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DESCRIPCION
Procedimiento para producir glucosidasa, composicion enzimatica y procedimiento de hidrolisis de biomasa
Sector técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una glucosidasa mutante glucosilada derivada de
un terméfilo, una composiciéon enzimatica que contiene esta enzima y un procedimiento para hidrolizar biomasa
utilizando la composicion enzimatica.

Antecedentes técnicos

Diversas técnicas estan disponibles para sacarificacion de celulosa, entre las cuales un procedimiento de
sacarificacion enzimatica, que utiliza condiciones de reaccion suaves y consigue un rendimiento de azucar elevado,
se ha convertido en la corriente prevalente de desarrollo.

La celulasa, que es una enzima que degrada celulosa, se clasifica a groso modo en celobiohidrolasa, que actua
sobre las regiones cristalinas de la celulosa, y endoglucanasa, que reduce el peso molecular actuando desde dentro
de la cadena molecular de celulosa. Se sabe que estas celulasas son inhibidas por la celobiosa, que es uno de los
productos de la degradacion de celulosa. Mientras tanto, la B-glucosidasa es una enzima que actia sobre un
oligosacarido soluble en agua o celobiosa y cataliza una reaccion de hidrdlisis del enlace B-glucosidico.
Particularmente, la B-glucosidasa es una enzima necesaria para la adquisiciébn de abundante glucosa, que es Uutil
como materia prima para la fermentacion. Ademas, es conocido que las reacciones mediadas por celobiohidrolasa o
endoglucanasa son inhibidas por la acumulacién de celobiosa, que es producida por la degradacién de celulosa. Es
decir, la B-glucosidasa tiene un efecto de mejorar enormemente la eficiencia de degradacion de celulosa, debido a
su capacidad de reducir drasticamente la acumulacion de celobiosa producida por la degradacién de celulosa.

La celulosa esta contenida abundantemente en plantas herbaceas y plantas lefiosas, que se denominan
colectivamente biomasa celuldsica. La biomasa celul6sica contiene, ademas de celulosa, hemicelulosa tal como
xilano y arabinano, y lignina. Particularmente, siendo un compuesto polimérico aromético, se sabe que la lignina
contenida en la biomasa celulésica actia de manera inhibidora en la sacarificacién enzimatica por celulasa derivada
de hongos filamentosos. Aunque el mecanismo de inhibicién de celulasa derivada de hongos filamentosos por
lignina aun no ha sido completamente elucidado, la eficiencia de degradacion reducida causada por la adsorcién de
celulasa a lignina se ha propuesto como una de las causas (bibliografia no de patentes 1).

Una enzima termorresistente es altamente estable y conserva su actividad durante un largo periodo incluso en
condiciones de alta temperatura; por lo tanto, la aplicacién de una enzima termorresistente como una enzima
industrial estd siendo estudiada. Un gran numero de enzimas termorresistentes han sido confirmadas entre las
enzimas poseidas por terméfilos o hipertermdfilos.

También con respecto a B-glucosidasa termorresistente, ésta ha sido identificada a partir de varias especies de
termofilos o hipertermdfilos. Especificamente, la B-glucosidasa termorresistente ha sido identificada a partir de
organismos tales como Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Thermotoga maritima, Sulfolobus shibatae y
Clostridium thermocellum.

Se sabe que la celulasa o B-glucosidasa derivadas de hongos filamentosos estan glucosiladas (bibliografia no de
patentes 2). Como funcién general de una cadena de azicares en dicha proteina glucosilada, se conocen efectos
tales como mejorar la solubilidad de la proteina, mejorar la estabilidad fisica y mejorar la resistencia a proteasa
(bibliografia no de patentes 3). Como funcién otorgada por la posesién de una cadena de azicares por una enzima
de sacarificacién tal como celulasa, se da a conocer que la glucosilacién de xilanasa con cadenas de azlcares
unidas a N da como resultado un nivel de expresion incrementado de xilanasa (bibliografia de patentes 1).

Lista de menciones
Bibliografia de patentes
Bibliografia de patentes 1: W0/2005/093072
Bibliografia no de patentes
Bibliografia no de patentes 1: Hetti P. y otros, Journal of Biotechnology, 107, 65 a 72 (2004)
Bibliografia no de patentes 2: Christian P. y otros, Trichoderma and Gliocladium: Basic Biology, Taxonomy and

Genetics., vol. 1, 121 a 138 (1998)
Bibliografia no de patentes 3: H. Ohba y otros, Biosci. Biotech. Biochem., 59, 1581 a 1583 (1995)
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Caracteristicas de la invencion
Problema técnico

Un objetivo de la presente invencion es dar a conocer una glucosidasa mutante glucosilada derivada de un termofilo
y, ademas, dar a conocer una composicion enzimatica que muestra eficiencia de degradacién elevada en el proceso
de hidrolisis de celulosa, particularmente lignocelulosa que contiene lignina, mezclando la glucosidasa anterior y
celulasa.

Solucion al problema

Los inventores de la presente invencion llevaron a cabo una investigacion intensiva para conseguir el objetivo
mencionado anteriormente. Como resultado, han descubierto que una glucosidasa mutante glucosilada derivada de
un terméfilo puede aplicarse a la degradacion de celulosa.

Es decir, la presente invencidén se compone de los siguientes medios técnicos.

(1) Un procedimiento para producir una glucosidasa mutante derivada de un terméfilo que tiene fijada
selectivamente a ella una cadena de azUcares y también tiene una actividad glucosidasa, que comprende:

(i) preparar ADN que codifica una glucosidasa mutante derivada de un termofilo introduciendo una secuencia
de ADN que codifica Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (en las que, X es un aminoacido excepto prolina) en ADN que
codifica una glucosidasa derivada de un terméfilo que esta originalmente desprovista de una secuencia de
glucosilaciéon y, ademas, afiadir una secuencia de ADN que codifica una secuencia sefial de secrecion al
ADN que codifica la glucosidasa mutante,

(i) introducir el ADN que codifica la glucosidasa mutante al que se le ha afiadido la secuencia de ADN que
codifica la secuencia sefial de secrecién en un microorganismo eucariota, de modo que una glucosidasa
mutante codificada por el ADN de la glucosidasa mutante se exprese como una proteina secretora, y

(iii) aislar y purificar la glucosidasa mutante expresada de este modo como una proteina secretora.

(2) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, segun (1), en el que la cadena de azucares es una
cadena de azucares de tipo rica en manosa.

(3) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, segun (1) o (2), en el que la glucosidasa derivada
de un termofilo es una glucosidasa derivada de un termdfilo seleccionado entre el grupo que comprende el
género Sulofolobus, el género Thermoplasma, el género Caldivirgra, el género Thermosphaera, el género
Pyrococcus, el género Picrophilus, el género Caldivirgra 'y el género Fervidobacterium.

(4) EI procedimiento para producir una glucosidasa, segun cualquiera de (1) a (3), en el que la glucosidasa
derivada de un termdfilo es una proteina que comprende:

(i) una secuencia de aminoacidos igual que cualquiera de las secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18y
SEQ ID NO: 20, o

(i) una secuencia de aminoacidos que tiene el 85% o mas de identidad con cualquiera de las secuencias de
aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, y también una actividad B-glucosidasa.

(5) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, segun cualquiera de (1) a (4), en el que el
microorganismo eucariota es Pichia pastoris.

(6) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, segun cualquiera de (1) a (5), en el que la
secuencia sefal de secrecion es una secuencia sefial de secrecion de factor o.

(7) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, segun cualquiera de (1) a (6); en el que la
glucosidasa mutante derivada de un termofilo comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera
de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID
NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 56.

(8) Una composicion enzimatica para sacarificacion de biomasa que comprende celulasa y la glucosidasa
mutante derivada de un termofilo obtenida mediante el procedimiento de produccién, segun cualquiera de (1) a
(7).

(9) La composicion enzimatica para sacarificacion de biomasa, segun (8), en la que la celulasa es una mezcla de
celulasas derivadas de hongos filamentosos.

(10) La composicion enzimatica para sacarificacion de biomasa, segun (8) o (9), en la que la mezcla de celulasas
derivadas de hongos filamentosos es una mezcla de celulasas derivadas del género Trichoderma.

(11) Un procedimiento para hidrolizar biomasa, que comprende utilizar la composicién enzimatica, segun
cualquiera de (8) a (10).

(12) EIl procedimiento para hidrolizar biomasa, segin (11), que comprende filtrar una hidrolasa obtenida por la
composicién enzimatica mencionada anteriormente a través de una membrana de ultrafiltracion, y separar y
recuperar la composicién enzimatica utilizada.
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La presente memoria descriptiva abarca el contenido descrito en la memoria descriptiva y/o los dibujos de la solicitud
de patente japonesa No. 2010-044242, en base a la cual la presente solicitud reivindica prioridad.

Efectos ventajosos de la invencién

En comparacion con la utilizacion de una glucosidasa derivada de un termdfilo con una mezcla de celulasa no
glucosilada, la glucosidasa mutante glucosilada derivada de un termofilo obtenida mediante la presente invencion
puede conseguir mayor eficiencia de degradaciéon de celulosa en la hidrélisis de biomasa celulésica. Este efecto es
prominente particularmente en la hidrélisis de lignocelulosa. Ademas, la glucosidasa mutante glucosilada derivada
de un termdfilo, segun la presente invenciéon, tiene baja capacidad de adsorcion para biomasa celulésica,
particularmente para lignocelulosa, y para una membrana de ultrafiltracién, y también para una membrana de
ultrafiltracion utilizada para la separacion de una solucién de azucar del hidrolizado y, de este modo, consigue una
excelente recuperacion de enzimas del hidrolizado.

Descripcion breve de los dibujos

[Figura 1] La figura 1 muestra un alineamiento de una B-glucosidasa derivada de Pyrococcus furiosus (PfuBGL)
mostrada en SEQ ID NO: 4, una B-glucosidasa derivada de Trichoderma reesei (TriReBGL) mostrada en SEQ ID
NO: 1 y una B-glucosidasa derivada de Aspergillus niger (AspNgBGL) mostrada en SEQ ID NO: 2 en el ejemplo 1.
La secuencia de glucosilacion en SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 estaba subrayada, y el sitio de introduccién de la
secuencia de glucosilacion (H60, L61 y Y62) en SEQ ID NO: 4 estaba subrayada de forma similar.

[Figura 2-1] La figura 2-1 muestra un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 (gPfuBGL) y
las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 (ThAggBGY), SEQ ID NO: 10 (CmGHFP), SEQ ID NO: 12
(SaBGAL), SEQ ID NO: 14 (SsoBGAL), SEQ NO: 16 (PtBGAL), SEQ ID NO: 18 (TvBGAL) y SEQ ID NO: 20
(FNGHFP) en el ejemplo 2. La secuencia de glucosilacion Asn-Arg-Thr (N-R-T) insertada en la secuencia de SEQ ID
NO: 6 estaba subrayada. Ademas, el sitio correspondiente al sitio de glucosilacion Asn-Arg-Thr (N-R-T) en la
secuencia de SEQ ID NO: 6 en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 20 estaba subrayado de forma similar.

[Figura 2-2] La figura 2-2 es una continuacién de la figura 2-1.

[Figura 3] La figura 3 es un diagrama que muestra el patron de bandas de electroforesis en gel de poliacrilamida
para PfuBGL (izquierda) preparada en el ejemplo comparativo 1 y la PluBGL mutante glucosilada preparada en el
ejemplo 2 sin tratamiento con EndoH (derecha) y con tratamiento con EndoH (centro). Se confirma una reduccion del
peso molecular de la PfuBGL mutante glucosilada mediante tratamiento con EndoH.

[Figura 4] La figura 4 es un gréafico que muestra los resultados de la evaluacién de estabilidad térmica de la enzima
midiendo los cambios de la cantidad de glucosa producida por degradacién de celobiosa mediante PfuBGL en un
tiempo de retencién de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 4.

[Figura 5] La figura 5 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la enzima
midiendo los cambios de la cantidad de glucosa producida por degradacion de celobiosa mediante la PfuBGL
mutante glucosilada en un tiempo de retencién de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 4.

[Figura 6] La figura 6 es un grafico que muestra los resultados de la comparaciéon de los cambios de la cantidad de
glucosa producida entre el caso en el que a una composiciéon enzimatica que contenia una celulasa derivada del
género Trichoderma + la PfuBGL mutante glucosilada se le permitié actuar sobre el sustrato de lignocelulosa y el
caso en el que a una composicion enzimatica que contenia una celulasa derivada del género Trichoderma + PfuBGL
se le permitié actuar sobre el sustrato de lignocelulosa en el ejemplo 5. Como sustrato, se utilizd lignocelulosa al 5%
en peso, y se dejo proseguir a las reacciones hasta 28 horas a 50°C, y el producto de reaccién se muestred segun
era apropiado y se midi6 para conocer la concentracion de glucosa. Se afadié celulasa a 0,5 mg/ml y se afnadio
glucosidasa a 0,005 mg/ml (1/100 de la cantidad de celulasa).

[Figura 7] La figura 7 es un diagrama que muestra la estructura basica de una cadena de azucares unida a N. En la
estructura basica de una cadena de azlcares unida a N, dos residuos de N-acetilglucosamina y, ademas, tres
residuos de manosa estan unidos a la cadena lateral de Asn de una glucosidasa derivada de un termofilo.

[Figura 8] La figura 8 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la enzima
midiendo los cambios de la actividad residual de AggBGY (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en degradacion
de celobiosa en un tiempo de retencién de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.

[Figura 9] La figura 9 es un gréafico que muestra los resultados de la evaluacién de estabilidad térmica de la enzima
midiendo los cambios de la actividad residual de la AggBGY mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas de
calentamiento) en degradacion de celobiosa en un tiempo de retencion de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.
[Figura 10] La figura 10 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de CmGHFP (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en
degradacion de celobiosa en un tiempo de retencion de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.

[Figura 11] La figura 11 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de la CmGHFP mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas de
calentamiento) en degradacion de celobiosa en un tiempo de retencion de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.
[Figura 12] La figura 12 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de SaBGAL (valor relativo a 0O horas de calentamiento) en
degradacion de celobiosa en un tiempo de retencion de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.
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[Figura 13] La figura 13 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de la SaBGAL mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas de
calentamiento) en degradacion de celobiosa en un tiempo de retencion de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.
[Figura 14] La figura 14 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de SsoBGAL (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en
degradacion de celobiosa en un tiempo de retencién de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.

[Figura 15] La figura 15 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de la SsoBGAL mutante glucosilada (valor relativo a O horas
de calentamiento) en degradacion de celobiosa en un tiempo de retencion de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.
[Figura 16] La figura 16 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de PtBGAL (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en
degradacion de celobiosa en un tiempo de retencién de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.

[Figura 17] La figura 17 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de la PtBGAL mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas de
calentamiento) en degradacion de celobiosa en un tiempo de retencion de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.
[Figura 18] La figura 18 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de TvBGAL (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en
degradacion de celobiosa en un tiempo de retencién de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.

[Figura 19] La figura 19 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de la TvBGAL mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas de
calentamiento) en degradacion de celobiosa en un tiempo de retencién de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.
[Figura 20] La figura 20 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de FnGHFP (valor relativo a O horas de calentamiento) en
degradacion de celobiosa en un tiempo de retencion de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.

[Figura 21] La figura 21 es un grafico que muestra los resultados de la evaluacion de estabilidad térmica de la
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de la FnNGHFP mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas de
calentamiento) en degradacion de celobiosa en un tiempo de retencién de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12.

Descripcion de realizaciones
A continuacion en el presente documento, la presente invencion se describira en detalle.

La “glucosidasa” en la presente invencion se refiere a una enzima que tiene una actividad de hidrolizar un disacarido
que tiene un enlace B-glucosidico (es decir, la actividad B-glucosidasa). Aunque un grupo de enzimas pertenecientes
a B-glucosidasa se enumera en la comision enzimatica (Enzyme Commission) (EC) No: EC 3.2.1.21, una proteina
que no pertenece a fB-glucosidasa en términos de numero de la EC pero que tiene la actividad B-glucosidasa
mencionada anteriormente, también esta abarcada por glucosidasa en la presente invenciéon. Los ejemplos de la
glucosidasa incluyen galactosidasa, manosidasa y una proteina de la familia de enlace glucosidico hidrolasa.

En la presente invencién, un terméfilo es un término genérico para un grupo de microorganismos que pueden vivir a
50°C o mas vy, particularmente, un hipertermofilo se refiere a un grupo de microorganismos que pueden vivir a 80°C
0 mas. Los ejemplos del termdfilo incluyen el género Sulofolobus, el género Thermoplasma, el género Caldivirgra, el
género Thermosphaera, el género Pyrococcus, el género Picrophilus, el género Caldivigra y el género
Fervidobacterium.

La glucosidasa derivada de un termdfilo es conocida publicamente y, por ejemplo, esta registrada en el GenBank
como NP_577802, que puede utilizarse en la presente invencion. Preferentemente, la glucosidasa derivada de un
termdfilo tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20. Mas
preferentemente, la glucosidasa derivada de un termofilo consta de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20. En la presente invencion, la glucosidasa derivada de un termoéfilo también
abarca una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 que ha sido
sometida a una o multiple delecion, sustitucion, adicion o insercion, o delecion, sustitucion, adicion o insercion de
uno o una pluralidad de aminoacidos, y que tiene una actividad B-glucosidasa. En este caso, el alcance de “uno o
una pluralidad” no esta particularmente limitado; sin embargo, es preferentemente 10 o menos, mas preferentemente
cinco o menos, de forma particularmente preferente cuatro o menos, o uno o dos. Ademas, en la presente invencion,
la glucosidasa derivada de un termofilo también abarca una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos con el
85% o mas, mas preferentemente el 90% o mas, y de la forma mas preferente el 95% o mas de identidad con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 segun el calculo utilizando la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) en el National Center for Biological Information y similares
(por ejemplo, parametro o parametros por defecto, es decir, el pardmetro o parametros establecidos inicialmente),
que constan, preferentemente, de la secuencia de aminoacidos anterior, y que tiene la actividad B-glucosidasa. En
este caso, el término “identidad” se refiere al porcentaje de los residuos de aminoacidos idénticos y aminoacidos
homélogos con respecto a los residuos de aminoéacidos totales solapantes en el alineamiento 6ptimo cuando dos
secuencias de aminoacidos se alinean con o sin un espacio introducido entre las secuencias de aminoacidos. La
identidad puede obtenerse usando un procedimiento conocido habitualmente por los expertos en la materia,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2544710 T3

software de analisis de secuencia (un algoritmo conocido publicamente tal como BLAST y FASTA), y similares. La
“actividad B-glucosidasa” es tal como se ha definido anteriormente, y esta actividad puede medirse, por ejemplo,
afiadiendo una solucién enzimatica a una solucion de sustrato de celobiosa obtenida disolviendo celobiosa en un
tampdn de acido acético - acetato sédico 50 mM (pH 5,0), permitiendo a la reaccion proseguir de 30 a 85°C durante
30 minutos, finalizando la reaccidén cambiando el pH segin sea necesario, y cuantificando la concentracion de
glucosa en la solucién de reaccién resultante utilizando un kit de cuantificacion de glucosa.

En la presente invencion, la “glucosidasa derivada de un terméfilo” no abarca una glucosidasa que tiene de forma
natural una secuencia de glucosilaciéon en su secuencia de aminoacidos, y esta limitada a una glucosidasa que esta
desprovista de forma natural de una secuencia de glucosilacion.

Una “cadena de azucares”, tal como se utiliza en la presente invencion, tiene una estructura en la que
monosacaridos estan unidos mediante un enlace glucosidico, y esta unida de forma terminal a la cadena lateral de
aminoacidos de la secuencia peptidica de la glucosidasa derivada de un termoéfilo mediante la formacion de enlaces
covalentes. La presencia o ausencia de “cadena de azucares” puede confirmarse tifiendo glucosidasa separada por
electroforesis SDS mediante una reaccion acido-base de Schiff (PAS) periédica conocida en general.

Una cadena de azUcares se clasifica principalmente en una cadena de azUcares unida a N, que se une a la cadena
lateral de asparagina, y una cadena de azlcares unida a O, que se une a las cadenas laterales de serina y treonina,
y la cadena de azulcares es, preferentemente, una cadena de azucares unida a N. Para una cadena de azucares
unida a N, una estructura que tiene un esqueleto basico que tiene dos residuos de N-acetilglucosamina y tres
residuos de manosa con respecto a la cadena lateral de asparagina se da como ejemplo (figura 7). Las moléculas de
azucar estan unidas adicionalmente a esta estructura basica mediante la accion enzimatica, con lo que se
componen diversas cadenas de azucares. La estructura de la cadena de azucares varia dependiendo del tipo de
microorganismo utilizado como huésped, la condicién de cultivo del huésped y similares. La glucosidasa derivada de
un termdfilo glucosilada se refiere a un compuesto al que estan fijadas diversas estructuras de cadena de azUlcares.

Si la cadena de azlcares unida a la glucosidasa derivada de un terméfilo estd unida a N o unida a O puede
confirmarse, por ejemplo, permitiendo que cada una de glucanasa unida a N que hidroliza especificamente la
seccion terminal de una cadena de azucares unida a N y glucanasa unida a O que hidroliza especificamente la
seccion terminal de una cadena de azlcares unida a O para actuar sobre la glucosidasa, realizando electroforesis
SDS, y a continuacion comparando los cambios del peso molecular de la glucosidasa. Como la glucanasa unida a N
empleada en este caso, pueden utilizarse N-glucosidasa F derivada de Flavobacterium meningosepticum
(PNGasaF), endo-B-N-acetilglucosaminidasa derivada de Strepfomyces plicatus, y similares. Ademas, como la
glucanasa unida a O, pueden utilizarse endo-o-N-acetilgalactosaminidasa derivada de Streptococcus y similares.

La cadena de azucares en la glucosidasa mutante de la presente invencion es, preferentemente, una de tipo rica en
manosa. En este caso, la expresion “de tipo rica en manosa” se refiere a una cadena de azucares unida a N en la
que cuatro o mas residuos de manosa estan unidos por dos residuos de N-acetilglucosamina o residuos de
glucosamina que componen la cadena de azucares. Como el azlcar diferente de manosa, pueden estar contenidos
otros monosacaridos tales como glucosa. Cuando esta contenida glucosa, ésta esta normalmente unida al extremo
no reductor de manosa de una cadena de azlcares de tipo rica en manosa.

Los ejemplos de una cadena de azucares unida a N diferentes de una de tipo rica en manosa incluyen una cadena
de azucares de tipo de complejo. Un tipo de complejo se caracteriza por contener, como azucar diferente de manosa
y N-acetilglucosamina, diversos tipos de azUcares tales como fructosa y acido sialico como sus componentes. En
comparacién con una de tipo rica en manosa, la relacion de N-acetilglucosamina en una cadena de azucares se
incrementa, y la relacidon de manosa con respecto a dos residuos de N-acetilglucosamina es de tres o0 menos.

Si una cadena de azucares unida a N dada es o no una de tipo rica en manosa o un tipo hibrido puede confirmarse,
por ejemplo, transfiriendo glucosidasa que se ha sometido a electroforesis a una membrana de PVDF, haciéndole
reaccionar con lectina especifica de cadena de azucares, y examinando el desarrollo de color. Los ejemplos de la
lectina especifica de cadena de azucares utilizados en este caso incluyen Concanavalina A (ConA), lectina de
Ricinus communis (RCA12), lectina de Ulex europaeus (UEA-1) y lectina de cacahuete (PNA). Si la glucosidasa se
tine con ConA, puede confirmarse como una cadena de azucares unida a N de tipo rica en manosa, mientras que si
se tifie con RCA120, puede confirmarse como una cadena de azucares unida a N de tipo hibrido. Ademas, como
otra técnica de valoracion, la estructura de la cadena de azlcares puede confirmarse separando el azucar que
compone la cadena de azucares de glucosidasa purificada suficientemente y cuantificando el componente
monosacaridico del azicar separado de este modo analizandolo con MALDI-TOF/MS o HPLC.

La “secuencia de glucosilacion” se refiere a la secuencia de aminoacidos de la parte que es sometida a glucosilacion
en el proceso de expresion y traduccidon en un organismo eucariota.

Los ejemplos de la secuencia de glucosilacion incluyen la secuencia consenso de una cadena de azucares unida a
N, que es Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (en las que, X es un aminoacido excepto prolina), y la secuencia consenso de una
cadena de azucares unida a O, que es Cys-X-Ser-X-Pro-Cys (en la que, X es un aminoacido excepto prolina); sin

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2544710 T3

embargo, la secuencia de glucosilacién no esta limitada a éstas. Preferentemente, la secuencia de glucosilacién es
la secuencia consenso de una cadena de azucares unida a N. En este caso, los ejemplos de aminoacido excepto
prolina incluyen Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Met, Cys, Ser, Thr, Asp, Glu, His, Lys, Arg, Asny GIn.

La glucosidasa mutante glucosilada derivada de un terméfilo, segun la presente invencién, (a continuacion, en el
presente documento, denominada como “glucosidasa mutante”) se refiere a una glucosidasa mutante que resulta de
la introduccién de la secuencia de aminoacidos que compone la secuencia de glucosilacion mencionada
anteriormente en la secuencia de aminoacidos mencionada anteriormente de una glucosidasa derivada de un
termofilo, en la que la secuencia de aminoacidos se glucosila selectivamente. Pueden introducirse una o dos o mas
secuencias de glucosilacion, y estas secuencias pueden ser todas iguales o contener multiples tipos de secuencias
de glucosilacion.

Como sitio de introduccién de la secuencia de glucosilacion, se selecciona preferentemente una posicion tal que no
inactiva la actividad enzimatica original mediante la introduccion. El procedimiento para determinar dicho sitio de
introduccion de la secuencia de glucosilacion puede llevarse a cabo mediante las siguientes etapa 1) y etapa 2).

Etapa 1) Realizar el analisis de alineamiento de la secuencia de aminoacidos entre una glucosidasa derivada de
hongos filamentosos que posee de forma natural una secuencia de glucosilaciéon y una glucosidasa derivada de un
termdfilo que estad desprovista de forma natural de una secuencia de glucosilacién para aclarar una relacion
posicional relativa de la secuencia de glucosilacion de la glucosidasa derivada de hongos filamentosos en la
glucosidasa derivada de un termdéfilo para especificar el sitio de introduccion de la secuencia de glucosilacion. Como
herramienta de alineamiento, pueden usarse muchos softwares bien conocidos tales como ClustalW. La glucosidasa
derivada de hongos filamentosos que posee de forma natural una secuencia de glucosilacion es, preferentemente,
una glucosidasa derivada del género Trichoderma o una glucosidasa derivada del género Aspergillosis. Las
secuencias de aminodacidos de estas glucosidasas derivadas de hongos filamentosos son conocidas publicamente vy,
preferentemente, se utiliza una B-glucosidasa derivada de Trichoderma reesei que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o una B-glucosidasa derivada de Aspergillus niger que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

Etapa 2) A continuacion, confirmar si el sitio de introduccién de la secuencia de glucosilacion en la glucosidasa
derivada de un terméfilo que ha sido especificada por el analisis de alineamiento mencionado anteriormente esta
presente sobre la superficie de la enzima. Si ésta estd o no presente sobre la superficie de la enzima puede
averiguarse utilizando la estructura cristalina de la glucosidasa derivada de un terméfilo objetivo. Dicha estructura
cristalina puede recuperarse de una base de datos tal como Protein Data Bank si es conocida. Ademas, una
estructura cristalina puede obtenerse realizando en realidad cristalografia por rayos X, etc.

En la presente invencion, el sitio de introduccion de la secuencia de glucosilacion se selecciona, preferentemente, de
acuerdo con la etapa 1) y la etapa 2) mencionadas anteriormente; sin embargo, como otra técnica, puede
seleccionarse de acuerdo con la etapa 3) y la etapa 4) siguiente.

Etapa 3) Obtener el area superficial accesible (ASA) (Az) del residuo de aminoacido mediante software analitico y,
en base al valor obtenido de este modo, seleccionar el residuo de aminoacido que esta expuesto cerca de la
superficie de la glucosidasa derivada de un terméfilo. EI ASA de cada residuo de aminoacido puede calcularse
utilizando software analitico de ASA tal como AREAIMOL (paquete ccp4) (Collaborative Computing Project Number
4 (CCP4) of UK Science and Engineering Research Council) (“Proyecto colaborativo de computacion numero 4
(CCP4) del consejo de investigacion de ciencia e ingenieria del RU”), SURFace (grupo Barry Honig, the Department
of Biochemistry and Molecular Biophysics and Center of Computational Biology and Bioinformatics of Columbia
(“Departamento de bioquimica y biofisica molecular y centro de biologia computacional y bioinformatica de
Columbia”), y ASAP(Institute for Molecular Bioscience, University of Queensland y the ARC Centre in Bioinformatics)
(“Instituto de biociencia molecular, Universidad de Queensland y centro ARC de bioinformatica”), todos los cuales
pueden obtenerse de paginas web. Si se calcula que un residuo de aminoacido tiene un ASA de 1 A% o mayor,
entonces se supone que esta expuesta a la superficie, y como sitio de introduccién de la secuencia de glucosilacion,
se selecciona preferentemente un residuo de aminoacido con un ASA de 2 A? o mas. Particularmente, para
introducir los tres residuos de aminoacidos (Asn-X-Ser o Asn-X-Thr: X es un aminoacido excepto prolina), que
forman la secuencia consenso para una cadena de azucares unida a N, es preferente seleccionar una parte que
contiene tres 0 mas aminoacidos consecutivos con un ASA de 2 A? 0 mas.

Etapa 4) Seleccionar, de entre los sitios de introduccion de la secuencia de glucosilacion en una glucosidasa
derivada de un termdfilo seleccionada mediante la etapa 3) anteriormente, una posicion que esta demasiado lejos
del sitio activo de la enzima de la glucosidasa derivada de un terméfilo para causar una reduccion de la actividad
enzimatica mediante introduccion de la secuencia de glucosilacion. La distancia desde el sitio activo de la enzima
puede averiguarse utilizando la estructura cristalina de la glucosidasa derivada de un terméfilo objetivo de una
manera similar a la anterior. Especificamente, después de excluir los residuos de aminoacidos dentro de una
distancia de 3,5 A desde el sitio activo de la enzima, se selecciona preferentemente el residuo de aminoéacido que
esta mas alejado que esta distancia.
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Por ejemplo, la aplicacion de la etapa 3) y la etapa 4) mencionadas anteriormente a PfuBGL representada mediante
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 sera de la siguiente manera. En primer lugar, utilizando AREAIMOL
(paquete ccp4), se calcula el ASA suponiendo que la molécula de disolvente tiene 1,4 A, y el residuo de aminoacido
con un ASA de 2 A 0 mas es excluido (Tabla 1 (i)). Posteriormente, se extrae una parte que contiene tres 0 mas
aminoacidos consecutivos con un ASA de 2 A? o mas (Tabla 1 (ii)). Ademas, en base a la informacion de la
estructura cristalina de PfuBGL, se especifican los residuos de aminoacidos dentro de una distancia de 3,5 A del
sitio activo de la enzima (23 residuos de S13, R78, N207, 1263, 1303, G304, V305, N306, Y307, S343, D344, L367,
1370, 1371, T372, D378, R384, Y387, H391, D404, V405, R406, N407, Y408, L409, H410, W411 y F427) y a
continuacion se excluyen. Como resultado, puede seleccionarse el sitio de introduccion de la secuencia de
glucosilacion (Tabla 1 (iii)).

[Tabla 1]

Ejemplo de seleccion del sitio de introduccion de la secuencia de glucosilacién en PfluBGL

(i) Residuos de aminoacidos con un ASA de 2 A” o0 mas

M1-M9, F17-F19, G22-G25, E27-V34, H37-E40, 142-L51, E53, N54, Y58-Q64, D67, 168, E70, 168, E70, K71, G73,
D75, E82-R85, P88-P90, F92-D110, P112-115, K117, E118, E120-A127, E129, H130, R132, K133, S136, D137,
K139-F145, Y150-W152, P155-D160, 1162, A163, R165-L167, P169-P173, W176-T181, V183, E184, K187, Y194,
H195, D197-L199, D201, M202, E208, N210-Q215, Y217-S222, F224, P225, G227-K236, K238-N240, 1242, 1246,
Y249, D250, K253-S259, A265-E279, E281-D287, E289, T292, 1293, H295-W302, Y308, R310-Y313, A315-Y326,
F328-R340, D344, F345, W374, Y350-E352, E355, N356, K359, Y360, N362-P368, 1370, E373, M376, A379-Y383,
P385-Y387, S390, K363, A394, Y396, N397, M399-R406, W411, E418-Q421, F423-F427, Y431, D433, P443, L446,
R449, E450, T453-E460, A462-K473

(i) Entre (i), una parte que contiene tres o mas residuos de aminoacidos consecutivos

M1-M9, F17-F19, G22-G25, E27-V34, H37-E40, 142-L51, Y58-Q64, E82-R85, P88-P90, F92-D110, P112-115,
E120-A127, K139-F145, Y150-W152, P155-D160, R165-L167, P169-P173, W176-T181, D197-L199, N210-Q215,
Y217-S222, G227-K236, K238-N240, K253-S259, A265-E279, E281-D287, H295-W302, R310-Y313, A315-Y326,
F328-R340, Y350-E352, N362-P368, A379-Y383, P385-Y387, M399-R406, E418-Q421, F423-F427, T453-E460,
A462-K473

(iii) Entre (i), un residuo de aminoacido alejado del sitio activo de la enzima 3,5 A 0 mas

M1-M9, F17-F19, G22-G25, E27-V34, H37-E40, 142-L51, Y58-Q64, E82-R85, P88-P90, F92-D110, P112-115,
E120-A127, K139-F145, Y150-W152, P155-D160, R165-L167, P169-P173, W176-T181, D197-L199, N210-Q215,
Y217-S222, G227-K236, K238-N240, K253-S259, A265-E279, E281-D287, H295-W302, R310-Y313, A315-Y326,
F328-R340, Y350-E352, N362-E366, A379-Y383, M399-A403, E418-Q421, F423-R426, T453-E460, A462-K473

El sitio de introduccién de la secuencia de glucosilacion esta presente en un sitio o, preferentemente, en de dos a
cinco sitios.

En la presente invencion, el término “introduccion” indica que la secuencia de glucosilacion mencionada
anteriormente se traduce en un polipéptido. Es decir, en la secuencia de aminoacidos original de una glucosidasa
derivada de un terméfilo, la secuencia de glucosilacién mencionada anteriormente puede sustituir a la secuencia de
aminoacidos existente, o puede insertarse en la secuencia de aminoacidos existente. Es decir, en el caso de
sustitucion, la longitud del polipéptido permanece inalterada con respecto a antes de la mutacion, mientras que en el
caso de insercion, la longitud del polipéptido se vuelve mas larga por la longitud de la secuencia de glucosilacion
insertada. Sin embargo, desde el punto de vista de retencién de la actividad enzimatica, la introducciéon de la
secuencia de glucosilacién preferentemente tiene lugar mediante sustitucion de la secuencia de aminoacidos
existente.

Ademas, como la secuencia de glucosilacion a introducir, puede adoptarse cualquiera de las secuencias de
glucosilaciébn mencionadas anteriormente y, como X, puede utilizarse cualquier aminoacido excepto prolina; sin
embargo, debe seleccionarse una secuencia de glucosilacion y un aminoacido que se espera que tengan poco
impacto cuando se introducen como una mutacion. Por ejemplo, en el caso de una sustitucion de aminoacidos, es
deseable una sustitucion de aminoacidos conservativa. La sustituciéon de aminoacidos conservativa se refiere a una
sustitucion que tiene lugar entre los aminoacidos que tienen propiedades eléctricas, propiedades estructurales,
polaridad o hidrofobicidad similares, etc., y se espera que la sustituciéon entre estos aminoacidos similares no altere
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el fenotipo de la proteina. Los ejemplos incluyen un aminoacido basico (Lys, Arg e His), un aminoacido acido (Glu y
Asp), un aminoacido aromatico (Trp, Phe, Tyr e His), un aminoacido ramificado (Val, lle y Thr), un aminoacido polar
(Ser, Thr, Tyr, Cys, Met, GIn, Asn y Gly) y un aminoacido hidréfobo (Ala, Val, Leu e lle).

En una realizacion, utilizando la técnica mencionada anteriormente, el sitio de introduccion de la secuencia de
glucosilacién en la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 4) de la -glucosidasa derivada de Pyrococcus furiosus
puede especificarse como H60-L61-Y62 (figura 1).

Ademas, segun la presente invencion, utilizando la secuencia de aminoacidos de la glucosidasa derivada de un
termofilo en la que el sitio de introduccion de la secuencia de glucosilacion se determina en la técnica mencionada
anteriormente, el sitio de introduccién de la secuencia de glucosilacion puede determinarse también en otra
glucosidasa derivada de un terméfilo que tiene la secuencia de aminoacidos que es altamente idéntica a la
secuencia de aminoacidos anterior. Por ejemplo, después de determinar el sitio de introduccion de la secuencia de
glucosilacion en la B-glucosidasa derivada de Pyrococcus furiosus mostrada en SEQ ID NO: 4 mediante la técnica
mencionada anteriormente, se realiza un andlisis de alineamiento con respecto a otra enzima que tiene la secuencia
de aminoacidos que tiene alta identidad con la B-glucosidasa mostrada en la SEQ ID NO: 4, y la posiciéon en la
secuencia de aminoacidos de esta enzima que corresponde al sitio de introduccién determinado en SEQ ID NO: 4
(por ejemplo, H60-L61-Y62) puede determinarse como el sitio de introduccion de la secuencia de glucosilacién. Los
ejemplos de otra enzima que tiene la secuencia de aminoacidos que tiene alta identidad con la B-glucosidasa
mostrada en la SEQ ID NO: 4 incluyen las enzimas que tienen las secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20.

En una realizacion, utilizando la técnica mencionada anteriormente, el sitio de introduccién de la secuencia de
glucosilacién en las secuencias de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20 puede especificarse como N60-L61-N62,
D60-L61-Y62, G61-N62-Y63, G61-N62-Y63, D58-L59-Y60, N63-N64-Y65 y K63-Q64-Y65, respectivamente (figura
2-1y figura 2-2).

En una realizacion, la glucosidasa mutante, segun la presente invencion, comprende, por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 6. Preferentemente, la glucosidasa mutante, segun la presente invencion,
consta de, por ejemplo, la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 6.

En la presente invencién, la actividad glucosidasa se refiere a la actividad de degradacion de celobiosa. Es decir, es
una actividad de catalizar la reaccién para producir glucosa mediante hidrélisis de celobiosa, cuando se utiliza como
un sustrato. La glucosidasa mutante de la presente invencién conserva, preferentemente, el 40% o mas, mas
preferentemente, el 50% o mas, aun mas preferentemente, el 60% o mas y, de forma particularmente preferente, el
70% o mas actividad con respecto a la actividad de degradacion de celobiosa de la glucosidasa de tipo silvestre. La
actividad de degradacion de celobiosa de la glucosidasa mutante de la presente invencion con respecto al tipo
silvestre puede evaluarse, por ejemplo, afiadiendo la glucosidasa mutante o la glucosidasa de tipo silvestre a una
solucion tampén de celobiosa 10 mM / acetato 50 mM, llevando a cabo la reaccién enzimatica a 50°C, y a
continuacién midiendo la cantidad de glucosa producida. En este caso, la cantidad de glucosa producida puede
cuantificarse de acuerdo con una técnica conocida publicamente, tal como el procedimiento enzimatico y HPLC.

La glucosidasa mutante, segun la presente invencion, puede ser una obtenida mediante cualquier procedimiento; sin
embargo, para que la secuencia de glucosilacion introducida se glucosile selectivamente, la glucosidasa mutante se
proporciona deseablemente cultivando una célula eucariota que contiene ADN que codifica la glucosidasa mutante.

Puede producirse ADN que codifica la glucosidasa mutante mediante el siguiente procedimiento. Es decir, puede
producirse determinando el sitio de introduccion de la secuencia de glucosilacion en la secuencia de aminoacidos de
una glucosidasa derivada de un termofilo mediante la técnica mencionada anteriormente, y a continuacién
introduciendo ADN que codifica la secuencia de glucosilacion en la parte de la secuencia de nucleétidos en ADN que
codifica la glucosidasa que corresponde al sitio de introduccion. En este caso, el término “ADN” abarca cualquier
acido nucleico que codifica la glucosidasa o la secuencia de glucosilacion, que puede ser ADNc, ADN gendmico, un
gen y similares.

Los ejemplos de ADN que codifica una glucosidasa derivada de un terméfilo incluyen ADN que codifica la
glucosidasa derivada de un terméfilo mencionada anteriormente, por ejemplo, ADN que comprende la secuencia de
nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19, preferentemente, ADN que consta de las
secuencias de nucleoétidos anteriores. Ademas, ADN que codifica una glucosidasa derivada de un terméfilo abarca
ADN que comprende una secuencia de nucleétidos capaz de hibridar con ADN que consta de una secuencia de
nucleé6tidos complementaria a la secuencia de nucleé6tidos mostrada en SEQ ID NO: 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 en
condiciones rigurosas, preferentemente ADN que consta de la secuencia de nucle6tidos anterior, y que codifica una
proteina que tiene la actividad B-glucosidasa. La condicion rigurosa puede ser una condicién poco rigurosa, una
condicion medianamente rigurosa o una condicidbn muy rigurosa. La condicion rigurosa incluye, por ejemplo, llevar a
cabo hibridaciéon en de 2 a 5 x SSC y SDS al 0,2% (en la que, 1 x SSC indica cloruro sédico 150 mM, citrato sédico
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15 mM, y pH 7,0) a de 45 a 70°C, seguido por lavado con de 0,1 a 1 x SSC y SDS del 0,1 al 0,2% a de 45 a 65°C.
La condicion rigurosa se describe, por ejemplo, en el documento Sambrook y otros, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual (“Manual de laboratorio”), 22 edicién, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Ademas, ADN que codifica
una glucosidasa derivada de un terméfilo abarca ADN que comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en
SEQ ID NO: 3,7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 que ha sido sometida a una o mudltiple, sustitucién, adicién o insercion, o
delecion, sustitucién, adicion o insercion de uno o una pluralidad de nucleétidos y que codifica una proteina que
tiene la actividad B-glucosidasa. En este caso, el alcance de “uno o una pluralidad” no esta particularmente limitado;
sin embargo, es preferentemente 10 o menos, mas preferentemente cinco o menos, de forma particularmente
preferente cuatro o menos, o uno o dos. Ademas, ADN que codifica una glucosidasa derivada de un termdfilo abarca
ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene el 85% o mas, mas preferentemente, el 90% o mas vy,
de la forma mas preferente, el 95% o mas de identidad con la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 3,
7,9, 11, 13, 15, 17 y 19 segun el calculo utilizando BLAST y similares (por ejemplo, pardmetro o parametros por
defecto, es decir, el parametro o parametros establecidos inicialmente), preferentemente ADN que consta de la
secuencia de nucledtidos anterior, y que codifica una proteina que tiene la actividad -glucosidasa.

