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DESCRIPCION

Procedimiento para mejorar el rendimiento de los procedimientos de conversion de celulosa.

3. CAMPO
[0001] La presente invencion se refiere a procedimientos para mejorar el rendimiento de azlcares deseables
en la conversion enziméatica de materiales celulésicos.

4. ANTECEDENTES

[0002] La produccion de azlcares a partir de materiales celuldsicos es conocida desde hace algun tiempo, al
igual que la posterior fermentacién y destilacién de estos azlcares en etanol. Buena parte del desarrollo anterior
tuvo lugar hacia la época de la Il Guerra Mundial cuando existia una alta demanda de combustibles en algunos
paises como Alemania, Japon y la Unién Soviética. Estos primeros procedimientos estaban dirigidos principalmente
a la hidrdlisis acida pero eran bastante complejos en su ingenieria y su disefio y resultaban muy sensibles a
pequefias variaciones en las variables del procedimiento, como la temperatura, la presion y las concentraciones de
acidos. Se presenta una exposicién extensa de estos primeros procedimientos en "Production of Sugars From Wood
Using High-pressure Hydrogen Chloride", Biotechnology and Bioengineering, Volumen XXV, en 2757 — 2773 (1983).

[0003] El abundante suministro de petréleo en el periodo comprendido entre la || Guerra Mundial y principios
de la década de 1970 ralentiz6 la investigacion en la conversion del etanol. Sin embargo, debido a la crisis del
petréleo de 1973, los investigadores incrementaron sus esfuerzos para desarrollar procedimientos de cara a la
utilizacién de madera y subproductos agricolas para la produccién de etanol como una fuente de energia alternativa.
Esta investigacion fue especialmente importante para el desarrollo del etanol como un aditivo de las gasolinas para
reducir la dependencia de los Estados Unidos de la produccion de petréleo en el exterior, para aumentar el indice de
octano de los combustibles y para reducir los contaminantes de los gases de escape como una medida ambiental.

[0004] Al mismo tiempo que la "crisis del petréleo”, como pasé a ser conocida, la Environmental Protection
Agency de los Estados Unidos promulgé regulaciones que exigian la reduccion de aditivos de plomo en un esfuerzo
por reducir la contaminacion del aire. En tanto que el etanol es practicamente una alternativa al plomo, algunas
refinerias han elegido al etanol como su sustituto, especialmente porque puede ser introducido facilmente en el
funcionamiento de una refineria sin una costosa inversion en bienes de capital.

[0005] Ademas de mejorar los procedimientos de sacarificacion de gases a alta presion y alta temperatura
desarrollados hace varias décadas, la investigacion actual se dirige principalmente a procedimientos de conversion
enzimatica. Estos procedimientos emplean enzimas procedentes de una diversidad de organismos, como hongos,
levaduras y bacterias mesdfilos y termofilos, que degradan la celulosa en azucares fermentables. En torno a estos
procedimientos y a la posibilidad de su dimensionamiento a escala de comercializacion aun existen ciertas
incertidumbres, a lo que se afiaden las tasas ineficaces de la produccion de etanol.

[0006] La celulosa y la hemicelulosa son los materiales vegetales méas abundantes producidos por
fotosintesis. Pueden degradarse para su uso como fuente energética por parte de numerosos microorganismos,
entre ellos bacterias, levaduras y hongos, que producen enzimas extracelulares capaces de hidrolizar los sustratos
poliméricos en azlcares monoméricos (Aro y col., 2001). A menudo los organismos son restrictivos en lo que
respecta a los azlicares que usan, lo cual indica los azlicares que es mejor producir durante la conversién. Conforme
se acercan los limites de los recursos no renovables, el potencial de celulosa que se convertira en un recurso
importante de energia renovable es enorme (Krishna y col.,, 2001). El uso eficaz de la celulosa a través de
procedimientos biolégicos es un enfoque que resolvera la escasez de alimentos, piensos y combustibles (Ohmiya y
col., 1997).

[0007] Las celulasas son enzimas que hidrolizan la celulosa (uniones beta-1,4-glucano o beta-D-glucosidicas)
con el resultado de la formacién de glucosa, celobiosa, celooligosacaridos, y similares. Las celulasas se han dividido
tradicionalmente en tres grandes clases: endoglucanasas (EC 3.2.1.4) ("EG"), exoglucanasas o celobiohidrolasas
(EC 3.2.1.91) ("CBH") y beta-glucosidasas ([beta]-D-glucésido-glucohidrolasa; EC 3.2.1.21) ("BG") (Knowles y col.,
1987 y Shulein, 1988). Las endoglucanasas actlan principalmente en las partes amorfas de la fibra de celulosa,
mientras que las celobiohidrolasas son capaces también de degradar la celulosa cristalina.

[0008] Se ha demostrado también que las celulasas son Utiles en la degradacion de biomasa de celulosa a
etanol (en la que las celulasas degradan celulosa a glucosa y las levaduras u otros microbios fermentan ademas la
glucosa en etanol), en el tratamiento de pulpa mecanica (Pere y col., 1996), para su uso como un aditivo en los
piensos (documento WO-91/04.673) y en molienda de grano por via himeda. La sacarificacion y fermentacién
separada es un procedimiento segun el cual la celulosa presente en la biomasa, por ejemplo, en los residuos de la
planta del maiz, se convierte en glucosa y posteriormente cepas de levaduras convierten la glucosa en etanol. La
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sacarificacion y fermentacion simultanea es un procedimiento segun el cual la celulosa presente en la biomasa, por
ejemplo, en residuos de la planta del maiz, se convierte en glucosa y, al mismo tiempo y en el mismo reactor, cepas
de levaduras convierten la glucosa en etanol. La produccion de etanol a partir de fuentes faciimente disponibles de
celulosa proporciona una fuente de combustible estable y renovable.

