgtatatta tcaattatag ttggatttct aga - .2955
<210> 20 -

<211> 416

<212> PRT

<213> Acremonium.thermophilum

<400> 20

Ser

Tyr
Glu
Ser
80

Gln
Trp
Glu
Ala
Thr
160

Phe

Asp
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Tyr

val

Gln

225

Thr

Glu

-Ala

val

Ser

305

Asp

Leu

‘Val

.Thr

Trp

385

Ser

<210>

Asn
Gln
Gly

Ala

Leu

Thr
Ala
290
Trp
Ala
ala
Thr
Thr
370

Gly

Pro

<211>

<212>

<213>

Leu

195

Ile

210 .

His

Leu

Asp

Gln

‘275

Gly
val
Asn
Ala
Thx
355
Thr

Gln

Trp

21
5092

DNA

Glu

val

Leu

Lys

ile

260

Gly

Cys

Pro

Tyr

Lys

Gln

Ile

245

Arg

Asn

val
Asp

Ser

325

Ala

340

Thr

Thr

Cys

Thr

Thr
Thr
Gly

Cys

405

Asn

Gln

val

230

Phe

His

Asp

Gly

Thr

Gly

Ala
215

Gly

:Thr

Ser

Phe

Ile

295

Phe

310 .

‘Lys

Thr

Thr

Thr

Gly

390

Gln

Lys

Asn

Thr

Thr

375

Ile

Lys

Ala

200

Gly

Ser

Ala

Ser

Lys

Ala

Thr

Leu

Leu

© 265

Ala
280
Thr
Pro
Pro
Pro

Thr

‘360

Ser

Gly

Gln

Thermoascus aurantiacus

-Ser

Ile

Gly

Ala

Pro

345

Thr

Pro

Trp

Asn

165

Thr

Pro

Pro

Gly

250

Pro

val

Trp

Ser

Trp

330

Gly

Thr

Gln

Thr

Asp

410

Asn

Ile

Ser

235

Leu

Pro

val

Gly

Thr

Asp

220

Glu

Ser

Gly

Phe

1300

Gly
315

Thr

Gly

Ser
Gly
Gly

395

Trp

Ala

Ser

Gly

Lys

Pro

380

Pro

Tyr

Ala
205
Gly
Ser
val
Ser
Ser
285
Thr
Ala

val

Asn

val
vVal
Ser
Ala
Ala
270
cyg
Asp
Leu

Ser

Pro

350

Pro

365

Gln

Gln

Ser

Ser

Gln

Ser .

Gln

Gln

Gly

Leu

Leu

Phe

Ala

- . 240

TYyx

255

Ala

Leu

Lys

Leu

Ser

335

Pro

Gln

Thr

Cys

Cys

415

Thr

Leu

Asp

Tyr

Py

320

val

Pro

Pro

His

Gln

400

Leu
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<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

.<22l>

<222>
<223>
<220>
<221>

<222>

- <223>

<220>

<221>

_<222>

<223>
<220>
<221>
<222>

<223>

166

CDs

(669) ..(728)

fntron

(729) ..(872)

CDSs

(873)..(1015)

intron

(1016) ..(1082)

CcDS

(1083)..(1127)

fntron

(1128) ..(1183)

CDs

(1184)..(1236)

fntron

(1237)..(1300)
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<220>

<221>

<222>

<223>

<220> .

<221>

<222>

<223> -

<220>

<221>

.<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>
<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

ggatccgtce geggacatag gcagagagac ggcacgggga ctcgacctga tcctcccagg

CDS

(1301)

fntron

(1718) .

CDSs

(1777) ..

fntron

(2490) .

CDs

fntron

1 (2600) ..

(3470) ..

CDS

(3532) ..

21

(1717)

.(1776)

(2489)

. (2599)

(3469) °

(3531)

(3759)

167

gcggggtgtt gtttgtggcg agggagcgat gctgatgtte ttccagctcc gttgctacct 120

tcccacggee atttageccgg cggacggceat gpaacatgtc aaacatgtgg gctcggcagt 180
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gggggcgtga
cggccgtggt
gaggaatcat
atgaataatc
aggtttctcg
gtgtaactat

taacaccccc

acgagtctcc

gacgcagcac
cgtttgcggg
gagtgcgacg
gcaggggcag
ggtgtttcca
tattgaégat
cgttctéccg

ttgcatggtc

ctgacccggce
gaaggcgaca
gagacatggc

tgtggcatgg

ctggttccat.

caacatgcca
ctgccttgcet

aactcgtcct

' cagcaacc atg agg ctt ggg tgg ctg

Met Arg'Leu Gly Trp Leu

1

5

168

ggcgcggcegce
cagacgactt
aagaccacgg
accgcacggc
cgctgggggce
tggccagcca
ccgtggtctt

ctgcttcatc

ttgcagggtc
ggcgcggccc
ccttectgge
cgccagggac
éatcccgagc
gcttctataa
cctggtcctg

cgctgcttga

cagggacagc
gccggaaggce

gaagaagaag

ctgccecegtg

ccgtgtgceccece

taatcatata

cttgaggttc

'ctcégtacct

gag ctg gcc.gtc gcg gcg gcc gca

Glu Leu Ala vVal Ala Ala Ala Ala

10

acc gtc gecc agce gcc aag gtgecgtcaga ccctcccceccg gatcgacctt

Thr Val Ala Ser Ala Lys

15

20

taggtgcttc ttcagcaagt gcgcgecegge cgcecgacatcce

cgcagcaccc atatgcagca géagagaagg catctctgac

gac ttg gcc

Asp Leu Ala

aac gga gag

Asn Gly Glu

40
étg

cag acc

Gln Leu Thr

55

tac tcg

Tyrxr Ser‘
25

tgg gcg
Trp Ala

ctc gcg

Leu Ala

ccg

Pro

gag

Glu

gag

Glu

cct ttc

Pro Phe

gcc tac

Ala Tyr
45

aag gtc
Lys Val

60

tac

Tyr

cgc

Arg

aac

Asn

ccg tcg

Pro Ser

30

agg gct

Arg Ala

ctg

acg

Leu Thr

_gtgagtccat tgacctctac cgagcccccg ttccatgtcec

gccgecgctg ccctcaccega

gaaagctccc

cca tgg atg

Pro Trp Met

35

gtc gac ttc

Vval Asp Phe

50
acc

ggt gtc

Thr Gly Vval
65

attgagcaat

ccag gat
asp
aac gga

Asn Gly

gtc tcg

val Ser

g9

Gly

tggctgacgt

cttgaag ¢ tgg atg cag gag aaa tgt gtc ggt gaa acg ggc agc att ccg

Trp Met Gln Glu Lys Cys Val Gly Glu Thr Gly Ser Ile Pro

70

75

8

0

ag gtaggctcac ttcccaatgce cgctgéaaag gaggtgtcta aactggaata aatcag

240

300

360

420

480

540
600
660

710

758

818

‘875

923

971

1015

1075°

1125.

1183
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Arg

a ctg ggg ttc cgt gga ctg tgc ctc caa gac tcg ccc ctt ggt gtc aga

Leu Gly Phe Arg Gly Leu Cys Leu Gln Asp Ser Pro Leu Gly Val Arg

85

90

169

95

ttt g .gtaggtcttt caacagagaa caagggtcgt cgcgggagag atgctgatcg

Phe

100

atacctactt ttag

-gtc

val

atg

Met

gtc
val
145

ggt

" Gly

atc

Ile

att

Ile

tat

Tyr

acg

gct

Ala

ggt
Gly
130
gcc

Ala

ttc

Phe

aag

Lys

ggt

Gly

ggt

Gly

210

ctt

gca

Ala

115

gag

Glu

‘'ggc

Gly

tct

Ser

ggt

Gly

aac

Asn

195

ttc

Phe

cac

acg

Thr

AgaaA

Glu

cct

Pro

cct

Pro

atc
Ile
180
gag

Glu

gat

Asp

gag

Ala

tgg

Trp

cac

His

ctt’

Leu

gac

Asp

165

cag

Gin

atg

Met

att

Ile

ctg

gac

Asp

gat

Asp

cgt

Arg

ggc
Gly
150
cecc

Pro

gat

Asp

gag

Glu

acc

Thr

tac

tac

TYyr

aag

Lys

ggt

Gly

135

aga

gtec

val

gce

Ala

cac

His

gag
Glu
215

ctt

gtt

val

aac

Asn

120

aag

Lys

cac

His

ctg

Leu

ggt

Gly.

ttc

Phe

200

agt

Ser

tgg

tct
Ser

105

-ctc

Leu

ggc

Gly

ccc

Pro

acc

Thr

gtg
val
185
cgg

Arg

gtc

val

CcCcC

gcc

Ala

gcc

Ala

gtc

val

gac

Aép

ttc

Phe

tac

Tyr

gac

Asp

ggt

Gly

155

ggt
Gly
170
att

Ile

caa

Gln

agc

Ser

tet

gtg

val

gct

Ala

gcc

Ala

tca

Ser

gcg

ccc

Pro

ctt

Leu

gtc
val
140
ggc

Gly

-ctt

Leu

tgc

Cys

ggt

Gly

aat
Asn
220

gat

gcce

Ala

cgt

125

cag

Gln

aga

Arg

atg

Met

gcc

Ala

gag
Glu
205
atc

Ile

gct

ggt
Gly

110

ggg

Gly

ctg

Leu

aac

Asn

gcg

Ala

aag

Lys

190

gct

Ala

gac

Asp

gtt

gtc

val

aag

Lys

gga

Gly

tgg

Trp

gag

Glu

175

cac

His

gtt

val

gac

Asp

cgc

aat

Asn

gcg

Ala

cct

Pro

gag

Glu

160

acg

Thr

ttc

Phe

ggc

Gly

aag

Lys

g

1232

1286

1335

1383

1431

1479

1527

1575

1623

1671

1717
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170

Thr Leu His Glu Leu Tyr Leu Trp Pro Phe Ala

225

230

235

gtaagcagtc cccccctcat aggtgattgt acatgtgtat

ct

Ala

tac

Tyr

ctt

Leu

ggc

Gly

acc

Thr

gcc

Ala

320

gtt

val

gtg

val

cac

His

gtt

ggc

Gly

agc

Ser

gat

Asp

gtt

val

gce

Ala

305

gtt

val

cgc

Arg

ccg

Pro

gca

Ala

cgt

gtt

val

tgc

Cys

ttt

Phe

gga
Gly
290
ttt

Phe

ctc

Leu’

atc

Ile

gtc

val

ctg

Leu

370

gcc

ggt

Gly

tcg

Ser

cag
Gln
275
gct

Ala

ggt

Gly

aac

Asn

-atg

Met

aac

Asn

355

gtt

val

gac

tcg ttc

Ser Phe
245

aac agc

Asn Ser

260

gge ttc

Gly Phe

gcc ctg

Ala Leu

acc ggd

Thr Gly

ggt act

Gly Thr
325

gcg gcc

Ala Ala

340

ttc gac

Phe Asp

ggc cag

Gly Gln

cat gcg

atg

Met

tac

TYyr

gtg

val

gct

Ala

aaa
Lys
310
gtt

val

tte

Phe

tcg

Se_r

aac

Asn

gac

tgc

Cys

ctc

Leu

atg

Met

ggc
Gly

295

tcc

Ser

ccg

Pro

tac

Tyr

tgg

Trp

tat
TYyY
375

atc

tcc

Ser

cta

Leu

agt

Ser

280

ctt

Leu

ttc

Phe

gaa

Glu

aag

Lys

acg
Thr
360
gtc

val

atc

tac

Tyr

aac
Asn:
265
gac

Asp

gac

Asp

tgg

Trp

‘tgg

Trp

gtt
val
345
aag

Lys

aag

Lys

cgt

aac
Asn
250
aag

Lys

tgg

Trp

atg

Met

gga

Gly

cgt
Arg
330
ggt

Gly

gat

Asp

gtc

val

caa

Asp Ala Val Arg

ttctgactcg ctttcaaag

cag

Gln

ttg

Leu

gga

Gly

teg

Ser

acc
Thr
315
gtg

val

cgc

Arg

gaa

Glu

aat

Asn

att

gtt

val

ctc

Leu

gcg

Ala

atg

Met

300

aac

Asn

gat

Asp

gac

Asp

tac

TyTr

gac
Asp
380

gg99

aac

Asn

aaa

Lys

cac
His
285
ceca

Pro

ctg

Leu

gac

Asp

cgt

Arg

ggt
Gly
365
aag

Lys

tct

aac

Asn

tcg
Sér
270
cac

His

gga

Gly

acc

Thr

atg

Met

tac
Tyr
350
tac

Tyr

gtg

‘val

gct

agce

Ser

255"

gag

Glu

agc_

Ser

gac

Asp

atc

Ile

gct

Ala

335

cag

Gln

gag

Glu

gat

Asp

agt

1776

1823

1871

1919

1967

2015

2063

2111

2159

2207

2255
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val

gtt

val

385

gtc

Val

400

aag

Lys

gct

Ala

ggt

Gly

cag

Gln

ttc

Phe

gac

‘Asp

tgg

Trp

gca

Ala

Ala

ctt

Leu

acc

Thr

ggc

Gly

ggc

Gly

Asp

ctt

Leu

gga

Gly

t‘;gc

Cys

435

agt

Ser

450

atc

Ile

465 -

cag

Gln

His

aag

Lys

gtt
val
420

tct

‘Ser

ggc

Gly

aat

Asn

Ala

aac
Asn
405
ttt

Phe

gat

Asp

act

Thr

gaa

Glu

Asp
390
gat

Asp

gga

Gly

cgt

gct

Ala

atc

Ile

470

Ile

gga

Gly

gag

Glu’

ggt

Gly

gac
Asp
455
ctt

Leu

Ile

gga

Gly

gat

Asp

tgc

Cys

440

ttc

Phe

tce

Ser

171

Arg

ctc

Leu

gcc

Ala

425

gac

Asp

ccc

‘Pro

aag

Lys

Gln

cca
Pro
410
gga

Gly

aac

Asn

tac

Tyr

ggg

Gly

gtgagtgctg tcaccgacaa tggtgccctt gaccégatgg

aggtattcct tcctccgtat ‘ccctagcaat cgaatctcca

.gtt

val

480

gtt

val

ggc

Gly

gtt

val

tct

Ser

gat

Asp

gag

Glu

gtg

val

atc

Ile

ggc

Gly

gag

Glu

atg

Met

530

gtt

val

aac.

Asn

gtg
val
515
cac

His

ttc

-Phe

géa
élu
500
atc

Ile

act

Thr

gtc
§a1
485
ggt

Gly

aag

Lys

gtg

val

aac

Asn

gat

Asp

act

Thr

gga

Gly

gcc

‘Ala

Ccgg.

gtt

val

cct

Pro

535

gac

Asp

aag

Lys

gca
Ala
520
gtc

val

tct

Ser

aac

Asn

505

gcc

Ala

ttg

Leu

ggt
Gly
490
ctc

Leu

aac

Asn

atc

Ile

Ile
395
ttg

Leu

tcg

Ser

ggc

Gly

ctt

Leu

aag
Lys

475

aacaggttgc gtctcaggcc

gaa

Glu

acc

Thr

tgc

Cys

gat

Asp

Gly

acc

Thr

aac

Asn

acg

Thr

gtc
val
460

gg9g

Gly

ggc

Gly

ctc

Leu

aac

Asn

gag
Glu

540

Ser

ggc

Gly
cgt
Axrg

ttg
Leu

445

act

Thr

tta

Leu

Ala

tat

Tyr

tgg
Trp
430
gca

Ala

ccCccC

Pro

Ser

gaa
Glu
415
ggc

Gly

atg

‘Met

gag

Glu

ctgactttag gac agc

. Asp Ser

tac atc aac

Tyr

tgg

Trp.

aac

Asn

.Ile

aaa

Lys

510

acc

Thr

525

tgg

Trp

tat

Tyr

Asn
495
gga

Gly

att

Ile

gac

Asp

2303

2351

2399

2447

2489

2549

2605

2653

2701

2749

2797
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aac

Asn

agc
Ser
560
gga

Gly

cct

Pro

ttc

Phe

gag

Glu

gaa

Glu

640

cca

Pro

acg

Thr

tta

Leu

cgg

ccec
Pro
545
ggc

Gly

aag

Lys

ctg

Leu

acc

Thr

acg

Thr

625

tac

TYyxr

gcc

Ala

gac

Asp

tac

Tyr

cga

aac

Asn

aac

Asn

acg

Thr

ctc

Leu

gag
Glu
610
ccc

Pro

tcg

Ser

tcc

Ser

tat

Tyr

atc

Ile

690

tcc

gtc

val

agt

Ser

CCg

Pro

acc
Thr
595
ggc

Gly

atc

Ile

aac

Asn

‘ggc

Gly

gca
Ala
675

tat

Tyr

cga

acc

Thr

ctc

Leu

ttt
Phe
580
aaa

Lys

gtc

val

tat

Tyr

atc

Ile

agc
Ser
660
gat

Asp

cct

Pro

ctt

gce

Ala

gtc
val
565
acg

Thr

cCccC

Pro

ttc

Phe

gag

Glu

tac
Tyr
645
acc

Thr

tac

Tyxr

tgg

Trp

acg

atc
Ile
550
gat

Asp

tgg

Trp

aac

Asn

atc

Ile

ttc
Phe
630
gtc

val

aag

Lys

ttg

Leu

ctt

Leu

gaa

gte

val

gtg

val

gga

Gly

aac

Asn

gac
Asp
615
999

Gly

cag

Gln

gcg

Ala

tac

Tyr

aac
Asn
695

atg

tgg

Trp

ctc

Leu

aag

Lys

ggc
Gly
600

tac

TYyr

tte

Phe

ccc

Pro

gct

Ala

cct
Pro
680
acg

Thr

aag

172

gce

Ala

tac

ggt

Gly

ggc

Gly

- 570

act
Thr:
585
aag

Lys

aga

Arg

ggt

Gly

ctt

Leu

cct
Pro
665
gag

Glu

acg

Thr

gcc

cgc

Arg

ggt

Gly

agg

Arg

ctg

Leu

aac
Asn
650
acc

Thr

gat

Asp

gac

Asp

gag

ctt
Leu
555

cgt

gag

Glu

gct

Ala

ttc

Phe

agt
Ser
635
gca

Ala

ttt

Phe

ata

Ile

ccce

Pro

gac

cca

Pro

gtc

val

tcg

Ser

CcCccC

Pro

gac

Asp

620

tat

Tyr.

cga

Arg

g9g

Gly

cac

His

gaa
Glu
700

tac

ggc

Gly

agc

Ser

tac

Tyr

cag
Gln

605

aag

Lys

act

Thr

cct

Pro

aat

Asn

aag
Lys
685

gaa

Glu

atc

cag

Gln

cccC

Pro

ggc
Gly
590
gac

Asp

tac

Tyr

act

Thr

tac

Tyr

atc
Ile
670
gtc

val

gtc

val

cca

gag

Glu

gga

Gly

575"

gct

Ala

gac

Asp

aac

Asn

ttt

Phe

acc

Thr

655

'agc

Ser

cca

Pro

ctc

Leu

tct

2845

2893

2941

2989

3037

3085

3133

3181

3229

3277-

3325
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Asn

Arg
705

ggc gcg

Gly Ala
720

cct ggt
Pro Gly
atc atc

Ile Ile

Ser

act

Thr

ggc

Gly

acc

Thr

Arg Leu

gat

gga

Asp Gly

Thr

tct

Ser

Glu Met
710
cct cag

Pro Gln

725

aac ccg

Asn Pro
740
aac acc
Asn Thr

755

ggt

Gly;

ggt

Gly

ctc tat

Leu
aac gtt

Asn Val

Val

173

Lys Ala Glu

ccc atc ctt

Pro Ile Leu

730

gat gag atg

Asp Glu Met

745

gtt

ggt gat

Gly Aép

-760

Asp Tyr Ile

715

ccg gca ggc

Pro Ala Gly

tac agg gta

val
gag gtt

Glu Val Pro

765

cct

Pro Ser

ggt gct
G;y Ala
735
tct gca
Ser Ala
750
cag ctg

Gln Leu

gtgagtttcg cagtctcatt gatatatgtc tttcgagttg gtcactgacc cgcgatctat

ag tat gtc tct ctt ggt ggt cca gat gac ccc aag gtc gtg ctc cgc.

. Tyr Val Ser Leu Gly Gly Pro Asp Asp Pro Lys Val Val Leu Arg

aac ttt gac

Asn Phe

735
acg acé
Thr Thr
800
gtt

aat tgg

Trp Val

815

tcg cgg

Ser Arg Lys

tccggaagga

tatccatagg
gaggaaaggc
ttctttcagt

ggttcagaéa

"AsSp

ttg

Leu

aaa

770

cgc atc
Arg Ile’
acg cga
Thr Arg
gtg

acc

val Thr

acg

Thr

cgc

Arg

aaa

Lys

7
.ctc cac

Leu His

75

caa

ccc ggce

Pro Gly Gln

790

gat atc

Asp Ile
805
tat ccc

Tyr Pro

820

ctg cac

Leu His
835
ggaagtaaaa
catatcaaga
aatgggpagé

agatagtgca

aagaaaatgt

ctg

Leu

cag gca

Gln Ala
acacaatgtt
ccactttggg
atggttcaag

ctccggttga

agaggtttca

tcg aac tgg

Ser Asn Trp

aag aca gtc

Lys Thr val
825
ctt

ccg cce

Pro Leu Pro
840
ttagttgtac
ttatatatat
gggaggaacc

gtcccaaata

aacacgctag

AsSp

780

cag aca atg

Gln Thr Met
795
cct

gac gcc

Pro Ala
810
atc

tac ggc

Tyr Ile Gly

cct tac tga

Pro Tyr

aggcgtcttt
atatatatat
gtcttgaaac
tagttttaat

ttgaccctga

tgg acc

Trp Thr
tcc cag
Ser Glh
.agc tct
Ser Ser

830

ggtttta

cgtttgtgat
ataagcggcc
tactcécaat
aatggtaaat

taggaattga

3373

3421

3469

3529

3576

3624

3672

. 3720

3769

3829
3889
3949
4009

4069
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gcatgaatgc
gtaggttgag
ctacaacgca
agagatcgag
atttttacat
ggagatcgcc
ctgtcggttg
aacgtcaatg
tctgctttcc
ttgttgagce
acgagcacat
cfcgtctacc
cgggtgagge
ctgtcccagt
ttcgcececgceca
accctcgect
cgcgcccgac
tcc.