Los ejemplos de ADN que codifica la secuencia de glucosilacion incluyen ADN que codifica la secuencia de
glucosilacién mencionada anteriormente, y puede determinarse apropiadamente en consideracién de los organismos
huéspedes y la degeneracion del cédigo genético.

Puede producirse ADN que codifica la secuencia de glucosilacion en ADN que codifica una glucosidasa mediante
una técnica conocida publicamente tal como mutagénesis dirigida al sitio e introduccion de una mutaciéon especifica
por PCR (Sambrook y otros, descrito anteriormente).

En una realizacién, los ejemplos de ADN que codifica la glucosidasa mutante incluyen ADN que comprende la
secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 5. Preferentemente, los ejemplos de ADN que codifica la
glucosidasa mutante incluyen ADN que consta de la secuencia de nucle6tidos mostrada en SEQ ID NO: 5. En SEQ
ID NO: 5, se introduce ADN que codifica la secuencia de glucosilacion como -aaccgcact- en las posiciones 178 a
186.

Ademas, puede afiadirse ADN que codifica una secuencia sefial de secreciéon que es adecuada para el huésped a
ADN que codifica la glucosidasa mutante mencionada anteriormente. La secuencia sefial de secrecion puede
afadirse apropiadamente al extremo 5' o extremo 3' de ADN que codifica la glucosidasa mutante y, preferentemente,
se afade al extremo 5'. También puede incorporarse ADN que codifica la secuencia sefial de secrecién en un vector
de expresion por adelantado. Por ejemplo, cuando el huésped es levadura, se utilizan la secuencia sefial de factor o,
la secuencia sefial de a-amilasa, la secuencia sefial de glucoamilasa, la secuencia sefal de albumina del suero, la
secuencia sefial derivada de inulinasa, la secuencia sefial de invertasa, la secuencia sefial de proteina citotéxica, la
secuencia sefal de lisozima, y similares. Particularmente en Pichia pastoris, la secuencia sefial de secreciéon de
factor a es preferente. La secuencia sefial de secrecion de factor o es conocida publicamente y, por ejemplo, esta
registrada en el GenBank con NP_015137, que puede utilizarse en la presente invencion.

Cuando el género Trichoderma se utiliza como huésped, puede utilizarse la secuencia sefial relacionada con
celulasa. El género Trichoderma tiene una caracteristica de secretar, como celulasa, celobiohidrolasa, xilanasa,
endoglucanasa, xilosidasa y xiloglucanasa fuera de la célula, y estas enzimas tienen, cada una, una secuencia sefial
de secrecion: estas secuencias sefial son conocidas publicamente, y pueden utilizarse secuencias peptidicas que
contienen estas secuencias sefial uniéndolas funcionalmente a la glucosidasa mutante.

ADN que codifica la glucosidasa mutante que tiene una o mas secuencias de glucosilacién que pueden someterse a
glucosilacién por una célula eucariota preparada como anteriormente esta unido cadena abajo del promotor en un
vector de expresion apropiado utilizando una enzima de restriccion y una ADN ligasa, con lo que puede producirse
un vector de expresion que porta el ADN.

Los ejemplos del vector de expresion incluyen un plasmido bacteriano, un plasmido de levadura, ADN de un fago (tal
como el fago lambda), ADN de un virus tal como un retrovirus, un baculovirus, un virus vaccinia y un adenovirus, un
derivado de SV40, y una agrobacteria como un vector para una célula vegetal, y cualquier otro vector puede
utilizarse siempre que sea replicable y viable, y la glucosilacién sea factible en la célula huésped. Los ejemplos del
vector de expresion incluyen, cuando el huésped es levadura, pPink-HC, pPink-LC, pPinka-HC, pPCIZ, pPCIZq,
pPCI6, pPCl60, pFLD1, pFLD1a, pGAPZ, pGAPZa, pPIC9K y pPIC9.

Como promotor, puede utilizarse cualquier promotor siempre que sea un promotor adecuado que corresponda al
huésped a utilizar para expresién génica, y puede ser un promotor constitutivo o un promotor inducible. Los ejemplos
del promotor incluyen, cuando el huésped es levadura, el promotor AOX1, el promotor TEF1, el promotor ADE2, el
promotor CYCH1, el promotor GALL1, el promotor AOX2, el promotor YPT1, el promotor GAP y el promotor FLD.

La célula huésped que se utilizara en la presente invencién puede ser cualquier célula huésped siempre que tenga el
mecanismo de glucosilacién. Los ejemplos preferentes de la célula huésped incluyen una célula de levadura, una
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célula de hongo, una célula de insecto, una célula vegetal y una célula animal. Los ejemplos de la célula de levadura
incluyen el género Pichia, el género Saccharomyces 'y el género Schizosaccharomyces. Los ejemplos de la célula de
hongo incluyen el género Aspergillus y el género Trichoderma. Los ejemplos de la célula de insecto incluyen Sf9.
Los ejemplos de la célula vegetal incluyen los dicotiledones. Los ejemplos de la célula animal incluyen CHO, Hela, y
HEK293. Mas preferentemente, la célula huésped en una célula de levadura y, ain mas preferentemente, es Pichia
pastoris.

La transformacion o transfeccion puede llevarse a cabo mediante un procedimiento conocido publicamente, tal como
el procedimiento de fosfato calcico y electroporacion. La glucosidasa mutante puede obtenerse expresandola en la
célula huésped que ha sido transformada o transfectada, tal como se ha descrito anteriormente, bajo el control del
promotor, y a continuacién recogiendo el producto de expresion. Para expresion de la glucosidasa mutante, se
permite a la célula huésped proliferar o crecer a una densidad celular apropiada, y el promotor es inducido por un
desplazamiento de temperatura o medio de induccion quimica tal como la adicién de isopropil-1-tio-B-D-galactésido
(IPTG), y a continuacion la célula se cultiva ademas durante cierto periodo de tiempo.

Cuando la glucosidasa mutante es excretada fuera de la célula, se purifica directamente del medio. Cuando la
glucosidasa mutante esta presente fuera de la célula, la célula es destruida mediante medios fisicos tales como
desintegracion ultrasonica y desintegracidn mecanica o mediante medios quimicos tales como un agente de lisis
celular, y a continuacion la glucosidasa mutante se purifica. La glucosidasa mutante puede purificarse parcial o
totalmente del medio de la célula recombinante mediante una combinacién de técnicas tal como precipitacion con
sulfato de amonio o precipitaciébn con etanol, extraccion con &cido, cromatografia de intercambio aniénico o
cationico, cromatografia de alto rendimiento de fase inversa, cromatografia por afinidad, cromatografia por filtracién
en gel y electroforesis.

En la hidrélisis de biomasa celul6sica, la glucosidasa mutante glucosilada de la presente invencion tiene resistencia
térmica superior y puede conseguir una eficiencia de degradacién de celulosa que es 1,2 veces, 1,3 veces, 1,4
veces, 1,5 veces, 1,6 veces, 1,7 veces, 1,8 veces, 1,9 veces y dos o mas veces tan elevada como la eficiencia de
degradacioén de celulosa conseguida cuando una glucosidasa derivada de un terméfilo se utiliza con una mezcla de
celulasa no glucosilada. La glucosidasa mutante de la presente invencién puede aplicarse a biomasa celulésica tal
como biomasa celulésica que contiene un componente de lignina, Avicel que casi no contiene ningin componente
de lignina, Solka Floc, y pasta industrial, y puede conseguir eficiencia de degradaciéon de celulosa profunda
particularmente en biomasa celulésica que contiene un componente de lignina.

La glucosidasa mutante obtenida como anteriormente puede utilizarse como una composicion enzimatica para
sacarificacion de biomasa mezclando con celulasa. La “celulasa”, tal como se utiliza en el presente documento, no
esta particularmente limitada siempre que sea una enzima que tenga una actividad de degradacién de celulosa, y
puede ser una mezcla de uno o mas tipos de celulasas. Los ejemplos de dicha enzima incluyen celulasa,
hemicelulasa, celobiohidrolasa, endoglucanasa, exoglucanasa, xilanasa y mananasa.

La celulasa utilizada en la presente invencion es, preferentemente, una mezcla de celulasas derivadas de hongos
filamentosos. La mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos es una mezcla que contiene, como minimo,
tanto endoglucanasa como celobiohidrolasa. Para llevar a cabo sacarificacion de celulosa mas eficiente, es
preferente una mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos que contiene dos o mas tipos de
endoglucanasas y/o dos o mas tipos de celobiohidrolasas. Los ejemplos del microorganismo que produce la mezcla
mencionada anteriormente de celulasas derivadas de hongos filamentosos incluyen el género Trichoderma, el
género Aspergillus, el género Cellulomonas, el género Clostridium, el género Streptomyces, el género Humicola, el
género Acremonium, el género Irpex, el género Mucor y el género Talaromyces. Dado que estos microorganismos
producen una celulasa en el medio de cultivo liquido, el medio de cultivo liquido puede utilizarse directamente como
una mezcla sin purificar de celulasas derivadas de hongos filamentosos, o una preparacién obtenida de un producto
purificado del medio de cultivo liquido puede utilizarse como la mezcla de celulasas derivadas de hongos
filamentosos. La mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos puede contener simultdneamente una (-
glucosidasa producida por el microorganismo; sin embargo, considerando que no existe en una cantidad adecuada
para la degradacion de celulosa y, ademas, es claramente distinguible de la B-glucosidasa derivada del género
Pyrococcus tal como se describird mas adelante, la B-glucosidasa, producida por el microorganismo que produce
celulasa también esta abarcada por celulasa en la presente invencion. Cuando se utiliza una preparaciéon obtenida
de un producto purificado del medio de cultivo liquido mencionado anteriormente, puede afiadirse una sustancia
diferente de una enzima tal como un inhibidor de proteasa, un dispersante, un agente solubilizante y un estabilizante
y el producto resultante puede utilizarse como una preparacion de celulasa.

La mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos utilizada en la presente invencién es, preferentemente,
una mezcla de celulasas producidas por el género Trichoderma. El género Trichoderma produce una mezcla de
celulasas que contiene, como minimo, dos tipos de endoglucanasas y, como minimo, dos tipos de celobiohidrolasas
en el medio de cultivo liquido, y una mezcla de celulasas preparadas a partir de dicho medio de cultivo liquido se
utiliza preferentemente en la presente invencién. Entre los organismos que pertenecen al género Trichoderma, una
mezcla de celulasas derivadas de Trichoderma reesei es mas preferente. Los ejemplos de la mezcla de celulasas
derivadas de Trichoderma reesei incluyen una mezcla de celulasas derivadas de Trichoderma reesei QM9414,
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Trichoderma reesei QM9123, Trichoderma reesei RutC-30, Trichoderma reesei PC3-7, Trichoderma reesei
ATCC66589, Trichoderma reesei CL-847, Trichoderma reesei MCG77, Trichoderma reesei MCG80 y Trichoderma
viride QM9123. Ademas, también puede utilizarse una cepa mutante derivada del género Trichoderma mencionado
anteriormente que ha conseguido productividad de celulosa mejorada a través de tratamiento mutagénico utilizando
un mutageno, irradiacién con rayos ultravioleta, o similares.

La mezcla de celulasas derivadas del género Trichoderma utilizada en la presente invenciéon es una composiciéon
enzimatica que contiene una pluralidad de componentes enzimaticos tales como celobiohidrolasa, endoglucanasa,
exoglucanasa, B-glucosidasa, xilanasa y xilosidasa. La mezcla de celulasas derivadas del género Trichoderma
puede llevar a cabo hidrélisis eficaz de celulosa debido al efecto concertado o el efecto complementario de una
pluralidad de componentes enzimaticos en la hidrélisis de celulosa.

Celobiohidrolasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por comenzar la hidrélisis a partir de la
seccion terminal de celulosa, y un grupo de enzimas que pertenecen a celobiohidrolasa se enumera en EC No:
EC3.2.1.91.

Endoglucanasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por comenzar la hidrélisis a partir de la
parte media de la cadena molecular de celulosa, y un grupo de enzimas que pertenecen a endoglucanasa se
enumera en EC NO: EC3.2.1.4, EC3.2.1.6, EC3.2.1.39 y EC3.2.1.73.

Exoglucanasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por comenzar la hidrélisis a partir del extremo
de la cadena molecular de celulosa, y un grupo de enzimas que pertenecen a exoglucanasa se enumera en EC NO:
EC3.2.1.74 y EC3.2.1.58.

B-glucosidasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por actuar sobre celooligosacéaridos o
celobiosa, y un grupo de enzimas que pertenecen a -glucosidasa se enumera en EC No: EC3.2.1.21.

Xilanasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por actuar sobre hemicelulosa o, particularmente,
xilano, y un grupo de enzimas que pertenecen a xilanasa se enumera en EC No: EC3.2.1.8.

Xilosidasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por actuar sobre xilooligosacaridos, y un grupo
de enzimas que pertenecen a xilosidasa se enumera en EC No: EC3.2.1.37.

En la presente invencion, se utiliza biomasa que contiene celulosa como sustrato de la reaccién enzimatica. La
biomasa que contiene celulosa es celulosa que se deriva ampliamente de biomasa vegetal. Mas especificamente, la
biomasa que contiene celulosa es bagazo, forraje de maiz, mazorca de maiz, pasto de aguja, paja de arroz, paja de
trigo, arboles, materiales lefiosos, residuos de material de construccion, periddicos, papel usado, pasta y similares.
Aunque la biomasa que contiene celulosa anterior contiene una impureza tal como el compuesto aromatico
macromolecular lignina y hemicelulosa, biomasa que contiene celulosa en la que lignina y hemicelulosa estan
parcialmente degradadas utilizando un acido, un élcali, agua caliente presurizada, y similares como pretratamiento
también puede utilizarse como celulosa. En este caso, biomasa que contiene celulosa pretratada tal como se ha
descrito anteriormente se proporciona como “lignocelulosa”, que puede utilizarse como un sustrato de la reaccion
enzimatica.

Como biomasa que contiene celulosa utilizada en la presente invencién, puede utilizarse una que ha sido sometida a
pretratamiento tal como tratamiento con amoniaco, tratamiento con acido sulfurico diluido, y tratamiento hidrotérmico
mediante una técnica conocida publicamente.

Para tratamiento con amoniaco, pueden aplicarse los procedimientos descritos en la publicacién de patente
japonesa (Kokai) No. 2008-161125 A y la publicacion de patente japonesa (Kokai) No. 2008-535664 A.
Especificamente, a la biomasa, se le afiade amoniaco a una concentracion del 0,1 al 15% en peso, y el tratamiento
se lleva a cabo a de 4 a 200°C, preferentemente a de 90 a 150°C. El amoniaco a afiadir puede estar en estado
liquido o en estado gaseoso. Cuando el amoniaco est en estado liquido, puede utilizarse amoniaco liquido o una
solucion acuosa de amoniaco. El numero de tratamientos no esta particularmente limitado, y puede realizarse, como
minimo, una vez. Cuando el tratamiento se realiza dos veces 0 mas, el primer tratamiento y el segundo tratamiento
pueden realizarse en diferentes condiciones. El producto obtenido mediante el tratamiento con amoniaco necesita
ser sometido a neutralizacion de amoniaco o eliminacion de amoniaco antes de realizar la reaccion de hidrolisis. La
neutralizacion puede realizarse en un liquido que sigue conteniendo un contenido sélido o una fraccién liquida a
partir de la cual se ha separado el contenido soélido. Un reactivo acido utilizado para neutralizacién no esta
particularmente limitado. El amoniaco también puede eliminarse mediante volatilizacién en estado gaseoso
manteniendo el producto tratado con amoniaco en la condicion de presion reducida. En ese caso, el amoniaco que
ha sido eliminado puede recuperarse y reciclarse.

El tratamiento hidrotérmico puede realizarse, por ejemplo, afadiendo agua de modo que la biomasa que contiene
celulosa sea del 0,1 al 50% en peso, y tratando la solucion resultante a una temperatura de 100 a 400°C durante de
un segundo a 60 minutos. El numero de tratamientos no esta particularmente limitado, y puede realizarse, como
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minimo, una vez. Cuando el tratamiento se realiza dos veces o mas, el primer tratamiento y el segundo tratamiento
pueden realizarse en diferentes condiciones.

Para tratamiento con &cido sulfarico diluido, por ejemplo, la concentracion de &cido sulfarico es, preferentemente, del
0,1 al 15% en peso, més preferentemente, del 0,5 al 5% en peso. La temperatura de reaccién puede establecerse
en un intervalo de 100 a 300°C, preferentemente, a de 120 a 250°C. El tiempo de reaccién puede establecerse en
un intervalo de un segundo a 60 minutos. EI niumero de tratamientos no esta particularmente limitado, y puede
realizarse, como minimo, una vez. Cuando el tratamiento se realiza dos veces o mas, el primer tratamiento y el
segundo tratamiento pueden realizarse en diferentes condiciones. Dado que el hidrolizado obtenido mediante el
tratamiento con acido sulfurico diluido contiene un acido, es necesario neutralizado antes de utilizarlo en la reaccion
de hidrdlisis.

Respecto a la condicién del tratamiento enzimatico de biomasa que contiene celulosa en la presente invencion,
cuando se utiliza una composicién enzimatica para sacarificacion de biomasa que contiene una celulasa derivada de
hongos filamentosos y la glucosidasa mutante de la presente invencion, el tratamiento se lleva a cabo
preferentemente a una temperatura de 40°C a 60°C, pH de 3 a 7, y una concentracion de contenido solido de
biomasa que contiene celulosa del 0,1 al 30%. Estableciendo la condicién del tratamiento enzimatico en el intervalo
anterior, la eficiencia de degradacién de celulosa de una celulasa derivada de hongos filamentosos y una
glucosidasa derivada de un terméfilo puede maximizarse. Parte de la glucosidasa derivada de un terméfilo tiene de
forma natural una temperatura de reaccion éptima de cerca de 100°C; sin embargo, la glucosidasa derivada de un
termofilo utilizada en la presente invencion muestra una actividad especifica suficientemente alta incluso a de 40°C a
60°C y puede degradar de forma eficiente biomasa que contiene celulosa en presencia conjunta de una celulasa
derivada de hongos filamentosos. Este tratamiento enzimatico puede llevarse a cabo por lotes o de manera
continua.

Debido a una elevada actividad B-glucosidasa de la composicion enzimatica para sacarificacion de biomasa que
contiene la glucosidasa mutante de la presente invencién, un liquido que contiene azicar obtenido mediante
hidrélisis de biomasa celulésica utilizando esta composicion enzimatica tiene caracteristicas de tener un pequefio
contenido de celobiosa pero una gran cantidad de glucosa. Por consiguiente, un liquido que contiene azucar
obtenido utilizando la composicion enzimatica para sacarificacion de biomasa, segun la presente invencién, puede
utilizarse de forma favorable como fuente de carbono para el crecimiento de microorganismos o células cultivadas o
para produccion fermentativa utilizando estos microorganismos o células cultivadas. Los ejemplos del
microorganismo o la célula cultivada utilizada en este caso incluyen levadura tal como levadura de panaderia
utilizada en la industria de la fermentacion, bacterias tales como E. coli y el grupo corineforme de bacterias, hongos
filamentosos, actinomicetos, células animales y células de insecto. Los microorganismos y las células que se
utilizaran pueden ser las aisladas a partir de entornos naturales o aquellas que tienen propiedades parcialmente
modificadas mediante mutaciéon y recombinacién genética. Ademas, dado que un liquido que contiene azlcar
derivado de biomasa que contiene celulosa contiene pentosa tal como xilosa, un microorganismo que tiene una ruta
del metabolismo de pentosa mejorada se utiliza preferentemente. Ademas, utilizando dicho liquido que contiene
azucar como la materia prima de fermentacion, pude producirse un producto quimico. Los ejemplos especificos del
producto quimico incluyen una sustancia que es producida en masa en la industria de la fermentacién tal como un
alcohol, un acido organico, un aminoacido y un acido nucleico, por ejemplo, un alcohol tal como etanol, 1,3-
propanodiol, 1,4-butanodiol y glicerol, un acido organico tal como acido acético, cido lactico, acido piruvico, acido
succinico, acido malico, acido itacdnico y acido citrico, un nucledsido tal como inosina y guanosina, un nucleétido tal
como &cido inosinico y acido guanilico, y un compuesto de amina tal como cadaverina. Ademas, el liquido que
contiene azucar también puede aplicarse a la produccion de una enzima, un antibiético, una proteina recombinante,
y asi sucesivamente.

El liquido que contiene azucar obtenido mediante la hidrélisis de biomasa celulésica utilizando la composicion
enzimatica para sacarificacion de biomasa, segun la presente invencion, puede utilizarse como un liquido que
contiene azucar después de eliminar los residuos soélidos no degradados segun sea necesario, o utilizarse
directamente como liquido que contiene azucar con los residuos sélidos aun contenidos en su interior.

En el procedimiento para hidrolizar biomasa utilizando la composicion enzimatica para sacarificaciéon de biomasa,
segun la presente invencion, la composicion enzimatica usada puede separarse y recuperarse del liquido que
contiene azucar obtenido mediante el tratamiento enzimatico de biomasa que contiene celulosa. Aunque el
procedimiento de separacion y recuperacion no esta particularmente limitado, en comparacién con una glucosidasa
no glucosilada convencional, la glucosidasa mutante de la presente invencién tiene caracteristicas de tener una
capacidad de adsorcion enormemente reducida para biomasa que contiene celulosa, particularmente para
lignocelulosa y también para una membrana de ultrafiltracion. Por lo tanto, para separacién y recuperacion de la
composicion enzimatica utilizada, se usa, preferentemente, un procedimiento de someter al hidrolizado a separacion
sélido-liquido segun sea necesario, filtrar el liquido que contiene azicar obtenido de este modo a través de una
membrana de ultrafiltracion, y separar y recuperar la composiciéon enzimatica como un liquido no permeable.

Como técnica de separacion soélido-liquido en el procedimiento para hidrolizar biomasa, segun la presente invencion,
puede utilizarse el procedimiento de filtracién o el procedimiento de centrifugado. Los ejemplos del dispositivo para
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llevar a cabo la separacion soélido-liquido incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, un filtro de banda, un
decantador de tornillo, una centrifuga continua, un filtro prensa y un rotofiltro.

En el procedimiento para hidrolizar biomasa, segun la presente invencién, como membrana de ultrafiltracion utilizada
para separacioén y recuperacion de la composicién enzimatica, pueden utilizarse las hechas de poliétersulfona (PES),
polisulfona (PS), poliacrilonitrilo (PAN), difluoruro de polivinilideno (PVDF), celulosa regenerada, celulosa, un éster
de celulosa, polisulfona sulfonada, poliétersulfona sulfonada, poliolefina, alcohol polivinilico, polimetiimetacrilato,
politetrafluoroetileno y similares. Entre ellos, desde el punto de vista de utilizaciéon a largo plazo, es preferente una
membrana de ultrafiltracion hecha de un polimero sintético diferente de celulosa. Generalmente, una membrana de
ultrafiltracion hecha de un polimero sintético tiene un problema de que una enzima (proteina) tiene elevada
capacidad de adsorcién para dicha membrana. Sin embargo, la composicion enzimatica separada y recuperada en
la presente invencion tiene capacidad de adsorcion reducida debido al efecto de glucosilacion y, por lo tanto, se
utiliza preferentemente. Con respecto al limite de peso molecular de la membrana de ultrafiltracion utilizada en la
presente invencion, puede utilizarse una membrana de ultrafiltracién que tiene un limite de peso molecular de 500
Da a 100000 Da. Entre dichas membranas de ultrafiltracion, particularmente, puede utilizarse de la forma mas
preferente una con un limite de peso molecular que varia entre 10000 Da y 30000 Da, que puede separar y
recuperar tanto la glucosidasa mutante de la presente invencion como el componente de celulasa derivado de
hongos filamentosos con buen rendimiento.

El procedimiento de filtracion utilizando una membrana de ultrafiltracion incluye filtracion normal vy filtraciéon
tangencial, y desde el punto de vista de inhibicién del ensuciamiento de la membrana, es preferente la filtracién
tangencial. Ademas, como la forma de la membrana de ultrafiltracion a utilizar, puede usarse una membrana
formada apropiadamente tal como una membrana de tipo plano, una membrana de tipo espiral, una membrana de
tipo tubular y una membrana de tipo de hilo hueco. Los ejemplos especificos incluyen tipo G-5, tipo G-10, tipo G-20,
tipo G-50, tipo PW y tipo HWS UF, todas las cuales son suministradas por DESAL, HFM-180, HFM-183, HFM-251,
HFM-300, HFM-116, HFM-183, HFM-300, HFK-131, HFK-328, MPT-U20, MPS-U20P y MPS-U20S, todas las cuales
son suministradas por Koch Membrane Systems Inc., SPE1, SPE3, SPE5, SPE10, SPE30, SPV5, SPV50 y SOW30,
todas las cuales son suministradas por Synder Filtration, el producto de la serie microza(R) UF fabricado por Asahi
Kasei Corporation correspondiente a un limite de peso molecular de 3000 a 100000, y NTR7410 y NTR7450
fabricados por Nitto Denko Corporation.

Ejemplos

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describira especificamente con referencia a los
ejemplos. Sin embargo, la presente invencion no esta limitada a estos ejemplos.

[Ejemplo comparativo 1] Preparacion de B-glucosidasa derivada de Pyrococcus furiosus (1)

Una B-glucosidasa derivada de la archaea hipertermoéfila Pyrococcus furiosus (en lo sucesivo en el presente
documento, denominada como “PfuBGL”) es tan resistente al calor que sigue siendo activa a 100°C o mas, e
hidroliza diversos tipos de celooligosacaridos para producir glucosa; por lo tanto, se tiene prevista PfuBGL para
utilizacioén eficaz de biomasa celul6sica.

En cuanto al gen de PfuBGL, el gen mostrado en SEQ ID NO: 3 se sintetizé enteramente y se uni6é a Ncol y BamHI
de pET-11d utilizando Ligation High (Toyobo Co., Ltd.), y el vector resultante se utilizé6 para transformacion de
JM109 (Takara Bio Inc.). Se realiz6 cribado utilizando un medio de agar LB que contenia ampicilina como antibiético.
A partir de la cepa JM109 transformada, el vector pET-PfuBGL preparado de este modo se aisl6 mediante el kit
miniprep (QIAGEN) y se sometié a un andlisis de la secuencia de nucleétidos. El pET-PfuBGL se utilizé para
transformacion de la cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli de expresion, con lo que se prepar6 una cepa BL21-PfuBGL.
La cepa BL21-PfuBGL se inoculé en 10 ml de un medio de agar LB que contenia ampicilina, seguido por cultivo con
agitacion (precultivo) a 37°C durante una noche. Como cultivo principal, las bacterias obtenidas mediante el
precultivo se inocularon en 1 | de un medio de agar LB que contenia ampicilina, y se realiz6 cultivo con agitacion
hasta DO 600, la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, alcanzaba 0,8. Posteriormente, se afadi6
isopropil-1-tio-B-D-galactosido (IPTG), de modo que la concentracion final era 0,4 mM, y el cultivo con agitacion
continu6é adicionalmente a 25°C durante una noche. Después del cultivo, las bacterias se recogieron mediante
centrifugado y se resuspendieron en un tampén tris-HCI 50 mM (pH 8,0). La solucion resultante se sometié a
disgregacion ultrasonica mientras se enfriaba con hielo, y el sobrenadante se recogié mediante centrifugado como
un extracto libre de células. El extracto libre de células obtenido de este modo se mantuvo caliente a 85°C durante
15 minutos, y tuvo lugar la sedimentacion por coagulacién de proteinas derivadas de E. coli diferentes de la
glucosidasa. El sedimento se eliminé mediante centrifugado y el sobrenadante se dializ6 contra un tampén acetato
50 mM (pH 5,0) a través de una membrana de didlisis hecha de celulosa regenerada con un limite de peso
molecular de 10000 (fabricada por Spectrum Laboratories, Inc.). La solucion de proteinas obtenida de este modo se
utilizé como PfuBGL de tipo silvestre.

[Ejemplo 1] Determinacion del sitio de introduccién de la secuencia de glucosilacion unida a N en PfuBGL
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En primer lugar, la determinacién de la secuencia primaria y la estructura terciaria se intent6é para buscar el sitio de
introduccion de la secuencia de glucosilacion en PfuBGL.

Para realizar alineamiento con respecto a un homdlogo de PfuBGL, se utilizd el servidor de busqueda de homélogos
FUGUE. Como resultado, en términos de puntuacion z (ZSCORE), que indica la homologia de la secuencia, PfluBGL
mostraba una puntuacién maxima de 71,65 con respecto a la familia de glucosil hidrolasa 1 (puntuacién z = 6,0
indica el 99% de confianza). Para formar el alineamiento de la familia de glucosil hidrolasa 1 obtenida de este modo,
se utilizo el servidor JOY. Como resultado, se descubrié que la secuencia de PfuBGL correspondiente a la posicion
de la secuencia de glucosilacién unida a N que estd presente en tres sitios en la B-glucosidasa derivada de
Aspergillus niger (AspNgBGL) y en la B-glucosidasa derivada de Trichoderma reesei (TriReBGL) no era la secuencia
de glucosilacién unida a N (tres sitios: H60, L61 y Y62, N148, L149y Y150, y N374, G375 y M376).

Se notifica una estructura cristalina de PfuBGL en rayos X incompleta (Thijis K. y otros, Biochem. vol. 39, No. 17
(2000)), que tiene capacidad de degradacion de tan solo 3,3 A. Aun no ha sido construido un modelo estructural
completo, y dicho modelo aun no ha sido registrado en el banco Protein Data Bank (PDB). A la luz de lo anterior,
para determinar la estructura terciaria de PfuBGL, se intent6 cristalografia por rayos X detallada utilizando nuevas
condiciones de cristalizacion. Se buscaron nuevas condiciones de cristalizacion y la cristalizacién se consiguié con
éxito utilizando acido fosférico como agente precipitante. Se realiz6 un experimento de difraccion por rayos X en la
gran instalacién de radiacion de sincrotron SPring-8, y la estructura de PfuBGL se determiné con una capacidad de
degradacion de 2,5 A, con lo que un modelo completo de PfuBGL se construyé con éxito. Para determinacion
estructural, se utilizd el procedimiento de sustitucion molecular y, como molécula modelo, se utilizd la B-glucosidasa
derivada de Themosphaera aggregans mostrada en SEQ ID NO: 8 (ThAggBGY, PDB ID: 1 QVB).

A partir de la estructura terciaria de PfuBGL obtenida de este modo, en los tres sitios mencionados anteriormente
correspondientes a la posicion de la secuencia de glucosilacién unida a N, un sitio que esta expuesto a la superficie
de la enzima y no esta ubicado cerca del sitio activo, teniendo de este modo presumiblemente poco impacto sobre la
actividad enzimatica, se descubrié solamente en H60, L61 y Y62. Por consiguiente, este sitio se determin6 como el
sitio de introduccién de la secuencia de glucosilacién unida a N, y una mutacién de H60N, L61R y Y62T se introdujo
mediante sustitucion, con lo que la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 6 se obtuvo como el
mutante de glucosilacion PfuBGL.

[Ejemplo 2] Determinacion del sitio de introduccién de la secuencia de glucosilaciéon unida a N en una glucosidasa
que tiene una secuencia de aminoacidos homologa a PfuBGL

Para realizar el alineamiento entre SEQ ID NO: 6 obtenida en el ejemplo 1 y SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, se formé un alineamiento utilizando
ClustalW y BOXSHADE, ambos de los cuales son software que es bien conocido por los expertos en la materia
(figura 2-1 y figura 2-2). En SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ
ID NO: 18 o SEQ ID NO: 20, un sitio correspondiente a la secuencia de glucosilacion Asn-Arg-Thr (N-R-T) en SEQ
ID NO: 6 se determin6 como el sitio de introduccion de la secuencia de glucosilacién en cada secuencia.

[Ejemplo 3] Preparacion de la PfluBGL mutante glucosilada (1)
Se preparo6 la PfuBGL mutante glucosilada mostrada en SEQ ID NO: 6.

En primer lugar, utilizando los cebadores introductores de mutaciones 5'-
CCACATATTGGCACCTCTATAAGCAAGATCATG-3' (SEQ ID NO: 21) y 5'-
CATGATCTTGCTTAGTGCGGTTCCAATATGCTGG-3' (SEQ ID NO: 22) para introducir la secuencia de
glucosilacién determinada en el ejemplo 1 en PfuBGL mostrada en SEQ ID NO: 4, se introdujo una mutacién en la
secuencia de glucosilacion unida a N mediante mutagénesis dirigida al sitio. Después de confirmar la secuencia del
gen obtenida de este modo, ésta se insertd entre los sitios de EcoRI y Notl en el vector de expresiéon de levadura
pPIC9, que originalmente posee la secuencia sefial de secrecion de factor a. El gen con mutacién introducida se
utilizé para transformacion de E. coli, y la colonia que tenia el gen que tenia la mutacion deseada se confirmo
mediante un secuenciador.

Células competentes de levadura producidas mediante una técnica general se mezclaron con los plasmidos
mutantes, con lo que la transformacion se realizé utilizando GENE PULSERII (Bio-Rad Laboratories, Inc.) en las
condiciones de 1,7 kV, 25 uF y 200 Q. La levadura transformada se sembro6 en estrias en una placa de RDB. Tres
dias después, a partir de las colonias que aparecieron en la placa, se seleccionaron 10 colonias y se comproboé la
expresion. Se seleccion6 un clon en el que la expresion de la proteina deseada se confirmé mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida.

Como cultivo de siembra, la colonia de levadura en la placa se inoculé en 2 ml de un medio BMGY y se cultivd

durante dos dias. Posteriormente, como cultivo principal, 2 ml del liquido de cultivo de siembra de levadura se
afiadieron a 1 | de un medio BMGY y se cultivaron durante dos dias para permitir a la levadura proliferar
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suficientemente. A continuacién, 1 | del liquido de cultivo se sometid a centrifugado una vez para precipitar la
levadura, y el medio BMGY se intercambié por un medio BMMY que contenia metanol al 2%. La levadura se
resuspendié a continuaciéon en el medio, seguida por cultivo durante 48 horas. El medio que contenia la proteina
expresada se recogi6 por centrifugado y se filtr6 a través de un filtro, seguido por precipitacién con sulfato de amonio
utilizando sulfato de amonio al 70% (p/v). El precipitado se recogi6 por centrifugado y se disolvié en un tampén, y se
realizo dialisis y se obtuvo la proteina deseada.

La enzima obtenida de este modo se tratd con EndoH y se someti¢ a electroforesis en gel de poliacrilamida (figura
3). La preparacion de la PfuBGL mutante glucosilada unida a N se confirmd mediante un desplazamiento de banda
antes y después del tratamiento con EndoH.

[Ejemplo 4] Actividad enzimatica de la PfuBGL mutante glucosilada (2)

Se comparo la actividad B-glucosidasa de la PfuBGL mutante glucosilada y PfuBGL. Utilizando una solucién tampén
de celobiosa 10 mM / acetato 50 mM como sustrato, las enzimas preparadas en el ejemplo 2 y el ejemplo
comparativo 1 se afadieron, cada una, a una concentracion final de 0,23 mg/ml y la reacciéon enzimatica se llevo a
cabo a 50°C. Para la cuantificacién del producto, se utilizé6 Glucose Test Wako Il (Wako Pure Chemical Industries,
Inc.).

Se calculé una unidad (U) de la actividad B-glucosidasa de acuerdo con la siguiente formula.

Una unidad (U) de la actividad B-glucosidasa = la concentracién de glucosa producida una vez completada la
reaccion (g/l) x 1000 /180 / 30

Ademas, se calculé una actividad B-glucosidasa especifica para la cantidad de B-glucosidasa (mg) se calculd
mediante la siguiente férmula.

Actividad B-glucosidasa especifica (U/mg proteina) = actividad B-glucosidasa (U) / la cantidad de B-
glucosidasa afnadida para la medicion de la actividad

PfuBGL producia 1,58 g/l, mientras que la PfuBGL mutante glucosilada producia 1,34 g/l de glucosa una vez
completada la reaccion. Ademas, la actividad especifica de la PluBGL mutante glucosilada era del 85% con respecto
a la actividad especifica de PfuBGL, indicando claramente que la introducciéon de la mutacién de la secuencia de
glucosilacién en el sitio determinado en el ejemplo 1 no causaba una pérdida de la actividad enzimatica. A partir de
esto, se confirm6 que la PfluBGL mutante glucosilada es utilizable en lugar de PfuBGL.

[Ejemplo 5] Estabilidad térmica de la PfuBGL mutante glucosilada

Se midieron los cambios de la cantidad de glucosa producida hasta 24 horas cuando el producto se mantuvo
caliente a 50°C, 60°C, 70°C, 80°C y 90°C.

Las enzimas preparadas en el ejemplo 2 y el ejemplo comparativo 1 (concentracion de proteinas de 1,0 mg/ml) se
mantuvieron, cada una, calientes a 50°C, 60°C, 70°C, 80°C o 90°C. En cada tiempo de retencion de calor, se afiadié
un sustrato, que era una solucion tampoén de celobiosa 10 mM / acetato 50 mM, y la reacciéon enzimatica se llevo a
cabo durante 30 minutos a la temperatura de retencion de calor. La solucién después de la reaccion se recogio y el
producto se cuantific utilizando Glucose Test Wako Il (Wako Pure Chemical Industries, Inc.) (figura 4 y figura 5).

Calentando hasta 24 horas, en comparacion con PfuBGL, la PfuBGL mutante glucosilada mostraba inactivacion
enzimatica mas reducida a una temperatura elevada. Este descubrimiento confirm6é que la PfuBGL mutante
glucosilada conseguia estabilidad enzimatica mejorada adquiriendo una mayor resistencia el calor que PfuBGL.

[Ejemplo de referencia 1] Preparacion de lignocelulosa

Las lignocelulosas 1 a 3 que se utilizaran para la hidrélisis utilizando una composiciéon enzimatica que contiene la
glucosidasa mutante glucosilada se prepararon de la siguiente manera.

1. Preparacién de lignocelulosa 1 (tratamiento con amoniaco)

Como celulosa, se utilizé paja de arroz. La celulosa anterior se colocé en un pequefio reactor (fabricado por Taiatsu
Techno, TVS-N2 30 ml) y se enfri6 con nitrégeno liquido. A este reactor, se le infundié amoniaco gaseoso y la
muestra se sumergié completamente en amoniaco liquido. El reactor se tapd y se dej6 a temperatura ambiente
durante aproximadamente 15 minutos. Ademas, se traté en un bafio de aceite de 150°C durante una hora. Después
del tratamiento, el reactor se sac6 del bafio de aceite y el amoniaco gaseoso se dej6é escapar inmediatamente en
una campana extractora. Posteriormente, el interior del reactor se secd sometiéndolo al vacio a 10 Pa mediante una
bomba de vacio. El producto resultante se utilizd en los siguientes ejemplos como lignocelulosa 1.
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2. Preparacion de lignocelulosa 2 (tratamiento con acido sulfurico diluido)

Como celulosa, se utilizé paja de arroz. La celulosa se sumergioé en una solucién acuosa al 1% de &cido sulfurico,
seguido por tratamiento en autoclave (fabricado por Nitto koatsu K.K.) a 150°C durante 30 minutos. Después del
tratamiento, se realiz6 separacion sélido-liquido para separar una soluciéon acuosa de acido sulfurico (en lo sucesivo
en el presente documento, liquido de tratamiento con acido sulfarico diluido) a partir de celulosa tratada con acido
sulfdrico. Posteriormente, celulosa tratada con acido sulfurico y el liquido de tratamiento con acido sulfarico diluido
se mezclaron mediante agitacion, de modo que la concentracion de contenido solido era el 10% en peso.
Posteriormente, el pH se ajusté a aproximadamente 5 con hidroxido sédico. El producto resultante se utilizd en los
siguientes ejemplos como lignocelulosa 2.

3. Preparacién de lignocelulosa 3 (tratamiento hidrotérmico)

Como celulosa, se utilizé paja de arroz. La celulosa anterior se sumergié en agua y se sometié a tratamiento en
autoclave (fabricado por Nitto koatsu K.K.) a 180°C durante 20 minutos mientras se agitaba. En este tratamiento, la
presion era 10 MPa. Después del tratamiento, el producto resultante se sometid6 a separacion sélido-liquido
mediante centrifugado (3000G) para separar el componente de solucion (en lo sucesivo en el presente documento,
la solucién de tratamiento hidrotérmico) del componente de biomasa tratada. El componente de biomasa tratada
resultante se utilizd en los siguientes ejemplos como lignocelulosa 3.

[Ejemplo 6] Hidrdlisis de lignocelulosa utilizando la composicion enzimatica compuesta por una mezcla de celulasas
derivadas de hongos filamentosos y la PfuBGL mutante glucosilada (1)

Los cambios de la cantidad de glucosa producida permitiendo a la composicién enzimatica actuar sobre el sustrato
de lignocelulosa se compararon. Un tampén de acetato 50 mM (pH 5,0) en el que se suspendié lignocelulosa al 5%
en peso 1 (preparada en el ejemplo de referencia 1) se utilizé como sustrato. Se dejé proseguir a la reaccién hasta
28 horas a 50°C, y el producto de reaccién se muestre6 segun era apropiado y se midid6 para conocer la
concentracion de glucosa (figura 6). Como mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos, se utilizd
celulasa disponible en el mercado derivada de Trichoderma reesei (Celluclast, Sigma). Como glucosidasa, se
utilizaron, cada una, la PfluBGL mutante glucosilada preparada en el ejemplo 2 y PfuBGL preparada en el ejemplo
comparativo 1. Se afadi¢ celulasa a 0,5 mg/ml y se afiadié glucosidasa a 0,005 mg/ml (1/100 de la cantidad de
celulasa).