[0009] Se sabe que las celulasas son producidas por un gran numero de bacterias, levaduras y hongos.
Determinados hongos producen un sistema de celulasa completo (es decir, una celulasa entera) capaz de degradar
formas cristalinas de celulosa. Con el fin de convertir eficazmente celulosa cristalina en glucosa se requiere el
sistema de celulasa completo que comprende componentes de cada una de las clasificaciones CBH, EG y BG, con
componentes aislados menos eficaces en la hidrdlisis de la celulosa cristalina (Filho y col., 1996). En particular, la
combinacién de celulasas de tipo EG y celulasas de tipo CBH interacciona para degradar mas eficazmente la
celulosa que cualquier enzima usada en solitario (Wood, 1985; Baker y col., 1994; y Nieves y col., 1995).

[0010] Ademas, en la técnica se sabe que las celulasas son utiles en el tratamiento de material textil para el
fin de mejorar la capacidad de limpieza de composiciones detergentes, para su uso como un agente de suavizado,
para mejorar el tacto y la apariencia de los tejidos de algodén, y similares (Kumar y col., 1997). Se han descrito
composiciones detergentes que contienen celulasa con rendimiento de limpieza mejorado (patente de EE.UU. n°
4.435.307; solicitudes britanicas n°® 2.095.275 y 2.094.826) y para su uso en el tratamiento de telas para mejorar el
tacto y la apariencia del material textil (patentes de EE.UU. n°® 5.648.263, 5.691.178 y 5.776.757, y solicitud britanica
n° 1.358.599).

[0011] Por lo tanto, las celulasas producidas en hongos y bacterias han recibido una notable atencién. En
particular, se ha demostrado que la fermentacion de Trichoderma spp. (por ejemplo, Trichoderma longibrachiatum o
Trichoderma reesei) produce un sistema de celulasa completo capaz de degradar formas cristalinas de celulosa.
Con el paso de los afios, la producciéon de celulasa de Trichoderma ha sido mejorada por mutagénesis clasica,
cribado, seleccion y desarrollo de condiciones de fermentacion econémicas a gran escala y altamente refinadas.
Mientras el sistema de celulasa de multiples componentes de Trichoderma spp. es capaz de hidrolizar celulosa en
glucosa, existen celulasas de otros microorganismos, en particular cepas bacterianas, con diferentes propiedades
para una hidrdlisis eficaz de celulosa, y seria ventajoso expresar estas proteinas en un hongo filamentoso para
produccion de celulasa a escala industrial. Sin embargo, los resultados de muchos estudios demuestran que el
rendimiento de enzimas bacterianas a partir de hongos filamentosos es bajo (Jeeves y col., 1991).

[0012] Los azucares solubles, como la glucosa y la celobiosa, tienen multitud de usos en la industria para la
produccién de productos quimicos y bioldgicos. La optimizacion de la hidrdlisis de celulosa permite el uso de
cantidades menores de enzima y una rentabilidad econdmica mejorada para la produccién de azlcares solubles. A
pesar del desarrollo de numerosos planteamientos, sigue existiendo la necesidad en la técnica de mejorar el
rendimiento de los azlcares solubles obtenidos de materiales celulésicos.

Tolan (Clean Tech Environ Policy, 2002, 339 — 345) desvela la vision general de un procedimiento para producir
etanol a partir de biomasa celulésica que incluye el uso de celulasa en una reaccién de hidrdlisis de celulasa. El
material celulésico es procesado en la reaccion de hidrélisis durante 5 a 7 dias a 50 °C .

Vlikara y col. (Advances in Biochem. Engin./Biotechnol, 2007, 121 — 145) desvela una comparacion de enzimas
termoestables y celulasas comerciales en hidrélisis de lignocelulosa.

El documento WO-2005/001.065 desvela una variante CBH1.1 de Humicola grisea que tiene actividad de
celobiohidralasa.

5. RESUMEN

[0013] La presente invencion proporciona procedimientos para aumentar el rendimiento de los azlcares
solubles a partir de la sacarificacion enzimatica de materiales celulésicos de partida mediante incubacién de un
sustrato celulésico o un sustrato celulésico pretratado con una celulasa entera de Trichoderma reesei a una
temperatura de entre 50 °C y 65 °C durante 0,1 horas a 96 horas a un pH de 4 a 9. La presente invencién
proporciona también procedimientos para aumentar el rendimiento de glucosa a partir de la sacarificacion enzimatica
de materiales celulésicos de partida mediante la incubacion de un sustrato celuldsico o un sustrato celuldsico
pretratado con una celulasa a una temperatura de o aproximadamente a la temperatura de desnaturalizacién térmica
de la celulasa.

[0014] También se proporcionan procedimientos para convertir un material celulésico en glucosa mediante la
combinacion de un material celulésico con una celulasa incubando la combinacién de material celulésico y celulasa
a una temperatura superior a aproximadamente 38 °C para provocar una reaccion de hidrolisis con el fin de convertir
al menos el 20 % de dicho material celulésico en azlcares solubles, en el que la fraccion de glucosa es al menos
0,75 con respecto a los azlcares solubles. La presente invencién proporciona ademas procedimientos para convertir
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un material celulésico en celobiosa combinando un material celulésico con mezcla de enzimas que comprenden una
endoglucanasa 1, de manera que la incubaciéon de la combinacién de material celulésico y celulasa provoca una
reaccion de hidrdlisis para convertir hasta el 50 % del material celulésico en azlcares solubles, en el que la fraccién
de glucosa es inferior a aproximadamente 0,5 con respecto a dichos azucares solubles.

[0015] Las celulasas son celulasas enteras, mezclas de celulasas enteras o combinaciones de las mismas
producidas por microorganismos a partir de especies de Trichoderma reesei.

[0016] En la presente memoria descriptiva se proporcionan estas y otras caracteristicas de la presente
invencion.

6. BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0017] El experto en la materia comprendera que los dibujos se ofrecen solo con fines de ilustracién y no
pretenden limitar en ningiin modo el &mbito de la presente invencion.

[0018] Las figs. 1A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con &cido diluido en
azucares solubles mediante 3,3 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresion en exceso de
betaglucosidasa, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros).

[0019] Las figs. 2A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con &cido diluido en
azucares solubles mediante 12 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresién en exceso de
betaglucosidasa, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros).

[0020] Las figs. 3A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles por 18 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresion en exceso de
betaglucosidasa 1, 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros).

[0021] Las figs. 4A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con &cido diluido en
azucares solubles mediante 20 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresion en exceso de
betaglucosidasa, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros).

