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DESCRIPCIÓN 
 
Métodos para aumentar la secreción de polipéptidos que tienen actividad biológica 
 
Declaración sobre los derechos de las invenciones realizadas a continuación 5 
 
Investigación y desarrollo sufragados con fondos federales 
 
[0001] Esta invención se hizo con el apoyo del gobierno bajo el Subcontrato NREL nº ZCO- 30017-02, Contrato Principal 
DE-AC36-98GO10337 otorgado por el Departamento de Energía. El gobierno tiene ciertos derechos sobre esta 10 
invención. 
 
Antecedentes de la invención 
 
Campo de la invención 15 
 
[0002] La presente invención se refiere a métodos de producción de polipéptidos segregados que tienen actividad 
biológica y a proteínas de fusión y polinucleótidos derivados. 
 
Descripción de las técnicas relacionadas 20 
 
[0003] La producción recombinante de un polipéptido heterólogo en una célula huésped fúngica, particularmente una 
célula fúngica filamentosa tal como Aspergillus o Trichoderma o una célula de levadura tal como Saccharomyces, puede 
proporcionar un vehículo más deseable para la producción del polipéptido en cantidades comercialmente importantes. 
 25 
[0004] La producción recombinante de un polipéptido heterólogo segregado se realiza generalmente por construcción de 
un casete de expresión donde el ADN que codifica para el polipéptido está operativamente enlazado a un promotor 
adecuado para la célula huésped y una región codificante del péptido señal que codifica para una secuencia de 
aminoácidos enlazada en marco al amino terminal del polipéptido y dirige el polipéptido codificado en la vía secretora de 
la célula. El casete de expresión se introduce en la célula huésped, normalmente por transformación mediada por 30 
plásmido. La producción de la proteína heteróloga segregada se consigue entonces por cultivo de la célula huésped 
transformada bajo condiciones inductoras necesarias para el funcionamiento apropiado del promotor contenido en el 
casete de expresión. 
 
[0005] Mientras que la expresión de un polipéptido heterólogo en una célula huésped se puede mejorar, a menudo se 35 
encuentra el obstáculo de que el polipéptido se segrega poco en el medio de cultivo. Un método para mejorar la 
secreción del polipéptido es reemplazar la secuencia codificante del péptido señal nativo con una región codificante del 
péptido señal foráneo para mejorar la secreción del polipéptido. No obstante, en algunos casos, tal sustitución no 
proporciona una mejora suficiente para producir el polipéptido en cantidades comercialmente relevantes. Otro método 
es fundir el polipéptido con otro polipéptido que sea altamente segregado por una célula huésped. El polipéptido 40 
altamente segregado funciona como un portador para transportar el polipéptido poco segregado o no segregado como 
una proteína de fusión a través de la vía secretora de la célula. 
 
[0006] La WO 05/093050 divulga una proteína de fusión compuesta por un dominio catalítico de exo-celobiohidrolasa y 
un dominio catalítico de celulasa para aumentar el rendimiento de una enzima de celulasa. Gouka et al., 1997, Applied 45 
and Environmental Microbiology Feb. 1997, p. 488-497, divulgan fusiones de gen de glucoamilasa que alivian las 
limitaciones para la producción de proteína en el Aspergillus awamori. Niissonen y Keranen, 1995, Current Genetics 28: 
71-79, divulgan funciones múltiples de la celobiohidrolasa I en la producción mejorada de anticuerpos de fusión por 
Trichoderma reesei. 
 50 
[0007] Es un objeto de la presente invención proporcionar métodos para aumentar la secreción de polipéptidos que 
tienen actividad biológica. 
 
Resumen de la invención 
 55 
[0008] La presente invención se refiere a métodos para producir un polipéptido segregado que tiene actividad biológica, 
que comprende: 
 

(a) transformación de una célula huésped fúngica con un constructo de proteína de fusión que codifica una 
proteína de fusión, donde el constructo de proteína de fusión comprende: 60 
 

(i) un primer polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un péptido señal; 
(ii) un segundo polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica al menos un dominio 
catalítico de una endoglucanasa o una parte de la misma; y 
(iii) un tercer polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica al menos 65 
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un dominio catalítico de un polipéptido que tiene actividad biológica o una parte del mismo; 
donde la proteína de fusión es SEC ID nº: 74, 

 
(b) cultivo de la célula huésped fúngica transformada bajo condiciones adecuadas para la producción de la 
proteína de fusión; y 5 
(c) recuperación de la proteína de fusión, un componente de la misma, o una combinación de la misma, a partir del 
medio de cultivo, donde la proteína de fusión o el componente 

 
Breve descripción de las figuras 
 10 
[0009] 
 

La figura 1 muestra un mapa de restricción de pMJ04. 
La figura 2 muestra un mapa de restricción de pCaHj527. 
La figura 3 muestra un mapa de restricción de pMT2188. 15 
La figura 4 muestra un mapa de restricción de pCaHj568. 
La figura 5 muestra un mapa de restricción de pMJ05. 
La figura 6 muestra un mapa de restricción de pSMai130. 
La figura 7 muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminoácidos de una secuencia de señal nativa de 
beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (SEC ID nº: 59 y 60). 20 
La figura 8 muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminoácidos de una secuencia de señal de 
endoglucanasa V de Humicola insolens (SEC ID nº: 63 y 64). 
La figura 9 muestra un mapa de restricción de pSMai135. 
La figura 10 muestra un mapa de restricción de pSMai140. 
La figura 11 muestra un mapa de restricción de pSaMe-F1. 25 
La figura 12 muestra un mapa de restricción de pSaMe-FX. 
La figura 13 muestra un mapa de restricción de pAILo47. 
Las figuras 14A, 14B, 14C y 14D muestran la secuencia de ADN y la secuencia de aminoácidos deducida de la 
proteína de fusión de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (SEC ID nº: 73 y 74, respectivamente). 
Las figuras 15A, 15B, 15C y 15D muestran la secuencia de ADN y la secuencia de aminoácidos deducida de la 30 
proteína de fusión de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (SEC ID nº: 75 y 76, respectivamente). 

 
Definiciones 
 
[0010] Actividad de endoglucanasa: el término "actividad de endoglucanasa" se define aquí como una endo-1,4-beta-D-35 
glucano 4-glucanohidrolasa (E.C. 3.2.1.4), que cataliza la endohidrólisis de los enlaces 1,4-beta-D-glicosídicos en la 
celulosa, derivados de la celulosa (tales como la carboximetilcelulosa y la hidroxietil celulosa), liquenina, enlaces beta-
1,4 en glucanos mezclados beta-1,3 tales como beta-D-glucanos de cereal o xiloglucanos, y otro material vegetal que 
contenga componentes celulósicos. Para fines de la presente invención, la actividad de endoglucanasa se determina 
usando la hidrólisis de carboximetil celulosa (CMC) según el procedimiento de Ghose, 1987, Pure and Appl. Chem. 59: 40 
257-268. Una unidad de actividad de endoglucanasa se define como 1,0 µmol de azúcares reductores producidos por 
minuto a 50°C, pH 4,8. 
 
[0011] Actividad de beta-glucosidasa: el término "beta-glucosidasa" se define aquí como una beta-D-glucósido 
glucohidrolasa (E.C. 3.2.1.21), que cataliza la hidrólisis de residuos de beta-D-glucosa no reductora terminal con la 45 
liberación de beta-D-glucosa. Para fines de la presente invención, la actividad de beta-glucosidasa se determina según 
el procedimiento descrito por Venturi et al., 2002, J. Basic Microbiol. 42: 55-66, excepto que se utilizan condiciones 
diferentes como se describe en este caso. Una unidad de actividad de beta-glucosidasa se define como 1,0 µmol de p-
nitrofenol producido por minuto a 50°C, pH 5 de 4 mM de p-nitrofenil-beta-D-glucopiranósido como sustrato en 100 mM 
de citrato sódico, 0,01% de TWEEN® 20.  50 
 
[0012] Polipéptido en toda su longitud: el término "polipéptido en toda su longitud" se define aquí como una forma 
precursora de un polipéptido que tiene actividad biológica, donde el precursor contiene una región de péptido señal y 
alternativamente también una región de propéptido, donde tras secreción de una célula, el péptido señal se divide y 
alternativamente también el propéptido se divide produciendo un polipéptido con actividad biológica. 55 
 
[0013] Péptido señal: el término "péptido señal" se define aquí como un péptido enlazada en marco al amino terminal de 
un polipéptido y dirige el polipéptido codificado en una vía secretora de la célula. 
 
[0014] Secuencia codificante de péptido señal: el término "secuencia codificante de péptido señal" se define aquí como 60 
una región codificante de péptido que codifica para una secuencia de aminoácido enlazada en marco al amino terminal 
de un polipéptido codificado y que dirige el polipéptido codificado en una vía secretora de la célula. 
 
[0015] Propéptido: el término "propéptido" se define aquí como un péptido enlazado en marco al amino terminal de un 
polipéptido. El polipéptido resultante se conoce como una proenzima o un propolipéptido (o un zimógeno en algunos 65 
casos). Un propolipéptido es generalmente inactivo y se puede convertir en un polipéptido activo maduro por escisión 
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catalítica o autocatalítica del propéptido del propolipéptido. Cuando ambas regiones de péptido señal y de propéptido 
están presentes en el amino terminal de un polipéptido, la región de propéptido está enlazada en marco al amino 
terminal de un polipéptido y la región de péptido señal está enlazada en marco al amino terminal de la región de 
propéptido. 
 5 
[0016] Secuencia codificante de propéptido: el término "secuencia codificante de propéptido" se define aquí como una 
región codificante de péptido que codifica para una secuencia de aminoácido enlazada en marco al amino terminal de 
un polipéptido que forma una proenzima o un propolipéptido (o un zimógeno en algunos casos). 
 
[0017] Polipéptido maduro: el término "polipéptido maduro" se define aquí como un polipéptido que tiene actividad 10 
biológica que está en su forma final tras la traducción y cualquier modificación postraduccional, tal como tratamiento de 
N-terminal, truncamiento de C-terminal, glicosilación, fosforilación, etc. 
 
[0018] Dominio catalítico: el término "dominio catalítico" se define aquí como una parte o región estructural de la 
secuencia de aminoácidos de una endoglucanasa o un polipéptido que tiene actividad biológica (por ejemplo, actividad 15 
de beta-glucosidasa), que posee la actividad catalítica de la endoglucanasa o el polipéptido que tiene actividad biológica 
(por ejemplo, beta-glucosidasa). El dominio catalítico también se denomina región "central" aquí. 
 
[0019] Proteína de fusión: el término "proteína de fusión" se define aquí como un polipéptido que muestra actividad 
biológica y que comprende al menos tanto un dominio catalítico de endoglucanasa como un dominio catalítico de un 20 
polipéptido que tiene actividad biológica (por ejemplo, beta-glucosidasa). 
 
[0020] Proteína de fusión de beta-glucosidasa: el término "proteína de fusión de beta-glucosidasa" se define aquí como 
un polipéptido que muestra actividad de beta-glucosidasa y que comprende al menos tanto un dominio catalítico de 
beta-glucosidasa como un dominio catalítico de endoglucanasa. 25 
 
[0021] Componentes de una proteína de fusión: el término "componentes de una proteína de fusión" se define aquí 
como fragmentos individuales (divididos) de la proteína de fusión, donde cada fragmento tiene actividad biológica e 
incluye bien al menos el dominio catalítico de una endoglucanasa y al menos el dominio catalítico de un polipéptido que 
tiene actividad biológica o al menos el dominio catalítico de un polipéptido que tiene actividad biológica. Por ejemplo, la 30 
presencia de un sitio de escisión, por ejemplo, el sitio Kex2, entre los componentes de al menos el dominio catalítico de 
una endoglucanasa y al menos el dominio catalítico de un polipéptido que tiene actividad biológica de la proteína de 
fusión puede dar como resultado la producción de un polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa y otro 
polipéptido que tiene actividad biológica. 
 35 
[0022] Componentes de una proteína de fusión de beta-glucosidasa: el término "componentes de una proteína de fusión 
de beta-glucosidasa" se define aquí como fragmentos individuales (divididos)  de la proteína de fusión de  beta-
glucosidasa, donde cada fragmento tiene actividad de beta-glucosidasa y es bien al menos el dominio catalítico de la 
endoglucanasa y al menos el dominio catalítico de la beta-glucosidasa o al menos el dominio catalítico de la beta-
glucosidasa. Por ejemplo, la presencia de un sitio de escisión, por ejemplo, el sitio Kex2, entre la endoglucanasa y 40 
componentes de beta-glucosidasa de la proteína de fusión pueden dar como resultado la producción de un polipéptido 
que tiene actividad de endoglucanasa y otro polipéptido que tiene actividad de  beta-glucosidasa. 
 
[0023] Módulo de unión de carbohidrato: el término "módulo de unión a carbohidratos (CBM)" se define aquí como una 
parte de la secuencia de aminoácidos de una endoglucanasa (celulasa) que está implicada en la unión de la 45 
endoglucanasa a celulosa (lignocelulosa). Los módulos de unión a carbohidratos generalmente funcionan por unión de 
manera no covalente de la endoglucanasa a la celulosa, un derivado de celulosa o un equivalente polisacárido de la 
misma. Los CBMs típicamente funcionan independientes del dominio catalítico. 
 
[0024] Constructo de proteína de fusión: el término "constructo de proteína de fusión" se refiere a un constructo de ácido 50 
nucleico que está compuesto de diferentes genes o partes de los mismos en enlace operativo. Los componentes 
incluyen desde el final 5' una molécula de ADN que codifica al menos un dominio catalítico de endoglucanasa y una 
molécula de ADN que codifica al menos un dominio catalítico de un polipéptido que tiene actividad biológica. 
 
[0025] Constructo de fusión de beta-glucosidasa: el término "constructo de fusión de beta-glucosidasa" se refiere a un 55 
constructo de ácido nucleico que está compuesto por diferentes genes o partes de los mismos en enlace operativo. Los 
componentes incluyen desde el final 5' una molécula de ADN que codifica al menos un dominio catalítico de 
endoglucanasa y una molécula de ADN que codifica al menos un dominio catalítico de beta-glucosidasa. 
 
[0026] Polipéptido aislado: el término "polipéptido aislado" como se usa aquí se refiere a un polipéptido que es al menos 60 
20% puro, preferiblemente al menos 40% puro, de forma más preferible al menos 60% puro, incluso de forma más 
preferible al menos 80% puro, de la forma más preferible al menos 90% puro, e incluso de la forma más preferible al 
menos 95% puro, tal y como se determina por SDS-PAGE. 
 
[0027] Polipéptido sustancialmente puro: el término "polipéptido sustancialmente puro" se refiere aquí a una preparación 65 
de polipéptido que contiene como mucho 10%, preferiblemente como mucho 8%, de forma más preferible como mucho 

E07868319
02-06-2015ES 2 538 360 T3

 



 5 

6%, de forma más preferible como mucho 5%, de forma más preferible como mucho 4%, de forma más preferible como 
mucho 3%, incluso de forma más preferible como mucho 2%, de la forma más preferible como mucho 1%, e incluso de 
la forma más preferible como mucho 0,5% en peso de otro material de polipéptido con el que está originalmente o de 
forma recombinante asociado. Por lo tanto, se prefiere que el polipéptido sustancialmente puro sea al menos 92% puro, 
preferiblemente al menos 94% puro, de forma más preferible al menos 95% puro, de forma más preferible al menos 5 
96% puro, de forma más preferible al menos 96% puro, de forma más preferible al menos 97% puro, de forma más 
preferible al menos 98% puro, incluso de forma más preferible al menos 99%, de la forma más preferible al menos 
99,5% puro, e incluso de la forma más preferible 100% puro en peso del material de polipéptido total presente en la 
preparación. Los polipéptidos de la presente invención están preferiblemente en una forma sustancialmente pura, es 
decir, que la preparación de polipéptido está esencialmente libre de otro material de polipéptido con el cual está 10 
originalmente o de forma recombinante asociado. Esto se puede conseguir, por ejemplo, preparando el polipéptido 
mediante métodos recombinantes bien conocidos o por métodos de purificación tradicionales. 
 
[0028] Identidad: la relación entre dos secuencias de aminoácidos o entre dos secuencias de nucleótidos se describe 
por el parámetro "identidad". 15 
 
[0029] Para fines de la presente invención, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoácidos se determina 
utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453) tal y como se 
implementa en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software 
Suite, Rice et al., 2000, Trends in Genetics 16: 276- 277), preferiblemente versión 3.0.0 o superior. Los parámetros 20 
opcionales usados son penalización por apertura de espacio de 10, penalización por extensión de espacio de 0,5 y la 
matriz de sustitución EBLOSUM62 (versión EMBOSS de BLOSUM62). El resultado de Needle marcado "identidad más 
larga" (obtenido utilizando la opción -nobrief) se usa como la identidad en porcentaje y se calculada de la siguiente 
manera: 
 25 

(Residuos Idénticos x 100)/(Longitud de Alineamiento – Número Total de Espacios en el Alineamiento) 
 
[0030] Para fines de la presente invención, el grado de identidad entre dos secuencias de desoxirribonucleótidos se 
determina utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, supra) tal y como se implementa 
en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et 30 
al., 2000, supra),preferiblemente versión 3.0.0 o superior. Los parámetros opcionales utilizados son penalización por 
apertura de espacio de 10, penalización por extensión de espacio de 0,5 y la matriz de sustitución EDNAFULL (versión 
EMBOSS de NCBI NUC4.4). El resultado de Needle marcado "identidad más larga" (obtenido utilizando la opción -
nobrief) se usa como la identidad en porcentaje y se calcula de la siguiente manera: 
 35 

(Desoxirribonucleótidos Idénticos x 100)/(Longitud de Alineamiento – Número Total de Espacios en el Alineamiento) 
 
[0031] Fragmento de polipéptido: el término "fragmento de polipéptido" se define aquí como un polipéptido que tiene uno 
o más aminoácidos eliminados del amino y/o carboxilo terminal de una proteína de fusión (por ejemplo, proteína de 
fusión de beta-glucosidasa) o componentes de lo mismo, donde el fragmento tiene actividad biológica (por ejemplo, 40 
actividad de beta-glucosidasa). 
 
[0032] Subsecuencia: el término "subsecuencia" se define aquí como una secuencia de nucleótido que tiene uno o más 
nucleótidos eliminados del extremo 5' y/o 3' de un polinucleótido, donde la subsecuencia codifica un fragmento de 
polipéptido que tiene actividad biológica, por ejemplo, actividad de beta-glucosidasa o actividad de endoglucanasa. 45 
 
[0033] Polinucleótido aislado: el término "polinucleótido aislado" tal y como se usa aquí se refiere a un polinucleótido que 
es al menos 20% puro, preferiblemente al menos 40% puro, de forma más preferible al menos 60% puro, incluso de 
forma más preferible al menos 80% puro, de la forma más preferible al menos 90% puro, e incluso de la forma más 
preferible al menos 95% puro, como se determina por electroforesis de agarosa. 50 
 
[0034] Polinucleótido sustancialmente puro: el término "polinucleótido sustancialmente puro" como se usa aquí se refiere 
a una preparación polinucleótida libre de otros nucleótidos extraños o indeseados y en una forma adecuada para su uso 
dentro de sistemas de producción de proteína genéticamente modificada. Así, un polinucleótido sustancialmente puro 
contiene como mucho 10%, preferiblemente como mucho 8%, de forma más preferible como mucho 6%, de forma más 55 
preferible como mucho 5%, de forma más preferible como mucho 4%, de forma más preferible como mucho 3%, incluso 
de forma más preferible como mucho 2%, de la forma más preferible como mucho 1%, e incluso de la forma más 
preferible como mucho 0,5% en peso de otro material polinucleótido con el cual está originalmente o de forma 
recombinante asociado. Un polinucleótido sustancialmente puro puede, no obstante, incluir regiones no traducidas 5' y 
3' de origen natural, tales como promotores y terminadores. Se prefiere que el polinucleótido sustancialmente puro sea 60 
al menos 90% puro, preferiblemente al menos 92% puro, de forma más preferible al menos 94% puro, de forma más 
preferible al menos 95% puro, de forma más preferible al menos 96% puro, de forma más preferible al menos 97% puro, 
incluso de forma más preferible al menos 98% puro, de la forma más preferible al menos 99%, e incluso de la forma 
más preferible al menos 99,5% puro en peso. Los polinucleótidos están preferiblemente en una forma sustancialmente 
pura, es decir, que la preparación polinucleótida está esencialmente libre de otro material polinucleótido con el cual está 65 
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originalmente o de forma recombinante asociado. Los polinucleótidos pueden ser de origen genómico, ADNc, ARN, 
semisintético sintético o cualquier combinación de los mismos. 
 
[0035] ADNc: el término "ADNc" se define aquí como una molécula de ADN que se puede preparar por transcripción 
inversa de una molécula de ARNm, madura, empalmada, obtenida a partir de una célula eucariota. Al ADNc le faltan 5 
secuencias de intrones que están normalmente presentes en el ADN genómico correspondiente. La transcripción de 
ARN primario inicial es un precursor para ARNm que se procesa a través de una serie de pasos antes de aparecer 
como ARNm empalmado maduro. Estos pasos incluyen la eliminación de secuencias de intrones por un proceso 
denominado empalme. Al ADNc derivado ARNm le falta, por lo tanto, cualquier secuencias de intrones. 
 10 
[0036] Constructo de ácidos nucleicos: el término "constructo de ácidos nucleicos" como se utiliza en este caso se 
refiere a una molécula de ácido nucleico, bien uni- o bicatenaria, que se aísla a partir de un gen de origen natural o que 
se modifica para contener segmentos de ácidos nucleicos de manera que de otro modo no existirían en la naturaleza. El 
término constructo de ácidos nucleicos es sinónimo del término "casete de expresión" cuando el constructo de ácidos 
nucleicos contiene las secuencias de control requeridas para la expresión de una secuencia codificante. 15 
 
[0037] Secuencia de control: el término "secuencia de control" se define aquí para incluir todos los componentes que 
son necesarios o ventajosos para la expresión de un polinucleótido que codifica un polipéptido. Cada secuencia de 
control puede ser nativa o foránea de la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido o nativas o foráneas entre 
sí. Tales secuencias de control incluyen, pero de forma no limitativa, una secuencia de poliadenilación, líder, secuencia 20 
de propéptido, promotor, secuencia de péptido señal y terminador de transcripción. Como mínimo, las secuencias de 
control incluyen un promotor y señales de parada transcripcionales y traduccionales. Las secuencias de control pueden 
estar provistas de enlaces para introducir sitios de restricción específicos que facilitan el ligamiento de las secuencias de 
control con la región de codificación de la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido. 
 25 
[0038] Operativamente enlazado: el término "operativamente enlazado" denota aquí una configuración en la que una 
secuencia de control se coloca en una posición apropiada con respecto a la secuencia de codificación de una secuencia 
polinucleótida de modo que la secuencia de control dirija la expresión de la secuencia codificante de un polipéptido. 
Además, el término "operativamente enlazado" también se refiere a dos polinucleótidos que están enlazados o 
fusionados, que se expresan juntos como una proteína de fusión o fusionada. 30 
 
[0039] Secuencia codificante: cuando aquí se usa el término "secuencia codificante" se refiere a una secuencia de 
nucleótidos, que especifica directamente la secuencia de aminoácidos de su producto proteínico. Los límites de la 
secuencia codificante están generalmente determinados por un marco de lectura abierto, que empieza normalmente con 
el codón de inicio ATG o codones de inicio alternativos tales como GTG y TTG y termina con un codón de terminación 35 
tal como TAA, TAG y TGA. La secuencia codificante puede ser una secuencia de ADN, ADNc o de nucleótidos 
recombinante. 
 
[0040] Expresión: el término "expresión" incluye cualquier paso implicado en la producción del polipéptido incluyendo, 
pero no limitado a, transcripción, modificación postranscripcional, traducción, modificación postraduccional y secreción. 40 
 
[0041] Vector de expresión: el término "vector de expresión" se define aquí como una molécula de ADN lineal o circular 
que comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido de la invención y está operativamente enlazada a 
nucleótidos adicionales que proporcionan su expresión. 
 45 
[0042] Célula huésped: el término "célula huésped", como se utiliza en este caso, incluye cualquier tipo de célula que 
sea susceptible de transformación, transfección, transducción y similar con un constructo de ácidos nucleicos o vector 
de expresión que comprenda un polinucleótido. 
 
[0043] Variante: cuando se usa aquí, el término "variante" se refiere a un polipéptido que tiene actividad biológica 50 
producida por un organismo que expresa una secuencia de nucleótidos modificada, por ejemplo, SEC ID nº: 25 o una 
secuencia homóloga de la misma, o la región codificante madura de la misma. La secuencia de nucleótidos modificada 
se obtiene por intervención humana mediante modificación de una secuencia de nucleótidos, por ejemplo, SEC ID nº: 23 
o una secuencia homóloga de la misma, o la región codificante madura de la misma. La modificación puede ser una 
sustitución, una eliminación y/o una inserción de uno o varios aminoácidos, al igual que una sustitución de una o varias 55 
cadenas laterales de aminoácidos. 
 
Descripción detallada de la invención 
 
[0044] La presente invención se refiere a métodos para producir un polipéptido segregado que tiene actividad biológica, 60 
que comprende: (a) transformación de una célula huésped fúngica con un constructo de proteína de fusión que codifica 
una proteína de fusión, donde el constructo de proteína de fusión comprende: (i) un primer polinucleótido que 
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un péptido señal; (ii) un segundo polinucleótido que comprende 
una secuencia de nucleótidos que codifica al menos un dominio catalítico de una endoglucanasa o una parte de la 
misma; y (iii) un tercer polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica al menos un dominio 65 
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catalítico de un polipéptido que tiene actividad biológica o una parte de la misma, donde la proteína de fusión es SEC ID 
nº: 74; 

 
(b) cultivo de la célula huésped fúngica transformada bajo condiciones adecuadas para la producción de la 
proteína de fusión; y (c) recuperación de la proteína de fusión, un componente de la misma, o una combinación de 5 
los mismos, del medio de cultivo, donde la proteína de fusión o su componente tienen actividad biológica. 