Comparando la utilizacion de PfuBGL vy la utilizacion de la PfuBGL mutante glucosilada, la cantidad de glucosa
producida por la PfuBGL mutante glucosilada después de 28 horas de reaccién se incrementaba enormemente, y
era 1,6 veces la cantidad producida por PfuBGL. Se reveld que la adicion de la Pf uBGL mutante glucosilada
solamente en una cantidad de 1/100 la cantidad de celulasa era tremendamente eficaz para incrementar la cantidad
de produccién de glucosa.

[Ejemplo de referencia 2] Preparacién de una celulasa derivada de Trichoderma
Una celulasa derivada de Trichoderma se prepar6 mediante el siguiente procedimiento.
1. Precultivo

Las siguientes sustancias se afiadieron a agua destilada en las cantidades indicadas a continuacién; licor de
maceracion de maiz al 5% (p/vol), glucosa al 2% (p/vol), tartrato de amonio al 0,37% (p/vol), sulfato de amonio al
0,14% (p/vol), dihidrogenofosfato potasico al 0,2% (p/vol), cloruro calcico dihidratado al 0,03% (p/vol), sulfato de
magnesio heptahidratado al 0,03% (p/vol), cloruro de cinc al 0,02% (p/vol), cloruro de hierro (lll) hexahidratado al
0,01% (p/vol), sulfato de cobre (Il) pentahidratado al 0,004% (p/vol), cloruro de manganeso tetrahidratado al
0,0008% (p/vol), acido bérico al 0,0006% (p/vol), y hexamolibdato de hexaamonio tetrahidratado al 0,0026% (p/vol).
A continuacién, 100 ml de la solucién resultante se vertieron en un matraz triangular de 500 ml con un deflector y se
esterilizaron autoclavando a 121°C durante 15 minutos. Después de refrigerar de forma natural, PE-M y Tween 80,
que se esterilizaron, cada uno, autoclavando a 121°C durante 15 minutos, se afiadieron, cada uno, al 0,1%. Al medio
de precultivo resultante, se le inoculd Tricoderma reesei ATCC66589 a 1 x 105/ml, y se realiz6 el precultivo agitando
a 28°C durante 72 horas a 180 rpm (agitador: BIO-SHAKER BR-40LF fabricado por Taitec Corporation).

2. Cultivo principal

Las siguientes sustancias se afiadieron a agua destilada en las cantidades indicadas a continuacién; licor de
maceracion de maiz al 5% (p/vol), glucosa al 2% (p/vol), celulosa (Avicel) al 10% (p/vol), tartrato de amonio al 0,37%
(p/vol), sulfato de amonio al 0,14% (p/vol), dihidrogenofosfato potasico al 0,2% (p/vol), cloruro célcico dihidratado al
0,03% (p/vol), sulfato de magnesio heptahidratado al 0,03% (p/vol), cloruro de cinc al 0,02% (p/vol), cloruro de hierro
(Ill) hexahidratado al 0,01% (p/vol), sulfato de cobre (II) pentahidratado al 0,004% (p/vol), cloruro de manganeso
tetrahidratado al 0,0008% (p/vol), acido bérico al 0,0006% (p/vol) y hexamolibdato de hexaamonio tetrahidratado al
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0,0026% (p/vol). A continuacion, 2,5 | de la solucién resultante se vertieron en un frasco de agitacion de 5 | (DPC-2A
fabricado por ABLE & Biott Co., Ltd.) y se esterilizaron autoclavando a 121°C durante 15 minutos. Después de
refrigerar de forma natural, PE-M y Tween 80, que se esterilizaron, cada uno, autoclavando a 121°C durante 15
minutos, se afiadieron, cada uno, al 0,1%. En esto, se inocularon 250 ml de Tricoderma reesei ATCC66589 que
habia sido precultivado en el medio de cultivo liquido mediante el procedimiento mencionado anteriormente.
Seguidamente, los hongos se cultivaron a 28°C durante 87 horas a 300 rpm con una tasa de aireaciéon de 1 vvm,
seguida por centrifugado, y el sobrenadante se filtr6 a través de una membrana (STERICUP-GV, material: PVDF,
fabricada por Millipore Corporation).

[Ejemplo 7] Hidrdlisis de lignocelulosa utilizando la composicidén enzimatica compuesta por una mezcla de celulasas
derivadas de hongos filamentosos y la PfluBGL mutante glucosilada (2)

La hidrélisis de lignocelulosas 1 a 3 se realizé de la misma manera que en el ejemplo 6 excepto por utilizar
lignocelulosas 1 a 3 preparadas en el ejemplo de referencia 1 como sustrato, el liquido de cultivo de Trichoderma
reesei preparado en el ejemplo de referencia 2 como la mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos, y
afadiendo celulasa a 1,0 mg/ml y glucosidasa a 0,005 mg/ml (1/100 de la cantidad de celulasa).

En la tabla 2, se compararon las concentraciones de glucosa (g/l) producidas después de 28 horas de reaccion.

[Tabla 2]
Concentracién de glucosa producida (g/l)
Sustrato PfuBGL de tipo silvestre PfuBGL mutante glucosilada
Lignocelulosa 1 (Tratamiento con
] 549/l 15 g/l
amoniaco)
Lignocelulosa 2 (Tratamiento con
. » o 3gl/l 16 g/l
acido sulfarico diluido)
Lignocelulosa 3 (Tratamiento
. . 4 g/l 18 g/l
hidrotérmico)

Comparando la utilizacion de PfuBGL vy la utilizacion de la PfuBGL mutante glucosilada, la cantidad de glucosa
producida por la PfluBGL mutante glucosilada después de 28 horas de reaccién se incrementaba enormemente, y
era 1,8 veces la cantidad producida por PfuBGL. Se revel6 que la adicion de la PfuBGL mutante glucosilada
solamente en una cantidad de 1/200 la cantidad de celulasa producia un efecto de incrementar enormemente la
cantidad de produccion de glucosa. Se revelé que no solamente celulasa disponible en el mercado tal como la
utilizada en el ejemplo 6 sino también el liquido de cultivo de Trichoderma reesei ejercian un efecto en utilizacion con
un mutante glucosilado.

[Ejemplo 8] Hidrdlisis de lignocelulosa utilizando la composiciéon enzimatica compuesta por una mezcla de celulasas
derivadas de hongos filamentosos y la PfuBGL mutante glucosilada (3)

Utilizando la composicién enzimatica compuesta por una celulasa derivada de hongos filamentosos y la PfuBGL
mutante glucosilada, las cantidades de glucosa producida se estudiaron comparativamente modificando las
condiciones de temperatura de reaccién de hidrélisis. Ajustando la temperatura de reacciéon a 30°C, 40°C, 50°C
(ejemplo 7) o 60°C, la hidrdlisis se realizd6 mediante un procedimiento similar al ejemplo 7, y se midi6 la cantidad de
glucosa producida después de 28 horas. Como sustrato, se utilizé lignocelulosa 1.

Temperatura de reaccién de hidrolisis (‘[E?bla :é]oncentracién de glucosa producida (g/l)
30°C 54/l
40°C 13 g/l
50°C (ejemplo 7) 15 g/l
60°C 7 g/l

Tal como se muestra en la tabla 3, se reveld que era preferible establecer la temperatura de reaccién en un intervalo
de 40°C a 50°C cuando se utilizaba una celulasa derivada de hongos filamentosos, particularmente una celulasa
derivada de Trichoderma. Este resultado refleja el hecho de que la temperatura de reaccion 6ptima para una
celulasa derivada de Trichoderma es de 40°C a 50°C. Es decir, se revel6 que, aunque la glucosidasa derivada de un
termofilo, segun la presente invencion, seguia siendo muy activa a 50°C o mas, cuando se utiliza como una
composicion enzimatica para sacarificacion de biomasa que contiene una celulasa derivada de hongos filamentosos,
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la reaccion se llevé a cabo, preferentemente, dentro de un intervalo de la temperatura de reacciéon éptima para la
celulasa derivada de hongos filamentosos.

[Ejemplo 9] Hidrdlisis de lignocelulosa utilizando la composicidon enzimatica compuesta por una mezcla de celulasas
derivadas de hongos filamentosos y la PfuBGL mutante glucosilada (4)

Utilizando la composicién enzimatica compuesta por una celulasa derivada de hongos filamentosos y la PfluBGL
mutante glucosilada, las cantidades de glucosa producida se estudiaron comparativamente modificando las
condiciones de pH de la reaccion de hidrélisis. Ajustando el pH de la reaccién de hidrdlisis a 1,2, 3,5, 5,0 (ejemplo 7),
7,0 u 8,2 mediante la adicion de acido sulfurico diluido, la hidrélisis se realizé mediante un procedimiento similar al
ejemplo 7, y se midio6 la cantidad de glucosa producida después de 28 horas. Como sustrato, se utilizé lignocelulosa

[Tabla 4]
pH de reaccion de hidrdlisis | Concentracion de glucosa producida (g/l)
1,2 2 g/l
3,5 12 g/l
5 (Ejemplo 7) 15 g/l
7 10 g/l
8,2 59/l

Tal como se muestra en la tabla 4, se revel6 que era preferible llevar a cabo la hidrélisis en un intervalo de pH 3,5 a
pH 7 cuando se utiliza una celulasa derivada de hongos filamentosos, particularmente una celulasa derivada de
Trichoderma.

[Ejemplo comparativo 2] Preparacion de una glucosidasa homdloga a PfuBGL (2)

Se prepararon siete tipos de glucosidasas que tienen secuencias de aminoacidos homologas a PfuBGL preparada
en el ejemplo comparativo 1 de la siguiente manera.

Se sintetizaron secuencias de ADN de SEQ ID NO: 23, 25, 27, 29, 31, 33 y 35, cada una, completamente y se
incorporaron en el sitio de clonacién de pET-11d (entre Ncol y BamHI), con lo que se construyé el vector de
expresion para cada uno de los ADN anteriores. Posteriormente, de una manera similar al ejemplo comparativo 1, se
obtuvieron las glucosidasas de tipo silvestre representadas por SEQ ID NO: 24, 26, 28, 30, 32, 34 y 36 (ThAggBGY,
CmGHFP, SaBGAL, SsoBGAL, PtBGAL, TVBGAL y FnGHFP).

[Ejemplo 10] Preparacién de una glucosidasa mutante glucosilada homologa a PfuBGL

En base a la informacién del sitio de introduccion de la secuencia de glucosilacion en PfuBGL determinada en el
ejemplo 2, se determiné el sitio de introduccién de la cadena de azucares en las glucosidasas de tipo silvestre
obtenidas en el ejemplo comparativo 2 (ThAggBGY, CmGHFP, SaBGAL, SsoBGAL, PtBGAL, TvBGAL y FnGHFP),
con lo que se prepararon las glucosidasas mutantes glucosiladas, cada una.

Se sintetizaron secuencias de ADN de SEQ ID NO: 37, 39, 41, 43, 45, 47 y 49 que codifican glucosidasa mutante
glucosilada, cada una, completamente y se incorporaron entre EcoRI y Notl del vector pCU9, con lo que se
construy6 el vector de expresion para cada uno de los anteriores ADN. Posteriormente, de una manera similar al
ejemplo 3, se obtuvieron glucosidasas mutantes glucosiladas representadas por las secuencias de aminoacidos
SEQ ID NO: 38, 40, 42, 44, 46, 48 y 50.

[Ejemplo 11] Actividad enzimatica de la glucosidasa mutante glucosilada
La actividad enzimatica de las glucosidasas mutantes glucosiladas obtenidas en el ejemplo 10 se midi6 de una
manera similar al ejemplo 4 y se comparo con la actividad enzimatica de cada glucosidasa de tipo silvestre obtenida

en el ejemplo comparativo 2. Ajustando la actividad enzimatica de cada glucosidasa de tipo silvestre a 100, la
actividad enzimatica del mutante glucosilado se mostré6 como actividad relativa (%) en la tabla 5.
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[Tabla 5]
) Actividad relativa (%) de glucosidasa mutante glucosilada con
No de entrada | SEQ ID NO Glucosidasa
respecto al tipo silvestre

1 (Ejemplo 4) 6 PfuBGL 85%

2 38 ThAggBGY 90%

3 40 CmGHFP 83%

4 42 SaBGAL 87%

5 44 SsoBGAL 81%

6 46 PtBGAL 85%

7 48 TvBGAL 93%

8 50 FNnGHFP 78%

En la tabla 5, se descubri6é que las glucosidasas mutantes glucosiladas conservan la actividad enzimatica en
comparacioén con la glucosidasa de tipo silvestre antes de la glucosilacion.

[Ejemplo 12] Estabilidad térmica de la glucosidasa mutante glucosilada

De una manera similar al ejemplo 5, se llevd a cabo una prueba de estabilidad térmica en cada glucosidasa de tipo
silvestre obtenida en el ejemplo comparativo 2 y en cada glucosidasa mutante glucosilada obtenida en el ejemplo 10.
Respecto a la estabilidad térmica, ajustando la actividad enzimatica antes de aplicar calor en 100, la actividad
residual en cada tiempo de retencién de calor se mostré como actividad relativa en las figuras 8 a 20. Se revel6 que
en todas las glucosidasas, las mutantes glucosiladas (figura 9, figura 11, figura 13, figura 15, figura 17, figura 19 y
figura 21) mostraban estabilidad térmica mejorada en comparacion con el tipo silvestre (figura 8, figura 10, figura 12,
figura 14, figura 16, figura 18 y figura 20).

[Ejemplo 13] Hidrdlisis de lignocelulosa utilizando la composicion enzimatica compuesta por una mezcla de celulasas
derivadas de hongos filamentosos y la glucosidasa mutante glucosilada (5)

De una manera similar al ejemplo 6, utilizando cada glucosidasa de tipo silvestre obtenida en el ejemplo comparativo
2 y cada glucosidasa mutante glucosilada obtenida en el ejemplo 10, se llevé a cabo la hidroélisis de lignocelulosa 1
(tratamiento con amoniaco) preparada en el ejemplo de referencia 1. La cantidad de glucosa producida por cada
glucosidasa después de 28 horas de reaccion (g/l) se mostré en la tabla 6.

[Tabla 6]
Concentracion de glucosa producida (g/l)
No de entrada | Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre Glucosidasa mutante glucosilada
(ejemplo comparativo 2) (ejemplo 10)

2 ThAggBGY 54l 10 g/l
3 CmGHFP 4 gll 9 g/l
4 SaBGAL 54/l 11 g/l
5 SsoBGAL 6 g/l 12 g/l
6 PtBGAL 54/l 9 g/l
7 TvBGAL 4 g/l 10 g/l
8 FNnGHFP 6 g/l 139/

Tal como se muestra en la tabla 6, en la hidrélisis de lignocelulosa 1 tratada con amoniaco, la produccién de azucar
por las glucosidasas mutantes glucosiladas por unidad de tiempo se incrementd enormemente en comparacion con
el tipo silvestre, confirmando que las glucosidasas mutantes glucosiladas presentaban excelente eficiencia de
degradacioén de celulosa.

[Ejemplo 14] Hidrdlisis de lignocelulosa utilizando la composicion enzimatica compuesta por una mezcla de celulasas
derivadas de hongos filamentosos y la glucosidasa mutante glucosilada (6)

De una manera similar al ejemplo 6, utilizando cada glucosidasa de tipo silvestre obtenida en el ejemplo comparativo
2 y cada glucosidasa mutante glucosilada obtenida en el ejemplo 10, se llevé a cabo la hidrolisis de lignocelulosa 2
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(tratamiento con acido sulfurico diluido) preparada en el ejemplo de referencia 1. La cantidad de glucosa producida
por cada glucosidasa después de 28 horas de reaccion (g/l) se mostré en la tabla 7.

[Tabla 7]
Concentracién de glucosa producida (g/l)
No de entrada | Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre Glucosidasa mutante glucosilada
(ejemplo comparativo 2) (ejemplo 10)

2 ThAggBGY 549/l 10 g/l
3 CmGHFP 4 g/l 9 g/l
4 SaBGAL 54/l 11 g/l
5 SsoBGAL 6 g/l 12 g/l
6 PtBGAL 54/l 9 g/l
7 TVvBGAL 4 gll 10 g/l
8 FnGHFP 6 g/l 13 g/l

Tal como se muestra en la tabla 7, en la hidrélisis de lignocelulosa 2 tratada con acido sulfurico diluido, la produccién
de azucar por las glucosidasas mutantes glucosiladas por unidad de tiempo se incrementd enormemente en
comparacioén con el tipo silvestre, confirmando que las glucosidasas mutantes glucosiladas presentaban excelente
eficiencia de degradacion de celulosa.

[Ejemplo 15] Hidrdlisis de lignocelulosa utilizando la composiciéon enzimatica compuesta por una mezcla de celulasas
derivadas de hongos filamentosos y la glucosidasa mutante glucosilada (7)

De una manera similar al ejemplo 6, utilizando cada glucosidasa de tipo silvestre obtenida en el ejemplo comparativo
1y el ejemplo comparativo 2 y cada glucosidasa mutante glucosilada obtenida en el ejemplo 1 y el ejemplo 10, se
llevé a cabo la hidrolisis de lignocelulosa 3 (tratamiento hidrotérmico) preparada en el ejemplo de referencia 1. La
cantidad de glucosa producida por cada glucosidasa después de 28 horas de reaccion (g/l) se mostré en la tabla 8.

[Tabla 8]
Concentracién de glucosa producida (g/l)
No de entrada | Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre Glucosidasa mutante glucosilada
(ejemplo comparativo 1, 2) (ejemplo 1, 10)

1 PfuBGL 4 g/l 11 g/l
2 ThAggBGY 4 g/l 129/l
3 CmGHFP 5g/l 14 g/l
4 SaBGAL 54g/l 14 g/l
5 SsoBGAL 4 g/l 12 g/l
6 PtBGAL 54l 15 g/l
7 TvBGAL 4 g/l 139/
8 FNnGHFP 6 g/l 15 g/l

Tal como se muestra en la tabla 8, en la hidrélisis de lignocelulosa 3 tratada hidrotérmicamente, la producciéon de
azucar por las glucosidasas mutantes glucosiladas por unidad de tiempo se incrementd enormemente en
comparacioén con el tipo silvestre, confirmando que las glucosidasas mutantes glucosiladas presentaban excelente
eficiencia de degradacién de celulosa.

[Ejemplo 16] Hidrdlisis de pasta industrial utilizando la composicidbn enzimatica compuesta por una mezcla de
celulasas derivadas de hongos filamentosos y la glucosidasa mutante glucosilada

En la hidrolisis de pasta industrial, la cantidad de glucosa producida por la acciéon de cada glucosidasa de tipo
silvestre obtenida en el ejemplo comparativo 1 y el ejemplo comparativo 2 y la producida por la accién de cada
glucosidasa mutante glucosilada obtenida en el ejemplo 1 y el ejemplo 10 se estudiaron comparativamente. La
hidrélisis se realiz6 de la misma manera que en el ejemplo 6 excepto por utilizar un tampoén de acetato 50 mM (pH
5,0) en el que se suspendié pasta industrial al 5% en peso (fabricada por Toa Kasei Co., Ltd.) como sustrato. La
cantidad de glucosa producida por cada glucosidasa después de 28 horas de reaccion (g/l) se mostré en la tabla 9.
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[Tabla 9]
Concentracion de glucosa producida (g/l)
No de entrada | Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre Glucosidasa mutante glucosilada
(ejemplo comparativo 1, 2) (ejemplo 1, 10)

1 PfuBGL 9 g/l 12 g/l
2 ThAggBGY 8 g/l 119/l
3 CmGHFP 8 g/l 119/l
4 SaBGAL 10 g/l 13 g/l
5 SsoBGAL 10 g/l 129/l
6 PtBGAL 94l 119/l
7 TvBGAL 8 g/l 10 g/l
8 FnGHFP 11 g/l 13 g/l

Tal como se muestra en la tabla 9, también en la hidrolisis de pasta industrial, la produccion de azucar por las
glucosidasas mutantes glucosiladas por unidad de tiempo se incrementé enormemente en comparacién con el tipo
silvestre, confirmando que las glucosidasas mutantes glucosiladas presentaban excelente eficiencia de degradacién
de celulosa.

[Ejemplo 17] Seleccidn del sitio de introduccion de la mutacion de glucosilacion

En base a la informacién de la estructura terciaria de PfuBGL obtenida en el ejemplo 1, se llevé a cabo una
busqueda adicional para sitio de glucosilacion. La proteccion del sitio catalitico por glucosilacion se intenté
introduciendo la secuencia de glucosilacién alrededor de la hendidura donde tiene lugar la reaccién enzimatica. En
primer lugar, el potencial sitio de introduccion de la mutacién de glucosilacion estaba limitado, en la parte diferente
del sitio de introduccién de la mutacién en la cadena de azucares en PfuBGL descrita en el ejemplo 1, a la parte que
esta expuesta a la superficie de la enzima. Posteriormente, se busco dicha posicion que no causara el impedimento
estérico y/o la deformacion estructural por introduccion de mutacion de la secuencia de glucosilacién Asn-Xaa-Thr
(N-X-T). Ademas, en la parte donde se evitaba el sitio activo de glucosidasa, se seleccionaron tres sitios de
introduccion de la mutacion.

Como resultado, ademas del sitio de glucosilacion seleccionado en el ejemplo 1, se seleccionaron nuevamente tres
sitios de introduccion de la mutacion, que fueron H37-D38-K39 (mutacion A), S230-F231-E232 (mutacién C) y
A364-Y365-E366 (mutacion E).

[Ejemplo 18] Preparacion de la PfuBGL mutante glucosilada (2)

A efectos de introducir la secuencia de glucosilacién en el sitio de introduccién de la mutacién determinado en el
ejemplo 17 en la PfuBGL mutante glucosilada mostrada en SEQ ID NO: 6, utilizando cebadores para introducir la
mutacion A mostrada en SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58, la mutacion de la secuencia de glucosilacion unida a N
se introdujo mediante mutagénesis dirigida al sitio. Como resultado, se obtuvo el gen de PfuBGL2A mutante
glucosilada de SEQ ID NO: 51. Ademas, en cuanto a la mutacién C y la mutacion E, utilizando cebadores para
introducir la mutacién C mostrada en SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60 y cebadores para introducir la mutacién E
mostrada en SEQ ID NO: 61 y SEQ ID NO: 62, respectivamente, la mutacion de la secuencia de glucosilacién unida
a N se introdujo por mutagénesis dirigida al sitio de una manera similar, con lo que el gen de PfuBGL2C mutante
glucosilada mostrado en SEQ ID NO: 53 y el gen de PfuBGL2E mutante glucosilada mostrado en SEQ ID NO: 55 se
obtuvieron cada uno. Utilizando los genes mutantes glucosilados preparados como anteriormente, la PfuBGL2A
mutante glucosilada representada por SEQ ID NO: 52, la PluBGL2C mutante glucosilada representada por SEQ ID
NO: 54, y la PfuBGL2E mutante glucosilada representada por SEQ NO: 56 se obtuvieron, cada una, siguiendo las
mismas etapas que en el ejemplo 3.

[Ejemplo 19] Actividad enzimatica de la PfuBGL mutante glucosilada (2)

De una manera similar al ejemplo 4, se midi6 la actividad enzimatica de la glucosidasa mutante glucosilada
PfuBGL2A (SEQ ID NO: 52), la PfuBGL2C mutante glucosilada (SEQ ID NO: 54) y la PfluBGL2E mutante glucosilada
(SEQ ID NO: 56) obtenidas en el ejemplo 18 en comparacion con la PfuBGL de tipo silvestre. Ajustando la actividad
enzimatica de la PfuBGL de tipo silvestre a 100, la actividad enzimatica de la mutante glucosilada se mostré6 como
actividad relativa (%) en la tabla 10.
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[Tabla 10]
) Actividad relativa (%) de glucosidasa mutante glucosilada con
No de entrada | SEQ ID NO Glucosidasa
respecto a tipo silvestre
9 52 PfuBGL2A 84
10 54 PfuBGL2C 81
11 56 PfuBGL2E 85

Tal como se muestra en la tabla 10, se descubrié que la glucosidasa mutante que tiene dos o mas cadenas de
azucares fijadas a ella conservaba la actividad enzimética en comparacién con la glucosidasa de tipo silvestre antes
de la glucosilacion.

[Ejemplo 20] Hidrdlisis de lignocelulosa utilizando la composicion enzimatica compuesta por una mezcla de celulasas
derivadas de hongos filamentosos y diversos tipos de glucosidasas mutantes glucosiladas (8)

De una manera similar al ejemplo 6, utilizando las glucosidasas mutantes glucosiladas (PfuBGL2A, PfuBGL2C y
PfuBGL2E) obtenidas en el ejemplo 18, se llevd a cabo hidrélisis de lignocelulosa 2 (tratamiento con acido sulfurico
diluido) preparada en el ejemplo de referencia 1. La cantidad de glucosa producida después de 28 horas de reaccién
(g/l) se mostr6 en la tabla 11.

[Tabla 11]
Concentracién de glucosa producida (g/l)
No de entrada | Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre Glucosidasa mutante glucosilada
(ejemplo comparativo 1) (ejemplo 18)

1 PfuBGL 34g/l -
9 PfuBGL2A - 18 g/l
10 PfuBGL2C - 18 g/l
11 PfuBGL2E - 19 g/l

Tal como se muestra en la tabla 11, se reveld que las glucosidasas mutantes que tienen dos o mas cadenas de
azUcares fijadas a ellas (SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 56) también presentaban una eficiencia de
degradacion de lignocelulosa mejorada enormemente en comparacion con una glucosidasa de tipo silvestre no
glucosilada (ejemplo comparativo 1; la cantidad de glucosa producida: 3 g/l).

[Ejemplo 21] Evaluacién de la capacidad de adsorcién de la glucosidasa mutante glucosilada para lignocelulosa

Se evalud la capacidad de adsorciéon de la glucosidasa mutante glucosilada para celulosa cristalina (Avicel) y para
lignocelulosas 1 a 3 preparadas en el ejemplo de referencia 1. Como glucosidasa, se utilizaron la PfuBGL mutante
glucosilada preparada en el ejemplo 1 y la PfuBGL de tipo silvestre preparada en el ejemplo comparativo 1, y las
soluciones enzimaticas se ajustaron para tener actividades especificas iguales, y se prepararon adicionalmente a
una concentracion final de 100 mM mediante la adicion de un tampoén de acetato (pH 5). Las soluciones enzimaticas
resultantes se afiadieron, cada una, a la celulosa cristalina y a lignocelulosas 1 a 3 a una concentracion final
(concentracion de sélido) del 7,5% en peso, y las mezclas resultantes se mantuvieron calientes y se agitaron a 50°C
durante una hora. Posteriormente, las mezclas después de reaccion se centrifugaron a 15000 rpm durante 10
minutos, y el sobrenadante obtenido de este modo se midi6 para la actividad de degradacion de celobiosa.
Ajustando la actividad enzimatica de una solucién enzimatica sin celulosa cristalina y lignocelulosas 1 a 3 en 100, la
actividad de degradacion de celobiosa se evalud en términos de actividad relativa (%).

[Tabla 12]

Actividad relativa (%) de actividad de degradacién de

Celulosa celobiosa (%)
PfuBGL de tipo silvestre | PfuBGL mutante glucosilada
Celulosa cristalina (Avicel) 85% 95%
Lignocelulosa 1 (Tratamiento con acido sulfurico diluido) 23% 84%
Lignocelulosa 2 (Tratamiento con amoniaco) 62% 84%
Lignocelulosa 3 (Tratamiento hidrotérmico) 34% 81%
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Tal como se muestra en la tabla 12, se reveld que la actividad de degradacién de celobiosa en el sobrenadante de la
glucosidasa mutante glucosilada se incrementaba en presencia de cualquiera de las lignocelulosas 1 a 3, en
comparaciéon con la glucosidasa de tipo silvestre. Ademas, la actividad de degradacion de celobiosa en el
sobrenadante se incrementaba ligeramente también para Avicel, que era celulosa cristalina. A partir de los
resultados anteriores, se revel6 que la glucosidasa mutante glucosilada presentaba baja capacidad de adsorcién
particularmente para lignocelulosa (producto de celulosa de pretratamiento), y de este modo se recuperaria con
buen rendimiento del sobrenadante después de separacion sélido-liquido.

[Ejemplo 22] Evaluacioén de la capacidad de adsorcion de la glucosidasa mutante glucosilada para una membrana de
ultrafiltracion

Se evaluo6 la capacidad de adsorcidén de la glucosidasa mutante glucosilada para una membrana de ultrafiltracién.
Como la membrana de ultrafiltracion, se utilizé VIVASPIN20 (SARTORIUS K.K., hecha de polietersulfona, limite de
peso molecular de 10000 Da). Como glucosidasa, se utilizaron la PfuBGL mutante glucosilada preparada en el
ejemplo 1 y la PfluBGL preparada en el ejemplo comparativo 1, y las soluciones enzimaticas se ajustaron para tener
actividades especificas iguales, y se prepararon adicionalmente a una concentracién final de 50 mM mediante la
adicién de un tampoén de acetato (pH 5). A partir de estas soluciones enzimaticas, se transfirieron 5 ml a la
membrana de ultrafiltracion VIVASPIN20, seguidos por centrifugado a 4000 G durante 10 minutos. Después del
centrifugado, a la solucion que permanecia en el lado no permeable de la membrana de ultrafiltracion
(aproximadamente 100 pl o menos), se le afiadieron 3 ml de un tampon de acetato 50 mM, y los productos
residuales que quedaban sobre la superficie de la membrana de ultrafiltracion y sobre la pared interna del recipiente
se recogieron pipeteando. El producto residual recogido de este modo se enras6 a 5 ml y, a partir de esto, se
muestrearon 10 ul para la actividad de degradacion de celobiosa. La serie de operaciones anterior se repitié siete
veces, y ajustando la actividad inicial al 100 (%), la actividad de degradacion de celobiosa se calculé como actividad
relativa (%) en cada operacion. Los resultados obtenidos de este modo se muestran en la tabla 13.

[Tabla 13]
. L . Actividad relativa (%) de actividad de degradacién de celobiosa (%)
Numero de repeticion de operacion . _ )
PfuBGL de tipo silvestre PfuBGL mutante glucosilada
0 (inicial) 100% 100%
1 21% 114%
2 5.4% 115%
3 1.8% 112%
4 ND 116%
5 ND 110%
6 ND 101%
7 ND 98%

Tal como se muestra en la tabla 13, se reveld que la actividad de la PfuBGL de tipo silvestre no glucosilada
disminuia a medida que el nimero de repeticién de la operacién se incrementaba (la actividad desaparecia en la
cuarta y posteriores operaciones). Mientras tanto, la PfuBGL mutante glucosilada seguia siendo activa incluso
después de siete operaciones repetidas. Es decir, se revel6 que la glucosidasa mutante glucosilada presentaba baja
capacidad de adsorciéon para la membrana de ultrafiltracion y, por lo tanto, se recuperaba con buen rendimiento
cuando se recuperaba utilizando una membrana de ultrafiltracién después de la reaccion de hidrélisis.

[Ejemplo 23] Recuperacion de la composicién enzimatica en el hidrolizado utilizando una membrana de ultrafiltracion

A partir del producto de hidrdlisis de lignocelulosas 1 a 3 en el ejemplo 7, la composicion enziméatica se recuperé de
la siguiente manera. En primer lugar, se centrifugaron 10 ml del hidrolizado y se obtuvieron 5 ml del sobrenadante.
Posteriormente, el sobrenadante se filtré a través de un filtro de membrana preciso que tenia un diametro de poro
promedio de 0,2 um (membrana de PVDF, fabricada por Millipore Corporation), y se recogi6 el filtrado. El volumen
total del filtrado obtenido de este modo se transfiri6 a la membrana de ultrafiltracion VIVASPIN20 (hecha de
poliétersulfona, un limite de peso molecular de 10000 Da), seguido por centrifugado. El producto residual que
permanecia en el lado no permeable de la membrana de ultrafiltracion se recogié y se midi6é para la actividad de
degradacion de celobiosa. Ajustando la actividad de la enzima introducida a la actividad enzimatica inicial del 100%,
la actividad enzimatica de la composicion enzimatica recuperada como el producto residual se calculé en términos
de valor relativo (%).
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[Tabla 14]
Actividad relativa (%) de actividad de degradacién de celobiosa de la
Celulosa enzima recuperada
PfuBGL de tipo silvestre PfuBGL mutante glucosilada
Lignocelulosa 1 (Tratamiento con acido
» o 21% 69%
sulfarico diluido)
Lignocelulosa 2 (Tratamiento con
. 11% 51%
amoniaco)
Lignocelulosa 3 (Tratamiento
7.7% 48%
hidrotérmico)

Tal como se muestra en la tabla 14, se revel6 que la actividad de la glucosidasa mutante glucosilada recuperada se
incrementaba enormemente en comparacion con la glucosidasa mutante. Se supuso que esto era atribuible a
capacidad de adsorcién reducida de la glucosidasa mutante glucosilada para lignocelulosa, tal como se demostré en
el ejemplo 21, y también a capacidad de adsorcion reducida de la glucosidasa mutante glucosilada para la
membrana de ultrafiltracion, tal como se demuestra en el ejemplo 22.

[Ejemplo 24] Analisis del componente de la cadena de azucares de la glucosidasa mutante glucosilada

Se analizé la estructura de la cadena de azucares de la PfuBGL glucosilada descrita en el ejemplo 1. A 1,33 mg de
una muestra, que era PfuBGL glucosilada liofilizada (-80°C), se afiadieron 1,33 ml de agua purificada para preparar
una solucién de muestra de 1 mg/ml. El azicar neutro y aminoazucar en esta solucién de muestra se cuantificaron
mediante el siguiente procedimiento.

1. Azlcar neutro

En un tubo de ensayo, se transfirieron 100 pl de la solucion de muestra a 1 mg/ml, que se secaron a presion
reducida, a los que se afadieron 200 pl de acido trifluoroacético 2 M. El tubo de ensayo resultante se sometio a
sustitucion con nitrdgeno y a continuaciéon se sellé a presién reducida. Posteriormente, la hidrélisis se realizd a
100°C durante seis horas, y el producto resultante se sec6 de nuevo a presion reducida. Al residuo obtenido de este
modo, se le afiadieron 200 pl de agua purificada, en los que se disolvio el residuo. La solucion resultante se filtro a
través de un filtro de 0,22 um. Una muestra obtenida diluyendo el filtrado 10 veces con agua purificada se analizd en
las siguientes condiciones.

Como instrumento analitico, se utilizaron el sistema de HPLC LC20A system (Shimadzu Corporation) y el
espectrofluorbmetro RF-10AXL (Shimadzu Corporation).

Las condiciones analiticas fueron las siguientes; TSK-gel Sugar AXG 4,6 mm LD. x 15 cm (Tosoh Corporation), la temperatura
de la columna, 70°C, la fase movil, un tampon de borato potasico 0,6 M (pH 8,7), y el caudal de la fase movil, 0,4 ml/min.

Utilizando arginina al 1% en peso y acido bérico al 3% en peso como reactivo de reaccion, el marcado post-columna
se realiz6é a un caudal de reactivo de reaccion de 0,5 ml/min y una temperatura de reaccion de 150°C. Ademas, en
cuanto a la longitud de onda de deteccion, la excitacion y la deteccion se realizaron a 320 nm y 430 nm,
respectivamente. El azticar neutro se cuantificd en comparaciéon con cada producto estandar de azdcar neutro.

2. Aminoazucar

En un tubo de ensayo, se transfirieron 100 ul de la solucion de muestra a 1 mg/ml, que se secaron a presion
reducida, a los que se afiadieron 200 pl de acido triclorhidrico 4 M. El tubo de ensayo resultante se someti6 a
sustitucion con nitrogeno y a continuaciéon se sellé a presiéon reducida. Posteriormente, la hidrélisis se realizoé a
100°C durante seis horas, y a continuacion el producto resultante se sec6é de nuevo a presion reducida. Al residuo
obtenido de este modo, se le afiadieron 200 pl de agua purificada, en los que se disolvié el residuo. La solucién
resultante se filtr6 a través de un filtro de 0,22 um.

Como instrumento analitico, se utilizaron el sistema de HPLC LC20A (Shimadzu Corporation) y el
espectrofluorometro RF-10AXL (Shimadzu Corporation).

Las condiciones analiticas fueron las siguientes; TSK-gel SCX 6 mm |.D. x 15 cm (Tosoh Corporation), la

temperatura de la columna, 60°C, la fase movil, un tampén de acido bérico borato potasico 0,16 M (pH 7,6) y el
caudal de la fase movil, 0,3 ml/min.
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Utilizando arginina al 1% en peso y acido bérico al 3% en peso como reactivo de reaccion, el marcado post-columna
se realiz6 a un caudal de reactivo de reaccion de 0,5 ml/min y una temperatura de reacciéon de 150°C. Ademas, en
cuanto a la longitud de onda de deteccidn, la excitacion y la detecciéon se realizaron a 320 nm y 430 nm,
respectivamente. El azticar neutro se cuantificd en comparacion con cada producto estandar de azucar neutro.

[Tabla 15]
Azlcar Concentracion Relacion de composicion

(nmol/mg) (*1)
Ramnosa 30 1
Ribosa ND -

Manosa 576 18
Azucar neutro Arabinosa 24 1
Galactosa 75 2
Xilosa ND -
Glucosa 54 2
. ) Glucosamina 62 2

Aminoazucar

Galactosamina 37 1

(*1) Ajustando el valor de la concentracion B de glucosamina a “2” como el estandar, las concentraciones B de otros
azucares se calcularon como relacion relativa. En el calculo, los digitos tras la coma decimal se redondearon a un
numero entero.

Tal como se muestra en la tabla 15, se revel6 que el componente principal del azicar neutro que compone la
cadena de azucares de la PfuBGL mutante en la cadena de azucares obtenida en el ejemplo 1 era manosa.
Ademas, a partir de la relacion de composicion de manosa con respecto a N-glucosamina, se descubridé que la
PfuBGL mutante en la cadena de azucares tenia una cadena de azucares de tipo rica en manosa.

