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DESCRIPCION
Enzimas celulasas optimizadas
Campo del invento

El invento divulga unas enzimas celulasas con unas propiedades optimizadas para el tratamiento de unos
substratos, que contienen celulosas y lignocelulosas. En particular, se divulgan unas enzimas celobiohidrolasas con
unas caracteristicas preferidas. La presente divulgacion proporciona unas variantes de fusion, insercion, supresion
(delecién) y/o sustitucion de tales enzimas. Las variantes de enzimas tienen unas elevadas propiedades de
estabilidad térmica, estabilidad proteolitica, actividad especifica y/o una estabilidad frente a un pH extremo. Se
divulgan unas moléculas de acidos nucleicos que codifican tales enzimas, una composicién que comprende tales
enzimas, un método para su produccion, y el uso para el tratamiento de una celulosa y/o para la produccion de
combustibles bioldgicos.

Antecedentes del invento

El desarrollo de unos procedimientos de produccion basados en materias primas renovables es muy deseado, por
ejemplo, para la produccion de etanol a partir de materiales celuldsicos y lignoceluldsicos.

Un material celulésico en una forma pura o en combinacidon con una hemicelulosa y/o una lignina es una materia
prima valiosa y que esta facilmente disponible para la produccion de productos quimicos y combustibles. Una etapa
clave en el tratamiento de una celulosa y una lignocelulosa es la hidrolisis de la celulosa, que es un polimero de
glucosa con enlaces beta-1,4, y la subsiguiente liberacion de los mondémeros de glucosa y de unos cortos
oligébmeros de glucosa tales como una celobiosa, una celotriosa, etc. Unas enzimas que catalizan esta reaccion son
encontradas en diversos organismos, especialmente en ciertos hongos filamentosos y en ciertas bacterias, que son
capaces de degradar e hidrolizar a una celulosa.

Son conocidos unos procedimientos continuos para convertir a una biomasa lignoceluldsica soélida en unos
productos carburantes combustibles. Un tratamiento para hacer a los substratos celulésicos mas susceptibles frente
a una degradacion enzimatica comprende una molienda, un tratamiento quimico y/o un tratamiento hidrotérmico.
Unos ejemplos de éstos son una oxidacion en humedo y/o un reventamiento con vapor. Tales tratamientos
aumentan la accesibilidad de las fibras de celulosa y las separan con respecto de una hemicelulosa y una lignina, lo
que es requerido para la degradacion de los polimeros de celulosa. Entre éstas, unas enzimas celobiohidrolasas
(CBH), y mas especificamente una celobiohidrolasa | (CBHI) desempefian un cometido especial en la etapa de
hidrdlisis y proporcionan la actividad enzimatica mas favorable para el procedimiento. Las enzimas CBHI catalizan la
liberacion hidrolitica progresiva de celobiosa desde el extremo reductor de los polimeros de celulosa (Lynd LR,
Weimer PJ, van Zyl WH, Pretorius IS. Microbial cellulose utilization: fundamentals and biotechnology [Utilizacion de
la celulosa por microbios: fundamentos y biotecnologia]. Microbiol Mol Biol Rev. 2002 Sep;66(3):506-77).

Unos materiales celuldsicos hidrolizados contienen diversas y valiosas moléculas de hidratos de carbono, que
pueden ser aisladas a partir de las mezclas. Unos materiales hidrolizados de materiales celulésicos, que contienen
azucares, pueden ser utilizados para una producciéon microbiana de una variedad de productos quimicos finos o
biopolimeros, tales como unos acidos organicos, etanol o unos alcoholes superiores (es decir unos dioles o polioles)
o unos poli(hidroxialcanoatos) (PHAs). Uno de los usos principales de los materiales hidrolizados de azicares se
encuentra en la producciéon de combustibles biolégicos.

Kurabi y colaboradores (2005) describen unos preparados de celulasas procedentes de Trichoderma reesei y de
otros hongos, tales como Penicillium sp. El rendimiento se ha analizado en abetos Douglas, que habian sido
reventados con vapor y tratados previamente con un disolvente organico de etanol. Un mejor rendimiento de unas
mezclas de enzimas parece ser el resultado de las propiedades mejoradas de unos componentes individuales de
enzimas asi como del efecto de cada compuesto en la mezcla, especialmente la presencia de una beta-glucosidasa
(Kurabi A, Berlin A, Gilkes N, Kilburn D, Bura R, Robinson J, Markov A, Skomarovsky A, Gusakov A, Okunev O,
Sinitsyn A, Gregg D, Xie D, Saddler J.(2005) Enzymatic hydrolysis of steam-exploded and ethanol organosolv-
pretreated Douglas-Fir by novel and commercial fungal cellulases [Hidrolisis enzimatica de abetos de Douglas
reventados con vapor y tratados previamente con un disolvente organico de etanol mediante unas celulasas fungicas
y adquiribles comercialmente]. Appl Biochem Biotechnol. 121-124: 219-30).

Unas secuencias de celobiohidrolasas de la clase de una glucohidrolasa 7 (cel7) son conocidas en la especialidad a
partir de varias fuentes fungicas. Una celobiohidrolasa Cel7 de Talaromayces emersonii es conocida y ya se ha
informado acerca de su expresion en Escherichia coli. Grassick y colaboradores han presentado un informe sobre la
purificacion y la determinacion de la estructura en 3D de una proteina CBH de nucleo natural, y de la clonacion y
sobreexpresion de los correspondientes genes, procedentes de una fuente fungica termdfila. Se encontrd que una
CBH 16 es extremadamente estable térmicamente con un valor éptimo de la temperatura de 68 °C a pH 5,0 y un
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periodo de tiempo de vida media (t1/2) de 68,0 min a 80 °C y un pH de 5,0. (Grassick A, Murray PG, Thompson R,
Collins CM, Byrnes L, Birrane G, Higgins TM, Tuohy MG. Three-dimensional structure of a thermostable native
cellobiohydrolase, CBH IB, and molecular characterization of the cel7 gene from the filamentous fungus,
Talaromyces emersonii [Estructura tridimensional de una celobiohidrolasa natural termoestable, CBH IB, y
caracterizacion molecular del gen cel7 del hongo filamentoso, Talaromyces emersonii]. Eur J Biochem. 2004
Nov;271 (22):4495-4506) y en Saccharomyces cerevisiae (Voutilainen SP, Murray PG, Tuohy MG, Koivula A.
Expression of Talaromyces emersonii cellobiohydrolase Cel7A in Saccharomyces cerevisiae and rational
mutagenesis to improve its thermostability and activity (Expresion de una celobiohidrolasa de Talaromyces emersonii
Cel7A en Saccharomyces cerevisiae y mutagénesis racional para mejorar su estabilidad térmica y su actividad].
Protein Eng Des Sel. 2010 Feb;23(2):69-79), sin embargo, la proteina o bien era producida en una forma inactiva o
en unos rendimientos bastante bajos (de menos que o iguales a 5 mg/l). Una celobiohidrolasa | de Hypocrea jecorina
puede ser producida a partir de unas cepas de tipo silvestre (wt) o modificadas genéticamente del género Hypocrea
o Trichoderma en unos altos rendimientos. Unas secuencias mejoradas de una Cel7A de Hypocrea jecorina han sido
divulgadas en los documentos de patentes de los EE.UU. US7459299B2, US7452707B2, en los documentos de
solicitudes de patentes internacionales W02005/030926, WO01/04284A1 o en el documento de solicitud de patente
de los EE.UU.: US2009/0162916 A1.

Unas posiciones que conducen a mejoramientos fueron deducidas a partir de unas alineaciones con unas
secuencias procedentes de unas enzimas termoestables resefiadas, y que se han propuesto a partir de una
informacion estructural y una barajadura de unas posiciones identificadas, seguida por unos escrutinios limitados. Se
ha informado sobre un escrutinio de unas grandes bibliotecas en ciertos organismos transformables tales como
Saccharomyces cerevisiae mediante el uso de unos substratos fluorescentes muy sensibles, que se asemejan a
unos substratos naturales de un modo muy restrictivo. (Percival Zhang YH, Himmel ME, Mielenz JR. Outlook for
cellulase improvement: screening and selection strategies [Perspectivas del mejoramiento de celulasas: escrutinio y
estrategias de seleccion]. Biotechnol Adv. 2006 Sep-Oct;24(5):452-81).

Se ha informado sobre la produccion de unas celobiohidrolasas procedentes de otros sistemas fungicos tales como
los de Thermoascus aurantiacus, Chrysosporium lucknowense o Phanerochaete chrysosporium. Se ha informado
sobre la expresién de una celobiohidrolasa Cel7 a partir de levaduras, pero los rendimientos enzimaticos o las
propiedades enzimaticas siguen siendo insatisfactorios/as. (Penttila ME, André L, Lehtovaara P, Bailey M, Teeri TT,
Knowles JK. Efficient secretion of two fungal cellobiohydrolases by Saccharomyces cerevisiae [Secrecion eficiente
de dos celobiohidrolasas fungicas por Saccharomyces cerevisiae]. Gene. 1988;63(1):103-12).

El documento WO03/000941 divulga un cierto nimero de CBHs y sus correspondientes secuencias génicas. Sin
embargo, no se divulgaron propiedades fisioldgicas ni aplicaciones. Se ha informado de que la fusiéon de unos
dominios de fijacion de celulosa con unas subunidades cataliticas de celobiohidrolasas mejora las propiedades
hidroliticas de unas proteinas sin ningtin dominio natural.

El documento US 2009042266 (A1) divulga unas fusiones de Cel7A de Thermoascus aurantiacus con unos dominios
de fijacion de celulosa procedentes de una celobiohidrolasa | de Chaetomium thermophilum y Hypocrea jecorina.

El documento US5686593 informa acerca de la fusion de unas regiones engarzadoras y de unos dominios de
fijacion que se han disefiado especialmente, con ciertas celobiohidrolasas.

Hong y colaboradores (2003) describen la produccién de una CBHI de Thermoascus aurantiacus en levaduras y su
caracterizacion (Hong J, Tamaki H, Yamamoto K, Kumagai H Cloning of a gene encoding thermostable
cellobiohydrolase from Thermoascus aurantiacus and its expression in yeast [Clonacién de un gen que codifica una
celobiohidrolasa termoestable procedente de Thermoascus aurantiacus y su expresion en una levadura]. Appl
Microbiol Biotechnol. 2003 Nov;63(1):42-50).

Tuohy y colaboradores (2002) informan acerca de la expresion y la caracterizacion de una CBH de Talaromyces
emersonii. (Tuohy MG, Walsh DJ, Murray PG, Claeyssens M, Cuffe MM, Savage AV, Coughlan MP.: Kinetic
parameters and mode of action of the cellobiohydrolases produced by Talaromyces emersonii [Parametros cinéticos
y modo de accion de las celobiohidrolasas producidas por Talaromyces emersonii]. Biochim Biophys Acta. 2002 Apr
29;1596(2):366-80).

Nevoigt y colaboradores (2008) informan acerca de la expresion de ciertas enzimas celuloliticas en levaduras.
(Nevoigt E. Progress in metabolic engineering of Saccharomyces cerevisiae [Progresos en la modificacion
metabdlica de Saccharomyces cerevisiae]. Microbiol Mol Biol Rev. 2008 Sep;72(3):379-412).

Fujita y colaboradores (2004) informan acerca de una cepa de Saccharomyces cervisiae que expresa una
combinacion de una endoglucanasa, una beta glucosidasa y una CBHII presentada graficamente sobre la superficie
celular. No se us6 una celobiohidrolasa | (Cel7) en este planteamiento. (Fujita Y, Ito J, Ueda M, Fukuda H, Kondo A.
Synergistic saccharification, and direct fermentation to ethanol, of amorphous cellulose by use of an engineered
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yeast strain codisplaying three types of cellulolytic enzyme [Sacarificacion sinérgica, y fermentacion directa para dar
etanol de una celulosa amorfa mediando utilizacion de una cepa de una levadura modificada que presenta
concomitantemente tres tipos de una enzima celulolitica]. Appl Environ Microbiol. 2004 Feb;70(2):1207-12).

Boer H y colaboradores (2000) describen la expresion de unas enzimas clasificadas como GH7 en diferentes
anfitriones de levaduras, pero los niveles de las proteinas expresadas fueron bajos. (Boer H, Teeri TT, Koivula A.
Characterization of Trichoderma reesei cellobiohydrolase Cel7A secreted from Pichia pastoris using two different
promoters [Caracterizacion de una celobiohidrolasa Cel7A de Trichoderma reesei que ha sido segregada por Pichia
pastoris usando dos promotores diferentes]. Biotechnol Bioeng. 2000 Sep 5;69(5):486-94).

Godbole y colaboradores (1999) y Hong y colaboradores (2003) encontraron que unas proteinas de esta clase
de enzimas expresadas a partir de levaduras frecuentemente estaban mal plegadas e hiperglicosiladas y tenian
unas capacidades hidroliticas disminuidas en comparacion con la proteina expresada por el anfitrion homologo.
(Godbole S, Decker SR, Nieves RA, Adney WS, Vinzant TB, Baker JO, Thomas SR, Himmel ME. Cloning and
expression of Trichoderma reesei cellobiohydrolase | in Pichia pastoris [Clonacion y expresion de una
celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei en Pichia pastoris]. Biotechnol Prog. 1999 Sep-Oct;15(5):828-33).

Kanokratana y colaboradores (2008), Li y colaboradores (2009) asi como el documento de patente china
CNO01757710 describen la expresion eficiente de unas enzimas de CBH | Cel7, sin embargo, estas proteinas
carecen de los dominios de fijacion de celulosa, que se requieren para un procesamiento eficiente del substrato.
(Kanokratana P, Chantasingh D, Champreda V, Tanapongpipat S, Pootanakit K, Eurwilaichitr L. Identification and
expression of cellobiohydrolase (CBHI) gene from an endophytic fungus, Fusicoccum sp. (BCC4124) in Pichia
pastoris [ldentificacion y expresion del gen de una celobiohidrolasa (CBHI) a partir de un hongo endofitico,
Fusicoccum sp. (BCC4124), en Pichia pastoris]. LProtein Expr Purif. 2008 Mar;58(1):148-53. Epub 2007 Sep 19; Li
YL, Li H, Li AN, Li DC. Cloning of a gene encoding thermostable cellobiohydrolase from the thermophilic fungus
Chaetomiumthermophilum and its expression in Pichia pastoris [Clonacion de un gen que codifica una
celobiohidrolasa termoestable a partir del hongo termofilico Chaetomium thermophilum y su expresion en Pichia
pastoris]. J Appl Microbiol. 2009 Jun;106(6):1867-75).

Voutilainen (2008) y Viikari (2007) divulgan unas enzimas Cel7, que comprenden unas celobiohidrolasas
termoestables, sin embargo con solamente unos niveles de expresion desde bajos hasta moderados, procedentes
de Trichoderma reesei, (Voutilainen SP, Puranen T, Siika-Aho M, Lappalainen A, Alapuranen M, Kallio J, Hooman S,
Viikari L, Vehmaanpera J, Koivula A. Cloning, expression, and characterization of novel thermostable family 7
cellobiohydrolases [Clonacién, expresion y caracterizacion de una nueva familia termoestable de celobiohidrolasas
7]. Biotechnol Bioeng. 2008 Oct 15;101(3):515-28. PubMed PMID: 18512263; Viikari L, Alapuranen M, Puranen T,
Vehmaanpera J, Siika-Aho M. Thermostable enzymes in lignocellulose hydrolysis. [Enzimas termoestables en la
hidrdlisis de lignocelulosas]. Adv Biochem Eng Biotechnol. 2007;108:121-45).

Grassick y colaboradores (2004) divulgan una expresion sin plegamiento de una celobiohidrolasa | de
Talaromyces emersonii en Escherichia coli pero no en una levadura. (Grassick A, Murray PG, Thompson R, Collins
CM, Byrnes L, Birrane G, Higgins TM, Tuohy MG. Three-dimensional structure of a thermostable native
cellobiohydrolase, CBH 1B, and molecular characterization of the cel7 gene from the filamentous fungus [Estructura
tridimensional de una celobiohidrolasa natural termoestable, CBH IB, y caracterizacion molecular del gen cel7
procedente del hongo filamentoso, Talaromyces emersonii]. Eur J Biochem. 2004 Nov;271(22):4495-506).

El documento WO 2009/138877 describe un método para una expresion heteréloga de unos polipéptidos codificados
por unas variantes de tipo silvestre y optimizadas con codones de CBHI y/o cbh2 a partir de los organismos fungicos
Talaromyces emersonii (T. emersonii), Humicola grisea (H. grisea), Thermoascus aurantiacus (T. aurantiacus), y
Trichoderma reesei (T. reesei). Se encontré que la expresion en tales células anfitrionas de los correspondientes
genes, y de las variantes y combinaciones de éstos, da como resultado una actividad especifica mejorada de las
celobiohidrolasas expresadas.

El documento WO 2009/139839 describe unos métodos y una composicion para un vector y unas particulas de
alfavirus que tienen una gran capacidad. En algunos aspectos se describen unos métodos para proporcionar unas
particulas de alfavirus, que comprenden una proteina capsida modificada.

Por lo tanto, existe una necesidad de encontrar unas enzimas celulasas con unas caracteristicas mejoradas para el
uso en unos procesos técnicos para la hidrélisis de celulosas. En particular, existe una necesidad de unas enzimas
CBH con una actividad catalitica mas alta y/o con una estabilidad mas alta en las condiciones de tratamiento.
Ademas de esto, existe una necesidad de unas enzimas CBH con una productividad mas alta en la expresién en
hongos y/o levaduras y unos sistemas de segregacion.
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Resumen del invento

El presente invento proporciona un polipéptido, que tiene una actividad de celobiohidrolasa. Este polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos 85 % con la
SEQ ID NO: 2, en donde el residuo de aminoacido en la posiciéon Q1 de la SEQ ID NO: 2 ha sido modificado
mediante sustitucion o supresion.

Ademas de esto, el presente invento divulga una acido nucleico que codifica el polipéptido del presente invento, que
tiene de manera preferida una identidad de por lo menos 95 % con la SEQ ID NO: 1, un vector que comprende este
acido nucleico y un anfitrion transformado con tal vector.

La presente solicitud de patente divulga ademas un método para la produccién de una proteina de celobiohidrolasa,
que es codificada por un vector del presente invento, un método para la identificacion de unos polipéptidos que
tienen una actividad de celobiohidrolasa, y un método para la produccién de tales polipéptidos, que tienen una
actividad de celobiohidrolasa.

El presente invento proporciona también un polipéptido que tiene una actividad de celobiohidrolasa, en donde el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos, que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos
85 % con la SEQ ID NO: 2, en donde el residuo de aminoacido en la posicion Q1 de la SEQ ID NO: 2 ha sido
modificado mediante sustitucion o supresion, en donde uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de la
secuencia definida por la SEQ ID NO: 2 han sido modificados mediante sustitucion o supresion: G4, A6, T15, Q28,
W40, D64, E65, A72, S86, K92, V130, V152, Y155, K159, D181, E183, N194, D202, P224, T243, Y244, 1277, K304,
N310, S311, N318, D320, T335, T344, D346, Q349, A358, Y374, A375, T392, T393, D410, Y422, P442, N445,
R446, T456, S460, P462, G463, H468 y/o V482 de los aminoacidos 1 hasta 500 de la SEQ ID NO: 2.

Mas aun, la presente solicitud de patente divulga un polipéptido, que tiene una actividad de celobiohidrolasa, que es
obtenible por el método de preparar un polipéptido que tiene una actividad de celobiohidrolasa de acuerdo con la
presente solicitud de patente, y un polipéptido, que tiene una actividad de celobiohidrolasa, en donde el polipéptido
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos 80 % con la
SEQ ID NO: 5, en donde uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ
ID NO: 5 han sido modificados mediante sustitucion o supresion: Q1, G4, A6, T15, Q28, W40, D64, E65, A72, S86,
K92, V130, V152, Y155, K159, D181, E183, N194, D202, P224, T243, Y244, 1277, K304, N310, S311, N318, D320,
T335, T344, D346, Q349, A358, Y374, A375, T392, T393, D410 y/o Y422 de los aminoacidos 1 hasta 440 de la SEQ
ID NO: 5.

La presente solicitud de patente divulga un polipéptido, que tiene una actividad de celobiohidrolasa, que comprende
una secuencia de aminoacidos, que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos 85 % con la SEQ ID NO:
12, en donde uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 12
han sido modificados mediante sustitucion o supresion: Q1, T15, Q28, W40, C72, V133, V155, Y158, T162, Y247,
N307, G308, E317, S341, D345, Y370, T389, Q406, N441, R442, T452, S456, P458, G459, H464 y/o V4T8.

El presente invento divulga ademas una composicion, que comprende un polipéptido del presente invento y una o
mas endoglucanasas y/o una o mas beta-glucosidasas y/o una o mas celobiohidrolasas adicionales y/o una o mas
xilanasas.

El presente invento proporciona ademas el uso de un polipéptido o de la composicién del presente invento para la
degradacién enzimatica de una biomasa lignoceluldsica, y/o para el tratamiento de materiales textiles y/o como un
ingrediente en detergentes y/o como un ingrediente en alimentos o composiciones alimentarias.

Breve descripcion de las Figuras

Figura 1: Mapas de restriccion de pV1 para la expresion constitutiva de proteinas en Pichia pastoris: pUC19 - ori:
origen de la replicacion en E. coli; KanR: resistencia frente a la kanamicina/G418 con las secuencias promotoras
TEF1 y EMZ para la seleccion en Pichia pastoris y E. coli, respectivamente; 5'GAP: region promotora de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; 3'-GAP: region terminadora; SP MFalpha: secuencia de sefial del factor de
apareamiento alfa de Saccharomyces cerevisiae; MCS: sitio de clonacion multiple.

Figura 2: SDS-PAGE tefiida con Commassie de unos materiales sobrenadantes concentrados 10 veces de unos
cultivos en matraces de sacudimiento de Pichia pastoris CBS 7435, que contienen unos plasmidos de expresién con
las secuencias codificadoras de las proteinas CBHI maduras de Trichoderma viride (CBH-f; pista 2), de Humicola
grisea (CBH-d; pista 3), de Talaromyces emersonii (CBH-b; pista 4), de Thermoascus aurantiacus (CBH-e; pista 5),
asi como la fusién de CBHI-CBD de Talaromyces emersonii (CBH-a; pista 6) y la fusion de CBD de Humicola grisea
(CBH-g; pista 7) en una fusion por el terminal de N con el péptido de sefal del factor de apareamiento alfa de
Saccharomyces cerevisiae bajo el control del promotor de la gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa de Pichia
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pastoris.