 
[0045] Una proteína de fusión se produce por fusión de una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que 
tiene actividad biológica o una parte del mismo con una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene 
actividad de endoglucanasa o una parte del mismo y una secuencia de nucleótidos que codifica un péptido señal 10 
operativamente enlazada a la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa 
o una parte del mismo. Técnicas para producir proteínas de fusión se conocen en la técnica, e incluyen, por ejemplo, 
ligar las secuencias de codificación que codifican los polipéptidos de modo que éstas estén en marco y la expresión del 
polipéptido fusionado esté bajo el control del mismo promotor(es) y terminador. También se pueden construir proteínas 
de fusión utilizando tecnología de inteína donde se crean fusiones post-traduccionalmente (Cooper et al., 1993, EMBO 15 
J. 12: 2575-2583 ; Dawson et al., 1994, Science 266: 776- 779). 
 
[0046] Una proteína de fusión que tiene actividad biológica que comprende un péptido señal, al menos el dominio 
catalítico de una endoglucanasa o una parte de la misma, y al menos el dominio catalítico de un polipéptido que tiene 
actividad biológica o una parte del mismo, aumenta la secreción de la proteína de fusión en comparación con la 20 
ausencia de al menos el dominio catalítico de la endoglucanasa o una parte de la misma. El aumento en la secreción de 
la proteína de fusión que tiene actividad biológica es al menos 5%, preferiblemente al menos 10%, de forma más 
preferible al menos 25%, incluso de forma más preferible al menos 50%, de forma más preferible al menos 100%, 
incluso de forma más preferible al menos 150%, incluso de forma más preferible al menos 200%, de la forma más 
preferible al menos 500%, e incluso de la forma más preferible al menos 1000% en comparación con la ausencia de al 25 
menos el dominio catalítico de la endoglucanasa. 
 
[0047] En cada uno de los aspectos preferidos que aparecen más abajo, los componentes de un constructo de proteína 
de fusión (constructo de ácidos nucleicos) están operativamente enlazados desde el final 5' al final 3' del constructo. 
 30 
[0048] En cada uno de los aspectos preferidos anteriores, los componentes de los constructos de proteína de fusión 
además comprenden una región promotora y/o una región terminadora. 
 
Endoglucanasas y polinucleótidos de las mismas 
 35 
[0049] Un polinucleótido que codifica un dominio catalítico, polipéptido maduro, o polipéptido en toda su longitud de una 
endoglucanasa, o partes de la misma, se pueden  obtener a partir de cualquier organismo. Para fines de la presente 
invención, el término "polipéptido" se entenderá que incluye un polipéptido en toda su longitud, polipéptido maduro o 
dominio catalítico; o partes o fragmentos de los mismos que tienen actividad. El término "obtenido a partir de", como se 
utiliza en este caso en relación con una fuente dada, se refiere a que el polipéptido codificado por una secuencia de 40 
nucleótidos es producido por la fuente o por una cepa en la que la secuencia de nucleótidos de la fuente se ha 
insertado. 
 
[0050] Muchas endoglucanasas tienen una estructura multidominio que consiste en un dominio catalítico separado de 
un dominio de unión a carbohidratos (CBM) por un péptido de enlace (Suurnakki et al., 2000, Cellulose 7: 189-209). El 45 
dominio catalítico contiene el sitio activo, mientras que el CBM interactúa con la celulosa por unión de la enzima para 
ésta (van Tilbeurgh et al., 1986, FEBS Letters 204: 223-227 ; Tomme et al., 1988, European Journal of Biochemistry 
170: 575-581). 
 
[0051] Un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa se puede obtener a partir de 50 
un gen que codifica un polipéptido bacteriano. Por ejemplo, el polipéptido puede ser un polipéptido bacteriano gram 
positivo incluyendo, pero no limitado a, un polipéptido de Bacillus, Streptococcus, Streptomyces, Staphylococcus, 
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Clostridium, Geobacillus u Oceanobacillus, por ejemplo, un polipéptido de 
Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, 
Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus 55 
thuringiensis, Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis y Streptococcus equi subsp. 
Zooepidemicus, Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; o un polipéptido bacteriano gram negativo incluyendo, 
pero no limitado a, un polipéptido de E. coli, Pseudomonas, Salmonella, Campylobacter, Ilyobacter, Flavobacterium, 
Fusobacterium, Ilyobacter, Neisseria o Ureaplasma. 
 60 
[0052] Ejemplos de endoglucanasas bacterianas que se pueden usar como fuentes para los polinucleótidos en los 
métodos de la presente invención, incluyen, pero de forma no limitativa, una endoglucanasa de Acidothermus 
cellulolyticus (WO 91/05039; WO 93/15186; patente de EE.UU. nº 5.275.944; WO 96/02551; patente de EE.UU. nº 
5.536.655, WO 00/70031, WO 05/093050); endoglucanasa III de Thermobifida fusca (WO 05/093050); y endoglucanasa 
V de Thermobifida fusca (WO 05/093050). 65 
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[0053] En otro aspecto preferido, un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa se 
puede obtener a partir de un polipéptido de Humicola insolens. 
 
[0054] Las técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene actividad de 
endoglucanasa se conocen en la técnica e incluyen aislamiento de ADN genómico, preparación de ADNc o una 5 
combinación de los mismos. La clonación de los polinucleótidos a partir de tal ADN genómico se puede efectuar, por 
ejemplo, usando la reacción en cadena de polimerasa bien conocida (PCR) o la selección de anticuerpo de bibliotecas 
de expresión para detectar fragmentos de ADN clonado con características estructurales compartidas. Véase, por 
ejemplo, Innis et al., 1990, PCR: A Guide to Methods and Application, Academic Press, New York. Otros procedimientos 
de amplificación de ácido nucleico tales como reacción en cadena de la ligasa (LCR), transcripción activada ligada (LAT) 10 
y amplificación basada en secuencias de nucleótidos (NASBA) se pueden utilizar. 
 
[0055] Se entenderá que para las especies anteriormente mencionadas la invención abarca tanto los estados perfectos 
como los imperfectos, y otros equivalentes taxonómicos, por ejemplo, anamorfos, independientemente del nombre de la 
especie por el que se conozcan. Expertos en la técnica reconocerán fácilmente la identidad de equivalentes apropiados. 15 
 
[0056] Cepas de estas especies son de fácil acceso para el público en diferentes colecciones de cultivo, tales como la 
American Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM), 
Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern 
Regional Research Center (NRRL). 20 
 
[0057] En otro aspecto preferido, el polipéptido en toda su longitud, polipéptido maduro o dominio catalítico de la 
endoglucanasa, o una parte del mismo, es codificado por un polinucleótido obtenido a partir de un gen de 
endoglucanasa VI. 
 25 
[0058] En otro aspecto preferido, el polipéptido en toda su longitud, polipéptido maduro o dominio catalítico de la 
endoglucanasa, o una parte del mismo, es codificado por un polinucleótido obtenido a partir de un gen de 
endoglucanasa de la familia 45. 
 
Polipéptidos que tienen actividad biológica y polinucleótidos de los mismos 30 
 
[0059] En un aspecto más preferido, el polipéptido es una endoglucanasa. En otro aspecto más preferido, el polipéptido 
es una celobiohidrolasa.  
 
[0060] En otro aspecto preferido, un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene actividad de endoglucanasa se 35 
puede obtener a partir de Humicola insolens. 
 
[0061] En otro aspecto preferido, el polipéptido en toda su longitud, polipéptido maduro o dominio catalítico de la beta-
glucosidasa, o una parte del mismo, es codificado por un polinucleótido obtenido a partir de un gen de beta-glucosidasa 
de Aspergillus oryzae. En un aspecto más preferido, el polipéptido de longitud completo, polipéptido maduro o dominio 40 
catalítico de la beta-glucosidasa, o una parte del mismo, es codificado por un polinucleótido obtenido a partir de un gen 
de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae que comprende SEC ID nº: 23 que codifica el polipéptido de SEC ID nº: 24 o 
un gen mutante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae que comprende SEC ID nº: 25 que codifica el polipéptido de 
SEC ID nº: 26. 
 45 
[0062] En otro aspecto preferido, la beta-glucosidasa se segrega naturalmente. En otro aspecto preferido, la beta-
glucosidasa no se segrega naturalmente. 
 
Péptidos señal 
 50 
[0063] El péptido señal puede ser cualquier péptido señal apropiado reconocido por una célula huésped para la 
secreción extracelular de una proteína de fusión de la presente invención. La secuencia señal es preferiblemente la que 
está naturalmente asociada al componente de endoglucanasa de la proteína de fusión que se va a expresar. 
 
[0064] El final 5' de la secuencia codificante de la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido puede contener 55 
intrínsecamente una región codificante del péptido señal naturalmente enlazado en el marco de lectura de traducción 
con el segmento de la región de codificación que codifica el polipéptido segregado. Alternativamente, el final 5' de la 
secuencia codificante puede contener una región codificante del péptido señal que sea foránea a la secuencia 
codificante. La región codificante del péptido señal foránea puede ser necesaria donde la secuencia codificante no 
contenga naturalmente una región codificante del péptido señal. Alternativamente, la región codificante del péptido señal 60 
foránea puede simplemente reemplazar la región codificante del péptido señal natural para mejorar la secreción del 
polipéptido. No obstante, cualquier región codificante del péptido señal que dirija la proteína de fusión expresada en la 
vía secretora de una célula huésped de elección, es decir, segregada en un medio de cultivo, se puede utilizar en la 
presente invención. 
 65 
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[0065] Secuencias de codificación de péptido señal eficaces para células huésped fúngicas filamentosas son la 
secuencia codificante del péptido señal obtenida a partir de la endoglucanasa de Humicola insolens. 
 
[0066] En un aspecto preferido, la secuencia codificante del péptido señal se obtiene a partir de un gen de Humicola 
insolens que codifica una endoglucanasa V. En un aspecto más preferido, la secuencia codificante de péptido señal 5 
codifica los aminoácidos 1 a 21 de SEC ID nº: 2. En otro aspecto más preferido, la secuencia codificante del péptido 
señal es los nucleótidos 1 a 63 de SEC ID nº: 1. 
 
[0067] La proteína de fusión puede comprender además un segundo péptido señal que se una con el componente de 
beta-glucosidasa de la proteína de fusión. La secuencia codificante del péptido señal puede ser la secuencia codificante 10 
del péptido señal que esté naturalmente asociada a la secuencia codificante del polipéptido que tiene actividad biológica 
o puede ser una secuencia codificante del péptido señal diferente, tal como una de las descritas anteriormente. 
 
[0068] En un aspecto preferido, la secuencia codificante del péptido señal es una secuencia naturalmente asociada a 
una secuencia codificante de beta-glucosidasa. 15 
 
Enlaces 
 
[0069] Tal y como se menciona supra, muchas endoglucanasas tienen una estructura multidominio que consiste en un 
dominio catalítico separado de uno o más módulos de unión a carbohidratos por un(os) péptido(s) enlazador(es). En los 20 
métodos de la presente invención, los constructos de proteína de fusión pueden además comprender una secuencia 
codificante de enlazador localizada 3' a la secuencia que comprende el dominio catalítico de endoglucanasa y 5' a la 
secuencia  que comprende el dominio catalítico del polipéptido que tiene actividad biológica. 
 
[0070] El enlazador se puede obtener a partir del mismo gen que el dominio catalítico de la endoglucanasa o a partir de 25 
un gen de endoglucanasa diferente. Por otro lado, el enlazador puede ser sintético en el origen. 
 
[0071] Ejemplos de enlaces que se pueden usar en los métodos de la presente invención incluyen, pero de forma no 
limitativa, enlaces obtenidos a partir de los genes para la celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei (Srisodsuk et al., 
1993, Journal of Biological Chemistry 268: 20765-20761); celobiohidrolasa Cel7A de Hypocrea jecorina 30 
(precedentemente Trichoderma reesei) (Mulakala et al., 2005, Proteins 60: 598-605); endoglucanasa V de Humicola 
insolens; y endoglucanasa NRRL 8126 CEL7C Thielavia terrestris. 
 
[0072] En un aspecto preferido, el enlazador se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa de Humicola insolens. En 
otro aspecto preferido, el enlazador se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa de Trichoderma reesei. En un 35 
aspecto más preferido, el enlazador se obtiene a partir de una endoglucanasa V del  gen de Humicola insolens (eg5). 
 
[0073] En otro aspecto preferido, el enlazador se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa de Thielavia terrestris. En 
otro aspecto más preferido, el enlazador se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa NRRL 8126 CEL7C de 
Thielavia terrestris. 40 
 
[0074] En un aspecto preferido, el enlazador es al menos 5 residuos de aminoácidos. En un aspecto más preferido, el 
enlazador es al menos 15 residuos de aminoácidos. En un aspecto más preferido, el enlazador es al menos 25 residuos 
de aminoácidos. 
 45 
[0075] En un aspecto preferido, el enlazador es entre aproximadamente 5 a aproximadamente 60 residuos de 
aminoácidos. En un aspecto más preferido, el enlazador es entre aproximadamente 15 a aproximadamente 50 residuos 
de aminoácidos. En un aspecto más preferido, el enlazador es entre aproximadamente 25 a aproximadamente 45 
residuos de aminoácidos.  
 50 
Módulos de unión a carbohidratos 
 
[0076] Los módulos de unión a carbohidratos (CBMs) se definen como secuencias de aminoácidos contiguos con un 
pliegue discreto que tienen actividad de unión a carbohidratos y se encuentran comúnmente dentro de enzimas activas 
de carbohidratos. Varios tipos de CBMs se han descrito, y una mayoría de los mismos se enlazan a polisacáridos 55 
insolubles (véase Boraston et al., 2004, Biochem J. 382: 769-781). Se han caracterizado módulos de unión a 
carbohidratos que median interacción con, por ejemplo, celulosa cristalina, celulosa no cristalina, quitina, beta-1,3-
glucanos y glucanos de enlace beta-1,3-1,4-mezclado, xilano, manano, galactano y almidón. Los módulos de unión a 
carbohidratos ocurren frecuentemente en celulasas multidominio. Mientras algunos CBMs confieren enlace específico a 
un subconjunto de estructuras de carbohidratos, otros son más generales en su capacidad para asociarse con varios 60 
polisacáridos. Los CBMs que confieren unión a celulosa a veces se denominan dominios de enlace a celulosa, o CBDs 
(Boraston et al., 2004, Biochem J. 382: 769-781). Los CBMs se reagrupan por similitud de aminoácido; actualmente, hay 
descritas 48 familias de CBM. 
 
[0077] Las glicósido hidrolasas pueden comprender más de un dominio catalítico y uno, dos, tres o más CBMs, y 65 
opcionalmente además comprenden una o varias regiones de secuencia de aminoácidos de polipéptido que conectan el 

E07868319
02-06-2015ES 2 538 360 T3

 



 10 

CBM(s) con el dominio(s) catalítico(s), una región del último tipo normalmente se denomina un "enlazador". Ejemplos de 
enzimas hidrolíticas que comprenden un CBM son celulasas, xilanasas, mananasas, arabinofuranosidasas, 
acetilesterasas y quitinasas (véase P. Tomme et al., Cellulose-Binding Domains - Classification and Properties in 
Enzymatic Degradation of Insoluble Carbohydrates, John N. Saddler and Michael H. Penner (Eds.), ACS Symposium 
Series, No. 618, 1996). 5 
 
[0078] Un CBM se puede localizar en el N o C terminal o en una posición interna de una proteína o polipéptido. La 
región de un polipéptido o proteína que constituye un CBM típicamente consiste en más de aproximadamente 30 y 
menos de aproximadamente 250 residuos de aminoácidos. Por ejemplo: aquellos CBMs enumerados y clasificados en 
la familia I consisten en 33-37 residuos de aminoácidos, aquellos enumerados y clasificados en la familia 2a consisten 10 
en 95-108 residuos de aminoácidos, y aquellos enumerados y clasificados en la familia 6 consisten en 85-92 residuos 
de aminoácidos. Por consiguiente, el peso molecular de una secuencia de aminoácidos que constituye un CBM estará  
típicamente en la gama de aproximadamente 4 kDa a aproximadamente 40 kDa, y normalmente por debajo de 
aproximadamente 35 kDa. 
 15 
[0079] En los métodos de la presente invención, cualquier CBM puede ser utilizado. El CBM puede estar naturalmente 
asociado a la endoglucanasa o puede ser foráneo de la endoglucanasa. 
 
[0080] En un aspecto preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa (EG) de Trichoderma reesei. 
En un aspecto más preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa EGI de Trichoderma reesei. En 20 
otro aspecto más preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa EGII de Trichoderma reesei. En 
otro aspecto más preferido, un CBM se obtiene a partir de un EGV de endoglucanasa de Trichoderma reesei.  
 
[0081] En otro aspecto preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de celobiohidrolasa (CBH) de Trichoderma 
reesei. En otro aspecto preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen CBHI de Trichoderma   reesei (Terri et al., 1987, 25 
Gene 51: 42-52 ; Linder and Teeri, 1996, Biochemistry 93: 12251-12255). En otro aspecto preferido, un CBM se obtiene 
a partir de un gen CBHII de Trichoderma reesei. 
 
[0082] En otro aspecto preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa de Thielavia terrestris. En otro 
aspecto más preferido, un CBM se obtiene a partir de un gen de endoglucanasa NRRL 8126 CEL7C de Thielavia 30 
terrestris. 
 
Sitio de escisión 
 
[0083] En los métodos de la presente invención, los constructos de proteína de fusión pueden además comprender una 35 
secuencia de nucleótidos que codifica un sitio de escisión. El sitio de escisión está preferiblemente localizado entre la 
secuencia que comprende al menos el dominio catalítico de la endoglucanasa y la secuencia que comprende al menos 
el dominio catalítico del polipéptido que tiene actividad biológica. En la secreción de la proteína de fusión, el sitio se 
divide liberando el polipéptido que tiene actividad biológica a partir de la proteína de fusión. 
 40 
[0084] Ejemplos de sitios de escisión incluyen, pero de forma no limitativa, un sitio Kex2 que codifica el dipéptido Lys-
Arg (Martin et al., 2003, J. Ind. Microbiol.  Biotechnol. 3: 568-76 ; Svetina et al., 2000, J. Biotechnol. 76: 245-251 ; 
Rasmussen-Wilson et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 3488-3493 ; Ward et al., 1995, Biotechnology 13: 498-503 ; 
and Contreras et al., 1991, Biotechnology 9: 378-381), un sitio Ile-(Glu o Asp)-Gly-Arg, que es dividido por una proteasa 
de factor Xa después del residuo de arginina (Eaton et al., 1986, Biochem. 25: 505-512); un sitio Asp-Asp-Asp-Asp-Ly, 45 
que es dividido por una enteroquinasa después de la lisina (Collins-Racie et al., 1995, Biotechnology 13: 982-987); un 
sitio His- Tyr-Glu o un sitio His-Tyr-Asp, que es dividido por genenasa I (Carter et al., 1989, Proteins: Structure, 
Function, and Genetics 6: 240-248); un sitio Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser, que es dividido por trombina después del Arg 
(Stevens, 2003, Drug Discovery World 4: 35-48); un sitio Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln-Gly, que es dividido por proteasa de 
TEV después del Gln (Stevens, 2003, supra); y un sitio Leu-Glu-Val- Leu-Phe-Gln-Gly-Pro, que es dividido por una 50 
forma genéticamente modificada de proteasa de rinovirus humano 3C después del Gln (Stevens, 2003, supra). 
 
Proteínas de fusión 
 
[0085] Una proteína de fusión que tiene actividad biológica de la presente invención que comprende un péptido señal, al 55 
menos el dominio catalítico de una endoglucanasa o una parte de la misma, y al menos el dominio catalítico de un 
polipéptido que tiene actividad biológica o una parte del mismo, aumenta la secreción de la proteína de fusión en 
comparación con la ausencia de al menos el dominio catalítico de la endoglucanasa o una parte del mismo. En cada 
uno de los aspectos preferidos a continuación, los componentes de una proteína de fusión se enlazan en marco desde 
el N terminal al C terminal de la proteína. 60 
 
[0086] En un aspecto preferido, la proteína de fusión comprende un péptido señal, un polipéptido maduro de una 
endoglucanasa y un dominio catalítico de un polipéptido que tiene actividad biológica. 
 
Promotores 65 
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[0087] La región promotora puede ser cualquier secuencia promotora apropiada reconocida por una célula huésped 
para la expresión de una proteína de fusión. La secuencia promotora contiene secuencias de control transcripcionales 
que median la expresión del polipéptido. El promotor puede ser cualquier secuencia de nucleótidos que muestre 
actividad transcripcional en la célula huésped de elección incluyendo promotores mutantes, truncados, tándem e 
híbridos, y se pueden obtener a partir  de genes que codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares bien nativos o 5 
foráneos (heterólogos) de la célula huésped. Promotores ejemplares incluyen tanto promotores constitutivos como 
promotores inducibles. 
 
[0088] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de los constructos de proteína de fusión de la 
presente invención, especialmente en una célula huésped bacteriana, son los promotores obtenidos del operón lac de E. 10 
coli, gen de agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA), gen de levansucrasa de Bacillus subtilis (sacB), gen de alfa-
amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), gen de amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM), gen de 
alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), gen de penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP), genes xylA y 
xylB de Bacillus subtilis, y gen de beta-lactamasa procariótica (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proceedings of the National 
Academy of Sciences EE.UU. 75: 3727-3731), al igual que el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proceedings of the 15 
National Academy of Sciences EE.UU. 80: 21-25). Otros promotores se describen en "Useful proteins from recombinant 
bacteria" in Scientific American, 1980, 242: 74-94; y en Sambrook et al., 1989, supra. 
 
[0089] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de los constructos de proteína de fusión de la 
presente invención en una célula huésped fúngica filamentosa son promotores obtenidos a partir de los genes para 20 
TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de Aspergillus 
niger, alfa-amilasa estable en ácido de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus awamori (glaA), 
lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae, 
acetamidasa de Aspergillus nidulans, amiloglucosidasa de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Daria de Fusarium 
venenatum (WO 00/56900), Quinn de Fusarium venenatum (WO 00/56900), proteasa de tipo tripsina de Fusarium 25 
oxysporum (WO 96/00787), beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei, 
celobiohidrolasa II de Trichoderma reesei, endoglucanasa I de Trichoderma reesei, endoglucanasa II de Trichoderma 
reesei, endoglucanasa III de Trichoderma reesei, endoglucanasa IV de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de 
Trichoderma reesei, xilanasa I de Trichoderma reesei, xilanasa II de Trichoderma reesei, beta-xilosidasa de Trichoderma 
reesei, beta-tubulina de Coprinus cinereus y swollenin de Trichoderma reesei, al igual que el promotor NA2-tpi (un 30 
híbrido de los promotores de los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y triosa fosfato isomerasa de 
Aspergillus oryzae); y promotores  mutantes, truncados e híbridos de los mismos. 
 
[0090] En un huésped de levadura, se obtienen promotores útiles a partir de los genes para enolasa de Saccharomyces 
cerevisiae (ENO-1), galactoquinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol dehidrogenasa/gliceraldehído-3-35 
fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH1; ADH2/GAP), triosa fosfato isomerasa de Saccharomyces 
cerevisiae (TPI), metalotionina de Saccharomyces cerevisiae (CUP1) y 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces 
cerevisiae. Otros promotores útiles para células huésped de levadura se describen en Romanos et al., 1992, Yeast 8: 
423-488. 
 40 
[0091] En un aspecto preferido, el promotor es un promotor de celobiohidrolasa. En un aspecto más preferido, el 
promotor es un promotor de celobiohidrolasa I (cbh1). En un aspecto más preferido incluso, el promotor es un promotor 
del gen de celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei (cbh1). En un aspecto más preferido, el promotor es el promotor  
cbh1 de Trichoderma reesei de los nucleótidos 505 a 1501 de SEC ID nº: 29 (número de registro D86235 del 
GENBANK™). En otro aspecto más preferido, el promotor es un promotor de celobiohidrolasa II (cbh2). En otro aspecto 45 
más preferido incluso, el promotor es un promotor del gen de celobiohidrolasa II de Trichoderma reesei (cbh2). En otro 
aspecto más preferido, el promotor es el promotor de Trichoderma reesei cbh2 de los nucleótidos 1 a 582 de SEC ID nº: 
30 (número de  registro M55080 del GENBANK™).  
 
[0092] En otro aspecto preferido, el promotor es el promotor NA2-tpi. En otro aspecto preferido, el promotor es un 50 
promotor de TAKA amilasa. En otro aspecto preferido, el promotor es un promotor de amiloglucosidasa de Fusarium 
venenatum. En otro aspecto preferido, el promotor es un promotor de proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum. 
En otro aspecto preferido, el promotor es un promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus awamori 
(glaA). 
 55 
[0093] En un aspecto preferido, la región promotora dirige la expresión del primer, segundo y tercer polinucleótido, y 
alternativamente también el cuarto polinucleótido. 
 
Terminadores 
 60 
[0094] El terminador puede ser cualquier secuencia terminadora de transcripción adecuada reconocida por una célula 
huésped para terminar la transcripción. La secuencia terminadora está operativamente enlazada al 3' terminal de la 
secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido. Cualquier terminador que sea funcional en la célula huésped de 
elección se puede utilizar en la presente invención. 
 65 
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[0095] Terminadores preferidos para células huésped fúngicas filamentosas se obtienen a partir de los genes para 
TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, alfa-
glucosidasa de Aspergillus niger y proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum. 
 
[0096] Terminadores preferidos para células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para enolasa de 5 
Saccharomyces cerevisiae, citocromo C de Saccharomyces cerevisiae (CYC1), y gliceraldehído-3-fosfato-
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores útiles para células huésped de levadura son 
descritos por Romanos et al., 1992, supra. 
 
[0097] En un aspecto preferido, el terminador es un terminador del gen de celobiohidrolasa. En un aspecto más 10 
preferido, el terminador es un terminador del gen de celobiohidrolasa I (cbh1). En un aspecto más preferido incluso, el 
terminador es un terminador del gen de celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei (cbh1). En un aspecto más preferido, 
el terminador es el terminador de Trichoderma reesei cbh1 de SEC ID nº: 31. En otro aspecto más preferido, el 
terminador es un terminador del gen de celobiohidrolasa II (cbh2). En otro aspecto más preferido incluso, el terminador 
es un terminador del gen de celobiohidrolasa II de Trichoderma reesei (cbh2). En otro aspecto más preferido, el 15 
terminador es el terminador de Trichoderma reesei cbh2 de SEC ID nº: 32.  
 
