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DESCRIPCION

Uso de enzimas pectinoliticas para el tratamiento de pulpa de frutas y hortalizas y secuencias enzimaticas para las
mismas

La presente invencién se refiere al uso de enzimas pectinoliticas o polipéptidos que tienen actividad pectinolitica
para el tratamiento de pulpa de frutas u hortalizas. La invencién se refiere ademas al uso de enzimas pectinoliticas
para la preparacion de zumo de frutas u hortalizas. Al menos una de las enzimas se puede obtener a partir de
Trichoderma reesei. Por otra parte, la invencion se refiere a secuencias polipeptidicas que tienen actividad
pectinolitica adecuadas en el tratamiento de pulpa de frutas u hortalizas asi como a polinucleétidos que codifican
dichas secuencias polipeptidicas. Especificamente, la invencion se refiere al uso de una poligalacturonasa
procedente de Trichoderma reesei en el tratamiento de pulpa de frutas u hortalizas, particularmente pulpa de
manzana, asi como al uso de dicha enzima para la preparacién de zumo de frutas u hortalizas, en particular zumo
de manzana.

Los polimeros pectinicos son importantes constituyentes de las paredes de las células vegetales. La pectina es el
principal polisacarido estructural de las laminillas y las paredes celulares de frutas y hortalizas. La textura de la fruta
o la hortaliza depende de la cantidad y las propiedades de la pectina. Generalmente, la fruta inmadura contiene
protopectina insoluble, mientras que la fruta madura contiene pectina mas soluble. La pectina es un
heteropolisacarido con una cadena principal compuesta por homogalacturonanos (regiones lisas) vy
ramnogalacturonanos (regiones pilosas) alternos. Las regiones lisas son polimeros lineales de acido a-D-
galacturdnico con enlaces 1,4. Los residuos de acido galacturénico se pueden metilesterificar en el grupo carboxilo.

Una fruta contiene enzimas pectinoliticas, que participan en el proceso de maceracién natural durante y después de
la maduracion. Se usan pectinasas industriales para procesar frutas y hortalizas en piensos y alimentos. En
procedimientos industriales se usan enzimas, p. €j. en el procesamiento de frutas u hortalizas, a fin de hidrolizar la
pectina e incrementar el zumo cuando se prensa fruta o hortaliza, disminuir la viscosidad para poder concentrar
zumos turbios o degradar la pectina completamente a fin de clarificar zumos y concentrarlos.

Los zumos de frutas y hortalizas, especialmente el zumo elaborado a partir de manzanas, se pueden producir bien
mediante una operacion de prensado o bien mediante procedimientos de licuefaccion. Ambos procedimientos estan
apoyados por el uso de enzimas pectinoliticas. Basicamente, las frutas enteras se muelen y se tratan con enzimas
pectinoliticas antes de prensarlas para liberar las paredes celulares y para promover el corrimiento libre del zumo.
Después del prensado, habitualmente el zumo se calienta, lo que desactiva todas las enzimas de los zumos.
Posteriormente, el zumo se transfiere a depdsitos de clarificacién en los que se afade enzima adicional al zumo
para despectinizar e hidrolizar el almidén antes de la filtracién. A continuacion, las enzimas se desactivan durante la
Ultima pasteurizacion del zumo o en el evaporador durante la concentracion. Por ejemplo, en la produccién de zumo
de manzana, se requiere una cierta estructura de la pulpa para un buen resultado del prensado. Las pectinasas que
provocan la degradacién o maceracion de las llamadas pectinas insolubles son desfavorables, ya que incrementan
los sdlidos del zumo. Si la estructura se destruye completamente, se alcanza el llamado efecto de salsa de manzana
y el zumo es muy turbio después del prensado. Las pectinasas actian preliminarmente sobre pectinas solubles y,
asi, dan como resultado una viscosidad inferior del ensayo del zumo y un corrimiento muy facil. En la preparacion de
purés, se prefieren propiedades macerativas.

En la técnica anterior ya se han preparado pulpas de fruta/zumo de fruta usando enzimas pectinoliticas, que
contienen pectinasas de la region lisa y pilosa. Pectinasas de la "region lisa" comprenden pectina esterasas (o
pectina metilesterasas), poligalacturonasas y pectina liasas (o pectina transeliminasas). Pectinasas de la "region
pilosa" comprenden principalmente endoarabanasas, arabinofuranosidasas, ramnogalacturonasas,
arabinogalactanasas, entre otras. Ambas categorias de enzimas estan presente en preparaciones de pectinasa
estandar derivadas de Aspergillus niger. En el procedimiento de la técnica anterior, la pectinasa se afiade durante la
trituracion de las manzanas a fin de conseguir una distribucion adecuada de la enzima en la pulpa ya que la
agitacion no esta recomendada. Después de un tiempo de espera de 30 - 120 minutos, la pulpa se prensa mediante
sistemas de prensa horizontal o de correa. El zumo obtenido se tamiza a fin de separar particulas gruesas.

Posteriormente, el zumo se pasteuriza o se separa por arrastre de la esencia en un evaporador de vacio. Después
de reenfriar hasta aproximadamente 48 - 52°C, el tratamiento del zumo tiene lugar a fin de despectinizar y degradar
el almidén. Este tratamiento lleva aproximadamente 1 - 2 h seguido por un procedimiento de filtracion, es decir
ultrafiltracion.

Las preparaciones de pectinasa (composiciones de pectinasa) de la técnica anterior que consisten en pectinasas de
la "region lisa" y la "region pilosa" no son adecuadas para tales procedimientos de prensado descritos, ya que lician
la pulpa y provocan grandes cantidades de sdlidos en el zumo. La aplicacion exclusiva de una poligalacturonasa
especifica en combinacién con una actividad de pectina esterasa alta proporciona resultados de prensado mucho
mejores, es decir, ciclos de prensado mas cortos, rendimientos de prensado superiores y menos solidos en el zumo.
Por otra parte, el zumo contiene menos o nada de pectina residual, lo que mejora la despectinizacion y la filtracion
posteriores.
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En el procesamiento de zumos claros, se requiere una 22 etapa de procesamiento llamada "despectinizacion”, en la
que habitualmente se usan pectinasas tanto de la "region lisa" como de la "region pilosa". En principio, es necesario
degradar todas las sustancias de alto peso molecular presentes (principalmente pectinas, almidon, etc.) a fin de
conseguir un procedimiento de ultrafiltracion optimizado. Las pectinasas usadas en los procedimientos de la técnica
anterior no son satisfactorias en cuanto a su comportamiento a temperaturas superiores o la calidad del zumo
obtenido.

Actualmente, no estan disponibles pectinasas que sean activas a temperaturas superiores (> 60°C). Por otra parte,
no estan disponibles satisfactoriamente en la actualidad pectinasas usadas para el tratamiento de pulpa que den
directamente un zumo claro después de prensar sin pectina residual. Se conocen enzimas pectinoliticas de la
técnica anterior. Pectinasas de Aspergillus se divulgan, por ejemplo, en los documentos WO 94/14952 y WO
94/14966. Carbohydrate Research 338 (2003), 515-524, describe el aislamiento y la caracterizacion de dos
isoformas de poligalacturonasa de Trichoderma reesei (ATCC 26920) pertenecientes a la familia 28 de glicosil
hidrolasas. La enzima se caracteriza en lo relativo a sus propiedades de pH y temperatura. No se describe un uso
particular de dichas poligalacturonasas.

El documento WO 03/012071 divulga secuencias de nucleétidos de Aspergillus fumigatus que codifican proteinas
que exhiben actividades enzimaticas.

S.A. Mohamed y cols. "New polygalacturonases from Trichoderma reesei. characterization and their specificities to
partially metilated and acetylated pectins", Carbohydrate Research 338 (2003) 515-524, divulga el aislamiento de
dos isoenzimas extracelulares de poligalacturonasas de PG1 y PG2 procedentes de filtrados de cultivo de
Trichoderma reesei.

Por consiguiente, hay una necesidad en la técnica anterior de enzimas pectinoliticas que sean adecuadas para el
tratamiento de pulpa de frutas u hortalizas en lo relativo a un manejo mas facil en cuanto a las propiedades de
temperatura y la gestion del procedimiento.

Segun esto, un objetivo de la presente invencién es proporcionar un procedimiento mejorado para la preparacion de
zumo de frutas u hortalizas. En particular, un objetivo de la presente invenciéon es proporcionar un procedimiento
mejorado para la preparacion de pulpa de frutas u hortalizas. El método de la invencidon ha de conducir a un
rendimiento y una calidad mejores en lo relativo al zumo finalmente obtenido. Por otra parte, el procedimiento de la
invencion se debe poder poner en practica a lo largo de un amplio intervalo de temperaturas y también debe
conducir a buenos resultados cuando el procedimiento se lleve a cabo a altas temperaturas. El procedimiento de la
invencion ha de mejorar la capacidad de extraccion o la capacidad de degradacion y, asi, la capacidad de prensado
de la pulpa. Ha de conducir a zumos con un bajo contenido de pectinas residuales después del prensado, es decir,
se ha de mejorar la claridad de los zumos obtenidos y, asi, evita filiraciones laboriosas. El procedimiento de la
invencion debe ser adecuado para diferentes frutas.

Un objetivo adicional de la invencion es proporcionar genes que codifiquen enzimas pectinoliticas asi como
proporcionar las secuencias de polipéptidos que tengan actividad pectinolitica que sean adecuadas en el susodicho
procedimiento. En particular, las secuencias de la invencién son para codificar enzimas pectinoliticas que tengan un
amplio intervalo de aplicacion y que conduzcan a mejoras en el procedimiento del tratamiento de pulpa y la
preparacion de zumo de frutas u hortalizas.

Sorprendentemente, se ha encontrado ahora que las pectinasas procedentes de Trichoderma reesei muestran
excelente comportamiento en el tratamiento de pulpa de frutas u hortalizas y especificamente en el tratamiento de
una pulpa procedente de frutas que contienen pectina soluble o poco esterificada. Especificamente, se ha
encontrado que la poligalacturonasa de Trichoderma reesei (PGA1) muestra un excelente comportamiento en el
tratamiento de pulpa de manzana. Sorprendentemente, se ha encontrado que la poligalacturonasa de Trichoderma
reesei (PGA1) se puede usar como la Unica enzima para el tratamiento de una pulpa procedente de frutas que
contienen pectina soluble o poco esterificada y el procedimiento se puede efectuar favorablemente a temperaturas
elevadas. Se ha encontrado ahora que la poligalacturonasa de Trichoderma reesei PGA1 se puede usar
favorablemente en combinacidn con enzimas pectinoliticas adicionales, como pectina metilesterasas,
poligalacturonasas, pectina liasas, pectato liasas, arabinofuranosidasas, endoarabanasas o ramnogalacturonasas
para mejorar el tratamiento de pulpa de fruta incluso procedente de frutas que tienen pectina muy esterificada o
insoluble, en donde el procedimiento se ha de efectuar a una temperatura que sea compatible con las enzimas
usadas.

La invencion se refiere al uso de una o mas enzimas pectinoliticas para el tratamiento de pulpa de frutas u
hortalizas, en donde al menos una enzima pectinolitica es un polipéptido que tiene actividad pectinolitica y que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de: a) un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 85% de identidad, preferiblemente al menos 90% de identidad, mas preferiblemente
al menos 95% de identidad y aun mas preferiblemente al menos 98% de identidad con la secuencia del polipéptido
de PGA1 segun la SEQ ID NO:2 y b) un fragmento de a) que tiene actividad pectinolitica. En particular, la invencion
se refiere al uso de dicha poligalacturonasa procedente de Trichoderma reesei en el tratamiento de pulpa de
manzana. Por otra parte, la invencion se refiere al procedimiento para el tratamiento enzimatico de pulpa de frutas u
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hortalizas que comprende la etapa de afadir una 0 mas enzimas pectinoliticas, en donde al menos una enzima
pectinolitica es un polipéptido que tiene actividad pectinolitica y que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de: a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de
identidad, preferiblemente al menos 90% de identidad, mas preferiblemente al menos 95% de identidad y aun mas
preferiblemente al menos 98% de identidad con la secuencia del polipéptido de PAG1 segun la SEQ ID NO:2 y b) un
fragmento de a) que tiene actividad pectinolitica asi como a un procedimiento para la preparacion de un zumo de
frutas u hortalizas que comprende dicho procedimiento para el tratamiento enzimatico de pulpa de frutas u
hortalizas, segun se especifica anteriormente. En particular, la invencion se refiere a un procedimiento para el
tratamiento enzimatico de pulpa de manzana, en el que se usa una poligalacturonasa procedente de Trichoderma
reesei que tiene la SEQ ID NO:2.

