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Composiciones y métodos para la produccién de azdca res fermentables
DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para la produccién de azlcares fermentables. En
algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a organismos flungicos genéticamente modificados. En
algunas realizaciones adicionales, la presente invencién proporciona enzimas que encuentran uso en potenciar la
hidrélisis de material celul6sico a azlcares fermentables (por ejemplo, glucosa), y métodos de uso de las enzimas.
En algunas realizaciones adicionales, la presente invencion se refiere a mezclas enzimaticas Utiles para la hidrolisis
de materiales celulésicos.

ANTECEDENTES

La celulosa es un polimero de la azlUcar simple glucosa ligada por enlaces glucosidicos beta-1,4. Muchos
microorganismos producen enzimas que hidrolizan glucanos ligados en beta. Estas enzimas incluyen
endoglucanasas, celobiohidrolasas y beta-glucosidasas. Las endoglucanasas digieren el polimero de celulosa en
localizaciones aleatorias, abriéndolo al ataque por celobiohidrolasas. Las celobiohidrolasas liberan secuencialmente
moléculas de celobiosa de los extremos del polimero de celulosa. La celobiosa es un dimero ligado en beta-1,4
soluble en agua de glucosa. Las beta-glucosidasas hidrolizan celobiosa a glucosa.

La conversién de materia primas lignocelulésicas en etanol tiene las ventajas de la rapida disponibilidad de grandes
cantidades de materia prima, la conveniencia de evitar la quema o enterrar los materiales, y menor produccién de
gas de invernadero global. La madera, residuos agricolas, cosechas herbaceas y residuos sélidos municipales se
han considerado materias primas para la produccion de etanol. Estos materiales consisten principalmente en
celulosa, hemicelulosa y lignina. Una vez la celulosa se convierte en glucosa, la glucosa es facilmente fermentada
por la levadura en etanol.

Aunque se ha hecho progreso en aumentar la eficiencia de degradacion enzimatica de materias primas
lignocelulésicas, queda una gran necesidad por mejorar el rendimiento de azlcares fermentables usando procesos
enzimaticos.

El documento WO 2009/033071 desvelas enzimas fangicas para la conversion de biomasa en azlcares, que incluye
el uso de Myceliophthora thermophila cdhl como enzima secundaria. EI documento WO 2011/066457 desvela
mezclas enzimaticas aisladas de Myceliophthora thermophila. El documento WO 2010/080407 estudio el efecto de la
adicion de Myceliophthora thermophila CDH1 exdgena a una mezcla enzimatica obtenida de Trichoderma reesei
sobre la hidrélisis de forraje de maiz pretratado, y el documento WO 2010/080532 estudié el mismo efecto sobre la
hidrélisis de celulosa microcristalina y forraje de maiz pretratado. El documento EP1482033 estudid los efectos de
tratamiento con células de Coriolus hirsutus que tenian actividad de celobiosa deshidrogenasa suprimida sobre
pulpa mecanica. Subramaniam et al. (Archives of Biochemistry and Biophysics, (1999) 365(2): 223-230) desvelan la
clonacién y caracterizacion de celobiosa deshidrogenasa de Sporotrichum thermophile (también conocido como
Myceliophthora thermophila). Henriksson et al. (J. Biotech. (2000) 78(2): 93-113) proporciona una revision de
celobiosa deshidrogenasas.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencién proporciona una célula fungica de Myceliophthora thermophila que se ha modificado genéticamente
para reducir la cantidad de actividad enzimatica oxidante de celobiosa endégena de dos 0 mas enzimas oxidantes
de celobiosa enddégena que se producen por la célula fangica, en la que la célula fangica se ha modificado
genéticamente para delecionar al menos parcialmente los genes que codifican las dos 0 mas enzimas oxidantes de
celobiosa endégena, en la que la primera de las dos o0 mas enzimas oxidantes de celobiosa comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 90 % idéntica a SEQ ID NO: 6, y en la que la
segunda de las dos 0 mas enzimas oxidantes de celobiosa comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos el 90 % idéntica a SEQ ID NO: 8.

La invencion también proporciona un método de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprende poner en
contacto celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos 0 mas enzimas hidrolizantes de celulosa, en el
que la mezcla enzimatica se produce por la célula fangica de la invencion, y en el que la mezcla enzimatica
comprende una glucésido hidrolasa 61 (GH61), una celobiohidrolasa tipo 2b (CBH2b), una celobiohidrolasa tipo 1
(CBH1), una beta-glucosidasa (Bgl), y al menos una endoglucanasa (EG).

La invencion proporciona ademas un medio de fermentacion que comprende la célula fingica de la invencion.
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SUMARIO DE LA DIVULGACION

La presente divulgaciéon proporciona organismos fangicos genéticamente modificados, ademas de enzimas que
potencian la hidrélisis de material celuldsico a glucosa, y métodos de uso de las enzimas.

La presente divulgacion proporciona células flngicas que han sido genéticamente modificadas para reducir la
cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa enddégena que se produce por las células
fungicas. En algunas realizaciones, la célula flngica es un ascomiceto que pertenece a la subdivision
Pezizomycotina, y/o en la que la célula fingica es de la familia Chaetomiaceae. En algunas realizaciones, la célula
fungica es una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Neurospora, Sordaria, Podospora, Magnaporthe,
Fusarium, Gibberella, Botryotinia, Harmicola, Neosartorya, Pyrenophora, Phaeosphaeria, Sclerotinia, Chaetomium,
Nectria, Verticillium, Corynascus, Acremonium, Ctenomyces, Chrysosporium, Scytalidium, Talaromyces,
Thermoascus o Aspergillus. En algunas realizaciones adicionales, la célula fungica es una especie de
Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Chrysosporium, Corynascus, Acremonium, Chaetomium, Ctenomyces,
Scytalidium, Talaromyces o Thermoascus, mientras que en algunas otras realizaciones, la célula fungica es
Sporotrichum thermophile, Sporotrichum cellulophilum, Thielavia heterothallica, Thielavia terrestris, Corynascus
heterothallicus o Myceliophthora thermophila. En algunas realizaciones, la célula fangica ha sido genéticamente
modificada para reducir la cantidad de glucosa oxidasa y/o celobiosa deshidrogenasa enddgena que se produce por
la célula fangica. En algunas realizaciones adicionales, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para
reducir la cantidad de glucosa oxidasa y/o celobiosa deshidrogenasa enddgena que se produce por la célula fangica
y para aumentar la produccion de al menos una enzima hidrolizante de sacarido. En algunas realizaciones
adicionales, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de glucosa oxidasa y/o
celobiosa deshidrogenasa endégena que se produce por la célula fingica y para aumentar la produccion de al
menos una enzima hidrolizante de sacarido, y en la que la célula fingica es un basidiomiceto que pertenece a la
clase Agaricomycetes. En algunas realizaciones, el basidiomiceto es una especie de Pleurotus, Peniophora,
Trametes, Athelia, Sclerotium, Termitomyces, Flammulina, Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis,
Phanerochaete, Gloeophyllum, Hericium, Heterobasidion, Gelatoporia, Lepiota o Irpex. En algunas realizaciones, la
célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de la glucosa oxidasa y/o celobiosa
deshidrogenasa enddgena que es secretada por la célula fangica. En algunas realizaciones adicionales, la célula
fungica ha sido genéticamente modificada para alterar el péptido sefial de secrecion de la enzima oxidante de
glucosa y/o celobiosa. En algunas realizaciones adicionales, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para
reducir la cantidad de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena que se expresa por la célula fungica.
En todavia algunas realizaciones adicionales, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para alterar una
secuencia de iniciacion de la traduccién en el transcrito que codifica la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa
enddgena. En algunas realizaciones adicionales, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para introducir
una mutacion del marco de lectura en el transcrito que codifica la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa
enddgena. En algunas realizaciones adicionales, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir el
nivel de transcripcién de un gen que codifica la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena. En algunas
realizaciones, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para alterar un promotor de un gen que codifica la
enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena. En todavia algunas realizaciones adicionales, la célula fingica
ha sido genéticamente modificada para delecionar al menos parcialmente al menos un gen que codifica la enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa enddégena. En algunas realizaciones adicionales, la célula fungica ha sido
genéticamente modificada para reducir la eficiencia catalitica de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa
enddgena. En algunas realizaciones adicionales, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para mutar uno
0 mas residuos en un sitio activo de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa. En algunas realizaciones
adicionales, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para mutar uno o mas residuos en un dominio de
unién a hemo de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa. En algunas realizaciones de las células fungicas
proporcionadas en el presente documento, la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa esta seleccionada de
celobiosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.18), glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4), piranosa oxidasa (EC1.1.3.10), gluco-
oligosacarido oxidasa (EC 1.1.99.B3), piranosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.29) y glucosa deshidrogenasa (EC
1.1.99.10). En algunas realizaciones adicionales, la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, o aproximadamente el 99 % idéntica a SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y/o 16. En
algunas realizaciones adicionales, la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa es celobiosa deshidrogenasa (EC
1.1.99.18). En algunas realizaciones, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de
actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa de dos 0 mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa
enddgena que se producen por la célula flngica antes de la modificacion genética. En algunas realizaciones
adicionales, la primera de las dos o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %,
aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %,
aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
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aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, o
aproximadamente el 99 % idéntica a SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y/o 16, y una segunda de las dos o mas
enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %,
aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %,
aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, o aproximadamente el 99 %
idéntica a SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y/o 16.

La presente divulgacién también proporciona mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, en las que al menos una de las dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa se expresa
por al menos una de las células fungicas proporcionadas en el presente documento.

La presente divulgacién también proporciona mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, en las que al menos una de las dos 0 mas enzimas hidrolizantes de celulosa se produce
por una célula fangica que ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad enzimatica
oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena que es secretada por la célula fungica, y en las que la célula fungica es
un ascomiceto que pertenece a la subdivision Pezizomycotina. En algunas realizaciones, la célula fungica es una
especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Corynascus, Acremonium, Chaetomium, Ctenomyces,
Scytalidium, Talaromyces o Thermoascus.

La presente divulgacién también proporciona mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, en las que al menos una de las dos 0 mas enzimas hidrolizantes de celulosa se produce
por una célula fangica que ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad enzimatica
oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena que es secretada por la célula flngica y para aumentar la produccion
de al menos una enzima hidrolizante de sacarido, en las que la célula fungica es un basidiomiceto que pertenece a
la clase Agaricomycetes.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las mezclas enzimaticas son mezclas libres de células. En algunas
realizaciones adicionales, un sustrato de la mezcla enzimatica comprende lignocelulosa pretratada. En algunas
realizaciones adicionales, la lignocelulosa pretratada comprende lignocelulosa tratada por un método de tratamiento
seleccionado de pretratamiento con acido, pretratamiento con amonio, explosién por vapor y/o extraccién con
disolvente orgéanico.

La presente divulgacién también proporciona mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, en las que la mezcla de enzima celulasa flngica se maodifica con respecto a una mezcla
enzimatica parental (o de referencia) para ser al menos parcialmente deficiente en actividad enzimatica oxidante de
glucosa y/o celobiosa.

La presente divulgacion proporciona ademas mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, siendo al menos una de las enzimas hidrolizantes de celulosa endégena a una célula
fungica, en las que la célula fungica es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes 0 un ascomiceto
gue pertenece a la subdivision Pezizomycotina y en las que la mezcla enzimatica se caracteriza porque, cuando la
mezcla enzimatica se pone en contacto con celobiosa y/o glucosa, no mas de aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 15 % o aproximadamente el 20 %, de la celobiosa y/o glucosa se oxida después de 10 horas.

En algunas realizaciones de las mezclas enzimaticas de la divulgacion, la célula fingica ha sido genéticamente
modificada para reducir la cantidad de actividad enzimatica de glucosa y/o celobiosa oxidasa que es secretada por la
célula fangica. En algunas realizaciones adicionales, la mezcla enzimatica es una mezcla libre de células. En
algunas realizaciones adicionales, la mezcla enzimatica comprende al menos una beta-glucosidasa. En algunas
realizaciones adicionales, la mezcla enzimatica comprende al menos una enzima celulasa seleccionada de
endoglucanasas (EG), beta-glucosidasas (BGL), celobiohidrolasas tipo 1 (CBH1), celobiohidrolasas tipo 2 (CBH2)
y/o glucésido hidrolasas 61 (GH61), y/o variantes de la enzima celulasa. En algunas realizaciones, la mezcla
enzimatica comprende ademdas al menos una celobiosa deshidrogenasa. En algunas realizaciones, la celobiosa
deshidrogenasa es CDH1 y/o CDH2. En algunas realizaciones adicionales, la mezcla enzimatica comprende ademas
al menos una enzima celulasa y/o al menos una enzima adicional. En algunas realizaciones adicionales, la mezcla
enzimatica ha sido sometida a un proceso de purificacion para eliminar selectivamente una o0 mas enzimas oxidantes
de glucosa y/o celobiosa de la mezcla enzimatica. En algunas realizaciones, el proceso de purificacion comprende
precipitacion selectiva para separar las enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa de otras enzimas presentes en
la mezcla enzimatica. En algunas realizaciones adicionales, las mezclas enzimaticas comprenden al menos un
inhibidor de una 0 méas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa.

La presente divulgacion también proporciona métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden
poner en contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos 0 mas enzimas
hidrolizantes de celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas hidrolizantes
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de celulosa es enddgena a una célula fungica que es un ascomiceto que pertenece a la subdivisién Pezizomycotina,
y en los que la mezcla enzimatica se caracteriza porque, cuando la mezcla enzimatica se pone en contacto con
celobiosa y/o glucosa, no mas de aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %, o aproximadamente el 20 %
de la celobiosa y/o glucosa se oxida después de 10 horas. En algunas realizaciones, el ascomiceto es una especie
de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Neurospora, Sordaria, Podospora, Magnaporthe, Fusarium, Gibberella,
Botryotinia, Harmicola, Neosartorya, Pyrenophora, Phaeosphaeria, Sclerotinia, Chaetomium, Nectria, Verticilium o
Aspergillus.

La presente divulgacién también proporciona métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden
poner en contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos 0 mas enzimas
hidrolizantes de celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas hidrolizantes
de celulosa es enddgena a una célula fungica que es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes, y
en los que la mezcla enzimética se caracteriza porque, cuando la mezcla enzimatica se pone en contacto con
celobiosa y/o glucosa, no mas de aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 % o aproximadamente el 20 %
de la celobiosa y/o glucosa se oxida después de 10 horas. En algunas realizaciones, el basidiomiceto es una
especie de Pleurotus, Peniophora, Trametes, Athalia, Sclerotium, Termitomyces, Flammulina, Coniphora,
Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Phanerochaete, Gloeophyllum, Hericium, Heterobasidion, Gelatoporia,
Lepiota o Irpex.

La presente divulgacion también proporciona métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden
poner en contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o0 mas enzimas
hidrolizantes de celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas hidrolizantes
de celulosa es enddgena a una célula fingica que es un ascomiceto que pertenece a la subdivision Pezizomycotina,
y en los que, de la celulosa hidrolizada por la mezcla enzimatica, al menos aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 85 %, o aproximadamente el 90 %, esta presente en forma de celobiosa y/o glucosa. En
algunas realizaciones, el ascomiceto es una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Neurospora,
Sordaria, Podospora, Magnaporthe, Fusarium, Gibberella, Botryotinia, Harmicola, Neosartorya, Pyrenophora,
Phaeosphaeria, Sclerotinia, Chaetomium, Nectria, Verticillium o Aspergillus. En algunas realizaciones, el ascomiceto
es Myceliophthora thermophila, Thielavia heterothallica o Sporotrichum thermophile. En algunas realizaciones, la
célula fungica es Myceliophthora thermophila.

La presente divulgacién también proporciona métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden
poner en contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos 0 mas enzimas
hidrolizantes de celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas hidrolizantes
de celulosa es endégena a una célula fingica que es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes, y
en los que, de la celulosa hidrolizada por la mezcla enzimatica, al menos aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 85 %, o aproximadamente el 90 %, esta presente en forma de celobiosa y/o glucosa. En
algunas realizaciones, el basidiomiceto es una especie de Pleurotus, Peniophora, Trametes, Athelia, Sclerotium,
Termitomyces, Flammulina, Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Phanerochaete, Gloeophyllum,
Hericium, Heterobasidion, Gelatoporia, Lepiota o Irpex.

La presente divulgacion también proporciona métodos de produccién de celobiosa y/o glucosa a partir de celulosa
que comprenden tratar un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica para generar glucosa, en los que la
mezcla enzimatica se modifica con respecto a una mezcla enzimatica secretada de una célula fungica de referencia
(o parental) para ser al menos parcialmente deficiente en actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa. En
algunas realizaciones de los métodos, la mezcla enzimatica es una mezcla libre de células. En algunas realizaciones
adicionales, el sustrato de celulosa comprende lignocelulosa pretratada. En algunas realizaciones adicionales, la
lignocelulosa pretratada comprende lignocelulosa tratada por un método de tratamiento seleccionado de
pretratamiento con acido, pretratamiento con amonio, explosion por vapor y/o extraccién con disolvente organico. En
algunas realizaciones adicionales, los métodos comprenden ademas fermentacion de la celobiosa y/o glucosa a un
producto final. En algunas realizaciones, el producto final es al menos un alcohol combustible y/o al menos un
producto quimico industrial de precursor. En algunas realizaciones adicionales, el alcohol combustible es etanol o
butanol. En algunas realizaciones, el proceso para producir celobiosa y/o glucosa a partir de celulosa y dicha
fermentacion se realizan en un proceso de sacarificacion y fermentacion (SSF) simultdneo. En algunas realizaciones
adicionales, la mezcla enzimatica se produce por una célula fangica que ha sido genéticamente modificada para
reducir la cantidad de una o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa endégena que es secretada por la
célula fungica. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica ha sido sometida a un proceso de purificacion para
eliminar selectivamente al menos una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa de la mezcla enzimatica. En
algunas realizaciones adicionales, el proceso de purificacion comprende precipitacion selectiva para separar la
enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa de otras enzimas presentes en la mezcla enzimatica. En todavia algunas
realizaciones adicionales, la mezcla enzimatica comprende al menos un inhibidor de la enzima oxidante de glucosa
y/o celobiosa. En algunas realizaciones, el inhibidor comprende un inhibidor de oxidasa de amplio espectro
seleccionado de azida de sodio, cianuro de potasio, un anién metdlico, y una combinacion de los mismos. En
algunas realizaciones, el inhibidor comprende un inhibidor especifico de celobiosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.18)
seleccionado de celobioimidazol, gentiobiosa, lactobiono-1,5-lactona, celiobono-1,5-lactona, tri-N-acetilquitotriosa,
metil-beta-D-celobiosidasa, 2,2-bipiridina, citocromo C, y una combinacién de los mismos. En algunas realizaciones,
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el método es un proceso discontinuo, mientras que en algunas otras realizaciones es un proceso continuo, y en
algunas realizaciones adicionales es un proceso de lotes alimentados y en todavia mas realizaciones es una
combinacion de procesos discontinuos, continuos y/o de lotes alimentados realizados en cualquier orden. En
algunas realizaciones, el método se realiza en un volumen de reacciéon de al menos 10.000 litros, mientras que en
algunas otras realizaciones el método se realiza en un volumen de reaccion de al menos 100.000 litros. En algunas
realizaciones, la mezcla enzimatica comprende al menos una beta-glucosidasa, mientras que en algunas otras
realizaciones la mezcla enzimatica no comprende una beta-glucosidasa. En algunas realizaciones, la mezcla
enzimatica comprende al menos una endoglucanasa, mientras que en algunas otras realizaciones la mezcla
enzimatica no comprende una endoglucanasa. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica comprende al menos
una enzima celulasa seleccionada de endoglucanasas (EG), beta-glucosidasas (BGL), celobiohidrolasas tipo 1
(CBH1), celobiohidrolasas tipo 2 (CBH2) y/o glucésido hidrolasas 61 (GH61), y/o variantes de dicha enzima celulasa.

La presente divulgacion también proporciona métodos de generacion de glucosa que comprenden poner en contacto
celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa, en los que al
menos una de las dos 0 mas enzimas hidrolizantes de celulosa se produce por las células fungicas proporcionadas
en el presente documento.

La presente divulgacion también proporciona métodos de generacion de glucosa que comprenden poner en contacto
celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa, en los que al
menos una de las dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa se produce por una célula fingica que ha sido
genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa
enddgena que es secretada por la célula fingica, en los que la célula fingica es un ascomiceto que pertenece a la
subdivisién Pezizomycotina. En algunas realizaciones, la célula fingica es una especie de Myceliophthora, Thielavia,
Sporotrichum, Corynascus, Acremonium, Chaetomium, Ctenomyces, Scytalidium, Talaromyces o Thermoascus.

La presente divulgacion también proporciona métodos de generacion de glucosa que comprenden poner en contacto
celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa, en los que al
menos una de las dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa se produce por una célula fingica que ha sido
genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa
enddgena que es secretada por la célula fingica y para aumentar la produccién de al menos una enzima hidrolizante
de sacarido, en los que la célula fingica es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes.

La presente divulgacion proporciona ademas métodos de generacion de glucosa que comprenden poner en contacto
celulosa con al menos una mezcla enzimatica como se proporciona en el presente documento. En algunas
realizaciones, la celulosa comprende lignocelulosa pretratada. En algunas realizaciones adicionales, la lignocelulosa
pretratada comprende lignocelulosa tratada por un método de tratamiento seleccionado de pretratamiento con acido,
pretratamiento con amonio, explosién por vapor y/o extraccion con disolvente organico. En algunas realizaciones
adicionales, la mezcla enzimatica es una mezcla libre de células. En algunas realizaciones adicionales, los métodos
comprenden ademas fermentacién de la glucosa a un producto final. En algunas realizaciones, el producto final es
un alcohol combustible o un producto quimico industrial de precursor. En algunas realizaciones, el alcohol
combustible es etanol o butanol.

La presente divulgacidon proporciona ademas las células fungicas proporcionadas en el presente documento,
ademas de las mezclas enzimaticas proporcionadas en el presente documento, y los métodos proporcionados en el
presente documento, que comprenden ademas una enzima que degrada celulosa que es heteréloga a la célula
fungica.

La presente divulgacion también proporciona medios de fermentacion que comprenden al menos una célula fingica
proporcionada en el presente documento.

La presente divulgacién también proporciona medios de fermentacion que comprenden al menos una mezcla
enzimatica proporcionada en el presente documento.

La presente divulgacion proporciona ademas medios de fermentacion que comprenden al menos una célula fingica
y/o al menos una mezcla enziméatica, como se proporciona en el presente documento.

La presente divulgacién también proporciona métodos de produccion de al menos una celulasa, que comprenden al
menos una célula fingica proporcionada en el presente documento, en condiciones tales que se produzca dicha al
menos una celulasa. En algunas realizaciones, la célula fungica es recombinante.

La presente divulgacion también proporciona composiciones que comprenden al menos una celulasa como se
proporciona en el presente documento.
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DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 es un gréafico que muestra los productos de la hidrélisis de celulosa usando mezclas enzimaticas
obtenidas de las cepas CF-402, CF-403 y CF-401 como se describe adicionalmente en el Ejemplo 1y
Ejemplo 7. Las barras oscuras representan la produccién de glucosa medida. Las barras claras representan
produccion de gluconato medida. Los nimeros encima de las barras horizontales indican la suma de las
fracciones de glucosa y gluconato.

La Fig. 2 es un grafico que muestra los productos de la hidrélisis de celulosa usando mezclas enzimaticas
producidas por la cepa CF-400 (que comprende una delecion de cdhl); cepa CF-401 (que comprende las
deleciones de cdhl y cdh2) y la cepa CF-402 (que comprende cdhl y cdh2), como se describe
adicionalmente en el Ejemplo 8.

Las Figs. 3 y 4 proporcionan las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de CDH1 y CDH2 de M.
thermophila (SEQ ID NOS: 5-8).

Las Figs. 5 y 6 proporcionan las secuencias de nuclettidos y de aminoacidos de GOl y GO2 de M.
thermophila (SEQ ID NOS: 1-4).

La Fig. 7 proporciona las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de piranosa oxidasa de A. oryzae
(SEQ ID NOS: 9-10).

La Fig. 8 proporciona las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de gluco-oligosacéarido oxidasa de A.
strictum (SEQ ID NOS: 11-12).

La Fig. 9 proporciona las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de piranosa deshidrogenasa de A.
bisporus (SEQ ID NOS: 13-14).

La Fig. 10 proporciona las secuencias de nucleétidos y de aminoéacidos de glucosa deshidrogenasa de T.
stipitatus ATCC10500 (SEQ ID NOS: 15-16).

La Fig. 11 proporciona un grafico que muestra la recuperacioén fraccionaria de celulosa disponible usando
una mezcla enzimatica que contiene actividad de celobiosa deshidrogenasa. Las barras oscuras
representan el rendimiento de glucosa como se mide usando un ensayo enzimatico acoplado a peroxidasa
de rabano picante descrito en el Ejemplo 1. Las barras claras representan el rendimiento de glucosa
esperado calculado usando el método de IR para determinar la conversion de celulosa descrita en el
Ejemplo 9.

La Fig. 12A y 12B son cromatogramas de HPLC que muestran el efecto de la hidrélisis acida de celotriosa
(Fig. 12A) o de la hidrolisis de productos de celulosa producidos por una mezcla enzimatica que contiene
celobiosa deshidrogenasa (Fig. 12B) como se describe en el Ejemplo 11.

La Fig. 13 proporciona un espectro de IR de hidrolizado de celulosa obtenido usando mezclas enzimaticas
que carecen (Turbo) o que contienen (CF-402) actividad de celobiosa deshidrogenasa. La flecha vertical
indica el pico de carbonilo a 1715 cm™ Gnico para el hidrolizado producido por la mezcla enzimatica de CF-
402.

Las Figs. 14A y 14B son cromatogramas de HPLC que identifican un producto de glucosa oxidado
producido a partir de glucosa (Fig. 5A) o de hidrolizado de celulosa usando enzimas celulasas secretadas
por la cepa CF-402, como se describe en el Ejemplo 13.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente divulgacién proporciona organismos fungicos genéticamente modificados, ademas de enzimas que
potencian la hidrélisis de material celuldsico a glucosa, y métodos de uso de las enzimas.

A menos que se indique lo contrario, la practica de la presente invencién implica técnicas convencionales
comunmente usadas en biologia molecular, fermentacion, microbiologia y campos relacionados, que son conocidos
para aquellos expertos en la materia. A menos que se defina de otro modo en el presente documento, todos los
términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo significado que cominmente es
entendido por un experto habitual en la materia a la que pertenece la presente invencién. Aunque cualquier método y
material similar o equivalente a aquellos descritos en el presente documento pueda usarse en la practica o prueba
de la presente invencion, se describen algunos métodos adecuados y materiales. De hecho, se pretende que la
presente invencion no se limite a la metodologia particular, protocolos y reactivos descritos en el presente
documento, ya que éstos pueden variar, dependiendo del contexto en que se usan. Los encabezados
proporcionados en el presente documento no son limitaciones de los diversos aspectos o realizaciones de la
presente invencion.

Sin embargo, con el fin de facilitar el entendimiento de la presente invencién, a continuaciéon se definen varios
términos. Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el intervalo. Asi, cada intervalo numérico en el
presente documento pretende englobar cada intervalo numérico mas estrecho que entra dentro de tal intervalo
numérico mas ancho, como si tales intervalos numéricos mas estrechos estuvieran todos explicitamente escritos en
el presente documento. También esta previsto que cada limitacion numérica maxima (o minima) desvelada en el
presente documento incluya cada limitacion numérica inferior (0 superior), como si tales limitaciones numéricas
inferiores (o0 superiores) se escribieran explicitamente en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término “que comprende” y sus relacionados se usan en su sentido
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incluyente (es decir, equivalente al término “que incluye” y sus relacionados correspondientes).

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, el singular “un”, “una”, “el” y “la” incluyen
la referencia plural, a menos que el contexto dicte claramente de otro modo. Asi, por ejemplo, referencia a una
“célula huésped” incluye una pluralidad de tales células huésped.

A menos que se indique lo contrario, los acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en la orientaciéon 5' a
3'; las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la orientacion amino a carboxi,
respectivamente. Los encabezados proporcionados en el presente documento no son limitaciones de los diversos
aspectos o realizaciones de la invencién que pueden ser tenidos por referencia a la memoria descriptiva en conjunto.
Por consiguiente, los términos definidos a continuacion se definen mas completamente por referencia a la memoria
descriptiva en conjunto.

Como se usa en el presente documento, “sustrato” se refiere a una sustancia o compuesto que se convierte o
pretende convertirse en otro compuesto por la accién de una enzima. El término incluye no solo un Unico compuesto,
sino también combinaciones de compuestos, tales como disoluciones, mezclas y otros materiales que contienen al
menos un sustrato.

Como se usa en el presente documento, “conversion” se refiere a la transformacién enzimatica de un sustrato al
producto correspondiente. “Porcentaje de conversion” se refiere al porcentaje del sustrato que se convierte en el
producto dentro de un periodo de tiempo bajo condiciones especificadas. Asi, por ejemplo, la “actividad enzimatica”
o0 “actividad” de un polipéptido de celobiosa deshidrogenasa (“CDH" o “cdh”) puede expresarse como el “porcentaje
de conversién” del sustrato al producto.

Como se usa en el presente documento, “actividad secretada” se refiere a la actividad enzimatica de enzimas
oxidantes de glucosa y/o celobiosa producidas por una célula fingica que esta presente en un entorno extracelular.
Un entorno extracelular puede ser, por ejemplo, un medio extracelular tal como un medio de cultivo. La actividad
secretada esta influida por la cantidad total de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada, y también esta
influida por la eficiencia catalitica de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada.

Como se usa en el presente documento, una “reduccién en la eficiencia catalitica” se refiere a una reduccion en la
actividad de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa, con respecto a la enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa sin modificar, como se mide usando técnicas convencionales, como se proporciona en el presente
documento o se conoce de otro modo en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término “mezcla enzimatica” se refiere a una combinacién de al menos
dos enzimas. En algunas realizaciones, al menos dos enzimas estan presentes en una composiciéon. En algunas
realizaciones adicionales, las mezclas enzimaticas estan presentes dentro de una célula (por ejemplo, una célula
fungica). En algunas realizaciones, cada una o algunas de las enzimas presentes en una mezcla enzimatica se
producen por diferentes células fungicas y/o diferentes cultivos fungicos. En algunas realizaciones adicionales, todas
las enzimas presentes en una mezcla enzimatica se producen por la misma célula. En algunas realizaciones, las
mezclas enzimaticas comprenden enzimas celulasas, mientras que en algunas realizaciones adicionales las mezclas
enzimaticas comprenden enzimas distintas de celulasas. En algunas realizaciones, las mezclas enzimaticas
comprenden al menos una celulasa y al menos una enzima distinta de una celulasa. En algunas realizaciones, las
mezclas enzimaticas comprenden enzimas que incluyen, pero no se limitan a, endoxilanasas (EC 3.2.1.8), beta-
xilosidasas (EC 3.2.1.37), alfa-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55), alfa-glucuronidasas (EC 3.2.1.139), acetil
xilano esterasas (EC 3.1.1.72), feruloil esterasas (EC 3.1.1.73), cumaroil esterasas (EC 3.1.1.73), alfa-
galactosidasas (EC 3.2.1.22), beta-galactosidasas (EC 3.2.1.23), beta-mananasas (EC 3.2.1.78), beta-manosidasas
(EC 3.2.1.25), endo-poligalacturonasas (EC 3.2.1.15), pectin metil esterasas (EC 3.1.1.11), endo-galactanasas (EC
3.2.1.89), pectin acetil esterasas (EC 3.1.1.6), endo-pectin liasas (EC 4.2.2.10), pectato liasas (EC 4.2.2.2), alfa
ramnosidasas (EC 3.2.1.40), exo-galacturonasas (EC 3.2.1.82), exo-galacturonasas (EC 3.2.1.67),
exopoligalacturonato liasas (EC 4.2.2.9), ramnogalacturonano endoliasas EC (4.2.2.B3), ramnogalacturonano
acetilesterasas (EC 3.2.1.B11), ramnogalacturonano galacturonohidrolasas (EC 3.2.1.B11), endo-arabinanasas (EC
3.2.1.99), lacasas (EC 1.10.3.2), peroxidasas dependientes de manganeso (EC 1.10.3.2), amilasas (EC 3.2.1.1),
glucoamilasas (EC 3.2.1.3), lipasas, lignina peroxidasas (EC 1.11.1.14) y/o proteasas.

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona ademas mezclas enzimaticas que
comprenden al menos una expansina y/o proteina similar a expansina, tal como una swolenina (véase, por ejemplo,
Salheimo et al., Eur. J. Biochem., 269:4202-4211 [2002]) y/o una proteina similar a swolenina. Las expansinas
participan en el aflojamiento de la estructura de la pared celular durante el crecimiento de las células de planta. Se
ha propuesto que las expansinas alteran el enlace de hidrégeno entre la celulosa y otros polisacaridos de la pared
celular sin tener actividad hidrolitica. De esta forma, se cree que permiten el deslizamiento de las fibras de celulosa y
el agrandamiento de la pared celular. La swolenina, una proteina similar a expansina, contiene un dominio de la
familia 1 del modulo de unién a hidrato de carbono del extremo N (CBD) y un dominio similar a expansina del
extremo C. En algunas realizaciones, una proteina similar a expansina y/o proteina similar a swolenina comprende
uno o ambos de tales dominios y/o altera la estructura de paredes celulares (por ejemplo, alterando la estructura de
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celulosa), opcionalmente sin producir cantidades detectables de azUcares reductores. En algunas realizaciones
adicionales, las mezclas enzimaticas comprenden al menos un producto de polipéptido de una proteina integrante de
celulosa, scafoldina y/o una proteina similar a scafoldina (por ejemplo, CipA o CipC de Clostridium thermocellum o
Clostridium cellulolyticum, respectivamente). En algunas realizaciones adicionales, las mezclas enzimaticas
comprenden al menos una proteina inducida por celulosa y/o proteina moduladora (por ejemplo, como se codifica
por el gen cipl o cip2 y/o genes similares de Trichoderma reesei; véase, por ejemplo, Foreman et al., J. Biol. Chem.,
278:31988-31997 [2003]). En algunas realizaciones adicionales, las mezclas enzimaticas comprenden al menos un
miembro de cada una de las clases de los polipéptidos descritos anteriormente, varios miembros de una clase de
polipéptidos, o cualquier combinacion de estas clases de polipéptido para proporcionar mezclas enzimaticas
adecuadas para diversos usos.

Cualquier combinacion de al menos uno, dos, tres, cuatro, cinco, 0 mas de cinco enzimas y/o polipéptidos,
encuentran uso en diversas mezclas enzimaticas proporcionadas en el presente documento. De hecho, no se
pretende que las mezclas enzimaticas de la presente invencion se limiten a cualquier enzima particular, polipéptido,
ni combinaciones, ya que cualquier mezcla enzimatica adecuada encuentra uso en la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término “sacarido” se refiere a cualquier hidrato de carbono que
comprenda monosacaridos (por ejemplo, glucosa, ribosa, fructosa, galactosa, etc.), disacaridos (por ejemplo,
sacarosa, lactosa, maltosa, celobiosa, trehalosa, melibiosa, etc.), oligosacaridos (por ejemplo, rafinosa, estaquiosa,
amilosa, etc.), y polisacéaridos (por ejemplo, almidén, glucégeno, celulosa, quitina, xilano, arabinoxilano, manano,
fucoidano, galactomanano, calosa, laminarina, crisolaminarina, amilopectina, dextrano, dextrinas, maltodextrinas,
inulina, oligofructosa, polidextrosa, etc.). El término engloba hidratos de carbono simples, ademas de hidratos de
carbono complejos. De hecho, no se pretende que la presente invencion se limite a ninglin sacarido particular, ya
que diversos sacaridos y formas de sacaridos encuentran uso en la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término “enzima hidrolizante de sacarido” se refiere a cualquier enzima
que hidrolice al menos un sacarido.

Como se usa en el presente documento, los términos “enzima oxidante de glucosa” y “enzima oxidante de celobiosa”
se refieren a enzimas que oxidan glucosa y/o celobiosa. Por ejemplo, las enzimas oxidantes de glucosa y/o
celobiosa incluyen glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4), celobiosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.18), piranosa oxidasa (EC
1.1.3.10), gluco-oligosacéarido oxidasa (EC 1.1.99.B3), piranosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.29) y glucosa
deshidrogenasa (EC 1.1.99.10).

Como se usa en el presente documento, los términos “glucosa oxidasa” y “GO” se refieren a una enzima que es una
oxidorreductasa que cataliza la oxidacion de B-D-glucosa en D-glucono-1,5-lactona, que es un éster ciclico que
existe a un equilibrio dependiente del pH en disolucién acuosa con acido glucénico o gluconato. Glucosa oxidasas a
modo de ejemplo se clasifican en la clasificacién de enzimas (EC 1.1.3.4). Con el fin de trabajar como catalizador,
las glucosa oxidasas normalmente utilizan un oxidante de co-sustrato, tal como dinucleétido de flavina-adenina
(FAD). La enzima es altamente especifica para B-D-glucosa. Sin embargo, la glucosa oxidasa también puede
demostrar actividad de oxidasa algo menor para los sustratos 2-desoxi-D-glucosa, D-manosa y D-galactosa (véase,
por ejemplo, Bentley, Meth. Enzymol., 9:86 [1996]).