<210> 22
€2ll> 843
<212> PRT

<213>

<400> 22

Met Arg Leu Gly Trp Leu

1

Ala Ser Ala Lys Asp Asp

Pro Trp Met Asn Gly Asn

35

Val Asp Phe Vval Ser Gln

50

ctacacattc
gttcacccta
tcagat;éga
ctgtcgaagt
cgtttaacat
tcggcgétct
gacccgégtc

ccagggggtg

acgttctttt

caaagaagaa
catcagcagc
cgctcactct
acgatgctgce
catcccggta
aggacaacat
tcctcacgtt

gcaccctcca

5

20

caagtcgtgt
caaataagcc
ggaaaattca

cggctggaac

gtagaaggta

tcgggagtat
cgaccgacgt
ctgggacagt
tttatcacct
ggagaagaaa

gtcttattat

cctcctegge

agaccctgcect
ttcccattcce
ctttaacgtc
aétcc;cacc

agccctgtcc

Thermoascus aurantiacus

Glu

Leu Ala

40
Leu

55

Leu Ala Val

Gly Glu Trp

Thr Leu

174

tagcgagtcg
aggatttaag
aatggcagaa
acaggtaaag
tctaaaatag
ctcgggagac
catcagcgca
tgcatatcaa
ttcacttccc
atgggctcga
caacattccc
tccctgtaca
ctggccccga
catagcaaca
tacttcgtca
cagcctgect

cgctacgcca

Ala
10

Ty; Ser Pro

25

Ala Glu

Ala Glu

atagccgatg
taaatacctg

gtgcgagcac

agaagtaata

taagtccaga
gcacatgacc

gcgcaggtca

tcgatcagtc'

ctgtcccact

caccccggaa

aaccaccggc
gagccattte
céatagcgtc
gcaacagccc
agatcggctg
acacaaacgc

tcgtcaccct

aacctaﬁtcc
ctcg;gaaat
ctcggtgaga
caattcattg
tatgggccat
gcgcttaacce
ggctgcgcge
aaﬁtaaagca
tgccttggga

cgggtggtcg

cctecgttete

ccccaccgeg

cgacatcaac

ggtcaattac

gttctggacg
cggtcccctg

actac¢tgga

Ala Ala Ala Thr val

bro Phe
30
Ala Tyr
45
Lys Val

60

Arg Arg

Asn Leu

15 -

Tyr Pro Sér

Ala

Thr

4129

4189

4249

4309

4369

4429
4489
4549
4609

4669

4729

4789
4849
4909
4969

5029

5089

5092



10

|1'5

20

25

30

Thr

65

Ile

Gly

val

Met

-val

145

Gly

Ile

Ile

Tyr

Thr

225

VGly

Ser

Asp

val

Ala

305

Gly

Pro

val

Ala

Gly

130

Ala

Phe

Lys

Gly

Gly

210

Leu

val

Cys

Phe

Gly

290

Phe

val

Arg

Ala

115

Glu

Gly

Ser

Gly

‘Asn

195

Phe

His

Gly

Ser

Gln

275

Ala

Gly

Gly
Leu
Phe
100
Thr
Glu
Pro
Pro
Ile
180
Glu
Asp
Glu
Ser
Asn
260
Gly

Ala

Thr

Trp
Gly

85

Ala

Trp

His

Leu

Asp

165

Gln
Met
Ile
Leu
Phe
245
Ser
Phe

Leu

Gly

Met
70

Phe
Asp
Asp
Arg
Gly
150

Pro

Asp

‘Glu

Thr
Tyr
230

Met

Tyr

val

Ala

Lys

310

Gln

Arg

.Lys

Gly

135

val

Ala

His

Glu

215

Leu

Cys

Leu

Met

Gly

295

Serxr

Glu

Gly

val

Asn

120

Lys

His

Leu

Gly

Phe

Lys

Leu

.Ser

105

Leu

Gly

Pro

Thr

val

185

200

Ser

Trp

Ser

Leu

Ser

280

Leu

Phe

val

Pro

Tyr

Asn

265

Asp

Asp

Trp

175

Cys

Cys

90

Ala

Ala

val

Asp

Gly

170

Ile

Gln

Ser

Phe

Val
75

Leu

Phe

Asp
Gly
155
val

Ala

ala

Ser

Ala

. 235

Asn

250

Lys

Trp

Met

Gly

Gln

Leu

Gly

Ser

Thr

315

Gly

Gln

Pro

Leu

val

140

Gly

Leu

Cys

Gly

Asn
220

Asp

val

Leu

Ala

Met

300

Asn

Glu

Asp

Ala

125

Gln

Arg

Met

Ala

Glu

205

Ile

Ala

Asn

Lys

His

285

Pro

Leu

Thr
Ser
Gly
110
Gly
Leu
Asn
Ala
Lys
190
Ala
Asp
val
Asﬁ
Ser
270
His

Gly

Thr

Gly

Pro

95

val

Lys

Gly

Trp

Glu

175

His

val

Asp

Arg

Ser

255

Glu

Ser

Asp

Ile

Ser
80

Leu
Asn
Ala
Pro
Glu

160

Thr

"Phe

Gly
Lys

Ala
240

Tyr
Leu
Gly
T-hr

Ala

320
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val

Pro
Ala
385
val
Phe
Asp
Trp

Ala

465

Ser

Asp

Glu

) val

Pro
545

Gly

Leu

Ile

val

Leu

370

Ala

Leu

Thr

Gly

Gly

450

Ile

Ile

Gly.

Glu
Met
530
Asn

Asn

Asn

Met

Asn

355

val

Asp

Leu

Gly

Cys

435

Ser

Gln

val

Asn

val

515

His

val

Ser

Gly

Ala

340

Phe

Gly

His

Lys

vVal

420

Ser

Gly

Asn

Phe

Glu

500

Ile

Thr

Thr

Leu

Thr
325
Ala
Asp
Gin
aAla
Asn
405
Phe
Asp
Thr
Glu
val
485
Gly
Lys
val

ala

val

565

val
Phe
Ser
Asn
Asp
390
Asp

Gly

Ala

Ile

Pro

Trp

Tyr

375

Ile

Gly

Glu

Gly

Asp

455

Leu

470

Asn

Asp

Thr

Gly

Ile

550

Asp

Ala
Arg
val
Pro
535

val

val

Glu

Lys

Thr

360

val

Ile

Gly

Asp

Trp
val
345
Lys
Lys
Arg

Leu

Ala

. 425

Cys
440
Phe
Ser
Asp
Lys
Ala
520
val

Trp

Leu

Asp

Pro

Lys

Ser

Asn

505

Ala

Leu

Ala

var

176

Arg

330

Gly

Asp

val

Gln

Pro

410

Gly

Asn

Tyr

Gly

Gly
490
Leu
Asn
Ile

Gly

Gly

570

val
Arg
Glu
Asn
Ile
395
Leu
Ser
Gly
Leu
Lys
475
Glu
Thr
Cys
Asp
Leu

555

Arg

Asp

Asp

Tyr

Asp

Arg

Gly

- 365

Asp
380
Gly
Thr
Asn
Thr
val
460
Gly
Gly
Leu
Asn
Glu
540

Pro

val

Lys

Ser

Gly

Arg

Leu

445

Thr

Leu

TYTX

Trp

Asn

525

Txp

Gly

Ser

Met

- 350

val

Ala

Tyr

Trp

430

Ala

Pro

Asp

Ile

Lys

510

Thr

Tyr

Gln

Pro

Ala

335

Gln

Glu

Asp

Ser

Glu

415

Gly

Met

Glu

Ser

Asn

495

Gly

Ile

Asp

Glu

Gly

575

val

val

His

val

val

400

Lys

Ala

Gly

Gln

val

480

val

Gly

val

Asn

Ser -

560

Gly
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Lys

Leu

Thr

' 610

Thr

625

Tyr

‘Ala

Asp

Tyr

705

Ala

Gly

'Ile

val

Asp

785

Leu

val

Thr
Leu
Giu
Pro
Ser
Ser
TYyY
Ile
‘6A90
Ser
Thr
Gly

Thr

Ser

Pro
Thr
585
Gly
Ile
Asn
Gly
Ala
675
™YY
Arg

Asp

Asn

Phe
580
Lys
val
TYyTr
IAle
Ser
660
Asp
Pro
Leu

Gly

Pro

Thr

Pro

Phe

Glu

Tyr

645

‘Thr

Tyxr
T?p
Thr
Ser

725

Gly

" 740 -

Asn

755

Leu

770

Arg

Thr

val

Ile

Arg

Thr

Thr

Gly

Thr

Lys

820

Gly
Giy
Leu
Asp

805

Tyr

Trp

Asn

Ile

Phe

630

val

Lys

Leu

Leu

‘Glu

710

Pro

Leu

Asn

Pro

Gly

Asn

Asp

615

:Gly

Gln

Ala

Tyr

Asn

695

Met

Gln

Tyr

val

Asp

775

His
790

Ile

Pro

Pro

Ser

Lys

Lys
Gly
600
Phe
Pro
Ala
Pro
680
Thr
Lys
Pro
Asp

val

760,

Asp

Gly

Asn

Thr

Thr
585

LYS

Gly
Leu
Pro
665
Glu
Thr
Ala
Ile
Glu
745
Gly
Pro
Gln

Trp

val

825

177

Arg

Gly

Arg

Leu

Asn

650

Thr

Asp

Asp

Glu

Leu

© 730

Met

Asp

Lys

Gln

Glu

Ala

Phe

Ser

635

Ala

Phe

Ile

Pro

Asp

715

Pro

Glu

val

Thr

© 795

Asp

810

Tyr

Pro

Ile

Ser

Pro

Asp

620

Tyr

Arg

GlyA

His
Glu
700
Tyr
Ala
Arg
val
val
780
Met

Ala

Gly

Gln

605

Lys

Thr

Pro

Asn

Lys

685

Glu

Ile

Gly

val

Pro

765

Leu

Trp

Ser

Ser

Gly
590
Asp
TyTr
Thr
Tyr
ile
670
val
val
Pro

Gly

Ser

Ala’

Asp
Asn
Phe
Thr
§5 5
Ser
Pro
Leu
Ser
Al;

735

ala

750 .

Gln

Thr

Gln

Ser

830

Leu

_Asn

Thr

Asn
815

Ser

Pro
Phe
Glu
Glu
640
Pro
Thr
Leu
Arg
Gly
720
Pro
Ile
Tyr
Phe
Thr
800

Trp -

Arg
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Lys Leu His Leu Gln Ala Pro Leu Pro Pro Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<221>

" <222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>
<223>
220>
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

- <220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

835

23

3510

DNA

840

Acremonium thermophilum

CDs

(391) ..

fntron

(448) ..

CcDS

(540) ..

fntron

(686) ..

CDS

(760) ..

intron

(1149) ..(1217)

CDS

(447)

(539)

(685)

(759)

(1148)
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"Trp

aag

<222> (121
<223>
<400> 23

gcaggtagct
ccatg&acgc
tatattacgt
ttcecgeteeg
ctaccecgttc

ggcgctette

acgacgtcac

8)..(3208)

acgabattcg
ccgcectcetta
cgatgtcacc
catctcgtga
cacaagagcc
aﬁcgcaccaa

acgggactga

acggtccacg
ggtcgagcga
cgcaggatgc
aéctaaaccc
étégctagag
tctcgacaac

ctacgaagac

179

cccagtggceg
ggtataacat
gagcaccatt
acgcgggcac
égagaagggc

ccggcagacg

tctgctcégc
actatctgca
acttcgtgtc
actgcttctﬁ
agccaaggga

tcaccaccgg

cgtctgggaa
cggctaccta
tcaccecgccce
gtgagagcct
ccggtcaagc

ctccegeege

atg agg cag gcc ctt gtt tcg ctg

Met Arg Gln Ala Leu Val Ser Leu

1

5

gce ttg ctg gcc age age cct gtt teg gecg gcg gtgaccgcca gggacgccca

10

ggtatggtcc caactgctct tcctccctgt ttcctectet accggtgctg aéaacgacaa_

15

Ala Leu Leu Ala.Ser Ser Pro Val Ser Ala Ala

tagctgcacc ag cga gaa. ctc gecc act tcec gac cct tte tat cct tcg cca

aac

tgg atg

Met

Asn

Arg Glu Leu Ala Thr Ser Asp Pro Phe Tyr Pro Ser Pro

20
cct

Pro

35

gcg ttc

Lys Ala
50
act

ggc atc

Thr G;y

65

cattcaggaa gtgctaatga tgggcggttg acag ¢ tgg caa gga gga caa

gtg ggc éac gtc ggt tcc gtc ccg cgt ctcAggc ctt cgc agc ctg

Phe Vval

Ile

gtt

g9

Gly

gaa gcc

Glu Ala

tcec cag

Ser Gln

aat

Asn

‘40

ctg

Leu

55

ggc tgg

Gly Trp

acg ctc

Thr. Leu

25
gag gac

Glu Asp

ttg

gaa

Leu Glu

3

gcec tac gcc

Ala Tyr Ala

45
aag gtc aac
Lys Val

60

Asn

0

aag gcé
Lys Ala
ctg acg

Leu Thr

gtgagtcttg ttctctecctg tagaaccgec taccagaaga

tgc -

Trp Gln Gly Gly Gln Cys

70

tgc

60
120
180
240
300
360

414

467

527

578

626

674

725

778

826
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val

75

atg

Met

ttc

Phe

aac

Asn

aac

Asn

gg9g9
Gly

155

att

Ile
gct
Ala
aa

Glu

tcc

Ser

tat

Gly

cag

Gln

ccc

Pro

cgt

gtc
Va}
140
gga

Gly

gcc.

Ala

tgc

Cys

cac

His

gag
Glu
215

ctg

Asn

gac

Asp

tct

Ser

cgce

Arg

125

ctg

Leu

cga

Arg

‘ttg

Leu

gcc

Ala

ttc
Phe
200
tcg

Ser

tgg

val Gly

tcc cce

Ser Pro
- 95

ggt cag

Gly Glin

110

ggc aat

Gly Asn

cte ggc

Leu Gly

aac tgg

Asn Trp

Ser
80
gtg

val

acc
Thr
gcc
Ala

ccg

Pro

val

ggt

Gly

acg

Thr

atg

Met

gtc

val

© 145

gag

‘Glu

. 160

gcec gaa

Ala Glu

175
aag cat
Lys His

190

cgc cag

Arg Gln

ctg tcg

Leu Ser

cce ttc

acg

Thr

ttc

Phe

tcc

Ser

tcc

Ser

gcc

ggc

Gly

atc

Ile

atc

Ile

ggc

Gly

aac
Asn
220

gac

Pro

atc

Ile

gct

Ala

ggc
Gly
130
gct

Ala

ttc’

Phe

aag

Lys

gcg

Ala

gag
Glu
205
atc

Ile

ggc

Arg

cgc

Arg

gcc
Ala
115
cag

Gln

gge

Gly

tce

Ser

gga

Gly
aac
Asn

195

gcc

Ala

gac

Asp

gtg

180

Leu

ttt
Phe
100
acc

Thr

gag

Glu

ccc

Pro

cccC

Pro

atc
TIle
180
gaa

Glu

cag

Gln

gac

Asp

cgt

Gly
85

ggg

Gly

“ttc

Phe

cac

His

att

Ile

gac

Asp

165

cag

Gln

cag

Gln

) gaacgcggga cgtgctctga tgcaaaccca cgagcactga

ggc

Gly

aag

Lys

gce

Leu

gac

Asp

gac

Asp

aaa

Lys

ggc
Gly
156
ccc

Pro

gat

Asp

Arg

tac

TYyr

aag

Lys

gga
Gly
135

cgt

gtc

val

gct

Ala

Ser

gtc

val

ggt
Gly
120

aag

LyS

acg

Thr

cta

Leu

ggt

Gly

Leu

tcc
Ser
105
ctg

Leu

ggt

Gly

ccc

Pro

acg

Thr

gtc

val

© 185

g gtgcgtgatg

ccacgctttec ctcgaacag

tac ggc ttt

Tyr

acc
Thr

225

ggc

Gly
210
atg

Met

gtc

Phe

cac

His

ggc

gac

Asp

gag

'Glu

gcc

Cys
90
gtc

val

atg-

Met

gtc

Val.

gag

Glu

ggt
Gly
170
att

Ile

atc

Ile

ctg

Leu

atc

874

922

970

1018

1066

1114

1158

1217

1264

1312

1360
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_230
atg

Met

aag

Lys

gtc

val

gcc

Ala

ctc
Leu
310
gtc

val

ttc

Phe

teg

Ser

gac

Asp

agc
Ser

390

Leu

tgc

Cys

acc

Thr

atg

Met

ggc
Gly
295
agce

Ser

ccc

Pro

ttc

Phe

tgg

Trp

cgc

375

ctc

Leu

Trp

tcg

Ser

ctg

Leu

agc
Ser
280
ctg

Leu

tac

TYyr

gag

Glu

aag

Lys

acc

Thr

360

cag

Gln

atc

Ile

Pro

tac

aac
Asn
265
Qac

Asp

gac

Asp

tgg

Trp

tac

Tyr

acc
Thr

345

acc.

Thr

cag

Gln

cge

Arg

Phe

aac
Asn
250
aac

Asn

tgg

Trp

atg

Met

ggc

Gly

cgc

Arg

330

ggc

Gly

géc

Asp

atc

Ile

gag

Glu

Ala
235
cag

Gln

ctg

Leu

cag

Gln

acc

Thr

acg

Thr

‘315

atc

Ile

cag
Gln
acc

Thr

aac

Asn

atc

Ile

395

Asp

atc

Ile

ctc

.Leu

gcc

Ala

atg

Met

300

aac

Asn

gac

Asp

acc

Thr

ttc

Phe

tgg
Trp
380
gcg

Ala

Gly

aac

Asn

aag

Lys

cag

Gln

285 -

ccc

Pro

ctc

Leu

gac

Asp

ctg

Leu

ggc.

Gly
365
cac

His

gcc

Ala

val

aac

Asn

aac
270
cac

His

ggc

Gly

acc

Thr

atg

Met

181

tcg

Ser

255

gag

Glu

acc

Thr

gac

Asp

ctc

Leu

gﬁc

val

" 335

gac

Asp

350

ccg

Pro

gtc

val

aag

Lys

ctg

Leu

ctc

Leu

aac

Asn

gga

Gly

Ala
240
tac

Tyxr

ctc

Leu

ggc

Gly

acc

Thr

gcc

Ala

320

atg

Met

ccg

Pro

cac

His

gtc

vVal

acc

Thr

1400

Gly

ggg

Gly

ggc

Gly

gcg

Ala

agc

Ser

' 305

gtc

val

cgce

ccc

Pro

ttc

Phe

cag

Gln

385

gtc

val

val

tgc

Cys

ttc

Phe

gcc

Ala

ttc

Phe

ctg

Leu

atc

Ile

atc

Ile

gcc
Ala
370
gac

Asp

ctg

Leu

Gly

cag

Gln

cag
Gln
275
agc

Ser

290

aac

Asn

aac

Asn

atg

Met

aac
Asn
355

gtc

val.

aac

Asn

ctg

Leu

Ala’

aac

Asn

260

ggc.