Aplicabilidad industrial

La glucosidasa mutante glucosilada derivada de un termdfilo, segun la presente invencion, puede utilizarse para la
produccién de un liquido que contiene azucar mediante degradaciéon de celulosa. Dado que la glucosidasa mutante
glucosilada derivada de un termofilo tiene un efecto de incrementar enormemente la eficiencia de degradacion de
celulosa, es capaz de reducir considerablemente el coste de la enzima. A la luz de lo anterior, la glucosidasa
mutante glucosilada derivada de un termofilo, segun la presente invencion, es extremadamente beneficiosa desde el
punto de vista industrial.
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Phe Gly Val Thr Tyr Val Asp Tyr Glu Asn Gly Gln Lys Arg Phe Pro
435 440 445

Lys Lys Ser Ala Lys Ser Leu Lys Pro Leu Phe Asp Glu Leu Ile Ala
450 455 460

Ala Ala
465

<210> 2

<211> 434

<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 2

Met Leu Pro Lys Asp Leu Gln Trp Gly Phe Ala Lys Ala Ala Tyr Gln
1 5 10 15

Ile Glu Gly Ala Val Asp Gln Asp Gly Arg Gly Pro Ser Ile Trp Asp
20 25 30

Thr Phe Cys Ala Gln Pro Gly Lys Ile Ala Asp Gly Ser Ser Gly Val
35 40 45

Thr Ala Cys Asp Ser Tyr Asn Arg Thr Ala Glu Asp Ile Ala Leu Leu
50 55 60
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65 70 75 80
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<210> 3
<211> 1419
<212> ADN

<213> Pyrococcus furiosus

<400> 3

atggcaaagt
atgggactgce
aacatagcat
ctctataagce
attgagtggg
gatgaagaag
aaaattgcca
aggggcaaaa
ccaattgcag
acagtggtag
gacatgtgga
cgttcaggat
ttaattcagg
ggagtgatat
gaggaaatca
gactggatcg
gttccttt;c
cctgctagtg
ttaaacaatg
gatagataca
gaaggtgctg
caagggttca
ttaaggccaa

ttagctcace

<210> 4
<211> 473
<212> PRT

tcccaaaaaa
caggaagtga
caggtctagt
aagatcatga
caagaatttt
gcaacataat
acatggaggc
ccttcatatt
taaggaaact
agtttgtgaa
gcacaatgaa
ttccaccagg
ctcacatcgg
acgcctttge
gaaagaaaga
gcgtaaacta
ctggatatgg
actttggatg
cctacgagcet
ggccacacta
atgttagagg
ggatgagatt
gcgccctggt

tcgecagacct

<213> Pyrococcus furiosus

<400> 4
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Gly

Phe

Tyr

255

Pro

Gly

Trp

Ser

Gln

Gly

80

vVal

Pro

Leu

Thr

Asp

160

Trp

Vval

Glu

Phe

Asn

240

Ser



ES 2544710 T3

260 265 270

Ala Glu Glu Tyr Lys Asp Glu Val Glu Glu Ile Arg Lys Lys Asp Tyr
275 280 285

Glu Phe Val Thr Ile Leu His Ser Lys Gly Lys Leu Asp Trp Ile Gly
290 295 300

Val Asn Tyr Tyr Ser Arg Leu Val Tyr Gly Ala Lys Asp Gly His Leu
305 310 315 320

Val Pro Leu Pro Gly Tyr Gly Phe Met Ser Glu Arg Gly Gly Phe Ala
325 330 335

Lys Ser Gly Arg Pro Ala Ser Asp Phe Gly Trp Glu Met Tyr Pro Glu
340 345 350

Gly Leu Glu Asn Leu Leu Lys Tyr Leu Asn Asn Ala Tyr Glu Leu Pro
355 360 365

Met Ile Ile Thr Glu Asn Gly Met Ala Asp Ala Ala Asp Arg Tyr Arg
370 375 380

Pro His Tyr Leu Val Ser His Leu Lys Ala Val Tyr Asn Ala Met Lys
385 390 395 400

Glu Gly Ala Asp Val Arg Gly Tyr Leu His Trp Ser Leu Thr Asp Asn
405 410 415

Tyr Glu Trp Ala Gln Gly Phe Arg Met Arg Phe Gly Leu Val Tyr Val
420 425 430

Asp Phe Glu Thr Lys Lys Arg Tyr Leu Arg Pro Ser Ala Leu Val Phe
435 440 445

Arg Glu Ile Ala Thr Gln Lys Glu Ile Pro Glu Glu Leu Ala His Leu
450 455 460

Ala Asp Leu Lys Phe Val Thr Arg Lys
465 470

<210=5

<211> 1419

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN que codifica beta-glucosidasa mutante que tiene un sitio de glucosilacion

33



<400> 5

atggcaaagt

atgggactge
aacatagcat
cgcactaage
attgagtggg
gatgaagaag
aaaattgcca
aggggcaaaa
ccaattgcag
acagtggtag
gacatgtgga
cgttcaggat
ttaattcagg
ggagtgatat
gaggaaatca
gactggatcg
gttcctttac
cctgetagtg
ttaaacaatg
gatagataca
gaaggtgctg
caagggttca
ttaaggccaa

ttagctcacc

<210>6
<211> 473
<212> PRT

tcccaaaaaa

caggaagtga
caggtctagt
aagatcatga
caagaatttt
gcaacataat
acatggaggc
cctteatatt
taaggaaact
agtttgtgaa
gcacaatgaa
ttccaccaqgg
ctcacatcgg
acgcctttge
gaaagaaaga
gcgtaaacta
ctggatatgg
actttggatg
cctacgagcet
ggccacacta
atgttagagg
ggatgagatt
gecgeectggt

tcgcagacct

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2544710 T3

cttcatgttt

agtggaaagc
aagtggagat
cattgcagaa
tccaaagcca
tteccgtagac
ccttgaacat
aaacctctac
tggceccggat
gtttgeccegee
cgaaccaaac
atatctaagce
agcatatgat
ttggcacgat
ctatgagttt
ctactccaqgg
atttatgagt
ggaaatgtac
accaatgata
tctegtaage
gtatctccac
tggattggtt
attcégagaa

caaatttgtt

ggatattctt

gactggtggg
ctaccagaga
aagctaggaa
acatttgacg
gttccagaga
tatecgcaaga
cactggecctc
agggctcctg
ttegttgcett
gtagtctaca
tttgaagcag
gccataaaag
cctctagcgg
gtaacaattc
ctggtatatg
gagagaggag
ccagagggcc
attacagaga
catctaaagg
tggtctctaa
tacgtggatt
atagccactc

acaagaaag

ggtctggttt

tgtgggttca
acggcccage
tggattgtat
ttaaagttga
gtacaataaa
tttactcaga
ttccattatg
caggatggtt
atcaccttga
atcaaggtta
cagaaaaggc
agtattcaga
aggagtataa
tacactcaaa
gagccaaaga
gatttgcaaa
ttgagaacct
acggtatggc
cagtttacaa
cagacaacta
tcgagacaaa

aaaaagaaat

<223> Beta-glucosidasa mutante que tiene un sitio de glucosilacion

<220>

<221> CARBOHYD

34

ccagtttgag

cgacaaggag
atattggaac
tagaggtgge
tgtggaaaag
agagctagag
ctggaaggag
gattcatgac
agatgagaag
tgacctegtt
cattaatcta
aaaattcaac
aaaatccgtg
ggatgaagta
aggaaagcta
tggacaccta
gtcaggaaga
tcttaagtat
cgatgcagca
tgctatgaaa
cgaatgggcc
gaagagatat

tccagaagaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1419



ES 2544710 T3

<222> (60)..(62)
<223>

<400> 6

Met Ala Lys Phe Pro Lys Asn Phe Met Phe Gly Tyr Ser Trp Ser Gly
1 5 10 15

35



Phe

Trp

Gly

Asp

Ile

Asp

Glu

Glu

Phe

145

Pro

Leu

Ala

Pro

Pro

225

Leu

Glu

Gln

Val

Asp

50

His

Glu

Val

Ser

His

130

Ile

Ile

Asp

Tyr

Asn

210

Pro

Ile

Lys

Phe

Glu

- 20

Trp
35

Leu

Trp

Glu

Thr

115

Tyr

Leu

Ala

Glu

His

195

Vval

Gly

Gln

Ser

val

Pro

Ile

Ala

Lys

100

Ile

Arg

Asn

Val

Lys

180

val

Tyr

Ala

val
260

Met

His

Glu

Ala

Arg

Asp

Lys

Lys

Leu

Arg

165

Thr

Asp

Tyr

Leu

His

245

Gly

ES 2544710 T3

Gly

Asp

Asn

Glu

70

Ile

Glu

Glu

Ile

Tyr

150

Lys

Vval

Asp

Asn

Ser

230

Ile

val

Leu

Lys

Gly

55

Lys

Phe

Glu

Leu

Tyx

135

His

Leu

val

Leu

Gln

215

Phe

Gly

Ile

Pro Gly

Glu Asn
40

Pro Ala

Leu Gly

Pro Lys

Gly Asn
105

Glu Lys
120

Ser Asp

Trp Pro

Gly Pro

Glu Phe
185

Val Asp
200

Gly Tyr

Glu Ala

Ala Tyr

Tyr Ala
265

36

Ser

Ile

Tyr

Pro

20

Ile

Ile

Trp

Leu

Asp

170

vVal

Met

Ile

Ala

Asp

250

Phe

Glu

Ala

Trp

Asp

75

Thr

Ile

Ala

Lys

Pro

155

Arg

Lys

Trp

Asn

Glu

235

Ala

Ala

val

Ser

Asn

Cys

Phe

Ser

Asn

Glu

140

Leu

Ala

Phe

Ser

Leu

220

Lys

Ile

Trp

Glu

Gly

45

Arg

Ile

Asp

val

Met

125

Arg

Trp

Pro

Ala

Thr

205

Arg

Ala

Lys

His

Ser

Leu

Thr

Arg

Vval

Asp

110

Glu

Gly

Ile

Ala

Ala

190

Met

Ser

Lys

Glu

Asp
270

Asp

Vval

Lys

Gly

Lys

95

val

Ala

Lys

His

Gly

175

Phe

Asn

Gly

Phe

Tyr

255

Pro

Trp

Ser

Gln

Gly

80

val

Pro

Leu

Thr

Asp

160

Trp

val

Glu

Phe

Asn

240

Ser



ES 2544710 T3

Ala Glu Glu Tyr Lys Asp Glu Val Glu Glu Ile Arg Lys Lys Asp Tyr
275 280 285

Glu Phe Val Thr Ile Leu His Ser Lys Gly Lys Leu Asp Trp Ile Gly
290 295 300

Val Asn Tyr Tyr Ser Arg Leu Val Tyr Gly Ala Lys Asp Gly His Leu
305 310 315 i 320

Val Pro Leu Pro Gly Tyr Gly Phe Met Ser Glu Arg Gly Gly Phe Ala
325 330 335

Lys Ser Gly Arg Pro Ala Ser Asp Phe Gly Trp Glu Met Tyr Pro Glu
340 345 350

Gly Leu Glu Asn Leu Leu Lys Tyr Leu Asn Asn Ala Tyr Glu Leu Pro
355 360 365

Met Ile Ile Thr Glu Asn Gly Met Ala Asp Ala Ala Asp Arg Tyr Arg
370 375 380

Pro His Tyr Leu Val Ser His Leu Lys Ala Val Tyr Asn Ala Met Lys
385 390 395 400

Glu Gly Ala Asp Val Arg Gly Tyr Leu His Trp Ser Leu Thr Asp Asn
405 410 415

Tyr Glu Trp Ala Gln Gly Phe Arg Met Arg Phe Gly Leu Val Tyr Val
420 425 430

Asp Phe Glu Thr Lys Lys Arg Tyr Leu Arg Pro Ser Ala Leu Val Phe
435 440 445

Arg Glu Ile Ala Thr Gln Lys Glu Ile Pro Glu Glu Leu Ala His Leu
450 455 460

Ala Asp Leu Lys Phe Val Thr Arg Lys
465 470

<210> 7

<211> 1446

<212> ADN

<213> Thermosphaera aggregans

<400> 7

37



atgaaattcc

ggtatteceg

aacacagcag

ttaaaccaaa
gttgagtgga
gatgagaacg
gaattagcca
agaggtagaa
ccaatcatgg
tecgtggtgg
gttatgtgga
aaagggggtt
atgatccagg
ggactaatat
aagtttaaga
atcaatgttg
tatagcegtt
ttcctttgta
gaggtgtatc
gacttgatcg
ctggtctege
tacctccact
ggtttagtca
ttececgggaga

cagtaa

<210> 8
<211> 481
<212> PRT

<213> Thermosphaera aggregans

<400> 8

ccaaagactt

ggtccgagga

ctggactagt

atgaccacga
gtaggatttt
gcagcattgt
acaaggaggc
aacttatact
tgagaagaat
agtttgcecaa
gcaccatgaa
tccecaccegg
ctcatgcacg
acgctttcca
gctctaagtt
aatacaggag
tagtctacaa
cacctggggg
ctgaaggact
tgaccgagaa
atgtttacag
ggagcttgac
tggttgactt

tcgcaacgceca

ES 2544710 T3

catgataggc
tccgaatagt

cagcggcgat

cctggectgag
tccaaagcca
tcacgtagat
cgtaaaccat
caatttatac
gggcccggac
atacgccgca
cgaacccaac
ctacttgagt
ggcctatgac
atggttcgaa
atactatttc
agatcttgec
aatcgtcgat
gatcagcccg
ctacctactt
cggtgtttca
cgtatggaaa
agacaattac
caaaactaag

taacggaata

tactcatctt

gattggtggg

tttcccgaga

aagetggggyg
actttcaatg
gtcgatgata
tacgtagaaa
cattggccce
agagcgccect
tacattgcett
gtcgtttatg
ttggaagetg
aatattaaac
ctattagagg
acagacatag
aataggctag
gacaaaccta
gctgaaaatc
ctaaaagaac
gacagcaggg
gccgctaacg
gagtgggcce
aaaaggtatc

ccggatgagc

38

caccgtttca

tatgggtgca

acggcccagg

ttaacactat
ttaaagtccc
aagcggttga
tgtataaaga
tgcctctetg
caggctgget
ggaaaatggg
agcaaggata
ctgataaggc
gcttcagtaa
gtccagcaga
tatcgaaggg
actggttggg
taatcctgcea
cttgtagecga
tttacaaccg
atgcgttgag
agggcattcc
agggcttcag
tcecgcccaag

tacagcatct

atttgaagcet

tgatccggag

ttactggaat

tagagtaggc
tgtagagaga
aagacttgat
ctgggttgaa
gcttcacaac
taacgaggag
cgagctacct
catgttcgtt
caggagaaat
gaaacctgtt
agtatttgat
tagttcaatc
cgttaactac
cgggtatgga
ttttgggtgg

atacggggta

accggcatac
cgtcaaaggce
gcagaaatt.c
cgccectagtg

tacactgate

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1446



ES 2544710 T3

Met Lys Phe Pro Lys Asp Phe Met Ile Gly Tyr Ser Ser Ser
1 5 10

Gln Phe Glu Ala Gly Ile Pro Gly Ser Glu Asp Pro Asn Ser
20 25 30

Trp Val Trp Val His Asp Pro Glu Asn Thr Ala Ala Gly Leu
35 40 45

Gly Asp Phe Pro Glu Asn Gly Pro Gly Tyr Trp Asn Leu Asn

39

Pro Phe
15

Asp Trp

Val Ser

Gln Asn



Asp

65

val

Pro

Asp

Asn

Leu

145

Pro

Ala

Pro

Pro

225

Met

Lys

Glu

Tyr

Tyr
305

50

His

Glu

val

Lys

His

130

Ile

Ile

Asn

Trp

Asn

210

Pro

Ile

Lys

Gly

Phe

290

Arg

Asp

Trp

Glu

Ala

115

Tyr

Leu

Met

Glu

Lys

195

val

Gly

Gln

Pro

Pro

275

Thr

Arg

Leu

Ser

Arg

100

val

val

Asn

Val

Glu

180

Met

val

Tyr

Ala

val

260

Ala

Asp

Asp

Ala

Axg

85

Asp

Glu

Glu

Arg

165

Ser

Gly

Tyr

Leu

His

245

Gly

Glu

Ile

Leu

ES 2544710 T3

Glu

70

Ile

Glu

Axrg

Met

Tyr

150

Arg

Vval

Glu

Glu

Ser

230

Ala

Leu

vVal

Vval

Ala
310

55

Lys

Phe

Asn

Leu

Tyr

135

His

Met

Val

Leu

Gln

215

Leu

Arg

Ile

Phe

Ser

295

Asn

Leu

Pro

Gly

Asp

120

Lys

Trp

Gly

Glu

Pro

200

Gly

Glu

Ala

Tyr

Asp

280

Lys

Arg

Gly

Lys

Ser

105

Glu

Asp

Pro

Pro

Phe

185

val

Tyr

Ala

Tyr

Ala

265

Lys

Gly

Leu

40

vVal

Pro

90

Ile

Leu

Trp

Leu

Asp

170

Ala

Met

Met

Ala

Asp

250

Phe

Phe

Ser

Asp

Asn

Thr

Val

Ala

Val

Pro

155

Arg

Lys

Trp

Phe

Asp

235

Asn

Gln

Lys

Ser

Trp
315

60

Thr

Phe

His

Asn

Glu

140

Leu

Ala

Tyr

Ser

Vval

220

Lys

Ile

Trp

Ser

Ile

300

Leu

Ile

Asn

val

Lys

125

Arg

Trp

Pro

Ala

Thr

205

Lys

Ala

Lys

Phe

Ser

285

Ile

Gly

Arg

Val

Asp

110

Glu

Gly

Leu

Ser

Ala

190

Met

Gly

Arg

Arg

Glu

270

Lys

Asn

vVal

val

Lys

95

val

Ala

Arg

Gly

175

Tyr

Asn

Gly

Arg

Phe

255

Leu

Leu

val

Asn

Gly

80

val

Asp

Vval

Lys

Asn

160

Trp

Ile

Glu

Phe

Asn

240

Ser

Leu

Tyr

Glu

Tyr
320



Tyr

His

Asn

Leu

Thr

385

Leu

Pro

Ala

Thr

Ala

465

Gln

<210>9
<211> 1461
<212> ADN

<213> Caldivirga maquilingensis

<400> 9

Ser

Gly

Pro

Leu

370

Glu

val

Val

Gln

Lys

450

Thr

Arg

Tyr

Cys

355

Leu

Asn

Ser

Lys

Gly

435

Lys

His

Leu

Gly

340

Ser

Lys

Gly

His

Gly

420

Phe

Arg

Asn

Val

325

Phe

Asp

Glu

Vval

val

405

Tyr

Arg

Tyr

Gly

ES 2544710 T3

Tyr

Leu

Phe

Leu

Ser

390

Tyr

Leu

Gln.

Leu

Ile
470

Lys

Cys

Gly

Tyr

375

Asp

Ser

His

Lys

Arg

455

Pro

Ile

Thr

Trp
360
Asn
Ser
val
Trp
Phe
440

Pro

Asp

41

Val

Pro

345

Glu

Arg

Arg

Trp

Ser

425

Gly

Ser

Glu

Asp

330

Gly

val

Tyr

Asp

Lys

410

Leu

Leu

Leu

Asp

Gly

Tyr

Gly

Ala

395

Ala

Thr

Val

Leu

Gln
475

Lys

Ile

Pro

val

380

Leu

Ala

Asp

Met

Vval

460

His

Pro

Ser

Glu

365

Asp

Arg

Asn

Asn

Val

445

Phe

Leu

Ile

Pro

350

Gly

Leu

Pro

Glu

Tyr

430

Asp

Arg

Thr

Ile

335

Ala

Leu

Ile

Ala

Gly

415

Glu

Phe

Glu

Leu

Leu

Glu

Tyr

Vval

Tyr

400

Ile

Trp

Lys

Ile

Ile
480



atgattaagt
atgggtaccce
aacattgétt
ttgtataagc
attgagtggg
gatgatggag

aggctagctg

aggggtggtt
ccaatagccg
tcegttattg
gacatgtggt
aagtcaggct
ttaattgagg
ggcctagtcet
aaggaggcta
ggggttacta
agggccgtat
ttcggctact
ggctgggaaa
aggatgccca
tggttcatag
agagggtact
aggttcggee
ctggttatga

aaaccaccta

<210>10
<211> 486
<212> PRT

tcccaagega
ctggttctga
cgggcttagt
aggaccactc
ctagggtgtt
gtaacgtggt

acttaaatge

tactggtgat
ttaggaagaa
agttcactaa
atacgatgaa
tceccaccagg
ctcatgccag
actccttege
agggacttga
gggatgactt
tgaggaggag
cctgtgaacce
tataccectga
tgtacatcac
tategcacct
tccactggaa
tagtttacgt
gggaggtggce

gaattgaatg

<213> Caldivirga maquilingensis

<400> 10

ES 2544710 T3

cttcagattce
attcgtaagt
tagcgagtgat
aatagctagg
ccctaageeg
tgacgttgag

tgttaatcac

taacctttac
tggacctgat
gttcgcagee
tgaacctggg
ttacctggac
agcctacgac
agactatcag
ctactcattc
gaagggtagg
gcaggatgct
tggaggcegta
gggtgtttac
tgagaacggt
gtatcaaatt
cctaatagat
tgactatgca
taaacagaag

a

ggcttctcca
gactggtatg
ttacctgaac
gatcttgggce
acctttgacg

gttaatgaat

tataggggga

cactgggcta
agagccccct
ttcatagccce
gtagtgataa
ttaaactccc
gccattaaag
ccgcettagge
ttcgacgcete
cttgactgga
ggtcgggcat
tctaatgata
aatgtcttaa
atagctgatg
cacagggcca
aacttggagt
accaagagga

gctataccgg

42

cagtgggtac
tgtggcttca
atgggccagg
ttgatgcagc
ttaaggttaa
cagcattaga

ttttaagtga

tgcctacgtg
ccggttggcet
atgagttagg
ctgagggtta
tagccactgce
cctactcaag
agggtgatga
caattaaggg
ttggggtaaa
cagtagccgt
ggagaccatg
tggacctatg
agcatgataa
tggaggaggqg
gggctgcagg
ggtattttag

attacttaga

tcagcatgag
tgaccctgag
ttactgggac
atggataact
ggttgatgag
ggagttacgc

ttggaaggag

gcttcatgac
tgataagaga
tgacttaget
cctttacgtt
gggtaagcat
gaaaccagtg
ggaggctgtt
tgaattaatg
ctactacact
ggtggatgga
cagtgactte
gaggaggtat
gtggaggtca
ggtgggtgtt
atataggatg
gccaagcgece

gcattacatt

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1461



Met

Thr

Tyr

Gly

Asp

Ile

Gln

val

Asp

50

His

Lys

His

Trp
35

Leu

Ser

Phe

Glu

20

Leu

Pro

Ile

Pro

Met

His

Glu

Ala

ES 2544710 T3

Ser

Gly

Asp

His

Arg

Asp

Thr

Pro

Gly

55

Asp

Phe Arg

Pro Gly
25

Glu Asn
40

Pro Gly

Leu Gly

43

Phe

10

Ser

Ile

Tyr

Leu

Gly Phe

Glu Phe

Ala Ser

Trp Asp
60

Asp Ala
75

Ser

val

Gly

45

Leu

Ala

Thr

Ser

30

Leu

Tyr

Trp

val

15

Asp

Vval

Lys

Ile

Gly

Trp

Ser

Gln

Thr
80



Ile

Lys

Glu

Asn

Leu

145

Pro

Leu

Ala

Pro

Pro

225

Leu

Ser

Asp
305

val

Glu

val

Ser

His

130

val

Ile

Asp

Gly

210

Pro

Ile

Lys

Gln

Phe

290

Asp

Ala

val

Trp

Asp

Ala

115

Tyr

Ile

Ala

Lys

Glu

195

val

Gly

Glu

Pro

Gly

275

Phe

Leu

val

Ala

Glu

100

Leu

Arg

Asn

val

Arg

180

Leu

val

Tyr

Ala

val

260

Asp

Asp

Lys

Leu

Gly

Arg

Asp

Glu

Gly

Leu

Arg

165

Ser

Gly

Ile

Leu

His

245

Gly

Glu

Ala

Gly

Arg

325

Phe

ES 2544710 T3

val

Asp

Glu

Ile

Tyr

150

Lys

val

Asp

Thr

Asp

230

Ala

Leu

Glu

Pro

Arg

Gly

Phe

Gly

Leu

Leu

135

His

Asn

Ile

Leu

Glu

215

Leu

Arg

Val

Ala

Ile

295

Leu

Arg

Tyr

Pro

Gly

Arg

120

Ser

Trp

Gly

Glu

Ala

200

Gly

Asn

Ala

Tyr

val

280

Lys

Asp

Gln

Ser

Lys

Asn

105

Arg

Asp

Ala

Pro

Phe

185

Asp

Tyr

Ser

Tyr

Ser

265

Lys

Gly

Trp

Asp

Cys

44

Pro

90

val

Leu

Trp

Met

Asp

170

Thr

Met

Leu

Asp

250

Phe

Glu

Glu

Ile

Ala

330

Glu

Thr

VvVal

Ala

Lys

Pro

155

Arg

Lys

Trp

Tyr

Ala

235

Ala

Ala

Ala

Leu

Gly

315

Gly

Pro

Phe

Asp

Asp

Glu

140

Thr

Ala

Phe

Tyr

val

220

Thr

Ile

Asp

Lys

Met

300

val

Arg

Gly

Asp

val

Leu

125

Arg

Trp

Pro

Ala

Thr

205

Lys

Ala

Lys

Tyr

Gly

285

Gly

Asn

Ala

Gly

Val

Glu

110

Asn

Gly

Leu

Ser

Ala

190

Met

Ser

Gly

Ala

Gln

270

Leu

val

Tyr

Ser

val

Lys

95

Val

Ala

Gly

His

Gly

175

Phe

Asn

Gly

Lys

Tyr

255

Pro

Asp

Thr

Tyr

val

335

Ser

Val

Asn

val

Leu

Asp

160

Trp

Ile

Glu

Phe

His

240

Ser

Leu

Tyr

Arg

Thr

320

Ala



Asp

Val

Tyr
385

Trp

Gly

Glu

Tyr

Glu
465

Lys

<210> 11
<211> 1476
<212> ADN

Tyr

370

Ile

Phe

Val

Trp

Ala

450

Val

Pro

Arg

355

Asn

Thr

Ile

Asp

Ala

435

Thr

Ala

_Pro

340

Pro

vVal

Glu

val

val

420

Ala

Lys

Lys

Arg

Cys

Leu

Asn

Ser

405

Gly

Arg

Gln

Ile
485

<213> Sulfolobus acidocaldarius

<400> 11

ES 2544710 T3

Ser

Met

Gly

390

His

Gly

Tyr

Arg

Lys

470

Glu

Asp

Asp

375

Ile

Leu

Tyr

Tyr
455

Ala

Phe

360

Leu

Ala

Tyr

Phe

Met

440

Phe

Ile

45

345

Gly

Trp

Asp

Gln

His

425

Arg

Arg

Pro

Trp

Arg

Glu

Ile
410

Trp

Phe

Pro

Asp

Glu

Arg

His

395

His

Asn

Gly

Ser

Tyx
475

Ile

Tyr

380

Asp

Arg

Leu

Leu

Ala
460

Leu

Tyr

365

Arg

Lys

Ala

Ile

Vval

445

Leu

Glu

350

Pro

Met

Trp

Met

Asp

430

Tyr

val

His

Glu

Pro

Glu

415

Asn

Val

Met

Tyr

Gly

Met

Ser

400

Glu

Leu

Asp

Arg

Ile
480



atgttatcat
atgggaactc
gagaacatag
gggaactata
aacgtagagt
actgataaag
atggacaact
agaaacagag
cacgacccta

aggacagttt

gcgagtgaat
cctagagcag
aatataattce
gtaggtataa

gtggaaatag

ataactagtg
gtaaactatt
ggttatggag
tteggttggg
tatgggttac
ccgtattact
gtaagaggtt
atgaggttcg
gcattagttt

aacagagtac

<210> 12
<211> 491
<212> PRT

tcccaaaggg
caggtagcga
tctcacaggt
agagatttca
ggagtagaat
agaacagtcce
acgctaatca
gatttcacat
tcagagtgag

atgagttcge

atgcaacaat
gctttccace
aggctcatgc
tatatgcaaa
cagagagatt
agggacaaaa
acacgaggac
atcgttgtga
agttctttece
cattatacgt
tagtatcaca
atcttcattg
gtctacttaa
acagggagat

caccaataaa

<213> Sulfolobus acidocaldarius

<400> 12

ES 2544710 T3

tttcaaattt
ggatccgaac
tgtcagtgga
tgacgaagca
atttcccaga
tgtcattage
tgaagcgtta
agtactgaac
gagaggagac

taggttctcg

gaatgaacct
taattacctt
gagggcttat
cacatcatat
gaacagafgg
tgtcagagag
tgtggtaaca
aaggaactca
tgagggtcta
aatggagaac
tatctaccag
gtctttggceca
ggtagattat

tactaggagt

acctttgaga

ggctggtete
agcgattgge
gatttacccg
gagaaaatag
ccactaccca
gtagacttaa
tcacattaca
atgtatcatt
tttacaggac

gcttacgtag

aacgtggttt
agcttcagge
gacgccatca
tacccactca
agtttctttg
gacttaagga
aaagctgaga
ttgagtttag
tatgatgtac
ggtatcgctg
gtgcacaggg

gataattatg
ctaacaaaga
aacggtattce

cattaa

46

agtcgggatt
acgtctgggt
aaaatggtcc
gactaaatgce
agcctgaaat
atgagtctaa
ggcaaatact
ggactttgecc

caacaggttg

cctggaaatt

ggggagcagg
tttcagaaat
agagcgtatc
gaccacaaga
actccattat
acaggttaga
gtggttattt
ctaacctccce
ttttgaagta
atgacgctga
ctttaaacga
agtggtcgtc
gattgtactg

ctgaggagct

ccagtctgaa
tcatgacagg
agggtactgg
agtgagaatt
gcaaacaggg
gctgagagaa
ggaggatcta
catatggttg
gttaaactce

agatgatttg

ttacgcetttt
agctaaatgg
aaaaaagagt
taacgaagct
aaagggagag
ctggattgge
aacccttcecg
taccagtgat
ttggaatagg
ctaccaaaga
gggagtagat
aggtttttca
gagaccttct

ggaacatcta

60
120
180
240
300
360
420
480
540

€00

660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1476



Met

Phe

Trp

Ser

65

Asn

Leu

Gln

His

Gly

Phe

Val

Gln

Ser

Ser

vVal

35

Asp

His

Glu

Thr

Phe

Glu
20

Trp

Leu

Asp

Trp

Gly
100

Pro

Met

Vval

Pro

Glu

Ser

85

Thr

ES 2544710 T3

Lys

Gly

His

Glu

Ala

70

Arg

Asp

Gly

Thr

Asp

Asn

55

Glu

Ile

Lys

Phe

Pro

Arg

40

Gly

Lys

Phe

Glu

Lys

Gly

25

Glu

Pro

Ile

Pro

Asn
105

47

Phe
10

Ser

Asn

Gly

Gly

Arg

20

Ser

Gly Trp

Glu Asp

Ile Val

Tyr Trp
60

Leu Asn
75

Pro Leu

Pro Val

Ser

Pro

Ser

45

Gly

Ala

Pro

Ile

Gln

Asn

30

Gln

Asn

Vval

Lys

Ser
110

Ser
15

Ser

val

Tyr

Pro
95

val

Gly

Asp

val

Lys

Ile

80

Glu

Asp



Ala

Phe

145

His

Trp

val

Glu

Phe

225

Asn

Ser

Leu

Gly
305

val

Leu

Leu
130

His

Asp

Ala

Pro

210

Pro

Ile

Lys

Arg

290

Gln

Asn

Thr

Ala

Glu

115

Ser

Ile

Pro

Asn

Trp

195

Asn

Pro

Ile

Lys

Pro

275

Ser

Asn

Tyr

Leu

Asn
355

Ser

His

val

Ile

Ser

180

Lys

Vval

Asn

Gln

Ser

260

Gln

Phe

Val

Tyr

Pro

340

Leu

Lys

Tyr

Leu

Arg

165

Arg

val

Tyr

Ala

245

val

Asp

Phe

Arg

Thr

325

Gly

Pro

ES 2544710 T3

Arg

Asn

150

vVal

Thr

Asp

Trp

Leu

230

His

Gly

Asn

Asp

Glu

310

Arg

Tyr

Thr

Arg

Gln

135

Met

Arg

val

Asp

Gly

215

Ser

Ile

Glu

Ser

295

Asp

Thr

Gly

Ser

Glu

120

Ile

Tyr

Arg

Tyr

Leu

200

Ala

Phe

Arg

Ile

Ala

280

Ile

Leu

Val

Asp

Asp
360

Met

Leu

His

Gly

Glu

185

Ala

Gly

Arg

Ala

Tyr

265

Val

Ile

Arg

Val

Arg

345

Phe

48

Asp

Glu

Trp

Asp

170

Phe

Ser

Tyr

Tyr

250

Ala

Glu

Lys

Asn

Thr

330

Cys

Gly

Asn

Asp

Thr

155

Phe

Ala

Glu

Ala

Ser

235

Asp

Asn

Ile

Gly

Arg

315

Lys

Glu

Trp

Tyr

Leu

140

Leu

Thr

Arg

Tyr

Phe

220

Glu

Ala

Thr

Ala

Glu

300

Leu

Ala

Arg

Glu

Ala

125

Arg

Pro

Gly

Phe

Ala

205

Pro

Ile

Ile

Ser

Glu

285

Ile

Asp

Glu

Asn

Phe
365

Asn

Asn

Ile

Pro

Ser

190

Thr

Arg

Ala

Lys

Tyr

270

Arg

Thr

Txp

Ser

Ser

350

Phe

His

Arg

Trp

Thr

175

Ala

Met

Ala

Lys

Ser

255

Tyr

Leu

Ser

Ile

Gly

335

Leu

Pro

Glu

Gly

Leu

160

Gly

Tyr

Asn

Gly

Trp

240

Val

Pro

Asn

Glu

Gly

320

Tyx

Ser

Glu



Gly

Leu
385

Pro

Glu

Tyr

Arg
465

Asn

<210> 13
<211> 1470
<212> ADN

Leu Tyr
370

Tyr Val

Tyr Tyr

Gly Vval

Glu Trp

435

Tyr Leu
450

Glu Ile

Arg Val

Asp

Met

Leu

Asp

420

Ser

Thr

Thr

Pro

<213> Sulfolobus solfataricus

<400> 13

Val

Glu

val

405

val

Ser

Lys

Arg

Pro
485

ES 2544710 T3

Asn
390

Ser

Gly

Arg

Ser

470

Ile

Leu

375

Gly

His

Gly

Phe

Leu

455

Asn

Lys

Lys

Ile

Ile

Tyr

Ser

440

Tyr

Gly

Pro

49

Tyr
Ala
Tyr
Leu

425

Met

Trp

Ile

Trp

Asp

Gln

410

His

Arg

Pro

Arg
490

Asn

Asp
395

Vval

Trp

Phe

Pro

Glu

475

His

Arg

380

Ala

His

Ser

Gly

Ser

460

Glu

Tyr

Asp

Arg

Leu

Leu

445

Ala

Leu

Gly

Tyr

Ala

Ala

430

Leu

Leu

Glu

Leu

Gln

Leu

415

Asp

Lys

val

His

Pro

Arg

400

Asn

Asn

val

Tyr

Leu
480



atgtactcat
atgggaacac
gaaaacatgg
ggaaactata
aatgtggaat
tcaaaacaag
tacgctaata
ggactttact
ataagagtaa
tacgaattcg
tactcaacaa
ggttttccce
caagctcacg

atttacgcta

gctgaaaatg
ggaaacgaéa
tattacacta
ggtcacggat
tgggagttct
ctctatatgt
tatttagtat
gggtatttac
tttggtctgt

gtatataggg

gtaccteecag

<210> 14
<211> 489
<212> PRT

ttccaaatag
cagggtcaga
cagcgggatt
agacatttca
ggtctaggat
atgtgacaga
aagacgcatt
ttatactaaa
gaagaggaga
ctagattcte
tgaatgaace
caggatacct
caagagcgta

atagctcatt

ataatagatg
agattgtaag
ggactgttgt
gtgagaggaa
tcccagaagg
acgttactga
ctcacgttta
attggtctct
taaaggtcga
aaatcgecac

taaagccatt

<213> Sulfolobus solfataricus

<400> 14

ES 2544710 T3

ctttaggttt
agatccaaat
agtaagtgga
cgataatgca
atttectaat
ggttgagata
aaaccattac
catgtatcat
ttttactgga
agcttatata
taacgttgtt
aagctttgaa
tgatgggata

ccagccgtta

gtggttcttt

agatgaccta
gaagaggact
ttctgtaagt
tttatatgac
aaatggtatt
tcaagttcat
agctgétaat
ttacaacact
aaatggcgca

aaggcactaa

ggttggtcce
actgactggt
gatctaccag
caaaaaatgg
ccattaccaa
aacgaaaacg
agggaaatat
tggccattac
ccaagtggtt
gcttggaaat
ggaggtttag
ctttcecegta
aagagtgttt

acggataaag

gatgctataa
aagggtagat
gaaaagggat
ttagecgggat
gttttgacga
gcggatgatg
agagcaataa
tacgaatggg
aagagactat

ataactgatg

50

aggccggatt
ataaatgggt
aaaatgggce
gattaaaaat
ggccacaaaa
agttaaagag
tcaaggatct
ctctatggtt
ggctaagtac
tcgatgatct
gatacgttgg
gggcaatgta
ctaaaaaacc

atatggaagc

taagaggtga
tggattggat
acgttagctt
taccaaccag
aatactggaa
ccgattatca
atagtggtge
cttcaggatt
actggagacc

aaatagagca

tcaatcagaa
tcatgaﬁcca
aggctactgg
agctagacta
ctttgatgaa
acttgacgag
taaaagtaga
acacgaccca
tagaacagtt
agtggatgag
tgttaagtcee
taacatcatt
agttggaatt

ggtagagatg

gatcaccaga
tggagttaat
aggaggttac
cgacttcgge
tagatatcat
aaggccctat
agatgttaga
ctctatgagg
ctcagcacta

cttaaatagc

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

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1470



Met

Phe

Trp

Ser

Thr

65

Asn

Asn

Asn

His

Tyr

Gln

Tyr

Gly

Phe

val

Phe

Glu

Tyr
130

Ser

Ser

Lys

35

Asp

His

Glu

Asp

Leu

115

Arg

Phe

Glu
20

Trp

Leu

Asp

Trp

Glu

100

Lys

Glu

Pro

Met

val

Pro

Asn

Ser

85

Ser

Arg

Ile

ES 2544710 T3

Asn

Gly

His

Glu

Ala

70

Arg

Lys

Leu

Phe

Ser

Thr

Asp

Asn

Gln

Ile

Gln

Asp

Lys
135

Phe Arg

Pro Gly
25

Pro Glu
40

Gly Pro

Lys Met

Phe Pro

Asp Val

105

Glu Tyr
120

Asp Leu

51

Phe

10

Ser

Asn

Gly

Gly

Asn

20

Thr

Ala

Lys

Gly

Glu

Tyr

Leu

75

Pro

Glu

Asn

Ser

Trp

Asp

Ala

60

Lys

Leu

VvVal

Lys

Arg
140

Ser

Pro

Ala

45

Gly

Ile

Pro

Glu

Asp

125

Gly

Gln

Asn

30

Gly

Asn

Ala

Arg

Ile

110

Ala

Leu

Ala

15

Thr

Leu

Tyr

Arg

Pro

95

Asn

Leu

Tyr

Gly

Asp

val

Lys

Leu

80

Gln

Glu

Asn

Phe



Ile

145

Ile

Thr

Lys

val

Gly

225

Gln

Pro

Lys

Phe

Ile

305

Tyr

Gly

Tyr

val
385

Leu

Arg

Phe
val
210
Tyr
Ala
val
Asp
Phe
290
Vval
Tyr
Gly
Leu
Asp

370

Thr

Asn

val

Thr

Asp

195

Gly

Leu

His

Gly

Met

275

Asp

Arg

Thr

Gly

Pro

355

Val

Glu

Met

Arg

val

180

Asp

Gly

Ser

Ala

Ile

260

Glu

Ala

Asp

Arg

Tyr

340

Thr

Leu

Asn

Tyr

Arg

165

Tyr

Leu

Leu

Phe

Arg

245

Ile

Ala

Ile

Asp

Thr

325

Gly

Ser

Thr

Gly

ES 2544710 T3

His

150

Gly

Glu

Val

Gly

Glu

230

Ala

Tyr

vVal

Ile

Leu

310

val

His

Asp

Lys

Ile
390

Trp

Asp

Phe

Asp

Tyr

215

Leu

Tyr

Ala

Glu

Arg

295

Lys

Vval

Gly

Phe

Tyr

375

Ala

Pro

Phe

Ala

Glu

200

val

Ser

Asp

Asn

Met

280

Gly

Gly

Lys

Cys

Gly

360

Trp

Asp

Leu

Thr

Arg

185

Tyr

Gly

Arg

Gly

Ser

265

Ala

Glu

Arg

Glu
345

Trp

Asn

Asp

52

Pro

Gly

170

Phe

Ser

val

Arg

Ile

250

Ser

Glu

Ile

Leu

Thr

330

Arg

Glu

Arg

Ala

Leu
155
Pro
Ser
Thr
Lys
Ala
235
Lys
Phe
Asn
Thr
Asp
315
Glu
Asn
Phe

Tyrx

Asp
395

Trp

Ser

Ala

Met

Ser

220

Met

Ser

Gln

Asp

Arg

300

Trp

Lys

Ser

Phe

His

380

Tyr

Leu

Gly

Tyr

Asn

205

Gly

Tyr

val

Pro

Asn

285

Gly

Ile

Gly

val

Pro

365

Gln

His

Trp

Ile

190

Glu

Phe

Asn

Ser

Leu

270

Arg

Asn

Gly

Tyr

Ser

350

Glu

Tyr

Arg

Asp

Leu

175

Ala

Pro

Pro

Ile

Lys

255

Thr

Trp

Glu

Val

Val

335

Leu

Gly

Met

Pro

Pro
160

Ser

Trp

Asn

Pro

Ile

240

Lys

Asp

Trp

Lys

Asn

320

Ser

Ala

Leu

Tyr

Tyr
400



Tyr

Trp

Asn

Ile
465

Val

<210> 15
<211> 1488
<212> ADN

<213> Picrophilus torridus

<400> 15

Leu

Asp

Ala

Thr

450

Ala

Pro

Val

Val

Ser

435

Lys

Thr

Pro

Ser

Arg

Asn

Val

His

405

Gly

Phe

Leu

Gly

Lys
485

ES 2544710 T3

val

Tyr

Ser

Tyr

Ala

470

Pro

Tyr

Leu

Trp
455

Ile

Gln

His

Arg

440

Arg

Thr

Arg

53

Vval His
410

Trp Ser

425

Phe Gly

Pro Ser

Asp Glu

His

Arg Ala

Leu Ala

Leu Leu

Ala Leu

460

Ile Glu
475

Ile

Asp

Lys

445

val

His

Asn Ser
415

Asn Tyr
430
vVal Asp

Tyr Arg

Leu Asn

Gly

Glu

Tyr

Glu

Ser
480



atgttacceca
atatcagatc
aggactggac
aaaaaatata
tggagcagga
gatgatttaa
aatcaaaagg
acgctaatag
gctaggaata
gaatttgtaa
tctataatga
ttcccaccag
gctatagcaa
atggcaaatt
acttacaatg
gatgaggtta

aaaaataagc

ggaaacggat
agggccggaa
gtcttatcat
gctgactcta
aaggctttat
tatgaatggg
aaaaagatte

gtcceggagg

<210> 16
<211> 495
<212> PRT

agaacttttt
ctgatagcaa
ttgtatctgg
atggtctgge
tatttccaaa
tttccgtgga
caattaatag
tgaatgttta
gtggacttte
aatatgcaaa
atgagccaaa
catttccaag
gatcatacga
cagatgtaca
atcgctatte
ctgcaggtaa

tagactggat

atacaacatt
gggatgtaag
catactggaa
ttgatagact
ctatgggtat
catcaggttt
aacacagacc

aatttgaatg

<213> Picrophilus torridus

<400> 16

ES 2544710 T3

acttggcttt
ttcagattgg
tgacttacct
tgttcaaaca
aagtactgaa
tgttaatgag
atatatggaa
ccattggeca
aaataaaaga
atatctggca
cgttgtattt
tgtgecatggc
cgccatgaag
accactaaca
attcatagat

tccaattggt

aggtgttaac

aaaaggatat
tgactttgge
aagatatcac
tagaccaagg
ggatattagg
ttcaatgaaa
aagtgcactg

gatggcagac

tctectggetg
tggttatggg
gaaaatggaa
ggaatgaatg
gaagtaaagg

ggaagtcttg

atcttcaata
ataccaatat
aatggctggce
tggaaattta
ggtaatggat
ggtttgettg
gagattacaa
gatgaggata
ccgctaagag
gaaaagagca

tattatacaa

ggacactctg
tgggaattct
attccaatga
taccttgtgt
ggatatcttc
tttgggcecttt
gtatttaaag

cagcatcaga

54

gctttcagte
tacatgaccc
taggatactg
ctgcaaggct
tgatggaaga
aaaaacttga
atatcaagga
atcttcacga
ttaatcataa
gcgatgtgge
attttaatgt
caaaaaaaca
aaaaaccagt
aagaagcagc
ttggtgagat
acatcgatag

gggccgttgt

caaccgctgg
atccagaagg
ttgtgactga
cacatataaa
actggtctct
atggtattga
aaattgcaaa

attcatga

tgaaatgggc
ggtgaatata
ggatctttac
tggagttgaa
ttacaaagat
cagactggca
aaataatatg
tccaatagaa
aaccgttgtg
agatatgttt
taaatcaggg
tgaaattgag
tggtctaatt
agaaatggct
gaaatgggct
atctgatcta

aaaaaaatct .