Como se usa en el presente documento, los términos “celobiosa deshidrogenasa” y “CDH” se refieren a una
celobiosa:aceptor 1-oxidorreductasa que cataliza la conversién de celobiosa en presencia de un aceptor a celobiono-
1,5-lactona y un aceptor reducido. Ejemplos de celobiosa deshidrogenasas se clasifican en la clasificacion de
enzimas (E.C. 1.1.99.18). Normalmente, el 2,6-dicloroindofenol puede actuar de aceptor, como puede ser hierro,
especialmente Fe(SCN)s, oxigeno molecular, ubiquinona o citocromo C, y otros polifendlicos, tales como lignina. Los
sustratos de la enzima incluyen celobiosa, celo-oligosacéridos, lactosa y D-glucosil-1,4-B-D-manosa, glucosa,
maltosa, manobiosa, tiocelobiosa, galactosil-manosa, xilobiosa, xilosa. Los donantes de electrones incluyen beta-1-4
dihexosas con glucosa o manosa en el extremo reductor, aunque alfa-1-4 hexésidos, hexosas, pentosas y beta-1-4
pentémeros pueden actuar de sustratos para al menos algunas de estas enzimas (véanse, por ejemplo, Henriksson
et al., Biochim. Biophys. Acta-Prot. Struct. Mol. Enzymol., 1383: 48-54 [1998]; y Schou et al., Biochem. J., 330: 565-
571 [1998]).

Como se usa en el presente documento, los términos “oxidacion”, “oxidar (oxidado)” y similares como se usan en el
presente documento se refieren a la formacién enzimatica de uno o mas productos de oxidacion de glucosa o
celobiosa que incluyen, pero no se limitan a, celobionolactona, acido celobiénico, gluconolactona, gluconato y/o
acido glucoénico. Cuando se usa en referencia a un porcentaje de celobiosa y/o glucosa oxidada, aquellos
porcentajes reflejan un porcentaje en peso (peso/peso) con respecto a la cantidad inicial de sustrato. Por ejemplo,
cuando la mezcla enzimatica se pone en contacto con celobiosa y/o glucosa, el porcentaje de celobiosa y/o glucosa
oxidada refleja un porcentaje en peso (peso/peso) con respecto a la cantidad inicial de celobiosa y/o glucosa
presente en disolucion. Si la mezcla enzimatica se pone en contacto con un sustrato de celulosa, el porcentaje de
celobiosa y/o glucosa oxidada refleja un porcentaje en peso (peso/peso) basado en la cantidad maxima (% en peso)
de glucosa que podria producirse a partir de la celulosa hidrolizada total (es decir, Gmax).
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Como se usa en el presente documento, los términos “celobiosa deshidrogenasa” y “CDH” se refieren a una
celobiosa:aceptor 1-oxidorreductasa que cataliza la conversion de celobiosa en presencia de un aceptor a celobiono-
1,5-lactona y un aceptor reducido. Ejemplos de celobiosa deshidrogenasas estan incluidos en la clasificacion de
enzimas (E.C. 1.1.99.18). En algunas realizaciones, la celobiosa deshidrogenasa de interés en la presente invencion
es CDH1, que esta codificada por el gen cdhl. En algunas realizaciones, la celobiosa deshidrogenasa de interés en
la presente invencién es CDH2, que esta codificada por el gen cdh2. En algunas realizaciones, tanto CDH1 como
CDH2 son de interés.

Como se usa en el presente documento, los términos “piranosa oxidasa” y “PO” se refieren a una enzima que
cataliza la conversién de D-glucosa y O; a 2-dehidro-D-glucosa y H>O». Ejemplos de piranosa oxidasas se clasifican
en la clasificacion de enzimas (E.C. 1.1.3.10). El nombre sistematico de esta clase de enzimas es piranosa:oxigeno
2-oxidorreductasa. Otros nombres en uso comun incluyen glucosa 2-oxidasa y piranosa-2-oxidasa. Los sustratos de
la enzima incluyen D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, L-sorbosa, D-glucono-1,5-lactona, celobiosa y gentiobiosa.

Como se usa en el presente documento, los términos “gluco-oligosacarido oxidasa” y “GOOX” se refieren a una
enzima que cataliza la oxidacion de oligosacaridos con glucosa sobre el extremo reductor y cada residuo de azucar
unido por un enlace glucosidico alfa- o beta-1,4. Ejemplos de gluco-oligosacarido oxidasa se clasifican en la
clasificacion de enzimas (E.C. 1.1.99.B3). El nombre sistematico de esta clase de enzimas es hidrato de
carbono:aceptor oxidorreductasa. Los sustratos de la enzima incluyen maltosa, lactosa, celobiosa y derivados de
maltosa de hasta siete residuos.

Como se usa en el presente documento, los términos “piranosa deshidrogenasa” y “PDH” se refieren a una enzima
gue cataliza la reaccion de piranosa y un aceptor para dar 2-deshidropiranosa (o 3-deshidropiranosa o 2,3-
dideshidropiranosa) y un aceptor reducido. PDH también cataliza la reaccién de un piranésido y un aceptor para dar
un 3-deshidropirandsido (o 3,4-dideshidropiranésido) y un aceptor reducido. Ejemplos de piranosa deshidrogenasas
se clasifican en la clasificacién de enzimas (E.C. 1.1.99.29). El nombre sistematico de esta clase de enzimas es
piranosa:aceptor oxidorreductasa. Otros nombres en uso comun incluyen piranosa 2,3-deshidrogenasa. PDH utiliza
FAD como cofactor. Varias aldosas y cetosas en forma de piranosa, ademas de glucésidos, gluco-oligosacaridos,
sacarosa y lactosa pueden actuar de donante. 1,4-Benzoquinona o ion ferricenio (ferroceno oxidado por eliminacion
de un electrén) pueden servir de aceptor. A diferencia de EC 1.1.3.10 (piranosa oxidasa), la piranosa
deshidrogenasa no interacciona con O; y presenta tolerancia del sustrato extremadamente ancha con
regioselectividad variable (C-3, C-2 0 C-3 + C-2 0 C-3 + C-4) para la (di)oxidacion de diferentes azucares. La D-
glucosa se oxida exclusivamente o preferencialmente en C-3 (dependiendo de la fuente de enzima), pero también
puede oxidarse en C-2 + C-3. La piranosa deshidrogenasa también actia sobre 1->4-alfa- y 1->4-beta-gluco-
oligosacaridos, gluco-oligosacaridos no reductores y L-arabinosa, que no son sustratos de EC 1.1.3.10. Los
azUcares se oxidan por piranosa deshidrogenasa en su piranosa, pero no en su forma de furanosa.

Como se usa en el presente documento, los términos “glucosa deshidrogenasa” y “GDH” se refieren a una enzima
gue cataliza la reaccién de D-glucosa y un aceptor para dar D-glucono-1,5-lactona y un aceptor reducido. Ejemplos
de glucosa deshidrogenasa se clasifican en la clasificacién de enzimas (E.C. 1.1.99.10). El nombre sistematico de
esta clase de enzimas es D-glucosa:aceptor 1-oxidorreductasa. GDH utiliza FAD como cofactor.

Como se usa en el presente documento, el término “celulasa” se refiere a cualquier enzima que sea capaz de
degradar la celulosa. Asi, el término engloba enzimas capaces de hidrolizar celulosa (8-1,4-glucano o enlaces B-D-
glucosidicos) para acortar las cadenas de celulosa, oligosacaridos, celobiosa y/o glucosa. Las “celulasas” se dividen
en tres sub-categorias de enzimas: 1,4-B-D-glucano glucanohidrolasa (“endoglucanasa” o “EG"); 1,4-B-D-glucano
celobiohidrolasa (“exoglucanasa”, “celobiohidrolasa” o “CBH”"); y B-D-glucésido-glucohidrolasa (“B-glucosidasa”,
“celobiasa”, “BG” o “BGL"). Estas enzimas actian de comin acuerdo para catalizar la hidrélisis de sustratos que
contienen celulosa. Las endoglucanasas rompen los enlaces internos y alteran la estructura cristalina de la celulosa,
exponiendo cadenas de polisacarido de celulosa individuales (“glucanos”). Las celobiohidrolasas acortan
gradualmente las moléculas de glucano, liberando principalmente unidades de celobiosa (un dimero ligado a $-1,4
soluble en agua de glucosa), ademas de glucosa, celotriosa y celotetrosa. Las beta-glucosidasas fraccionan la
celobiosa en monémeros de glucosa.

Las celulasas comprenden frecuentemente una mezcla de diferentes tipos de enzimas celuloliticas (endoglucanasas
y celobiohidrolasas) que actian sinérgicamente para degradar la celulosa a di- u oligosacaridos solubles tales como
celobiosa, que entonces se hidrolizan adicionalmente a glucosa por beta-glucosidasa. Las enzimas celulasa se
producen por una amplia variedad de microorganismos. Las celulasas (y hemicelulasas) de hongos filamentosos y
algunas bacterias se explotan ampliamente para muchas aplicaciones industriales que implican el procesamiento de
fibras naturales a azucares.

Como se usa en el presente documento, una “célula fingica productora de celulasa” es una célula flngica que
produce al menos una enzima celulasa (es decir, “enzima hidrolizante de celulosa”). En algunas realizaciones, las
células fungicas productoras de celulasa proporcionadas en el presente documento expresan y secretan una mezcla
de enzimas hidrolizantes de celulosa. Como se usa en el presente documento, los términos “enzima hidrolizante de
celulosa”, “enzima celulolitica” y términos similares se refieren a una enzima que actida en el proceso de degradacion
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de la celulosa a di- u oligosacaridos solubles tales como celobiosa, que entonces se hidrolizan adicionalmente a
glucosa por beta-glucosidasa. Una mezcla de enzimas hidrolizantes de celulosa también se denomina en el presente
documento “celulasas”, una “mezcla que contiene celulasa” y/o una “mezcla de celulasas”.

Como se usa en el presente documento, los términos “endoglucanasa” y “EG” se refieren a una categoria de
celulasas (EC 3.2.1.4) que catalizan la hidrélisis de enlaces glucosidicos B-1,4 internos de celulosa. El término
“endoglucanasa” se define adicionalmente en el presente documento como una endo-1,4-(1,3;1,4)-beta-D-glucano 4-
glucanohidrolasa (E.C. 3.2.1.4), que cataliza la endo-hidrélisis de enlaces glucosidicos 1,4-beta-D en celulosa,
derivados de celulosa (tales como carboximetilcelulosa y hidroxietilcelulosa), liquenano, enlaces beta-1,4 en beta-
1,3-glucanos mixtos tales como beta-D-glucanos de cereal o xiloglucanos, y otro material de planta que contenga
componentes celulésicos. La actividad de endoglucanasa puede determinarse basandose en una reduccién en la
viscosidad del sustrato o aumento en extremos reductores determinado por un ensayo de azlcar reductor (véase,
por ejemplo, Zhang et al., Biotechnol. Adv., 24:452-481 [2006]). Para fines de la presente invencion, la actividad de
endoglucanasa se determina usando hidroélisis de carboximetilcelulosa (CMC) (véase, por ejemplo, Ghose, Pur. Appl.
Chem., 59:257-268 [1987]).

Como se usa en el presente documento, “EG1” se refiere a una enzima activa de hidrato de carbono expresada a
partir de una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio catalitico de la familia 7 de glucohidrolasa (GH)
clasificado bajo EC 3.2.1.4 o cualquier proteina, polipéptido o fragmento cataliticamente activo de los mismos. En
algunas realizaciones, la EG1 esta funcionalmente ligada a un médulo de unién a hidrato de carbono (CBM), tal
como un dominio de union a celulosa de la familia 1.

Como se usa en el presente documento, el término “EG2” se refiere a una enzima activa de hidrato de carbono
expresada a partir de una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio catalitico de la familia 5 de
glucohidrolasa (GH) clasificado bajo EC 3.2.1.4 o cualquier proteina, polipéptido o fragmento cataliticamente activo
de los mismos. En algunas realizaciones, la EG2 esta funcionalmente ligada a un modulo de unién a hidrato de
carbono (CBM), tal como un dominio de unién a celulosa de la familia 1.

Como se usa en el presente documento, el término “EG3” se refiere a una enzima activa de hidrato de carbono
expresada a partir de una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio catalitico de la familia 12 de
glucohidrolasa (GH) clasificado bajo EC 3.2.1.4 o cualquier proteina, polipéptido o fragmento cataliticamente activo
de los mismos. En algunas realizaciones, la EG3 esta funcionalmente ligada a un modulo de unién a hidrato de
carbono (CBM), tal como un dominio de unién a celulosa de la familia 1.

Como se usa en el presente documento, el término “EG4” se refiere a una enzima activa de hidrato de carbono
expresada a partir de una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio catalitico de la familia 61 de
glucohidrolasa (GH) clasificado bajo EC 3.2.1.4 o cualquier proteina, polipéptido o fragmento de los mismos. En
algunas realizaciones, la EG4 esta funcionalmente ligada a un médulo de unién a hidrato de carbono (CBM), tal
como un dominio de union a celulosa de la familia 1.

Como se usa en el presente documento, el término “EG5” se refiere a una enzima activa de hidrato de carbono
expresada a partir de una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio catalitico de la familia 45 de
glucohidrolasa (GH) clasificado bajo EC 3.2.1.4 o cualquier proteina, polipéptido o fragmento de los mismos. En
algunas realizaciones, la EG5 esta funcionalmente ligada a un médulo de unién a hidrato de carbono (CBM), tal
como un dominio de union a celulosa de la familia 1.

Como se usa en el presente documento, el término “EG6” se refiere a una enzima activa de hidrato de carbono
expresada a partir de una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio catalitico de la familia 6 de
glucohidrolasa (GH) clasificado bajo EC 3.2.1.4 o cualquier proteina, polipéptido o fragmento de los mismos. En
algunas realizaciones, la EG6 esta funcionalmente ligada a un médulo de unién a hidrato de carbono (CBM), tal
como un dominio de union a celulosa de la familia 1.

Como se usa en el presente documento, los términos “celobiohidrolasa” y “CBH” se refieren a una categoria de
celulasas (EC 3.2.1.91) que hidrolizan enlaces glucosidicos en celulosa. El término “celobiohidrolasa” se define
adicionalmente en el presente documento como una 1,4-beta-D-glucano celobiohidrolasa (E.C. 3.2.1.91), que
cataliza la hidrélisis de enlaces glucosidicos 1,4-beta-D en celulosa, celooligosacaridos, o cualquier glucosa ligada a
beta-1,4 que contiene polimero, liberando celobiosa de los extremos reductores o no reductores de la cadena
(véanse, por ejemplo, Teeri, Tr. Biotechnol., 15:160-167 [1997]; y Teeri et al., Biochem. Soc. Trans., 26:173-178
[1998]). En algunas realizaciones, la actividad de celobiohidrolasa se determina usando un derivado de disacarido
fluorescente 4-metilumbelliferil-.beta.-D-lactésido (véanse, por ejemplo, van Tilbeurgh et al., FEBS Lett., 149:152-156
[1982]; y van Tilbeurgh y Claeyssens, FEBS Lett., 187:283-288 [1985]).

Como se usa en el presente documento, los términos “CBH1” y “celobiohidrolasa tipo 1” se refieren a una enzima
activa de hidrato de carbono expresada a partir de una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio
catalitico de la familia 7 de glucohidrolasa (GH) clasificado bajo EC 3.2.1.91 o cualquier proteina, polipéptido o
fragmento cataliticamente activo de los mismos. En algunas realizaciones, la CBH1 esta funcionalmente ligada a un
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modulo de unién a hidrato de carbono (CBM), tal como un dominio de unién a celulosa de la familia 1.

Como se usa en el presente documento, los términos “CBH2" y “celobiohidrolasa tipo 2” se refieren a una enzima
activa de hidrato de carbono expresada a partir de una secuencia nucleica que codifica un dominio catalitico de la
familia 6 de glucohidrolasa (GH) clasificado bajo EC 3.2.1.91 o cualquier proteina, polipéptido o fragmento
cataliticamente activo de los mismos. Las celobiohidrolasas tipo 2 también se denominan comdnmente “la familia
Cel6”. En algunas realizaciones, la CBH2 esta funcionalmente ligada a un moédulo de unién a hidrato de carbono
(CBM), tal como un dominio de unién a celulosa de la familia 1.

Como se usa en el presente documento, los términos “beta-glucosidasa”, “celobiasa” y “BGL” se refieren a una
categoria de celulasas (EC 3.2.1.21) que catalizan la hidrélisis de celobiosa a glucosa. El término “beta-glucosidasa”
se define adicionalmente en el presente documento como una beta-D-glucésido glucohidrolasa (E.C. 3.2.1.21), que
cataliza la hidrdlisis de residuos de beta-D-glucosa no reductores terminales con la liberacion de beta-D-glucosa. La
actividad de beta-glucosidasa puede determinarse usando cualquier método adecuado (véase, por ejemplo, J. Basic
Microbiol., 42: 55-66 [2002]). Una unidad de actividad de beta-glucosidasa se define como 1,0 pmol de p-nitrofenol
producido por minuto a 40 °C, pH 5 de p-nitrofenil-beta-D-glucopiranésido 1 mM como sustrato en citrato de sodio
100 mM que contiene 0,01 % de Tween® 20.

Como se usa en el presente documento, el término “glucésido hidrolasa 61" y “GH61” se refiere a una categoria de
celulasas que potencian la hidrélisis de celulosa cuando se usa conjuntamente con una o mas celulasas adicionales.
La familia de GH61 de celulasas se describe, por ejemplo, en la base de datos Carbohydrate Active Enzymes
(CAZY) (véase, por ejemplo, Harris et al., Biochem., 49(15):3305-16 [2010]).

Una “hemicelulasa”, como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido que puede catalizar la
hidrélisis de hemicelulosa en polisacaridos pequefios tales como oligosacaridos, o sacaridos monoméricos. Las
hemicelulosas incluyen xilano, glucuonoxilano, arabinoxilano, glucomanano y xiloglucano. Las hemicelulasas
incluyen, por ejemplo, las siguientes: endoxilanasas, beta-xilosidasas, alfa-L-arabinofuranosidasas, alfa-D-
glucuronidasas, feruloil esterasas, cumaroil esterasas, alfa-galactosidasas, beta-galactosidasas, beta-mananasas y
beta-manosidasas.

Como se usa en el presente documento, los términos “actividad degradadora de xilano” y “actividad xilanolitica” se
definen en el presente documento como una actividad biolégica que hidroliza material que contiene xilano. Los dos
enfoques basicos para medir la actividad xilanolitica incluyen: (1) medir la actividad xilanolitica total, y (2) medir las
actividades xilanoliticas individuales (endoxilanasas, beta-xilosidasas, arabinofuranosidasas, alfa-glucuronidasas,
acetilxilano esterasas, feruloil esterasas y alfa-glucuronil esterasas) (véanse, por ejemplo, Biely y Puchard, J. Sci.
Food Agr. 86:1636-1647 [2006]; Spanikova y Biely, FEBS Lett., 580:4597-4601 [2006]; y Herrmann et al., Biochem.
J., 321:375-381 [1997]).

La actividad degradadora de xilano total puede medirse determinando los azucares reductores formados a partir de
diversos tipos de xilano, que incluyen xilanos de espelta de avena, madera de haya y de madera de alerce, o por
determinacién fotométrica de fragmentos de xilano tefiidos liberados de diversos xilanos covalentemente tefiidos. Un
ensayo de actividad xilanolitica total comun se basa en la produccién de azUcares reductores a partir de 4-O-metil-
glucuronoxilano polimérico (véase, por ejemplo, Bailey et al.,, J. Biotechnol., 23:257-270 [1992]). En algunas
realizaciones, la actividad degradadora de xilano se determina midiendo el aumento en la hidrdlisis de xilano de
madera de alerce (Sigma Chemical Co., Inc., St. Louis, Mo., USA) por enzima(s) degradadora(s) de xilano bajo las
siguientes condiciones normales: reacciones de 1 ml, 5 mg/ml de sustrato (sélidos totales), 5 mg de proteina
xilanolitica/g de sustrato, acetato sédico 50 mM a pH 5, 50 °C, 24 horas, andlisis de azucar usando el ensayo de
hidrazida del acido p-hidroxibenzoico (PHBAH) (véase, por ejemplo, Lever, Anal. Biochem., 47:273-279 [1972]).

Como se usa en el presente documento, el término “actividad de xilanasa” se refiere a una actividad de 1,4-beta-D-
xilano-xilohidrolasa (E.C. 3.2.1.8) que cataliza la endo-hidrélisis de enlaces xilosidicos 1,4-beta-D en xilanos. En
algunas realizaciones, la actividad de xilanasa se determina usando xilano de madera de abedul como sustrato. Una
unidad de actividad de xilanasa se define como 1,0 umol de azlcar reductor (medido en equivalentes de glucosa;
véase, por ejemplo, Lever, Anal. Biochem., 47:273-279 [1972]) producido por minuto durante el periodo inicial de
hidrélisis a 50 °C, pH 5, a partir de 2 g de xilano de madera de abedul por litro como sustrato en acetato sédico 50
mM que contiene 0,01 % de Tween® 20.

Como se usa en el presente documento, el término “actividad de beta-xilosidasa” se refiere a una beta-D-xilésido
xilohidrolasa (E.C. 3.2.1.37) que cataliza la exo-hidrélisis de beta (1—4)-xilooligosacaridos cortos, para eliminar
residuos de D-xilosa sucesivos de los extremos no reductores. En algunas realizaciones de la presente invencion,
una unidad de actividad de beta-xilosidasa se define como 1,0 umol de p-nitrofenol producido por minuto a 40 °C, pH
5, a partir de p-nitrofenil-beta-D-xilésido 1 mM como sustrato en citrato de sodio 100 mM que contiene 0,01 % de
Tween® 20.

Como se usa en el presente documento, el término “actividad de acetilxilano esterasa” se refiere a una actividad de
carboxilesterasa (EC 3.1.1.72) que cataliza la hidrélisis de grupos acetilo de xilano polimérico, xilosa acetilada,
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glucosa acetilada, acetato de alfa-naftiio y acetato de p-nitrofenilo. En algunas realizaciones de la presente
invencion, la actividad de acetilxilano esterasa se determina usando acetato de p-nitrofenilo 0,5 mM como sustrato
en acetato sodico 50 mM a pH 5,0 que contiene 0,01 % de Tween® 20. Una unidad de actividad de acetilxilano
esterasa se define como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 pmol de anion p-nitrofenolato por minuto a pH 5,
25°C.

Como se usa en el presente documento, el término “actividad de feruloil esterasa” se refiere a una actividad de 4-
hidroxi-3-metoxicinamoil-azicar hidrolasa (EC 3.1.1.73) que cataliza la hidrélisis del grupo 4-hidroxi-3-
metoxicinamoilo (feruloilo) de un azucar esterificado, que normalmente es arabinosa, en sustratos “naturales”, para
producir ferulato (4-hidroxi-3-metoxicinamato). La feruloil esterasa también se conoce como acido feralico esterasa,
hidroxicinamoil esterasa, FAE-Ill, cinamoil éster hidrolasa, FAEA, cinnAE, FAE-I o FAE-II. En algunas realizaciones
de la presente invencion, la actividad de feruloil esterasa se determina usando ferulato de p-nitrofenilo 0,5 mM como
sustrato en acetato sédico 50 mM a pH 5,0. Una unidad de actividad de feruloil esterasa es igual a la cantidad de
enzima capaz de liberar 1 pmol de anién p-nitrofenolato por minuto a pH 5, 25 °C.

Como se usa en el presente documento, el término “actividad de alfa-glucuronidasa” se refiere a una actividad de
alfa-D-glucosiduronato glucuronohidrolasa (EC 3.2.1.139) que cataliza la hidrélisis de un alfa-D-glucuronésido a D-
glucuronato y un alcohol. Una unidad de actividad de alfa-glucuronidasa es igual a la cantidad de enzima capaz de
liberar 1 pmol de acido glucurénico o 4-O-metilglucurénico por minuto a pH 5, 40 °C (véase, por ejemplo, de Vries, J.
Bacteriol., 180:243-249 [1998]).

Como se usa en el presente documento, el término “actividad de alfa-L-arabinofuranosidasa” se refiere a una
actividad de alfa-L-arabinofuranésido arabinofuranohidrolasa (EC 3.2.1.55) que cataliza la hidrdlisis de residuos de
alfa-L-arabinofurandsido no reductores terminales en alfa-L-arabinésidos. La actividad enzimatica actda sobre alfa-L-
arabinofurandsidos, alfa-L-arabinanos que contienen enlaces (1,3) y/o (1,5), arabinoxilanos y arabinogalactanos. La
alfa-L-arabinofuranosidasa también se conoce como arabinosidasa, alfa-arabinosidasa, alfa-L-arabinosidasa, alfa-
arabinofuranosidasa, arabinofuranosidasa, polisacarido alfa-L-arabinofuranosidasa, alfa-L-arabinofuranésido
hidrolasa, L-arabinosidasa y alfa-L-arabinanasa. Para fines de la presente invencion, la actividad de alfa-L-
arabinofuranosidasa se determina usando 5 mg de arabinoxilano de trigo de viscosidad media (Megazyme
International Ireland, Ltd., Bray, Co. Wicklow, Irlanda) por ml de acetato sédico 100 mM a pH 5 en un volumen total
de 200 pl durante 30 minutos a 40 °C seguido de andlisis de arabinosa por cromatografia en columna AMINEX®
HPX-87H (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, Calif., EE.UU.).

La despolimerizacion enzimatica de lignina puede llevarse a cabo por lignina peroxidasas, manganeso peroxidasas,
lacasas y celobiosa deshidrogenasas (CDH), trabajando frecuentemente en sinergia. Estas enzimas extracelulares,
esenciales para la degradaciéon de lignina se denominan frecuentemente “enzimas modificadoras de lignina” o
“LME”. Tres de estas enzimas comprenden dos peroxidasas que contienen hemo glucosiladas: lignina peroxidasa
(LIP); peroxidasa dependiente de Mn (MNP); y una fenoloxidasa lacasa que contiene cobre (LCC). Aunque los
detalles del esquema de reaccion de la biodegradacion de lignina no son completamente entendidos hasta la fecha,
sin desear quedar ligado a teoria, se sugiere que estas enzimas emplean radicales libres para las reacciones de
despolimerizacion.

Como se usa en el presente documento, el término “lacasa” se refiere a las enzimas oxidasa que contienen cobre
gue se encuentran en muchas plantas, hongos y microorganismos. Las lacasas son enzimaticamente activas sobre
fenoles y moléculas similares y realizan una oxidacién de un electrén. Las lacasas pueden ser poliméricas y la forma
enzimaticamente activa puede ser un dimero o trimero.

Como se usa en el presente documento, el término “peroxidasa dependiente de Mn” se refiere a peroxidasas que
requieren Mn. La actividad enzimatica de la peroxidasa dependiente de Mn (MnP) depende de Mn?*. Sin desear
quedar ligado a teoria, se ha sugerido que la funcién principal de esta enzima es oxidar Mn?* a Mn** (véase, por
ejemplo, Glenn et al. Arch. Biochem. Biophys., 251:688-696 [1986]). Posteriormente, los sustratos fendlicos se
oxidan por el Mn** generado.

Como se usa en el presente documento, el término “lignina peroxidasa” se refiere a un hemo extracelular que
cataliza la despolimerizacion oxidativa de disoluciones diluidas de lignina polimérica in vitro. Algunos de los sustratos
de LiP, en particular alcohol 3,4-dimetoxibencilico (alcohol veratrilico, VA), son compuestos rédox activos que se ha
mostrado que actlan de mediadores de rédox. VA es un metabolito secundario producido al mismo tiempo como LiP
por cultivos ligninoliticos de P. chrysosporium y sin desear quedar ligado a teoria, se ha propuesto que funcionan de
mediador rédox fisioldégico en la oxidacion catalizada por LiP de lignina in vivo (véase, por ejemplo, Harvey et al.,
FEBS Lett. 195:242-246 [1986]).

Como se usa en el presente documento, el término “glucoamilasa” (EC 3.2.1.3) se refiere a enzimas que catalizan la
liberacion de D-glucosa de extremos no reductores de moléculas de oligo- y poli-sacéarido. La glucoamilasa también
se considera generalmente un tipo de amilasa conocida como amilo-glucosidasa.

Como se usa en el presente documento, el término “amilasa” (EC 3.2.1.1) se refiere a enzimas que escinden
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almidén que degradan almidén y compuestos relacionados hidrolizando los enlaces glucosidicos alfa-1,4 y/o alfa-1,6
en un modo que actla endo o exo. Las amilasas incluyen alfa-amilasas (EC 3.2.1.1); beta-amilasas (3.2.1.2), amilo-
amilasas (EC 3.2.1.3), alfa-glucosidasas (EC 3.2.1.20), pululanasas (EC 3.2.1.41) e isoamilasas (EC 3.2.1.68). En
algunas realizaciones, la amilasa es una alfa-amilasa.

Como se usa en el presente documento, el término “pectinasa” se refiere a enzimas que catalizan la hidrolisis de
pectina en unidades mas pequefias tales como oligosacarido o sacaridos monoméricos. En algunas realizaciones,
las mezclas enzimaticas comprenden cualquier pectinasa, por ejemplo, una endo-poligalacturonasa, una pectina
metil esterasa, una endo-galactanasa, una pectina acetil esterasa, una endo-pectina liasa, pectato liasa, alfa
ramnosidasa, una exo-galacturonasa, una exo-poligalacturonato liasa, una ramnogalacturonano hidrolasa, una
ramnogalacturonano liasa, una ramnogalacturonano acetil esterasa, una ramnogalacturonano galacturonohidrolasa
y/o una xilogalacturonasa.

Como se usa en el presente documento, el término “endo-poligalacturonasa” (EC 3.2.1.15) se refiere a enzimas que
catalizan la hidrdlisis aleatoria de enlaces 1,4-alfa-D-galactosiduronicos en pectato y otros galacturonanos. Esta
enzima  también puede denominarse “poligalacturonasa pectina despolimerasa”, “pectinasa”,
“endopoligalacturonasa”, “pectolasa”, “pectina hidrolasa”, “pectina poligalacturonasa”, “poli-alfa-1,4-galacturénido
glicanohidrolasa”, “endogalacturonasa”, “endo-D-galacturonasa” o “poli(1,4-alfa-D-galacturénido) glucanohidrolasa”.

Como se usa en el presente documento, el término “pectina metil esterasa” (EC 3.1.1.11) se refiere a enzimas que
catalizan la reaccion: pectina + n H,O = n metanol + pectato. La enzima también puede conocerse como “pectina
esterasa’, “pectina desmetoxilasa”, “pectina metoxilasa”, “pectina metilesterasa”, “pectasa’, “pectinoesterasa” o
“pectina pectilhidrolasa”.

Como se usa en el presente documento, el término “endo-galactanasa” (EC 3.2.1.89) se refiere a enzimas que
catalizan la endo-hidrélisis de enlaces galactosidicos 1,4-beta-D en arabinogalactanos. La enzima también puede
conocerse como ‘“arabinogalactano endo-1,4-beta-galactosidasa’, “endo-1,4-beta-galactanasa”’, “galactanasa”,
“arabinogalactanasa” o “arabinogalactano 4-3-D-galactanohidrolasa”.

Como se usa en el presente documento, el término “pectina acetil esterasa” se refiere a enzimas que catalizan la
desacetilacion de los grupos acetilo en los grupos hidroxilo de residuos GalUA de pectina.

Como se usa en el presente documento, el término “una endo-pectina liasa” (EC 4.2.2.10) se refiere a enzimas que
catalizan la escision eliminativa de éster metilico de (1—4)-alfa-D-galacturonano para dar oligosacaridos con grupos
4-desoxi-6-O-metil-alfa-D-galact-4-enuronosilo en sus extremos no reductores. La enzima también puede conocerse

”ou now ” o ”ou

como “pectina liasa”, “pectina trans-eliminasa”, “endo-pectina liasa”, “trans-eliminasa polimetilgalacturénica”, “pectina

”ou

metiltranseliminasa”, “pectoliasa”, “PL”", “PNL”", “PMGL”, o “(1 —4)-6-O-metil-a-D-galacturonano liasa”.

Como se usa en el presente documento, el término “pectato liasa” (EC 4.2.2.2) se refiere a enzimas que catalizan la
escision eliminativa de (1 —4)-alfa-D-galacturonano para dar oligosacaridos con grupos 4-desoxi-alfa-D-galact-4-
enuronosilo en sus extremos no reductores. La enzima también puede conocerse como “transeliminasa
poligalacturénica”, “acido péptico transeliminasa”, “poligalacturonato liasa”, “endopectina metiltranseliminasa”,
“pectato transeliminasa”, “endogalacturonato transeliminasa”, “acido péptico liasa”, “liasa péptica”, “acido alfa-1,4-D-
endopoligalacturénico liasa”, “PGA liasa”, “PPasa-N", “acido endo-alfa-1,4-poligalacturonico liasa’, “acido
poligalacturénico liasa”, “pectina trans-eliminasa”, “acido poligalacturénico trans-eliminasa”, o “(1 —4)-alfa-D-
galacturonano liasa”.

Como se usa en el presente documento, el término “alfa-ramnosidasa” (EC 3.2.1.40) se refiere a enzimas que
catalizan la hidrdlisis de residuos de alfa-L-ramnosa no reductores terminales en alfa-L-ramnésidos o
alternativamente en ramnogalacturonano. Esta enzima también puede conocerse como “alfa-L-ramnosidasa T",
“alfa-L-ramnosidasa N” o “alfa-L-ramndésido ramnohidrolasa”.

Como se usa en el presente documento, el término “exo-galacturonasa” (EC 3.2.1.82) se refiere a enzimas que
hidrolizan acido péctico a partir del extremo no reductor, liberando digalacturonato. La enzima también puede

"o«

conocerse como “exo-poli-alfa-galacturonosidasa”, “exopoligalacturonosidasa” o “exopoligalacturanosidasa”.

Como se usa en el presente documento, el término “exo-galacturano 1,4-alfa galacturonidasa” (EC 3.2.1.67) se
refiere a enzimas que catalizan reacciones de los siguientes tipos: (1,4-alfa-D-galacturénido)n + H20 = (1,4-alfa-D-
galacturénido)n-i + D-galacturonato. La enzima también puede conocerse como “poli [1->4) alfa-D-galacturénido]
galacturonohidrolasa”, “exopoligalacturonasa”, “poli(galacturonato) hidrolasa”, “exo-D-galacturonasa”, “exo-D-

" ow

galacturonanasa”, “exopoli-D-galacturonasa” o “poli(1,4-alfa-D-galacturénido) galacturonohidrolasa”.

Como se usa en el presente documento, el término “exopoligalacturonato liasa” (EC 4.2.2.9) se refiere a enzimas
gue catalizan la escision eliminativa de 4-(4-desoxi-a-D-galact-4-enuronosil)-D-galacturonato del extremo reductor de
pectato (es decir, pectina desesterificada). Esta enzima puede conocerse como “pectato disacarido-liasa”, “pectato
exo-liasa”, “acido exopéptico transeliminasa”, “exopectato liasa”, “acido exopoligalacturénico-trans-eliminasa”,
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“PATE", “exo-PATE", “ex0-PGL" o “disacarido-liasa de extremos reductores de (1 —4)-alfa-D-galacturonano”.

Como se usa en el presente documento, el término “ramnogalacturonanasa” se refiere a enzimas que hidrolizan el
enlace entre acido galactosilurénico y ramnopiranosilo en un modo endo en estructuras de ramnogalacturonano
estrictamente alternantes, que consisten en el disacéarido [acido (1,2-alfa-L-ramnoil-(1,4)-alfa-galactosilurénico].

Como se usa en el presente documento, el término “ramnogalacturonano liasa” se refiere a enzimas que escinden
enlaces alfa-L-Rhap-(1—4)-alfa-D-GalpA en un modo endo en ramnogalacturonano por beta-eliminacion.

Como se usa en el presente documento, el término “ramnogalacturonano acetil esterasa” se refiere a enzimas que
catalizan la desacetilacion del esqueleto de residuos alternantes de ramnosa y de &acido galacturénico en
ramnogalacturonano.

Como se usa en el presente documento, el término “ramnogalacturonano galacturonohidrolasa” se refiere a enzimas
gue hidrolizan el acido galacturénico del extremo no reductor de estructuras de ramnogalacturonano estrictamente
alternantes en un modo exo. Esta enzima también puede conocerse como “xilogalacturonano hidrolasa”.