La invencién, por otra parte, se refiere una molécula de DNA recombinante que al expresarse en una célula
anfitriona procariotica o eucariética codifica un polipéptido que tiene actividad de endopoligalacturonasa,
comprendiendo dicha molécula de DNA recombinante una secuencia de DNA seleccionada de a) secuencias de
DNA que tienen o que comprenden la SEQ ID NO: 1 (pga1), b) secuencias de DNA que tienen un grado de identidad
de 70% a 98% con la secuencias de a) o c) secuencias de DNA que estan relacionadas con las secuencias de a) o
b) debido a la degeneracioén del cédigo genético.

La invencion también se refiere a un polipéptido que tiene actividad de endopoligalacturonasa codificada por el DNA
recombinante anterior.

Para el propdsito de la presente invencion, el término "enzima pectinolitica" ha de comprender pectinasas, pectina
esterasas (0 pectina metilesterasas), poligalacturonasas, pectina liasas (o pectina transeliminasas), pectato liasas (o
pectato transeliminasas), arabinofuranosidasas, endoarabanasas o ramnogalacturonasas.

Cuando se prepara una pulpa de frutas u hortalizas segun la presente invencion, la fruta u hortaliza en cuestion se
tritura en primer lugar, a continuacion la pulpa se trata con la enzima pectinolitica de la presente invencion, a
continuacion la pulpa se prensa y el zumo asi obtenido se pasteuriza opcionalmente y opcionalmente se trata
adicionalmente con la enzima o las enzimas pectinoliticas y/o con otras enzimas adecuadas para la realizacion del
procedimiento. En relacién con esto, las caracteristicas de temperatura de las enzimas adicionales que se van a
usar se deben tener en cuenta con respecto a la realizacion global del procedimiento a temperaturas superiores.

La enzima pectinolitica se afiade directamente durante o después de la trituracion y en cantidades habituales en la
técnica. La aplicacion preferible es usar una preparacion de pectinasa que consiste en 50.000 - 100.000 PGU/mg en
una solucion al 1 - 5%. La dosificacion recomendada de la enzima es 50 - 100 g/t de frutas. La temperatura de
reaccion recomendada es 10 - 30°C, el tiempo de reaccion es 30 - 120 minutos. El pH medio de la pulpa es 3,2 —
3,6.

La enzima pectinolitica se puede afiadir en cualquier forma que sea conveniente y compatible con la realizacion del
procedimiento.

La enzima pectinolitica se afiade preferiblemente como una solucién liquida concentrada o diluida.

La enzima pectinolitica es preferiblemente la poligalacturonasa procedente de Trichoderma reesei que tiene la SEQ
ID NO:2.

El procedimiento descrito anteriormente es adecuado para el tratamiento de cualquier pulpa de frutas u hortalizas.
Frutas adecuadas se seleccionan de manzanas, peras, uvas, uvas blancas, uvas rojas, bayas y ciruelas. El
procedimiento es adecuado tanto para frutas que se procesan a temperaturas frias (p. €j. 10-30°C) como para frutas
que se procesan a temperaturas altas (p. ej. 50°C). Hortalizas adecuadas se seleccionan de zanahorias y tomates.
Otro material procesable puede incluir granos de café o cacao y pimiento.

Los resultados mas favorables se obtienen cuando la pulpa de fruta es una pulpa de manzana y la enzima usada es
poligalacturonasa procedente de Trichoderma reesei. Se obtienen resultados particularmente favorables cuando la
pulpa de fruta es una pulpa procedente de frutas que contienen pectina poco esterificada y soluble como fresas o
ciruelas. Se ha encontrado que en este caso se puede usar un zumo con alto rendimiento y alta calidad mediante el
uso de PGA1 de Trichoderma como una Unica enzima. En el caso de frutas que contienen pectina muy esterificada
y/o insoluble, puede ser necesario el uso de enzimas pectinoliticas adicionales en el procedimiento de preparacion
de un zumo correspondiente.

La invencién también se refiere a las secuencias de DNA y proteinicas de una nueva enzima pectinolitica
procedente de Trichoderma reesei. La secuencia es una endopoligalacturonasa (pga1), cuya secuencia se da en la
lista de secuencias adjunta como SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 2.

La invencion también comprende variantes y derivados de dichas secuencias de DNA con tal de que codifiquen un
polipéptido que tenga la actividad reivindicada. Especificamente, estan comprendidas por la invencion secuencias de
DNA que se hibridan a la secuencia respectiva bajo condiciones restrictivas. Ejemplos de condiciones restrictivas
son hibridacién a 65°C, 18 h en solucién de sulfato de dextrano (GenescreenPlus, Dupont), lavado de los filtros
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durante 30 min., en primer lugar con 6 x SSC, dos veces con 2 x SSC, tres veces con 3 x SSC, con SDS al 0,1% y
después de eso 0,2 x SSC a 65°C (método de transferencia con membrana y deteccién, Amersham).

Preferiblemente, la invenciéon se refiere a un polinucledtido que tiene un grado de identidad de al menos 70%,
preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 85%, aun mas preferiblemente al menos 90%, aun
mas preferiblemente al menos 95%, aun mas preferiblemente al menos 98% con la secuencia de pga1 (SEQ ID NO:

1).

Por ofra parte, la invencion se refiere a secuencias de DNA que estan relacionadas con las secuencias segun la
presente invencion debido a la degeneracion del codigo genético asi como sus variantes alélicas. La degeneracion
del codigo genético puede resultar de una degeneracion natural o de un uso especialmente seleccionado del codoén.
Variantes alélicas naturales se pueden identificar al usar técnicas de biologia molecular muy conocidas, tales como
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), o técnicas de hibridacion.

Se puede usar una secuencia de DNA que codifica un polipéptido segun la presente invencién para transformar
cualquier célula anfitriona, tal como células de hongos, levaduras, bacterias, plantas o mamiferos.

El grado de identidad se determina preferiblemente al detectar el nimero de residuos de la secuencia mas corta que
toma parte en la comparacién y que tiene una pareja "apropiada” en la otra secuencia. A este respecto, homologia
se define como el grado de identidad. Para los propodsitos de la presente invencion, la identidad se determina
preferiblemente del modo habitual usando algoritmos estandar. Segun la presente invencion, solo se usan para la
comparacion los cDNA de las proteinas respectivas y se determinaron parejas de secuencia similares,
preferiblemente idénticas, como secuencias homadlogas por medio de programas informaticos conocidos. Un ejemplo
de tal programa es Clone Manager Suite, un programa que incluye la parte del programa Align Part y es vendido por
Scientific & Educational Software, Durham, NC, EE. UU. de A. Bajo la opcion "alineamiento local", este programa
realiza una comparacion de dos secuencias de DNA segun se define anteriormente al usar bien el método FastScan
- MaxScore o bien el método de Needleman-Wunsch y retener los valores por defecto. Segun la presente invencion,
la version del programa "Clone Manager 7 Align Plus 5" que incluye las funciones "Compare Two
Sequences/Global/Compare DNA sequences" se us6 especialmente para determinar el grado de identidad. En este
caso, se usaron algoritmos disponibles de las siguientes fuentes: Hirschberg, D.S. (1975) A linear space algorithm
for computing longest common subsequences, Commun. Assoc. Comput. Mach. 18:341-343; Myers, EW. y W.
Miller. (1988) Optimal alignments in linear space, CABIOS 4:1, 11-17; Chao, K-M, W.R. Pearson y W. Miller. (1992)
Aligning two sequences within a specified diagonal band, CA-BIOS 8:5, 481-487.

La expresion de la secuencia o las secuencias de genes clonados da como resultado la produccion de la proteina
deseada, o la produccién de un fragmento de esta proteina. Esta expresion puede tener lugar de un modo continuo
en las células transformadas, o de un modo controlado. Se entiende que los fragmentos son partes de moléculas de
polipéptido o acido nucleico suficientemente largas para tener las propiedades enzimaticas deseadas o para
codificar los polipéptidos pectinoliticos descritos o un fragmento biolégicamente activo de los mismos.
Preferiblemente, las secuencias de los fragmentos son las secuencias polipeptidicas maduras respectivas sin una
secuencia de sefal.

La invencion se refiere a un polipéptido que tiene un grado de identidad de al menos 77%, preferiblemente al menos
80%, mas preferiblemente al menos 85%, aun mas preferiblemente al menos 90%, aun mas preferiblemente al
menos 95% y aun mas preferiblemente al menos 98% con la secuencia del polipéptido de PGA1 (SEQ ID NO: 2).

Segun se usa en el presente contexto, el término "identidad" de polipéptidos se refiere a la identidad global entre dos
secuencias de aminoacidos comparadas entre si desde el primer aminoacido codificado por el correspondiente gen
hasta el ultimo aminoacido. La identidad de las secuencias de longitud completa se mide usando el programa de
alineamiento global de Needleman-Wunsch en el paquete de programas de EMBOSS (European Molecular Biology
Open Software Suite; Rice y cols., 2000), version 3.0.0, con los siguientes parametros: EMBLOSUMG62, Penalizacion
por hueco 10,0, Penalizacion por extension 0,5. El algoritmo se describe en Needleman y Wunsch (1970) Journal of
Molecular Biology 48, 443-453.

Los términos "proteina”, "péptido" y "polipéptido" se han de considerar intercambiables. Un polipéptido o una enzima
con actividad de endopoligalacturonasa, exopoligalacturonasa, exorramnogalacturonasa o xilogalacturonasa indica
una enzima que tiene dicha actividad segun ensayos establecidos en la técnica. La invencién también incluye
variantes de las enzimas reivindicadas con tal de que retengan su actividad original. Una variante segun la presente
invencion incluye variantes de polipéptidos que se derivan mediante eliminacién o adicion de uno o mas
aminoacidos al extremo N-terminal y/o C-terminal de la proteina natural; eliminacion o adicion de uno o mas
aminoacidos a uno o mas sitios de la proteina natural; o sustitucién de uno o mas aminoacidos en uno o mas sitios
de la enzima. La produccion de tales variantes generalmente es muy conocida por los expertos en la técnica.
Variantes de secuencias de aminoacidos de polipéptidos se pueden producir, por ejemplo, mediante mutaciones en
el DNA. Métodos de mutagénesis y cambios en la secuencia de nucleétidos son muy conocidos por los expertos en
la técnica (cfr., por ejemplo, Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:488 (1985), Kunkel y cols., Methods in Enzymol.,
154:367 (1987), la Patente de EE. UU. N° 4.873.192, Walker y Gaastra, eds., Techniques in Molecular Biology, Mac
Millan Publishing Company, Nueva York (1983)). Referencias sobre sustituciones apropiadas de aminoacidos, que
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no influyen negativamente en la actividad bioldgica de la proteina de interés, se pueden encontrar en el modelo de
Dayhoff y cols., Atlas of Protein Sequence and Structure, Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C. (1978). Se
prefieren las sustituciones conservativas, tales como intercambiar un aminoacido por otro con propiedades similares.