catgccaagt
tcttgtaaac
aaatggtgtt
gtctgttgaa
gattgataac
tttgaacaat

tgcecaacgga

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

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1488



Met

Ser

Trp

Leu

Gly

65

Trp

Asn
145

Ala

Leu

Glu

Vval

Pro

50

Leu

Ser

Tyr

Glu

Glu

130

val

Arg

Pro

Met

His

35

Glu

Ala

Arg

Lys

Lys

115

Ile

Tyr

Asn

Lys
Gly
20

Asp
Asn
val
Ile
Asp
100
Leu
Phe

His

Ser

Asn

Ile

Pro

Gly

Gln

Phe

85

Asp

Asp

Asn

Trp

Gly

ES 2544710 T3

Phe
Ser
Val
Ile
Thr
70

Pro
Asp
Arg
Asn
Pro

150

Leu

Asp

Asn

Gly

55

Gly

Lys

Leu

Leu

Ile

135

Ile

Ser

Leu

Pro

Ile

40

Tyxr

Met

Ser

Ile

Ala

120

Lys

Pro

Asn

Gly

Asp

25

Arg

Trp

Asn

Thr

Ser

105

Asn

Glu

Ile

Lys

55

Phe

10

Ser

Thr

Asp

Ala

Glu

90

Val

Gln

Asn

Tyr

Arg

Ser

Asn

Gly

Leu

Ala

75

Glu

Lys

Asn

Leu

155

Asn

Leu

Ser

Leu

Tyr

60

Arg

val

val

Ala

Met

140

His

Gly

Ala

Asp

val

45

Lys

Leu

Lys

Asn

Ile

125

Thr

Asp

Trp

Gly

Trp

30

Ser

Lys

Gly

val

Glu

110

Asn

Leu

Pro

Leu

Phe

15

Trp

Gly

Tyr

val

Met

95

Gly

Arqg

Ile

Ile

Asn

Gln

Leu

Asp

Asn

Glu

80

Glu

Ser

Tyr

val

Glu

160

His



Lys

Phe

val

Phe

225

Ala

val

Asp

Ile

Ala

305

Lys

val

Ser

Phe

Tyr

385

Ala

Lys

Thr

Ser

Phe

210

Pro

Ile

Gly

Lys

Asp

290

Gly

Asn

Lys

Ala

Gly

370

Trp

Asp

Ser

val

Asp

195

Gly

Ser

Ala

Leu

Glu

275

Pro

Asn

Lys

Lys

Thr
355

Trp

Lys

Ser

val

Val

180

val

Asn

Val

Ile

260

Ala

Leu

Pro

Leu

Ser

340

Ala

Glu

Arg

Ile

Glu
420

165

Glu

Ala

Gly

His

Ser

245

Met

Ala

Ile

Asp

325

Gly

Gly

Phe

Tyr

Asp

405

Lys

ES 2544710 T3

Phe

Asp

Tyr

Gly

230

Tyr

Ala

Glu

Vval

Gly
310

Trp

Asn

Met

Tyr

His

390

Arg

Ala

val

Met

Phe

215

Gly

Asp

Asn

Met

Gly

295

Glu

Ile

Gly

Pro

Pro

375

Ile

Leu

Leu

Lys

Phe

200

Asn

Leu

Ala

Ser

Ala

280

Glu

Lys

Gly

Tyr

Ser

360

Glu

Pro

Arg

Ser

Tyr

185

Ser

val

Leu

Met

Asp

265

Thr

Met

Ser

val

Thr

345

Arg

Gly

Met

Pro

Met
425

56

170

Ala

Ile

Lys

Ala

Lys

250

val

Tyr

Lys

Asn

Asn

330

Thr

Ala

Leu

Ile

Arg

410

Gly

Lys

Met

Ser

Lys

235

Glu

Gln

Asn

Trp

Ile

315

Tyr

Leu

Gly

Val

val

395

Tyr

Met

Tyr

Asn

Gly

220

Lys

Ile

Pro

Asp

Ala

300

Asp

Tyr

Lys

Arg

Asn

380

Thr

Leu

Asp

Leu

Glu

205

Phe

His

Thr

Arg

285

Asp

Arg

Thr

Gly

Asp

365

val

Glu

Vval

Ile

Ala

190

Pro

Pro

Glu

Lys

Thr

270

Tyr

Glu

Ser

Arqg

Tyr

350

Val

Asn

Ser

430

175

Trp

Asn

Pro

Ile

Lys

255

Asp

Ser

val

Asp

Ala

335

Gly

Ser

Ser

Gly

His

415

Gly

Lys

val

Ala

Glu

240

Pro

Glu

Phe

Thr

Leu

320

Val

His

Asp

Ser

Val

400

Ile

Tyr



ES 2544710 T3

Leu His Trp Ser Leu Ile Asp Asn Tyr Glu Trp Ala Ser Gly Phe Ser
435 440 445

Met Lys Phe Gly Leu Tyr Gly Ile Asp Leu Asn Asn Lys Lys Ile Gln
450 455 460

His Arg Pro Ser Ala Leu Val Phe Lys Glu Ile Ala Asn Ala Asn Gly
465 470 475 480

Val Pro Glu Glu Phe Glu Trp Met Ala Asp Gln His Gln Asn Ser
485 490 495

<210> 17

<211> 1446

<212> ADN

<213> Thermoplasma volcanium

<400> 17

57



atggtagaaa
tecggagatgg
gataaagaaa
tactggaata
aéﬁatcggag
gatgcaaaaa
gtcaataaag
atagatttaa
tctgttagaa
ttgtttgett
tcaaccatga
tttecgeett
gcacattctc
tatgcaaaca
gcagacagtg
ggaattaatg
aggaaagacg
actgtaacaa
ttggaatatg

aatggcatag

agtgtactga

gttgataatt
gaaaataaaa
aattgcatat

aaataa

<210> 18
<211> 481
<212> PRT

acaattttcc
gctatgataa
acatccaatc
actataaatc
ttgaatggtce
ataattcctt
atgcactcaa
taattaatat
aaggaataaa
tattctcctc
atgaacctaa
cctatctcag
ttgcatacga
catattttac
atgcgaaatg
gcaataaact
gagatggcta
acgataaaag
taattatgaa
ccgataatgg

gggcaataaa

atgaatggge
aactatactg

ccccagaatt

<213> Thermoplasma volcanium

<400> 18

ES 2544710 T3

agaggatttc
cgcaatggac
agggcttgta
attccatgaa
aagattattc
agaaataaac
ccattacatt
gtaccactgg
aacagaaaga
gtatatagta
tgttgtttat
ttcagaattt
ttctatgaaa
gecctttggat
gtcatttttt
agattggatc
tatttcatta
accaacaagt
ttactggaac
ggattatcag

taaaggagcce

attgggattt

gaggccaagt

aaagcacctce

aaatttggtt
gataaaagtg
agcggagaca
gctgcacaga
ccggaacctt
aataacattc
gagatattta
ccacttcctg
tcaggctggce
tataaaatgg
ggaaatggtt
gcatctaaag
aaaattacgg
ccggaaaaag
gatccattaa
ggaattaatt
aaaggctatg
gatataggat
aggtataaat
aggccttatt

aatgtaaagg

agcccgaaat
gctcttgttt

gattcaatac

58

ggtcacagtc
actggtatgt
tgcccgaaaa
atatgggatt
tcceggaaaa
tttcagaact
atgatatcaa
tatggctaag
tgaatgacag
aagatctggc
ttataaatat
ttaagaacaa
ataaacctgt
ataatgatgce
taaaaggaga
attatacaag
gtcattcagg
gggaattcta
tgcctatgta
atttagtttc

gttatttgca

ttggtttaat
ataaggaaat

cgcctataaa

aggttttcaa
ctgggttcat
tggtccgggt
aaaaatggca
aataatggca
tgataaatat
aaatagaaat
cgatcctgta
gatagttcaa
agttgcattt
caaatcaggt
tatattaaaa
gggaataatt
tattgctaaa
taaatcactt
gacaatgtta
ttctcctaat
tccggaggga
cgtaacagaa
acacattgca

ctggtcctta

aggatacgat

agcaacaaaa

tggtttaaga

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

1020
1080
1140
1200

1260

1320
1380
1440

1446



Ser

Ser

Tyr

65

Lys

Ile

Tyr

Ile

145

Ser

val

Gly

Asp

val

50

Lys

Ile

Ile

Leu

Ile

130

Asn

val

Ile

Glu

Phe

Trp

35

Ser

Ser

Gly

Met

Ser

115

Glu

Met

Arg-

val

Asn
Gln
20

Tyr
Gly
Phe
val
Ala
100
Glu
Ile
Tyr

Lys

Gln
180

Ser

val

Asp

His

ES 2544710 T3

Phe

Glu

Trp

Met

Glu

70

Glu

85

Asp

Leu

Phe

His

Gly

165

Leu

Trp

Ala

Asp

Asn

Trp

150

Ile

Phe

Pro

Met

vVal

Pro

55

Ala

Ser

Lys

Lys

Asp

135

Pro

Lys

Ala

Glu

Gly

His

40

Glu

Ala

Arg

Asn

Tyr

120

Ile

Leu

Thr

Leu

Asp

Tyr

25

Asp

Asn

Gln

Leu

Asn

105

Val

Lys

Pro

Glu

Phe
185

59

Phe

10

Asp

Lys

Gly

Asn

Phe

90

Ser

Asn

Asn

Val

Arg

170

Ser

Lys

Asn

Glu

Pro

Met

75

Pro

Leu

Lys

Arg

Trp

155

Ser

Ser

Phe

Ala

Asn

Gly

60

Gly

Glu

Glu

Asn

140

Leu

Gly

Tyr

Met

Ile

45

Tyr

Leu

Pro

Ile

Ala

125

Ile

Ser

Trp

Ile

Trp

Asp

30

Gln

Trp

Lys

Phe

Asn

110

Leu

Asp

Asp

Leu

Val
190

Ser

15

Asp

Ser

Asn

Met

Pro

95

Asn

Asn

Leu

Pro

Asn

175

Tyr

Gln

Lys

Gly

Asn

Ala

80

Glu

Asn

His

Ile

val

160

Asp

Lys



val

Tyr

225

Ala

val

Lys

Phe

Asn

305

Gly

Gly

Trp

Asp

385

Ser

Lys

Pro

Glu

Tyr

210

Leu

His

Gly

Asp

Phe

290

Lys

Lys

Ser

Trp

Asn

370

Asn

val

Trp

Phe

Ser

Asp

195

Gly

Ser

Ser

Ile

Asn

275

Asp

Leu

Asp

Pro

Glu

355

Gly

Leu

Ser

Gly

435

Ala

Leu

Asn

Ser

Leu

Ile

260

Asp

Pro

Asp

Gly

.Asn

340

Phe

Tyr

Asp

Arg

Leu

420

Leu

Leu

Ala

Gly

Glu

Ala

245

Tyr

Ala

Trp

Asp

325

Thr

Tyr

Lys

Tyr

Ala

405

Val

Ile

val

ES 2544710 T3

val

Phe

Phe

230

Tyr

Ala

Ile

Ile

Ile

310

Gly

val

Pro

Leu

Gln

390

Ile

Asp

Gly

Tyr

Ala

Ile

215

Ala

Asp

Asn

Ala

Lys

295

Gly

Tyr

Thr

Glu

Pro

375

Asn

Asn

Tyr

Lys

Phe

200

Asn

Ser

Ser

Thr

Lys

280

Gly

Ile

Ile

Asn

Gly

360

Met

Pro

Lys

Tyr

Asp

440

Glu

Ser

Ile

Lys

Met

Tyr

265

Ala

Asp

Asn

Ser

Asp

345

Leu

Tyr

Tyx

Gly

Glu

425

Glu

Ile

60

Thr

Lys

val

Lys

250

Phe

Asp

Lys

Tyr

Leu

330

Lys

Glu

val

Tyr

Ala

410

Asn

Ala

Met

Ser

Lys

235

Lys

Thr

Ser

Ser

Tyr

315

Lys

Tyxr

Thr

Leu

395

Asn

Ala

Lys

Thr

Asn

Gly

220

Asn

Ile

Pro

Asp

Leu

300

Thr

Gly

Pro

val

Glu

380

val

val

Leu

Lys

Lys

Glu

205

Phe

Asn

Thr

Leu

Ala

285

Gly

Axg

Tyr

Thr

Ile

365

Asn

Ser

Lys

Gly

Leu
445

Pro

Pro

Ile

Asp

270

Lys

Ile

Thr

Gly

Ser

350

Met

Gly

Gly

Phe

430

Tyr

Cys

Asn

Pro

Leu

Lys

255

Pro

Trp

Asn

Met

His

335

Asp

Asn

Ile

Ile

Tyr

415

Ser

Trp

Ile

Val

Ser

Lys

240

Pro

Glu

Ser

Gly

Leu

320

Ser

Ile

Tyr

Ala

Ala

400

Pro

Arg

Ser



ES 2544710 T3

450 455 460

Pro Glu Leu Lys His Leu Asp Ser Ile Pro Pro Ile Asn Gly Leu Arg
465 470 475 480

Lys
<210> 19
<211> 1404
<212> ADN
<213> Fervidobacterium nodosum

<400> 19

61



atgatgtttc
ggaaatcctc
gatattggaa
tactggaagc
cgaattggaa
tcaccggata
aggaaaataa
tttactttac
aaaattggtt
gcgtggaaat
agtcagcttg
tggtatatca
aaaaagtata
aataaagatg
gatatggtaa
gatagacttc
ggttacggtt

tttggatggg

tacaaaaaag
agtcttttta
ataaaaggtt
aaaagatttg
atgtacattt
ccatataact
<210> 20

<211> 467
<212> PRT

<213> Fervidobacterium nodosum

<400> 20

cgaaagattt
aagatgcaga
atattgtaaa
agtacggcaa
ccgaatggtc
tgctegaaaa
tggaggatat
ctatttggtt

ggatttctga

ttgccgatat

gatattttgce
aaagtttaga
caaataatcc
acaaggaatc
aagataaaac
ccaccactat
attcttgecga
aaatataccc
atatttatgt
tcatatcgceca
atttgcactg
gacttgctta
ttagagagat

tgatgaaatt

ES 2544710 T3

tttatttggt
agaggttgat
tggagtcgta
agtccaccaa
taggatttte
attggataaa
aaaagcaaag
gcacgaccecct
tgctacacct
agttgatatg
aataaatgcg
aaacgaagcg
tgttggagtt
ttttgaaaat
tgattacata
tgactttggce
agaaggagga
tgaagggctg
tacggagaac
tctttatget
gtcgattata
cacagatttg
aataaaggat

ctga

gtttegatgt
ctaaatacag
agtggggact
ttagctgecg
ccagttagta
ttagcaaacc
gggttaaaat
atagctgttce
attgagtttg
tgggcttcta
ggatttccac
aaagcacata
atatactctt
gctatggatc
ggtgtaaatt
gaatttaaaa
ttctcactet
tacaatattt
Qgtatagctg
atagaaaaag
gacaatttcg
tcaaccaaaa

aaatcaatcg

62

ctgggtttca
attggtatgt
tgcctgaaaa
attttgggat
cgcaaagtgt
aaaaagcggt
tgttcgttaa
acaaaggtga
cgaagtatgc
tgaacgaacc
caagttattt
acttatctta
ttacatggta
tcacaaattg
attacacaag
tgaattggta
ccggaaggcee
tgatacatgt
attcgaagga
cattaaacga
aatgggcgaa
aatatatacc

acaaattcaa

gtttgagatg
atgggttagg
tggttcatgg
ggatgtaata
tgagtacggc
aagtcattac
cctttacecac
gaagacagat
agagtacatg
acacgttgta
taatccttceca
tgatgctata
cgatactgtt
gcgatttata
agcggttate
tactttgaga
ggcaagcgaa
ttataataga
taaatacaga
aggaatacca

gggctacagt

tagaccttet

aggttacgat

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1404



Met

.Gln

Thr

val

Tyr

65

Val

Asn

Ile
145

Lys

Ser

Asn

Ser

Phe

Asp

val

50

Gly

Ile

Glu

Gln

Lys

130

Trp

Ile

Glu

Met

Ala

210

Leu

Phe

Glu

Trp

35

Ser

Lys

Gly

Tyr

Lys

115

Gly

Gly

Tyr

Asn

195

Gly

Glu

Pro

Met

20

Tyr

Gly

val

Thr

Gly

100

Ala

Leu

His

Trp

Met

180

Glu

Phe

Asn

Lys

Gly

val

Asp

His

Glu

85

Ser

vVal

Lys

Asp

Ile

165

Pro

Pro

Glu

ES 2544710 T3

Asp

Asn

Trp

Leu

Gln

70

Trp

Pro

Ser

Leu

Pro

150

Ser

Trp

His

Pro

Ala

Phe
Pro
val
Pro
55

Ser
Asp
His
Phe
135
Ile
Ao
Lys
val
Ser

215

Lys

Leu

Gln

Arg

40

Glu

Ala

Arg

Met

Tyr

120

val

Ala

Ala

Phe

val
200

Tyr

Ala

Phe

Asp

25

Asp

Asn

Ala

Ile

Leu

105

Arg

Asn

val

Thr

Ala

185

Ser

Phe

His

63

Gly

10

Ala

Ile

Gly

Asp

Phe

90

Glu

Lys

Leu

His

Pro

170

Asp

Gln

Asn

Asn

Val

Glu

Gly

Ser

Phe

75

Pro

Lys

Ile

Tyr

Lys

155

Ile

Ile

Leu

Pro

Leu

Ser

Glu

Asn

Trp

60

Gly

val

Leu

Met

His

140

Gly

Glu

val

Gly

Ser

220

Ser

Met

val

Ile

45

Tyx

Met

Ser

Asp

Glu

125

Phe

Glu

Phe

Asp

Tyr

205

Trp

Tyr

Ser
Asp

30

val

Trp

Asp

Thr

Lys

110

Asp

Thr

Lys

Ala

Met

190

Phe

Tjgr

Asp

Gly

15

Leu

Asn

Lys

val

Gln

95

Leu

Ile

Leu

Thr

Lys

175

Trp

Ala

Ile

Ala

Phe

Asn

Gly

Gln

Ile

80

Ser

Ala

Lys

Pro

Asp

160

Tyr

Ile

Lys

Ile



ES 2544710 T3

225 230 235 240

Lys Lys Tyr Thr Asn Asn Pro Val Gly Val Ile Tyr Ser Phe Thr Trp
245 250 255

Tyr Asp Thr Val Asn Lys Asp Asp Lys Glu Ser Phe Glu Asn Ala Met
260 265 270

Asp Leu Thr Asn Trp Arg Phe Ile Asp Met Val Lys Asp Lys Thr Asp
275 280 285

Tyr Ile Gly Val Asn Tyr Tyr Thr Arg Ala Val Ile Asp Arg Leu Pro
290 295 300

Thr Thr Ile Asp Phe Gly Glu Phe Lys Met Asn Trp Tyr Thr Leu Arg
305 310 315 320

Gly Tyr Gly Tyr Ser Cys Glu Glu Gly Gly Phe Ser Leu Ser Gly Arg
325 330 335

Pro Ala Ser Glu Phe Gly Trp Glu Ile Tyr Pro Glu Gly Leu Tyr Asn
340 345 350

Ile Leu Ile His Val Tyr Asn Arg Tyr Lys Lys Asp Ile Tyr Val Thr
355 360 365

Glu Asn Gly Ile Ala Asp Ser Lys Asp Lys Tyr Arg Ser Leu Phe Ile
370 375 380

Ile Ser His Leu Tyr Ala Ile Glu Lys Ala Leu Asn Glu Gly Ile Pro
385 390 395 400

Ile .Lys Gly Tyr Leu His Trp Ser Ile Ile Asp Asn Phe Glu Trp Ala
405 410 415

Lys Gly Tyr Ser Lys Arg Phe Gly Leu Ala Tyr Thr Asp Leu Ser Thr
420 425 430

Lys Lys Tyr Ile Pro Arg Pro Ser Met Tyr Ile Phe Arg Glu Ile Ile
435 440 445

Lys Asp Lys Ser Ile Asp Lys Phe Lys Gly Tyr Asp Pro Tyr Asn Leu
450 455 460

Met Lys ﬁhe
465
<210> 21

64



ES 2544710 T3

<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
ccacatattg gcacctctat aagcaagatc atg

<210> 22
<211> 34
<212> ADN
<213> Avrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
catgatcttg cttagtgcgg ttccaatatg ctgg

<210> 23
<211> 1446

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Thermosphaera aggregans

<400> 23

65



atgggtaaat
gctggtattc
gagaacacag
aatttaaacc
ggcgttgagt
agagatgaga
gatgaattag
gaaagaggta
aacccaatca
gagtcegtgg
cectgttatgt
gttaaagggg
aatatgatce
gttggactaa
gataagttta
atcatcaatg

tactatagcc

ggattccttt
tgggaggtgt
gtagacttga
tacctggtcet
ggctacctce
tteggtttag

gtgttcecggg
atccag
<210> 24

<211> 482
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Thermosphaera aggregans

<400> 24

tcececcaaaga
ccgggtcecga
cagctggact
aaaatgacca
ggagtaggat
acggcagcat
ccaacaagga
gaaaacttat
tggtgagaag
tggagtttge
ggagcaccat
gtttcccaca
aggctcatgce
tatacgcettt
agagctctaa
ttgaatacag

gtttagtcta

gtacacectgg
atcctgaagg
tcgtgaccga
cgcatgttta
actggagctt
tcatggttga

agatcgcaac

ES 2544710 T3

cttecatgata
agatccgaat
agtcagcggce
cgacctggcet
ttttccaaag
tgttcacgta
ggcecgtaaac
actcaattta
aatgggcecg
caaatacgcc
gaacgaaccc
cggctacttg
acgggectat
ccaatggttc
gttatactat
gagagatctt

caaaatcgtc

ggggatcage
actctaccta
gaacggtgtt
eagégtatgg
gacagacaat
cttcaaaact

gcataacgga

ggctactcat
agtgattggt
gattttcceceg
gagaagctgg
ccaactttca
gatgtcgatg
cattacgtag
taccattggce
gacagagcgc
gcatacattg
aacgtcattt
agtttggaag
gacaatatta
gaactattag
ttcacagaca
gccaataggc

gatgacaaac

ccggctgaaa
cttctaaaag
tcagacagca
aaagccgcta
tacgagtggg

aagaaaaggt

ataccggatg
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cttcaccgtt
gggtatgggt
agaacggcce
gggttaacac
atgttaaagt
ataaagcggt
aaatgtataa
ccctgectet
cctcaggcetg
cttggaaaat
atgagcaagg
ctgctgataa
aacgcttcag
agggtccagce
tagtatcgaa
tagactggtt

ctataatcct

atccttgtag
aactttacaa
gggatgcgtt
acgagggcat
cccagggett
atctcegece

agctacagca

tcaatttgaa
gcatgatccg
aggttactgg
tattagagta
ccctgtagag
tgaaagactt
agactgggtt
ctggcttcac
gcttaacgag
gggcgageta
atacatgtte
ggccaggaga
taagaaacct
agaagtattt
gggtagttca
gggcgttaac

gcacgggtat

cgattttggg
ccgatacggg
gagaccggca
tceccgtcaaa
caggcagaaa
aagcgcccta

tcttacactg

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1446



Phe

Trp

Ser

Asn

Gly

Vval

val

Lys
145

Gly

Gln

Trp

Gly

50

Asp

val

Pro

Asp

Asn

130

Leu

Lys

Phe

val

35

Asp

His

Glu

val

Lys

115

His

Ile

Phe

Glu
20

Trp

Phe

Asp

Trp

Glu

100

Ala

Tyr

Leu

Pro

Ala

Val

Pro

Leu

Ser

85

Arg

Val

val

Asn

ES 2544710 T3

Lys

Gly

His

Glu

Ala

70

Arg

Asp

Glu

Glu

Leu
150

Asp

Ile

Asp

Asn

55

Glu

Ile

Glu

Met
135

Tyr

Phe

Pro

Pro

40

Gly

Lys

Phe

Asn

Leu
120

Tyr

His

Met

Gly

25

Glu

Pro

Pro

Gly

105

Asp

Lys

Trp

67

Ile

10

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

90

Ser

Glu

Asp

Pro

Gly

Glu

Thr

Tyr

val

75

Pro

Ile

Leu

Trp

Leu
155

Tyr

Asp

Ala

Trp

60

Asn

Thr

val

Ala

val

140

Pro

Ser

Pro

Ala

45

Asn

Thr

Phe

His

Asn

125

Glu

Leu

Ser

Asn

30

Gly

Leu

Ile

Asn

val

110

Lys

Trp

Ser
15

Ser
Leu
Asn
val
95

Asp
Glu

Gly

Leu

Pro

Asp

val

Gln

val

80

Lys

Vval

Ala

Arg

His
160



Asn

Trp

Ile

Glu

Phe

225

Asn

Ser

Tyr

Glu

305

Tyr

Leu

Glu

Tyr

val

385

Tyr

Pro

Leu

Ala

Pro

210

Pro

Met

Lys

Glu

Tyr

290

Tyr

Tyr

His

Asn

Leu

370

Thr

Leu

Ile

Asn

Trp

195

Asn

Pro

Ile

Lys

Gly

275

Phe

Arg

Ser

Gly

Pro

355

Glu

Val

Met

Glu

180

Lys

val

Gly

Gln

Pro

260

Pro

Thr

Arg

Arg

Tyr

340

Cys

Leu

Asn

Ser

val

165

Glu

Met

val

Tyr

Ala

245

Val

Ala

Asp

Asp

Leu

325

Gly

Ser

Lys

Gly

His
405

ES 2544710 T3

Arg

Ser

Gly

Tyr

Leu

230

His

Gly

Glu

Ile

Leu

310

val

Phe

Asp

Glu

Val

390

val

Arg

val

Glu

Glu

215

Ser

Ala

Leu

Vval

Vval

295

Ala

Tyr

Leu

Phe

Leu

375

Ser

Tyr

Val

Leu

200

Gln

Leu

Arg

Ile

Phe

280

Ser

Asn

Lys

Cys

Gly

360

Tyr

Asp

Ser

Gly

Glu

185

Pro

Gly

Glu

Ala

Tyr

265

Asp

Lys

Arg

Ile

Thr
345

Trp

Asn

Ser

val

68

Pro

170

Phe

Val

Tyxr

Ala

Tyr

250

Ala

Lys

Gly

Leu

val

330

Pro

Glu

Arg

Arg

Trp
410

Asp

Ala

Met

Met

Ala

235

Asp

Phe

Phe

Ser

Asp

315

Asp

Gly

Vval

Tyr

‘Asp

395

Lys

Arg

Lys

Trp

Phe

220

Asp

Asn

Gln

Lys

Ser
300

Trp

Asp

Gly

Tyr

Gly

380

Ala

Ala

Tyr

Ser

205

val

Lys

Ile

Trp

Ser

285

Ile

Leu

Lys

Ile

Pro

365

val

Leu

Ala

Pro

Ala

190

Thr

Lys

Ala

Lys

Phe

270

Ser

Ile

Gly

Pro

Ser

350

Glu

Asp

Arg

Asn

Ser

175

Ala

Met

Gly

Arg

Arg

255

Glu

Lys

Asn

Vval

Ile

335

Pro

Gly

Pro

Glu
415

Gly

Tyxr

Asn

Gly

Arg

240

Phe

Leu

Leu

.Val

Asn

320

Ile

Ala

Leu

Ile

Ala
400

Gly



ES 2544710 T3

Ile Pro Val Lys Gly Tyr Leu His Trp Ser Leu Thr Asp Asn Tyr Glu
420 425 430

Trp Ala Gln Gly Phe Arg Gln Lys Phe Gly Leu Val Met Val Asp Phe
435 440 445

Lys Thr Lys Lys Arg Tyr Leu Arg Pro Ser Ala Leu Val Phe Arg Glu
450 455 460

Ile Ala Thr His Asn Gly Ile Pro Asp Glu Leu Gln His Leu Thr Leu
465 470 475 480

Ile Gln

<210> 25

<211> 1461

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Caldivirga maquilingensis

<400> 25

69



atgggtatta
gagatgggta
gagaacattg
gacttgtata
actattgagt
gaggatgatg
cgcaggctag
gagaggggtg
gacccaatag
agatccgtta
gctgacatgt
gttaagtcag
catttaattg
gtgggcctag
gttaaggagg
atgggggtta

actagggccg

ggattecgget

ttcggetggg

tataggatgc
tcatggttca
gttagagggt
atgaggttcg
gccctggtta

attaaaccac

<210> 26
<211> 487
<212> PRT

agttcccaag
cccetggtte
cttegggett
agcaggacca
gggctagggt
gaggtaacgt
ctgacttaaa
gtttactggt
ccgttaggaa
ttgagttcac
ggtatacgat
gcttcccace
aggctcatge
tctactceett
ctaagggact
ctagggatga
tattgaggag

actcctgtga

aaatataccc
ccatgtacat
tagtatcgca
acttccactg
gcctagttta
tgagggaggt

ctagaattga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Caldivirga maquilingensis

<400> 26

ES 2544710 T3

cgacttcaga
tgaatttgta
agttagcggt
ctcaatagct
gttcectaag
ggttgacgtt
tgctgttaat
gattaacctt
gaatggacct
taagttcgeca
gaatgaacct
aggttacctg
cagagcctac
cgcagactat
tgactactca
cttgaagggt
gaggcaggat

acctggaggc

tgagggtgtt
cactgagaac
cctgtatcaa
gaacctaata
cgttgactat
ggctaaacag

a

ttcggcettet
agtgactggt
gatttacctg
agggatcttg
ccgacctttg
gaggttaatg
cactataggg
taccactggg
gatagagccce
gccttcatag
ggggtagtga
gacttaaact
gacgccatta
cagccgctta
ttcttegacg
aggcttgact
gctggtcggg

gtatctaatg

tacaatgtct
ggtatagctg
attcacaggg
gataacttgg
gcaaccaaga

aaggctatac

70

ccacagtggg
atgtgtggcet
aacatgggcce
ggcttgatgce
acgttaaggt
aatcagcatt
ggattttaag
ctatgectac
cctceggttg
cccatgagtt
taactgaggg
ccctageccecac
aagectactce
ggcagggtga
ctccaattaa
ggattggggt
catcagtagc

ataggagacc

taatggacet
atgagcatga
caatggagga
agtgggetge
ggaggtattt

cggattactt

tactcagcat
tcatgacccet
aggttactgg
agcatggata
taaggttgat
agaggagtta
tgattggaag
gtggcttcat
gcttgataag
aggtgactta
ttacctttac
tgcgggtaag
aaggaaacca
tgaggaggct
gggtgaatta
aaactactac
cgtggtggat

atgcagtgac

atggaggagg
taagtggagg
gggggtggat
aggatatagg
taggccaagce

agagcattac

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

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440

1461



Met

Gly

Trp

Ser

Gln

65

Thr

val

Asn

Val

Leu
145

Gly

Thr

Tyr

Gly

50

Asp

Ile

Lys

Glu

Asn

130

Leu

Ile

Gln

His

Glu

Vval

Ser

115

His

val

lys

His

20

Trp

Leu

Ser

Trp

Asp

100

Ala

Tyr

Ile

Phe

Glu

Leu

Pro

Ile

Ala

85

Glu

Arg

Asn

ES 2544710 T3

Pro

Met

His

Glu

Ala

70

Arg

Asp

Glu

Gly

Leu
150

Ser

Gly

Asp

His

55

Arg

val

Glu

Ile
135

Tyr

Asp

Thr

Pro

40

Gly

Asp

Phe

Gly

Leu

120

Leu

His

Phe

Pro

25

Glu

Pro

Leu

Pro

Gly

105

Arg

Ser

Trp

71

Arg

10

Gly

Asn

Gly

Gly

Lys

90

Asn

Arg

Asp

Ala

Phe

Ser

Ile

Tyr

Leu

75

Pro

Val

Leu

Trp

Met
155

Gly
Glu
Ala
60

Asp
Thr
Val
Ala
1.94;-
140

Pro

Phe

Phe

Ser

Asp

Ala

Phe

Asp

Asp

125

Glu

Thr

Ser

vVal

30

Gly

Leu

Ala

Asp

val

110

Arg

Trp

Thr

15

Ser

Leu

Tyr

Trp

Val

95

Glu

Asn

Gly

val

val

Lys

Ile

80

Lys

val

Ala

Gly

His
160



Asp

Trp

Ile

Glu

Phe

225

His

Ser

Tyr

305

Thr

Asn

Gly

Met

385

Ser

Pro

Leu

Ala

Pro

210

Pro

Leu

Arg

Arg

Ser

290

Arg

vVal

Asp

val

370

Tyr

Trp

Ile

Asp

His

195

Gly

Pro

Ile

Lys

Gln

275

Phe

Asp

Ala

val

Arg

355

Tyr

Ile

Phe

Ala

Lys

180

Glu

val

Gly

Glu

Pro

260

Gly

Phe

Leu

Val

Asp

340

Arg

Asn

Thr

Ile

Val

165

Arg

Leu

vVal

Tyr

Ala

245

vVal

Asp

Asp

Lys

Leu

325

Gly

Pro

val

Glu

Vval
405

ES 2544710 T3

Arg
Ser
Gly
Ile
Leu
230
His
Gly
Glu
Ala
Gly
310
Arg
Phe
Cys
Leu
Asn
380

Ser

Lys

Val

Asp

Thr

215

Asp

Ala

Leu

Glu

Pro

295

Arg

Arg

Gly

Ser

Met

375

Gly

His

Asn
Ile
Leu
200
Glu
Leu
Arg
val
Ala
280
Ile
Leu
Arg
Tyr
Asp
360
Asp

Ile

Leu

Gly

Glu

185

Ala

Gly

Asn

Ala

Tyr

265

val

Lys

Gln

Ser

345

Phe

Leu

Ala

Tyr

72

Pro

170

Phe

Asp

Tyr

Ser

Tyr

250

Ser

Lys

Gly

Trp

Asp

330

Cys

Gly

Trp

Asp

Gln
410

Asp Arg Ala Pro

Thr

Met

Leu

235

Asp

Phe

Glu

Glu

Ile

315

Ala

Glu

Trp

Arg

Glu

395

Ile

Lys

Trp

Tyr

220

Ala

Ala

Ala

Ala

Leu

300

Gly

Gly

Pro

Glu

Arg

380

His

His

Phe

Tyr

205

Val

Thr

Ile

Asp

Ala

190

Thr

Lys

Ala

Lys

Tyr

- 270

Lys

285

Met

val

Arg

Gly

Ile
365

Tyr

Asp

Arg

Gly

Gly

Asn

Ala

Gly

350

Tyr

Arg

Lys

Ala

Ser

175

Ala

Met

Ser

Gly

Ala

255

Gln

Leu

val

Tyr

Ser

335

Val

Pro

Met

Trp

Met
415

Gly

Phe

Asn

Gly

Lys

240

Tyr

Pro

Asp

Thr

Tyr

320

vVal

Ser

Glu

Pro

Arg

400

Glu



Glu

Arg
465

Ile

<210> 27
<211> 1476
<212> ADN

Gly

Glu

Tyr

450

Glu

Lys

val Asp
420

Trp Ala

435

Ala Thr

Val Ala

Pro Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sulfolobus acidocaldarius

<400=> 27

vVal

Ala

Lys

Lys

Arg
485

ES 2544710 T3

Arg

Gly

Arg

Gln

470

Ile

Gly

Tyr

Arg

455

Lys

Glu

Tyr Phe His Trp Asn

Arg Met Arg Phe Gly

440

Tyr Phe Arg Pro Ser

425

460

Ala Ile Pro Asp Tyr

73

475

Leu

Leu
445

Ala

Ile Asp Asn
430

Val Tyr Val

Leu Val Met

Glu His Tyr
480



atgggtttat
gaaatgggaa
agggagaaca
tgggggaact
attaacgtag
gggactgata
gaaatggaca
ctaagaaaca
ttgcacgacc
tccaggacag
ttggcgagtg
tttectagag
tggaatataa
agtgtaggta
gctgtggaaa
gagataacta
ggcgtaaact

ccgggttatg

gatttcggtt
aggtatgggt
agaccgtatt
gatgtaagag
tcaatgaggt
tctgecattag

ctaaacagag

<210> 28
<211> 492
<212> PRT

cattcccaaa
cteccaggtag
tagtctcaca
ataagagatt
agtggagtag
aagagaacag
actacgctaa
gaggatttca
ctatcagagt
tttatgagtt
aatatgcaac
caggctttce
ttcaggctca
taatatatgce
tagcagagag
gtgagggaca
attacacgag

gagatcgttg

gggagttctt

taccattata
acttagtatc
gttatcttca
tcggtctact
tttacaggga

taccaccaat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sulfolobus acidocaldarius

<400> 28

ES 2544710 T3

gggtttcaaa
cgaagatccg
ggttgtcagt
tcatgacgaa
aatatttece
tcctgteatt
tcatgaagcg
catagtactg
gaggagagga
cgctaggttc
aatgaatgaa
acctaattac
tgcgaggget
aaacacatca
attgaacaga
aaatgtcaga
gactgtggta

tgaaaggaac

tcctgagggt
cgtaatggag
acatatctac
ttggtctttg
taaggtagat
gattactagg

aaaacctttg

tttggctggt

aacagcgatt
ggagatttac
gcagagaaaa
agaccactac
agcgtagact
ttatcacatt
aacatgtatc
gactttacag
tcggettacg
cctaacgtgg
cttagcttca
tatgacgcca
tattacccac
tggagtttct
gaggacttaa
acaaaagctg

tcattgagtt

ctatatgatg

aacggtatcg
caggtgcaca
gcagataatt
tatctaacaa
agtaacggta

agacat

74

ctcagtcggg
ggcacgtctg
ccgaaaatgg
taggactaaa
cdaagcctga
taaatgagtc
acaggcaaat
attggacttt
gaccaacagg
tagcctggaa
tttggggagce
ggctttcaga
tcaagagcgt
tcagaccaca
ttgactccat
ggaacaggtt
agagtggtta

tagctaacct

tacttttgaa
ctgatgacgce
gggctttaaa
atgagtggtc
agagattgta

ttcectgagga

attccagtct
ggttcatgac
tccagggtac
tgcagtgaga

aatgcaaaca

taagctgaga

actggaggat
gcccaﬁatqg
ttggttaaac
attagatgat
aggttacgct
aatagctaaa
atcaaaaaag
agataacgaa
tataaaggga
agactggatt
tttaacccett

ccctaccagt

gtattggaat
tgactaccaa
cgagggagta
gtcaggtttt
ctggagacct

gctggaacat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020

1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440

1476



Gly

Asp

val

Lys

65

Ile

Glu

Asp

Glu

Gly
145

Gly

Phe

Trp

Ser

50

Arg

Asn

Met

Leu

Ala

130

Phe

Leu

Gln

His

35

Gly

Phe

Val

Gln

Asn

115

Leu

His

Ser

Ser

20

val

His

Glu

Thr

100

Glu

Ser

Ile

Phe

Glu

Trp

Leu

Asp

85

Gly

Ser

His

val

ES 2544710 T3

Pro

Met

val

Pro

Glu

70

Ser

Thr

Lys

Tyr

Leu
150

Lys

Gly

His

Glu

Ala

Arg

Asp

Leu

Arg

135

Asn

Gly

Thr

Asp

40

Asn

Glu

Ile

Lys

120

Gln

Met

Phe
Pro
25

Arg
Gly
Lys
Phe
Glu
105
Glu

Ile

Tyr

75

Lys

10

Gly

Glu

Pro

Ile

Pro

90

Asn

Met

Leu

His

Phe

Ser

Asn

Gly

Gly

75

Arg

Ser

Asp

Glu

Trp
155

Gly

"Glu

Ile

Tyr

60

Leu

Pro

Pro

Asn

Asp

140

Thr

Trp

Asp

Val
45

Trp

Asn

Leu

Vval

Tyr

125

Leu

Leu

Ser
Pro
30

Ser
Gly
Ala
Pro
Ile
110
Ala

Arg

Pro

Gln

15

Asn

Gln

Asn

Vval

Lys

95

Ser

Asn

Asn

Ile

Ser

Ser

vVal

Tyr

Arg

80

Pro

val

His

Trp
160



Leu
Gly
Tyr
Asn
Gly
225
Trp
Val
Pro
Asn
Glu
305
Gl?
Tyr
Ser
Glu
Pro

385

Asn

His

Trp

val

Glu

210

Phe

Asn

Ser

Arg
290

Gly

val

Gly

370

Leu

Pro

Glu

Asp

Leu

Ala

195

Pro

Pro

Ile

Lys

Arg

275

Trp

Gln

Asn

Thr

Ala

355

Leu

Tyr

Tyr

Gly

Pro

Asn
180

Trp

Asn

Pro

Ile

Lys

260

Pro

Ser

Asn

Tyr

Leu

340

Asn

Tyr

Vval

val

Ile

165

Ser

Lys

val

Asn

Gln

245

Ser

Gln

Phe

Vval

Tyr

325

Pro

Leu

Asp

Met

Leu
405

Asp

ES 2544710 T3

Arg

Arg

Leu

val

Tyr

230

Ala

Val

Asp

Phe

Arg

310

Thr

Gly

Pro

val

Glu

390

val

Val

Thr

Asp

Trp

215

Leu

His

Gly

Asn

Asp

235

Glu

Arg

Tyr

Thr

Leu

375

Asn

Ser

Arg

val

Asp

200

Gly

Ser

Ala

Ile

Glu

280

Ser

Asp

Thr

Gly

Ser

360

Leu

Gly

Arg

Tyr

185

Leu

Ala

Phe

Arg

Ile

265

Ala

Ile

Leu

Val

Asp

345

Asp

Lys

Ile

Ile

Val Arg Gly Tyr

76

Gly

170

Glu

Ala

Gly

Arg

Ala

250

Tyr

val

Ile

Arg

val

330

Arg

Phe

Tyr

Ala

Tyr

410

Leu

Asp

Phe

Ser

Tyr

Leu

235

Tyr

Ala

Glu

Lys

Asn

315

Thr

Cys

Gly

Trp

Asp

395

Gln

His

Phe

Ala

Glu

Ala

220

Ser

Asp

Asn

Ile

Gly

300

Lys

Glu

Trp

Asn

380

Asp

Val

Trp

Thr

Arg

Tyr

205

Phe

Glu

Ala

Thr

Ala

285

Glu

Leu

Ala

Arg

Glu

365

Arg

Ala

Ser

Gly

Phe

190

Ala

Pro

Ile

Ile

Ser

270

Glu

Ile

Asp

Glu

Asn

350

Phe

Tyr

Asp

Arg

Leu

Pro

175

Ser

Thr

Arg

Ala

Lys

255

Tyr

Arg

Thr

Trp

Ser

335

Ser

Phe

Gly

Tyr

Ala

415

Ala

Thr

Ala

Met

Ala

Lys

240

Ser

Tyr

Leu

Ser

Ile

320

Gly

Leu

Pro

Leu

Gln

400

Leu

Asp



420

Asn Tyr Glu Trp
435

Val Asp Tyr Leu
450

Tyr Arg Glu Ile
465

Leu Asn Arg Val

<210> 29

<211> 1470

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sulfolobus solfataricus

<400> 29

Ser

Thr

Thr

Pro
485

ES 2544710 T3

Ser Gly Phe
440

Lys Arg Leu
455

Arg Ser Asn
470

Pro Ile Lys

77

425

Ser Met Arg Phe

Tyr Trp Arg Pro
460

Gly Ile Pro Glu
475

Pro Leu Arg His
490

430

Gly Leu Leu Lys
445

Ser Ala Leu Val

Glu Leu Glu His
480



atgggttact
gaaatgggaa
ccagaaaaca
tggggaaact
ctaaatgtgg
gaatcaaaac
gagtacgcta
agaggacttt
ccaataagag
gtttacgagt
gagtactcaa
teceggtttte
attcaégctc
attatttacg
atggctgaaa
agaggaaacg
aattattaca
tacggtcacg

ggctgggagt

catctctata
tattatttag
agagggtatt
aggtttggtc
ctagtatata

agcgtacctce

<210> 30
<211> 490
<212> PRT

catttccaaa
caccagggtc
tggcagcggg
ataagacatt
aatggtectag
aagatgtgac
ataaagacgc
actttatact
taagaagagg
tcgctagatt
caatgaatga
ccccaggata
acgcaagagc
ctaatagctc
atgataatag
agaagattgt
ctaggactgt
gatgtgagag

tcttcccaga

tgtacgttac
tatctcacgt
tacattggte
tgttaaaggt
gggaaatcgc

cagtaaagcc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sulfolobus solfataricus