Como se usa en el presente documento, el término “endo-arabinanasa” (EC 3.2.1.99) se refiere a enzimas que
catalizan la endo-hidrélisis de enlaces 1,5-alfa-arabinofuranosidicos en 1,5-arabinanos. La enzima también puede
conocerse como “endo-arabinasa”, “arabinano endo-1,5-a-L-arabinosidasa”, “endo-1,5-alfa-L-arabinanasa”, “endo-

n o«

alfa-1,5-arabanasa”, “endo-arabanasa”, o “1,5-alfa-L-arabinano 1,5-alfa-L-arabinanohidrolasa”.

Como se usa en el presente documento, “proteasa” incluye enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos (peptidasas),
ademas de enzimas que hidrolizan enlaces entre péptidos y otros restos, tales como azlcares (glucopeptidasas).
Muchas proteasas se caracterizan bajo EC 3.4, y son adecuadas para su uso en la presente invencion. Algunos
tipos especificos de proteasas incluyen, pero no se limitan a, cisteina proteasas que incluyen pepsina, papaina y
serina proteasas que incluyen quimotripsinas, carboxipeptidasas y metaloendopeptidasas.

Como se usa en el presente documento, ‘lipasa” incluye enzimas que hidrolizan lipidos, acidos grasos y
acilglicéridos, que incluyen fosfoglicéridos, lipoproteinas, diacilgliceroles y similares. En plantas, los lipidos se usan
como componentes estructurales para limitar la pérdida de agua y la infeccion por patégenos. Estos lipidos incluyen
ceras derivadas de acidos grasos, ademas de cutina y suberina.

Como se usa en el presente documento, los términos “aislado” y “purificado” se usan para referirse a una molécula
(por ejemplo, un acido nucleico aislado, polipéptido [que incluye, pero no se limita a, enzimas], etc.) u otro
componente que se elimina de al menos otro componente con el que esta naturalmente asociado. Se pretende que
el término englobe cualquier método adecuado para eliminar al menos un componente con el que la molécula esta
naturalmente asociado. En algunas realizaciones, los términos también engloban células que se separan de otras
células y/o componentes de medio. Se pretende que cualquier método de separacion adecuado encuentre uso en la
presente invencion.

Como se usa en el presente documento, el término “proceso de purificacion” usado en referencia a una mezcla
enzimatica engloba cualquier proceso que elimina fisicamente un componente no deseado de la mezcla enzimatica.
Asi, en algunas realizaciones, los procesos de purificacion proporcionados en el presente documento incluyen
metodologias de purificacion que eliminan fisicamente una o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa de la
mezcla enzimatica o viceversa. Se contempla que cualquier proceso de purificacién adecuado conocido en la técnica
encuentre uso en la presente invencion. De hecho, no se pretende que la presente invencion se limite a ningan
proceso de purificacion particular.

Como se usa en el presente documento, el término “mezcla enzimatica libre de células” comprende enzimas que se
han separado de cualquier célula, que incluye las células que secretaron las enzimas. Las mezclas enzimaticas
libres de células pueden prepararse por cualquiera de una variedad de metodologias que se conocen en la técnica,
tales como metodologias de filtracion o centrifugacion. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica puede estar,
por ejemplo, parcialmente libre de células, sustancialmente libre de células, o completamente libre de células.

Como se usa en el presente documento, “polinucleétido” se refiere a un polimero de desoxirribonuclettidos o
ribonucleétidos en tanto forma mono como bicatenaria, y complementos del mismo.

Los términos “proteina” y “polipéptido” se usan indistintamente en el presente documento para referirse a un
polimero de residuos de aminoécidos.
Ademas, los términos “aminoacido” “polipéptido” y “péptido” engloban aminoacidos que existen de forma natural y
sintéticos, ademas de analogos de aminoéacidos. Los aminoacidos que existen de forma natural son aquellos
codificados por el codigo genético, ademas de aquellos aminoacidos que son después modificados (por ejemplo,
hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina). Como se usa en el presente documento, el término “analogos de
aminoacidos” se refiere a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido que existe
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de forma natural (es decir, un carbono a que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un
grupo R, que incluyen, pero no se limitan a, homoserina, norleucina, sulféxido de metionina y metilsulfonio de
metionina). En algunas realizaciones, estos analogos tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) y/o
esqueletos modificados de péptido, pero retienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido que existe
de forma natural.

Los aminoacidos se refieren en el presente documento por cualquiera de sus simbolos cominmente conocidos de
tres letras o por los simbolos de una letra recomendados por la [IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission.
Los nucleétidos, asimismo, pueden denominarse por sus codigos de una sola letra comunmente aceptados.

Una “posicién” de aminoacido o de base de nucledtido se indica por un nimero que identifica secuencialmente cada
aminoacido (o base de nucleétido) en la secuencia de referencia basandose en su posicién con respecto al extremo
N (o extremo 5'). Debido a deleciones, inserciones, truncaciones, fusiones y similares que deben tenerse en cuenta
cuando se determina un alineamiento 6ptimo, el nimero de residuos de aminoacido en una secuencia de prueba
determinada contando simplemente desde el extremo N no sera necesariamente el mismo que el nimero de su
posicion correspondiente en la secuencia de referencia. Por ejemplo, en un caso en el que una secuencia de prueba
tiene una delecion con respecto a una secuencia de referencia alineada, no habra aminoacido en la variante que se
corresponda con una posicién en la secuencia de referencia en el sitio de delecién. Si hay una insercién en una
secuencia de prueba alineada, esa insercidon no se correspondera con una posiciéon de aminoacido numerada en la
secuencia de referencia. En el caso de truncaciones o fusiones pueden ser estiramientos de aminoacidos en tanto la
secuencia de referencia como alineada que no se corresponden con ningln aminoacido en la secuencia
correspondiente.

Como se usa en el presente documento, los términos “numerado con referencia a” o “correspondiente a”, cuando se
usan en el contexto de la numeracién de una secuencia de aminoacidos o de polinucleétidos dada, se refieren a la
numeracion de los residuos de una secuencia de referencia especificada cuando la secuencia de aminoacidos o de
polinucleétidos dada se compara con la secuencia de referencia.

Como se usa en el presente documento, el término “enzima de referencia” se refiere a una enzima con la que otra
enzima de la presente invencién (por ejemplo, una enzima de “prueba”) se compara con el fin de determinar la
presencia de una propiedad mejorada en la otra enzima que se evalla. En algunas realizaciones, una enzima de
referencia es una enzima no mutante. En algunas realizaciones, la enzima de referencia es una enzima con la que
una enzima de prueba de la presente invencién se compara con el fin de determinar la presencia de una propiedad
mejorada en la enzima de prueba que se evalla, que incluye, pero no se limita a, termoactividad mejorada,
termoestabilidad mejorada y/o estabilidad mejorada. En algunas realizaciones, una enzima de referencia es una
enzima tipo mutante.

Como se usa en el presente documento, el término “fragmento biolégicamente activo” se refiere a un polipéptido que
tiene una delecion (deleciones) del extremo amino y/o del extremo carboxi y/o delecion (deleciones) interna(s), pero
en el que la secuencia de aminoacidos restante es idéntica a las posiciones correspondientes en la secuencia con la
que se comparay que retiene sustancialmente toda la actividad del polipéptido de longitud completa.

Como se usa en el presente documento, el término “recombinante” se refiere a un polinucleétido o polipéptido que
no se produce naturalmente en una célula huésped. En algunas realizaciones, las moléculas recombinantes
contienen dos 0 mas secuencias que existen de forma natural que estan ligadas juntas de una forma que no se
produce naturalmente. En algunas realizaciones, “células recombinantes” expresan genes que no se encuentran en
forma idéntica dentro de la forma nativa (es decir, no recombinante) de la célula y/o expresan genes nativos que son
de otro modo anormalmente expresados por exceso, expresados por defecto y/o no se expresan en absoluto debido
a intervencién humana deliberada. Las células recombinantes contienen al menos un polinucleétido o polipéptido
recombinante. Una construccién de acidos nucleicos, acido nucleico (por ejemplo, un polinucleoétido), polipéptido o
célula huésped se denomina en el presente documento “recombinante” cuando existe de forma no natural, artificial o
manipulada. “Recombinacion”, “recombinar” y generar un acido nucleico “recombinado” generalmente engloba el
ensamblaje de al menos dos fragmentos de acido nucleico.

La presente divulgacion también proporciona una construccion de acidos nucleicos recombinante que comprende al
menos una secuencia de polinucleétidos de CDH que se hibrida bajo condiciones de hibridacién rigurosas con el
complemento de un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NOS: 6 y/u 8.

Los &cidos nucleicos “se hibridan” cuando se asocian, normalmente en disolucion. Los &cidos nucleicos se hibridan
debido a una variedad de fuerzas fisicoquimicas bien caracterizadas, tales como enlace de hidrégeno, exclusion de
disolvente, apilamiento de bases y similares. Como se usa en el presente documento, el término “condiciones de
hibridacién / lavado rigurosas” en el contexto de los experimentos de hibridacion de acidos nucleicos, tales como
hibridaciones Southern y Northern, son dependientes de secuencia, y son diferentes bajo diferentes parametros
medioambientales. Un amplia guia a la hibridacion de acidos nucleicos se encuentra en Tijssen, 1993, “Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology Hybridization with Nucleic Acid Probes”, Parte I, Capitulo 2
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(Elsevier, New York). Para polinucledtidos de al menos 100 nucledtidos de longitud, condiciones de rigurosidad de
bajas a muy altas se definen como sigue: prehibridacién e hibridaciéon a 42 °C en 5xSSPE, 0,3 % de SDS, 200 ug/ml
de ADN de esperma de salmén cortado y desnaturalizado, y cualquiera de 25 % de formamida para bajas
rigurosidades, 35% de formamida para rigurosidades medias y medias-altas, o 50 % de formamida para
rigurosidades altas y muy altas, siguiendo los procedimientos de transferencia Southern estandar. Para
polinucleétidos de al menos 100 nucleétidos de longitud, el material de vehiculo se lava finalmente tres veces cada
una durante 15 minutos usando 2xSSC, 0,2 % de SDS a 50 °C (rigurosidad baja), a 55 °C (rigurosidad media), a
60 °C (rigurosidad media-alta), a 65 °C (rigurosidad alta), o a 70 °C (rigurosidad muy alta).

Condiciones moderadamente rigurosas engloban aquellas conocidas en la técnica y descritas en diversos textos
estandar e incluyen el uso de disolucion de lavado y condiciones de hibridacién (por ejemplo, temperatura, fuerza
i6nica y % de SDS). Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas implica incubacion durante la noche a
37 °C en una disolucion que comprende: 20 % de formamida, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato de trisodio 15 mM),
fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 5 x disolucién de Denhardt, 10 % de sulfato de dextrano y 20 mg/ml de ADN de
esperma de salmoén cortado desnaturalizado, seguido de lavar los filtros en 1 x SSC a aproximadamente 37-50 °C. El
experto reconocera cOmo ajustar la temperatura, fuerza iénica, etc., seguin sea necesario para acomodar factores
tales como longitud de sonda y similares.

Como se usa en algunas realizaciones en el presente documento, condiciones rigurosas o condiciones de alta
rigurosidad utilizan: (1) fuerza iénica baja y temperatura alta para lavar, por ejemplo, cloruro sédico 0,015 M/ citrato
de sodio 0,0015 M/ 0,1 % de dodecilsulfato de sodio a 50 °C; (2) durante la hibridacién un agente desnaturalizante,
tal como formamida, por ejemplo, 50 % (v/v) de formamida con 0,1 % de albimina de suero bovino / 0,1 % de Ficoll /
0,1 % de polivinilpirrolidona / tampon fosfato de sodio 50 mM a pH 6,5 con cloruro sédico 750 mM, citrato de sodio
75 mM a 42 °C; o (3) 50 % de formamida, 5 x SSC (NaCl 0,75 M, citrato de sodio 0,075 M), fosfato de sodio 50 mM
(pH 6,8), 0,1 % de pirofosfato de sodio, 5 x disolucién de Denhardt, ADN de esperma de salmén sonicado (50
pg/ml), 0,1% de SDS y 10 % de sulfato de dextrano a 42 °C, con lavados a 42°C en 0,2 x SSC (cloruro
sédico/citrato de sodio) y 50 % de formamida a 55 °C, seguido de un lavado de alta rigurosidad que consiste en 0,1 x
SSC que contiene EDTA a 55 °C.

Como se usa en el presente documento, “similitud” se refiere a una sustitucion de aminoacidos idéntica o
conservativa de los mismos como se define mas adelante. Por consiguiente, un cambio a una sustitucién idéntica o
conservativa para los fines de similitud se visualiza como que no comprende un cambio. Una deleciéon de un
aminoacido o una sustitucion de aminoacidos no conservativa se visualizan en el presente documento como que
comprende un cambio. El célculo de porcentaje de similitud se realiza del mismo modo que se realiza para la
identidad en porcentaje. Una sustitucion de aminoacidos conservativa puede ser una sustituciéon tal como las
sustituciones conservativas mostradas en la Tabla A. Las sustituciones mostradas se basan en propiedades
fisicoquimicas de aminoacidos, y como tales, son independientes del organismo. En algunas realizaciones, la
sustitucion de aminoacidos conservativa es una sustitucion enumerada bajo el encabezamiento de sustituciones a
modo de ejemplo.

Tabla A. Sustituciones
Residuo Original |Sustituciones conservadoras| Sustituciones ejemplares

Ala (A) val; leu; ile Val
Arg (R) Iys; gin; asn Lys
Asn (M) gln; his; lys; arg Gin
Asp (D) Glu Glu
Cys (C) Ser Ser
Gin (C3) Asn Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly (G) pro; ala Ala
His (H) asn; gin; lys; arg Arg

le (1) leu; val; met; ala; phe Leu
Leu (L) ile; val; met; ala; phe lie
Lys (K) arg; gin; asn Arg
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(continuacion)

Tabla A. Sustituciones
Residuo Original |Sustituciones conservadoras| Sustituciones ejemplares
Met (M) leu; phe; ile Leu
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr Leu
Pro (P) Ala Ala
Ser (3) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) tyr; phe Tyr
Tyr (Y) trp; phe; thr; ser Phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala Leu

Como se usa en el presente documento, “identidad” e “identidad en porcentaje”, en el contexto de dos o mas
secuencias de polipéptidos, se refiere a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son la misma o tienen un
porcentaje especificado de residuos de aminoacidos que son los mismos (por ejemplo, comparten al menos
aproximadamente el 70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos
aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 88 % de identidad, al menos aproximadamente 89 %, al
menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 91 %, al menos aproximadamente el 92 %, al
menos aproximadamente el 93 %, al menos aproximadamente el 94 %, al menos aproximadamente el 95 %, al
menos aproximadamente el 96 %, al menos aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el 98 %, o al
menos aproximadamente el 99 % de identidad) sobre una region especificada para una secuencia de referencia,
cuando se comparan y se alinean para correspondencia maxima sobre una ventana de comparacion, o region
designada como se mide usando un algoritmo de comparaciéon de secuencias o por alineamiento manual e
inspeccion visual.

En algunas realizaciones, los términos “identidad en porcentaje”, “ % de identidad”, “porcentaje de idénticas” y “ % de
idénticas” se usan indistintamente en el presente documento para referirse al porcentaje de identidad de secuencias
de aminoacidos o de polinucledtidos que se obtiene por el andlisis ClustalW (versién W 1.8 disponible de European
Bioinformatics Institute, Cambridge, RU), contando el nimero de coincidencias idénticas en el alineamiento y
dividiendo tal nimero de coincidencias idénticas por la longitud de la secuencia de referencia, y usando los
siguientes parametros de ClustalW para lograr alineamientos 6ptimos por parejas lentos/mas precisos - penalizacion
por abertura de hueco de ADN/proteina: 15/10; penalizacién por extension de hueco de ADN/proteina: 6,66/0,1;
matriz de peso de proteina: serie de Gonnet; matriz de peso de ADN: Identidad.

Dos secuencias estan “alineadas” cuando se alinean para puntuacién de similitud usando una matriz de sustitucion
de aminoacidos definida (por ejemplo, BLOSUM62), penalizacion por existencia de huecos y penalizaciéon por
extension de hueco de manera que lleguen a la mayor puntuacion posible para ese par de secuencias. Las matrices
de sustitucion de aminoacidos y su uso en cuantificar la similitud entre dos secuencias son muy conocidas en la
técnica (véanse, por ejemplo, Dayhoff et al., en Dayhoff [ed.], Atlas of Protein Sequence and Structure”, Vol. 5,
Suppl. 3, Natl. Biomed. Res. Round., Washington D.C. [1978]; pp. 345-352; y Henikoff et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89:10915-10919 [1992]). La matriz BLOSUM62 se usa frecuentemente como una matriz de sustitucion de
puntuacién por defecto en protocolos de alineamiento de secuencias tales como Gapped BLAST 2.0. La
penalizacién por existencia de hueco se impone para la introducciéon de un hueco de un Unico aminoacido en una de
las secuencias alineadas, y la penalizacion por extensién de hueco se impone para cada posicion de aminoacido
adicional insertada en un hueco ya abierto. El alineamiento se define por la posicion de aminoacido de cada
secuencia en la que el alineamiento empieza y termina, y opcionalmente por la insercién de un hueco o miltiples
huecos en una o ambas secuencias de manera que lleguen a la mayor puntuacién posible. Mientras que el
alineamiento y la puntuacion éptimos pueden llevarse a cabo manualmente, el proceso se facilita por el uso de un
algoritmo de alineamiento implementado por ordenador (por ejemplo, gapped BLAST 2.0; véase Altschul et al.,
Nucleic Acids Res., 25:3389-3402 [1997]), y puesto a disposicion del publico en la pagina web del Centro Nacional
para Informacién Biotecnoldgica). Pueden hacerse alineamientos 6ptimos, que incluyen mudltiples alineamientos,
usando programas facilmente disponibles tales como PSI-BLAST (véase, por ejemplo, Altschul et al., arriba).

La presente divulgacion también proporciona una construccion de acidos nucleicos recombinante que comprende
una secuencia de polinucleétidos de CDH que se hibrida bajo condiciones de hibridacién rigurosas con el
complemento de un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
6 y/u 8. Se dice que dos secuencias de acidos nucleicos o de polipéptidos que tienen el 100 % de identidad de
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secuencias son “idénticas”. Se dice que una secuencia de acidos nucleicos o de polipéptidos tiene “identidad de
secuencias sustancial” con una secuencia de referencia cuando las secuencias tienen al menos aproximadamente el
70 %, al menos aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el
85 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 91 %, al menos aproximadamente el
92 %, al menos aproximadamente el 93 %, al menos aproximadamente el 94 %, al menos aproximadamente el
95 %, al menos aproximadamente el 96 %, al menos aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el
98 %, 0 al menos aproximadamente el 99 %, o mayor identidad de secuencias como se determina usando los
métodos descritos en el presente documento, tales como BLAST usando parametros estandar.

Como se usa en el presente documento, un “péptido sefial de secrecion” puede ser un propéptido, un prepéptido o
ambos. Por ejemplo, el término “propéptido” se refiere a un precursor de proteina que se escinde para dar una
“proteina madura”. El péptido sefial se escinde de la pre-proteina por una peptidasa sefial antes de la secrecioén para
producir la proteina “madura” o “secretada”. Los términos “prepéptido” y “pre-proteina” se refieren a un polipéptido
sintetizado con un péptido sefial del extremo N que lo direcciona para la secrecién. Por consiguiente, un “pre-pro-
péptido” es un polipéptido que contiene un péptido sefial que dirige el polipéptido para la secrecion y que se escinde
para dar un polipéptido maduro. Los péptidos sefial se encuentran en el extremo N de la proteina y normalmente
estan compuestos de entre 6 y 136 aminoacidos basicos e hidréfobos.

Como se usa en el presente documento, “transcripcién” y términos similares se refieren a la conversién de la
informacién codificada en un gen a un transcrito de ARN. Por consiguiente, una reduccion del nivel de transcripcion
de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa es una reduccién en la cantidad de transcrito de ARN de un ARN
gue codifica una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa.

Como se usa en el presente documento, un “vector” es una construccion de polinucleétido para introducir una
secuencia de polinucleétidos en una célula. En algunas realizaciones, el vector comprende una secuencia de control
adecuada operativamente ligada a y capaz de efectuar la expresion del polipéptido codificado en la secuencia de
polinucleétidos en un huésped adecuado. Un “vector de expresion” tiene una secuencia promotora operativamente
ligada a la secuencia de polinucle6tidos (por ejemplo, transgén) para accionar la expresion en una célula huésped, y
en algunas realizaciones una secuencia terminadora de la transcripcion. En algunas realizaciones, los vectores son
vectores de delecién. En algunas realizaciones, los vectores comprenden secuencias de polinucleétidos que
producen ARN interferente pequefio o transcritos de ARN antisentido que interfieren con la traducciéon de una
secuencia de polinucleétidos diana.

Como se usa en el presente documento, un “vector de delecion” comprende secuencias de polinucleétidos
homélogas a una secuencia de polinucleétidos 5' y 3' a una secuencia diana que va a delecionarse de un genoma de
huésped para dirigir la recombinacion y sustitucion de la secuencia diana con un polinucleétido entre las secuencias
que eligen dianade 5'y 3.

Como se usa en el presente documento, el término “expresiéon” incluye cualquier etapa implicada en la produccién
del polipéptido que incluye, pero no se limita a, transcripcién, modificacion post-transcripcional, traduccién y
modificacién post-traduccional. En algunas realizaciones, el término también engloba la secrecién del polipéptido de
una célula. En general, el término “expresion” se refiere a la conversién de la informacion codificada en un gen en la
proteina codificada por ese gen. Asi, una “reduccion de la cantidad de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa
expresada” es una reduccion en la cantidad de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa que con el tiempo se
traduce por la célula.

Como se usa en el presente documento, el término “expresar por exceso” pretende englobar aumentar la expresién
de una proteina a un nivel superior al que la célula normalmente produce. Se pretende que el término englobe
expresion en exceso de proteinas enddgenas, ademas de heterélogas. En algunas realizaciones, la expresion en
exceso incluye una elevada tasa de transcripcion y/o nivel del gen en comparacién con la tasa de transcripciéon
endogena y/o nivel para ese gen. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un gen heterélogo se introduce en una
célula fungica para expresar un gen que codifica una enzima heteréloga tal como una beta-glucosidasa de otro
organismo. En algunas otras realizaciones, un gen heterélogo se introduce en una célula fungica para expresar en
exceso un gen que codifica una enzima homéloga tal como una beta-glucosidasa.

En algunas realizaciones, el gen heterélogo es un gen que ha sido modificado para expresar en exceso el producto
génico. En algunas realizaciones, “expresion en exceso” se refiere a cualquier estado en el que se provoca que un
gen se exprese a una tasa elevada o nivel en comparacién con la tasa de expresion endégena o nivel para ese gen.
En algunas realizaciones, la expresion en exceso incluye elevada tasa de traduccién y/o nivel del gen en
comparacion con la tasa de traduccion endégena y/o nivel para ese gen. Como se usa en el presente documento, el
término “produce” se refiere a la produccion de proteinas y/u otros compuestos por células. Se pretende que el
término englobe cualquier etapa implicada en la producciéon de polipéptidos que incluye, pero no se limita a,
transcripcion, modificacion post-transcripcional, traduccion y modificacion post-traduccional. En algunas
realizaciones, el término también engloba la secrecion del polipéptido de una célula.

Como se usa en el presente documento, una “secuencia de polinucleétidos que ha sido adaptada para la expresién”
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es una secuencia de polinucleétidos que ha sido insertada en un vector de expresion o modificada de otro modo
para contener elementos reguladores necesarios para la expresion del polinucleédtido en la célula huésped,
posicionada de tal manera que se permita la expresion del polinucleétido en la célula huésped. Tales elementos
reguladores requeridos para la expresion incluyen secuencias promotoras, secuencias de iniciacion de la
transcripcion y, opcionalmente, secuencias potenciadoras. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una secuencia de
polinucleétidos se inserta en un vector plasmidico adaptado para la expresion en la célula huésped fungica.

Como se usa en el presente documento, el término “operativamente ligado” se refiere a una configuracion en la que
una secuencia de control se pone apropiadamente en una posicion con respecto a la secuencia codificante de la
secuencia de ADN de forma que la secuencia de control influya en la expresion de un polipéptido.

Como se usa en el presente documento, un aminoacido o secuencia de nucleétidos (por ejemplo, una secuencia
promotora, péptido sefial, secuencia terminadora, etc.) es ‘“heter6loga” a otra secuencia con la que esta
operativamente ligada si las dos secuencias no estan asociadas en la naturaleza.

Como se usa en el presente documento, una “enzima heteréloga” se refiere a una enzima que esta codificada por un
“gen heterélogo”. Sin embargo, también se contempla que un gen heterélogo codifique una enzima enddgena u
homéloga, como se ha explicado mas adelante. En general, el término “gen heter6logo” se refiere a un gen que se
produce en una forma no encontrada en una cepa parental de la célula fingica huésped (que incluye, pero no se
limita a, no mutante). Asi, en algunas realizaciones, un gen heterélogo es un gen que se deriva de una especie que
es diferente de la especie de la célula fingica que expresa el gen y anamorfos, teleomorfos reconocidos o
equivalentes taxondmicos de la célula fingica que expresa el gen. En algunas realizaciones, un gen heterélogo es
una version modificada de un gen que es enddgeno a la célula flngica huésped, gen endoégeno que se ha sometido
a manipulacion y luego se ha introducido o transformado en la célula huésped. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, un gen heterélogo tiene una secuencia codificante endégena, pero tiene modificaciones a la secuencia
promotora. Similarmente, en algunas realizaciones, un gen heterélogo codifica la misma secuencia de aminoacidos
que un gen enddgeno, pero tiene modificaciones al uso de codones o a regiones no codificantes tales como intrones,
0 una combinacion de los mismos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un gen heter6logo comprende
modificaciones a la secuencia codificante para codificar un polipéptido mutante. En algunas otras realizaciones, un
gen heterdlogo tiene la misma secuencia promotora, regiones sin traducir 5' y 3' y regiones codificantes que una
cepa parental, pero se localiza en otra regién del mismo cromosoma, o sobre un cromosoma completamente
diferente en comparacion con una cepa parental de la célula huésped.

Como se usa en el presente documento, un gen “endégeno” u “homologo” se refiere a un gen que se encuentra en
una cepa parental de la célula fungica huésped (que incluye, pero no se limita a, no mutante).

Como se usa en el presente documento, el término “introducido”, usado en el contexto de insertar una secuencia de
acidos nucleicos en una célula, significa la transformacion, transduccién, conjugacion, transfeccion, y/o cualquier otro
método adecuado conocido en la técnica, para insertar secuencias de acidos nucleicos en células huésped.
Cualquier medio adecuado para la introduccion de acido nucleico en células huésped encuentra uso en la presente
invencion.

Como se usa en el presente documento, los términos “transformado” y “transformacion” usados en referencia a una
célula se refieren a una célula que tiene una secuencia no nativa de acidos nucleicos integrada en su genoma o
tiene un plasmido episémico que se mantiene a través de multiples generaciones.

Como se usa en el presente documento, los términos “célula huésped” y “cepa huésped” se refieren a huéspedes
adecuados para vectores de expresion que comprenden secuencias de polinucleétidos (por ejemplo, ADN) como se
proporciona en el presente documento. En algunas realizaciones, las células huésped son células procariotas o
eucariotas que han sido transformadas o transfectadas con vectores construidos usando técnicas recombinantes
como se conoce en la técnica. Los huéspedes transformados son capaces tanto de replicar vectores que codifican al
menos una proteina de interés y/o expresar la proteina deseada de interés. Ademas, referencia a una célula de una
cepa particular se refiere a una célula parental de la cepa, ademas de a la progenie y derivados genéticamente
modificados. Los derivados genéticamente modificados de una célula parental incluyen células de progenie que
contienen un genoma modificado o plasmidos episdmicos que confieren, por ejemplo, resistencia a antibiéticos,
fermentacion mejorada, etc. En algunas realizaciones, las células huésped se modifican genéticamente para tener
caracteristicas que mejoran la secrecion de proteinas, estabilidad de proteinas, u otras propiedades deseables para
la expresion y/o secrecion de una proteina. Por ejemplo, la inactivacion de la funcion de Alpl produce una célula que
es deficiente en proteasa. La inactivacion de la funcién de pyr5 produce una célula con un fenotipo deficiente en
pirimidina. En algunas realizaciones, las células huésped se modifican para delecionar secuencias codificantes de
proteinas celulasas enddgenas o de otro modo eliminar la expresion de una o mas celulasas enddgenas. En algunas
realizaciones, la expresién de una o mas celulasas enddgenas se inhibe para aumentar la produccién de celulasas
de interés. La modificacion genética puede lograrse por cualquier técnica de ingenieria genética y/o técnica
microbiolégica clasica adecuada (por ejemplo, mutagénesis quimica o UV y seleccion posterior). Usando tecnologia
recombinante, las moléculas de acidos nucleicos pueden introducirse, delecionarse, inhibirse o modificarse, de un
modo que produzca elevado rendimiento de enzima dentro del organismo o en el cultivo. Por ejemplo, la inactivacién
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de la funciéon de Alpl produce una célula que es deficiente en proteasa. La inactivacion de la funcién de pyr5
produce una célula con un fenotipo deficiente en pirimidina. En algunos enfoques de ingenieria genética, la
recombinacién homéloga se usa para inducir modificaciones de genes dirigidos dirigiendo especificamente un gen in
vivo para suprimir la expresion de la proteina codificada. En un enfoque alternativo, la tecnologia de ARNip,
antisentido y/o de ribozimas encuentra uso en inhibir la expresion génica.

Como se usa en el presente documento, “delecion génica” y “mutacion por delecion” se refieren a una mutacion en la
que parte de un gen esta ausente. Asi, una delecion es una pérdida o sustitucion de material genético que produce
una alteracion completa o parcial de la secuencia del ADN que constituye el gen. Puede delecionarse cualquier
numero de nucleétidos, desde una Unica base hasta un trozo entero de un cromosoma. En algunas realizaciones se
contempla la delecion completa o casi completa de la secuencia del gen. Sin embargo, una mutacion por delecién no
necesita eliminar completamente la secuencia de genes entera para la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa con
el fin de reducir la actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena secretada por la célula flngica.
Por ejemplo, una delecién parcial que elimina uno o mas nucleétidos que codifican un aminoacido en un sitio activo
de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa, que codifica una sefial de secrecion, o que codifica otra porcion de la
enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa que desempefia una funcion en la actividad enzimatica oxidante de
glucosa y/o celobiosa enddgena que se secreta por la célula fangica.

Como se usa en el presente documento, una “mutacién condicional” es una mutacién que tiene fenotipo no mutante
bajo ciertas condiciones medioambientales y un fenotipo mutante bajo ciertas otras condiciones.

Como se usa en el presente documento, los términos “amplificacién” y “amplificacion génica” se refieren a un método
por el que secuencias de ADN especificas se replican desproporcionadamente de forma que el gen amplificado se
haga presente en un mayor nimero de copias que el que estaba inicialmente presente en el genoma. En algunas
realizaciones, la seleccidn de células por crecimiento en presencia de un farmaco (por ejemplo, un inhibidor de una
enzima inhibible) produce la amplificacion de cualquier gen endégeno que codifica el producto génico requerido para
el crecimiento en presencia del farmaco o por amplificacion de secuencias exégenas (es decir, de entrada) que
codifican este producto génico, o ambos. La “amplificacién” es un caso especial de replicaciéon de acido nucleico que
implica la especificidad por molde. Debe contrastarse con replicacion de molde no especifica (es decir, replicacién
gue es dependiente del molde pero no dependiente de un molde especifico). La especificidad por molde se distingue
aqui de la fidelidad de replicacion (es decir, sintesis de la secuencia de polinucleétidos apropiada) y especificidad
por nucleétido (ribo- o desoxirribo-). La especificidad por molde se describe frecuentemente en términos de
especificidad “diana”. Las secuencias diana son “dianas” en el sentido de que son buscadas para ser separadas de
otro acido nucleico. Se han disefiado técnicas de amplificacion principalmente para esta separacion.

Como se usa en el presente documento, el término “cebador” se refiere a un oligonucleoétido, tanto si se produce
naturalmente como en un digesto de restriccion purificado como se produce sintéticamente, que es capaz de actuar
como punto de iniciacion de la sintesis cuando se pone en condiciones en las que se induce la sintesis de un
producto de extension de cebador que es complementario a una hebra de acido nucleico (es decir, en presencia de
nucleétidos y un agente inductor tal como ADN polimerasa y a una temperatura adecuada y pH). El cebador es
preferentemente monocatenario para la maxima eficiencia en amplificacién, pero alternativamente puede ser
bicatenario. Si es bicatenario, el cebador se trata primero para separar sus hebras antes de usarse para preparar
productos de extension. En algunas realizaciones, el cebador es un oligodesoxirribonucleétido. El cebador debe ser
suficientemente largo para cebar la sintesis de productos de extension en presencia del agente inductor. Como se
conoce en la técnica, las longitudes exactas de los cebadores dependeran de muchos factores, que incluyen
temperatura, fuente de cebador y el uso del método.

Como se usa en el presente documento, el término “sonda” se refiere a un oligonucleoétido (es decir, una secuencia
de nucleétidos), tanto que se produce naturalmente como en un digesto de restriccion purificado como que se
produce sintéticamente, recombinantemente o por amplificacion por PCR, que es capaz de hibridarse con otro
oligonucleétido de interés. Una sonda puede ser monocatenaria o bicatenaria. Las sondas son utiles en la deteccion,
identificacion y aislamiento de secuencias de genes particulares. Se contempla que cualquier sonda usada en la
presente invencidon se marcard con cualquier “molécula indicadora”, de manera que sea detectable en cualquier
sistema de deteccién, que incluye, pero no se limita a, enzima (por ejemplo, ELISA, ademas de ensayos
histoquimicos basados en enzima), sistemas fluorescentes, radiactivos y luminiscentes. No se pretende que la
presente invencioén se limite a ningln sistema de deteccion o marca particular.

Como se usa en el presente documento, el término “diana”, cuando se usa en referencia a la reaccion en cadena de
la polimerasa, se refiere a la regién de acido nucleico unida por los cebadores usados para la reaccion en cadena de
la polimerasa. Asi, se busca que la “diana” se separe de otras secuencias de acidos nucleicos. Un “segmento” se
define como una region de acido nucleico dentro de la secuencia diana.

Como se usa en el presente documento, el término “reaccion en cadena de la polimerasa” (PCR) se refiere a los
métodos de las patentes de EE.UU. N.° 4.683.195, 4.683.202 y 4.965.188, que incluyen métodos de aumento de la
concentracion de un segmento de una secuencia diana en una mezcla de ADN gendmico sin clonacién o
purificacién. Este método para amplificar la secuencia diana es muy conocido en la técnica.
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Como se usa en el presente documento, el término “reactivos de amplificacién” se refiere a aquellos reactivos
(trifosfatos de desoxirribonucledétido, tampén, etc.), necesarios para la amplificacion, excepto cebadores, molde de
acido nucleico y la enzima de amplificacion. Normalmente, los reactivos de amplificacion, junto con otros
componentes de reaccion, se disponen y estan contenidos en un recipiente de reaccién (tubo de ensayo,
micropocillo, etc.).

Como se usa en el presente documento, los términos “endonucleasas de restriccion” y “enzimas de restriccion” se
refieren a enzimas bacterianas, cada una de las cuales corta el ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de
nucleétidos especifica.

Un “sitio de restriccion” se refiere a una secuencia de nucleotidos reconocida y escindida por una endonucleasa de
restriccion dada y es frecuentemente el sitio para la insercion de fragmentos de ADN. En algunas realizaciones de la
invencion, los sitios de restriccién se manipulan en el marcador selectivo y en los extremos 5'y 3' de la construccién
de ADN.

Como se usa en el presente documento, “recombinacién homadloga” significa el intercambio de fragmentos de ADN
entre dos moléculas de ADN o cromosomas emparejados en el sitio de secuencias de nucleétidos idénticas o casi
idénticas. En algunas realizaciones, la integracion cromosomica es recombinacion homologa.

Como se usa en el presente documento, el término “C1” se refiere a Myceliophthora thermophila, que incluye la cepa
fungica descrita por Garg (véase, Garg, Mycopathol., 30: 3-4 [1966]). Como se usa en el presente documento,
“Chrysosporium lucknowense” incluye las cepas descritas en las patentes de EE.UU. N.° 6.015.707, 5.811.381 y
6.573.086; publicaciones de patente de EE.UU. N.° 2007/0238155, US 2008/0194005, US 2009/0099079;
publicaciones de patente internacional N.° WO 2008/073914 y WO 98/15633, e incluyen, sin limitacion,
Chrysosporium lucknowense Garg 27K, VKM-F 3500 D (N.° de acceso VKM F-3500-D), cepa de C1 UV13-6 (N.° de
acceso VKM F-3632 D), cepa de C1 NG7C-19 (N.° de acceso VKM F-3633 D) y cepa de C1 UV18-25 (VKM F-3631
D), todas las cuales se han depositado en la All-Russian Collection of Microorganisms of Russian Academy of
Sciences (VKM), Bakhurhina St. 8, Mosvaca, Rusia, 113184, y cualquier derivado de las mismas. Aunque
inicialmente se describi6 como Chrysosporium lucknowense, C1 puede considerarse actualmente una cepa de
Myceliophthora thermophila. Otras cepas de C1 incluyen células depositadas bajo los nimeros de acceso ATCC
44006, CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures) 122188, CBS 251.72, CBS 143.77, CBS 272.77, CBS122190,
CBS122189 y VKM F-3500D. Derivados de C1 a modo de ejemplo incluyen organismos modificados en los que uno
0 mas genes enddgenos o secuencias han sido delecionados o modificados y/o uno 0 mas genes heterélogos o
secuencias han sido introducidos. Los derivados incluyen, pero no se limitan a, UV18#100f Aalpl, UV18#100f Apyr5
Aalpl, UV18#100.f Aalpl Apep4 Aalp2, UV18#100.f Apyr5 Aalpl Apep4 Aalp2 y UV18#100.f Apyrd Apyr5 Aalpl
Apep4 Aalp2, como se describen en los documentos WO 2008073914 y WO 2010107303.