[0098] En otro aspecto preferido, el terminador es un terminador de TAKA amilasa. En otro aspecto preferido, el 
promotor es un terminador de proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum. En otro aspecto preferido, el promotor 
es un terminador de glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus awamori (glaA). 20 
 
Otras secuencias reguladoras 
 
[0099] Los constructos de proteína de fusión pueden además comprender otros elementos reguladores tales como una 
secuencia líder de poliadenilación y otros elementos. 25 
 
[0100] La secuencia reguladora también puede ser una secuencia líder adecuada, una región no traducida de un ARNm 
que sea importante para la traducción por la célula huésped. La secuencia líder está operativamente enlazada al 5' 
terminal de la secuencia de nucleótidos que codifica una proteína de fusión. Cualquier secuencia líder que sea funcional 
en la célula huésped de elección se puede utilizar en la presente invención. 30 
 
[0101] Líderes que se prefieren para células huésped fúngicas filamentosas se obtienen a partir de los genes para TAKA 
amilasa de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans. 
 
[0102] Líderes adecuados para células huésped de levadura se obtienen a partir de los genes para enolasa de 35 
Saccharomyces cerevisiae (ENO-1), 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces cerevisiae, alfa-factor de 
Saccharomyces cerevisiae y alcohol deshidrogenasa/gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces 
cerevisiae (ADH2/GAP). 
 
[0103] La secuencia reguladora también puede ser una secuencia de poliadenilación, una secuencia operativamente 40 
enlazada al 3' terminal de la secuencia de nucleótidos y, cuando se transcribe, es reconocida por la célula huésped 
como una señal para añadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Cualquier secuencia de poliadenilación que 
sea funcional en la célula huésped de elección se puede utilizar en la presente invención. 
 
[0104] Secuencias de poliadenilación preferidas para células huésped fúngicas filamentosas se obtienen a partir de los 45 
genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus 
nidulans, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum y alfa-glucosidasa de Aspergillus niger. 
 
[0105] Secuencias de poliadenilación útiles para células huésped de levadura se describen en Guo y Sherman, 1995, 
Molecular Cellular Biology 15 5983-5990. 50 
 
[0106] También puede ser deseable añadir secuencias reguladoras que permitan la regulación de la expresión del 
polipéptido con respecto al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son aquellos que hacen 
que la expresión del gen se active (ON) o desactive (OFF) en respuesta a una sustancia química o estímulo físico, 
incluyendo la presencia de un compuesto regulador. Sistemas reguladores en sistemas procarióticos incluyen los 55 
sistemas operadores lac, tac y trp . En la levadura, el sistema ADH2 o sistema GAL1 se pueden utilizar. En hongos 
filamentosos, el promotor de TAKA alfa-amilasa, el promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger y el promotor de 
glucoamilasa de Aspergillus oryzae se pueden utilizar como secuencias reguladoras. Otros ejemplos de secuencias 
reguladoras son aquellas que permiten amplificación génica. En sistemas eucarióticos, incluyen el gen de dihidrofolato 
reductasa, que se amplifica en presencia de metotrexato, y los genes de metalotioneína, que se amplifican con metales 60 
pesados. En estos casos, la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido estaría operativamente enlazada con la 
secuencia reguladora. 
 
[0107] Los constructos de proteína de fusión preferiblemente contienen uno o varios marcadores seleccionables que 
permiten una fácil selección de células transformadas, modificadas, transducida o similares. Un marcador seleccionable 65 
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es un gen cuyo producto proporciona resistencia biocida o vírica, resistencia a metales pesados, prototrofia a auxótrofos 
y similares. 
 
[0108] Ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus 
licheniformis, o marcadores que confieren resistencia antibiótica tales como resistencia a la ampicilina, canamicina, 5 
cloranfenicol o tetraciclina. Marcadores adecuados para células huésped de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, 
MET3, TRP1 y URA3. Marcadores seleccionables para su uso en una célula huésped fúngica filamentosa incluyen, pero 
de forma no limitativa, amdS (acetamidasa), argB (ornitina-carbamoiltransferasa), bar (fosfonitricina acetiltransferasa), 
hph (higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato-reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato-descarboxilasa), sC (sulfato 
adeniltransferasa) y trpC (antranilato sintasa), al igual que equivalentes de los mismos. Se prefiere para su uso en una 10 
célula de Aspergillus los genes amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae y el gen bar de Streptomyces 
hygroscopicus. 
 
Vectores de expresión 
 15 
[0109] La presente invención también se refiere a vectores de expresión recombinantes que comprenden un 
polinucleótido que codifica una proteína de fusión, un promotor y señales de parada transcripcional y traduccional. Los 
diferentes ácidos nucleicos y secuencias de control descritos aquí se pueden juntar juntos para producir un vector de 
expresión recombinante que puede incluir uno o varios sitios de restricción adecuados para permitir la inserción o la 
sustitución de la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido en tales sitios. Alternativamente, un polinucleótido 20 
que codifica una proteína de fusión se puede expresar por inserción de la secuencia de nucleótidos o un constructo de 
proteína de fusión que comprende la secuencia en un vector apropiado para la expresión. Al crear el vector de 
expresión, la secuencia codificante se localiza en el vector de modo que la secuencia codificante esté operativamente 
enlazada a las secuencias de control apropiadas para la expresión. 
 25 
[0110] El vector de expresión recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plásmido o virus) que se puede 
someter convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresión de la secuencia de 
nucleótidos. La elección del vector típicamente dependerá de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la 
que el vector debe ser introducido. Los vectores pueden ser plásmidos circulares lineales o cerrados. 
 30 
[0111] El vector puede ser un vector de replicación autónoma, es decir, un vector que exista como una entidad 
extracromosómica, cuya replicación sea independiente de la replicación cromosómica, por ejemplo, un plásmido, un 
elemento extracromosómico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio 
para asegurar la autorreplicación. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula 
huésped, se integre en el genoma y replique con el cromosoma(s) en el que se haya integrado. Además, un único vector 35 
o plásmido o dos o más vectores o plásmidos que juntos contengan el ADN total que se va a introducir en el genoma de 
la célula huésped, o un transposón se puede utilizar. 
 
[0112] Los vectores de la presente invención preferiblemente contienen uno o varios marcadores seleccionables que 
permiten la fácil selección de células transformadas, modificadas, transducidas o similares. Ejemplos de marcadores 40 
seleccionables bacterianos, de levadura, fúngicos filamentosos se describen aquí. 
 
[0113] Un vector de la presente invención preferiblemente contiene un elemento(s) que permite la integración del vector 
en el genoma de la célula huésped o la replicación autónoma del vector en la célula independiente del genoma. 
 45 
[0114] Para la integración en el genoma de la célula huésped, el vector puede depender de la secuencia que codifica del 
polinucleótido el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para la integración en el genoma por recombinación 
homóloga o no homóloga. Alternativamente, el vector puede contener secuencias de nucleótidos adicionales para dirigir 
la integración por recombinación homóloga en el genoma de la célula huésped en una ubicación(es) precisa en el 
cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integración en una ubicación precisa, los elementos integracionales 50 
deberían contener preferiblemente un número suficiente de ácidos nucleicos, tal como de 100 a 10.000 pares de bases, 
preferiblemente de 400 a 10.000 pares de bases, y de la forma más preferible de 800 a 10.000 pares de bases, que 
tienen un grado alto de identidad con la secuencia objetivo correspondiente para mejorar la probabilidad de 
recombinación homóloga. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea homóloga de la 
secuencia objetivo en el genoma de la célula huésped. Además, los elementos integracionales pueden ser  secuencias 55 
de nucleótidos no codificantes o codificantes. Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma de la célula 
huésped por recombinación no homóloga. 
 
[0115] Para la replicación autónoma, el vector puede comprender además un origen de replicación que permita al vector 
replicar de manera autónoma en la célula huésped en cuestión. El origen de replicación puede ser cualquier replicador 60 
plásmido mediando replicación autónoma que funcione en una célula. El término "origen de replicación" o "replicador 
plásmido" se define aquí como una secuencia de nucleótidos que permite a un plásmido o vector replicar in vivo. 
 
[0116] Ejemplos de orígenes bacterianos de replicación son los orígenes de replicación de los plásmidos pBR322, 
pUC19, pACYC177 y pACYC184 permitiendo la replicación en el E. coli, y pUB110, pE194, pTA1060 y pAMß1 65 
permitiendo la replicación en Bacillus. 
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[0117] Ejemplos de orígenes de replicación para su uso en una célula huésped de levadura son el origen de replicación 
de 2 micras, ARS1, ARS4, la combinación de ARS1 y CEN3 y la combinación de ARS4 y CEN6. 
 
[0118] Ejemplos de orígenes de replicación útiles en una célula fúngica filamentosa son AMA1 y ANS1 (Gems et al., 5 
1991, Gene 98: 61-67 ; Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163-9175 ; WO 00/24883). Aislamiento del gen 
AMA1 y construcción de plásmidos o vectores que comprenden el gen se puede realizar según los métodos descritos en 
la WO 00/24883. 
 
[0119] Más de una copia de un polinucleótido que codifica una proteína de fusión se puede insertar en la célula huésped 10 
para aumentar la producción del producto génico. Un aumento en el número de copias del polinucleótido se puede 
obtener integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo un 
gen marcador seleccionable amplificable con el polinucleótido donde células que contienen copias amplificadas del gen 
marcador seleccionable, y por lo tanto copias adicionales del polinucleótido, se pueden seleccionar por cultivo de las 
células en presencia del agente seleccionable apropiado. 15 
 
[0120] Los procedimientos usados para enlazar los elementos anteriormente descritos para construir los vectores de 
expresión recombinantes de la presente invención son conocidos por un experto en la materia (véase, por ejemplo, 
Sambrook et al., 1989, supra). 
 20 
Células huésped 
 
[0121] La presente invención también se refiere a células huésped fúngicas recombinantes, que comprenden un 
polinucleótido que codifica una proteína de fusión de la presente invención, que se usan ventajosamente en la 
producción recombinante de la proteína. Un vector que comprende un polinucleótido de la presente invención se 25 
introduce en una célula huésped fúngica de modo que el vector se mantenga como un integrante cromosómico o como 
un vector extracromosomal que se duplica como se se ha descrito anteriormente. El término "célula huésped" abarca 
cualquier descendiente de una célula madre que no sea idéntico a la célula madre debido a mutaciones que se 
produzcan durante la replicación. 
 30 
[0122] La célula huésped fúngica puede ser cualquier célula fúngica útil en la producción recombinante de un polipéptido 
de la presente invención. 
 
[0123] "Hongo", como se utiliza en este caso, incluye los filos Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y 
Zygomycota (como se definen por Hawkswort et al., en, Ainsworth and Bisby's Dictionary of The Fungi, 8th edition, 35 
1995, CAB International, University Press, Cambridge, Reino Unido) al igual que la Oomycota (como se cita en 
Hawksworth et al., 1995, supra, página 171) y todos hongos mitospóricos (Hawkswort et al., 1995, supra). 
 
[0124] En un aspecto preferido, la célula huésped fúngica es una célula de levadura. "Levadura", como se utiliza en este 
caso, incluye levadura ascoesporógena (Endomycetales), levadura basidioesporogénea y levadura de los Fungi 40 
Imperfecti (Blastomycetes). Dado que la clasificación de levadura puede cambiar en el futuro, para los fines de esta 
invención, la levadura debe ser definida como se describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A., Passmore, 
S.M., and Davenport, R.R., eds, Soc. App.  Bacteriol. Symposium Series No. 9, 1980). 
 
[0125] En un aspecto más preferido, la célula huésped de levadura es una célula de Candida, Hansenula, 45 
Kluyveromices, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia. 
 
[0126] En un aspecto más preferido, la célula huésped de levadura es una célula de Saccharomyces carlsbergensis, 
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces kluyveri, 
Saccharomyces norbensis o Saccharomyces oviformis. En otro aspecto más preferido, la célula huésped de levadura es 50 
una célula de Kluyveromyces lactis. En otro aspecto más preferido, la célula huésped de levadura es una célula de 
Yarrowia lipolytica. 
 
[0127] En otro aspecto preferido, la célula huésped fúngica es una célula fúngica filamentosa. "Hongos filamentosos" 
incluyen todas las formas filamentosas de la subdivisión Eumycota y Oomycota (como se define por Hawkswort et al., 55 
1995, supra). Los hongos filamentosos se caracterizan generalmente por una pared micelial compuesta por quitina, 
celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacáridos complejos. El crecimiento vegetativo es por alargamiento 
hifal y el catabolismo de carbono es estrictamente aeróbico. En cambio, el crecimiento vegetativo por levaduras tales 
como Saccharomyces cerevisiae es por injerto de un talo unicelular y el catabolismo de carbono puede ser fermentativo. 
 60 
[0128] En un aspecto más preferido, la célula huésped fúngica filamentosa es una célula de Acremonium, Aspergillus, 
Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, 
Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, 
Phanerochaete, Phlebia, Piromyces, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, 
Trametes o Trichoderma. 65 
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[0129] En un aspecto más preferido, la célula huésped fúngica filamentosa es una célula de Aspergillus awamori, 
Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus 
oryzae. En otro aspecto más preferido, la célula huésped fúngica filamentosa es una célula de Fusarium bactridioides, 
Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum, 
Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium 5 
sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium 
trichothecioides o Fusarium venenatum. En otro aspecto más preferido, la célula huésped fúngica filamentosa es una 
célula de  Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis 
gilvescens, Ceriporiopsis pannocinta, Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis subvermispora, 
Chrysosporium keratinophilum, Chrysosporium lucknowense, Chrysosporium tropicum, Chrysosporium merdarium, 10 
Chrysosporium inops, Chrysosporium pannicola, Chrysosporium queenslandicum, Chrysosporium zonatum, Coprinus 
cinereus, Coriolus hirsutus, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila, 
Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Pleurotus eryngii, 
Thielavia terrestris, Trametes villosa, Trametes versicolor, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma 
longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride. 15 
 
[0130] Las células fúngicas se pueden transformar por un proceso que implica la formación de protoplasto, la 
transformación de los protoplastos y la regeneración de la pared celular de manera conocida de por sí. Procedimientos 
adecuados para la transformación de células huésped de Aspergillus y Trichoderma se describen en la EP 238 023 y en 
Yelton et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences EE.UU. 81: 1470-1474. Métodos adecuados para 20 
transformar especies de Fusarium son descritos por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156 , and WO 96/00787. La 
levadura se puede transformar utilizando los procedimientos descritos por Becker y Guarente, en Abelson, J.N. and 
Simon, M.I., editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, Volume 194, pp 182-187, 
Academic Press, Inc., New York ; Ito et al., 1983, Journal of Bacteriology 153: 163 ; and Hinnen et al., 1978, 
Proceedings of the National Academy of Sciences EE.UU. 75: 1920. 25 
 
Producción y recuperación 
 
[0131] En los métodos de la presente invención, la célula huésped fúngica se cultiva en un medio nutritivo adecuado 
para la producción de un polipéptido que tiene actividad biológica utilizando métodos bien conocidos en la técnica. Por 30 
ejemplo, la célula se puede cultivar por cultivo en matraz de agitación y fermentación a pequeña o gran escala 
(incluyendo fermentación continua, de lote, de lote alimentado o de estado sólido) en laboratorio o fermentadores 
industriales realizadas en un medio adecuado y bajo condiciones que permitan que el polipéptido se exprese y/o aísle. 
El cultivo tiene lugar en un medio nutritivo adecuado que comprende fuentes de nitrógeno y carbono y sales inorgánicas, 
utilizando procedimientos conocidos en la técnica. Medios adecuados están disponibles de proveedores comerciales o 35 
se pueden preparar según composiciones publicadas (por ejemplo, en catálogos de la American Type Culture 
Collection). 
 
[0132] En los métodos de la presente invención, el polipéptido que tiene actividad biológica se selecciona del grupo que 
consiste en una proteína de fusión, componentes de la proteína de fusión y una combinación de la proteína de fusión y 40 
sus componentes. 
 
[0133] En un aspecto preferido, el polipéptido que tiene actividad biológica es una proteína de fusión. 
 
[0134] En otro aspecto preferido, el polipéptido que tiene actividad biológica es un componente(s) de una proteína de 45 
fusión. 
 
[0135] En otro aspecto preferido, el polipéptido que tiene actividad biológica es una combinación de una proteína de 
fusión y componentes de la misma. 
 50 
[0136] Los polipéptidos que tienen actividad biológica se pueden detectar usando métodos conocidos en la técnica que 
son específicos para los polipéptidos. Estos métodos de detección pueden incluir el uso de anticuerpos específicos, la 
formación de un producto enzimático o la desaparición de un sustrato enzimático. Por ejemplo, un ensayo enzimático se 
puede utilizar para determinar la actividad del polipéptido, como se describe en este caso, que puede incluir tanto 
actividad de endoglucanasa como una actividad biológica específica. 55 
 
[0137] El polipéptido resultante que tiene actividad biológica, por ejemplo, proteína de fusión de beta-glucosidasa o un 
componente del mismo, se puede recuperar utilizando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido se 
puede recuperar del medio nutritivo por procedimientos convencionales incluyendo, pero no limitado a, centrifugado, 
filtración, extracción, secado por pulverización, evaporación o precipitación. 60 
 
[0138] Los polipéptidos de la presente invención se puede purificar por una variedad de procedimientos conocidos en la 
técnica incluyendo, pero no limitado a, cromatografía (por ejemplo, de intercambio iónico, afinidad, hidrofóbica, 
cromatoenfoque y exclusión de tamaño), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque preparativo), 
solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitación de sulfato amónico), SDS-PAGE o extracción (véase, por ejemplo, 65 
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Protein Purification, J.-C. Janson and Lars Ryden, editors, VCH Publishers, New York, 1989) para obtener polipéptidos 
sustancialmente puros. 
 
Composiciones 
 5 
[0139] La presente invención también se refiere a composiciones que comprenden un polipéptido que tiene actividad 
biológica de la presente invención. Preferiblemente, las composiciones se enriquecen con tal polipéptido. El término 
"enriquecido" indica que la actividad biológica de la composición ha sido aumentada, por ejemplo, con un factor de 
enriquecimiento de al menos 1.1. 
 10 
[0140] La composición puede comprender un polipéptido de la presente invención como el componente enzimático 
mayor, por ejemplo, una composición monocomponente. Alternativamente, la composición puede comprender 
actividades enzimáticas múltiples, tal como una aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa, 
celulasa, quitinasa, cutinasa, glicosiltransferasa de ciclodextrina, desoxiribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-
galactosidasa, glucoamilasa, alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa, haloperoxidasa, invertasa, lacasa, lipasa, manosidasa, 15 
oxidasa, enzima pectinolítica, peptidoglutaminasa, peroxidasa, fitasa, polifenoloxidasa, enzima proteolítica, 
ribonucleasa, transglutaminasa o xilanasa. La enzima(s) adicional(es) se puede producir, por ejemplo, por un 
microorganismo del género Aspergillus, preferiblemente Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus 
fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus oryzae; 
Fusarium, preferiblemente Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, 20 
Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, 
Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sulphureum, 
Fusarium toruloseum, Fusarium trichothecioides o Fusarium venenatum; Humicola, preferiblemente Humicola insolens o 
Humicola lanuginosa; o Trichoderma, preferiblemente Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma 
longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride. 25 
 
[0141] Las composiciones de polipéptido se pueden preparar conforme a métodos conocidos en la técnica y pueden ser 
en forma de un líquido o una composición seca. Por ejemplo, la composición de polipéptido puede ser en forma de un 
granulado o un microgranulado. El polipéptido que se va a incluir en la composición se puede estabilizar conforme a 
métodos conocidos en la técnica. 30 
 
[0142] Más adelante se dan ejemplos de usos preferidos de las composiciones de polipéptido de la invención. La 
dosificación de la composición de polipéptido de la invención y otras condiciones bajo las que la composición se usa se 
pueden determinar basándose en métodos conocidos en la técnica. 
 35 
Usos 
 
[0143] La presente invención se dirige también a métodos para el uso de las proteínas de fusión o componentes de las 
mismas o composiciones de las mismas. 
 40 
Métodos de tratamiento de material celulósico 
 
[0144] Los métodos de la presente invención son particularmente útiles para mejorar la secreción de polipéptidos que 
tienen actividad celulolítica o hemicelulolítica en cantidades comercialmente importantes, que se pueden usar para 
degradar o convertir material lignocelulósico. Tales polipéptidos incluyen, pero de forma no limitativa, endoglucanasas, 45 
celobiohidrolasas, beta-glucosidasas, xilanasas, beta-xilosidasas, arabinofuranosidasas, acetil xilano esterasas y ácido 
ferúlico esterasas. Consecuentemente, la presente invención también se refiere a métodos para degradar o convertir un 
material celulósico, que comprende: tratamiento del material celulósico con una cantidad eficaz de una composición de 
enzima celulolítica en presencia de una cantidad eficaz de una proteína de fusión o un componente de a misma que 
tiene actividad celulolítica o actividad hemicelulolítica obtenida según los métodos instantáneos. Para fines de 50 
ilustración, un polipéptido que tiene actividad de beta-glucosidasa obtenido según los métodos de la presente invención, 
por ejemplo, una proteína de fusión de beta-glucosidasa o un componente de la misma, se usa para fines ilustrativos. 
 
[0145] La biomasa celulósica puede incluir, pero no está limitada a, recursos madereros, residuos sólidos municipales, 
papel usado, plantas de cultivo y residuos de planta de cultivo (véase, por ejemplo, Wiselogel et al., 1995, in Handbook 55 
on Bioethanol (Charles E. Wyman, editor), pp. 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 et al., 1999, Recent 
Progress in Bioconversion of Lignocellulosics, in Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology, T. Scheper, 
managing editor, Volume 65, pp.23-40, Springer-Verlag, New York). 
 60 
[0146] El polisacárido predominante en la pared celular primaria de la biomasa es la celulosa, el segundo más 
abundante es la hemicelulosa y el tercero es la pectina. La pared celular secundaria, producida después de que la célula 
haya dejado de crecer, también contiene polisacáridos y está reforzada por lignina polimérica reticulada de manera 
covalente en hemicelulosa. La celulosa es un homopolímero de anhidrocelobiosa y así un beta-(1-4)-D-glucano lineal, 
mientras que las hemicelulosas incluyen una variedad de compuestos, tales como xilanos, xiloglucanos, arabinoxilanos 65 
y mananos en estructuras complejas ramificadas con un espectro de sustituyentes. Aunque generalmente polimorfa, la 
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celulosa se encuentra en tejido vegetal principalmente como una matriz cristalina insoluble de cadenas de glucanos 
paralelos. Las hemicelulosas normalmente el hidrógeno se enlazan con la celulosa, al igual que con otras 
hemicelulosas, lo que ayuda a estabilizar la matriz de la pared celular. Se entiende aquí que el término "material 
celulósico" o "celulosa" también abarca lignocelulosa. 
 5 
[0147] En los métodos de la presente invención, la composición enzimática celulolítica puede comprender cualquier 
proteína implicada en el procesamiento del material celulósico en glucosa, o hemicelulosa en xilosa, manosa, galactosa 
y arabinosa, sus polímeros, o productos derivados de éstos como se describe abajo. La composición enzimática 
celulolítica puede ser una preparación monocomponente, por ejemplo, una endoglucanasa, una preparación 
multicomponente, por ejemplo, endoglucanasa, celobiohidrolasa, beta-glucosidasa o una combinación de preparaciones 10 
de proteína  multi y monocomponente. Las proteínas celulolíticas pueden tener actividad, es decir, hidrolizar celulosa, 
bien en el rango de pH ácido, neutro o alcalino. La composición enzimática celulolítica puede además comprender un 
polipéptido que tenga actividad aumentada celulolítica según la WO 2005/074647, WO 2005/074656 y la solicitud 
publicada EE.UU. 2007/0077630. 
 15 
[0148] La proteína celulolítica puede ser de origen fúngico o bacteriano, que se puede obtener o aislar y purificar a partir 
de microorganismos que se conozcan por ser capaces de producir enzimas celulolíticas, por ejemplo, especies de 
Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Coprinus, Thielavia, Fusarium, Myceliophthora, Acremonium, Cephalosporium, 
Scytalidium, Penicillium o Aspergillus (véase, por ejemplo, EP 458162), especialmente aquellos producidos por una 
cepa seleccionada a partir de Humicola insolens (reclasificada como Scytalidium thermophilum, véase, por ejemplo, la 20 
patente de EE.UU. nº 4.435.307), Coprinus cinereus, Fusarium oxysporum, Myceliophthora thermophila, Meripilus 
giganteus, Thielavia terrestris, Acremonium sp., Acremonium persicinum, Acremonium acremonium, Acremonium 
brachypenium, Acremonium dichromosporum, Acremonium obclavatum, Acremonium pinkertoniae, Acremonium 
roseogriseum, Acremonium incoloratum y Acremonium furatum; preferiblemente de DSM 1800 de Humicola insolens, 
DSM 2672 de Fusarium oxysporum, CBS 117.65 de Myceliophthora thermophila, RYM-202 de Cephalosporium sp., 25 
CBS 478.94 de Acremonium sp., CBS 265.95 de Acremonium sp., CBS 169.65 de Acremonium persicinum, AHU 9519 
de Acremonium acremonium, CBS 535.71 de Cephalosporium sp., CBS 866.73 de Acremonium brachypenium, CBS 
683.73 de Acremonium dichromosporum, CBS 311.74 de Acremonium obclavatum,  CBS 157.70 de Acremonium 
pinkertoniae, CBS 134.56 de Acremonium roseogriseum, CBS 146.62 de Acremonium incoloratum y CBS 299.70H de 
Acremonium furatum. Proteínas celulolíticas también se pueden obtener de Trichoderma (particularmente Trichoderma 30 
viride, Trichoderma reesei y Trichoderma koningii), Bacillus alcalofílico (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. nº 
3.844.890 y la EP 458162) y Streptomyces (véase, por ejemplo, laEP 458162). Mutantes químicamente modificados o 
creados genéticamente a partir de proteína de proteínas celulolíticas también se pueden usar. 
 
