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DESCRIPCIÓN

Procedimiento para producir glucosidasa, composición enzimática y procedimiento de hidrólisis de biomasa  

Sector técnico 5

La presente invención se refiere a un procedimiento para producir una glucosidasa mutante glucosilada derivada de 
un termófilo, una composición enzimática que contiene esta enzima y un procedimiento para hidrolizar biomasa 
utilizando la composición enzimática. 

10
Antecedentes técnicos 

Diversas técnicas están disponibles para sacarificación de celulosa, entre las cuales un procedimiento de 
sacarificación enzimática, que utiliza condiciones de reacción suaves y consigue un rendimiento de azúcar elevado, 
se ha convertido en la corriente prevalente de desarrollo. 15

La celulasa, que es una enzima que degrada celulosa, se clasifica a groso modo en celobiohidrolasa, que actúa 
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 degradación de celulosa. Mientras tanto, la β-glucosidasa es una enzima que actúa sobre un 20
oligosacárido soluble en agua o celobiosa y cataliza una reacción de hidrólisis del enlace β-glucosídico. 
Particularmente, la β-glucosidasa es una enzima necesaria para la adquisición de abundante glucosa, que es útil 
como materia prima para la fermentación. Además, es conocido que las reacciones mediadas por celobiohidrolasa o 
endoglucanasa son inhibidas por la acumulación de celobiosa, que es producida por la degradación de celulosa. Es 
decir, la β-glucosidasa tiene un efecto de mejorar enormemente la eficiencia de degradación de celulosa, debido a 25
su capacidad de reducir drásticamente la acumulación de celobiosa producida por la degradación de celulosa. 

La celulosa está contenida abundantemente en plantas herbáceas y plantas leñosas, que se denominan 
colectivamente biomasa celulósica. La biomasa celulósica contiene, además de celulosa, hemicelulosa tal como 
xilano y arabinano, y lignina. Particularmente, siendo un compuesto polimérico aromático, se sabe que la lignina 30
contenida en la biomasa celulósica actúa de manera inhibidora en la sacarificación enzimática por celulasa derivada 
de hongos filamentosos. Aunque el mecanismo de inhibición de celulasa derivada de hongos filamentosos por 
lignina aún no ha sido completamente elucidado, la eficiencia de degradación reducida causada por la adsorción de 
celulasa a lignina se ha propuesto como una de las causas (bibliografía no de patentes 1). 

35
Una enzima termorresistente es altamente estable y conserva su actividad durante un largo periodo incluso en 
condiciones de alta temperatura; por lo tanto, la aplicación de una enzima termorresistente como una enzima 
industrial está siendo estudiada. Un gran número de enzimas termorresistentes han sido confirmadas entre las 
enzimas poseídas por termófilos o hipertermófilos. 

40
También con respecto a β-glucosidasa termorresistente, ésta ha sido identificada a partir de varias especies de 
termófilos o hipertermófilos. Específicamente, la β-glucosidasa termorresistente ha sido identificada a partir de 
organismos tales como Pyrococcus furiosus, Pyrococcus horikoshii, Thermotoga maritima, Sulfolobus shibatae y 
Clostridium thermocellum.

45
Se sabe que la celulasa o β-glucosidasa derivadas de hongos filamentosos están glucosiladas (bibliografía no de 
patentes 2). Como función general de una cadena de azúcares en dicha proteína glucosilada, se conocen efectos 
tales como mejorar la solubilidad de la proteína, mejorar la estabilidad física y mejorar la resistencia a proteasa 
(bibliografía no de patentes 3). Como función otorgada por la posesión de una cadena de azúcares por una enzima 
de sacarificación tal como celulasa, se da a conocer que la glucosilación de xilanasa con cadenas de azúcares 50
unidas a N da como resultado un nivel de expresión incrementado de xilanasa (bibliografía de patentes 1). 
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Características de la invención  

Problema técnico 

Un objetivo de la presente invención es dar a conocer una glucosidasa mutante glucosilada derivada de un termófilo 5
y, además, dar a conocer una composición enzimática que muestra eficiencia de degradación elevada en el proceso 
de hidrólisis de celulosa, particularmente lignocelulosa que contiene lignina, mezclando la glucosidasa anterior y 
celulasa. 

Solución al problema 10

Los inventores de la presente invención llevaron a cabo una investigación intensiva para conseguir el objetivo 
mencionado anteriormente. Como resultado, han descubierto que una glucosidasa mutante glucosilada derivada de 
un termófilo puede aplicarse a la degradación de celulosa. 

15
Es decir, la presente invención se compone de los siguientes medios técnicos. 

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

20
(i) preparar ADN que codifica una glucosidasa mutante derivada de un termófilo introduciendo una secuencia 
de ADN que codifica Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (en las que, X es un aminoácido excepto prolina) en ADN que 
codifica una glucosidasa derivada de un termófilo que está originalmente desprovista de una secuencia de 
glucosilación y, además, añadir una secuencia de ADN que codifica una secuencia señal de secreción al 
ADN que codifica la glucosidasa mutante, 25
(ii) introducir el ADN que codifica la glucosidasa mutante al que se le ha añadido la secuencia de ADN que 
codifica la secuencia señal de secreción en un microorganismo eucariota, de modo que una glucosidasa 
mutante codificada por el ADN de la glucosidasa mutante se exprese como una proteína secretora, y 
(iii) aislar y purificar la glucosidasa mutante expresada de este modo como una proteína secretora. 

30
(2) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, según (1), en el que la cadena de azúcares es una
cadena de azúcares de tipo rica en manosa. 
(3) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, según (1) o (2), en el que la glucosidasa derivada 
de un termófilo es una glucosidasa derivada de un termófilo seleccionado entre el grupo que comprende el 
género Sulofolobus, el género Thermoplasma, el género Caldivirgra, el género Thermosphaera, el género 35
Pyrococcus, el género Picrophilus, el género Caldivirgra y el género Fervidobacterium.
(4) El procedimiento para producir una glucosidasa, según cualquiera de (1) a (3), en el que la glucosidasa 
derivada de un termófilo es una proteína que comprende:  

(i) una secuencia de aminoácidos igual que cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas en SEQ 40
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 
(ii) una secuencia de aminoácidos que tiene el 85% o más de identidad con cualquiera de las secuencias de 
aminoácidos 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 β-glucosidasa. 45

(5) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, según cualquiera de (1) a (4), en el que el 
microorganismo eucariota es Pichia pastoris.
(6) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, según cualquiera de (1) a (5), en el que la 
secuencia señal de secreción es una secuencia señal de secreción de factor α.50
(7) El procedimiento para producir una glucosidasa mutante, según cualquiera de (1) a (6); en el que la 
glucosidasa mutante derivada de un termófilo comprende una secuencia de aminoácidos 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 composición enzimática para sacarificación de biomasa que comprende celulasa y la glucosidasa 55
mutante derivada de un termófilo obtenida mediante el procedimiento de producción, según cualquiera de (1) a 
(7).
(9) La composición enzimática para sacarificación de biomasa, según (8), en la que la celulasa es una mezcla de 
celulasas derivadas de hongos filamentosos. 
(10) La composición enzimática para sacarificación de biomasa, según (8) o (9), en la que la mezcla de celulasas 60
derivadas de hongos filamentosos es una mezcla de celulasas derivadas del género Trichoderma.
(11) Un procedimiento para hidrolizar biomasa, que comprende utilizar la composición enzimática, según 
cualquiera de (8) a (10). 
(12) El procedimiento para hidrolizar biomasa, según (11), que comprende filtrar una hidrolasa obtenida por la 
composición enzimática mencionada anteriormente a través de una membrana de ultrafiltración, y separar y 65
recuperar la composición enzimática utilizada. 
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4

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 invención  5

En comparación con la utilización de una glucosidasa derivada de un termófilo con una mezcla de celulasa no 
glucosilada, la glucosidasa mutante glucosilada derivada de un termófilo obtenida mediante la presente invención 
puede conseguir mayor eficiencia de degradación de celulosa en la hidrólisis de biomasa celulósica. Este efecto es 
prominente particularmente en la hidrólisis de lignocelulosa. Además, la glucosidasa mutante glucosilada derivada 10
de un termófilo, según la presente invención, tiene baja capacidad de adsorción para biomasa celulósica, 
particularmente para lignocelulosa, y para una membrana de ultrafiltración, y también para una membrana de 
ultrafiltración utilizada para la separación de una solución de azúcar del hidrolizado y, de este modo, consigue una 
excelente recuperación de enzimas del hidrolizado. 

15
Descripción breve de los dibujos  

[Figura 1] La figura 1 muestra un alineamiento de una β-glucosidasa derivada de Pyrococcus furiosus (PfuBGL) 
mostrada en SEQ ID NO: 4, una β-glucosidasa derivada de Trichoderma reesei (TriReBGL) mostrada en SEQ ID 
NO: 1 y una β-glucosidasa derivada de Aspergillus niger (AspNgBGL) mostrada en SEQ ID NO: 2 en el ejemplo 1. 20
La secuencia de glucosilación en SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 estaba subrayada, y el sitio de introducción de la 
secuencia de glucosilación (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 aminoácidos de SEQ ID NO: 6 (gPfuBGL) y 
las secuencias de aminoácidos 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 25
(FnGHFP) en el ejemplo 2. La secuencia de glucosilación Asn-Arg-Thr (N-R-T) insertada en la secuencia de SEQ ID 
NO: 6 estaba subrayada. Además, el sitio correspondiente al sitio de glucosilación 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 continuación de la figura 2-1. 30
[Figura 3] La figura 3 es un diagrama que muestra el patrón de bandas de electroforesis en gel de poliacrilamida 
para PfuBGL (izquierda) preparada en el ejemplo comparativo 1 y la PfuBGL mutante glucosilada preparada en el 
ejemplo 2 sin tratamiento con EndoH (derecha) y con tratamiento con EndoH (centro). Se confirma una reducción del 
peso molecular de la PfuBGL mutante glucosilada mediante tratamiento con EndoH. 
[Figura 4] La figura 4 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la enzima 35
midiendo los cambios de la cantidad de glucosa producida por degradación de celobiosa mediante PfuBGL en un 
tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 4. 
[Figura 5] La figura 5 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la enzima 
midiendo los cambios de la cantidad de glucosa producida por degradación de celobiosa mediante la PfuBGL 
mutante glucosilada en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 4. 40
[Figura 6] La figura 6 es un gráfico que muestra los resultados de la comparación de los cambios de la cantidad de 
glucosa producida entre el caso en el que a una composición enzimática que contenía una celulasa derivada del 
género Trichoderma + la PfuBGL mutante glucosilada se le permitió actuar sobre el sustrato de lignocelulosa y el 
caso en el que a una composición enzimática que contenía una celulasa derivada del género Trichoderma + PfuBGL 
se le permitió actuar sobre el sustrato de lignocelulosa en el ejemplo 5. Como sustrato, se utilizó lignocelulosa al 5% 45
en peso, y se dejó proseguir a las reacciones hasta 28 horas a 50°C, y el producto de reacción se muestreó según 
era apropiado y se midió para conocer la concentración de glucosa. Se añadió celulasa a 0,5 mg/ml y se añadió 
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 básica de una cadena de azúcares unida a N. En la 
estructura básica de una cadena de azúcares unida a N, dos residuos de N-acetilglucosamina y, además, tres 50
residuos de manosa están unidos a la cadena lateral de Asn de una glucosidasa derivada de un termófilo. 
[Figura 8] La figura 8 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la enzima 
midiendo los cambios de la actividad residual de AggBGY (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en degradación 
de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 9] La figura 9 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la enzima 55
midiendo los cambios de la actividad residual de la AggBGY mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas de 
calentamiento) en degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 10] La figura 10 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la 
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de CmGHFP (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en 
degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 60
[Figura 11] La figura 11 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación 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 degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 12] La figura 12 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la 
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de SaBGAL (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en 65
degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
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[Figura 13] La figura 13 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación 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 degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 14] La figura 14 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la 
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de SsoBGAL (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en 5
degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 15] La figura 15 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la 
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de la SsoBGAL mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas 
de calentamiento) en degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 16] La figura 16 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la 10
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de PtBGAL (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en 
degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 17] La figura 17 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación 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 degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 15
[Figura 18] La figura 18 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la 
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de TvBGAL (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en 
degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 19] La figura 19 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la 
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de la TvBGAL mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas de 20
calentamiento) en degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 20] La figura 20 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la 
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de FnGHFP (valor relativo a 0 horas de calentamiento) en 
degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 
[Figura 21] La figura 21 es un gráfico que muestra los resultados de la evaluación de estabilidad térmica de la 25
enzima midiendo los cambios de la actividad residual de la FnGHFP mutante glucosilada (valor relativo a 0 horas de 
calentamiento) en degradación de celobiosa en un tiempo de retención de calor de 50 a 90°C en el ejemplo 12. 

Descripción de realizaciones  
30

A continuación en el presente documento, la presente invención se describirá en detalle. 

La “glucosidasa” en la presente invención se refiere a una enzima que tiene una actividad de hidrolizar un disacárido 
que tiene un enlace β-glucosídico (es decir, la actividad β-glucosidasa). Aunque un grupo de enzimas pertenecientes 
a β-glucosidasa se enumera en la comisión enzimática (Enzyme Commission) (EC) No: EC 3.2.1.21, una proteína 35
que no pertenece a β-glucosidasa en términos de número de la EC pero que tiene la actividad β-glucosidasa 
mencionada anteriormente, también está abarcada por glucosidasa en la presente invención. Los ejemplos de la 
glucosidasa incluyen galactosidasa, manosidasa y una proteína de la familia de enlace glucosídico hidrolasa. 

En la presente invención, un termófilo es un término genérico para un grupo de microorganismos que pueden vivir a 40
50°C o más y, particularmente, un hipertermófilo se refiere a un grupo de microorganismos que pueden vivir a 80°C 
o más. Los ejemplos del termófilo incluyen 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.