Gly

gcc

Ala

acc

Thr

ggc

Gly

gcc
Ala
340

ttc

.Phe

aac

Asn

cat

His

aag

Lys

Ile
245
tcc

Ser

ttc

Phe

gtc

val

ggc

Gly

acc

Thr

325

gce

Ala

gac

Asp

gag

Glu

ggc

Gly

aac
Asn

405

1408

1456

- 1504

1552

1600

1648

1696

1744

1792

1840
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acc

Thr

gac

Asp

gga

Gly

aac

Asn

atc
Ile
470
gac

Asp

ttc

Phe

gag

Glu

atc

Ile

tcg
Ser
550

acc

ggg

Gly

gac

Asp

tgc

Cys

ttc
Phe
455
aag

Lys

cag

Gln

gte

val

ggc

Gly

aag
Lys
535
acc

Thr

gcc

tcc

Ser

gcg

Ala

gac

Asp

440 -

ccc

Pro

gac

Asp

acc

Thr

aac

Asn

gac

Asp

520

agc

Ser

ggc

Gly

atc

ctc

Leu

ggc
Gly
425

gtc

val

tac

Tyr

ggc

Gly

aag

Lys

gcc

‘Ala

505

‘cgc

Arg

gtg

val

ccc

Pro

ctg

ccg
Pro
410
ccec

Pro

ggce

Gly

ctg

Leu

acc

Thr

gcg

Ala

490

gac

Asp

aag

Lys

gcce

Ala

gtc

val

tgg

ctc

Leu

aac

Asn

acc

Thr

atc

Ile

cgc
Arg

475

ctg‘

Leu

tcg

Ser

aac

Asn

ggc

Gly

ctc
Leu
555

gcc

aac

Asn

ccg

Pro

ctc

Leu

acc
Thr
460
tac

Tyr

gtc

val

ggc

Gly

ctc

Leu

tgg
Trp
540
gtg

val

ggc

aag

Lys

gcg

Ala

ggc
Gly
445
ccg

Pro

gag

Glu

acc

Thr

gag

Glu

acg
Thr
525
aac

Asn

acc

Thr

gtg

ccc

Pro

gga
Gly
430
atg

Met

gac

Asp

agc

Ser

cag

Gln

ggc
Gly
510
ctc

Leu

ccg

Pro

gac

Asp

ccc

182

aag

Lys

415
cce

Pro

gcc

Ala

gcce

Ala

gtg

val

gece
Ala
495
tac

Tyr

tgg

Trp

aac

Asn

tgg

Trp

ggg

ttc

Phe

aac

Asn

tgg

Trp

gcg

Ala

ctg
Leu
480
aac

Asn

atc

Ile

cac

His

acc

Thr

tac
Tyr
560

cag

ctc

Leu

gcc

Ala

ggc

Gly

ctg
Leu
465
tce

Ser

gcc

Ala

aac

Asn

gac

Asp

atc
ile
545
gac

Asp

gag

gtc

val

tgc

Cys

tcc
Ser
450
cag

Gln

aac

Asn

acg

Thr

gtc

val

ggc
Gly
530
gtc

val

cac

His

tcc

gtg

val

cce
Pro
435

ggc

Gly

gcg

Ala

tac

Tyr

gcc

Ala

gac

AsSp’

515

gac

Asp

gtc

val

CcCccC

Pro

ggc

gtc
val
420
gac

Asp

tcg

Sei

cag

Gln

cag

Gln

atc
Ile
500
ggc

Gly

gcc

Ala

atc

Ile

aac

Asn

aac

ggc

Gly

cgc

gcc

Ala

gcg

Ala

ctc
Leu
485
gtc

val

aac

Asn

ctg

Leu

cac

His

atc
Ile
565

gcc

1888

1936

1984

2032

2080

2128

2176

2224

2272

2320

2368
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Thr

atc

Ile

ttc

Phg

act

Thr

gtc

val

630

tac

Tyr

atc

Ile

acg

Thr

gac

Asp

tac

Tyx

710
éac

His

Ala

acc

.Thr

acc

Thr

cCcC

Pro

615
ttc

Phe

gag

Glu

cag

Gln

acc

Thr

tac

Tyr

695

ccg

Pro

tac

TYX

Ile

gac

Asp

tgg
Trp
600
aac

Asn

atc

Ile

ttc

Phe

gtg

val

atc

Ile

680
ctc

Leu

tac

Tyr

ggc

Gly

Leu

gtc
val
585
ggt

Gly

aac

Asn

gac

Asp

ggc

Gly

gtc

val

Trp
570
ctc

Leu

ccg

Pro

ggc

Gly

tac

Tyx

cac

His

650

aag

Lys

665

ccc

Pro

ttc

Phe

CC_C

Leu

aag

Lys

gcg

‘Ala

cég

Pro

aac

Asn

acyg
Thr

730

Ala

tac

acc

Thr

aag

Lys

cgc
Arg
635
ggc

Gly

tcec

Ser

cccC

Pro

tcg

Ser

tcc
Ser
715
ocg

Ala

Gly

gga

Gly

cgc

:Arg

ggc
Gly
620
cac

His

ctc

Leu

aac

Asn

acg

Thr

gac
asp
700
acc

Thr

gce

Ala

val

aaa

Lys

gag
Glu
605
gcg

Ala

ttc

Phe

agc

Ser

gce

Aia

ttt

‘Phe

685

cag

Gln

gac

Asp

gag

Glu

Pro

gtc

val

.590

agce

Ser

ccg

Pro

gac

Asp

tac

Tyxr

gge

Gly

670

ggc

Gly

ttc

Phe

ccg

Pro

ttt

Phe

183

Gly
575
aac

Asn

tac

TYX

cag

Gln

cgc

Arg

acg
Thr
655
gdg
Ala
agc

Ser

cgc

Arg

gcce

Ala

ctg
Leu

735

Gln

ccg

Pro

ggc

Gly

cag

Gln

acc

Thr

640

acg

Thr

tac

Tyr

ttc

Phe

tac

Tyr

aag
Lys
720
ccg

Pro

Glu

tcg

Ser

acc

Thr

gcc

Ala

625

aac

Asn

ttc

Phe

aag

Lys

tcc

Ser

atc
Ile
705
gcg

Ala

ccg

Pro

Ser

ggc

Gly

gac
Asp
610
ttc

Phe

gcg

Ala

cag

Gln

ccc

Pro

Gly

cgc
Arg
595
gtc

val

tcc

Ser

tcc
Ser
tac
TYyTr

acg

Thr

675

aag

Lys

690

acc

Thr

tcg

Ser

cac

His

gac

Asp

cag

Gln.

ctc

Leu

gcg

Ala

Asn’

580

agc

Ser

ctc.

Leu

gag

Glu

gtc

val

agc.

Ser
660

acg

Thx

ctc

.Leu

tac

Tyr

gac

Asp

ctg
Leu

740

Ala

ccc

Pro

tac

Tyr

ggc

Gly

atc

Ile

645

aac

Asn

ggc

Gly

aag

Lys

atc

Ile

ccg

Pro

725 .

gac

Asp

2416

2464

- 2512

2560

2608

2656

2704

2752

2800

2848
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agc

Ser

ggc

Gly

acc

Thr

tcg
Ser
790

cgc

acc

Thr

atc

Ile

ctg

Leu

aac

Asn

aac

Asn

aac
Asn
775
ctg

Leu

atc

Ile

cgc

Arg

agc

Ser

gaa
Glu

855

ccg

Pro

cgc
Arg
760
acg

Thr

ggc

Gly

cgce

Arg

cgg

Arg

aag
Lys
840
ctc

Leu

cag
Gln
745

cag

Gln

ggc

Gly

gg9g

Gly

atc

Ile

gat
Asp
825

tac

‘Tyr

-tce

Ser

ccg

Pro

ctg

Leu

agc

Ser

cCccC

Pro

gac
Asp
810
ctc

Leu

ccc

Pro

gcc

Ala

ctg

Leu

tac

Tyr

atc

Ile

gac
Asp
795
ccg

Pro

age

Ser

aag

Lys

gac

Asp

ctg

Leu

gac

Asp

gtg
Val
780
gac

Asp

ggc

Gly

aac

Asn

aag

Lys

cte
Leu

860

ng

Arg

atc
Ile

765

ggt:

Gly

ccc

Pro

aag

Lys

tgg

Trp

gtg
val
845
gcg

Ala

tcg
Ser
750
ctg

Leu

gcg

Ala

aaa

Lys

acg

Thr

gac
Asp
830

tac

Tyr

tgatc;ggcg acggccaagt acgtatgtgg

184

tcg

‘Ser

tac

Tyr

gag

Glu

gtg

val

gcg
Ala
815
ccg

Pro

atc

Ile

ggc

Gly

acg

Thr

gtg

val

gtc
val
800
cag

Gln

gcg

Ala

ggc

Gly

aag

Lys

gtg

val

ccg
Pro
785
ctg

Leu

ttc

Phe

atc

Ile

cgg

Arg

aac

Asn

aég
Thr
770
cag

Gln
cgce
cgce
Arg

cag

Gln

agc
Ser

850

gag
Glu
755
ggg

Ala

ctg

Leu

ggg

Gly

gtc

val

gac
Asp
835
agc

Ser

cccC

Pro

gac

Asp

tac

Tyr

ttc

Phe

acc
Thr
820
tgg

Trp

agg

Arg

ggce

Gly

atc

Ile

gtg

val

gac

Asp
805
ctg

Leu

gtc

val

aag

Lys

actgccatcc

atactctctc

actcgaattt

ccgtcttagt
tgtataggtg
<210> 24
<211> 861

<212> PRT

gaacacctat

‘cattgcacat

atgcatgcgt
tcgtccatcc

ccattgctag

actttttggce
ttctaatgta
acaaagtgtg
ctctctcgaa

caatgcaagc

taggtagggg
aatatatata
ttgaacaagﬁ
tgcgctgtat

tt

gagcagcaag
tcattaattg
ttcggtccag

acacatgcgt

gcctgagcecat
ggagacccaa
cagatagtaa

atatagacgt

2896

2944

2992

3040

3088

3136

3184

3238

3298

3358

3418

3478

3510
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<213>

<400>

24

Met Arg Gln

1

Ser
Trp
Lys
Thr
65

val
Gly
Thr

Met

‘vVal

145

Gly

Ile

Ile

Tyr

Thr

225

Ala
Met
Ala
50

Gly
Pro
Ile
Ala
Gly
130
Ala
Phe

Lys

Ala

Gly

210

Met

Ala

Asn

35

Phe

Ile

Arg

Arg

‘Ala

115

Gln

Gly

Ser

Gly

Asn

195

Phe

His

Ala Leu
"5
Arg Glu

20

Pro Glu
val Ser
GlyATrp
Leu Gly
85

Phe Gly

100

Thr Phe’

Glu His

Pro Ile

Pro Asp

165
Ile éln
180

Glu Gln
Asp Ile

Glu Leu

val

Leu

Ala:

Gln
Gln
70

Leu
Asp
Asp
Lys
Gly
150
Pro
Asp
Glu

Ser

Tyr

230

Ser

Ala

Asn

Leu

55

Gly

Tyr

Lys

Gly

135

Arg

val

Ala

His

Glu

215

Leu

Acremonium thermophilum

Leu
Thr
Gly
40

Thr
Gly
Ser

val

Gly

Ala

.Ser

25

Trp

Leu

-Gln

Leu

Ser
105

Leu

120

Lys
Thr
Leu
Gly
Phe
200

Ser

Trp

Gly

Pré

Thr

val

185

Arg

Leu

Pro

Cys

185

Leu
10

Asp
Glu
Leu
Cys
90

val
Met
val
Glu
Gly
170
Ile
Gln

Ser

Phe

Leu

Pro

Asp

Glu

val

75

Met

Phe
Asn
Asn
Gly
155
Ile
Ala
Ser

Ser

Ala

‘235

Ala

Phe

Ala

Lys

60

Gly

Gln

Pro

val

140

Gly

Ala

Cys

Gly

Asn

220

Asp

Ser

Tyr

45

val

Asn

Asp

Ser-

Arg

125

Leu

Arg

Leu

Ala

Glu

205

Ile

Gly

Ser

Pro

30

Ala

Asn

val

Ser

Gly

110

Gly

Leu

Asn

Ala

Lys.

190

Ala

Asp

val

Pro

15

Sexr

Lys

Leu

Gly

Pro

95

Gln

Asn

Gly

Trp

Glu

175

His

Gln

Asp

Arg

val
Pro
Ala
Thr
Ser
80

val
Thr
Ala
Pro
Glu
160
Thr -
Phe
Gly

Lys -

Ala

240
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Gly

Gly

Gly

Ala

val

Cys

Phe

Ala

. 290

' Ser

305

val

Pro
Phe
Gln
385
val

Leu

Ala

) Gly

Leu

465

Ser

Phe

Leu

Ile

Ile

Ala

370 -

Asp

Leu

val

Cys

Ser

450

Gln

Asn

Gly

Gln

Gln

275

Ser

Asn

Asn

Met

Asn

355

Val

Asn

Leu

val

Pro

435

Gly

Ala

Tyr

Ala

Asn

260

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

340

Phe

Asn

His

Lys

val

420

Asp

Ser

Gln

Gln

Ile
245
Ser
Phe
val
Gl-y
Thr
325
Ala
Asp

Glu

Gly

Asn

405

Gly

Arg

Ala

aAla

Leu

485

Met

Lys

val

Ala

Leu

310

val

Phe

Ser

Asp

Ser

Cys

Thr

Met

Gly

295

Ser

Pro

Phe

Trp

Arg

375

Leu

390

Thr

Asp

Gly

Asn

Ile

470

Asp

Gly

Asp

Cys

Phe

455

Lys

Gln

Ser

Leu

Ser

280

Leu.

Tyxr

Glu

Lys

Thr'

360

Gln

Ile

Ser
aAla
Asp
440
Pro

Asp

Thr

Tyr

Asn

265

Asp

Asp

Trp

Tyr

Thr

345

Thr

Gln

Arg

Leu

Gly

425

val

Tyr

Gly

Lys

186

Asn

250

Asn

Trp

Met

Gly

Arg

330

Gly

Asp

Ile

‘Glu

Pro
410
Pro
Gly
Leu

Thr

Ala

490

Gln

Leu

Gln

Thr

Thr

315

Ile

Gln

Thr

Asn

Ile

395

Leu

Asn

Thr

Ile

Arg

475

Leu

Ile
Leu
Ala
Met
300
Asn
Asp
Thr
Phe
Trp
380
Ala
Asn
Pro

Leu

Thr
460

Tyr

val

Asn

Lys

Asn

Asn

- 270

Gln

285

Pro

Leu

Asp

Leu

Gly
365

His

Ala

Lys

Ala

Gly

445

Pro

Glu

Thr

His

Gly

Thr

Met

Asp

350

Pro

val

Lys

Pro

Gly

430

Met

Asp

Ser

Gln

Ser

255

Glu

Thr

Asp

Leu

val

335

Leu

Leu

Asn

Gly

Lys

Leu
Gly
Thr
Ala
32 0
Met
Pro
His
Val

Thr

400

‘Phe

415

Pro

Ala

Ala

‘Val

Ala

495

Asn

Trp

Ala

Leu

480

Asn
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Ala

Asn

Asp

Thr
val

G ly

' 530

Ile

545

Asp

-Glu

Ser
Thr
Ala

625

Asn

" Phe

Lys

Ser

Ile

Ala

Pro

val
gis
Ser
Gly
Asp

610

Phe

Ala

Gln

Pro

Lys

Ala

Asp

515

Asp

val

Pro

Gly

Arg

Ile

500

Gly

Ala

Ile

Asn

Asn

val

Asn

Leu

His

Ile

565

Ala

580 -

Ser

595 |

val

‘Ser

Ser

Tyxr

Leu

Glu

val

Ser

' 660

Thr

675

Asp

690

Thr

705

Ser

His

Gln

Leu

Ala

Thr

Leu

Tyr

Asp

Leu

740

Pro
T.yr
Gly
Ile
V645
Asn
Gly
Lys
Ile
Pro

725

Asp

Phe

Glu

Ile

Ser

550

Thr

Ile

Phe

Thr

‘vVal

630

Tyr

Ile

Thr

Asp

val

Gly

Lys

535

: Thr

Ala

Thr

Thr

Pro

615

Phe

Glu

Gln

Thr

Tyr

. 695

TYYX
710

His

Ser

Pro

Tyr

Asn

Asn

Asp

520

Ser

Gly

Ile

Asp

Trp

600

Asn

Ile

Phe

val

Ile

680.

Leu

Tyr

Gly

Pro

Ala

505

Val

Pro

Leu

Val

585

Gly

Asn

Asp

Gly

187

Asp

Lys

Ala

val

Trp

570

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

" 650

val

665

Pro

Phe

Leu

Lys

Gln

745

Lys

Ala

Pro

Asn

Ser
Asn
Gly
Leu

555

Ala

Tyr

Thr

Lys

Arg

635

Gly

Ser

Pro

Ser

Ser

© 715

Thx

730

Pro

Ala

Leu

Gly

Leu

Trp

540

val

Gly

Gly.

Arg

Gly

620

His

Leu

Asn

Thr

Asp

700

Thr

Ala

Leu

Glu

Thr

525

Asn
Thr
val
Lys
Glu
605
Ala
Phe
Ser
Ala
Phe
685
Gln
Asp

Glu

Arg

Gly
510
Leu
Pro
Asp
Pro
Val
590
Ser

Pro

Asp

Tyr

Gly

670 .

Gly

Phe

Pro

Phe

Ser

750

Trp

Asn

Trp

Gly

575

Asn
Tyr
Gln
Arg
Thr
655
Ala

Ser

Arg

Ala

Leu
735

Ser

‘Ile

His

Thr

Tyr
560
Gln
Pro
Gly
Gln
Thr

640

Thr ‘
Tyr
Phe
Tyr
Lys
720

Pro .

Gly
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tgcggggttyg ctgcgactta attaataact ggcaaaacgg cccggagctc agctctgacc

o
e
val
Asp
895

Leu

val

Lys-

Lys Asn Glu Pro
755
Val Thr Ala Asp
770
Pro Gln Leu Tyr
785
Leu Arg Gly Phe
" Phe Arg ValvThr
820
Ile Gln Asp Trp
835
Arg Se; Ser Arg
850
<210> 25
<211> 3392
<212> DNA
<213>
<220>
<221> CDS
_<222> (608) ..(2405)
<223>
<220>
~ <221> fntron
<222>
<223>
- <220>
<221> CDS
<222>
<223>
<400> 25

Gly
Thr
Ser
790
Arg
Thr
Ile

Leu

Asn

Asn

775

Leu

Ile

Arg

Ser

Glu

© 855

(2406) ..(2457)

(2458) .. (2861)

Arg
760

Thr

Gly

Arg

Lys
840

Leu

Chaetomium thermophilum.

Gln

Gly

Gly

Ile

Asp

825

Tyr

Ser

188

Leu

Ser

Pro

TYr

Ile

Asp

-795

Asp

Pro

810

Leu

Pro

Ala

Ser

Lys

Asp

Asp
val
780
Asp
Gly
Asn

Lys

Leu

860

Ile

765

Gly

Pro

Lys

Trp

val

845

Ala

Leu

Ala

Lys

Thr

Asp

830

Tyr

Glu

val

Ala

815

Pro

Ile

Thr

val

val

800 -

Gln

Ala

Gly
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» val

-Gly

tcc

tccgccacat
ttcttecegee
cgcgcacagce
tagccgctga
gtcc;aggtc
tgécgccgag
tattagggaa
taaaagatgt
acaggttcaa
ttccétc atg
Met
1

gcc

cgg ggt

Ala Arg Gly

15

acc ggg acg

Thr Gly Thr

gtg tcg aga

Ser

ggc tgg

Trp Gly

65

atc aac tac

Ile Asn Tyr

80
gcc acc

Ser Ala Thr

95
acc

tgg gat

ccgctcggca
tgctccccac
gtcttcccac
gtccbacaac
tgttcatgag
cgggccagca
ccggtecttt
cgagttgccg

tcatcagtcc

ccatgccagc
tgccgatggce
cagttgcctt
gccgagatgt
tgtgtttgtg
catgtcgaga
tétcggagcc
ttatatatcg

tcgeccgtgag

189

gcgttgcaac
catctgcacc
gctcatgacg
ctttggccct
gggccgaagg
gagacatgga
gtgatccgag
égggcctgta

acgtagcgcg

ggt

gct

Ala

gcc

Ala-

gcc

Ala

tta
Leu
50

aag

Lys

cca

Pro

age

Ser

gtg

ctt

Leu

ctg

Leu

gcc

Ala’

35

tca

Ser

ggt

Gly

cag

Gln

gtc

Val

gag

cat

His

agc
Ser
20

tgg

Trp

cag

Glp

cct

Pro

ctc

Leu

acg
Thr
100

ttg

gce
Ala
5

caa

Gln

gat

Asp

caa

Gln

tgc

Cys

tgc
Cys
85

gcc

Ala

atc

‘gtc

ttc ttg
Phe Leu

cct gac

Pro Asp
gcc

gcc

Ala Ala

gac aag
Asp
55

ggc
val Gly
70

ctg cag
Leﬁ Gln
ttc

acg

Phe Thr

cgg cag

Lys

ttg

Leu

‘aac

Asn

cac
His
40

aﬁc

Ile

aat

Asn

gat

Asp

ccg

Pro

cgt

ctg

Leu

gtc

val

25

tcg

Ser

aac

Asn

acg

Thr

ggc

Gly

ggc
Gly

105

ggt

att

ggcatgaagc
ccagctcgte
ctgttaaaga
ttacaagéca
acacctcagt
catttatccc
agcgttcggé
gctatgtgcce
ctgaactagc
tca

gca gca

Ala Ser Ala

10

cgt cgc gct

Arg Arg Ala

cag gct gcc

Gln Ala Ala

gtc acc

Ile val Thr

60

aac cct gtc

Asn Pro Val

75

cca ctg

Pro Leu

90

att caa gcc

Ile Gln Ala

gtc tac cta

gctcaggttt

acatttatct

tggccctace

cgccatggcec
ggccacgaaa
cgagatgctg
agtcgttgag
ctctattcfc

gctcgatatc

ggt.