Este tipo de aminoacidos, que son intercambiables dentro de un grupo, se listan en la siguiente Tabla pero no se
limitan a ella.

alifaticos no polares GAPM
ILVFW
polares y no cargados CSTNQY
polares y cargados DE
K RH
aromaticos HFWY

La invencion también se refiere a preparaciones (composiciones) de acido nucleico aisladas o esencialmente
purificadas o preparaciones (composiciones) de proteina. A este respecto, un polinucleétido/polipéptido aislado y
purificado o su segmento se refiere a un polinucleétido o polipéptido o su segmento que se presenta aislado de su
ambiente natural. Un segmento aislado de un poli(acido nucleico) o polipéptido se puede presentar en forma
purificada o se puede presentar en un ambiente no natural, tal como en una célula anfitriona transgénica.

La presente invencion también se refiere a casetes de expresion, que se pueden usar para introducir un marco de
lectura abierto, que codifica una enzima pectinolitica segun la invencion, en una célula anfitriona. Preferiblemente,
incluyen un promotor con una region de inicio de la transcripcion, que esta enlazado al marco de lectura abierto de la
secuencia de DNA deseada. Tal casete de expresion puede incluir una variedad de sitios de escision por restriccion
para la insercion del marco de lectura abierto y/u otros DNA, p. ej. una region reguladora de la transcripcion y/o
genes marcadores seleccionables. En la direccién 5'—3' de la transcripcion, el casete de expresion incluye un
promotor con una region de inicio de la transcripcion y la traduccion, la secuencia deseada de DNA vy regiones de
terminacion de la traduccion y la transcripcion. Tal casete de expresion es funcional en una célula microbiana. La
region de terminacion puede ser natural para el promotor o el DNA en cuestiéon o se puede derivar de cualquier
fuente diferente.

El término "marco de lectura abierto" (ORF, por sus siglas en inglés) se refiere a la secuencia de aminoacidos que
es codificada entre los codones de inicio y parada de la traduccién de una secuencia codificante. Los términos
"coddn de inicio" y "coddén de parada" se refieren a una unidad de tres nucleétidos contiguos (codones) en una
secuencia codificante, que especifican el inicio de la cadena y la parada de la cadena de la sintesis de proteinas
(traduccion de mRNA).

En relacion con un acido nucleico, "enlace funcional" se refiere a un compuesto como una parte de la misma
molécula de acido nucleico en una posicion apropiada y con una orientacion apropiada con respecto al inicio de la
transcripcion de la molécula. EI DNA enlazado funcionalmente a un promotor esta bajo la regulacion del inicio de la
transcripciéon del promotor. Las secuencias codificantes pueden estar enlazadas funcionalmente a una secuencia
reguladora en orientacion con sentido u orientacion antisentido. Con referencia a los polipéptidos, "enlace funcional”
se refiere a la conexion como una parte del mismo polipéptido, es decir por medio de uniones peptidilo.

Segun la presente invencion, se puede usar cualquier promotor. Habitualmente, promotor se refiere a aguas arriba
de la secuencia de nucleétidos con respecto a la secuencia codificante y controla la expresion de la secuencia
codificante mediante el reconocimiento de la RNA polimerasa y otros factores que son necesarios para una
transcripcion correcta. El promotor usado segun la presente invencion puede incluir un promotor minimo, es decir
una secuencia corta de DNA de una secuencia TATA y ofras secuencias que especifican el sitio de inicio de la
transcripcion al que los elementos reguladores estan unidos para la expresion.

El promotor segun la presente invencion también puede incluir una secuencia de nucleétidos que comprende un
promotor minimo y elementos reguladores; este promotor minimo puede verificar la expresion de una secuencia
codificante o RNA funcional.

La invencion también se refiere a vectores que incluyen el DNA segun la presente invencion. Estos vectores
comprenden cualquier plasmido, cosmido, fago y otro vector en una forma lineal o circular bicatenaria o
monocatenaria; estos vectores podrian transmitirse o movilizarse ellos mismos y pueden transformar un anfitrion
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procariético o eucarittico a través de la integracion en el genoma celular o se presentan extracromosomicamente (p.
€j. plasmidos que se replican autbnomamente con un origen de replicacion).

La construccién de vectores que se pueden usar segun la presente invencion es conocida por el experto debido a la
susodicha divulgacion (cfr., p. ej., Sambrook y cols., Molecular Cloning: A Laboratory manual (2 edicién, Coldspring
Harbor Laboratory Press, Plainview, N.Y. (1989). El casete de expresion segun la presente invencion puede incluir
uno o mas sitios de enzimas de restriccion para insertar la secuencia de nucleétidos, que codifica una enzima
pectinolitica, bajo la regulacion de una secuencia reguladora. El casete de expresion también puede incluir una sefal
de terminacion funcionalmente enlazada al polinucleétido asi como secuencias reguladoras, que son necesarias
para la traduccién apropiada del polinucleétido.

Seleccionar un vector de expresion apropiado depende de las células anfitrionas. Los vectores de expresion de
levaduras u hongos pueden incluir un origen de replicacion, un promotor y un mejorador apropiados asi como
cualquier sitio de unién ribosomal, sitio de poliadenilacién, sitito donante y aceptor de empalme, secuencia de
terminacion de la transcripcion y secuencias de flanqueo 5’ no transcritas necesarios.

Ejemplos de células anfitrionas apropiadas son: células fungicas del género Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma,
Hypocrea, Neurospora, Mucor, Penicillium, Chrysosporium, Myceliophthora, Fusarium etc., tales como levaduras de
los géneros Kluyveromyces, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Trichosporon, Schwanniomyces, Hansenula,
Pichia y otras de esta categoria. Sistemas anfitriones apropiados son, por ejemplo, hongos como Aspergilli, p. €;.
Aspergillus niger (ATCC 9142) o Aspergillus ficuum (NRLL 3135) o Trichoderma (p. €. Trichoderma reesei QM6a y
derivados del mismo) y levaduras como Saccharomyces, p. €j. Saccharomyces cerevisiae, o Pichia, tal como Pichia
pastoris, o Hansenula, p. €j. H. polymorpha (DSMZ 70277). Tales microorganismos se pueden obtener a partir de
depositarios reconocidos, p. ej. American Type Culture Collection (ATCC), Centraalbureau voor Schimmelcultures
(CBS) o Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) o cualquier otro depositario.

Adicionalmente al uso de un promotor especial, otros tipos de elementos pueden influir en la expresioén de genes
clonados. En particular, se mostré que los intrones tienen el potencial de mejorar la expresion génica.

El casete de expresion también puede incluir elementos adicionales, tales como elementos que pueden ser
regulados por elementos endégenos o exdgenos como proteinas con dedos de cinc, incluyendo proteinas con dedos
de cinc naturales o proteinas con dedos de cinc quiméricas.

El casete de expresién usado segun la presente invencion también puede incluir elementos mejoradores o
elementos promotores aguas arriba.

Los vectores usados segun la presente invencion se pueden construir de tal modo que incluyan un elemento
mejorador. Asi, las construcciones segun la presente invencion incluyen el gen de interés junto con una secuencia
de DNA 3', que actia como una sefal para terminar la transcripcion y para permitir la poliadenilacion del mRNA asi
obtenido. Se puede usar cualquier secuencia de sefial que permita la secrecion desde el posible organismo anfitrion
seleccionado. Las secuencias de sefial mas preferidas para la secrecion desde hongos filamentosos son la
secuencia de sefal de glucoamilasa (glaA) o fitasa procedente de Aspergillus niger, la secuencia de sefial de TAKA-
amilasa procedente de A. oryzae y la secuencia de sefial de celobiohidrolasa | procedente de T. reesei, o
secuencias de sefal derivadas de estas. Alternativamente, se podria usar la secuencia de sefial de la proteina
deseada.

También es posible usar una secuencia lider especial, puesto que la secuencia de DNA entre el sitio de comienzo de
la transcripcion y el comienzo de la secuencia codificante, es decir la secuencia lider no traducida, puede influir en la
expresion génica. Secuencias lider preferidas incluyen secuencias que controlan la expresion 6ptima del gen ligado,
es decir tienen una secuencia lider de consenso preferida que incrementa o conserva la estabilidad del mRNA y
evita un inicio de la traduccion inapropiado. La eleccion de tales secuencias es muy conocida para el experto en la
técnica.

Tan pronto como se obtenga el casete de expresion o la secuencia de DNA segun la presente invencion, se puede
insertar en vectores por medio de métodos conocidos para sobreexpresar el polipéptido codificado en sistemas
anfitriones apropiados. Sin embargo, las propias secuencias de DNA también se pueden usar para transformar
sistemas anfitriones apropiados de la presente invencién para alcanzar una sobreexpresion del polipéptido
codificado.

Tan pronto como una secuencia de DNA segun la presente invencion se exprese en una célula anfitriona apropiada
en un medio adecuado, la enzima codificada se puede concentrar y/o aislar mediante métodos conocidos bien desde
el medio si la enzima se secreta al medio o bien desde el organismo anfitrion si la enzima se presenta
intracelularmente, o en el espacio periplasmatico. Métodos conocidos para separar la biomasa y los sélidos del
medio de cultivo seguidos por métodos para concentrar la enzima se pueden usar para la produccion de soluciones
enzimaticas concentradas o como una preparacion para la deshidratacion de la enzima.

La invencion también se refiere a preparaciones que incluyen el polipéptido segun la invenciéon. En general, estas
preparaciones son liquidas o secas. Las preparaciones liquidas incluyen preferiblemente la enzima en una forma
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purificada o enriquecida. Sin embargo, se pueden afadir adyuvantes tales como un estabilizante con glicerol,
sorbitol o propilenglicol, borato, aditivos tales como sales, un azucar, conservantes, medios para ajustar el valor del
pH, etc. Preparaciones liquidas tipicas son suspensiones acuosas u oleosas. Segun se usa en el presente contexto,
la "preparacion enzimatica" se refiere a cualquier producto enzimatico que contenga al menos una enzima
pectinolitica de la invencion. Asi, tal preparacion enzimatica puede ser un medio de cultivo agotado o un filtrado. Un
medio de cultivo agotado significa el medio de cultivo del anfitrion que comprende las enzimas producidas.
Preferiblemente, las células anfitrionas se separan de dicho medio después de la produccién. Si se desea, tales
preparaciones se pueden secar por pulverizacion, granular o liofilizar o las preparaciones se pueden concentrar y/o
estabilizar para el almacenamiento de otro modo. Si se requiere, una enzima deseada se puede purificar
adicionalmente segin métodos convencionales, tales como extraccion, precipitacion, cromatografia, electroforesis o
similares.

Sin embargo, una ventaja de la invencién es que el medio de cultivo con o sin células anfitrionas se puede utilizar
como una preparacién enzimatica como tal sin purificacion adicional, debido a que la enzima pectinolitica de la
invencion se puede secretar al medio de cultivo y presenta actividad en las condiciones ambientales del medio de
cultivo agotado. El suministro y el uso de tales preparaciones enzimaticas son muy econémicos, debido a que el
aislamiento de una enzima especifica del medio de cultivo es innecesario.

Ademas de la enzima pectinolitica, las preparaciones enzimaticas pueden comprender una o mas de otras enzimas,
que pueden ser, por ejemplo, otras celulasas, amilasas, lipasas, proteasas, hemicelulasas, xilanasas, pectinasas y/o
oxidasas tales como lacasas y peroxidasas.

Ademas de la enzima pectinolitica, la preparacion enzimatica puede contener aditivos tales como estabilizantes,
tampones, conservantes, tensioactivos y/o componentes del medio de cultivo. Los aditivos preferidos son tales que
se usan comunmente en preparaciones enzimaticas destinadas a la aplicacién en la que se usa la preparacion
enzimatica.

Preparaciones secas pueden incluir preparaciones secadas por congelacién, secadas por pulverizacion,
instantanizadas, granuladas o extruidas, que pueden comprender solamente la enzima o tener aditivos como
alimidoén, dextrina, un azulcar, harina, una proteina o un aceite.