[0022] Las figs. 5A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante 20 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresién en exceso de
betaglucosidasa, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros).

[0023] Las figs. 6A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con &cido diluido en
azucares solubles mediante 12 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C
(simbolos negros).

[0024] Las figs. 7A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con &cido diluido en
azucares solubles mediante 12 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei que expresa una proteina de fusion
CBH1-E1, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros).

[0025] Las figs. 8A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con &cido diluido en
azucares solubles mediante 15 mg/g de una mezcla de enzimas de EG1 y CBH1 de T. reesei (cuadrados) o de E1y
CBH1 de H. grisea (circulos) a 38 °C (simbolos huecos) y 65 °C (simbolos negros).

[0026] Las figs. 9A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con &cido diluido en
azUcares solubles mediante 15 mg/g de una mezcla de enzimas de EG1, CBH1 de T. reesei y CBH2 de T. reesei
(cuadrados) o de E1, CBH1 de H. grisea y CBH2 de T. reesei (circulos) a 38 °C (simbolos huecos) y 65 °C (simbolos
negros).

[0027] Las figs. 10A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante 15 mg/g de una mezcla de enzimas de EG1, CBH1 de T. reesei (cuadrados) y E3 de T.
fusca o de E1, CBH1 de H. grisea 'y E3 de T. fusca (circulos) a 38 °C (simbolos huecos) y 65 °C (simbolos negros).

[0028] Las figs. 11A-F muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azuUcares solubles mediante una cepa de Trichoderma reesei a 53 °C (simbolos negros) y 59 °C (simbolos huecos).

[0029] Las figs. 12A-F muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azUcares solubles mediante una celulasa entera de Trichoderma reesei que expresa una proteina de fusion CBH1-
E1l, a 53 °C (simbolos negros) y 59 °C (simbolos huecos).
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7. DESCRIPCION DETALLADA DE VARIAS FORMAS DE REALIZACION

[0030] Salvo que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
memoria descriptiva tienen el mismo significado que entiende normalmente el experto en la materia a quien se dirige
esta invencién. Singleton, y col., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 22 ED., John
Wiley and Sons, Nueva York (1994), y Hale & Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY,
Harper Perennial, N.Y. (1991) proporcionan al experto un diccionario genérico de muchos de los términos usados en
esta invencién. Aunque puede usarse cualquier procedimiento y material similar o equivalente a los descritos en la
presente memoria descriptiva en la practica o la prueba de la presente invencién, se describen los procedimientos y
materiales preferidos. Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo. Debe entenderse que
esta invencidn no esta limitada a la metodologia, los protocolos y los reactivos descritos en particular, ya que pueden
variar.

[0031] Los encabezamientos proporcionados en la presente memoria descriptiva no son limitaciones de los
diversos aspectos o formas de realizacion de la invencién que pueden tomarse como referencia para la memoria
descriptiva en su conjunto. En consecuencia, los términos definidos inmediatamente a continuacién se definen de
forma mas completa con referencia a la memoria descriptiva tomada en su conjunto.

[0032] El término "celulasa" se refiere a una categoria de enzimas capaces de hidrolizar polimeros de
celulosa (uniones beta-1,4-glucano o beta-D-glucosidicas) para acortar oligdmeros de celooligosacaridos, celobiosa
y/o glucosa.

[0033] El término "exo-celobiohidrolasa" (CBH) se refiere a un grupo de enzimas de celulasa clasificadas
como EC 3.2.1.91. Estas enzimas son conocidas también como exoglucanasas o celobiohidrolasas. Las enzimas
CBH hidrolizan la celobiosa a partir del extremo reductor o no reductor de la celulosa. En general, una enzima de
tipo CBHI hidroliza preferentemente celobiosa a partir del extremo reductor de la celulosa y una enzima de tipo
CBHII hidroliza preferentemente el extremo no reductor de la celulosa.

[0034] El término "actividad de celobiohidrolasa" se define en la presente memoria descriptiva como una
actividad de 1,4-D-glucan-celobiohidrolasa (E.C. 3.2.1.91) que cataliza la hidrélisis de uniones 1,4-beta-D-
glucosidicas en celulosa, celotetriosa, o cualquier polimero que contenga glucosa ligada a beta-1,4, liberando
celobiosa a partir de los extremos de la cadena. Para los fines de la presente invencion, la actividad de
celobiohidrolasa puede determinarse mediante liberacion de un azucar reductor hidrosoluble de celulosa segun se
mide mediante el procedimiento PHBAH de Lever y col., 1972, Anal. Biochem. 47: 273 — 279. Puede establecerse
una distincién entre el modo de ataque a exoglucanasa de una celobiohidrolasa y modo de ataque a endoglucanasa
realizado por una medida similar de liberaciébn de azlcar reductor a partir de celulosa sustituida como
carboximetilcelulosa o hidroxietilcelulosa (Ghose, 1987, Pure & Appl. Chem. 59: 257 — 268). Una celobiohidrolasa
verdadera tendra un indice de actividad muy elevado en celulosa no sustituida frente a la sustituida (Bailey y col.,
1993, Biotechnol. Appl. Biochem. 17: 65 — 76).

[0035] El término "endoglucanasa" (EG) se refiere a un grupo de enzimas de celulasa clasificadas como EC
3.2.1.4. Una enzima de EG hidroliza enlaces beta-1,4-glucosidicos internos de la celulosa. El término
"endoglucanasa" se define en la presente memoria descriptiva como una endo-1,4-(1,3;1,4)-beta-D-glucan-4-
glucanohidrolasa (E.C. n° 3.2.1.4) que cataliza la endohidrélisis de uniones 1,4-beta-D-glucosidicas en celulosa,
derivados de celulosa (por ejemplo, carboximetilcelulosa), liquenina, enlaces beta-1,4 en beta-1,3-glucanos mixtos
como beta-D-glucanos o xiloglucanos de cereales, y otro material vegetal que contiene componentes celuldsicos.
Para los fines de la presente invencion, la actividad de endoglucanasa puede determinarse usando hidrdlisis de la
carboximetilcelulosa (CMC) segun el procedimiento de Ghose, 1987, Pure and Appl. Chem. 59: 257 — 268.