45
La glucosidasa derivada de un termófilo es conocida públicamente y, por ejemplo, está registrada en el GenBank 
como NP_577802, que puede utilizarse en la presente invención. Preferentemente, la glucosidasa derivada de un 
termófilo tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20. Más 
preferentemente, la glucosidasa derivada de un termófilo consta de la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ 
ID NO: 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20. En la presente invención, la glucosidasa derivada de un termófilo también 50
abarca una proteína que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 que ha sido 
sometida a una o múltiple deleción, sustitución, adición o inserción, o deleción, sustitución, adición o inserción de 
uno o una pluralidad de aminoácidos, y que tiene una actividad β-glucosidasa. En este caso, el alcance de “uno o 
una pluralidad” no está particularmente limitado; sin embargo, es preferentemente 10 o menos, más preferentemente 
cinco o menos, de forma particularmente preferente cuatro o menos, o uno o dos. Además, en la presente invención, 55
la glucosidasa derivada de un termófilo también abarca una proteína que tiene una secuencia de aminoácidos con el 
85% o más, más preferentemente el 90% o más, y de la forma más preferente el 95% o más de identidad con la 
secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 4, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 según el cálculo utilizando la 
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) en el National Center for Biological Information y similares 
(por ejemplo, parámetro o parámetros por defecto, es decir, el parámetro o parámetros establecidos inicialmente), 60
que constan, preferentemente, de la secuencia de aminoácidos anterior, y que tiene la actividad β-glucosidasa. En 
este caso, el término “identidad” se refiere al porcentaje de los residuos de aminoácidos idénticos y aminoácidos 
homólogos con respecto a los residuos de aminoácidos totales solapantes en el alineamiento óptimo cuando dos 
secuencias de aminoácidos se alinean con o sin un espacio introducido entre las secuencias de aminoácidos. La 
identidad puede obtenerse usando un procedimiento conocido habitualmente por los expertos en la materia, 65
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software de análisis de secuencia (un algoritmo conocido públicamente tal como BLAST y FASTA), y similares. La 
“actividad β-glucosidasa” es tal como se ha definido anteriormente, y esta actividad puede medirse, por ejemplo, 
añadiendo una solución enzimática a una solución de sustrato de celobiosa obtenida disolviendo celobiosa en un 
tampón de ácido acético - acetato sódico 50 mM (pH 5,0), permitiendo a la reacción proseguir de 30 a 85°C durante 
30 minutos, finalizando la reacción cambiando el pH según sea necesario, y cuantificando la concentración de 5
glucosa en la solución de reacción resultante utilizando un kit de cuantificación de glucosa. 

En la presente invención, la “glucosidasa derivada de un termófilo” no abarca una glucosidasa que tiene de forma 
natural una secuencia de glucosilación en su secuencia de aminoácidos, y está limitada a una glucosidasa que está 
desprovista de forma natural de una secuencia de glucosilación. 10

Una “cadena de azúcares”, tal como se utiliza en la presente invención, tiene una estructura en la que 
monosacáridos están unidos mediante un enlace glucosídico, y está unida de forma terminal a la cadena lateral de 
aminoácidos de la secuencia peptídica de la glucosidasa derivada de un termófilo mediante la formación de enlaces 
covalentes. La presencia o ausencia de “cadena de azúcares” puede confirmarse tiñendo glucosidasa separada por 15
electroforesis SDS mediante una reacción ácido-base de Schiff (PAS) periódica conocida en general. 

Una cadena de azúcares se clasifica principalmente en una cadena de azúcares unida a N, que se une a la cadena
lateral de asparagina, y una cadena de azúcares unida a O, que se une a las cadenas laterales de serina y treonina, 
y la cadena de azúcares es, preferentemente, una cadena de azúcares unida a N. Para una cadena de azúcares 20
unida a N, una estructura que tiene un esqueleto básico 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 
azúcar están unidas adicionalmente a esta estructura básica mediante la acción enzimática, con lo que se 
componen diversas cadenas de azúcares. La estructura de la cadena de azúcares varía dependiendo del tipo de 
microorganismo utilizado como huésped, la condición de cultivo del huésped y similares. La glucosidasa derivada de 25
un termófilo glucosilada se refiere a un compuesto al que están fijadas diversas estructuras de cadena de azúcares. 

Si la cadena de azúcares unida a la glucosidasa derivada de un termófilo está unida a N o unida a O puede 
confirmarse, por ejemplo, permitiendo que cada una de glucanasa unida a N que hidroliza específicamente la 
sección terminal de una cadena de azúcares unida a N y glucanasa unida a O que hidroliza específicamente la 30
sección terminal de una cadena de azúcares unida a O para actuar sobre la glucosidasa, realizando electroforesis 
SDS, y a continuación 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-β-N-acetilglucosaminidasa derivada de Streptomyces plicatus, y similares. Además, como la 
glucanasa unida a O, pueden utilizarse endo-α-N-acetilgalactosaminidasa derivada de Streptococcus y similares. 35

La cadena de azúcares en la glucosidasa mutante de la presente invención es, preferentemente, una de tipo rica en 
manosa. En este caso, la expresión “de tipo rica en manosa” se refiere a una cadena de azúcares unida a N en la 
que cuatro o más residuos de manosa están unidos por dos residuos de N-acetilglucosamina o residuos de 
glucosamina que componen la cadena de azúcares. Como el azúcar diferente de manosa, pueden estar contenidos 40
otros monosacáridos tales como glucosa. Cuando está contenida glucosa, ésta está normalmente unida al extremo 
no reductor de manosa de una cadena de azúcares de tipo rica en manosa. 

Los ejemplos de una cadena de azúcares unida a N diferentes de una de tipo rica en manosa incluyen una cadena 
de azúcares de tipo de complejo. Un tipo de complejo se caracteriza por contener, como azúcar diferente de manosa 45
y N-acetilglucosamina, diversos tipos de azúcares tales como fructosa y ácido siálico como sus componentes. En 
comparación con una de tipo rica en manosa, la relación de N-acetilglucosamina en una cadena de azúcares se 
incrementa, y la relación de manosa con respecto a dos residuos de N-acetilglucosamina es de tres o menos. 

Si una cadena de azúcares unida a N dada es o no una de tipo rica en manosa o un tipo híbrido puede confirmarse, 50
por ejemplo, transfiriendo glucosidasa que se ha sometido a electroforesis a una membrana de PVDF, haciéndole 
reaccionar con lectina específica de cadena de azúcares, y examinando el desarrollo de color. Los ejemplos de la 
lectina específica de cadena de azúcares 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 
tiñe con ConA, puede confirmarse como una cadena de azúcares unida a N de tipo rica en manosa, mientras que si 55
se tiñe con RCA120, puede confirmarse como una cadena de azúcares unida a N de tipo híbrido. Además, como 
otra técnica de valoración, la estructura de la cadena de azúcares puede confirmarse separando el azúcar que
compone la cadena de azúcares de glucosidasa purificada suficientemente y cuantificando el componente 
monosacarídico del azúcar separado de este modo analizándolo con MALDI-TOF/MS o HPLC. 

60
La “secuencia de glucosilación” se refiere a la secuencia de aminoácidos de la parte que es sometida a glucosilación 
en el proceso de expresión y traducción en un organismo eucariota. 

Los ejemplos de la secuencia de glucosilación incluyen la secuencia consenso de una cadena de azúcares unida a 
N, que es Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (en las que, X es un aminoácido excepto prolina), y la secuencia consenso de una 65
cadena de azúcares unida a O, que es Cys-X-Ser-X-Pro-Cys (en la que, X es un aminoácido excepto prolina); sin 
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embargo, la secuencia de glucosilación no está limitada a éstas. Preferentemente, la secuencia de glucosilación es 
la secuencia consenso de una cadena de azúcares unida a N. En este caso, los ejemplos de aminoácido excepto 
prolina incluyen Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr, Trp, Met, Cys, Ser, Thr, Asp, Glu, His, Lys, Arg, Asn y Gln. 

La glucosidasa mutante glucosilada derivada de un termófilo, según la presente invención, (a continuación, en el 5
presente documento, denominada como “glucosidasa mutante”) se refiere a una glucosidasa mutante que resulta de 
la introducción de la secuencia de aminoácidos que compone la secuencia de glucosilación mencionada
anteriormente en la secuencia de aminoácidos mencionada anteriormente de una glucosidasa derivada de un 
termófilo, en la que la secuencia de aminoácidos se glucosila selectivamente. Pueden introducirse una o dos o más 
secuencias de glucosilación, y estas secuencias pueden ser todas iguales o contener múltiples tipos de secuencias 10
de glucosilación. 

Como sitio de introducción de la secuencia de glucosilación, se selecciona preferentemente una posición tal que no 
inactiva la actividad enzimática original mediante la introducción. El procedimiento para determinar dicho sitio de 
introducción de la secuencia de glucosilación puede llevarse a cabo mediante las siguientes etapa 1) y etapa 2). 15

Etapa 1) Realizar el análisis de alineamiento de la secuencia de aminoácidos entre una glucosidasa derivada de 
hongos filamentosos que posee de forma natural una secuencia de glucosilación y una glucosidasa derivada de un 
termófilo que está desprovista de forma natural de una secuencia de glucosilación para aclarar una relación 
posicional relativa de la secuencia de glucosilación de la glucosidasa derivada de hongos filamentosos en la 20
glucosidasa derivada de un termófilo para especificar el sitio de introducción de la secuencia de glucosilación. 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 glucosilación es, preferentemente, 
una glucosidasa derivada del género Trichoderma o una glucosidasa derivada del género Aspergillosis. Las 
secuencias de aminoácidos de estas glucosidasas derivadas de hongos filamentosos son conocidas públicamente y, 25
preferentemente, se utiliza una β-glucosidasa derivada de Trichoderma reesei que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o una β-glucosidasa derivada de Aspergillus niger que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 2. 

Etapa 2) A continuación, confirmar si el sitio de introducción de la secuencia de glucosilación en la glucosidasa 30
derivada de un termófilo que ha sido especificada por el análisis de alineamiento mencionado anteriormente está 
presente sobre la superficie de la enzima. Si ésta está o no presente sobre la superficie de la enzima puede 
averiguarse utilizando la estructura cristalina de la glucosidasa derivada de un termófilo objetivo. Dicha estructura 
cristalina puede recuperarse de una base de datos tal como Protein Data Bank si es conocida. Además, una 
estructura cristalina puede obtenerse realizando en realidad cristalografía por rayos X, etc. 35

En la presente invención, el sitio de introducción de la secuencia de glucosilación 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. 

40
Etapa 3) Obtener el área superficial accesible (ASA) (Å2) del residuo de aminoácido mediante software analítico y, 
en base al valor obtenido de este modo, seleccionar el residuo de aminoácido que está expuesto cerca de la 
superficie de la glucosidasa derivada de un termófilo. El ASA de cada residuo de aminoácido puede calcularse 
utilizando software analítico de ASA tal como AREAIMOL (paquete ccp4) (Collaborative Computing Project Number
4 (CCP4) of UK Science and Engineering Research Council) (“Proyecto colaborativo de computación número 4 45
(CCP4) del consejo de investigación de ciencia e ingeniería del RU”), SURFace (grupo Barry Honig, the Department 
of Biochemistry and Molecular Biophysics and Center of Computational Biology and Bioinformatics of Columbia 
(“Departamento de bioquímica y biofísica molecular y centro de biología computacional y bioinformática 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 bioinformática”), todos los cuales 50
pueden obtenerse de páginas web. Si se calcula que un residuo de aminoácido tiene un ASA de 1 Å2 o mayor, 
entonces se supone que está expuesta a la superficie, y como sitio de introducción de la secuencia de glucosilación, 
se selecciona preferentemente un residuo de aminoácido con un ASA de 2 Å2 o más. Particularmente, para 
introducir los tres residuos de aminoácidos (Asn-X-Ser o Asn-X-Thr: X es un aminoácido excepto prolina), que 
forman la secuencia consenso para una cadena de azúcares unida a N, es preferente seleccionar una parte que 55
contiene tres o más aminoácidos consecutivos con un ASA de 2 Å2 o más. 