[0149] Proteínas celulolíticas especialmente adecuadas son las celulasas descritas en la EP 495.257, EP 531.372, WO 35 
96/11262, WO 96/29397, WO 98/08940. Otros ejemplos son variantes de celulasa tales como los descritos en la WO 
94/07998, EP 531.315, patente EE.UU. nº 4.435.307, patente de EE.UU. nº 5.457.046, patente de EE.UU. nº 5.648.263, 
patente de EE.UU. nº 5.686.593, patente de EE.UU. nº 5.691.178, patente de EE.UU. nº 5.763.254, patente de EE.UU. 
nº 5.776.757, WO 89/09259, WO 95/24471, WO 98/12307 y PCT/DK98/00299. 
 40 
[0150] Como se ha mencionado anteriormente, las proteínas celulolíticas usadas en los métodos de la presente 
invención pueden ser preparaciones monocomponente, es decir, un componente esencialmente libre de otros 
componentes celulolíticos. El componente único puede ser un componente recombinante, es decir, producido por 
clonación de una secuencia de ADN que codifica el componente único y la célula posterior transformada con la 
secuencia de ADN y expresada en un huésped (véase, por ejemplo, WO 91/17243 y WO 91/17244). El huésped es 45 
preferiblemente un huésped heterólogo (la enzima es foránea del huésped), pero el huésped puede ser también bajo 
ciertas condiciones un huésped homólogo (la enzima es nativa del huésped). Proteínas celulolíticas monocomponentes 
también se puede preparar por purificación de tal proteína a partir de un caldo de fermentación. 
 
[0151] Las proteínas celulolíticas usadas en los métodos de la presente invención se pueden producir por fermentación 50 
de las cepas microbianas mencionadas anteriormente en un medio nutritivo que contiene fuentes de nitrógeno y 
carbono adecuadas y sales inorgánicas, utilizando procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Bennett, 
J.W. y LaSure, L. (eds.), More Gene Manipulations in Fungi, Academic Press, CA, 1991). Medios adecuados están 
disponibles de proveedores comerciales o se pueden preparar según composiciones publicadas (por ejemplo, en 
catálogos de la American Type Culture Collection). Rangos de temperatura y otras condiciones adecuadas para el 55 
crecimiento y la producción de proteína celulolítica se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Bailey, J.E., and Ollis, 
D.F., Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill Book Company, NY, 1986). 
 
[0152] La fermentación puede ser cualquier método de cultivo de una célula que de como resultado la expresión o el 
aislamiento de una proteína celulolítica. La fermentación puede, por lo tanto, entenderse como que comprende el cultivo 60 
en matraz de agitación, o fermentación a pequeña o gran escala (incluyendo, fermentación continua, de lote, de lote 
alimentado o de estado sólido) en laboratorio o fermentadores industriales realizadas en un medio adecuado y bajo 
condiciones que permitan que la proteína celulolítica se exprese o aísle. Las proteínas celulolíticas resultantes 
producidas por los métodos anteriormente descritos se pueden recuperar del medio de fermentación y purificar por 
procedimientos convencionales como se describe en este caso. 65 
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[0153] Ejemplos de preparaciones enzimáticas celulolíticas comerciales adecuados para el uso en la presente invención 
incluyen, por ejemplo, CELLUCLAST™ (disponible de Novozymes A/S) y NOVOZYM™ 188 (disponible de Novozymes 
A/S). Otras preparaciones disponibles comercialmente que comprenden celulasa que se pueden utilizar incluyen 
CELLUZYME™, CEREFLO™ y ULTRAFLO™ (Novozymes A/S), LAMINEX™ y SPEZYME™ CP (Genencor Int.), 
ROHAMENT™ 7069 W (Röhm GmbH) y FIBREZYME® LDI, FIBREZYME® LBR o VISCOSTAR® 150L (Dyadic 5 
International, Inc., Jupiter, FL, EE.UU.). Las enzimas de celulasa se agregan en cantidades efectivas desde 
aproximadamente 0,001% a aproximadamente 5,0 % en peso de sólidos, de forma más preferible de aproximadamente 
0,025% a aproximadamente 4,0% en peso de sólidos, y de la forma más preferible de aproximadamente 0,005% a 
aproximadamente 2,0% en peso de sólidos. 
 10 
[0154] Las proteínas celulolíticas resultantes o proteínas de beta-glucosidasa producidas por los métodos anteriormente 
descritos se pueden recuperar del medio de fermentación por procedimientos convencionales incluyendo, pero no 
limitado a, centrifugado, filtración, secado por pulverización, evaporación o precipitación. La proteína recuperada puede 
luego purificarse más por una variedad de procedimientos cromatográficos, por ejemplo, cromatografía de intercambio 
de iones, cromatografía de filtración en gel, cromatografía de afinidad o similares. 15 
 
[0155] La actividad de una proteína celulolítica se puede determinar utilizando cualquier método conocido en la técnica. 
 
[0156] Ejemplos de preparaciones celulolíticas adecuados para su uso en la presente invención incluyen, por ejemplo, 
CELLUCLAST™ (disponible de Novozymes A/S) y NOVOZYM™ 188 (disponible de Novozymes A/S). Otras 20 
preparaciones disponibles comercialmente que comprenden celulasa que se pueden utilizar incluyen CELLUZYME™, 
CEREFLO™ y ULTRAFLO™ (Novozymes A/S), LAMINEX™ y SPEZYME™ CP (Genencor Int.) y ROHAMENT™ 7069 
W (Röhm GmbH). Las enzimas de celulasa se agregan en cantidades efectivas de aproximadamente 0,001% a 
aproximadamente 5,0 % en peso de sólidos, de forma más preferible de aproximadamente 0,025% a aproximadamente 
4,0% en peso de sólidos, y de la forma más preferible de aproximadamente 0,005% a aproximadamente 2,0% en peso 25 
de sólidos. 
 
[0157] Como se ha mencionado anteriormente, las proteínas celulolíticas usadas en los métodos de la presente 
invención pueden ser preparaciones monocomponentes, es decir, un componente esencialmente libre de otros 
componentes celulolíticos. El componente único puede ser un componente recombinante, es decir, producido por 30 
clonación de una secuencia de ADN que codifica el componente único y la posterior célula transformada con la 
secuencia de ADN y expresada en un huésped (véase, por ejemplo, WO 91/17243 y WO 91/17244). Otros ejemplos de 
proteínas celulolíticas monocomponente incluyen, pero de forma no limitativa, aquellos descritos en la JP-07203960-A y 
la WO-9206209. El huésped es preferiblemente un huésped heterólogo (la enzima es foránea del huésped), pero el 
huésped puede ser también bajo ciertas condiciones un huésped homólogo (la enzima es nativa del huésped). Las 35 
proteínas celulolíticas monocomponentes también se pueden preparar por purificación de tal proteína a partir de un 
caldo de fermentación. 
 
[0158] Ejemplos de proteínas celulolíticas monocomponente útiles en la práctica de los métodos de la presente 
invención incluyen, pero de forma no limitativa, endoglucanasa, celobiohidrolasa y otras enzimas útiles en la biomasa 40 
celulósica de degradación. 
 
[0159] El término "endoglucanasa" ya se ha definido aquí. El término "celobiohidrolasa" se define aquí como una 1,4-
beta-D-glucano celobiohidrolasa (E.C. 3.2.1.91), que cataliza la hidrólisis de enlaces 1,4-beta-D-glucosídicos en la 
celulosa, celooligosacáridos o cualquier beta-1,4- glucosa enlazada que contenga celobiosa liberadora de polímero 45 
desde los extremos reductores o no reductores de la cadena. Para fines de la presente invención, la actividad de 
celobiohidrolasa se puede determinar según los procedimientos descritos por Lever et al., 1972, Anal.  Biochem. 47: 
273-279  y por van Tilbeurgh et al., 1982, FEBS Letters 149: 152-156 ; van Tilbeurgh y Claeyssens, 1985, FEBS Letters 
187: 283-288. En la presente invención, el método de Lever et al. se empleó para valorar la hidrólisis de celulosa en 
residuos de maíz.  50 
 
[0160] Los polipéptidos de la presente invención se usan conjuntamente con proteínas celulolíticas para degradar el 
componente celulósico del sustrato de biomasa, (véase, por ejemplo, Brigham et al., 1995, in Handbook on Bioethanol 
(Charles E. Wyman, editor), pp.119-141, Taylor & Francis, Washington D.C .; Lee, 1997, Journal of Biotechnology 56: 1-
24). 55 
 
[0161] Las cantidades óptimas de un polipéptido que tiene actividad de beta-glucosidasa y de proteínas celulolíticas 
depende de diferentes factores que incluyen, pero sin estar limitados a, la mezcla de proteínas celulolíticas de 
componente, el sustrato celulósico, la concentración de sustrato celulósico, el pretratamiento(s) del sustrato celulósico, 
la temperatura, el tiempo, el pH y la inclusión del organismo fermentador (por ejemplo, levadura para sacarificación y 60 
fermentación simultánea). El término "proteínas celulolíticas" se define aquí como aquellas proteínas o mezclas de 
proteínas que pueden hidrolizar o convertir o degradar celulosa bajo las condiciones evaluadas. Sus cantidades se 
miden normalmente por un ensayo común tal como BCA (ácido bicinconínico, P.K. herrero et al., 1985, v. Biochem. 150: 
76), y la cantidad preferida se añade en proporción a la cantidad de biomasa hidrolizada. 
 65 
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[0162] En un aspecto preferido, la cantidad de polipéptido que tiene actividad de beta-glucosidasa por g de material 
celulósico es de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 2,0 mg, preferiblemente de aproximadamente 0,025 a 
aproximadamente 1,5 mg, de forma más preferible de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 1,25 mg, de forma 
más preferible de aproximadamente 0,075 a aproximadamente 1,25 mg, de forma más preferible de aproximadamente 
0,1 a aproximadamente 1,25 mg, incluso de forma más preferible de aproximadamente 0,15 a aproximadamente 1,25 5 
mg, y de la forma más preferible de aproximadamente 0,25 a aproximadamente 1,0 mg por g de material celulósico. 
 
[0163] En otro aspecto preferido, la cantidad de proteínas celulolíticas por g de material celulósico es de 
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 50 mg, preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 40 mg, 
de forma más preferible de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 25 mg, de forma más preferible de 10 
aproximadamente 0,75 a aproximadamente 20 mg, de forma más preferible de aproximadamente 0,75 a 
aproximadamente 15 mg, incluso de forma más preferible de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10 mg, y de la 
forma más preferible de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 10 mg por g de material celulósico. 
 
[0164] Los métodos de la presente invención pueden utilizarse para degradar o convertir un material celulósico, por 15 
ejemplo, lignocelulosa, en muchas sustancias útiles, por ejemplo, productos químicos y combustibles. Además de 
etanol, algún artículo de consumo y productos químicos de especialidad que se pueden producir a partir de celulosa 
incluyen xilosa, acetona, acetato, glicina, lisina, ácidos orgánicos (por ejemplo, ácido láctico), 1,3-propanodiol, 
butanodiol, glicerol, etilenglicol, furfural, polihidroxialcanoatos, y ácido cis,cis-mucónico (Lynd, L. R., Wyman, C. E., and 
Gerngross, T. U., 1999, Biocommodity Engineering, Biotechnol.  Prog., 15: 777-793 ; Philippidis, G. P., 1996, Cellulose 20 
bioconversion technology, in Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & Francis, 
Washington, DC, 179-212 ; and Ryu, D. D. Y., and Mandels, M., 1980, Cellulases: biosynthesis and applications, Enz.  
Microb.  Technol., 2: 91-102). Los beneficios de coproducción potenciales se extienden más allá de la síntesis de 
múltiples productos orgánicos a partir de carbohidrato fermentable. Residuos ricos en lignina que permanecen después 
de tratamiento biológico se pueden convertir en productos químicos derivados de la lignina, o se pueden usar para la 25 
producción de energía.  
 
[0165] Métodos convencionales usados para procesar el material celulósico conforme a los métodos de la presente 
invención son bien entendidas a los expertas en el art. los métodos de la presente invención se pueden implementar 
utilizando cualquier equipo de tratamiento de biomasa convencional configuró para operar conforme a la invención. 30 
 
[0166] Tal equipo puede incluir un reactor agitado de lote alimentado, un reactor agitado por lotes, un reactor agitado de 
flujo continuo con ultrafiltración, un reactor de columna de flujo de pistón continuo (Fernanda de Castilhos Corazza, 
Flávio Faria de Moraes, Gisella Maria Zanin e Ivo Neitzel, 2003, Optimal control in fed-batch reactor for the cellobiose 
hydrolysis, Acta Scientiarum.  Technology 25(1): 33-38 ; Gusakov, A.V., and Sinitsyn, A.P., 1985, Kinetics of the 35 
enzymatic hydrolysis of cellulose: 1. A mathematical model for a batch reactor process, Enz. Microb. Technol. 7: 346-
352), un reactor de fricción (Ryu, S.K., y Lee, J.M., 1983, Bioconversion of waste cellulose by using an attrition 
bioreactor, Biotechnol. Bioeng. 25: 53-65), o un reactor con agitación intensiva inducida por un campo electromagnético 
(Gusakov, A.V., Sinitsyn, A.P., Davydkin, I.Y., Davydkin, V.Y., Protas, O.V., 1996, Enhancement of enzymatic cellulose 
hydrolysis using a novel type of bioreactor with intensive stirring induced by electromagnetic field, Appl. Biochem. 40 
Biotechnol. 56: 141-153). 
 
[0167] Los métodos convencionales incluyen, pero de forma no limitativa, sacarificación, fermentación, hidrólisis y 
fermentación separada (SHF), sacarificación y fermentación simultánea (SSF), sacarificación y cofermentación 
simultánea (SSCF), hidrólisis y fermentación híbrida (HHF) y conversión microbiana directa (DMC). 45 
 
[0168] La SHF utiliza pasos de proceso separados para primero hidrolizar enzimáticamente celulosa en azúcares 
fermentables y luego, en un paso posterior, azúcares de fermentos en etanol. En la SSF, la hidrólisis enzimática de 
celulosa y la fermentación de azúcar fermentable en etanol se combinan en un paso (Philippidis, G. P., 1996, Cellulose 
bioconversion technology, en Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & Francis, 50 
Washington, DC, 179-212). La SSCF incluye la cofermentación de azúcares múltiples (Sheehan, J., and Himmel, M., 
1999, Enzymes, energy and the environment: A strategic perspective on the U.S. Department of Energy's research and 
development activities for bioethanol, Biotechnol.  Prog. 15: 817-827). La HHF incluye dos pasos separados realizados 
en el mismo reactor pero a temperaturas diferentes, es decir, sacarificación enzimática a alta temperatura seguida de 
SSF a una temperatura inferior que la cepa de fermentación pueda tolerar. La DMC combina los tres procesos 55 
(producción de celulasa, hidrólisis de celulosa y fermentación) en un paso (Lynd, L. R., Weimer, P. J., van Zyl, W. H., 
and Pretorius, I. S., 2002, Microbial cellulose utilization: Fundamentals and biotechnology, Microbiol. Mol.  Biol. Reviews 
66: 506-577). 
 
[0169] "Fermentación" o "proceso de fermentación" se refiere a cualquier proceso de fermentación o cualquier proceso 60 
que comprenda un paso de fermentación. Un proceso de fermentación incluye, sin limitación, procesos de fermentación 
usados para producir productos de fermentación incluyendo alcoholes (por ejemplo, arabinitol, butanol, etanol, glicerol, 
metanol, 1,3-propanodiol, sorbitol, y xilitol); ácidos orgánicos (por ejemplo, ácido acético, ácido acetónico, ácido adípico, 
ácido ascórbico, ácido cítrico, ácido 2,5-diketo-D-glucónico, ácido fórmico, ácido fumárico, ácido glucárico, ácido 
glucónico, ácido glucurónico, ácido glutárico, ácido 3-hidroxipropiónico, ácido itacónico, ácido láctico, ácido málico, ácido 65 
malónico, ácido oxálico, ácido propiónico, ácido succínico y ácido xilónico); cetonas (por ejemplo, acetona); aminoácidos 
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(por ejemplo, ácido aspártico, ácido glutámico, glicina, lisina, serina y treonina); gases (por ejemplo, metano, hidrógeno 
(H2), dióxido de carbono (CO2) y monóxido de carbono (CO). Procesos de fermentación también incluyen procesos de 
fermentación usados en la industria de alcohol consumible (por ejemplo, cerveza y vino), industria lechera (por ejemplo, 
productos lácteos fermentados), industria del cuero e industria del tabaco. 
 5 
[0170] Una proteína de fusión o un componentes de la misma que tiene actividad celulolítica o actividad hemicelulolítica 
obtenida según los métodos de la presente invención, por ejemplo, una proteína de fusión de beta-glucosidasa o un 
componentes de la misma, y células huésped de la misma, se pueden usar en la producción de monosacáridos, 
disacáridos y polisacáridos como materias primas químicas o de fermentación a partir de biomasa para la producción de 
etanol, plásticos, otros productos o productos intermedios. En particular, los polipéptidos y células huésped se pueden 10 
utilizar para aumentar el valor del procesamiento de residuos (grano de destiladoras secados, granos utilizados de 
elaboración de cerveza, bagazo de caña de azúcar, etc.) por solubilización parcial o completa de celulosa o 
hemicelulosa. Al impulsar el procesamiento de material celulósico por la preparación de la enzima celulolítica en 
glucosa, xilosa, manosa, galactosa y arabinosa, sus polímeros o productos derivados de éstos como se describe abajo, 
los polipéptidos pueden ser en forma de un caldo de fermentación crudo con o sin las células o en forma de una 15 
preparación enzimática semi-purificada o purificada. El polipéptido puede ser una preparación monocomponente, una 
preparación de proteína de varios componentes o una combinación de preparaciones de proteína de varios 
componentes y monocomponente. Alternativamente, una célula huésped se puede utilizar como una fuente de tal 
polipéptido en un proceso de fermentación con la biomasa. La célula huésped también puede contener genes nativos o 
heterólogos que codifiquen proteína celulolítica al igual que otras enzimas útiles en el procesamiento de biomasa. 20 
 
[0171] La presente invención además se refiere a métodos para producir una sustancia orgánica, que comprende: (a) 
sacarificación de un material celulósico con una cantidad eficaz de una composición de enzima celulolítica i en 
presencia de una cantidad eficaz de una proteína de fusión o un componentes de la misma que tiene actividad 
celulolítica o actividad hemicelulolítica obtenida según los métodos instantáneos; (b) fermentación del material celulósico 25 
sacarificado del paso (a) con uno o más microorganismos fermentativos; y (c) recuperación de la sustancia orgánica de 
la fermentación. Como se ha indicado anteriormente, para fines de ilustración, un polipéptido que tiene actividad de 
beta-glucosidasa obtenido según los métodos de la presente invención, por ejemplo, una proteína de fusión de beta-
glucosidasa o un componente de la misma, se usa para fines ilustrativos. El polipéptido que tiene actividad de beta-
glucosidasa puede ser en forma de un caldo de fermentación crudo con o sin las células o en forma de una preparación 30 
semi-purificada o purificada enzimática. La proteína de beta-glucosidasa puede ser una preparación monocomponente, 
una preparación de proteína de varios componentes, o una combinación de preparaciones de proteína de varios 
componentes y monocomponente. 
 
[0172] La sustancia puede ser cualquier sustancia derivada de la fermentación. En un aspecto preferido, la sustancia es 35 
un alcohol. Se entiende que el término "alcohol" abarca una sustancia que contiene una o más fracciones de hidroxilo. 
En un aspecto más preferido, el alcohol es arabinitol. En otro aspecto más preferido, el alcohol es butanol. En otro 
aspecto más preferido, el alcohol es etanol. En otro aspecto más preferido, el alcohol es glicerol. En otro aspecto más 
preferido, el alcohol es metanol. En otro aspecto más preferido, el alcohol es 1,3-propanodiol. En otro aspecto más 
preferido, el alcohol es sorbitol. En otro aspecto más preferido, el alcohol es xilitol. Véase, por ejemplo, Gong, C. S., 40 
Cao, N. J., Du, J., and Tsao, G. T., 1999, Ethanol production from renewable resources, en Advances in Biochemical 
Engineering/Biotechnology, Scheper, T., ed., Springer-Verlag Berlin Heidelberg, Germany, 65: 207- 241 ; Silveira, M. M., 
y Jonas, R., 2002, The biotechnological production of sorbitol, Appl.  Microbiol.  Biotechnol. 59: 400-408 ; Nigam, P., y 
Singh, D., 1995, Processes for fermentative production of xylitol - a sugar substitute, Process Biochemistry 30 (2): 117-
124 ; Ezeji, T. C., Qureshi, N. and Blaschek, H. P., 2003, Production of acetone, butanol and ethanol by Clostridium 45 
beijerinckii BA101 and in situ recovery by gas stripping, World Journal of Microbiology and Biotechnology 19 (6): 595-
603. 
 
[0173] En otro aspecto preferido, la sustancia es un ácido orgánico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es 
ácido acético. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido acetónico. En otro aspecto más preferido, el 50 
ácido orgánico es ácido adípico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido ascórbico. En otro aspecto 
más preferido, el ácido orgánico es ácido cítrico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido 2,5-diketo-D-
gluónico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido fórmico. En otro aspecto más preferido, el ácido 
orgánico es ácido fumárico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido glucárico. En otro aspecto más  
preferido, el ácido orgánico es ácido glucónico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido glucurónico. 55 
En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido glutárico. En otro aspecto preferido, el ácido orgánico es ácido 
3-hidroxipropiónico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido itacónico. En otro aspecto más preferido, 
el ácido orgánico es ácido láctico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido málico. En otro aspecto 
más preferido, el ácido orgánico es ácido malónico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido oxálico. 
En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido propiónico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico 60 
es ácido succínico. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es ácido de xilónico. Véase, por ejemplo, Chen, R., 
y Lee, Y. Y., 1997, Membrane-mediated extractive fermentation for lactic acid production from cellulosic biomass, Appl.  
Biochem.  Biotechnol. 63-65: 435-448. 
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[0174] En otro aspecto preferido, la sustancia es una cetona. Se entiende que el término "cetona" abarca una sustancia 
que contiene una o más fracciones de cetona. En otro aspecto más preferido, la cetona es acetona. Véase, por ejemplo, 
Qureshi y Blaschek, 2003, supra. 
 
[0175] En otro aspecto preferido, la sustancia es un aminoácido. En otro aspecto más preferido, el ácido orgánico es 5 
ácido aspártico. En otro aspecto más preferido, el aminoácido es ácido glutámico.  En otro aspecto más preferido, el 
aminoácido es glicina. En otro aspecto más preferido, el aminoácido es lisina. En otro aspecto más preferido, el 
aminoácido es serina. En otro aspecto más preferido, el aminoácido es treonina. Véase, por ejemplo, Richard, A., y 
Margaritis, A., 2004, Empirical modeling of batch fermentation kinetics for poly(glutamic acid) production and other 
microbial biopolymers, Biotechnology and Bioengineering 87 (4): 501-515. 10 
 
[0176] En otro aspecto preferido, la sustancia es un gas. En otro aspecto más preferido, el gas es metano. En otro 
aspecto más preferido, el gas es H2. En otro aspecto más preferido, el gas es CO2. En otro aspecto más preferido, el 
gas es CO. Véase, por ejemplo, Kataoka, N., A. Miya, y K. Kiriyama, 1997, Studies on hydrogen production by 
continuous culture system of hydrogen-producing anaerobic bacteria, Water Science and Technology 36 (6-7): 41-47 ; 15 
and Gunaseelan V.N. in Biomass and Bioenergy, Vol. 13 (1-2), pp. 83-114, 1997 , Anaerobic digestion of biomass for 
methane production: A review. 
 
[0177] La producción de una sustancia de material celulósico requiere típicamente cuatro pasos principales. Estos 
cuatro pasos son pretratamiento, hidrólisis enzimática, fermentación y recuperación. A continuación se ejemplifica un 20 
proceso para producir etanol, pero se entiende que se pueden utilizar procesos similares para producir otras sustancias, 
por ejemplo, las sustancias anteriormente descritas.  
 
[0178] Pretratamiento. En el paso pretratamiento o prehidrólisis, el material celulósico se calienta para descomponer la 
lignina y la estructura de carbohidrato, solubilizar la mayor parte de la hemicelulosa y hacer accesible la fracción de 25 
celulosa a las enzimas celulolíticas. El calentamiento se realiza bien directamente con vapor o en lodo, donde un 
catalizador también se puede añadir al material para acelerar las reacciones. Catalizadores incluyen ácidos fuertes, 
tales como ácido sulfúrico y SO2, o álcali, tal como hidróxido sódico. El propósito de la fase de pretratamiento es facilitar 
la penetración de las enzimas y microorganismos. La biomasa celulósica también puede someterse a un pretratamiento 
de explosión de vapor hidrotermal (véase solicitud de patente EE.UU. nº 20020164730). No obstante, se entiende que al 30 
practicar los métodos de la presente invención, cualquier pretratamiento se puede usar utilizando pretratamiento 
térmico, químico y/o mecánico. 
 
[0179] Sacarificación. En el paso de la hidrólisis enzimática, también conocido como sacarificación, se añaden enzimas 
como las descritas en este caso al material pretratado para convertir la fracción de celulosa en glucosa y/o otros 35 
azúcares. La sacarificación se realiza generalmente en los reactores de tanque agitado o fermentadores bajo 
condiciones de pH, temperatura y mezcla controladas. Un paso de sacarificación puede durar hasta 200 horas. La 
sacarificación se puede realizar a temperaturas de aproximadamente 30°C a aproximadamente 65°C, en particular 
alrededor de 50°C, y a un pH en la gama entre aproximadamente 4 a aproximadamente 5, especialmente alrededor de 
pH 4,5. Para producir glucosa que se pueda metabolizar por levadura, la hidrólisis se realiza típicamente en presencia 40 
de una beta-glucosidasa. 
 
[0180] Fermentación. En el paso de fermentación, azúcares, liberados del material celulósico como resultado de los 
pasos de pretratamiento y de hidrólisis enzimática, son fermentados en etanol por un organismo fermentador, tal como 
levadura. La fermentación puede también efectuarse simultáneamente con la hidrólisis enzimática en el mismo vaso, 45 
nuevamente bajo condiciones de pH, temperatura y de mezcla controladas. Cuando la sacarificación y la fermentación 
se realizan simultáneamente en el mismo vaso, el proceso se denomina generalmente sacarificación y fermentación 
simultánea o SSF. 
 