Figura 3: Mapa del plasmido de expresion pV3 para la expresion de proteinas en Pichia pastoris. Replicones: pUC19
- ori: origen de la replicacion en E. coli, ZeoR: gen de resistencia frente a la zeocina con las secuencias promotoras
TEF1 y EMY para la expresion en Pichia pastoris y E. coli, respectivamente; promotor AOX I: regiéon promotora del
gen de la alcohol oxidasa | de Pichia pastoris; AOX 1 terminador de la transcripcion: region terminadora: SP
MFalpha: secuencia de sefal del factor de apareamiento alfa de Saccharomyces cerevisiae; MCS: sitio de clonacion
multiple.

Figura 4: Analisis por SDS-PAGE de unas muestras de materiales sobrenadantes del cultivo tomadas a partir de la
fermentacion de una cepa de Pichia pastoris con una integracion genodmica de un casete de expresion AOXI, que
expresa el péptido de fusién de CBHI de Talaromyces emersonii | -CBD de Trichoderma reesei (CBH-a) en un
biorreactor con una capacidad de 7 | mediando una induccién con metanol. Las muestras P1 - P7 se toman al
principio de la induccién con metanol y después de 20, 45, 119,5, 142,5, 145,5 y 167 horas, respectivamente.

Figura 5: Mapa del plasmido de expresion pV4 para la expresion en Trichoderma reesei.del péptido de fusion de
CBHI de Talaromyces emersonii | -CBD de Trichoderma reesei (CBH-ah) Replicon: pUC19 para la replicacion en E.
coli. cbh1 5" regién promotora 5' del gen de CBHI de Trichoderma; péptido de sefial cbh1: secuencia codificadora
para el péptido director de CBHI de Trichoderma reesei; CBH-a: péptido de fusion de CBHI de Talaromyces
emersonii | -CBD de Trichoderma reesei: region codificadora para la SEQ ID NO: 18; terminador de cbh1: region
terminadora en el extremo 3' del sitio de CBHI de Trichoderma reesei; resistencia a higromicina: regién codificadora
de la higromicina fosfotransferasa bajo el control de un promotor de la fosfoglicerato cinasa de Trichoderma reesei;
cbh1 3" secuencia de homologia con la regién terminadora del sitio de CBHI de Trichoderma reesei para los
sucesos de cruzamiento doble.

Figura 6: SDS-PAGE de unos materiales sobrenadantes de cultivos de Trichoderma reesei. La pista 1 muestra el
patron de expresion de una cepa de reemplazo que lleva una fusién de CBHI de Talaromyces emersonii /| -CBD de
Trichoderma reesei (CBH-ah) en lugar del gen de CBHI natural. Como comparacion, la pista 2 muestra el patron
para la cepa no modificada en las mismas condiciones. M: marcador del tamafio molecular.

Figura 7: Determinacion de los valores de la IT50 a partir de los diagramas de la capacidad de conversion del
substrato frente a la temperatura después de una normalizacién. Para la etapa de normalizacién, los valores de las
fluorescencias maxima y minima para la temperatura seleccionada son correlacionados con 1 o 0, respectivamente.
La interpolacién lineal a F'(T) = 0,5 entre los dos puntos de temperatura mas préximos con unos valores
normalizados préximos a 0,5 proporciona la temperatura IT50 definida.

Figura 8: Diagramas de la capacidad de conversién normalizada en funcion de la temperatura de unas fusiones de
CBHI de Talaromyces emersonii “wt”/ -CBD de Trichoderma reesei (CBH-ah: SEQ ID NO: 18 = SEQ ID NO: 2 + 6x
marca His) y de unos mutantes basados en los resultados de la hidrdlisis del 4-metilumbeliferil-B-D-lactésido, que
han sido evaluados a varias temperaturas. Los valores de la fluorescencia fueron normalizados de acuerdo con la
Figura 8 a lo largo del intervalo de temperaturas de 55°C a 75°C.

A..wt;

B...G4C,A72C;

C...G4C,A72C,Q349K;

D...G4C,A72C,D181N,Q349K;
E...Q1L,G4C,A72C,D181N,E183K,Q349R;
F...QL,G4C,A72C,S86T,D181N,E183K,D320V,Q349R;
G...G4C, A72C,E183K,D202Y,N310D,Q349R;

H ... Q1L,G4C,A72C, A145T,H203R,Q349K,T403K;

Figure 9: Rendimientos de glucosa de la hidrdlisis de una paja tratada previamente con una proteina de fusion de
CBHI de Talaromyces emersonii | -CBD de Trichoderma reesei (CBH-ah), wt y mutada, después de haber llevado a
cabo una hidrdélisis durante 48 horas en presencia de una f3-glicosidasa. Las variantes se han caracterizado para las
siguientes mutaciones referidas a la SEQ ID NO: 18 y fueron expresadas a partir de Pichia pastoris en unos cultivos
en matraces de sacudimiento, y fueron aisladas a partir del material sobrenadante por medio de una cromatografia
de afinidad usando Ni-NTA.

A: wt

B: G4C,A72C

C: G4C,A72C,Q349K

D: G4C,A72C, D181N,Q349K

E: Q1L,G4C,A72C,D181N,E183K,Q349R

F: Q1L,G4C,A72C,S86T,D181N,E183K,D320V,Q349R
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G: G4C, A72C, E183K,D202Y,N310D,Q349R

Figura 10: Alineacion de la SEQ ID NO: 2 con la secuencia de CBHI de Trichoderma reesei. La matriz de alineacion
blosum62mt2 con una penalizacion por apertura de huecos (en inglés "gap opening penalty") de 10 y una
penalizacién por extension de huecos de 0,1 fue utilizada para crear la alineacion.

Descripcion detallada del invento

El presente invento divulga un polipéptido, que tiene una actividad de celobiohidrolasa, que comprende una
secuencia de aminoacidos con una identidad entre secuencias de por lo menos 85 % con la SEQ ID NO: 2, en
donde el residuo de aminoacido en la posicién Q1 de la SEQ ID NO: 2 ha sido modificado mediante sustituciéon o
supresion. El concepto de "celobiohidrolasa" o "CBH" se refiere a unas enzimas que disocian a una celulosa desde
el extremo de la cadena de glucosa, y que producen una celobiosa como el producto principal. Unos nombres
alternativos son los de 1,4-beta-D-glucano celobiohidrolasas o celulosa 1,4-beta-celobiosidasas. Las CBHs
hidrolizan a los enlaces 1,4-beta-d-glucosidicos de los extremos reductores o no reductores de un polimero que
contiene tales enlaces. La "celobiohidrolasa I" o "CBH [|" actia a partir del extremo reductor de la fibra de celulosa.
La "celobiohidrolasa 11" o "CBH II" actia a partir del extremo no reductor de la fibra de celulosa. Las
celobiohidrolasas tienen tipicamente una estructura que consiste en un dominio catalitico y uno o mas "dominios de
fijacion de celulosa" o "CBD" (acrénimo del inglés "cellulose binding domains"). Tales dominios pueden estar
localizados o bien junto al extremo terminal de N o C del dominio catalitico. Los CBDs tienen una actividad de
fijaciéon de hidratos de carbono y median por la fijacion de la celulasa a una celulosa cristalina, y es conocido el
hecho de que la presencia o ausencia de los dominios de fijacién tiene un impacto importante sobre la aptitud de de
una enzima para ser procesada especialmente sobre unos substratos poliméricos.

La secuencia parental se ha establecido en la SEQ ID NO: 2. La secuencia se deriva de la fusion junto al extremo
terminal de C del dominio engarzador y del dominio de fijacion de celulosa de CBHI de Trichoderma reesei (SEQ ID
NO: 4) con el dominio catalitico de CBHI de Talaromyces emersonii (SEQ ID NO: 5).

En un aspecto preferido, el invento divulga unas variantes de proteinas que muestran una alta actividad a altas
temperaturas durante un prolongado periodo de tiempo. De manera preferida, el polipéptido del presente invento
mantiene un 50 % de su maxima capacidad de conversion del substrato cuando la conversion se realiza durante 60
minutos a una temperatura de 60 °C o mas alta. La respectiva temperatura se designa también como el valor IT50.
En otras palabras, el valor IT50 es de manera preferida de 60 °C o mas alto. La "Capacidad de Conversion del
Substrato" de una enzima se define en este contexto como el grado de conversién del substrato, que es catalizada
por una cantidad de una enzima en un determinado periodo de tiempo en unas condiciones definidas (la
concentracion del substrato, el valor del pH, la concentracion del tampén y la temperatura), tal como se pueden
determinar mediante un ensayo en el punto final der la reaccidon enzimatica en tales condiciones. La "Capacidad
Maxima de Conversién del Substrato" de una enzima se define en este caso como el valor maximo de la capacidad
de conversién del substrato que se encuentra para la enzima en un determinado nimero de mediciones que se
efectdan tal como se ha descrito mas arriba, en el que sélo se varié un parametro, p.ej. la temperatura,, dentro de un
intervalo definido. De acuerdo con el presente invento, el ensayo descrito en el Ejemplo 8 se utiliza para determinar
estos parametros.

Por lo demas, los polipéptidos divulgados tienen de manera preferida un valor IT50 en el intervalo de 62 a 70 °C, de
manera mas preferida de 65 a 70 °C.

El polipéptido del presente invento comprende de manera preferida una secuencia de aminoacidos, que tiene
identidad entre secuencias de por lo menos 90 %, de manera preferida de por lo menos 95 % y de manera mas
preferida de por lo menos 99 % con la SEQ ID NO: 2, en donde el residuo de aminoacido en la posicion Q1 de la
SEQ ID NO: 2 se ha modificado mediante sustituciéon o supresion. Ademas, se prefiere especialmente que la
secuencia de aminoacidos del polipéptido tenga la secuencia como se ha definido por la SEQ ID NO: 2, en donde el
resido de aminoacido en la posicion Q1 de la SEQ ID NO: 2 se ha modificado mediante sustituciéon o supresion, o
una secuencia tal como se ha definido por la SEQ ID NO: 2, en donde el residuo de aminoacido en la posicién Q1 de
la SEQ ID NO: 2 se ha modificado mediante sustitucién o supresion, en donde han sido sustituidos, suprimidos o
insertados de 1 a 75, de manera mas preferida de 1 a 35 residuos de aminoacidos.

Son preferidas particularmente unas variantes de la proteina de la SEQ ID NO: 2, en las que el residuo de
aminoacidos en la posicion Q1 de la SEQ ID NO: 2 ha sido modificado mediante sustitucién o supresion. Las
"variantes de proteinas" son unos polipéptidos cuya secuencia de aminoacidos se diferencia en una o mas
posiciones de esta proteina parental, en donde las diferencias pueden ser un reemplazo de un aminoacido por otro,
unas supresiones de uno o mas aminoacidos, o una inserciéon de un aminoacido adicional o unos tramos de
aminoacidos en la secuencia parental. Por definicién, unas variantes definidas del polipéptido parental deben de ser
distinguidas de otros polipéptidos mediante una comparacion de la identidad entre secuencias (alineaciones) usando
el algoritmo ClustalW (Larkin M.A., Blackshields G., Brown N.P., Chenna R., McGettigan P.A., McWilliam H., Valentin
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F., Wallace .M., Wilm A., Lopez R., Thompson J.D., Gibson T.J. y Higgins D.G. (2007) ClustalW and ClustalX
version 2 [ClustalW y ClustalX version 2]. Bioinformatics 2007 23(21): 2947-2948). Los métodos para la generacion
de tales variantes de proteinas incluyen una mutagénesis aleatoria o dirigida a un sitio, una mutagénesis por
saturacion de un sitio, un ensamblaje de fragmentos basado en una PCR, una barajadura de los ADN, una
recombinacién homéloga in-vitro o in-vivo, y unos métodos de sintesis de genes.

La nomenclatura de los aminoacidos, péptidos, nucledtidos y acidos nucleicos se realiza de acuerdo con las
sugerencias de la IUPAC. Generalmente, los aminoacidos son denominados dentro de este documento de acuerdo
con el cédigo de una sola letra.

Los intercambios de unos aminoacidos individuales son descritos nombrando el cédigo de una sola letra del
aminoacido original seguido por su posicion y el codigo de una sola letra del aminoacido que lo ha reemplazado, es
decir, el intercambio de una glutamina en la posicion 1 por una leucina en esta posicion se describe como "Q1L".
Para las supresiones de unas posiciones individuales desde la secuencia, el simbolo del aminoacido reemplazador
es sustituido por la abreviacion de tres letras "del", por lo tanto, la supresiéon de una alanina en la posicion 3 seria
designada como "A3del". Unos aminoacidos adicionales insertados reciben el nimero de la posicion precedente
prolongado por una letra minuscula en orden alfabético en relacién con su distancia con respecto a su sitio de
insercion. Por lo tanto, la inserciéon de dos triptéfanos detras de la posicion 3 es designada como "3aW, 3bW". La
introduccion de unos codones no traducidos, TAA, TGA y TAG dentro de la secuencia de acidos nucleicos se indica
como "*" en la secuencia de aminoacidos, por lo tanto la introduccién de un codén terminador en la posicién 4 de la
secuencia de aminoacidos se indica como "G4*".

Unas mutaciones multiples son separadas por un signo "mas" o por una barra o por una coma. Por ejemplo, dos
mutaciones en las posiciones 20 y 21 sustituyendo una alanina y un acido glutamico por una glicina y una serina,
respectivamente, son indicadas como "A20G+E21S" o "A20G/E21S" "A20G,E21S".

Cuando un residuo de aminoacido en una posicion determinada es sustituido por dos o mas residuos de
aminoacidos alternativos, estos residuos son separados por una coma o una barra. Por ejemplo, una sustitucion de
una alanina en la posicion 30 por una glicina o un acido glutamico es indicada como "A20G,E" o "A20G/E", o
"A20G,A20E".

Cuando una posicion apropiada para una modificacion, es identificada en el presente contexto sin que se sugiera
ninguna modificacion especifica, se ha de entender que un residuo de aminoacido arbitrario puede sustituir al
residuo de aminoacido que esta presente en esa posicion. Asi, por ejemplo, cuando se menciona, pero no se
especifica, una modificacion de una alanina en la posicién 20, se ha de entender que la alanina puede ser suprimida
o sustituida por cualquier otro residuo de aminoacido (por ejemplo, uno cualquierade los R, N, D, C, Q, E, G, H, |, L,
K.,M,F,P,S, T,W,YyV).

Los conceptos de "mutacion similar" o "sustitucion similar" se refieren a una mutaciéon de un aminoacido que un
experto en la especialidad podria considerar como similar a una primera mutacion. El concepto de "similar" significa
dentro de este contexto que un aminoacido tiene unas caracteristicas quimicas similares. Si, por ejemplo, una
mutacion en una posicion especifica conduce a una sustitucion de un residuo de aminoacido no alifatico (p.ej. Ser)
por un residuo de aminoacido alifatico (p.ej. Leu), entonces una sustitucion en la misma posiciéon por un aminoacido
alifatico diferente (p.ej. lle o Val) es referida como una mutacion similar. Otras caracteristicas mas de los
aminoacidos incluyen el tamafio del residuo, la hidrofobicidad, la polaridad, la carga, el valor de pK, y otras
caracteristicas de los aminoacidos que sean conocidas en la especialidad. De acuerdo con esto, una mutacion
similar puede incluir una sustitucién tal como la de un residuo de caracter basico por otro residuo de caracter basico,
la de un residuo de caracter acido por otro residuo de caracter acido, la de un residuo polar por otro residuo polar
etc. Los conjuntos de aminoacidos que se derivan de esta manera probablemente deben de ser conservados por
razones estructurales. Estos conjuntos pueden ser descritos en la forma del diagrama de Venn (Livingstone CD, y
Barton GJ. (1993) "Protein sequence alignments: a strategy for the hierarchical analysis of residue conservation"
[Alineaciones de secuencias de proteinas: una estrategia para el analisis jerarquico de conservacion de residuos].
Comput.Appl Biosci. 9: 745-756; Taylor W. R. (1986) "The classification of amino acid conservation" [La clasificacion
de la conservacion de aminoacidos] J.Theor.Biol. 119; 205-218). Unas sustituciones similares se pueden realizar,
por ejemplo, de acuerdo con la siguiente agrupacién de aminoacidos: hidréfobos: FW Y H K M1 L V A G;
aromaticos: F W Y H; alifaticos: | L V; polares: WY HK R E D C S T N; cargados eléctricamente H K R E D;
cargados positivamente: H K R; cargados negativamente: E D.

Como una convencion para la numeracion de aminoacidos y la designaciéon de las variantes de proteinas para la
descripcién de las variantes de proteinas, la primera glutamina (Q) de la secuencia de aminoacidos QQAGTA en la
secuencia de la proteina parental establecida en la SEQ ID NO: 2 se indica como la posicién numero 1 o0 Q1 o
glutamina 1. La numeracion de todos los aminoacidos estara de acuerdo con su posiciéon en la secuencia parental
establecida en la SEQ ID NO: 2 en relacion con esta posicion nimero 1.
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El presente invento divulga ademas unas variantes de los polipéptidos del presente invento con unos cambios en su
secuencia en una o mas de las posiciones: G4, A6, T15, Q28, W40, D64, E65, A72, S86, K92, V130, V152, Y155,
K159, D181, E183, N194, D202, P224, T243, Y244, 1277, K304, N310, S311, N318, D320, T335, T344, D346, Q349,
A358, Y374, A375, T392, T393, D410, Y422, P442, N445, R446, T456, S460, P462, G463, H468 y/o V482 de los
aminoacidos 1 hasta 500 de la SEQ ID NO: 2, en donde el residuo de aminoacido en la posiciéon Q1 de la SEQ ID
NO: 2 se ha modificado mediante sustituciéon o supresion.

En una forma de realizaciéon preferida, la variante de los polipéptidos del presente invento comprende uno o mas
cambios especificos de su secuencia en las siguientes posiciones (intercambio preferido) o una mutacién similar.

Posicion | Intercambio preferido Mutacioén similar

Q1 L LL,V,A G,

G4 C C,D,E,R,H,K

AB G,V LL VG

T15S S QN

Q28 R H K R

W40 R H K R

D64 N Q,N,STE

E65 K,V H K R

AT72 C,V M LLV,G,C

S86 T H KR EDC,TN

K92 R H, R

V130 I FW,Y,H KM, |,L,A G

V152 AE D,E,ALLL,G,P

Y155 C C,D,E,RH

K159 E D, E

D181 N Y,H,K,R,C,S, T,N

E183 V, K LL V,AGRKH

N194 C,RY,D,K L G,QS,V FW,C,RY,DKILLGQS,V,H
D202 Y,N,G ARNCQGHILLKMFPSTWY,V
P224 L ILL V,A G

T243 LC,R,Y,A F,QPD,V,W,L M HKILCRYAFQPDVWLM
Y244 F,H F, W, H,

1277 \Y G, A

K304 R H, R

N310 D C,D,E,R,H

S311 G,N LLLV,A, G QT,D,

N318 Y F, W,Y,H

D320 V,E,N W,Y,H KR, EC,S,T,N

T335 I F,W,Y,H KM, I, L,V,A, G

T344 M F,W,Y,H KM, I, L,V,A, G

D346 G AE ILL V,A G

Q349 R, K H K R

A358 E FW,Y,H KM, |,L,V,G

Y374 C,P,R,H, S A C,P,R,H,S,A K EDC,F

A375 C,D,N,Y,R,G L V,E,G T, M H K CDNYRQLVEGTM
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Posicion | Intercambio preferido Mutacioén similar
T392 C,D,K H KR ED,C
T393 A LLV,A G,

D410 G F,W,Y,H KM, I, L,V,A, G
Y422 F H F,W

P442 S, del S,del, T

N445 D D,E,Q

R446 S, G A'S, GV, ILLC P
T456 A S,A,G,|,L,V,C,P
S460 L, P G A ILLPYV

P462 L, del G, A LV, del
G463 D D, E

H468 L,Q,R K.R,E,D,C,S, T,N
V482 Al G LA I

De manera todavia mas preferida, la variante de los polipéptidos del presente invento comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre las secuencias con unas mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 2, en la que el
residuo de aminoacido en la posicion Q1 de la SEQ ID NO: 2 se ha modificado mediante una sustitucion o
supresion, y opcionalmente se ha fusionado con una marcacion 6x-His en el extremo terminal de C, que se
enumeran en la siguiente Tabla.

Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 2

75 Q1L,G4C,A72C,Q349K

88 Q1L,G4C,A72C,S86T,Q349R

89 Q1L,G4C,A72C,D181N,Q349R

90 Q1L,G4C,A72C,E183K,Q349R

91 Q1L,G4C,A72C,D181N,E183K,Q349R

92 Q1L,G4C,A72C,D320V,Q349R

93 Q1L,G4C,A72C,S86T,D181N,E183K,D320V,Q349R
98 Q1L,G4C,A72C,Q349R

148 Q1L,G4C,A72C,Q349K,T392M

153 Q1L,G4C,A68T,A72C,Q349K,G439D,R453S
154 Q1L,G4C,A72C,D202N,Q349K

155 Q1L,G4C,A68T,A72C,Q349K

156 Q1L,G4C,A72C,K154R,Q349K,T3931
157 Q1L,G4C,A72C,S193P,Q349K,v482|
158 Q1L,G4C,A72C,H203R,Q349K,P442S
159 Q1L,G4C,A72C,Q349K,H468R

160 Q1L,G4C,A72C,D202N,Q349K,G486D
161 Q1L,G4C,E65K,A72C,Q349K

162 Q1L,G4C,A72C,Q349K,Y422F

163 Q1L,G4C,Q28R,A72C,Q349K,H468L
164 Q1L,G4C,A72C,D181N,D247N,Q349K
165 Q1L,G4C,A72C,D181N,Q349K,T451S
166 Q1L,G4C,Q28R,A72C,Q349K

10
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Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 2
167 Q1L,G4C,A72C,A145T,H203R,Q349K,T403K
168 Q1L,G4C,A72C,1200F,Q349K,L500I
169 Q1L,G4G,D64N,A72C,Q349K
170 Q1L,G4C,A72C,V152A,Q349K
171 Q1L,G4C,T15S,A72C,Y244F,Q349K
172 Q1L,G4C,ABV,A72C,Q349K
173 Q1L,G4C,A72C,S311N,Q349K,G463D
174 Q1L,G4C,A72C,Y155C,0349K
175 Q1L,G4C,A72C,S311N,Q349K
176 Q1L,G4C,A72C,D346V,Q349K
177 Q1L,G4C,A72C,Q349K,T392K
178 Q1L,G4C,A72C,S311G,Q349K
179 Q1L,G4C,A72C,S311G,Q349K,H468R

En otro aspecto, el presente invento divulga un acido nucleico, que codifica el polipéptido del presente invento. El
acido nucleico es una secuencia de polinucledtidos (un ADN o ARN), que, cuando ha sido puesta bajo el control de
un promotor apropiado y transferida a un adecuado anfitrion bioldgico o a un adecuado entorno quimico, es
procesada para formar el polipéptido codificado, en donde el proceso incluye también todas las etapas posteriores a
la traduccion y posteriores a la transcripcion, que son necesarias. La secuencia codificadora puede ser adaptada
facilmente mediante una variacion de unos tripletes de bases degenerados, una alteracion de las secuencias de
sefial, o por la introduccién de unos intrones, sin afectar a las propiedades moleculares de la proteina codificada. El
acido nucleico del presente invento tiene de manera preferida una identidad de por lo menos 95 %, de manera mas
preferida de por lo menos 97 % y de la manera mas preferida de 100 % con la SEQ ID NO: 1. El presente invento
proporciona también un vector que comprende este acido nucleico y un anfitrién transformado con tal vector.

La presente solicitud de patente divulga también unos métodos para la produccion de los polipéptidos del presente
invento y unas variantes de éstos en varias células anfitrionas, que incluyen unas levaduras y unos anfitriones
fungicos. Ella divulga también el uso de las cepas resultantes para el mejoramiento de ciertas propiedades de
proteinas mediante una variacién de la secuencia. Ademas de ello, la presente solicitud de patente divulga unos
métodos para la aplicacion de tales polipéptidos en la hidrélisis de una celulosa.

Un aspecto adicional de la solicitud de patente divulga unos vectores y unos métodos para la produccion de unas
variantes proteinicas de la SEQ ID NO: 2, en donde el residuo de aminoacido en la posicion Q1 de la SEQ ID NO: 2
se ha modificado mediante sustitucion o supresion, expresandolo en una levadura y ensayando su actividad sobre
un material celulésico mediando medicién de las moléculas de azicares mono- y/u oligoméricas segregadas.

La presente solicitud de patente divulga ademas un método para la produccion de una proteina de celobiohidrolasa,
que comprende las etapas de:

a. obtener una célula anfitriona, que ha sido transformada con un vector que comprende el acido nucleico
del presente invento

b. cultivar la célula anfitriona en unas condiciones en las que se expresa la proteina de celobiohidrolasa; y
c. recuperar la proteina de celobiohidrolasa.

En una forma de realizacién preferida, la célula anfitriona se deriva del conjunto que se compone de
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Hansenula, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium,
Candida y Yarrowina. De manera preferida, la célula anfitriona es capaz de producir etanol, en donde las levaduras
mas preferidas incluyen a Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis, Pachysolen tannophilus, o a una levadura
metilotrofica, que se deriva de manera preferida del conjunto de células anfitrionas que comprende Pichia
methanolica, Pichia pastoris, Pichia angusta'y Hansenula polymorpha.

Sorprendentemente, se ha encontrado que el polipéptido de acuerdo con el presente invento y unas variantes de
éste se puede(n) expresar a partir de una levadura a altos niveles. El concepto de "levadura" debera de referirse en
el presente caso a todos los organismos eucaridticos inferiores que muestran un estado vegetativo unicelular en su
ciclo vital. Esto incluye especialmente a unos organismos de la clase Saccharomycetes, en particular de los géneros
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Saccharomyces, Pachysolen, Pichia, Candida, Yarrowina, Debaromyces, Klyveromyces, Zygosaccharomyces.

Por lo tanto, un aspecto de la solicitud de patente divulga la expresion del polipéptido reivindicado y de unas
variantes de éste en una levadura. La expresion eficiente de esta proteina de fusion (SEQ ID NO: 2) y de unas
variantes de proteinas derivadas de la SEQ ID NO: 2 a partir de una levadura se puede conseguir por insercion de la
molécula de acido nucleico de la SEQ ID NO: 1 empezando por la posicion de nucledtido 1 dentro de un vector de
expresion que esta bajo el control de por lo menos una apropiada secuencia promotora y por fusion de la molécula
de nucleétido con un apropiado péptido de sefial, por ejemplo con el péptido de sefial del factor de apareamiento
alfa de Saccharomyces cerevisiae.

En una forma de realizacién preferida, el polipéptido del presente invento y unas variantes de éste se expresan y
segregan a un nivel de mas que 100 mg/l, de manera mas preferida de mas que 200 mg/l, de manera
particularmente preferida de mas que 500 mg/l o de una manera sumamente preferida de mas que 1 g/l dentro del
material sobrenadante, después de la introduccién de un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos con una identidad entre secuencias de por lo menos 85 % con respecto a la SEQ ID NO:
2, dentro de una levadura. Para determinar el nivel de expresiéon en levaduras, la cultivacion y el aislamiento del
material sobrenadante se pueden llevar a cabo tal como se describe en el Ejemplo 3.

Otro aspecto adicional de la solicitud de patente divulga unos métodos para la produccién de un polipéptido de
acuerdo con el presente invento en un hongo filamentoso, de manera preferida en un hongo del género Aspergillus o
Trichoderma, de manera mas preferida en un hongo del género Trichoderma, de manera sumamente preferida en
Trichoderma reesei. El concepto de "hongos filamentosos" o de "hongos" debera de referirse en el presente caso a
todos los organismos eucarioticos inferiores que muestran un crecimiento con hifas durante de por lo menos estado
en su ciclo vital. Esto incluye especialmente a unos organismos de los filos Ascomycota y Basidiomycota, en
particular del género Trichoderma, Talaromyces, Aspergillus, Penicillium, Chrysosporium, Phanerochaete,
Thermoascus, Agaricus, Pleutrus o Irpex. El polipéptido es expresado por fusion de la region codificadora de una
secuencia de sefial compatible con la molécula de acido nucleico empezando por la posicidon de nucleétido 52 de la
SEQ ID NO: 3, tal como se hizo en la SEQ ID NO: 3 con la secuencia de sefial de CBHI de Trichoderma reesei, y
mediante la puesta del péptido de fusidn bajo el control de un promotor que sea lo suficientemente fuerte, seguida
por una transferencia de la construccion genética a la célula anfitriona. Unos ejemplos de tales promotores y
secuencias de sefial, asi como unas técnicas para realizar una transferencia eficiente se han descrito en la
especialidad.

En otro aspecto, la presente solicitud de patente divulga ademas un método para la identificacion de unos
polipéptidos que tienen una actividad de celobiohidrolasa, que comprende las etapas de:

a. Generar una biblioteca de genes mutantes que codifican unas proteinas mutantes mediando
mutagénesis de un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9 o de un acido nucleico que tiene la
secuencia definida por la SEQ ID NO: 6 (que codifica la SEQ ID NO: 5), que tiene de manera preferida la
secuencia definida por la SEQ ID NO: 1;

b. Insertar cada gen mutante dentro de un vector de expresion;

c. Transformar unas células de levadura con cada vector de expresion para crear una biblioteca de
transformantes de levadura;

d. Cultivar cada transformante de levadura en unas condiciones en las que la proteina mutante es
expresada y segregada;

e. Incubar la proteina mutante expresada con un substrato;

f. Determinar la actividad catalitica de la proteina mutante;

g. Seleccionar una proteina mutante de acuerdo con la actividad catalitica determinada.

Especialmente, la etapa d. se puede realizar mediando utilizaciéon de un formato de placa y de pocillos. Este formato
permite de manera preferida la realizaciéon con alto rendimiento de desarrollo del método para identificar unos
polipéptidos que tienen una actividad de celobiohidrolasa.

De manera preferida, las etapas e. hasta g. del método para identificar unos polipéptidos que tienen una actividad de
celobiohidrolasa se realizan de la siguiente manera:

e. Incubar la proteina mutante expresada con un material celulésico;
f. Determinar la cantidad del azulcar liberado;
g. Seleccionar una proteina mutante de acuerdo con la cantidad del aztcar liberado.

En otra forma de realizacion, el método para identificar unos polipéptidos que tienen una actividad de
celobiohidrolasa comprende las etapas adicionales de:

h. Secuenciar el gen o la proteina mutante que se ha seleccionado;
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i. Identificar la(s) modificacion(modificaciones) de aminoacidos por comparacion de la secuencia de la
proteina mutante seleccionada con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

La presente solicitud de patente divulga ademas un método para la preparacion de un polipéptido que tiene una
actividad de celobiohidrolasa, que comprende las etapas de:

a. Proporcionar un polipéptido que tiene una actividad de celobiohidrolasa, que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos 70 % con el dominio catalitico de
la SEQ ID NO: 2 (SEQ ID NO: 5);

b. Identificar los aminoacidos de este polipéptido que corresponden a los aminoacidos que se han
modificado con respecto a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, tal como se ha identificado en
la etapa i. del método para identificar unos polipéptidos que tienen una actividad de celobiohidrolasa; y

c. Preparar un polipéptido mutante del polipéptido que se ha proporcionado en la etapa a. llevando a cabo
la(s) modificacion(modificaciones) de aminoacidos que se han identificado en la etapa b. por medio de una
mutagénesis dirigida a un sitio.

De manera preferida, el polipéptido proporcionado en la etapa a. del método para preparar un polipéptido que tiene
una actividad de celobiohidrolasa es una celobiohidrolasa de tipo silvestre que se deriva de Trichoderma reesei.

La presente solicitud de patente divulga ademas unos polipéptidos que tienen una actividad de celobiohidrolasa, que
son obtenibles con ayuda del método para preparar un polipéptido que tiene una actividad de celobiohidrolasa de
acuerdo con la presente solicitud de patente.

Ademas, el presente invento proporciona una composicién que comprende un polipéptido y/o unas variantes de éste
del presente invento y una o mas celulasas, p.ej. una o mas endoglucanasas y/o una o mas beta-glucosidasas y/o
una o mas celobiohidrolasas adicionales y/o una o mas xilanasas. Los conceptos de "celulasas" o "enzimas
celuloliticas" se definen como unas enzimas, que son capaces de hidrolizar a unos substratos celulésicos o unos
derivados de éstos o unas materias primas de alimentacion mezcladas que comprenden unos polimeros celulésicos.
A tales enzimas se hace referencia como que tienen una "actividad celulolitica", siendo ellas por lo tanto capaces de
hidrolizar a unas moléculas de celulosa a partir de tal material para dar unos oligo- 0 monosacaridos mas pequefos.
Las enzimas celuloliticas incluyen unas celulasas y unas hemicelulasas, en particular ellas incluyen unas
celobiohidrolasas (CBHs), unas endoglucanasas (EGs) y unas beta-glucosidasas (BGLs).

La presente solicitud de patente divulga ademas un polipéptido, que tiene una actividad de celobiohidrolasa, en
donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad entre secuencias de por lo
menos 80 %, de manera preferida de por lo menos 95 %, de manera mas preferida de por lo menos 98 %, de
manera todavia mas preferida de por lo menos 99 %, y de la manera mas preferida de 100 % con la SEQ ID NO: 5,
en donde uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 5 son
modificados por sustitucion o supresiéon de: Q1, G4, A6, T15, Q28, W40, D64, E65, A72, S86, K92, V130, V152,
Y155, K159, D181, E183, N194, D202, P224, T243, Y244, 1277, K304, N310, S311, N318, D320, T335, T344, D346,
Q349, A358, Y374, A375, T392, T393, D410 y/o Y422 de los aminoacidos 1 hasta 440 de la SEQ ID NO: 5.

En una forma de realizacion preferida, el polipéptido que tiene una actividad de celobiohidrolasa con una secuencia
de aminoacidos, que tiene que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos 80 % con la SEQ ID NO: 5
comprende uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos modificados de la secuencia definida por la SEQ
ID NO: 5: Q1L, G4, A6G/V, T15S, Q28Q/R, W40R, D64N, E65K/V, A72V, S86T, K92K/R, V130I/V, V152A/E, Y155C,
K159E, D181N, E183V/K, N194C/R/Y/D/K/NIUG/Q/SIV, D202Y/N/G, P224L, T2431/R/Y/A/FIQ/P/DIN/W/LIM, Y244F/H,
1277V, K304R, N310D, S311G/N, N318Y, D320V/E/N, T335l, T344M, D346G/A/E/V, Q349R/K, A358E,
Y374C/P/R/HIS/A, A375D/N/Y/RIQ/LIV/IEIGITIM, T392C/D/K, T393A, D410G, Y422F.

De manera mas preferida, el polipéptido que tiene una actividad de celobiohidrolasa comprende uno o mas residuos
de aminoéacidos modificados de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 5 tal como se indica en la siguiente tabla:

Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 5
G4C,Y163C
E183V
W40R
S311N
T335I
T48A

D | WIN| ~
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Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 5
W40R,M234K
E65K
T344M
AT2V
1277v
D346G
S418P
G4C,W40R,A72C
WA40R,T344M
W46R,Q349K
WA40R,T344M,Q349K
G4C,A72C,T344M
G4C,A72C,Q349K
G4C,A72C,T344M,Q349K
G4C,W40R,A72C,T344M
G4C,W40R,A72C,Q349K
G4C,W40R,A72C,T344M,Q349K
N54S,N194Y
V130I,H350Y
K92R
T325I
Y60H
T229A
D320E
E65V,Q349R
T392M
G4C,A72C,D346G
G4C,A72C,Q349R
G4C,A72C,D346G,Q349R
G4C,A72C,T344M,D346G,Q349R
G4C,A6G,A72C,Q349K
G4C,A72C,Q349K,A376T
G4C,A72C,Q349K,E65V,Q349R
G4C,A72C,Q349K,S24N
G4C,P12Q,A72C,Q349K,Q362H
N194C,Y374C
T243C,A375C,N194C,Y374C
G4C,A72C,Q349K,D320V
G4C,A72C,Q349K,S86T
G4C,A72C,D181N,Q349K
G4C,A72C,E183V,K304R,Q349K
Q1L,G4C,A72C,Q349K
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Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 5
G4C,A72C,S86T,M234V,Q349K
G4C,A72C,E183K,Q349K
G4C,A72C,S311G,Q349K
G4C,D64N,A72C,Q349K
G4C,A72C,D181 N,P224L,Q349K
G4C,A72C,E183K,N318Y,Q349K
G4C,A72C,E183V,Q349K
G4C,A72C,N194C,Y374C
G4C,A72C,N194C,Q349R,Y374C
N194R,Y374D
T243R,A375D
N194R,T243R,Y374D,A375D
Q1L,G4C,A72C,S86T,Q349R
Q1L,G4C,A72C,D181N,Q349R
Q1L,G4C,A72C,E183K,Q349R
Q1L,G4C,A72C,D181N,E183K,Q349R
Q1L,G4C,A72C,D320V,Q349R
Q1L,G4C,A72C,S86T,D181N,E183K,D320V,Q349R
G4C,A72C,Q349R,V367A
G4C,A72C,E183K,D202Y,N310D,Q349R
Q1L,G4C,A72C,Q349R
G4C,A72C,G251R,Q349R
G4C,A72C,P224L,F306Y,Q349R
G4C,V32G,N49S,A72C,S193L,Q349R
G4C,A72C,D181N,Q349R
G4C,A72C,D202N,Q349R
A72V,T3351,D346A,T393A,P436S
A72V,T3351,D346A,T393A
W40R,D346A,T393A
A72V,D346A,T393A
G4C,EB5V,A72C,Q349R
G4C,A72C,D202G,D320N,Q349R,A358E
G4C,A72C,D320V,Q349R
G4C,EB65V,A72C,Y244H,Q349R
G4C,A72C,E183K,Q349R
G4C,A72C,E183K,D346E,Q349R
G4C,A72C,S311G,Q349R
G4C,A72C,P224L,Q349R
G4C,A72C,S236Y,Q349R
A72V,D320V,D346A
A72V,D346A
WA40R,T3351,D346A,T393A
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Ademas, la presente solicitud de patente divulga un polipéptido que tiene una actividad de celobiohidrolasa, que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos 85 %, de
manera preferida de por lo menos 95 %, de manera mas preferida de por lo menos 98 %, de manera aiun mas
preferida de por lo menos 99 %, y de la manera mas preferida de 100 % con la SEQ ID NO:12, en donde uno o mas
de los siguientes residuos de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ ID NO:12 son modificados mediante
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Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 5
G4C,A72C,D320V,Q349K
G4C,A72C,S311G,D320V,Q349K
Q1L,G4C,A72C,Q349K,T392M
D320V,Q349K
G4C,E172C,D202V,D320V,Q349K
G4C,A72C,D320V,D346V,Q349K
Q1L,G4C,A72C,D202N,Q349K
Q1L,G4C,AB8T,A72C,Q349K
Q1L,G4C,A72C,K154R,Q349K,T393|
Q1L,G4C,E65K,A72C,Q349K
Q1L,G4C,A72C,D181N,D247N,Q349K
Q1L,G4C,Q28R,A72C,Q349K
Q1L,G4C,A72C,A145T,H203R,Q349K, T403K ~
Q1L,G4C,D64N,A72C,Q349K
Q1L,G4C,A72C,V152A,Q349K
Q1L,G4C,T15S,A72C,Y244F Q349K
Q1L,G4C,ABV,A72C,Q349K
Q1L,G4C,A72C,Y155C,Q349K
C11L,G4C,A72C,S311N,Q349K
Q1L,G4C,A72C,D346V,Q349K
Q1L,G4C,A72C,Q349K,T392K
Q1L,G4C,A72C,S311G,Q349K
G4C,A72C,N194K,T243Y,Q349R,A375N

G4C,A72C,N194D,T243A,Q349R,Y374P,A375Y
G4C,A72C,N1941,T243Y,Q349R,Y374P,A375R

G4C,A72C,N194K,Q349R,Y374P,A375Q

G4C,A72C,N194L,T243Y,Q349R,Y374R,A375L
G4C,A72C,N194G,T243F,Q349R,Y374P,A375R
G4C,A72C,N194L,T243Q,Q349R,Y374P,A375V
G4C,A72C,N194K,T243P,Q349R,Y374H,A375E
G4C,A72C,N1941,T243D,Q349R,Y374P,A375Y
G4C,A72C,N194Q,T243V,Q349R,Y374P,A375Y
G4C,A72C,N194S,T243W,Q349R,Y374S,A375G
G4C,A72C,N194Y,T243L,Q349R,Y374S,A375R
G4C,A72C,N194V,T243M,Q349R,Y374A,A375T

G4C,A72C,T243G,Q349R,Y374P,A375M
G4C,A72C,T243Q,Q349R,Y374P,A375M
G4C,A72C,N194Y,T243V,Q349R,Y374P
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sustitucion o supresion: Q1, T15, Q28, W40, C72, V133, V155, Y158, T162, Y247, N307, G308, E317, S341, D345,
Y370, T389, Q406, N441, R442, T452, S456, P458, G459, H464 y/o VV478.

En una forma de realizacién preferida, el polipéptido que tiene una actividad de celobiohidrolasa con una secuencia

de aminoacidos que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos 85 % con la SEQ ID NO: 12 comprende
uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos modificados de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 12:

Intercambio con respecto a la SEQ ID NO: 12

1 Q1L

2 T15S

3 Q28R

4 W40R

5 Ccra2v

6 V133l

7 V155AE
8 Y158C
9 T162E
10 Y247F ,H
11 N307D
12 G308N
13 E317V.N
14 S341M
15 D345R,K
16 Y370P,R,H,S,A
17 T389A
18 Q406G
19 N441D
20 R442S,G
21 T452A
22 S456L,P
23 P458L,del
24 G459D
25 H464L,Q,R
26 V478A,l

Otro aspecto de la divulgacion se refiere a la utilizacion de los polipéptidos aislados y de las variantes de éstos del
presente invento para la hidrélisis completa o parcial de un material celulésico. El material celulésico puede ser de
naturaleza natural, procesada o artificial. EI concepto de "un material celulésico” debe de ser definido en este
contexto como todos los tipos de materiales puros, no puros, mezclados, entremezclados o compuestos de otra
manera, que contienen por lo menos una fraccion de unos polimeros con D-glucosilo unidos por un enlace (3-1-4 de
por lo menos 7 subunidades consecutivas. Unos ejemplos sobresalientes de unos materiales celulésicos son todos
los tipos de materiales vegetales que contienen celulosa, tales como madera (blanda y dura), paja, granos, hierba de
elefante, heno, hojas, algodén y unos materiales procesados a partir de éstos, o unas corrientes de desechos
derivadas de tales procesos. A un material celuldsico que se usa en una reaccidén enzimatica se hace referencia en
este contexto también como un substrato celuldsico.

La hidrdlisis del material celulésico puede ser un proceso secuencial, que sigue a la produccion de una
celobiohidrolasa o contemporaneo con la produccion en la célula de levadura (proceso bioldgico consolidado). La
expresion de unas enzimas celuloliticas en levaduras para fermentar los azucares (de C6 o C5) liberados para dar
etanol u otros metabolitos que interesen.
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Otro aspecto de la solicitud de patente se refiere por lo tanto a la aplicacién de unas células enteras, que expresan el
polipéptido o una variante de éste, de acuerdo con el presente invento para el tratamiento de materiales celulésicos.

En un aspecto particular, la presente solicitud divulga el uso de un polipéptido y de unas variantes de éste o la
composicion del presente invento para la degradacion enzimatica de un material celuldsico, de manera preferida de

una biomasa lignocelulésica, y/o para el tratamiento de materiales textiles y/o como un ingrediente en detergentes
y/o como un ingrediente en alimentos o composiciones alimentarias.