Etapa 4) Seleccionar, de entre los sitios de introducción de la secuencia de glucosilación en una glucosidasa 
derivada de un termófilo seleccionada mediante la etapa 3) anteriormente, una posición que está demasiado lejos 
del sitio activo de la enzima de la glucosidasa derivada de un termófilo para causar una reducción de la actividad60
enzimática mediante introducción de la secuencia de glucosilación. La distancia desde el sitio activo de la enzima 
puede averiguarse utilizando la estructura cristalina de la glucosidasa derivada de un termófilo objetivo de una 
manera similar a la anterior. Específicamente, después de excluir los residuos de aminoácidos dentro de una 
distancia de 3,5 Å desde el sitio activo de la enzima, se selecciona preferentemente el residuo de aminoácido que 
está más alejado que esta distancia. 65
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Por ejemplo, la aplicación de la etapa 3) y la etapa 4) mencionadas anteriormente a PfuBGL representada mediante 
la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 será de la siguiente manera. En primer lugar, utilizando AREAIMOL 
(paquete ccp4), se calcula el ASA suponiendo que la molécula de disolvente tiene 1,4 Å, y el residuo de aminoácido 
con un ASA de 2 Å2 o más es excluido (Tabla 1 (i)). Posteriormente, se extrae una parte que contiene tres o más 
aminoácidos consecutivos con un ASA de 2 Å2 o más (Tabla 1 (ii)). Además, en base a la información de la 5
estructura cristalina de PfuBGL, se especifican los residuos de aminoácidos dentro de una distancia de 3,5 Å del 
sitio activo de la enzima (23 residuos de S13, R78, N207, I263, I303, G304, V305, N306, Y307, S343, D344, L367, 
I370, I371, T372, D378, R384, Y387, H391, D404, V405, R406, N407, Y408, L409, H410, W411 y F427) y a 
continuación se excluyen. Como resultado, puede seleccionarse el sitio de introducción de la secuencia de 
glucosilación (Tabla 1 (iii)).  10

[Tabla 1] 
Ejemplo de selección del sitio de introducción de la secuencia de glucosilación en PfuBGL 
(i) Residuos de aminoácidos con un ASA de 2 Å2 o más 

M1-M9, F17-F19, G22-G25, E27-V34, H37-E40, I42-L51, E53, N54, Y58-Q64, D67, I68, E70, I68, 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, I162, 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, I242, I246, 

Y249, D250, K253-S259, A265-E279, E281-D287, E289, T292, I293, H295-W302, Y308, R310-Y313, A315-Y326, 

F328-R340, D344, F345, W374, Y350-E352, E355, N356, K359, Y360, N362-P368, I370, 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 

(ii) Entre (i), una parte que contiene tres o más residuos de aminoácidos consecutivos 

M1-M9, F17-F19, G22-G25, E27-V34, H37-E40, I42-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 (ii), un residuo de aminoácido alejado del sitio activo de la enzima 3,5 Å o más 

M1-M9, F17-F19, G22-G25, E27-V34, H37-E40, I42-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 introducción de la secuencia de glucosilación está presente en un sitio o, preferentemente, en de dos a 
cinco sitios. 15

En la presente invención, el término “introducción” indica que la secuencia de glucosilación mencionada
anteriormente se traduce en un polipéptido. Es decir, en la secuencia de aminoácidos original de una glucosidasa 
derivada de un termófilo, la secuencia de glucosilación mencionada anteriormente puede sustituir a la secuencia de 
aminoácidos existente, o puede insertarse en la secuencia de aminoácidos existente. Es decir, en el caso de 20
sustitución, la longitud del polipéptido permanece inalterada con respecto a antes de la mutación, mientras que en el 
caso de inserción, la longitud del polipéptido se vuelve más larga por la longitud de la secuencia de glucosilación 
insertada. Sin embargo, desde el punto de vista de retención de la actividad enzimática, la introducción de la 
secuencia de glucosilación preferentemente tiene lugar mediante sustitución de la secuencia de aminoácidos 
existente. 25

Además, como la secuencia de glucosilación a introducir, puede adoptarse cualquiera de las secuencias de 
glucosilación mencionadas anteriormente y, como X, puede utilizarse cualquier aminoácido excepto prolina; sin 
embargo, debe seleccionarse una secuencia de glucosilación y un aminoácido que se espera que tengan poco 
impacto cuando se introducen como una mutación. Por ejemplo, en el caso de una sustitución de aminoácidos, es 30
deseable una sustitución de aminoácidos conservativa. La sustitución de aminoácidos conservativa se refiere a una 
sustitución que tiene lugar entre los aminoácidos que tienen propiedades eléctricas, propiedades estructurales, 
polaridad o hidrofobicidad similares, etc., y se espera que la sustitución entre estos aminoácidos similares no altere 
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el fenotipo de la proteína. Los ejemplos incluyen un aminoácido básico (Lys, Arg e His), un aminoácido ácido (Glu y 
Asp), un aminoácido aromático (Trp, Phe, Tyr e His), un aminoácido ramificado (Val, Ile y Thr), un aminoácido polar 
(Ser, Thr, Tyr, Cys, Met, Gln, Asn y Gly) y un aminoácido hidrófobo (Ala, Val, Leu e Ile). 

En una realización, utilizando la técnica mencionada anteriormente, el sitio de introducción de la secuencia de 5
glucosilación en la secuencia de aminoácidos (SEQ ID NO: 4) de la β-glucosidasa derivada de Pyrococcus furiosus

puede especificarse como H60-L61-Y62 (figura 1). 

Además, según la presente invención, utilizando la secuencia de aminoácidos de la glucosidasa derivada de un 
termófilo en la que el sitio de introducción de la secuencia de glucosilación se determina en la técnica mencionada 10
anteriormente, el sitio de introducción de la secuencia de glucosilación puede determinarse también en otra 
glucosidasa derivada de un termófilo que tiene la secuencia de aminoácidos que es altamente idéntica a la 
secuencia de aminoácidos anterior. Por ejemplo, después de determinar el sitio de introducción de la secuencia de 
glucosilación en la β-glucosidasa derivada de Pyrococcus furiosus mostrada en SEQ ID NO: 4 mediante la técnica 
mencionada anteriormente, se realiza un análisis de alineamiento con respecto a otra enzima que tiene la secuencia 15
de aminoácidos que tiene alta identidad con la β-glucosidasa mostrada en la SEQ ID NO: 4, y la posición en la 
secuencia de aminoácidos de esta enzima que corresponde al sitio de introducción determinado en SEQ ID NO: 4 
(por ejemplo, H60-L61-Y62) puede determinarse como el sitio de introducción de la secuencia de glucosilación. Los 
ejemplos de otra enzima que tiene la secuencia de aminoácidos que tiene alta identidad con la β-glucosidasa 
mostrada en la SEQ ID NO: 4 incluyen las enzimas que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas en SEQ ID 20
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 realización, utilizando la técnica mencionada anteriormente, el sitio de introducción de la secuencia de 
glucosilación en las secuencias de aminoácidos 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, 25
D60-L61-Y62, G61-N62-Y63, G61-N62-Y63, D58-L59-Y60, N63-N64-Y65 y K63-Q64-Y65, respectivamente (figura 
2-1 y figura 2-2). 

En una realización, la glucosidasa mutante, según la presente invención, comprende, por ejemplo, la secuencia de 
aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 6. Preferentemente, la glucosidasa mutante, según la presente invención, 30
consta de, por ejemplo, la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 6. 

En la presente invención, la actividad glucosidasa se refiere a la actividad de degradación de celobiosa. Es decir, es 
una actividad de catalizar la reacción para producir glucosa mediante hidrólisis de celobiosa, cuando se utiliza como 
un sustrato. La glucosidasa mutante de la presente invención conserva, preferentemente, el 40% o más, más 35
preferentemente, el 50% o más, aún más preferentemente, el 60% o más y, de forma particularmente preferente, el 
70% o más actividad con respecto a la actividad de degradación de celobiosa de la glucosidasa de tipo silvestre. La 
actividad de degradación de celobiosa de la glucosidasa mutante de la presente invención con respecto al tipo 
silvestre puede evaluarse, por ejemplo, añadiendo la glucosidasa mutante o la glucosidasa de tipo silvestre a una 
solución tampón de celobiosa 10 mM / acetato 50 mM, llevando a cabo la reacción enzimática a 50°C, y a 40
continuación midiendo la cantidad de glucosa producida. En este caso, la cantidad de glucosa producida puede 
cuantificarse de acuerdo con una técnica conocida públicamente, tal como el procedimiento enzimático y HPLC. 

La glucosidasa mutante, según la presente invención, puede ser una obtenida mediante cualquier procedimiento; sin 
embargo, para que la secuencia de glucosilación introducida se glucosile selectivamente, la glucosidasa mutante se 45
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 introducción de la secuencia de glucosilación en la secuencia de aminoácidos de 
una glucosidasa derivada de un termófilo mediante la técnica mencionada anteriormente, y a continuación 50
introduciendo ADN que codifica la secuencia de glucosilación en la parte de la secuencia de nucleótidos en ADN que
codifica la glucosidasa que corresponde al sitio de introducción. En este caso, el término “ADN” abarca cualquier 
ácido nucleico que codifica la glucosidasa o la secuencia de glucosilación, que puede ser ADNc, ADN genómico, un 
gen y similares. 

55
Los ejemplos de ADN que codifica una glucosidasa derivada de un termófilo incluyen ADN que codifica la 
glucosidasa derivada de un termófilo mencionada anteriormente, por ejemplo, ADN que comprende la secuencia de 
nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19, preferentemente, ADN que consta de las 
secuencias de nucleótidos anteriores. Además, ADN que codifica una glucosidasa derivada de un termófilo abarca 
ADN que comprende una secuencia de nucleótidos capaz de hibridar con ADN que consta de una secuencia de 60
nucleótidos complementaria a la secuencia de nucleótidos 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 nucleótidos anterior, y que codifica una
proteína que tiene la actividad β-glucosidasa. La condición rigurosa puede ser una condición poco rigurosa, una 
condición medianamente rigurosa o una condición muy rigurosa. La condición rigurosa incluye, por ejemplo, llevar a 
cabo hibridación en de 2 a 5 x SSC y SDS al 0,2% (en la que, 1 x SSC indica cloruro sódico 150 mM, citrato sódico 65
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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 condición rigurosa se describe, por ejemplo, en el documento Sambrook y otros, Molecular Cloning, A Laboratory 
Manual (“Manual de laboratorio”), 2ª edición, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Además, ADN que codifica 
una glucosidasa derivada de un termófilo abarca ADN que comprende la secuencia de nucleótidos mostrada en 
SEQ ID NO: 3, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 que ha sido sometida a una o múltiple, sustitución, adición o inserción, o 5
deleción, sustitución, adición o inserción de uno o una pluralidad de nucleótidos y que codifica una proteína que 
tiene la actividad β-glucosidasa. En este caso, el alcance de “uno o una pluralidad” no está particularmente limitado; 
sin embargo, es preferentemente 10 o menos, más preferentemente cinco o menos, de forma particularmente 
preferente cuatro o menos, o uno o dos. Además, ADN que codifica una glucosidasa derivada de un termófilo abarca 
ADN que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene el 85% o más, más preferentemente, el 90% o más y, 10
de la forma más preferente, el 95% o más de identidad con la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 3, 
7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 según el cálculo utilizando BLAST y similares (por ejemplo, parámetro o parámetros por 
defecto, es decir, el parámetro o parámetros establecidos inicialmente), preferentemente ADN que consta de la 
secuencia de nucleótidos anterior, y que codifica una proteína que tiene la actividad β-glucosidasa. 

15
Los ejemplos de ADN que codifica la secuencia de glucosilación incluyen ADN que codifica la secuencia de 
glucosilación mencionada anteriormente, y puede determinarse apropiadamente en consideración de los organismos 
huéspedes y la degeneración del código genético. 

Puede producirse ADN que codifica la secuencia de glucosilación en ADN que codifica una glucosidasa mediante 20
una técnica conocida públicamente tal como mutagénesis dirigida al sitio e introducción de una mutación específica 
por PCR (Sambrook y otros, descrito anteriormente). 

En una realización, los ejemplos de ADN que codifica la glucosidasa mutante incluyen ADN que comprende la 
secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 5. Preferentemente, los ejemplos de ADN que codifica la 25
glucosidasa mutante incluyen ADN que consta de la secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID NO: 5. En SEQ 
ID NO: 5, se introduce ADN que codifica la secuencia de glucosilación como -aaccgcact- en las posiciones 178 a 
186.

Además, puede añadirse ADN que codifica una secuencia señal de secreción que es adecuada para el huésped a 30
ADN que codifica la glucosidasa mutante mencionada anteriormente. La secuencia señal de secreción puede 
añadirse apropiadamente al extremo 5' o extremo 3' de ADN que codifica la glucosidasa mutante y, preferentemente, 
se añade al extremo 5'. También puede incorporarse ADN que codifica la secuencia señal de secreción en un vector 
de expresión por adelantado. Por ejemplo, cuando el huésped es levadura, se utilizan la secuencia señal de factor α,
la secuencia señal de α-amilasa, la secuencia señal de glucoamilasa, la secuencia señal de albúmina del suero, la 35
secuencia señal derivada de inulinasa, la secuencia señal de invertasa, la secuencia señal de proteína citotóxica, la 
secuencia señal de lisozima, y similares. Particularmente en Pichia pastoris, la secuencia señal de secreción de 
factor α es preferente. La secuencia señal de secreción de factor α es conocida públicamente y, por ejemplo, está 
registrada en el GenBank con NP_015137, que puede utilizarse en la presente invención. 

40
Cuando el género Trichoderma se utiliza como huésped, puede utilizarse la secuencia señal relacionada con 
celulasa. El género Trichoderma tiene una característica de secretar, como celulasa, celobiohidrolasa, xilanasa, 
endoglucanasa, xilosidasa y xiloglucanasa fuera de la célula, y estas enzimas tienen, cada una, una secuencia señal 
de secreción: estas secuencias señal son conocidas públicamente, y pueden utilizarse secuencias peptídicas que 
contienen estas secuencias señal uniéndolas funcionalmente a la glucosidasa mutante. 45

ADN que codifica la glucosidasa mutante que tiene una o más secuencias de glucosilación que pueden someterse a 
glucosilación por una célula eucariota preparada como anteriormente está unido cadena abajo del promotor en un 
vector de expresión apropiado utilizando una enzima de restricción y una ADN ligasa, con lo que puede producirse 
un vector de expresión que porta el ADN. 50

Los ejemplos del vector de expresión incluyen un plásmido bacteriano, un plásmido 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 glucosilación sea factible en la célula huésped. Los ejemplos del 55
vector de expresión incluyen, cuando el huésped es levadura, pPink-HC, pPink-LC, pPinkα-HC, pPCIZ, pPCIZα,
pPCI6, pPCI6α, pFLD1, pFLD1α, pGAPZ, pGAPZα, pPIC9K y pPIC9. 

Como promotor, puede utilizarse cualquier promotor siempre que sea un promotor adecuado que corresponda al 
huésped a utilizar para expresión génica, y puede ser un promotor constitutivo o un promotor inducible. Los ejemplos 60
del promotor incluyen, cuando el huésped es levadura, el promotor AOX1, el promotor TEF1, el promotor ADE2, el 
promotor CYC1, el promotor GALL1, el promotor AOX2, el promotor YPT1, el promotor GAP y el promotor FLD. 

La célula huésped que se utilizará en la presente invención puede ser cualquier célula huésped siempre que tenga el 
mecanismo de glucosilación. Los ejemplos preferentes de la célula huésped incluyen una célula de levadura, una 65
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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. Más preferentemente, la célula huésped en una célula de levadura y, aún más preferentemente, es Pichia 5
pastoris.