Como se usa en el presente documento, una “célula genéticamente modificada” y/o “genéticamente manipulada”
(por ejemplo, una “célula fangica genéticamente manipulada” y/o una “célula fingica genéticamente modificada”) es
una célula cuyo material genético ha sido alterado usando técnicas de ingenieria genética. Una célula genéticamente
modificada también se refiere a un derivado de o la progenie de una célula cuyo material genético ha sido alterado
usando técnicas de ingenieria genética. Un ejemplo de una modificacion genética como resultado de técnicas de
ingenieria genética incluye una modificacion al ADN gendmico; otro ejemplo de una modificacion genética como
resultado de técnicas de ingenieria genética incluye la introducciéon de un acido nucleico heterélogo estable en la
célula. Por ejemplo, como se describe en el presente documento, una célula fingica genéticamente modificada
como se describe en el presente documento es una célula fingica cuyo material genético ha sido alterado de tal
forma que tanto se reduzca la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada, como
se reduzca la capacidad de la enzima secretada para oxidar celobiosa o glucosa.

Como se usa en el presente documento, el término “cultivar” se refiere a hacer crecer una poblacién de células
microbianas bajo condiciones adecuadas en un medio liquido o sélido. Se contempla que el cultivo se lleve a cabo
en cualquier formato adecuado, equipo (por ejemplo, matraces de agitacion, tanques de fermentacion, biorreactores,
etc.). También esta previsto que el cultivo se realice usando cualquier método de proceso adecuado, que incluye,
pero no se limita a, cultivo discontinuo, de lotes alimentos y/o continuo. De hecho, se contempla que encontrara uso
cualquier combinacion de métodos adecuados.

En un “proceso discontinuo”, todos los materiales necesarios, con la excepcioén de oxigeno para procesos aerobios,
se disponen en un reactor al inicio de la operacion y la fermentacion se deja proceder hasta el fin, momento en el
que se recoge el producto. En algunas realizaciones, los procesos discontinuos para producir las células fungicas,
enzimas y/o mezclas enzimaticas de la presente invencién se llevan a cabo en un matraz con agitaciéon o un
biorreactor.

En un “proceso de lotes alimentados”, el cultivo se alimenta continuamente o secuencialmente con uno o mas
componentes de medio sin la eliminacion del fluido de cultivo.
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En un “proceso continuo”, el medio fresco se suministra y el fluido de cultivo se elimina continuamente a tasas
volumétricamente iguales para mantener el cultivo a una tasa de crecimiento estacionaria. En referencia a los
procesos continuos, “estado estacionario” se refiere a un estado en el que la concentracién de reactantes no varia
apreciablemente, y “estado cuasi-estacionario” se refiere a un estado en el que, posterior al inicio de la reaccion, la
concentracion de reactantes fluctia dentro de un intervalo de acuerdo con la operacién normal del proceso de
hidrélisis continuo.

Como se usa en el presente documento, el término “sacarificacion” se refiere al proceso en el que sustratos (por
ejemplo, biomasa celuldsica) se degradan mediante la accién de celulasas para producir azicares fermentables (por
ejemplo, monosacaridos tales como, pero no se limitan a, glucosa).

Como se usa en el presente documento, el término “azlcares fermentables” se refiere a azlcares simples (por
ejemplo, monosacaridos, disacéaridos y oligosacéaridos cortos), que incluyen, pero no se limitan a, glucosa, xilosa,
galactosa, arabinosa, manosa y sacarosa. De hecho, un azulcar fermentable es cualquier azlcar que pueda utilizar o
fermentar un microorganismo.

Como se usa en el presente documento, el término “azlcares solubles” se refiere a mondmeros de pentosa y hexosa
solubles en agua y oligémeros de hasta aproximadamente seis unidades de mondémero. Se pretende que el término
englobe cualquier mono- y/u oligosacarido soluble en agua.

Como se usa en el presente documento, el término “fermentacion” se usa ampliamente para referirse al proceso de
obtener energia de la oxidacion de compuestos organicos (por ejemplo, hidratos de carbono). De hecho, la
“fermentacion” se refiere ampliamente a la conversiéon quimica de una fuente de azlcar a un producto final mediante
el uso de un organismo de fermentacion. En algunas realizaciones, el término engloba el cultivo de un
microorganismo o un cultivo de microorganismos que usan azUcares, tales como azucares fermentables, como
fuente de energia para obtener un producto deseado.

Como se usa en el presente documento, el término “organismo de fermentacion” se refiere a cualquier organismo,
gue incluye organismos procariotas, ademas de eucariotas (por ejemplo, organismos bacterianos, ademas de
organismos fungicos tales como levadura y hongos filamentosos), adecuados para producir un producto final
deseado. Los organismos de fermentacion especialmente adecuados son capaces de fermentar (es decir, convertir)
azucares, que incluyen, pero no se limitan a, glucosa, fructosa, maltosa, xilosa, manosa y/o arabinosa, directamente
o indirectamente en al menos un producto final deseado. En algunas realizaciones, la levadura que encuentra uso en
la presente invencion incluye, pero no se limita a, cepas del género Saccharomyces (por ejemplo, cepas de
Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces uvarum), cepas del género Pichia (por ejemplo, Pichia stipitis tal como
Pichia stipitis CBS 5773 y Pichia pastoris), y cepas del género Candida (por ejemplo, Candida utilis, Candida
arabinofermentans, Candida diddensii, Candida sonorensis, Candida shehatae, Candida tropicalis y Candida
boidinii). Otros organismos de fermentacién incluyen, pero no se limitan a, cepas de Zymomonas, Hansenula (por
ejemplo, Hansenula polymorpha y Hansenula anomala), Kluyveromyces (por ejemplo, Kluyveromyces fragilis) y
Schizosaccharomyces (por ejemplo, Schizosaccharomyces pombe).

Como se usa en el presente documento, el término “suspension” se refiere a una disolucién acuosa en la que se
dispersan uno 0 mas componentes sélidos, tales como un sustrato celulésico. Asi, el término “suspension” se refiere
a una suspension de solidos en un liquido. En algunas realizaciones, el sustrato celulésico se suspende en un
liquido a una concentracion que es densa, pero todavia puede bombearse. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
liguido es agua, una corriente de proceso recirculada y/o un efluente tratado. Sin embargo, no se pretende que la
presente invencioén se limite a ningdn liquido y/o soélido particular.

Como se usa en el presente documento, “celulosa” se refiere a un polimero del azicar simple glucosa ligado por
enlaces glucosidicos beta-1,4.

Como se usa en el presente documento, “celobiosa” se refiere a un dimero de glucosa ligado por beta-1,4 soluble en
agua.

Los términos “biomasa” y “sustrato de biomasa” engloban cualquier material adecuado para su uso en reacciones de
sacarificacion. Los términos engloban, pero no se limitan a, materiales que comprenden celulosa (es decir, “biomasa
celuldsica”, “materia prima celuldsica” y “sustrato celulésico”), ademas de biomasa lignoceluldsica. De hecho, el
término “biomasa” engloba cualquier material biol6gico vivo 0 muerto que contenga un sustrato de polisacarido, que
incluye, pero no se limita a, celulosa, almidén, otras formas de polimeros de hidrato de carbono de cadena larga, y
mezclas de tales fuentes. En algunas realizaciones, se ensambla completa o principalmente de glucosa o xilosa, y
en algunas realizaciones, opcionalmente también contiene diversos otros monémeros de pentosa y/o hexosa. La
biomasa puede derivarse de plantas, animales o microorganismos, e incluye, pero no se limita a, residuos agricolas,
industriales y de silvicultura, residuos industriales y municipales, y cultivos terrestres y acuaticos cultivados para
fines de energia. Ejemplos de sustratos de biomasa incluyen, pero no se limitan a, madera, pulpa de madera, pulpa
de papel, fibra de maiz, grano de maiz, mazorcas de maiz, residuos de cultivos tales como cascarillas de maiz,
forraje de maiz, céspedes, trigo, paja de trigo, cebada, paja de cebada, heno, arroz, paja de arroz, césped de
pradera, papel usado, residuos del procesamiento del papel y la pulpa, plantas lefiosas o herbaceas, pulpa de fruta o
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de verdura, residuos de destileria, céspedes, cascaras de arroz, algoddn, cafiamo, lino, sisal, bagazo de cafia de
azucar, sorgo, soja, césped de pradera, componentes obtenidos de la molienda de granos, arboles, ramas, raices,
hojas, astillas de madera, serrin, matorrales y arbustos, verduras, frutas y flores y cualquier mezcla adecuada de los
mismos. En algunas realizaciones, la biomasa comprende, pero no se limita a, cultivos cultivados (por ejemplo,
céspedes, que incluyen céspedes C4, tales como césped de pradera, pasto, ballico, miscanto, pasto alpiste, o
cualquier combinacion de los mismos), residuos del procesamiento del azucar, por ejemplo, pero no se limitan a,
bagazo (por ejemplo, bagazo de cafia de azlcar, pulpa de remolacha [por ejemplo, remolacha azucarera], o una
combinacién de los mismos), residuos agricolas (por ejemplo, forraje de soja, forraje de maiz, fibra de maiz, paja de
arroz, paja de cafia de azlcar, arroz, cascaras de arroz, paja de cebada, mazorcas de maiz, paja de trigo, paja de
canola, paja de avena, cascaras de avena, fibra de maiz, cafiamo, lino, sisal, algoddn, o cualquier combinacién de
los mismos), pulpa de fruta, pulpa de verdura, residuos de destileria, biomasa de silvicultura (por ejemplo, madera,
pulpa de madera, pulpa de papel, fibra de pulpa de madera reciclada, serrin, madera dura, tal como madera de
chopo temblén, coniferas, o una combinacién de los mismos). Ademas, en algunas realizaciones, la biomasa
comprende material residual celulésico y/o materiales residuales de silvicultura, que incluyen, pero no se limitan a,
residuo del procesamiento del papel y la pulpa, papel usado municipal, papel de periédico, cartén y similares. En
algunas realizaciones, la biomasa comprende una especie de fibra, mientras que en algunas realizaciones
alternativas la biomasa comprende una mezcla de fibras que se originan a partir de diferentes biomasas. En algunas
realizaciones, la biomasa también comprende plantas transgénicas que expresan enzimas ligninasa y/o celulasa
(véase, por ejemplo, el documento US 2008/0104724 Al).

Como se usa en el presente documento, “lignocelulosa” se refiere a una matriz de celulosa, hemicelulosa y lignina.
La produccion econdémica de biocombustibles a partir de biomasa lignoceluldsica normalmente implica la conversion
de los componentes de celulosa y hemicelulosa en azlcares fermentables, normalmente monosacaridos tales como
glucosa (a partir de la celulosa) y xilosa y arabinosa (a partir de las hemicelulosas). Puede lograrse conversion casi
completa por un pretratamiento quimico de la lignocelulosa, seguido de hidrélisis enzimatica con enzimas celulasa.
La etapa de pretratamiento quimico convierte la celulosa mas susceptible a la hidrélisis enziméatica y, en algunos
casos, también hidroliza el componente de hemicelulosa. Se conocen numerosos procesos de pretratamiento
guimico en la técnica, e incluyen, pero no se limitan a, pretratamiento leve con acido a altas temperaturas y acido
diluido, pretratamiento con amonio o extraccion con disolvente organico.

La lignina es un biopolimero mas complejo y heterogéneo que cualquier celulosa o hemicelulosa y comprende una
variedad de subunidades fendlicas. La despolimerizacion de lignina enzimatica puede llevarse a cabo por lignina
peroxidasas, manganeso peroxidasas, lacasas y celobiosa deshidrogenasas (CDH), funcionando frecuentemente en
sinergia. Sin embargo, como sugiere el nombre, las enzimas CDH también oxidan celobiosa a celobionolactona.
Varios informes indican que la oxidaciéon de celobiosa por CDH potencia la tasa de la hidrélisis de celulosa por
celulasas en virtud de reducir las concentraciones de celobiosa, que es un potente inhibidor de algunos
componentes de celulasa (Mansfield et al., Appl. Environ. Microbiol., 63: 3804-3809 [1997]; e Igarashi et al., Eur. J.
Biochem., 253: 101-106 [1998]). Recientemente se ha informado que las CDH pueden potenciar la actividad de
proteinas de potenciamiento celulolitico de la familia glicol hidrolasa 61 (véase, por ejemplo, el documento
W0O2010/080532A1).

Como se usa en el presente documento, el término “biomasa lignoceluldsica” se refiere a cualquier biomasa de
planta que comprende celulosa y hemicelulosa, unida a lignina

En algunas realizaciones, la biomasa se pretrata opcionalmente para aumentar la susceptibilidad de la celulosa a la
hidrélisis por pretratamientos quimicos, fisicos y biolégicos (tales como explosion por vapor, desfibrado, trituracion,
hidrélisis acida, exposicion a disolvente, y similares, ademas de combinaciones de los mismos). Diversas materias
primas lignoceluldsicas encuentran uso, que incluyen aquellas que comprenden materia prima lignoceluldsica fresca,
materia prima lignocelulésica parcialmente seca, materia prima lignocelulésica completamente seca, y/o cualquier
combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, las materias primas lignocelulésicas comprenden celulosa en
una cantidad superior a aproximadamente el 20 %, mas preferentemente superior a aproximadamente el 30 %, mas
preferentemente superior a aproximadamente el 40 % (peso/peso). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
material lignocelulésico comprende de aproximadamente el 20 % a aproximadamente el 90 %, (peso/peso) de
celulosa, o cualquier cantidad entremedias, aunque en algunas realizaciones el material lignocelulésico comprende
menos de aproximadamente el 19 %, menos de aproximadamente el 18 %, menos de aproximadamente el 17 %,
menos de aproximadamente el 16 %, menos de aproximadamente el 15 %, menos de aproximadamente el 14 %,
menos de aproximadamente el 13 %, menos de aproximadamente el 12 %, menos de aproximadamente el 11 %,
menos de aproximadamente el 10 %, menos de aproximadamente el 9 %, menos de aproximadamente el
8 %,menos de aproximadamente el 7 %, menos de aproximadamente el 6 %, o menos de aproximadamente el 5 %
de celulosa (peso/peso). Ademas, en algunas realizaciones, la materia prima lignocelulésica comprende lignina en
una cantidad superior a aproximadamente el 10 %, mas normalmente en una cantidad superior a aproximadamente
el 15 % (peso/peso). En algunas realizaciones, la materia prima lignoceluldsica comprende pequefias cantidades de
sacarosa, fructosa y/o almidén. La materia prima lignocelulésica se somete generalmente primero a reduccion de
tamafio por métodos que incluyen, pero no se limitan a, molienda, trituracion, agitacion, rallado,
compresion/expansién, u otros tipos de accién mecanica. La reduccion de tamafo por accién mecanica puede
realizarse por cualquier tipo de equipo adaptado para el fin, por ejemplo, pero no se limita a, molinos de matrtillo,
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trituradoras de tolva, prensas de rodillos, refinadores e hidrapulper. En algunas realizaciones, al menos el 90 % en
peso de las particulas producidas a partir de la reduccion de tamafio tienen longitudes inferiores a entre
aproximadamente 1/16 y aproximadamente 4 pulgadas (la medicién puede ser un volumen o una longitud promedio
en peso). En algunas realizaciones, el equipo usado para reducir el tamafio de particula es un molino de martillo o
trituradora. Posterior a la reduccién de tamafio, la materia prima normalmente se suspende en agua, ya que esto
facilita el bombeo de la materia prima. En algunas realizaciones, las materias primas lignocelulésicas de tamafio de
particula inferior a aproximadamente 6 pulgadas no requieren reduccion de tamafio.

Como se usa en el presente documento, el término “materia prima lignoceluldsica” se refiere a cualquier tipo de
biomasa lignoceluldsica que sea adecuada para su uso como materia prima en reacciones de sacarificacion.

Como se usa en el presente documento, el término “materia prima lignoceluldsica pretratada” se refiere a materias
primas lignoceluldsicas que han sido sometidas a procesos fisicos y/o quimicos para hacer la fibra mas accesible y/o
receptiva a las acciones de las enzimas celuloliticas, como se ha descrito anteriormente.

Como se usa en el presente documento, los términos “competente para lignocelulosa”, “que utiliza lignocelulosa” y
términos similares se refieren a un organismo que secreta enzimas que participan en la degradacion e hidrdlisis de
lignina. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las células fungicas competentes para lignocelulosa secretan una o
mas lignina peroxidasas, manganeso peroxidasas, lacasas y/o celobiosa deshidrogenasas (CDH). Estas enzimas
extracelulares, esenciales para la degradacion de lignina, se denominan frecuentemente “enzimas modificadoras de
lignina” o “LME”.

Se dice que un sustrato de biomasa se “pretrata’ cuando se ha procesado por algin medio fisico y/o quimico para
facilitar la sacarificacion. Como se describe adicionalmente en el presente documento, en algunas realizaciones, el
sustrato de biomasa se “pretrata”, o se trata usando métodos conocidos en la técnica, tales como pretratamiento
quimico (por ejemplo, pretratamiento con amoniaco, pretratamiento con acido diluido, pretratamiento con alcali
diluido, o exposiciébn a disolvente), pretratamiento fisico (por ejemplo, explosion por vapor o irradiacion),
pretratamiento mecanico (por ejemplo, trituracion o molienda) y pretratamiento biologico (por ejemplo, aplicacién de
microorganismos solubilizadores de lignina) y combinaciones de los mismos, para aumentar la susceptibilidad de la
celulosa a hidrolisis.

En algunas realizaciones, el sustrato se suspende antes del pretratamiento. En algunas realizaciones, la
consistencia de la suspensién es entre aproximadamente el 2 % y aproximadamente el 30 % y mas normalmente
entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 15 %. En algunas realizaciones, la suspension esta sometida a
una operacion de remojo en agua y/o acido antes del pretratamiento. En algunas realizaciones, la suspension se
desagua usando cualquier método adecuado para reducir el uso de vapor y de productos quimicos antes del
pretratamiento. Ejemplos de dispositivos de desagtie incluyen, pero no se limitan a, prensas de husillos presurizados
(véase, por ejemplo, el documento WO 2010/022511), filtros presurizados y prensas extrusoras.

En algunas realizaciones, el pretratamiento se lleva a cabo para hidrolizar hemicelulosa, y/o una porcion de la misma
presente en lignocelulosa, dando los azlcares monoméricos pentosa y hexosa (por ejemplo, xilosa, arabinosa,
manosa, galactosa, y/o cualquier combinacion de las mismas). En algunas realizaciones, el pretratamiento se lleva a
cabo de manera que se produzca la hidrélisis casi completa de la hemicelulosa y una pequefia cantidad de
conversion de celulosa a glucosa. En algunas realizaciones, normalmente se usa una concentracion de acido en la
suspension acuosa de aproximadamente el 0,02 % (peso/peso) a aproximadamente el 2 % (peso/peso), o cualquier
cantidad entremedias, para el tratamiento del sustrato celulésico. Cualquier acido adecuado encuentra uso en estos
métodos, que incluyen, pero no se limitan a, acido clorhidrico, acido nitrico y/o acido sulftrico. En algunas
realizaciones, el acido usado durante el pretratamiento es acido sulfdrico. La explosién por vapor es un método de
realizacién del pretratamiento con acido de sustratos de biomasa (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.°
4.461.648). Otro método de pretratamiento de la suspensién implica el pretratamiento continuo (es decir, la biomasa
celulésica se bombea a través de un reactor continuamente). Estos métodos son muy conocidos para aquellos
expertos en la materia (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 7.754.457).

En algunas realizaciones, se usa alcali en el pretratamiento. A diferencia del pretratamiento con &cido, el
pretratamiento con alcali puede no hidrolizar el componente de hemicelulosa de la biomasa. Mas bien, el alcali
reacciona con grupos acidos presentes sobre la hemicelulosa para abrir la superficie del sustrato. En algunas
realizaciones, la adicion de alcali altera la estructura cristalina de la celulosa de manera que es mas susceptible a la
hidrélisis. Ejemplos de élcali que encuentran uso en el pretratamiento incluyen, pero no se limitan a, amoniaco,
hidréxido de amonio, hidréxido potasico e hidréxido sédico. Un método de pretratamiento con alcali es explosion por
congelacién con amoniaco, explosién de fibras por amoniaco o expansién de fibras por amoniaco (proceso “AFEX”;
véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 5.171.592; 5.037.663; 4.600.590; 6.106.888; 4.356.196; 5.939.544;
6.176.176; 5.037.663; y 5.171.592). Durante este proceso, el sustrato celulésico se pone en contacto con amoniaco
o hidroxido de amonio en un recipiente a presion durante un tiempo suficiente para permitir que el amoniaco o
hidroxido de amonio altere la estructura cristalina de las fibras de celulosa. La presion se reduce entonces
rapidamente, que permite que el amoniaco hierva vigorosamente o hierva y explote la estructura de fibra de celulosa.
En algunas realizaciones, el amoniaco que hirvié vigorosamente se recupera entonces usando métodos conocidos
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en la técnica. En algunos métodos alternativos se utiliza pretratamiento con amoniaco diluido. EI método de
pretratamiento con amoniaco diluido utiliza disoluciones mas diluidas de amoniaco o hidréxido de amonio que AFEX
(véanse, por ejemplo, los documentos WO 2009/045651 y US 2007/0031953). Este proceso de pretratamiento
puede o puede no producir ningdin monosacarido.

Un proceso de pretratamiento adicional para su uso en la presente invencion incluye tratamiento quimico del sustrato
celulésico con disolventes organicos, en métodos tales como aquellos que utilizan liquidos organicos en sistemas de
pretratamiento (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 4.556.430). Estos métodos tienen la ventaja de que los
liquidos de bajo puntnge ebulliciéon pueden recuperarse facilmente y reutilizarse. Otros pretratamientos, tales como
el proceso Organosolv , también usan liquidos organicos (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 7.465.791).
El someter el sustrato a agua presurizada también puede ser un método de pretratamiento adecuado (véase, por
ejemplo, Weil et al., Appl. Biochem. Biotechnol., 68: 21-40 [1997]). En algunas realizaciones, la biomasa celulésica
pretratada se procesa después del pretratamiento por cualquiera de varias etapas, tales como dilucion con agua,
lavado con agua, tamponamiento, filtracion, o centrifugacion, o cualquier combinacién de estos procesos, antes de la
hidrélisis enzimatica, como es familiar para aquellos expertos en la materia. El pretratamiento produce una
composicion de materia prima pretratada (por ejemplo, una “suspensiéon de materia prima pretratada”) que contiene
un componente soluble que incluye los azlcares resultantes de la hidrélisis de la hemicelulosa, opcionalmente acido
acético y otros inhibidores, y sélidos que incluyen materia prima sin hidrolizar y lignina. En algunas realizaciones, los
componentes solubles de la composicién de materia prima pretratada se separan de los sélidos para producir una
fraccion soluble. En algunas realizaciones, la fraccién soluble, que incluye los azlcares liberados durante el
pretratamiento y otros componentes solubles (por ejemplo, inhibidores), se envia entonces a fermentacién. Sin
embargo, en algunas realizaciones en las que la hemicelulosa no se hidroliza eficazmente durante el pretratamiento,
se incluyen una o méas etapas adicionales (por ejemplo, otra(s) etapa(s) de hidrdlisis y/o etapa(s) de tratamiento
enzimatico y/o adicionalmente tratamiento con alcali y/o acido) para producir azlcares fermentables. En algunas
realizaciones, la separacion se lleva a cabo lavando la composicion de materia prima pretratada con una disolucién
acuosa para producir una corriente de lavado y una corriente de sélidos que comprende la materia prima pretratada
sin hidrolizar. Alternativamente, el componente soluble se separa de los sélidos sometiendo la composicion de
materia prima pretratada a una separacion de solidos-liquido, usando cualquier método adecuado (por ejemplo,
centrifugacién, microfiltracion, filtracion en placa y marco, filtracién de flujo cruzado, filtracion a presion, filtracion a
vacio, etc.). Opcionalmente, en algunas realizaciones, una etapa de lavado se incorpora en la separacién de sélidos-
liquidos. En algunas realizaciones, los sélidos separados que contienen celulosa se someten entonces a hidrélisis
enzimatica con enzimas celulasa con el fin de convertir la celulosa en glucosa. En algunas realizaciones, la
composicion de materia prima pretratada se alimenta en el proceso de fermentacion sin separacion de los sélidos
contenidos en ella. En algunas realizaciones, los sélidos sin hidrolizar se someten a hidrélisis enzimatica con
enzimas celulasa para convertir la celulosa en glucosa después del proceso de fermentacion. En algunas
realizaciones, la materia prima celulésica pretratada se somete a hidrdlisis enzimatica con enzimas celulasa.

Como se usa en el presente documento, el término “tratamiento quimico” se refiere a cualquier pretratamiento
guimico que promueva la separacion y/o liberacion de celulosa, hemicelulosa y/o lignina.

Como se usa en el presente documento, el término “pretratamiento fisico” se refiere a cualquier pretratamiento que
promueva la separacion y/o liberacion de celulosa, hemicelulosa y/o lignina de material celuldsico.

Como se usa en el presente documento, el término “pretratamiento mecanico” se refiere a cualquier medio mecéanico
para tratar biomasa, que incluye, pero no se limita a, diversos tipos de trituracion o molienda (por ejemplo, molienda
en seco, molienda en himedo o molino de bolas vibratorio).

Como se usa en el presente documento, el término “pretratamiento biolégico” se refiere a cualquier pretratamiento
biolégico que promueva la separacion y/o liberacién de celulosa, hemicelulosa y/o lignina del material celuldsico.

Como se usa en el presente documento, el término “recuperado” se refiere a la recogida, aislamiento, recoleccion o
recuperacion de proteina de una célula y/o medio de cultivo. En el contexto de la sacarificacién, se usa en referencia
a la recogida de azlcares fermentables producidos durante la reaccion de sacarificaciéon del medio de cultivo y/o
células. En el contexto de la fermentacion, se usa en referencia a recoger el producto de fermentacion del medio de
cultivo y/o células. Asi, puede decirse que un proceso comprende “recuperar” un producto de una reaccion (tal como
un azucar soluble recuperado de sacarificacion) si el proceso incluye separar el producto de otros componentes de
una mezcla de reaccion posterior a al menos algo del producto que se genera en la reaccion.

Como se usa en el presente documento, “aumentar” el rendimiento de un producto (tal como un azlcar fermentable)
de una reaccion se produce cuando un componente particular de interés que esta presente durante la reaccion (por
ejemplo, enzima) hace que se produzca mas producto, en comparacion con una reaccion realizada bajo las mismas
condiciones con el mismo sustrato y otros sustituyentes, pero en ausencia del componente de interés (por ejemplo,
sin enzima).

Como se usa en el presente documento, se dice que una reaccién esta “sustancialmente libre” de una enzima
particular si la cantidad de esa enzima en comparacién con otras enzimas que participan en catalizar la reaccion es
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menos de aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 1 %, o aproximadamente el 0,1 % (peso/peso).

Como se usa en el presente documento, “fraccionar” un liquido (por ejemplo, un caldo de cultivo) significa aplicar un
proceso de separacion (por ejemplo, precipitacién con sales, cromatografia en columna, exclusion por tamafio y
filtracion) o una combinacion de tales procesos para proporcionar una disolucidon en la que una proteina deseada
(por ejemplo, una enzima celulasa, y/o una combinacién de la misma) comprende un mayor porcentaje de proteina
total en la disolucion que en el producto liquido inicial.

Como se usa en el presente documento, el término “hidrélisis enzimatica” se refiere a la hidrélisis de un sustrato por
una enzima. En algunas realizaciones, la hidrélisis comprende métodos en los que al menos una enzima se pone en
contacto con al menos un sustrato para producir un producto final. En algunas realizaciones, los métodos de
hidrélisis enzimatica comprenden al menos una enzima celulasa y al menos una glucosidasa y/o una mezcla de
glucosidasas que actian sobre los polisacaridos (por ejemplo, celulosa), para convertir toda o una porcion de la
misma en azucares fermentables. “Hidrolizar” y/o “hidrdlisis” de celulosa u otro polisacarido se produce cuando al
menos algunos de los enlaces glucosidicos entre dos monosacéaridos presentes en el sustrato se hidrolizan,
desprendiéndose asi entre si los dos mondémeros que se unieron previamente.

Se pretende que la hidrélisis enzimatica se lleve a cabo con cualquier tipo adecuado de enzima(s) capaz de
hidrolizar al menos un sustrato a al menos un producto final. En algunas realizaciones, el sustrato es celulosa,
mientras que en algunas otras realizaciones, es lignocelulosas, y en todavia mas realizaciones, es otra composicion
(por ejemplo, almidén). En algunas realizaciones, el producto final comprende al menos un azlcar fermentable. Se
pretende adicionalmente que la hidrdlisis enzimatica englobe procesos llevados a cabo con cualquier tipo adecuado
de enzimas celulasa capaces de hidrolizar la celulosa a glucosa, independientemente de su fuente. Se pretende que
cualquier fuente de enzima adecuada encuentre uso en la presente invencion, que incluye, pero no se limita a,
enzimas obtenidas de hongos, tales como Trichoderma spp., Aspergillus spp., Hypocrea spp., Humicola spp.,
Neurospora spp., Orpinomyces spp., Gibberella spp., Emericella spp., Chaetomium spp., Chrysosporium spp.,
Fusarium spp., Penicilium spp., Magnaporthe spp., Phanerochaete spp., Trametes spp., Lentinula edodes,
Gleophyllum trabeiu, Ophiostoma piliferum, Corpinus cinereus, Geomyces pannorum, Cryptococcus laurentii,
Aureobasidium pullulans, Amorphotheca resinae, Leucosporidium scotti, Cunninghamella elegans, Thermomyces
lanuginosus, Myceliophthora thermophila y Sporotrichum thermophile, ademéas de aquellas obtenidas de las
bacterias de los géneros Bacillus, Thermomyces, Clostridium, Streptomyces y Thermobifida.

En algunas realizaciones, la hidrélisis enzimatica se lleva a cabo a un pH y temperatura que esta en o cerca del
Optimo para las enzimas celulasa que se usan. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la hidrélisis enzimatica se
lleva a cabo a aproximadamente 30 °C a aproximadamente 75 °C, o cualquier temperatura adecuada entremedias,
por ejemplo, una temperatura de aproximadamente 30 °C, aproximadamente 35 °C, aproximadamente 40 °C,
aproximadamente 45°C, aproximadamente 50°C, aproximadamente 55°C, aproximadamente 60 °C,
aproximadamente 65 °C, aproximadamente 70 °C, aproximadamente 75 °C, o cualquier temperatura entremedias, y
a pH de aproximadamente 3,5 a aproximadamente 7,5, o cualquier pH entremedias (por ejemplo, aproximadamente
3,5, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,5, aproximadamente 5,0, aproximadamente 5,5, aproximadamente
6,0, aproximadamente 6,5, aproximadamente 7,0, aproximadamente 7,5, o cualquier pH adecuado entremedias). En
algunas realizaciones, la concentracion inicial de celulosa antes del inicio de la hidrélisis enzimatica es
preferentemente aproximadamente 0,1 % (peso/peso) a aproximadamente 20 % (peso/peso), o cualquier cantidad
adecuada entremedias (por ejemplo, aproximadamente el 0,1 %, aproximadamente el 0,5 %, aproximadamente el
1 %, aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 8 %,
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %,
aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 20 %, o cualquier cantidad adecuada entremedias). En algunas
realizaciones, la dosificacion combinada de todas las enzimas celulasa es aproximadamente 0,001 a
aproximadamente 100 mg de proteina por gramo de celulosa, o cualquier cantidad adecuada entremedias (por
ejemplo, aproximadamente 0,001, aproximadamente 0,01, aproximadamente 0,1, aproximadamente 1,
aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 30, aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70,
aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 100 mg de proteina por gramo de celulosa o
cualquier cantidad entremedias). La hidrélisis enzimatica se lleva a cabo durante cualquier periodo de tiempo
adecuado. En algunas realizaciones, la hidrélisis enzimatica se lleva a cabo durante un periodo de tiempo de
aproximadamente 0,5 horas a aproximadamente 200 horas, o cualquier tiempo entremedias (por ejemplo,
aproximadamente 2 horas a aproximadamente 100 horas, o cualquier tiempo adecuado entremedias). Por ejemplo,
en algunas realizaciones se lleva a cabo durante aproximadamente 0,5, aproximadamente 1, aproximadamente 2,
aproximadamente 5, aproximadamente 7, aproximadamente 10, aproximadamente 12, aproximadamente 14,
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35,
aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60,
aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 85,
aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 100, aproximadamente 120, aproximadamente 140,
aproximadamente 160, aproximadamente 180, aproximadamente 200, o cualquier tiempo adecuado entremedias.

En algunas realizaciones, la hidrélisis enzimatica es hidrdlisis discontinua, hidrélisis continua, y/o una combinacion
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de las mismas. En algunas realizaciones, la hidrélisis es agitada, sin mezclar, o una combinacién de las mismas. La
hidrélisis enzimatica normalmente se lleva a cabo en un reactor de hidrélisis. La composicién de enzimas celulasa se
afade al sustrato lignocelulésico pretratado antes de, durante o después de la adicién del sustrato al reactor de
hidrélisis. De hecho, no se pretende que las condiciones de reaccion se limiten a aquellas proporcionadas en el
presente documento, ya que las modificaciones estan perfectamente dentro del conocimiento de aquellos expertos
en la materia. En algunas realizaciones, tras la hidrolisis de celulosas, cualquier sélido insoluble presente en el
hidrolizado lignocelulésico resultante, que incluye, pero no se limita a, lignina, se elimina usando técnicas de
separacion solido-liquido convencionales antes de cualquier procesamiento adicional. En algunas realizaciones,
estos sélidos se queman para proporcionar energia para el proceso entero.

Como se usa en el presente documento, la “celulosa disponible total” es la cantidad (% en peso) de celulosa que es
accesible a la hidrdlisis enzimatica. La celulosa disponible total normalmente es igual a, 0 muy préxima a ser igual a,
la cantidad de celulosa inicial presente en una reaccion de hidrolisis.

Como se usa en el presente documento, la “celulosa residual” es la porcion (% en peso) de la celulosa disponible
total en la mezcla de hidrélisis que queda sin hidrolizar. La celulosa residual puede medirse usando cualquier
método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, puede medirse directamente usando espectroscopia de IR, o
puede medirse determinando la cantidad de glucosa generada por hidrélisis con acido concentrado de los soélidos
residuales.

Como se usa en el presente documento, la “celulosa hidrolizada total” es la porcion de la celulosa disponible total
gue se hidroliza en la mezcla de hidroélisis. Por ejemplo, la celulosa hidrolizada total puede calcularse como la
diferencia entre la “celulosa disponible total” y la “celulosa residual”.

Como se usa en el presente documento, el “maximo rendimiento teérico de glucosa” es la cantidad maxima (% en
peso) de glucosa que podria producirse bajo condiciones dadas a partir de la celulosa disponible total.

Como se usa en el presente documento, “Gmax” se refiere a la cantidad maxima (% en peso) de glucosa que podria
producirse a partir de la celulosa hidrolizada total. Gmax puede calcularse, por ejemplo, midiendo directamente la
cantidad de celulosa residual que queda al final de una reaccion bajo condiciones de reacciéon dadas, restando la
cantidad de celulosa residual de la celulosa disponible total para determinar la celulosa hidrolizada total, y luego
calculando la cantidad de glucosa que podria producirse a partir de la celulosa hidrolizada total.

Se apreciara por aquellos expertos en la materia que cuando se calculan valores tedricos tales como Gmax y el
maximo rendimiento tedrico de glucosa, se tienen en cuenta la masa de dos atomos de hidrégeno y un atomo de
oxigeno que se afiaden a la molécula de glucosa en el transcurso de la reaccién de hidrdlisis. Por ejemplo, cuando
se hidroliza un polimero de “n” unidades de glucosa, se afiaden (n-1) unidades de agua a las moléculas de glucosa
formadas en la hidrélisis, asi el peso de la glucosa producida es aproximadamente el 10 % superior al peso de
celulosa consumida en la hidrdlisis (por ejemplo, la hidrdlisis de 1 g celulosa produciria aproximadamente 1,1 g de
glucosa).