Ejemplos

Ejemplo 1: Produccién de un plasmido de expresion en Pichia pastoris

Unos plasmidos de expresion para la expresion constitutiva de una proteina a partir de unos anfitriones
transformados de Pichia pastoris son producidos por ensamblaje de un casete de expresion, que se compone de un
promotor de la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAP) de Pichia pastoris, un SPa (péptido de sefial del factor
de apareamiento alfa) de Saccharomyces cerevisiae, un sitio de clonacion mudltiple (MCS) y la secuencia de
terminador 3'-GAP. Para finalidades de seleccion, se usa un gen de resistencia frente a la kanamicina puesto bajo el
control del promotor EM7 o TEF para finalidades de seleccién en bacterias o levaduras, respectivamente. Los
vectores plasmidicos resultantes son designados como pV1 (Figura 1) y pV2 (MCS alternativo). La transformacion y
la cultivacion con expresion son realizadas esencialmente tal como lo describieron Waterham, H. R., Digan, M. E.,
Koutz, P. J., Lair, S. V., Cregg, J. M. (1997). Isolation of the Pichia pastoris glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase gene and regulation and use of its promoter [Aislamiento del gen de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de Pichia Pastoris y regulacion y uso de su promotor]. Gene, 186, 37-44, y Cregg, J.M.: Pichia
Protocols in Methods in Molecular Biology, Second Edition, Humana Press, Totowa New Jersey 2007.

Ejemplo comparativo 1: Construccidon de unas construcciones artificiales de expresion en Pichia pastoris para unas
secuencias de CBHI

Los genes de CBHI de Trichoderma viride (CBH-f), Humicola grisea (CBH-d), Thermoascus aurantiacus (CBH-e),
Talaromyces emersonii (CBH-b), y unas fusiones del dominio de fijacion de celulosa de CBH/ de Trichoderma reesei
con la CBHI de Talaromyces emersonii (CBH-a) o la CBHI de Humicola grisea (CBH-g) se amplifican usando unos
pares de oligonucledtidos y unos moldes (obtenidos por sintesis de genes) tal como se indica en la tabla. El gen de
fusion que codifica la SEQ ID NO: 2 se genera mediante una PCR por extension del solapamiento mediando
utilizacion de los fragmentos de PCR que se han generado a partir de las SEQ ID NOs: 5y 11. Para la PCR de
amplificacion PCR se utiliza la Phusion ADN polymerase (de Finnzymes).

Tabla 1: Cebadores y moldes para la amplificacion de CBH-a, CBH-b, CBH-d, CBH-e, CBH-f y CBH-g.

Fragmento Cebador hacia adelante Cebador inverso Molde

CBH-f |CBHI de Trichoderma viride SEQID
GAGGCGGAAGCACCC | GGAGACGCAGAGCC NO. 13

TCTcaatctgcttgcaccttgeca | Cttattacaggcactgcgagt
gtc agt

CBH-d |CBHI de Humicola grisea SEQID
GAGGCGGAAGCACCC | GGAGACGCAGAGCC |NO.7

TCTcagcaggctggtactatta | Cttacacgitcacggtagaac
ctge ‘ cgattggge -

CBH-e |CBHI de Thermoascus aurantiacus SEQID
GAGGCGGAAGCACCC  GGAGACGCAGAGCC |NO. 9
TCTceacgaggecggtacegta | CTTAttagtiggcggtgaag
accge gtcgagt
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Fragmento Cebador hacia adelante Cebador inverso Molde

CBH-b |CBHI de Talaromyces emersonii SEQID
GAGGCGGAAGCACCC | GGAGACGCAGAGCC NO.5

TCTcagecaggecggecacgge | CTTAtcacgaageggtgaa
gacggc ggtcgagt

CBH-a |Fragmento de fusion del dominio de SEQID
parte 1 |fijacion de CBHI de Talaromyces GAGGCGGAAGCACCC | ATTACCTGTGCTACC NO.5

emersonil, partet TCTcagcaggcoggeacgge | gatcggaccaaacttaatgttc

gacggce g

CBH-a |Fragmento de fusion del dominio de SEQID

parte 2 [fijacion de CBHI de CBHI de AAGTTTGGTCCGATCg | GGAGACGCAGAGCC NO.11
Trichoderma reesei parte 2 gtagcacaggtaatceticagg CTTATTAtagacaclgiga

gtagtaagggt
CBH-a |Proteina de fusion de CBHI de 5a+5b
Talaromyces emersonii GAGGCGGAAGCACCC | GGAGACGCAGAGCC SEQID
TCTcagcaggecggeacgge | CTTAtcattaatggtggtggt NO. 2
gacggce gatgatgag
CBH-g |Fragmento de fusion de CBHI de SEQID
part1 Humicola grisea, parte 1 aggcggaagceatgctegeage | ggattaccigttaagcitccaat [NO. 19
aggctggtacaattactge tggtccgaatctgatgtt
CBH-g |Fragmento de fusion del dominio de SEQID
part2 fijacion de CBHI de Trichoderma | accaattggaagcttaacaggta | atctigcaggtcgacttatcatt |NO. 11
reesei, parte 2 atccttcaggtggtaatec aatgatgatgalgatggtgtge
a
CBH-g |[Proteina de fusion de Humicula 6a+6b
grisea aggcggaagcatgeotegeage | atettgeaggtegactiatcatt |SEQID
aggctggtacaattactge aatgatgatgatgatggtgtge | 'NO- 19
a

Unos fragmentos de PCR que tienen la longitud esperada son purificados a partir de unos geles de agarosa después
de una electroforesis usando el estuche Promega® SV PCR and Gel Purification kit. Las concentraciones de los
fragmentos de ADN son medidas en un espectrofotémetro, y 0,2 pmoles de los fragmentos son tratados con 9 U de
la ADN polimerasa de T4 en presencia de 2,5 mM de dATP durante 37,5 min a 22,5 °C, y los fragmentos tratados
son reanillados con ADN plasmidico pV1 linealizados con la Smal y tratados con una ADN polimerasa de T4 / dTTP,
y después de esto transformados en el seno de unas células quimicamente competentes de Escherichia coli Top10.
Apartandose del procedimiento descrito, el producto generado por el par de cebadores de acuerdo con la tabla, pista
11, que codifican los fragmentos de la proteina de fusion de Humicula grisea, son clonados por intermedio de los
sitios de Sphl y Sall que han sido introducidos, para dar el pV2. Los transformantes son controlados mediante
secuenciacion del ADN plasmidico aislado.

Ejemplo comparativo 2: Expresion de los genes de CBHI en Pichia pastoris

Los plasmidos del Ejemplo 2 son transformados en unas células electro-competentes de Pichia pastoris CBS 7435, y
los transformantes son utilizados para inocular a unos cultivos en un medio YPD que contiene 200 mg/I, los cuales
son incubados durante 5 dias a 27°C en un agitador rotatorio a 250 rpm (revoluciones por minuto. Los materiales
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sobrenadantes del cultivo fueron separados por centrifugacion a 5.000xg durante 30 minutos en una centrifuga
Sorvall Avant. Los materiales sobrenadantes fueron concentrados en unas columnas giratorias con un tamafio de
exclusiéon de 10 kDa. El patron de proteinas de tales materiales sobrenadantes concentrados fue analizado mediante
una SDS-PAGE (véase la cita de Laemmli y colaboradores) y unos geles se tifieron con un colorante Commassie
blue coloidal. La actividad enzimatica fue determinada por incubaciéon del material sobrenadante con unas
soluciones 2 mM de p-nitrofenil-B-D-lactésido o con unas soluciones 200 uM de 4-metil-umbeliferil-3-D-lactésido en
un tampoén de acetato de sodio 50 mM (de pH 5) durante 1 hora. La reaccion se interrumpié por adicion de unos
volumenes iguales de una solucién de carbonato de sodio 1 M y por determinacién del p-nitrofenol liberado o de la 4-
metil-umbeliferona liberada por medicién de la absorbancia a 405 nm o de la fluorescencia a 360 nm/450 nm de
excitacion/emision.

Ejemplo comparativo 3: Integracién en el genoma y expresion de la secuencia de fusiéon de CBHI Talaromyces
emersoniiy de CBHII-CBD de T. reesei en Pichia pastoris

El fragmento de ADN del gen de fusidon es generado mediante una PCR por extension de solapamiento de dos
etapas utilizando unos pares de oligonucleétidos y unos moldes sintéticos tal como se ha indicado en la tabla (del
Ejemplo 2). Un fragmento de longitud plena tratado con la ADN polimerasa de T4 fue reanillado con el fragmento
lineal del vector pV3 reduciendo lentamente la temperatura desde 75°C hasta 4°C. El plasmido pV3 contiene una
fusion del péptido de sefial del factor de apareamiento alfa con un sitio de clonacién multiple, situado corriente abajo
del promotor AOXI de Pichia pastoris. La transformacion de la soluciéon reanillada en unas células de E. coli
quimicamente competentes proporciona unos transformantes, que son seleccionados por medio de su resistencia
frente a la teocina, comprobados en cuanto a si contienen el plasmido de construccién esperado mediante un
analisis por restriccion y un secuenciamiento. Unos preparados del plasmido pV3-CBH-a son linealizados con Sacl y
aproximadamente 1 ug de unos fragmentos de ADN lineal son transformados en unas células electrocompetentes de
Pichia pastoris. 94 transformantes procedentes de unas placas de YPD-zeocina son comprobados posteriormente
en cuanto a la expresion por cultivacion en unos cultivos en placas de 96 pocillos profundos con una capacidad de
500 pl en un medio BMMY que contiene 1 % de metanol y se alimento 0,5 % de metanol cada 24 h durante 5 dias (a
350 rpm/27°C; en un agitador orbital humidificado con una amplitud de 2,5 cm. Los materiales sobrenadantes son
ensayados en cuanto a la actividad en 4-MUL, y los clones con los niveles mas altos de expresién son
seleccionados y evaluados de nuevo en las mismas condiciones.

Para la fermentacion en un biorreactor Infors Multifors se selecciona la cepa que produce la concentracién mas alta
de la enzima. Un precultivo en YPD-zeocina (100 g/l) se escoge para realizar la inoculacion de un medio Mineral,
que se compone de un tampon de fosfato, sulfato y cloruro de magnesio, ciertos elementos traza/biotina y glicerol,
con una calibracion del valor del pH mediando uso de amoniaco y acido fosférico. Después de realizarse el
metabolismo de la tanda se mantiene una alimentacién de glicerol (2 %) y de glicerol adicional durante 1 dia antes
de que la alimentacion sea cambiada a metanol para desplazarse a unas condiciones inductivas para el promotor de
AOXI. En estas condiciones se mantiene la fermentacién durante 5 dias. Las células son separadas con respecto del
liqguido de fermentacion mediante una centrifugacion a 5000xg durante 30 minutos. Los materiales sobrenadantes
son analizados en cuanto a la cantidad total de proteinas mediando utilizacion del reactivo de Bradford y de unos
patrones de BSA (de Biorad). Se usa una SDS-PAGE / con una tincién con Coomassie Brillant Blue para analizar el
patrén de proteinas en la SDS-PAGE.

Ejemplo 2: Construccion artificial del vector de expresion en Trichoderma reesei

El ADN plasmidico pPSCMB100 digerido con Sbfl/Swal fue transformado en el seno de Trichoderma reesei SCF41
esencialmente tal como ha sido descrito por Penttila y colaboradores, 1997. Se usaron 10 pg de un ADN lineal para
la transformacion de 107 protoplastos. La seleccion de los transformantes se realizé mediante un crecimiento de los
protoplastos en unas placas con un medio Andreotti de Mandel con un agar de recubrimiento, que contiene
higromicina como agente de seleccion (100 mg/l). Los transformantes fueron purificados ulteriormente por paso
sobre unas placas de medio de esporulacion y por reseleccion de las esporas sobre un medio con higromicina. El
ADN gendmico de los micelios que habian rebrotado fue aislado y el suceso de reemplazo se verific6 mediante una
PCR. Los transformantes, que se habian verificado por ser unas cepas de reemplazo genuinas, fueron ensayados
ulteriormente en cuanto a una segregacion de la proteina recombinante.

Ejemplo 3: Expresion de la fusion de CBHI de Talaromyces emersonii | -CBD de Trichoderma reesei (CBH-ah) a
partir de Trichoderma reesei

La expresion de unas cepas de reemplazo de CBHI recombinante de la fusién de CBHI de Talaromyces emersonii | -
CBD de Trichoderma reesei con una marcacion 6x His en Trichoderma reesei Q6A (ATCC 13631) se llevo a cabo en
unos cultivos en matraces con sacudimiento, que contenian 40 ml de un medio Mineral, el cual contenia por su parte
2 % de Avicel, en unos matraces con una capacidad de 300 ml y mediante una cultivacién a 30°C/250 rpm durante 6
dias. Los materiales sobrenadantes se recuperaron por centrifugacion y se analizaron ulteriormente mediante una
SDS-PAGE y unos ensayos de Proteinas Bradford.
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Ejemplo 4: Escrutinio de unas variantes con una estabilidad térmica

Unas bibliotecas de mutagénesis aleatoria del gen de la fusion de CBHI de Talaromyces emersonii | -CBD de
Trichoderma reesei (con una marcacion 6x His) se crearon mediando utilizacion de una PCR propensa a errores,
usando unos tampones que contienen manganeso y unas concentraciones desequilibradas de dNTPs en la mezcla
de reaccién de la ADN polimerasa de Taq, se usaron para la amplificacion por PCR, esencialmente tal como se ha
descrito por Craig y Joyce (R. Craig Cadwell y G.F. Joyce, 1995. Mutagenic PCR, in PCR Primer: a laboratory
manual [PCR mutagénica en cebadores de PCR un manual de laboratorio], coordinadores de edicion C. W.
Dieffenbach y G. S. Dveksler, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, ME, 583-589). Como un molde se
escogid el gen de fusién de tipo silvestre (SEQ ID NO: 17) o unos mutantes de éste. Los fragmentos de PCR
mutados se clonaron con el plasmido pKGMe usando las endonucleasas Sphl y Hindlll y la ADN ligasa de T4.

Unas bibliotecas de las variantes del gen de la fusion de CBHI de Talaromyces emersonii | -CBD de Trichoderma
reesei (con una marcacion 6x His) fueron distribuidas en unas placas de 1.536 pocillos con un nimero de ocupacion
de los pocillos préximo a 1. La enzima fue expresada durante 7 dias en un volumen de 4 ul del medio YPG-G418.
Para la evaluacién de las propiedades de las variantes, 2 ul de unas muestras de los materiales sobrenadantes del
cultivo se transfirieron a unas placas, que contienen una suspension de paja molida, un tampon de acetato y una
beta-glucosidasa. Después de una incubacion de las placas de reaccion selladas durante 48 horas a unas
temperaturas definidas, se determind la concentracion de glucosa usando el rojo Amplex en presencia de GOX y
HRP analizando el nivel de fluorescencia. Las muestras (Hits) con los mejores resultados fueron recultivadas y
evaluadas de nuevo. Los plasmidos con unas variantes confirmadas de CBH-ah fueron recuperados (con el estuche
Pierce  ADNzol Yeast genomic ADN Kit) y fueron secuenciados usando unos oligonucledtidos alfa-f
(5' TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3') y 0li740 (5-TCAGCTATTTCACATACAAATCG-3").

Ejemplo 5: Determinacion de la capacidad de conversion del substrato a diferentes temperaturas para la indicacion
de la estabilidad térmica de las variantes de CBH-ah mediando utilizacién del 4-metil-umbeliferil-B-D-lactésido
(4-MUL)

Para la comparacion exacta de la estabilidad térmica, los materiales sobrenadantes del cultivo, que contenian las
variantes de celobiohidrolasa segregadas, fueron diluidos diez veces en un tampon de acetato de sodio (50 mM; pH
5) y unas muestras de 10 pl se incubaron con 90 pl de 4-MUL 200 pM (en el tampdn) en el gradiente de
temperaturas de un Eppendorff Gradient Thermocycler. Un gradiente de temperaturas de 20°C que se extendia
desde 55°C hasta 75°C se aplicé a 12 mezclas de reaccién durante una hora para cada muestra. El perfil de
temperaturas pudo ser registrado después de la adicién de 100 ul de una solucién de carbonato de sodio 1 M a cada
reaccion y la medicion de la intensidad de fluorescencia a 360 nm/454 nm en un lector de placas Tecan Infinite
M200. Para la comparacion de la estabilidad térmica, los valores fueron normalizados entre 1 y 0 para los computos
de fluorescencia maxima y minima (Figura 7).

Tabla 2: Lista de los mutantes de la SEQ ID NO: 18 con unos valores IT50 mejorados

Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 18 IT50 [°C]

Ninguna 59,8
1 N194R,Y374D 59,8
2 S467T 60,1
3 G4C,A72C,Q349K,S24N 60,1
4 T392M 60,2
5 W40R,D320V,T393A,N445D 60,2
6 W40R 60,3
7 R446G 60,6
8 D346G,R453G 60,9
9 Y496F 60,9
10 T3351,D346A,T393A,D410G 61,0
11 T2431,T325A,V482A 61,0
12 N194R,T243R,Y374D,A375D 61,1
13 E65K 61,1
14 T48A 61,2
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Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 18
G4C,A72C,T344M

T243R,A375D
W40R,K159E,N445D,A501S

T344M

W40R,M234K
Q349R,T393A,P436S,N445D
Q349R,A354T,D373E,N445D
G4C,W40R,A72C,T344M
G4C,A72C,N194L,T243Y,Q349R,Y374R,A375L
G4C,D64N,A72C,Q349K
WA40R,T344M

W40R,D346A,T393A
N158D,G486S,Y495C

D320E

AT2V

E183V

Q349R,N445D

W40R,C489R

W40R,Q349K
G4C,A72C,Q349K,E65V,Q349R
S311N

D320V,D346A,Q349R, T393A,N445D
T335I

A72V,D346A
D320V,D346A,T393A,N445D
G4C,A72C,N194S,T243W,Q349R,Y374S,A375G
E65V,Q349R
A72V,T3351,D346A,N445D
G4C,A72C,N194L,T243,Q,Q349R,Y374P,A375V
G4C,A72C,D346G
WA40R,T344M,Q349K

G4C,Y163C
G4C,V32G,N49S,A72C,S193L,Q349R
G4C,A72C,D346G,Q349R
WA40R,D320V,Q349K,P436S,N445D
G4G,A72C,D181N,Q349R
G4C,A72C,Q349K
A72V,Q349R,N445D
G4C,A72C,T344M,Q349K
G4C,A72C,D320V,Q349K
G4C,A72C,P224L,F306Y,Q349R
A72V,T3351,D346A,T393A,N445D
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Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 18
G4C,A72C,T344M,D346G,Q349R
A72V,D346A,T393A
G4C,A72C,Q349R,R446S,T456A
G4C,W40R,A72C,T344M,Q349K
A72V,D320V,D346A
G4C,A72C,N194Y,T243L,Q349R,Y374S,A375R
G4C,A72C,Q349K,T448A,T449A
G4C,EB65V,A72C,Y244H,Q349R
G4C,A72C
G4C,A72C,P224L,Q349R,S409L,P429S
G4C,A72C,D202G,D320N,Q349R,A358E
G4C,A72C,D320V,Q349R,H508R
G4C,A72C,Q349K,S86T
A72V,T3351,D346A,T393A,P436S
G4C,A72C,E183V,K304R,Q349K
G4C,A72C,T243G,G3349R,Y374P,A375M
G4C,A72C,Q349R,T465I
G4C,A72C,N194V,T243M,Q349R,Y374A,A375T
G4C,D64N,A72C.Q349R,A358E,P464Q
G4C,A72C,Q349K,Q28R,S193T,Q490L
G4C,A72C,E183K,Q349K
G4C,A72C,S311N,Q349K,A455T,H509Q
G4C,A72C,N194K,Q349R,Y374P,A375Q
G4C,A72C,D181N,Q349K
WA40R,D320V,Q349K,T393A,N445D
WA40R,T3351,D346A,T393A
G4C,A72C,N194K,T243P,Q349R,Y374H,A375E
G4C,A72V,Q349R,P462del
G4C,A72C,S236Y,Q349R
G4C,A72C,S311G,Q349K
A72V,D320V,T3351,D346A,T393A,N445D
G4C,A72C,S86T,M234V,Q349K
G4C,A72C,G251R,Q349R
QIL,G4C,A68T,A72C,Q349K,H505N
A72V,T3351,D346A,T393A
G4C,A72C,E183K,Q349R
G4C,A72C,Q349R
Q1L,G4C,A72C,H203R,Q349K,P442S
G4C,A72C,Q349K,G434S,G470D
G4C,W40R,A72C,Q349K
G4C,A72C,Q349R,V367A
G4C,A72C,S311G,D320V,Q349K
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Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 18
W40R, T3351,D346A,T393A,P436S
A72V,D346A,T393A,N445D
Q1L,G4C,A72C,D202N,Q349K
G4C,A72C,D320V,Q349R
Q1L,G4C,A72C,K154R,G1349K,T393I
G4C,A72C,N194G,T243F,Q349R,Y374P,A375R
A72V,D320V,D346A,T393A,N445D
G4C,A72C,E183V,Q349K
G4C,A72C,E183K,N318Y,Q349K
G4C,A72C,K92R,Q349K,N493D
Q1L,G4C,A72C,Q349K

M2341,G438del
G4C,A72C,Q349R,G459D
G4C,A72C,Q349R,Y422F
G4C,T48A,A72C,Q349R,P480S
E187K,D320V,P442del
G4C,S24N,E65K,A72C,Q349R,1430L,G439D
A72V,D320V,T3351,D346A,T393A,P436S
Q1L,G4C,A72C,S193P,Q349K,v482|
G4C,A72C,D320V,Q349K,G443D,L492Q
G4C,A72C,Q349K,D320V
G4C,A72C,N194K,T243Y,Q349R,A375N
Q1L,G4C,Q28R,A72C,Q349K,H468L
G4C,EB5V,A72C,Q349R