La transformación o transfección puede llevarse a cabo mediante un procedimiento conocido públicamente, tal como 
el procedimiento de fosfato cálcico y electroporación. La glucosidasa mutante puede obtenerse expresándola en la 
célula huésped que ha sido transformada o transfectada, tal como se ha descrito anteriormente, bajo el control del 10
promotor, y a continuación recogiendo el producto de expresión. Para expresión 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 inducción química tal como la adición de isopropil-1-tio-β-D-galactósido 
(IPTG), y a continuación la célula se cultiva además durante cierto periodo de tiempo. 

15
Cuando la glucosidasa mutante es excretada fuera de la célula, se purifica directamente del medio. Cuando la 
glucosidasa mutante está presente fuera de la célula, la célula es destruida mediante medios físicos tales como 
desintegración ultrasónica y desintegración mecánica o mediante medios químicos tales como un agente de lisis 
celular, y a continuación la glucosidasa mutante se purifica. La glucosidasa mutante puede purificarse parcial o 
totalmente del medio de la célula recombinante mediante una combinación de técnicas tal como precipitación con 20
sulfato de amonio o precipitación con etanol, extracción con ácido, cromatografía de intercambio aniónico o 
catiónico, cromatografía de alto rendimiento de fase inversa, cromatografía por afinidad, cromatografía por filtración 
en gel y electroforesis. 

En la hidrólisis de biomasa celulósica, la glucosidasa mutante glucosilada de la presente invención tiene resistencia 25
térmica superior y puede conseguir una eficiencia de degradación 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 más veces tan elevada como la eficiencia de 
degradación de celulosa conseguida cuando una glucosidasa derivada de un termófilo se utiliza con una mezcla de 
celulasa no glucosilada. La glucosidasa mutante de la presente invención puede aplicarse a biomasa celulósica tal 
como biomasa celulósica que contiene un componente de lignina, Avicel que casi no contiene ningún componente 30
de lignina, Solka Floc, y pasta industrial, y puede conseguir eficiencia de degradación de celulosa profunda
particularmente en biomasa celulósica que contiene un componente de lignina. 

La glucosidasa mutante obtenida como anteriormente puede utilizarse como una composición enzimática para 
sacarificación de biomasa mezclando con celulasa. La “celulasa”, tal como se utiliza en el presente documento, no 35
está particularmente limitada siempre que sea una enzima que tenga una actividad de degradación de celulosa, y 
puede ser una mezcla de uno o más tipos de celulasas. Los ejemplos de dicha enzima incluyen celulasa, 
hemicelulasa, celobiohidrolasa, endoglucanasa, exoglucanasa, xilanasa y mananasa. 

La celulasa utilizada en la presente invención es, preferentemente, una mezcla de celulasas derivadas de hongos 40
filamentosos. La mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos es una mezcla que contiene, como mínimo, 
tanto endoglucanasa como celobiohidrolasa. Para llevar a cabo sacarificación de celulosa más eficiente, es 
preferente una mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos que contiene dos o más tipos de 
endoglucanasas y/o dos o más tipos de celobiohidrolasas. Los ejemplos del microorganismo que produce la mezcla 
mencionada anteriormente de celulasas derivadas de hongos filamentosos incluyen el género Trichoderma, el 45
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 líquido, el medio de cultivo líquido puede utilizarse directamente como 
una mezcla sin purificar de celulasas derivadas de hongos filamentosos, o una preparación obtenida de un producto 
purificado del medio de cultivo líquido puede utilizarse como la mezcla de celulasas derivadas de hongos 50
filamentosos. La mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos puede contener simultáneamente una β-
glucosidasa producida por el microorganismo; sin embargo, considerando que no existe en una cantidad adecuada
para la degradación de celulosa y, además, es claramente distinguible de la β-glucosidasa derivada del género 
Pyrococcus tal como se describirá más adelante, la β-glucosidasa, producida por el microorganismo que produce 
celulasa también está abarcada por celulasa en la presente invención. Cuando se utiliza una preparación obtenida 55
de un producto purificado del medio de cultivo líquido mencionado anteriormente, puede añadirse 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 preparación de celulasa. 

La mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos utilizada en la presente invención es, preferentemente, 60
una mezcla de celulasas producidas por el género Trichoderma. El género Trichoderma produce una mezcla de 
celulasas que contiene, como mínimo, dos tipos de endoglucanasas y, como mínimo, dos tipos de celobiohidrolasas 
en el medio de cultivo líquido, y una mezcla de celulasas preparadas a partir de dicho medio de cultivo líquido se 
utiliza preferentemente en la presente invención. Entre los organismos que pertenecen al género Trichoderma, una 
mezcla de celulasas derivadas de Trichoderma reesei es más preferente. Los ejemplos de la mezcla de celulasas 65
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. Además, 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 mutágeno, irradiación con rayos ultravioleta, o similares. 5

La mezcla de celulasas derivadas del género Trichoderma utilizada en la presente invención es una composición 
enzimática que contiene una pluralidad de componentes enzimáticos tales como celobiohidrolasa, endoglucanasa, 
exoglucanasa, β-glucosidasa, xilanasa y xilosidasa. La mezcla de celulasas derivadas del género Trichoderma

puede llevar a cabo hidrólisis eficaz de celulosa debido al efecto concertado o el efecto complementario de una 10
pluralidad de componentes enzimáticos en la hidrólisis de celulosa. 

Celobiohidrolasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por comenzar la hidrólisis a partir de la 
sección terminal de celulosa, y un grupo de enzimas que pertenecen a celobiohidrolasa se enumera en EC No: 
EC3.2.1.91. 15

Endoglucanasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por comenzar la hidrólisis 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. 

20
Exoglucanasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por comenzar la hidrólisis 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. 

β-glucosidasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por actuar sobre celooligosacáridos o 25
celobiosa, y un grupo de enzimas que pertenecen a β-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. 

30
Xilosidasa es un término genérico para celulasa que se caracteriza por actuar sobre xilooligosacáridos, y un grupo 
de enzimas que pertenecen a xilosidasa se enumera en EC No: EC3.2.1.37. 

En la presente invención, se utiliza biomasa que contiene celulosa como sustrato de la reacción enzimática. La 
biomasa que contiene celulosa es celulosa que se deriva ampliamente de biomasa vegetal. Más específicamente, la 35
biomasa que contiene celulosa es bagazo, forraje de maíz, mazorca de maíz, pasto de aguja, paja de arroz, paja de 
trigo, árboles, materiales leñosos, residuos de material de construcción, periódicos, papel usado, pasta y similares. 
Aunque la biomasa que contiene celulosa anterior contiene una impureza tal como el compuesto aromático 
macromolecular lignina y hemicelulosa, biomasa que contiene celulosa en la que lignina y hemicelulosa están 
parcialmente degradadas utilizando un ácido, un álcali, agua caliente presurizada, y similares como pretratamiento 40
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 reacción 
enzimática. 

Como biomasa que contiene celulosa utilizada en la presente invención, puede utilizarse una que ha sido sometida a 45
pretratamiento tal como tratamiento con amoníaco, tratamiento con ácido sulfúrico diluido, y tratamiento hidrotérmico 
mediante una técnica conocida públicamente. 

Para tratamiento con amoníaco, pueden aplicarse los procedimientos descritos en la publicación de patente 
japonesa (Kokai) No. 2008-161125 A y la publicación de patente japonesa (Kokai) No. 2008-535664 A. 50
Específicamente, a la biomasa, se le añade amoníaco a una concentración 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 amoníaco a añadir puede estar en estado 
líquido o en estado gaseoso. Cuando el amoníaco está en estado líquido, puede utilizarse amoníaco líquido o una 
solución acuosa de amoníaco. El número de tratamientos no está particularmente limitado, y puede realizarse, como 
mínimo, una vez. Cuando el tratamiento se realiza dos veces o más, el primer tratamiento y el segundo tratamiento 55
pueden realizarse en diferentes condiciones. El producto obtenido mediante el tratamiento con amoníaco necesita 
ser sometido a neutralización de amoníaco o eliminación de amoníaco antes de realizar la reacción de hidrólisis. La 
neutralización puede realizarse en un líquido que sigue conteniendo un contenido sólido o una fracción líquida a 
partir de la cual se ha separado el contenido sólido. Un reactivo ácido utilizado para neutralización no está 
particularmente limitado. El amoníaco también puede eliminarse mediante volatilización en estado gaseoso 60
manteniendo el producto tratado con amoníaco en la condición de presión reducida. En ese caso, el amoníaco que
ha sido eliminado puede recuperarse y reciclarse. 

El tratamiento hidrotérmico puede realizarse, por ejemplo, añadiendo agua de modo que la biomasa que contiene 
celulosa sea del 0,1 al 50% en peso, y tratando la solución resultante a una temperatura de 100 a 400°C durante de 65
un segundo a 60 minutos. El número de tratamientos no está particularmente limitado, y puede realizarse, como 
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mínimo, una vez. Cuando el tratamiento se realiza dos veces o más, el primer tratamiento y el segundo tratamiento 
pueden realizarse en diferentes condiciones. 

Para tratamiento con ácido sulfúrico diluido, por ejemplo, la concentración de ácido sulfúrico es, preferentemente, del 
0,1 al 15% en peso, más preferentemente, del 0,5 al 5% en peso. La temperatura de reacción puede establecerse 5
en un intervalo de 100 a 300°C, preferentemente, a de 120 a 250°C. El tiempo de reacción puede establecerse en 
un intervalo de un segundo a 60 minutos. El número de tratamientos no está particularmente limitado, y puede 
realizarse, como mínimo, una vez. Cuando el tratamiento se realiza dos veces o más, el primer tratamiento y el 
segundo tratamiento pueden realizarse en diferentes condiciones. Dado que el hidrolizado obtenido mediante el 
tratamiento con ácido sulfúrico diluido contiene un ácido, es necesario neutralizado antes de utilizarlo en la reacción 10
de hidrólisis. 

Respecto a la condición del tratamiento enzimático de biomasa que contiene celulosa en la presente invención, 
cuando se utiliza una composición enzimática para sacarificación de biomasa que contiene una celulasa derivada de 
hongos filamentosos y la glucosidasa mutante de la presente invención, el tratamiento se lleva a cabo 15
preferentemente a una temperatura de 40°C a 60°C, pH de 3 a 7, y una concentración de contenido sólido de 
biomasa que contiene celulosa del 0,1 al 30%. Estableciendo la condición del tratamiento enzimático en el intervalo 
anterior, la eficiencia de degradación de celulosa de una celulasa derivada de hongos filamentosos y una 
glucosidasa derivada de un termófilo puede maximizarse. Parte de la glucosidasa derivada de un termófilo tiene de 
forma natural una temperatura de reacción óptima de cerca de 100°C; sin embargo, la glucosidasa derivada de un 20
termófilo utilizada en la presente invención muestra una actividad específica 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 enzimático puede llevarse a cabo por lotes o de manera 
continua. 

25
Debido a una elevada actividad β-glucosidasa de la composición enzimática para sacarificación de biomasa que 
contiene la glucosidasa mutante de la presente invención, un líquido que contiene azúcar obtenido mediante 
hidrólisis de biomasa celulósica utilizando esta composición enzimática tiene características de tener un pequeño 
contenido de celobiosa pero una gran cantidad de glucosa. Por consiguiente, un líquido que contiene azúcar 
obtenido utilizando la composición enzimática para sacarificación de biomasa, según la presente invención, puede 30
utilizarse de forma favorable como fuente de carbono para el crecimiento de microorganismos o células cultivadas o 
para producción 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 panadería 
utilizada en la industria de la fermentación, 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 35
utilizarán pueden ser las aisladas a partir de entornos naturales o aquellas que tienen propiedades parcialmente 
modificadas mediante mutación y recombinación genética. Además, dado que un líquido que contiene azúcar 
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. Además, utilizando dicho líquido que contiene
azúcar como la materia prima de fermentación, pude producirse un producto químico. Los ejemplos específicos del 40
producto químico incluyen una sustancia que es producida en masa en la industria de la fermentación tal como un 
alcohol, un ácido orgánico, un aminoácido y un ácido nucleico, por ejemplo, un alcohol tal como etanol, 1,3-
propanodiol, 1,4-butanodiol y glicerol, un ácido orgánico tal como ácido acético, ácido láctico, ácido pirúvico, ácido 
succínico, ácido málico, ácido itacónico y ácido cítrico, un nucleósido tal como inosina y guanosina, un nucleótido tal 
como ácido inosínico y ácido guanílico, y un compuesto de amina tal como cadaverina. Además, el líquido que 45
contiene azúcar también puede aplicarse a la producción de una enzima, un antibiótico, una proteína recombinante, 
y así sucesivamente. 

El líquido que contiene azúcar obtenido mediante la hidrólisis de biomasa celulósica utilizando la composición 
enzimática para sacarificación de biomasa, según la presente invención, puede utilizarse como un líquido que 50
contiene azúcar después de eliminar los residuos sólidos no degradados según sea necesario, o utilizarse 
directamente como líquido que contiene azúcar con los residuos sólidos aún contenidos en su interior. 

En el procedimiento para hidrolizar biomasa utilizando la composición enzimática para sacarificación de biomasa, 
según la presente invención, la composición enzimática usada puede separarse y recuperarse del líquido que 55
contiene azúcar obtenido mediante el tratamiento enzimático de biomasa que contiene celulosa. Aunque el 
procedimiento de separación y recuperación no está particularmente limitado, en comparación con una glucosidasa 
no glucosilada convencional, la glucosidasa mutante de la presente invención tiene características de tener una 
capacidad de adsorción enormemente reducida para biomasa que contiene celulosa, particularmente para 
lignocelulosa y también para una membrana de ultrafiltración. Por lo tanto, para separación y recuperación de la 60
composición enzimática utilizada, se usa, preferentemente, un procedimiento de someter al hidrolizado a separación 
sólido-líquido según sea necesario, filtrar el líquido que contiene azúcar obtenido de este modo a través de una 
membrana de ultrafiltración, y separar y recuperar la composición enzimática como un líquido no permeable. 

Como técnica de separación sólido-líquido en el procedimiento para hidrolizar biomasa, según la presente invención, 65
puede utilizarse el procedimiento de filtración o el procedimiento de centrifugado. Los ejemplos del dispositivo para 
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llevar a cabo la separación sólido-líquido incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, un filtro de banda, un 
decantador de tornillo, una centrífuga continua, un filtro prensa y un rotofiltro. 