[0181] Cualquier material celulósico adecuado o materia prima se puede utilizar en el paso de fermentación practicando 50 
la presente invención. El material se selecciona generalmente basado en el producto de fermentación deseada, es decir, 
la sustancia que se va a obtener de la fermentación, y el proceso empleado, como bien se conoce en la técnica. 
Ejemplos de sustratos adecuados para su uso en los métodos de la presente invención, incluyen materiales con 
celulosa, tales como madera o residuos vegetales o azúcares de bajo peso molecular DP1-3 obtenidos de material 
celulósico procesado que se puede metabolizar por el microorganismo fermentador, y que se pueden suministrar por 55 
adición directa al medio de fermentación. 
 
[0182] El término "medio de fermentación" se entenderá que se refiere a un medio antes de que el microorganismo(s) de 
fermentación se añada, tal como, un medio resultante de un proceso de sacarificación, al igual que un medio usado en 
un proceso de sacarificación y fermentación simultánea (SSF). 60 
 
[0183] "Microorganismo de fermentación" se refiere a cualquier microorganismo adecuado para su uso en un proceso de 
fermentación deseado. Microorganismos fermentativos adecuados pueden fermentar, es decir, convertir, azúcares, tales 
como glucosa, xilosa, arabinosa, manosa, galactosa u oligosacáridos directa o indirectamente en el producto de 
fermentación deseado. Ejemplos de microorganismos fermentativos incluyen organismos fúngicos, tales como levadura. 65 
La levadura preferida incluye cepas del Saccharomyces spp., y en particular, Saccharomyces cerevisiae. La levadura 
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disponible comercialmente incluye, por ejemplo, RED STAR®/Lesaffre Ethanol Red (disponible de RED 
STAR®/Lesaffre, EE.UU.) FALI (disponible de Fleischmann's Yeast, una división de Burns Philp Food Inc., EE.UU.), 
SUPERSTART (disponible de Alltech), GERT STRAND (disponible de Gert Strand AB, Suecia) y FERMIOL (disponibles 
de DSM Specialties). 
 5 
[0184] En un aspecto preferido, la levadura es un Saccharomyce spp. En un aspecto más preferido, la levadura es 
Saccharomyces cerevisiae. En otro aspecto más preferido, la levadura es Saccharomyces distaticus. En otro aspecto 
más preferido, la levadura es Saccharomyces uvarum. En otro aspecto preferido, la levadura es un Kluyveromyces. En 
otro aspecto más preferido, la levadura es Kluyveromyces marxianus. En otro aspecto más preferido, la levadura es 
Kluyveromyces fragilis. En otro aspecto preferido, la levadura es una Candida. En otro aspecto más preferido, la 10 
levadura es Candida pseudotropicalis. En otro aspecto más preferido, la levadura es Candida brassicae. En otro aspecto 
preferido, la levadura es una Clavispora. En otro aspecto más preferido, la levadura es Clavispora lusitaniae. En otro 
aspecto más preferido, la levadura es Clavispora opuntiae. En otro aspecto preferido, la levadura es un Pachysolen. En 
otro aspecto más preferido, la levadura es Pachysolen tannophilus. En otro aspecto preferido, la levadura es un 
Bretannomyces. En otro aspecto más preferido, la levadura es Bretannomyces clausenii (Philippidis, G. P., 1996, 15 
Cellulose bioconversion technology, in Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & 
Francis, Washington, DC, 179-212).  
 
[0185] Bacterias que pueden fermentar eficazmente glucosa en etanol incluyen, por ejemplo, Zymomonas mobilis y 
Clostridium thermocellum (Philippidis, 1996, supra). 20 
 
[0186] Se conoce en la técnica que los organismos anteriormente descritos también pueden usarse para producir otras 
sustancias, como se describe en este caso. 
 
[0187] La clonación de genes heterólogos en Saccharomyces cerevisiae (Chen, Z., Ho, N. W. Y., 1993, Cloning and 25 
improving the expression of Pichia stipitis xylose reductase gene in Saccharomyces cerevisiae, Appl.  Biochem.  
Biotechnol. 39-40: 135-147 ; Ho, N. W. Y., Chen, Z, Brainard, A. P., 1998, Genetically engineered Saccharomyces yeast 
capable of effectively cofermenting glucose and xylose, Appl.  Environ.  Microbiol. 64: 1852-1859) o en bacterias tales 
como Escherichia coli (Beall, D. S., Ohta, K., Ingram, L. O., 1991, Parametric studies of ethanol production from xylose 
and other sugars by recombinant Escherichia coli, Biotech.  Bioeng. 38: 296- 303), Klebsiella oxytoca (Ingram, L. O., 30 
Gomes, P. F., Lai, X., Moniruzzaman, M., Wood, B. E., Yomano, L. P., York, S. W., 1998, Metabolic engineering of 
bacteria for ethanol production, Biotechnol.  Bioeng. 58: 204-214), y Zymomonas mobilis (Zhang, M., Eddy, C., Deanda, 
K., Finkelstein, M., and Picataggio, S., 1995, Metabolic engineering of a pentose metabolism pathway in ethanologenic 
Zymomonas mobilis, Science 267: 240-243 ; Deanda, K., Zhang, M., Eddy, C., and Picataggio, S., 1996, Development of 
an arabinose-fermenting Zymomonas mobilis strain by metabolic pathway engineering, Appl.  Environ.  Microbiol. 62: 35 
4465-4470) ha llevado a la construcción de organismos capaces de convertir hexosas y pentosas en etanol 
(cofermentación). 
 
[0188] La levadura u otro microorganismo típicamente se añade a la celulosa degradada o hidrolizada y la fermentación 
se realiza durante aproximadamente 24 a aproximadamente 96 horas, tal como de aproximadamente 35 a 40 
aproximadamente 60 horas. La temperatura está típicamente entre aproximadamente 26°C a aproximadamente 40°C, 
en particular en aproximadamente de 32°C, y en aproximadamente pH 3 a aproximadamente pH 6, en particular 
aproximadamente pH 4-5.  
 
[0189] En un aspecto preferido, la levadura u otro microorganismo se aplica a la celulosa degradada o hidrolizada y la 45 
fermentación se realiza durante aproximadamente 24 a aproximadamente 96 horas, tal como típicamente 35-60 horas. 
En un aspecto preferido, la temperatura está generalmente entre aproximadamente 26 a aproximadamente 40°C, en 
particular aproximadamente 32°C, y el pH está generalmente de aproximadamente pH 3 a aproximadamente pH 6, 
preferiblemente aproximadamente pH 4-5. La levadura u otro microorganismo se aplica preferiblemente en cantidades 
de aproximadamente 105 a 1012, preferiblemente de aproximadamente 107 a 1010, especialmente aproximadamente 50 
5x107 de concentración de células viables por ml de caldo de fermentación. Durante una fase de producción de etanol la 
concentración de células de levadura debería preferiblemente estar en la gama de aproximadamente 107 a 1010, 
especialmente alrededor de aproximadamente 2 x 108. Más información sobre el uso de levadura para la fermentación 
se puede encontrar en, por ejemplo, "The Alcohol Textbook" (Editors K. Jacques, T.P. Lyons and D.R. Kelsall, 
Nottingham University Press, United Kingdom 1999), que es incorporado por la presente por referencia. 55 
 
[0190] El proceso más ampliamente usado en la técnica es el proceso de sacarificación y fermentación simultánea 
(SSF) donde no hay fase de retención para la sacarificación, lo que significa que la levadura y la enzima se agregan 
juntas. 
 60 
[0191] Para la producción de etanol, después de la fermentación la trituración se destila para extraer el etanol. El etanol 
obtenido según el proceso de la invención se puede utilizar como, por ejemplo, etanol de combustible, etanol potable, es 
decir, licores neutros potables o etanol industrial. 
 
[0192] Un estimulador de fermentación se puede utilizar en combinación con cualquiera de los procesos enzimáticos 65 
descritos aquí para mejorar más el proceso de fermentación, y en particular, el rendimiento del microorganismo 
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fermentador, tal como, mejora del índice y rendimiento de etanol. Un "estimulador de fermentación" se refiere a 
estimuladores para el crecimiento de los microorganismos fermentativos, en particular, levadura. Estimuladores de 
fermentación preferidos para el crecimiento incluyen vitaminas y minerales. Ejemplos de vitaminas incluyen 
multivitaminas, biotina, pantotenato, ácido nicotínico, meso-inositol, tiamina, piridoxina, ácido para-aminobenzóico, ácido 
fólico, riboflavina y vitaminas A, B, C, D y E. Véase, por ejemplo, Alfenore et al., Improving ethanol production and 5 
viability of Saccharomyces cerevisiae by a vitamin feeding strategy during fed-batch process, Springer-Verlag (2002), 
que se incorpora en la presente por referencia. Ejemplos de minerales incluyen minerales y sales minerales que pueden 
suministrar nutrientes que comprenden P, K, Mg, S, Ca, Fe, Zn, Mn y Cu. 
 
[0193] Recuperación. El alcohol se separa del material celulósico fermentado y purificado por métodos convencionales 10 
de destilación. Se puede obtener etanol con una pureza de hasta aproximadamente 96 vol.%, que se puede usar como, 
por ejemplo, etanol de combustible, etanol potable, es decir, licores neutros potables, o etanol industrial. 
 
[0194] Para otras sustancias, cualquier método conocido en la técnica se puede usar incluyendo, pero no limitado a, 
cromatografía (por ejemplo, intercambio iónico, afinidad, hidrofóbica, cromatoenfoque y exclusión por tamaño), 15 
procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo, 
precipitación de sulfato amónico), SDS-PAGE, destilación o extracción. 
 
[0195] En los métodos de la presente invención, además de la beta-glucosidasa, la preparación enzimática celulolítica y 
polipéptido(s) de mejora celulolítica pueden ser suplementados con una o varias actividades enzimáticas adicionales 20 
para mejorar la degradación del material celulósico. Enzimas adicionales preferidas son hemicelulasas, esterasas (por 
ejemplo, lipasas, fosfolipasas y/o cutinasas), proteasas, lacasas, peroxidasas o mezclas derivadas. 
 
[0196] En los métodos de la presente invención, la enzima(s) adicional(es) se pueden adicionar antes o durante la 
fermentación, incluyendo durante o después de la propagación del microorganismo(s) de fermentación. 25 
 
[0197] Las enzimas referenciadas aquí se puede derivar u obtener a partir de cualquier origen adecuado, incluyendo 
bacteriano, fúngico, levadura u origen mamífero. El término "obtenido" se refiere aquí a que la enzima se puede haber 
aislado de un organismo que produce naturalmente la enzima como una enzima nativa. El término "obtenido" se refiere 
también aquí a que la enzima puede haber sido producida a partir de recombinación en un organismo huésped, donde 30 
la enzima producida de recombinación es nativa o foránea del organismo huésped o tiene una secuencia de 
aminoácidos modificada, por ejemplo, tiene uno o varios aminoácidos que están eliminados, insertados y/o sustituidos, 
es decir, una enzima producida de forma recombinante que es una secuencia de aminoácidos nativa mutante y/o un 
fragmento de ella o una enzima producida por procesos de redistribución de ácidos nucleicos conocido en la técnica. 
Dentro del significado de una enzima nativa están las variantes naturales y en el significado de una enzima foránea 35 
están variantes obtenidas de forma recombinante, tal como por mutagénesis dirigida al sitio o redistribución. 
 
[0198] Las enzimas también puede ser purificadas. El término "purificado" como se utiliza en este caso cubre enzimas 
libres de otros componentes del organismo del que se derivan. El término "purificado" cubre también enzimas libres de 
componentes del organismo nativo del que se obtienen. Las enzimas pueden ser purificadas, con sólo cantidades 40 
menores presentes de otras proteínas. La expresión "otras proteínas" se refiere en particular a otras enzimas.  El 
término "purificado" como se utiliza en este caso también se refiere a la eliminación de otros componentes, 
particularmente otras proteínas y más particularmente otras enzimas presentes en la célula de origen de la enzima de la 
invención. La enzima puede ser "polipéptido sustancialmente puro", es decir, libre de otros componentes del organismo 
donde se produce, es decir, por ejemplo, un organismo huésped para enzimas producidas de forma recombinante. 45 
 
[0199] Las enzimas usadas en la presente invención pueden estar en cualquier forma adecuada para su uso en los 
procesos descritos aquí, tal como, por ejemplo, un caldo de fermentación crudo con o sin células, un polvo seco o 
granulado, un granulado no polvoriento, un líquido, un líquido estabilizado o una enzima protegida. Los granulados se 
pueden producir, por ejemplo, como se describe en las patentes de EE.UU. nº 4.106.991 y 4.661.452, y pueden 50 
opcionalmente estar recubiertos por procesos conocidos en la técnica. Las preparaciones enzimáticas líquidas pueden, 
por ejemplo, estabilizarse añadiendo estabilizadores tales como un azúcar, un alcohol de azúcar u otro poliol, y/o ácido 
láctico u otro ácido orgánico según el proceso establecido. Enzimas protegidas se pueden preparar según el proceso 
descrito en la EP 238.216.  
 55 
Composiciones detergentes 
 
[0200] Los métodos de la presente invención son particularmente útiles para mejorar la secreción de polipéptidos en 
cantidades comercialmente importantes para su uso en composiciones detergentes. Tales polipéptidos incluyen, pero de 
forma no limitativa, proteasas, enzimas celulolíticas, amilasas y peroxidasas, o cualquier otra enzima o proteína 60 
biológica útil para la industria de los detergentes. 
 
[0201] La composición de detergente de la presente invención se puede formular, por ejemplo, como una composición 
de detergente para lavado de ropa a mano o a máquina que incluye una composición de aditivo de lavandería adecuada 
para el pretratamiento de tejidos manchados y una composición de suavizante para la ropa añadida en el aclarado, o se 65 
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puede formular como una composición de detergente para su uso en operaciones de limpieza de superficies duras del 
hogar en general, o se puede formular para operaciones de lavado de vajilla a mano o a máquina. 
 
[0202] En un aspecto específico, la presente invención proporciona un aditivo de detergente que comprende un 
polipéptido que tiene actividad biológica (por ejemplo, proteína de fusión, un componente de la misma o combinaciones 5 
de los mismos) obtenido según la presente invención. El aditivo de detergente al igual que la composición de detergente 
puede comprender unas o más enzimas más tales como una proteasa, lipasa, cutinasa, una amilasa, carbohidrasa, 
celulasa, pectinasa, mananasa, arabinasa, galactanasa, xilanasa, oxidasa, por ejemplo, una lacasa y/o peroxidasa. 
 
[0203] En general, las propiedades de los componentes enzimáticos deberían ser compatibles con el detergente 10 
seleccionado (es decir, pH óptimo, compatibilidad con otros ingredientes enzimáticos y no enzimáticos, etc.), y los 
componentes enzimáticos deberían estar presentes en cantidades eficaces. 
 
[0204] Proteasas: proteasas adecuadas incluyen aquellas de origen animal, vegetal o microbiano. Se prefiere el origen 
microbiano. Mutantes químicamente modificados o creados genéticamente de proteína están incluidos. La proteasa 15 
puede ser una serina proteasa o una metaloproteasa, preferiblemente una proteasa microbiana alcalina o una proteasa 
de tipo tripsina. Ejemplos de proteasas alcalinas son subtilisinas, especialmente aquellas derivadas de Bacillus, por 
ejemplo, subtilisina Novo, subtilisina Carlsberg, subtilisina 309, subtilisina 147 y subtilisina 168 (descrita en la WO 
89/06279). Ejemplos de proteasas de tipo tripsina son tripsina (por ejemplo, de origen porcino o bovino) y la proteasa de 
Fusarium descrita en la WO 89/06270 y la WO 94/25583. 20 
 
[0205] Ejemplos de proteasas útiles son las variantes descritas en la WO 92/19729, WO 98/20115, WO 98/20116 y WO 
98/34946, especialmente las variantes con sustituciones en una o varias de las siguientes posiciones: 27, 36, 57, 76, 87, 
97, 101, 104, 120, 123, 167, 170, 194, 206, 218, 222, 224, 235 y 274. 
 25 
[0206] Enzimas proteásicas disponibles comercialmente preferidas incluyen ALCALASE™, SAVINASE™, PRIMASE™, 
DURALASE™, ESPERASE™, AND KANNASE™ (NOVOZYMES A/S), MAXATASE™, MAXACAL™, MAXAPEM™, 
PROPERASE™, PURAFECT™, PURAFECT OXP™, FN2™ y FN3™ (Genencor International Inc.). 
 
[0207] Lipasas: lipasas adecuadas incluyen aquellas de origen bacteriano o fúngico. Mutantes químicamente 30 
modificados o creados genéticamente de proteína están incluidos. Ejemplos de lipasas útiles incluyen lipasas de 
Humicola (sinónimo de Thermomyces), por ejemplo, de H. lanuginosa (T. lanuginosus) como se describe en la EP 258 
068 y la EP 305 216 o de H. insolens como se describe en la WO 96/13580, una lipasa de Pseudomonas, por ejemplo, 
de P. alcaligenes o P. pseudoalcaligenes (EP 218 272), P. cepacia (EP 331 376), P. stutzeri (GB 1.372.034), P. 
fluorescens, Pseudomonas sp. cepa SD 705 (WO 95/06720 y WO 96/27002), P. wisconsinensis (WO 96/12012), una 35 
lipasa de Bacillus, por ejemplo, de B. subtilis (Dartois et al., 1993, Biochemica et Biophysica Acta, 1131, 253-360), B. 
stearothermophilus (JP 64/744992) o B. pumilus (WO 91/16422). 
 
[0208] Otros ejemplos son variantes de lipasa tales como los descritos en la WO 92/05249, WO 94/01541, EP 407 225, 
EP 260 105, WO 95/35381, WO 96/00292, WO 95/30744, WO 94/25578, WO 95/14783, WO 95/22615, WO 97/04079 y 40 
WO 97/07202. 
 
[0209] Lipasas disponibles comercialmente preferidas incluyen LIPOLASE™, LIPEX™ y Lipolase ULTRA™ (Novozymes 
A/S). 
 45 
[0210] Amilasas: amilasas adecuadas (α y/o β) incluyen aquellas de origen bacteriano o fúngico. Mutantes 
químicamente modificados o creados genéticamente de proteína están incluidos. Las amilasas incluyen, por ejemplo, α-
amilasas obtenidas de Bacillus, por ejemplo, una cepa especial de Bacillus licheniformis, descrita con más detalle en la 
GB 1.296.839. 
 50 
[0211] Ejemplos de amilasas útiles son las variantes descritas en la WO 94/02597, WO 94/18314, WO 96/23873 y WO 
97/43424, especialmente las variantes con sustituciones en una o varias de las siguientes posiciones: 15, 23, 105, 106, 
124, 128, 133, 154, 156, 181, 188, 190, 197, 202, 208, 209, 243, 264, 304, 305, 391, 408 y 444. 
 
[0212] Amilasas disponibles comercialmente son DURAMYL™, TERMAMYL™, FUNGAMYL™ y BAN™ (Novozymes 55 
A/S), Rapidase™ y Purastar™ (de Genencor International Inc.). 
 
[0213] Celulasas: celulasas adecuadas incluyen aquellas de origen bacteriano o fúngico. Mutantes químicamente 
modificados o creados genéticamente de proteína están incluidos. Celulasas adecuadas incluyen celulasas del género 
Bacillus, Pseudomonas, Humicola, Fusarium, Thielavia, Acremonium o Trichoderma por ejemplo, las celulasas fúngicas 60 
producidas a partir de Humicola insolens, Myceliophthora thermophila y Fusarium oxysporum descritas en la patente de 
EE.UU. nº 4.435.307, patente de EE.UU. nº 5.648.263, patente de EE.UU. nº 5.691.178, patente de EE.UU. nº 
5.776.757 y WO 89/09259. 
 
[0214] Celulasas especialmente adecuadas son las celulasas alcalinas o neutras que tienen beneficios de cuidado del 65 
color. Ejemplos de tales celulasas son las celulasas descritas en la EP 0 495 257, EP 0 531 372, WO 96/11262, WO 
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96/29397, WO 98/08940. Otros ejemplos son variantes de celulasa tales como los descritos en la WO 94/07998, EP 0 
531 315, patente de EE.UU. nº 5.457.046, patente de EE.UU. nº 5.686.593, patente de EE.UU. nº 5.763.254, WO 
95/24471, WO 98/12307 y PCT/DK98/00299. 
 
[0215] Celulasas disponibles comercialmente incluyen CELLUCLAST®, CELLUZYME™ y CAREZYME™ (Novozymes 5 
A/S), Clazinase™ y Puradax HA™ (Genencor International Inc.) y KAC-500(B)™ (Kao Corporation). 
 
[0216] Peroxidasas/oxidasas: peroxidasas/oxidasas adecuadas incluyen aquellas de origen vegetal, bacteriano o 
fúngico. Mutantes químicamente modificados o creados genéticamente de proteína están incluidos. Ejemplos de 
peroxidasas útiles incluyen peroxidasas de Coprinus, por ejemplo, de C. cinereus, y variantes de las misma como 10 
aquellas descritas en la WO 93/24618, WO 95/10602 y WO 98/15257. 
 
[0217] Peroxidasas disponibles comercialmente incluyen GUARDZYME™ (Novozymes A/S). 
 
[0218] El componente(s) enzimático se puede incluir en una composición de detergente añadiendo aditivos separados 15 
que contengan una o varias enzimas o añadiendo un aditivo combinado que comprenda todas estas enzimas. Un aditivo 
de detergente de la presente invención, es decir, un aditivo separado o un aditivo combinado, se puede formular, por 
ejemplo, como un granulado, líquido, lodo, etc. Formulaciones de aditivo de detergente preferidas son granulados, en 
particular granulados no polvorientos, líquidos, en particular líquidos estabilizados, o lodos. 
 20 
[0219] Granulados no polvorientos se pueden producir, por ejemplo, como se describen en la patente de EE.UU. Nº 
4.106.991 y 4.661.452 y pueden opcionalmente ser recubiertos por métodos conocidos en la técnica. Ejemplos de 
materiales de recubrimiento cerosos son productos de poli(etilen óxido) (polietilenoglicol, PEG) con pesos molares 
medios de 1000 a 20000; nonilfenoles etoxilados que tienen de 16 a 50 unidades de óxido de etileno; alcoholes grasos 
etoxilados donde el alcohólico contiene de 12 a 20 átomos de carbono y en el cual hay de 15 a 80 unidades de óxido de 25 
etileno; alcoholes grasos; ácidos grasos; y mono-, di- y triglicéridos de ácidos grasos. Ejemplos de materiales de 
recubrimiento que forman película adecuados para la aplicación por técnicas de lecho fluidificado se dan en la GB 
1483591. Preparaciones enzimáticas líquidas se pueden estabilizar, por ejemplo, añadiendo un poliol tal como 
propilenglicol, un azúcar o alcohol de azúcar, ácido láctico o ácido bórico según métodos establecidos. Enzimas 
protegidas se pueden preparar según el método descrito en la EP 238.216. 30 
 
[0220] La composición de detergente de la presente invención puede tener cualquier forma conveniente, por ejemplo, 
una barra, una tableta, un polvo, un gránulo, una pasta o un líquido. Un detergente líquido puede ser acuoso, contener 
típicamente hasta 70% agua y 0-30% de solvente orgánico, o no acuoso. 
 35 
[0221] La composición de detergente comprende uno o varios surfactantes, que pueden ser no iónicos incluyendo 
semipolar y/o aniónico y/o catiónico y/o zwitteriónico. Los surfactantes están típicamente presentes en un nivel de 0,1 % 
a 60% en peso. 
 
[0222] Cuando se incluye en esto, el detergente contendrá normalmente de aproximadamente 1% a aproximadamente 40 
40% de un surfactante aniónico tal como alquilbencenosulfonato lineal, alfa-olefinsulfonato, sulfato de alquilo (sulfato de 
alcohol graso), etoxisulfato alcohólico, alcanosulfonato secundario, alfa-sulfo éster metílico de ácido graso, ácido o jabón 
de alquil- o alquenilsuccínico. 
 
[0223] Cuando se incluye en el mismo, el detergente contendrá normalmente de aproximadamente 0,2% a 45 
aproximadamente 40% de un surfactante no iónico tal como alcohol etoxilato, nonilfenol etoxilato, alquilpoliglicósido, 
alquildimetilaminaóxido, monoetanolamida de ácido graso etoxilado, monoetanolamida de ácido graso, amida de ácido 
graso de alquilo de polihidroxi o N-acil N-alquilo derivados de glucosamina ("glucamidas"). 
 
[0224] El detergente puede contener 0-65 % de un constructor de detergente o agente complejante tal como zeolita, 50 
difosfato, trifosfato, fosfonato, carbonato, citrato, ácido nitrilotriacético, ácido etilenodiaminatetraacético, ácido 
dietilenotriaminopentaacético, ácido alquil- o alquenilsuccínico, silicatos solubles o silicatos estratificados (por ejemplo, 
SKS-6 de Hoechst). 
 
[0225] El detergente puede comprender uno o varios polímeros. Ejemplos son carboximetilcelulosa, poli(vinilpirrolidona), 55 
poli(etileno glicol), poli(vinil alcohol), poli(vinilpiridina-N-óxido), poli(vinilimidazola), policarboxilatos tales como 
poliacrilatos, copolímeros de ácido maléico/acrílico y copolímeros de ácido lauril metacrilato/acrílico. 
 
[0226] El detergente puede contener un sistema blanqueante que puede comprender una fuente de H2O2 tal como 
perborato o percarbonato que se puede combinar con un activador blanqueante de formación de perácido tal como 60 
tetraacetiletilenodiamina o nonanoiloxibencenosulfonato. Alternativamente, el sistema blanqueante puede comprender 
peroxiácidos de, por ejemplo, amida, imida o tipo sulfona. 
 
[0227] El componente(s) enzimático de la composición de detergente de la presente invención se puede estabilizar 
usando agentes estabilizantes convencionales, por ejemplo, un poliol tal como propilenglicol o glicerol, un azúcar o 65 
alcohol de azúcar, ácido láctico, ácido bórico o un derivado de ácido bórico, por ejemplo, un éster de borato aromático, o 
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un derivado de ácido fenil borónico tal como ácido 4-formilfenilo borónico y la composición se puede formular como se 
describe en, por ejemplo, WO 92/19709 y WO 92/19708. 
 