Asi, como un ejemplo, si estan presentes 5 g de celulosa disponible total al principio de una reaccién de hidrdlisis, y
quedan 2 g de celulosa residual después de la reaccién, la celulosa hidrolizada total es 3 g de celulosa. Un
rendimiento tedrico maximo de glucosa del 100 % (peso/peso) bajo las condiciones de reaccion es
aproximadamente 5,5 g de glucosa. Gmax se calcula basandose en los 3 g de celulosa que se liberaron o
convirtieron en la reaccion por la hidrélisis. Asi, en este ejemplo, una Gmax del 100 % (peso/peso) es
aproximadamente 3,3 g de glucosa. Los niveles de celulosa, tanto la cantidad disponible total presente en el sustrato
como la cantidad de celulosa sin hidrolizar o residual, pueden cuantificarse por cualquiera de una variedad de
métodos conocidos en la técnica, tales como por espectroscopia de IR o midiendo la cantidad de glucosa generada
por hidrdlisis con acido concentrado de la celulosa (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 6.090.595 y
7.419.809).

Como se usa en el presente documento, el término “sélidos sin disolver” se refiere a material sélido que se
suspende, pero no se disuelve, en un liquido. Como es muy conocido en la técnica, la concentracion de sélidos
suspensos o sin disolver puede determinarse por cualquier método adecuado (por ejemplo, filtrando una muestra de
la suspensién usando papel de filtro de microfibra de vidrio, lavando la torta de filtracion con agua, y secando la torta
durante la noche a aproximadamente 105 °C).

Como se usa en el presente documento, los términos “solidos sin hidrolizar”, “sélidos sin convertir” y similares se
refieren a celulosa que no se digiere por la(s) enzima(s) celulasa, ademas de materiales no celuldsicos, u otros
materiales que son inertes a la(s) enzima(s) celulasa, presentes en la materia prima.

Como se usa en el presente documento, el término “subproducto” se refiere a una molécula organica que es un
producto no deseado de un proceso particular (por ejemplo, sacarificacion).

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona organismos fungicos y métodos para la conversion de
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celulosa a glucosa. En algunas realizaciones, la conversion mejora modificando genéticamente un hongo para
reducir la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa end6gena que es secretada por la
célula. Antes de la presente invencion, generalmente se creia que esa celobiosa deshidrogenasa potenciaba la tasa
de hidrolisis de la celulosa reduciendo la concentracion de celobiosa, que es un potente inhibidor de algunos
componentes de celulasa (véanse, por ejemplo, Mansfield et al., Appl. Environ. Microbiol., 63: 3804-3809 [1997];
Igarishi et al., Eur. J. Biochem., 253: 101-106 [1998]). Ademas, se ha informado que la celobiosa deshidrogenasa
desempefia una funcién critica que contribuye a la mejora sinérgica en la degradacién de celulosa, previniendo la
inhibicion de productos de la hidrélisis (véase, por ejemplo, Hai et al., J. Appl. Glycosci., 49:9-17 [2002]). Como
resultado, se ha llevado a cabo la modificacién genética de Trametes versicolor (véase, Archibald, 7th International
Conference on Biotechnology in the Pulp and Paper Industry, Vol. B: B225-B228 [1998]) y Coriolus hirsutus (véase la
publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N.° 2005/0181485) con el fin de producir sistemas de celulasa con
actividades celoliticas reducidas para aplicaciones de pulpa y papel. También se crey6 generalmente que la
celobiosa deshidrogenasa era util en deslignificar la lignocelulosa, y asi potenciar la degradaciéon de celulosa.
Recientemente se ha informado que las celobiosa deshidrogenasas pueden potenciar la actividad de proteinas
potenciadoras celuloliticas de la familia 61 de glicosil hidrolasa (véase, por ejemplo, el documento WO
2010/080532A1).

Contrario al entendimiento general en la materia, la presente invencion proporciona células flingicas con
modificacién genética (tal como delecion) de genes que codifican enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa en
células fungicas productoras de celulasa que producen una mejora en el rendimiento de azlicares fermentables a
partir de mezclas enzimaticas secretadas por las células genéticamente modificadas. Asi, la reduccién de la
actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada por un organismo productor de celulasa produce
una mezcla de enzimas celulasa que puede mejorar el rendimiento de azlcares fermentables durante la hidrélisis
enzimatica de sustratos que contienen celulosa.

La presente divulgacion proporciona una célula fungica que ha sido genéticamente modificada para reducir la
cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena que es secretada por la célula, en la
gue la célula fungica es un ascomiceto que pertenece a la subdivisién Pezizomycotina, y en la que la célula fangica
es capaz de secretar una mezcla enzimatica que contiene celulasa. También se describe en el presente documento
una célula fangica que ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad enzimatica oxidante
de glucosa y/o celobiosa endogena que es secretada por la célula y para aumentar la expresion de al menos una
enzima hidrolizante de sacérido, en la que la célula fingica es un basidiomiceto que pertenece a la clase
Agaricomycetes, y en la que la célula fungica es capaz de secretar una mezcla enzimatica que contiene celulasa.
También se describe en el presente documento una célula fungica que ha sido genéticamente modificada para
reducir la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa end6gena que es secretada por la
célula, en la que la célula fungica es un basidiomiceto, y en la que la célula fangica es la célula fungica capaz de
secretar una mezcla enzimatica que contiene celulasa. En algunas realizaciones, la enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa enddgena es una celobiosa deshidrogenasa, mientras que en algunas realizaciones alternativas la enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena es una enzima distinta de celobiosa deshidrogenasa.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula flngica es capaz de secretar una mezcla enzimatica que
comprende al menos dos 0 mas enzimas celulasa. En algunas realizaciones, el basidiomiceto es una especie de
Pleurotus, Peniophora, Trametes, Athelia, Sclerotium, Termitomyces, Flammulina, Chrysosporium, Coniphora,
Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Phanerochaete, Gloeophyllum, Hericium, Heterobasidion, Gelatoporia,
Lepiota o Irpex. En algunas realizaciones, el ascomiceto es una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum,
Neurospora, Sordaria, Podospora, Magnaporthe, Fusarium, Gibberella, Botryotinia, Humicola, Neosartorya,
Pyrenophora, Phaeosphaeria, Sclerotinia, Chaetomium, Nectria, Verticillium o Aspergillus.

La presente divulgacién también proporciona una célula fingica que ha sido genéticamente modificada para reducir
la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena que es secretada por la célula, en la
gue la célula fingica es una especie de basidiomiceto Pleurotus, Peniophora, Athelia, Sclerotium, Termitomyces,
Flammulina, Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Phanerochaete, Gloeophyllum, Hericium,
Heterobasidion, Gelatoporia, Lepiota o Irpex.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir la
cantidad de actividad de celobiosa deshidrogenasa enddgena que es secretada por la célula. En algunas
realizaciones, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad de glucosa
oxidasa endogena que es secretada por la célula. En algunas realizaciones, la célula fungica ha sido genéticamente
modificada para reducir la cantidad de actividad de piranosa oxidasa enddgena que es secretada por la célula. En
algunas realizaciones, la célula fingica ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad de
gluco-oligosacarido oxidasa enddgena que es secretada por la célula. En algunas realizaciones, la célula fungica ha
sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad de piranosa deshidrogenasa endégena que es
secretada por la célula. En algunas realizaciones, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir la
cantidad de actividad de glucosa deshidrogenasa enddgena que es secretada por la célula.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fungica es una especie de Myceliophthora, Thielavia,
Chrysosporium, Sporotrichum, Corynascus, Acremonium, Chaetomium, Ctenomyces, Scytalidium, Talaromyces o

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2570382 T3

Thermoascus. En algunas realizaciones, la célula fangica es una especie de Myceliophthora, Thielavia,
Sporotrichum, Corynascus, Acremonium, Chaetomium o Talaromyces. En algunas realizaciones, la célula flingica es
Sporotrichum thermophile, Sporotrichum cellulophilum, Thielavia terrestris, Corynascus heterothallicus, Thielavia
heterothallica, Chaetomium globosum, Talaromyces stipitatus o Myceliophthora thermophila. En algunas
realizaciones, la célula fungica es una célula fungica aislada.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir la
cantidad de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa enddégena que es secretada por la célula. Asi, en algunas
realizaciones, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para alterar el péptido sefial de secrecién de la
enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa. En algunas realizaciones, la célula fingica ha sido genéticamente
modificada para reducir la cantidad de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena que se expresa por la
célula. Por ejemplo, la célula fungica puede modificarse genéticamente para alterar una secuencia de iniciacion de la
traduccién o para introducir una mutacion del marco de lectura en el transcrito que codifica la enzima oxidante de
glucosa y/o celobiosa enddgena. En algunas otras realizaciones, la célula fangica ha sido genéticamente modificada
para reducir el nivel de transcripcion de un gen que codifica la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena.
Por ejemplo, la célula fungica puede modificarse genéticamente para alterar un promotor de un gen que codifica la
enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena. En algunas realizaciones, la célula fungica ha sido
genéticamente modificada para delecionar al menos parcialmente un gen que codifica la enzima oxidante de glucosa
yl/o celobiosa endégena. En algunas otras realizaciones, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para
reducir la eficiencia catalitica de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena. En algunas realizaciones, la
célula flngica ha sido genéticamente modificada para mutar uno o mas residuos en un sitio activo de la enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa. En algunas realizaciones, la célula fungica ha sido genéticamente modificada
para mutar uno o mas residuos en un dominio de unién a hemo de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa es glucosa oxidasa (EC
1.1.3.4). En algunas otras realizaciones, la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa es celobiosa deshidrogenasa
(EC 1.1.99.18). En algunas otras realizaciones, la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa es piranosa oxidasa
(EC1.1.3.10). En algunas otras realizaciones, la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa es gluco-oligosacarido
oxidasa (EC 1.1.99.B3). En algunas realizaciones adicionales, la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa es
piranosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.29). En algunas realizaciones adicionales, la enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa es glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.10). En algunas realizaciones, la enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el 85 %, aproximadamente
el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el
90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, o al
menos aproximadamente el 99 % idéntica a SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y/o 16.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de
actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa de dos 0 mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa
enddgena que son secretadas por la célula. En ciertas de tales realizaciones, una primera de las dos o mas enzimas
oxidantes de glucosa y/o celobiosa comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el
85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, o al menos aproximadamente el 99 % idéntica a SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y/o 16,
y una segunda de las dos o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa comprende una secuencia de
aminoacidos que es al menos aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %,
aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, o al menos aproximadamente el
99 % idéntica a SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y/o 16.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fingica comprende ademéas al menos un gen que codifica al
menos un enzima que degrada celulosa que es heterélogo a la célula fangica. Por ejemplo, la célula fingica puede
expresar en exceso un gen homoélogo o heterélogo que codifica una enzima que degrada celulosa tal como beta-
glucosidasa. En algunas realizaciones, la célula fungica expresa en exceso beta-glucosidasa y ha sido
genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa
enddgena que es secretada por la célula.

La presente divulgacion también proporciona mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, en las que al menos una de las dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa se expresa
por una célula fingica como se describe en el presente documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la célula
fungica es una célula que ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad enzimatica
oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena que es secretada por la célula, en la que la célula fingica es un
ascomiceto que pertenece a la subdivisién Pezizomycotina. En algunas otras realizaciones, la célula fungica ha sido
genéticamente modificada para reducir la actividad de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena que
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es secretada por la célula y para aumentar la expresion de al menos una enzima hidrolizante de sacarido, en la que
la célula fingica es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes. En algunas realizaciones, el
basidiomiceto es una especie de Pleurotus, Peniophora, Trametes, Athelia, Sclerotium, Termitomyces, Flammulina,
Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Phanerochaete, Gloeophyllum, Hericium, Heterobasidion,
Gelatoporia, Lepiota o Irpex. En algunas realizaciones, el ascomiceto es una especie de Myceliophthora, Thielavia,
Sporotrichum, Neurospora, Sordaria, Podospora, Magnaporthe, Fusarium, Gibberella, Botryotinia, Humicola,
Neosartorya, Pyrenophora, Phaeosphaeria, Sclerotinia, Chaetomium, Nectria, Verticillium o Aspergillus. En algunas
realizaciones, la célula fungica puede ser una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Corynascus,
Acremonium, Chaetomium, Ctenomyces, Scytalidium, Talaromyces o Thermoascus. En algunas realizaciones, la
célula fingica es una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Corynascus, Acremonium o Chaetomium.
En algunas realizaciones, la célula fangica es Sporotrichum cellulophilum, Thielavia terrestris, Corynascus
heterothallicus, Thielavia heterothallica 0 Myceliophthora thermophila.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fangica es una especie de Myceliophthora, Thielavia,
Sporotrichum, Chrysosporium, Corynascus, Acremonium, Chaetomium, Ctenomyces, Scytalidium, Talaromyces o
Thermoascus. En algunas realizaciones, la célula fungica es una especie de Myceliophthora, Chrysosporium,
Thielavia, Sporotrichum, Corynascus, Acremonium o Chaetomium. En algunas realizaciones, la célula fangica es
Sporotrichum cellulophilum, Thielavia terrestris, Corynascus heterothallicus, Thielavia heterothallica, Chaetomium
globosum, Talaromyces stipitatus o Myceliophthora thermophila. En algunas realizaciones, la célula fungica es una
célula fangica aislada.

En algunas realizaciones adicionales de la divulgacion, la mezcla enzimatica es una mezcla libre de células. En
algunas realizaciones, un sustrato de la mezcla enzimatica comprende lignocelulosa pretratada. En algunas
realizaciones adicionales, la lignocelulosa pretratada comprende lignocelulosa tratada por un método de tratamiento
seleccionado de pretratamiento con acido, pretratamiento con amoniaco, explosién por vapor, extraccion con
disolvente organico, y/o cualquier otro método de pretratamiento adecuado. En algunas realizaciones, la mezcla
enzimatica comprende ademas una enzima que degrada celulosa que es heteréloga a la célula fangica. En algunas
realizaciones, al menos una de las dos 0 mas enzimas hidrolizantes de celulosa se expresa por un célula fangica
aislada.

La divulgacién también proporciona métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden poner en
contacto un sustrato celulésico con la mezcla enzimatica descrita en el presente documento. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, los métodos comprenden poner en contacto celulosa con una mezcla enzimatica que
comprende dos 0 mas enzimas hidrolizantes de celulosa, en los que al menos una de las dos o0 mas enzimas
hidrolizantes de celulosa se expresa por una célula fingica como se describe en el presente documento. En algunas
realizaciones, los métodos comprenden poner en contacto celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos
0 mas enzimas hidrolizantes de celulosa, en los que al menos una de las dos o mas enzimas hidrolizantes de
celulosa se expresa por una célula que ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad
enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena que es secretada por la célula, en los que la célula fingica
es un ascomiceto que pertenece a la subdivisién Pezizomycotina.

En algunas otras realizaciones de la divulgacion, la célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir la
actividad de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena que es secretada por la célula y para aumentar
la expresiéon de al menos una enzima hidrolizante de sacarido, en la que la célula fungica es un basidiomiceto que
pertenece a la clase Agaricomycetes. En algunas realizaciones, el basidiomiceto es una especie de Pleurotus,
Peniophora, Trametes, Athelia, Sclerotium, Termitomyces, Flammulina, Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus,
Ceriporiopsis, Phanerochaete, Gloeophyllum, Hericium, Heterobasidion, Gelatoporia, Lepiota o Irpex. En algunas
realizaciones, el ascomiceto es una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Neurospora, Sordaria,
Podospora, Magnaporthe, Fusarium, Gibberella, Botryotinia, Humicola, Neosartorya, Pyrenophora, Phaeosphaeria,
Sclerotinia, Chaetomium, Nectria, Verticillium o Aspergillus. En algunas realizaciones, la célula flngica es una
especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Corynascus, Acremonium, Chaetomium, Ctenomyces,
Scytalidium, Talaromyces o Thermoascus. En algunas realizaciones, la célula fingica es una especie de
Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Corynascus, Acremonium o Chaetomium. En algunas realizaciones, la
célula fungica es Sporotrichum cellulophilum, Thielavia terrestris, Corynascus heterothallicus, Thielavia heterothallica
0 Myceliophthora thermophila.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fungica es una especie de Myceliophthora, Thielavia,
Sporotrichum, Corynascus, Acremonium, Chaetomium, Ctenomyces, Scytalidium, Talaromyces o Thermoascus. En
algunas realizaciones, la célula fungica es una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Corynascus,
Acremonium o Chaetomium. En algunas realizaciones, la célula fungica es Sporotrichum cellulophilum, Thielavia
terrestris, Corynascus heterothallicus, Thielavia heterothallica, Chaetomium globosum, Talaromyces stipitatus o
Myceliophthora thermophila. En algunas realizaciones, la célula fungica es una célula fungica aislada.

La divulgacion proporciona métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden poner en contacto un

sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos 0 mas enzimas hidrolizantes de celulosa para
generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas hidrolizantes de celulosa es endégena a un
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hongo que es un ascomiceto que pertenece a la subdivisién Pezizomycotina, y en los que la mezcla enzimatica se
caracteriza porque, cuando la mezcla enzimatica se pone en contacto con celobiosa y/o glucosa, no mas de
aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %,
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %,
aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %,
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en
peso) de la celobiosa y/o glucosa se oxida después de 10 horas.

La divulgacion también proporciona métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden poner en
contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o mas enzimas hidrolizantes de
celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas hidrolizantes de celulosa es
enddgena a un hongo que es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes, y en los que la mezcla
enzimatica se caracteriza porque, cuando la mezcla enzimatica se pone en contacto con celobiosa y/o glucosa, no
mas de aproximadamente el 1 %, aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %,
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %,
aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %,
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en
peso) de la celobiosa y/o glucosa se oxida después de 10 horas.

La presente divulgacion proporciona ademas métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden
poner en contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos 0 mas enzimas
hidrolizantes de celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas hidrolizantes
de celulosa es endogena a un hongo de una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Corynascus,
Acremonium, Chaetomium o Ctenomyces, Scytalidium o Thermoascus, y en los que la mezcla enzimatica se
caracteriza porque, cuando la mezcla enzimatica se pone en contacto con celobiosa y/o glucosa, no mas de
aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %,
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %,
aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %,
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en
peso) de la celobiosa y/o glucosa se oxida después de 10 horas.

En algunas realizaciones de los métodos proporcionados en el presente documento, cuando la mezcla enzimatica se
pone en contacto con un sustrato de celulosa, no mas de aproximadamente el 1 %, aproximadamente el 2 %,
aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %,
aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %,
aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %,
aproximadamente el 19 %, o el 20 % (% en peso) de la celobiosa y/o glucosa resultante de la hidrdlisis del sustrato
de celulosa se oxida. Por ejemplo, cuando la mezcla enzimatica se pone en contacto con un sustrato de celulosa, no
mas de aproximadamente el 1 %, aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %,
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %,
aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %,
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en
peso) de la celobiosa y/o glucosa resultante de la hidrélisis del sustrato de celulosa se oxida para formar
celobionolactona, acido celobidnico, gluconolactona, gluconato o acido glucénico después de un periodo de tiempo
durante el que se produce la hidrélisis. Por ejemplo, no mas de aproximadamente el 1 %, aproximadamente el 2 %,
aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4%, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %,
aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %,
aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %,
aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en peso) de celobiosa y/o glucosa se oxida después de
aproximadamente 1, aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 30,
aproximadamente 40, aproximadamente 50 o aproximadamente 60 minutos, o después de aproximadamente 1,5,
aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 12,
aproximadamente 14, aproximadamente 16, aproximadamente 18, aproximadamente 20, aproximadamente 25,
aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50,
aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75,
aproximadamente 80, aproximadamente 85, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 100,
aproximadamente 105, aproximadamente 110, aproximadamente 115, aproximadamente 120, aproximadamente
125, aproximadamente 130, aproximadamente 135, aproximadamente 140, aproximadamente 145,
aproximadamente 150, aproximadamente 155, aproximadamente 160, aproximadamente 165, aproximadamente
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170, aproximadamente 175, aproximadamente 180, aproximadamente 185, aproximadamente 190,
aproximadamente 195, aproximadamente 200, aproximadamente 205, aproximadamente 210, aproximadamente
215, aproximadamente 220, aproximadamente 225, aproximadamente 230, aproximadamente 235,
aproximadamente 240, aproximadamente 245, aproximadamente 250, aproximadamente 255, aproximadamente
260, aproximadamente 265, aproximadamente 270, aproximadamente 275, aproximadamente 280,
aproximadamente 285, aproximadamente 290, aproximadamente 395, aproximadamente 300 horas, 0 mas.

La presente divulgacién proporciona métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden poner en
contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o mas enzimas hidrolizantes de
celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas hidrolizantes de celulosa es
enddgena a un hongo que es un ascomiceto que pertenece a la subdivision Pezizomycotina, y en los que, de la
celulosa hidrolizada por la mezcla enzimatica, al menos aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o el 100 % (% en peso) esta
presente en forma de celobiosa y/o glucosa.

La presente divulgacion también proporciona métodos de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprenden
poner en contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o0 mas enzimas
hidrolizantes de celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas hidrolizantes
de celulosa es enddgena a un hongo que es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes, y en los
que, de la celulosa hidrolizada por la mezcla enziméatica, al menos aproximadamente el 80 %, aproximadamente el
81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % (%
en peso) esta presente en forma de celobiosa y/o glucosa.

En algunas realizaciones, no mas de aproximadamente el 1 %, aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 3 %,
aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %,
aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %,
aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %,
aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o
aproximadamente el 20 % (% en peso) de la celulosa hidrolizada por la mezcla enzimatica esta presente en forma
de gluconolactona o acido glucénico. En algunas realizaciones, no mas de aproximadamente el 1 %,
aproximadamente el 2%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %,
aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %,
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %,
aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %,
aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en peso) de la celulosa
hidrolizada por la mezcla enzimatica esta presente en forma de gluconolactona, acido glucénico, celobionolactona o
acido celobidnico.

En el presente documento se describen adicionalmente métodos de generacién de celobiosa y/o glucosa que
comprenden poner en contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o mas
enzimas hidrolizantes de celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas
hidrolizantes de celulosa es endégena a un hongo de una especie de Pleurotus, Peniophora, Trametes, Athelia,
Sclerotium, Termitomyces, Flammulina, Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Phanerochaete,
Gloeophyllum, Hericium, Heterobasidion, Gelatoporia, Lepiota o Irpex, y en los que, de la celulosa hidrolizada por la
mezcla enzimatica, al menos aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %,
aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %,
aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % (% en peso) esta presente en
forma de celobiosa y/o glucosa.

En el presente documento se describen adicionalmente métodos de generacién de celobiosa y/o glucosa que
comprenden poner en contacto un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o mas
enzimas hidrolizantes de celulosa para generar glucosa y/o celobiosa, en los que al menos una de las enzimas
hidrolizantes de celulosa es enddgena a un hongo de una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum,
Neurospora, Sordaria, Podospora, Magnaporthe, Fusarium, Gibberella, Botryotinia, Humicola, Neosartorya,
Pyrenophora, Phaeosphaeria, Sclerotinia, Chaetomium, Nectria, Verticillium o Aspergillus, y en los que, de la
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celulosa hidrolizada por la mezcla enzimatica, al menos aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % (%
en peso) esta presente en forma de celobiosa y/o glucosa.

En algunas realizaciones de la divulgacion, no mas de aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2 %,
aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4%, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %,
aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %,
aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %,
aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en peso) de la celulosa hidrolizada por la mezcla
enzimatica esta presente en forma de gluconolactona o &cido gluconico. En algunas realizaciones, no mas de
aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %,
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %,
aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %,
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en
peso) de la celulosa hidrolizada por la mezcla enzimatica esta presente en forma de gluconolactona, acido glucénico,
celobionolactona o acido celobidnico.

En algunas realizaciones, los métodos producen un elevado rendimiento de glucosa y/o celobiosa a partir de la
celulosa hidrolizada y una reducida oxidacién de la glucosa y/o celobiosa a productos de azlcar oxidados, tales
como gluconolactona, gluconato, acido glucénico, celobionolactona y/o acido celobionico a partir de la celulosa
hidrolizada. En algunas realizaciones, los métodos producen un elevado rendimiento de glucosa y/o celobiosa a
partir de la celulosa hidrolizada y una reducida oxidacion de la glucosa y/o celobiosa para productos de azUcar
oxidados, tales como gluconolactona, gluconato, acido glucénico, celobionolactona y/o acido celobiénico a partir de
la celulosa hidrolizada, con respecto a una mezcla enzimatica con una cantidad sin modificar de actividad enzimatica
oxidante de glucosa y/o celobiosa, o con respecto a una mezcla enzimatica parental.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la presente invencion proporciona métodos de produccion de celobiosa
y/o glucosa a partir de celulosa que comprenden tratar un sustrato de celulosa con una mezcla enzimatica para
generar glucosa y/o celobiosa, en los que la mezcla enzimatica se modifica con respecto a una mezcla enzimatica
secretada de una célula fingica no mutante o de referencia (por ejemplo, parental) para ser al menos parcialmente
deficiente en actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa.

En algunos aspectos de las realizaciones anteriores, la mezcla enzimatica es una mezcla libre de células. En
algunos otros aspectos, el sustrato de celulosa comprende lignocelulosa pretratada. En algunas realizaciones, la
lignocelulosa pretratada comprende lignocelulosa tratada por un método de tratamiento seleccionado de
pretratamiento con acido, pretratamiento con amoniaco, explosion por vapor y extraccion con disolvente organico.

En algunos aspectos de las realizaciones anteriores, los métodos comprenden ademas fermentacion de la glucosa a
un producto final tal como un alcohol combustible o un producto quimico industrial de precursor. En algunos
aspectos, el alcohol combustible es etanol o butanol. Por consiguiente, en algunas realizaciones, el elevado
rendimiento de glucosa puede producir menores costes de produccion de combustible. En algunos aspectos, los
métodos comprenden poner en contacto celulosa con una mezcla enzimatica que comprende ademas una enzima
que degrada celulosa que es heteréloga a la célula fungica.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la mezcla enzimatica se produce por una célula fingica que ha sido
genéticamente modificada para reducir la cantidad de una o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa
enddgena que es secretada por la célula.

En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica se somete a un proceso de purificacién para eliminar selectivamente
una o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa de la mezcla enzimatica. En algunos de tales aspectos, el
proceso de purificacion comprende precipitacién selectiva para separar las enzimas oxidantes de glucosa y/o
celobiosa de otras enzimas presentes en la mezcla enzimatica.

En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica comprende un inhibidor de una 0 mas enzimas oxidantes de glucosa
y/o celobiosa. En algunas realizaciones, el inhibidor incluye un inhibidor de oxidasa de amplio espectro seleccionado
de azida de sodio, cianuro de potasio y varios aniones metdlicos tales como Ag+, Hg2+, Zn2+. En algunas
realizaciones adicionales, el inhibidor incluye un inhibidor especifico de celobiosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.18) tal
como gentiobiosa, lactobiono-1,5-lactona, celiobono-1,5-lactona, tri-N-acetilquitotriosa, metil-beta-D-celobiosido, 2,2-
bipiridina y citocromo C.
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En algunas realizaciones de la divulgacion, la mezcla enzimatica comprende al menos una beta-glucosidasa. En
algunas realizaciones adicionales, la mezcla enzimatica comprende al menos una enzima celulasa seleccionada de
endoglucanasas (EG), B-glucosidasas (BGL), celobiohidrolasas tipo 1 (CBH1), celobiohidrolasas tipo 2 (CBH2) y/o
glucosido hidrolasas 61 (GH61), y/o variantes de dicha enzima celulasa.

La presente divulgacién también proporciona mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, siendo al menos una de las enzimas hidrolizantes de celulosa endégena a una célula
fungica, en las que la célula fingica es un ascomiceto que pertenece a la subdivision Pezizomycotina y en las que
las mezclas enzimaticas se caracterizan porque, cuando las mezclas enzimaticas se ponen en contacto con
celobiosa y/o glucosa, no mas de aproximadamente el 1 %, aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 3 %,
aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %,
aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %,
aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %,
aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o
aproximadamente el 20 % (% en peso) de la celobiosa y/o glucosa se oxida después de 10 horas. En algunos
aspectos de las realizaciones anteriores, la célula flngica es una especie de Myceliophthora, Thielavia,
Sporotrichum, Corynascus, Acremonium, Chaetomium, Ctenomyces, Scytalidium, Talaromyces o Thermoascus.

La presente divulgacion también proporciona mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, siendo al menos una de las enzimas hidrolizantes de celulosa enddgena a una célula
fungica, en las que la célula flingica es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes y en las que las
mezclas enzimaticas se caracterizan porque, cuando las mezclas enzimaticas se ponen en contacto con celobiosa
y/o glucosa, no mas de aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 3 %,
aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %,
aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %,
aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %,
aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o
aproximadamente el 20 % (% en peso) de la celobiosa y/o glucosa se oxida después de 10 horas.

La presente divulgacién proporciona ademas mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, siendo al menos una de las enzimas hidrolizantes de celulosa enddgena a una célula
fungica, en las que la célula fangica es Pleurotus, Peniophora, Trametes, Athelia, Sclerotium, Termitomyces,
Flammulina, Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Phanerochaete, Gloeophyllum, Hericium,
Heterobasidion, Gelatoporia, Lepiota o Irpex, y en las que las mezclas enzimaticas se caracterizan porque, cuando
las mezclas enzimaticas se ponen en contacto con celobiosa y/o glucosa, no mas de aproximadamente el 1 %,
aproximadamente el 2%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %,
aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %,
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %,
aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %,
aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en peso) de la celobiosa y/o
glucosa se oxida después de 10 horas.

La presente divulgacion también proporciona mezclas enzimaticas que comprenden dos o mas enzimas
hidrolizantes de celulosa, siendo al menos una de las enzimas hidrolizantes de celulosa enddgena a una célula
fungica, en las que la célula fungica es Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Neurospora, Sordaria, Podospora,
Magnaporthe, Fusarium, Gibberella, Botryotinia, Humicola, Neosartorya, Pyrenophora, Phaeosphaeria, Sclerotinia,
Chaetomium, Nectria, Verticillilum o Aspergillus, y en las que las mezclas enzimaticas se caracterizan porque,
cuando las mezclas enzimaticas se ponen en contacto con celobiosa y/o glucosa, no mas de aproximadamente el
1 %, aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %,
aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %,
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %,
aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %,
aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en peso) de la celobiosa y/o
glucosa se oxida después de 10 horas.

En algunos aspectos de las realizaciones anteriores de la divulgacién, la célula fingica ha sido genéticamente
modificada para reducir la cantidad de una o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa enddgena que es
secretada por la célula. En algunas realizaciones, las mezclas enzimaticas son mezclas libres de células. En algunas
realizaciones, las mezclas enzimaticas contienen una beta-glucosidasa. En algunas realizaciones adicionales, las
mezclas enzimaticas comprenden al menos una enzima celulasa seleccionada de endoglucanasas (EG), B-
glucosidasas (BGL), celobiohidrolasas tipo 1 (CBH1), celobiohidrolasas tipo 2 (CBH2) y/o glucésido hidrolasas 61
(GH61), y/o variantes de dicha enzima celulasa.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las mezclas enzimaticas se someten a un proceso de purificacion para

eliminar selectivamente una 0 mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa de la mezcla enzimatica. En algunas
realizaciones, el proceso de purificacion comprende precipitacion selectiva para separar las enzimas oxidantes de
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glucosa y/o celobiosa de otras enzimas presentes en la mezcla enzimatica. En algunas realizaciones, las mezclas
enzimaticas comprenden al menos un inhibidor de una o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa.

La presente divulgacién también proporciona composiciones que comprenden la célula fingica de cualquiera de las
realizaciones anteriores, y/o que comprenden la mezcla enzimatica derivada de la célula fingica de cualquiera de las
realizaciones anteriores.

En algunas realizaciones, la presente divulgaciéon proporciona métodos para la produccién de células flingicas. En
algunas realizaciones adicionales, la presente divulgacion proporciona métodos para la produccién de al menos una
enzima de células fungicas. En algunas realizaciones, estos métodos comprenden métodos de fermentacion, que
incluyen, pero no se limitan a, proceso discontinuo, proceso continuo, de lotes alimentado y/o una combinacion de
métodos. En algunas realizaciones, los métodos se realizan en un volumen de reaccion de al menos
aproximadamente 0,01 ml, aproximadamente 0,1 ml, aproximadamente 1 ml, aproximadamente 10 ml,
aproximadamente 100 ml, aproximadamente 1000 ml, o al menos aproximadamente 10 L, aproximadamente 50 L,

aproximadamente 100 |, aproximadamente 200 |, aproximadamente 300 |, aproximadamente 400 I,
aproximadamente 500 |, aproximadamente 600 [, aproximadamente 700 |, aproximadamente 800 |,
aproximadamente 900 |, aproximadamente 1000 |, aproximadamente 10.000 |, aproximadamente 50.000 I,
aproximadamente 100.000 |, aproximadamente 250.000 |, aproximadamente 500.000 |, o superior a

aproximadamente 1.000.000 I.
DESCRIPCION DETALLADA

La presente divulgacion proporciona células fungicas productoras de celulasa genéticamente modificadas que tienen
actividad secretada reducida de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa end6gena, y que, por tanto, son
capaces de secretar mezclas enzimaticas que mejoran el rendimiento de azlcares fermentables de celulosa.
Informes previos han indicado que la oxidacién de celobiosa por celobiosa deshidrogenasa potencia la tasa de
hidrélisis de celulosa por celulasas. A diferencia del pensamiento tradicional en la materia, la presente invencién
proporciona células flangicas con delecion (deleciones) genémica(s) u otra(s) modificacion (modificaciones)
genética(s) para reducir la actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa que produce rendimiento mejorado
de azucares fermentables de celulosa. Ventajosamente, las células flngicas productoras de celulasa genéticamente
modificadas proporcionadas en el presente documento secretan mezclas enzimaticas que producen rendimientos
infinitamente mejorados de azlcares fermentables tales como glucosa a partir de celulosa.

Entre los hongos filamentosos productores de celulasa estan aquellos que también producen una variedad de
enzimas implicadas en la degradacion de lignina. Por ejemplo, organismos de géneros tales como Myceliophthora,
Chrysosporium, Sporotrichum, Thielavia, Phanerochaete y Trametes producen y secretan una mezcla de celulasas,
hemicelulasas y enzimas que degradan lignina. Estos tipos de organismos se llaman cominmente “hongos de la
podredumbre blanca” en virtud de su capacidad para digerir lignina y para distinguirlos de los hongos de la
“podredumbre marrén” (tales como Trichoderma) que normalmente no pueden digerir lignina. Los géneros
Myceliophthora, Chrysosporium, Sporotrichum y Thielavia estan estrechamente relacionados y en algunos casos se
han usado indistintamente identificadores de géneros/especies diferentes para cepas de las mismas especies (por
ejemplo, M. thermophila y S. thermopile). Los desarrollos en curso en los métodos para establecer la taxonomia de
hongos filamentosos han conducido a una reclasificacién de algunas cepas de un género a otro 0 han identificado
una relacién “anamorfa-teleomorfa” entre cepas de dos géneros (por ejemplo, M. thermophila y T. heterothallica).

La presente divulgacion proporciona células, mezclas enzimaticas y métodos en los que la actividad de enzima(s)
oxidante(s) de glucosa y/o celobiosa se reduce para mejorar el rendimiento de azlcares fermentables de un proceso
de hidrdlisis enzimatica de celulosa. En vista de esto, como se describe en el presente documento, la presente
divulgacion proporciona la eliminacién o inactivacion de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa de una mezcla de
enzimas celulasa para mejorar el rendimiento de azlcares fermentables de celulosa o biomasa.

Células fungicas genéticamente modificadas

Las células fungicas genéticamente modificadas proporcionadas en el presente documento permiten una reduccion
en la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena que es secretada por la célula.

En algunas realizaciones de las células fangicas genéticamente modificadas proporcionadas en el presente
documento, la actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa que es secretada por la célula se reduce al
menos aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %,
aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %,
aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %,
aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %,
aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 %, o0 mas, con respecto al nivel de
actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada por la célula fingica parental sin modificar crecida
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o cultivada bajo esencialmente las mismas condiciones de cultivo.

En algunas realizaciones, la modificacion genética produce al menos aproximadamente el 5 %, aproximadamente el
10 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %,
aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %,
aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, o
aproximadamente un 99 % de reduccion en la actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa total secretada
por la célula fungica.

Se apreciara facilmente que cualquier modificacion genética conocida en la técnica puede emplearse para reducir la
actividad secretada de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena. Por ejemplo, como se describe mas
adelante, modificaciones contempladas en el presente documento incluyen modificaciones que reducen la cantidad
de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada por la célula. Adicionalmente se contemplan modificaciones
que reducen la cantidad de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa que se expresa por la célula. Realizaciones
adicionales incluyen modificaciones que reducen el nivel de transcripcion de enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa. Todavia mas realizaciones incluyen la delecién completa o parcial de un gen que codifica enzima oxidante
de glucosa y/o celobiosa. Otras realizaciones incluyen modificaciones que reducen la eficiencia catalitica de enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa.