Gly

ttg

Leu

gct

Ala.

gct
Ala
45

ggc

Gly

.tac

Tyr

atc

Ile

gcg

Ala

gga

ctg

Léu

cecg

Pro

30

gcc

Ala

gtt

val

agc

Ser

cgc

Arg

tcg

Ser -

110

cag

120
180
240
300
360
420
480
540
600

649

697

745

793

841

889

937

985
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gag

Glu

gct

Ala

' tcc

Ser

att

Ile

175

gag

Glu

act

Thr

aac

Asn

ctc

Leu

~ggc

Gly

255

- gtg

val

Trp

gcc

Ala

ctt

Leu

gac
Asp
160
cag

Gln

cag

Gln

atg

Met

gtg

val

tgc
Cys
240
ttc

Phe

ggce

Gly

Asp

cgg

Arg

ggc
Gly
145
ccc

Pro

tcg

Ser

gaa

Glu

cac

His

gcc

Ala

225

gag

Glu

cgc

Arg

tcg

Ser

val

gga
Gly
130
aag

Lys

tac

Tyr

gag

Glu

ctc

Leu

gag

Glu

'210

agce

‘Ser

aac

Asn

ggc

Gly

gcc

Ala

Glu
115
act

Thr

atc

Ile

ttg

Leu

ggt

Gly

aac

Asn '

195

cta

Leu

gte

val

gat

Asp

tac

Tyr

aac
Asn

275

Leu

ggc

Gly

ccg

Pro

gce

Ala

gtg
val
180

cgc

tac

Tyr

atg

Met

agg

Arg

atc
Ile
260
agt

Ser

Ile

gtg

val

cac

His

ggt
Gly
165
cag

Gln

gag

Glu

ctc

Leu

tgc

Cys

gcc
Ala
245
gtg

val

ggc

Gly

Arg

cat

His

gga
Gly
150
atc

Ile

gct

Ala

aca

Thr

tgg

Trp

agc
Ser
230
caa

Gln

agc

Ser

atg

Met

Gln

gtc
val
135

ggc

Gly.

gct

Ala

tgc

Cys

atg

Met

cecg
Pro
215
tac

Tyr

aac

Asn

gac

Asp

gac

AsSp

190

Arg
120
ctg

Leu

cgt-

Afg

atg

Met

gcg

Ala

agc
Ser
200
ttc

Phe

aac

Asn

cag

Gln

tgg

Trp

atg
Met

280

Gly

ctc

Leu

aac

Asn

tcc

Ser

aag
Lys
185
agc

Ser

gcec

Ala

aag

Lys

ctg

Leu

aac
Asn
265
acc

Thr

val

ggc

Gly

tagg

Trp

gag
Glu
170
cac

His

aac

Asn

gac

Asp

ctc

Leu

ctt
Leu
250
gcg

Ala

atg

Met

ccc

Pro

gaa

Glu

155

acc

Thr

tac

Tyr

gtc

val

gcc

Ala

aac
Asn
235
aag

Lys

cag

Gln

cct

Pro

Leu

gtg

val

140

gcc .

Ala

atc

Ile

atc

Ile

gac

Asp

gtg
val
220
ggc

Gly

agg

Arg

cac

His

ggc

Gly

Gly

Gln

125

gcc
Ala
ttc
Phe

gag

Glu

gcc

Ala

gac

Asp

205

cat

His

acce

Thr

gag

Glu

acc

Thr

agc

Ser

285

ggt

Gly

ggc”

Gly

ggc

Gly_

aat
Asn
190

cgce

tcc

Ser

tgg

Trp

ctc

Leu

acc
Thr
270
gac

Asp

1033

1081

1129

1177

1225

1273

1321

1369

1417

1465
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ttc

?he

aac

Asn

atc

Ile

atc

-Ile

335

gcc

Ala

cct

Pro

gtc

val

ggt

Gly

ttt
Phe

415

acg

Thr

gcc

aac

Asn

.agc

Ser

ctt
Leu
320
aac

Asn

gta

val

ctt

Leu

aac

Asn

gcc
Ala
400
gtt

val

cag

Gln

gtg

ggc

Gly

ggc
Gly
305
gct

Ala

ctg

Leu

gcc

Ala

cag

‘Gln

ccc

Pro

tgg
Trp
290
cag

Gln

gcg

Ala

cgt

cgc

Arg

cgt
Axrg
370
cgt

Arg

385

ctt

Leu

gcg

Ala

atc

Ile

éag

ggc

Gly

ccg

Pro

agt

Ser

ggc

aac

Asn

gtc

val

tgg

Trp

gcc

_Ala

gat
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355

cccC

Pro’

ggt

Gly

atg

Met

tat

Tyr

ctg

Leu

435

gct

gtc

val

‘tcg

Ser

tac,

Tyr

aac
Asn
340
ggc

Gly

aat

Asn

atg

Met

ggc

Gly
gat
Asp
420
cat

His

gac

ctc

Leu

cag

Gln

ctc
Leu
325
gtc

val

atc

Ile

aag

Lys

aac

Asn

tgg
Trp
405
gct

Ala

gca

Ala

gcg

tgg

Trp

tcc

Ser .

310
ctc

Leu

caa

Gln

gtc

val
att
Ile

gcc
Ala

390

‘'ggc

Gly

ctg

Leu

tcg

Ser

gcg

ggt
Gly
295

cgc

ggc

Giy

gcc

‘Ala

ctc
Leu
gct
Ala
375
tgc

Cys

tca

Ser

cgt

Arg

gac

Asp

tee

191

ccg

Pro

ctc

Leu

cag

Gln

aac

Asn

ctc

Leu
360
ctt

Leu

gtg

val

ggce

Gly

gag

Glu

aat

Asn

440

gtg’

cag

Gln

aac

Asn

aac

Asn

cac
His
345

aag

Lys

gtc

val

gac

Asp

acg

Thr

cgg
Arg
425

aca

Thr

ttc

ctc

Leu

gac

Asp

tcc

Ser

330

aag

Lys

aac

Asn

ggc

Gly

cgt

Arg

gtc

val

410

gca

Ala

aac

Asn

atc

aac

Asn

atg

Met
315

gga

Gly

gag

Glu

gac

Asp

tce

Ser

ggc

Gly

395
gag

Glu

cag

Gln

gg9

Gly

act

aac
Asn
300
gtc

val

tac

Tyr

aat

Asn

ggc

Gly

gcc
Ala
380
t'g.c

Cys

tat

Tyr

cgc.

Arg

gtt

val

gct

gcc

Ala

cag

Gln

cCcg

Pro

gtg

val

att

Ile

365

gca

Ala

aac

Asn

.ccc

Pro

gat

Asp

aac

Asn

445

gac

gtc

val

cgc

Arg

tcc

Sef

‘cgt

Arg
350
ctg

Leu

gtc
val

gag

Glu

tac

Tyxr

ggc

Gly

430

aac

Asn

tcc

1513

1561

1609

1657

1705

1753

1801

1849

1897

1945

1993
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Ala

ggc

Gly

ctg

Leu

" gca

Ala
495
ctg

Leu

ggc

Gly

ggc

Gly

ccg

Pro

gag
Glu
575
ccc

Pro

val

gaa

Glu

gat

Asp
480
aat

Asn

gag

Glu

ttg

Leu

ctt

Leu

agc
Ser
560
ggt

Gly

cgt

Arg

Gln

ggg
Gly
465
cct

Pro

aag

Lys

acg

Thr

ccg

Pro

gtt

vVal

545"

gac

Asp

ctg

Leu

ttc

Phe

Gly
450

tac

tgg

Trp

aac

Asn

ate

Ile

agc

Ser

530

tcg

Ser

tac

“Tyr

ttc

Phe

gag

Glu

Ala

att

Ile

cat

His

gtc

val

ctc
Leu
515
cag

Gln

ccg

Pro

ccg

Pro

atc

Ile

ttt

Phe

595

Asp

acc

Thr

aat

Asn

ate
Ile
500
aat

Asn

gag

Gld

tcg

Ser

act

Thr

gac
Asp
580
ggc

Gly

Ala

gtt

val

ggt
Gly
485
gtg

Val

acg

Thr

agc

Ser

ggc

Gly

agc
Ser
565
tac

Tyr

ttc

Phe

Ala

gag

Glu

470

aac

Asn-

gtt

val

cccC

Pro

ggt’

Gly

aag
Lys
550
att

Ile

agg

Arg

ggt

Gly

Phe

455

ggc

Gly

cag

Gln

gtg

val

ggt

Gly

aac

Asn

535

ctt

Leu

gtc

val

cac

His

ctc

192

val

cat

His

ctt

Leu

cac

His

gtg
val
520
gcg

Ala

gtc

val

cgt

Arg

ttc

Phe

Phe

gct

Ala

gtg

val

agce
Ser
505
agg

Arg

ctg

Leu

tac

Tyr

ggc

Gly

gat

Asp

Ile

ggc

Gly

cag
Gln
490
gtt

val

gct

Ala

gtt

val

acc

Thr

gat
Asp
570
aac

Asn

585

Thr

gac
Asp
475
gct

Ala

999

Gly

gtt

val

gat

Asp

Ala
460

cgg

gtt

val

ccg

Pro

gtt
val
gtg

val

. 540

att

Ile

555

gat

Asp

gce

Ala

gcg

Ala

aac

Asn

cgg

Arg

Asp

aat

Asn

gcg

Ala

gtt

val

tgg
Trp
525
ctg

Leu

aag

Lys

ttc

Phe

atc

Ile

t gtaagtctct taccactccg

Leu

ttttgtaaca acccgattct aacatccccc ag

ca

tac acc aac ttc agc

Ser Tyr Thr Asn Phe Ser
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Ser

cat

His

cag-

Gln

att
Ile
510
gct

Ala

tac

Tyr

agc

Ser

‘ege

Arg

gag
Glu

590

tat

Tyr

2041

2089
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2185

2233

2281

2329

2377

2425

2477
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-Ala

Lys

vval

tcc aac

Ser Asn
cce .acc
Pro Thr

gtc acg

Val Thr
646
gct cag
Gln
655
aag cag

Gln

ggg acg

Gly Thr

gtg ggg

val Gly
gtg ggg

Gly

ctg

Leu

gtc
val
625
gcg

Ala

ctg

Leu

ctt

Leu

gca

Ala

agg
Arg

705

gct

Ala

ggc
Gly
610
ccc

Pro

acc

Thr

tac

Tyr

cgt

acg

Thr

690

cag

Gln

agt

Ser

atc

Ile

ggc

Gly

gtt

val

‘atc

Ile

ggc

ley

675
ttte

Phe

aat

Asn

tcg

Ser

tcc

Ser

ggce

Gly

acc

Thr

tct
Ser
660
ttt

Phe

agé

‘Arg

tgg

Trp

agg

Arg

tcg

Ser

ccg

Pro

.aac

Asn
645
ttg

Leu

gtc

val

cta

Leu

gtt

val

gat

Asp

tcc

Ser

gcc
Ala
630
acc

Thr

cca

Pro

aag

Lys

agg

gtt
val
710
att

Ile

gca
Ala
615

gac

Asp

ggc

Giy

tct

Ser

ctt

Leu

aag

Lys
695

cct

Pro

agg

Arg

193

acc

Thr

ctc

Leu

ggce

Gly

tecg

Ser

aag
Lys
680
agg

Arg

tcg
Ser

ttg

Leu

gcc

Ala

tgg

Trp

gtg

val

gct
Ala
665
ttg

Leu

gat

Asp

999

Gly

cag

Gln

ggc

Gly

aac

Asn

gaa
Glu
650

cct

Pro

gcg

" Ala

ttg

Leu

agg

Arg

g99g

Gly

cca

Pro

tat

635

ggt

Gly

gca

Ala

cct

Pro

gct

Ala

ttt

Phe

715

gag

Glu

gcc
Ala
620
gtc

val

gcc

Ala

tcg

Ser

ggt

Gly

tat
Tyxr
700
ggc

Gly

att

Ile

acg

Thr

gcg

Ala

gag

Glu

cca

Pro

caa
Gln
685
tgg

Trp

gtg

val

gtt

val

ggc

Gly

acc

Thr

gtc

val

‘ccg

Pro

670

agc.

Ser

gat

Asp

ctt

Leu

gtt

val

720
tagggggtta
cgtgtacata
gctaccgetg
;tt;tttctc
gtcgacc;tc
éaaaggatgt
ggacagatct

catttaaaga

tgttcagcac
cataccattt
%tgagccctc
ttccttttcee
cgacccaatt
cgacctpCcﬁ
ggtgatcaac

gcaccgctte

725
ctagttgggg
ggtcaatgtt
gtatgatacc
tttattactt
cgaaagtctt
gaccctactg
tatgggaaca

cagcgatctc

aattgatétg
acgacattta
cacaatctaé
cattccttgt
tcctgacctg
ggctaccggg

ctccggagat

cccagttget

730

taagttggag
gtttatgaag
atgttttact
gtactttctg
gttcaggttg
aaagccctag
ggtgactaat

cctcaacgat

ﬁaggggtttt
tttcctggtg
cttctctttce
tgaacctcca
gcatattctc
gatggc£gat
atgcgatggt

tgacacggcc

2525

2573

2621

2669

2717

2765

2813

2861

2921
2981
3041
3101
3161
3221
3281

3341
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aatttatcca gattccggga ttctctgagt gagctgtccce ttttttctag a

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

26

734

PRT

Chaetomium thermophilum

26

Met Ala Leu

1

'Gly

Thr

Arg

Gly

65

Tyr

Thr

Asp

Arg

Gly

145

Pro

Ser

Glu

Ala

Ala

Leu

50

Lys

Pro

Ser

val

Gly

130

Lys

Tyr

Glu

Leu

Leu
Ala
35

Ser
Gly
Gln
val
Glu
115
Thr
Ile
Leu
Gly

Asn

195

His

‘Ser

20

Trp

Gln

Pro

Leu

Thr

100

Leu

Gly

Pro

Ala

val

180

Arg

Ala
G11r;
Asp
Gln
Cys

Cys.

85

Ala

;le
val
His
Gly
165

Gln

Glu

Phe

Pro

Ala

Asp

Leu

Asp

Ala

Lys

© 55

val

70

Leu

Phe

Axrg

His

Gly

150

Ile

Ala

Thr

Gly
Gln
Thr
Gln
val
135
Gly
Ala
Cys

Met

Leu-

Asn

His

40

Ile

Asn’

Asp
Pro
Arg
120
Leu
Arg
Met

Ala

Ser

200

Leu

val

25

Ser

Asn

Thr

Gly

Gly

105

Gly

Leu

Asn

Ser

Lys

185

Ser

194

Ala
10

Arg
Gln
Ile
Asn
Pro
90

Ile
vVal
Gly
Trp
Glu
170
His

Asn

Ser

Arg

Ala

val

Pro

75

Leu

Gln

Tyr

Pro

Glu

155

Thr

Tyr

val

Ala

Ala

Ala

Thr

60

‘Val

Gly
Ala
Leu
val
140
Ala
Ile

Ile

Asp

Leu

Ala

Ala

45

Gly

Tyr

Ile

Ala

Gly

125

Ala

Phe

Glu

Ala

Asp

205

Leu

Pro

30

Ala

val

Ser

Arg

Ser

110

Gln

Gly

Gly

Gly

Asn

190

Ala

15

Thr

val

Gly

Ile

Ser

95

Thr

Glu

Ala

Ser

Ile

175

"Glu

Thr

Arg

Gly

Ser

Trp

Asn

80

Ala

Trp

Ala

Leu

Asp

160

Gln

Gln -

Met

3392
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His

Ala

225 .

Glu

Ser

-Gly

Gly
305
Ala

Leu

Ala

Gln

Pro

385

Leu

Ala

Ile

Gln

Glu

210

Ser

Asn

Gly

Ala

Trp
290
Gln
Ala
Arg
Arg
Arg
370
Gly
Prp
Ser

Gly

450

Leu
val
Asp
Tyxr
Asn
275
Asn

val

Trp

Ala

Asp

355

Pro

Gly

Met

TYr

Leu

435

Ala

Ile
260
Ser
val
Ser
TYyr

Asn

340

Gly

ASI"I
Met
Gly
Asp
420

His

Asp

Leu
Cys
Ala
245

val

Gly

Leu

Gln

Trp

Ser

230

Gln

Ser

Met

Trp

Ser

310

Leu
325
val
Ile
Lys
Asn
Trp
405
Ala

Ala

Ala

Leu

‘Gln

val
Ile
Ala
390
Gly
Leu
Ser

Ala

Pro

215

Asn

Asp

Asp

Gly

295

Arg

Gly

Ala

Leu

Ala

Phe

Asn

Gln

Trp

Met

280

Pro

Leu

Gln

Asn

Leu

360

Leu

375 °

Cys

Ser

Arg

Asp

Phe

455

val

Gly

Glu

Asn

440

val

Ala

LYS

.Leu

Asn
265

Thr

-Gln

Asn

Asn

195

Asp

Leu

Leu

250

Ala

Met

Leu

Asp

Ser

330

His
345
Lys
val
Asp
Thr
Arg
425

Thr

Phe

Lys
Asn
Gly
Arg
val
410
Ala

Asn

Ile

Ala

Asn

235

Lys

Gln

Pro

Asn

Met

315

Gly

Glu

Asp

Ser
Gly
395
Glu
Gln

Gly

Thr

val

220

Gly

Arg

His

Gly

Asn

300

val

Tyr

Asn

Gly

Ala

380

Cys

Tyr

Arg

val

Ala

460

His

Thr

Glu

Thr

Ser

285

Ala

Gln

Pro-

val

Ile

365

Ala

Asn

Pro

Asp

Asn

445

Asp

Ser

Trp

Leu

Thr

270

Asp

val

Arg

Ser

Arg

350

Leu

val

Glu

TYyTr ..

Gly
430

Asn
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Leu
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val
Phe

Asn
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335

Ala

Pro
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Gly

Phe

415

Thr

Ala

Gly

val
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Phe
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Asn
Sér

Leu

320

Asn
val
Leu
Asn
Ala
400
val
Gln
Yal .

Glu
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Gly

465

Pro
Lys
Thr
Pro
val
545
Asp
Leu

Phe

Leu

Trp

Asn

Ile

Ser

530

Ser

Tyr

Phe

Glu

Ile
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Leu

515

Gln

Pro

Pro

Ile

Phe

595

Gly

610

val
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Leu

Leu
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Arg
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Pro
Thr
TYyr
A;g
Thr

690

Gln
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Ile
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675

Phe

Asn

Thr

Asn

Ile

500

Asn

Glu

Ser

Thr

Asp
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Gly

Ser

Gly

Thr

Ser

660

Phe

Arg

Trp

val
Gly
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Ser
Gly
Ser
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Tyr

Phe
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Pro

Asn
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Leu

val

Leu

val

Glu
470
Asn
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Pro
Gly
Lys

550

Ile

Gly
Ser
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Thr
Pro
Lys

Arg

val

710

Gly

Gln

Val

Gly

Asn

535

Leu

val

His

Leu

Ala

615

Asp

Gly

Ser

Leu

Lys

695

Pro

His

Leu

His

val.
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Ala

val

Arg
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Ser

Ala
val
Ser

505

Leu
Tyx
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Asp

585

Tyr

600 -

Thr
Leu
Gly
Ser
Lys
680

Arg

Ser

Ala

Trp

val

Ala

665

Leu

Asp

‘Gly

196

Gly

Gln

490

val

Ala

val

Thr

Asp

570

Asn

Thr

Gly

Asn

Glu

650

Pro

Ala

Leu

Arg

Asp

475

Ala

Gly

val

Asp

Ile

555

Asp

Ala

Asn

Pro

Tyr

635

Gly

Ala

Pro

Ala

Phe

715

Arg
val
.Pro
Val
val
Ala
Asn
Arg
Phe
Ala
620
val
Ala
Ser
Gly
Tyr

700

Gly

Asn

Ala

val

Trp

525

Leu

Lys

Phe

Ilev

Ser.