[0228] El detergente también puede contener otros ingredientes de detergentes convencionales tales como suavizantes 
de ropa incluyendo arcillas, potenciadores de espuma, supresores de espuma, agentes anticorrosión, agentes 5 
suspensores de suciedad, agentes antiredeposición de suciedad, tintes, bactericidas, blanqueadores ópticos, 
hidrotropos, inhibidores de decoloración o perfumes. 
 
[0229] En las composiciones de detergente se puede añadir cualquier componente enzimático, en particular los 
polipéptidos que tienen actividad biológica de la presente invención, en una cantidad que corresponde a 0,01- 100 mg 10 
de proteína enzimática por litro de solución de lavado, preferiblemente 0,05-5 mg de proteína enzimática por litro de 
solución de lavado, en particular 0,1-1 mg de proteína enzimática por litro de solución de lavado. 
 
[0230] Los polipéptidos que tienen actividad biológica de la presente invención se pueden incorporar adicionalmente a 
las formulaciones de detergente descritas en la WO 97/07202, que se incorpora en la presente como referencia. 15 
 
Otros usos 
 
[0231] Polipéptidos que tienen actividad biológica (por ejemplo, proteína de fusión, un componente de las mismas o 
combinaciones de las mismas) obtenidos según la presente invención o también se puede usar en combinación con 20 
otras glicohidrolasas y enzimas relacionadas, como se describe en este caso, en el tratamiento de tejidos como agentes 
de biopulido y para reducir la pelusa, la formación de bolas, la modificación de textura y lavado a la piedra (N.K. Lange, 
in P. Suominen, T. Reinikainen (Eds.), Trichoderma reesei Cellulases and Other Hydrolases, Foundation for Biotechnical 
and Industrial Fermentation Research, Helsinki, 1993, pp. 263-272). Además, los polipéptidos descritos también se 
puede usar en combinación con otras glicohidrolasas y enzimas relacionadas, como se describe en este caso, en el 25 
tratamiento de madera para biopulpaje o descortezado, fabricación de papel para modificación de fibra, blanqueo y 
reducción de costes de energía de refinación, tratamiento de aguas rápidas, importante para reciclaje de aguas 
residuales, reciclaje de fibra lignocelulósica tal como destintado y tratamiento de fibra secundaria, y utilización de 
residuo de madera (S.D, Mansfield and A.R. Esteghlalian in S.D, Mansfield and J.N. Saddler (Eds.), Applications of 
Enzymes to Lignocellulosics, ACS Symposium Series 855, Washington, D.C., 2003, pp. 2-29). 30 
 
[0232] La presente invención se describe más en detalle mediante los siguientes ejemplos que no deberían interpretarse 
como limitación del ámbito de la invención. 
 
Ejemplos 35 
 
[0233] Los productos químicos usados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos calidad 
reactiva. 
 
Secuenciación del ADN 40 
 
[0234] La secuenciación del ADN se realizó utilizando un analizador genético modelo 3130X de Applied Biosysttems 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) using dye terminator chemistry (Giesecke et al., 1992, Journal of Virol.  
Methods 38: 47-60). Las secuencias fueron ensambladas utilizando phred/phrap/consed (University of Washington, 
Seattle, WA, EE.UU.) con cebadores específicos de secuencia. 45 
 
Cepa 
 
[0235] Trichoderma reesei RutC30 (ATCC 56765; Montenecourt and Eveleigh, 1979, Adv.  Chem. Ser. 181: 289-301)  
fue derivada de Trichoderma reesei Qm6A (ATCC 13631; Mandels and Reese, 1957, J. Bacteriol. 73: 269-278). La cepa 50 
de Trichoderma reesei RutC30 y de Aspergillus oryzae Jal355 (WO 02/062973) se usaron para la expresión de la 
proteína de fusión de beta-glucosidasa. 
 
Medios y soluciones 
 55 
[0236] El medio YP estaba compuesto por litro de 10 g de extracto de levadura y 20 g de bacto triptona. 
 
[0237] El medio inductor de celulasa estaba compuesto por litro de 20 g de celulosa, 10 g de sólidos de maíz remojados, 
1,45 g de (NH4)2SO4, 2,08 g de KH2PO4, 0,28 g de CaCl2, 0,42 g de MgSO4·7H2O y 0,42 ml de solución de metales 
traza. 60 
 
[0238] La solución de metales traza estaba compuesta por litro de 216 g de FeCl3·6H2O, 58 g de ZnSO4·7H2O, 27 g de 
MnSO4·H2O, 10 g de CuSO4·5H2O, 2,4 g de H3BO3, y 336 g de ácido cítrico. 
 
[0239] El STC estaba compuesto por 1 M sorbitol, 10 mM CaCl2 y 10 mM de Tris-HCl, pH 7,5. 65 
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[0240] Las placas de COVE estaban compuestas por litro de 342 g de sacarosa, 10 ml de solución de sales de COVE, 
10 ml de 1 M de acetamida, 10 ml de 1,5 M de CsCl y 25 g de agar noble. 
 
[0241] La solución de sales de COVE estana compuesta por litro de 26 g de KCl, 26 g de MgSO4, 76 g de KH2PO4 y 50 
ml de solución de metales traza de COVE. 5 
 
[0242] La solución de metales traza de COVE estaba compuesta por litro de 0,04 g de Na2B4O7·10H2O, 0,4 g de 
CuSO4·5H2O, 1,2 g de FeSO4·7H2O, 0,7 g de MnSO4·H2O, 0,8 g de Na2MoO2·H2O y 10 g de ZnSO4·7H2O. 
 
[0243] Las placas de COVE2 estaban compuestas por litro de 30 g de sacarosa, 20 ml de solución de sales de COVE, 10 
25 g de agar noble y 10 ml de 1 M de acetamida. 
 
[0244] Las placas PDA estaban compuestas por litro de 39 gramos de agar de dextrosa de patata. 
 
[0245] El medio LB estaba compuesto por litro de 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro sódico. 15 
 
[0246] Las placas 2X YT estaban compuestas por litro de 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro 
sódico y 15 g de Bacto Agar.  
 
[0247] El medio MDU2BP estaba compuesto por litro de 45 g de maltosa, 1 g de MgSO4·7H2O, 1 g de NaCl, 2 g de 20 
K2HSO4, 12 g de KH2PO4, 2 g de urea y 500 µl de solución de metales traza AMG, el pH se ajustó a 5,0 y luego se 
esterilizó por filtro con una unidad de filtración de 0,22 µm. 
 
[0248] La solución de metales traza AMG estaba compuesta por litro de 14,3 g de ZnSO4·7H2O, 2,5 g de CuSO4·5H2O, 
0,5 g de NiCl2·6H2O, 13,8 g de FeSO4·7H2O, 8,5 g de MnSO4·7H2O y 3 g de ácido cítrico. 25 
 
[0249] Las placas de medio mínimo estaban compuestas por litro de 6 g de NaNO3, 0,52 de KCl, 1,52 g de KH2PO4, 1 
ml de solución de metales traza de COVE, 20 g de agar noble, 20 ml de 50% de glucosa, 2,5 ml de 20% de 
MgSO4·7H2O y 20 ml de solución madre de biotina. 
 30 
[0250] La solución madre de biotina estaba compuesta por litro de 0,2 g de biotina. 
 
[0251] El medio SOC estaba compuesto por 2% de triptona, 0,5% de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de 
KCl, 10 mM de MgCl2 y 10 mM de MgSO4, seguido de adición de glucosa esterilizada por filtro a 20 mM después del 
autoclave. 35 
 
Ejemplo 1: construcción de vector de expresión pMJ04 
 
[0252] El vector de expresión pMJ04 se construyó por amplificador de  PCR del terminador del gen de celobiohidrolasa 
1 de Trichoderma reesei (cbh1, CEL7A) del ADN genómico de Trichoderma reesei RutC30 utilizando los  cebadores 40 
993429 (antisentido) y 993428 (sentido) mostrados a continuación. El cebador antisentido fue diseñado para tener un 
sitio Pac I en el final 5' y un sitio Spe I en el final 3' del cebador sentido. 
 
Cebador 993429 (antisentido): 
 45 
5'-AACGTTAATTAAGGAATCGTTTTGTGTTT-3' (SEC ID nº: 33) 
 
Cebador 993428 (sentido): 
 
5'-AGTACTAGTAGCTCCGTGGCGAAAGCCTG-3' (SEC ID nº: 34) 50 
 
[0253] El ADN genómico de Trichoderma reesei RutC30 se aisló utilizando un kit de DNEASY® Plant Maxi (QIAGEN 
Inc., Valencia, CA, EE.UU.). 
 
[0254] Las reacciones de amplificación (50 µl) estuvieron compuestas por 1X tampón de reacción ThermoPol (New 55 
England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.), 0,3 mM de dNTPs, 100 ng de ADN genómico de Trichoderma reesei RutC30, 
0,3 µM de cebador 993429, 0,3 µM de cebador 993428 y 2 unidades de polimerasa de ADN Veny (New England 
Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.). Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® 
(Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY, EE.UU.) programado durante 5 ciclos, cada uno durante 30 segundos a 94°C, 
30 segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos 60 
a 65°C y 120 segundos a 72°C (extensión final de 5 minutos). Los productos de reacción fueron aislados en un gel de 
agarosa al 1,0% usando 40 mM de Tris base-20 mM de sodio acetate-1 mM de tampón de EDTA disodio (TAE) donde 
una banda de producto de 229 pares de bases fue cortado del gel y purificado utilizando un equipo de extracción de gel 
de QIAQUICK® (QIAGEN Inc., Valencia, CA, EE.UU.) según las instrucciones del fabricante. 
 65 
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[0255] El fragmento de PCR resultante fue digerido con Pac I y Spe I y ligado en pAlLo1 (WO 05/067531) digerido con 
las mismas enzimas de restricción utilizando un equipo de ligamiento rápido (Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.), para 
generar pMJ04 (figura 1). 
 
Ejemplo 2: construcción de pCaHj568 5 
 
[0256] El plásmido pCaHj568 fue construido a partir de pCaHj170 (patente de EE.UU. nº 5.763.254) y pMT2188. El 
plásmido pCaHj170 comprende la región de codificación de longitud completa de endoglucanasa V de Humicola 
insolens (CEL45A) (SEC ID nº: 1, que codifica la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº: 2). La construcción de 
pMT2188 fue iniciada por amplificación por PCR del origen de replicación pUC19 de pCaHj483 (WO 98/00529) usando 10 
los cebadores 142779 y 142780 mostrados a continuación. El cebador 142780 introduce un sitio Bbu I en el fragmento 
de PCR. 
 
142779: 
 15 
5'-TTGAATTGAAAATAGATTGATTTAAAACTTC-3' (SEC ID nº: 35) 
 
142780: 
 
5'-TTGCATGCGTAATCATGGTCATAGC-3' (SEC ID nº: 36) 20 
 
[0257] Un sistema de PCR EXPAND® (Roche Molecular Biochemicals, Basel, Suiza) se usó después siguiendo las 
instrucciones del fabricante para esta amplificación. Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa y un 
fragmento de 1160 pares de bases fue aislado y purificado utilizando un kit de giro de extracción de gel Jetquick 
(Genomed, Wielandstr, Alemania). 25 
 
[0258] El gen URA3 fue amplificado a partir del vector de clonación de Saccharomyces cerevisiae general pYES2 
(nvitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) utilizando los cebadores 140288 y 142778 mostrados a continuación utilizando un 
sistema de PCR EXPAND®. 
El cebador 140288 introdujo un sitio Eco RI en el fragmento de PCR. 30 
 
5'-TTGAATTCATGGGTAATAACTGATAT-3' (SEC ID nº: 37) 
142778: 
 
5'-AAATCAATCTATTTTCAATTCAATTCATCATT-3' (SEC ID nº: 38) 35 
 
[0259] Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa y un fragmento de 1126 pares de bases fue 
aislado y purificado utilizando un equipo de giro de extracción de gel Jetquick. 
 
[0260] Los dos fragmentos de la PCR fueron fusionados mediante mezcla y amplificados usando los cebadores 142780 40 
y 140288 arriba mostrados por el método de empalme de solapamiento (Horton et al., 1989, Gene 77: 61-68). Los 
productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa y un fragmento de 2263 pares de bases fue aislado y 
purificado utilizando un equipo de giro de extracción de gel Jetquick. 
 
[0261] El fragmento resultante fue digerido con Eco RI y Bbu I y ligado utilizando protocolos estándar al fragmento 45 
mayor de pCaHj483 digerido con las mismas enzimas de restricción. La mezcla de ligamiento fue transformada en la 
cepa de E. coli pirF-negativa DB6507 (ATCC 35673) hacha competente por el método de Mandel e Higa, 1970, J. Mol. 
Biol. 45: 154. Los transformantes se seleccionaron en el medio sólido M9 (Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press) suplementado por litro con 1 g de ácidos de 
casamino, 500 µg de tiamina y 10 mg de canamicina. Un plásmido de un transformante fue aislado y designado 50 
pCaHj527 (figura 2). 
 
[0262] El promotor NA2-tpi presente en pCaHj527 fue sometido a mutagénesis dirigida al sitio por un simple método de 
PCR utilizando un sistema de PCR EXPAND® según las instrucciones del fabricante. Los nucleótidos 134-144 fueron 
convertidos de GTACTAAAACC (SEC ID nº: 39) a CCGTTAAATTT (SEC ID nº: 40) usando el cebador mutagénico 55 
141223 mostrado a continuación. 
 
Cebador 141223: 
 
5'-GGATGCTGTTGACTCCGGAAATTTAACGGTTTGGTCTTGCATCCC-3' (SEC ID nº: 41) 60 
 
Los nucleótidos 423-436 fueron convertidos de ATGCAATTTAAACT (SEC ID nº: 42) a CGGCAATTTAACGG (SEC ID 
nº: 43) usando el cebador mutagénico 141222 mostrado a continuación. 
 
Cebador 141222: 65 
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5'-GGTATTGTCCTGCAGACGGCAATTTAACGGCTTCTGCGAATCGC-3' (SEC ID nº: 44) 
 
El plásmido resultante fue designado pMT2188 (figura 3). 
 
[0263] La región codificante de endoglucanasa V de Humicola insolens fue transferida de pCaHj170 como un fragmento 5 
de Bam HI-Sal I en pMT2188 digerido con Bam HI y Xho I para generar pCaHj568 (figura 4). El plásmido pCaHj568 
comprende un promotor NA2-tpi mutado operativamente enlazado a la secuencia codificante en toda su longitud de 
endoglucanasa V de Humicola insolens. 
 
Ejemplo 3: construcción de pMJ05 10 
 
[0264] El plásmido pMJ05 fue construido por amplificación de PCR de la región de codificación en toda su longitud de 
endoglucanasa V de Humicola insolens de 915 pares de bases de pCaHj568 usando los cebadores HiEGV-F y HiEGV-
R mostrados a continuación. 
 15 
HiEGV-F (sentido): 
 
5'-AAGCTTAAGCATGCGTTCCTCCCCCCTCC-3' (SEC ID nº: 45) 
 
HiEGV-R (antisentido): 20 
 
5'-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3' (SEC ID nº: 46) 
 
[0265] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por 1X tampón de reacción ThermoPol (New 
England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.), 0,3 mM de dNTPs, 10 ng/µl de pCaHj568, 0,3 µM de cebador HiEGV-F, 0,3 µM 25 
de cebador HiEGV-R y 2 unidades de polimerasa de ADN Vent (New England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.). Las 
reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado 5 ciclos cada uno durante 
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30 segundos 
a 94°C, 30 segundos a 65°C y 120 segundos a 72°C (extensión final de 5 minutos). Los productos de reacción fueron 
aislados en un gel de agarosa al 1.0% usando el tampón de TAE donde una banda de producto de 937 pares de bases 30 
fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® según las instrucciones del 
fabricante.  
 
[0266] El fragmento purificado de 937 pares de bases se usó como plantilla de ADN para amplificaciones posteriores 
utilizando los siguientes cebadores: 35 
 
HiEGV-R (antisentido): 
 
5'-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3' (SEC ID nº: 47) 
 40 
 
HiEGV-F-solapamiento (sentido): 
 
5'-ACCGCGGACTGCGCATCATGCGTTCCTCCCCCCTCC-3' (SEC ID nº: 48) 
 45 
Las secuencias de cebador en cursiva son homólogas a 17 pares de bases del promotor del gen de celobiohidrolasa I 
de Trichoderma reesei (cbh1) y las secuencias de cebador subrayadas son homólogas a 29 pares de bases de la región 
de codificación de endoglucanasa V de Humicola insolens. Un solapamiento de 36 pares de bases entre el promotor y la 
secuencia codificante permitió una fusión precisa de un fragmento de 994 pares de bases que comprende el promotor 
cbh1 de Trichoderma reesei con el fragmento de 918 pares de bases que comprende la región de codificación de 50 
endoglucanasa V de Humicola insolens. 
 
[0267] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por 1X tampón de reacción ThermoPol, 0,3 mM de 
dNTPs, 1 µl del fragmento de PCR purificado  de 937 pares de bases, 0,3 µM del cebador HiEGV-F-solapamiento, 0,3 
µM de cebador HiEGV-R y 2 unidades de polimerasa de DNA Vent. Las reacciones fueron incubadas en un 55 
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 5 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 
segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 
65°C y 120 segundos a 72°C (extensión final de 5 minutos). Los productos de reacción fueron aislados en un gel de 
agarosa al 1,0% usando el tampón de TAE donde una banda de producto de 945 pares de bases fue cortada del gel y 
purificada utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 60 
 
[0268] Se realizó una PCR separada para amplificar la secuencia promotora  de Trichoderma reesei cbh1 que se 
extiende desde 994 pares de bases arriba del codón de inicio ATG del gen del ADN genómico de Trichoderma reesei 
RutC30 utilizando los cebadores mostrados debajo (el cebador sentido se diseñó para tener un sitio de restricción Sal I 
en el final 5'). El ADN genómico de Trichoderma reesei RutC30 se aisló utilizando un equipo Plant Maxi de UNEASY®. 65 
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TrCBHlpro-F (sentido): 
 
5'-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3' (SEC ID nº: 49) 
 
TrCBHlpro-R (antisentido): 5 
 
5'-GATGCGCAGTCCGCGGT-3' (SEC ID nº: 50) 
 
[0269] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por 1X tampón de reacción ThermoPol, 0,3 mM de 
dNTPs, 100 ng/µl de ADN genómico de Trichoderma reesei RutC30, 0,3 µM de cebador TrCBHlpro-F, 0,3 µM de 10 
cebador TrCBHlpro-R y 2 unidades de polimerasa de DNA Vent. Las reacciones fueron incubadas en un 
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 
segundos a 55°C y 120 segundos a 72°C (extensión final de 5 minutos). Los productos de reacción fueron aislados en 
un gel de agarosa al 1,0% usando tampón de TAE donde una banda de producto de 998 pares de bases fue cortada del 
gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 15 
 
[0270] El fragmento de PCR purificado de 998 pares de bases se usó como plantilla de ADN para amplificaciones 
posteriores utilizando los cebadores mostrados a continuación. 
 
TrCBHIpro-F: 20 
 
5'-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3' (SEC ID nº: 51) 
 
TrCBHlpro-R-solapamiento: 
 25 
5'-GGAGGGGGGAGGAACGCATGATGCGCAGTCCGCGGT-3' (SEC ID nº: 52) 
 
 
[0271] Las secuencias en cursiva son homólogas por 17 pares de bases del promotor de Trichoderma reesei cbh1 y las 
secuencias subrayadas son homólogas por 29 pares de bases de la región de codificación de endoglucanasa V de 30 
Humicola insolens. Un solapamiento de 36 pares de bases entre el promotor y la secuencia  codificante permitió la 
fusión del fragmento de 994 pares de bases que comprende el promotor de Trichoderma reesei cbh1 al fragmento de 
918 pares de bases que comprende la región de codificación en toda su longitud de endoglucanasa V de Humicola 
insolens. 
 35 
[0272] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por 1X tampón de reacción ThermoPol, 0,3 mM de 
dNTPs, 1 µl del fragmento de PCR purificado de 998 pares de bases, 0,3 µM de cebador TrCBH1pro-F, 0,3 µM de 
cebador TrCBH1pro-R-solapamiento y 2 unidades de polimerasa de ADN Vent. Las reacciones fueron incubadas en un 
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 5 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 
segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 40 
65°C y 120 segundos a 72°C (extensión final de 5 minutos). Los productos de reacción fueron aislados en un gel de 
agarosa al 1,0% usando tampón de TAE donde una banda de producto de 1017 pares de bases fue cortada del gel y 
purificada utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 
 
[0273] El fragmento de PCR promotor de 1017 pares de bases de Trichoderma reesei cbh1 y el fragmento de PCR de 45 
945 pares de bases de endoglucanasa V de Humicola insolens se usaron como plantilla de ADN para amplificación 
posterior utilizando los siguientes cebadores para fundir precisamente el promotor de 994 pares de bases cbh1 a la 
región de codificación en toda su longitud de endoglucanasa V de 918 pares de bases utilizando la PCR de 
superposición. 
TrCBHlpro-F: 50 
 
5'-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3' (SEC ID nº: 53) 
 
HiEGV-R: 
 55 
5'-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3' (SEC ID nº: 54) 
 
[0274] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por 1X tampón de reacción de ThermoPol, 0,3 mM 
dNTPs, 0,3 µM de cebador TrCBH1pro-F, 0,3 µM de cebador HiEGV-R y 2 unidades de polimerasa de ADN Vent. Las 
reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 5 ciclos cada uno 60 
durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 60 segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos cada uno durante 30 
segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C y 120 segundos a 72°C (extensión final de 5 minutos). Los productos reactivos 
fueron aislados en un gel de agarosa  al 1.0% usando tampón TAE donde una banda de producto de 1926 pares de 
bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® según las instrucciones del 
fabricante. 65 
 

E07868319
02-06-2015ES 2 538 360 T3

 



 31 

[0275] El fragmento resultante de 1926 pares de bases fue clonado en un vector pCR®-Blunt-II-TOPO® (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, EE.UU.) utilizando un equipo de clonación por PCR TOPO® de ZEROBLUNT® (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
EE.UU.) siguiendo el protocolo del fabricante. 
El plásmido resultante fue digerido con Not I y Sal I y el fragmento de 1926 pares de bases se purificó con gel utilizando 
un equipo de extracción de gel QIAQUICK® y se ligó usando T4 ADN-ligasa (Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.) en 5 
pMJ04, que fue también digerido con las mismas dos enzimas de restricción, para generar pMJ05 (figura 5). El plásmido 
pMJ05 comprende el promotor y el terminador de la celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei operativamente enlazado 
a la secuencia codificante en toda su longitud de endoglucanasa V de Humicola insolens. 
 
Ejemplo 4: construcción del vector de expresión pSMai130 10 
 
[0276] Un fragmento de ADN de 2586 pares de bases que abarca desde el codón de inicio ATG al codón de terminación 
TAA de la secuencia codificante en toda su longitud de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (SEC ID nº: 21 para 
secuencia de ADNc y SEC ID nº: 22 para la secuencia de aminoácidos deducida; E. coli DSM 14240) fue amplificado 
por PCR a partir de pJaL660 (WO 2002/095014) como plantilla con los cebadores 993467 (sentido) y 993456 15 
(antisentido) mostrados a continuación. Un sitio Spe I fue diseñado en el final 5' del cebador antisentido para facilitar 
ligamiento. Las secuencias de cebador en cursiva son homólogas por 24 pares de bases del promotor de Trichoderma 
reesei cbh1 y las secuencias subrayadas son homólogas por 22 pares de bases de la región de codificación de beta-
glucosidasa de Aspergillus oryzae. 
 20 
Cebador 993467: 
 
5'-ATAGTCAACCGCGGACTGCGCATCATGAAGCTTGGTTGGATCGAGG-3' (SEC ID nº: 55) 
 
Cebador 993456: 25 
 
5'-ACTAGTTTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3' (SEC ID nº: 56) 
 
[0277] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por tampón de amplificación Pfx (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, EE.UU.), 0,25 mM de dNTPs, 10 ng de pJaL660, 6,4 µM de cebador 993467, 3,2 µM de cebador 30 
993456,1 mM de MgCl2 y 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.). Las reacciones 
fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos cada uno durante 1 
minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 3 minutos a 72°C (extensión final de 15 minutos). Los productos reactivos fueron 
aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampón TAE donde una banda de producto de 2586 pares de bases fue 
cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 35 
 
[0278] Un PCR separado se realizó para amplificar la secuencia promotora de Trichoderma reesei cbh1 que se extiende 
desde 1000 pares de bases arriba del codón de inicio ATG del gen, usando el cebador 993453 (sentido) y el cebador 
993463 (antisentido) mostrado debajo para generar un fragmento de PCR de 1000 pares de bases. 
 40 
Cebador 993453: 
 
5'-GTCGACTCGAAGCCCGAATGTAGGAT-3' (SEC ID nº: 57) 
 
Cebador 993463: 45 
 
5'-CCTCGATCCAACCAAGCTTCATGATGCGCAGTCCGCGGTTGACTA-3' (SEC ID nº: 58) 
 
Las secuencias de cebador en cursiva son homólogas a los 24 pares de bases del promotor de Trichoderma reesei 
cbh1 y las secuencias de cebador subrayadas son homólogas a los 22 pares de bases de la región de codificación en 50 
toda su longitud de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae. El solapamiento de 46 pares de bases entre el promotor y la 
secuencia codificante permitió la fusión del fragmento de 1000 pares de bases que comprende el promotor de 
Trichoderma reesei cbh1 con el fragmento de 2586 pares de bases que comprende la región de codificación de beta-
glucosidasa de Aspergillus oryzae. 
 55 
[0279] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por el tampón de amplificación Pfx, 0,25 mM de 
dNTPs, 100 ng de ADN genómico de Trichoderma reesei RutC30, 6,4 µM de cebador 993453, 3,2 µM de cebador 
993463, 1 mM de MgCl2 y 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un 
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto 
a 55°C y 3 minutos a 72°C (extensión final de 15  minutos). Los productos de reacción fueron aislados en un gel de 60 
agarosa al 1,0% usando tampón TAE donde una banda de producto de 1000 pares de bases fue cortada del gel y 
purificada utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 
 
[0280] Los fragmentos purificados fueron usados como plantilla de ADN para amplificación posterior por PCR de 
superposición usando el cebador 993453 (sentido) y el cebador 993456 (antisentido) arriba mostrados para fusionar 65 
precisamente el fragmento de 1000 pares de bases que comprende el promotor de Trichoderma reesei cbh1 con el 
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fragmento de 2586 pares de bases que comprende la región de codificación en toda su longitud de beta-glucosidasa de 
Aspergillus oryzae. 
 