Enzima(s) secretada(s). Por consiguiente, en algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fangica ha sido
genéticamente modificada para reducir la cantidad de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena que es
secretada por la célula. La enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa que es secretada por una célula es una enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa producida por la célula de un modo tal que la enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa es exportada a través de una membrana celular y luego posteriormente liberada en el medio extracelular,
tal como en medios de cultivo. Asi, una reduccién en la cantidad de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa
secretada puede ser una reduccién completa o parcial de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada al
medio extracelular. La reduccion en la cantidad de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada puede
llevarse a cabo reduciendo la cantidad de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa producida por la célula y/o
reduciendo la capacidad de la célula para secretar la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa que se produce por
la célula. Métodos de reduccion de la capacidad de la célula para secretar un polipéptido pueden realizarse segun
cualquiera de una variedad de métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Fass y Engels, J. Biol. Chem.,
271, 15244-15252 [1996]). Por ejemplo, el gen que codifica un polipéptido secretado puede modificarse para
delecionar o inactivar un péptido sefial de secrecién. Asi, en algunas realizaciones, la célula fangica ha sido
genéticamente modificada para alterar el péptido sefial de secrecion del extremo N de la enzima oxidante de glucosa
y/o celobiosa. La cantidad de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa que es secretada por la célula puede
reducirse al menos aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %,
aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %,
aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %,
aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %,
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 %, o mas,
con respecto a la secrecion de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa en un organismo sin modificar crecido o
cultivado bajo esencialmente las mismas condiciones de cultivo.

Ademas, la cantidad total de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa puede reducirse al menos
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %,
aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %,
aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %,
aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %,
aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o mas, con respecto a la cantidad
total de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada en un organismo sin modificar crecido o cultivado bajo
esencialmente las mismas condiciones de cultivo.

La disminucion de la secrecion de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa puede determinarse por cualquiera
de una variedad de métodos conocidos en la técnica para la deteccién de niveles de proteina o enzima. Por ejemplo,
los niveles de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa en el sobrenadante de un cultivo fingico pueden detectarse
usando técnicas de transferencia Western u otras técnicas de deteccién de proteina que usan un anticuerpo
especifico para la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa. Similarmente, la actividad enzimatica oxidante de
glucosa y/o celobiosa secretada en el sobrenadante de un cultivo fingico puede medirse usando ensayos para
actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa como se describen en mayor detalle en el presente
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documento.

Nivel de expresion. En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fingica ha sido genéticamente modificada
para reducir la cantidad de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena que se expresa por la célula. En
algunas realizaciones, la reduccién en la expresion se lleva a cabo reduciendo la cantidad de ARNm que se
transcribe de un gen que codifica la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa. En algunas otras realizaciones, la
reduccion en la expresion se lleva a cabo reduciendo la cantidad de proteina que es traducida de un ARNm que
codifica la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa.

La cantidad de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa que se expresa por la célula puede reducirse por al menos
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %,
aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %,
aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %,
aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %,
aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 %, o mas, con respecto a la
expresion de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa en una célula flngica sin modificar. En algunas
realizaciones, la reduccidn en la expresion se lleva a cabo reduciendo la cantidad de ARNm que se transcribe de un
gen que codifica celobiosa deshidrogenasa o glucosa oxidasa en un organismo sin modificar crecido o cultivado bajo
esencialmente las mismas condiciones de cultivo.

Ademas, en algunas realizaciones, una reduccién en el nivel de expresion de una enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa producira al menos aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %,
aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %,
aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %,
aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %,
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, o aproximadamente un 99 % de
reduccion en el nivel de expresion total de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa por la célula
fungica con respecto a una célula flngica sin modificar crecida o cultivada bajo esencialmente las mismas
condiciones de cultivo.

La disminucion de la expresion de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa puede determinarse por cualquiera
de una variedad de métodos conocidos en la técnica para la deteccién de niveles de proteina o enzima. Por ejemplo,
los niveles de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa en el sobrenadante de un cultivo fingico pueden detectarse
usando técnicas de transferencia Western u otras técnicas de deteccién de proteina que usan un anticuerpo
especifico para la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa.

Los métodos de reduccién de la expresion de un polipéptido son muy conocidos y pueden realizarse usando
cualquiera de una variedad de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el gen que codifica un polipéptido
secretado puede modificarse para alterar una secuencia de iniciacién de la traducciéon tal como una secuencia de
Shine-Delgarno o una secuencia consenso de Kozak. Ademas, el gen que codifica un polipéptido secretado puede
modificarse para introducir una mutacién del marco de lectura en el transcrito que codifica la enzima oxidante de
glucosa y/o celobiosa enddgena. También se reconocerd que el uso de codones no comunes puede producir
expresion reducida de un polipéptido. Se apreciara que en algunas realizaciones el gen que codifica la enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa puede tener una mutacion terminadora que produce la traduccién de una proteina
truncada.

Otros métodos de reduccién de la cantidad de polipéptido expresado incluyen metodologias de silenciamiento de
ARN post-transcripcional tales como ARN antisentido e interferencia por ARN. Las técnicas antisentido estan bien
establecidas, e incluyen usar una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de acidos nucleicos del
gen. Mas especificamente, en algunas realizaciones, la expresion del gen por una célula fungica se reduce o elimina
introduciendo una secuencia de nucleétidos complementaria a la secuencia de acidos nucleicos, que se transcribe
en la célula y es capaz de hibridarse con el ARNm producido en la célula. En condiciones que permiten que la
secuencia de nucleétidos antisentido complementaria se hibride con el ARNm, la cantidad de proteina traducida se
reduce o elimina asi (véanse, por ejemplo, Ngiam et al., Appl Environ. Microbiol., 66:775-82 [2000]; y Zrenner et al.,
Planta 190:247-52 [1993]).

En algunas realizaciones adicionales de la divulgacién, la modificacién, regulaciéon por disminucién y/o inactivacion
del gen se logra mediante cualquier técnica de interferencia por ARN (iIARN) adecuada (véase, por ejemplo,
Kadotani et al. Mol. Plant Microbe Interact., 16:769-76 [2003]). Las metodologias de interferencia por ARN incluyen
ARN bicatenario (ARNbc), ARN de horquilla corta (ARNhc) y ARN de interferencia pequefio (ARNip). Puede
obtenerse potente silenciamiento usando ARNbc (véase, por ejemplo, Fire et al., Nature 391:806-11 [1998]). EI
silenciamiento usando ARNhc también estd muy establecido (véase, por ejemplo, Paddison et al., Genes
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Dev,16:948-958 [2002]). También se conoce el silenciamiento usando técnicas de ARNip (véase, por ejemplo,
Miyagishi et al., Nat. Biotechnol., 20:497-500 [2002].

Nivel de transcripcion. En algunas realizaciones de la divulgacién, la célula fangica ha sido genéticamente
modificada para reducir el nivel de transcripcién de un gen que codifica la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa
enddgena. El nivel de transcripcion puede reducirse al menos aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %,
aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %,
aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 %, o mas, con respecto al nivel de transcripcion de una enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa en un organismo sin modificar crecido o cultivado bajo esencialmente las mismas condiciones de cultivo.

Ademas, una reduccion en el nivel de transcripcion de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa producira al
menos aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %,
aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %,
aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %,
aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %,
aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, o aproximadamente un 99 % de reduccion en la actividad
enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada total por la célula fingica con respecto a un organismo sin
modificar crecido o cultivado bajo esencialmente las mismas condiciones de cultivo.

La disminucién de la transcripciéon puede determinarse por cualquiera de una variedad de métodos conocidos en la
técnica para la detecciéon de los niveles de transcripcion. Por ejemplo, los niveles de transcripciéon de un ARNm
particular en una célula fangica pueden detectarse usando técnicas de RT-PCR cuantitativa u otras técnicas de
deteccion de ARN que detectan especificamente un ARNm particular.

Los métodos de reduccién del nivel de transcripcién de un gen pueden realizarse segun cualquier método conocido
en la técnica, e incluyen delecién parcial o completa del gen, y alteracién o sustitucién de un promotor del gen de
forma que la transcripcién del gen se reduzca enormemente o incluso inhiba. Por ejemplo, un promotor del gen
puede sustituirse con un promotor débil (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 6.933.133). Asi, si el promotor
débil estd operativamente ligado con la secuencia codificante de un polipéptido enddgeno, la transcripcion de ese
gene sera enormemente reducida o incluso inhibida.

Delecion de genes. En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fungica ha sido genéticamente modificada
para delecionar al menos parcialmente un gen que codifica la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena.
En algunas realizaciones, esta delecién reduce o elimina la cantidad total de actividad enzimatica oxidante de
glucosa y/o celobiosa enddgena secretada por la célula fungica.

Una delecién en un gen que codifica una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa segun las realizaciones descritas
en el presente documento puede ser una delecién de uno o mas nucleétidos en el gen que codifica la enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa, y es frecuentemente una delecién de al menos aproximadamente el 5 %,
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %,
aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %,
aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % del gen que codifica la enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa, en la que la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa
secretada por la célula se reduce.

Asi, por ejemplo, en algunas realizaciones de la divulgacion, la deleciéon produce al menos aproximadamente el 5 %,
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %,
aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %,
aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, o aproximadamente un 99 % de reduccion en la actividad de la enzima oxidante de
glucosa y/o celobiosa enddgena secretada por la célula fngica, con respecto a la actividad de la enzima oxidante de
glucosa y/o celobiosa secretada por un organismo sin modificar crecido o cultivado bajo esencialmente las mismas
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condiciones de cultivo.

Ademas, en algunas realizaciones de la divulgacion, la delecion produce al menos aproximadamente el 5 %,
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %,
aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %,
aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, o aproximadamente un 99 % de reduccién en la actividad enzimatica oxidante de glucosa
y/o celobiosa secretada total por la célula fingica con respecto a una célula fungica sin modificar crecida o cultivada
bajo esencialmente las mismas condiciones de cultivo.

La delecién de un gen de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa puede detectarse y confirmarse por cualquiera
de una variedad de métodos conocidos en la técnica para la deteccion de deleciones de genes. Por ejemplo, como
se ejemplifica en la seccion de ejemplos mas adelante, la delecion de genes puede confirmarse usando
amplificacion por PCR de la region genémica modificada. Se apreciara que pueden usarse técnicas adicionales para
confirmar la delecién y son muy conocidas, que incluyen técnicas de transferencia Southern, secuenciacién de ADN
de la region genémica modificada y cribado para marcadores positivos 0 negativos incorporados durante eventos de
recombinacion.

Métodos para la delecion completa y/o parcial de un gen son muy conocidos y la célula fingica genéticamente
modificada descrita en el presente documento puede generarse usando cualquiera de una variedad de métodos de
delecion conocidos en la técnica que permite una reduccion en la cantidad de actividad enzimatica oxidante de
glucosa y/o celobiosa enddgena que es secretada por la célula. Tales métodos pueden incluir ventajosamente
alteracion génica estandar usando marcadores de flanqueamiento homologos (véase, por ejemplo, Rothstein, Meth.
Enzymol., 101:202-211 [1983]). Otra técnica para la delecidon de genes incluye métodos basados en PCR para la
delecion estandar (véase, por ejemplo, Davidson et al., Microbiol., 148:2607-2615 [2002], que describe una
estrategia basada en PCR para generar alelos de direccionamiento integrativos con grandes regiones de
homologia).

Técnicas de delecién génica adicionales incluyen casetes “positivos-negativos”; delecién basada en cre/lox,
transformacion biolistica para aumentar la recombinacion homéloga y alteracion de genes mediada por
Agrobacterium. El método “positivo-negativo” emplea casetes que consisten en un gen marcador para el cribado
positivo y otro gen marcador para el cribado negativo (véase, por ejemplo, Chang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:4959-4963 [1987]). Las metodologias basadas en cre/lox emplean eliminacién de genes marcadores usando
expresion de recombinasa Cre (véase, por ejemplo, Florea et al., Fung. Genet. Biol., 46:721-730 [2009]).

Los métodos de introduccion de ADN o ARN en células fungicas son conocidos para aquellos expertos en la materia
e incluyen transformacion mediada por PEG de protoplastos, electroporacion, transformaciéon biolistica y
transformacion mediada por Agrobacterium. La transformacioén biolistica emplea un Gnico proceso en el que ADN o
ARN se introduce en células sobre particulas de tamafio de micrometros, aumentando asi la administracion de una
construccién de delecion a la célula fungica (véase, por ejemplo, Davidson et al., Fung. Genet. Biol., 29:38-48
[2000]). Similarmente, la transformacién mediada por Agrobacterium conjuntamente con casetes de delecion lineales
o de marcador interrumpido puede facilitar la administracién de construcciones de delecién a la célula diana (véase,
por ejemplo, Wang et al., Curr. Genet., 56:297-307 [2010]).

Métodos adicionales para la delecién de genes completa o parcial incluyen, pero no se limitan a, alteracion del gen.
Tales técnicas de alteracion del gen son conocidas para aquellos expertos en la materia, e incluyen el uso de, por
ejemplo, mutagénesis de insercion, el uso de transposones e integracion marcada. Sin embargo, se apreciara que
cualquier técnica que proporcione alteracién de la secuencia codificante o cualquier otro aspecto funcional de un gen
puede utilizarse para generar las células fungicas genéticamente modificadas proporcionadas en el presente
documento. Los métodos de mutagénesis de insercion pueden realizarse segun cualquier método tal conocido en la
técnica (véase, por ejemplo, Combier et al., FEMS Microbiol. Lett., 220:141-8 [2003]). Por ejemplo, la mutagénesis
de insercién mediada por Agrobacterium puede usarse para insertar una secuencia que altera la funcién del gen
codificado, tal como alteracién de la secuencia codificante o cualquier otro aspecto funcional del gen.

Las metodologias de mutagénesis por transposon son otra forma de alteracion de un gen. La mutagénesis por
transposon es muy conocida en la técnica, y puede realizarse usando técnicas in vivo (véase, por ejemplo, Firon et
al., Eukaryot. Cell 2:247-55 [2003]); o por el uso de técnicas in vitro (véase, por ejemplo, Adachi et al., Curr Genet.,
42:123-7 [2002]). Asi, la alteracion de genes dirigida usando mutagénesis por transposon puede usarse para insertar
una secuencia que altera la funcion del gen codificado, tal como alteracion de la secuencia codificante o cualquier
otro aspecto funcional del gen.

La integracion mediada por enzima de restriccion (REMI) es otra metodologia para la alteracién de genes, y es muy
conocida en la técnica (véase, por ejemplo, Thon et al., Mol. Plant Microbe Interact., 13:1356-65 [2000]). REMI
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genera inserciones en sitios de restriccion genémicos de un modo aparentemente aleatorio, algunas de las cuales
producen mutaciones. Asi, los mutantes de insercidn que demuestran una alteracién en el gen que codifica la
enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena pueden seleccionarse y utilizarse como se proporciona en el
presente documento.

Alteracion catalitica. En algunas otras realizaciones de la divulgacion, la célula fingica se modifica genéticamente
para reducir la eficiencia catalitica de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena. En algunas
realizaciones, una modificacién genética que reduce la eficiencia catalitica puede producir, por ejemplo, un producto
de proteina traducido que tiene una reduccién en la actividad enzimatica.

En algunas realizaciones de la divulgacion, una reduccién en la eficiencia catalitica es una reduccién de la actividad
enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa de aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %,
aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %,
aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 %, 0 mas, con respecto a enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa sin modificar, como se
mide usando técnicas convencionales.

En algunas realizaciones adicionales, la modificacion genética produce una reduccién de la actividad enzimatica
oxidante de glucosa y/o celobiosa de al menos aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %,
aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 %,
aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, o
aproximadamente un 99 % de reduccion en la actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa secretada total
por la célula fungica.

Los métodos de reduccion de la eficiencia catalitica de deshidrogenasas y oxidasas son muy conocidos, y como
tales, puede utilizarse cualquiera de una variedad de métodos adecuados conocidos en la técnica para reducir la
eficiencia catalitica en la modificacién genética de las células flngicas descritas en el presente documento. Asi, por
ejemplo, la célula fingica puede modificarse genéticamente para inactivar uno o mas residuos en un sitio activo de la
enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa (véase, por ejemplo, Frederik et al., Biochem., 42:4049-4056 [2003]). Por
ejemplo, uno o mas residuos pueden modificarse para reducir la union al sustrato, y/o uno o mas residuos pueden
modificarse para reducir la actividad catalitica de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa. Por consiguiente,
puede realizarse uno 0 mas residuos en el dominio de unién a aceptor de electrones (por ejemplo, flavina), dominio
de unién a sacarido u otro dominio de unién a sustrato de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa para reducir o
inactivar la eficiencia catalitica de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa. Similarmente, sera evidente que la
mutacion de residuos fuera de un sitio activo puede producir cambio alostérico en la forma o actividad de la enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa.

En algunas realizaciones adicionales de la divulgacion, otros dominios son elegidos como diana por una mutacion
qgue produce reduccion de la eficiencia catalitica de la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, una mutaciéon a uno o mas residuos en un dominio de unién a hemo de una
enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa puede producir eficiencia catalitica reducida (véase, por ejemplo, Rotsaert
et al., Arch. Biochem. Biophys., 390:206-14 [2001]).

Similarmente, en algunas realizaciones de la divulgacion, la modificacidon genética es una mutaciéon condicional a
una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa. En algunas realizaciones, la enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa tiene una mutacién sensible a la temperatura que convierte la proteina no funcional (es decir, inactiva o
menos activa) a (por ejemplo, temperaturas cdlidas, tales como 37-42°C) y funcional (es decir, activa) a
temperaturas mas frias.

Células fungicas

En algunas realizaciones, la presente divulgaciéon proporciona una célula fangica que es un basidiomiceto que
pertenece a la clase Agaricomycetes o un ascomiceto que pertenece a la subdivision Pezizomycotina que ha sido
genéticamente modificada para reducir la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa
enddgena que es secretada por la célula, en la que la célula fingica es capaz de secretar una mezcla enzimatica
gue contiene celulasa. En algunas realizaciones, la célula fungica genéticamente modificada descrita en el presente
documento es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes o un ascomiceto que pertenece a la
subdivisién Pezizomycotina. En algunas realizaciones, el basidiomiceto es una especie de Pleurotus, Peniophora,
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Trametes, Athelia, Sclerotium, Termitomyces, Flammulina, Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis,
Phanerochaete, Gloeophyllum, Hericium, Heterobasidion, Gelatoporia, Lepiota o Irpex. En algunas realizaciones, el
ascomiceto es una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Neurospora, Sordaria, Podospora,
Magnaporthe, Fusarium, Gibberella, Botryotinia, Humicola, Neosartorya, Pyrenophora, Phaeosphaeria, Sclerotinia,
Chaetomium, Nectria, Verticillium o Aspergillus.

La clasificacién de una célula fungica dada como que pertenece a la clase de basidiomicetos Agaricomycetes o a la
subdivisién de ascomicetos Pezizomycotina se hace como se reconoce en la materia, como se ejemplifica en la base
de datos de taxonomia NCBI.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fingica es un miembro de la familia Chaetomiaceae. La
Chaetomiaceae es una familia de hongos en los Ascomycota, clase Sordariomycetes. La familia Chaetomiaceae
incluye los géneros Achaetomium, Aporothielavia, Chaetomidium, Chaetomium, Corilomyces, Corynascus, Farrowia,
Thielavia, Zopfiella y Myceliophthora.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fungica genéticamente modificada es un anamorfo o teleomorfo
de un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes 0 un ascomiceto que pertenece a la subdivision
Pezizomycotina. En algunas realizaciones, la célula fingica genéticamente modificada es un anamorfo o teleomorfo
de un miembro de la familia Chaetomiaceae seleccionado de los géneros Myceliophthora, Thielavia, Corynascus,
Chaetomium. Como tal, la célula fingica genéticamente modificada también puede seleccionarse de los géneros
Sporotrichum, Chrysosporium, Paecilomyces, Talaromyces o Acremonium. También se contempla que la célula
fungica genéticamente modificada se seleccione de los géneros Ctenomyces, Thermoascus y Scytalidium, que
incluyen anamorfos y teleomorfos de células fungicas de aquellos géneros.

En algunas realizaciones adicionales de la divulgacion, la célula fingica genéticamente modificada es un miembro
termoéfilo de los géneros Acremonium, Arthroderma, Corynascus, Thielavia, Myceliophthora, Thermoascus,
Chromocleista, Byssochlamys, Sporotrichum, Chaetomium, Chrysosporium, Scytalidium, Ctenomyces, Paecilomyces
y Talaromyces. Por “hongo termofilo” se indica cualquier hongo que presenta crecimiento 6ptimo a una temperatura
de al menos aproximadamente 37 °C, y generalmente inferior a aproximadamente 80 °C, tal como, por ejemplo,
entre aproximadamente 37-80 °C, también entre aproximadamente 37-75 °C, también entre aproximadamente 40-
65 °C, y también entre aproximadamente 40-60 °C. En algunas realizaciones, el crecimiento 6ptimo se presenta a
una temperatura de al menos 40 °-60 °C.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fungica genéticamente modificada esta seleccionado de las
cepas de Sporotrichum cellulophilum, Thielavia heterothallica, Corynascus heterothallicus, Thielavia terrestres y
Myceliophthora thermophila, que incluyen anamorfos y teleomorfos de las mismas. Se entendera que para las
especies anteriormente mencionadas, la célula fungica genéticamente modificada presentada en el presente
documento engloba tanto los estados perfectos como imperfectos, y otros equivalentes taxonémicos (por ejemplo,
anamorfos), independientemente del nombre de especie por el que se conozcan. Por ejemplo, las siguientes
especies son anamorfos o teleomorfos y pueden, por tanto, considerarse sinénimos: Myceliophthora thermophila,
Sporotrichum thermophile, Sporotrichum thermophilum, Sporotrichum cellulophilum, Chrysosporium thermophile,
Corynascus heterothallicus y Thielavia heterothallica. Adicionalmente, las siguientes especies pueden considerarse
sinénimas entre si: Thielavia terrestris, Allescheria terrestres y Acremonium alabamense. Otros ejemplos de
equivalentes taxonémicos se conocen en la técnica (véanse, por ejemplo, Cannon, Mycopathol., 111:75-83 [1990];
Moustafa et al., Persoonia 14:173-175[1990]; Stalpers, Stud. Mycol., 24, [1984]; Upadhyay et al., Mycopathol., 87:71-
80 [1984]; Guarro et al., Mycotaxon 23: 419-427 [1985]; Awao et al., Mycotaxon 16:436-440 [1983]; von Klopotek,
Arch. Microbiol., 98:365-369 [1974]; y Long et al., ATCC Names of Industrial Fungi, ATCC, Rockville MD [1994]).
Aguellos expertos en la materia reconoceran facilmente la identidad de equivalentes apropiados. Por consiguiente,
se entendera que, a menos que se establezca de otro modo, el uso de una designacion de especie particular en la
presente divulgacién también se refiere a especies que estan relacionadas por relacion anamoérfica o teleomarfica.

En algunas realizaciones de la divulgacién, la célula fangica genéticamente modificada es una célula flngica
productora de celulasa que es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes 0 un ascomiceto que
pertenece a la subdivisién Pezizomycotina. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la célula fingica genéticamente
modificada es un basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes o0 un ascomiceto que pertenece a la
subdivisién Pezizomycotina que secreta dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa, tales como, por ejemplo,
endoglucanasa, celobiohidrolasa o beta-glucosidasa. Se apreciard que la celulasa puede incluir enzimas
hidrolizantes de hemicelulosa tales como endoxilanasa, beta-xilosidasa, arabinofuranosidasa, alfa-glucuronidasa,
acetilxilano esterasa, feruloil esterasa y alfa-glucuronil esterasa. También se apreciara que una célula fungica
productora de celulasa puede producir dos 0 mas de estas enzimas, en cualquier combinacion.

Adicionalmente, en algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fingica genéticamente modificada se deriva de
una célula fangica parental competente para lignocelulosa. La presente divulgacién también proporciona un cultivo
fungico en un recipiente que comprende una célula flngica genéticamente modificada como se describe
anteriormente en este documento. En algunas realizaciones, el recipiente comprende un medio liquido, tal como
medio de fermentacién. Por ejemplo, el recipiente puede ser un matraz, reactor de bioproceso y similares. En
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algunas realizaciones, el recipiente comprende un medio de crecimiento sélido. Por ejemplo, el medio sélido puede
ser un medio de agar tal como agar de dextrosa de patata, carboximetilcelulosa, agar de harina de maiz y similares.
En algunas realizaciones, la célula fungica descrita en el presente documento es una célula flngica aislada.

Enzimas oxidantes de azUcar

La presente divulgacion proporciona células flungicas que han sido genéticamente modificadas para reducir la
cantidad de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena secretada por la célula fungica. Ejemplos de
algunas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa adecuadas que encuentran uso en la presente divulgacion se
describen en mayor detalle a continuacion.

Glucosa oxidasa. Como se indica en el presente documento, en algunas realizaciones de la divulgacion, la glucosa
oxidasa y células fungicas que producen niveles reducidos de actividad de glucosa oxidasa encuentran uso en la
presente divulgacion. La glucosa oxidasa es conocida por funcionar mediante un llamado mecanismo de ping-pong
de catalisis enzimatica, que implica union sucesiva sobre dos sitios diferentes. Un sitio es un dominio de unién a
sacarido que es capaz de unirse a B-D-glucosa. El otro sitio es un sitio de co-sustrato relativamente no selectivo para
la unién a un oxidante tal como FAD.

Un experto en la materia apreciara que la actividad enziméatica de glucosa oxidasa normalmente emplea la presencia
de oxigeno o un aceptor rédox equivalente (por ejemplo, lignina, oxigeno molecular, citocromo C, colorantes rédox,
benzoquinonas y complejos de Fez+). La actividad de glucosa oxidasa (GO) puede medirse usando cualquiera de
una variedad de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de actividad de GO
usando cualquier método adecuado conocido en la técnica (véanse, por ejemplo, Bergmeyer et al., en Methods in
Enzymatic Analysis (Bergmeyer, ed.) Volumen I, 2nd Ed., pp. 457-458, Academic Press Inc., New York, NY [1974]; y
la patente de EE.UU. N.° 3.953.295). Por ejemplo, la actividad de GO se determina por un aumento en la
absorbancia a 460 nm resultante de la oxidacion de o-dianisidina mediante un sistema acoplado a peroxidasa.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona células flungicas que han sido genéticamente
modificadas para reducir la actividad secretada de una glucosa oxidasa y tener actividad secretada reducida de una
glucosa oxidasa endégena. Por consiguiente, una o0 mas enzimas glucosa oxidasa de cada una de las especies
fungicas descritas en el presente documento puede ser elegida como diana para la modificacion genética.

En algunas realizaciones de la divulgacién, la glucosa oxidasa es de una especie fungica de la divisién basidiomiceto
y que pertenece a la clase Agaricomycetes; o de la divisibn ascomiceto y que pertenece a la subdivision
Pezizomycotina. Algunos ejemplos de enzimas glucosa oxidasa identificadas de la division basidiomiceto que
pertenece a la clase Agaricomycetes; y la division ascomiceto que pertenece a la subdivisién Pezizomycotina se
exponen en la Tabla B, méas adelante.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la glucosa oxidasa es de una especie fungica seleccionada de
Chaetomium globosum, Thielavia heterothallica, Thielavia terrestris, Talaromyces stipitatus y Myceliophthora
thermophila. Algunas enzimas glucosa oxidasa identificadas de estas y otras especies se exponen en la Tabla B,
mas adelante. Las proteinas enumeradas en la Tabla B son ejemplos de glucosa oxidasa que se conocen en la
técnica, o se identifican en el presente documento como que son una glucosa oxidasa.
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Tabla B. Secuencias de Glucosa Oxidasa

Humero de acceso Organismo Dominio Dominio
GMC oxred N | GMC oxred C

chr1-56852m21GM (SEQ ID
NO.- 2) Myceliophthora thermophila 36-356 485-634
¥P_D01227361.1 Chasfomium giohosum CBS 148.51 36-355 A65-604
JGIThiteS217 Thielawvia terrasiriz 36-355 466-605
|XP_001223540.1 Chaetomium globosum CBS 148.51 185-380 514-655
XP_DO01910674.1 Podospora ansenna 5 mat+ 38-373 S506-644
XP_001220376.1 Chastomivm giohosum CBS 148.51 38-342 481-620
¥P_ 0012260091 Chasfomium giohosum CBS 148.51 214-280 323-464
CBI59558.1 Sordarma macrospoa 43-373 480-619
¥P_383016.1 Gibberella zeas PH-1 35-345 A66-603
CBI59559.1 Sardana macrospova 43-356 440-5T79
JGIThile&377 Thielawvia terrasiris 40-363 A90-630
¥P_ 0015493851 Batryotinia fuckeliana B0S5.10 39-347 438-578
XP_0019036885.1 Podospora ansarma 5 mat+ A6-337 465-606
XP_002792207 1 Paracoccidioides brasiisnsis Pb0i 68-290 414-556
XP_[03001656.1 Verticilium albo-atrum Vaks. 102 46-355 4BR-B2T
X¥P_3612501 Magnaporthe oryzae T0-15 113-324 450-504
JGIThite5048 Thielawvia termesins 45-354 480-818
HP_001226113.1 Chastomium globosum CBS 148.51 44-353 480-619
¥P_001906345.1 Podospora amsenna 5 mat+ 39-352 4B0-620
chrd-293m24GM (SEQ ID
NO.- 4) Myceliophthora thermophila B1-380 508-847
CAJBETEIA Fusarium oxysporum f. ap. Lycopersici | 34-344 465602
¥P_68616101 Aspergiius midulans FGSC A4 35-348 AGT-604
XP_[3041885.1 Nectna haematococca mpV] 7T-13-4 A5-346 467-804
XP_001812227 1 Podospora ansenina S mat+ 27-333 443-584
XP_B8126T1 Aspergitlus midulans FGSC A4 38-343 4T71-609
XP_ 0012274241 Chaetomium globosum CBS 148.51 42-374 S00-640
CBISE590.1 Saordaria macrospora 46-351 ATT-588
EEH49825.1 Paracoccidioides bresiiensis Ph18 176-397 MA
XP_001223186.1 Chastomivm giohosum CBS 148.51 37-292 424-599
XP_001781201.1 Phasosphaenia nodorurm SN15 B0-223 340-480
XP_001905376.1 Podospora anserma 5 mat+ 48-370 495-633
XP_001592050.1 Sclerolinia scterofiorum 1080 227-208 314-446
XP_[03002840.1 Verticilium albo-atrum Vaks. 102 43-355 4E2-800
X¥P_3682602 Magnaporthe oryzae T0-15 42-351 491-631
XP_D03048882.1 Nectria hasmatococca mpWl1 77-13-4 121-2085 Ja4-530
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(continuacion)

Tabla B. Secuencias de Glucosa Oxidasa

Himero de acceso Organismo Dominio Dominic
GMC oxred N | GMC oxred C
XP_D01 7068681 Phaeosphasna nodorum SN15 A8-350 475815
XP_0018053358.1 Phasosphaena nodorum SN15 20-328 454-503
¥P_001831252.1 Pyrenophora tntici-repentia PH1C-BFP | 23-318 508-505
XP_001218113.1 Aspergillus fermeus NIHZ2624 43-354 475-812
XP_({H 224467 1 Ghastomivum globosum CBS 148.51 218-318 446-552
XP_D03049247 1 Nectna haematococca mpV| 77-13-4 25-323 451-589
XP_001806627.1 Podospora ansermna 5 mat+ 37-340 473618
XP_001804484 1 Phaeosphaena nodorum SMN15 20-310 445-586
JGIThited7T 72 Thielawvia termestris 33-357 460-509
EEHO8138.1 Apeflomyces capsuwlaius G1B6AR 181-258 J66-509
Panicilivm chrysogenum Wisconsin

XP_002565283.1 54-1255 34-355 458-505
CHIS24B5.1 Sordana macnospora 28-338 MA

XP_M273036:1 Aspergitius clavatus MRREL 1 14-322 421-560
AAFITIE0.1|AF143814 1 Pleurotus pulmananus 30-342 446-585
EER39TE0.1 Ajelomyces capswatus H143 228-301 411-554
XP_001558188.1 Baotryotiria fuckeliana B05.10 37-358 482-610
XP_001804543.1 Podospora anasna 5 mat+ 27-344 453-506
XP_001544530.1 Apeflomyces capscwlaius NAmI 228-301 411-554
JGIThitef281 Thielawvia terrestris 5-301 456-824
XP_383802.1 Gibberella zeas PH-1 24-324 452-589
XP_001833868.1 Coprinopsis cinerea okayamaT#130 35-341 430-568
XP_001B36103.1 Coprinopals cinersa okayamai 130 30-368 462-535
XP_M587615.1 Sclerofinia scterotiormm 1980 134-200 206-422
ADD14021.1 Pleurotus eryngii A0-342 446-585
EEH50230.1 Paracoccidicides brasiiensiz Pb18 131-252 36G-484
JGIThitafd35 Thiglawvia terrestriz 100-404 G00-658
XP_3620902 Magnaporthe oryzae TO-15 31-327 431-575
XP_T61104.1 Ustitego maydis 521 54-372 485-603
XP_002482522 1 Talanomyces sfipitatus ATCC 10500 AB-362 456-503
XP_001879270.1 Laccara bicolor S238N-HE2 35-345 451-581
XP_001584680.1 Sclerofinia zclerobiorum 7980 24-335 440-581
XP_D01T788508.1 Phasosphaena nodorum SN15 35-337 440-584
XP_B61816.1 Aspergiffus nidulans FGSC A4 33-350 461-500
¥P_0D01BA3085.1 Laccana bicolor S238N-HE&2 34-348 450-504
XP_001556658.1 Batryotinia fuckeliana BO5.10 30-364 464-603
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(continuacion)

Tabla B. Secuencias de Glucosa Oxidasa

Numero de acceso Organismo Dominio Dominio
GMC oxred N | GMC oxred C
XP_001833865.1 Coprinopais cinerea okayamaT#130 34-345 432-5T0
¥P_002390024.1 Moniliophthora pemicioza FASS3 36-208 411-536
XP_0D1801353.1 Phaeosphasna nodomm SHN15 22-332 436-579
XP_001817515.1 Aspergitius oryzas RIB40D 28-335 436-577
Cryptococcus peaformans var.
XP_568317.1 meoformans JEC21 55-373 S07-643
XP_0D127T3087.1 Aspergillus clavatus NRRL 1 51-360 481-620
XP_0023T725099.1 Aspergitius flavus MRRL335T 28-340 441-582
¥P_001806008.1 Phaeosphaeria nodorm SM15 62-382 494-634
XP_001835456.1 Coprinopais cinerea okayamaT#130 34-345 433-569
XP_DM1586361.1 Sclerolinia sclerotiorum 1980 32-346 446-586
¥P_001884302.1 Laccara bicolor S238M-HE2 36-348 452-580
XP_001821530.1 Aspergitius oryzae RIB40 75-304 496-635
¥P_T60191.1 Ustiltago maydiz 521 50-366 497-628
XP_002375018.1 Aspergitius flavus NRRL3AST 53-358 466-631
XP_3o1162.1 Gibberella zeas PH-1 21-316 442-579
¥P_750762.1 Ustilago maydis 521 B4-408 530-667
CBIS1905.1 Sordaria macrospora 30-3286 468-610
¥P_0023T6E612.1 Aspergitius favus MNRRL3AST 22-321 A57-500
XP_660833.1 Aspergiius nidulans FGSC Ad 41-358 466-603
EDP53840.1 Aspergitlus fumigatus A1163 36-347 448-589
XP_0D1911514.1 Podospora anserina 5 mat+ TT-308 498-837
XP_0024T1526.1 Pastia placenta Mad-608-R BE-400 S17-660
X¥P_367669.2 Magnaporthe oryzae T0-15 21-323 427-568
XP_001389920.1 Aspergillus niger 5-289 J91-528
¥P_001732158.1 Malazsezia globosa CBS THG6 52-370 481-618
¥P_001826806.1 Aspergillus oryzas RIB4A0D 27-338 438-580
XP_001216916.1 Aspergitius terrews NMIH2624 26-338 438-580
¥P_003000545.1 Verticillium albo-atrum Vals. 102 21-339 440-581
XP_3o1184.1 Gibberella zeas PH-1 264-380 491-631
¥P_002148263.1 Penicillium marneffei ATCC 18224 30-351 A68-606
XP_T493121 Aspergiflus fumigatus Af293 36-347 448-589
JGIThite@811 Thielavia terresiris 22-337 440-579
XP_001907031.1 Podospora ansenina 5 mat+ 20-322 451-580
XP_001550244.1 Botryotinia fuckeliana B05.10 24-336 451-484
¥P_0024794331 Talaromyces stipitatus ATCC 10500 42-367 AGT-606
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(continuacion)

Tabla B. Secuencias de Glucosa Oxidasa

Nimero de acceso Organismo Dominio Dominio
GMC oxred N | GMC oxred C
XP_001390806.1 Aspergiftus nigar 38-356 466-605
XP_681081.1 Aspergilus midulans FGSC A4 143-387 460-608
¥P_001882478.1 Laccans bioolor S238N-HA2 33-345 451-588
XP_6640491 Aspergifus nidulans FGSC A4 36-353 464-603
X¥P_002373028.1 Aspergifus favus NRRL3IAST 41-353 465-604
XP_0015892756.1 Sclerolinia scleroiorum 1980 42-358 469-530
YP_D14851.1 Paracoccuz denitificans PD1222 13-304 304-530
¥P_ 0026222461 Ajellomyces dermatitidis SLH14081 30-345 450-602
Peniciflivm chrysogenwm Wisconsin

XP_002565328.1 54-1255 34-338 450-589
XP_ 0012154521 Aspergitius lermeus NIH2624 48-350 454-589
¥P_001820476.1 Aspergifius oryzas RIB4D 41-343 455-504
XP_001732000.1 Malassezia globosa CBS TOE6 55-3a73 484-621
XP_002388554.1 Monifiophthora pemicicsa FAS53 AB-367 487-624
XP_00126574001 Neosartorya fischen NRRL 181 34-345 446-58T
XP_ 3819571 Gitberelia zeas PH-1 53-320 432-553
¥F_001587168.1 Sclerotinia sclerotiorum 1880 33-351 464-603
XP_680308.1 Aspergiius nidulans FGSC A4 27-334 437-568
YP_001923064.1 Methylohacterium populi BJ001 G7-360 428-563
XP_001550357 .1 Batryotinia fuckeliana BO5.10 50-370 482-621
XP_0D02389048.1 Moniliophthora pemiciosa FAS53 33-345 MNA&

¥P_001304544 1 Aspergifius niger 27-338 4308-580
XP_T60250.1 Ustitago maydis 521 38-293 418-556
XP_3507221 Magnaporthe oryzae T0-15 A0-365 476-618
XP_001800211.1 Phasosphasna nodorum SN15 122-375 485-623
XP_D02481814.1 Talaromyces stipifatus ATCC 10500 5-303 418-553
¥P_001308576.1 Aspergifius niger 40-353 A65-804
XP_003040786.1 Necina haemalococca mpVl 77T-13-4 61-379 493-631
¥P_0019044831.1 Podospora anserina 5 mat+ 120-397 510-648
XP_758383.1 Ustitago maydis 521 40-366 478-618
XP_0D02388140.1 Moniliophthora pemiciosa FAS53 25-348 MNA&

¥P_ 023731401 Aspergitius Aavus NRRL3AST 43-357 468-603
XP_ 0021432501 Penicilliem mameffei ATCC 18224 37-a55 466-605
¥P_001729003.1 Malassazia globoza CBS THEE 35-351 454-804
XP_00178307T.1 Phasosphasna nodorum SN15 25-345 451-587
XP_ 0024760101 Pastia placenta Mad-608-R 5-307 431-563
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(continuacion)

Tabla B. Secuencias de Glucosa Oxidasa

Nimero de acceso Organismo Dominio Dominio
GMC oxred N | GMC oxred C

XP_001559633.1 Batryotinia fuckeliana B05.10 33-352 465604
XP_D1T3a2157.1 Malaszezia globosa CBS 7966 49-368 480-817
XP_(D02149622.1 Penicilium marneffei ATCC 18224 43-324 400-532
XP_001910388.1 Podospora anserina 5 maf+ 51-369 4B0-620
¥P_301404.1 Gibberella reas PH-1 G4-382 4965-634
XP_002794871.1 Paracoccidicides brasiiensiz Ph01 5-300 414-551
XP_00127T0826.1 Aspergitlus clavaius NRRL 1 48-372 484-623
XP_001548196.1 Botryotinia fuckeliana B05.10 41-349 ATT-617
XP_001215424.1 Aspergilus terreus NIHZ2624 41-351 450-581
¥P_T58019.1 Ustitago maydiz 521 36-343 457-608
BAlGE412.1 Fusarnium oxysponrm 68-352 496-634
EDP52831.1 Aspergitlus fumigatus A1163 48-370 482-821
XP_0D23870978.1 Moniliophthora pemiciosa FAS53 224-327 MNA
¥P_D01216137.1 Aspargitius terreus NIH2624 27-340 441-525
¥P_002375708.1 Aspergitius favus NRRL3AST 51-359 471-608
XP_D01598641.1 Scteroiinia sclerotiorem 1980 50-370 482-621
gi| T1002308{rafl XP_T55835.