605

Thr

Ala

Glu

Pro

Gln

685

Trp

val

His
Gln
Ile
510
Ala

Tyr

Ser

Arg

Glu

590

Tyr

Gly

Thr

val

Pro

670

Ser

Asp

Leu

Leu

Ala

495

Leu

Gly

Gly

Pro

Glu

575

Pro

Ser

Pro

val

Ala

655

Lys

Gly

val

val

Asp

480

Asn
Glu
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Leu
Ser
560
Gly
Arg
Asn
Thr
Thr
640
Gln
Gln
Thr

Gly -

Gly
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197

Ala Ser Ser Arg Asp Ile Arg Leu Gln Gly Glu Ile Val Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

- <220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

27

1631

DNA

725

Thermoascus aurantiacus

fntron

(610) .. (674)

CDSs

(675)..(1628)

CDs

(1)..(609)

27

atg tat cag

.Met

1 ‘.

gcg

Ala

tgg

Trp

gtc

Val

acc

Tyr

cag

Gln

cag

Gln

gtt

val

50

aac

Gln

cag

Gln

caa
Gln
35

atc

Ile

tgc

cgc

Arg

gcc
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20

tgc

Cys

gat

Asp

tac

gct

Ala

ggt

Giy

tcc

Ser
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Ala

acg

ct;

Leu

aoc

Thr

agc

Ser

aac

Asn

ggc

ctc

Leu

gta

val

ggc

Gly

tgg
Trp
55

aat

ttc

Phe

acc

Thr.

ggt
Gly
40

cgt

Arg

acg

tct

Ser

gca
Ala
25

agt

Ser

tgg

Trp

tgg

730

ttc
Phe
10 .
gag

Glu

tgt

Cys

gtc

val

gac

ttc

Phe

aat

Asn

acc

Thr

cat

His

acc

ctc

Leu

cac

His

acg

Thr

acc

Thr

60

agt

gcc

Ala

cct

Pro

cag

Gln

45

acc

Thr

atc

gcc

Ala

tcc
Ser
30

aat

Asn

tct

Ser

tgt

gce

Ala

.15

ctg

Leu

gga

Gly

gga

Gly

[elefe

cge

acc

Thr

aaa

Lys

tac -

Tyr

gac

48

96

144

1192

240
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Thr
65
gac

Asp

ggc

Gly

" gtc

vVal

cag

Gln

acc
Thr
145
cte

Leu

ggc

Gly

tgc

Cys

Asn

gtg

val

acoc

Thr

acc

Thr

gac
Asp
130
ttc

Phe

tac

Tyr

aac

Asn

éct

Pro

Cys

acc

Thr

tat

Tyr

caa

Gln

115

gac

Asp

gat

Asp

£ttt

Phe

aag

Lys

cgg

Arg

195

tgc

Cys

ggt
Gly

100

‘agc

Serxr

acc

Thr

gtc

val

gtg

val

gca

‘Ala

180

gat

Asp

Thr

QCC
Ala
85

gtt

val

tca

Ser

act

Thr

gac

Asp

gcc

ala

165
ggc

Gly

ctc

Leu

Gly
70
cag

Gln

acg

Thr

g9g9

Gly

tat

Tyr

gtc

Val'

150

atg

Met

gct

Ala

aag

Lys

Asn

aat

Asn

acc

Thr

aag

Lys

cag
Gln
135
tcc

Ser

gac

Asp

aag

Lys

ttc

Phe

Thr

tgt

Cys

agt

Ser-

aac
Asn
120
atc

Ile

aat’

Asn

gcc

Ala

tat

Tyr

atc

Ile

200

Trp

gcc

Ala

ggc
Gly
105
att

Ile

ttc

Phe

ctc

Leu

gac

Asp

ggc
Gly
185
aac

Asn

198

Asp

ttg
Leu
90 .
aac-

Asn

ggc

Gly

aag

Lys

cct

Pro

ggc
Gly
170
act

Thr

ggt

Gly

Thr
75
gat

Asp

gcce

Ala

tcg

Ser

ctg

Leu

tgc
Cys
155
gga

Gly

ggt

Gly

cag

Gln

agccagcaga gcccatgaat cattaactaa cgctgtcaaa

ggc tgg cag ccg tct gcc aac gac cca aat gcc

Gly Trp Gln Pro Ser Ala Asn Asp Pro Asn Ala

210

215

Ser

gga

Gly

ctg

Leu

cgce

Arg

ctg
Leu
146
ggg

Gly

ttg

Leu

tac

Tyr

gtacgtcaga agtgataact

tacag gcc aat gtt gaa

Ile

gcg

Ala

aga

ctg
Leu
125
ggt

Gly

ctg

Leu

tcc

Ser

tgc

Cys

Ala Asn Val Glu

Cys

gat

Asp

ctg
Leu
110

tac

TyY¥

cag

Gln

aac

Asn

aaa

Lys

gac
Asp

190

Pro

tac

95
aac

Asn

ctg

Leu

gag

Glu

ggc

Gly

tac
Tyr
175
tct

Ser

205

Asp

80

agt

Ser

tee-

Phe

ctg

Leu_

ttt

Phe

gcc.'

Ala
160
cct

Pro

‘cag

Gln

ggc gtt ggt aac cac

Gly Vval Gly Asn His

220

288

336

384

432

480

528

576

629

686 .

734
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ggt tcc
Gly Ser

225
act gcg
Thr Ala
240

cag gga

Gln Gly

acc tgc

- Thr Cys

cac tcg

His Ser

acc gtc
Thr val

305
ctg acé

Leu Thr

320

caé tecg

-Gln Ser

gag tat

Glu Tyr

ttc acg

Phe Thr

atg gtc

tgc

Cys

gtg

val

gac

Asp

gac

Asp

ttc
Phe
290

gtc

‘Val

gag

Glu

gag

Glu

tgc

Cys

‘cac

His

370

ctc

tgc

Cys

acg

Thr

gac

Asp

cct

Pro

275

tac

Tyr

acc

Thr

atc

Ile

tcg

Ser

gct

Ala

cct

Pro

tgt
Cys
260

gat

Asp

ggc

Gly

cag

Gln’

aaa

Lys

acg

Thr

340

acg
Thx
355
ggc

Gly

gte

gce

Ala

ggg

Gly

atg

gag

Glu

cac

His

245

ggt.

Gly

ggc

Gly

CcCccC

Pro

tté

Phe

cgce
Arg
325
étc

Ile

cag

Gln

ctt

Leu

agc

atg
Met
230
cca

Pro

gga
Gly
tgc

Cys

gg99

Gly

atc

Ile
310
ttc

Phe

agc

Ser

aag

Lys

cag

Gln

ctg

gat

Asp

tgc

Cys

acc

Thr

gac

Asp

cag
Gln
295
acc

Thr

tac

Tyr

‘'ggc

Gly

gce

Ala

aag
Lys
375

tgg

gtc

val

gac

.Asp

tac

Tyr

ttc
Phe

280

atc

Ile

gac

Asp

gtc

val

gtc

val

gcc
Ala
360
atc

Ile

gac

199

tgg

Trp

acc

Thr

tcc
Ser
265
aat

Asn

‘gtc

val

gac

Asp

cag

Gln

acc
Thr
345
ttc

Phe’

agt

Ser

gat

gaa

Glu

cce
Pro
250
tcc

Ser

cct

Pro

gac

Asp

gg99

Gly

~aac

Asn
330

ggc

Gly

ggc

Gly

cag

Gln

cac

gcc
Ala
235
ggc

Gly

act

Thr

tac

Tyr

acc

Thr

acc
Thr
315

ggc

Gly

aac

Asn

gac

Asp

gct

Ala

gce

aac

Asn

cag

Gln

cga

Arg

cgc

Arg

agc

Ser

agc

Ser

acc

Thr

tat

cag

.Gln

285

tcc

Ser

300

ccc

Pro

aag

Lys

tca

Ser

aac

Asn

ctg
Leu
380

gce

tcc

Ser

gta

val

atc

Ile

acc.

Thr

365

gct

Ala

aac

atc

Ile

atg

Met

tct

Ser

tgc

Cys

. 255

gct
Ala
270
g9

Gly

aaa

Lys

ggce

Gly

atc

Ile

.acc

Thr
350

ggc

Gly

cag

Gln

atg

ggt

Gly

aac

Asn

ttc

Phe

acc

Thr

cce
Pro
335
acc

Thr

ttc

Phe

ggc

Gly .

ctc

782

830

878

926

974

1022

©1070

1118

1166

1214

1262
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Met Vval
385

tgg ctg

Trp Leu

400

gtc gcg

val Ala

gag tcg

Glu Ser

gga ccc

Gly Pro

gga aac

Gly Asn
465

gga agc

Gly Ser

480

att ggc

Ile Gly

gtc ctg

val Leu

<211>

Leu

gac

Asp

cgc

Arg

cag

Gln

att

Ile

450

cecg

Pro

tct

Ser

tac

Tyr

aac

Asn

.<210> 28

521

<212> PRT

<213>

<400> 28

val

agc

Ser

ggt

Gly

tac
Tyxr
435
ggc

Gly

cct

Pro

cCccC

Pro

agc

‘Ser

cct

Pro

515

Met

acc

Thr

‘acc

Thr
420
ccc

Pro

agc

Ser

ggc

Gly

gga

Gly‘

ggc
Gly
500

tac

Tyr

Ser
tac
405
tgc

Ccys

aat

Asn

acc

Thr

acc

"Thr

cct
Pro
485
ccc

Pro

tac

Tyxr

Leu
390
ccg

Pro

ccc

Pro

tca

Ser

ggc

Gly

acc
Thr
470
acc

Thr

acg

Thr

tct

Ser

Trp

act

Thr

acg

Thr

tat

Tyr

aac
Asn
455
acc

Thr

cag

Gln

gtc

val

cag

Gln

Thermoascus aurantiacus

Asp

gat

Asp

acc

Thr

gtt
val
440
cct

Pro

acc

Thr

tct

Ser

tgc

Cys

tgc
Cys

520

200

Asp

gcg

Ala

tcc
Ser
425-
atc

Ile

agc

Ser

cgce

Arg

cac

His

gcc
Ala
505
cfg

Leu

His

gac

Asp

Ala

395

ccg

Pro

410

ggc

Gly

tac

TYyTr

ggc

Gly

cgc

Arg

tac
TYyY
490
agc

Ser

taa

gtc

val

tcc

Ser

ggc

Gly

cca
Pro
475
ggc

Gly

ggc

Gly

Ala

gac

Asp

ccg

Pro

aac

Asn

aac
Asn
460
gcc

Ala

cag

Gln

aca

Thr

Asn

acc

Thr

gcc

Ala

atc
Ile
445

cct

Pro

act

Thr

tgc

Cys

act

Thr

Met

cct

Pro

gac

Asp

430

aag

Lys

ccc

Pro

acc

Thr

ggc

Gly

tgc
cys

510

Leu

ggc
Gly

415

gtt-

val

gtc

vVal

ggc

Gly

act

Thr

ggt
Gly

495

‘cag

Gln

1310

1358

1406

1454

1502

1550

1598

1631



10

15

20

25

30

Met

Ala

Trp

Val_

Thr

65

-Asp

Gly

val

Gln

Thr

145

‘Leu

-Gly

Cys

Trp

Ser

225

Ala

Gln
Gln
val
50

Asn
val
Thr
Thr
Asp
130
Phe
Tyr
Asn

Pro

Gl_n

Gln
Gln
Gln
35

Ile
Cys
Thr
Tyr
Gln
115
Asp
Asp
Phe

Lys

Arg

195

Pro

210 -

Cys

val

Cys

Thr

Arg
Ala
20

Cys
Asp
’fyr
Cys
Gly
100
Ser
Thr
val

val

Ala

180.

Asp

Ser

Ala

Pro

Ala

Gly

Ser

Ala

Thr

Ala

85

val
Ser
Thr
fep
Ala
}6 5
Gly
Leu
Ala

Glu

His

245

Leu

Thr

Ser

Asn

Gly

70

Gln

Thr

Gly

“Tyr

val

150°

Met
Ala
Lys
Asn
@et

230

Pro

Leu

val

Gly

:Trp

55 .

Asn
Asn
Thr
Lys
Gln
i35
Ser
Asp
Lys
Phe
Asp
215

Asp

Cys

Phe
Thr
Gly
40

Thr
Cys
Ser
Asn
120
Ile
Asn
Ala
Tyr
Ile
200
Pro

val

Asp

Ser

Al_a

25

Ser

Trp
Trp
Ala
Gly
105
Ile
Phe
Leu

Asp

Gly

. 185

Asn

Asn

Trp

Thr

201

Phe

10

Glu

Cys

val

Asp

Leu

90

Asn

Gly

Lys

Pro

Gly

170

Thr

Gly

Ala

Glu

Pro

250

Phe
Asn
Thr
His
Thr
75

asp
ala
Sgr

Leu

Cys

Leu

His

Thr

Thr

60

Ser

Gly‘

Leu

Leu
140

Gly

155 -

Gly
Gly
Gin
Gly
ala

235

Gly

Leu

Tyr

Ala

val

220

Asn

Gln

Ala

Pro

Gln

45

Thr

Ile

Ala

7 Leu

125

Gly

Leu

Ser

cys

Asn

205

Gly

Ser

Thr

Ala

Ser

30

Asn

Ser

Cys

Asp

Ala

15

Leu

Gly

Gly

Pro

95

Leu

110

Tyr

Gln

Asn

Lys

Asp

190

val

Asn

Ile

Met

Asn

Leu

Glu

Gly

Tyr

175

Ser

.Glu

His

Ser

Cys

255

Arg
Thr
Lys
Tyr
Asp
80.
Ser
Phe
Leu
Phe
Ala A
160
Pro
Gln
Gly
Gly
Thr -

240

Gln
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Gly

Cys

Ser

val

305

" Thr

Ser

Tyx

Thr

val

Asp

Asp

Phe

290

val

Glu

Glu

Cys

His

370

Leu

385

Leu

Ala

Ser

Pro

) Asn

465

Ser

Gly

Asp

Arg

Gln

Ile

450

Pro

Ser

TYyxr

Asp
Pro
275
VY
Thr
Ile
Ser
Thr
355
Gly
val
Ser
Gly
Tyr
435
Gly
Pro
Pro

Ser

Cys

260

Asp

Gly

Gln

‘Lys

Thx

340

Ala

Gly

Met

Thr

Thr

420

Pro

Ser

Gly

Gly

Gly

500

‘Gly

Gly

Pro

Phe

325

Ile

Gln

Leu

Ser

Tyr
405
Cys
Asn
Thr
Thr
Pro

485

Pro

Gly
Cys
Gly
Ile
310
Phe
Ser
Lys
Gln
Leu
390
Pro
Pro
Ser
Gly
Thr
470

Thr

Thr

Thr

Asp

Gln

295

Thr

Tyr

Gly

Ala

Lys

375

Trp

Thr

Thr

Tyr

Asn

455

Thr

Gln

val

Phe

280

Ile

Asp

val

val

Ala

360

Ile

Asp

Asp

Thr

val

440

Pro

Thr

Ser

Cys

Ser

265

Asn

val

Asp

Gln

Thr

345

Phe

Ser

Asp

Ala

Ser

425

Ile

Ser

Arg

His

Ala

505

202

Ser

Pro

Asp

Gly

Thr

Tyr

Thr

Thr

315

Asn

330

Gly

Gly

Gln

His

Asp

410

Gly

Tyr

Gly

Arg

Tyr

490

Ser

Gly

Asn

Asp

Ala

Ala

395

Pro

val

Ser

Gly

Pro

475

Gly

Gly

Arg
Arg
Ser
300
Pro
Lys
Ser
Asn
Leu
380
Ala
Asp
Pro
Asn
Asn
460
Ala

Gln

Thr

Gln

285

Ser

Ser

val

Ile

Thr

365

Ala

Asn.

Thr

Ala

Ile

445

Pro

Thr

Cys

Thr

Ala

270

Gly

Lys

Gly

Ile

Thr

350

Gly

Gln

Met

Pro

Asp

430

Lys

Pro

Thr

Gly‘

Cys

510

Gly

Asn

Phe

Thr

Pro

335

Thr

Phe

Gly

Leu

Gly

415

val

val

Gly

Thr

Gly

495

Gln

Thr
His
Thr
Leu
320
Gln
Glu
Phe
Met
Trp
400
val
Glu
Gly
Gly
Gly
480

Ile

val
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515 520
<210> 29
<211> 1734 '
<212;. DNA
<213> Thermoascus aurantiacus
<220>
<221> - intron-
<222> (610)..(674)
<223;
-<220>
<221> CDS
<222> (1726)..(1731)
<223>
<220>
<221§ CDS .
<222>  (675)..(1661)
<223>
<220>
<221> éDS
.<222> (1).,(609)
<223> . '
<220> \
<221> Intron
<222> (1662)--(i725)
<223>
<400>v 29

atg tat cag cgc gct ctt ctc ttc tct ttc ttc ctc gecc gcc gcoc cgce
Met Tyr Gln Arg Ala Leu Leu Phe Ser Phe Phe Leu Ala Ala Ala Arg -
1 5 - 10 15

gcg cag cag gcc ggt acc gta acc gca gag aat cac cct tcc ctg acc
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Ala

tgg

Trp

gtc

val

acc

Thr
65
gac

Asp

ggc

Gly

gtc

val

cag

Gln

_acc

Thr
145
ctc

Leu

ggc

Gly

Gln

cag

Gln

gttt

val
50
aac

Asn

gtg

val

acc

Thr

acc

Thr

gac
Asp
130
t;.tc

Phe

tac

Tyr

aac

Asn

Gln

caa

Gln

35

atc

Ile

tgc

Cys

acc

Thr

tat

Tyr

caa

Gln

115°

gac

Asp

gat
Asp
ttt
Phe

aag

Lys

Ala
20
tgc

Cys

gat

Asp

tac

Tyr

tgc

Cys

ggt
Gly
100
agc

Ser

acc

‘Thr

gtc

val

gtg

vVal

gca
Ala

180

Gly

tcc

Ser

gcg

Ala

a’cvg

Thr

gct
Ala
85
gtt

val

tca

Ser

act

Thr

gac

Asp

gce

Ala

165

ggce

Gly

Thr

agc

Ser

aac

Asn

ggc
Gly
70

cag

Gln

acg

'Thr‘

ggg

‘Gly

tat

Tyr

gtc
val
150
atg

Met

gct

Ala

val

ggc

Gly

tgg
Trp
55

aat

Asn

aat

Asn

acc

Thr

aag

Lys

cag
Gln
135
tcc

Ser

gac

Asp

aag

Lys

Thr

ggt
Gly
40

cgt

acg

Thr

tgt

Cys

agt’

Ser

aac

Asn

120

atc

Ile

aat

Asn

gce

Ala

tat

Tyr

Ala
25
agt

Ser

tgg

Trp

tgg

Trp

gcc

Ala

ggc
Gly
105
att

Ile

ttc

Phe

ctc

Leu

gac

Asp

ggc
Gly

185

204

Glu

tgt

cys

gtc:

val

gac

Asp

ttg
Leu
90

aac

Asn

ggc

Gly

aag

Lys

cct

Pro

ggc
Gly
170
act

Thr

Asn

acc

Thr

cat

His

acc

Thr

75

gat

Asp

gcc

Ala

tcg

Ser

ctg

Leu

His

acg

Thr

acc
Thr
60

agt

Ser

gga

Gly

ctg

Leu

cge

ctg

Leu

140

tgc
Cys
155
ggé

Gly

ggt

Gly

gg99

Gly

ttg

Leu

tac

Tyr

Pro

cag

Gln

45

acc

Thr

atc

Ile

gcg

Ala

aga

Arg

Ser
30
aat

Asn

tct

Ser

tgt

cys

gat

Asp

ctg

Leu

110

ctg
Leu
125
ggt

Gly

ctg

Leu

tcc

Ser

tgc

Cys

tac

Tyr

cag

Gln

aac

Asn

aaa

Lys

gac
Asp

190

Leu

gga

Gly

.gga

Gly

CcccC

Pro

tac
Tyr
95

aac

Asn

ctg

Leu

gag

Glu

gge

Gly

tac

Tyr

"17s

tct

Ser

Thr

aaa

Lys

tac:

Tyr

gac
Asp
80

agt

Ser

ttt

Phe

ctg

Leu

tte

Phe

gcc

Ala

160

cct

Pro

cag

Gln

144

192

240

288

336

384

432

480

528 .

576
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205

tgc cct cgg gat ctc aag ttc atc aac ggt cag

Cys Pro Arg Asp Leu Lys Phe Ile Asn Gly Gln

195

200

agccagcaga gccc'atgaa't cattaactaa cgctgtcaaa

ggc tgg

Gly Trp

cag

Gln

210

ggt tcc

-Gly Ser

225

act gcg

Thr Ala

240

cag gga

Gln Gly

acc tgc

Thr Cys

cac tcg

His Ser

acc gtc
Thr Vval

305

ctg acg

Leu Thr

320

cag tcg

tgc

Cys

gtg

val

gac

‘Asp

gac

Asp

ttc
Phe
290

gtc

val

gag

Glu

gag

ccg

Pro

tgc

Cys

acg

ThrA

gac

Asp

cct

Pro

275

tac

Tyxr

acc

Thr

atc

Ile

tcg

tct

Ser

gct

VAla

cct

Pro
tgt
Cys

260

gat

Asp

‘ggc

Gly

cag

Gln

aaa

Lys

acg

gcc,

Ala

gag

Glu

cac
His
245

ggt

‘Gly

ggdc

Gly

ccc

Pro

ttc

Phe

cge
Arg
325

atc

aac

Asn

atg
Met
230
cca

Pro

gga

Gly

tgc

Cys

gg9g

Gly

atc
Ile
310
ttc

Phe

agce

gac
Asp
215
gat

Asp

tgc

Cys

acc

Thr

gac

Asp

‘cag

Gln

295,

acc

Thr

tac

Tyr

ggc

cca

Pfo

gtc

val

gac

Asp

tac

Tyx

ttc

‘Phe

280
atc
Ile

gac

Asp

gtc

val

gtc

aat

Asn

tgg

Trp

‘acc

Thr

tcc
Ser
265
aat

Asn

gtc

val

gac

Asp

cag

Gln

acc

gce

Ala

gaa

Glu

ccc

Pro

gtacgtcaga agtgataact

tacag gcc aat gtt gaa

ggc

Gly

gcc
Ala
235
ggc

Gly

250

tcc

Ser

cct

Pro

gac

Asp

g99

Gly

aac
Asn
330

ggc

act

Thr

tac

Tyr

acc

Thr

acc
Thr
315
ggc

Gly

aac

Ala Asn val Glu

gtt

val

220

aac

Asn

cag

Gln

cga

Arg

cgc

Arg

agc

Ser

300

ccc

Pro

aag

Lys

tca

205

ggt

Gly

agce

Ser

acc

Thr

tat

Tyr

cag
Gln
285
tcc

Sef

tcc.