[0036] El término "beta-glucosidasa" se define en la presente memoria descriptiva como una beta-D-
glucosido-glucohidrolasa (E.C. 3,2,1,21) que cataliza la hidrdlisis de celobiosa con la liberacion de beta-D-glucosa.
Para los fines de la presente invencion, la actividad de beta-glucosidasa puede medirse mediante procedimientos
conocidos en la técnica, por ejemplo, HPLC.

[0037] La "actividad celulolitica" comprende la actividad de exoglucanasa, la actividad de endoglucanasa o la
actividad de ambos tipos de enzimas, asi como la actividad de beta-glucosidasa.

[0038] Muchos microbios fabrican enzimas que hidrolizan la celulosa, entre ellos las bacterias Acidothermus,
Thermobifida, Bacillus y Cellulomonas; Streptomyces; levaduras como Candida, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia y los hongos Acremonium, Aspergillus, Aureobosidium,
Chrysosporium, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora,
Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus,
Thielavia, Tolypocladium o Trichoderma, o formas sexuales alternativas de los mismos como Emericella e Hypocrea
(véase Kuhls y col., 1996).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 385064 T3

[0039] Una composicion "de ocurrencia no natural" comprende aquellas composiciones producidas por: (1)
combinacién de enzimas celuloliticas de componentes ya sea en una proporciéon de ocurrencia natural o en una
proporcion de ocurrencia no natural, es decir, alterada; o (2) modificacion de un organismo para expresar en exceso
o en defecto una o mas enzimas celuloliticas; o (3) modificacion de un organismo de tal manera que se suprima al
menos una enzima celulolitica o (4) modificacion de un organismo para expresar una enzima celulolitica de
componente heter6logo. Las enzimas celuloliticas de componentes pueden proporcionarse como polipéptidos
aislados antes de la combinacién para formar la composicién de ocurrencia no natural.

[0040] Los autores de la invencién han encontrado, en parte, que el aumento en la temperatura de
sacarificacion aumenta el rendimiento de glucosa a partir de materiales celulésicos y también da como resultado una
mejora en la conversion global de celulosa de tal manera que la fraccién de glucosa en el producto de conversion
aumenta a temperaturas de incubaciéon mas elevadas.

[0041] La presente invencion proporciona procedimientos para aumentar el rendimiento de azUcares solubles
a partir de la sacarificacion enzimatica de materiales celulésicos de partida mediante incubacion de un sustrato
celuldsico o un sustrato celuldsico pretratado con una celulasa entera de Trichoderma reesei a una temperatura
entre 50 °C y 65 °C durante 0,1 horas a 96 horas a un pH de 4 a 9. La presente invencion proporciona ademas
procedimientos para aumentar el rendimiento de glucosa a partir de la sacarificacion enzimatica de materiales
celuldsicos de partida mediante incubacion de un sustrato celulésico o un sustrato celulésico pretratado con una
celulasa entera de Trichoderma reesei entre 50 °C y 65 °C durante 0,1 horas a 96 horas a un pH de 4 a 9.

[0042] En los procedimientos de la presente descripcion, el material celulésico puede ser cualquier material
que contenga celulosa. El material celulésico puede incluir, pero no se limita a, celulosa, hemicelulosa y materiales
lignocelulésicos. En algunas formas de realizacién, los materiales celulésicos incluyen, pero no se limitan a,
biomasa, material herbaceo, residuos agricolas, residuos forestales, residuos soélidos municipales, residuos de papel,
y residuos de pulpa y papel. En algunas formas de realizacion, el material celuldsico incluye madera, pulpa de
madera, lodos de fabricacion de papel, flujos de residuos de pulpa de papel, madera aglomerada, residuos de la
planta del maiz, fibra de maiz, arroz, residuos del procesamiento de papel y pulpa, plantas lefiosas o herbaceas,
pulpa de la fruta, pulpa vegetal, piedra pémez, grano de destiladoras, hierbas, cascaras de arroz, bagazo de cafia de
azucar, algoddn, yute, cafiamo, lino, bambu, sisal, abaca, paja, mazorcas de maiz, granos de destiladoras, hojas,
paja de trigo, residuos de coco, algas, pasto varilla y mezclas de los mismos (véase, por ejemplo, Wiselogel y col.,
1995, en Handbook on Bioetanol (Charles E. Wyman, editor), p4g. 105 — 118, Taylor & Francis, Washington D.C.;
Wyman, 1994, Bioresource Technology 50: 3 — 16; Lynd, 1990, Applied Biochemistry and Biotechnology 24/25: 695
— 719; Mosier y col., 1999, Recent Progress in Bioconversion of Lignocellulosics, en Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, T. Scheper, director editorial, Volumen 65, pag. 23 — 40, Springer- Verlag, Nueva York).

[0043] El material celulésico puede usarse tal cual o puede someterse a pretratamiento usando
procedimientos conocidos en la técnica. Dichos pretratamientos incluyen pretratamiento quimico, fisico y biologico.
Por ejemplo, las técnicas de pretratamiento fisico pueden incluir sin limitacion diversos tipos de molienda, trituracion,
inyeccion de vapor/explosion de vapor, irradiacion e hidrotermdlisis. Las técnicas de pretratamiento quimico pueden
incluir sin limitacion acido diluido, tratamiento alcalino, disolvente organico, amoniaco, diéxido de azufre, didxido de
carbono e hidrotermdlisis controlada por pH. Las técnicas de pretratamiento biol6gico pueden incluir sin limitacion
aplicacion de microorganismos solubilizadores de lignina. El pretratamiento puede tener lugar desde varios minutos
a varias horas, por ejemplo, de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 120.

[0044] En una forma de realizacion, el pretratamiento puede realizarse a temperatura elevada y con la adicion
de acido diluido, acido concentrado o solucién alcalina diluida. La solucion de pretratamiento puede afiadirse durante
un tiempo suficiente para hidrolizar al menos parcialmente los componentes de hemicelulosa y a continuacién
neutralizarlos.

[0045] En algunas formas de realizacion, el pretratamiento se selecciona a partir de un grupo que consiste en
explosion de vapor, reduccion a pulpa, molturacion, hidrélisis acida y combinaciones de las mismas.