[0281] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por tampón de amplificación Pfx, 0,25 mM de 
dNTPs, 6,4 µM de cebador 99353, 3,2 µM de cebador 993456, 1 mM de  MgCl2 y 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa. 5 
Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos 
cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C y 4 minutos a 72°C (extensión final de 15  minutos). 
 
[0282] El fragmento resultante de 3586 pares de bases fue digerido con Spe I y Sal I y ligado en el pMJ04, digerido con 
las mismas dos enzimas de restricción, para generar pSMai130 (figura 6). El plásmido pSMai130 comprende el 10 
promotor de gen de celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei y el terminador operativamente enlazado a la secuencia 
señal y la secuencia codificante de beta-glucosidasa nativa de Aspergillus oryzae (es decir, la secuencia de codificación 
de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae en toda su longitud). 
 
Ejemplo 5: construcción de pSMai135 15 
 
[0283] La región de codificación madura de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae (menos la secuencia señal nativa, 
véase figura 7; SEC ID nº: 59 y 60) de Lys-20 al codón de parada TAA fue amplificada por PCR a partir de pJaL660 
como plantilla con el cebador 993728 (sentido) y el cebador 993727 (antisentido) mostrado a continuación. 
 20 
Cebador 993728: 
 
5'-TGCCGGTGTTGGCCCTTGCCAAGGATGATCTCGCGTACTCCC-3' (SEC ID nº: 61) 
 
Cebador 993727: 25 
 
5'-GACTAGTCTTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3' (SEC ID nº: 62) 
 
Las secuencias en cursiva son homólogas a 20 pares de bases de la secuencia de señal de endoglucanasa V de 
Humicola insolens y las secuencias subrayadas son homólogas a 22 pare de bases de la región de codificación de beta-30 
glucosidasa de Aspergillus oryzae. Un sitio Spe I fue diseñado en el final 5' del cebador antisentido. 
 
[0284] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por tampón de amplificación Pfx, 0,25 mM de 
dNTPs, 10 ng/µl de pJaL660, 6,4 µM de cebador 993728, 3,2 µM de cebador 993727,1 mM de MgCl2 y 2,5 unidades de 
Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado 35 
durante 30 ciclos cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 3 minutos a 72°C (extensión final de 15  
minutos). Los productos de reacción fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampón TAE donde una 
banda de producto de 2523 pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel 
QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 
 40 
[0285] Una amplificación por PCR separada se realizó para amplificar 1000 pares de bases del promotor de 
Trichoderma reesei cbh1 y 63 pares de bases de la secuencia de señal de endoglucanasa V de Humicola insolens 
(codón de inicio ATG para Ala-21, Figura 8, SEC ID nº: 63 y 64), usando el cebador 993724 (sentido) y el cebador 
993729 (antisentido) mostrado a continuación. 
 45 
Cebador 993724: 
 
5'-ACGCGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATCC-3' (SEC ID nº: 65) 
 
Cebador 993729: 50 
 
5'-GGGAGTACGCGAGATCATCCTTGGCAAGGGCCAACACCGGCA-3' (SEC ID nº: 66) 
 
[0286] Las secuencias de cebador en cursiva son homólogas a 20 pares de bases de la secuencia de señal de 
endoglucanasa V de Humicola insolens y las secuencias de cebador subrayadas son homólogas a 22 pares de bases 55 
de la región de codificación de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae. 
 
[0287] El plásmido pMJ05, que comprende la región de codificación de endoglucanasa V de Humicola insolens bajo el 
control del promotor cbh1, se usó como modelo para generar un fragmento de 1063 pares de bases que comprende el 
promotor de Trichoderma reesei cbh1 y el fragmento de secuencia de señal de endoglucanasa V de Humicola insolens. 60 
Un solapamiento de 42 pares de bases fue compartido entre el promotor de Trichoderma reesei cbh1 y la secuencia 
señal de endoglucanasa V de Humicola insolens y la secuencia codificante madura de beta-glucosidasa de Aspergillus 
oryzae para proporcionar un enlace perfecto entre el promotor y el codón de inicio ATG de la región de codificación de 
beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae de 2523 pares de bases. 
 65 

E07868319
02-06-2015ES 2 538 360 T3

 



 33 

[0288] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por tampón de amplificación Pfx, 0,25 mM de 
dNTPs, 10 ng/µl de pMJ05, 6,4 µM de cebador 993728, 3,2 µM de cebador 993727, 1 mM de MgCl2 y 2,5 unidades de 
Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado 
durante 30 ciclos cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C y 4 minutos a 72°C (extensión final de 15  
minutos). Los productos de reacción fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampón TAE donde una 5 
banda de producto de 1063 pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel 
QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 
 
[0289] Los fragmentos de solapamiento purificados fueron usados como modelos para amplificación usando el cebador 
993724 (sentido) y el cebador 993727 (antisentido) anteriormente descritos para fusionar de forma precisa el fragmento 10 
de 1063 pares de bases que comprende el promotor de Trichoderma reesei cbh1 y la secuencia señal de 
endoglucanasa V de Humicola insolens con el fragmento de 2523 pares de bases que comprende el marco de la región 
de codificación madura de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae por PCR de superposición. 
 
[0290] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por tampón de amplificación Pfx, 0,25 mM de 15 
dNTPs, 6,4 µM de cebador 993724, 3,2 µM de cebador 993727, 1 mM de MgCl2 y 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa. 
Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado durante 30 ciclos 
cada uno durante 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C y 4 minutos a 72°C (extensión final de 15  minutos). Los productos 
de reacción fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampón TAE donde una banda de producto de 3591 
pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® según las 20 
instrucciones del fabricante. 
 
[0291] El fragmento resultante de 3591 pares de bases fue digerido con Spe I y Sal I y ligado en pMJ04 digerido con las 
mismas enzimas de restricción para generar pSMai135 (figura 9). El plásmido pSMai135 comprende el promotor del gen 
de celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei y el terminador operativamente enlazado a la secuencia señal de 25 
endoglucanasa V de Humicola insolens y la secuencia codificante madura de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae. 
 
Ejemplo 6: expresión de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae con la señal de secreción de endoglucanasa V 
de Humicola insolens 
 30 
[0292] El plásmido pSMai135 que codifica la beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae madura enlazado a la señal de 
secreción de endoglucanasa V de Humicola insolens (figura 8) se introdujo en el RutC30 de Trichoderma reesei por 
transformación mediada por PEG (Penttila et al., 1987, Gene 61 155-164). El plásmido contenía el gen amdS de 
Aspergillus nidulans para permitir que los transformantes crecieran en acetamida como única fuente de nitrógeno. 
 35 
[0293] El RutC30 de Trichoderma reesei fue cultivado a 27°C y 90 r.p.m. en 25 ml de medio YP suplementado con 2% 
(p/v) de glucosa y 10 mM de uridina durante 17 horas. Se recogieron micelios por filtración utilizando un sistema de 
filtración desechable impulsado por vacío (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.) y se lavaron dos veces con agua desionizada 
y dos veces con 1,2 M de sorbitol. Se generaron protoplastos por suspensión de los micelios lavados en 20 ml de 1,2 M 
de sorbitol que contenían 15 mg de GLUCANEX® (Novozymes A/S, Bagsværd, Dinamarca) por ml y 0,36 unidades de 40 
quitinasa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.) por ml e incubación durante 15-25 minutos a 34°C con agitación 
suave a 90 r.p.m. Se recogieron protoplastos por centrifugado durante 7 minutos a 400 x g y se lavaron dos veces con 
frío 1,2 M de sorbitol. Los protoplastos se contaron utilizando un hemocitómetro y se resuspendieron en STC a una 
concentración final de 1 X 108 de protoplastos por ml. Los protoplastos de exceso se almacenaron en un contenedor de 
congelación 1°C Cryo (Nalgene, Rochester, NY, EE.UU.) a 80°C. 45 
 
[0294] Aproximadamente 7 µg de pSMai135 digerido con Pme I se añadió a 100 µl de solución de protoplasto y se 
mezcló suavemente, seguido de 260 µl de tampón de PEG, mezclado e incubado a temperatura ambiente durante 30 
minutos. Luego se añadió STC (3 ml) y se mezcló y la solución de transformación se colocó en placas sobre placas de 
COVE usando selección amdS de Aspergillus nidulans. Las placas fueron incubadas a 28°C durante 5-7 días. Los 50 
transformantes se subcultivaron sobre placas COVE2 y se dejaron crecer a 28°C. 
 
[0295] Sesenta y siete transformantes designados SMA135 obtenidos con pSMai135 fueron subcultivados en placas 
frescas que contenían acetamida se dejaron esporular durante 7 días a 28°C. 
 55 
[0296] Los 67 transformantes SMA135 de Trichoderma reesei fueron cultivados en matraces de agitación con 
deflectores de 125 ml que contenían 25 ml de medios de inducción de celulasa a pH 6,0 inoculados con esporas de los 
transformantes e incubados a 28°C y 200 r.p.m. durante 7 días. RutC30 de Trichoderma reesei se usó como control. Las 
muestras de caldo de cultivo se retiraron el día 7. Un ml de cada caldo de cultivo fue centrifugado a 15.700 x g durante 5 
minutos en un microcentrifugador y los sobrenadantes transferidos a nuevos tubos. Las muestras fueron almacenadas a 60 
4°C hasta ensayo enzimático. Los sobrenadantes fueron evaluados para actividad de beta-glucosidasa utilizando p-
nitrofenil-beta-D-glucopiranósido como sustrato, como se describe a continuación. 
 
[0297] La actividad de beta-glucosidasa fue determinada a temperatura ambiente usando 25 µl de partes alícuotas de 
sobrenadantes de cultivo, diluidas 1:10 en 50 mM de succinato pH 5,0, en 200 de 0,5 mg/ml p-nitrofenilo- beta-D-65 
glucopiranósido como sustrato en 50 mM de succinato pH 5,0. Después de 15 minutos de incubación la reacción se 
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detuvo añadiendo 100 µl de 1 M Tris-HCl pH 8,0 y la absorbancia se leyó espectrofotométricamente en 405 nm. Una 
unidad de actividad de beta-glucosidasa correspondía a la producción de 1 µmol de p-nitrofenilo por minuto por litro a 
pH 5,0, temperatura ambiente. La beta-glucosidasa de Aspergillus niger (NOVOZYM™ 188, Novozymes A/S, 
Bagsvaerd, Dinamarca) se usó como un estándar enzimático. 
 5 
[0298] Varios transformantes SMA135 mostraron actividades de beta-glucosidasa varias veces superiores que la 
segregada por  RutC30 de Trichoderma reesei. De los transformantes SMA135 seleccionados, el transformante 
SMA135-04 produjo la máxima actividad de beta-glucosidasa. 
 
[0299] SDS-PAGE se efectuó utilizando geles (5% resolución) Tris-HCl de CRITERION® (Bio-Rad, Hercules, CA, 10 
EE.UU.) con el Sistema CRITERION®, (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Cinco µl de los sobrenadantes del día 7 
(véase arriba) fueron suspendidos en 2X concentración de tampón de muestra de Laemmli, (Bio-Rad, Hercules, CA, 
EE.UU.) y hervidos en presencia de 5% de beta-mercaptoetanol durante 3 minutos. Las muestras de sobrenadantes 
fueron cargadas en un gel de poliacrilamida y sometidas a electroforesis con 1X Tris/Glicina/SDS como tampón de 
ejecución, (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). El gel resultante fue manchado con mancha Coomassie de BIO-SAFE®, 15 
(Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.).  
 
[0300] De los 38 transformantes SMA135 de Trichoderma reesei analizados por SDS-PAGE, 26 produjeron una proteína 
de aproximadamente 110 kDa que no era visible en el RutC30 de Trichoderma reesei como control. El transformante 
SMA135-04 de Trichoderma reesei produjo el máximo nivel de beta-glucosidasa como se destaca por abundancia de la 20 
banda de 110 kDa vista por SDS-PAGE. 
 
Ejemplo 7: construcción del vector de expresión pSMai140 
 
[0301] El vector de expresión pSMai140 fue construido digiriendo el plásmido pSATe111BG41 (WO 04/099228), que 25 
porta la región de codificación en toda su longitud de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 (SEC 
ID nº: 23 que codifica la secuencia de aminoácidos de SEC ID nº: 24), con Nco I. El fragmento resultante de 1243 pares 
de bases fue aislado en un gel de agarosa al 1,0% usando tampón TAE y purificado utilizando un equipo de extracción 
de gel QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 
 30 
[0302] El vector de expresión pSMai135 fue digerido con Nco I y un fragmento de 8286 pares de bases fue aislado en 
un gel de agarosa al 1,0% usando tampón TAE y purificado utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® 
según las instrucciones del fabricante. El fragmento BG41 de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae 
digerido por Nco I de 1243 pares de bases  fue luego ligado al vector de 8286 pares de bases, utilizando T4 ADN-ligasa 
(Roche, Indianapolis, IN, EE.UU.) según protocolo del fabricante, para crear el vector de expresión pSMai140 (figura 35 
10). El plásmido pSMai140 comprende el promotor de gen de celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei (CEL7A) y el 
terminador operativamente enlazado a la secuencia de señal de endoglucanasa V de Humicola insolens y la secuencia 
codificante madura de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae. 
 
Ejemplo 8: transformación de Trichoderma reesei RutC30 con pSMai140 40 
 
[0303] El plásmido pSMai140 fue linealizado con Pme I y transformado en la cepa RutC30 de Trichoderma reesei como 
se describe en el ejemplo 6. Un total de 100 transformantes se obtuvieron de cuatro experimentos de transformación 
independientes, todos fueron cultivados en matraces de agitación en medio inducido por celulasa, y la actividad de beta-
glucosidasa fue medida del medio de cultivo de los transformantes como se describe en el ejemplo 6. Un número de 45 
transformantes SMA140 de Trichoderma reesei mostró actividades de beta-glucosidasa varias veces superiores que la 
de Trichoderma reesei RutC30. 
 
[0304] La presencia de la proteína de la variante BG41 de la beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae en el medio de 
cultivo fue detectada por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida como se describe en el ejemplo 6 y coloración de 50 
Coomassie de los mismos 13 sobrenadantes de cultivo cuya actividad enzimática fue analizada. Los trece 
transformantes que tenían alta actividad de ?-glucosidasa, también expresaron los aproximadamente 110 KDa de la 
variante BG41 de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae, a rendimientos variables. 
 
[0305] El más alto transformante de expresión de variante de beta-glucosidasa, como evaluado por ensayo de actividad 55 
de beta-glucosidasa y electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, fue designado Trichoderma reesei SMA140-43. 
 
Ejemplo 9: construcción del vector de expresión pSaMe-F1 
 
[0306] Un fragmento de ADN que contenía 209 pares de bases del promotor del gen de celobiohidrolasa I de 60 
Trichoderma reesei y la región central (nucleótidos 1 a 702 de SEC ID nº: 1 que codifican los aminoácidos 1 a 234 de 
SEC ID nº: 2; WO 91/17243) del gen de endoglucanasa V de Humicola insolens fue amplificado por PCR usando pMJ05 
como modelo utilizando los cebadores mostrados por debajo. 
 
995103: 65 
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5'-cccaagcttagccaagaaca-3' (SEC ID nº: 67) 
 
995137: 
 
5'-gggggaggaacgcatgggatctggacggc-3' (SEC ID nº: 68) 5 
 
[0307] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por 1X tampón de amplificación Pfx, 10 mM de 
dNTPs, 50 mM de MgSO4, 10 ng/µl de pMJ05, 50 picomoles de cebador 995103, 50 picomoles de cebador 995137 y 2 
unidades de Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® 
programado durante 30 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 60 segundos a 72°C 10 
(extensión final de 3 minutos). 
 
[0308] Los productos de reacción fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0%  usando tampón TAE donde una banda 
de producto de 911 pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel 
QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 15 
 
[0309] Un fragmento de ADN que contenía 806 pares de bases del gen BG41 de la variante de beta-glucosidasa de 
Aspergillus oryzae  se amplificó por PCR utilizando pSMai140 como modelo y los cebadores mostrados por debajo. 
 
995133: 20 
 
5'-gccgtccagatccccatgcgttcctccccc-3' (SEC ID nº: 69) 
 
995111: 
 25 
5'-ccaagcttgttcagagtttc-3' (SEC ID nº: 70) 
 
[0310] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por 1X tampón de amplificación Pfx, 10 mM de 
dNTPs, 50 mM de MgSO4, 100 ng de pSMai140, 50 picomoles de cebador 995133, 50 picomoles de cebador 995111 y 
2 unidades de Pfx ADN polimerasa. Las reacciones fueron incubadas en un MASTERCYCLER® 5333 de 30 
EPPENDORF® programado durante 30 ciclos cada uno durante 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 120 
segundos a 72°C (extensión final de 3 minutos). 
 
[0311] Los productos de reacción fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampón TAE donde una banda 
de producto de 806 pares de bases fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel 35 
QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. 
 
[0312] Los dos fragmentos de la PCR anterior fueron luego sometidos a  PCR de superposición. Los fragmentos de 
superposición purificados fueron usados como modelos para amplificación utilizando el cebador 995103 (sentido) y el 
cebador 995111 (antisentido) anteriormente descritos para fusionar de forma precisa el  fragmento de 702 pares de 40 
bases que comprende 209 pares de bases del promotor del gen de celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei y la 
secuencia central de endoglucanasa V de Humicola insolens con el fragmento de  806 pares de bases que comprende 
una parte de la región de codificación de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 por PCR de 
superposición. 
 45 
[0313] Las reacciones de amplificación (50 µl) estaban compuestas por 1X tampón de amplificación Pfx, 10 mM de 
dNTPs, 50 mM de MgSO4, 2,5 µl de cada fragmento (20 ng/µl), 50 picomoles de cebador 995103, 50 picomoles de 
cebador 995111 y 2 unidades de Pfx ADN polimerasa de alta fidelidad. Las reacciones fueron incubadas en un 
MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® programado para una desnaturalización inicial de 3 minutos a 95°C 
seguida de 30 ciclos cada uno durante 1 minuto de desnaturalización, 1 minuto de recocido  a 60°C y una extensión de 50 
3 minutos a 72°C. 
 
[0314] Los productos de reacción fueron aislados en un gel de agarosa al 1,0% usando tampón TAE donde una banda 
de producto de 1,7 kb fue cortada del gel y purificada utilizando un equipo de extracción de gel QIAQUICK® según las 
instrucciones del fabricante. 55 
 
[0315] El fragmento 1,7 kb fue ligado en un vector Blunt pCR®4 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) según las 
instrucciones del fabricante. El constructo se transformó luego en células de E. coli químicamente competentes TOP10 
de ONE SHOT® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) según el procedimiento de transformación química rápida del 
fabricante. Se seleccionaron colonias y se analizaron por aislamiento de plásmido y digestión con Hind III para liberar el 60 
fragmento de PCR de superposición de 1,7 kb. 
 
[0316] El plásmido pSMai140 fue también digerido con Hind III para linearizar el plásmido. Ambos fragmentos digeridos 
fueron combinados en una reacción de ligamiento utilizando un equipo de ligamiento de ADN rápido siguiendo las 
instrucciones del fabricante para producir pSaMe-F1 (figura 11). 65 
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[0317] Células competentes de grado subclonación de E. coli XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) se 
transformaron con el producto de ligamiento. La identidad del constructo fue confirmada por secuenciación del ADN del 
promotor del gen de celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei, la secuencia de señal de endoglucanasa V de Humicola 
insolens, en núcleo de endoglucanasa V de Humicola insolens, la secuencia señal de endoglucanasa V de Humicola 
insolens, la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 y la secuencia terminadora del gen de 5 
celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei a partir de los plásmidos purificados de E. coli transformado. Un clon que 
contenía el plásmido recombinante fue designado pSaMe-F1. El plásmido pSaMe-F1 comprende el promotor y el 
terminador del gen de celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei y la secuencia de péptido señal de endoglucanasa V de 
Humicola insolens enlazada directamente al polipéptido de núcleo de endoglucanasa V de Humicola insolens que se 
fusionan directamente con el péptido señal de endoglucanasa V de Humicola insolens que está enlazado directamente a 10 
la secuencia codificante madura de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41. La secuencia de ADN y 
secuencia de aminoácidos deducida de la proteína de fusión de variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG 
se muestra en SEC ID nº: 73 y 74, respectivamente (véase figuras 14A, 14B, 14C y 14D). 
 
Ejemplo 10: transformación de Trichoderma reesei RutC30 con pSaMe-F1 15 
 
[0318] Matraces de agitación que contenían 25 ml de medio YP suplementado con 2% de glucosa y 10 mM de uridina 
fueron inoculados con 5 X 107 à de esporas de Trichoderma reesei RutC30. Tras la incubación toda la noche durante 
aproximadamente 16 horas a 27°C, 90 r.p.m., los micelios fueron recogidos utilizando un sistema de filtración 
desechable impulsado por vacío. Los micelios fueron lavados dos veces en 100 ml de agua desionizada y dos veces en 20 
1,2 M de sorbitol. Se generaron protoplastos como se describe en el ejemplo 6. 
 
[0319] Dos microgramos de ADN pSaMe-F1 linealizado con Pme I, 100 µl de protoplastos de RutC30 de Trichoderma 
reesei y 50% de PEG (4000) fueron mezclados e incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, 3 ml de 
STC se añadió y el contenido se vertió sobre una placa de COVE suplementada con 10 mM de uridina. La placa se 25 
incubó luego a 28°C. Transformantes empezaron a aparecer el día 6 y fueron escogidos para placas COVE2 para 
crecimiento a 28°C y 6 días. Veintidós transformantes de Trichoderma reesei fueron recuperados. 
 
[0320] Los transformantes fueron cultivados en frascos de agitación en el medio de inducción de celulasa y la actividad 
de beta-glucosidasa se midió como se describe en el ejemplo 6. Varios transformantes pSaMe-F1 produjeron actividad 30 
de beta-glucosidasa. Un transformante, denominado SaMeF1-9 de Trichoderma reesei, produjo la máxima cantidad de 
beta-glucosidasa, y tuvo dos veces la actividad de una cepa que expresa la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus 
oryzae (ejemplo 9). 
 
[0321] La actividad de endoglucanasa se evaluó utilizando un ensayo de superposición de carboximetilcelulosa (CMC) 35 
según Beguin, 1983, Analytical Biochem. 131(2): 333-336. Cinco µg de la proteína de cinco de las muestras de caldo 
(las que tuvieron la máxima actividad de beta-glucosidasa) fueron diluidos en el tampón de muestra nativa, (Bio-Rad, 
Hercules, CA, EE.UU.) y se ejecutaron en un gel Tris-HCl al 8-16% de CRITERION®, (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) 
usando 10X tampón de ejecución Tris/glicina, (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.) y luego el gel se dejó sobre una placa 
que contenía 1% de carboximetilcelulosa (CMC). Después de 1 hora de incubación a 37°C, el gel fue manchado con 40 
0,1% de rojo Congo durante 20 minutos. La placa se desmanchó luego usando 1 M de NaCl para identificar regiones de 
idicativo de aclaramiento de actividad de endoglucanasa. Dos zonas de aclaramiento fueron visibles, una zona superior 
en aproximadamente 110 kDa y una zona inferior en aproximadamente 25 kDa. El tamaño de proteína previsto de la 
endoglucanasa V de Humicola insolens y la fusión de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 es 
118 kDa si las dos proteínas no se dividen y permanecen como un único polipéptido; la glicosilación del dominio de 45 
núcleo de la endoglucanasa V individual y la beta-glucosidasa lleva a migración de las proteínas individuales a PM más 
altos que los previstos de la secuencia primaria. Si las dos proteínas son divididas luego los tamaños predichos para el 
dominio de núcleo de la endoglucanasa V de Humicola insolens es 24 kDa y 94 kDa para la variante de beta-
glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41. Debido a que hubo una zona de aclaramiento en aproximadamente 110 kDa, 
este resultado indicó que mínimamente una población de proteína de fusión de endoglucanasa y beta-glucosidasa 50 
permanece intacta como una única proteína grande. La zona de aclaramiento inferior muy probablemente representa 
una actividad de endoglucanasa endógena, y posiblemente adicionalmente se origina de la escisión parcial del dominio 
de núcleo de la endoglucanasa V de Humicola insolens a partir de la β-glucosidasa de Aspergillus oryzae.  
 