<400> 30

ES 2544710 T3

tagetttagg
agaagatcca
attagtaagt
tcacgataat
gatatttecct
agaggttgag
attaaaccat
aaacatgtat
agattttact
ctcagcttat
acctaacgtt
cctaagcttt
gtatgatggg
attccagccg
atggtggttc
aagagatgac
tgtgaagagg
gaactctgta

aggtttatat

tgaaaatggt
ttatcaagtt
tctagctgat
cgaftacaac
cacaaatggc

attaaggcac

tttggttggt
aatactgact
ggagatctac
gcacaaaaaa
aatccattac
ataaacgaaa
tacagggaaa
cattggccat
ggaccaagtg
atagcttgga
gttggaggtt
gaactttcee
ataaagagtg
ttaacggata
tttgatgcta
ctaaagggta
actgaaaagg
agtttagcgg

gacgttttga

attgcggatg
catagagcaa
aattacgaat
actaagagac

gcaataactg

78

cccaggccgg
ggtataaatg
cagaaaatgg
tgggattaaa
caaggccaca
acgagttaaa
tattcaagga
tacctctatg
gttggctaag
aattcgatga
taggatacgt
gtagggcaat
tttctaaaaa
aagatatgga
taataagagg
gattggattg
gatacgttag
gattaccaac

cgaaatactg

atgccgatta
taaatagtgg
gggcttcagg
tatactggag

atgaaataga

atttcaatca
ggttcatgat
gccaggctac
aatagctaga
aaactttgat
gagacttgac
tcttaaaagt
gttacacgac
tactagaaca
tctagtggat
tggtgttaag
gtataacate
accagttgga
agcggtagag
tgagatcacc
gattggagtt
cttaggaggt
cagcgacttc

gaatagatat

tcaaaggcece
tgcagatgtt
attctctatg
accctcageca

gcacttaaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080

1140

1200
1260
1320
1380
1440

1470



val

Lys

65

Leu

Gln

Glu

Asn

Phe

145

Pro

Gly

Phe

Trp

Ser

50

Thr

Asn

Asn

Asn

His

130

Ile

Ile

Tyr

Gln

Tyr

35

Gly

Phe

val

Phe

Glu

115

Tyr

Leu

Arg

Ser

Ser

20

Lys

Asp

His

Glu

Asp

100

Leu

Arg

Asn

Val

Phe

Glu

Trp

Leu

Asp

Trp

85

Glu

Lys

Glu

Met

ES 2544710 T3

Pro
Met
Val
Pro
Asn
70

Ser
Ser
Arg
Ile

Tyr
150

Arg Arg

Asn

Gly

His

Glu

Ala

Arg

Lys

Phe
135

His

Gly

Ser Phe

Thr Pro
25

Asp Pro
40

Asn Gly
Gln Lys
Ile Phe
Gln Asp

105

Asp Glu
120
Lys Asp

Trp Pro

Asp Phe

79

Arg

10

Gly

Glu

Pro

Met

Pro

90

Val

Tyr

Leu

Leu

Thr

Phe

Ser

Asn

Gly

Gly

75

Asn

Thr

Ala

Lys

Pro

155

Gly

Gly

Glu

Met

Tyr

60

Leu

Pro

Glu

Asn

Ser

140

Leu

Pro

Trp

Asp

Ala

45

Trp

Lys

Vval

Lys

125

Trp

Ser

Ser

Pro

30

Ala

Gly

Ile

Pro

Glu

110

Asp

Gly

Gly

Gln

15

Asn

Gly

Asn

Ala

Ile

Ala

Leu

His

Trp

Ala

Thr

Tyr

Arg

80

Pro

Asn

Tyr

Asp
160

Leu



Ser

Trp

Asn

Pro

225

Ile

Lys

Trp
Lys

305

Asn

Ser

Tyr
385

Tyr

Gly

Thr

Lys

val

210

Gly

Gln

Pro

Lys

Phe

290

Ile

Tyr

Leu

Gly

Tyr

370

val

Tyr

Ala

Arg

Phe

195

val

Tyr

Ala

val

Asp

275

Phe

val

Tyr

Gly

Leu

355

Asp

Thr

Leu

Asp

Thr

180

Asp

Gly

Leu

His

Gly

260

Met

Asp

Arg

Thr

Gly

340

Pro

val

Glu

val

val
420

165

Val

Asp

Gly

Ser

Ala

245

Ile

Glu

Ala

Asp

Arqg

325

Tyr

Thr

Asn

Ser
405

Arg

ES 2544710 T3

Tyx

Leu

Leu

Phe

230

Arg

Ile

Ala

Ile

Asp

310

Thr

Gly

Ser

Thr

Gly

390

His

Gly

Glu

val

Gly

215

Glu

Ala

Tyr

val

Ile

295

Leu

val

His

Asp

Lys

375

Ile

Val

Tyr

Phe

Asp

200

Tyr

Leu

Tyr

Ala

Glu
280

Lys

vVal

Gly

Phe

360

Tyr

Ala

Tyr

Leu

80

Ala

185

Glu

val

Ser

Asp

Asn

265

Met

Gly

Gly

Lys

Cys

345

Gly

Trp

Asp

Gln

His
425

170

Arg

Tyr

Gly

Arg

Gly

250

Ser

Glu

Arg

Arg

330

Glu

Trp

Asn

Asp

Vval
410

Trp

Phe

Ser

val

Arg

235

Ile

Ser

Glu

Ile

Leu

315

Thr

Glu

Arg

Ala

395

His

Ser

Ser

Lys

220

Ala

Lys

Phe

Asn

Thr

300

Asp

Glu

Asn

Phe

Tyr

380

Asp

Arg

Leu

Ala
Met
205
Ser
Met
Ser
Gln
Asp
285
Arg
Trp
I;ys
Ser
Phe
365
His
Tyr

Ala

Ala

Tyr

190

Asn

Gly

Tyr

val

Pro

270

Asn

Gly

Ile

Gly

Vval

350

Pro

Leu

Gln

Ile

Asp
430

175

Ile

Glu

Phe

Asn

Ser

255

Leu

Arg

Asn

Gly

Tyr

335

Ser

Glu

Tyr

Arg

Asn

415

Asn

Ala

Pro

Pro

Ile

240

Lys

Thr

Trp

Glu

val

320

Val

Leu

Gly

Met

Pro

400

Ser

Tyr



ES 2544710 T3

Glu Trp Ala Ser Gly Phe Ser Met Arg Phe Gly Leu Leu Lys Val Asp
435 440 445 =

Tyr Asn Thr i.ys Arg Leu Tyr Trp Arg Pro Ser Ala Leu Val Tyr Arg
450 455 460 '

Glu Ile Ala Thr Asn Gly Ala Ile Thr Asp Glu Ile Glu His Leu Asn
465 470 475 480

Ser Val Pro Pro Val Lys Pro Leu Arg His
485 490

<210> 31

<211> 1488

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Picrophilus torridus

<400> 31

81



atgggtttac
ggcatatcag
ataaggactg
tacaaaaaat
gaatggagca
gatgatgatt
gcaaatcaaa
atgacgctaa
gaagctagga
gtggaatttg
ttttctataa
gggttcccac
gaggctatag
attatggcaa
gctacttaca
gctgatgagg
ctaaaaaata
tctggaaacg

agtagggccg

aacgtcttat
gttgctgact
gaaaaggctt
aactatgaat
aataaaaaga

ggagtcecgg

<210> 32
<211> 496
<212> PRT

ccaagaactt
atcctgatag
gacttgtatc
ataatggtct
ggatatttce
taatttcegt
aggcaattaa
tagtgaatgt
atagtggact
taaaatatgc
tgaatgagcc
cagcatttcc
caagatcata
attcagatgt
atgatcgcta
ttactgcagg
agctagactg
gatatacaac

gaagggatgt

catcatactg
ctattgatag
tatctatggg
gggcatcagg
ttcaacacag

aggaatttga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Picrophilus torridus

<400> 32

ES 2544710 T3

tttacttgge
caattcagat
tggtgactta
ggctgttcaa
aaaaagtact
ggatgttaat
tagatatatg
ttaccattgg
ttcaaataaa
aaaatatctg
aaacgttgta
aagtgtgcat
cgacgccatg
acaaccacta
ttcattcata
taatccaatt
gatéggtgtt
attaaaagga

aagtgacttt

gaaaagatat
acttagacca
tatggatatt
tttttcaatg
accaagtgca

atggatggca

ttttetetgg
tggtggttat
cctgaaaatg
acaggaatga
gaagaagtaa
gagggaagtc
gaaatcttca
ccaataccaa
agaaatggct
gcatggaaat
tttggtaatg
ggcggtttge
aaggagatta
acagatgagg
gatccgctaa
ggtgaaaaga
aactattata

tatggacact

ggctgggaat

cacattccaa
aggtaccttg
aggggatatc
aaatttggge
ctggtattta

gaccagcate

82

ctggctttca
gggtacatga
gaataggata
atgctgcéag
aggtgatgga
ttgaaaaact
ataatatcaa
tatatcttca
ggcttaatca
ttagcgatgt
gatattttaa
ttgcaaaaaa
caaaaaaacc
ataaagaagc
gagttggtga
gcaacatcga
caagggccgt
ctgcaaccgc

tttatccaga

tgattgtgac
tgtcacatat
ttcactggtc
tttatggtat
aagaaattgc

agaactca

gtctgaaatg

cccggtgaat

cféggatctt
gcttggagtt
agéttacaaa
tgacagactg
ggaaaataat
cgatccaata
taaaaccgtt
gggagatatg
tgttaaatca
acatgaaatt
agttggtcta
agéagaaatg
gatgaaatgg

tagatctgat

tgtaaaaaaa

tggcatgeca

aggtcttgta

tgaaaatggt
aaagtctgtt
tctgattgat
tgatttgaac

aaatgccaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260

1020
1080

1140

1200
1260
1320
1380
1440

1488



Met

Gln

Leu

Asn

65

Glu

Glu

Ser

Tyr

val

145

Glu

Gly

Ser

Trp

Leu

Gly

Trp

Asp

Met
130

Asn

Ala

Leu

Glu

Vval

35

Pro

Leu

Ser

Tyr

Glu

115

Glu

Val

Arg

Pro

Met

20

His

Glu

Ala

Arg

Lys

100

Lys

Ile

Tyr

Asn

Lys

Gly

Asp

Asn

val

Ile

85

Asp

Leu

Phe

His

Ser
165

Asn

Ile

Pro

Gly

Gln

70

Phe

Asp

Asp

Asn

Trp

150

Gly

ES 2544710 T3

Phe

Ser

Val

Ile

55

Thr

Pro

Asp

Arg

Asn

135

Pro

Leu

Leu

Asp

Asn

40

Gly

Gly

Lys

Leu

Leu

120

Ile

Ile

Ser

Leu

Pro

25

Ile

Tyr

Met

Ser

Ile

105

Ala

Lys

Pro

Asn

83

Gly

Asp

Arg

Trp

Asn

Thr

90

Ser

Asn

Glu

Ile

Lys
170

Phe

Ser

Thr

Asp

Ala

75

Glu

val

Gln

Asn

Tyr

155

Arg

Ser

Asn

Gly

Leu

60

Ala

Glu

Asp

Lys

Asn

140

Leu

Asn

Leu

Ser

Leu

45

Tyr

Arg

Val

val

Ala

125

Met

His

Gly

Ala

Asp

30

val

Lys

Leu

Lys

Asn

110

Ile

Thr

Asp

Trp

Gly

15

Trp

Ser

Lys

Gly

Val

95

Glu

Asn

Leu

Pro

Leu
175

Phe

Trp

Gly

Tyr

val

80

Gly

Arg

Ile

Ile

160

Asn



His

Lys

Val

Ala

225

Glu

Pro

Glu

Phe

Thr
305

Leu

Vval

His

Ser
385

Vval

Ile

Lys

Phe

Val

210

Phe

Ala

val

Asp

Ile

290

Ala

Lys

val

Ser

Phe

370

Tyr

Ala

Lys

Thr

Ser

195

Phe

Pro

Ile

Gly

Lys

275

Asp

Gly

Asn

Lys

Ala

355

Gly

Trp

Asp

Ser

Val

180

Asp

Gly

Ser

Ala

Leu

260

Glu

Pro

Asn

Lys

Lys

340

Thr

Trp

Lys

Ser

val
420

val

val

Asn

val

Arg

245

Ile

Ala

Pro

Leu

325

Ser

Ala

Glu

Arg

Ile

405

Glu

ES 2544710 T3

Glu

Ala

Gly

His

230

Ser

Met

Ala

Arg

Ile

310

Asp

Gly

Gly

Phe

'I'yr."

390

Asp

Lys

Phe

Asp

Tyr

215

Gly

Tyr

Ala

Glu

val

295

Gly

Trp

Asn

Met

Tyr

375

His

Arg

vVal

Met

200

Phe

Gly

Asp

Asn

Met

280

Gly

Glu

Ile

Gly

Pro

360

Pro

Ile

Leu

Leu

Lys

185

Phe

Asn

Leu

Ala

Ser

265

Ala

Glu

Lys

Gly

Tyr

345

Ser

Glu

Pro

Arg

Ser
425

84

Tyr

Ser

val

Met

250

Asp

Thr

Met

Ser

val

330

Thr

Arg

Gly

Met

Pro

410

Met

Ala

Ile

Lys

Ala

235

Lys

val

Tyr

Lys

Asn

315

Asn

Thr

Ala

Leu

Ile

395

Arg

Gly

Lys

Met

Ser

220

Lys

Glu

Gln

Asn

300

Ile

Tyr

Gly

Vval

380

Vval

Tyr

Met

Tyr

Asn

205

Gly

Lys

Ile

Pro

Asp

285

Ala

Asp

Tyr

Lys

Arg

365

Asn

Thr

Leu

Asp

Leu

190

Glu

Phe

His

Thr

Leu

270

Arg

Asp

Arg

Thr

Gly

350

Asp

vVal

Glu

Vval

Ile
430

Ala
Pro
Pro
Gllu
Lys
255
Thr
Tyr
Glu
Ser
Arg
335
Tyr
Val
Leu
Asn
Ser

415

Arg

Trp

Asn

Pro

Ile

240

Lys

Asp

Ser

Val

Asp

320

Ala

Gly

Ser

Ser

Gly

400

His

Gly



ES 2544710 T3

Tyr Leu His Trp Ser Leu Ile Asp Asn Tyr Glu Trp Ala Ser Gly Phe
435 440 445

Ser Met Lys Phe Gly Leu Tyr Gly Ile Asp Leu Asn Asn Lys Lys Ile
450 455 460

Gln His Arg Pro Ser Ala Leu Val Phe Lys Glu Ile Ala Asn Ala Asn
465 470 475 480

Gly Val Pro Glu Glu Phe Glu Trp Met Ala Asp Gln His Gln Asn Ser
485 _ 490 495

<210> 33

<211> 1443

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Thermoplasma volcanium

<400> 33

85



atggtagaaa
tcggagatgg
gataaagaaa
tactggaata
agaatcggag
gatgcaaaaa
gtcaataaag
atagatttaa
tctgttagaa
ttgtttgett
tcaaccatga
tttecgectt
gcacattcte
tatgcaaaca
gcagacagtg
ggaattaatg
aggaaagacg
actgtaacaa
ttggaatatg

aatggcatag

agtgtactga
gttgataatt
gaaaataaaa
aattgcatat

aaa

<210> 34
<211> 481
<212> PRT

acaattttcec
gctatgataa
acatccaatc
actataaatc
ttgaatggtc
ataattcctt
atgcactcaa
taattaatat
aaggaataaa
tattcteccte
atgaacctaa
cctatctcag
ttgcatacga
catattttac
atgcgaaatg
gcaataaact
gagatggcta
acgataaaag
taattatgaa

ccgataatgg

gggcaataaa
atgaatgggc
aactatactg

ccccagaatt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Thermoplasma volcanium

<400> 34

ES 2544710 T3

agaggatttc
cgcaatggac
agggcttgta
attccatgaa
aagattattc
agaaataaac
ccattacatt
gtaccactgg
aacagaaaga
gtatatagta
tgttgtttat
ttcagaattt
ttctatgaaa
gectttggac
gtcatttttt
agattggatc
tatttcatta
accaacaagt
ttactggaac

ggattatcag

taaaggagcc
attgggattt
gaggccaagt

aaagcaccte

aaatttggtt
gataaaagtg
agcggagaca
gctgcacaga
ccggaacctt
aataacatte
gagatattta
ccacttcctg
tcaggctggce
tataaaatgg
ggaaatggtt
gcatctaaag
aaaattacgg
ccggaaaaag
gatccattaa
ggaattaatt
aaaggctatg
gatataggat
aggtataaat

aggccttétt

aatgtaaagg
agcccgaaat
gctcttgttt

gattcaatac
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ggtcacagtce
actggtatgt
tgcccgaaaa
atatgggatt
tcccggaaaa
tttcagaact
atgatatcaa
tatggctaag
tgaatgacag
aagatctggce
ttataaatat
ttaagaacaa
ataaacctgt
ataatgatgc
taaaaggaga
attatacaag
gtcattcagg
gggaatttta
tgcctatgta

atttagttte

gttatttgea
ttggtttaat
ataaggaaat

cgcctataaa

aggttttcaa
ctgggttcat
tggtccgggt
aaaaatggca
aataatggca
tgataaatat
aaatagaaat
cgatcctgta
qatagttcaa
agttgcattt
caaatcaggt
tatattaaaa
gggaataatt
tattgctaaa
taaatcactt
gacaatgtta
ttctcctaat
tccggaggga
cgtaacagaa

acacattgca

ctggtcctta
aggatacgat
agcaacaaaa

tggtttaaga

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

1020
1080
1140

1200

1260
1320
1380
1440

1443



Met

Ser

Ser

Tyr

65

Lys

Ile

Tyr

Ile

145

Ser

val

Gly

Asp

val

50

Lys

Ile

Ile

Leu

Ile

130

Asn

val

Glu

Phe

35

Ser

Ser

Gly

Met

Ser

115

Glu

‘Met

Arg

Asn

Gln

Tyr

Gly

Phe

val

Ala

100

Glu

Ile

Tyr

Lys

Asn

Ser

val

Asp

His

Glu

85

Asp

Leu

Phe

His

Gly
165

Phe

Glu

Trp

Met

Glu
70

Trp

Ala

Asp

Asn

Trp

150

Ile

ES 2544710 T3

Pro

Met

vVal

Pro

55

Ala

Ser

Lys

Lys

Asp

135

Pro

Lys

Glu

Gly

His

40

Glu

Ala

Arg

Asn

Tyr

120

Ile

Leu

Thr

Asp

Tyr

25

Asp

Asn

Gln

Leu

Asn

105

Val

Lys

Pro

Glu

87

Phe

Asp

Lys

Gly

Asn

Phe

90

Ser

Asn

Asn

val

170

Lys

Asn

Glu

Pro

Met

75

Pro

Leu

Lys

Arg

Trp

155

Ser

Phe

Ala

Asn

Gly

Gly

Glu

Glu

Asp

Asn

140

Leu

Gly

Gly

Met

Ile

45

Tyr

Leu

Pro

Ile

Ala

125

Ile

Ser

Trp

Trp

Asp

30

Gln

Trp

Lys

Phe

Asn

110

Leu

Asp

Asp

Ser

15

Asp

Ser

Asn

Met

Pro

95

Asn

Asn

Leu

Pro

Asn
175

Gln

Lys

Gly

Asn

Ala

80

Glu

Asn

His

Ile

vVal

160

Asp



Met

val

Tyr

225

Ala

val

Lys

Phe

Asn

305

Gly

Gly

Trp

Asp

385

Ser

His

Ile

Glu

Tyr

210

Leu

His

Gly

Asp

Phe

290

Lys

Lys

Ser

Trp

Asn

370

Asn

val

Trp

val

Asp

195

Gly

Ser

Ser

Ile

Asn

275

Asp

Leu

Asp

Pro

Glu

355

Arg

Gly

Ser

Gln

180

Leu

Asn

Ser

Leu

Ile

260

Asp

Pro

Asp

Gly

Asn

340

Phe

Tyr

Asp

Arg

Leu
420

Leu

Ala

Gly

Glu

Ala

245

Tyr

Ala

Leu

Trp

Asp

325

Tyr

Lys

Tyr

Ala

405

val

ES 2544710 T3

Phe

val

Phe

Phe

230

Tyr

Ile

Ile

Ile

310

Gly

Vval

Pro

Gln
390

Ile

Asp

Ala

Ala

Ile

215

Ala

Asp

Asn

Ala

Lys

295

Gly

Tyr

Thr

Glu

Pro

375

Arg

Asn

Asn

Leu

Phe

200

Asn

Ser

Ser

Thr

Lys

280

Gly

Ile

Ile

Asn

Gly

360

Met

Pro

Lys

Tyr

Phe

185

Ser

Ile

Lys

Tyr
265

Ala

Asp

Asn

Ser

Asp

345

Leu

Tyr

Tyr

Gly

Glu
425

88

Ser

Thr

Lys

val

Lys

250

Phe

Asp

Lys

Tyr

Leu

330

Lys

Glu

Vval

Tyr

Ala
410

Trp

Ser

Met

Ser

Lys

235

Lys

Thr

Ser

Ser

Tyr

315

Lys

Arg

Tyr

Thr

Leu

395

Asn

Ala

Tyr

Asn

Gly

220

Asn

Ile

Pro

Asp

Leu

300

Thr

Gly

Pro

val

Glu

380

Val

val

Leu

Ile

Glu

205

Phe

Asn

Thr

Ala

285

Gly

Arg

Tyr

Thr

Ile

365

Asn

Ser

Lys

Gly

val

190

Pro

Pro

Ile

Asp

Asp

270

Lys

Ile

Thr

Gly

Ser
350

Met

Gly

His

Gly

Phe
430

Tyr

Asn

Pro

Leu

Lys

Val

Ser

Lys

240

Lys

Pro

255 .

Pro

Irp

Asn

Met

His

335

Asp

Asn

Ile

Ile

Tyr
415

Ser

Glu

Ser

Gly

Leu

320

Ser

Ile

Tyx

Ala

Ala

400

Pro



ES 2544710 T3

Lys Phe Gly Leu Ile Gly Tyr Asp Glu Asn Lys Lys Leu Tyr Trp Arg
435 440 445

Pro Ser Ala Leu Val Tyr Lys Glu Ile Ala Thr Lys Asn Cys Ile Ser
450 455 460

Pro Glu Leu Lys His Leu Asp Ser Ile Pro Pro Ile Asn Gly Leu Arg
465 470 475 : 480

Lys

<210> 35

<211> 1404

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fervidobacterium nodosum

<400> 35

89



atgggtatgt

atgggaaatc
agggatattg
tggtactgga
atacgaattg
ggctcaccgg
tacaggaaaa
cactttactt
gataaaattg
atggcgtgga
gtaagtcage
tcatggtata
ataaaaaagt
gttaataaaqg
atagatatgg
atcgatagac
agaggttacg
gaatttggat
agatacaaaa

agaagtcttt

ccaataaaag
agtaaaagat
tctatgtaca

gatccatata

<210> 36
<211> 468
<212> PRT

ttccgaaaga
ctcaagatgc
gaaatattgt
agcagtacgg
gaaccgaatg
atatgctcga
taatggagga
tacctatttg
gttggatttce
aatttgccga
ttggatattt
tcaaaagttt
atacaaataa
atgacaagga
taaaagataa
ttceccaccac
gttattcttg
gggaaatata
aagatattta

ttatcatatc

gttatttgeca
ttggacttge
tttttagaga

acttgatgaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fervidobacterium nodosum

<400> 36

ES 2544710 T3

ttttttattt
agaagaggtt
aaatggagtc
caaagtccac
gtctaggatt
aaaattggat
tataaaagca
gttgcacgac
tgatgctaca
tatagttgat
tgcaataaat
agaaaacgaa
tcctgttgga
atcttttgaa
aactgattac
tattgacttt
cgaagaagga
ccctgaaggg
tgttacggag

gcatctttat

ctggtcgatt
ttacacagat
gataataaag

attc

ggtgtttcga

gatctaaata
gtaagtgggg
caattagctg
ttcccagtta
aaattagcaa
aaggggttaa
cctatagetg
cctattgagt
atgtgggctt
gcgggattte
gcgaaagcac
gttatatact
aatgctatgg’
ataggtgtaa
ggcgaattta
ggattctcac
ctgtacaata
aacggtatag

gctatagaaa

atagacaatt
ttgtcaacca

gataaatcaa

90

tgtctgggtt
cagattggta
acttgcctga
ccgattttgg
gtacgcaaag
accaaaaagc
aattgttcgt
ttcacaaagg
ttgcgaagta
ctatgaacga
caccaagtta
ataacttatc
cttttacatg
atctcacaaa
attattacac
aaatgaattg
tctccggaag
ttttgataca
ctgattcgaa

aégcattaaa

tcgaatggge
aaaaatatat

tcgacaaatt

tcagtttgag
tgtatgggatt
aaatggttca
gatggatgta
tgttgagtac
ggtaagtcat
taacctttac
tgagaagaca
tgcagagtac
accacacgtt
ttttaatcct
ttatgatgct
gtacgatact
ttggcgattt
aagagcggtt
gtatactttg
gccggcaagce
tgtttataat
ggataaatac

cgaaggaata

gaagggctac
acctagacct

caaaggttac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140

1200

1260
1320
1380

1404



Met

Phe

Asn

Gly

Gln

65

Ile

Ser

Lys

Pro
145

Tyr

Gly
Gin
Thr
Val

50

Tyr

Vval
Asn
Ala
130
Ile

Lys

Ala

Met
Phe
Asp
35

val
Gly
Ile
Glu
Gln
115
Lys
Trp

Ile

Glu

Phe

Glu

20

Trp

Ser

Lys

Gly

Tyr

100

Lys

Gly

Leu

Gly

Tyr
180

Pro

Met

Tyr

Gly

val

Thr

85

Gly

Ala

Leu

His

Trp

165

Met

ES 2544710 T3

Lys

Gly

val

Asp

His

70

Glu

Ser

val

Lys

Asp

150

Ile

Ala

Asp

Asn

Trp

Leu

55

Gln

Trp

Pro

Ser

Leu

135

Pro

Ser

Trp

Phe Leu

Pro Gln

25

Val Arg

40

Pro Glu

Leu Ala

Ser Arg

Asp Met

105

His Tyr

120

Phe Val

Ile Ala

Asp Ala

Lys

Phe
185

91

Phe

10

Asp

Asp

Asn

Ala

Ile

90

Leu

Arg

Asn

val

Thr

170

Ala

Gly

Ala

Ile

Gly

Asp

<75

Phe

Glu

Lys

Leu

His

155

Pro

Asp

val

Glu

Gly

Ser

60

Phe

Pro

Lys

Ile

Tyr

140

Lys

Ile

Ile

Ser

Glu

Asn
45

Trp

Gly

Val

Leu

Met

125

His

Gly

Glu

Val

Met

Vval

30

Ile

Tyr

Met

Ser

Asp

110

Glu

Phe

Glu

Phe

Asp
130

Ser

15

Asp

Vval

Trp

Asp

Thr
95

Lys

Asp

Thr

Lys

Ala

175

Met

Gly

Leu

Asn

Lys

val

80

Gln

Leu

Ile

Leu

Thr

160

Lys

Trp



Ala

Ile

Lys

225

Ile

Trp

Met

Pro
305

Asn

Thr

Ile

385

Pro

Ala

Thr

Ser

Asn

210

Ser

Lys

Tyr

Asp

Tyr

290

Thr

Gly

Pro

Ile

Glu

370

Ile

Ile

Lys

Lys

Met
195
Ala
Leu
Lys
Asp
Leu
275
Ile

Thr

Tyr

Leu
355
Asn
Ser
Lys

Gly

Lys
435

Asn

Gly

Glu

Tyr

Thr

260

Thr

Gly

Ile

Gly

Ser

340

Ile

Gly

His

Gly

Tyr

420

Tyr

Glu

Phe

Asn

Thr

245

val

Asn

Val

Asp

Tyr

325

Glu

His

Ile

Leu

Tyr

405

Ser

Ile

ES 2544710 T3

Pro

Pro

Glu

230

Asn

Asn

Trp

Asn

Phe

310

Ser

Phe

val

Ala

Tyr

390

Leu

Lys

Pro

His

Pro

215

Ala

Asn

Lys

Arg

Tyr

295

Gly

Cys

Gly

Tyr

Asp

375

Ala

"His

Arg

Arg

val
200

Ser

Lys

Pro

Asp

Phe

280

Tyr

Glu

Glu

Trp

Asn

360

Ser

Ile

Trp

Phe

Pro
440

Val

Tyr

Ala

Vval

Asp

265

Ile

Thr

Phe

Glu

Glu

345

Arg

Lys

Glu

Ser

Gly

425

Ser

92

Ser

Phe

His

Gly

250

Lys

Asp

Arg

Lys

Gly

330

Ile

Tyr

Asp

Lys

Ile

410

Leu

Met

Gln

Asn

Asn

235

val

Glu

Met

Ala

Met

315

Gly

Tyx

Lys

Lys

Ala

395

Ile

Ala

Tyr

Leu

Pro

220

Leu

Ile

Ser

vVal

val

300

Asn

Phe

Pro

Lys

Tyr

380

Leu

Asp

Tyr

Ile

Gly

205

Ser

Ser

Tyr

Phe

Lys

285

Ile

Trp

Ser

Glu

Asp

365

Arg

Asn

Asn

Thr

Phe
445

Tyr

Trp

Tyr

Ser

Glu

270

Asp

Asp

Tyr

Leu

Gly

350

Ile

Ser

Glu

Phe

Asp

430

Arg

Phe

Tyr

Asp

Phe

255

Asn

Lys

Arg

Thr

Ser

335

Leu

Tyr

Leu

Gly

Glu

415

Leu

Glu

Ala
Ile
Ala
240
Thr
Ala
Thr
Leu
Leu
320
Gly
Tyr
val

Phe

Ile
400

Trp

Ser

Ile



ES 2544710 T3

Ile Lys Asp Lys Ser Ile Asp Lys Phe Lys Gly Tyr Asp Pro Tyr Asn
450 455 460

Leu Met Lys Phe
465

<210= 37

<211> 1446

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN que codifica beta-glucosidasa mutante de Thermosphaera aggregans que tiene un sitio de glucosilacion.

<400> 37

93



atgggtaaat
gctggtatte
gagaacacag
aaccgcactce
ggcgttgagt
agagatgaga
gatgaattag
gaaagaggta
aacccaatca
gagtccgtgg
cctgttatgt

gttaaagggg

aatatgatcc
gttggactaa
gataagttta
atcatcaatg
tactatagcc
ggattcecttt
tgggaggtgt
gtagacttga
tacctggtct
ggctacctcec

tteggtttag

gtgttccggg

atccag
<210=> 38

<211> 482
<212> PRT

tccccaaaga
ccgggtccga
cagctggact
aaaatgacca
ggagtaggat
acggcagcat
ccaacaagga
gaaaacttat
tggtgagaag
tggagtttge
ggagcaccat
gtttcecace
aggctcatgce
tatacgettt
agagctctaa
ttgaatacag
gtttagtcta
gtacacctgg
atcectgaagg
tcgtgaccga
cgcatgttta
actggagctt

tcatggttga

agatcgcaac

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2544710 T3

cttcatgata
agatccgaat
agtcagcggc
cgacctggct

ttttccaaag

tgttcacgta-

ggccgtaaac
actcaattta
aatgggcccg
caaatacgcc
gaacgaaccc
cggctacttg
acgggcctat
ccaatggttce
gttatactat
gagagatctt
caaaatecgte
ggggatcagc
actctaccta
gaacggtgtt
cagcgtatgg
gacagacaat

cttcaaaact

gcataacgga

ggctactcat
agtgattggt
gattttceceg
gagaagctgg
ccaactttca
gatgtcgatg
cattacgtag
taccattgge
gacagagcgce
gcatacattg
aacgtcgttt
agtttggaag
gacaatatta
gaactattag
ttcacagaca
gccaataggce
Qatgacaaac
ccggctgaaa
cttctaaaag
tcagacagca
aaagccgcta
tacgagtggg

aagaaaaggt

ataccggatg

cttcaccgtt
gggtatgggt
agaacggccc
gggttaacac
atgttaaagt
ataaagcggt
aaatgtataa
ccectgectet
cctcaggctg
cttggaaaat
atgagcaagg
ctgctgataa
aacgcttcag
agggtccage
tagtatcgaa
tagactggtt
ctataatcect
atccttgtag
aactttacaa
gggatgcgtt
acgagggcat
cccagggctt

atctecegece

agctacagca

tcaatttgaa
gcatgatccg
aggttactgg
tattagagta
ccctgtagag
tgaaagactt
agactgggtt
ctggcttcac
gcttaacgag
gggcgagcta
atacatgttc
ggccaggaga
taagaaacct
agaagtattt
gggtagttca
gggcgttaac
gcacgggtat
cgattttggg
ccgatacggg
gagaccggca
tcecgtecaaa
caggcagaaa

aagcgcccta

tcttacactg

<223> Beta-glucosidasa mutante de Thermosphaera aggregans que tiene un sitio de glucosilacion.

<220>

<221> CARBOHYD
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120
180
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360
420
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540
600
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720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1446



ES 2544710 T3

<222> (61)..(63)
<223>

<400> 38

Met Gly Lys Phe Pro Lys Asp Phe Met Ile Gly Tyr Ser Ser Ser Pro
1 5 10 15

Phe Gln Phe Glu Ala Gly Ile Pro Gly Ser Glu Asp Pro Asn Ser Asp

Trp Trp Val Trp Val His Asp Pro Glu Asn Thr Ala Ala Gly Leu Val
35 40 45

Ser Gly Asp Phe Pro Glu Asn Gly Pro Gly Tyr Trp Asn Arg Thr Gln
50 55 60

Asn Asp His Asp Leu Ala Glu Lys Leu Gly Val Asn Thr Ile Arg Val
65 70 75 80

Gly Val Glu Trp Ser Arg Ile Phe Pro Lys Pro Thr Phe Asn Val Lys
85 920 95

Val Pro Val Glu Arg Asp Glu Asn Gly Ser Ile Val His Val Asp Val
100 105 110

Asp Asp Lys Ala Val Glu Arg Leu Asp Glu Leu Ala Asn Lys Glu Ala
115 120 125

Val Asn His Tyr Val Glu Met Tyr Lys Asp Trp Val Glu Arg Gly Arg
130 135 140

Lys Leu Ile Leu Asn Leu Tyr His Trp Pro Leu Pro Leu Trp Leu His
145 150 155 160

Asn Pro Ile Met Val Arg Arg Met Gly Pro Asp Arg Ala Pro Ser Gly
165 170 175

95



Trp

Ile

Glu

Phe

225

Asn

Ser

Leu

Tyr

Glu

305

Tyr

Leu

Glu

Tyr

val

385

Tyr

Ile

Trp

Leu

Ala

Pro

210

Pro

Met

Lys

Glu

Tyr

290

Tyr

Tyr

His

Asn

Leu

370

Thr

Leu

Pro

Ala

Asn

195

Asn

Pro

Ile

Lys

Gly

275

Phe

Arg

Ser

Gly

Pro

355

Leu

Glu

Val

Val

Gln

Glu

180

Lys

val

Gly

Gln

Pro

260

Pro

Thr

Arg

Arg

Tyr

340

Cys

Leu

Asn

Ser

Lys

420

Gly

Glu

Met

val

Tyr

Ala

245

Val

Asp

Asp

Leu

325

Gly

Ser

Lys

Gly

His

405

Gly

Phe

ES 2544710 T3

Ser

Gly

Tyr

Leu

230

His

Gly

Glu

Ile

Leu

310

val

Phe

Asp

Glu

val

390

val

Tyr

Arg

val

Glu

Glu

215

Ser

Ala

Leu

val

val

295

Ala

Tyr

Leu

Phe

Leu

375

Ser

Tyr

Leu

Gln

val

Leu

200

Gln

Leu

Arg

Ile

Phe

280

Ser

Asn

Lys

Cys

Gly

360

Tyr

Asp

Ser

His

Lys

Glu

185

Pro

Gly

Glu

Ala

Tyr

265

Asp

Lys

Arg

Ile

Thr
345

Trp

Asn

Ser

Vval

Trp
425

Phe

96

Phe
val
Tyr
Ala
Tyr
250
Ala
Lys
Gly
Leu
val
330
Pro
Glu
Arg
Arg
Trp
410

Ser

Gly

Ala

Ala

235

Asp

Phe

Phe

Ser

Asp

315

Asp

Gly

val

Tyr

Asp

395

Lys

Leu

Leu

Lys

Trp

FPhe

220

Asp

Asn

Gln

Lys

Ser

300

Trp

Gly

Tyr

Gly

380

Ala

Ala

Thr

Vval

Tyr

Ser

205

val

Lys

Ile

Trp

Ser

285

Ile

Lys

Ile

Pro

365

val

Leu

Ala

Asp

Ala
1390

Thr

Lys

Ala

Lys

Phe

270

Ser

Ile

Gly

Pro

Ser

350

Glu

Asp

Arg

Asn

Asn

430

val

Ala

Met

Gly

Arg

Arg

255

Glu

Lys

Asn

val

Ile

335

Pro

Gly

Leu

Pro

Glu

415

Tyr

Asp

Tyr

Asn

Gly

Arg

240

Phe

Leu

Leu

val

Asn

320

Ile

Ala

Leu

Ile

Ala

400

Gly

Glu

Phe



ES 2544710 T3

435 440 445

Lys Thr Lys Lys Arg Tyr Leu Arg Pro Ser Ala Leu Val Phe Arg Glu
450 455 460

Ile Ala Thr His Asn Gly Ile Pro Asp Glu lLeu Gln His Leu Thr Leu
465 470 475 480

Ile Gln

<210> 39

<211> 1461

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN que codifica la familia de proteinas glucésido hidrolasa mutante de Caldivirga maquilingensis que tiene un sitio de
glucosilacion.

<400> 39

97



atgggtatta
gagatgggta
gagaacattg
aaccgcacta
actattgagt
gaggatgatg
cgcaggctag
gagaggggtg
gacccaatag
agatccgtta
gctgacatgt
gttaagtcag
catttaattg
gtgggcctag
gttaaggagg
atgggggtta
actagggccg
ggattcggct
tteggctggg

tataggatgc

tcatggttca
gttagagggt
atgaggttceg
gcecectggtta

attaaaccac

<210> 40
<211> 487
<212> PRT

agttcccaag
ccectggttce
cttegggett
agcaggacca
gggctagggt
gaggtaacgt
ctgacttaaa
gtttactggt
ccgttaggaa
ttgagttcac
ggtatacgat
gcttcecace
aggctcatgc
tctacteett
ctaagggact
ctagggatga
tattgaggag
actcctgtga
aaatataccc

ccatgtacat

tagtatcgca
acttccactg
gcctagttta
tgagggaggt

ctagaattga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>Familia de proteinas glucdsido hidrolasa mutante de Caldivirga maquilingensis que tiene un sitio de glucosilacion.