[0046] La celulasa entera se hace reaccionar con el material celulésico a una temperatura entre 50 °C y 65
°C . El pH estad entre pH 4, aproximadamente pH 4,5, aproximadamente pH 5, aproximadamente pH 5,5,
aproximadamente pH 6, aproximadamente pH 6,5, aproximadamente pH 7, aproximadamente pH 7.5,
aproximadamente pH 8,0 y aproximadamente pH 8,5. Generalmente, el intervalo de pH estard entre
aproximadamente pH 4,5 y pH 9. La incubacién de la celulasa en estas condiciones produce la liberacion o
produccién de cantidades sustanciales del azlcar soluble a partir del material celulésico. Por cantidades
sustanciales se entiende que al menos el 20 %, el 30 %, el 40 %, el 50 %, el 60 %, el 70 %, el 80 %, el 90 %, el 95
% 0 mas de azucar soluble es azucar disponible.

[0047] El tratamiento de celulasa dura entre 0,1 horas y 96 horas, preferentemente de aproximadamente 12
horas a aproximadamente 72 horas, mas preferentemente de aproximadamente 24 a 48 horas.
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[0048] La cantidad de celulasa depende de la(s) enzima(s) aplicada(s) y del tiempo y las condiciones de
reaccion dados. Preferentemente, la(s) celulasa(s) puede(n) dosificarse en una cantidad total de aproximadamente 2
a 40 mg/g de material celuldsico.

[0049] En los procedimientos de la presente descripcion, la celulasa puede ser celulasa entera, una celulasa
entera suplementada con una o mas actividades de enzimas y una mezcla de celulasas. En algunas formas de
realizacién, la celulasa puede ser una preparacion de celulasa entera. Seguin se usa en la presente memoria
descriptiva, la frase "preparacion de celulasa entera" se refiere a composiciones que contienen celulasa de
ocurrencia natural y de ocurrencia no natural. Una composicion "de ocurrencia natural" es la producida por una
fuente de ocurrencia natural y que comprende uno o mas componentes de tipo celobiohidrolasa, uno o mas
componentes de tipo endoglucanasa y uno o0 mas componentes de beta-glucosidasa en la que cada uno de estos
componentes esta presente en la proporcion producida por la fuente. Una composicion de ocurrencia natural es
aquella producida por un organismo no modificado con respecto a las enzimas celuloliticas de manera que la
proporcion entre las enzimas componentes no esta alterada con respecto a la producida por el organismo nativo.

[0050] En general, las celulasas pueden incluir, pero no se limitan a: (i) endoglucanasas (EG) o 1,4-B-d-
glucan-4-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4), (ii) exoglucanasas, que incluyen 1,4-B-d-glucan-glucanohidrolasas (también
conocidas como celodextrinasas) (EC 3.2.1.74) y 1,4-B-d-glucan-celobiohidrolasas (exo-celobiohidrolasas, CBH) (EC
3.2.1.91), y (iii) B-glucosidasa (BG) o B-glucésido-glucohidrolasas (EC 3.2.1.21).

[0051] La celulasa entera es una celulasa entera de Trichoderma reesei, como RL-P37 (Sheir-Neiss y col.,
Appl. Microbiol. Biotechnology, 20 (1984), pag. 46 — 53).

[0052] En algunas formas de realizacién, la celulasa es una celulasa entera RutC30 de Trichoderma reesei,
gue esta disponible en la American Type Culture Collection como Trichoderma reesei ATCC 56765.

[0053] En la presente descripcion, la celulasa puede provenir de cualquier procedimiento de cultivo conocido
en la técnica que da como resultado la expresion de enzimas capaces de hidrolizar un material celuldsico. La
fermentacion puede incluir cultivo en matraz de agitacion, fermentaciéon a pequefia o gran escala, como
fermentaciones continuas, por lotes, discontinuas o en estado soélido en fermentadores de laboratorio o industriales
realizadas en un medio adecuado y en condiciones que permitan la expresion o el aislamiento de la celulasa.

[0054] Generalmente, el microorganismo se cultiva en un medio de cultivo celular adecuado para produccién
de enzimas capaces de hidrolizar un material celulésico. El cultivo tiene lugar en un medio nutriente adecuado que
comprende fuentes de carbono y nitrégeno y sales inorganicas, usando procedimientos conocidos en la técnica. Los
medios de cultivo adecuados, los intervalos de temperatura y otras condiciones adecuadas para el crecimiento y
produccion de celulasa son conocidos en la técnica. Como ejemplo no limitativo, el intervalo normal de temperatura
para la produccién de celulasas por Trichoderma reesei es de 24 °C a 28 °C .

[0055] Algunos hongos producen sistemas de celulasa completos que incluyen exo-celobiohidrolasas o
celulasas de tipo CBH, endoglucanasas o celulasas de tipo EG y beta-glucosidasas o celulasas de tipo BG
(Schulein, 1988). Sin embargo, a veces estos sistemas carecen de celulasas de tipo CBH, por ejemplo, las celulasas
bacterianas incluyen también normalmente pocas o ninguna celulasa de tipo CBH. Ademas, se ha mostrado que los
componentes EG y los componentes CBH interaccionan sinérgicamente para degradar mas eficazmente la celulosa.
Véase, por ejemplo, Wood, 1985. Los diferentes componentes, es decir, las diversas endoglucanasas y
exocelobiohidrolasas en un sistema de celulasas completo o de componentes mudltiples, tienen generalmente
diferentes propiedades, como punto isoeléctrico, peso molecular, grado de glucosilacion, especificidad de sustrato y
patrones de accion enzimatica.

[0056] En algunas formas de realizacion, la celulasa se usa tal como se produce por fermentacién con
recuperacion y/o purificaciéon ausente o minima. Por ejemplo, una vez secretadas las celulasas por una célula en el
medio de cultivo celular, puede usarse el medio de cultivo celular que contiene las celulasas. En algunas formas de
realizacién la preparaciéon de celulasa entera comprende el contenido no fraccionado del material de fermentacion,
gue incluye medio de cultivo celular, enzimas extracelulares y células. Alternativamente, la preparacion de celulasa
entera puede procesarse mediante cualquier procedimiento conveniente, por ejemplo, por precipitacion,
centrifugacion, afinidad, filtraciébn o cualquier otro procedimiento conocido en la técnica. En algunas formas de
realizacién, la preparacion de celulasa entera puede concentrarse, por ejemplo, y a continuacion usarse sin
purificacién adicional. En algunas formas de realizacion la preparacion de celulasa entera comprende agentes
quimicos que disminuyen la viabilidad celular o destruyen las células. En algunas formas de realizacion, las células
se someten a lisis 0 permeabilizaciéon usando procedimientos conocidos en la técnica.