1 Aspergilus fumigatus Af293 3B-354 466-602
gil 11048187 3|ref|XP_001260

pE5.1 Neosartorya fischesi NRRL 181 38-354 466-605
XP_001817067.1 Aspergitiua oryzae RIB40 43-357 460-508
XP_D01275839.1 Aspergifus clavatus NRRL 1 30-358 AGE-607
¥P_002148584.1 Penicifiiim marneffei ATCC 18224 54-377 490-829
AP_DO2485672.1 Talaromyces stipitatus ATCC 10500 54-377 ATE6-605
EDP55006.1 Aspergitlus fumigafus 41163 38-354 466-602
XP_T54807.1 Aspergitiua fumigatus Af293 46-370 482-621
CBFTB527.1 Aspergifius nidwlans FGSC Ad 21-324 436-575

Paniciflivm chrysogenum Wisconsin
AP _DO2556007.1 54-1255 28-330 MNA
Penicifium chrysogenum Wisconsin

AP _DO25674451 54-1255 53-377 A85-622
¥P_001306348.1 Aspergiius niger 60-366 454-593
XP_0D01397016.1 Aspergiius miger 51-381 502-641
XP_D01023507.1 Tetrahymena thermophila B-309 403-538
AP_0{01263633.1 Neosarorya fschen NRRL 181 46-370 482-621
¥P_001400283.1 Aspergitius miger 49-372 A7T7-B16
XP_001261650.1 Neosarlorya fischens NRRL 181 44-369 ATT-612
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(continuacion)

Tabla B. Secuencias de Glucosa Oxidasa

Numero de acceso Organismo Dominio Dominio
GMC oxred N | GMC oxred C
XP_001707048.1 Phaeosphaeria nodorm SM15 30-366 458-508
XP_001211074.1 Aspergifius termeus MIH2624 44-320 430-565
XP_001308522.1 Aspergifius niger 50-373 475614

* Nimeros de acceso para Thislavia termestris referidos al Departamento de energia (DOE) de EEUL Instituto
Aszociado de Genoma (JGI) secuencia del genoma

Algunas secuencias de aminoacidos que codifican glucosa oxidasa se proporcionan en el presente documento. Por
ejemplo, la secuencia de nucledtidos que codifica Myceliophthora thermophila GO1 se expone en el presente
documento como SEQ ID NO: 1, y la secuencia de aminoacidos codificada de Myceliophthora thermophila GO1 se
expone como SEQ ID NO: 2. Ademas, la secuencia de nucleotidos que codifica Myceliophthora thermophila GO2 se
expone en el presente documento como SEQ ID NO: 3, y la secuencia de aminoacidos codificada de Myceliophthora
thermophila GO2 se expone como SEQ ID NO: 4.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la glucosa oxidasa es glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4). En algunas
realizaciones, la glucosa oxidasa es una glucosa oxidasa con la secuencia de aminoacidos de Myceliophthora
thermophila GO1 como se expone en SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la glucosa oxidasa es una glucosa
oxidasa con la secuencia de aminoacidos de Myceliophthora thermophila GO2 como se expone en SEQ ID NO: 4.
En otras realizaciones, la glucosa oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada en la entrada
de GenBank de uno cualquiera de los numeros de acceso expuestos en la Tabla B. En algunas realizaciones, la
glucosa oxidasa esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos que es al menos aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %,
aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %,
aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %,
aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %,
aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %,
aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %,
aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %,
aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 %
idéntica a SEQ ID NOS: 1 y/o 3. En algunas realizaciones, la glucosa oxidasa esta codificada por una secuencia de
acidos nucleicos que es al menos aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %,
aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %,
aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %,
aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %,
aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %,
aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %,
aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % idéntica a una secuencia de acidos nucleicos que codifica la
secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NOS: 2 y/o 4, 0 una secuencia de aminoacidos proporcionada en
la entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla B. En algunas
realizaciones, la glucosa oxidasa esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos que puede hibridarse
selectivamente con SEQ ID NOS: 1 y/o 3 bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas, como se describe
mas adelante. En algunas realizaciones, la glucosa oxidasa esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos
que puede hibridarse selectivamente bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia de
acidos nucleicos que codifica SEQ ID NOS: 2 y/o 4, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la entrada de
GenBank de uno cualquiera de los niumeros de acceso expuestos en la Tabla B.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la glucosa oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos con al
menos aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 51 %, aproximadamente el 52 %, aproximadamente el 53 %,
aproximadamente el 54 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 56 %, aproximadamente el 57 %,
aproximadamente el 58 %, aproximadamente el 59 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %,
aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %,
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aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %,
aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % de similitud con la secuencia de
aminoacidos expuesta como SEQ ID NOS: 2 y/o 4, 0 una secuencia de aminoacidos proporcionada en la entrada de
GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla B.

Celobiosa deshidrogenasa. En algunas realizaciones de la divulgacion, la CDH contiene tanto los dominios
oxidorreductasa N de glucosa-metanol-colina (GMC) como los oxidorreductasa C de GMC conservados. En algunas
otras realizaciones, una CDH contiene el dominio oxidorreductasa N de GMC solo. Las oxidorreductasas de GMC
son flavoproteinas de FAD oxidorreductasas (véanse, por ejemplo, Cavener, J. Mol. Biol., 223:811-814 [1992]; y
Vrielink y Blow, Biochem., 32:11507-15 [1993]). Las oxidorreductasas de GMC incluyen una variedad de proteinas;
colina deshidrogenasa (CHD), metanol oxidasa (MOX) y celobiosa deshidrogenasa (CDH) que comparten varias
regiones de similitudes de secuencia. Una de estas regiones, localizada en la seccién del extremo N, se corresponde
con el dominio de uniéon de ADP FAD, como se define adicionalmente por la base de datos Pfam bajo la entrada
GMC_oxred_N (PF00732). Similarmente, el dominio conservado del extremo C (dominio oxidorreductasa C de GMC)
se define como se expone en la base de datos Pfam bajo la entrada GMC_oxred_C (PF05199).

Las celobiosa deshidrogenasas pueden clasificarse en dos familias, en las que una primera familia contiene una
porcién catalitica y una segunda familia contiene una porcién catalitica y un motivo de union de celulosa (CBM). La
estructura tridimensional de una celobiosa deshidrogenasa de ejemplo caracteriza dos dominios globulares, cada
uno de los cuales contiene uno de dos cofactores: un hemo o una flavina. El sitio activo se encuentra en una
hendidura entre los dos dominios. La oxidacion de celobiosa normalmente se produce mediante la transferencia de 2
electrones de celobiosa a la flavina, generando celobiono-1,5-lactona y flavina reducida. EI FAD activo se regenera
por transferencia de electrones al grupo hemo, dejando un hemo reducido. El hemo en estado nativo se regenera
mediante reaccion con el sustrato oxidante en el segundo sitio activo.

El aceptor es preferencialmente ferricianuro de hierro, citocromo C, o un compuesto fendlico oxidado tal como
dicloroindofenol (DCIP), un aceptor cominmente usado para ensayos colorimétricos. Los iones metalicos y O»
también son aceptores, pero para la mayoria de las celobiosa deshidrogenasas la tasa de reaccién de celobiosa
oxidasa para estos aceptores es de varios 6rdenes de magnitud menor que la observada para hierro u oxidantes
organicos. Tras la liberacion de celobionolactona, el producto puede experimentar apertura de anillo espontanea
para generar acido celobiénico (Hallberg et al., 2003, J. Biol. Chem. 278: 7160-7166).

Aguellos expertos en la materia apreciaran que la actividad enzimatica de celobiosa deshidrogenasa normalmente
emplea la presencia de oxigeno o un aceptor rédox equivalente (por ejemplo, lignina, oxigeno molecular, citocromo
C, colorantes rédox, benzoquinonas y complejos de Fe“").

La actividad de celobiosa deshidrogenasa puede medirse usando cualquiera de una variedad de métodos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de actividad de CDH usando cualquier método adecuado
conocido en la técnica (véase, por ejemplo, Schou et al., Biochem J., 220:565-71 [1998]). Por ejemplo, la reduccién
de DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol) por actividad de CDH en presencia de celobiosa puede monitorizarse por
absorbancia a 530 nm.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células flngicas proporcionadas en el presente documento que han
sido genéticamente modificadas para reducir la actividad secretada de una celobiosa deshidrogenasa tienen
actividad secretada reducida de una celobiosa deshidrogenasa endégena. Por consiguiente, una o mas enzimas
celobiosa deshidrogenasa de cada una de las especies fungicas descritas en el presente documento puede ser
elegida como diana para la modificacién genética.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la celobiosa deshidrogenasa es de una especie fungica en la division
basidiomiceto y que pertenece a la clase Agaricomycetes; o en la divisibn ascomiceto y que pertenece a la
subdivisién Pezizomycotina. Algunos ejemplos de enzimas celobiosa deshidrogenasa identificadas de la division
basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes; y la division ascomiceto que pertenece a la subdivisién
Pezizomycotina se exponen en la Tabla C, mas adelante.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la celobiosa deshidrogenasa es de una especie fungica seleccionada de
Thielavia heterothallica, Thielavia terrestris, Chaetomium globosum y Myceliophthora thermophila. Algunas enzimas
celobiosa deshidrogenasa identificadas de estas y otras especies se exponen en la tabla a continuacion. Las
proteinas enumeradas en la Tabla C son ejemplos de celobiosa deshidrogenasa que se conocen en la técnica, o se
identifican en el presente documento como que son una celobiosa deshidrogenasa.
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Tabla C. Secuencias de Celobiosa Deshidrogenasa

, i Dominio ini
Humero de acceso Organismo GMC oxred N Gl'g{c:'rg;c"rlgd{:
AC26221 (SEQ ID NO.: &) Mycelioplithora thermophila 251-554 645-T81
AAC2E221 Myceliophthora thermophila 251-554 645-T781
ABSA45566 Myriococcum thermophilum 251-554 645-T81
ABSA556T Myriococcum thermophilum 251-554 645-T81
CHGT_03380 Chastomium globosurm 226-529 620-757
Chastomium globosum CBS
¥P_001220806.1 148.51 226-520 620-757
JGIThite5441 Thielavia terrestris 253-555 647-T783
CAPGB42T Podospora ansering 247-550 643-T70
CBI53519.1 Sordaria macrospora 252-554 645-T82
XP_0958501.1 Neurospora crassa ORT4A 253-555 646-T82
X¥P_3604022 Magnaporthe oryzae T70-15 2084-566 B5T-T94
EDP55266 Aspengillus fumigatus A1163 265-568 661-796
BAEG1160 Aspergilius oryzas 254-5568 B4T-TE2
CBI59551.1 Sordana macrospora 167-2085 382-518
EAW14611 Aspergillus clavatus NRRL 1 254-556 647-T783
¥P_0012092951 Aspengillus terreus MIH2E24 253-474 586-720
JGIThited524 Thiglavia terresins 36-337 NA
CHGT_08276 Chaetomium globosum 36-338 MA
Chaelomium globosum CBS
¥P_001225932.1 148.51 356-338 WA
JGIThite&738 Thielavia terrestris 249-550 642-770
CAPGE16851 Podospara ansering 254-555 64T-T83
AAFEO005 Humnicola insolens 247-548 640-776
XP_380261.1 Gibberella zess PH-1 213-518 607-743
XP_058234.1 Neurospora crassa ORT4A 274-576 GE8-B04
CDHZ derivado de la cadena C1
(Secuencia id. No..3) Myceliophthora thermophila 249-550 MA
CBI54739.1 Sordaria macrospora 272-574 GE6-B02
XP_001800470.1 FPhasosphaena nodorum SN15 | 36-343 386-502
Pyrenophaora tritici-repentis Pt-
XP_001839778.1 1C-BFP 247-550 640-T76
CHGT_08622 Chastomium globosum 240-521 549-667
Chaetomium globosum CBS
¥P_001226549.1 148.51 240-521 549-667
XP_001801490.1 Fhaeosphaena nodorum SN15 | 245-543 633-TE0
¥P_001553707 1 Botryotinia fuckeliana B05.10 285-570 656-T06
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(continuacion)

Tabla C. Secuencias de Celobioza Deshidrogenasa

. i Dominio Dominio
HNimero de acceso Organismo GMC oxred N | GMC oxred C
Verticillium albo-afrum
XP_002099803.1 VaMs.102 303-534 500-681
XP_001591237 1 Seleratinia sclerotiorum 1980 265-570 655-796
X¥P_001273175.1 Aspergillus clavatus NRRL 1 244-543 627-T52
XP_749254.1 Aspengillus fumigatus AF283 247-546 637-T55
ACFB061T Ceriporiopsis subvermispora 236-518 634-TE3
BAC20841 Grifola frondosa 230-500 G28-T5T
AACE0004 Trametes versicolor 230-512 G28-T5T
BAD32781 Coniophora puteana 236-510 634-TE3
XP_367658.1 Magnaporthe oryzae T0-15 39-334 426-551
BAD3G6748 Impex lacleus 239-516 637-T66
AABG1455 Phanerochaete chrysosporivm | 235-517 633-TG2
CAAG135D Phanerochaste chrysosporium | 234-516 632-T61
AADI2063 Trametes versicolor 230-512 G28-T5T
AADGA483 Athelia roifsi 233-520 631-T60
¥P_001265679.1 Neosarforya fischeri NRRL 181 | 247-546 630-T55
AACI219T Pycnoporus cinnabannus 231-817 G28-T58
XP_383083.1 Gibberella zeas PH-1 27-325 408-528
211824TA FPhanerochaete chrysosporium | 234-515 631-750
Pyrenophora tritici-repentis Pt-
XP_001937164.1 1C-BFP 245-542 G25-Tod
XP_001400060.1 Aspengillus miger 33-329 415-542
Penicillium chrysogenum
CAPBS5828 Wisconsin 54-1255 a0-327 393-537
XP_001B03287.1 FPhaeosphaena nodorum SN15 | 243-518 WA
Verticillium albo-afrum
XP_003006847.1 WVaMs.102 27-317 411-5209
XP_001402432.1 Aspengillus miger CBS 513.88 245-495 508-T26
Nectria haematococca mpWVl
XP_003042062.1 T7-13-4 241-540 507-754
¥P_001210806.1 Aspergillus terreus MIH2624 32-329 413-541
XP_386159.1 Gibberalla zeas PH-1 25-323 406-530
BAEB3I115 Aszpergillus oryzae 24-317 401-527
XP_001559563.1 Botryotinia fuckefana B05.10 232-534 G620-T46
Verticillium albo-afrum
XP_003003908.1 VaMs.102 232-507 MA
Nectria haematocooca mpWVl
XP_003042835.1 Tr-13-4 233-531 614-730
XP_383018.1 Gibberella zeas PH-1 234-533 615-740
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(continuacion)

Tabla C. S5ecuencias de Celobioza Deshidrogenasa
. . Dominio Dominio
Namero de acceso Organismo
? GMC oxred N | GMC oxred C
XP_001703048.1 Phasosphaena nodorum SN15 | 28-314 408-542
Fusanum oxysporum . sp.
BAETO2TE L ycopersici 27-325 408-532
XP_364344.1 Magnaporthe oryzae T0-15 48-321 4.26-560
¥P_001547235.1 Botryotinia fuckelana B05.10 30-313 422-548
XP_001593342.1 Sclerotinia sclerctiorum 1980 232-536 622-T48
¥XP_385048.1 Gibberela zeas PH-1 239-538 S85-T52
¥P_362050.1 Magnaporthe oryzae 70-15 3o0-327 415-537
Nectria haemalococca mpWVl
¥P_003052041.1 T7-13-4 32-332 415-530
Pyrenophora tritici-repentis Pt-
XP_001940404.1 1C-BFP 90-271 363-470
* Nimeros de acceso para Thislavia termestris referidos al Departamento de energia (DOE) de EEUL Instituto
Aszociado de Genoma (JGI) secuencia del genoma

Algunas secuencias de aminoacidos que codifican celobiosa deshidrogenasa se proporcionan en el presente
documento. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica Myceliophthora thermophila CDH1 se expone en
el presente documento como SEQ ID NO: 5, y la secuencia de aminoéacidos codificada de Myceliophthora
thermophila CDH1 se expone como SEQ ID NO: 6. Ademaés, la secuencia de nucledtidos que codifica
Myceliophthora thermophila CDH2 se expone en el presente documento como SEQ ID NO: 7 y la secuencia de
aminoacidos codificada de Myceliophthora thermophila CDH2 se expone como SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la celobiosa deshidrogenasa es celobiosa deshidrogenasa (EC
1.1.99.18). En algunas realizaciones, la celobiosa deshidrogenasa es una celobiosa deshidrogenasa con la
secuencia de aminoacidos de Myceliophthora thermophila CDH1 como se exponen en SEQ ID NO: 6. En algunas
realizaciones, la celobiosa deshidrogenasa es una celobiosa deshidrogenasa con la secuencia de aminoéacidos de
Myceliophthora thermophila CDH2 como se expone en SEQ ID NO: 8. En otras realizaciones, la celobiosa
deshidrogenasa comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada en la entrada de GenBank de uno
cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla C. En algunas realizaciones, la celobiosa
deshidrogenasa esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos que es al menos aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %,
aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %,
aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %,
aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %,
aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %,
aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %,
aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %,
aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 %
idéntica a SEQ ID NOS: 5 y/o 7. En algunas realizaciones, la celobiosa deshidrogenasa esta codificada por una
secuencia de &acidos nucleicos que es al menos aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %,
aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %,
aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %,
aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % idéntica a una secuencia de
acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NOS: 6 y/u 8, o una secuencia
de aminoacidos proporcionada en la entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos
en la Tabla D. En algunas realizaciones, la celobiosa deshidrogenasa esta codificada por una secuencia de acidos
nucleicos que puede hibridarse selectivamente con SEQ ID NOS: 5 y/o 7 bajo condiciones moderadamente
rigurosas o rigurosas, como se describe anteriormente en este documento. En algunas realizaciones, la celobiosa
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deshidrogenasa esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos que puede hibridarse selectivamente bajo
condiciones moderadamente rigurosas 0 rigurosas con una secuencia de acidos nucleicos que codifica SEQ ID
NOS: 6 y/u 8, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la entrada de GenBank de uno cualquiera de los
nameros de acceso expuestos en la Tabla C.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la celobiosa deshidrogenasa comprende una secuencia de aminoacidos
con al menos aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 51 %, aproximadamente el 52 %, aproximadamente el
53 %, aproximadamente el 54 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 56 %, aproximadamente el 57 %,
aproximadamente el 58 %, aproximadamente el 59 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %,
aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %,
aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %,
aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % de similitud con la secuencia de
aminoacidos expuesta como SEQ ID NOS: 6 y/u 8, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la entrada de
GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla C. Similitud como se usa en el
presente documento se describe en mayor detalle anteriormente en este documento.

Las secuencias de celobiosa deshidrogenasa pueden identificarse por cualquiera de una variedad de métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, puede realizarse un alineamiento de secuencias contra una base de datos, por
ejemplo, contra la base de datos NCBI, y pueden seleccionarse secuencias con el menor valor E de HMM.

Piranosa oxidasa. Como se indica en el presente documento, piranosa oxidasas y células fungicas que han sido
modificadas para tener actividad de piranosa oxidasa reducida encuentran uso en la presente divulgacion. La
actividad de piranosa oxidasa puede medirse usando cualquiera de una variedad de métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de actividad de PO como se describe por Leitner et al., Appl
Biochem Biotechnol 1998, 70-72:237-248), que se incorpora por referencia en su totalidad. Por ejemplo, puede
monitorizarse la reduccion de acido 2'-azinobis(3-etilbenzotiazolinsulfénico) (ABTS) por actividad de PO por
absorbancia a 530 nm. En algunas realizaciones adicionales, la actividad de PO se determina por un aumento en la
absorbancia a 420 nm resultante de la oxidacién del acido 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolinsulfénico) (ABTS)
mediante un sistema acoplado a peroxidasa.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células flngicas proporcionadas en el presente documento que han
sido genéticamente modificadas para reducir la actividad secretada de una piranosa oxidasa tienen actividad
secretada reducida de una piranosa oxidasa enddgena. Por consiguiente, una 0 mas enzimas piranosa oxidasa de
cada una de las especies flngicas descritas en el presente documento puede ser elegida como diana para la
modificacién genética.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la piranosa oxidasa es de una especie fungica en la division
basidiomiceto y que pertenece a la clase Agaricomycetes; o en la divisibn ascomiceto y que pertenece a la
subdivisién Pezizomycotina. Algunos ejemplos de enzimas piranosa oxidasa identificadas de la division
basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes; y la division ascomiceto que pertenece a la subdivisién
Pezizomycotina se exponen en Tabla D, mas adelante.

En algunas realizaciones de la divulgacién, la piranosa oxidasa es de una especie flngica seleccionada de
Peniophora gigantea, Phanerochaete chrysosporium, Trametes ochracea, Trametes pubescens, Emericella
nidulans, Aspergillus oryzae, Gloeophyllum trabeum, Tricholoma matsutake, Trametes hirsute, Gloeophyllum
trabeum, Phanerochaete chrysosporium, Peniophora sp., Trametes versicolor, Lyophyllum shimeji, Trametes
pubescens, Phlebiopsis gigantea, Aspergillus parasiticus, Auricularia polytricha, Coriolus hirsutus, Coriolus
versicolor, Gloeophyllum sepiarum, Iridophycus faccidum, Irpex lactus, Oudemansiella mucida, Phanerochaete
gigantea, Pleurotus ostreatus, Polyporus obtusus, Saxidomus giganteus, Todus multicolor, Trametes cinnabarinus y
Trametes multicolor. Algunas enzimas piranosa oxidasa identificadas de estas especies se exponen en la Tabla D, a
continuacién. Las proteinas enumeradas en la tabla a continuacién son ejemplos de piranosa oxidasa que se
conocen en la técnica, o se identifican en el presente documento como que son una piranosa oxidasa.
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Tabla D. Secuencias de Piranosa Oxidasa

Base

Himero de acceso Organismo Reforencia
Swise Prot | Q6UGD2 FPeniophora giganiea
Phanerochasie
Swise Prot | O6QWR1 chrysosporum
Swiss Prol | QTZA32 Tramefes ochracea
Swiss Prot | Q5G234 Trametes pubescens
GenPepl Q5B82E9 Emericella nidwlans
BAESGTOT. 1 (SEQIDND:
GenPept 10} Aspergiius oryzae
GenPept ACJ54278.1 Gioeophyfium frabsum
GanPapt BAC24805 1 Tricholoma matsuiake
GanPept PEQ0GAT Trameles hirsuta
GenPapt ACMATEZE 1 Glosophylium trabewum
Phanerochasie
GanPapt AASDIEZE 1 chrysosponum
GenPept AADT133821 Peniophora =p.
GenPept BAAT111081 Trameles versicolor
GenPepl BAD10TEA Lyophyliurm sfirmeji
GenPept AAWETI0L N Trametes pubsscens
GenPapt AAQT2486.1 Phisbiopsis gigantes

Aspergiius parasiticus

GiffhormAppl. Microbiol. Biotechnol., 54:
T27-T40 (2000)

Auricuiaria polytricha

lzumi etal., Agric. Biol. Chem., 54: T89-801
( To90)

Coviolus hirsuius

Machida et al., Agnc. Biol. Chem.. 48:
2463-2470 (1984)

Coviolus versicolor

Taguchi st al., J. Appl. Biochem_, T
288-295 (1983)

Gipeophyfium sepiarem

lzumietal.. Agric. Biol. Chem., 54: T89-801
{1990}

Indophycus faocidum

Giffhorm, Appl. Microbiol. Biotechnol., 54:
T27-740 (2000)

Irpex lactus

lzumietal., Agric. Biol. Chem., 54: TB9-801
(1990}

Oudemansiella mucida

Giffhom, Appl. Microbiol. Biotechnol., 54:
T27-T40 [2000)

Phanerochasle giganiean

Giffhom, Appl. Microbiol. Biotechnol., 54:
T27-T40 [2000)

Plaurofus ostreatus

Giffhorm, Appl. Microbiol. Biotechnol., 54
T27-T40 (20000)

Polyponis obfusus

Janssen et al., Methods Enzymol., 418:
170-173 )1875

Baxidomus gigamieus

Giffhorm. Appl. Microbiol. Bictechnal., 54
T27-T40 (2000)

Todus multicolor

Giffhorm. Appl. Microbiol. Biotechnal., 54
T27-T40 (2000)

Trameies cinnabamnus

lzumi et al., Biol. Chem., 54: 709-801
{1090}

Trameites mullicolor

Tasca et al, Eleciroanal., 19: 204-302
(2007)
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Algunas secuencias de aminoacidos que codifican piranosa oxidasa se proporcionan en el presente documento. Por
ejemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica Aspergillus oryzae POl se expone en el presente documento
como SEQ ID NO: 9, y la secuencia de aminoacidos codificada de Aspergillus oryzae PO1 se expone como SEQ ID
NO: 10.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la piranosa oxidasa es piranosa oxidasa (E.C. 1.1.3.10). En algunas
realizaciones, la piranosa oxidasa es una piranosa oxidasa con la secuencia de aminoacidos de Aspergillus oryzae
PO1 como se expone en SEQ ID NO: 10. En otras realizaciones, la piranosa oxidasa comprende una secuencia de
aminoéacidos proporcionada en la referencia de bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los
numeros de acceso expuestos en la Tabla D. En algunas realizaciones, la piranosa oxidasa esta codificada por una
secuencia de acidos nucleicos que es al menos aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %,
aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %,
aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %,
aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % idéntica a SEQ ID NO: 9. En
algunas realizaciones, la piranosa oxidasa esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos que es al menos
aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %,
aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %,
aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %,
aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %,
aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %,
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %,
aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %,
aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o
aproximadamente el 100 % idéntica a una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos
expuesta como SEQ ID NO: 10, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la referencia de bibliografia y/o
entrada de GenBank de uno cualquiera de los numeros de acceso expuestos en la Tabla D. En algunas
realizaciones, la piranosa oxidasa estd codificada por una secuencia de acidos nucleicos que puede hibridarse
selectivamente con SEQ ID NO: 9 bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas, como se describe
anteriormente en este documento. En algunas realizaciones, la piranosa oxidasa esta codificada por una secuencia
de acidos nucleicos que puede hibridarse selectivamente bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas
con una secuencia de acidos nucleicos que codifica SEQ ID NO: 10, o una secuencia de aminoacidos proporcionada
en la referencia de bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en
la Tabla D.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la piranosa oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos con al
menos aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 51 %, aproximadamente el 52 %, aproximadamente el 53 %,
aproximadamente el 54 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 56 %, aproximadamente el 57 %,
aproximadamente el 58 %, aproximadamente el 59 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %,
aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %,
aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %,
aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % de similitud con la secuencia de
aminoéacidos expuesta como SEQ ID NO: 10, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la referencia de
bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla D. Similitud
como se usa en el presente documento se describe en mayor detalle anteriormente en este documento.

Las secuencias de piranosa oxidasa pueden identificarse por cualquiera de una variedad de métodos conocidos en
la técnica. Por ejemplo, puede realizarse un alineamiento de secuencias contra una base de datos, por ejemplo,
contra la base de datos NCBI, y pueden seleccionarse secuencias con el menor valor E de HMM.

Gluco-oligosacéarido oxidasa. Como se indica en el presente documento, las gluco-oligosacarido oxidasas y
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células fungicas modificadas por tener actividad de GOOX reducida encuentran uso en la presente divulgacion. La
actividad de gluco-oligosacarido oxidasa puede medirse usando cualquiera de una variedad de métodos conocidos
en la técnica. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de actividad de GOOX como se describe por Lin et al.,
(Biochim. Biophys. Acta. 1991, 11:417-427), o Lee et al. (Appl. Environ. Microbiol. 2005, 71:8881-8887), cada uno de
los cuales se incorpora por referencia en su totalidad. Por ejemplo, la actividad puede medirse determinando la
produccion de H,O; acoplando a un ensayo de enzima peroxidasa.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células flngicas proporcionadas en el presente documento que han
sido genéticamente modificadas para reducir la actividad secretada de al menos una gluco-oligosacarido oxidasa
tienen actividad secretada reducida de una gluco-oligosacarido oxidasa enddgena. Por consiguiente, una 0 mas
enzimas gluco-oligosacéarido oxidasa de cada una de las especies fangicas descritas en el presente documento
puede ser elegida como diana para la modificacién genética.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la gluco-oligosacarido oxidasa es de una especie flngica en la division
basidiomiceto y que pertenece a la clase Agaricomycetes; o en la divisibn ascomiceto y que pertenece a la
subdivisién Pezizomycotina. Algunos ejemplos de gluco-oligosacarido oxidasa identificada de la division
basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes; y la division ascomiceto que pertenece a la subdivision
Pezizomycotina se exponen en la tabla mas adelante.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la gluco-oligosacéarido oxidasa es de una especie flngica seleccionada
de Acremonium strictum y Paraconiothyrium sp. Algunas enzimas gluco-oligosacarido oxidasa identificadas de estas
especies se exponen en la Tabla E, a continuacién. Las proteinas enumeradas en la tabla a continuaciéon son
ejemplos de gluco-oligosacarido oxidasa que se conocen en la técnica, o se identifican en el presente documento
como que son una gluco-oligosacarido oxidasa.

Tabla E. Secuencias de Glucooligosacarida Oxidasa

Base Nimero de acceso| Organismo Referencia
QEPWTT (SEQ ID
TrEMBL UniProt | NO: 12) Acremonium strictum

Kiryu et al., 2008, Biosci. Biotechnol.
Paraconiothyrium sp. Biochem., 72: B33-841 (2008)

Algunas secuencias de aminoacidos que codifican gluco-oligosacarido oxidasa se proporcionan en el presente
documento. Por ejemplo, la secuencia de nucle6tidos que codifica Acremonium strictum GOOX1 se expone en el
presente documento como SEQ ID NO: 11, y la secuencia de aminoacidos codificada de Acremonium strictum
GOOX1 se expone como SEQ ID NO: 12.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la gluco-oligosacarido oxidasa es gluco-oligosacarido oxidasa (E.C.
1.1.99.B3). En algunas realizaciones, la gluco-oligosacarido oxidasa es una gluco-oligosacarido oxidasa con la
secuencia de aminoacidos de Acremonium strictum GOOX1 como se exponen en SEQ ID NO: 12. En otras
realizaciones, la gluco-oligosacarido oxidasa comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada en la
referencia de bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la
Tabla E. En algunas realizaciones, la gluco-oligosacarido oxidasa estd codificada por una secuencia de acidos
nucleicos que es al menos aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %,
aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %,
aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %,
aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %,
aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %,
aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %,
aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % idéntica a SEQ ID NO: 11. En algunas realizaciones, la
gluco-oligosacarido oxidasa estd codificada por una secuencia de acidos nucleicos que es al menos
aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %,
aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %,
aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %,
aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %,
aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %,
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %,
aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %,
aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
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aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o
aproximadamente el 100 % idéntica a una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos
expuesta como SEQ ID NO: 12, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la referencia de bibliografia y/o
la entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla E. En algunas
realizaciones, la gluco-oligosacarido oxidasa esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos que puede
hibridarse selectivamente con SEQ ID NO: 11 bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas, como se
describe anteriormente en este documento. En algunas realizaciones, la gluco-oligosacéarido oxidasa esta codificada
por una secuencia de acidos nucleicos que puede hibridarse selectivamente bajo condiciones moderadamente
rigurosas o rigurosas con una secuencia de acidos nucleicos que codifica SEQ ID NO: 12, o una secuencia de
aminoéacidos proporcionada en la referencia de bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los
nameros de acceso expuestos en la Tabla E.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la gluco-oligosacarido oxidasa comprende una secuencia de
aminoacidos con al menos aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 51 %, aproximadamente el 52 %,
aproximadamente el 53 %, aproximadamente el 54 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 56 %,
aproximadamente el 57 %, aproximadamente el 58 %, aproximadamente el 59 %, aproximadamente el 60 %,
aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %,
aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %,
aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %,
aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %,
aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %,
aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %,
aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %,
aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % de
similitud con la secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 12, o una secuencia de aminoacidos
proporcionada en la referencia de bibliografia y/o la entrada de GenBank de uno cualquiera de los numeros de
acceso expuestos en la Tabla E. Similitud como se usa en el presente documento se describe en mayor detalle
anteriormente en este documento.

Las secuencias de gluco-oligosacarido oxidasa pueden identificarse por cualquiera de una variedad de métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, puede realizarse un alineamiento de secuencias contra una base de datos, por
ejemplo, contra la base de datos NCBI, y pueden seleccionarse secuencias con el menor valor E de HMM.