D320V,Q349K
G4C,A72C,D181N,P224L,Q349K
G4C,A72C,T243Q,Q349R,Y374P,A375M
Q1L,G4C,A72C,D320V,Q349R
Q1L,G4C,T15S,A72C,Y244F Q349K
G4C,A72C,E183K,D346E,Q349R
Q1L,G4C,A72C,Q349K,T392M
G4C,A72C,D202N,S311N,Q349R,N493D
G4C,A72C,N194D,T243A,Q349R,Y374P,A375Y
G4C,A72C,N194Y,T243V,Q349R,Y374P
Q1L,G4C,A72C,Q349R
G4C,A72C,D202N,Q349R,H507Y
G4C,A72C,P224L,Q349R,A503V
N194C,Y374C
Q1L,G4C,A72C,D181N,Q349R
G4C,A72C,D320V,D346V,Q349K
Q1L,G4C,A72C,V152A,Q349K
G4C,A72C,E183K,D202Y,N310D,Q349R
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64,0
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64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,1
64,2
64,2
64,2
64,2
64,2
64,2
64,2
64,3
64,3
64,3
64,4
64,4
64,5
64,5
64,5
64,5
64,5
64,5
64,5
64,6
64,6
64,6
64,6
64,7
64,7
64,7
64,7
64,7
64,8
64,8
64,8
64,8
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Mutaciones con respecto a la SEQ ID NO: 18 IT50 [°C]
141 Q1L,G4C,Q28R,A72C,Q349K 64,8
142 Q1L,G4C,A72C,Q349K,Y422F 64,8
143 G4C,A72C,D202V,D320V,Q349K,H504Y 64,8
144 Q1L,G4C,A72C,D181N,D247N,Q349K,S502T 64,8
145 Q1L,G4C,A68T,A72C,Q349K,G439D,R453S 64,9
146 Q1L,G4C,A72C,Q349K,H468R 64,9
147 Q1L,G4C,D64N,A72C,G1349K 64,9
148 G4C,A72C,E183K,Q349R,P464L 64,9
149 G4C,A72C,N1941,T243Y,Q349R,Y374P,A375R 65,0
150 Q1L,G4C,A72C,Q349K,H508L 65,0
151 Q1L,G4C,A72C,E183K,Q349R 65,0
152 G4C,A72C,S311G,Q349R 65,0
153 Q1L,G4C,A72C,S311N,Q349K,G463D 65,1
154 Q1L,G4C,A72C,S86T,Q349R 65,1
155 Q1L,G4C,E65K,A72C,Q349K 65,2
156 Q1L,G4C,A72C,D181N,Q349K,T451S 65,2
157 Q1L,G4C,ABV,A72C,Q349K 65,3
158 G4C,A72C,N1941,T243D,Q349R,Y374P,A375Y 65,3
159 G4C,A72C,N194C,Y374C 65,6
160 Q1L,G4C,A72C,A145T,H203R,Q349K, T403K 65,8
161 Q1L,G4C,A72C,S311G,Q349K 66,0
162 Q1L,G4C,A72C,D202N,Q349K,G486D 66,0
163 Q1L,G4C,A72C,I1200F,Q349K,L500I 66,0
164 Q1L,G4C,AB8T,A72C,Q349K 66,1
165 Q1L,G4C,A72C,D346V,Q349K 66,2
166 G4C,A72C,N194Q,T243V,Q349R,Y374P,A375Y 66,3
167 Q1L,G4C,A72C,Q349K,T392K 66,3
168 Q1L,G4C,A72C,D181N,E183K,Q349R 66,4
169 Q1L,G4C,A72C,S311N,Q349K 66,5
170 G4C,A72C,N194C,Q349R,Y374C 66,5
171 Q1L,G4C,A72C,Y155C,Q349K,A503T 67,0
172 Q1L,G4C,A72C,S86T,D181N,E183K,D320V,Q349R 67,0

Ejemplo 6: Caracterizacion de las variantes de la fusion de CBHI de Talaromyces emersonii /| -CBD de Trichoderma
reesei (con una marcacion 6x His)

Se concentraron 80 ml del caldo de fermentacién hasta un volumen final de aprox. 1 ml. Después de la
determinacion de la concentracion de proteinas (con el reactivo de Bradford, Biorad, Alemania, el patron es BSA de
Sigma-Aldrich, Alemania), 1,2 mg de la proteina fueron purificados con el estuche Ni-NTA Spin (de Qiagen,
Alemania). La fraccion purificada de CBH1 se ensay6 a continuacion llevando a cabo una reaccion de hidrdlisis con
una paja de trigo que habia sido tratada previamente (tratamiento previo con un acido). 12,5 mg (masa seca) de la
paja de trigo tratada previamente se mezclan con 0,0125 mg de CBH1 purificada y con 40CBU Novo188 (de
Novozymes Dinamarca) por cada mg de CBH1. Se afade acetato de sodio 50 mM (de Sigma-Aldrich, Alemania)
hasta llegar a un volumen de 500 pl. El ensayo se lleva a cabo a unas temperaturas que se extienden desde 50°C
hasta 65°C durante 48 horas y se analiza mediante una HPLC para determinar el contenido de glucosa dependiente
de la temperatura.

25
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Sud-Chemie AG
<120> enzimas de celulosa optimizadas

<130> 139 202

<160> 41

<170> PatentIn version 3.4

<210> 1
<211> 1509
<212> ADN

< 213> artificial

<220>

<223> Secuencia codificadora para la fusion de CBHI de Talaromyces emersonii | -CBD de Trichoderma reesei

(CBH-a madura)

<400> 1
cagcaggecy

gcccctggga:
gtgcacgatg
tgccctgacy
acctacggeg
gtcggatcce
aaccgcgagt
crgtactttg
ggtgccaagt
gacggcgagy
ggcgacéacg
gcggtcactce
ggtggcacat
aacccttace
aagccctteca
agcgagatca
atcagtgocg
tttggcgaca
cagcagggta
ttggattccg
tgtccgacgg
acctactcga
cctccaggtg

agtecagytc

actgttigtg

taatgataa

gcacggcgac
getgeaccac
tgaacggata
acgaaacctg
tgacttcgte:
gtctctacct
tcagetttga
tcgccatgoa
acggaaccgg
ccaacgtcga
getectgety
cgcacecgty
actctaacga
gcatgggcaa
ctgtcgtgac
agcgcttceta
tgaccggcaa
cggacgactt
tggtcctggt
actacccgac
actcgggcgt
acattaagtt
gaaacagagg

caactcaatc

cttectggtac

ggcagagaac
ccagaacggg
caccaactgce
cgcccagaac
gggcagetcec
gctgeaggac
cgtcgatgte
cgccgacgge
gtattgcgac
gggctggcag
tgcggagatg
cgacacgcca
tegetacgey
cacttctiic
geagttecee
catccagaac
ctcgatcacg
ctctcagcac
gatgagtttg
ggatgcggac
cccatcggat
tggtccgatc
aacaacgaca

acactacggt

tacttgccaa

ES 2 549 328 T3

caccecgecce
gcggtegttce
tacacgggca
tatgcgetgg
ttgaaactca
Qactcgacct
tecaatette
ggcgtgtcca
tcccaatgee
ccgtettoga
gatgtctggg
ggccagacga
ggaacctgcg
tacgggecty
actgatgatg
agcaacgtca
acggagttct
ggtggccrag
tgggacgact
cccacgacec
gtcgagtege
ggtagcacag
actagaagac

caatgtggtyg

gttetgaacc

tgacatggca
ttgatgcgéa
atacctggga
acggegegga
atttcgtcac
atcagatctt
cgtgcggatt
agtacccgaa
cacgggacct
acaacgecaa
aagcaaacag
tgtgctétgg
atccrgacyg
gcaagatcat
gtacggatac
ttccgeagec
gcactgctca
ccaagatggg
acgeccgegea
ctggtattgc
agagccccaa
gtaatccttc
cagctactac

grataggtta

cttactactc

26

ggaatgcacc
ctggegttgy
ccecacgtac
ttacgagggc
cgggtcgaac
caagcrtcctg
gaacggceget
caacaaggct
caagttcatc
caccggaatt
catctccaat
agatgactgc
ctgtgactic
cgataccacc
tggaabtctc
caactcggac
gaagcaggcc
agcggccatg
gatgctgtgg
ccgtggaacg
ctcctacgtg
aggtggtaat
aactggttca

ctcTggrecc

acagtgtcta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
6607
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1509
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<210> 2
<211> 500
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia madura de CBHI de Talaromyces emersonii / -CBD de Trichoderma reesei (CBH-a madura)

<400> 2 ,
GIn GTn Ala Gly Thr Ala Thr Ala Glu Asn His Proc Pro Leu Thr Trp
1 ' 5 10 15

GIn Glu Cys ;hr ala pPro Gly ser Cys Thr Thr Gln Asn Gly Ala val
0 25 30

val Leu Asp Ala Asn Trp Arg Trp val His Asp val Asn Gly Tyr Thr
35 40 45

Asn Cgs Tyr Thr Gly Asn ggr Trp Asp Pro Thr gyr Cys Pro Asp Asp
5 0

Glu Thr Cys Ala GIn Asn Cys Ala Leu Asp Gly Ala Asp Tyr Glu Gly
65 70 75 80

Thr Tyr Gly val g?r Sser ser Gly Ser Sgr Leu Lys Leu Asn g?e val

Thr Gly Ser Asn Val Gly Ser Arg Leu Tyr Leu Leu GIn Asp Asp Ser
100 105 110

Thr Tyr Gin Ile Phe Lys Leu Leu Asn Arg Glu Phe Ser Phe Asp val
115 120 125

asp val Ser Asn Leu Pro Cys Gly Leu Asn Gly Ala Leu Tyr Phe val
- 130 135 140

Ala Met Asp Ala Asp Gly Gly val Ser Lys Tyr Pro Asn Asn Lys Ala
145 150 155 160

Gly Ala Lys Tyr gTy Thr Gly Tyr Cys Asp Ser Gln Cys Pro Arg Asp

Leu Lys Phe Ile Asp Gly Glu Ala Asn val Glu Gly Trp Gin Pro Ser
180 185 190

ser Asn Asn Ala Asn Thr Gly ITe Gly Asp His Gly Ser Cys Cys Ala
195 200 205

27



761u

‘His

Met Asp
210

Pro. Cys

1225 -

GTy
Gly
Pro

Phe

Gln
Leu

Ser

Asn
Thr
Thr
Thr

465

Thr

sSer

Gly Thr
Cys Asp

Gly Lys
275

Leu Thr

290

Phe Tyr
Ser Gly
LYS Gin
Ala Lys
Leu Trp
370

Pro Thr

Pro Thr

SeﬁsTQh
: 420

Gly Asn
435

The Thr
450

Gln ser

val Cys

Tyr

val

ASp

Phe
260

Ile

Asp

Ile

val

Ala

340

Mat

Asp

ASDH

AsSpR

Trp
Thr

ser

245

AsSn

Ile

ASp

Gln

Thr

325

Phe

Gly

ASD

Ala

ser

405,

val

Pro

arg

His

Ala

Gln Cys Leu

500

“Thr

Ser

Arg

Tyr

Ser

485

Glu
Pro
230
Asn
Pro
Asp
Gly
Asn
310
Gly
Gly
Ala

Tyr

Asp
390

Gly

Tyr

Gly

Pro

aly

Gly

Ala

215

Gly

Asp

Tyr
Thr
Thr
295
ser
ASN
AsSp
Ala
Ala
375
Pro
val
ser
Gly
Ala
455

Gln

Thr

Asn

Gin

Arg

Arg

Thr

280

Asp

ASH

Ser

Thr

Met ¢

360

Ala

Thr

Pro

Asn

Asn

440

Thr

Cys

Thr

ES 2 549 328 T3

ser
Thr
Tyr
Met
265
Lys
Thr

val

Ile

GTh
Thr
Ser
rie
Pro
Thr
Gly

Cys

Ie

Met
Ala
250
Gly

Pro

Gly

ITe-

Thr
330

Asp

GIn

Met
Pro
Asp
410

Lys

Pro

“rhr

Gly

Gln

ser Asn Ala val

Cys
235
Gly
Asn
Phe
Thr
Pro
315

Thr

‘Phe

Gly
Leu
Gly
Va}
Phe
Gly
Gly

Tle

220

ser
Thr
Thr
Thr
Leu
300

GlIn

Gclu

‘ser

Met

380

Ile
Glu
Gly

Gly

Ser

460

Gly

475

val

490

Leu

28

Gly

Cys

sar

val

285

5er

Pro

Phe

Gin

va'l

365

Leu

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Phe

270

val

Glu

ASn

Cys

His

350

Leu

Asp

Arg

Gin

Ile

430

Asn

445

Ser

Tyr

Asn

Arg

Pro

Ser

Pro

Thr

ASp

Pro

255

TYF

Thr

Ile

ser

Thr

Pro

Cys
240
Asp
Gly
Gln
Lys
ASD
320

Ala

335

Gly
val
Ser
Gly
Ser
415
G1y
Gly
Gly

Gly

Tyr

Gly.
Met
ASp
fhr
400
Pro
5§r
Thr
Pro
Pro

480

TYr

495
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<210> 3
<211> 1581
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> secuencia codificadora de la fusiéon de CBH-a con el péptido de sefial de CBH de Trichoderma reesei

<400> 3

ES 2 549 328 T3

atgtatcgga agttggccgt catctcggeoc ttcttggeca cagcetcgtge

ggcacggcga
agctgeacca
gtgaacggat
gacgaaacct
gtgacttcgt
cgtectctace.
ttcagcttty
gtcgcéatgg
tacggaaccg
gccaacgteg
ggctcerget
ccgeacecgt
tactctaaco
cgcatgggeca
actgtegtga
aagcgcttct'
gtgaccggcai
acggacgact
atggtcctgg
gactacccga
gactcgggey
aa_cattaagt
ggaaacagag
ccaactcaat

gcttctggta

cggcagagaa
cccagaacgy
acaccaactg
gcgcecagaa
cgggcagetc
tgctgcagga
acgtcgatgt
acgccgacag
ggtattgega
agggctggea
gtgcggagat
gcgacacyec.
atcgctacge

acacttctrt

cgcagttoct

acatccagaa
actcgatcac
tctctcagca
tgatgagttt
cggatgcgga
tcccategga
ttggtccgat
gaacaacgac
cacactacgg

ctacttgeca

ccaceegece
ggcggtegtt
ctacacggyc
ctgtgcgetg
cttgaaactc
cgactcgace
ctccaatctt
cggecgrgtece
ctcccaatge
gccgtéttcg,
ggatgictygg
aggccagacg
gggaacctge
ctacgggect
cactgatgat
cagcaacgte
gacggagttc
cggtggectg
gtgggacgac
cceccacgace
tgtcgagteg
cggtagcaca
aactagaaga
tcaatgtggt

agttctgaac

catcatcacc accaccatta a

<210> 4
<211>70
<212> PRT
<213> artificial

<220>

ctgacatggc
cttgatgcga
aatacctgqg
gacggcgcgg
aatttcgtca
tatcagatct
ccgtgtggat
aagtacccga
ccacgggace
aacaacgcca
gaagcaaaca
atgrgcetoty
gatcctgacg
ggcaagatca

ggtacggata

attccgeage

tgcactgctce
gccaagatgg
tacgeegege
cctggtattg
cagagcccca
ggtaatcctt
ccagcetacta
ggtataggtt

ccttactact

aggaatgcac

actggegttg

.accccacgta

attacgaggg
ccgggtcgaa
tcaagotect
tgaacggcgc
a;aacéaggc
tcaagttcat
acaccggaat
gcatctccaa
gagatgactg
gctgtgactt
tcgataccac
ctggaactct
ccaactcgga
agaagcaggc
gagcggcéat
agatgctgtg
cccgrggaac
actcctacgt
caggtggraa
caactggttc
actctggtcc

cacagtgrct

tcagcaggec

cgccectgag .
'gthCacgat

ctgcoctgac
cacctacgge
cgtcggatcec
gaaccgcgag
tctgtacttt
tggfgccaag
cgacggcgag
tggcgaccac
rtgcggtcact
cggtggeaca
caacﬁcftac
caageocrtc

cagcgagatc

catcagtggc

ctttggcgac
gcagcagggt
gttggattcc
gtgtccgacg
gacctactcg
tcctccaggt
aagtccaggt
cactgttrgt

agcttctgea

60
120
180
240
300

1360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1581

<223> dominio de fijacion de celulosa y secuencia engarzadora de CBHI de Trichoderma reesei

29
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<400> 4

g]y ser Thr

Gly Thr Thr

Gly

Thr

20

Thr
35

Gly pPro

Gly pro Thr
50

Tyr Tyr Ser
65 .
<210>5
<211> 437

<212> PRT
<213> artificial

<220>

Gln

val

Gln

Asn
5
Thr

Ser

Cys

Cys

ES 2 549 328 T3

Pro Ser Gly Gly an Pro Pro

ArQ Arg Pro gla Thr Thr Thr

His Tyr Gly GIn Cys Gly Gly
40 B

Ala Ser ¢ly Thr Thr Cys Gln
55 60

Leu
70

<223> secuencia de CBHI de Talaromyces emersonii (CBH-b)

<400> 5

§1n Gln Ala Gly

Gin Glu

val Leu Asp

35

Ash Cys Tyr

C?u Thr
65

Cys

Thr Tyr Gly

Thr Gly Ser

Cys Thr'

20

Ala

Thr

Ala

val

Ash

Gly
Gly
Ile
45

val

Thr Ala Thr Ala Glu Asn His Pro Pro
5 ‘

Ala

ASn

Gly

Gth

Thr

85

val

Trp

Pro Gly

Arg

Thr
55

ASN

Asn
70

Cys
ser

Ser

Gly ser

Ser
Trp
40

Trp
Ala

Gly

Arg

cys'
25
vai
ASp
Leu

Ser

Leu

Thr

His

Pro

Asp

Ser

90

Tyr

Thr
Asp
Thr
Gly
75

Leu

Leu

G1A
val
Tyr
60

Ala

Lys

Leu

30

Asn
Asn
45

Cys
Asp

Ley

GIn

Gly

Seir
30
Gly

!.eu

Leu

Gly

30

Gly

Pro

Tyr

Asn

ASp

ASn
15
Ser

Tyr

Asn

Thr
15

Ala
Tyr
Asp
Glu
Phe
95

Asp

Arg
Pro
ser

Pro

Trp
val
Thr
Asp
Gly
80

val

Ser



The-

ASp
Ala
145
Gly
Leu
ser
Glu
His
225
Gly

Gly

Pro

Phe

Tyr

val

T30

met

Ala

Lys

Asn
Met
210
Pro
Gly
Cys

G'Iy

LEU

- 290

Arg
305
Ile
Gln

Leu

ser

rhe
Ser
Lys
Ala

Leu
370

Gln
115
Ser
Asp
Lys
Phe
Asn
195
Asp
Cys
Thr

ASD

Lys

275

Thr

TYr

Gly

Gin

LysS

Trp

100

Ile

Asni

Ala

Tyr

Ile
180
Ala
val
Asp
TYr
Phe
260
Ile
AsD
Ile
val
ala
340

Met

Asp

Phe
Leu
Asp
Gly
Asp
ASN
Trp
Thr
Ser
245
ASN
Ile
Asp
Gln
Thr
325
Phe

Gly

Asp

Lys

Pro
Gly
1

Thr
Gly
Thr
Glu
Pro
230
Asn
Pro
Asp
Gly
Asn
310
Gly
Gly

Ala

Tyr

Leu

Cys

135

Gly

Gly

Glu

Gly

Leu

120

Gly

val

Tyr

Ala

Ile

200

Ala
215
Gly
Asp
Tyr
Thr
Thr
295
ser
Ash
Asp
Ala

Ala
375

ASD

Glin

Arg

Arg

Thr

-280

Asp

AsSn

Sepr

Thr

Met

360

Ala

ES 2 549 328 T3

105

Asn
Leu
ser
cys
Asn
185
Gly
ser
Thr
Tyr
Met

265

Lys

Thr.

val

Ile

Gln

Arg

Asn

Lys

Asp
Iile
Met
Ala
250
Gly
Pro
Gly
Ile
Thr
330
Asp

Gln

Met

Glu
¢1y
TYyr
155
ser
Glu
His
ser
Cys
Gly
ASn
rhe
Thr

Pro

- 315

Thr

Phe

Gly

Leu

Phe

ala

140

Fro

GIn

Gly

Gly

AsSn

220

ser

Thr.

Thr
Thr
Leu
300
Gin
Glu
Ser

Met

Trp

31

Ser

125

Leu

Asn

cys

Trp

Ser

205

Ala

G'I'y'.

Cys

ser

val

285

S5ar

Pro

Phe

Gln

val

365

Leu

110

Phe
Tyr
AsSn
Pro
GIn

190

cys

val

Asp.