[0057] Una celulasa que contenga una cantidad mejorada de celobiohidrolasa y/o beta-glucosidasa encuentra
utilidad en la produccion de etanol. El etanol de este procedimiento puede usarse ademas como un potenciador de
octanos o directamente como combustible en lugar de la gasolina, lo que resulta ventajoso porque el etanol como
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fuente de combustible es mas respetuoso ambientalmente que los productos derivados del petréleo. Se sabe que el
uso de etanol mejorara la calidad del aire y posiblemente reducira los niveles de ozono locales y la niebla
contaminante. Por otra parte, el uso de etanol en lugar de gasolina puede ser de importancia estratégica para
amortiguar el impacto de los cambios subitos en los suministros de energias no renovables y petroquimicos.

[0058] El etanol puede producirse por medio de procedimientos de sacarificacion y fermentacion a partir de
biomasa celulésica como arboles, plantas herbaceas, residuos sélidos municipales y residuos agricolas y forestales.
Sin embargo, la proporciéon de enzimas individuales de celulasa dentro de una mezcla de celulasa de ocurrencia
natural producida por un microbio puede no ser la mas eficaz para la conversion rapida de celulosa de biomasa a
glucosa. Se sabe que las endoglucanasas actian para producir nuevos extremos de cadena de celulosa que en si
son sustratos para la accién de celobiohidrolasas y, con ello, mejoran la eficacia de la hidrdlisis por parte del sistema
de celulasa entera. Por tanto, el uso de una actividad aumentada u optimizada de celobiohidrolasa puede mejorar
enormemente la produccién de etanol.

[0059] El etanol puede producirse por degradacién enzimética de biomasa y conversién de los sacéaridos
liberados en etanol. Esta clase de etanol recibe a menudo el nombre de bioetanol o biocombustible. Puede usarse
como aditivo o diluyente en combustibles en mezclas de menos del 1 % y hasta el 100 % (un combustible
sustitutivo).

[0060] Puede lograrse una conversion mejorada de celulosa a temperaturas superiores usando los
polipéptidos CBH descritos, por ejemplo, en una cualquiera de las siguientes publicaciones de patentes de EE.UU.
US-2005/0.054.039, US-2005/00-37.459, US-2006/0.205.042, US-2005/0.048.619-A1 y US-2006/0.218.671. Los
procedimientos de expresion en exceso de beta-glucosidasa son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, el
documento US-6.022.725. Véase también, por ejemplo, el documento US-2005/0.214.920.

[0061] En algunas formas de realizacion, la celulasa es una proteina de fusion de exocelobiohidrolasa.

[0062] En algunas formas de realizacion, la mezcla de celulasa comprende una celulasa seleccionada entre
endoglucanasa 1 (EG1) de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa 1 (CBH1) de Trichoderma reesei y celobiohidrolasa
2 (CBH2) de Trichoderma reesei, y combinaciones de las mismas.

[0063] Los procedimientos de la presente descripcion pueden usarse en la produccion de monosacaridos,
disacaridos y polisacaridos como materias primas quimicas de fermentacion para microorganismos, e inductores
para la produccién de proteinas, productos organicos, productos quimicos y combustibles, plasticos y otros
productos y productos intermedios. En particular, el valor del procesamiento de residuos (granos de destiladoras
desecados, granos perdidos en elaboracidon de cerveza, bagazo de cafia de azlcar, etc.) puede incrementarse
mediante solubilizacién parcial o completa de celulosa o hemicelulosa. Ademéas de etanol, algunos productos
guimicos que pueden producirse a partir de celulosa y hemicelulosa incluyen acetona, acetato, glicina, lisina, acidos
organicos (por ejemplo, &acido lactico), 1,3-propanodiol, butanodiol, glicerol, etilenglicol, furfural,
polihidroxialcanoatos, acido cis, cis-muconico, pienso animal y xilosa.

[0064] La presente invencion proporciona procedimientos segun se desvela anteriormente para convertir un
material celulésico en glucosa que comprende la combinacion de un material celulésico con una celulasa, la
incubacién de dicha combinacién de material celuldsico y celulasa, para provocar una reaccion de hidrélisis con el fin
de convertir material celulésico en azlcares solubles, en los que dichos azucares solubles comprenden glucosa y
celobiosa y la fraccién de glucosa es de al menos 0,75 con respecto a dichos azlcares solubles.

[0065] La presente invencién proporciona ademas procedimientos segin se ha desvelado anteriormente para
convertir un material celulésico en celobiosa, que comprende la combinacién de un material celulésico con una
mezcla de celulasa que comprende una endoglucanasa 1.

[0066] En algunas formas de realizacion, los procedimientos de la presente descripcion comprenden ademas
la etapa de determinar la cantidad de glucosa y/o azucares solubles.

[0067] También se proporcionan procedimientos segln se ha desvelado anteriormente para convertir un
material celuldsico en glucosa que comprenden las etapas de combinacion de un material celulésico con una
celulasa de tal manera que la combinacion resultante de material celuldésico y celulasa tiene del 1 % a
aproximadamente el 30 % celulosa en peso.

[0068] En la presente memoria descriptiva se proporcionan procedimientos segin se ha desvelado
anteriormente para convertir un material celulésico en celobiosa que comprenden las etapas de combinacién de un
material celuldsico con una mezcla de celulasa que comprende una endoglucanasa 1.

[0069] La presente invencion se describe en mayor detalle en los siguientes ejemplos, que en ningn modo
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pretenden limitar el ambito de la invencién segun las reivindicaciones. Las figuras adjuntas deben considerarse
partes integrales de la memoria descriptiva y de la descripcién de la invencion.