En el procedimiento para hidrolizar biomasa, según la presente invención, como membrana de ultrafiltración utilizada 
para separación y recuperación de la composición enzimática, pueden utilizarse las hechas de poliétersulfona (PES), 5
polisulfona (PS), poliacrilonitrilo (PAN), difluoruro de polivinilideno (PVDF), celulosa regenerada, celulosa, un éster 
de celulosa, polisulfona sulfonada, poliétersulfona sulfonada, poliolefina, alcohol polivinílico, polimetilmetacrilato, 
politetrafluoroetileno y similares. Entre ellos, desde el punto de vista de utilización a largo plazo, es preferente una 
membrana de ultrafiltración hecha de un polímero sintético diferente de celulosa. Generalmente, una membrana de 
ultrafiltración hecha de un polímero sintético tiene un problema de que una enzima (proteína) tiene elevada 10
capacidad de adsorción para dicha membrana. Sin embargo, la composición enzimática separada y recuperada en 
la presente invención tiene capacidad de adsorción reducida debido al efecto de glucosilación y, por lo tanto, se 
utiliza preferentemente. Con respecto al límite de peso molecular de la membrana de ultrafiltración utilizada en la 
presente invención, puede utilizarse una membrana de ultrafiltración que tiene un límite de peso molecular de 500 
Da a 100000 Da. Entre dichas membranas de ultrafiltración, particularmente, puede utilizarse de la forma más 15
preferente una con un límite de peso molecular que varía entre 10000 Da y 30000 Da, que puede separar y 
recuperar tanto la glucosidasa mutante de la presente invención como el componente de celulasa derivado de 
hongos filamentosos con buen rendimiento. 

El procedimiento de filtración utilizando una membrana de ultrafiltración incluye filtración normal y filtración 20
tangencial, y desde el punto de vista de inhibición del ensuciamiento de la membrana, es preferente la filtración 
tangencial. Además, como la forma de la membrana de ultrafiltración 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 específicos 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, 25
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 límite de peso molecular de 3000 a 100000, y NTR7410 y NTR7450 
fabricados por Nitto Denko Corporation. 30

Ejemplos 

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invención se describirá específicamente con referencia a los 
ejemplos. Sin embargo, la presente invención no está limitada a estos ejemplos. 35

[Ejemplo comparativo 1] Preparación de β-glucosidasa derivada de Pyrococcus furiosus (1) 

Una β-glucosidasa derivada de la archaea hipertermófila 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 más, e 40
hidroliza diversos tipos de celooligosacáridos para producir glucosa; por lo tanto, se tiene prevista PfuBGL para 
utilización eficaz de biomasa celulósica. 

En cuanto al gen de PfuBGL, el gen mostrado en SEQ ID NO: 3 se sintetizó enteramente y se unió a NcoI y BamHI 
de pET-11d utilizando Ligation High (Toyobo Co., Ltd.), y el vector resultante se utilizó para transformación de 45
JM109 (Takara Bio Inc.). Se realizó cribado utilizando un medio de agar LB que contenía ampicilina como antibiótico. 
A partir de la cepa JM109 transformada, el vector pET-PfuBGL preparado de este modo se aisló mediante el kit 
miniprep (QIAGEN) y se sometió a un análisis de la secuencia de nucleótidos. El pET-PfuBGL se utilizó para 
transformación de la cepa BL21(DE3)pLysS de E. coli de expresión, con lo que se preparó una cepa BL21-PfuBGL. 
La cepa BL21-PfuBGL se inoculó en 10 ml de un medio de agar LB que contenía ampicilina, seguido por cultivo con 50
agitación (precultivo) a 37°C durante una noche. Como cultivo principal, las bacterias obtenidas mediante el 
precultivo se inocularon en 1 l de un medio de agar LB que contenía ampicilina, y se realizó cultivo con agitación 
hasta DO 600, la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, alcanzaba 0,8. Posteriormente, se añadió 
isopropil-1-tio-β-D-galactósido (IPTG), de modo que la concentración final era 0,4 mM, y el cultivo con agitación 
continuó adicionalmente a 25°C durante una noche. Después del cultivo, las bacterias se recogieron mediante 55
centrifugado y se resuspendieron en un tampón tris-HCl 50 mM (pH 8,0). La solución resultante se sometió a 
disgregación ultrasónica mientras se enfriaba con hielo, y el sobrenadante se recogió 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 sedimentación por coagulación de proteínas derivadas de E. coli diferentes de la 
glucosidasa. El sedimento se eliminó mediante centrifugado y el sobrenadante se dializó contra un tampón acetato 60
50 mM (pH 5,0) a través de una membrana de diálisis hecha de celulosa regenerada con un límite de peso 
molecular de 10000 (fabricada por Spectrum Laboratories, Inc.). La solución de proteínas obtenida de este modo se 
utilizó como PfuBGL de tipo silvestre. 

[Ejemplo 1] Determinación del sitio de introducción de la secuencia de glucosilación unida a N en PfuBGL 65
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En primer lugar, la determinación de la secuencia primaria y la estructura terciaria se intentó para buscar el sitio de 
introducción de la secuencia de glucosilación en PfuBGL. 

Para realizar alineamiento con respecto a un homólogo de PfuBGL, se utilizó el servidor de búsqueda de homólogos 
FUGUE. Como resultado, en términos de puntuación z (ZSCORE), que indica la homología de la secuencia, PfuBGL 5
mostraba una puntuación máxima de 71,65 con respecto a la familia de glucosil hidrolasa 1 (puntuación z  6,0 
indica el 99% de confianza). Para formar el alineamiento de la familia de glucosil hidrolasa 1 obtenida de este modo, 
se utilizó el servidor JOY. Como resultado, se descubrió que la secuencia de PfuBGL correspondiente a la posición 
de la secuencia de glucosilación unida a N que está presente en tres sitios en la β-glucosidasa derivada de 
Aspergillus niger (AspNgBGL) y en la β-glucosidasa derivada de Trichoderma reesei (TriReBGL) no era la secuencia 10
de glucosilación unida a N (tres sitios: H60, L61 y Y62, N148, L149 y 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 degradación de tan solo 3,3 Å. Aún no ha sido construido un modelo estructural 
completo, y dicho modelo aún no ha sido registrado en el banco Protein Data Bank (PDB). A la luz de lo anterior, 15
para determinar la estructura terciaria de PfuBGL, se intentó cristalografía por rayos X detallada utilizando nuevas 
condiciones de cristalización. Se buscaron nuevas condiciones de cristalización y la cristalización se consiguió con 
éxito utilizando ácido fosfórico como agente precipitante. Se realizó un experimento de difracción por rayos X en la 
gran instalación de radiación de sincrotrón SPring-8, y la estructura de PfuBGL se determinó con una capacidad de 
degradación de 2,5 Å, con lo que un modelo completo de PfuBGL se construyó con éxito. Para determinación 20
estructural, se utilizó el procedimiento de sustitución molecular y, como molécula modelo, se utilizó la β-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 posición de la secuencia de glucosilación unida a N, un sitio que está expuesto a la superficie 25
de la enzima y no está ubicado cerca del sitio activo, teniendo de este modo presumiblemente poco impacto sobre la 
actividad enzimática, se descubrió solamente en H60, L61 y Y62. Por consiguiente, este sitio se determinó como el 
sitio de introducción de la secuencia de glucosilación unida a N, y una mutación de H60N, L61R y Y62T se introdujo 
mediante sustitución, con lo que la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 6 se obtuvo como el 
mutante de glucosilación PfuBGL. 30

[Ejemplo 2] Determinación del sitio de introducción de la secuencia de glucosilación unida a N en una glucosidasa 
que tiene una secuencia de aminoácidos homóloga 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 35
NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, se formó 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 glucosilación Asn-Arg-Thr (N-R-T) en SEQ 
ID NO: 6 se determinó como el sitio de introducción de la secuencia de glucosilación en cada secuencia. 40

[Ejemplo 3] Preparación de la PfuBGL mutante glucosilada (1) 

Se preparó la PfuBGL mutante glucosilada mostrada en SEQ ID NO: 6. 
45

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 
glucosilación determinada en el ejemplo 1 en PfuBGL mostrada en SEQ ID NO: 4, se introdujo una mutación en la 
secuencia de glucosilación unida a N mediante mutagénesis dirigida al sitio. Después de confirmar la secuencia del 50
gen obtenida de este modo, ésta se insertó entre los sitios de EcoRI y NotI en el vector de expresión de levadura 
pPIC9, que originalmente posee la secuencia señal de secreción de factor α. El gen con mutación introducida se 
utilizó para transformación de E. coli, y la colonia que tenía el gen que tenía la mutación deseada se confirmó 
mediante un secuenciador. 

55
Células competentes de levadura producidas mediante una técnica general se mezclaron con los plásmidos 
mutantes, con lo que la transformación se realizó utilizando GENE PULSERII (Bio-Rad Laboratories, Inc.) en las 
condiciones de 1,7 kV, 25 µF y 200 Ω. La levadura transformada se sembró en estrías en una placa de RDB. Tres 
días después, a partir de las colonias que aparecieron en la placa, se seleccionaron 10 colonias y se comprobó la 
expresión. Se seleccionó un clon en el que la expresión de la proteína deseada se confirmó mediante electroforesis 60
en gel de poliacrilamida. 

Como cultivo de siembra, la colonia de levadura en la placa se inoculó en 2 ml de un medio BMGY y se cultivó 
durante dos días. Posteriormente, como cultivo principal, 2 ml del líquido de cultivo de siembra de levadura se 
añadieron a 1 l de un medio BMGY y se cultivaron durante dos días para permitir a la levadura proliferar 65
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suficientemente. A continuación, 1 l del líquido de cultivo se sometió a centrifugado una vez para precipitar la 
levadura, y el medio BMGY se intercambió por un medio BMMY que contenía metanol al 2%. La levadura se 
resuspendió a continuación en el medio, seguida por cultivo durante 48 horas. El medio que contenía la proteína 
expresada se recogió por centrifugado y se filtró a través de un filtro, seguido por precipitación con sulfato de amonio 
utilizando sulfato de amonio al 70% (p/v). El precipitado se recogió por centrifugado y se disolvió en un tampón, y se 5
realizó diálisis y se obtuvo la proteína deseada. 

La enzima obtenida de este modo se trató con EndoH y se sometió a electroforesis en gel de poliacrilamida (figura 
3). La preparación de la PfuBGL mutante glucosilada unida a N se confirmó mediante un desplazamiento de banda 
antes y después del tratamiento con EndoH. 10

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

Se comparó la actividad β-glucosidasa de la PfuBGL mutante glucosilada y PfuBGL. Utilizando una solución tampón 
de celobiosa 10 mM / acetato 50 mM como sustrato, las enzimas preparadas en el ejemplo 2 y el ejemplo 15
comparativo 1 se añadieron, cada una, a una concentración final de 0,23 mg/ml y la reacción enzimática se llevó a 
cabo a 50°C. Para la cuantificación del producto, se utilizó Glucose Test Wako II (Wako Pure Chemical Industries, 
Inc.).

Se calculó una unidad (U) de la actividad β-glucosidasa de acuerdo con la siguiente fórmula. 20

Una unidad (U) de la actividad β-glucosidasa = la concentración de glucosa producida una vez completada la 
reacción (g/l) x 1000 / 180 / 30 

Además, se calculó una actividad β-glucosidasa específica para la cantidad de β-glucosidasa (mg) se calculó 25
mediante la siguiente fórmula. 

Actividad β-glucosidasa específica (U/mg proteína) = actividad β-glucosidasa (U) / la cantidad de β-
glucosidasa añadida para la medición de la actividad  

30
PfuBGL producía 1,58 g/l, mientras que la PfuBGL mutante glucosilada producía 1,34 g/l de glucosa una vez 
completada la reacción. Además, la actividad específica de la PfuBGL mutante glucosilada era del 85% con respecto 
a la actividad específica de PfuBGL, indicando claramente que la introducción de la mutación de la secuencia de 
glucosilación en el sitio determinado en el ejemplo 1 no causaba una pérdida de la actividad enzimática. A partir de 
esto, se confirmó que la PfuBGL mutante glucosilada es utilizable en lugar de PfuBGL. 35

[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. 40

Las enzimas preparadas en el ejemplo 2 y el ejemplo comparativo 1 (concentración de proteínas 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 retención de calor, se añadió 
un sustrato, que era una solución tampón de celobiosa 10 mM / acetato 50 mM, y la reacción enzimática se llevó a 
cabo durante 30 minutos a la temperatura de retención de calor. La solución después de la reacción se recogió y el 45
producto se cuantificó utilizando Glucose Test Wako II (Wako Pure Chemical Industries, Inc.) (figura 4 y figura 5). 