ASp

Phe
270

vat

Glu

Asn

Cys

His

350

Leu

Asp

Asp
phe
Lys
179
Pro
Cys

Thr

ASp

Ty r
Thr
Ile
ser
Thr
335
Gly

val

Ser

val

val

Ala

160

ASD

ser

Ala

Pro

240

ASp

Gly

GIn

Lys’

320

Ala

Gly

M_et

Asp
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Tyr Pro Thr Asp Ala Asp Pro Thr Thr Pro Gly Ile Ala Arg Gly Thr
385 390 395 400

Cys Pro Thr Asp Ser Gly val Pro Ser Asp val Glu Ser Gln Ser Pro
405 410 415

asn Ser Tyr val Thr Tyr Ser Asn Ile Lys pPhe Gly Pro Tle Asn Ser
420 425 430

Thr Phe Thr aAla Ser
435

<210> 6
<211> 1590
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia codificadora de CBHI de Talaromyces emersonii CBHI fusionada con el péptido de sefial del factor
alfa

<400> 6
atgagatttc cttcaatttt tactgcagtt ttattcgcag catcctecge attagetget 60
ccagtcaaca ctacaacaga agatgaaacg gcacaaattc cggctgaage tgtcatcggt . 120

tacttagatt tagaagggga trtcgatgtt gertgitTitge cattticcaa cagcacaaat 180
aacgggttatr tgtttataaa tactactatt gccagcattg ctgctaaaga agaaggoggta 240
tctttggata aacgtgagge ggaagcaccc tctcagcagg ccggcacggec gacggcagag 300
aaccacccgc ccctgacatg gcaggaatgc accgoccctg ggagctgcac cacccagaac 360
goggacggtcg ttcttgatge gaactggegt tgggtgcacg atgtgaacgg atacaccaac 420

tgctacacgg goaatacctg ggaccccacg tactgocctg acgacgaaac ctgogeccag 480

10

aactgtgcge -tggacggege ggattacgag ggeacctacyg gegtgacttc gtogggeage 540

tccttgaaac
gacgactcga
gtctccaatc
9gcggCgtyt
gactcccaat
cagcegtett
atggatgtct
ccaggccaga
gcgggaacct
ttctacggge
ctcactgatg

aacagcaacyg

tcaatttogt caccgggreg

cctatcagat cttcaagett
ttccgtgcjg attgaacggc
ccaagtacce gaacéacaag
gcecacggga cctcaagttc
cgaacaacgC caacaccgga
gggaagcaaa cagcatctec
cgatgtgctc tggagatgac
gegatectga cggetgtgac
ctggcaagat catcgatacc
atggtacgga tactrggaact

tecattecgca goeccaactey

aacgtcggat
ctgaaccgeg
getctgtact
gctggtgeca
atcgacggcg
attggcgace
aatgcggtca
tgcggtggea
ttcaaccett
accaagccct
ctcagcgaga

gacatcagtg

cccgtctcta

agtrcagett
ttgtcgecat
agtacggaac
aggccaacgt
acggcreetg
ctcegeacce
catactctaa
accgcatggg
tecactgtegt
tCaagegett

gcgtgacegg

32

ccractgeag
tgacgtcgat
ggacgccgac
cgggtattgce
€gagggctgg
ctgtgcggag
gtgcgacacg
cgatcgctac
Caacactrct
gacgcagttc
ctacatccag

caactcgatc

- 600
" 660

720
780
840
300

- 960

1020
1080
1140
1200
1260



10

acgacggagt
cacggtggcc
ttgtgggacg
gaccccacga
gatgtcgagt

atcaactcga

<210>7

<211> 429

<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> CBHI de Humicola grisea (CBH-d)

<400> 7
Gl G1n Ala
1

Lys
val
Tyr
Ala
63

Ala
Glu
Asn
val
val
145

Ala

Asp

Arg

Ile

Glu

50

Gln
ser
Tyr
Lys
Asb
130

Aja

Gly

Leu-

Cys
AsSp
35

Gly
Aryg
Thr
Gly
115
Lau
Met

Ala

Lys

Gly
ser
20

Ala
Asn
Cys
Ser
Thy
100

Gln

ser

Glu

Lys Ty

Phe

tetgeactge
tggccaagat
actacgccgc
ccectggtat
cgcagageec

ccttcaccgc

gggagcggec
q:agatgétg
tgéccgtgga
caactcctac

ttcgtgataa

ES 2 549 328 T3

ttaggqgcagtgtctttggcg

dtgcagcagg

tggttggatt

acgtgtrccga

gtgacctact

Thr I1e Thr Ala Glu
5

Gly

Asn

Lys

Ala

Gly

85

ASh

Met

Lys

Glu

Pro

Trp

Trp

Leu

70

ASp

Ile

Phe

val

Gly

Gly

Gly
Arg
Thr
55

AsSp
Ser
Gly
Thr
Glu

135

Gly

Thr

Gly

Asn
Trp
44

ser
Gly
Leu
ser
Leu
120
Cys
Gly

Gly

Lys

cys

25

Ley

Gin

Ala

The

Arg

Met

Gly

Met

Tyr

Ala

ASH
10

Gin
His
Cys
Asn
Leu
S0

Phe
Asn
Iie
Ala

170

AsSn

His

Thr

Asn

ser

Tyr

75

Lys

Tyr

AsSN

Asn

Ser

155

ASp

Ile

acacggacga
gtatggtcocct
ccgactacce

cggactcgga
cgaacattaa

Pro Arg Met

val G1n Gly
30

Asn Gly GIn
45

ser Ala Thr
60

Gln ser Thr
Phe val Thr

Leu Met Ala
110

Glu Phe Ala
125

Ser Ala Leu
140
Tyr Pro ser

Ala GlIn Cys

Glu Gly Trp

33

ctrcteteag
ggtgatgagt
gacggatgcg

cgtcecateg

gtttagtecy

Thr Trp
15

Glu val
Asn Cys
AsSp Cys
Tyr Gly
80
Lyé His
A§n Gln
Phe Asp
Tyr pPhe
Asn Arg

160

Ala Arg
175

Arg Pro

1320
1380
1440
1500

- 1560

1590



ES 2 549 328 T3

180 | 185 190

Ser Thr Asn Asp Pro Asn.Ala Gly val Gly Pro Met Gly Ala Cys Cys
o185 200 205

Ala Gilu Ite Asp val Trp Glu Ser Asn Ala TyrrA1a Tyr ala phe Thr
210 215 T2 _

Pro His Ala Cys C?y Ser Lys Ash Arg Tyr His Ile Cys Glu Thr Asn
225 230 235 240

Asn Cys Gly Gly Thr Tyr Ser Asp Asp Ar 'Phe Ala Gly Tyr Cys Asp
245 25 255

Ala Asn Gly Cys ASp Tyr Asn Pro Tyr Arg Met Gly Asn Lys Asp Phe
260 265 270

Tyr Gly Lys Gty Lys Thr val asp Thr Asn Arg Lys Phe Thr val val
275 280 285

ser Arg Phe Glu Arg Ash Arg Leu Ser Gln rhe Phe val GIn Asp Gly
290 295 : 300

Arg Lys Ile Glu val pro Pro Pro Thr Trp Pro Gly Leu Pro Asn Ser’
305 310 N 315 - 320

ala Asp Ite Thr Pro Glu Led Cys Asp Ala GlIn Phe Arg val Phe Asp
325 330 335

Asp Arg Asn Arg Phe Ala Glu Thr Gly Gly Phe Asp Ala Leu Asn Glu
340 345 350

Ala teu Thr Ile Pro Met val Leu val Met Ser Ile Trp Asp Asp His
355 - 3690 365

His sef Asn Met Leu Trp Leu Asp Ser.5er Tyr Pro Pro Glu Lys Ala
370 375 380

Gly Leu Pro Gly Gly Asp Arg Gly Pro Cys. Pro Thr Thr ser Gly val
385 -390 . 395 400

pro Ala Glu val Glu Ala GIn Tyr Pro Asp Ala GIn val val Trp Ser
405 410 ‘ 415

Asn Ile Arg Phe Gly Pro Ile Gly Ser Thr val Asn val
420 , 425

<210> 8
<211> 1563
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia codificadora de CBHI de Humicola grisea fusionada con el péptido de sefial del factor alfa

34



<400> 8
atgagatttc

ccaétcaaca
tacttagatt
aacgggttat
tctttggata
aaccacccaa
ggcgaggttg
gagggtaaca
ttggacggtg
ctgaagttcg
gccaaccaga
gacctgtctd
gaéggtggaa
tgtgacgccc
tggagaccat
gagattgatg
tctaagaaca
agattcgctg
aaggacttct
,égattcgaga
ccaccaccaa
gctcagttcea
ttgaacgagy
tctaacatgr
gacagaggac
gacgctcagg

taa

<210>9
<211> 439
<212> PRT
<213> artificial

<220>

cttcaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
fgtttataaa
aacgtgaggc
géatgacctg
tgattgacge
agtggacctc
ccaactacca
ttaccaagca
acaagtacca
aggrggagtyg
tggettctta
agtgtgctag
Ctaccaacga
tgtgggagtc
gataccacat
gatactgcga
acggcaagag
gaaacagact
cttggccagy
gagtgttcga
ctctgaccat
tgtggergga
catgtccaac

ttgtgtggtc

tactgcagtt
agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt
ggaagcaccc
gaagagatgc
taattggaga
tcagtgttict
gtctacctac
cgagtacgga
gatgttcacc
cggtatcaac
cccatctaac
agacctgaag
cccaaacget
taacgcttac
ctgcgagace
cgctaacggt
aaagaccgtt
thgcagttc
attgccaaac
cgacagaaac
tccaatggty
ctettcttac
tacttcggot

gaacatcaga

ES 2 549

Lttattcgcag
gcacaaattc
gctgttrtgce
gccagcatty
tctcagcagg
tetggtecag
tggtrtgcaca
tctgctaccg
ggtgcttcta

accaacatcg

ctgatgaaca -

tctgecctgt

agagccggtyg

ttcatcggtyg

ggtgrtogtc
gcctacgett
aacaactgtg
tgtgactaca
gacaccaaca

trtgtgcagg

tcrgecgada’

agatttoctg
ctggtgatgt
ccaccéﬁaga
grtccagety

ttcggeoecaa

<223> CBHI de Thermoascus auratiacus (CBH-e)

328 T3

catcctecge
cggctgaagce
cattitccaa
Cctgctaaaga
ctggtactat
gaaactgtca
acaacggcca
actgtgctca
cctctggtga
gctctagatt
acgagttcege
acttcgttgc
ttaagtacgg
gaaaggccaa
caatgggage
ttaccecaca
gtggaaccta
acccatacag
gaaagttcac
aéggqagaaa
ttaccccaga
agaccggrgg
ctatttggga
aggctggatt
aggtrgaggc

tcggrrotac

35

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
tactgctgag
gactgttcag
gaactgttac
gagatgtgct
‘thtctgacc
ctacctgatg
ctttgacgtt
tatggaagag
tactggttac

cattgagggt

trgttgtgee

cgcttgcggt
ctctgacgac
aatgggcaac

tgtggfgtcg

_gattgaggtc

gttgtgtgac
ttttgacget
cgaccaceac
gccaggtggt
tcagtaccca

cgtgaacgtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563



<400>9
. His 'Glu Ala
1. :

Gln
val
Asn
val
65

Thr
Thr
ASD
ﬁhe
Tyr
Asn
Pro
Gln

ser

val

6ln
Ile
Cys
50

Thr

Tyr‘

GlIn’

Asp

ASp

‘Phe

Lys

Arg

Pro

cys

210

Thr

225

ASp
AsSp

“Phe

ASp

Thr

Tyr

Cys
Asp
35

TYr
Cys
Gly
ser
Thr
115
val
Va]
Ala

Asp

sar

195

Ala

Pro

Cys

Asp.

Gly

Gly

Ser

20

Ala

Thr

ala

val

Ser

100

Thr

ASp

Ala

Gly

Léu

180.

Ala

Glu

His

Gly

Gly

Pro

Thr

Ser

ASn

Gly

Gin

Thr

85

Gly

Tyr

val

Met

Ala

165

Lys

Asn

Met

Pro

Gly
245

Cys

Gl ¥

val

Gly

Trp

Asn

Ash

70

The

Lys

Gin

ser

AsSp

Lys

Phe

ASp

ASD

Thr
Gly
Arg
Thr
55

cys
ser
ASnO
Ile
Asn
135
Ala
Tyr
Ile

Pro

val

© 215

Cys

230

Thr

Asp

Lys

ASD

Tyr

Phe

Ile

Ala

Ser

Trp

40

Trp

Ala

Gly

Phe

120

Leu

Asp

Gly

ASH

Asn

200

Trp

Thr

Ser

Asn

val

ES 2 549 328 T3

Glu
Ccys
val
Asp
Leu
Asn
Gly
Lys
Pro
Gly
Thr
Gly
Ala
Glu
Pro
ser
Pro

265

Asp

Asn
10

Thr

His

Thr

Asp

Ala

90

Leu

cys

Asn

Gly

Glin

Gly

Ala

Gly

Thr

Tyr

Thr

His
Thr
Thr
Ser
Gly
75

Leu
Arg

Leu

Gly

Leu
155

Tyr

Ala

val

Asn

Gln

235

Arg

Gln

Ser

Pro
Gln
Thr
Ile
60

Ala
A‘i"g
Leu
Gly
Leu
140
Ser
Cys
Asn
Gly
Ser
220
The
Tyr

Pro

Ser

36

Ser
Asn
Ser
45

Cys
Asp
Leu
Tyr
125
Asn
Lys
Asp
val
Asn
205
Ile
Met
Ala

Gly

Lys

Leuw

Gly

30

Gly

Pro

TYr

Asn

Leau

110

Glu

'Gly

Tyr

Ser

Glu

190

Hisg

Ser

Cys

Gly

AST

270

Phe

Thr
15
Lys
Tyr
Asp
ser
Phe
95
Leu
Phe
ala
Pro
Gln
175
Gly
Gly
Thr
GIn
Thr
255

His

Thr

Trp
val
Thr
Asp
g
val
Glin
Thr
Leu
Gly -
Cys
Trp
Ser
Ala
o
Cys

Ser

val



ES 2 549 328 T3

275 280 285

val Thr Gln Phe Ile Thr asp asp Gly Thr Pro Ser Gly Thr Leu Thr
290 295 300

Glu Ile Lys.Arg Phe Tyr val GIn Asn Gly Lys val Ile Pro GlIn Ser
305 310 315 320

Glu Ser Thr Ile Ser Gly val Thr Gly Asn Ser Ile Thr Thr
325 330

wo
Ud -
(V.8 =

Tyr

C¢ys Thr Ala Gln Lys Ala Ala Phe Asp Asn Thr Gly Phe Phe Thr His
340 345 350

Gly Gly Leu GIn Lys Ile Ser GlIn Ala Leu Ala GIn Gly Met val Leu
355 360 365

val Met Ser Leu Trp Asp Asp His Ala Ala Asn Met Leu Trp Leu Asp
370 375 380

ser Thr Tyr Pro Thr Asp Ala Asp Pro Asp Thr Pre Gly val Ala Arg
385 390 395 400

Gly Thr Cys Pro Thr Thr Ser Gly val Pro Ala Asp val Glu Ser Gln
405 4190 415

Ash Pro Asn Ser Tyr val Ile Tyr Ser Asn Ile Lys val Gly Pro Ile
420 425 430

Asn ser Thr Phe Thr Ala Asn
435

<210> 10
<211> 1593
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> secuencia codificadora de CBHI de Thermoascus auratiacus fusionada con el péptido de sefial del factor alfa

<400> 10
atgagatttc cttcaatttt tactgcagtt ttattcgcag catcctccge attagetget 60

ccagtcaaca ctacaacaga agatgaaacg gcacaaattc cggetgaage tgtcatceggt 120
tacttagatt tagaaggoga tttcgatatt gotgttttge cattrtccaa cagcacaaat 180
aacgggttat tgtttataaa tactactatt gccagcattg ctgctaaaga agaaggggta 240
tctttggata aacgtgagge ggaageacce tcteacgagg ccggtaccgt aaccgeagag 300
aatcaccctt ccctgacctg gcagcaatge tccagoggeg gtagttgtac cacgcagaat 360
ggazaagtcg ttatcgatgc gaactggcegt tgggtccata <¢cacctctgg atacaccaac 420

tgctacacgg gcaatacgtg ggacaccagt atcrgtcccg acgacgtgac ctgcgctcag 480

37



10

aattgtgcct
gccctgagac
ctgctgcagg

gatgtcgacg

‘gacgccgacg

ggttacrgcg
gaaggcrggc
tgcgectgaga
tgcgacaccc
actcgatatg
aaccactcgt
acfcagttca
tacgtccaga
aactcaatca
TTcacgcacg
atgagcctgt
gatgcggacc
ccggecgacy
ggacccatca
<210> 11

<211> 1794
<212> ADN

<213> artificial

<220>

tggatggagc
tgaactttgt
acgacaccac
tctecaatet
gcaatttgte
acrcrcagrg
agcecgtetge
tggatgtcty
ccggecagac
ctggtacctg
tctacggecc
tcaccgacya
acggcaaggt

ccaccgagta

gcgggcttca

gggacgatca
cggacacecce
tggagtcgca

acrcgacctt

ggattacagt
cacccaaagr
ttatcagatc
cccttgeggg
caaataccct
ccctcgggat
caacgaccca
ggaagccaac
catgtgccag
cgacactgat
cgggaagatc
cgagacacce
gatcccccag
ttgcacggec
gaagatcagt
tgccgecaac
tggcgfcgcg

gaaccccaat

‘caccgecaac

ES 2 549 328 T3

ggcacctatg
tcagggaaga
ftcaagctgc
ctgaacggcg
ggcaacaagg
ctcaagrica
aatgccggeg
agcatcteta
ggagacgact
ggctgcgact
gtcgacacta
tecgyeaccee
tcggagtega
cagaaggcag
caggctctgg
atgctctggc
cgcggtacct
tcatatgtta

taa

gtgttacgac
acattggctc
tgggtcagga
ccerctactt
caggcgctaa
tcaacggtca
ttggtaacca
ctgeggtgac
gtggrggaac
tcaatcctta
gcrccaaatt
tgacggagat
cgatcagegg
ccttcgacaa
ctcagggcat
tggacagcac
gcecccacgac

tctactccaa

<223> secuencia codificadora de CBHI de Trichoderma reesei (CBH-c),
y una marcacion 6x His

<400> 11
atgagatttc

ccagtcaaca

tacttagatt

aacgggttat
tctttggata
catccacctt
agtgtcgtga
tacgatggta
tgrtgtcttg

ctttccattg

ctteaatttt
ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aacgtgaggc
taacgtggca
tagatgcraa

acacctggtc

atggageage

grrtigtaac

tactgcagtt
agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt
ggaagcaccc
aaagtgtagt
ctggagatgg
tectacattg
tracgcaagt

ccagtecgget

ttattcgcag
gcacaaattc
gctgttttge
gccagcatty
tctrcagett
tctggcggaa
acacatgcaa
Tgtectgaca
acatatggtg

cagaagaatg

catceteege
cggctgaage
cattttccaa
ctgctaaaga
gtacactgca
cttgtactca
cgaactccte
acgaaacctyg
tgactacctc

ttggtgctag

38

cagtggcaac
gegectgtac
gtttaccrte

tgtggccatyg

‘gtatggcact

ggcrcaacgrt
cggttccteg
gccrcaccea
ctactcctcce
ccagecagyc
caccgtegte
caaacgcttc
cgtcaccgge
caccggetic
ggtectegtce
ctacccgact
ctcecggegtc

catcaaggtce

attagctgct
tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggrta
atccgagact
acagactggt
aactaactgc
cgctaagaac
tggtaacage

attgtacctg

540
600
660
720

780
340
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1593

incluyendo el péptido de sefial del factor alfa

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600



10

atggcttcag
gtagatgtgt
gcagacggag
tacfgégatt
ggttgggaac
tcagagatgg
acaactgttg
agatacggcg
acticgttrt
gtcacccaat
trCCaacage
tgcactgcg
cagttcaaga
tacgctaaca
ggtgctgtaa
agtccaaatg
aatccttcag
gctacracaa
ataggttact
tactactcac
<210> 12

<211> 496
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223>CBHI de Trichoderma reesei (CBH-C)

<400> 12

GIn ser Ala Cys Thr Leu GIn Ser Glu
1 5
GIn Lys Cys
val Ile Asp Ala Asn Trp Arg Trp Thr
35 40
Asn Cys Tyr Asp Gly Asn Thr Trp Ser
50 : 55

Glu Thr Cys Ala Lys Asn Cys Cys Leu
65 70

acaccacata

creagetace
gtgtttcaaa
ctecaatgeee
cttctagcaa
acatttggga
gycaagaaat
gaacatgtga
acggaccagyg

ttgagacttc

‘caaacgctga

aagaagcaga
aagctacctce
tgctftggct
gaggragety
ccaaggteac
gtggtaatce
ctggttcaag
ctggteccac

agtgtctage

20

ccaggagttt
atgtggattyg
gtacéctact
aagagacctyg
Caacgcaaac
agccaartce
ttgcgaaggt
tccagatgga
TrCcrtccttc
tggtgeeatt
attgggtagt
atttggtgoa
tggtggaaty
ggactetact
ttctacatct
ctlctccaac
Tccaggtgoa
tccaggtcca
tgtttgtget

ttctgeacac

ser ser Gly Gly Thr ggs

ES 2 549 328 T3

accttgttgy
aatggagcct
aacacagctg
aagttcatca
actggaattg
atcagtgaag
gatggttgtg
tgtgattgga
actctagaca
gaccgatact
tactcaggca
tcttectttt
gttcragtca
taccctacaa
tctggagrre
atcaagttcg
aacagaggaa
actcaatcac
tetggtacta

catcatcate

Thr His
10

Thr Gln
His Ala

ser Thr

Asp Gly
75

gaaacgagtt
tgtactttgt
gtgctaagta
acggacaagc
gtggtcatgg
ctttgactcc
grggcactta
acccatacag
ctacgaagaa
acgtgcagaa
aégagcttaa
cggataaggqg
tgagtctgtg
acgagacatt
cagcccaagt
gaccaattgg.
caacgacaac
actacggtca
cttpgccaagt

atcattaatg

Pro Pro Leu
Gln Thr Gly

30
Thr Asn Ser

Leu Cys Pro
60

Ala Ala Tyr

39

ctctttrcgac
ctcaatggat
tggaactgga
taacgttgaa
ttcttgetgt
acatccatge
ctctgataac
actgggtaac
gttgactgtg
cggagttact
Cgatgactac

tggattgacg

ggacgattac:

ttctactect
tgagagtcaa
tagcacaggt
tagéagacca

atgtggtggt

tctgaaccct

ataa

Thr Trp
15

Ser val
ser Thr
ASPR Asn

Ala ser
BO

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1260
£ 1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1794



Thr-

Thr
S5er
Phe
TYr
145
Ash
Pro
Glu
Cys
Leu-
225
Asp
AsSp
phe

Thr

val

Tyr

Gln

ASP
Asp
Phe
Thr
Arg
Pro
Cys
210
Thr
Gly
Pro
Tyr
val

290

Gin

305

Tyr

Glu

Ser

rhe

Gly
ser
Thre
115
val
vail
Ala
ASp
Ser
195
Ser
Pro
Cys
AsSp
Gly

val

Asn

Gly

GTy

val

Ala
100
Thr
Asp
Ser
Gly
Leu
180
ser
Glu
Hfs
Gly
Gly
2

Pro
Thr
Gly

Asn

Gly

Thr
85

GlIn

Tyr

val

Met

Ata
165

Lys

ASnh
Met

Pro

Cys
Gly
Gln
val
Glu

Se‘r

Thr
Lys
Gln
ser
Asp
150
Lys
Phe
Asn
Asp
Cys
230
Thr
AsSp
ser
rhe
Thr
310
Leu

Ser

Ser
Asn
Glu
Gln
135
Ala
Tyr
Ile
Ala
Ile
215
Thr
Tyr

Trp

Ser

Glu
295
rPhe

Asn

Phe

Gly

val

Phe

120

Leu

ASp

Gly

Asn

ASN

200

Tl"p

Thr

Ser

Asn

ehe

280

Thr

Gln

Asp

ser

ES 2 549 328 T3

Asn

Gly

Thr

Pro

Gly

Thr

Glu
val
Asp
Pro
265
Thr
ser
ain

Asp

ASp

ser
90

Ala
Leu
Cys
Gly
Gly
Gin
Gly
Ala
Gly
Asn
250
Tyr
Leu
Gly

Pro

Tyr

Leu Ser
Arg Leu
Leu Gly
Gly Leu

140
val ser
155
Tyr Cys
Ala Asn

Ile Gly

Asnh Ser
220

GIn Glu.