Las Figuras adjuntas son para ilustrar la invencién con mas detalle:

Figura 1. Imagen esquematica de los casetes de expresion usados en la transformacion de protoplastos de
Trichoderma reesei para sobreproducir las proteinas de pectinasa. Los genes de pectinasa estan bajo el
control de promotor de cbh1 (cel7A) (p cbh1) de T. reeseiy la terminacion de la transcripcion se aseguro al
usar secuencia terminadora de cbh1 (t cbh1) de T. reesei. Se incluyo bien el gen amdS o bien el gen pyr4
como un marcador de seleccion de transformacion.

Figura 2 A-C) Dependencias del pH de PG1 de Aspergillus (2A), PG2 de Aspergillus (2B) del estado de la
técnica y la preparacion de PGA1 de Trichoderma en bruto sobreproducida de la invencion (2C)
determinadas a diversos valores de pH (40°C, 60 min.).

Figura 2 D-F) Dependencia de la temperatura de PG1 de Aspergillus (2D), PG2 de Aspergillus (2E) del
estado de la técnica y la preparacion de PGA1 de Trichoderma en bruto sobreproducida de la invencion
(2F) determinadas a diversas temperaturas (2D y 2E pH 4,5, 2F pH 5,0, 60 min.).

Figura 3. Analisis por SDS-PAGE de la proteina de PGA1 de Trichoderma reesei. PM: marcador del peso
molecular, carril 1: sobrenadante de cultivo de transformante que sobreproduce PGA1 de Trichoderma
segun se describe en el Ejemplo 3. Las bandas de proteina se visualizaron al tefiir con azul brillante de
Coomassie. El tamafo de la PGA1 de Trichoderma es aproximadamente 38 kDa.

Figura 4. A) Rendimiento de zumo después de prensar las preparaciones de pulpa de manzana tratadas
con enzima. Se usé en el experimento una dosificaciéon de 100 ppm de una mezcla que contenia 50.000
unidades de PG/mg de cualquiera de las PGA1 de Trichoderma (F050183 y F050200) o la PG1 de
Aspergillus del estado de la técnica (REFERENCIA), todas suministradas con 2.000 unidades de PE/g de
pectina metilesterasa de A. niger. En uno de los estudios con pulpa, no se afiadié enzima (TESTIGO). El
tiempo de incubacién con enzima era 60 min. a 25°C.

B) Diagrama de prensado que muestra el rendimiento de zumo después de cada etapa a presion.

Figura 5. Turbidez (medida como NTU) del zumo después del tratamiento enzimatico y el prensado. Se us6
en el experimento una dosificacion de 100 ppm de una mezcla que contenia 50.000 unidades de PG/mg de
cualquiera de las PGA1 de Trichoderma (F050183 y F050200) o la PG1 de Aspergillus del estado de la
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técnica (REFERENCIA), todas suministradas con 2.000 unidades de PE/g de pectina metilesterasa de A.
niger. En uno de los estudios con pulpa, no se afiadié enzima (TESTIGO). El tiempo de incubacion con
enzima era 60 min. a 25°C.

Figura 6. Una fotografia de los zumos de muestra después del tratamiento enzimatico y el prensado.
Muestras de izquierda a derecha: Testigo (sin enzima), F050183, F050200 y PG1 de Aspergillus del estado
de la técnica como una referencia.

Figura 7. Rendimiento (%) del zumo obtenido de prensados de pulpas de diferentes frutas/hortalizas
después del tratamiento con PGA1 de Trichoderma reesei.

La cepa de E. coli que incluia el plasmido pALK1958 (RF 6249) se deposité en la Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Alemania, el 19
de julio de 2006 y se le asigné el numero de registro DSM18450. El pALK1958 tiene el gen pgal de Trichoderma
(Tabla 2) en un fragmento Sacll-Xhol de 1.690 pb (que incluye 305 pb de la region 3’ del gen) clonado en el vector
pBluescript Il SK+ cortado de forma similar.

Los siguientes Ejemplos no limitativos estan destinados a ilustrar la materia de la presente invencién con detalle.

Ejemplo 1: Cribado del genoma completo de enzimas proteoliticas de T. reesei

Se usaron métodos de biologia molecular estandar en el aislamiento y los tratamientos enzimaticos de DNA
(plasmidos, fragmentos de DNA), en transformaciones de E. coli, etc. Los métodos basicos usados se describen en
los libros de texto de biologia molecular estandar, p. ej. Sambrook y cols. (1989). Molecular cloning, a laboratory
manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, EE. UU. de A. y Sambrook y Russell (2001). Molecular cloning,
a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, EE. UU. de A.

La base de datos del genoma de Trichoderma reesei (el anamorfo de Hypocrea jecorina)
(http://gsphere.lanl.gov/trire 1/trire1.home.html) se buscé con las secuencias de diversas pectinasas de Aspergillus
(Tabla 1) al usar el programa TBLASTN (Altschul y cols., 1990. Basic local alignment search tool. J. Mol. Biol.
215:403-410).

Solo la busqueda con endopoligalacturonasas de A. niger, exopoligalacturonasas de A. tubingensis,
exoramnogalacturonasas putativas de A. niger y endoxilogalacturonasa de A. tubingensis producia aciertos con
similitud significativa (inferior a e-20 a lo largo de al menos 80% de su longitud), dando como resultado la
identificacion de cuatro marcos de lectura abiertos diferentes (Tabla 2). Las regiones codificantes completas de
estas secuencias se obtuvieron de http://gsphere.lanl.gov/trire1/trire1.home.html.
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Tabla 1. Secuencias génicas de pectinasas de Aspergillus usadas en la explotacion de la base de datos del genoma
de T. reesei.

Nombre de la enzima Genes N° de Registro
pgaA CAB72125
pgaB CAB72126
pgaC CAA45707

Endopoligalacturonasas de A. niger pgaD CAB72931
pgakE CAAT4744
pgal CAA41693
pgall CAA41694
pelA CAA43130
pelB CAA46521

Pectina liasas de A. niger
pelC AAWO03313
pelD AAA32701

Pectato liasa de A. niger plyA CAC33162

Exopoligalacturonasa de A. tubingensis pgaX CAA6G8128

(Endo)-xilogalacturonasa de A. tubingensis XxghA CACQ7733
rhgA CAAB3911

Ramnogalacturonasas de A. niger
rhgB CAAB3912
rgxA ABD61566

Exorramnogalacturonasas de A. niger rgxB ABD61567
rgxC ABD61568

Ramnogalacturonano liasa de A. aculeatus rhgB 1NKG_A

Pectina metil-esterasa de A. aculeatus pme1 AAB42153

Pectina metil-esterasa de A. oryzae pmeA BAA75474

Pectina metil-esterasa de A. tubingensis pmeA P17872

Ramnogalacturonano acetil-esterasa de A. aculeatus rhat CAA61858

Ramnogalacturonano acetil-esterasa de A. niger rgaeA CAC41360
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Tabla 2. Pectinasa putativa que codifica genes identificados de la base de datos del genoma de T. reesei.

Gen |Modelo de gen / Id. Prot. Andamiaje : Identidad (%)
Region (pb)
Poligalacturonasa de A. fumigatus EAL91052; 76% de
7 fgenesh5_pg.C_ 1: 2495262- identidad
PgaT | scaffold_1000682 /103049 2496642

Endopoligalacturonasa de A. nidulans ABF50893;
74% de identidad

Exopoligalacturonasa de F. oxysporium BAE97149;

fgenesh5 pg.C 56% de identidad

™~ 33 : 88035-89368
pgx1 scaffold_33000038 / 112140 Exopoligalacturonasa de A. nidulans ABF50895; 54%

de identidad

Exorramnogalacturonasa de A. niger 42% de identidad
estExt_fgenesh5_ pg.C_150014 / .
122780 15:45898-47405 Exopoligalacturonasa de A. fumigatus EAL86831; 40%
rgx1 de identidad

Proteina sin nombre procedente de A. oryzae
BAE61127; 54% de identidad
e_gw1.33.41.1/70186 33 :90062-91279
xgal Exopoligalacturonasa de A. fumigatus XP_747488,;
53% de identidad

* de referencia

El analisis de las secuencias proteinicas derivadas con InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/, Apweiler y
cols., 2000 Bioinformatics 16(12):1145-50) las identific6 como miembros de la familia 28 de glucésido hidrolasas
(GH28; n° reg. InterPro PF00295). Las secuencias que codifican pectinasa putativa procedentes de T. reesei
mostraban todas la homologia mas cercana a enzimas procedentes de otros hongos implicados en la degradacion
de pectina (busqueda BLASTP, Altschul y cols., 1990. Basic local alignment search tool. J. Mol. Biol. 215: 403-410,
Tabla 2) y por consiguiente se denominaron pga? (endopoligalacturonasa), pgx7 (exopoligalacturonasa), xgaf
(xilogalacturonasa) y rgx1 (exorramnogalacturonasa). La identificacion se verificé adicionalmente mediante un
enfoque filogenético (Mega 3.1, Kumar y cols., 2004 MEGAS3: Integrated software for molecular evolutionary genetics
analysis and sequence alignment. Briefings in Bioinformatics. 5:150-163). Tres secciones "que no son
endopoligalacturonasa" del arbol filogenético formaban de ese modo cuatro ramas. La PGX1 se encuentra en una
rama que también contiene las exopoligalacturonasas procedentes de A. niger, A. tubingensis y Cochliobolus
carbonum ya caracterizadas. La XGA1 es la mas similar a una rama pequefia, en la que una hidrolasa de
xilogalacturonano de A. tubingensis es la Unica enzima caracterizada. La XGA1 comparte menos similitud con las
otras secuencias de esa rama que la que estas muestran entre si y, por lo tanto, es posible que la enzima de T.
reesei haya desarrollado algunas caracteristicas Unicas. Lo mismo se aplica a RGX1, que muestra el grado mas alto
de identidad de secuencia con exorramnogalacturonasas putativas. En la rama correspondiente, solo se ha probado
una enzima procedente de A. niger con respecto a su funcionalidad sin determinar el mecanismo de reaccion exacto
(Martens-Uzunova, E. S., Zandleven, J. S., Benen, J. A., Awad, H., Kools, H. J., Beldman, G., Voragen, A. G., Van
den Berg, J. A. & Schaap, P. J. (2006) A new group of exoacting family 28 glycoside hydrolases of Aspergillus niger
that are involved in pectin degradation, Biochem J. 400, 43-52).

Ejemplo 2: Clonacion de los genes de pectinasa de T. reesei identificados

Los genes pgaf, pgx1, rgx1 y xgal se amplificaron a partir de DNA gendmico de T. reesei usando el sistema
GoTaq® (Promega, EE. UU. de A.) con MgCl, 2 mM y 0,4 uM de cebadores especificos de la secuencia presentados
en la Tabla 3. Las condiciones para la reaccién de PCR eran las siguientes: etapa de desnaturalizacion inicial de 2
min. a 95°C, seguido por 28 ciclos de 1 min. a 95°C, 45 s de renaturalizacién a la temperatura especifica del
cebador (Tabla 3_TP), 2 min. de extensién a 72°C y un alargamiento final a 72°C durante 5 min. Los fragmentos de
DNA de los tamafios esperados se aislaron y a continuacion se clonaron al vector pBlueScript Il SK+ (Stratagene,
EE. UU. de A.). Las inserciones se caracterizaron mediante secuenciacion.

11
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Tabla 3. Los cebadores usados para amplificar los genes de pectinasa de T. reesei. EI DNA gendmico de QM9414
de T. reesei se us6 como una plantilla en las reacciones de PCR. Se muestra el nombre del plasmido que contiene
el fragmento de gen amplificado.