Calentando hasta 24 horas, en comparación con PfuBGL, la PfuBGL mutante glucosilada mostraba inactivación 
enzimática más reducida a una temperatura elevada. Este descubrimiento confirmó que la PfuBGL mutante 
glucosilada conseguía estabilidad enzimática mejorada adquiriendo una mayor resistencia el calor que PfuBGL. 50

[Ejemplo de referencia 1] Preparación de lignocelulosa 

Las lignocelulosas 1 a 3 que se utilizarán para la hidrólisis utilizando una composición enzimática que contiene la 
glucosidasa mutante glucosilada se prepararon de la siguiente manera. 55

1. Preparación de lignocelulosa 1 (tratamiento con amoníaco) 

Como celulosa, se utilizó paja de arroz. La celulosa anterior se colocó en un pequeño reactor (fabricado por Taiatsu 
Techno, TVS-N2 30 ml) y se enfrió con nitrógeno líquido. A este reactor, se le infundió amoníaco gaseoso y la 60
muestra se sumergió completamente en amoníaco líquido. El reactor se tapó y se dejó a temperatura ambiente 
durante aproximadamente 15 minutos. Además, se trató en un baño de aceite de 150°C durante una hora. Después 
del tratamiento, el reactor se sacó del baño de aceite y el amoníaco gaseoso se dejó escapar inmediatamente en 
una campana extractora. Posteriormente, el interior del reactor se secó sometiéndolo al vacío a 10 Pa mediante una 
bomba de vacío. El producto resultante se utilizó en los siguientes ejemplos como lignocelulosa 1. 65
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2. Preparación de lignocelulosa 2 (tratamiento con ácido sulfúrico diluido) 

Como celulosa, se utilizó paja de arroz. La celulosa se sumergió en una solución acuosa al 1% de ácido sulfúrico, 
seguido por tratamiento en autoclave (fabricado por Nitto koatsu K.K.) a 150°C durante 30 minutos. Después del 5
tratamiento, se realizó separación sólido-líquido para separar una solución acuosa de ácido sulfúrico (en lo sucesivo 
en el presente documento, líquido de tratamiento con ácido sulfúrico diluido) a partir de celulosa tratada con ácido 
sulfúrico. Posteriormente, celulosa tratada con ácido sulfúrico y el líquido de tratamiento con ácido sulfúrico diluido 
se mezclaron mediante agitación, de modo que la concentración de contenido sólido era el 10% en peso. 
Posteriormente, el pH se ajustó a aproximadamente 5 con hidróxido sódico. El producto resultante se utilizó en los 10
siguientes ejemplos como lignocelulosa 2. 

3. Preparación de lignocelulosa 3 (tratamiento hidrotérmico) 

Como celulosa, se utilizó paja de arroz. La celulosa anterior se sumergió en agua y se sometió a tratamiento en 15
autoclave (fabricado por Nitto koatsu K.K.) a 180°C durante 20 minutos mientras se agitaba. En este tratamiento, la 
presión era 10 MPa. Después del tratamiento, el producto resultante se sometió a separación sólido-líquido 
mediante centrifugado (3000G) para separar el componente de solución (en lo sucesivo en el presente documento, 
la solución de tratamiento hidrotérmico) del componente de biomasa tratada. El componente de biomasa tratada 
resultante se utilizó en los siguientes ejemplos como lignocelulosa 3. 20

[Ejemplo 6] Hidrólisis de lignocelulosa utilizando la composición enzimática 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 composición enzimática actuar sobre el sustrato 25
de lignocelulosa se compararon. Un tampón de acetato 50 mM (pH 5,0) en el que se suspendió lignocelulosa al 5% 
en peso 1 (preparada en el ejemplo de referencia 1) se utilizó como sustrato. Se dejó proseguir a la reacción hasta 
28 horas a 50°C, y el producto de reacción se muestreó según era apropiado y se midió para conocer la 
concentración de glucosa (figura 6). Como mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos, se utilizó 
celulasa disponible en el mercado derivada de Trichoderma reesei (Celluclast, Sigma). Como glucosidasa, se 30
utilizaron, cada una, la PfuBGL mutante glucosilada preparada en el ejemplo 2 y PfuBGL preparada en el ejemplo 
comparativo 1. Se añadió celulasa a 0,5 mg/ml y se añadió glucosidasa a 0,005 mg/ml (1/100 de la cantidad de 
celulasa). 

Comparando la utilización de PfuBGL y la utilización de la PfuBGL mutante glucosilada, la cantidad de glucosa 35
producida por la PfuBGL mutante glucosilada después de 28 horas de reacción se incrementaba enormemente, y 
era 1,6 veces la cantidad producida por PfuBGL. Se reveló que la adición de la PfuBGL mutante glucosilada 
solamente en una cantidad de 1/100 la cantidad de celulasa era tremendamente eficaz para incrementar la cantidad
de producción de glucosa. 

40
[Ejemplo de referencia 2] Preparación de una celulasa derivada de Trichoderma

Una celulasa derivada de Trichoderma se preparó mediante el siguiente procedimiento. 

1. Precultivo 45

Las siguientes sustancias se añadieron a agua destilada en las cantidades indicadas a continuación; licor de 
maceración de maíz 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 potásico al 0,2% (p/vol), cloruro cálcico 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 (III) hexahidratado al 50
0,01% (p/vol), sulfato de cobre (II) pentahidratado al 0,004% (p/vol), cloruro de manganeso tetrahidratado al 
0,0008% (p/vol), ácido bórico al 0,0006% (p/vol), y hexamolibdato de hexaamonio tetrahidratado al 0,0026% (p/vol). 
A continuación, 100 ml de la solución 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 añadieron, cada uno, al 0,1%. Al medio 55
de precultivo resultante, se le inoculó Tricoderma reesei ATCC66589 a 1 × 105/ml, y se realizó el precultivo agitando 
a 28°C durante 72 horas a 180 rpm (agitador: BIO-SHAKER BR-40LF fabricado por Taitec Corporation). 

2. Cultivo principal 
60

Las siguientes sustancias se añadieron a agua destilada en las cantidades indicadas a continuación; licor de 
maceración de maíz 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 potásico al 0,2% (p/vol), cloruro cálcico 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 
(III) hexahidratado al 0,01% (p/vol), sulfato de cobre (II) pentahidratado al 0,004% (p/vol), cloruro de manganeso 65
tetrahidratado al 0,0008% (p/vol), ácido bórico al 0,0006% (p/vol) y hexamolibdato de hexaamonio tetrahidratado al 
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0,0026% (p/vol). A continuación, 2,5 l de la solución resultante se vertieron en un frasco de agitación de 5 l (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 añadieron, cada uno, al 0,1%. En esto, se inocularon 250 ml de Tricoderma reesei ATCC66589 que 
había sido precultivado en el medio de cultivo líquido mediante el procedimiento mencionado anteriormente. 5
Seguidamente, los hongos se cultivaron a 28°C durante 87 horas a 300 rpm con una tasa de aireación de 1 vvm, 
seguida por centrifugado, y el sobrenadante se filtró a través de una membrana (STERICUP-GV, material: PVDF, 
fabricada por Millipore Corporation). 

[Ejemplo 7] Hidrólisis de lignocelulosa utilizando la composición enzimática compuesta por una mezcla de celulasas 10
derivadas de hongos filamentosos y la PfuBGL mutante glucosilada (2) 

La hidrólisis de lignocelulosas 1 a 3 se realizó 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 líquido de cultivo de Trichoderma 
reesei preparado en el ejemplo de referencia 2 como la mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos, y 15
añadiendo 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 reacción.  

[Tabla 2] 20
Concentración de glucosa producida (g/l) 

Sustrato PfuBGL de tipo silvestre PfuBGL mutante glucosilada 

Lignocelulosa 1 (Tratamiento con 

amoníaco) 
5 g/l 15 g/l 

Lignocelulosa 2 (Tratamiento con 

ácido sulfúrico diluido) 
3 g/l 16 g/l 

Lignocelulosa 3 (Tratamiento 

hidrotérmico) 
4 g/l 18 g/l 

Comparando la utilización de PfuBGL y la utilización de la PfuBGL mutante glucosilada, la cantidad de glucosa 
producida por la PfuBGL mutante glucosilada después de 28 horas de reacción se incrementaba enormemente, y 
era 1,8 veces la cantidad producida por PfuBGL. Se reveló que la adición de la PfuBGL mutante glucosilada 
solamente en una cantidad de 1/200 la cantidad de celulasa producía un efecto de incrementar enormemente la 25
cantidad de producción de glucosa. Se reveló que no solamente celulasa disponible en el mercado tal como la 
utilizada en el ejemplo 6 sino también el líquido de cultivo de Trichoderma reesei ejercían un efecto en utilización con 
un mutante glucosilado. 

[Ejemplo 8] Hidrólisis de lignocelulosa utilizando la composición enzimática compuesta por una mezcla de celulasas 30
derivadas de hongos filamentosos y la PfuBGL mutante glucosilada (3) 

Utilizando la composición enzimática 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 reacción de hidrólisis. Ajustando la temperatura de reacción a 30°C, 40°C, 50°C 35
(ejemplo 7) o 60°C, la hidrólisis se realizó mediante un procedimiento similar al ejemplo 7, y se midió la cantidad de 
glucosa producida después de 28 horas. Como sustrato, se utilizó lignocelulosa 1.  

[Tabla 3] 
Temperatura de reacción de hidrólisis (°C) Concentración de glucosa producida (g/l) 

30°C 5 g/l 

40°C 13 g/l 

50°C (ejemplo 7) 15 g/l 

60°C 7 g/l 

40
Tal como se muestra en la tabla 3, se reveló que era preferible establecer la temperatura de reacción 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 reacción óptima para una 
celulasa derivada de Trichoderma es de 40°C a 50°C. Es decir, se reveló que, aunque la glucosidasa derivada de un 
termófilo, según la presente invención, seguía siendo muy activa a 50°C o más, cuando se utiliza como una 45
composición enzimática para sacarificación de biomasa que contiene una celulasa derivada de hongos filamentosos, 
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la reacción se llevó a cabo, preferentemente, dentro de un intervalo de la temperatura de reacción óptima para la 
celulasa derivada de hongos filamentosos. 

[Ejemplo 9] Hidrólisis de lignocelulosa utilizando la composición enzimática compuesta por una mezcla de celulasas 
derivadas de hongos filamentosos y la PfuBGL mutante glucosilada (4) 5

Utilizando la composición enzimática 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 pH de la reacción de hidrólisis. Ajustando el pH de la reacción de hidrólisis a 1,2, 3,5, 5,0 (ejemplo 7), 
7,0 u 8,2 mediante la adición de ácido sulfúrico diluido, la hidrólisis se realizó mediante un procedimiento similar al 10
ejemplo 7, y se midió la cantidad de glucosa producida después de 28 horas. Como sustrato, se utilizó lignocelulosa 
1.

[Tabla 4] 
pH de reacción de hidrólisis Concentración 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 5 g/l 

15
Tal como se muestra en la tabla 4, se reveló que era preferible llevar a cabo la hidrólisis 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] Preparación de una glucosidasa homóloga a PfuBGL (2) 20

Se prepararon siete tipos de glucosidasas que tienen secuencias de aminoácidos homólogas 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 25
incorporaron en el sitio de clonación de pET-11d (entre NcoI y BamHI), con lo que se construyó el vector de 
expresión 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). 

30
[Ejemplo 10] Preparación de una glucosidasa mutante glucosilada homóloga a PfuBGL 

En base a la información del sitio de introducción de la secuencia de glucosilación en PfuBGL determinada en el 
ejemplo 2, se determinó el sitio de introducción de la cadena de azúcares en las glucosidasas de tipo silvestre 
obtenidas en el ejemplo comparativo 2 (ThAggBGY, CmGHFP, SaBGAL, SsoBGAL, PtBGAL, TvBGAL y FnGHFP), 35
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 NotI del vector pCU9, con lo que se 
construyó el vector de expresión para cada uno de los anteriores ADN. Posteriormente, de una manera similar al 40
ejemplo 3, se obtuvieron glucosidasas mutantes glucosiladas representadas por las secuencias de aminoácidos 
SEQ ID NO: 38, 40, 42, 44, 46, 48 y 50. 

[Ejemplo 11] Actividad enzimática de la glucosidasa mutante glucosilada 
45

La actividad enzimática de las glucosidasas mutantes glucosiladas obtenidas en el ejemplo 10 se midió de una 
manera similar al ejemplo 4 y se comparó con la actividad enzimática de cada glucosidasa de tipo silvestre obtenida 
en el ejemplo comparativo 2. Ajustando la actividad enzimática de cada glucosidasa de tipo silvestre a 100, la 
actividad enzimática del mutante glucosilado se mostró como actividad relativa (%) en la tabla 5.  

50
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[Tabla 5] 

No de entrada SEQ ID NO Glucosidasa 
Actividad relativa (%) de glucosidasa mutante glucosilada con 

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 FnGHFP 78% 

En la tabla 5, se descubrió que las glucosidasas mutantes glucosiladas conservan la actividad enzimática en 
comparación con la glucosidasa de tipo silvestre antes de la glucosilación. 

5
[Ejemplo 12] Estabilidad térmica de la glucosidasa mutante glucosilada 

De una manera similar al ejemplo 5, se llevó 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 enzimática antes de aplicar calor en 100, la actividad10
residual en cada tiempo de retención de calor se mostró como actividad relativa en las figuras 8 a 20. Se reveló 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 comparación con el tipo silvestre (figura 8, figura 10, figura 12, 
figura 14, figura 16, figura 18 y figura 20). 

15
[Ejemplo 13] Hidrólisis de lignocelulosa utilizando la composición enzimática 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 llevó a cabo la hidrólisis de lignocelulosa 1 20
(tratamiento con amoníaco) preparada en el ejemplo de referencia 1. La cantidad de glucosa producida por cada 
glucosidasa después de 28 horas de reacción (g/l) se mostró en la tabla 6.  

[Tabla 6] 
Concentración de glucosa producida (g/l) 

No de entrada Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre 

(ejemplo comparativo 2) 

Glucosidasa mutante glucosilada 

(ejemplo 10) 

2 ThAggBGY 5 g/l 10 g/l 

3 CmGHFP 4 g/l 9 g/l 

4 SaBGAL 5 g/l 11 g/l 

5 SsoBGAL 6 g/l 12 g/l 

6 PtBGAL 5 g/l 9 g/l 

7 TvBGAL 4 g/l 10 g/l 

8 FnGHFP 6 g/l 13 g/l 

25
Tal como se muestra en la tabla 6, en la hidrólisis de lignocelulosa 1 tratada con amoníaco, la producción de azúcar 
por las glucosidasas mutantes glucosiladas por unidad de tiempo se incrementó enormemente en comparación con 
el tipo silvestre, confirmando que las glucosidasas mutantes glucosiladas presentaban excelente eficiencia de 
degradación de celulosa. 

30
[Ejemplo 14] Hidrólisis de lignocelulosa utilizando la composición enzimática 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 llevó a cabo la hidrólisis de lignocelulosa 2 35

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



21

(tratamiento con ácido sulfúrico diluido) preparada en el ejemplo de referencia 1. La cantidad de glucosa producida 
por cada glucosidasa después de 28 horas de reacción (g/l) se mostró en la tabla 7.  