235

Arg TYr

Arg Leu

Asp Thf

Ala Ile
300

Asn Ala
315

Cys Thr

330

Lys

Gly Gly

40

Ile

Tyr
Asn
125

Asn

Lys

"ASp

val

Ite
Gly
Gly
Thr
285
Asn
Glu

Ala

Leu

Gly
Leu
110
Glu
Gly
Tyr
Ser
Glu
180

His

- Ser

Cys

Gly

ASh

270

Lys

Arg

Leu

Glu

Thr
350

Phe

95

Met

Fhe

Ala

Pro

Gin

175

Gly

Gly

Glu

Glu

Thr

255

Thr

Lys

Tyr

Gly

Glu

335

GIn

val

Ser
Leu
Thr
160
Cys
Trp

Ser

Ala

ser
Leu
Tyr
ser
320

Ala

Phe



<223> secuencia codificadora de CBHI de Trichoderma viride, incluyendo el péptido de sefial del factor alfa

Lys Lys Ala Thr Ser Gly Gly Met
: 355 360

Asp Tyr'Tyr Ala Asn Mat Leu Trp

C 370 375

Glu Thr Ser Ser Thr pro Gly Ala

385 390 -

ser Gly val Pro Ala Gin val Glu

. 405
Thr Phe Ser Asn Ile Lys Phe Gly
420
Ser Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly
435 440

Arg pPro-Ala Thr Thr Thr Gly Ser
450 - 455

Tyr Gly GIn Cys Gly Gly Ile Gly

465 470

ser Gly Thr Thr Cys ¢In Vval Leu

485

<210> 13

<211> 1767

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<400> 13

atgagatttc crtcaatttt tactgcagrty

ccagtcaaca ctacaacaga agatgaaacy

tacttagatt tagaagggga tttcgatgrt

aacgggrtat tgtttataaa tactactatt

tctttggata aacgtgaggc ggaagcacco

actcacccac cattgacctg gcagaagtgt

ggrtcrgrtg rratrcgacgc caactggaga

tgctacgacg graacacttg gtcgtctace

aactgttgtt tggacggtgc tgcttacget

fcgetgteta teggtttegt tacccagtet

ttgatggctt ctgacaecac ctaccaagag

val

val

Asn

Tyr

Asn

ES 2 549 328 T3

Leu val

Leu Asp Ser

Arg Gly

GIn
410

Ser Ser

Pro Ile Gly

425

Arg Gly

Ser Pro Gly

Ser

Gly

Pro
490

Tyr

trattcgeag
gcacaaattc
gergrrrrgc
gcéagcattg
tctcéatctg
tcrtetggeg
tggactcacg
ttgtgrccag
tctacctacg
gcecagaaaa

trtaccctyge

Ser
365

Met

Thr
380

Tyr
ser Cys
Pro Asn
Thr

ser

The
445

Thr

rro Thr

460

Pro Thr

Tyr Ser

catcctoccge
cggctgaagce
catrtccaa
ctgctaaaga
ctrgeacctt
gtactrgtac
ctaccaactc
acaacgagac
gtgttaccac
atgttggtgc
tgggtaacga

41

Leu

Pro

ser

Ala

Gly

Thr

Gln

Va1

Gln

Trp Asp

Thr Asn

Thr ser

400

Lys val

Asn Pro

Thr Arg

Ser His

Ala

Cys A
280

Cy§ Leu

attagctgct
tgtcatcggt
cagéacaaat
agaaggggta
gcagtectgaa
tcagcagacc
ttctaccaac
ctgtgccaag
ctctggtaac
cagactgtac

gttctctttc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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gacgtggacg
gacgctgacg

ggttactocg

gaaggatggy
tgttctgaga
tgtactactyg
aacagatacg
aacaccrctt
gttgttaccc
actrrccage
tactgracty
acccagtrita
tactacgcta
ccaggtgctg
cagtctecaa
ggtgacccat
agaccagcta
ggtggtatty

aacccatact

<210> 14
<211> 497
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> CBHI de Trichoderma viride (CBH-f)

<400>

tttctcaact

gtggtgtttc

attctcagtg
agccatette
tggacatceg
tggytcaaga
gtggtacttg
tecracggtee
agtttgagac
agccaaacgce
ctgaggaagc
agaaggctac
acatgctyty
ttagaggatc
acgcﬁaaggt
ctggtggtaa
ccaccactgg
gttactctgg

athgcagtg

gccatgrgga

taagtaccca

cccaagagac

taacaacgce
ggaggccaac
gatctgtgag
tgacccagac

aggatcttct

ctctggtgec

tgaactggga
tgagttcagt
crctggcgga
gcttgactct
ttgctotace
gaccrtcect
cccaccaggt
ttetteteca
tecaacogtt

cctgtaa

GIn ser ala Cys Thr Leu GIn Ser
1 5

GIn Lys Cys ggr ser Gly Gly Thr

val Ile Aasp Ala Asn Trp Arg Trp

40

Asn Cys Tyr Asp Gly Asn Thr Trp
50 55

Glu Thr Cys Ala Lys Asn Cys Cys
65 . 70

ES 2 549 328 T3

ctgaacggtg
accaacaccy
ctgéagttca
adcaccggta
tctatttctg
ggtgatggtt
gottgtgatt
tttaccctgy
atcaacagat
tcttactctg
guttcttctt
atggtgctgg
acctacccaa
tcttctggtg:
aacatcaagt
ggaaacccac
ggtccaacce

Tgtgettctg

Glu Thr His

10

Cys Thr Gln
25

Thr His Ala
ser Ser Thr

Leu Asp G1y
75

ccctgtactt
ctggtgctaa
tcaacggaca
ttggtggtca
aggctttgac
grggtggtac
gggacccata

dcaccaccaa

actacgtgca

gtaacggact
tctctgacaa
ttatgtettt
ctaacgagac
ttccagetea
tcggtccaat
ctggtactac
aatctcacta

gaaccécctg

cgtttctatg
atacggaace
ggctaacgtt
cogttettge
cccacaccea

ttactcggac

cagactgggt

gaagttgacc
gaacggtgtt
gaacgacgac
gogtggactg
gtgggacgac
thttcfacc
ggttgagtct
cggttctact
cactaccaga
cggteagryt
tcaggttctg

Pro Pro Leu Thr Trp

15

¢in Thr Gly Ser val

30

Thr Asn Ser Ser Thr

45

Leu Cys Pro Asp Asn

60

Ala Ala Tyr Ala ser

42

80

720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
1560

1620

1680

1740
1767

14



Thr

Thr

5eér

Phe

Tyr

145.

Asn
Fro
Glu
Cys
Leu
225
Asp
AsSp
Phe
Thr
val
305
Ty‘r
GTu

Lys

Tyr
Gln
ASDH
130
Phe
Thr
Arg
Pro
Cys
Thr
Gly
Pro
Tyr
val
290
Gln
ser

Phe

Lys

Gly

Ser

Thr

-115

val

val

Ala

ASpD

Ser

195

Ser

Pro

Cys

Asp

Gly

val

Ash

Gly

Gly

Ala

vai

Ala

100

Thr

Asp

Ser

Gly

Leu

180

Ser

Glu

His

Gly

Gly

Pro

Thr

Gly

Asn

Gly

Thr

Thr
85

Gln

Tyr

val

Met

ala

165

Lys

aAsn

Mmet

Pro

Gly

Cys

Gly

GlIn

val

Gly

ser

Ser

Thr

Lys

Gln

Ser

LYyS

Phe

ASN

Asp

Cys

Thr

ASpP

ser

Fhe

Thr

310

Leu

ser

Gly

Ser

Asn

Glu

GIn

135

Ala

Tyr

ile

Ala

Tle

215

The

Tyr

Trp

ser

Glu

295

Phe

Asn

Phe

Gly.

G'Iy
val
Phe
120
Leu
Asp
Gly
Ash
Asn
200
Trp
Thr
ser
AsSp
Phe
280
Thr
Gin
Asp

ser

Met

ES 2 549 328 T3

ASn,

Gly
Thr
ﬁro
Gly
mhr
Gly
Thy
Glu
val
AsSp
Pro
265
Thr
ser
Gln
Asp
ASp

val

sepr
a0

Ala
Leu
Cys
Gly
Gly
Gln
Gly
Ala
Gly
Asn
250
Tyr
Leu
Gly
Pro
TYr
330

Lys

Leu

Leu

Arg

Leu

Gly

val

155

TYr

Ala

Ile

Asn

Gin
235
arg
Arg
Asp
Ala
ASH
315
Cys
Gly

val

ser
Leu
G.T y
Leu
140
ser
Cys
Asn
Gly
Ser
220
Glu
Tyr
Leu
Thr
Ite
300
Ata
Thr

Gly

Met

43

Tyr
Asn
125

Asn

Lys

1le

Gly

Gly

Thr

285

Asn

GTu

Ala

Leu

Ser

Gly

Leu

110

Glu

Gly

Tyr

ser

Ser

cys

Gly

Asn

270

Lys

Arg

Leu

Glu

Thr

iLeu

Phe

95

Met

Phe

Ala

Pro

Gln

aly

Gly

GTu

Glu

Thr
255
Thr
Lys
TyF
Gly
Glu

Gin

Tep

val
Ala
ser
Leu
Thr
160
Cys
Trp
ser
Ala
Gly
Cys
Ser
Leu
Tyr
ser
320
Ala

Phe

ASp
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355 360 365

Asp Tyr Tyr Ala Asn Met Leu Trp Leu asp Ser Thr Tyr Pro Thr Asn
370 375 380

Glu Thr Ser Ser Thr pPro Gly ala val Arg Gly Ser Cys ser Thr ser
385 7 -390 395 400

Ser Gly val Pro Ala GIn val Glu Ser GIn Ser Pro Asn Ala Lys val
405 ) 410 415

Thr phe ser Asn Il¢ Lys Phe Gly Pro Ile Gly Ser Thr Gly Asp Pro
420 425 430

ser Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly Asn Pro Pro Gly Thr Thr Thr Thr

435 440 445
Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly Ser ser pPro Gly Pro Thr Gln Ser
450 455 460
His Tyr Gly GIn Cys Gly Gly Ile Gly Tyr Ser Gly PEo Thr val Cys
465 470 475 480
Ala Ser Gly Thr Thr Cys GIn val Leu Asn Pro Tyr Tyr Ser GIn Cys
. 485 490 495
Leu
<210> 15
<211> 1785
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> secuencia codificadora de la proteina de fusiéon de CBHI de Humicola grisea - dominio de fijacion de celulosa
de CBHI de Trichoderma reesei incluyendo el péptido de sefial del factor alfa y una marcacién 6x His

<400> 15
atgagatttc cttcaattit tactgcagtt ttattcgcag catcctccgc attagctgcet 60

ccagtcaaca cracaacaga agatgaaacg gcacaaattc cggctgaage tgtcatcggt 120
tacttagatt tagaagggga tttcgatgtt gctgttttgc cattttccaa cagcacaaat 180
aacgggttat tgtttataaa tactactatt gccagcattg ctgctaaaga agaaggggta 240
tctttggata aacgtgagge ggaagcatge tcgcagcagg ctggtacaat tactgetgag 300
aaccatccaa gaatgacgtg gaagagatgt agtggtccag gaaactgtca gactgttcag 360
ggtgaggtcg tgatagatgc taactggaga tggttgcata acaacggceca gaactgctac 420
gagggtaaca agtggacctc tcagtgttct Tctgetaccg actgegetca gagatgrget 480
cttgatggag caaactacca gagtacatat ggtgettcta cctctggtga cageettace 540
Ctgaagtttg taaccaagca cgagtacgga accaatatcg gttctagatt ctacctgatg 600

44



ES 2 549 328 T3

gctaaccaga acaagtacca gatgtttacc ttgatgaaca acgagttcge cttcgacgta 660
gatttgtcta aggtgogagty tggaatcaat tctgecttgt actrttgtcge tatggaagag 720
gacggéggta tggcttctta ceettetaac agagctgoty ctaagtatgg aactggatac 780
tgcgatgccc aatgcgctag agacctgaag ttcatcggtg gadaggctaa cattgaaggt 840
tggagacctt ctaccaacga cccaaacget ggagttggte caatgggtge ttgctgtgec 200
gagattgacg tgtgggaatc taacgcttac gectacgett ttactccaca tgettgeggt 360
tCtaagaaca gataccacat ttgcgaaacc aacaactgtg gtggcactta ctctgatgac 1020
agattcgctg gatactgtga tgitadacgga tgtgattaca acccatacag aatgggtaac 1080
aaggactttt acggﬁaaggg taagactgtt gacactaaca gaaagttcac tgtggtctecyg 1140
agatttgaga gaaacagact gtcgcagtic tttgtgcagg acggaagaaa gattgaggtc 1200
ccaccaccaa cttggcecagg attgecaaac tctgecgaca ttaccccaga gttgigtgac 1260
gctcagtteca gagtgtttga'cgacagaaaC'agatttgctg agaccggtgg atttgacget 1320
ttgaacgagg ctctgaccat tccaatggtt ctagtcatga gtatttggga cgatcacCac 1380
tctaaqatgc tttggctgga ctcrtcttac cctccagaga aggctggatt gectggtggt 1440
gacagaggtclcatgtccaac,aacttctgga gtfccagccg aggttgaggc tcaataccca 1500
gacgcccagg‘tcgtgtggtc caacatcaga ttcggaccaa ttggaagctt aacaggtaat 1560
ccttcaggtg'gtaatcctcc aggtggaaac agaggaacaa cgacaactag aagaccagct 1620
actacaactg gttcaagtcc aggtccaact caatcacact acggtcaatg tggtggrata 1680
ggttactcetg gteccactgt ttgtgettct ggractactt gecaagttct gaacccttac 1740

tactcacagt gtctagettc tgcacaccat catcatcatc attaa 1785

<210> 16

<211> 503

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> proteina de fusiéon de CBHI de Humicola grisea - dominio de fijacion de celulosa de CBHI de Trichoderma
reesei incluyendo una marcacioén 6x His (CBH-g)

<400> 16
GIn GIn Ala Gly Thr Il1e Thr Ala Glu Asn His Pro Arg met Thr Trp
1 5 : 10 15

Lys Arg Cys Ser Gly Pra Gly Asn Cys GlIn Thr val GIn Gly Glu val
20 25 30
val ITe Asp Ala Asn Trp Arg Trp Leu His Asn Asn Gly Gln Asn Cys
35 40 45

Tyr ggu‘G1y Asn' Lys Trp Thr Ser Gln Cys Ser Ser Ala Thr Asp Cys
55 60

45



‘Ala

65

Ala
Glu
Asn
val
val

145

Ala

Asp

Ser
Ala
Pro
225
Ash
Ala
Tyr
ser
Arg
305

Ala

Asp

Gln

‘Ser
Tyr

Lys

Asp

130

Ala

Gly

Leu

Thr

Glu

210

His

Cys

Asn

Gly
Arg
290
iys

Asp

Arg

Arg
Thr
G'!‘y
11
Leu
Met
aAla
Lys
Asn

195

Ile

Ala

Gly

Gly

Ile

Ile

Asn

Cys
ser
Thr
100
Gln
Ser
Glu
Lys
Phe
180
Asp
Asp
Cys
Gly
Cys
2690
Gly

Glu

Glu

Thr

Arg

Ala

Leu

70

Gly
85

Asn
Met

Lys

Glu

Pro

val

Gly

Thr

245

Asp

Lys

Arg

val

Pro
325

Phe

Asp.

Ile

Phe

val

Gly

Asn

Trp

ser

230

TYyr

Tyr

Thr

Asn

Pro

310

Glu

Ala

Asp
Ser
Gly
Thr
Glu
135
Gly
Thr
Gly
Ala
Glu
215
Lys

Ser

AsSn

val

Arg

Pro

Leu

Glu

Gly
Leu
Sgr
5
Cys
Gly
Gly
Lys
Gly
Ser
AsSn
Asp
Pro
Asp
Leu
Pro
Cys

Thr

ES 2 549 328 T3

Ala

Thr

Met

Gly

Met

Tyr

Ala

185

val

Asn

Arg

AsSp

Tyr

265

Thr

Ser

Thr

Asp

Gly

ASr

Leu

90

Phe
AsN
Ije
Ala
Cys
170
Asn
Gly
Ala
Tyr
Arg
Arg
A_\sn
Gln

Trp

‘Ala

Gly

TYr
75

Lys
Tyr
Asn
ASn
ser
155
ASp
Ile
Pro
Tyr
His
Phe

Met

Arg

‘Phe

Pro
315

Gin

Phe

Gin
Phe
Leu
Glu
5er
140
"ryr
Ala
Glu
Met
Ala
220
ile
Ala
Gly
Lys
Phe
300
Gly

Phe

Asp

46

ser
va'l

Met
Phe
125
Ala
Pro

Gln

Gly 1

Gly

Tyr

Cys

Gly

ASn

Phe

285

val

Leu

Arg

Ala

Thr

Thr

Ala

110

Ala

Leu

ser

cys

Ala

Glu

TYr

Gln

Pro

val

Leu

TYr

Lys

Asn

Phe

TYr

Asn

Ala
175

) ArG

cys

Phé
Thr
oy
Asp
va'll
Asp
Ash
Phe

335

ASh

Gly
80

His

ASD

Phe

Pro
cys -
Thr

Asn
240

AsSp

Pb_e
val
Gly
ser
320

ASp

Glu
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Thr
355

Ala Lteu

Sar Asn

370

His

Gly Leu

Pro Ala Glu

Asn Ile Arg

Gly Pro

435

AsSn

Thr Thr

450

Ala

Gln
465

Cys Gly

Thr Thr Cys

Ala His His
<210>17
<211> 1809

<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> secuencia codificadora de la proteina de fusion de CBHI de Talaromyces emersonii / de -CBD de
Trichoderma reesei incluyendo el péptido de sefial del factor alfa y una marcacion 6x His

<400> 17
atgagatttc

ccagtcaaca
tacttagatt
&acgggttat
tctttggéta
aaccacccege
gg9gcggteg
tgctacacgg

Pro

340

Ile Pro

Met

Leu

Gly Gily

Met

Trp

val Leu

360

Leu
375

Asp

Arg Gly

390

Glu
405

val

rhe
420

Gly
Pro Gly
Thr Gly
Ile

Gly

val
485

Gln

His His

500

Ala

Pro

Gly

Ser

Gly

Leu

His

GIn Tyr

Ile Gly

Asn Arg

Ser Pro

455

Tyr ser

Asn

Pro

His

ES 2 549

345

val Met Ser

ser Ser Tyr

Pro
395

Pro Cys

Pro Ala

Ser Leu Thr

425

Gly Thr Thr

Gly Pro Thr

Thr
475

Gly Pro

Tyr Tyr Ser

490

328 T3

350

Ile
365

Pro Pro

380

Thr Thr

val

Gln

Gly Asn

AsD

Glu

ser

val

Pro

Asp His

Ala

Lys

val
400

Gly
Ser

Trp

ser Gly

430

Thr
445

Thr

Glin
4560

Ser
val

Cys

Gln Cys

Arg

His

Ala

Leu

Arg Pro

Tyr Gly
Gly

ser

ala
495

Ser

crtcaatttt tactgcagtt ttattcgcag catcctccge attagetget

ctacaacaga
tagaagggga
tgtttataaa
aacgtgaggc
ccctgacaty
ttettgatge

gcaatacctg

agatgaaacg
tttcgatgtt
tactactatt
ggaagcatge
gcaggaatgc
gaactggcgt

ggacceccacg

gcacaaattc
getgttttge
gceageattg
tecgcageagy
accgeccctg
tgggtgcacyg
tactgeecty

cggetgaage
cattttecaa
ctgctaaaga
cecggeacgge
ggagcrgeac
atgtgaacgy

acgacgaaac

47

tgtcatcggt
cagcacaaat
agaaggggta
gacggcagag
cacccagaac
atacaccaac

ctgcgceeag

60
120
180
240
300
360
420
480
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;aactgtgegce
tecttgaaac
gaégactcga
gtctccaatc
ggcggegrgt

gactcccaat

' cageegtett

atggatgtct
ccaggccaga
gcgggaacct
ttctacgggc
ctcactgatg
aacagcaacg

acgacggagt

cacggtggcec

ttgtgggacg
gaccecacga
gatgtcgagt
atcggtagca
acaactagaa

ggtcaatgtg

caagttctga

taatgataa

<210> 18
<211> 509
<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> secuencia madura de la fusion de CBHI de Talaromyces emersonii / -CBD de Trichoderma reesei con una

tggacggege
tcaatttegt
tctatcagat
ttecgtgegg
ccaagtaccc
grccacggga
cgaacaacgc
gggaagcaaa
cgatgtgcte
grgatcctga
ctggcaagat
atggtacqga
tcattccgea
tctgcactygce
tggccaagat
attacgccgc
cccctggtat
cgcagagecee
cadgtaatcc
gaccagctac
gtggtatagg

acccttacta

marcacion 6x-His (CBH-ah)