<220>

<221> CARBOHYD

<222> (61)..(63)

ES 2544710 T3

cgacttcaga
tgaatttgta
agttagcggt
ctcaatagcet
gttccctaag
ggttgacgtt
tgctgttaat
gattaacctt
gaatggacct
taagttcgca
gaatgaacct
aggttacctg
cagagcctac
cgcagactat
tgactactca
cttgaagggt
gaggcaggat
acctggaggc
tgagggtgtt

cactgagaac

cctgtatcaa
gaacctaata
cgttgactat
ggctaaacag

a

ttcggettcet
agtgactggt
gatttacctg
agggatcttg
ccgacctttg
gaggttaatg
cactataggg
taccactggg
gatagagccce
gccttcatag
ggggtagtga
gacttaaact
gacgccatta
cagccgctta
ttcttcgacg
aggcttgacf
gctggtcggg
gtatctaatg
tacaatgtct

ggtatagctg

attcacaggg
gataacttgg
gcaaccaaga

aaggctatac

98

ccacagtggg
atgtgtggcet
aacatgggcc
ggcttgatge
acgttaaggt
aatcagcatt
ggattttaag
ctatgectac
cctececggttg
cccatgagtt
taactgaggg
ccctagceccac
aagcctacte
ggcagggtga
ctccaattaa
ggattggggt
catcagtagc
ataggagacc
taatggacct

atgagcatga

caatggagga
agtgggctge
ggaggtattt

cggattactt

tactcagcat
tcatgaccct
aggttactgg
agcatggata
taaggttgat
agaggagtta
tgattggaag
gtggcttcat
gcttgataag
aggtgactta
ttacctttac
tgcgggtaag
aaggaaacca
tgaggaggct
gggtgaatta
aaactactac
cgtggtggat
atgcagtgac
atggaggagg

taagtggagg

gggggtggat
aggatatagg
taggccaage

agagcattac

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

1020
1080
1140

1200

1260
1320
1380
1440

1461



<223>

<400> 40

Met

Gly

Trp

Ser

Gln

65

val

Asn

Vval

Leu
145

Gly

Thr

Tyr

Gly

50

Asp

Ile

Lys

Glu

Asn

130

Leu

Ile

Gln

val

35

Asp

His

Glu

val

Ser

115

His

val

Lys

His

20

Trp

Leu

Ser

Trp

Asp

100

Ala

Tyr

Ile

Phe

5

Glu

Leu

Pro

Ile

Ala

85

Glu

Leu

Asn

ES 2544710 T3

Pro

Met

His

Glu

Ala

70

Arg

Asp

Glu

Gly

Leu
150

Ser

Gly

Asp

His

55

Arg

val

Asp

Glu

Ile

135

Tyrx

Asp

Thr

Pro

40

Gly

Asp

Phe

Gly

Leu

120

Leu

His

99

Phe

Pro

25

Glu

Pro

Leu

Pro

Gly

105

Arg

Ser

Trp

Arg

10

Gly

Asn

Gly

Gly

Lys

90

Asn

Arg

Asp

Ala

Phe

Ser

Ile

Tyr

Leu

75

Pro

Vval

Trp

Met
155

Gly

Glu

Ala

Trp

60

Asp

Thr

val

Ala

Lys

140

Pro

Phe

Phe

Ser

45

Asn

Ala

Phe

Asp

Asp

125

Glu

Thr

Ser

vVal

30

Gly

Arg

Ala

Asp

val

110

Leu

Trp

Thr
15

Ser

Thr

Trp

val

95

Glu

Asn

Gly

Leu

val

Asp

val

Lys

Ile

80

Lys

val

Ala

Gly

His
160



Trp

Ile

Glu

Phe

225

His

Ser

Leu

Tyr

305

Thr

Ala

Asn

Gly

Met

385

Ser

Pro

Leu

Ala

Pro

210

Pro

Leu

Arg

Ser

290

Arg

Vval

Asp

Val

370

Tyr

Trp

Ile

Asp

His

195

Gly

Pro

Ile

Lys

Gln

275

Phe

Asp

Ala

Val

355

Tyr

Ile

Phe

Ala

Lys

180

Glu

Val

Gly

Glu

Pro

260

Gly

Phe

val

Asp

340

Asn

Thr

Ile

Vval

165

Arg

Leu

vVal

Tyr

Ala

245

Val

Asp

Asp

Lys

Leu

325

Gly

Pro

val

Glu

val
405

ES 2544710 T3

Arg

Ser

Gly

Ile

Leu

230

His

Gly

Glu

Ala

Gly

310

Arg

Phe

Cys

Asn
390

Ser

Lys

Val

Asp

Thr

215

Asp

Ala

Glu

Pro

295

Arg

Arg

Gly

Ser

Met

375

Gly

His

Asn

Ile

Leu

200

Glu

Leu

Arg

Val

Ala

280

Ile

Leu

Tyr

Asp

360

Asp

Ile

Leu

Gly

Glu

185

Ala

Gly

Asn

Ala

Tyr

265

val

Lys

Asp

Gln

Ser

345

Phe

Leu

Ala

Tyr

100

Pro

170

Phe

Asp

Tyr

Ser

Tyr

250

Ser

Lys

Gly

Trp

Asp

330

Cys

Gly

Trp

Asp

Gln
410

Asp

Thr

Met

Leu

Leu

235

Asp

Phe

Glu

Glu

Ile

315

Ala

Glu

Trp

Arg

Glu

395

Ile

Lys

Trp

Tyr

220

Ala

Ala

Ala

Ala

Leu

300

Gly

Gly

Pro

Glu

Arg

380

His

His

Ala
Phe
Tyr
205
val
Thr
Ile
Asp
Lys
285
val
Arg
Gly
Ile
365
Tyr
Asp

Arg

Pro

Ala

190

Thr

Lys

Ala

Lys

Tyr

270

Gly

Gly

Asn

Ala

Gly

350

Tyr

Arg

Lys

Ala

Ser

175

Ala

Met

Ser

Gly

Ala

255

Gln

Leu

val

Tyr

Ser

335

val

Pro

Met

Trp

Met
415

Gly

Phe

Asn

Gly

Llys

240

Tyr

Pro

Asp

Thr

Tyxr

320

val

Ser

Glu

Pro

Arg

400

Glu



ES 2544710 T3

Glu Gly Val Asp Val Arg Gly Tyr Phe His Trp Asn Leu Ile Asp Asn
420 425 430

Leu Glu Trp Ala Ala Gly Tyr Arg Met Arg Phe Gly Leu Val Tyr Val
435 440 445

Asp Tyr Ala Thr Lys Arg Arg Tyr Phe Arg Pro Ser Ala Leu Val Met
450 455 460

Arg Glu Val Ala Lys Gln Lys Ala Ile Pro Asp Tyr Leu Glu His Tyr
465 470 475 480

Ile Lys Pro Pro Arg Ile Glu
485

<210> 41

<211> 1476

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN que codifica beta-galactosidasa mutante de Sulfolobus acidocaldarius que tiene un sitio de glucosilacién.

<400> 41

101



atgggtttat
gaaatgggaa
agggagaaca
tggaaccgca
attaacgtag
gggactgata
gaaatggaca
ctaagaaaca
ttgcacgacc
tccaggacag
ttggcgagtg
tttcctagag
tggaatataa
agtgtaggta
gctgtggaaa
gagataacta

ggcgtaaact

ccgggttatg
gatttcggtt
aggtatgggt
agaccgtatt
gatgtaagag
tcaatgaggt
tctgecattag

ctaaacagag

<210> 42
<211> 492
<212> PRT

cattcccaaa
ctccaggtag
tagtctcaca
ctaagagatt
agtggagtag
aagagaacag
actacgctaa
gaggatttca
ctatcagagt
tttatgagtt
aatatggaac
caggctttcc
ttcaggctceca
taatatatgce
tagcagagag
gtgagggaca

attacacgag

gagatcgttg
gggagttctt
taccattata
acttagtatc
gttatcttca
tcggtctact
tttacaggga

taccaccaat

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2544710 T3

gggtttcaaa
cgaagatccg
ggttgtcagt
tcatgacgaa
aatatttccc
tcectgteatt
tcatgaagcg
catagtactg
gaggagagga
cgctaggtte
aatgaatgaa
acctaattac
tgcgaggget
aaacacatca
attgaacaga
aaatgtcaga

gactgtggta

tgaaaggaac
tcectgagggt
cgtaatggag
acatatctac
ttggtctttg
taaggtagat
gattactagg

aaaacctttg

tttggctggt
aacagcgatt
ggagatttac
gcagagaaaa
agaccactac
agcgtagact
ttatcacatt
aacatgtatc
gactttacag
tcggettacg
cctaacgtgg
cttagcttca
tatgacgcca
tattacccac
tggagtttct
gaggacttaa

acaaaagctg

tcattgagtt
ctatatgatg
aacggtatcg
caggtgcaca
gcagataatt
tatctaacaa
agtaacggta

agacat

ctcagtcggg
ggcacgtctg
ccgaaaatgg
taggactaaa
ccaagcctga
taaatgagtc
acaggcaaat
attggacttt
gaccaacagg
tagcctggaa
tttggggagc
ggctttcaga
tcaagagcgt
tcagaccéca
ttgactccat
ggaacaggtt

agagtggtta

tagctaacct
tacttttgaa
ctgatgacge
gggctttaaa
atgagtggtc
agagattgta

ttectgagga

attccagtct
ggttcatgac
tccagggtac
tgcagtgaga
aatgcaaaca
taagctgaga
actggaggat
gcccatatgg
ttggttaaac
attagatgat
aggttacgct
aatagctaaa
atcaaaaaag
agataacgaa
tataaaggga
agactggatt

tttaaccctt

ccctaccagt
gtattggaat
tgactaccaa
cgagggagta
gtcaggtttt
ctggagacct

gctggaacat

<223> Beta-galactosidasa mutante de Sulfolobus acidocaldarius que tiene un sitio de glucosilacién.

<220>

<221> CARBOHYD

102

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

840

900

960
1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1476



ES 2544710 T3

<222> (62)..(64)
<223>

<400> 42

Met Gly Leu Ser Phe Pro Lys Gly Phe Lys Phe Gly Trp Ser Gln Ser
1 5 10 15

Gly Phe Gln Ser Glu Met Gly Thr Pro Gly Ser Glu Asp Pro Asn Ser
20 25 30

Asp Trp His Val Trp Val His Asp Arg Glu Asn Ile Val Ser Gln Val
35 40 45

Val Ser Gly Asp Leu Pro Glu Asn Gly Pro Gly Tyr Trp Asn Arg Thr
50 55 60

Lys Arg Phe His Asp Glu Ala Glu Lys Ile Gly Leu Asn Ala Val Arg
65 70 75 80

Ile Asn Val Glu Trp Ser Arg Ile Phe Pro Arg Pro Leu Pro Lys Pro
85 90 95

Glu Met Gln Thr Gly Thr Asp Lys Glu Asn Ser Pro Val Ile Ser Val
100 105 110

Asp Leu Asn Glu Ser Lys Leu Arg Glu Met Asp Asn Tyr Ala Asn His
115 120 125

103



Glu

Gly

145

Leu

Gly

Tyr

Asn

Gly

225

Trp

val

Pro

Asn

Glu

305

Gly

Tyr

Ser

Glu

Pro

Ala
130

Phe

Trp

val

Glu

210

Phe

Ser

Leu

Arg

290

Gly

val

Leu

Gly
370

Leu

Leu

His

Asp

Leu

Ala

195

Pro

Pro

Ile

Lys

Arg

275

Trp

Gln

Asn

Thr

Ala

355

Leu

Tyr

Ser

Ile

Pro

Asn
180

Trp

Asn

Pro

Ile

Lys

260

Pro

Ser

Asn

Tyr

Leu

340

Asn

Tyr

val

val

Ile

165

Ser

Lys

val

Asn

Gln

245

Ser

Gln

Phe

val

Tyr

325

Pro

Leu

Asp

Met

ES 2544710 T3

Tyr

Leu

150

Arg

Arg

Leu

Val

Tyr

230

Ala

val

Asp

Phe

Arg

310

Thr

Gly

Pro

Val

Glu

Arg

135

Asn

val

Thr

Asp

Trp

215

Leu

His

Gly

Asn

Asp

295

Glu

Arg

Tyr

Thr

Leu

375

Asn

Gln

Met

Arg

Val

Asp

200

Gly

Ser

Ala

Ile

Glu

280

Ser

Asp

Thr

Gly

Ser

360

Leu

Gly

Ile

Tyr

Arg

Tyr

185

Leu

Ala

Phe

Arg

Ile

265

Ala

Ile

Leu

val

Asp

345

Asp

Lys

Ile

104

Leu

His

Gly

170

Glu

Ala

Gly

Arg

Ala

250

Tyr

Val

Ile

Arg

val

330

Arg

Phe

Tyr

Ala

Glu

155

Asp

Phe

Ser

Tyr

Leu

235

Tyr

Ala

Glu

Lys

Asn

315

Thr

Cys

Gly

Trp

Asp

Asp

140

Thr

Phe

Ala

Glu

Ala

220

Ser

Asp

Asn

Ile

Gly

300

Arg

Lys

Glu

Txp

Asn

380

Asp

Leu

Leu

Thr

Arg

Tyr

205

Phe

Glu

Ala

Thr

Ala

285

Glu

Leu

Ala

Arg

Glu

365

Arg

Ala

Arg

Pro

Gly

Phe

190

Ala

Pro

Ile

Ile

Ser

270

Glu

Ile

Asp

Glu

Asn

350

Phe

Tyr

Asp

Asn

Ile

Pro

175

Ser

Thr

Arg

Ala

Lys

255

Tyr

Arg

Thr

Trp

Ser

335

Ser

Phe

Gly

Tyr

Trp
160
Thr
Ala
Met
Ala
Lys
240
Ser
Tyr
Leu
Ser
Ile
320

Gly

Pro
Leu

Gln



ES 2544710 T3

385 390 395 400

Arg Pro Tyr Tyr Leu Val Ser His Ile Tyr Gln Val His Arg Ala Leu
405 410 415

Asn Glu Gly Val Asp Val Arg Gly Tyr Leu His Trp Ser Leu Ala Asp
420 425 430

Asn Tyr Glu Trp Ser Ser Gly Phe Ser Met Arg Phe Gly Leu Leu Lys
435 440 445

Val Asp Tyr Leu Thr Lys Arg Leu Tyr Trp Arg Pro Ser Ala Leu Val
450 455 460

Tyr Arg Glu Ile Thr Arg Ser Asn Gly Ile Pro Glu Glu Leu Glu His
465 470 475 480

Leu Asn Arg Val Pro Pro Ile Lys Pro Leu Arg His
485 490

<210> 43

<211> 1470

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN que codifica beta-galactosidasa mutante de Sulfolobus sulfataricus que tiene un sitio de glucosilacion.

<400> 43

105



atgggttact
gaaatgggaa
ccagaaaaca
tggaaccgca
ctaaatgtgg
gaatcaaaac
gagtacgcta
agaggacttt
ccaataagag
gtttacgagt
gagtactcaa
teecggtttte
attcaagctc

attatttacg

atggctgaaa
agaggaaacg
aattattaca
tacggtcacg

ggctgggagt

catctctata
tattatttag
agagggtatt
aggtttggte
ctagtatata

agcgtaccte

<210> 44
<211> 490
<212> PRT

catttccaaa
caccagggtc
tggcagcggg
ctaagacatt
aatggtctag
aagatgtgac
ataaagacgc
actttatact
taagaagagg
tcgetagatt
caatgaatga
ccccaggata
acgcaagagc

ctaatagctc

atgataatag
agaagattgt
ctaggactgt
gatgtgagag
tcttcecaga
tgtacgttac
tatctcacgt
tacattggtce
tgttaaaggt
gggaaatcgc

cagtaaagcc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2544710 T3

tagctttagg
agaagatcca
attagtaagt
tcacgataat
gatatttecct
agaggttgag
attaaaccat
aaacatgtat
agattttact
ctcagcttat
acctaacgtt
cctaagettt
gtatgatggg

attccagccg

atggtggttc
aagagatgac
tgtgaagagg
gaactctgta
aggtttatat
tgaaaatggt
ttatcaagtt
tctagctgat
cgattacaac
cacaaatggc

attaaggcac

tttggttggt
aatactgact
ggagatctac
gcacaaaaaa
aatccattac
ataaacgaaa
tacagggaaa
cattggccat
ggaccaagtg
atagcttgga
gttggaggtt
gaactttcce
ataaagagtg

ttaacggata

tttgatgcta
ctaaagggta
actgaaaagg
agtttagcgg
gacgttttga
attgcggatg
catagagcaa
aattacgaat
actaagagac

gcaataactg

cccaggccgg
ggtataaatg
cagaaaatgg
tgggattaaa
caaggccaca
acgagttaaa
tattcaagga
tacctctatg
gttggctaag
aattcgatga
taggatacgt

gtagggcaat

tttctaaaaa

aagatatgga

taataagagg
gattggattg
gatacgttag
gattaccaac
cgaaatactg
atgccgatta
taaatagtgg
gggcttcagg
tatactggag

atgaaataga

atttcaatca
ggttcatgat
gccaggctac
aatagctaga
aaactttgat
gagacttgac
tcttaaaagt
gttacacgac
tactagaaca
tctagtggat
tggtgttaag
gtataacaté
accagttgga

agcggtagag

tgagatcacc
gattggagtt
cttaggaggt
cagcgacttce
gaatagatat
tcaaaggcce
tgcagatgtt
attctctatg
accctcagcea

gcacttaaat

<223> Beta-galactosidasa mutante de Sulfolobus solfataricus que tiene un sitio de glucosilacion.

<220>

<221> CARBOHYD

<222> (62)..(64)

106

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

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1470



ES 2544710 T3

<223>

<400> 44

Met Gly Tyr Ser Phe Pro Asn Ser Phe Arg Phe Gly Trp Ser Gln Ala
1 5 10 15

Gly Phe Gln Ser Glu Met Gly Thr Pro Gly Ser Glu Asp Pro Asn Thr

Asp Trp Tyr Lys Trp Val His Asp Pro Glu Asn Met Ala Ala Gly Leu
35 40 45

Vval Ser Gly Asp Leu Pro Glu Asn Gly Pro Gly Tyr Trp Asn Arxrg Thr

Lys Thr Phe His Asp Asn Ala Gln Lys Met Gly Leu Lys Ile Ala Arg
65 70 75 80

Leu Asn Val Glu Trp Ser Arg Ile Phe Pro Asn Pro Leu Pro Arg Pro
85 90 ’ 95

Gln Asn Phe Asp Glu Ser Lys Gln Asp Val Thr Glu Val Glu Ile Asn
100 105 110

107



Glu

Asn

Phe

145

Pro

Ser

Trp

Asn

Pro

225

Ile

Lys

Asp

Trp

Lys

305

Asn

Ser

Ala

Asn

His

130

Ile

Ile

Thr

Lys

val

210

Gly

Gln

Pro

Lys

Phe

290

Ile

Tyr

Gly

Glu

115

Tyr

Leu

Arg

Arg

Phe

195

val

Tyr

Ala

val

Asp

275

Phe

Val

Tyr

Gly

Leu
355

Arg

Asn

val

Thr

180

Asp

Gly

Leu

His

Gly

260

Met

Asp

Arg

Thr

Gly

340

Pro

Lys

Glu

Arg
165

Val

Gly

Ser

Ala

245

Ile

Glu

Ala

Asp

Arg

325

Tyr

Thr

Axg

Ile

Tyr

150

Arg

Tyr

Leu

Phe

230

Arg

Ile

Ala

Ile

Asp

310

Thr

Gly

Ser

ES 2544710 T3

Leu

Phe

135

His

Gly

Glu

val

Gly

215

Glu

Ala

Tyr

val

Ile

295

Leu

val

His

Asp

Asp
120

Lys

Trp

Phe

Asp

200

Tyr

Leu

Tyr

Ala

Glu

280

Arg

Lys

val

Gly

Phe
360

Glu

Asp

Pro

Phe

Ala

185

Glu

vVal

Ser

Asp

Asn

265

Met

Gly

Gly

Lys

Cys

345

Gly

108

Tyr

Leu

Leu

Thr

170

Arg

Tyr

Gly

Arg

Gly

250

Ser

Ala

Glu

Arg
330

Glu

Trp

Ala

Lys

Pro

155

Gly

Phe

Ser

Vval

Arg

235

Ile

Ser

Glu

Ile

Leu

315

Thr

Arg

Glu

Asn

Ser

140

Leu

Pro

Ser

Thr

Lys

220

Ala

Lys

Phe

Asn

Thr

300

Asp

Glu

Asn

Phe

Lys
125
Arg
Trp
Ser
Ala
Met
205
Ser
Met
Ser
Gln
Asp
285
Arg
Trp
Lys

Ser

Phe
365

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Leu

His

Trp

. 175

Tyr

190

Asn

Gly

Tyr

Val

Pro

270

Asn

Gly

Ile

Gly

Val

350

Pro

Ile

Glu

Phe

Asn

Ser

255

Leu

Asn

Gly

Tyr

335

Ser

Glu

Leu

Tyr

Asp

160

Leu

Ala

Pro

Pro

Ile

240

Lys

Thr

Trp

Glu

vVal

320

Val

Leu

Gly



ES 2544710 T3

Leu Tyr Asp Val Leu Thr Lys Tyr Trp Asn Arg Tyr His Leu Tyr Met
370 375 380

Tyr Val Thr Glu Asn Gly Ile Ala Asp Asp Ala Asp Tyr Gln Arg Pro
385 390 395 400

Tyr Tyr Leu Val Ser His Val Tyr Gln Val His Arg Ala Ile Asn Ser
405 410 415

Gly Ala Asp Val Arg Gly Tyr Leu His Trp Ser Leu Ala Asp Asn Tyr
420 425 430

Glu Trp Ala Ser Gly Phe Ser Met Arg Phe Gly Leu Leu Lys Val Asp
435 : 440 445

Tyr Asn Thr Lys Arg Leu Tyr Trp Arg Pro Ser Ala Leu Val Tyr Arg
450 455 460 '

Glu Ile Ala Thr Asn Gly Ala Ile Thr Asp Glu Ile Glu His Leu Asn
465 470 475 480

Ser Val Pro Pro Val Lys Pro Leu Arg His
485 490

<210> 45

<211> 1488

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN que codifica beta-galactosidasa mutante de Picrophilus torridus que tiene un sitio de glucosilacion.

<400> 45

109



atgggtttac
ggcatatcag
ataaggactg
actaaaaaat
gaatggagca
gatgatgatt
gcaaatcaaa
atgacgctaa
gaagctagga
gtggaatttg

ttttctataa

gggttcccac
gaggctatag
attatggcaa
gctacttaca
gctgatgagg
ctaaaaaata
tetggaaacg
agtégqgccg
aacgtcttat
gttgctgact
gaaaaggctt
aactatgaat
aataaaaaga
ggagteceegg

<210> 46
<211> 496
<212> PRT

ccaagaactt
atcctgatag
gacttgtatce
ataatggtct
ggatatttce
taatttcegt
aggcaattaa
tagtgaatgt
atagtggact
taaaatatgce

tgaatgagcc

cagcatttcc
caagatcata
attcagatgt
atgategcta
ttactgcagg
agctagactg
gatatacaac
gaagggatgt
catcatactg
ctattgatag
tatctatggg
gggcateagg
ttcaacacag

aggaatttga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2544710 T3

tttacttggce
caattcagat
tggtgactta
ggctgttcaa
aaaaagtact
ggatgttaat
tagatatatg
ttaccattgg
ttcaaataaa

aaaatatctg

aaacgttgta

aagtgtgcat
cgacgccatg
acaaccacta
ttcattcata
taatccaatt
gataggtgtt
attaaaagga
aagtgacttt
gaaaagatat
acttagacca
tatggatatt
tttttcaa£g
accaagtgca

atggatggca

ttttctctgg
tggtggttat
cctgaaaatg
acaggaatga
gaagaagtaa
gagggaagtc
gaaatcttca
ccaataccaa
agaaatggct
gcatggaaat

tttggtaatg

ggeggtttge
aaggagatta
acagatgagg
gatcegctaa
ggtgaaaaga
aactattata
tatggacact
ggctgggaat
cacattccaa
aggtaccttg
aggggatate
aaatttgggce
ctggtattta

gaccagcatc

ctggctttca
gggtacatga
gaataggata
atgctgcaag
aggtgatgga
ttgaaaaact
ataatatcaa
tatatcttca
ggcttaatca
ttagcgatgt

gatattttaa

ttgcaaaaaa
caaaaaaacc
ataaagaagc
gagttggtga
gcaacatcga
caagggccgt
ctgcaaccge
tttatccaga
tgattgtgac
tgtcacatat
ttcactggtc
tttatggtat
aagaaattgc

agaactca

gtctgaaatg
cccggtgaat
ctggaaccgc
gcttggagtt
agattacaaa
tgacagactg
ggaaaataat
cgatccaata
taaaaccgtt
ggcagatatg

tgttaaatca

acatgaaatt
agttggtcta
agcagaaatg
gatgaaétgg
tagatctgat
tgtaaaaaaa
tggcatgcca
aggtcttgta
tgaaaatggt
aaagtctgtt
tctgattgat
tgatttgaac

aaatgccaac

<223> Beta-galactosidasa mutante de Picrophilus torridus que tiene un sitio de glucosilacion.

<220>

<221> CARBOHYD

<222> (59)..(61)

110

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1488



<223>

<400> 46

Met Gly Leu

Gln Ser Glu

Leu Trp Val
35

Asp Leu Pro
50

Asn Gly Leu
65

Pro Lys Asn Phe Leu

Met

20

His

Glu

Ala

ES 2544710 T3

5

Gly Ile Ser Asp

Asp Pro Val Asn

Asn Gly Ile Gly

Val Gln Thr Gly

70

55

40

111

Leu Gly Phe
10

Pro Asp Ser
25

Ile Arg Thr

Tyr Trp Asn

Met Asn Ala
75

Ser Leu

Asn Ser

Gly Leu
45

Arg Thr
60

Ala Arg

Ala

Asp

30

val

Lys

Leu

Gly Phe
15

Trp Trp

Ser Gly

Lys Tyr

Gly Val
80



Glu

Glu

Ser

Tyr

val

145

Glu

His

Lys

Vval

Ala

225

Glu

Pro

Glu

Phe

Thr

305

Leu

Vval

Trp

Asp

Met

130

Ala

Lys

Phe

val

210

Phe

Ala

Val

Asp

Ile

290

Ala

Lys

val

Ser

Tyr

Glu

115

Glu

val

Arg

Thr

Ser

195

Phe

Pro

Ile

Gly

Lys

275

Asp

Gly

Asn

Lys

Arg

Lys

100

Lys

Ile

Tyr

Asn

Val

180

Asp

Gly

Ser

Ala

Leu

260

Glu

Pro

Asn

Lys

Lys

Ile

85

Asp

Leu

Phe

His

Ser

165

val

Val

Asn

val

Arg

245

Ile

Ala

Leu

Pro

Leu

325

Ser

ES 2544710 T3

Phe

Asp

Asn

Trp

150

Gly

Glu

Ala

Gly

His

230

Ser

Met

Ala

Arg

Ile

310

Asp

Gly

Pro

Asp

Asn
135
Pro
Leu
Phe
Asp
Tyr
215
Gly
Tyr
Ala
Glu
val
295

Gly

Trp

Asn

Lys

Leu

Leu

120

Ile

Ile

Ser

val

Met

200

Phe

Gly

Asp

Asn

Met

280

Gly

Glu

Ile

Gly

Ser

Ile

105

Ala

Lys

Pro

Asn

Lys

185

Phe

Asn

Leu

Ala

Ser

265

Ala

Glu

Lys

Gly

Tyr

112

Thr

90

Ser

Asn

Glu

Ile

Lys

170

Tyxr

Ser

val

Leu

Met

250

Asp

Thr

Met

Ser

val

330

Thr

Glu

val

Gln

Asn

Tyr

155

Arg

Ala

Ile

Lys

Ala

235

Lys

val

Tyr

Lys

Asn

315

Asn

Thr

Glu

Asp

Lys

Asn

140

Leu

Asn

Lys

Met

Ser

220

Lys

Glu

Gln

Asn

Trp

300

Ile

Tyr

Leu

val

val

Ala

125

Met

His

Gly

Tyr

Asn

205

Gly

Lys

Ile

Pro

Asp

285

Ala

Asp

Tyr

Lys

Lys

Asn

110

Ile

Thr

Asp

Trp

Leu

150

Glu

FPhe

His

Thr

val
95

Glu

Asn

Pro

Leu

175

Ala

Pro

Pro

Glu

Lys

255

Leu
270

Arg

Asp

Thr

Gly

Thr

Tyr

Glu

Ser

Arg

335

Tyr

Met

Gly

Arg

Ile

Ile

160

Asn

Trp

Asn

Pro

Ile

240

Lys

Asp

Ser

val

Asp

320

Ala

Gly
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340 345 350

His Ser Ala Thr Ala Gly Met Pro Ser Arg Ala Gly Arg Asp Val Ser
355 360 365

Asp Phe Gly Trp Glu Phe Tyr Pro Glu Gly Leu Val Asn Val Leu Ser
370 375 380

Ser Tyr Trp Lys Arg Tyr His Ile Pro Met Ile Val Thr Glu Asn Gly
385 390 395 400

Val Ala Asp Ser Ile Asp Arg Leu Arg Pro Arg Tyr Leu Val Ser His
405 410 415

Ile Lys Ser Val Glu Lys Ala Leu Ser Met Gly Met Asp Ile Arg Gly
420 425 430

Tyr Leu His Trp Ser Leu Ile Asp Asn Tyr Glu Trp Ala Ser Gly Phe
435 440 445

Ser Met Lys Phe Gly lLeu Tyr Gly Ile Asp Leu Asn Asn Lys Lys Ile
450 455 460

Gln His Arg Pro Ser Ala Leu Val Phe Lys Glu Ile Ala Asn Ala Asn
465 470 : 475 480

Gly Val Pro Glu Glu Phe Glu Trp Met Ala Asp Gln His Gln Asn Ser
485 490 495

<210> 47

<211> 1443

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN que codifica beta-galactosidasa mutante de Thermosphaera volcanium que tiene un sitio de glucosilacion.

<400> 47

113



ES 2544710 T3

atggtagaaa acaattttcc agaggatttc aaatttggtt ggtcacagtc aggttttcaa 60
tcggagatgg gctatgataa cgcaatggac gataaaagtg actggtatgt ctgggttcat 120
gataaagaaa acatccaatc agggcttgta agcggagaca tgcccgaaaa tggtccgggt 180
tactggaacc gcactaaatc attccatgaa gectgcacaga atatgggatt aaaaatggca 240
agaatcggag ttgaatggtc aagattattc ccggaacctt tcccggaaaa aataatggca 300
gatgcaaaaa ataattcctt agaaataaac aataacattc tttcagaact tgataaatat 360
gtcaataaag atgcactcaa ccattacatt gagatattta atgatatcaa aaatagaaat 420
atagatttaa taattaatat gtaccactgg ccacttcctg tatggctaag cgatcctgta 480
tctgttagaa aaggaataaa aacagaaaga tcaggctggc tgaatgacag gatagttcaa 540
ttgtttgectt tattctcctc gtatatagta tataaaatgg aagatctggce agttgﬁattt 600
tcaaccatga atgaacctaa tgttgtttat ggaaatggtt ttataaatat caaatcaggt 660
tttccgectt cctatctcag ttcagaattt gcatctaaag ttaagaacaa tatattaaaa 720
gcacattctc ttgcatacga ttctatgaaa aaaattacgg ataaacctgt gggaataatt 780
tatgcaaaca catattttac gcctttggac ccggaaaaag ataatgatgc tattgctaaa 840
gcagacagtg atgcgaaatg gtcatttttt gatccattaa taaaaggaga taaatcactt 900
ggaattaatg gcaataaact agattggatc ggaattaatt attatacaag gacaatgtta 960
aggaaagacg gagatggcta tatttcatta aaaggctatg gtcattcagg ttctcctaat 1020
actgtaacaa acgataaaag accaacaagt gatataggat gggaatttta tccggaggga 1080
ttggaatatg taattatgaa ttactggaac aggtataaat tgcctatgta cgtaacagaa 1140
aatggcatag ccgataatgg ggattatcag aggccttatt atttagttte acacattgcé 1200
agtgtactga gggcaataaa taaaggagcc aatgtaaagg gttatttgca ctggtcctta 1260
gttgataatt atgaatgggc attgggattt agcccgaaat ttggtttaat aggatacgat 1320
gaaaataaaa aactatactg gaggccaagt gctcttgttt ataaggaaat agcaacaaaa 1380
aattgcatat ccccagaatt aaagcacctc gattcaatac cgcctataaa tggtttaaga 1440
aaa 1443
<210> 48

<211> 481

<212> PRT

<213> Secuencia areficial

<220>
<223> Beta-galactosidasa mutante de Thermosphaera volcanium que tiene un sitio de glucosilacion.

<220>
<221> CARBOHYD
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<222> (63)..(65)

<223>

<400> 48

Met Val Glu Asn Asn Phe Pro Glu Asp Phe Lys Phe Gly Trp Ser Gln
1 5 " 10 15

Ser Gly Phe Gln Ser Glu Met Gly Tyr Asp Asn Ala Met Asp Asp Lys
20 25 30

Ser Asp Trp Tyr Val Trp Val His Asp lLys Glu Asn Ile Gln Ser Gly
35 40 45

Leu Val Ser Gly Asp Met Pro Glu Asn Gly Pro Gly Tyr Trp Asn Arg
50 55 60

115



Thr
65

Lys
Iie
Tyr
Ile

145

Ser

Met
vVal
Tyr
225
Ala
val
Lys

Phe

Asn
305

Lys

Ile

Ile

Leu

Ile

130

Asn

val

Ile

Glu

Tyr

210

His

Gly

Asp

Phe

290

Lys

Ser

Gly

Met

Ser

115

Glu

Met

Arg

Vval

Asp

195

Gly

Ser

Ser

Ile

Asn

275

Asp

Leu

Phe

Val

Ala

100

Glu

Ile

Tyr

Lys

Gln

180

Leu

Asn

Ser

Leu

Ile

260

Asp

Pro

Asp

His

Glu

85

Asp

Phe

His

Gly

165

Ala

Gly

Glu

Ala

245

Tyr

Ala

Leu

Trp

ES 2544710 T3

Glu

70

Trp

Ala

Asp

Asn

Trp

150

Ile

Phe

val

Phe

Phe

230

Tyr

Ala

Ile

Ile

Ile
310

Ala

Ser

Lys

Lys

Asp

135

Pro

Lys

Ala

Ala

Ile

215

Ala

Asp

Asn

Ala

Lys

295

Gly

Ala Gln

Arg Leu

Asn Asn
105

Tyr Val
120

Ile Lys

Leu Pro

Thr Glu

Leu Phe
185

Phe Ser
200

Asn Ile

Ser Lys

Ser Met

Thr Tyr
265

Lys Ala

280

Gly Asp

Ile Asn

116

Asn

Phe

Ser

Asn

Asn

val

Arg

170

Ser

Thr

Lys

val

Lys

250

Phe

Asp

Lys

Tyr

Met

75

Pro

Leu

Lys

Arg

Trp

155

Ser

Ser

Met

Ser

Lys

235

Lys

Thr

Ser

Ser

Tyr
315

Gly

Glu

Glu

Asp

Asn

140

Leu

Gly

Tyr

Asn

Gly

220

Asn

Ile

Pro

Asp

Leu

300

Thr

Leu

Pro

Ile

Ala

125

Ile

Ser

Trp

Ile

Glu

205

Phe

Asn

Thr

Leu

Ala

285

Gly

Arxg

Lys

Phe

Asn

110

Leu

Asp

Asp

Leu

val

190

Pro

Pro

Ile

Asp

Asp

270

Lys

Ile

Thr

Met

Pro

95

Asn

Asn

Pro

Asn

175

Tyr

Asn

Pro

Leu

Lys

255

Pro

Trp

Asn

Met

Ala

80

Glu

Asn

His

Ile

val

160

Asp

Lys

val

Ser

Lys

240

Pro

Glu

Ser

Gly

Leu
320



ES 2544710 T3

Arg Lys Asp Gly Asp Gly Tyr Ile Ser Leu Lys Gly Tyr Gly His Ser
325 330 335

Gly Ser Pro Asn Thr Val Thr Asn Asp Lys Arg Pro Thr Ser Asp Ile
340 345 350

Gly Trp Glu Phe Tyr Pro Glu Gly Leu Glu Tyr Val Ile Met Asn Tyr
355 360 365

Trp Asn Arg Tyr Lys Leu Pro Met Tyr Val Thr Glu Asn Gly Ile Ala
370 375 380

Asp Asn Gly Asp Tyr Gln Arg Pro Tyr Tyr Leu Val Ser His Ile Ala
385 390 395 400

Ser Val Leu Arg Ala Ile Asn Lys Gly Ala Asn Val Lys Gly Tyr Leu
405 410 415

His Trp Ser Leu Val Asp Asn Tyr Glu Trp Ala Leu Gly Phe Ser Pro
420 425 430

Lys Phe Gly Leu Ile Gly Tyr Asp Glu Asn Lys Lys Leu Tyr Trp Arg
435 440 445

Pro Ser Ala Leu Val Tyr Lys Glu Ile Ala Thr Lys Asn Cys Ile Ser
450 455 460

Pro Glu Leu Lys His Leu Asp Ser Ile Pro Pro Ile Asn Gly Leu Arg
465 470 475 480

Lys
<210> 49

<211> 1404
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> ADN que codifica la familia de proteinas glucésido hidrolasa mutante de Fervidobacterium nodosum que tiene un sitio de

glucosilacion.

<400> 49
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atgggtatgt
atgggaaatc
agggatattg
tggtactgga

atacgaattg

ggctcacecgg
tacaggaaaa
cactttactt
gataaaattg
atggegtgga
gtaagtcagc
tcatggtata
ataaaaaagt
gttaataaag
atagatatgg
atcgatagac
agaggttacg
gaatttggat
agatacaaaa
agaagtcttt
ccaataaaag
agtaaaagat
tctatgtaca
gatccatata
<210> 50

<211> 468
<212> PRT

ttccgaaaga
ctcaagatgc
gaaatattgt
accgcactgg

gaaccgaatg

atatgctcega
taatggagga
tacctatttg
gttggattte
aatttgccga
ttggatattt
tcaaaagttt
atacaaataa
atgacaagga
taaaagataa
ttcccaccac
gttattcttg
gggaaatata
aagatattta
ttatcatatc
gttatttgca
ttggacttge
tttttagaga

acttgatgaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Familia de proteinas glucésido hidrolasa mutante de Fervidobacterium nodosum que tiene un sitio de glucosilacion.

<220>

<221> CARBOHYD

<222> (64) .. (66)
<223>

ES 2544710 T3

ttttttattt
agaagaggtt
aaatggagtc
caaagtccac

gtctaggatt

aaaattggat
tataaaagca
gttgcacgac
tgatgctaca
tatagttgat
tgcaataaat
agaaaacgaa
tcetgttgga
atcttttgaa
aactgattac
tattgacttt
cgaagaagga
ccctgaaggg
tgttacggag
gcatctttat
ctggtcgatt
ttacacagat
gataataaag

attc

ggtgtttcga
gatctaaata
gtaagtgggg
caattagctg

ttcccagtta

aaattagcaa
aaggggttaa
cctatagctg
cctattgagt
atgtgggctt
gcgggattte
gcgaaagcac
gttatatact
aatgctatgg
ataggtgtaa
ggcgaattta
ggattctcac
ctgtacaata
aacggtatag
gctatagaaa
atagacaatt
ttgtcaacca

gataaatcaa
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tgtctgggtt
cagattggta
acttgcctga

ccgattttgg

gtacgcaaag

accaaaaagc
aattgttegt
ttcacaaagg
ttgcgaagta
ctatgaacga
caccaagtta
ataacttatc
cttttacatg
atctcacaaa
attattacac
aaatgaattg
tctceggaag
ttttgataca
ctgattcgaa
aagcattaaa
tcgaatggge
aaaaatatat

tcgacaaatt

tcagtttgag
tgtatgggtt
aaatégttca
gatggatgta

tgttgagtac

ggtaagtcat
taacctttac
tgagaagaca
tgcagagtac
accacacgtt
ttttaatcct
ttatgatgct
gtacgatact
ttggcgattt
aagagcggtt
gtatactttg
gccggcaage
tgtttataat
ggataaatac
cgaaggaata
gaagggctac
acctagacct

caaaggttac

60
120
180
240

300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1404
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<400> 50

Met Gly Met Phe Pro Lys Asp Phe Leu Phe Gly Val Ser Met Ser Gly
1 5 10 15

Phe Gln Phe Glu Met Gly Asn Pro Gln Asp Ala Glu Glu Val Asp Leu
20 25 30

Asn Thr Asp Trp Tyr Val Trp Val Arg Asp Ile Gly Asn Ile Val Asn
35 40 45
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Gly

Arg

Ile

Ser

Ala

Lys

Pro

145

Asp

Tyr

Ile

Lys

225

Ile

Txp

Met

Vval

50

Thr

Arg

Val

Asn

Ala

130

Ile

Lys

Ala

Ser

Asn

210

Ser

Lys

Tyr

Asp

Tyr
290

val

Gly

Ile

Glu

Gln

115

Lys

Trp

Ile

Glu

Met

155

Ala

Lys

Asp

Leu

275

Ile

Ser
Lys
Gly
Tyr
100
Lys
Gly
Leu
Gly
Tyr
180
Asn
Gly
Glu
Tyr
Thr
260

Thr

Gly

Gly

Val

Thr

85

Gly

Ala

Leu

His

Trp

165

Met

Glu

Phe

Asn

Thr

245

val

Asn

Val

ES 2544710 T3

Asp

His

70

Glu

Ser

Vval

Lys

Asp

150

Ile

Ala

Pro

Pro

Glu

230

Asn

Asn

Trp

Asn

Leu
55

Gln

Trp

Pro

Ser

Leu

135

Pro

Ser

Trp

His

Pro

215

Ala

Asn

Lys

Arg

Tyr
295

Pro

Leu

Ser

Asp

His

120

Phe

Ile

Asp

Lys

val

200

Ser

Lys

Pro

Asp

Phe

280

Tyr

Glu

Ala

Met

105

Tyr

val

Ala

Ala

Phe

185

val

Tyr

Ala

Val

Asp

265

Ile

Thr

120

Asn

Ile
90

Arg

Asn

val

Thr

170

Ala

Ser

Phe

His

Gly

250

Lys

Asp

Arg

Gly

Asp

75

Phe

Glu

Lys

Leu

His

155

Pro

Asp

Gln

Asn

235

val

Glu

Met

Ala

Ser

60

Phe

Pro

Lys

Ile

Tyr

140

Lys

Ile

Ile

Leu

Pro

220

Leu

Ile

Ser

val

val
300

Trp

Gly

Val

Leu

Met

125

His

Gly

Glu

val

Gly

205

Ser

Ser

Tyr

Phe

Lys

285

Ile

Tyr

Met

-Ser

Asp

110

Glu

Phe

Glu

Phe

Asp

130

Tyr

Trp

Tyr

Ser

Glu

270

Asp

Asp

Trp

Asp

Thr

95

Lys

Asp

Thr

Lys

Ala

175

Met

Phe

Tyr

Asp

Phe

255

Asn

Lys

Arg

Asn

val

80

Gln

Ile

Leu

Thr

160

Lys

Trp

Ala

Ile

Ala

240

Thr

Ala

Thr

Leu



Pro Thr
305

Arg Gly

Arg Pro

Asn Ile

Thr Glu
370

Ile Ile
385

Pro Ile

Ala Lys

Thr Lys

Ile Lys
450

Leu Met
465

<210> 51
<211> 1419
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Thr

Tyr

Ala

Leu

355

Asn

Ser

Lys

Gly

Lys

435

Asp

Lys

Ile

Gly

Ser

340

Ile

Gly

His

Gly

Tyr

420

Tyr

Lys

Phe

ES 2544710 T3

Asp Phe
310

Tyr Ser
325

Glu Phe

His Val

Ile Ala

Leu Tyr

390

Tyr Leu

405

Ser Lys

Ile Pro

Ser Ile

Gly

Cys

Gly

Tyr

Asp

375

Ala

His

Arg

Arg

Asp
455

Glu

Glu

Trp

Asn

360

Ser

Ile

Trp

Phe

Pro

440

Lys

Phe

Glu

Glu

345

Arg

Lys

Glu

Ser

Gly

425

Ser

Phe

Lys

Gly

330

Ile

Tyr

Asp

Lys

Ile

410

Leu

Met

Lys

Met

315

Gly

Tyr

Lys

Lys

Ala

395

Ile

Ala

Tyr

Gly

Asn

Phe

Pro

Lys

Tyr

380

Leu

Asp

Tyr

Ile

Tyr
460

Trp

Ser

Glu

Asp

365

Arg

Asn

Asn

Thr

Phe

445

Asp

<223> ADN que codifica beta-glucosidasa mutante que tiene un sitio de glucosilacion.