[Tabla 7] 
Concentración de glucosa producida (g/l) 

No de entrada Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre 

(ejemplo comparativo 2) 

Glucosidasa mutante glucosilada 

(ejemplo 10) 

2 ThAggBGY 5 g/l 10 g/l 

3 CmGHFP 4 g/l 9 g/l 

4 SaBGAL 5 g/l 11 g/l 

5 SsoBGAL 6 g/l 12 g/l 

6 PtBGAL 5 g/l 9 g/l 

7 TvBGAL 4 g/l 10 g/l 

8 FnGHFP 6 g/l 13 g/l 

5
Tal como se muestra en la tabla 7, en la hidrólisis de lignocelulosa 2 tratada con ácido sulfúrico diluido, la producción 
de azúcar por las glucosidasas mutantes glucosiladas por unidad de tiempo se incrementó enormemente en 
comparación con el tipo silvestre, confirmando que las glucosidasas mutantes glucosiladas presentaban excelente 
eficiencia de degradación de celulosa. 

10
[Ejemplo 15] Hidrólisis de lignocelulosa utilizando la composición enzimática 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 
1 y el ejemplo comparativo 2 y cada glucosidasa mutante glucosilada obtenida en el ejemplo 1 y el ejemplo 10, se 15
llevó a cabo la hidrólisis 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 reacción (g/l) se mostró en la tabla 8.  

[Tabla 8] 
Concentración de glucosa producida (g/l) 

No de entrada Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre 

(ejemplo comparativo 1, 2) 

Glucosidasa mutante glucosilada 

(ejemplo 1, 10) 

1 PfuBGL 4 g/l 11 g/l 

2 ThAggBGY 4 g/l 12 g/l 

3 CmGHFP 5 g/l 14 g/l 

4 SaBGAL 5 g/l 14 g/l 

5 SsoBGAL 4 g/l 12 g/l 

6 PtBGAL 5 g/l 15 g/l 

7 TvBGAL 4 g/l 13 g/l 

8 FnGHFP 6 g/l 15 g/l 

20
Tal como se muestra en la tabla 8, en la hidrólisis de lignocelulosa 3 tratada hidrotérmicamente, la producción de 
azúcar por las glucosidasas mutantes glucosiladas por unidad de tiempo se incrementó enormemente en 
comparación con el tipo silvestre, confirmando que las glucosidasas mutantes glucosiladas presentaban excelente 
eficiencia de degradación de celulosa. 

25
[Ejemplo 16] Hidrólisis de pasta industrial utilizando la composición enzimática compuesta por una mezcla de 
celulasas derivadas de hongos filamentosos y la glucosidasa mutante glucosilada 

En la hidrólisis de pasta industrial, la cantidad de glucosa producida por la acción de cada glucosidasa de tipo 
silvestre obtenida en el ejemplo comparativo 1 y el ejemplo comparativo 2 y la producida por la acción de cada 30
glucosidasa mutante glucosilada obtenida en el ejemplo 1 y el ejemplo 10 se estudiaron comparativamente. La 
hidrólisis se realizó de la misma manera que en el ejemplo 6 excepto por utilizar un tampón de acetato 50 mM (pH 
5,0) en el que se suspendió 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 reacción (g/l) se mostró en la tabla 9.  
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[Tabla 9] 
Concentración de glucosa producida (g/l) 

No de entrada Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre 

(ejemplo comparativo 1, 2) 

Glucosidasa mutante glucosilada 

(ejemplo 1, 10) 

1 PfuBGL 9 g/l 12 g/l 

2 ThAggBGY 8 g/l 11 g/l 

3 CmGHFP 8 g/l 11 g/l 

4 SaBGAL 10 g/l 13 g/l 

5 SsoBGAL 10 g/l 12 g/l 

6 PtBGAL 9 g/l 11 g/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 hidrólisis de pasta industrial, la producción de azúcar por las 
glucosidasas mutantes glucosiladas por unidad de tiempo se incrementó enormemente en comparación con el tipo 5
silvestre, confirmando que las glucosidasas mutantes glucosiladas presentaban excelente eficiencia de degradación 
de celulosa. 

[Ejemplo 17] Selección del sitio de introducción de la mutación de glucosilación 
10

En base a la información de la estructura terciaria de PfuBGL obtenida en el ejemplo 1, se llevó a cabo una 
búsqueda adicional para sitio de glucosilación. La protección del sitio catalítico por glucosilación se intentó 
introduciendo la secuencia de glucosilación alrededor de la hendidura donde tiene lugar la reacción enzimática. En 
primer lugar, el potencial sitio de introducción de la mutación de glucosilación estaba limitado, en la parte diferente 
del sitio de introducción de la mutación en la cadena de azúcares en PfuBGL descrita en el ejemplo 1, a la parte que 15
está expuesta a la superficie de la enzima. Posteriormente, se buscó dicha posición que no causara el impedimento 
estérico y/o la deformación estructural por introducción de mutación de la secuencia de glucosilación Asn-Xaa-Thr 
(N-X-T). Además, en la parte donde se evitaba el sitio activo de glucosidasa, se seleccionaron tres sitios de 
introducción de la mutación. 

20
Como resultado, además del sitio de glucosilación seleccionado en el ejemplo 1, se seleccionaron nuevamente tres 
sitios de introducción de la mutación, que fueron H37-D38-K39 (mutación A), S230-F231-E232 (mutación C) y 
A364-Y365-E366 (mutación E). 

[Ejemplo 18] Preparación de la PfuBGL mutante glucosilada (2) 25

A efectos de introducir la secuencia de glucosilación en el sitio de introducción de la mutación determinado en el 
ejemplo 17 en la PfuBGL mutante glucosilada mostrada en SEQ ID NO: 6, utilizando cebadores para introducir la 
mutación A mostrada en SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 58, la mutación de la secuencia de glucosilación unida a N 
se introdujo mediante mutagénesis dirigida al sitio. Como resultado, se obtuvo el gen de PfuBGL2A mutante 30
glucosilada de SEQ ID NO: 51. Además, en cuanto a la mutación C y la mutación E, utilizando cebadores para 
introducir la mutación C mostrada en SEQ ID NO: 59 y SEQ ID NO: 60 y cebadores para introducir la mutación E 
mostrada en SEQ ID NO: 61 y SEQ ID NO: 62, respectivamente, la mutación de la secuencia de glucosilación 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 35
obtuvieron cada uno. Utilizando los genes mutantes glucosilados preparados como anteriormente, la PfuBGL2A 
mutante glucosilada representada por SEQ ID NO: 52, la PfuBGL2C 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. 

40
[Ejemplo 19] Actividad enzimática de la PfuBGL mutante glucosilada (2) 

De una manera similar al ejemplo 4, se midió la actividad enzimática de la glucosidasa mutante glucosilada 
PfuBGL2A (SEQ ID NO: 52), la PfuBGL2C mutante glucosilada (SEQ ID NO: 54) y la PfuBGL2E mutante glucosilada 
(SEQ ID NO: 56) obtenidas en el ejemplo 18 en comparación con la PfuBGL de tipo silvestre. Ajustando la actividad 45
enzimática de la PfuBGL de tipo silvestre a 100, la actividad enzimática de la mutante glucosilada se mostró como 
actividad relativa (%) en la tabla 10.  
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[Tabla 10] 

No de entrada SEQ ID NO Glucosidasa 
Actividad relativa (%) de glucosidasa mutante glucosilada con 

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 descubrió que la glucosidasa mutante que tiene dos o más cadenas de 
azúcares fijadas a ella conservaba la actividad enzimática en comparación con la glucosidasa de tipo silvestre antes 
de la glucosilación. 5

[Ejemplo 20] Hidrólisis de lignocelulosa utilizando la composición enzimática 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 10
PfuBGL2E) obtenidas en el ejemplo 18, se llevó a cabo hidrólisis de lignocelulosa 2 (tratamiento con ácido sulfúrico 
diluido) preparada en el ejemplo de referencia 1. La cantidad de glucosa producida después de 28 horas de reacción 
(g/l) se mostró en la tabla 11.  

[Tabla 11] 15
Concentración de glucosa producida (g/l) 

No de entrada Glucosidasa Glucosidasa de tipo silvestre 

(ejemplo comparativo 1) 

Glucosidasa mutante glucosilada 

(ejemplo 18) 

1 PfuBGL 3 g/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 reveló que las glucosidasas mutantes que tienen dos o más cadenas de 
azúcares fijadas a ellas (SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 56) también presentaban una eficiencia de 
degradación de lignocelulosa mejorada enormemente en comparación con una glucosidasa de tipo silvestre no 
glucosilada (ejemplo comparativo 1; la cantidad de glucosa producida: 3 g/l). 20

[Ejemplo 21] Evaluación de la capacidad de adsorción de la glucosidasa mutante glucosilada para lignocelulosa 

Se evaluó la capacidad de adsorción 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 25
glucosilada preparada en el ejemplo 1 y la PfuBGL de tipo silvestre preparada en el ejemplo comparativo 1, y las 
soluciones enzimáticas se ajustaron para tener actividades específicas iguales, y se prepararon adicionalmente a 
una concentración final de 100 mM mediante la adición de un tampón de acetato (pH 5). Las soluciones enzimáticas 
resultantes se añadieron, cada una, a la celulosa cristalina y a lignocelulosas 1 a 3 a una concentración final 
(concentración de sólido) del 7,5% en peso, y las mezclas resultantes se mantuvieron calientes y se agitaron a 50°C 30
durante una hora. Posteriormente, las mezclas después de reacción se centrifugaron a 15000 rpm durante 10 
minutos, y el sobrenadante obtenido de este modo se midió para la actividad de degradación de celobiosa. 
Ajustando la actividad enzimática de una solución enzimática sin celulosa cristalina y lignocelulosas 1 a 3 en 100, la 
actividad de degradación de celobiosa se evaluó en términos de actividad relativa (%).  

35
[Tabla 12] 

Actividad relativa (%) de actividad de degradación de 

celobiosa (%) Celulosa 

PfuBGL de tipo silvestre PfuBGL mutante glucosilada 

Celulosa cristalina (Avicel) 85% 95% 

Lignocelulosa 1 (Tratamiento con ácido sulfúrico diluido) 23% 84% 

Lignocelulosa 2 (Tratamiento con amoníaco) 62% 84% 

Lignocelulosa 3 (Tratamiento hidrotérmico) 34% 81% 
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Tal como se muestra en la tabla 12, se reveló que la actividad de degradación de celobiosa en el sobrenadante de la 
glucosidasa mutante glucosilada se incrementaba en presencia de cualquiera de las lignocelulosas 1 a 3, en 
comparación con la glucosidasa de tipo silvestre. Además, la actividad de degradación de celobiosa en el 
sobrenadante se incrementaba ligeramente también para Avicel, que era celulosa cristalina. A partir de los 
resultados anteriores, se reveló que la glucosidasa mutante glucosilada presentaba baja capacidad de adsorción 5
particularmente para lignocelulosa (producto de celulosa de pretratamiento), y de este modo se recuperaría con 
buen rendimiento del sobrenadante después de separación sólido-líquido. 

[Ejemplo 22] Evaluación de la capacidad de adsorción de la glucosidasa mutante glucosilada para una membrana de 
ultrafiltración 10

Se evaluó la capacidad de adsorción de la glucosidasa mutante glucosilada para una membrana de ultrafiltración. 
Como la membrana de ultrafiltración, se utilizó VIVASPIN20 (SARTORIUS K.K., hecha de polietersulfona, límite de 
peso molecular de 10000 Da). Como glucosidasa, se utilizaron la PfuBGL mutante glucosilada preparada en el 
ejemplo 1 y la PfuBGL preparada en el ejemplo comparativo 1, y las soluciones enzimáticas se ajustaron para tener 15
actividades específicas iguales, y se prepararon adicionalmente a una concentración final de 50 mM mediante la 
adición de un tampón de acetato (pH 5). A partir de estas soluciones enzimáticas, se transfirieron 5 ml a la 
membrana de ultrafiltración VIVASPIN20, seguidos por centrifugado a 4000 G durante 10 minutos. Después del 
centrifugado, a la solución que permanecía en el lado no permeable de la membrana de ultrafiltración 
(aproximadamente 100 µl o menos), se le añadieron 3 ml de un tampón de acetato 50 mM, y los productos 20
residuales que quedaban sobre la superficie de la membrana de ultrafiltración y sobre la pared interna del recipiente 
se recogieron pipeteando. El producto residual recogido de este modo se enrasó a 5 ml y, a partir de esto, se 
muestrearon 10 µl para la actividad de degradación de celobiosa. La serie de operaciones anterior se repitió siete 
veces, y ajustando la actividad inicial al 100 (%), la actividad de degradación de celobiosa se calculó como actividad 
relativa (%) en cada operación. Los resultados obtenidos de este modo se muestran en la tabla 13.  25

[Tabla 13] 
Actividad relativa (%) de actividad de degradación de celobiosa (%) 

Número de repetición de operación 
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 reveló que la actividad de la PfuBGL de tipo silvestre no glucosilada 
disminuía a medida que el número de repetición de la operación se incrementaba (la actividad desaparecía en la 30
cuarta y posteriores operaciones). Mientras tanto, la PfuBGL mutante glucosilada seguía siendo activa incluso 
después de siete operaciones repetidas. Es decir, se reveló que la glucosidasa mutante glucosilada presentaba baja 
capacidad de adsorción para la membrana de ultrafiltración y, por lo tanto, se recuperaba con buen rendimiento 
cuando se recuperaba utilizando una membrana de ultrafiltración después de la reacción de hidrólisis. 