<400> 18

ggattacgag
caccgggteg
cttcéagctc
attgaacgge
gaacaacaag
cctcaagttc
caacaccgga
cagcatctec
tggagatgac
cggctgtgac
catcgatacc
tactggaact
gcccaactey
tcagaageag
gggagcggec
gcagatgctg
tgcccgtgga
caactcctac
ttcaggtggt
tacaactggt
ttactctgot

ctcacagtgt

ES 2 549 328 T3

ggcacctacg
aacgtcggat
ctgaaccgeg
gctctgtact
getggtgeca
atcgacggcg
attggcgacc
aatgcggtca
tgcggtggca
ttcaaccctt
accaagccct
ctcagegaga
gacatcagtg
gectttggcy
atgcagcagg
tggttggatt
acgtgtcega
gtgacctact
aatcctcecag
tcaagtccag
cccactgttt

ctagettety

gcgtgactte
cccgtotcta
agttcagctt
ttgtegecat
agtacggaac
aggccaacgt
acggctecty
ctcegeacec

catactctaa

accgcatggg

tcactgtcgt
tcaagcgett
gcgtgaceyy
acacggacga
gratggtcct
ccgactaccc

cggactcggg

cgaacatrtaa

gtggaaacag
gtccaactca
gtgcttctgg

cacatcatca

gtcgggcagce
cctgetgeag
tgacgtcgat
goacgecgac
cgggtattye
cgagggctgg
ctgtgcggag
gtgcgacacg
cgatcgétac
caacacttct
gacgcagttc
Ctacatccag
caactcgatc
cttcteteag
ggtgatgagt
gacggatgeg
cgtcccatcyg
gtrttggtccg
aggaacaacg
atcacactac
tactacttgce

ccaccaccat

GIn GIn Ala Gly Thr Ala Thr ala Glu Asn His Pro Pro Leu TEF Trp
5 1

GIn Glu Cys ;Br Ala Pro Gly Ser %gs Thr Thr Gln Asn géy Ala val

val Leu Asp Ala Asn Trp Arg Trp val His asp val Asn Gly Tyr Thr
: 35 40 45

48

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

1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1809



Asn
Glu
65

Thr
Thr
Thr
Asp
Ala
145
Gly
Leu
Ser
Glu
His
225
Gly
Gly

Pro

phe

305

Cys

Thr

Tyr

Gly

Tyr

val

130

Met

Ala

Lys

AsSn

Met

210

Pro

Gly

cys

Gly

Leu

290

Phe

Tyr

Cys

Gly

Ser

Gln

115

ser

ASD

Lys

Phe

AsSh

195

Asp

Cys

Thr

ASp

Lys

275

Thr

Tyr

Thr

Ala

val

Asn

100

Ile

AsSn

Ala

Tyr

Ile

180

Ala

val

Asp

Tyr

Phe

260

Ile

ASp

Ile

Gly

GlIn

Thr

85

val

Phe

Leu

Asp

Gly

Asp

ASn

Trp

Thr

Ser

245

Asn

Ile

Asp

Gln

Asn
Asn
70

Ser
Gly
Lys
Pro
Gly
150
Thr
Gly
Thr
Glu
Pro
230
Asn
Pro
Asp

Gly

Asn
310

Thr

55

Cys

ser

ser

Leu

Gly

Gly

Glu

Gly

Ala

215

Gly

Asp

Tyr

Thr

Thr

295

Ser

Trp

Ala

Gly

Arg

Leu

120

Gly

val

Tyr

Ala

Ile

200

ASn

Gin

Arg

Arg

Thr

280

Asp

Asn

ES 2 549 328 T3

ASp
Leu
Ser
Leu
105
Asn
Leu
ser
Cys
Asn
185
Gly
Ser
Thr
Tyr
Met
265
Lys

Thr

val

Pro
Asp
Ser
90

Tyr
Al"g

Asn

LyS

ASp

Ile

Met

Ala

250

Gly

Pro

Gly

Ile

Thr
Gly
75

Leu
Leu
Giu
Gly
Tyr
ser
Glu
His
Ser
X
Giy
Asn
phe

Thr

Pro
315

Tyr

60

Ala

Lys

Leu

Phe

Ala

140

Pro

Gln

Gly

Gly

AsSh

220

Ser

Thr

Thr

Thr

Leuy

300

Glin

49

Cys

Asp

Leu

Gln

Ser

125

Leu

Asn

Cys

Trp

Ser

205

Ala

Gly

Cys

Ser

val

285

ser

Pro

Pro
Tyr
AsSn
ASD
110
Phe
Tyr
Asn
Pro
Glin
190
Cys
val

Asp
Asp
Phe
270
val

Glu

Asn

ASD

Glu

Phe

95

Asp

Asp

Phe

Lys

Arg

175

Pro

Cys

Thr

Asp

Pro

255

Tyr

Thr

Ile

ser

ASp

Gly

80

val

Ser

val

val

Ala

160

ASp

ser

Ala

Pro

cys

240

ASp

Gly

Gln

Lys

Asp
320
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Tle ser Gly val Thr Gly-Asn Ser ¥le Thr Thr Glu Phe Cys Thr Ala
325 330 335

GIln Lys G1n Ala PheHGTy Asp Thr Asp Asp Phe Ser G1n His Gly Gly
340 345 350

Leu Ala Lys Met Gly Ala Ala Met GIn G1n Gly Met val Leu val Met
355 360 365

ser Leu Trp Asp Asp Tyr Ala ATa GIn Met Leu Trp Leu ASp Ser Asp
370 375 380 ’

Tyr Pro Thr Asp Ala Asp Pro Thr Thr Pro Gly ITe Ala Arg Gly Thr
385 390 395 400

Cys Pro Thr Asp Ser Gly val Pro Ser Asp val Glu Ser GIn Ser Pro
‘ _ 405 410 415

‘Asn ser Tyr val Thr Tyr Ser Asn Ile Lys Phe Gly Pro Ile Gly Ser
420 425 430

thr G1y Asn Pro Ser.-Gly Gly Asn Pro Pro Gly Gly Asn Arg Gly Thr
435 440 : 445

Thr Thr Thr Arg Arg Pro Ala Thr Thr Thr Gly ser Ser.Prb-GTy Pro
450 455 460

Thr GTn Ser His Tyr &ly GIn Cys Gly Gly ile Gly Tyr ser Gly Pro
465 - 470 : 475 480

Thr val Cys Ala Ser Gly Thr Thr Cys GIn val Leu asn Pro Tyr Tyr
: 485 490 495

ser GIn Cys Leu Ala Ser Ala His His His His His His
500 505

<210> 19
<211> 1335
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Secuencia codificadora alternativa de CBHI de Humicola grisea con la secuencia de sefial

<400> 19
atggccageg atcrggcaca gcaggctggt acaattactg ctgagaacca tccaagaatg 60

acgtggaaga gatgtagtgg tccaggaaac tgtcagactg ttcagggtga ggtogtgata 120
'gatgctaaCt ggagatggtt gcatéacaac ggccagaact gcetacgaggg taacaagtog 180
aCctctcagt‘gttcttctgc taccgactge gcrcagagat gtgetcttga tggagcaaac 240

taccagagta catatggtgc trtctacctct ggtgacagec ttaccctgaa gtttgtaacc 300
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aagcacgagt acggaaccaa tatcggrict agatrtctacc
‘taccagatgt ttaccttgat gaacaacgag ttegectreg
gagtgtggaa tcaattctgc cttgtacttt.gtcgctatgg
tcttacectt Cctaacagagc tggtgctaag tatggaactg
gctagagacc tgaagttcat c¢ggtggaaag gctaacattg
aacgacccaa acgcrggagt tggtccaatg ggtgettget
gaatctaacg cttacgccta cgcttttact ccacatgctt
cacatttgcg aaaccaacaa ctgtggrgge acttactctg
tgtgatgcta acggatgtga ttacaaccca tacagaatgg
aagggtaaga ctgttgacac taacagaaag ttcactgtgg
agactgtcgc agttetttgt geaggacgga agaaagattg
ccaggattge caaactctge cgacattacc ccagagttgt
tttgacgaca gaaacagatt tgctgagacc ggtggatrig
accattccaa tggttctagt catgagtatt tgggacgatc
ctggactctt cttaccctcc agagaaggct ggattgcctg
ccaacaactt ctggagttcc agccgaggtt gaggctcaat
tggtccaaca tcagattcgg accaattggt agcacagtga
catcatcatc attga '

<210> 20

<211> 41

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador hacia adelante

<400> 20

gaggcggaag caccctctca atctgcttge accttgcagt ¢ 41
<210> 21

<211>38

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador inverso

<400> 21

ggagacgcag agcccttatt acaggcactg cgagtagt 38
<210> 22

<211> 41

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador hacia adelante

<400> 22

gaggcggaag caccctctca gcaggctggt actattactg ¢ 41

328 T3

tgatgoctaa
acgtagatct
aagaggacgyg
gatactgcga
aaggttggag
gtgccgagat
gcggttctaa
atgacagatt
gtaacaagga
tctegagatt
aggtcccacc
gcgacgetca
acgctrrgaa
accactctraa
gtggtgacag
acccagacgc

atgtggctte

51

ccagaacaag
gtctaaggtg
aggtatggct
tgcccaatygce
accttctace
tgacgtgtgg
gaacagatac
cgcrggatac
cttttacgga
tgagagaaac
accaacttgg
gttcagagty
cgaggctctyg
catgcrtrtgg
aggtccatgt
ccaggtegtg

tgcacaccat

360
420
480
540
600
660
720
780
84¢
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1335
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<210> 23
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 23
ggagacgcag agcccttaca cgttcacggt agaaccgatt gggc

<210> 24
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador hacia adelante

<400> 24
gaggcggaag caccctctca cgaggccggt accgtaaccg ¢

<210> 25
<211> 41
<212> ADD
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 25
ggagacgcag agcccttatt agttggcggt gaaggtcgag t

<210> 26
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador hacia adelante

<400> 26
gaggcggaag caccctctca gcaggccgge acggecgacgg ¢

<210> 27
<211> 41
<212> ADD
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 27
ggagacgcag agcccttatc acgaagcggt gaaggtcgag t

<210> 28
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador hacia adelante

<400> 28
gaggcggaag caccctctca gcaggccgge acggecgacgg ¢

44

Ly

Ly

Ly

41

Ly

52
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<210> 29
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 29
attacctgtg ctaccgatcg gaccaaactt aatgttcg 38

<210> 30
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador hacia adelante

<400> 30
aagtttggtc cgatcggtag cacaggtaat ccttcagg 38

<210> 31
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 31
ggagacgcag agcccttatt atagacactg tgagtagtaa gggt 44

<210> 32
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador hacia adelante

<400> 32
gaggcggaag caccctctca gcaggccgge acggecgacgg ¢ 41

<210> 33
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 33
ggagacgcag agcccttatc attaatggtg gtggtgatga tgag 44

<210> 34
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador hacia adelante

<400> 34
aggcggaagc atgctcgcag caggcetggta caattactge 40
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<210> 35
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 35
ggattacctg ttaagcttcc aattggtccg aatctgatgt t

<210> 36
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador hacia adelante

<400>
accaattgga agcttaacag gtaatccttc aggtggtaat cc

<210> 37
<211> 46
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 37
atcttgcagg tcgacttatc attaatgatg atgatgatgg tgtgca

<210> 38
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador hacia adelante

<400> 38
aggcggaagc atgctcgcag caggcetggta caattactge

<210> 39
<211> 46
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 39
atcttgcagg tcgacttatc attaatgatg atgatgatgg tgtgca

<210> 40
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> oligonucleétido alfa-f

<400> 40
tactattgcc agcattgctg c 21

41

42

46

40

46

54

36
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<210> 41
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> oligonucleostido oli740

<400> 41
tcagctattt cacatacaaa tcg 23
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene una actividad de celobiohidrolasa, en donde el polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos 85 % con respecto a la SEQ ID NO: 2, en
donde el residuo de aminoacido en la posicion Q1 de la SEQ ID NO: 2 se ha modificado por sustitucién o supresion.

2. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el polipéptido conserva un 50 % de su maxima
capacidad de conversién del substrato cuando la conversion se realiza durante 60 minutos a una temperatura de
60°C o mas alta.

3. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en donde este polipéptido comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad entre secuencias de por lo menos 90 %, de manera preferida de por lo menos
95 %, de manera muy especialmente preferida de por lo menos 99 % con la SEQ ID NO: 2.

4. El polipéptido de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones precedentes, en el que la secuencia de
aminoacidos del polipéptido tiene la secuencia definida por la SEQ ID NO: 2, o una secuencia de acuerdo con la
SEQ ID NO: 2, en donde de 1 a 75 residuos de aminoacidos, de manera preferida mas preferida de 1 a 35 residuos
de aminoacidos, son sustituidos, suprimidos o insertados.

5. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que adicionalmente uno o mas de los siguientes residuos
de aminoacidos de la secuencia definida por la SEQ ID NO: 2 son modificados por sustitucién o supresion: en las
posiciones G4, A6, T15, Q28, W40, D64, E65, A72, S86, K92, V130, V152, Y155, K159, D181, E183, N194, D202,
P224, T243, Y244, 1277, K304, N310, S311, N318, D320, T335, T344, D346, Q349, A358, Y374, A375, T392, T393,
D410, Y422, P442, N445, R446, T456, S460, P462, G463, H468 y/o V482 de los aminoacidos 1 hasta 500 de la
SEQ ID NO: 2.

6. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el polipéptido comprende uno o mas de los siguientes
intercambios preferidos con respecto a la secuencia definida por la SEQ ID NO: 2:

Posicion Intercambio preferido
Q1 L

G4 C

AB GV

T15 S

Q28 QR

W40 R

D64 N

E65 K,V

AT72 C,Vv

S86 T

K92 K, R

V130 I,V

V152 AE

Y155 C

K159 E

D181 N

E183 V, K

N194 C,RY,D,KILLGQS,V
D202 Y,N,G

P224 L

T243 LC,R Y,AFQPDVWLM
Y244 F,H
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Posicion Intercambio preferido
1277 V

K304 R

N310 D

S311 G,N

N318 Y

D320 V,E,N

T335 I

T344 M

D346 G,AEV
Q349 R, K

A358 E

Y374 C,P,R H S A
A375 C.DLNY,RQLVEGTM
T392 C,D, K

T393 A

D410 G

Y422 F

P442 S, del

N445 D

R446 S, G

T456 T, A

S460 L, P

P462 L, del

G463 D

H468 L,Q R

V482 Al

7. El polipéptido de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones precedentes, en el que el polipéptido tiene una
secuencia de aminoacidos escogida entre la lista de las siguientes mutaciones de la SEQ ID NO: 2:

75 Q1L, G4C, A72C, Q349K

88 Q1L, G4C, A72C, S86T, Q349R

89 Q1L, G4C, A72C, D181N, Q349R

90 Q1L, G4C, A72C, E183K, Q349R

91 Q1L, G4C, A72C, D181N, E183K, Q349R

92 Q1L, G4C, A72C, D320V, Q349R

93 Q1L, G4C, A72C, S86T, D181N, E183K, D320V, Q349R
98 Q1L, G4C, A72C, Q349R

148 Q1L, G4C, A72C, Q349K, T392M

153 Q1L, G4C, AGST, A72C, Q349K, G439D, R453S
154 Q1L, G4C, A72C, D202N, Q349K

155 Q1L, G4C, A68T, A72C, Q349K

156 Q1L, G4C, A72C, K154R, Q349K, T393lI
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157 Q1L, G4C, A72C, S193P, Q349K, v482I
158 Q1L, G4C, A72C, H203R, Q349K, P442S
159 Q1L, G4C, A72C, Q349K, H468R

160 Q1L, G4C, A72C, D202N, Q349K, G486D
161 Q1L, G4C, E65K, A72C, Q349K

162 Q1L, G4C, A72C, Q349K, Y422F

163 Q1L, G4C, Q28R, A72C, Q349K, H468L
164 Q1L, G4C, A72C, D181N, D247N, Q349K
165 Q1L, G4C, A72C, D181N, Q349K, T451S
166 Q1L, G4C, Q28R, A72C, Q349K

167 Q1L, G4C, A72C, A145T, H203R, Q349K, T403K
168 Q1L, G4C, A72C, 1200F, Q349K, L500I
169 Q1L, G4C, D64N, A72C, Q349K

170 Q1L, G4C, A72C, V152A, Q349K

171 Q1L, G4C, T15S, A72C, Y244F, Q349K
172 Q1L, G4C, A6V, A72C, Q349K

173 Q1L, G4C, A72C, S311N, Q349K, G463D
174 Q1L, G4C, A72C, Y155C, Q349K

175 Q1L, G4C, A72C, S311N, Q349K

176 Q1L, G4C, A72C, D346V, Q349K

177 Q1L, G4C, A72C, Q349K, T392K

178 Q1L, G4C, A72C, S311G, Q349K

179 Q1L, G4C, A72C, S311G, Q349K, H468R

8. El polipéptido de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones precedentes, que es expresado y segregado
dentro del material sobrenadante hasta un nivel de mas que 100 mg/l, de manera mas preferida de mas que 200
mg/l, de manera especialmente preferida de mas que 500 mg/l y de manera maximamente preferida de mas que 1
g/l después de la introduccion de un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos con una identidad entre secuencias de por lo menos 85 % con la SEQ ID NO: 2, dentro de una
levadura, en donde el residuo de aminoacido situado en la posicion Q1 de la SEQ ID NO: 2 tiene que ser modificado
por sustitucion o supresion.

9. Un acido nucleico que codifica el polipéptido de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones 1 hasta 8, que
tiene de manera preferida una identidad de por lo menos 95 % con la SEQ ID NO: 1.

10. Un vector que comprende el acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 9.
11. Una célula anfitriona que ha sido transformada con un vector de acuerdo con la reivindicacién 10.

12. La célula anfitriona de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde esta célula anfitriona se deriva del conjunto
que se compone de Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Pichia, Hansenula, Aspergillus,
Trichoderma, Penicillium, Candida y Yarrowina.

13. Una composicién que comprende el polipéptido de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones 1 hasta 9 y
una o mas endoglucanasas y/o una o mas beta-glucosidasas y/o una o mas otras celobiohidrolasas y/o una o mas
xilanasas.

14. Uso del polipéptido de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones 1 hasta 9 o de la composicion de acuerdo
con la reivindicacion 13 para la degradacion enzimatica de una biomasa lignoceluldsica, y/o para el tratamiento de
materiales textiles y/o como un ingrediente en detergentes y/o como un ingrediente en alimentos o composiciones
alimentarias.
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Figura 1

Avrll (223)

pUC19 ori.

promotor de TEF1

\

promotor de EM7
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Figura 2
1 vector puro
2 50 2 CBHI de Trichoderma viride
7 CBHI de Humicola grisea
. 4 CBHI de Talaromyces emersonii
150 5 CBHI de Thermoascus aurantiacus
6 fusion de CBHI de Talaromyces
emersonii con la CBHI CBD de T.
1[]':} reesei
7 fusion de CBHI de Humicola grisea
75 con la CBHI CBD de T. reesei
20
Figura 3

promotor de AOX |

promotor de EM7
promotor de TEF1

36kb
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 9

qzlzucosa Ta/l]

[°C]

66



Figura 10
T._reesei;CBHI

SegID NO.Z

T, reesel_ CBHI
SeqlD NO.2

T. reesei_ CBHI
SegID_NO.2

T. reegei_ CBHI
SeqlD NO.2

T._reesei_CBHI
SeqID NO.2

T. reesei.CBHI
SeqID NO.2

T. reesel_CBHI
SeqgID NO.2

T._ reesei CBHI
SeqID_NO.2

T. reesei CBHI
SeglD NO.2Z

T. reesei CBHI
SegID NO.2

T._reeagi_CBHI
SegID NO.2

1

. QSACTLQSET

QQAGTATAEN

51
YDGHTHSSTL
YTENTWDETY

101
QKNVGARLYL
. SNVGSRLYL

151
ADGGVIKYRT
ADGGVEEY PN

201
TEIGGHGSCC
TGIGDHGSCC

251
RYGGTCDFDG
RYRGTCDPDG

DTGTLSETKR

a5l
. FEDKGGLTQ
DFSOHGGLAK

401
AVREGSCSTSE
IARGTCPTDS

451
RETTTTRREFPA
GTTTTRRPA

501
YSQCL
YSQCL
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HEPLTWQKCS
HPPLTWQECT

CEDNETCAKN

CEDDETCAQN

MASDTTYQEFR
LODDESTYQIF

NTAGAKYGETG
NEAGRKYGTG

SEMDTWEANS
AEMDVWEANS

CDWHPYRLGHN
COFNEPYRMGN

YYWVONGVTEQ
FYIQNSHVIP

FEKEKATSGGMY
MGARAMQQGMV

GVPACVESQS
GVPSDVESQS

TTTGSEPGPT
TTTGESPGET

67

SEGTCTQUTG
APGECTTONG

CCOLDGRAYAS
CALDGADYEG

TLLGNEFSFD
KLILNREFSFD

YCDSQCERDL
YCDSQCPRDL

ISEALTPHPC
ISHAVTPHPC

TSFYGPGSSF
TSFYGPGE. .

QPNAELGSYS
QPNSDISGVT

LVMSLWDDYY
LVMSLWDLYA

PNAEVIFSNI
PNSYVTYSNI

QSHYGQCGGI
CSHYGQUGGI

SVVIDANWRW
AVVLDANWEW

TYGVTTSGNS
TYGVTSEGSS

VDVECLPCGL
VDVSNLECGL

KFINGQANVE
KFIDGEANVE

TTVGQEICEG
DTPGOTMCEG

TLETTEELTV
IIDTTEPFTV

GHELNDDYCT
GHNSITTEFCT

ANMLWLDSTY
AQMLWLDSDY

KFGPIGSTGN
KFGPIGSTGN

SYSEPTVCRS
GYSGPTVCAS

50
THATNSSTHC
WVHDVNGYTNC

109
LSIGFVTOSA
LKLNFVTG. .

150
MNGARLYEFVSMD
NGALYFVAMD

200
GWEPSSNNAN
GWQPSSNNAN

250
DGCGGTYSDN
DDCGGTYSND

300
VTQFETSG. .
VTQFLTDDGT

350
AEEAEFGGSS
BOKQAFGDTD

400 .
PTNETSETPG
PTDADPTTRG

450
PSGGNPRGEN
PSGGNPPGGN

500
GTTCQVLNPY
GTTCQVLNEY
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