Gen Nombre del cebador Secuencia 5' -> 3' E;”é; Plasmido
Directo: C22000155for SEQ ID NO: GATCCCGCGGCAACATGCTCAA
9 GCTATCAC

pgat ' 50 pALK1958
Inverso: C22000155rev  SEQ ID GATCCTCGAGCATTCTICACGG
NO: 10 CATTCTAC

) Directo: C42000032fw SEQ ID NO: CAGTCCGCGGCTAAGCAAAGG

1 AGCACG
49 pALK1961
pox1 Inverso: C42000032rv SEQ ID NO: CGTAGGATCCGTAGTAGAGTTT
12 CATTGCATC
Directo: C42000033fw SEQ ID GACTCCGCGGLGAGTTCCATGA
NO:13 TGCTCCTTG
51 pALK1964
xgaf : :
I&verso. C42000033rv SEQ ID NO: GATCACCGCGGATGCTTTATG
) Directo: C12000223fw SEQ ID NO: GTACCCGCGGTCGACAGAATG
15 GTGGCGCTATC o
58 pALK1970
’ /pALK1971
T inverso: €12000223rv SEQ ID NO: | GCTCAGGATCCAGAGCGEGTATCA
16 AGCAGTATC
* de referencia
5 (@ Temperatura de renaturalizacion usada para amplificar el gen de pectinasa de T. reesei.

® La region codificante del gen rgx7 de longitud completa consistia en dos plasmidos.

La informacion pertinente sobre los genes de pectinasa y las secuencias proteinicas deducidas se resumen en la
Tabla 4 y la Tabla 5, respectivamente.

Tabla 4. Resumen de los genes de pectinasa de T. reesei.

Gen de Longitud con intrones (pb) |Region codificante (pb) |N° de Longitudes de los intrones
pectinasa (a ® intrones (pb)
pgail 1381 1137 4 64, 59, 59, 59
pgx1 * 11421 1311 2 50,57
xga1 * {1218 1215 0
rgx1 * 1374 1371 0
10 * de referencia

12



10

15

20

25

30

35

40

ES 2564 083 T3

@ Se incluye el codén de PARADA.
® No se incluye el codon de PARADA.

Tabla 5. Resumen de las secuencias de pectinasa de T. reesei deducidas.

Proteina de |N° de|Longitud de ss PM predicho (Da, ss| Pl predicho (ss no|Sitios de N-glicosilacion

CBH aa NN/HMM @ no incl..)® incl..) putativos ©
PGAI 379  21/21 36.187 5,51 3

PGXI * 1437 |22/22 45.559 5,51 12

XGAI * 1405 |18/18 40.023 7,10 8

RGXI * 1457 |17/21 48.700" /48 340 4,79 7

* de referencia

@ | a prediccion de la secuencia de sefal (ss) se realizo usando el programa SignalP V3.0 (Nielsen y cols., 1997.
Identification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and prediction of their cleavage sites. Protein Engineering
10:1-6; Bendtsen y cols., 2004. Improved prediction of signal peptides: SignalP 3.0. J. Mol. Biol. 340:783-795); el
valor NN se obtuvo usando redes neuronales y el valor HMM usando modelos de Markov ocultos.

® La secuencia de sefial no se incluy6. La prediccion se realizé usando la herramienta Compute pl/MW en el
servidor ExPASy (Gasteiger y cols., 2003. ExPASy: the proteiomics server for in-depth protein knowledge and
analysis. Nucleic Acids Res. 31:3784-3788).

© El nimero de secuencias N-X-S/T.
@ Los valores marcados para RGXI se calculan después de eliminar dos posibles secuencias de sefial.

Los residuos de aminoacido que se presentd que eran cruciales para la accion catalitica de la endopoligalacturonasa
Il de A. niger (van Santen y cols., 1999. 1.68-A crystal structure of endopolygalacturonase Il from Aspergillus niger
and identification of active site residues by site-directed mutagenesis. J. Biol. Chem. 274:30474-30480; Armand y
cols., 2000. The active site topology of Aspergillus niger endopolygalacturonase Il as studied by site-directed
mutagenesis. J Biol Chem. 275:691-696) también se identifican en PGAI, PGXI y XGAI de T. reesei. Esto indica
propiedades cataliticas similares de las enzimas pectinasa de T. reesei a las de A. niger. Ademas de la firma del sitio
activo tipica de glucésido hidrolasas GH28, PGAI, PGXI y XGAI, contienen varios dominios PbH1 (repeticiones de
hélice R paralelas), que también se encuentran en varios tipos de enzimas pectinoliticas (Jenkins & Pickersgill, 2001.
The architecture of parallel beta-helices and related folds. Prog Biophys Mol Biol. 77:111-175.). Los hallazgos
confirmaron ademas las caracteristicas pectinoliticas de los genes de T. reesei indicados aqui.

Ejemplo 3: Sobreexpresion de los genes de pectinasa en Trichoderma reesei

Se construyeron plasmidos de expresion para la sobreexpresion de los genes de pectinasa de T. reesei. Los
plasmidos de expresion construidos se listan en la Tabla 6. Los genes pgal, pgx1, rgx1 y xga1, incluyendo sus
propias secuencias de sefial, se fusionaron exactamente al promotor de cbh1 de T. reesei (cel7A). La terminacion de
la transcripcion se asegurd mediante el terminadorsw cel7A de T. reesei y se uso el gen marcador amdS de A.
nidulans para la seleccion de los transformantes que se describen en Paloheimo y cols. (2003) High-yield production
of a bacterial xylanase in the filamentous fungus Trichoderma reesei requires a carrier polypeptide with an intact
domain structure. Appl. Env. Microbiol. 69:7073-7082). Los casetes de expresion lineales (Fig. 1) se aislaron de los
las cadenas principales de los vectores después de la digestion con Notl y se transformaron en protopastos RF5455
de T. reesei (la cepa tiene los genes que codifican las dos celulasas principales CBHI/Cel7A y EGII/Cel5A
eliminadas).

El plasmido de expresion incluyendo el gen marcador pyr4 endégeno también se construyé para el gen pga1 al ligar
el fragmento gendmico Xbal-Hindlll de 4,7 kb del locus pyrd de T. reesei después del terminador de cel7A en el
plasmido. El casete de expresion lineal se aislo de la cadena principal del vector después de la digestion con Notl y
se transformé en protoplastos RF5514 de T. reesei (la cepa tiene los genes que codifican las dos celulasas
principales CBHI/Cel7A y EGII/Cel5A eliminadas también es un auxétrofo de pirimidina).

Las transformaciones se realizaron como en Penttila y cols. (1987, A versatile transformation system for the
cellulolytic filamentous fungus Trichoderma reesei. Gene 61:155-164) con las modificaciones descritas en Karhunen
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y cols. (1993, High frequency one-step gene replacement in Trichoderma reesei. |. Endoglucanase | overproduction.
Mol. Gen. Genet. 241:515-522), bien seleccionando la acetamida como una Unica fuente de nitrégeno (gen marcador
amdS) o bien sin suplemento de uridina (gen marcador pyr4). Los transformantes se purificaron en placas de
seleccion a través de un solo conidio antes de esporularlos en PD.

Tabla 6. Los casetes de expresion construidos para sobreproducir proteinas de pectinasa en Trichoderma reesei. La
estructura global de los casetes de expresion era como se describe en la Fig. 1. Los genes pga1l, pgx1, rgx1 y xga1
clonados se fusionaron exactamente al promotor cbh1/cel7A de T. reesei.

Pectinasa de T. reesei Plasmido de expresion Tamaiio del casete de expr." Terminador cbh1 ®
PGAI pALK1967 9.0 kb 627 pb (Avall)

(amdS'®) pALK1960 (pyr4®) 10.0 kb

PGXI * pALK1968 9.2 kb 627 pb (Avall)
RGXI * pALK1974 8.8 kb 627 pb (Avall)
XGAI * pALK1969 8.6 kb 627 pb (Avall)

* de referencia

@ El casete de expresion para la transformacion de T. reesei se aisl6 del esqueleto del vector al usar digestion con
Notl.

® El numero de los nucledtidos de la regidn terminadora de cbh? después del codon de PARADA. El sitio de
restriccion en el extremo 3', usado para escindir el fragmento génico gendmico, se incluye entre paréntesis.

€ se construyeron dos plasmidos de expresion para el gen pga1; el plasmido pALK1967 incluia el gen marcador
amdS para la seleccion del transformante, y el pALK1960 incluia el gen marcador pyr4.

La produccion de pectinasa de los transformantes se analizé a partir de los sobrenadantes de cultivo de los cultivos
en matraz agitado (50 ml). Los transformantes se hicieron crecer durante 7 dias en un medio complejo inductor de
celulasa basado en lactosa (Joutsjoki y cols. 1993. Transformation of Trichoderma reesei with the Hormoconis
resinae glucoamylase P (gamP) gene: production of a heterologous glucoamylase by Trichoderma reesei. Curr.
Genet. 24:223-228) tamponado con KH;PO4 al 5%. La actividad de poligalacturonasa se ensayé mediante un
método viscosimétrico usando pectina de citrico (Copenhagen pectin X-2955, Dinamarca) como el sustrato, segun
se describe en la patente EP0388593. Una unidad de poligacturonasa (PGU, por sus siglas en inglés) se define
como la cantidad de enzima que provocaba una reduccion de 15 nPas™ en la viscosidad bajo condiciones estandar.
Los genotipos de los transformantes elegidos se confirmaron usando inmunotransferencias Southern en las que se
incluyeron varios digestos gendmicos y se usd el casete de expresion respectivo como una sonda. La
sobreexpresion de las proteinas de PGAI, PGXI, RGXIl y XGAI se analiz6 mediante SDS-PAGE con tincion de
Coomassive posterior. La proteina de PGAI se sobreproducia notablemente en T. reesei (véase la Figura 3),
mientras que no se podia detectar actividad de PGU o sobreproducciéon de proteina visible en SDS-PAGE para los
transformantes PGXI, RGXI y XGAI que, sin embargo, demostraron contener un casete de expresion integrado. Esto
sugiere que se produce una cantidad muy baja de las proteinas de PGXI, RGXl y XGAl en T. reesei.

Los transformantes de PGAI elegidos se cultivaron en biorreactores de laboratorio a 28°C en el medio indicado
anteriormente durante 3-4 dias con control del pH 4,4 + 0,2 (NH3/H3PO,) para obtener material para las pruebas de
aplicacion. Los sobrenadantes se recuperaron mediante centrifugacion y filtracion a través de filtros Seitz-K 150 y EK
(Pall SeitzSchenk Filter-systems GmbH, Bad Kreuznach, Alemania). Se produjeron dos preparaciones con perfiles
enzimaticos idénticos (PGA1+++, CBHI-, EGII-). Se produjo F050183 con transformante derivado de RF5514 y
F050200 con transformante derivado de RF5455; el primero se seleccioné con el marcador pyr4d y el ultimo con el
marcador amdS. Asi, la cepa anterior solo tiene DNA homdlogo.

Ejemplo 4: Caracterizacion de la enzima PGAI de T. reesei
La enzima PGAI de T. reesei en bruto se caracterizé en cuanto al dptimo de pH y la estabilidad térmica.

La dependencia del pH de la proteina de PGAI de T. reesei sobreproducida (muestra F 050183) se determiné dentro
de un intervalo de pH de 3,0-8,0 al preparar el tampdn de muestra al mezclar acido citrico 0,1 M y Na;HPO,4 0,2 M
(ambos complementados con 100 microgramos/ml de albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés)
(Fluka, N° Cat. 05470) hasta el pH deseado. La actividad se ensay6 al pH deseado con incubaciones de 60 min. La
Fig. 2A-C muestra los resultados. Las enzimas de Aspergillus tienen un éptimo de pH alrededor de 4,5, mientras que
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la PGA1 de Trichoderma tiene un éptimo de pH ligeramente mas neutro a pH 5,0. La PGA1 de Trichoderma todavia
retiene aproximadamente 70% de actividad a pH 5,5, al que a la PG1 de Aspergillus solo le queda 30% de la
actividad maxima. La PG2 de Aspergillus pierde su actividad a pH 5,5.