35
[Ejemplo 23] Recuperación de la composición enzimática en el hidrolizado utilizando una membrana de ultrafiltración 

A partir del producto de hidrólisis de lignocelulosas 1 a 3 en el ejemplo 7, la composición enzimática se recuperó de 
la siguiente manera. En primer lugar, se centrifugaron 10 ml del hidrolizado y se obtuvieron 5 ml del sobrenadante. 
Posteriormente, el sobrenadante se filtró a través de un filtro de membrana preciso que tenía un diámetro de poro 40
promedio de 0,2 µm (membrana de PVDF, fabricada por Millipore Corporation), y se recogió el filtrado. El volumen 
total del filtrado obtenido de este modo se transfirió a la membrana de ultrafiltración VIVASPIN20 (hecha de 
poliétersulfona, un límite de peso molecular de 10000 Da), seguido por centrifugado. El producto residual que 
permanecía en el lado no permeable de la membrana de ultrafiltración se recogió y se midió para la actividad de 
degradación de celobiosa. Ajustando la actividad de la enzima introducida a la actividad enzimática inicial del 100%, 45
la actividad enzimática de la composición enzimática recuperada como el producto residual se calculó en términos 
de valor relativo (%).  
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[Tabla 14] 
Actividad relativa (%) de actividad de degradación de celobiosa de la 

enzima recuperada Celulosa 

PfuBGL de tipo silvestre PfuBGL mutante glucosilada 

Lignocelulosa 1 (Tratamiento con ácido 

sulfúrico diluido) 
21% 69% 

Lignocelulosa 2 (Tratamiento con 

amoníaco) 
11% 51% 

Lignocelulosa 3 (Tratamiento 

hidrotérmico) 
7.7% 48% 

Tal como se muestra en la tabla 14, se reveló que la actividad de la glucosidasa mutante glucosilada recuperada se 
incrementaba enormemente en comparación con la glucosidasa mutante. Se supuso que esto era atribuible a 
capacidad de adsorción reducida de la glucosidasa mutante glucosilada para lignocelulosa, tal como se demostró en 5
el ejemplo 21, y también a capacidad de adsorción reducida de la glucosidasa mutante glucosilada para la 
membrana de ultrafiltración, tal como se demuestra en el ejemplo 22. 

[Ejemplo 24] Análisis del componente de la cadena de azúcares de la glucosidasa mutante glucosilada 
10

Se analizó la estructura de la cadena de azúcares de la PfuBGL glucosilada descrita en el ejemplo 1. A 1,33 mg de 
una muestra, que era PfuBGL glucosilada liofilizada (-80°C), se añadieron 1,33 ml de agua purificada para preparar 
una solución de muestra de 1 mg/ml. El azúcar neutro y aminoazúcar en esta solución de muestra se cuantificaron 
mediante el siguiente procedimiento. 

15
1. Azúcar neutro 

En un tubo de ensayo, se transfirieron 100 µl de la solución de muestra a 1 mg/ml, que se secaron a presión 
reducida, a los que se añadieron 200 µl de ácido trifluoroacético 2 M. El tubo de ensayo resultante se sometió a 
sustitución con nitrógeno y a continuación se selló a presión reducida. Posteriormente, la hidrólisis se realizó a 20
100°C durante seis horas, y el producto resultante se secó de nuevo a presión reducida. Al residuo obtenido de este 
modo, se le añadieron 200 µl de agua purificada, en los que se disolvió el residuo. La solución resultante se filtró a 
través de un filtro de 0,22 µm. Una muestra obtenida diluyendo el filtrado 10 veces con agua purificada se analizó en 
las siguientes condiciones. 

25
Como instrumento analítico, se utilizaron el sistema de HPLC LC20A system (Shimadzu Corporation) y el 
espectrofluorómetro RF-10AXL (Shimadzu Corporation). 

Las condiciones analíticas fueron las siguientes; TSK-gel Sugar AXG 4,6 mm LD. × 15 cm (Tosoh Corporation), la temperatura 
de la columna, 70°C, la fase móvil, un tampón de borato potásico 0,6 M (pH 8,7), y el caudal de la fase móvil, 0,4 ml/min. 30

Utilizando arginina al 1% en peso y ácido bórico al 3% en peso como reactivo de reacción, el marcado post-columna 
se realizó a un caudal de reactivo de reacción de 0,5 ml/min y una temperatura de reacción de 150°C. Además, en 
cuanto a la longitud de onda de detección, la excitación y la detección se realizaron a 320 nm y 430 nm, 
respectivamente. El azúcar neutro se cuantificó en comparación con cada producto estándar de azúcar neutro. 35

2. Aminoazúcar  

En un tubo de ensayo, se transfirieron 100 µl de la solución de muestra a 1 mg/ml, que se secaron a presión 
reducida, a los que se añadieron 200 µl de ácido triclorhídrico 4 M. El tubo de ensayo resultante se sometió a 40
sustitución con nitrógeno y a continuación se selló a presión reducida. Posteriormente, la hidrólisis se realizó a 
100°C durante seis horas, y a continuación el producto resultante se secó de nuevo a presión reducida. Al residuo 
obtenido de este modo, se le añadieron 200 µl de agua purificada, en los que se disolvió el residuo. La solución 
resultante se filtró a través de un filtro de 0,22 µm.

45
Como instrumento analítico, se utilizaron el sistema de HPLC LC20A (Shimadzu Corporation) y el 
espectrofluorómetro RF-10AXL (Shimadzu Corporation). 

Las condiciones analíticas fueron las siguientes; TSK-gel SCX 6 mm I.D. × 15 cm (Tosoh Corporation), la 
temperatura de la columna, 60°C, la fase móvil, un tampón de ácido bórico borato potásico 0,16 M (pH 7,6) y el 50
caudal de la fase móvil, 0,3 ml/min. 

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



26

Utilizando arginina al 1% en peso y ácido bórico al 3% en peso como reactivo de reacción, el marcado post-columna 
se realizó a un caudal de reactivo de reacción de 0,5 ml/min y una temperatura de reacción de 150°C. Además, en 
cuanto a la longitud de onda de detección, la excitación y la detección se realizaron a 320 nm y 430 nm, 
respectivamente. El azúcar neutro se cuantificó en comparación con cada producto estándar de azúcar neutro.  5

[Tabla 15] 
Azúcar Concentración  Relación de composición  

 (nmol/mg) (*1) 
Ramnosa 30 1 

Ribosa ND - 

Manosa 576 18 

Arabinosa 24 1 

Galactosa 75 2 

Xilosa ND - 

Azúcar neutro 

Glucosa 54 2 

Glucosamina 62 2 
Aminoazúcar 

Galactosamina 37 1 

(*1) Ajustando el valor de la concentración B de glucosamina a “2” como el estándar, las concentraciones B de otros 

azúcares se calcularon como relación relativa. En el cálculo, los dígitos tras la coma decimal se redondearon a un 

número entero. 

Tal como se muestra en la tabla 15, se reveló que el componente principal del azúcar neutro que compone la 
cadena de azúcares de la PfuBGL mutante en la cadena de azúcares obtenida en el ejemplo 1 era manosa. 10
Además, a partir de la relación de composición de manosa con respecto a N-glucosamina, se descubrió que la 
PfuBGL mutante en la cadena de azúcares tenía una cadena de azúcares de tipo rica en manosa. 

Aplicabilidad industrial  
15

La glucosidasa mutante glucosilada derivada de un termófilo, según la presente invención, puede utilizarse para la 
producción de un líquido que contiene azúcar mediante degradación de celulosa. Dado que la glucosidasa mutante 
glucosilada derivada de un termófilo tiene un efecto de incrementar enormemente la eficiencia de degradación 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 termófilo, según la presente invención, es extremadamente beneficiosa desde el 20
punto de vista industrial. 

LISTA DE SECUENCIAS 

25

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



27

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



28

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



29

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



30

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



31

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



32

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



33

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



34

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



35

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



36

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



37

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



38

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



39

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



40

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



41

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



42

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



43

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



44

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



45

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



46

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



47

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



48

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



49

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



50

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



51

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



52

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



53

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



54

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



55

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



56

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



57

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



58

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



59

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



60

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



61

E11750425
05-08-2015ES 2 544 710 T3

 



62

ES 2 544 710 T3

 



63

ES 2 544 710 T3

 



64

ES 2 544 710 T3

 



65

ES 2 544 710 T3

 



66

ES 2 544 710 T3

 



67

ES 2 544 710 T3

 



68

ES 2 544 710 T3

 



69

ES 2 544 710 T3

 



70

ES 2 544 710 T3

 



71

ES 2 544 710 T3

 



72

ES 2 544 710 T3

 



73

ES 2 544 710 T3

 



74

ES 2 544 710 T3

 



75

ES 2 544 710 T3

 



76

ES 2 544 710 T3

 



77

ES 2 544 710 T3

 



78

ES 2 544 710 T3

 



79

ES 2 544 710 T3

 



80

ES 2 544 710 T3

 



81

ES 2 544 710 T3

 



82

ES 2 544 710 T3

 



83

ES 2 544 710 T3

 



84

ES 2 544 710 T3

 



85

ES 2 544 710 T3

 



86

ES 2 544 710 T3

 



87

ES 2 544 710 T3

 



88

ES 2 544 710 T3

 



89

ES 2 544 710 T3

 



90

ES 2 544 710 T3

 



91

ES 2 544 710 T3

 



92

ES 2 544 710 T3

 



93

ES 2 544 710 T3

 



94

ES 2 544 710 T3

 



95

ES 2 544 710 T3

 



96

ES 2 544 710 T3

 



97

ES 2 544 710 T3

 



98

ES 2 544 710 T3

 



99

ES 2 544 710 T3

 



100

ES 2 544 710 T3

 



101

ES 2 544 710 T3

 



102

ES 2 544 710 T3

 



103

ES 2 544 710 T3

 



104

ES 2 544 710 T3

 



105

ES 2 544 710 T3

 



106

ES 2 544 710 T3

 



107

ES 2 544 710 T3

 



108

ES 2 544 710 T3

 



109

ES 2 544 710 T3

 



110

ES 2 544 710 T3

 



111

ES 2 544 710 T3

 



112

ES 2 544 710 T3

 



113

ES 2 544 710 T3

 



114

ES 2 544 710 T3

 



115

ES 2 544 710 T3

 



116

ES 2 544 710 T3

 



117

ES 2 544 710 T3

 



118

ES 2 544 710 T3

 



119

ES 2 544 710 T3

 



120

ES 2 544 710 T3

 



121

ES 2 544 710 T3

 



122

ES 2 544 710 T3

 



123

ES 2 544 710 T3

 



124

ES 2 544 710 T3

 



125

ES 2 544 710 T3

 



126

ES 2 544 710 T3

 



127

ES 2 544 710 T3

 



128

ES 2 544 710 T3

 



129

ES 2 544 710 T3

 



130

ES 2 544 710 T3

 



131

ES 2 544 710 T3

 



132

ES 2 544 710 T3

 



133

ES 2 544 710 T3

 



134

ES 2 544 710 T3

 



135

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir una β-glucosidasa mutante derivada de un termófilo que tiene fijada selectivamente a 
ella una cadena de azúcares y también tiene una actividad glucosidasa, que comprende:  

(i) preparar ADN que codifica una β-glucosidasa mutante derivada de un termófilo introduciendo una secuencia 5
de ADN que codifica Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (en las que, X es cualquier aminoácido excepto prolina) en ADN que 
codifica una β-glucosidasa derivada de un termófilo que está originalmente desprovista de una secuencia de 
glucosilación y, además, añadiendo una secuencia de ADN que codifica una secuencia señal de secreción al 
ADN que codifica una β-glucosidasa mutante, 
(ii) introducir el ADN que codifica una β-glucosidasa mutante al que se le ha añadido la secuencia de ADN que 10
codifica la secuencia señal de secreción en un microorganismo eucariota, de modo que una β-glucosidasa 
mutante codificada por el ADN de la β-glucosidasa mutante se exprese como una proteína secretora, y 
(iii) aislar y purificar la β-glucosidasa mutante expresada de este modo como una proteína secretora. 

2. Procedimiento para producir una β-glucosidasa mutante, según la reivindicación 1, en el que la cadena de 15
azúcares es una cadena de azúcares de tipo rica en manosa. 

3. Procedimiento para producir una β-glucosidasa mutante, según la reivindicación 1 ó 2, en el que la β-glucosidasa 
derivada de un termófilo es una β-glucosidasa derivada de un termófilo seleccionado entre el grupo que comprende
el género Sulofolobus, el género Thermoplasma, el género Caldivirgra, el género Thermosphaera, el género 20
Pyrococcus, el género Picrophilus, el género Caldivirgra y el género Fervidobacterium.

4. Procedimiento para producir una β-glucosidasa mutante, según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el 
que la β-glucosidasa derivada de un termófilo es una proteína que comprende:  

(i) una secuencia de aminoácidos igual que cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas en SEQ ID 25
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 
(ii) una secuencia de aminoácidos que tiene el 85% o más de identidad con cualquiera de las secuencias de 
aminoácidos 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 β-glucosidasa. 30

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

6. Procedimiento para producir una β-glucosidasa mutante, según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el 35
que la secuencia señal de secreción es una secuencia señal de secreción de factor α.

7. Procedimiento para producir una β-glucosidasa mutante, según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el 
que la β-glucosidasa mutante derivada de un termófilo comprende una secuencia de aminoácidos 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, 40
SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54 y SEQ ID NO: 56. 

8. Composición enzimática para sacarificación de biomasa que comprende celulasa y la β-glucosidasa mutante 
derivada de un termófilo obtenida mediante el procedimiento de producción, según una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 7. 45

9. Composición enzimática para sacarificación de biomasa, según la reivindicación 8, en la que la celulasa es una 
mezcla de celulasas derivadas de hongos filamentosos. 

10. Composición enzimática para sacarificación de biomasa, según la reivindicación 8 ó 9, en la que la mezcla de 50
celulasas derivadas de hongos filamentosos es una mezcla de celulasas derivadas del género Trichoderma.

11. Procedimiento para hidrolizar biomasa, que comprende utilizar la composición enzimática, según una cualquiera 
de las reivindicaciones 8 a 10. 

55
12. Procedimiento para hidrolizar biomasa, según la reivindicación 11, que comprende filtrar un hidrolizado obtenido 
por la composición enzimática a través de una membrana de ultrafiltración, y separar y recuperar la composición 
enzimática utilizada. 

60
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