[0070] Los aspectos de la presente invencion pueden comprenderse adicionalmente a la luz de los siguientes
ejemplos, que no deben considerarse limitativos del ambito de la presente invencion.

7. EJEMPLOS

[0071] Se evaluo la conversion de celulosa mediante técnicas conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo,
Baker y col., Appl Biochem Biotechnol 70 — 72: 395 — 403 (1998) y segln se describe anteriormente. Se cargaron
150 microlitros de sustrato por pocillo en una placa de microtitulacion (MTP) de 96 pocillos de base plana usando
una pipeta repetidora. Se afadieron sobre ellos 20 microlitros de solucién enzimatica adecuadamente diluida. Se
cubrieron las placas con elementos de sellado de placas de aluminio y se colocaron en incubadoras a las
temperaturas de ensayo, con agitacion, durante los tiempos especificados. Se terminé la reaccion afiadiendo 100 pl
de glicina 100 mM pH 10 a cada pocillo. Con un mezclado minucioso, se filtro el contenido de los mismos a través de
una placa con filtro de 96 pocillos Millipore (0,45 um, PES). Se diluyd el filtrado en una placa que contenia 100 pl de
glicina 10 mM pH 10 y se midi6 la cantidad de azucares solubles producidos por HPLC. Los elementos de HPLC de
serie Agilent 1100 estaban todos equipados con una columna de proteccién/extraccion de cenizas (Biorad #125-
0118) y una columna de hidratos de carbono con base de plomo Aminex (Aminex HPX-87P). La fase mévil fue agua
con una velocidad de flujo de 0,6 ml/min.

[0072] Residuos de la planta del maiz pretratados (PCS). Se sometieron a pretratamiento residuos de la
planta del maiz con H»SO4 al 2 % p/p segun se describe en Schell, D. y col., J. Appl. Biochem. Biotechnol. 105: 69 —
86 (2003) y se siguid de multiples lavados con agua desionizada para obtener un pH de 4,5. Se afiadié acetato de
sodio para obtener una concentracion final de 50 mM y se traté la solucién a pH 5,0. La concentracion de celulosa
en la mezcla de reaccion fue de aproximadamente el 7 %.

[0073] Usando las siguientes celulasas: celulasa entera de Trichoderma reesei con expresion en exceso de
beta-glucosidasa 1 (WC-BGL1) (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 6.022.725), celulasa entera de
Trichoderma reesei que expresa una proteina de fusion CBH1-E1 (WC-CBH1-E1) (véase, por ejemplo, la patente de
EE.UU. n° de publicacion 2006 — 0.057.672), Endoglucanasa 1 (EG1) de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa 1
(CBH1) de Trichoderma reesei y celobiohidrolasa 2 (CBH2) de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa 1 (CBH1) de
Humicola grisea y endoglucanasa E1 (E1) de Acidothermus cellulolyticus, exocelulasa E3 de Thermomonospera
fusca. La cantidad de enzima se proporciond en miligramos por gramo de celulosa. Los resultados se resumen en
las figs. 1 — 12. La ordenada representa la fraccion de glucosa con respecto al azlcar total (base p/p). Por ejemplo,
en la fig. 1 — 10, (A) la ordenada representa la duracién del tiempo de conversion y en la fig. 1 — 10, (B) la abscisa
representa la conversién de azucar soluble total que se observa (no se han indicado explicitamente todos los
tiempos de incubacion, pero un tiempo de incubacién posterior se indica mediante mayor conversion).

[0074] Las figs. 1A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con &cido diluido en
azucares solubles mediante 3,3 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresién en exceso de
betaglucosidasa, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros). La celulasa entera de T. reesei con niveles
elevados de B-glucosidasa convierte los residuos de la planta del maiz pretratados con &cido en una fraccion de
glucosa superior a 53 °C que a 38 °C .

[0075] Las figs. 2A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante 12 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresién en exceso de
betaglucosidasa, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros). La celulasa entera de T. reesei con niveles
elevados de B-glucosidasa convierte los residuos de la planta del maiz pretratados con acido en una fracciéon de
glucosa superior a 53 °C que a 38 °C .

[0076] Las figs. 3A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azUcares solubles mediante 18 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresion en exceso de
betaglucosidasa, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros). La celulasa entera de T. reesei con niveles
elevados de B-glucosidasa convierte los residuos de la planta del maiz pretratados con acido en una fraccién de
glucosa superior a 53 °C que a 38 °C .

[0077] Las figs. 4A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante 20 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresién en exceso de
betaglucosidasa 1 a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros). La celulasa entera de T. reesei con niveles
elevados de B-glucosidasa convierte los residuos de la planta del maiz pretratados con acido en una fracciéon de
glucosa superior a 53 °C que a 38 °C .

[0078] Las figs. 5A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
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azlcares solubles mediante 25 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei con expresion en exceso de
betaglucosidasa, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros). La celulasa entera de T. reesei con niveles
elevados de B-glucosidasa convierte los residuos de la planta del maiz pretratados con acido en una fraccién de
glucosa superior a 53 °C que a 38 °C .

[0079] Las figs. 6A-B muestran la conversién de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante 12 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C
(simbolos negros). La celulasa entera de T. reesei convierte los residuos de la planta del maiz pretratados con acido
en una fraccion de glucosa superior a 53 °C que a 38 °C .

[0080] Las figs. 7A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante 12 mg/g de celulasa entera de Trichoderma reesei que expresa una proteina de fusion
CBH1-E1, a 38 °C (simbolos huecos) y 53 °C (simbolos negros). La celulasa entera de T. reesei convierte los
residuos de la planta del maiz pretratados con acido en una fraccion de glucosa superior a 53 °C que a 38 °C .

[0081] Las figs. 8A-B muestra la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con &cido diluido en
azucares solubles mediante 15 mg/g de una mezcla de celulasas compuesta por EG1 de T. reesei y CBH1 de T.
reesei (cuadrados) o por E1 y CBH1 de H. grisea (circulos) a 38 °C (simbolos huecos) y 65 °C (simbolos negros).
Las mezclas de celulasas que contienen E1 convierten los residuos de la planta del maiz pretratados con acido en
una fraccion de celobiosa superior que las mezclas que contienen EG1.