La dependencia de la temperatura de la proteina de PGAI de Trichoderma sobreproducida (muestra F050183) se
determiné a pH 5,0 dentro del intervalo de 40°C - 75°C, y se comparo con la PG1 y la PG2 de Aspergillus del estado
de la técnica ensayadas a su pH 4,5 6ptimo. Sorprendentemente, la PGA1 de Trichoderma tiene un 6ptimo de alta
temperatura a aproximadamente 65°C, y todavia aproximadamente 60% de la actividad maxima a 70°C, mientras
que a las enzimas de Aspergillus virtualmente no les queda actividad a 65°C (Fig. 2D-F), y tienen su optimo
alrededor de 50°C (aproximadamente 15°C menos que PGA1 de Trichoderma).

Método colorimétrico para la actividad de PG

Para las determinaciones de la dependencia del pH, el ensayo se llevd a cabo al pH deseado del sustrato y el
tampon de muestra a 40°C durante 60 min. Para las determinaciones de la dependencia de la temperatura, el
ensayo se llevé a cabo a pH 4,5 para las muestras de Aspergillus ('13 y '22) y pH 5,0 para la muestra de PGA1 de T.
reesei. Los ensayos se llevaron a cabo a la temperatura deseada durante 60 min.

Sustrato: Pectato potasico al 0,7% (p/v) (Fluka, N° Cat. 51186). Se disolvieron 0,7 g de sustrato en 100 ml de agua
caliente. Después de enfriar hasta temperatura ambiente, el valor del pH se ajusté con acido acético o hidroxido
sodico.

Solucion en enzima: Las enzimas se diluyeron en el tampén de muestra.

Reactivo PAHBAH:

Solucién de reserva (5%) Se disolvieron 50 g de p-hidroxibenzhidacida 98% (Fluka N° Cat 54600) en 1.000 ml de
acido clorhidrico 0,5 M.

Solucion de trabajo: Se disolvieron 0,233 g de Titriplex Il en 30 ml de hidroxido sédico 0,5 M.

Se afiadieron 5 ml de solucién de reserva y se completaron hasta 50 ml con NaOH 0,5 M

Volumenes de ensayo:

Sustrato: 0,25 ml
Encima: 0,1 ml
PAHBAH: 0,65 ml
Temperatura de incubacién del color: 80°C
Duracion de la incubacion del color: 15 min

Valor de la muestra:

El sustrato se pipete6 en un tubo de ensayo. La reaccion se inicié al afadir la solucion de enzima. La partida se
mezclé y se incubd a 40°C durante 60 min. Después de la incubacion, la reaccion se detuvo al afiadir el reactivo
PAHBAH. Para el desarrollo del color las muestras se incubaron durante 15 min. a 80°C. Posteriormente, las
muestras se enfriaron en un bafio de hielo durante aproximadamente 5 min. y se centrifugaron (2 min., 13.000 rpm).
Los sobrenadantes se midieron fotométricamente contra la muestra testigo a 412 nm.

Testigo:

Se mezclaron el sustrato y el reactivo PAHBAH. Después de afadir la soluciéon de enzima las muestras se incubaron
durante 60 min. a 40°C y a continuacion durante 15 min. a 80°C para el desarrollo del color. El enfriamiento, la
centrifugacion y la medida fotométrica se realizaron como para los valores de muestra.
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Ejemplo 5: Preparacion de zumo de manzana

Los sobrenadantes de cultivo libres de células se probaron en la preparacion de zumo de manzana. Para este
propésito, se trituraron manzanas elegidas (variedad de cultivo Golden Delicious) y 500 g de la pulpa de manzana
resultante se usaron en el experimento. Después de la adiciéon de enzima, la pulpa se incubé 60 min. a temperatura
ambiente (25°C), y a continuacion la pulpa se prensé con una prensa de laboratorio (Hafico). La norma de prensado
fue 2 minutos a 50, 100, 150 y 200 bar, seguido por 1 minuto a 300 y 400 bar, respectivamente.

Dos preparaciones de PGA1 de Trichoderma F050183 (RF5514 / pALK1960/#4 de T. reesei) y F050200 (RF5455 /
pALK1967/#4 de T. reesei) se compararon con el producto del estado de la técnica que contenia PGI de Aspergillus
(muestra de referencia). Las tres muestras se complementaron con pectina metilesterasa de Aspergillus. La
actividad de poligalacturonasa se ensayé mediante un método viscosimétrico usando pectina de citrico
(Copenhagen pectin X-2955, Dinamarca) como el sustrato, segun se describe anteriormente y en la patente
EP0388593. Una unidad de poligacturonasa (PGU) se define como la cantidad de enzima que provocaba una
reduccion de 15 nPas™ en la viscosidad bajo condiciones estandar. Se uso en el experimento una dosificacion de
100 ppm de una mezcla que tenia 50.000 unidades de PG/mg bien de las PGA1 de Trichoderma o bien de la
referencia, complementadas con 2.000 unidades de PE/g (patente EP0388593). En uno de los estudios, no se
afnadié enzima (muestra testigo).

Los resultados del rendimiento de zumo (Fig. 4) muestran que la PGA1 de Trichoderma es igual o mejor que la
preparacion de pectinasa del estado de la técnica. En particular, la turbidez de las muestras tratadas con PGA1 de
Trichoderma fue superior, es decir, los zumos tratados con PGA1 de Trichoderma eran mucho mas claros y
transparentes en comparacion con el zumo tratado con PG de Aspergillus del estado de la técnica (Fig. 5). El
resultado es claramente visible (Fig. 6).

La prueba de alcohol para la pectina restante (1+1 volumen de zumo y etanol absoluto) mostré después de 6 h de
incubacion a 25°C que los zumos tratados con PGA1 de Trichoderma no contenian pectina residual, mientras que el
zumo tratado con PG de Aspergillus contenia algo de pectina residual. En la muestra testigo, se encontraron
cantidades considerables de pectina residual.

Ejemplo 6: Prueba de PGA1 de Trichoderma en la preparacion de zumo de diferentes frutas y hortalizas.

La preparacion de PGA1 de Trichoderma F050183 producida como se describe en el Ejemplo 3 se probd en la
preparacion de zumo de frutas y hortalizas son pectina metilesterasa afiadida .

Fresas y frambuesas se convirtieron en pulpa manualmente con un dispositivo metalico. Ciruelas y zanahorias se
trituraron mecanicamente con una picadora. Las zanahorias se blanquearon mediante calentamiento con
microondas a 95°C. 1.000 g de pulpa se pusieron en una botella de 2.000 ml y la temperatura se ajusté durante 20
min. antes de afadir la solucion de enzima. La temperatura de reaccion fue 65°C y el tiempo de reaccién 60 min. La
conversion en pulpa después de la reaccién enzimatica se realizé prensando en una prensa de laboratorio Hafico
usando telas de pensado. El zumo recibido se recogié en un matraz Imhoff para la sedimentacion.

Enzima y dosificacion:

La dosificacion se basoé en la recomendacion general de la técnica: 200 ppm a 30.000 PGU/mg corresponde a 6*10°
PGU/kg de zanahorias, ciruelas, fresas y frambuesas. La actividad de la preparacion enzimatica FEA 2005027 fue
10.300 PGU/mg. La dosificacion de la preparacion enzimatica FEA 2005027 por 1.000 g de zanahorias fue asi 0,58
g. La prueba testigo era sin una dosificacion de enzima.

El diagrama de prensado usado era el siguiente:

1 min. llenado - 2 min. 0 bar - 2 min. 50 bar - 2 min. 100 bar - 2 min. 150 bar - 2 min. 200 bar - 1 min. 300
bar - 1 min. 400 bar.

La medida de la turbidez (NTU) se llevd a cabo con un fotometro de turbidez de laboratorio Dr Lange LTP5 a 860

nm. Los valores se presentan como NTU (unidades de turbidez nefelométrica, por sus siglas en inglés) sobre la base
del método DIN 38404. Los resultados se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados de prueba con preparacion de zumo de frambuesas, fresas, ciruelas y zanahorias

Rendimiento de zumo |Rendimiento de zumo |*Brix | Turbidez | Turbidez |Sedimento

[a] [%] NTU 24h NTU |[%]
Prueba testigo en frambuesas | 795 79,5 94 |58 58 1,0
Frambuesa F050183 789 78,9 9,4 |50 52 1,3
Prueba testigo en fresas 803,9 80,39 6,3 (170 79 12,2
Fresa F050183 906 90,6 6,3 (183 56 14,5
Prueba testigo en ciruelas 543 54,3 15 |157 142 20,0
Ciruelas F050183 764 76,4 17,2 |143 124 9,0
Prueba testigo en zanahorias |742 74,2 9,5 161 17,8 8,3
Zanahorias F050183 723 72,3 9,5 |150 72 7,7

La tabla 7 anterior muestra que el tratamiento de fresas y ciruelas con PGA1 de Trichoderma incremento el
rendimiento de zumo y °Bx (contenido de azucar) sin pectina esterasa ni otras actividades pectinoliticas.

Los resultados se presentan graficamente en la Figura 7. La Figura 7 muestra el rendimiento de un zumo obtenido
del prensado de pulpas de diferentes frutas/hortalizas después del tratamiento con PGA1 de Trichoderma reesei.
Los resultados se muestran en comparacion con los valores testigo respectivos.

Sorprendentemente, la PGA1 de Trichoderma daba un resultado superior con frutas que contenian pectina que es
poco esterificada y soluble. Basandose en los resultados presentados anteriormente, es posible llevar a cabo el
tratamiento de dicha pulpa de fruta solo con la enzima PGA1 de Trichoderma a 65°C en una hora sin pectinasas
adicionales. Este resultado superior no se podia esperar.
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g?c gce age g?t gct gtT Cctg aac ccc gat g?c gcc
Gly Gly Gly

Ala ser Ala val Leu Asn Pro Asp
115 120

AsSn Asp

Ala
125

g?; caa g?; g?; aac g?; g?; aag acg aag CcccC aag

Gln Asn

Lys Thr Lys Pro Lys

130 135 140

cat gat ctg acc tcec tCg tcc atc acc aac tig tat
His Asp Leu Thr Ser Ser Ser Ile Thr Asn Leu Tyr

150 155

cca gtt cag gcc gtc age gtt aat g?t gtg aat g?g
Gly Gly

pro val Gln Ala val ser val Asn
165 170

val Asn

atg aca att gac aac agc gct g?t gat agt g?t
Gly Gly

ggc
G?y Met Thr Ile Asp Asn Ser Ala
180 185

Asp ser

aca gac g?c ttt gat att g?c tct agc tcc aat gtc
Gly Gly

Thr Asp Phe Asp Ile
195 200

ser Ser Ser Asn val

205

gcc aag gtt tat aac caa gat gac tgc gtt gct gtc
Ala Lys val Tyr Asn Gln Asp Asp Cys val Ala val
210 215 220

gtaagaaaca gccgaacaaa Cagatgaagc ggccggegea

2

tca atc g?c agt gtt g?c ggt cga gac gac aac aca
G

ser Ile
245 250

aca tIt TCC aac tcg cag gtc act aaa tca gcc aat g

y ser val Gly Gly Arg Asp Asp Asn Thr

Thr prhe ser asn Sser Gln val Thr Lys Ser Ala Asn

260 265

taatctaacc tgccttcag

gc atc cgt atc aag gCc acc gge g?t aaa act g?c aCcc atc aag g?a
Gly Ile G Gly Gly