Ser

gta

val

atc

aac

Asn

atc

Ile

atg

Met

gct
Ala
270
ggq

Gly

.aaa

Lys

ggc

Gly

atc

Ile

acc

cac

His

‘tct

Ser

tgc

Cys

255

ggt

Gly

aac

Ash

ttc

Phe

acc

Thr

ccc
Pro
335

acc

629

686

734

782

830

878

926

974

1022

1070

1118
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Gln

gag

Glu

ttc

Phe

" atg

Met

tag
Trp
4QO
gtc

val

gag

Glu

gga

Gly

aac

Asn

~ccg

Pro
480
ggc

Gly

Ser

tat

Tyr

acg

Thr

gtc
val
385
ctg

Leu

gcg

Ala

tcg

Ser

ccc

Pro

écg
Pro
465
acc

Thr

ggc

Gly

Glu

tgc

Cys

cac
His
370
ctc

Leu

gac

Asp

cgc

Arg

cag

Gln

atc
Ile
450
acc

Thr

agc

Ser

tgc

Cys

Ser

acg
Thr
355
ggc

Gly

gtc

val

agc

Ser

ggt

Gly

tac

TYyr

"435

ggc

Gly

acc

Thr

agc

Ser

acc

Thr

Thr
340
gcc

Ala

g99

Gly

atg

Met

acc

Thr

acc
Thr
420
ccc

Pro

tceg

Ser

acc

Thr

act

Thr

acc
Thr

500

Ile

cag

Gln

ctt

Leu

agc

Ser

tac
Tyr
405

tgc

‘Cy§

aat

Asn

acc

Thr

gtc

val

agc

Ser

485

cag

Gln

Ser

aag

Lys

cag

Gln

ctg
Leg
390
ccg

Pro

ccc

Pro

tca

Ser

gtc

val

gt
val
470
tct

Ser

aag

Lys

Gly

gcc

Ala

aag

Lys-

375

tgg

Trp

act

Thr

acg’

Thr

tat

Tyr

cct
Pro
455
cct

Pro

ccc

Pro

tgg

Trp

val

gcc
Ala
360
atg

Ile

gac

Asp

gat

Asp

acc

Thr

gtt
val
440
ggc

Gly

ccCcC

Pro

gtt

val

ggc

Gly

206

Thr
345
ttc

Phe

agt-

Sér

gat

Asp

gcg

Ala

tcec
Ser
425

atc

Ile

ctt

Leu

gct

Ala

tcg

Ser

cag
Gln

505

Gly

ggc

Gly

cag

Gln

cac

His

gac
Asp
410
ggc

Gly

tac

Tyr

gac

Asp

tct

Ser

acé
Thr
490
tgc

Cys

Asn

gac

Asp

gct

Ala

gcc
Ala
395
ccg

Pro

gtc

val

tcc

Ser

ggc

Gly

acc
Thr
e
ccg

Pro

ggc

Gly

Ser

aac

Asn

ctg
Leu
380
gcc

Ala

gac

Asp

ccg

Pro

aac

Asn

agce
Ser
460
tcc

Ser

act

Thr

ggt

Gly

Ile

acc
Thr
365
gct

Ala

aac

Asn

acc

Thr

gce

Ala

atc
Ile
445
aac

Asn

acc

Thr

ggc

Gly

atc

Ile

Thr

Thr

350

ggc

Gly

.cag

Gln

atg

Met

cct

Pro

gac
Asp
430
aag

Lys

ccce

Pro

tce

Ser

cag

Gln

ggc
Gly

510

ttc

Phe

ggc”

Gly

ctc

Leu_

gge
Gly
415
gtt

val

gtc

Val

‘ggc

Gly

cgt

Arg

ccce
Pro
495

tac

Tyr

1166

1214

1262

1310

1358

1406

1454

1502

1550 .

1598
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acc ggc

tgc

Thr Gly Cys

cce . tgg

Pro Trp

tac

Tyr

- 530

act
Thr
515
agé

Ser

207

aac tgc gtt gct ggc acc acc tgc act cag ctc aac

Asn Cys Val Ala Gly Thr Thr Cys Thr Gln Leu Asn

cag gtatgtttct

Gln

cagttgctaa catctgctcé acag tgc

<210>

<211>

- <212>

<213>
<400>
Met Tyr
1

Ala Gln

Trp Gln

val val

50

Thi Asn

65

Asp Val

Gly Thr

_Val Thr

Gln Asp

130

30

534

PRT

.Cys

Thermoascus aurantiacus

30

Gln
Gln
Gln
35.

Ile

ch

Thr

TYr

Gln
115

Asp

Arg

Ala

20

Cys

Asp

Tyr

Cys

Gly
100

Ser

Thr

Ala
Gly

Ser

Ala

-Thr

ala
85
val

Ser

Thr

Leu
Thr
Ser
Asn
Gly
70

Gln
Thr

Gly

Tyr

Leu

val

Gly

Trp

55

Asn

Asn

Thr

Lys

Gln

135

Phe

Thr

Gly

40

"Thr

Cys.

Ser

Asn

120

Ile

520

Leﬁ

Ser
Ala
25

Ser
Trp
Trp
Ala
Gly
105

Ile

Phe

ctg taa

Phe
10

Glu
cys
val
Asp
Leu
90

Asn

Gly

Lys

Phe

Asn

Thr

His

Thr

75

Asp

Ala

Ser

Leu

Leu

His

Thr

‘Thr

60

Ser

Gly

Leu

Arg

Leu

140

Ala

Pro

Gln

45

Thr

Ile

Ala

Leu
125

Gly

525

Ala

Ser

30

Asn

Ser

Cys

Asp

Leu

110

Tyr

Gln

Ala

15

Leu

Gly

Gly

. Pro

Tyr

95

Asn

Leu

Glu

cttcceccecctt ctagactcecge ttggatttga

Arg

Thr
Lys
Tyr
Asp
80

Ser
Phe

Leu

Phe

1646

1701

1734
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Thr
145
Leu

Gly

Cys

V Trp

Ser
225
Ala
Gly
Cys
Ser
Vval
305

Thr

Ser

Thr

val

385

Phe

Tyr

Asn

Pro

Gln

210

Cys

val

AsSp

Asp

Asp

Phe

Lys

195

Pro

Cys

Thr

Asp

Pro

275

Phe

290

val

Glu

Glu

Cys

His

370

Leu

Tyr
Thr
Ile
Ser
‘i‘hr
355

Gly

val

val
val
Ala

180

Asp

‘Ser

Ala

Pro

Cys

260

Asp

Gly

Gln

Lys

Thr

340

Ala

Gly

Met

Asp
Ala
165
Gly
Leu
Aia
Glu
His

245

Gly

Gly

Pro

Phe
Arg
325
Ile
Gln

Leu

Ser

val
150
Met
Ala
Lys
Asn
Met
230
Pro
Gly
Cys
Gly
Ile
310
Phe
Ser
Lys

Gln

Leu

390

Ser

Asp

Lys

Phe

Asp

215

Asp

Cys

Thr

Asp

Gln

295

Thr
v
Gly
Ala
Lys

375

Trp

Asn
Ala
TYYX
Ile
200
Pro
val
Asp

Tyxr

Phe

Leu
Asp
Gly
185
Asn
Asn
Trp
»Thr
Ser

265

Asn

280 -

Ile

Asp

val

val

Ala

360

Ile

Asp

val

Asp

Gln

Thr

345

Phe

Ser

Asp

208

Pro

Gly

170

Thr

Gly

Ala

Glu

Pro

250

Ser

Pro

Asp

Gly

Asn

330

Gly

Gly

Gln

His

Cys
155
Gly
Gly
Gln
Gly
Ala
235
Gly
Thr
TYTr
Thr
Thr
315
Gly
Asn
Asp

Ala

Ala

395

Gly
Leu
Tyr
Ala
Val
2 ZQ
Asn
Gln
Arg
Arg
Ser
300
Pro
Lys
Ser
Asn
Leu

380

Ala

Leu

Ser

Cys

Asn

205

Gly

Ser

Thr

Tyr

Gln

285

Ser

Ser

val

Ile

Thr

365

Ala

Asn

Asn

Lys

Asp

190 .

val

Asn

Ile

Met

Ala

270

Gly

Lys

Gly

Ile

Thr

350

Gly

Gln

Met

Gly

Tyxr

175

Ser

Glu

His

Ser

Cys

255

Gly

Asn

Phe

Thr

Pro

335

Thr

Phe

Gly

Leu

Ala

160

Pro
Gln
Gly
G}y
Thr
240
Gln
Thr
His

Thr

‘Leu

320

Gln

Glu

Phe

Met

Trp

400
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15

Leu

Ala

Ser

Pro

Pro

465

-Thr

Gly

Gly

Trp

Asp
Arg
Gln
Ile
450
Thr
Ser
Cys

Cys

Tyr

530

Ser

Gly

Tyr

435

Gly

Thr

Ser

Thr

Thr

515

Ser

Thr

Thr

420

Pro

Ser

Thr

Thr

Thr

500

Asn

Gln

Tyr
405
Cys
Asn
Thr

val

Ser

485

Gln
Cys

Cys

Pro
Pro
Ser
val
val
470
Ser

Lys

val

Leu

Thr

Thr

.Pro

455

Pro

Pro

Trp

Ala

Asp
Thr
val
440
Gly
Pro
vVal

Gly

Gly

520

Ala

Ser

425

Ile

Leu
Ala
Ser
cin

505

Thr

209

Asp
410

Gly
Tyr
Asp
Ser
Thr
.49 0

Cys

Thr

Pro
Vval
Ser
Gly
Thr
475
Pro
Gly

Cys

Asp

Pro

Asn

Ser

460

Ser

Thr

Gly

Thr

Thr

Ala

Ile

445

Asn

Thr

Gly

Ile

Gln

525

Pro

Asp

430

Lys

Pro

Ser

C‘ln

Gly
510

Leu

Gly
415
val
val
Gly
Arg
Pro
495

Tyr

ASl’l

‘Val

Glu

Gly

Asn

Pro

480

Gly

Thr.

‘Pro
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depbsito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Primalco Ltd, Biotec . .
Valta-akseli , DECLARAGAO DE VIABILIDADE

Fin-05200 Rajamaki . Emitido por forga da regra 10.2 pela ,
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada abaixo

|. DEPOSITANTE . ' 1. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO
Nome: V Primalco Ltd, Biotec ’ Numero de acesso fornecido pela
' AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
CBS 730.95 '
Enderego: Valta-akseli ‘ ' Data do depdsito ou da transferéncia‘: .
Fin-05200 Rajamaki v Quarta-feira, 8 de novémbro de 1995

Il. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

A Viabilidadé do microorganismo identificado acima (ll) foi testado na segunda-feira, 20 de novembro de 19952,

Nessa data, o referido microorganismo foi

(X)® viavel

( ¥ inviavel

‘Indica a data de dépésito original ou, quando um novo depésito ou transfeféncia é feito, a.
data. |
~ relevante mais recente (data do novo depésito ou data de transferéncia).
2 Nos casos relacionados & Regra 10.2(a) (ii) e (iii), referem-se ao teste de viabilidade mais
recente. '

Marcar com um X o campo aplicavel..
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

-Primalco Ltd, Biotec | Recibo no caso de um original, e-
Valta-akseli _— ‘ mitido por forga dé regra 7.1 pela
‘05200 Rajamaki | : autoridade internacional de dep6si- |
Finland - , to identificada abaixo '

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

- Referéncia de idenﬁﬁcﬁag’:éo fomecida pelo depositante: ‘Numero de acesso fornecido pela
ALKO4265 . AUTORIDADE INTERNACIONAL DE_DEPOSITO:
' CBS 730.95

Il. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA
O microorganfsmo idenfificado acima (1) foi acompanhado por: ‘ ‘
I:] uma descri¢do cientifica®
E designaqéo taxondmica proposta

{(Marcar com um x quando aplicavel)

lll. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual

foi recebido na quarta-feira 8 de novembro de 1995 (data do depésito original)’

IV. RECIBO DO REQUERIMENTO PARA CONVERSAO

O microorganismo identificado acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depésito em (data
do depésito original) e o requerimento para a conversdo do depdsito original em um depdsito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversao).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: Centraalbureau voor Schimmelcultures Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder de
Endereco: Oosterstraat 1 - v representagdo da Autoridade Internacional de
P.O. Box 273 Depésito ou de oficial(is) responsavel(is)
3740 AG BAARN
The Netherlands - Segunda, 20 de novembro de 1995

T Quando aplicavel a.Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status da autoridade

internacional de depésito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy
Tykkimaentie 15
05200 RAJAMAKI
Finland

DECLARAGAO DE VIABILIDADE
Emitido por for¢ga da regra 10.2 pela
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada abaixo

{1. DEPOSITANTE 1. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO

Numero de acesso fornecido pela
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO |
CBS 116239 ’
Data do depésito ou da transferéncia’: .
20-09-2004

Nome: Roal Oy

Enderego: Tykkiméaentie 15
05200 RAJAMAKI
Finland '

IIl. DECLARACAO DE VIABILIDADE
A Viabilidade do microorganismo identificado acima (I1) foi testada em 24-09-2004 2

Nesta data; o referido microorganismo foi

(X)® viavel
( )® inviavel

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depdsito ou transferéncia é feito, a
data relevante mais recente (data do novo depdsito ou data de transferéncia).
2 Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais

- recente.

8 Marcar com um X o campo aplicavel..
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IV. CONDIGOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO 4

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: Centraalbureau voor Schimmelcultures
MIKROOBGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

-] Enderego : Uppsalalaan 8

P.O. Box 85167
3508 Adutrhecht
The Netherlands

Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo
o poder de representag¢do da autori-
dade Internacional de Depésito ou
de oficial(is) responsavel(is)

Data: 30-09-2004

4

Preencher se a informagéo foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-
organiémo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy _ ‘ ~ Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimaentie 15 .. | tido por forga da regra-7.1 pela au-
05200 Rajamaki ' toridade internacional de depésito
Finland o * - identificada abaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identificagdo fomecida pelo depositante: Numero de acesso fornecido pela _
ALKO4242 - ' | AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
CBS 116239 ’

Il. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA
o imicroorganismo identificado acima (1) foi acompanhado_por:

[] uma descrigao cientifica

x deéignagéo taxonémica proposta

(Marcar com um x quando aplicavel)

I1l. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qdal

foi recebido na quarta-feira 20-09-2004 (data do depdsito original)1
IV. RECIBO DO REQUERIMENTO PARA CONVERSAO

O microorganismo identificado acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depésitd em (data
do depdsito original) e o requerimento para a converséd do depdsito original em um dep6sito conforme tratado de
Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversio).

'| V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: Centraalbureau voor Schimmelcultures Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder de
Endereco: Uppsalalaan 8 , _ representacdo da Autoridade Internacional de
- P.O. Box 85167 Depésito ou de oficial(is) responsavel(is)

3508 AD UTRECHT

The Netherlands R 30-09-2004

! Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status da autoridade

Internacional de depésito foi obtido. -




215

Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdésito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy

Tykkiméentie 15 _ DECLARAGAO DE VIABILIDADE
05200 RAJAMAKI ) ' Emitido por forga da regra 10.2 pela
Finland _ : : : AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
identificada abaixo
|. DEPOSITANTE Il. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO
Nome: Roal Oy Numero de acesso fornecido pela
] AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO -
Endereco: Tykkimaentie 15 - CBS 116240 } ' ‘
05200 RAJAMAKI i ' Data do depésito ou da transferéncia’:
Finland - 20-09-2004

IIl. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (ll) foi testada em 24-09- 2004 2
Nes!a data, o referido microorganismo foi

(X)®  viavel

() inviavel

! Indica a data de depdésito original ou, 'quando um novo depdsito ou transferéncia é feito, a data
relevante mais recente (data do novo depdsito ou data de transferéncia).
' 2Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente. '

8Marcar com um X o campo aplicavel.
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IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO N

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: Centraalbureau voor Schimmelcultures

Enderego : Uppsalalaan' 8
P.O. Box 85167

3508 AD UTRECHT
The Netherlands

Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo

o poder de representagéo da autori- |

dade Internacional de Depésito ou
de oficial(is) responsavel(is)

Data: 30-09-2004

4

Preencher.se a informacéo foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de

microorganismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

~ Roal Oy Recibo no caso de umvoriginal, emi-
Tykkimaentie 15 S tido por forga da regra 7.1 pela au-
05200 Rajamaki | toridade internacional de depdsito
Finland identificada abaixo ‘

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de idenﬁﬁcér;éo fomecida pelo depositante: ‘Numero de acesso fornecido pela
ALKO4245 . ) AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
CBS 116240

Il. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

() microorganisho identificado acima (1) foi acompanhadoApor:
[J uma descrigéo cientifica’ '
E designagéo taxondémica proposta

(Marcar com um x quando aplicavel)

Il. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual

foi recebido em 20-09-2004 (data do depésito o'riginal)1

.IV. RECIBO DO REQUERIMENTO PARA CONVERSAQ

(o} rhicroorganisrr'lo identificado acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depésito em (data
‘do depdsito original) e o requerimento para a conversdo do depdsito original em um depdsito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversao).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: Centraalbureau voor Schimmeicultures Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder de
Enderego: Uppgalalaan 8 representacdo da Autoridade Internacional de
P.O. Box 85167 Depdsito ou de oficial(is) responsavel(is)

3508 AD UTRECHT

The Netherlands ) 30-09-2004

! Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status da autoridade

Internacional de deposito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy
Tykkimaentie 15
05200 RAJAMAKI

DECLARACAO DE VIABILIDADE
Emitido por forga da regra 10.2 pela )
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Finland
. . identificada abaixo
I. DEPOSITANTE il. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO
| Nome: Roal Oy Numero de acesso fornecido péla

Enderego: Tykkimaentie 15
05200 RAJAMAKI
Finland ’

AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO-
DSM 16723 ' ’
Data do depésito ou da transferéncia':
16-09-2004

Il. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

Nesta data, o referido microorganismo foi

(X)® viavel

()

inviavel

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (l1) foi testada em 16-09-2004 2.

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO N

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHESAMMLUNG VON

Enderego : Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig

MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN. GmbH

Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo. o
poder de representagéo da autoridade
Internacional de Depésito ou de ofici-
al(is) responsavel(is)

Data: 17-09-2004

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo-depésito ou transferéncia é feito, a data

relevante mais recente (data do novo depésito ou data de transferéncia).

?Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

3Marcar com um X o campo aplicavel.

4 Preencher se a informacao foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depésito de microorga-

nismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

_ Roal OY Recibo no caso de uonriginaI, emi-
Tykkimaentie 15 S ' tido por forga da regra 7.1 pela au-
05200 Rajamaki | » toridade internacional -de depdsito
Finland identificada abaixo '

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de idenﬁﬁéa@éo fomecida pelo depositante: ‘Numero de acesso fornecido pela
RF5738 , AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
' DSM 16723

Il DESCRIGAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (l) foi acompanhado por:
B4 uma descrigéo cientifica’

. E designacéo taxondmica proposta -
(Marcar com um x quando.aplicéve|)

lll. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual

foi recebido em 16-09-2004 (data do depésito original)’

' [IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAO

o] mlcroorganlsmo ldentlflcado acima (I) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depésito em (data
‘do depésno original) e o requenmento para a conversdo do depdsito original em um depésito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversio).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHESAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s)' pessoa(s) tendo o poder

de representagdo da Autoridade Internacional

Enderego: Mascheroder Weg 1b
i . ¢ 9 de Depésito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

17-09-2004

1 Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status da autoridade

Internacional de depdsito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o re_conhecimento internacional do depésito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy

Tykkimaentie 15 _ DECLARAGAO DE VIABILIDADE

05200 RAJAMAKI ' Emitido por forga da regra 10.2 pela )

Finland AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

: ‘ identificada abaixo »
|. DEPOSITANTE - ' I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO
| Nome: Roal Oy ) Numero de acesso fornecido pela
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Enderego: Tykkimaentie 15 : DSM 16728
05200 RAJAMAKI - _ Data do depésito ou da transferéncia':
Finland : : ’ 16-09-2004

11l. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (ll) foi testada em 16-09-2004 2

Nesta data, o referido microorgahismo foi

(X)® viavel

( )»® inviavel

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO 4

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Assinatura(s) da(s) pessoa(s). tendo o
MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH poder de representagdo da autoridade
' Internacional de Depésito ou de ofici-

al(is) responsavel(is)
Enderego: Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig : ' Data: 17-09-2004

! Indica a data de depdsito original ou, quando um novo depdsito ou transferéncia é feito, adata
relevante mais recente (data do novo depdsito ou data de transferéncia).