[0322] Los resultados demostraron que el núcleo de endoglucanasa V de Humicola insolens estaba activo incluso 55 
mientras estaba fusionado a la beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae.  Además, el aumento de la actividad de beta-
glucosidasa pareció  originarse de la secreción aumentada de proteína con respecto a la eficiencia de secreción de la 
beta-glucosidasa de no fusión. Al enlazar la secuencia de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 
con el núcleo de la endoglucanasa V de Humicola insolens, se segregó más beta-glucosidasa. 
 60 
Ejemplo 11: construcción del vector pSaMe-FX 
 
[0323] El plásmido pSaMe-FX fue construido modificando pSaMe-F1. El plásmido pSaMe-F1 fue digerido con Bst Z17 y 
Eco RI para generar un fragmento de 1 kb que contenía la secuencia codificante de la variante de beta-glucosidasa 
BG41 y un fragmento de 9,2 kb que contenía el resto del plásmido. Los fragmentos fueron separados en un gel de 65 
agarosa 1,0% usando tampón TAE y el fragmento de 9.2 kb fue cortado y purificado utilizando un equipo de extracción 
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de gel QIAQUICK® según las instrucciones del fabricante. El plásmido pSMai135 fue también digerido con Bst Z17 y 
Eco RI para generar un fragmento de 1 kb que contenía bases homólogas a la secuencia codificante de la variante de 
beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 y un fragmento de 8,5 kb con el resto del plásmido. El fragmento de 1 kb 
fue aislado y purificado como por encima. 
 5 
[0324] Los fragmentos de 9,2 kb y 1 kb fueron combinados en una reacción de ligamiento utilizando un equipo de 
ligamiento de ADN rápido siguiendo las instrucciones del fabricante para producir pSaMe-FX, que es idéntico a pSaMe-
F1 excepto en que éste contenía la secuencia codificante madura de beta-glucosidasa de tipo salvaje en lugar de la 
secuencia codificante madura de la variante. 
 10 
[0325] Células competentes de E. coli SURE® (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) fueron transformadas con el producto 
de ligamiento. La identidad del constructo fue confirmada por secuenciación del ADN del promotor de gen de 
celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei, secuencia de señal de endoglucanasa V de Humicola insolens, secuencia 
núcleo de endoglucanasa V de Humicola insolens, secuencia señal de endoglucanasa V de Humicola insolens, 
secuencia codificante madura de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae y la secuencia terminadora de gen de 15 
celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei a partir de plásmidos purificados de E. coli transformado. Un clon que contenía 
el plásmido recombinante fue designado pSaMe-FX (figura 12). La secuencia de ADN y la secuencia de aminoácidos 
deducida de la proteína de fusión de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae se muestra en SEC ID nº: 75 y 76, 
respectivamente (véanse figuras 15A, 15B, 15C y 15D). 
 20 
Ejemplo 12: transformación y expresión de transformantes de Trichoderma 
 
[0326] El constructo pSaMe-FX fue linealizado con Pme I y transformado en la cepa RutC30 de Trichoderma reesei 
como se describe en el ejemplo 10. Un total de 63 transformantes fueron obtenidos de una única transformación. Se 
cultivaron transformantes en matraces de agitación en medio de incucción de celulasa y la actividad de beta-glucosidasa 25 
se midió como se describe en el ejemplo 6. Varios transformantes de pSaMe-FX produjeron actividad de beta-
glucosidasa. Un transformante designado SaMe- FX16 produjo dos veces la cantidad de actividad de beta-glucosidasa 
en comparación con SaMeF1-9 de Trichoderma reesei (ejemplo 10). 
 
Ejemplo 13: análisis de transformantes de Trichoderma reesei 30 
 
[0327] Una proteína de fusión fue construida como se describe en el ejemplo 9 por fundición del núcleo de la 
endoglucanasa V de Humicola insolens (que contenía su propia secuencia señal nativa) con la secuencia codificante 
madura de la variante de beta-glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 enlazada a la secuencia señal de 
endoglucanasa V de Humicola insolens. Este constructo de fusión dio como resultado un aumento dos veces la 35 
actividad de beta-glucosidasa segregada en comparación con la secuencia codificante madura de la variante de beta-
glucosidasa de Aspergillus oryzae BG41 enlazada a la secuencia señal de endoglucanasa V de Humicola insolens. Un 
segundo constructo de fusión se hizo como se describe en el ejemplo 11 que consistió en el núcleo de endoglucanasa V 
de Humicola insolens (que contenía su propia secuencia señal) fusionado con la secuencia codificante de beta-
glucosidasa de tipo salvaje de Aspergillus oryzae enlazada a la secuencia señal de endoglucanasa V de Humicola 40 
insolens, y esto llevó a una mejora incluso mayor de la actividad de beta-glucosidasa. La cepa transformada con la 
fusión de tipo salvaje tuvo dos veces la actividad de beta-glucosidasa segregada con respecto a la cepa transformada 
con la fusión de la variante de beta-glucosidasa BG41.  
 
Ejemplo 14: clonación de la secuencia codificante de proteína de fusión de beta-glucosidasa en un vector de 45 
expresión de Aspergillus oryzae 
 
[0328] Dos cebadores oligonucleótidos sintéticos, mostrados por debajo, se diseñaron para amplificación por PCR del 
marco de lectura abierto en toda su longitud de pSaMeFX que codifica la proteína de fusión de beta-glucosidasa. 
 50 
Cebador sentido PCR: 
 
5'-GGACTGCGCAGCATGCGTTC-3' (SEC ID nº: 71) 
 
Cebador antisentido PCR: 55 
 
5'-AGTTAATTAATTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3' (SEC ID nº: 72) 
 
Las letras en negrita representan la secuencia codificante. La "G" subrayada en el cebador sentido representa un 
cambio de base introducido para crear un sitio de restricción Sph I. La secuencia restante contiene identidad de 60 
secuencia comparada con los sitios de inserción de pSaMeFX. La secuencia subrayada en el cebador antisentido 
representa un sitio de restricción Pac I añadido para facilitar la clonación de este gen en el vector de expresión pAILo2 
(WO 04/099228). 
 
[0329] Cinquenta picomoles de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reacción por PCR que 65 
contenía 50 ng de ADN de pSaMeFX, 1X de tampón de amplificación Pfx , 6 µl de 10 mM de mezcla de dATP, dTTP, 
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dGTP y dCTP, 2,5 unidades de Pfx ADN polimerasa de PLATINUM®, y 1 µl de 50 mM de MgSO4 en un volumen final 
de 50 µl. Un MASTERCYCLER® 5333 de EPPENDORF® se usó para amplificar el fragmento programado durante 1 
ciclo a 98°C durante 2 minutos; y 35 ciclos cada uno a 96°C durante 30 segundos, 61 °C durante 30 segundos y 68°C 
durante 3 minutos. Después de los 35 ciclos, la reacción fue incubada a 68°C durante 10 minutos y luego enfriada a 
10°C hasta más procesado. Un producto de reacción por PCR de 3,3 kb fue aislado en un gel de GTG-agarosa al 0,8% 5 
(Cambrex Bioproducts One Meadowlands Plaza East Rutherford, NJ, EE.UU.) usando tampón de TAE y 0,1 µg de 
bromuro de etidio por ml. El ADN fue visualizado con la ayuda de un DARK READER™ (Clare Chemical Research, 
Dolores, CO, EE.UU.) para evitar mutaciones inducidas por UV. Una banda de ADN de 3,3 kb fue cortada con una 
cuchilla desechable y purificada con una cápsula de giro ULTRAFREE®-DA (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) según las 
instrucciones del fabricante. 10 
 
 
[0330] El producto de PCR purificado de 3,3 kb fue clonado en un vector pCR®4Blunt-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, EE.UU.). Cuatro microlitros del producto de PCR purificado fueron mezclados con 1 µl de una solución de cloruro 
sódico de 2 M y 1 µl del vector TOPO®. La reacción fue incubada a temperatura ambiente durante 15 minutos y luego 2 15 
µl de la reacción se usó para transformar células de E. coli químicamente competentes TOP10 de One Shot® según las 
instrucciones del fabricante. Tres partes alícuotas de 83 µl cada una de la reacción de transformación se extendieron 
sobre tres placas de 2X YT de 150 mm suplementadas con 100 µg de ampicilina por ml y se incubaron durante toda la 
noche a 37°C. 
 20 
[0331] Ocho colonias recombinantes se usaron para inocular cultivos líquidos que contenían 3 ml de medio LB 
suplementado con 100 µg de ampicilina por ml. ADN plásmido se preparó a partir de estos cultivos utilizando un 
BIOROBOT® 9600 (QIAGEN Inc., Valencia, CA, EE.UU.). Se analizaron clones por digestión de enzima de restricción 
con Pac I. El ADN plásmido de cada clon fue digerido con Pac I y analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1,0% 
usando tampón TAE. Los ocho clones tuvieron el modelo de digestión de restricción previsto y los clones 5, 6, 7 y 8 25 
fueron seleccionados para ser secuenciados para confirmar que no había ninguna mutación en el inserto clonado. El 
análisis de secuencias de sus finales 5' y 3' indicó que los 4 clones tenían la secuencia correcta. Los clones 5 y 7 fueron 
seleccionados para más secuenciación. Ambos clones fueron secuenciados para valores Phred Q mayores que 40 para 
asegurar que no había ningún error inducido por PCR. Los clones 5 y 7 mostraron que tenían la secuencia prevista y 
clon 5 fue seleccionado para reclonación en pAILo2. 30 
 
[0332] El ADN plásmido del clon 5 fue linealizado por digestión con Sph I. El clon linealizado se hizo luego con los 
extremos redondeados añadiendo 1,2 µl de un 10 mM de mezcla de dATP, dTTP, dGTP y dCTP y 6 unidades de T4 
ADN polimerasa (New England Bioloabs, Inc., Ipswich, MA, EE.UU.). La mezcla fue incubada a 12°C durante 20 
minutos y luego la reacción fue detenida añadiendo 1 µl de 0,5 M de EDTA y calentamiento a 75°C durante 20 minutos 35 
para inactivar la enzima. Un fragmento de 3,3 kb que codifica la proteína de fusión de beta-glucosidasa fue purificado 
por electroforesis en gel y ultrafiltración como se ha descrito anteriormente. 
 
[0333] El vector pAILo2 fue linealizado por digestión con Nco I. El vector linealizado se hizo luego con los extremos 
redondeados añadiendo 0,5 µl de una mezcla de 10 mM de dATP, dTTP, dGTP y dCTP y una unidad de ADN 40 
polimerasa I. La mezcla se incubó a 25°C durante 15 minutos y luego la reacción fue detenida añadiendo 1 µl de 0,5M 
de EDTA y calentamiento a 75°C durante 15 minutos para inactivar las enzimas. Luego el vector fue digerido con Pac I. 
El vector con los extremos redondeados fue purificado por electroforesis en gel y ultrafiltración como se ha descrito 
anteriormente. 
 45 
[0334] La clonación del fragmento de 3,3 kb que codifica la proteína de fusión de beta-glucosidasa en el vector pAILo2 
linealizado y purificado se realizó con un equipo de ligamiento rápido. Una muestra de 1 µl de la reacción se usó para 
transformar células Gold de E. coli XL10 SOLOPACK® (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) según las instrucciones del 
fabricante. Después del periodo de recuperación, dos partes alícuotas de 100 µl de la reacción de transformación se 
colocaron en placas sobre dos placas 2X YT de 150 mm suplementadas con 100 µg de ampicilina por ml e incubadas 50 
durante toda la noche a 37°C. Un conjunto de ocho clones recombinantes putativos fue seleccionado al azar de las 
placas de selección y se obtuvo ADN plásmido a partir de cada uno usando un BIOROBOT® 9600. Los clones 1-4 
fueron seleccionados para secuenciación con los cebadores específicos de pAILo2 para confirmar que el vector de 
unión/inserto tenía la secuencia correcta. El clon 3 tenía una unión de vector/inserto perfecto y fue denominado pAILo47 
(figura 13). 55 
 
[0335] Para crear una cepa de expresión sin marcador, una digestión de endonucleasa de restricción se realizó para 
separar el gen blaA que confiere resistencia a la ampicilina antibiótica del resto del constructo de expresión. Treinta 
microgramos de pAILo47 fueron digeridos con Pme I. El ADN digerido fue luego purificado por electroforesis en gel de 
agarosa como se ha descrito anteriormente. Una banda de ADN de 6,4 kb que contenía el constructo de expresión pero 60 
a la que le faltaba el gen blaA fue cortada con una hoja de afeitar y purificada con un equipo de extracción de gel 
QIAQUICK®. 
 
Ejemplo 15: expresión de la proteína de fusión de beta-glucosidasa en el Aspergillus oryzae JaL355 
 65 
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[0336] Se prepararon protoplastos de Aspergillus oryzae JaL355 (WO 00/240694) según el método de Christensen et 
al., 1988, Bio/Technology 6: 1419-1422. Diez microlitros del constructo de expresión purificado del ejemplo 14 se usaron 
para transformar protoplastos de JaL355 de Aspergillus oryzae. La transformación de Aspergillus oryzae JaL355 liberó 
aproximadamente 90 transformantes. Cincuenta transformantes fueron aislados en placas PDA individuales e incubados 
durante cinco días a 34°C. 5 
 
[0337] Cuarenta y ocho placas de esporas confluyentes fueron lavadas con 3 ml de 0,01% TWEEN® 80 y la suspensión 
de esporas fue usada para inocular 25 ml de medio MDU2BP en matraces de agitación de vidrio de 125 ml. Los cultivos 
de transformantes fueron incubados a 34°C con agitación constante a 200 r.p.m. Después de 5 días, 1 ml de partes 
alícuotas de cada cultivo fue centrifugado a 12.000 x g y sus sobrenadantes recogidos. Cinco µl de cada sobrenadante 10 
fue mezclado con un volumen igual de 2X tampón de carga (10% de beta-mercaptoetanol) y cargado sobre un 1.5 mm 8 
%-16 % de gel de SDS-PAGE tris-glicina y manchado con mancha de proteína azul Coomassie G250 de BIO-SAFE® 
(Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). Los perfiles de SDS-PAGE de los caldos de cultivo mostraron que 33 de los 48 
transformantes fueron capazes de expresar una proteína nueva con un peso molecular aparente muy cerca del previsto 
118 kDa. El transformante 21 produjo el mejor rendimiento y fue seleccionado para otros estudios. 15 
 
Ejemplo 16: aislamiento de espora única del transformante 21 de Aspergillus oryzae JaL355 
 
[0338] Las esporas del transformante 21 de Aspergillus oryzae JaL355 se extendieron sobre una placa PDA y se 
incubaron durante cinco días a 34°C. Un área pequeña de la placa de esporas confluyente se lavó con 0,5 ml de 0,01% 20 
de TWEEN® 80 para resuspender las esporas. Una parte alícuota de 100 µl de la suspensión de esporas fue diluida a 
un volumen final de 5 ml con 0,01% de TWEEN® 80. Con la ayuda de un hemocitómetro, la concentración de esporas 
fue determinada y diluida a una concentración final de 0,1 esporas por microlitros. Una parte alícuota de 200 µl de la 
dilución de esporas se extendió sobre 150 mm de placas de medio mínimo y se incubó durante 2-3 días a 34°C. 
Colonias emergentes fueron cortadas de las placas y transferidas a placas PDA e incubadas durante 3 días a 34°C. 25 
Luego, las esporas se extendieron a través de las placas y se incubaron otra vez durante 5 días a 34°C. 
 
[0339] Las placas de esporas confluyentes fueron lavadas con 3 ml de 0,01% de TWEEN® 80 y la suspensión de 
esporas se usó para inocular 25 ml de medio MDU2BP en matraces de agitación de vidrio de 125 ml. Cultivos 
monospóricos fueron incubados a 34°C con agitación constante a 200 r.p.m. Después de 5 días, una parte alícuota de 1 30 
ml de cada cultivo fue centrifugada a 12.000 x g y sus sobrenadantes recogidos. Cinco de cada sobrenadante se mezcló 
con un volumen igual de 2X tampón de carga (10% beta-mercaptoetanol) y se cargó sobre un gel de SDS-PAGE tris-
glicina 1,5 mm 8%-16% y se manchó con mancha de proteína G250 azul Commassie de BIO-SAFE®. Los perfiles de 
SDS-PAGE de los caldos de cultivo mostraron que los ocho transformantes eran capaces de expresar la proteína de 
fusión de beta-glucosidasa a niveles altísimos y uno de los cultivos denominados  Aspergillus oryzae JaL355AILo47 35 
produjo el mejor rendimiento. 
 
[0340] La invención descrita y reivindicada aquí no está limitada en su alcance por los aspectos específicos aquí 
descritos, dado que estos aspectos son ilustraciones de diferentes aspectos de la invención. Cualquier aspecto 
equivalente está dentro del campo de esta invención. De hecho, serán aparentes para los expertos en la técnica 40 
diferentes modificaciones de la invención además de las mostrada y descrita aquí a partir de la descripción precedente. 
Tales modificaciones están también destinadas a incluirse dentro del campo de las reivindicaciones anexas. En caso de 
conflicto, la presente divulgación, incluyendo definiciones, prevalecerá. 
 
[0341] Se citan aquí varias referencias, las descripciones se incorporan por referencia en su totalidad. 45 
Listado de secuencias 
 
[0342] 
 
<110> Novozymes, Inc. 50 
 
<120> Métodos de aumento de secreción de polipéptidos que tienen actividad biológica 
 
<130> 10916.204-WO 
 55 
<150> US 60/832,511 
<151> 2006-07-21 
 
<160> 76 
 60 
<170> Versión de patentIn 3.4 
 
<210> 1 
<211> 923 
<212> ADN 65 
<213> Humicola insolens 
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<400> 1 
 

 
 5 
 
<210> 2 
<211> 305 
<212> PRT 
 10 
<213> Humicola insolens 
 
<400> 2 
 

 15 
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<210> 3 
<211> 1188 
<212> ADN 5 
<213> Myceliophthora thermophila 
 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 389 
<212> PRT 5 
<213> Myceliophthora thermophila 
 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 1232 
<212> ADN 5 
<213> Myceliophthora thermophila 
 
<400> 5 
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<210> 6 5 
<211> 397 
<212> PRT 
<213> Myceliophthora thermophila 
 
<400> 6 10 
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<210> 7 
<211> 1303 
<212> ADN 5 
<213> Basidiomiceto CBS 495.95 
 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 429 
<212> PRT 5 
<213> Basidiomiceto CBS 495.95 
 
<400> 8 
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<210> 9 
<211> 1580 
<212> ADN 
<213> Thielavia terrestris 5 
 
<400> 9 
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<210> 10 
<211> 396 5 
<212> PRT 
<213> Thielavia terrestris 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 1203 
<212> ADN 5 
<213> Thielavia terrestris 
 
<400> 11 
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<210> 12 5 
<211> 400 
<212> PRT 
<213> Thielavia terrestris 
 
<400> 12 10 
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<210> 13 
<211> 1501 
<212> ADN 
<213> Thielavia terrestris 
 5 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 464 
<212> PRT 
<213> Thielavia terrestris 
 5 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 1368 
<212> ADN 5 
<213> Thielavia terrestris 
 
<400> 15 
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<210> 16 
<211> 423 
<212> PRT 5 
<213> Thielavia terrestris 
 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 1011 
<212> ADN 5 
<213> Thielavia terrestris 
 
<400> 17 
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<210> 18 5 
<211> 336 
<212> PRT 
<213> Thielavia terrestris 
 
<400> 18 10 
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<210> 19 
<211> 1480 
<212> ADN 5 
<213> Cladorrhinum foecundissimum 
 
<400> 19 
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<210> 20 5 
<211> 440 
<212> PRT 
<213> Cladorrhinum foecundissimum 
 
<400> 20 10 
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<210> 21 
<211> 1380 
<212> ADN 5 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 21 
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<210> 22 5 
<211> 459 
<212> PRT 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 22 10 
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<210> 23 
<211> 2586 
<212> ADN 5 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 861 
<212> PRT 5 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 24 
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<210> 25 
<211> 2586 
<212> ADN 5 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 25 
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<210> 26 
<211> 861 
<212> PRT 5 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 3060 
<212> ADN 5 
<213> Aspergillus fumigatus 
 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 863 
<212> PRT 
<213> Aspergillus fumigatus 5 
 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 2800 
<212> ADN 5 
<213> Penicillium brasilianum 
 
<400> 29 
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<210> 30 
<211> 878 
<212> PRT 
<213> Penicillium brasilianum 5 
 
<400> 30 
 

ES 2 538 360 T3

 



 103 

 

ES 2 538 360 T3

 



 104 
 

ES 2 538 360 T3

 



 105 
 

ES 2 538 360 T3

 



 106 

 
 
<210> 31 
<211> 2235 
<212> ADN 5 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 31 
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<210> 32 
<211> 744 
<212> PRT 5 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 32 
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<210> 33 
<211> 29 
<212> ADN 5 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 33 
aacgttaatt aaggaatcgt tttgtgttt 29 
 10 
<210> 34 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 15 
<400> 34 
agtactagta gctccgtggc gaaagcctg 29 
 
<210> 35 
<211> 31 20 
<212> ADN 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
 
<400> 35 
ttgaattgaa aatagattga tttaaaactt c 31 25 
 
<210> 36 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Saccharomyces cerevisiae 30 
 
<400> 36 
ttgcatgcgt aatcatggtc atagc 25 
 
<210> 37 35 
<211> 26 
<212> ADN 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
 
<400> 37 40 
ttgaattcat gggtaataac tgatat 26 
 
<210> 38 
<211> 32 
<212> ADN 45 
<213> Saccharomyces cerevisiae 
 
<400> 38 
aaatcaatct attttcaatt caattcatca tt 32 
 50 
<210> 39 
<211> 11 
<212> ADN 
<213> Aspergillus niger 
 55 
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<400> 39 
gtactaaaac c 11 
 
<210> 40 
<211> 11 5 
<212> ADN 
<213> Aspergillus niger 
 
<400> 40 
ccgttaaatt t 11 10 
 
<210> 41 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Aspergillus niger 15 
 
<400> 41 
ggatgctgtt gactccggaa atttaacggt ttggtcttgc atccc 45 
 
<210> 42 20 
<211> 14 
<212> ADN 
<213> Aspergillus niger 
 
<400> 42 25 
atgcaattta aact 14 
 
<210> 43 
<211> 14 
<212> ADN 30 
<213> Aspergillus niger 
 
<400> 43 
cggcaattta acgg 14 
 35 
<210> 44 
<211> 44 
<212> ADN 
<213> Aspergillus niger 
 40 
<400> 44 
ggtattgtcc tgcagacggc aatttaacgg cttctgcgaa tcgc 44 
 
<210> 45 
<211> 29 45 
<212> ADN 
<213> Humicola insolens 
 
<400> 45 
aagcttaagc atgcgttcct cccccctcc 29 50 
 
<210> 46 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Humicola insolens 55 
 
<400> 46 
ctgcagaatt ctacaggcac tgatggtacc ag 32 
 
<210> 47 60 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 47 65 
ctgcagaatt ctacaggcac tgatggtacc ag 32 
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<210> 48 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 5 
 
<400> 48 
accgcggact gcgcatcatg cgttcctccc ccctcc 36 
 
<210> 49 10 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 49 15 
aaacgtcgac cgaatgtagg attgttatc???29 
 
<210> 50 
<211> 17 
<212> ADN 20 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 50 
gatgcgcagt ccgcggt 17 
 25 
<210> 51 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 30 
<400> 51 
aaacgtcgac cgaatgtagg attgttatc 29 
 
<210> 52 
<211> 36 35 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 52 
ggagggggga ggaacgcatg atgcgcagtc cgcggt 36 40 
 
<210> 53 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 45 
 
<400> 53 
aaacgtcgac cgaatgtagg attgttatc 29 
 
<210> 54 50 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 54 55 
ctgcagaatt ctacaggcac tgatggtacc ag 32 
 
<210> 55 
<211> 46 
<212> ADN 60 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 55 
atagtcaacc gcggactgcg catcatgaag cttggttgga tcgagg 46 
 65 
<210> 56 
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<211> 26 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 56 5 
actagtttac tgggccttag gcagcg 26 
 
<210> 57 
<211> 26 
<212> ADN 10 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 57 
gtcgactcga agcccgaatg taggat 26 
 15 
<210> 58 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 20 
<400> 58 
cctcgatcca accaagcttc atgatgcgca gtccgcggtt gacta 45 
 
<210> 59 
<211> 57 25 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 59 
atgaagcttg gttggatcga ggtggccgca ttggcggctg cctcagtagt cagtgcc 57 30 
 
<210> 60 
<211> 19 
<212> PRT 
<213> Aspergillus oryzae 35 
 
<400> 60 
 

 
 40 
<210> 61 
<211> 42 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 45 
<400> 61 
tgccggtgtt ggcccttgcc aaggatgatc tcgcgtactc cc 42 
 
<210> 62 
<211> 28 50 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 62 
gactagtctt actgggcctt aggcagcg 28 55 
 
<210> 63 
<211> 63 
<212> ADN 
<213> Humicola insolens 60 
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<400> 63 
atgcgttcct cccccctcct ccgctccgcc gttgtggccg ccctgccggt gttggccctt 60 
 
Gcc 63 5 
 
<210> 64 
<211> 21 
<212> PRT 
<213> Humicola insolens 10 
 
<400> 64  
 

 
<210> 65 15 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 65 20 
acgcgtcgac cgaatgtagg attgttatcc 30 
 
<210> 66 
<211> 42 
<212> ADN 25 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 66 
gggagtacgc gagatcatcc ttggcaaggg ccaacaccgg ca 42 
 30 
<210> 67 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 35 
<400> 67 
cccaagctta gccaagaaca 20 
 
<210> 68 
<211> 29 40 
<212> ADN 
<213> Trichoderma reesei 
 
<400> 68 
gggggaggaa cgcatgggat ctggacggc 29 45 
 
<210> 69 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 50 
 
<400> 69 
gccgtccaga tccccatgcg ttcctccccc 30 
 
<210> 70 55 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
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<400> 70 
ccaagcttgt tcagagtttc 20 
 
<210> 71 
<211> 20 5 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 71 
ggactgcgca gcatgcgttc 20 10 
 
<210> 72 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 15 
 
<400> 72 
agttaattaa ttactgggcc ttaggcagcg 30 
 
<210> 73 20 
<211> 3294 
<212> ADN 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 73 25 
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<210> 74 
<211> 1097 
<212> PRT 
<213> Aspergillus oryzae 
 5 
<400> 74 
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<210> 75 
<211> 3294 
<212> ADN 5 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 75 
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<210> 76 
<211> 1097 5 
<212> PRT 
<213> Aspergillus oryzae 
 
<400> 76 
 10 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Método para producir una enzima de beta-glucosidasa, que comprende: 
 

(a) transformación de una célula huésped fúngica con un constructo de proteína de fusión que codifica una 5 
proteína de fusión, donde el constructo de proteína de fusión comprende: 
 

(i) un primer polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un péptido señal 
obtenido a partir de un gen de endoglucanasa (cel45) de Humicola insolens CEL45; 
(ii) un segundo polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica al menos un dominio 10 
catalítico de una endoglucanasa obtenida a partir de un gen de endoglucanasa (cel45) de Humicola insolens 
CEL45; y 
(iii) un tercer polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima de beta-
glucosidasa obtenida a partir de Aspergillus oryzae, 

 15 
donde la proteína de fusión es SEC ID nº: 74, 
 
(b) cultivo de la célula huésped fúngica transformada bajo condiciones adecuadas para la producción de la 
proteína de fusión; y 
(c) recuperación de la proteína de fusión del medio de cultivo. 20 

 
2. Célula huésped fúngica transformada con una proteína de fusión que comprende el polinucleótido según la 
reivindicación 1. 
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