270

Arg Ile Lys Ala Thr Ala
275

y Lys Thr
280

gtc acc tac act ggc att act ctg tcc tcg atc
val Thr Tyr Thr Gly Ile Thr Leu ser Ser Ile
285 290 295

gatgtaatct ggacgcagtt tctgggccte ctctgacact

19

aca
Thr

tcataacag ¢ tac g

Thr Ile Lys

g? gtaagtcaaa
Gly

Tyr

&y

y

48

926

144

192

240

292

343

391

439

487

535

583

631

679

727

779

831

879

928

987
1034

1082

1138



att
Ile
300

acg
Thr

agc
Ser

agt
ser

4

taa

ctg
Leu

agc
sar

aac
Asn

&ty

aag
Lys
365

<210> 2

att
Ile

ety

&

gct
Ala
350

aag
Lys

<211> 379

<212>PRT

gag
Glu

atc
Ile
gtt
335
tgt
cys

tac
Tyr

caa
Gln

cce
Pro
320

gta
val

tcc
ser

&ty

aac
Asn
305

atc
Ile

tcc
Ser

aac
Asnh

agc
Ser

tac
Tyr

acc
Thr

agt
Ser

tgg
Trp

tgc
Cys
370

ES 2564 083 T3

gac
Asp

aac
AsSn

Q?a

act
Thr
355

cag
Gin

&

ctg
Leu

aac
Asn
340

tgg
Trp

aat
Asn

&

gt
va
325

aac
ASn

agce
ser

gt
va

gat
Asp
310

ctg
Leu

att
Ile

aat
ASh

ccg
pro

ctt
Leu

cag
Gln

gcc
Ala

gtc
val

agt
Ser
375

Ca't
H1s

aac
Asn

atc
Ile

gtc
val
360

cct
Pro
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<400> 2

Met
1

val
Leu
Ser
Asn

65

Asp

Gin

ASp

Leu

Gln

Glu

Ser

50

val

Gly

Trp

Gly

Gly

Lys

Ala

Asp

35

Ala

Ala

Thr

Ser

Ala

115

Gln

Leu
His
20

Arg
ser
val
Thr
Gly

Ser

Gly

Pro

ser

Ala

Ala

Lys

val
85
Pro

Gly

Gly

Leu

val

Thr

Ser

Ser

70

Ile

Leu

Ala

Asn

phe

Pro

Thr

Gln

55

Gly

Phe

Leu

val

Gly

Leu
Pro
Ccys
40

Lys
val
Glu
Gin

Leu

Gly

Pro

25

Thr

ser

Thr

Gly

Ile

105

120

Gly

Asn

Lys

Ala

10

Thr

Phe

cys

Leu

Thr

930

Glu

Pro

Thr

20

val

val

ser

Ala

ASp

75

Thr

Gly

Asp

Lys

Thr

Thr

Gly

Thr

60

Leu

Thr

Asn

Gly

Pro
140

&ty

atc
Ile

gtc
345

gtc
val

gct
Ala

Ala
Gln
Ser
45

Ile
ser
Trp
Asp
Ala

125

Lys

agc cca
Ser Pro
315

tct g?a
ser Gly
330
Cys
act ggc
Thr g?y

act tgt
Thr Cys

ser Leu
15
Ala Pro
30
Asn Gly
val Leu
AsSp Leu
Gly Tyr
95
Ile Thr
110

Arg Trp

phe pPhe

tgt 8?5'

Cys

Lys

Ala

Ser

Asn

80

Lys

Ile

Trp

Ala

1186

1234

1282

1330

1378

1381



Ala

145

Thr

Thr

Asn

Gly

Thr

225

Ser

Thr

Lys

Gly

Asn

305

Ile

Ser

Asn

Ser

His

Pro

Gly

Thr

Ala

210

Asn

Ile

Phe

Ala

Ile

290

Tyr

Thr

ser

Trp

Ccys
370

<210> 3

Asp

val

Met

ASp

195

Lys

Ile

Gly

Ser

Thr

275

Thr

Asp

Asn

Gly

Thr

355

Gln

<211> 1421

< 212> DNA

Leu

GlIn

Thr

180

Gly

val

Thr

ser

Asn

260

Ala

Leu

Gly

Leu

Asn

340

Trp

Asn

Thr
Ala
165
Tle
pPhe
Tyr
pPhe
val
245
Ser
Gly
ser
Gly
val
325
Asn

ser

val

Ser

150

val

Asp

Asp

AsSD

Thr

230

Gly

Gln

Lys

Ser

Asp

310

Leu

Ile

Asn

Pro

Ser

ser

Asn

Ite

Gln

215

Gly

Gly

val

Thr

ITe

295

Leu

Gln

Ala

val

Ser
375
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Ser

val

Ser

Gly

Asp

Gly

Arg

Thr

Gly

Thr

His

Asn

Ile

val

360

Pro

ITe

Asn

Ala

185

Ser

AsSp

Leu

ASp

LyS

Thr

Gly

Gly

Ile

val

345

val

Ala

Thr

Gly

Gly

ser

cys

cys

ASD

250

Ser

Ile

Tyr

ser

ser

330

Cys

Thr

Thr

ASn

155

val

Asp

ser

val

Ser

235

ASNn

Ala

Lys

Gly

Pro

315

Gly

Gly

Gly

cys

Leu
Asn
ser
Asn
Ala
220
Gly
Thr
Asn
Gly
Ile
300
Thr
ser

ser

Gly
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<220>

<221>CDS

< 222> (1)..(576)

21

Tyr

Gly

Gly

val

205

val

Gly

val

Gly

val

285

Leu

ser

Asn

Gly

LYS
365

Ile

Leu

Gly

val

Asn

His

GlIn

Ile

270

Thr

Ile

Gly

Gly

Ala

350

Lys

Lys

Thr

175

Gly

Ile

Ser

Gly

Thr

255

Arg

Tyr

Glu

Ile

val

335

cys

Tyr

Asn

160

Ile

His

ser

Gly

Leu

240

val

Ile

Thr

Gln

Pro

320

val

ser

Gly



<220>

<221>CDS

< 222> (627)..(1238)

<220>

<221>CDS

< 222> (1296)..(1418)

<400> 3

atg
Met
1

ccg
Pro

caa
Gln

cgc
Arg

gag
Glu
65

tta
Leu

gag
Glu

atc
Ile

tct
ser

oty
145

gca
Ala

ctt
Leu

aca
Thr

gaa
Glu

tgg
Trp

cac
HiS
50

att
Ile

dac
Asn

tct
ser

gac
Asp

gcc
Ala
130

cac
Hi1s

gtc
val

gat
Asp

att
Ile

ctc
Leu

ety
35

aag
Lys

ctc
Leu

gag
Glu

gta
val

Tttt
pPhe
115

ttc
Phe

&y

gag
Glu

cgt
Arg

ctc
Leu

att
Ile
20

cCcC
Pro

aca
Thr

aaa
Lys

gag
Glu

gat
Asp
100

tgg
Trp

tgg
Trp

ttg
Leu

cct
Pre

31
180

agt
ser

gat
Asp

aag
Lys

tgc
Cys

gct
Ala

tat
Tyr
85

gt
va

gt
va

cgc
Arg

att
Ile

act
Thr
165

tca
ser

cgt
Arg

ct
g]a

tcg
Ser

tat
TYr

ttc
Phe
70

gt
va

gcc
Ala

gt
va

Tttt
Phe

gat
ASp
150

Ccta
Leu

gtc
val

ctg
Leu

cac
H1s

CCa
Pro

gtt
val
55

aag
Lys

att
Ile

atc
Ile

aac
Asn

oty
135

aly

ctg
Leu

aca
Thr
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gca
Ala

aga
Arg

gga
&y
40

ccg
Pro

agg
Arg

gee
Ala

aca
Thr

tca
ser
120

aly

aat
Asn

gt
Arg

oty

gtc
val

gtt
val
25

cat
H1s

agt
ser

tgc
Cys

tct
ser

ggc
ely
105
ttc
Phe

dad
Lys

3ty

cCcC
Pro

ttg
Leu
185

&y
10

ccc
Pro

gca
Ala

tgc
cys

dac
Asn

cct
Pro
90

acc
Thr

aag
Lys

gat
Asp

caa
Gln

att
Ile
170

aag
Lys

at
va

gtt
val

ttt
Phe

cly

Ao
75

ctc
Leu

atc
Ile

tac
TYr

gtc
val

gcc
Ala
155

ctt
Leu

atg
Met

gcaggratct ctrcgectat tcatctggaa tcgttgetaa

aat ctc att gcc aat agc agt gac att ctg gtc
Asn Leu Ile Ala Asn Ser ser Asp Ile Leu val

195

200

22

205

ca
g]a

aag
Lys

cct
Pro

agt
ser
60

&y

gat
AsSp

adaa
Lys

gac
Asp

aat
ASn
140

tgg
Trp

ctt
Leu

cga
ATg

tta
Leu

aga
Arg

cat
H1S
45

aac
Asn

&ty

ctc
Leu

ttc
Phe

ttcC
Phe
125

atc
Ile

tat
Tyr

gtc
val

aat
Asn

ttg
Leu

cca
Pro
30

tct
Ser

gac
Asp

act
Thr

aca
Thr

acg
Thr
110

caa
GIn

tac
TYyr

gat
Asp

cty
Leu

tcg
ser
190

gcc
Ala
15

aac
Asn

cct
Pro

gca
Ala

gt
va

ttc
Phe
95

aac
Asn

aac
Asn

&

cga
Arg

gat
Asp
175

€Cc
Pro

ttt
Phe

ctt
Leu

ada
Lys

cct
Pre

gtt
val
80

ctg
Leu

gac
Asp

tcc
ser

3ty

ttt
Phe
160

&ty

gat
Asp

tgtggttcag tgg ttt
Trp Phe

agc gat atc gac atc
Ser Asp Ile Asp Ile

210

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

632

680



gca
Ala

gac
Asp

aac
Asn

gt
va

ctg
Leu
275

tac
Tyr

taqg
Trp

&y

aac
AsSn

cag
Gin
355

gta
val

gtt
val

atc
val

act
Thr

age
ser

cag
GlIn
260

&ty

aat
ASnN

CcCct
Pro

gcc
Ala

aat
Asn
340

acC
Thg

ttc
Phe

&ty

aag
Lys

Tttt
Phe

gat
Asp
245

&y

cag
Gln

atc
Ile

sty

&y
325

gac
Asp

atc
Ile

aaa
Lys

acc
Thr

agt
Ser

cga
Arg
230
gat
Asp

atg
Met

tat
TYr

tCcg
Ser

act
Thr
310

tac
Tyr

tgg
Trp

tgc
Cys

daac
AsSn

ctg
Leu
390

gag
Glu
215

agc
ser

tgc
Cys

cag
Gln

ccg
Pro

atg
Met
295

gat
Asp

gte
val

gct
Ala

gac
Asp

atg
Met
375

aca
Thr

agc
ser

gat
Asp

gta
val

tgc
cys

gca
Ala
280

tcc
Ser

act
Thr

aag
Lys

att
Ile

aag
Lys
360

tag
Trp

tgc
cys

aag
Lys

tca
ser

tct
Ser

aac
Asn
265

gag
Glu

dac
AsSn

cCct
Pro

aac
Ash

gag
Glu
345

tat
Tyr

&ty

tcg
ser
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aat
Asn

gtc
val

ttcC
Phe
250

&ty

tat
Tyr

gcc
Ala

Tttt
Phe
gtc
330
atc
Ile

cct
Pre

aca
Thr

tct
ser

ccg
Pro

gtt
val
235

aag
Lys

tct
Ser

gat
Asp

agc
Ser

gaa
Glu
315

act
Thr

aat
Asn

tce
ser

act
Ther

acg
Thr
395

gcc
Ala
220

ata
Ile

ccg
Pro

cac
H15

atc
Ile

gac
Asp
300

ccc
Pro

tac
Tyr

caa
Gln

aat
Asn

tcg
ser
380

gag
Glu

aag
Lys

caa
Glin

aac
Asn

&ty

gtc
val
285

&ty

gac
Asp

tgc
Cys

atg
Met
365

aag
LYS

aat
Asn

gat
Asp

agc
ser

atc
Ile
270

gaa
Glu

gct
Ala

ctc
Leu

acc
Thr

Tat
Tyr
350

acc
Thr

aag
Lys

cly

tcc
Ser

acc
Thr
255

tca
Ser

Cac
His

cgt
Arg

tct
ser

Tttt
Phe
335

&ty

atc
Ile

tat
Tyr

gat
Asp

tac
TYyr

- 240

adc
Asn

gtc
val

gta
val

atc
Ie

a
ety
320
cac

His

cag
Gln

age
ser

gac
Asp

&ty
225

gt
Va

atc
Ile

ggc
¢ty
tat
Tyr
aaa
Lys
305
gat
G?y

aac
Asn

agt
ser

gat
Asp

cct
Pro
385

tgg
Trp

aat
Asn

atc
Ile

tct
Ser

gtc
val
290

gt
va

&y

aat
Asn

aac
Asn

grc
val
370

aaa
LYS

grgagrcgaa tcgtgagagg

cacttgtact actacaacct gacacagagt tctttag aaa age gt
Lys Ser Va

gcg
Ala

att
Ile

gct
Ala
435

aag
Lys

tgc
Cys
420

acg
Thr

<210> 4

aac
Asn
405

acc
Thr

ey
ser

< 211> 437

<212>PRT

atc tcg gt?
Ile Ser va

gtt
val

aat
ASn
410

aat atg gac gaa agc
ASn Met Asp g;g ser

taa

aat atc gcg
Asn Ile Ala

400

ccg agt g?c agg att cct cag tgg

Pro ser G

415

y Arg Ile Pro Glin Trp

€tg cta gac ata gat tgt gtc ccg
Leu Leu Asp ﬁ%g Asp Cys val Pro
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776