2 Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (i) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

3Marcar com um X o campo aplicavel. ' 'b ' A

* Preencher se a informagao foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

‘Roal Oy

A Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimaentie 15 : tido por forca da regra 7.1 pela au-
05200 Rajamaki -~ , toridade internacional de depdsito
Finland identificada abaixo

l. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identificagéo fomecida pelo depositante: ‘Numero de acesso fornecido pela
RF5825 AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 16728 '

Il. DESCRICAQ CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (1) foi acompanhado por:
X uma descrigdo cientifica.
_ |z designagao taxondmica proposta -

(Marcar com um x quando aplicavel)

Ill. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual

foi recebido em 16-09-2004 (data do depésito original)1

IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAO
O microorganismo idén_tificado'acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depésito em (data
-do dep6sito-original) e o requerimento para a conversdo do dep6sito original em um deposito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversio).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
de representagdo da Autoridade Internacional

Enderego: Mascheroder Wé 1ib :
¢ 9 de Depdsito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

17-09-2004
! Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status da autoridade

Internacional de depésito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do deposnto de

microorganismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

‘Roal Oy

Tykkimaentie 15 ) . DECLARAGAO DE VIABILIDADE

05200 RAJAMAKI : Emitido por for¢a da regra 10.2 pela )

Finland AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada abaixo
I. DEPOSITANTE - Il. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO
- Nome: Roal Oy ] ‘ ) Numero de acesso fornecido pela

v . _ AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Enderego: Tykkimaentie 15 : : DSM 16729
05200 RAJAMAKI , Data do depdsito ou da transferénéia:‘:
Finland : : ' © 16-09-2004

Il. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (ll) foi testada em 16-09 2004 2
Nesta data, o referido microorganismo foi

(X)) viavel
( ¥ inviavel

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO *

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHESAMMLUNG VON- “Assinatura(s) da(s) pessoa(s). tendo o
MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH poder de representagdo da autoridade
Internacional de Depdsito ou de ofici-

al(is) responsavel(is)
Enderego: Mascheroder Weg 1b .
D-38124 Braunschweig i o Data: 17-09-2004

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depésito ou transferéncia é feito, a data .
relevante mais recente (data do novo depésito ou data de transferéncia). |

2 Nos casos relacionados a Regra 10. 2(a) (u) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente

8 Marcar com um X o campo aplicavel.

* Preencher se a informagao foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

hoal Oy

_ Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimaentie 15 o : tido por forga da-regra 7.1 pela au-
05200 Rajamaki - , toridade internacional de depésito
Finland " identificada abaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identificagiio fomecida pelo depositante: ‘Numero de acesso fornecido pela
RF5834 AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 16729

Il. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (1) foi acompanhado por:
X uma descrigdo cientifica.
E designagao taxondmica proposta

(Marcar com um x quando aplicavel)

lll. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual

foi recebido em 16-09-2004 (data do depdsito original)'

IV. RECIBO DE REQUERIMENTO. PARA CONVERSAO
O microorganismo identificado ‘acima () foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depésito em (data
do depésito original) e o requerimento para a conversao do depdsito original em um depdsito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversao).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
de representagao da Autoridade Internacional

Endereg¢o: Mascherode Wé ib
¢ r 9 de Depésito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

17-09-2004

1 Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status da autoridade

Internacional de depésito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depésito de

microorganismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy .

Tykkimaentie 15 _ DECLARAGAO DE VIABILIDADE

05200 RAJAMAKI ' Emitido por forga da regra 10.2 pela .

Finland ' AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada abaixo
I. DEPOSITANTE - ' 1. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO
| Nome: Roal Oy - Numero de acesso fornecido pela

. ' , AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Enderego: Tykkimaentie 15 - : DSM 16727
05200 RAJAMAKI , Data do depdsito ou da transferéncia':
Finland : : ' " 16-09-2004

Ill. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (ll) foi testada em 16-09-2004 2,
Nesta data, o referido microorgahismo foi

(X)® viavel

( )P inviavel

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO *

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome:  DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Assinatura(s) da(s) -pessoa(s). tendo o
MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH poder de representagdo da autoridade
: Internacional de Depésito ou de ofici-

al(is) responsavel(is)
Enderego: Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig : ' ' Data: 17-09-2004

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depdsito ou transferéncia é feito, adata
relevante mais recente (data do novo depésito ou data de transferéncia). 4

2 Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

3Marcar com um X o campo aplicévei. a v

4 Preencher se a informagéo foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy

_ Recibo no caso de um origi-na!, emi-
Tykkimdentie 15 : tido por forga da regra 7.1 pela au-
-05200 Rajamaki _ toridade internacional de depédsito
Finland | identificada abaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identificacdo fomecida pelo deposﬁante -Nimero de acesso fornecido pela
R F582 1 AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 16727

1. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO- TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (1) foi acompanhado por:
B uma descrigao cientifica
E designagao taxonémica proposta -

(Marcar com um x quando aplicével)

1. HECIBO DE ACEITACAO

A presente autondade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual

foi recebido em 16- 09 2004 (data do depésito original)’
IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAQO

O microorganismo idéntificado'acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depés.ito em (data
do depésito original) e o requerimento para a conversao do depdsito original em um depésito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversao).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
de representagdo da Autoridade Internacional

Enderego: Mascheroder Weg 1b
¢ oderWeg de Depdsito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

17-09-2004

! Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data € a data na qual o status da autoridade

Internacional de depdsito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do deposnto de

microorganismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy
Tykkiméaentie 15
Fin-05200 RAJAMAKI

DECLARACAO DE VIABILIDADE
Emitido por forga da regra 10.2 pela v
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada abaixo

|. DEPOSITANTE

Il IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO

- Nome: Roal Oy

Enderego: Tykkimaentie 15 :
Fin-05200 RAJAMAKI

Numero de acesso fornecido pela
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
DSM 17326
Data do depésito ou da transferéncia’:
13-05-2005

IIl. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

Nesta data, o referido microorganismo foi
(X)® viavel
()

inviavel

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (Il) foi testada em 13-05-2005 2

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FO!l CONDUZIDO *

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

Enderego: Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig

MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH

_Assinatura(s) da(s) -pessoa(s). tendo o
poder de representacdo da autoridade
Internacional de Depésito ou de ofici-
al(is) responsavel(is)

Data: 19-05-2005

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depdsito ou transferéncia é feito, a data

relevante mais recente (data do novo depésito ou data de transferéncia).

?Nos casos relacionados a Fiegra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

® Marcar com um X o campo aplicavel.

“* Preencher se a informagao foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depésito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes ‘

FORMATO INTERNACIONAL

ARoaI Oy

_ Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimdentie 15 : tido por forga da regra 7.1 pela au-
Fin-05200 Rajamaki  * _ toridade internacional de depdsito

identificada Vabaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identificacdo fomecida pelo depositante: -NUmero de acesso fornecido pela
RF6098 AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 17326

Il. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNAGAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (1) foi acompanhado por:
X uma descrigio cientifica.
_ & designagao taxondmica proposta

(Marcar com um x quando aplicavel)

Ill. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual '

foi recebido em 13-05-2005 (data do depésito original)’
IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAQ

O microorganismo identificado acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depésito em (data

.do depdsito- original) e o requerimento para a conversdo do depésito original em um depésito conforme tratado de

)

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversao).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON :
MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH

Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder

de representagao da Autoridade Internacional

Endere¢o: Mascherode Wé ib
¢ r 9 de Depésito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

19-05-2005

! Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data € a data na qual o status da autoridade

Internacional de depésito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhemmento internacional do deposnto de

microorganismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

‘Roal Oy
Tykkiméaentie 15
Fin-05200 RAJAMAKI

DECLARACAO DE VIABILIDADE
Emitido por forga da regra 10.2 pela _
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada abaixo

I. DEPOSITANTE

ll. IDENTIFICAGCAO DO MICROORGANISMO

' Nome: Roal Oy

Enderego: Tykkimaentie 15 »
Fin-05200 RAJAMAKI

Numero de acesso fornecido pela _
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITOF
DSM 17324
Data do depésito ou da transferéncia':
' 13-05-2005

. DECLARAQAO DE VIABILIDADE

Nesta data, o referido microorganismo foi
(X)®  viavel
(0

inviavel

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (ll) foi testada em 13 05-2005 2

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO *

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

Enderego: Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig

MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

‘Assinatura(s) da(s) - pessoa(s) tendo o
poder de representagdo da autoridade
Internacional de Depésito ou de ofici-
al(is) responsavel(is)

Data: 19-05-2005

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depésito ou transferéncia é feito, a data .

relevante mais recente (data do novo depdsito ou data de transferéncia).

2 Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

8 Marcar com um X o campo aplicavel.

4 Preencher se a informacao foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depésito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes '

FORMATO INTERNACIONAL

_ Roal Oy Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimaentie 15 - ~ tido por forca da regra 7.1 pela au-
Fin-05200 Rajamaki _ toridade internacional de depésito

identificada abaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identificagio fomecida pelo depositante: Numero de acesso fornecido pela
RF5935 AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 17324

Ii. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (1) foi acompanhado por:
B uma descrigao cientifica
» x designagéao taxondmica proposta

(Marcar com um x quando aplicavel)

Ill. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual

foi recebido em 13-05-2005 (data do depdsito original)'

IV. RECIBO DE REQUERIMENTO. PARA CONVERSAO

O microorganismo |dent|f|cado acima () foi recebido pela presente Autoridade Internacmnal de Depésito em (data
-do depdsito original) e o requenmento para a conversao do deposnto original em um depdsito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversao).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
de representagao da Autoridade Internacional

Endere¢o: Mascheroder We‘ 1b
¢ 9 de Dep6sito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

19-05-2005

' Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status da autoridade

Internacional de depésito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depodsito de

microorganismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy
Tykkiméaentie 15
Fin-05200 RAJAMAKI

DECLARAGAO DE VIABILIDADE
Emitido por forga da regra 10.2 pela
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada abaixo

. DEPOSITANTE

Il. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO

' Nome: Roal Oy

Enderego: Tykkimaentie 15 :
Fin-05200 RAJAMAKI

Numero de acesso fornecido pela
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
DSM 17323
Data db deposito ou da transferéncia’:
13-05-2005

ll. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

Nesta data, o referido microorganismo foi

(x)®
()

viavel

inviavel

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (ll) foi testada em 13-05-2005 2,

1IV. CONDIGOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO *

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

Enderego: Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig

MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH

Assinatura(s) da(s) -pessoa(s) tendo o
poder de representagdo da autoridade
Internacional de Depésito ou de ofici-
al(is) responsavel(is)

Data: 19-05-2005

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depésito ou transferéncia é feito, a data

relevante mais recente (data do novo depésito ou data de transferéncia).

2 Nos casos relacionados a Reg_ra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

8 Marcar com um X o campo aplicavel.

4 Preencher se a informacao foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do.depdsito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

ﬁoal Oy

‘ Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimaentie 15. | - tido por forca da regra 7.1 pela au-

Fin-05200 Rajamaki - toridade internacional de depésito

identificada abaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Reteréncia de identificagao fomecida pelo depositante: Numero de acesso fornecido pela
RF5924 ' AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 17323

Il. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (1) foi acompanhado por:
[X uma descrigao cientifica .
IZ designagdo taxonémica proposta -

{(Marcar com um x quando aplicével)

Ill. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depdsito aceita 0 microorganismo identificado acima (1), o qual '

foi recebido em 13-05-2005 (data do depdsito original)’

IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAO
O microorganismo identificado acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depdsito em (data
.do depésito original) e o requerimento para a conversdo do depdsito original em um depésito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para convers&o).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
de representagdo da Autoridade Internacional

Enderego: Masch Weg 1b
¢ ascheroder Weg de Dep6sito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

Data: 19-05-2005

,1 Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status da autoridade

Internacional de depésito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy .
Tykkiméentie 15 T DECLARAGAO DE VIABILIDADE
Fin-05200 RAJAMAKI ‘ Emitido por forga da regra 10.2 pela
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
: identificada abaixo
|. DEPOSITANTE = il. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO
) Nome: Roal Oy Numero de acesso fornecido pela

. ) . AUTORIDADE INTERNACIONAL DE‘DEP(')SITO‘
Enderego: Tykkimaentie 15 : DSM 17729

Fin-05200 RAJAMAKI _ Data do depésito ou da transferéncia':

~ 18-11-2005

iIl. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (1l) foi testada em 18-11-2005 2,
Nesta data, o referido microorganismo foi,

(X)® viavel

¢ ) inviavel

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO 4

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Assinatura(s) da(s) -pessoa(s). tendo o
MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH poder de representagdo da autoridade
Internacional de Deposito ou de ofici-

al(is) responsavel(is)
Enderego: Mascheroder Weg 1b »
D-38124 Braunschweig : ' Data: 22-11-2005

" Indica a data de depdsito original ou, quando um novo depésito ou transferéncia é feito, adata .
relevante mais recente (data do novo depésito ou data de transferéncia). |

2Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

3Marcar com um X o campo aplicavel. ' g »

4 Preencher se a informacéo foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

'Roal Oy

_ Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimdentie 15 : tido por forga da regra 7.1 pela au-
Fin-05200 Rajamaki - , toridade internacional de deposito

identificada vabaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identificagao fomecida pelo depositante: -Numero de acesso fornecido pela
RF6435 ' o AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPGSITO:
DSM 17729

i, DESCRIQKO CIENTIFICA E/QU DESIGNA(;AO TAXONOMICA PROPOSTA’
O microorganismo identificado acima (l) foi acompanhado por:
uma descrigdo cientifica.
E designagéao taxohémica prbposta

(Marcar com um x quando aplicavel)

Hil. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual

foi recebido em 18-11-2005 (data do depésito original)’

IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAO
O microorganismo identificado acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Intemacional de Depésito em (data
.do dep6sito original) e 6 requerimento para a converséo do depésito original em um depésito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para converséo).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
' de representagao da Autoridade Internacional

Enderego: Masch Weg 1b .
¢ ascheroder Weg de Depdsito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

Data: 22-11-2005

A1 Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data € a data na qual o status dé autoridade

Internacional de depdsito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depésito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy .
Tykkimaentie 15 ) DECLARAGAO DE VIABILIDADE
05200 RAJAMAKI Emitido por forga da regra 10.2 pela »
Finland AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
. . . identificada abaixo
I. DEPOSITANTE - ' Il. IDENTIFICAGCAO DO MICROORGANISMO
.| Nome: Roal Oy - Numero de acesso fornecido pela :
. ) AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
Enderego: Tykkimaentie 15 : : DSM 16724
05200 RAJAMI'\KI ‘ Data d'o depdésito ou da transferéncia':
Finland : : ' 16-09-2004

Ill. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (ll) foi testada em 16-09-2004 2

Nesta data, o referido microorganismo foi,

(X)® viavel

( )P inviavel

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO 4

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome:  DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON “Assinatura(s) da(s) - pessoa(s). tendo o
MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH poder de representagdo da autoridade
Internacional de Depdsito ou de ofici-

al(is) responsavel(is)
Enderego: Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig : ' Data: 17-09-2004

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depésito ou transferéncia é feito, a data
relevante mais recente (data do novo depésito ou data de transferéncia).

2 Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

3 Marcar com um X o campo aplicévell. » | g '

* Preencher se a informacéo foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

~ Roal Oy ' Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimaentie 15 o ~ tido por forca da-regra 7.1 pela éu-
05200 Rajamaki - _ toridade internacional de depésito
Finland ‘ identificada abaixo

1. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identificacdo fomecida pelo depositante: -Numero de acesso fornecido pela
RF5805 AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 16724

1l. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNAGAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima () foi acompanhado por:
X uma descrigao cientifica.
E designacgao taxondmica proposta -

(Marcar com um x quando aplicavel)

Ill. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identiticado acima (1), o qual

foi recebido em 16-09-2004 (data do depdsito original)’

IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAO

O microorganismo iden'tificado‘ acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depdsito em (data
do depdsito original) e o requerimento bara a conversdo do depdsito original em um depdsito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para converséo).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
de representagao da Autoridade Internacional

Enderego: Mascheroder W - 1ib
¢ erodervves de Depésito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

Data: 17-09-2004

}1 Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data € a data na qual o status d>a autoridade

Internacional de depésito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy
Tykkimaentie 15
Fin-05200 RAJAMAKI

DECLARAGAO DE VIABILIDADE
Emitido por forga da regra 10.2 pela
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada abaixo

|. DEPOSITANTE

II. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO

‘ Nome: Roal Oy

Enderecgo: Tykkimaentie 15 :
Fin-05200 RAJAMAKI

Ndmero de acesso fornecido pela ' ‘
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEP(')SITO.
DSM 16726
Data do depésito ou da transferéncia':
" 16-09-2004

Hl. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

Nesta data, o referido microorganismo foi

(X)®
( )

viavel

inviavel

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (ll) foi testada em 16-09-2004 2

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO ¢

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

Endereco: Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig

MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Assinatura(s) da(s) - pessoa(s). tendo o
poder de representagdo da autoridade
Internacional de Depésito ou de ofici-
al(is) responsavel(is)

Data: 17-09-2004

" Indica a data de depésito original ou, quando um novo depésito ou transferéncia é feito, a data

relevante mais recente (data do novo depoésito ou data de transferéncia).

2 Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (i) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

3Marcar com um X o campo aplicavel.

4 Preencher se a informagcéo foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depésito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

hoal Oy

_ Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimaentie 15 : tido por forga da regra 7.1 pela au-
Fin-05200 Rajamaki toridade internacional de depdsito

identificada abaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de |dem]ﬁca<;ao fomecida pelo deposnan‘le Numero de acesso fornecido pela
RF5812 AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 16726

1. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (l) foi acompanhado por:
X uma descrigzo cientifica.
) E designagao taxonémica proposta

{Marcar com um x quando aplicavel)

111, RECIBO DE ACEITAGCAO

A presente autondade Internacional de Deposno aceita o mlcroorganlsmo identificado acima (1), o qual” A

foi recebido em 16- 09-2004 (data do depésito or glnal)

IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAQO

O microorganismo identificado acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depésito em (data
do depdsito original) e o requerimento para a conversdo do depdsito original em umb depésito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para converséo).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
de representagido da Autoridade Internacional

Enderego: Mascheroder We- 1b :
¢ 9 de Depdsito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

Data: 17-09-2004

1 Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data € a data na qual o status dé autoridade

Internacional de depésito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy .
Tykkimaentie 15 _ DECLARAGCAO DE VIABILIDADE
Fin-05200 RAJAMAKI . Emitido por for¢a da regra 10.2 pela ]
' AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
. identificada abaixo
I. DEPOSITANTE o ' Il. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO-
| Nome: Roal Oy - Numero de acesso fornecido pela

. . ) AUTORIDADE INTERNACIONAL DE'DEPC’)SITO'
Enderego: Tykkimaentie 15 : : DSM 16725

Fin-05200 RAJAMAKI A Data do depésito ou da transferéncia':

16-09-2004

Ill. DECLARAGAO DE VIABILIDADE

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (l) foi testada em 16-09-2004 2

Nesta data, o referido microorganismo foi,

(X)® viavel

( )P inviavel

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO *

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome:  DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON ' ‘Assinatura(s) da(s) pessoa(s). tendo o
MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH poder de representagdo da autoridade
: Internacional de Depdsito ou de ofici-

al(is) responsavel(is)
Enderego: Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig : ' Data: 17-09-2004

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depésito ou transferéncia é feito, a data
relevante mais recente (data do novo depdsito ou data de transferéncia). |

2 Nos casos relacionados & Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

8 Marcar com um X o campo aplicavel. ‘ g A

* Preencher se a informagao foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.



239

Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

F(oal Oy

_ Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimaentie 15 : tido por forga da regra 7.1 pela au-
Fin-05200 Rajamaki - toridade internacional de depésito

identificada abaixo

I.-IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identificagdo fomecida pelo depositante: ‘Nimero de acesso fornecido pela _
RF5811 AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 16725

I1. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (I) foi acompanhado por: V
[X] uma descrigao cientifica.
_ |Z designagao taxonomica proposta -

(Marcar com um x quando aplicavel)

lIl. RECIBO DE ACEITACAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual »
foi recebido em 16-09-2004 (data do depésito original)1 '
IV. RECIBO DE REQUERIMENTO. PARA CONVERSAO

O microorganismo identificado acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depédsito em (data

-do dep6sito original) e o requerimento para a conversdo do depdsito original em um depésito conforme tratado de
. .

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversao).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH

Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder

de representagao da Autoridade Internacional

Enderego: Mascheroder Wég 1ib .. N P
de Depdsito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

Data: 17-09-2004

,1 Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status dé autoridade

Internacional de depdsito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depésito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy . .
Tykkimaentie 15 _ ' DECLARACAO DE VIABILIDADE
Fin-05200 RAJAMAKI , Emitido por forga da regra 10.2 pela _
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
: identificada abaixo

I. DEPOSITANTE II. IDENTIFICAGCAO DO MICROORGANISMO
Nome: Roal Oy ] Nuamero de acesso fornecido pela
_ . _ AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
Enderego: Tykkimaentie 15 - : DSM 17325

Fin-05200 RAJAMAKI Data do depésito ou da transferéncia’:

' 13-05-2005

Il. DECLARACAO DE VIABILIDADE

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (ll) foi testada em 13-05-2005 2,
Nesta data, o referido microorgahismo foi,

(X)® viavel

( ) inviavel

IV. CONDIGOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO *

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON “Assinatura(s) da(s) - pessoa(s). tendo o
MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH poder de representagdo da autoridade
Internacional de Depdsito ou de ofici-

al(is) responsavel(is)
Enderego: Mascheroder Weg 1b
D-38124 Braunschweig : ' : ' Data: 19-05-2005

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depésito ou transferéncia ¢ feito, adata
relevante mais recente (data do novo depésito ou data de transferéncia). -

2 Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

® Marcar com um X o campo aplicévei. . - '

* Preencher se a informacao foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy

, Recibo no caso de um original, emi-
Tykkim3entie 15 B : tido por forga da regra 7.1 pela au-
-Fin-05200 Rajamaki =~ _ toridade internacional de depdsito

identificada abaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

Referéncia de identiﬁdaé;éo fomecida pelo depositante: ‘Numero de acesso fornecido pela
RF6077 ) AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 17325

Il. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (1) foi acompanhado por:
B uma descrigao cientifica.
_ E designagao taxonomica proposta -

(Marcar com um x quando aplicavel)

ll. RECIBO DE ACEITAGAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (1), o qual

foi recebido em 13-05-2005 (data do depésito original)’

IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAO

O microorganismo identificado acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depés_ito em (data
-do depésito original) e o requerimento para a conversao do depésito original em um depésito conforme tratado de
) .