[0082] Las figs. 9A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante 15 mg/g de una mezcla de celulasas compuesta por EG1, CBH1 de T. reesei y CBH2 de
T. reesei (cuadrados) o por E1, CBH1 de H. grisea y CBH2 de T. reesei (circulos) a 38 °C (simbolos huecos) y 65 °C
(simbolos negros). Las mezclas de celulasas que contienen E1 convierten los residuos de la planta del maiz
pretratados con &cido en una fraccién de celobiosa superior que las mezclas que contienen EG1.

[0083] Las figs. 10A-B muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante 15 mg/g de una mezcla de celulasas compuesta por EG1, CBH1 de T. reesei y E3 de T.
fusca (cuadrados) o por E1, CBH1 de H. grisea y E3 de T. fusca (circulos) a 38 °C (simbolos huecos) y 65 °C
(simbolos negros). Las mezclas de celulasas que contienen E1 convierten los residuos de la planta del maiz
pretratados con acido en una fraccion de celobiosa superior que las mezclas que contienen EG1.

[0084] Las figs. 11A-F muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante celulasa entera de Trichoderma reesei a 53 °C (simbolos negros) y 59 °C (simbolos
huecos) durante 1 dia (A y B), 2 dias (Cy D) y 3 dias (E y F). La ordenada representa la fraccion de glucosa con
respecto al azucar total (base p/p) (A, By E). La abscisa representa la dosis de enzima usada (B, D y E). La abscisa
representa la conversion de azlcar soluble total que se observa (no se indican explicitamente todas las dosis, pero
una dosis mayor esté indicada por una conversion superior). La celulasa entera de T. reesei convierte los residuos
de la planta del maiz pretratados con acido en una fraccion de glucosa superior a altas temperaturas.

[0085] Las figs. 12A-F muestran la conversion de residuos de la planta del maiz tratados con acido diluido en
azucares solubles mediante una celulasa entera de Trichoderma reesei que expresa una proteina de fusién CBH1-
E1, a 53 °C (simbolos negros) y 59 °C (simbolos huecos) durante (Ay B) 1, (Cy D) 2y (E y F) 3 dias. La ordenada
representa la fraccidn de glucosa con respecto al azlcar total (base p/p) (A, C y E). La abscisa representa la dosis
de enzima usada (B, D y F). La abscisa representa la conversion de azUcar soluble total que se observa (no se
indican explicitamente todas las dosis, pero una dosis mayor esta indicada por una conversién superior). La celulosa
entera de T. reesei convierte los residuos de la planta del maiz pretratados con acido en una fraccion de glucosa
superior a altas temperaturas.

[0086] Debe entenderse que los ejemplos y formas de realizacion descritos en la presente memoria
descriptiva se ofrecen solo con fines ilustrativos.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para convertir un material celuldsico en glucosa que comprende las etapas de:

combinacién de un material celulésico con una celulasa entera de Trichoderma reesei de tal manera que la
combinacion resultante de material celulésico y celulasa presenta del 1 % al 30 % de celulosa en peso; e

incubacién de dicha combinacion de material celulésico y celulasa a una temperatura entre 50 °C y 65 °C durante
0,1 horas a 96 horas a un pH de 4 a 9 para provocar una reaccion de hidrélisis con el fin de convertir al menos el 20
% de dicho material celuldsico en azlcares solubles,

en el que dichos azlcares solubles comprenden glucosa y celobiosa, y la fraccion de glucosa es de al menos 0,75
con respecto a dichos azUcares solubles y el rendimiento de glucosa aumenta a temperaturas de incubacion
superiores a 50 °C en comparacion con el rendimiento de glucosa a una temperatura de incubacién de 38 °C .

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho Trichoderma reesei expresa una enzima
recombinante.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que dicha enzima recombinante es una beta-
glucosidasa.

4. Un procedimiento para convertir un material celuldsico en celobiosa que comprende las etapas de:

combinacién de un material celulésico con una mezcla de celulasa entera de Trichoderma reesei que comprende
una endoglucanasa 1 de tal manera que la combinacion resultante de mezcla de material celuldsico y celulasa
presenta del 1 % al 30 % de celulosa en peso; e

incubacién de dicha combinacion de material celuldsico y celulasa a una temperatura entre 50 °C y 65 °C durante
0,1 horas a 96 horas a un pH de 4 a 9 para provocar una reaccion de hidrdlisis con el fin de convertir hasta el 50 %
de dicho material celulésico en azucares solubles, en el que dichos azlcares solubles comprenden glucosa y
celobiosa y la fraccion de glucosa es inferior a 0,5 con respecto a dichos azlcares solubles y el rendimiento de
glucosa aumenta a temperaturas de incubacion superiores a 50 °C en comparacién con el rendimiento de glucosa a
una temperatura de incubacion de 38 °C .

5. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el material
celuldsico se selecciona entre el grupo que consiste en cultivos bioenergéticos, residuos agricolas, residuos sélidos
municipales, residuos solidos industriales, residuos de jardineria, madera, residuos forestales, pasto varilla, residuos
de papel, lodos de fabricacion de papel, grano de maiz, mazorcas de maiz, hojas de maiz, residuos de la planta del
maiz, hierbas, trigo, paja de trigo, heno, paja de arroz, bagazo de cafia de azucar, sorgo, soja, arboles, cebada y
paja de cebada.

6. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende ademas el
pretratamiento de dicho material celuldsico.

7. El procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que dicho pretratamiento se selecciona a partir de un
grupo que consiste en explosion de vapor, reduccién a pulpa, molturacion, hidrélisis acida y combinaciones de las
mismas.

8. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende ademas la
determinacion de la cantidad de glucosa.

9. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende ademas la
determinacion de la cantidad de azlcares solubles.

10. El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cantidad de
dicha mezcla de celulasa es aproximadamente de 2 mg a 40 mg/g de material celuldsico.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que dicha mezcla de celulasa comprende ademas
una celobiohidrolasa 1.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que dicha mezcla de celulasa comprende ademas
una celobiohidrolasa 2.

13. El procedimiento segun la reivindicacién 4, en el que dicha mezcla de celulasa comprende ademas E3
de Thermomonospera fusca.
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