824

872

920

968

1016

1064

1112

1160

1208

1258

1313

1361

1409

1421



Met

Pro

Gln

Arg

Thr

Glu

Trp

His

50

Glu
65

Leu
Glu

ITe

Ser

Leu

Trp

AsSp

Gly

Ile

Asn

ser

Asp

Ala

130

His

vat

Asp

Phe

Ile

210

Trp

Ile

Leu

Gly

35

Lys

Leu

Glu

val

Phe

115

Phe

Gly

Glu

Arg

AsSn

195

Ala

Asp

Leu

Ile

20

Pro

Thr

Lys

Glu

ASp

100

Trp

Trp

Leu

Pro

Gly

Leu

val

Thr

Ser

Asp

Lys

Cys

Ala

TYr

85

val

val

Arg

Ile

Thr

165

Ser

ITe

Lys

Phe

Arg

Ala

Ser

TYyr

Phe

70

val

Ala

val

Phe

150

Leu

val

Ala

ser

Arg
230

Leu

His

Pro

val

55

Lys

Ile

Ile

Asn

Leu

Thr

AsSn

Glu

215

Ser
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Ala

Arg

Gly

40

Pro

Arg

Ala

Thr

Ser

120

Gly

Asn

Arg

Gly

Ser

200

ser

Asp

val

val

25

His

Ser

Cys

ser

Gly

Phe

Lys

Gly

Pro

Leu

185

ser

Lys

Ser

Gly

10

Pro

Ala

Cys

ASN

Pro

20

Thr

LyS

ASp

GIn

Ile

170

Lys

Asp

Asn

val

24

val

val

Phe

Gly

Arg

75

Leu

Ile

TYr

val

Ala

155

Leu

Met

ITe

Pro

val
235

Ala

Lys

Pro

Ser

60

Gly

Asp

Lys

Asp

Asn

140

Trp

Leu

Alg

Leu

Ala

220

Iie

Leu

Arg

His

45

Asn

Gly

Leu

Phe

Phe

125

Ile

Tyr

val

Asn

val

205

Lys

GIn

Leu

Pro

30

Ser

Asp

Thr

Thr

Thr

110

Gln

Tyr

ASp

Leu

Ser

190

ser

Asn

Asp

Ala

15

AsSnN

Pro

Ala

val

Phe

95

Asn

Asn

Gly

Arg

Asp

Pro

Asp

Gly

Ser

Phe

Leu

Lys

Pro

val

80

Leu

ASp

Ser

Gly

Phe

160

Gly

ASp

ASp

TYr
240



10

val

Ile

Gly

Tyr

Lys

305

Gly

Asn

ser

Asp

Pro

385

ITe

Gln

val

Ash

Ile

Ser

val

290

val

Gly

Asn

Asn

val

370

Lys

Ala

Trp

Pro

<210>5

AsSn

val

Leu

275

Tyr

Trp

Gly

Asn

GIn

355

val

val

Ala

Ile

Ala
435

<211> 1374

< 212> DNA

ser

GlIn

260

Gly

Asn

Pro

Ala

Asn

340

Thr

Phe

Gly

Lys

Cys

420

Thr

ASp

Gly

GIn

Ile

Gly

Gly

Asp

Ile

Lys

Thr

AsSn

405

Thr

ser

ASp

Met

Tyr

Ser

Thr

310

Tyr

Trp

Cys

Asn

Leu

390

Ile

Asn

Cys

Gln

Pro

Met

295

Asp

val

Ala

ASp

Met

375

Thr

ser

Met
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val

Cys

Ala

280

Ser

Thr

Lys

Ile

Lys

Trp

Cys

val

Asp

ser

Asn

265

Glu

Asn

Pro

Asn

Glu

345

Tyr

Gly

ser

val

Glu
425

Phe

250

Gly

Tyr

Ala

pPhe

val

330

Ile

Pro

Thr

ser

Asn

410

ser

Lys

sSer

Asp

Ser

Glu

315

Thr

Asn

Ser

Thr

Thr

395

Pro

Leu

Pro

His

Ile

300

Pro

TYr

GIn

Asn

Ser

380

Glu

Ser

Leu

ASnh

Gly

val

285

Gly

Gly

Asp

Ccys

Met

365

Lys

Lys

Gly

Asp
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<400> 5

atyg
Met
1

[+14
va

ser

Ile

270

Glu

Ala

Leu

Thr

Lys

ser

Arg

Ile
430

Thr

255

ser

His

Arg

ser

Phe

335

Gly

Ile

Tyr

val

Ile

415

Asp

AsSn

val

val

Ile

Gly

His

GIn

ser

Asp

Asn

400

Pro

Cys

gcg cta tcg tec atc att ctg gcy gea ttg ccc atc got cte

Ala Leu .;.er Ser Ile Ile Leu A

1

25

la Ala Leu Pro Ile Ala Leu
0 15

48



gca
Ala

gct
Ala

cat
His

gecc
Ala
65

atc
Ile

aac
AsSn

acg
Thr

aat
Asn

ggt
145

tag
Trp

ttg
Leu

agc
ser

gat
Asp

aac
Ash
225

aga
Arg

tcg
Ser

gt
va

cag
Gin

tte
Phe
50

ata
Ile

ttc
Phe

ctg
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<400> 12
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< 212> DNA

< 213> Secuencia artificial
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< 223> Cebador
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una o mas enzimas pectinoliticas para el tratamiento de pulpa de frutas u hortalizas, en el que al menos
una enzima pectinolitica es un polipéptido que tiene actividad pectinolitica y que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de
identidad, preferiblemente al menos 90% de identidad, mas preferiblemente al menos 95% de identidad y aun
mas preferiblemente al menos 98% de identidad con la secuencia del polipéptido de PGAI segun la SEQ ID
NO:2y

b) un fragmento de a) que tiene actividad pectinolitica.

2. El uso segun la reivindicacion 1, en el que la enzima pectinolitica es la poligalacturonasa que tiene la secuencia
de aminoacidos de 22-379 de la SEQ ID NO:2.

3. El uso seguin una de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la fruta o la hortaliza se selecciona de manzanas, peras,
uvas, bayas, zanahorias o tomates.

4. El uso segun la reivindicacion 3, en el que la fruta es manzana.

5. El uso segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la enzima pectinolitica es una poligalacturonasa de
Trichoderma reesei que tiene la secuencia de aminoacidos de 22-379 de la SEQ ID NO: 2 y la fruta es manzana.

6. Procedimiento para el tratamiento enzimatico de pulpa de frutas u hortalizas que comprende la etapa de anadir
una o mas enzimas pectinoliticas, en el que al menos una enzima pectinolitica es un polipéptido que tiene actividad
pectinolitica y que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85% de
identidad, preferiblemente al menos 90% de identidad, mas preferiblemente al menos 95% de identidad y aun
mas preferiblemente al menos 98% de identidad con la secuencia del polipéptido de PGAI segun la SEQ ID
NO:2

y
b) un fragmento de a) que tiene actividad pectinolitica.

7. El procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que la enzima pectinolitica es la poligalacturonasa que tiene la
secuencia de aminoacidos de 22-379 de la SEQ ID NO: 2.

8. El procedimiento segun una de las reivindicaciones 6 a 7, en el que la fruta u hortaliza se selecciona de
manzanas, peras, uvas, bayas, zanahorias o tomates.

9. El procedimiento segun la reivindicacion 8, en el que la fruta es manzana.

10. El procedimiento segun una de las reivindicaciones 6 a 8, en el que la enzima pectinolitica es una
poligalacturonasa de Trichoderma reesei que tiene la secuencia de aminoacidos de 22-379 de SEQ ID NO: 2 y la
fruta es manzana.

11. Un procedimiento para la preparaciéon de un zumo de frutas u hortalizas que comprende un procedimiento para
el tratamiento enzimatico de pulpa de frutas u hortalizas segin una de las reivindicaciones 6 a 10.

12. Molécula de DNA recombinante, que al expresarse en una célula anfitriona procariética o eucariética codifica un
polipéptido que tiene actividad de endopoligalacturonasa, comprendiendo la molécula de DNA recombinante una
secuencia de DNA seleccionada de

a) secuencias de DNA que tienen o comprenden la SEQ ID NO: 1 (pga 1),
b) secuencias de DNA que tienen un grado de identidad de 85% a 98% con las secuencias de a), o

c) secuencias de DNA que estan relacionadas con las secuencias de a) o b) debido a la degeneracion del
cédigo genético.

13. Polipéptido que tiene actividad de endopoligalacturonasa y que es codificado por una molécula de DNA
recombinante segun la reivindicacion 12.

14. Vector que tiene la capacidad de transformar una célula anfitriona que comprende al menos una molécula de
DNA recombinante segun la reivindicacion 12.
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15. Célula anfitriona transformada seleccionada de una célula fungica, de levadura, bacteriana o de mamifero que
comprende al menos una molécula de DNA recombinante segun la reivindicacion 12 y que tiene la capacidad de
expresar un polipéptido que tiene la actividad respectiva.

16. Célula anfitriona transformada segun la reivindicacion 15 perteneciente a la categoria de Kluyveromyces, Pichia,
Hansenula, Schizosaccharomyces, Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, Hypocrea, Myceliophthora, Chrysosporium,
Neurospora, Mucor, Penicillium, Saccharomyces o Fusarium.

17. Preparacion que comprende uno o mas polipéptidos segun la reivindicacion 13, opcionalmente junto con
enzimas y/o excipientes adicionales.
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actividad enzimatica [%]

dependencia del pH muestra "13; 40°C; 60 min.
cepa anfitriona: Trichoderma; Donante: PG2 de Aspergillus
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T

Dependencia de la temperatura muestra '13; pH 4,5; 60 min.
Cepa anfitriona: Trichoderma; Donante: PG1 de Aspergillus
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Figura 3
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Fig. 4A

76,0% ¢

[

75.0% -

74,0% -

73.0% - 1

72,0% -

H
—

71.0% -

7G,0% A .[
69,0% - l

RENDIMIENTO DE ZUMO [%]

68.0% T T T
TESTIGO 'F 650183 F 050200 REFERENCIA

Fig. 4B

diagrama de prensado

73,0% -
= ]
o 68,0%
E .
=
N
wl
w ]
o 63.0%
'—
=
i
=
S 530% - —1 TESTIGO —e—F 050183
& ] —a—F 050200 —=— REFERENCIA
53,0% 1 ; : : : . , .
50 100 150 200 250 300 350 400
p [bar]
Figuras 4A+B

42



ES 2564 083 T3

0 [1]

TESTIGO ‘F 050183 F 050200 REFERENCIA
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Figura 6
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