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversio).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON

MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
de representagéo da Autoridade Internacional

Enderego: Mascheroder Weg 1b
¢ cheroder ¥veg de Depdsito ou de oficial(is) responsavei(is)

D-38124 Braunschweig

Data: 19-05-2005

,1 Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status dva autoridade

Internacional de depdsito foi obtido.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-

organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy . .
Tykkiméaentie 15 _ DECLARACAO DE VIABILIDADE
Fin-05200 RAJAMAKI ' Emitido por forga da regra 10.2 pela
AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
: ' identificada abaixo
I. DEPOSITANTE = ' 1. IDENTIFICAGAO DO MICROORGANISMO-
' Nome: Roal Oy , _ ' Ndmero de acesso fornecido pela
. ' . AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO
Endereco: Tykkimaentie 15 : DSM 17667
Fin-05200 RAJAMAKI A Data d'o depésito ou da transferénéié‘:
18-10-2005

lll. DECLARAGCAO DE VIABILIDADE

A Viabilidade do microorganismo identificado acima (1l) foi testada em 18-10-2005 2,

Nesta data, o referido microorganismo foi

(X)® viavel

( ¥ inviavel

IV. CONDICOES SOB AS QUAIS O TESTE DE VIABILIDADE FOI CONDUZIDO *

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Assinatura(s) da(s) - pessoa(s). tendo o
MIKROOGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH poder de representagao da autoridade
Internacional de Depdsito ou de ofici-

al(is) responsavel(is)
Enderego: Mascheroder Weg 1b :
D-38124 Braunschweig : : ' Data: 19-10-2005

! Indica a data de depésito original ou, quando um novo depésito ou transferéncia é feito, a data
relevante mais recente (data do novo depdsito ou data de transferéncia). |

2 Nos casos relacionados a Regra 10.2(a) (ii) e (iii), refere-se ao teste de viabilidade mais recente.

8 Marcar com um X o campo aplicévei. ' | g '

4 Preencher se a informacao foi requerida e se os resultados do teste foram negativos.
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Tratado de Budapeste sobre o reconhecimento internacional do depdsito de micro-
organismo para fins de processamento de matéria de patentes

FORMATO INTERNACIONAL

Roal Oy

A Recibo no caso de um original, emi-
Tykkimaentie 15 , : tido por forga da regra 7.1 pela au-
Fin-05200 Rajamaki  * toridade internacional de depdsito

identificada abaixo

I. IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO

 Referéncia de identificagZio fomecida pelo depositante: Nuamero de acesso fornecido pela
RF6267 ' AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
DSM 17667

Il. DESCRICAO CIENTIFICA E/OU DESIGNACAO TAXONOMICA PROPOSTA

O microorganismo identificado acima (l) foi acompanhado por:
B uma descrigao cientifica .
) E designagao taxonémica proposta

(Marcar com um x quando aplicavel)

lll. RECIBO DE ACEITAGAO

A presente autoridade Internacional de Depésito aceita o microorganismo identificado acima (l), o qual

foi recebido em 18-10-2005 (data do depésito original)1

IV. RECIBO DE REQUERIMENTO PARA CONVERSAO
O microorganismo idéntjficado ‘acima (1) foi recebido pela presente Autoridade Internacional de Depésito em (data
do depdsito original) e o requerimento para a conversdo do depdésito original em um depésito conforme tratado de

Budapeste foi recebido em (data do recibo do requerimento para conversao).

V. AUTORIDADE INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON -

MIKROOGANISMEN UND ZELL KULTUREN GmbH Assinatura(s) da(s) pessoa(s) tendo o poder
de representacdo da Autoridade Internacional

Endereg¢o: Mascheroder Weg 1ib L. e P
de Depdsito ou de oficial(is) responsavel(is)

D-38124 Braunschweig

Data: 19-10-2005

_1 Quando aplicavel a Regra 6.4(d), a referida data é a data na qual o status dé autoridade

Internacional de depdésito foi obtido.
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REIVINDICAGOES

1. Método para tratar material celuldsico, caracterizado belo'fato
de que é com celobioidrolase, endoglicanase e beta-glicosidase, pelo que a
dita celobioidrolase compreende uma seqiéncia de aminoacido possuindo .
pelo menos 80% de identidade com relag:éd a SEQ ID N2 2, 4, 6 ou 8, ou
com relagao a um fragmento enzimaticamente ativo da mesma. -

2. Méfodo de acordo com a reivindicagado 1, caracterizado pelo
fato de que a celobioidrolase é obtida de Thermoascus aurantiacus, ACre-

" monium thermophilum ou Chaetomium thermophilum.

3. Método de acordo com a reivindicagao 2, caract_erizado pelo
fato de que a celobioidrolase & obtida de CBS 116239 de Thermoascus au-
rantiacus, CBS 116240 de Acremonium thermophilum, ou CBS 730.95 dé
Chaetomium thefmophilum. ‘

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pélo
fato de que as enzimas recombinantes sdo usadas, preferivelmehte produzi-
das em uma cepa do género Trichoderma ou Aspergillus.

5. Método de ‘lacor_do,com a reivindicagao 4, caracterizado pelo

_ fato de que compreende o emprego de uma celobioidrolase obtida de Ther-

moascus aurantiacus ou Acremonium thermophilum aos quais um dominio
de_ligagéo de celulose foi anexado geneticamente.

6. Método de acordo com a reivindicagao 5; caracterizado pelo
fato de que -0 dominio de ligagédo de celulose anexado € derivado de 'Tricho-,

derma reesei ou Chaetomium termophilum, e preferivelmente a proteina de

~ fusao resultante compreende uma sequéncia de aminoacido possuindo pelo

menos 80% de identidade com relagdo a SEQ ID N2: 28 ou 30.

7. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de ‘qué a endoglicanase compreende uma seqiiéncia de aminoacido
po_ssUindo pelo menos 80% de identidade com relagdo a SEQ ID N2 10, 12,
14 ou 16, ou com relagdo a um fragmento enzimaticamente ativo da mesma.

8. Método de acordo com a reiviﬁdicagéo 7, caracterizado peld
fato de que a endoglicanase pode ser obtida de Thermoascus aurantiacus,

Acremonium thermophilum ou Chaetomium thermophilum.
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9. Método de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelo
fato de que a endoglicanase pode ser obtida de CBS 116239 de _Th_ermoas-
cus aurantiacus, CBS 116240 de Acremonium thermophilum ou CBS 730.95
de Chaetomiurih thermophilum. ‘

' 10. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a beta-glicosidase compreende uma sequéncia de aminoacido
possuindo pelo menos 80% de identidade com relagéo a SEQ ID N2 22, 24
ou 26, ou com relagdo a um fragmento enzimaticamente ativo da mesma. _

11. Método de acordo com a reiVindicagéo 10, caracterizado pe-
lo fato de que a .beta glicosidase é obtida de Thermoascus aurantiacus, A-

-cremonium thermophilum, ou Chaetomium thermophllum preferlvelmente de

CBS 116239 de Thermoascus aurantiacus, CBS 116240 de Acremonium

thermophilum, ou CBS 730.95 Chaetomium thermophilum.

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

11, caracterizado pelo fato de que o material celulésico é material lignocelu-

I6sico.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
12, caractenzado pelo fato de que compreende tratamento do material ligno-
Ce|U|OSICO com pelo menos uma enzima adicional, prefenvelmente uma xila-

nase, que compreende, preferivelmente uma sequiéncia de aminoacido pos-

“suindo pelo menos 80% de identidade com relagdo a SEQ ID N°: 18 ou 20,
ou com relagao aum fragmento enzimaticamente ativo da mesma.

14. Método de acordo com a reivindicagao 13, caracterlzado pe-
lo fato de que a xilanase é obtida de Thermoascus aurantiacus ou Acremo-
nium thermophildm, preferivelmente de CBS 116239 Thermoascus aurantia-
cus ou CBS 116240 de Acremonium thermophilum.

| 15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a

14, caracterizado pelo fato de que as enzimas sdo adicionadas ao material

celuldsico tanto simultanea quanto sequencialmente.

' 16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
15, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma das enzimas é codifica-
da por um gene semelhante aquele incluido em um microorganismo possu-



10

15

20

25

30

ra.

indo numero de acesso DSM 1.6723, DSM 16728, DSM 16729, DSM 16727,
DSM 17326, DSM 17324, DSM 17323, DSM 17729, DSM 16724, DSM
16726, DSM 16725, DSM 17325 ou DSM 17667.

17. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo .
fato de que o material celulésico é selecionado do grupo consistindo em pa- |
lha de milho, graminea do tipo "switchgrass” nativak da América do Norte,

palha de cereais, bagaco de cana de aglcar e materiais derivados de madei-

18. Preparacgao de enzima‘ caracterizada pelo faté de que cdrh-
preende celobioidrolase, endoglicanase e beta-glicosidase, caracterizado
pelo fato de que a dita celobioidrolase compreende uma sequéncia de aml- _
noacido possuindo pelo menos 80% de identidade com relagdo a SEQ ID N‘—’:
2, 4, 6 ou 8, oU com relagdo a um fragmento enzimaticamente ativo da
mesma. | ' —
19. Preparacdo de enzima de acordo com a reivindicagéo 18,
caracterizada pelo fato'de que a dita celobioidrolase é obtida de Thermoas-
cus aurant/acus Acremonium thermophllum ou Chaetomium thermophllum
20. Preparagao de enzima de acordo com a reivindicagado 19,
caracterizada pelo fato de que a celobioidrolase € obtida de CBS 116239 de
Thermoascus aurantiacus, CBS 116240 de Acremonium thermophilum. ou
CBS 730.95 de Chaetomium thermophilum. »
21. vPreparagéo de enzima de acordo com a reivindicacao 18,

caracterizada pelo fato de que as enzimas sdo enzimas recombinantes, pre-

~ ferivelmente produzidas em uma cepa do género Trichoderma ou Aspergil-

lus.
22. Preparagdo de enzima de acordo com a reivindicagdo 21;

_ caracterizada pelo fato de que compreende uma celobioidrolase cj_btida,de

Thermoascus aurantiacus a qual um dominio de Iigagéo de celulose foi ane-
xado geneticamente. | ) _
23. Preparacao dé enzima de acordo com a reivindicégéo 22;
caracterizada pelo fato de que o dominio de ligacéo de celulose anexado &
derivado de Trichoderma reesei ou Chaetomium termophilum, e preferivel-
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mente a proteina de fusao resultante compreende uma sequéncia de amino-
acidos possuindo pelo menos 80% de identidade com relagao a SEQ ID N
28 ou 30. _

24. Preparagdo de enzima de acordo com a reivindicac;éd 18,
caracterizada pelo fato de que a endoglicanase compreende uma sequéncia
de aminoacidos possuindo pelo menos 80% de identidade com relagdo a
SEQ ID N2 10, 12, 14 ou 16, ou com relagdo a um fragmento enzimatica-
mente ativo da mesma. '

25. Preparagao de enzima de acordo com a reivindicagao 24
caracterlzada pelo fato de que a endoglicanase é obtida de. Thermoascus

-aurantiacus, Acremonium thermophilum ou Chaetomium thermophilum, pre- -

ferivelmente de CBS 116239 de Thermoascus aurantiacus, CBS 116240 de
Acremonium thermophilum ou CBS 730.95 de Chaetomium thermophilum.

| 26. Preparagao de ‘enzima de acordo com a reivindicagdo 18,
caracterizada pelo fato de que a beta-glucosidase _corhpreende uma sequén-
ciaA de aminoacido possuindo pelo menos 80% de identidade com relagao a
SEQ ID N2: 22, 24 ou 26, ou Com_relagéo a um fragmento enzimaticamente
ativo da mesma '

- 27. Preparagao de enznma de acordo com a relvmdlcagao 26,

~ caracterizada pelo fato de que a beta-glucosidase é obtida de Thermoascus
.aurantiacus, Acremonium thermophilum, ou Chaetomium-thermophilum, pre-

ferivelmente de CBS 116239 de Thermoascus aurantiacus, CBS 116240 de

'Acremonium thermophilum ou CBS 730.95 de Chaetomium thermophilum.

28. Preparagao de enzima de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 27, caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos
uma enzima adicional, preferivelmente uma xilanase, que compreende, pre-

ferivelmente, uma sequéncia de aminoacidos possuindo pelo menos 80% de

identidade com relagcdo a SEQ ID N2: 18 ou 20, ou com relagdo a um frag-

mento enzimaticamente ativo da mesma.

29. Preparagdo de enzima de acordo com a réivindicagéo 28,
caracterizada pelo fato de que a xilanase é obtida de Thermoascus aurantia-
cus ou Acremonium thermophi/um, preferivelmente de C'BS 116239 de
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Thermoascus aurantiacus ou CBS 116240 de Acremonium thermophilum.

30. Preparagao de enzima de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 29, caracterizada pelo fato de que pelo menos uma das en-
zimas é codificada por um gene semelhante aquele incluido em um microor-
ganismo possuindo nimero de acesso DSM 16723, DSM 16728, DSM
16729, DSM 16727, DSM 17326, DSM 17324, DSM 17323, DSM 17729,
DSM 16724, DSM 16726, DSM 16725, DSM 17325 ou DSM 17667.

31. Preparagao de enzima de acordo com a reivindicagéo 18,
céracterizada pelo fato de que esta na forma de meio de cultura gasto, pos,
granulos ou liquidos.

32. Uso de uma preparagao de enzima como definida em qual-
quer uma das reivindicagées 18 a 31, caracterizado pelo fato de que € para
degradacgao de material celulésico.

33. Uso de acordo com reivindicagdo 32, caracterizado pelo fato
de que o material celulésico é selecionado do grupo consistindo em palha de
milho, graminea do tipo switchgrass nativa da América do Norte, palha de
cereais, bagaco de cana de aglcar e materiais derivados de madeira.

34. Uso do método como definido em qualquer uma das reivindi-
cagdes 1 a 17, caracterizado pelo fato de que € um processo para prepara-
cao de etanol a partir de material celuldsico.

v 35. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende um
fragmento possuindo atividade celulésica e sendo selecionado do grupo
consistindo em:

a)um polipeptideo compreendendo uma seqiiéncia de aminqéci-
do possuindo pelo menos 66% de identidade com relagéo a SEQ ID N°:¢§:", ’
79% de identidade com relacéo a SEQ ID N°:6, 78% de identidade com/,/ rela-
cao a SEQ ID N°:12, 68% de identidade com relagéo a SEQ ID N°:14, 72%
de identidade com relagdo a SEQ ID N°:16, 68% de identidade com relagéao
a SEQ ID N°:20, 74% de identidade com relagao a SEQ ID N°:22 ou 24, ou
78% de identidade com relagido a SEQ ID N°:26; |

b)uma variante de a) compreendendo um fragmento possuindo

atividade celulésica; e
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~C).

c) um fragmento de a) ou b) possuindo atividade celulésica.

36. Polipeptideo de acordo com a reivindicacao 35, céracteriza-
do pelo fato de que compreende:

a) uma sequencna de aminoacido possumdo pelo menos 80% de
identidade com relacdo a SEQ ID N2 4, 6, 12, 14, 16, 20, 22, 24 ou 26;

b) uma variante de a) compreendendo um fragmento possuindo
atividade de celbbioidrolase, ehdoglicanase, xilanase ou beta-glicosidase; ou .

c) um fragmento de a) ou b) possuindo atividade de celobioidrd-_
lase, endogllcanase xilanase ou beta-glicosidase. _

37. Polinucleotideo isolado, caracterizado pelo fato de que é se-

Jlecionado do grupo consistindo em:

a) uma sequéncia de nuc|eot|deo da SEQID N2: 3, 5, 11, 13, 15,
19, 21, 23 ou 25, ou uma sequencna- codificando um polipeptideo da reivindi-

V cagao 35;

b) um filamento complementar de a) A

c) um fragmento de a) ou b) compreendendo pelo menos 20 nu-
cleotldeos e ‘

d) uma sequéncia que se degenera como resultado, do codlgo |

genético em qualquer uma das sequenclas conforme definido em a), b) ou

38. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagéo 37, caracteri-
zado pelo fato de qué’ possui uma seqiéncia compreendida das SEQ ID_NQS:

3,5,11, 13, 15, 19, 21, 23 ou 25.

39. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagao 37, caracteri-
zado pelo fato de que compreende um gene similar ao incluindo em um mi-
croorganismo possuindo nimero de acesso selecionado do grupo consistin-
do em DSM 16728, DSM 16729, DSM 17324, DSM 17323, DSM 17729,
DSM 16726, DSM 16725, DSM 17325 e DSM 17667.

» 40. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende como
uma sequéncia hAete'réIoga um polinucleotideo como definido em qualquer
uma das reivindicagbes 37 a 39.

' 41. Vetor de acordo com a reivindicagao 40, caracterizado pelo
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fato de que é capaz de expressar um polipeptideo como definido na reivindi-
cacao 35. ' ' |

42. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que compre-
ende o vetor como definido na reivindicagao 40. '

43. Célula hospedeira de acordo com a réivindicagéo 42, carac-
terizada pelo fato de que é capaz de expressar o polipepti’deo codificado pe-
la sequéncia de pdlinucleotl’deo.heteréloga. _

44. Célula hospedeira de acordo com a reivindicag&o 43, carac-

terizada pelo fato dre que é uma cepa do género Trichoderma ou Aspergillus.

45, 'Cépa de Escherichia coli, caracterizada pelo fato de-que
possui nimero de acesso DSM 16728, DSM 16729, DSM 17324, DSM
17323, DSM 17729 DSM 16726, DSM 16725, DSM 17325 ou DSM 17667. |

46. Preparacao de enzima, caracterizada pelo fato de que com-
preende um polipeptideo como deflmdo na reivindicagéo 35. '

47. Preparagao de enzima de acordo com a relvmdlcagao 46,

caracterizada pelo fato de que esta na forma de meio de cultura gasto pé,
granulos ou liquido. , . _

48. Preparagao de' enzima de acordo com a reivindicagdo 46 ou
47, caracterizada pelo fato de que compreende atividade de celobioidrolase,
endoglicanase, beta-glicosidase, e opcionalmente de xilanase e/ou atividéde
de outras en2|mas |

49. Preparagao da enzima de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagbes 46 a 48, caracterizada pelo fato de que compreende, adicional-

- mente, aditivos convencionais.

50. Uso de um polipeptideo como definido na reivindicagao 35,

ou uma preparagéo de enzima como definida na reivindicagdo 46, caracteri-

~zada pelo fato de que é na industria de combustiveis, téxteis, detergentes

polpa e papel, alimentos, suprimentos ou bebidas.

51. Uso de acordo com a reivindicag@o 50, caracterizado pelo
fato de que a enzima € empregada no tratamento de polpa kraft, polpa me-
canica ou papel reciclado.

52. Uso de acordo com a reivindicagdo 50, caracterizado pelo
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fato de que a preparagao de enzima é meio de cultura gasto.
' 53. Método para preparar um polipeptideo, caracteri'zado pe'lo
fato de que compreende um fragmento possuindo atividade celulésica e
sendo selecionado do grupo consistindo em:

| a) um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de aminoa-
cido possuindo pelo menos 66% de identidade com relagdo a SEQ ID N2:4,
79% de identidade com. relagéo a SEQ ID N2:6, 78% de identidade com rela-
¢do a SEQ ID N2:12, 68% de identidade com relagéo a SEQ ID N214, 72%
de identidade com relagdo a SEQ ID N2:16, 68% de identidade com relagao
a SEQ ID N‘—’:20,I74% de identidade com relagdo a SEQ ID N2:22 ou 24, ou

. 78% de identidade com relagdo a SEQ ID N2:26;

b) uma variante de a) compreendendo um fragmentd possuindo

atividade celulésica; e | '
| ¢) um fragmento de a) ou b) possuindo atividade celulésica,

o dito método compreendendo transformagéo de uma célula
hdépedeira com um vetor codificando o dito polipeptideo, e cultivo da célula
hospedeira sob condi¢gbes que permitem expressao do dito polipeptideo, e
opcionalmente recuperagao e pQrificacéo do polipeptideo produzido. |

, . 54, Método para tratar'material celulésico, caracteriiado pelo fa-
to de que é com um meio de cultura gasto de peIo’menos um microorganis-

.mo capaz de produzir um polipeptideo compreendendo um fragmento possu-

indo atividade celuldsica e sendo selecionado do grupo consistindo em:
a) um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de aminoa-

cido possuindo pelo menos 66% de identidade com relagdo a SEQ ID N2:4,

79% de identidade com relagdo a SEQ ID N2:6, 78% de identidade com rela-
cdo a SEQ ID N2:12, 68% de identidade com relagdo a SEQ ID N%:14, 72%
de identidade com relagdo a SEQ ID N%:16, 68% de identidade com relagao

a SEQ ID N2:20, 74% de identidade com relagdo a SEQ ID N2:22 ou 24, ou

78% de identidade com relagéo a SEQ ID N°:26;
b) uma variante de a) compreendendo um fragm'ento possuindo
atividade celuldsica; e ' |
‘ Cc) um fragmento de a) ou b) possuindo atividade'celulésica,



o dito método compreendendo reagdo do material celulésico
com o meio de cultura gasto para obtengao de material celuldsico hidrolisa-
do. '
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RESUMO
Patente de Invencao "METODO PARA TRATAR MATERIAL CELULOSI-
CO, USO DO MESMO PREPARAQAO DE ENZIMA, USO DA MESMA,
POLIPEPTIDEO USO E METODO DE PREPARA(;AO DO MESMO".

‘A presente invengao refere -se a produgdo de hudrolases de agu- -
car a partir de material celulésico. O método pode ser ‘usado, por exemplo,
para produzir ai;uca}esj ferme'ntéve'is para a produg:é'o- de bioetanol a partir
de material lignocelulésico. Sao descritas as enzimas lignocelulésicas e s'uaA
produg:ao por tecnologua recombLnante bem como 0S UusosS das enznmas e

preparagoes de enzima.

-
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