<400> 51

121

Tyr
Leu
Gly
350
Ile
Ser
Giu
Phe
Asp
430

Arg

Pro

Thr
Ser
335
Leu
Tyr
Leu
Gly
Glu
415
Leu

Glu

Tyr

Leu

320

Gly

Tyr

Val

Phe

Ile
400

Trp

Ser

Ile

Asn
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<220>
<221> CARBOHYD
<222> (60)..(62)
<223>

<400> 52

Met Ala Lys Phe Pro Lys Asn Phe Met Phe Gly Tyr Ser Trp Ser Gly
1 5 10 15

Phe Gln Phe Glu Met Gly Leu Pro Gly Ser Glu Val Glu Ser Asp Trp
20 25 30

122



atggcaaagt
atgggactge
aacatagcat
cgcactaagc

attgagtggg

gatgaagaag

aaaattgcca
aggggcaaaa
ccaattgcag
acagtggtag
gacatgtgga
cgttcaggat
ttaattcagg
ggagtgatat
gaggaaatca
gactggatcg
gttectttac
cctgctagtg
ttaaacaatg
gatagataca
gaaggtgctg

caagggttca

ttaaggccaa

ttagctcace

<210> 52
<211> 473
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Beta-glucosidasa mutante que tiene un sitio de glucosilacion.

tcccaaaaaa
caggaagtga
caggtctagt
aagatcatga
caagaatttt

gcaacataat

acatggaggc
ccttcatatt
taaggaaact
agtttgtgaa
gcacaatgaa
ttccaccagg
ctcacatcgg
acgcctttge
gaaagaaaga
gcgtaaacta
ctggatatgg
actttggatg
cctacgagct
ggccacacta
atgttagagg
ggatgagatt
gcgcectggt

tcgcagacct

<220>
<221> CARBOHYD
<222> (37)..(39)
<223>

ES 2544710 T3

cttcatgttt
agtggaaagc
aagtggagat
cattgcagaa
tccaaagcca

ttcecgtagac

ccttgaacat
aaacctctac
tggcccggat
gtttgcecgece
cgaaccaaac
atatctaagc
agcatatgat
ttggcacgat
ctatgagttt
ctactccagg
atttatgagt
ggaaatgtac
accaatgata
tectegtaage
gtatctccac
tggattggtt
attcagagaa

caaatttgtt

ggatattctt
gactggtggg
ctaccagaga
aagctaggaa
acatttgacg

gttccagaga

tategcaaga
cactggcctce
agggctcctg.
ttegttgett
gtagtctaca
tttgaagcag
gccataaaag
cctctagegg
gtaacaattc
ctggtatatg
gagagaggag
ccagagggcc
attacagaga
catctaaagg
tggtctctaa
tacgtggatt
éiagccactc

acaagaaag

123

ggtctggttt

tgtgggttaa

acggcccagc
tggattgtat
ttaaagttga

gtacaataaa

tttactcaga
ttccattatg
caggatggtt
atcaccttga
atcaaggtta
cagaaaaggc
agtattcaga
aggagtataa
tacactcaaa
gagccaaaga
gatttgcaaa
ttgagaacct
acggtatggc
cagtttacaa
cagacaacta
tcgagacaaa

aaaaagaaat

ccagtttgag
cgacacggag
atattggaac
tagaggtgge
tgtggaaaag

agagctagag

ctggaaggag
gattcatgac
agatgagaag
tgacctegtt
cattaatcta
aaaattcaac
aaaatccgtg
ggatgaagta
aggaaagcta
tggacaccta
gtcaggaaga
tcttaagtat
cgatgcagca
tgctatgaaa
cgaatgggcc
gaagagatat

tccagaagaa

60
120
180
240
300

360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1419



Trp

Gly

Asp

Ile

Glu

Glu

Phe

145

Pro

Ala

Pro

Pro
225

Glu

Val

Asp

50

His

Glu

Val

Ser

His

130

Ile

Ile

Asp

Tyr

Asn

210

Pro

Ile

Lys

Glu

Trp

35

Leu

Asp

Trp

Glu

Thr

115

Tyr

Ala

Glu

His

195

Val

Gly

Gln

Ser

Glu
275

val

Pro

Ile

Ala

Lys

100

Ile

Asn

val

Lys

180

Leu

Val

Tyr

Ala

val
260

Tyr

Asn

Glu

Ala

Arg

85

Asp

Lys

Lys

Leu

Arg

165

Thr

Asp

Tyr

Leu

His

245

Gly

Lys

Asp

Asn

Glu

70

Ile

Glu

Glu

Ile

Tyr

150

Lys

vVal

Asp

Asn

Ser

230

Ile

val

Asp

ES 2544710 T3

Thr

Gly

55

Lys

Phe

Glu

Leu

Tyr

135

His

Leu

val

Leu

Gln

215

Phe

Gly

Ile

Glu

Glu

40

Pro

Leu

Pro

Gly

Glu

120

Ser

Trp

Gly

Glu

Val

200

Gly

Glu

Ala

Tyr

val
280

Asn
Ala
Gly
Lys
Asn
105
I..y.s
Asp
Pro
Pro
Phe
185
Asp
Tyr
Ala
Tyr
Ala

265

Glu

124

Ile

Tyr

Met

Pro

20

Ile

Ile

Trp

Leu

Asp

170

Val

Met

Ile

Ala

Asp

250

Phe

Glu

Ala

Trp

Asp

75

Thr

Ile

Ala

Lys

Pro

155

Arg

Lys

Trp

Asn

Glu

235

Ala

Ala

Ile

Ser

Asn

60

Cys

Phe

Ser

Asn

Glu

140

Leu

Ala

Phe

Ser

Leu

220

Lys

Ile

Trp

Arg

Gly

45

Arg

Ile

Asp

val

Met

125

Arg

Trp

Pro

Ala

Thr

205

Arg

Ala

Lys

His

Lys
285

Leu
Thr
Arg
Val
Asp
110
Glu
Gly
e
Ala
Ala
190
Met
Ser
Lys
Glu
Asp

270

Lys

val

Lys

Gly

Lys

95

Vval

Ala

Lys

His

Gly

175

Phe

Asn

Gly

Phe

Tyxr

255

Pro

Asp

Ser

Gln

Gly

val

Pro

Thr

Asp

160

Trp

Val

Glu

Phe

Asn

240

Ser

Leu

Tyr



Glu

Val

305

Vval

Lys

Gly

Met

Pro

385

Glu

Tyrx

Asp

Ala
465

<210> 53
<211> 1419
<212> ADN

Phe

290

Asn

Pro

Ser

Leu

Ile

370

His

Gly

Glu

Phe

Glu

450

Asp

<213> Artificial

<220>

val

Tyr

Gly

Glu

355

Ile

Tyr

Ala

Trp

Glu

435

Ile

Leu

Thr

Tyr

Pro

Arg

340

Asn

Thr

Leu

Asp

Ala

420

Thr

Ala

Lys

Ile

Ser

Gly

325

Pro

Leu

Glu

Val

val

405

Gln

Lys

Thr

Phe

ES 2544710 T3

Arg

310

Tyr

Ala

Leu

Asn

Ser

390

Arg

Gly

Lys

Gln

vVal
470

His

295

Leu

Gly

Ser

Lys

Gly

375

His

Gly

Phe

Lys
455

Thr

Ser

val

Phe

Asp

Tyr

360

Met

Tyr

Arg

Tyr

440

Glu

Arg

Lys

Tyr

Met

Phe

345

Leu

Ala

Lys

Leu

Met

425

Leu

Ile

Lys

Gly

Gly

Ser

330

Gly

Asn

Asp

Ala

His

410

Arg

Arg

Pro

Lys
Ala

315

Glu
Trp

Asn

Val
395

Trp
Phe

Pro

Glu

Leu

300

Lys

Arg

Glu

Ala

Ala

380

Tyr

Ser

Gly

Ser

Glu
460

Asp

Asp

Gly

Met

Tyr

365

Asp

Asn

Leu

Leu

Ala

445

Leu

<223> ADN que codifica beta-glucosidasa mutante que tiene un sitio de glucosilacion.

<400> 53

125

Trp
Gly
Gly
Tyr
350
Glu
Arg
Ala
Thr
Val
430

Leu

Ala

Ile

His

Phe

335

Pro

Leu

Tyr

Met

Asp

415

Tyr

vVal

His

Gly

Leu

320

Ala

Glu

Pro

Arg

Lys

400

Asn

Val

Phe

Leu



atggcaaagt
atgggactge
aacatagcat

cgcactaagc

attgagtggg
gatgaagaag
aaaattgcca
aggggcaaaa
ccaattgcag
acagtggtag
gacatgtgga
cgttcaggat
ttaattcagg
ggagtgatat
gaggaaatca
gactggatcg
gttcctttac
cctgctagtg
ttaaacaatg
gatagataca
gaaggtgcetg
caagggttca
ttaaggccaa

ttagctcacc

<210> 54
<211> 473
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tcccaaaaaa
caggaagtga
caggtctagt

aagatcatga

caagaatttt
gcaacataat
acatggaggc
ccttecatatt
taaggaaact
agtttgtgaa
gcacaatgaa
ttccaccagg
ctcacatcgg
acgectttgce
gaaagaaaga
gcgtaaacta
ctggatatgg
actttggatg
cctacgagct
ggccacacta
atgttagagg
ggatgagatt
gcgeectggt

tcgcagacct

ES 2544710 T3

cttcatgttt
agtggaaagc

aagtggagat

cattgcagaa

tccaaagcca
ttcegtagac
ccttgaacat
aaacctctac
tggececeggat
gtttgccgece
cgaaccaaac
atatctaaac
agcatatgat
ttggcacgat
ctatgagttt
ctactccagg
atttatgagt
ggaaatgtac
accaatgata
tctcgtaage
gtatctccac
tggattggtt
attcagagaa

caaatttgtt

ggatattctt
gactggtggg
ctaccagaga

aagctaggaa

acatttgacg
gttccagaga
tatcgcaaga
cactggcctc
agggctcctg
ttcgttgett
gtagtctaca
tttacagcag
gccataaaag
cctctagegg
gtaacaattc
ctggtatatg
gagagaggag
ccagagggec
attacagaga
catctaaagg
tggtctctaa
tacgtggatt
atagccactce

acaagaaag

<223> Beta-glucosidasa mutante que tiene un sitio de glucosilacion.

<220>
<221> CARBOHYD
<222> (60)..(62)
<223>

126

ggtctggttt

tgtgggttca

acggcccage

tggattgtat

ttaaagttga
gtacaataaa
tttactcaga
ttccattatg
caggatggtt
atcaccttga
atcaaggtta
cagaaaaggc
agtattcaga
aggagtataa
tacactcaaa
gagccaaaga
gatttgcaaa
ttgagaacct
acggtatggce
cagtttacaa
cagacaacta
tcgagacaaa

aaaaagaaat

ccagtttgag
cgacaaggag
atattggaac

tagaggtggc

tgtggaaaag
agagctagag
ctggaaggag
gattcatgac
agatgagaag
tgacctegtt
cattaatcta
aaaattcaac
aaaatccgtg
ggatgaagta
aggaaagcta
tggacaccta
gtcaggaaga
tcttaagtat
cgatgcagca
tgctatgaaa
cgaatgggcc
gaagagatat

tccagaagaa

60

120

180

240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1419



ES 2544710 T3

<220>

<221> CARBOHYD
<222> (230)..(232)
<223>

<400> 54

Met Ala Lys Phe Pro Lys Asn Phe Met Phe Gly Tyr Ser Trp Ser Gly
1 5 10 15

127



Phe

Trp

Gly

Asp

65

Ile

Asp

Glu

Glu

Phe

145

Pro

Ala

Pro

Pro

225

Leu

Glu

Gln

val

Asp

50

His

Glu

val

Ser

His

130

Ile

Ile

Asp

Tyr

Asn

210

Pro

Ile

Lys

Glu

Phe

Trp

35

Leu

Asp

Trp

Glu

Thr

115

Tyr

Leu

Ala

Glu

His

155

val

Gly

Gln

Ser

Glu

Glu

val

Pro

Ile

Ala

Lys

100

Ile

Arg

Asn

val

Lys

180

Leu

val

Tyr

Ala

val

260

Tyr

Met

His

Glu

Ala

Arg

Asp

Lys

Lys

Leu

Arg

165

Thr

Asp

Tyr

Leu

His

245

Gly

Lys

ES 2544710 T3

Gly

Asp

Asn

Glu

70

Ile

Glu

Glu

Ile

Tyr

150

Lys

val

Asp

Asn

Asn

230

Ile

Val

Asp

Leu

Lys

Gly

55

Lys

Phe

Glu

Leu

Tyr

135

His

Leu

Val

Leu

Gln

215

Phe

Gly

Ile

Glu

Pro
Glu
40

Pro
Leu
Pro
Gly
Glu

120

Ser
Trp
Gly
Glu
val
209
Gly
Thr
Ala

Tyr

val

Gly

25

Asn

Ala

Gly

Lys

Asn

105

Lys

Asp

Pro

Pro

Phe

185

Asp

Tyr

Ala

Tyr

Ala

265

Glu

128

Ser

Ile

Tyr

Met

Pro

90

Ile

Ile

Trp

Leu

Asp

170

val

Met

Ile

Ala

Asp

250

Phe

Glu

Glu

Ala

Trp

Asp

75

Thr

Ile

Ala

Lys

Pro

155

Arg

Lys

Trp

Asn

Glu

235

Ala

Ala

Ile

val

Ser

Asn

60

Cys

Phe

Ser

Asn

Glu

140

Leu

Ala

Phe

Ser

Leu

220

Lys

Ile

Trp

Arg

Glu

Gly

45

Arg

Ile

Asp

val

Met

125

Arg

Trp

Pro

Ala

Thr

205

Arg

Ala

Lys

Lys

Ser

30

Leu

Thr

Arg

Vval

Asp

110

Glu

Gly

Ile

Ala

Ala

190

Met

Ser

Lys

Glu

Asp

270

Lys

Asp

val

Lys

Gly

Lys

95

val

Ala

Lys

His

Gly

175

Phe

Asn

Gly

Phe

Tyr

255

Pro

Asp

Trp

Ser

Gln

Gly

80

val

Pro

Thr

Asp

160

Trp

Vval

Glu

Phe

Asn

240

Ser

Leu

Tyr



Glu

val
305

val

Lys

Gly

Met

Pro
385

Glu

Tyr

Ala
465

<210> 55
<211> 1419
<212> ADN

Phe .

290

Asn

Pro

Ser

Leu

Ile

370

His

Gly

Glu

Phe

Glu

450

Asp

<213> Artificial

<220>

<223> ADN que codifica beta-glucosidasa mutante que tiene un sitio de glucosilacion.

<400> 55

275

Val

Tyr

Gly

Glu

355

Ile

Tyr

Ala

Trp

Glu

435

Ile

Leu

Thr Ile Leu

Tyr

Pro

Arg

340

Asn

Thr

Asp

Ala

420

Thr

Ala

Lys

Ser

Gly

325

Pro

Glu

val

Val

405

Gln

Lys

Thr

Phe

Arg

310

Tyr

Ala

Leu

Asn

Ser

390

Arg

Gly

Lys

Gln

Val
470

ES 2544710 T3

His

295

Leu

Gly

Ser

Lys

Gly

375

His

Gly

Phe

Lys
455

Thr

280

Ser

Val

Phe

Asp

Tyr

360

Met

Leu

Tyr

Arg

Tyr

440

Glu

Arg

Lys

Tyr

Met

Phe

345

Leu

Ala

Lys

Leu

Met

425

Leu

Ile

Lys

129

Gly

Gly

Ser

330

Gly

Asn

Asp

Ala

His

410

Arg

Arg

Pro

Lys

Ala

315

Glu

Trp

Asn

Ala

Val
395

Trp

Phe

Pro

Glu

Leu

300

Lys

Arg

Glu

Ala

Ala

380

Tyr

Ser

Gly

Ser

Glu
460

285

Asp

Asp

Gly

Met

Tyr

365

Asp

Asn

Leu

Leu

Ala
445

Trp

Gly

Gly

Tyr

350

Glu

Arg

Ala

Thr

val

430

Leu

Ala

Ile

His

Phe

335

Pro

Leu

Tyr

Met

Asp

415

Tyr

val

His

Gly

Leu

320

Ala

Glu

Pro

Arg

Lys

400

Asn

vVal

Phe

Leu



atggcaaagt
atgggactgc

aacatagcat

cgcactaagce
attgagtggg
gatgaagaag
aaaattgcca
aggggcaaaa
ccaattgcag
acagtggtag
gacatgtgga
cgttcaggat
ttaattecagg
ggagtgatat
gaggaaatca
gactggatcg
gttcectttac
cctgctagtg
ttaaacaata
gatagataca
gaaggtgctg
caagggttca
ttaaggccaa

ttagctcace

<210> 56
<211> 473
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

tcccaaaaaa

caggaagtga

caggtctagt

aagatcatga
caagaatttt
gcaacataat
acatggaggc
cctteatatt
taaggaaact
agtttgtgaa
gcacaatgaa
ttecaccagg
ctcacatcgg
acgecctttge
gaaagaaaga
gcgtaaacta
ctggatatgg
actttggatg
actacacgct
ggccacacta
atgttagagg
ggatgagatt
gcgecctggt

tcgcagacct

ES 2544710 T3

cttcatgttt
agtggaaagc

aagtggagat

cattgcagaa
tccaaagecca
ttccgtagac
ccttgaacat
aaacctctac
tggcceggat
gtttgecgee
céaaccaaac
atatctaage
agcatatgat
ttggcacgat
ctatgagttt
ctactccagg
atttatgagt
ggaaatgtac
accaatgata
tctegtaage
gtatctccac
tggattggtt
attcagagaa

caaatttgtt

ggatattett

gactggtggg

ctaccagaga

aagctaggaa
acatttgacg
gttccagaga
tatcgcaaga
cactggccte
agggctcctg
ttcgttgett
gtagtctaca
tttgaagcag
gccataaaag
cctectagegg
gtaacaatte
ctggtatatg
gagagaggag
ccagagggcc
attacagaga
catctaaagg
tggtctctaa
tacgtggatt
atagccactce

acaagaaag

<223> Beta-glucosidasa mutante que tiene un sitio de glucosilacion.

<220>

<221> CARBOHYD

<222> (60)..(62)
<223>

130

ggtctggttt
tgtgggttca

acggceccage

tggattgtat
ttaaagttga
gtacaataaa
tttactcaga
ttccattatg
caggatggtt
atcaccttga
atcaaggtta

cagaaaaggc

agtattcaga

aggagtataa
tacactcaaa
gagccaaaga
gatttgcaaa
ttgagaacct
acggtatgge
cagtttacaa
cagacaacta
tcgagacaaa

aaaaagaaat

ccagtttgag
cgacaaggag

atattggaac

tagaggtgge
tgtggaaaag
agagctagag
ctggaaggag
gattcatgac
agatgagaag
tgacctcgtt
cattaatcta
aaaattcaac
aaaatccgtg
ggatgaagta
aggaaagcta
tggacaccta
gtcaggaaga
tcttaagtat
cgatgcagca
tgctatgaaa
cgaatgggcce
gaagagatat

tccagaagaa

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1419
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<220>

<221> CARBOHYD
<222> (364)..(366)
<223>

<400> 56

Met Ala Lys Phe Pro Lys Asn Phe Met Phe Gly Tyr Ser Trp Ser Gly

131



Phe

Trp

Gly

Asp

Ile

Asp

Glu

Glu

Phe

145

Pro

Leu

Ala

Pro

Pro

225

Glu

Gln

Val

Asp

50

His

Glu

val

Ser

His

130

Ile

Ile

Asp

Tyr

Asn

210

Pro

Ile

Lys

Phe

Trp

35

Leu

Asp

Trp

Glu

Thr

115

Tyr

Leu

Ala

Glu

His

195

val

Gly

Gln

Ser

Glu

Val

Pro

Ile

Ala

Lys

100

Ile

Arg

Asn

val

Lys

180

Leu

val

Tyr

Ala

Val
260

Met

His

Glu

Ala

Arg

85

Asp

Lys

Lys

Arg

165

Thr

Asp

Tyr

Leu

His

245

Gly

ES 2544710 T3

Gly

Asp

Asn

Glu

Ile

Glu

Glu

Ile

Tyr

150

Lys

vVal

Asp

Asn

Ser

230

Ile

val

Leu
Lys
Gly
Lys
Phe
Glu
Leu
Tyr

135

His

val
Leu
Gln
215
Phe

Gly

Ile

Pro

Glu

40

Pro

Leu

Pro

Gly

Glu

120

Ser

Trp

Gly

Glu

val

200

Gly

Glu

Ala

Tyr

Gly

Asn

Ala

Gly

Lys

Asn

105

Lys

Asp

Pro

Pro

Phe

185

Asp

Tyr

Ala

Tyr

Ala
265

132

10

Ser

Ile

Tyr

Met

Pro

Ile

Ile

Trp

Leu

Asp

170

val

Met

Ile

Ala

Asp

250

Phe

Glu

Ala

Trp

Asp

75

Thr

Ile

Ala

Lys

Pro

155

Lys

Trp

Asn

Glu

235

Ala

Ala

val

Ser

Asn

60

Cys

Phe

Ser

Asn

Glu

140

Leu

Ala

Phe

Ser

Leu
220

Lys.

Ile

Trp

Glu

Gly

Arg

Ile

Asp

val

Met

125

Arg

Trp

Pro

Ala

Thr

205

Arg

Ala

Lys

His

Ser

30

Leu

Thr

Arg

val

Asp

110

Glu

Gly

Ile

Ala

Ala

190

Met

Ser

Lys

Glu

Asp
270

15

Asp

val

Lys

Gly

Lys

95

val

Ala

Lys

His

Gly

175

Phe

Asn

Gly

Phe

Tyr
255

Pro

Trp
Ser
Gln
Gly
80

val
Pro
Leu
Thr
Asp
160
Trp
Vval
Glu
Phe
Asn
240

Ser

Leu



ES 2544710 T3

Ala Glu Glu Tyr Lys Asp Glu Val Glu Glu Ile Arg Lys Lys Asp Tyr
275 280 285

Glu Phe Val Thr Ile Leu His Ser Lys Gly Lys Leu Asp Trp Ile Gly
290 295 300

Val Asn Tyr Tyr Ser Arg Leu Val Tyr Gly Ala Lys Asp Gly His Leu
305 310 315 320

Val Pro Leu Pro Gly Tyr Gly Phe Met Ser Glu Arg Gly Gly Phe Ala
325 330 - 335

Lys Ser Gly Arg Pro Ala Ser Asp Phe Gly Trp Glu Met Tyr Pro Glu
340 345 350

Gly Leu Glu Asn Leu Leu Lys Tyr Leu Asn Asn Asn Tyr Thr Leu Pro
355 360 : 365

Met Ile Ile Thr Glu Asn Gly Met Ala Asp Ala Ala Asp Arg Tyr Arg
370 375 380

Pro His Tyr Leu Val Ser His Leu Lys Ala Val Tyr Asn Ala Met Lys
385 390 395 400

Glu Gly Ala Asp Val Arg Gly Tyr Leu His Trp Ser Leu Thr Asp Asn
405 410 415

Tyr Glu Trp Ala Gln Gly Phe Arg Met Arg Phe Gly Leu Val Tyr Val
420 425 430

Asp Phe Glu Thr Lys Lys Arg Tyr Leu Arg Pro Ser Ala Leu Val Phe
435 440 © 445

Arg Glu Ile Ala Thr Gln Lys Glu Ile Pro Glu Glu Leu Ala His Leu
450 455 460

Ala Asp Leu Lys Phe Val Thr Arg Lys
465 470

<210> 57
<211> 36
<212> ADN
<213> Avrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 57
gtgggtgtgg gttaacgaca cggagaacat agcatc 36
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<210> 58
<211> 36
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 58
cacccacacc caattgctgt gectcttgta tegtag 36

<210> 59
<211> 36
<212> ADN
<213> Avtificial

<220>
<223> cebador

<400> 59
ccaggatatc taaactttac agcagcagaa aaggca 36

<210> 60
<211> 36
<212> ADN
<213> Attificial

<220=>
<223> cebador

<400> 60
ggtcctatag atttgaaatg tcgtcgtctt ticcgt 36

<210> 61
<211> 35
<212> ADN
<213> Avrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 61
agtatttaaa caataactac acgctaccaa tgata 35

<210> 62
<211> 35
<212> ADN
<213> Avrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 62
tcataaattt gttattgatg tgcgatggtt actat 35
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ES 2544710 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir una -glucosidasa mutante derivada de un termdfilo que tiene fijada selectivamente a
ella una cadena de azucares y también tiene una actividad glucosidasa, que comprende:
(i) preparar ADN que codifica una B-glucosidasa mutante derivada de un termdfilo introduciendo una secuencia
de ADN que codifica Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (en las que, X es cualquier aminoacido excepto prolina) en ADN que
codifica una B-glucosidasa derivada de un termdfilo que esta originalmente desprovista de una secuencia de
glucosilacién y, ademas, afiadiendo una secuencia de ADN que codifica una secuencia sefial de secrecion al
ADN que codifica una B-glucosidasa mutante,
(ii) introducir el ADN que codifica una B-glucosidasa mutante al que se le ha afadido la secuencia de ADN que
codifica la secuencia sefial de secrecidon en un microorganismo eucariota, de modo que una B-glucosidasa
mutante codificada por el ADN de la B-glucosidasa mutante se exprese como una proteina secretora, y
(iii) aislar y purificar la B-glucosidasa mutante expresada de este modo como una proteina secretora.

2. Procedimiento para producir una B-glucosidasa mutante, segun la reivindicaciéon 1, en el que la cadena de
azucares es una cadena de azucares de tipo rica en manosa.

3. Procedimiento para producir una B-glucosidasa mutante, segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la B-glucosidasa
derivada de un termdfilo es una B-glucosidasa derivada de un terméfilo seleccionado entre el grupo que comprende
el género Sulofolobus, el género Thermoplasma, el género Caldivirgra, el género Thermosphaera, el género
Pyrococcus, el género Picrophilus, el género Caldivirgra y el género Fervidobacterium.

4. Procedimiento para producir una B-glucosidasa mutante, segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el
que la B-glucosidasa derivada de un terméfilo es una proteina que comprende:
(i) una secuencia de aminoacidos igual que cualquiera de las secuencias de aminoacidos mostradas en SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 y SEQ
ID NO: 20, o
(i) una secuencia de aminoacidos que tiene el 85% o mas de identidad con cualquiera de las secuencias de
aminoacidos mostradas en SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, y también una actividad B-glucosidasa.

5. Procedimiento para producir una B-glucosidasa mutante, seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el
que el microorganismo eucariota es Pichia pastoris.

6. Procedimiento para producir una B-glucosidasa mutante, segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el
que la secuencia sefal de secrecion es una secuencia sefial de secrecion de factor o.

7. Procedimiento para producir una B-glucosidasa mutante, seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el
que la B-glucosidasa mutante derivada de un terméfilo comprende una secuencia de aminoacidos mostrada en
cualquiera de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46,
SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 56.

8. Composicion enzimatica para sacarificacion de biomasa que comprende celulasa y la B-glucosidasa mutante
derivada de un termdfilo obtenida mediante el procedimiento de produccion, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7.

9. Composicion enzimatica para sacarificacion de biomasa, segun la reivindicacion 8, en la que la celulasa es una
mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos.

10. Composicion enzimatica para sacarificacion de biomasa, segun la reivindicacion 8 6 9, en la que la mezcla de
celulasas derivadas de hongos filamentosos es una mezcla de celulasas derivadas del género Trichoderma.

11. Procedimiento para hidrolizar biomasa, que comprende utilizar la composiciéon enzimatica, segun una cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 10.

12. Procedimiento para hidrolizar biomasa, segun la reivindicacion 11, que comprende filtrar un hidrolizado obtenido

por la composicién enzimatica a través de una membrana de ultrafiltracion, y separar y recuperar la composicién
enzimatica utilizada.
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Fig. 1

1 —HLPKDFQWGFATAAYQ | EGAVDQDGRGPS | WDTFCAQPGK | ADGSSGVTACDS—YN
1 —MLPKDLQWGFAKAAYQIEGAVDQDGRGPS IWDTFCAQPGK | ADGSSGVTACDS—YN
1 MAKFPKNFMFGYSWSGFQF EMGL PGSEVE SDWWVWVHDKEN | ASGLVSGDLPENGPAYWH

56 RTAEDIALLKSLGAKSYRFS|SWSR1|PEGGRGDAVNQAG-—————1DHYVKFVDDLL
56 RTAEDIALLKSLGAKSYRFS|SSR—IPEGGRGDAVNQAG I DHYVKFVDDLL
61 LYKQDHDIAEKLCMDCIRGG IEWAR I FPKPTFDVKVDVEKDEEGN | | SVDVPESTIKELE

108 DAGITPFlTLFHWDLFEGLHQRYGGiLﬂRIEFPLDFENYARVMFRALPKVRNW[TFNEPL
106 DAGITPF I TLFHWDL—LHQRYGGLLNRTEFPLOFENYARVMFRALPKVR—NWNEPL
121 KIANMEALEHYRKIYSDWKERGKTF ILNLYHWPLPLWIHDP | AVRKLGPDRAPAGWLDEK

168 CSAIPGYGSGTFAPGRQSTSEPWTVGHN | LVAHGRAVKAYRDDFKPASGDGQIGIVLNGD
160 CSAIPGYGSGSFAPGRQSTSEPWTVGHNILVAHGRAVKAYRDDFKPASGDGQIGIVLNGD
181 TVVEFVKFAAFVAYHLDDLVDMWSTMNEPNVVYNQGY INLRSGFPPGYLSFEAAEKAKFN

228 FTYPWDAADPADKEAAERRLEFFTAWFADPIYLGDYPASMRKQLGDRLPTFTPEERALVH
220 FTYPWDAADPADKE——RLEFFTAWFADPYLGDYPASMRKQLGDRLPTFTPEERALVH
241 LI1QAHIGAYDAIKE YSEKSVGVIYAFAWHDPLAEEYKDEVEE I RKKDYEFVT

288 GSNDFYGMNHYTSNYIRhrSSPASADDTVGNVDVLFTNKQGNCIG-—-PETQSPWLRPCA
276 GSNDFYGMNHYTSNY IRhrSSPASADDTVGNVDVLFTNKQGNCIG—PETQSPWLRPCA
293 ILHSKGKLDWIGVNYYSRLVYGAKDGHLVPLPGYGFMSERGGFAKSGRPASDFGWEMYPE

345 AGFRDFLVWISKRYGYPPIYVTENGTS [KGESDLPKEKILEDDFRVKYYNEY | RAMVTAV
333 AGFRDFLVWTSKRYGSPPIYVTENGTS IKGESDLPNEK|LEDDFRVKYYNEY IRAMVTAV
353 G-LENLLKYLNNAYELP-M! I TENG————————MADAADRYRPHYLVSHLKAVYNA .

405 ELDGVNVKGYFAWSLMDNFEWADGYVTRFGVTYVDYENGQKRFP———————KKSA
393 ELDGVNVR FGVTYVDYENGQKRFP————————KKSA
399 MKEGADVRGYLHWSLTDNYEWAQGFRMRFGLVYVDFETKKRYLRPSALVFREIATQKEIP

453 KSLKPLFDEL |AAA-
421 KSLKPLFDEL IAAA-
459 EELAHLADLKFVTRK
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Fig. 2-1

1 —MAKFPKNFMFGYSWSGFQFEMG—LPGSE-VESDWWVWVHDKEN | ASGLVSGDLPEN
1 -——MKFPKDFMI GYSSSPFQFEAG— 1 PGSEDPNSDWWVWVHDPENTAAGLVSGDFPEN
1 —MIKFPSDFRFGFSTVGTQHEMG—TPGSE-FVSDWYVWLHDPENIASGLVSGDLPEH
1 —MLSFPKGFKFGWSQSGFQSEMG-—TPGSEDPNSDWHVWVHDREN | VSQVVSGDLPEN
1 —MYSFPNSFRFGWSQAGFQSEMG——TPGSEDPNTDWYKWVHDPENMAAGLVSGDLPEN
-1 MVENNFPEDFKFGWSQSGFQSEMG—YDNAMDDKSDWY VWVHDKEN | QSGLVSGDMPEN
1 —MLPKNFLLGFSLAGFQSEMG— 1 SD-PDSNSDWWLWVHDPVNIRTGLVSGDLPEN
1 —-MMFPKDFLFGVSMSGFQFEMGNPQDAEEVDLNTDWYVWVRDIGN I VNGVVSGDLPEN

55 GPAYWNRTKQDHDIAEKLGMDCIRGG I EWAR | FPKPTFDVKVDVEKDEEG-NI 1SVDVPE
55 GPGYWNLNQNDHDLAEKLGVNT | RVGVEWSR | FPKPTFNVKVPVERDENG-S1VHVDVDD
55 GPGYWDLYKQDHS | ARDLGLDAAW I T EWARVFPKPTFDVKVKVDEDDGG-NVVDVEVNE
56 GPGYWGNYKRFHDEAEKIGLNAVR INVEWSR I FPRPLPKPEMQTGTDKENSPV ISVDLNE
56 GPGYWGNYKTFHDNAQKMGLK I ARLNVEWSR I FPNPLPRP-—QNFDESKQDVTEVE INE
58 GPGYWNNYKSFHEAAQNMGLKMAR | GVEWSRLFPEPFPEK |MADAKNN——-SLEINN
53 GIGYWDLYKKYNGLAVQTGMNAARLGVEWSR | FPKSTEEVKVMEDYKDD—DL ISVDVNE
58 GSWYWKQYGKVHQLAADFGMOVIRIGTEWSRIFPVSTQSVEY GSP

114 STIKELEKIANMEALEHYRK | YSDWKERGKTF I LNLYHWPLPLWIHDP | AVRKLGPORAP
114 KAVERLDELANKEAVNHYVEMYKDWVERGRKL | LNLYHWPLPLWLHNP IMVRRMGPORAP
114 SALEELRRULADLNAVNHYRG | LSDWKERGGLLV I NLYHWAMPTWLHDP | AVRKNGPDRAP
116 SKLREMDNYANHEALSHYRQILEDLRNRGFHIVLNMYHWTLP IWLHDP | RVRR-GDF TGP
113 NELKRLDEYANKDALNHYRE | FKDLKSRGLYF I LNMYHWPLPLWLHDP I RVRR-GDFTGP
112 NILSELDKYVNKDALNHY [E{FNDIKNRN IDL I | NMYHWPLPVWLSDPVSVRK-GIKTER
111 GSLEKLDRLANQKAINRYME | FNNIKENNMTL1VNVYHWP I P1YLHDP | EARNSGLSNKR
103 DMLEKLDKLANQKAVSHYRKIMED IKAKGLKLFVNLYHFTLP IWLHDP I AVHK-GEKTDK

174 AGWLDEKTVVEFVKFAAFVAYHLDDLVDMWSTMNEPNVVYNQGY INLRSGFPPGYLSFEA
174 SGWLNEESVVEFAKYAAY | AWKMGEL PVMWS TMNEPNVVYEQGYMFVKGGFPPGYLSLEA
174 SGWLDKRSV IEFTKFAAF | AHELGDLADMWYTMNEPGVV | TEGYLYVKSGFPPGYLDLNS
175 TGWLNSRTVYEFARFSAYVAWKLDDLASEYATMNEPNVVWGAGYAFPRAGFPPNYLSFRL
172 SGWLSTRTVYEFARFSAY | AWKFDDLVDEYSTMNEPNVVGGLGYVGVKSGFPPGYLSFEL
171 SGWLNDRIVQLFALFSSY |VYKMEDLAVAFSTMNEPNVVYGNGF IN IKSGFPPSYLSSEF
171 NGWLNHKTVVEFVKYAKYLAWKFSDVADMFS IMNEPNVVFGNGYFNVKSGFPPAFPSVHG
162 |GWISDATPIEFAKYAEYMAWKFAD | VDMWASMNEPHVVSQLGYFA INAGFPPSYFNPSW

234 AEKAKFNL IQAHIGAYDAIKEYSEKSVGV1YAFAWHDPLAE--EYKDEVEE | RKKDYEFV
234 ADKARRNMIQAHARAYDN IKRFSKKPVGL | YAFQWFELLEG—PAEVFDKFKSSKLYYFT
234 LATAGKHL IEAHARAYDAIKAYSRKPVGLVYSFADYQPLRQ—GDEEAVKEAKGLDYSFF
235 SEIAKWN! IQAHARAYDAIKSVSKKSVGI 1 YANTSYYPLRP-QDNEAVE | AERLNRWSFF
232 SRRAMYN!1QAHARAYDGIKSVSKKPVG I 1 YANSSFQPLTD-KDMEAVEMAENDNRWWFF
231 ASKVKNNILKAHSLAYDSMKKITDKPVGI | YANTYFTPLDPEKDNDA ! AKADSDAKWSFF
231 GLLAKKHE | EATARSYDAMKE | TKKPVGL [ MANSOVQPLTD-EDKEAAEMATYNDRYSF |
222 YIKSLENEAKAHNLSYDAIKKYTNNPVGV | YSFTWYDTVNK-DDKESFENAMDLTNWRF I
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Fig. 2-2
292 TILHS KGKLDWIGVNYYSRLVYGAKDGH——-—
292 DIVSKGSS | INVEY RRDLANRLOWLGVNYYSRLVYKIVDDK———
292 DAPIKGELMG—-VT RDDLKGRLDWIGVNYYTRAVLRRRQDAGRA-—
294 DSI IKGE 1 TSEGQ—————————NVREDLRNRLDWIGVNYYTRTVVTKAESG———
291 DAl IRGE | TRGNEK-—- IVRDDLKGRLDW I GVNYYTRTVVKRTEKG———
291 DPLIKGDKSLGIN GNKLDWIGINYYTRTMLRKDGDG——
290 DPLRVGEMKWADEVTAGNP1GEKSN | DRSDLKNKLDWIGVNYYTRAVVKKSGNG——-~
281 DMVKD KTDY IGVNYYTRAVIDRLPTTIDFGEF

320 —LVPLPGYGFMSERGGFAKSGRPASDFGWEMYPEGLENLLKYLNNAYELPMI | TENGM
333 —P1ILHGYGFLCTPGGI SPAENPCSDFGWEVYPEGLYLLLKELYNRYGVOL IVTENGY
334 —SVAVVDGFGYSCEPGGVSNDRRPCSDFGWE | YPEGVYNVLMDLWRRYRMPMY | TENGI
336 ——YLTLPGYGDRCERNSL SLANLPTSDFGWEFFPEGLYDVLLKYWNRYGLPLYVMENGI
334 —-YVSLGGYGHGCERNSVSLAGLPTSDFGWEFFPEGLYDVLTKYWNRYHLYMYVTENGI
327 —-Y.I1SLKGYGHSGSPNTVTNDKRPTSD | GWEFYPEGLEYV IMNYWNRYKLPMYVTENG!
344 ——YTTLKGYGHSATAGMPSRAGRDVSDFGWEFYPEGLVNVLSSYWKRYH | PMIVTENGV
313 KMNWYTLRGYGYSCEEGGFSLSGRPASEFGWE | YPEGLYNIL I1HVYNRYKKDIYVTENGI

377 ADAADRYRPHYLVSHLKAVYNAMKEGADVRGYLHWSLTDNYEWAQGFRMRFGLVYVDFET
390 SDSRDALRPAYLVSHVYSVWKAANEG I PVKGYLHWSLTDNYEWAQGFRQKFGLVMVDFKT
392 ADEHDKWRSWF IVSHLYQ!hr AMEEGVDVRGYFHWNL | DNLEWAAGYRMRFGLVYVDYAT
393 ADDADYQRPYYLVSH!YQVhrALNEGVDVRGYLHWSLADNYEWSSGFSMRFGLLKVDYLT
391 ADDADYQRPYYLVSHVYQVhrAINSGADVRGYLHWSLADNYEWASGF SMRFGLLKVDYNT
384 ADNGDYQRPYYLVSHIASVLRAINKCANVKGYLHWSLVDNYEWALGF SPKFGL | GYDENK
401 ADS |DRLRPRYLVSHIKSVEKALSMGMD IRGYLHWSL | DNYEWASGF SMKFGLYGIDLNN
373 ADSKDKYRSLF I ISHLYAIEKALNEGIPIKGYLHWS | IDNFEWAKGYSKRFGLAYTDLST

437 KKRYLRPSALVFRE IATQKE | PEELAHLADLKFVTRK—
450 KKRYLRPSALVFRE|ATHNGIPDELQHLTLIQ
452 KRRYFRPSALVMREVAKQKAIPDYLEHYIKPPRIE——
453 KRLYWRPSALVYREITRSNGIPEELEHLNRVPPIKPLRH
451 KRLYWRPSALVYRE!1ATNGAITDEIEHLNSVPPVKPLRH
444 K-LYWRPSALVYKEIATKNC | SPELKHLDS I PP INGLRK
461 KKIQhrPSALVFKE | ANANGVPEEFEWMADQHQNS——
433 KKYIPRPSMY I FRE1 IKDKS | DKFKGYDPYNLMKF———
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Actividad residual [valor relativo]
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Fig. 8
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Actividad residual [valor relativo]
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Fig. 9
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Actividad residual [valor relativo]
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Fig. 10
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Fig. 11
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Actividad residual [valor relativo]
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 15
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Fig. 16
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Actividad residual [valor relativo]
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Fig. 17
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Actividad residual [valor relativo]
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Fig. 18
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Actividad residual [valor relativo]
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Fig. 19
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Actividad residual [valor relativo]
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Fig. 20
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Activida residual [valor relativo]

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

ES 2544710 T3

Fig. 21
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