Piranosa deshidrogenasa. En algunas realizaciones de la divulgacion, piranosa deshidrogenasas y células
fungicas que tienen actividad de piranosa deshidrogenasa reducida encuentran uso en la presente divulgacion. La
actividad de piranosa deshidrogenasa puede medirse usando cualquiera de una variedad de métodos conocidos en
la técnica. Por ejemplo, pueden realizarse ensayos de actividad de PDH usando cualquier método adecuado (véase,
por ejemplo, Volc et al., Arch. Microbiol., 176:178-186 [2001]).

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células fungicas que han sido genéticamente modificadas para
reducir la actividad secretada de una piranosa deshidrogenasa tienen actividad secretada reducida de una piranosa
deshidrogenasa endégena. Por consiguiente, una o mas enzimas piranosa deshidrogenasa de cada una de las
especies flngicas descritas en el presente documento puede ser elegida como diana para la modificacion genética.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la piranosa deshidrogenasa es de una especie fungica en la division
basidiomiceto y que pertenece a la clase Agaricomycetes; o en la divisibn ascomiceto y que pertenece a la
subdivisién Pezizomycotina. Algunos ejemplos de piranosa deshidrogenasa identificada de la divisién basidiomiceto
que pertenece a la clase Agaricomycetes; y divisidn ascomiceto que pertenece a la subdivision Pezizomycotina se
exponen en la tabla a continuacién.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la piranosa deshidrogenasa es de una especie fungica seleccionada de
Agaricus bisporus, Agaricus meleagris, Agaricus xanthoderma, Macrolepiota rhacodes y Leucoagaricus meleagris.
Algunas enzimas piranosa deshidrogenasa identificadas de estas especies se exponen en tabla F, mas adelante.
Las proteinas enumeradas en la tabla a continuacion son ejemplos de piranosa deshidrogenasa que se conocen en
la técnica, o se identifican en el presente documento como que son una piranosa deshidrogenasa.
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Tabla F. Secuencias de Piranoga Oxidasa

deﬂadgitaos Nimero de acceso Organismo Heferthcic
TrEMBL Q3L1D1 (SEQID
UniProt NO:14) Agaricus bisporus
TrEMBL
LiniProt Q3245 Agarcus meleagris
TrEMBL
UniProt QOR4L2 Agarncus meleagrns
TrEMBL
UniProt Q3L243 Agarncus meleagrns
TrEMBL
UniPraot Q3Libz Agaricus xanthoderma

Violo et al., Arch. Microbiol., 176:178- 186
Macnoleplofa rhacodes (2001)

Leucoaganicus
GenBank AAWB2906.1 meleagns

Leucoaganicus
GanBank AAMWEZ0D8.1 maleagns

Leucoagancus
GanBank AATO4BTI A maleagns

Algunas secuencias de aminoacidos que codifican piranosa deshidrogenasa se proporcionan en el presente
documento. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica Agaricus bisporus PDH1 se expone en el presente
documento como SEQ ID NO: 13, y la secuencia de aminoacidos codificada de Agaricus bisporus PDH1 se expone
como SEQ ID NO: 14.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la piranosa deshidrogenasa es piranosa deshidrogenasa (E.C.
1.1.99.29). En algunas realizaciones, la piranosa deshidrogenasa es una piranosa deshidrogenasa con la secuencia
de aminoacidos de Agaricus bisporus PDH1 como se expone en SEQ ID NO: 14. En algunas otras realizaciones, la
piranosa deshidrogenasa comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada en la referencia de bibliografia
y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla F. En algunas
realizaciones, la piranosa deshidrogenasa esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos que es al menos
aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %,
aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %,
aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %,
aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %,
aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %,
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %,
aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %,
aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o
aproximadamente el 100 % idéntica a SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la piranosa deshidrogenasa esta
codificada por una secuencia de acidos nucleicos que es al menos aproximadamente el 60 %, aproximadamente el
61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %,
aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %,
aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % idéntica a una secuencia de
acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 14, o una secuencia de
aminoacidos proporcionada en la referencia de bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los
nameros de acceso expuestos en la Tabla F. En algunas realizaciones, la piranosa deshidrogenasa esta codificada
por una secuencia de acidos nucleicos que puede hibridarse selectivamente con SEQ ID NO: 13 bajo condiciones
moderadamente rigurosas 0 rigurosas, como se describe anteriormente en este documento. En algunas
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realizaciones, la piranosa deshidrogenasa esta codificada por una secuencia de &cidos nucleicos que puede
hibridarse selectivamente bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia de acidos
nucleicos que codifica SEQ ID NO: 14, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la referencia de
bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla F.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la piranosa deshidrogenasa comprende una secuencia de aminoacidos
con al menos aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 51 %, aproximadamente el 52 %, aproximadamente el
53 %, aproximadamente el 54 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 56 %, aproximadamente el 57 %,
aproximadamente el 58 %, aproximadamente el 59 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %,
aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %,
aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %,
aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % de similitud con la secuencia de
aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 14, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la referencia de
bibliografia y/o la entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla F.
Similitud como se usa en el presente documento se describe en mayor detalle anteriormente en este documento.

Las secuencias de piranosa deshidrogenasa pueden identificarse por cualquiera de una variedad de métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, puede realizarse un alineamiento de secuencias contra una base de datos, por
ejemplo, contra la base de datos NCBI, y pueden seleccionarse secuencias con el menor valor E de HMM.

Glucosa deshidrogenasa. Como se indica en el presente documento, glucosa deshidrogenasas y células fangicas
gque han sido modificadas para tener actividad de glucosa deshidrogenasa reducida encuentran uso en la presente
divulgacion. La actividad de glucosa deshidrogenasa puede medirse usando cualquiera de una variedad de métodos
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Strecker, Meth. Enzymol., 1:335 [1955]). En algunas realizaciones, la
actividad de GDH se determina por un aumento en la absorbancia a 340 nm resultante de la generacion de NADH a
partir de NAD cuando la beta-D-glucosa se proporciona como un sustrato y la NAD como un aceptor.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las células flngicas proporcionadas en el presente documento que han
sido genéticamente modificadas para reducir la actividad secretada de una glucosa deshidrogenasa tienen actividad
secretada reducida de una glucosa deshidrogenasa enddgena. Por consiguiente, una o mas enzimas glucosa
deshidrogenasa de cada una de las especies flngicas descritas en el presente documento puede ser elegida como
diana para la modificacion genética.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la glucosa deshidrogenasa es de una especie flngica en la division
basidiomiceto y que pertenece a la clase Agaricomycetes; o en la divisibn ascomiceto y que pertenece a la
subdivisién Pezizomycotina. Algunos ejemplos de glucosa deshidrogenasa identificada de la division basidiomiceto
gue pertenece a la clase Agaricomycetes; y division ascomiceto que pertenece a la subdivision Pezizomycotina se
exponen en la tabla a continuacion.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la glucosa deshidrogenasa es de una especie fangica seleccionada de
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus y Talaromyces stipatus. Algunas enzimas glucosa
deshidrogenasa identificadas de estas especies se exponen en la Tabla G, mas adelante. Las proteinas enumeradas
en la tabla mas adelante son ejemplos de glucosa deshidrogenasa que se conocen en la técnica, o se identifican en
el presente documento como que son una glucosa deshidrogenasa.
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Tabla G. Secuencias de Glucosa Deshidrogenasa

Base ] ' Referencia
de datos Humero de acceso Organismo relerencia
Muller, Zentralbl. Bacteriol. Parasienkd.
Aspergifius niger Infectionskr Hyg.. 132(a): 14-24 (1977)
Bak, Biochim. Biophys. Acta 139: 277-203
Aspergiilus oryzas {196T)
Tsujimura et al., (2006) Biosci. Biotechnol.
Aspergifius temmeus Biocham., T0: 654-650 {2006)
XP_002482522 1 Talaromyces stipitatus
GenBank (SEQ ID NO: 16) ATCC 10500

Talaromyces stipitatus
GenBank XP_0024724331 ATCC 10500

Talaromyces stipitatus
GenBank XP_0024B1914.1 ATCC 10500

Algunas secuencias de aminoacidos que codifican glucosa deshidrogenasa se proporcionan en el presente
documento. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica Myceliophthora thermophila GDH1 se expone en
el presente documento como SEQ ID NO: 15, y la secuencia de aminoacidos codificada de Myceliophthora
thermophila GDH1 se expone como SEQ ID NO: 16.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la glucosa deshidrogenasa es glucosa deshidrogenasa (E.C. 1.1.99.10).
En algunas realizaciones, la glucosa deshidrogenasa es una glucosa deshidrogenasa con la secuencia de
aminoacidos de Myceliophthora thermophila GDH1 como se expone en SEQ ID NO: 16. En algunas otras
realizaciones, la glucosa deshidrogenasa comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada en la referencia
de bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla G. En
algunas realizaciones, la glucosa deshidrogenasa esta codificada por una secuencia de acidos nucleicos que es al
menos aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %,
aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %,
aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %,
aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %,
aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %,
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %,
aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %,
aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o
aproximadamente el 100 % idéntica a SEQ ID NO: 15. En algunas realizaciones, la glucosa deshidrogenasa esta
codificada por una secuencia de acidos nucleicos que es al menos aproximadamente el 60 %, aproximadamente el
61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %,
aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %,
aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % idéntica a una secuencia de
acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 16, o una secuencia de
aminoacidos proporcionada en la referencia de bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los
nameros de acceso expuestos en la Tabla G. En algunas realizaciones, la glucosa deshidrogenasa esta codificada
por una secuencia de acidos nucleicos que puede hibridarse selectivamente con SEQ ID NO: 15 bajo condiciones
moderadamente rigurosas 0 rigurosas, como se describe anteriormente en este documento. En algunas
realizaciones, la glucosa deshidrogenasa esta codificada por una secuencia de &cidos nucleicos que puede
hibridarse selectivamente bajo condiciones moderadamente rigurosas o rigurosas con una secuencia de acidos
nucleicos que codifica SEQ ID NO: 16, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la referencia de
bibliografia y/o entrada de GenBank de uno cualquiera de los nimeros de acceso expuestos en la Tabla G.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la glucosa deshidrogenasa comprende una secuencia de aminoacidos

con al menos aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 51 %, aproximadamente el 52 %, aproximadamente el
53 %, aproximadamente el 54 %, aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 56 %, aproximadamente el 57 %,
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aproximadamente el 58 %, aproximadamente el 59 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %,
aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %,
aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %,
aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %,
aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %,
aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %,
aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %,
aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %,
aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %,
aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %,
aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % de similitud con la secuencia de
aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 16, o una secuencia de aminoacidos proporcionada en la referencia de
bibliografia o la entrada de GenBank de uno cualquiera de los niumeros de acceso expuestos en la Tabla G. Similitud
como se usa en el presente documento se describe en mayor detalle anteriormente en este documento.

Las secuencias de glucosa deshidrogenasa pueden identificarse por cualquiera de una variedad de métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, puede realizarse un alineamiento de secuencias contra una base de datos, por
ejemplo, contra la base de datos NCBI, y seleccionarse secuencias con el menor valor E de HMM, segun se desee.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de
actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa de dos 0 mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa
enddgena que son secretadas por la célula. En ciertas de tales realizaciones, una primera de las dos o0 mas enzimas
oxidantes de glucosa y/o celobiosa comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el
60 %, aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %,
aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %,
aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %,
aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %,
aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %,
aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %,
aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %,
aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 %
idéntica a una cualquiera de SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y/o 16 y una segunda de las dos 0 mas enzimas
oxidantes de glucosa y/o celobiosa comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente el
60 %, aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %, aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %,
aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %, aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %,
aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %,
aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %,
aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %, aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %,
aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %,
aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %,
aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 %
idéntica a una cualquiera de SEQ ID NOS: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y/o 16.

Mezclas enziméaticas

También se describen en el presente documento mezclas enzimaticas que comprenden al menos una 0 mas
enzimas hidrolizantes de celulosa expresadas por una célula fungica que ha sido genéticamente modificada para
reducir la cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa end6gena que es secretada por la
célula, como se describe anteriormente en este documento.

En algunas realizaciones de la divulgacién, la mezcla enzimatica esta en un recipiente que comprende una célula
fungica genéticamente modificada como se describe anteriormente en este documento. En algunas realizaciones, el
recipiente comprende un medio liquido. Por ejemplo, el recipiente puede ser un matraz, reactor de bioproceso y
similares. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica estd en un volumen liquido. Por ejemplo, el volumen
liquido puede ser superior a aproximadamente 0,01 ml, 0,1 ml, 1 ml, 10 ml, 100 ml, 1000 ml, o superior a
aproximadamente 10 |, 50 I, 100 |, 200 I, 300 I, 400 I, 500 I, 600 I, 700 I, 800 I, 900 I, 1000 I, 10.000 I, 50.000 |,
100.000 I, 250.000 | y 500.000 L o superior a aproximadamente 1.000.000 .

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fungica es una célula que utiliza lignocelulosa que es un
basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes o un ascomiceto que pertenece a la subdivision
Pezizomycotina, y en la que la célula fungica es capaz de secretar una mezcla enzimatica que contiene celulasa. En
algunas realizaciones, la célula fangica es capaz de secretar una mezcla enzimatica que comprende dos 0 mas
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enzimas celulasa. En algunas realizaciones, el basidiomiceto es una especie de Pleurotus, Peniophora, Trametes,
Athelia, Sclerotium, Termitomyces, Flammulina, Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Phanerochaete,
Gloeophyllum, Hericium, Heterobasidion, Gelatoporia, Lepiota o Irpex. En algunas realizaciones, el ascomiceto es
una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Neurospora, Sordaria, Podospora, Magnaporthe, Fusarium,
Gibberella, Botryotinia, Humicola, Neosartorya, Pyrenophora, Phaeosphaeria, Sclerotinia, Chaetomium, Nectria,
Verticillium o Aspergillus.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fangica es una célula que utiliza lignocelulosa de la familia
Chaetomiaceae. En algunas realizaciones, la célula fungica genéticamente modificada descrita en el presente
documento es un miembro de la familia Chaetomiaceae seleccionado de los géneros Myceliophthora, Thielavia,
Corynascus 0 Chaetomium. La célula fangica genéticamente modificada también puede ser un anamorfo o
teleomorfo de un miembro de la familia Chaetomiaceae seleccionado de los géneros Myceliophthora, Thielavia,
Corynascus 0 Chaetomium. Como tal, la célula fingica genéticamente modificada también puede seleccionarse de
los géneros Sporotrichum, Acremonium o Talaromyces. También se contempla que la célula fingica genéticamente
modificada se seleccione de los géneros Ctenomyces, Thermoascus y Scytalidium, que incluye anamorfos y
teleomorfos de células fungicas de aquellos géneros. En algunas realizaciones, la célula fingica es una especie
seleccionada de Sporotrichum cellulophilum, Thielavia heterothallica, Corynascus heterothallicus, Thielavia terrestris,
Chaetomium globosum, Talaromyces stipitatus y Myceliophthora thermophila, que incluye anamorfos y teleomorfos
de los mismos.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona mezclas enzimaticas que estan libres de células. En
algunas realizaciones, dos 0 mas celulasas y cualquier enzima adicional y/u otros componentes presentes en las
mezclas enzimaticas de celulasa se producen por un Unico tipo de célula fingica genéticamente modificada,
mientras que en algunas realizaciones las celulasas y/u otras enzimas y/u otros componentes se producen por
diferentes microbios. En algunas realizaciones, la fermentaciones comprenden células genéticamente modificadas
individuales y/o diferentes microorganismos en combinacion, mientras que en algunas otras realizaciones las células
se cultivan en fermentaciones separadas. Similarmente, en algunas realizaciones, las dos o mas celulasas y/o
cualquier enzima adicional y/u otros componentes presentes en la mezcla enzimatica de celulasa se expresan
individualmente o en sub-grupos de diferentes cepas de diferentes organismos y las enzimas se combinan in vitro
para producir la mezcla enzimatica de celulasa. En algunas realizaciones, las celulasas y/o cualquier enzima
adicional y/u otros componentes en la mezcla enzimatica se expresan individualmente o en sub-grupos de diferentes
cepas de un unico organismo, y las enzimas se combinan para preparar la mezcla enzimatica de celulasa. En
algunas realizaciones, todas las enzimas y/u otros componentes se expresan a partir de un Unico organismo
huésped, tal como la célula fungica genéticamente modificada como se describe en el presente documento
anteriormente.

En algunas realizaciones de la divulgacion, las mezclas enzimaticas comprenden al menos una o0 mas enzimas
hidrolizantes de celulosa expresadas por una célula fingica que ha sido genéticamente modificada para reducir la
cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa enddgena que es secretada por la célula, como
se describe anteriormente en este documento.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fungica es una célula que utiliza lignocelulosa que es un
basidiomiceto que pertenece a la clase Agaricomycetes 0 un ascomiceto que pertenece a la subdivision
Pezizomycotina, y en la que la célula fungica es capaz de secretar una mezcla enzimatica que contiene celulasa. En
algunas realizaciones, la célula fingica es capaz de secretar una mezcla enzimatica que comprende dos o mas
enzimas celulasa. En algunas realizaciones, el basidiomiceto es una especie de Pleurotus, Peniophora, Trametes,
Athelia, Sclerotium, Termitomyces, Flammulina, Coniphora, Ganoderma, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Phanerochaete,
Gloeophyllum, Hericium, Heterobasidion, Gelatoporia, Lepiota o Irpex. En algunas realizaciones, el ascomiceto es
una especie de Myceliophthora, Thielavia, Sporotrichum, Neurospora, Sordaria, Podospora, Magnaporthe, Fusarium,
Gibberella, Botryotinia, Humicola, Neosartorya, Pyrenophora, Phaeosphaeria, Sclerotinia, Chaetomium, Nectria,
Verticillium o Aspergillus

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula fingica es una célula que utiliza lignocelulosa de la familia
Chaetomiaceae. En algunas realizaciones, la célula fingica genéticamente modificada descrita en el presente
documento es un miembro de la familia Chaetomiaceae seleccionado de los géneros Myceliophthora, Thielavia,
Corynascus y Chaetomium. La célula fungica genéticamente modificada también puede ser un anamorfo o
teleomorfo de un miembro de la familia Chaetomiaceae seleccionado de los géneros Myceliophthora, Thielavia,
Corynascus y Chaetomium. Como tal, la célula fungica genéticamente modificada también puede seleccionarse de
los géneros Sporotrichum o Acremonium. También se contempla que la célula fangica genéticamente modificada
también pueda seleccionarse de los géneros Ctenomyces, Scytalidium y Thermoascus, que incluyen anamorfos y
teleomorfos de células fungicas de aquellos géneros. Normalmente, la célula flingica es una especie seleccionada
de Sporotrichum cellulophilum, Thielavia heterothallica, Corynascus heterothallicus, Thielavia terrestris, Chaetomium
globosum, Talaromyces stipitatus y Myceliophthora thermophila, que incluyen anamorfos y teleomorfos de las
mismas.

Algunas mezclas de celulasa para la eficaz hidrélisis enzimatica de celulosa que son conocidas (véanse, por
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ejemplo, Viikari et al., Adv. Biochem. Eng. Biotechnol., 108:121-45 [2007]; y publicaciones de solicitud de patente de
EE.UU. N.° US 2009/0061484, US 2008/0057541 y US 2009/0209009) encuentran uso como componentes de
algunas mezclas enzimaticas descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, las mezclas de enzimas
gue existen de forma natural o recombinantes purificadas se combinan con materia prima celulésica o un producto
de la hidrélisis de celulosa. Alternativamente o ademas, una o mas poblaciones de células, que produce cada una
una o mas celulasas que existen de forma natural o recombinantes, se combinan con materia prima celulésica o un
producto de la hidrdlisis de celulosa. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica comprende celulasas
purificadas comercialmente disponibles. Las celulasas comerciales son conocidas y estan disponibles para la
materia. En algunas realizaciones, las mezclas enzimaticas no comprenden una endoglucanasa.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la mezcla enziméatica comprende al menos 5 %, al menos 10 %, al
menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, o al
menos 50 % de GH61. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica comprende ademas una celobiohidrolasa 1a
(por ejemplo, CBH1a) y GH61, en la que las enzimas comprenden juntas al menos 25 %, al menos 30 %, al menos
35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos
70 %, al menos 75 % o al menos 80 % de la mezcla enzimatica. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica
comprende ademas una B-glucosidasa (Bgl), GH61 y CBH, en la que las tres enzimas comprenden juntas al menos
30 %, al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos
65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 % o al menos 85 % de la mezcla enzimética. En algunas
realizaciones, la mezcla enzimatica comprende ademas una endoglucanasa (EG), GH61, CBH2b, CBH1a, Bgl, en la
que las cinco enzimas comprenden juntas al menos 35 %, al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos
55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 % o al menos
90 % de la mezcla enzimatica. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica comprende GH61, CBH2b, CBH1, Bgl
y al menos una EG, en cualquier proporcién adecuada para la reaccién deseada.

En algunas realizaciones de la divulgacion, la composicién de mezcla enzimatica comprende celulasas aisladas en
las siguientes proporciones en peso (en las que el peso total de las celulasas es el 100 %), aproximadamente 20 %-
10 % de Bgl, aproximadamente 30 %-25 % de CBH1la, aproximadamente 10 %-30 % de GH61, aproximadamente
20 %-10 % de EG y aproximadamente 20 %-25 % de CBH2b. En algunas realizaciones, la composicién de mezcla
enzimatica comprende celulasas aisladas en las siguientes proporciones en peso: aproximadamente 20 %-10 % de
GH®61, aproximadamente 25 %-15 % de Bgl, aproximadamente 20 %-30 % de CBH1a, aproximadamente 10 %-15 %
de EG y aproximadamente 25 %-30 % de CBH2b. En algunas realizaciones, la composicién de mezcla enzimatica
comprende celulasas aisladas en las siguientes proporciones en peso: aproximadamente 30 %-20 % de GH61,
aproximadamente 15 %-10 % de Bgl, aproximadamente 25 %-10 % de CBHla, aproximadamente 25 %-10 % de
CBH2hb, aproximadamente 15 %-10 % de EG. En algunas realizaciones, la composicion de mezcla enzimatica
comprende celulasas aisladas en las siguientes proporciones en peso: aproximadamente 40-30 % de GH61,
aproximadamente 15 %-10 % de Bgl, aproximadamente 20 %-10 % de CBH1la, aproximadamente 20 %-10 % de
CBH2b y aproximadamente 15 %-10 % de EG. En algunas realizaciones, la composicion de mezcla enzimatica
comprende celulasas aisladas en las siguientes proporciones en peso: aproximadamente 50-40 % de GH61,
aproximadamente 15 %-10 % de Bgl, aproximadamente 20 %-10 % de CBHla, aproximadamente 15 %-10 % de
CBH2b y aproximadamente 10 %-5% de EG. En algunas realizaciones, la composicién de mezcla enzimatica
comprende celulasas aisladas en las siguientes proporciones en peso: aproximadamente 10 %-15 % de GH61,
aproximadamente 20 %-25 % de Bgl, aproximadamente 30 %-20 % de CBH1a, aproximadamente 15 %-5 % de EG y
aproximadamente 25 %-35% de CBH2b. En algunas realizaciones, la composicion de mezcla enzimatica
comprende celulasas aisladas en las siguientes proporciones en peso: aproximadamente 15 %-5% de GH61,
aproximadamente 15 %-10 % de Bgl, aproximadamente 45 %-30 % de CBH1a, aproximadamente 25 %-5 % de EG y
aproximadamente 40 %-10% de CBH2b. En algunas realizaciones, la composicion de mezcla enzimatica
comprende celulasas aisladas en las siguientes proporciones en peso: aproximadamente 10 % de GH61,
aproximadamente 15% de Bgl, aproximadamente 40% de CBHla, aproximadamente 25% de EG vy
aproximadamente 10 % de CBH2b.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el componente enzimatico comprende mas de una enzima CBH1a,
CBH2b, EG, Bgl y/o GH61 (por ejemplo, 2, 3, 4 0 mas variantes diferentes), en cualquier combinaciéon adecuada. En
algunas realizaciones, una composicién de mezcla enzimatica de la divulgacion comprende ademas al menos una
proteina y/o enzima adicional. En algunas realizaciones, las composiciones de mezcla enzimatica de la presente
divulgacion comprenden ademas al menos una enzima adicional distinta de GH61, Bgl, CBH1a, GH61 y/o CBH2b.
En algunas realizaciones, las composiciones de mezcla enzimatica de la divulgacion comprenden ademas al menos
una celulasa adicional, distinta de la variante de GH61, Bgl, CBHla, GH61 y/o CBH2b citada en el presente
documento. En algunas realizaciones, el péptido de GH61 de la divulgacién también esta presente en mezclas con
enzimas no celulasa que degradan celulosa, hemicelulosa, pectina y/o lignocelulosa.

En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido de GH61 de la presente divulgacién se usa en combinacion
con otros componentes opcionales tales como al menos un tampén, tensioactivo y/o agente desengrasante. En
algunas realizaciones, se usa al menos un tampén con el polipéptido de GH61 de la presente divulgacion
(opcionalmente combinado con otras enzimas) para mantener un pH deseado dentro de la disolucién en la que se
emplea GH61. La concentracién exacta de tampén empleado depende de varios factores que el experto puede

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2570382 T3

determinar. Tampones adecuados son muy conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, al menos un
tensioactivo se usa con el GH61 de la presente divulgacion. Tensioactivos adecuados incluyen cualquier tensioactivo
compatible con GH61 y, opcionalmente, con cualquier otra enzima que se usa en la mezcla. Tensioactivos a modo
de ejemplo incluyen un tensioactivo anidénico, no ioénico y anfolitico. Tensioactivos aniénicos adecuados incluyen,
pero no se limitan a, alquilbencenosulfonatos lineales y ramificados; alquil o alquenil éter sulfatos que tienen grupos
alquilo o grupos alquenilo lineales o ramificados; sulfatos de alquilo o alquenilo; olefinsulfonatos; alcanosulfonatos, y
similares. Contraiones adecuados para los tensioactivos anidnicos incluyen, por ejemplo, iones de metal alcalino,
tales como sodio y potasio; iones de metal alcalinotérreo, tales como calcio y magnesio; ion amonio; y alcanolaminas
que tienen de 1 a 3 grupos alcanol de nimero de carbono 2 o 3. Tensioactivos anfoliticos adecuados para su uso en
la practica de la presente invencién incluyen, por ejemplo, sulfonatos de sal de amonio cuaternario, tensioactivos
anfoliticos tipo betaina y similares. Tensioactivos no iénicos adecuados generalmente incluyen polioxalquilen éteres,
ademas de alcanolamidas de acido graso superior o aducto de 6xido de alquileno de los mismos, monoésteres de
glicerina de acido graso y similares. Las mezclas de tensioactivos también encuentran uso en la presente invencion,
como se conoce en la técnica.

En algunas realizaciones, las mezclas enzimaticas de celulasa de la presente divulgacion se producen en un
proceso de fermentacion en el que la célula fungica descrita en el presente documento anteriormente se cultiva en
fermentacién en cultivo liquido sumergido. Se pretende que cualquier medio de fermentacion y proceso adecuado
encuentre uso en la presente invencién. En algunas realizaciones, las fermentaciones en liquido sumergido de
células flingicas se realizan como un proceso discontinuo, de lotes alimentados y/o continuo. No se pretende que la
presente invencién se limite a ningln medio de fermentacion, protocolo, proceso y/o equipo particular. En algunas
realizaciones, el medio de fermentacion es un liquido que comprende una fuente de carbono, una fuente de
nitrégeno y otros nutrientes, vitaminas y minerales que pueden afiadirse a los medios de fermentacién para mejorar
el crecimiento y la produccion de enzimas de la célula huésped. En algunas realizaciones, estos otros componentes
del medio se afiaden antes de, simultaneamente con o después de la inoculacion del cultivo con la célula huésped.
En algunas realizaciones, la fuente de carbono comprende un hidrato de carbono que induce la expresion de las
enzimas celulasa de la célula fngica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la fuente de carbono comprende una o
mas de celulosa, celobiosa, soforosa, xilano, xilosa, xilobiosa y oligo- o poli-sacaridos relacionados conocidos por
inducir la expresion de celulasas y beta-glucosidasa en tales células fungicas. En algunas realizaciones, los medios
comprenden celulosa, mientras que en algunas otras realizaciones los medios no comprenden celulosa (es decir,
concentraciones medibles de celulosa). En algunas realizaciones adicionales, los medios comprenden fuentes de
carbono tales como glucosa, dextrosa, etc. Sin embargo, no se pretende que la presente invencion se limite a
ninguna fuente de carbono y/o nitrégeno especifica, ya que cualquier fuente de carbono y/o nitrégeno adecuada
encuentra uso en la presente invencién. De hecho, no se pretende que la presente invencion se limite a ningan
medio particular, ya que cualquier medio adecuado encontrard uso en el ambito deseado.

En algunas realizaciones que utilizan fermentaciéon discontinua, la fuente de carbono se afiade al medio de
fermentacion antes de o simultdneamente con la inoculacion. En algunas otras realizaciones que utilizan
operaciones de lotes alimentados y/o continuas, la fuente de carbono también se suministra continuamente o
intermitentemente durante el proceso de fermentacion. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la fuente de carbono
se suministra a una tasa de alimentacion de carbono de entre aproximadamente 0,2 y aproximadamente 2,5 g de
carbono/l de cultivo/h, o cualquier cantidad entremedias. En algunas realizaciones adicionales, la fuente de carbono
se suministra a una tasa de alimentacion de entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 g de carbono/l de
cultivo/hora o a cualquier tasa adecuada entremedias (por ejemplo, aproximadamente 0,1, aproximadamente 0,2,
aproximadamente 0,3, aproximadamente 0,4, aproximadamente 0,5, aproximadamente 0,6, aproximadamente 0,7,
aproximadamente 0,8, aproximadamente 0,9, aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, o aproximadamente 10 g de carbono/l de cultivo/h).

En algunas realizaciones, el proceso de produccién de la mezcla enzimatica de la presente divulgacion se realiza a
una temperatura de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 80 °C, o cualquier temperatura entremedias, por
ejemplo, de aproximadamente 25°C a aproximadamente 65°C, o cualquier temperatura entremedias, o de
aproximadamente 20°C, aproximadamente 21°C, aproximadamente 22°C, aproximadamente 23°C,
aproximadamente 24°C, aproximadamente 25°C, aproximadamente 26°C, aproximadamente 27 °C,
aproximadamente 28°C, aproximadamente 29°C, aproximadamente 30°C, aproximadamente 31°C,
aproximadamente 32°C, aproximadamente 33°C, aproximadamente 34°C, aproximadamente 35°C,
aproximadamente 36°C, aproximadamente 37°C, aproximadamente 38°C, aproximadamente 39 °C,
aproximadamente 40°C, aproximadamente 41°C, aproximadamente 42°C, aproximadamente 43°C,
aproximadamente 44°C, aproximadamente 45°C, aproximadamente 46°C, aproximadamente 47 °C,
aproximadamente 48°C, aproximadamente 49°C, aproximadamente 50°C, aproximadamente 51 °C,
aproximadamente 52°C, aproximadamente 53°C, aproximadamente 54°C, aproximadamente 55 °C,
aproximadamente 56 °C, aproximadamente 57°C, aproximadamente 58°C, aproximadamente 59 °C,
aproximadamente 60°C, aproximadamente 61°C, aproximadamente 62°C, aproximadamente 63 °C,
aproximadamente 64°C, aproximadamente 65°C, aproximadamente 66°C, aproximadamente 67 °C,
aproximadamente 68°C, aproximadamente 69°C, aproximadamente 70°C, aproximadamente 71°C,
aproximadamente 72°C, aproximadamente 73°C, aproximadamente 74°C, aproximadamente 75°C,
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aproximadamente 76°C, aproximadamente 77°C, aproximadamente 78°C, aproximadamente 79 °C,
aproximadamente 80 °C, o cualquier temperatura entremedias.

En algunas realizaciones de la divulgacion, los métodos de produccion de mezclas enzimaticas de la presente
invencion se llevan a cabo a un pH de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 8,0, o cualquier pH entremedias,
por ejemplo, de aproximadamente pH 3,5 a aproximadamente pH 6,8, o cualquier pH entremedias, por ejemplo, de
aproximadamente pH 3,0, aproximadamente 3,1, aproximadamente 3,2, aproximadamente 3,3, aproximadamente
3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,7, aproximadamente 3,8, aproximadamente
3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1, aproximadamente 4,2, aproximadamente 4,3, aproximadamente
4,4, aproximadamente 4,5, aproximadamente 4,6, aproximadamente 4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente
4,9, aproximadamente 5,0, aproximadamente 5,1, aproximadamente 5,2, aproximadamente 5,3, aproximadamente
5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente 5,6, aproximadamente 5,7, aproximadamente 5,8, aproximadamente
5,9, aproximadamente 6,0, aproximadamente 6,1, aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,3, aproximadamente
6,4, 6,5 aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,7, aproximadamente 6,8, aproximadamente 6,9,
aproximadamente 7,0, aproximadamente 7,1, aproximadamente 7,2, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7.4,
7,5, aproximadamente 7,6, aproximadamente 7,7, aproximadamente 7,8, aproximadamente 7,9, aproximadamente
8,0, o cualquier pH entremedias.

En algunas realizaciones, el medio de fermentacion que contiene las células flingicas se usa tras la fermentacion,
mientras que en algunas otras realizaciones el medio de fermentacion que contiene las células flngicas y la mezcla
enzimatica se usan, mientras que en algunas realizaciones adicionales, una mezcla enzimatica se separa de las
células fungicas (por ejemplo, por filtraciéon y/o centrifugacién), y la mezcla enzimatica en el medio de fermentacién
se usa, y en todavia mas realizaciones, las células fingicas, enzima(s) y/o mezclas enzimaticas se separan del
medio de fermentacion y luego se usan. Solutos de bajo peso molecular, tales como componentes sin consumir del
medio de fermentacion, puede eliminarse por ultrafiltracion o cualquier otro método adecuado. Cualquier método
adecuado para separar células, enzima(s) y/o mezclas enzimaticas encuentran uso en la presente invencion. De
hecho, no se pretende que la presente invencién se limite a ningin método de purificacion/separacion particular. En
algunas realizaciones adicionales, las células fungicas, enzima(s) y/o mezclas enzimaticas se concentran (por
ejemplo, mediante evaporacion, precipitacion, sedimentacién y/o filtracién). En algunas realizaciones se afiaden
estabilizadores a las composiciones que comprenden células fangicas, enzima(s) y/o mezclas enzimaticas. En
algunas realizaciones, productos quimicos tales como glicerol, sacarosa, sorbitol y similares encuentran uso para
estabilizar las mezclas enzimaticas. En algunas realizaciones adicionales, otros productos quimicos (por ejemplo,
benzoato de sodio y/o sorbato de potasio), se afiaden a la mezcla enzimatica para prevenir el crecimiento de
contaminaciéon microbiana. En algunas realizaciones adicionales, componentes adicionales estan presentes en las
composiciones proporcionadas en el presente documento. No se pretende que la presente invencion se limite a
ningun producto quimico particular y/u otros componentes, ya que diversos componentes encontraran uso en
diferentes ambitos. De hecho, se contempla que cualquier componente adecuado encuentre uso en las
composiciones de la presente invencion.

Métodos de generacion de azlcares fermentables

La presente divulgacién proporciona métodos de generacion de azlcares fermentables, que incluyen, pero no se
limitan a, glucosa. En algunas realizaciones, los métodos de generacion de glucosa comprenden poner en contacto
celulosa con células fungicas para producir al menos una enzima, al menos una enzima y/o al menos una mezcla
enzimatica descrita en el presente documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el proceso comprende poner
en contacto celulosa con una mezcla enzimatica que comprende dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa, en el
gue al menos una de las dos 0 mas enzimas hidrolizantes de celulosa se produce por una célula fingica como se
describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, el método de generacion de azlcares fermentables tales como glucosa a partir de
celulosa usando la mezcla enzimatica es hidrdlisis discontinua, hidrdlisis de lotes alimentados, hidrélisis continua y/o
una combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, la reaccién de hidrélisis se agita, mezcla, no se agita, y/o
una combinacién de las mismas.

Los métodos de generacion de azucares fermentables tales como glucosa a partir de celulosa se llevan a cabo a
cualquier temperatura adecuada conocida en la técnica. En algunas realizaciones, una temperatura de
aproximadamente 30°C a aproximadamente 80°C, o cualquier temperatura entremedias (por ejemplo, una
temperatura de aproximadamente 30 °C, aproximadamente 31 °C, aproximadamente 32 °C, aproximadamente
33°C, aproximadamente 34 °C, aproximadamente 35°C, aproximadamente 36 °C, aproximadamente 37 °C,
aproximadamente 38°C, aproximadamente 39°C, aproximadamente 40°C, aproximadamente 41°C,
aproximadamente 42°C, aproximadamente 43°C, aproximadamente 44°C, aproximadamente 45°C,
aproximadamente 46 °C, aproximadamente 47°C, aproximadamente 48°C, aproximadamente 49 °C,
aproximadamente 50°C, aproximadamente 51°C, aproximadamente 52°C, aproximadamente 53°C,
aproximadamente 54°C, aproximadamente 55°C, aproximadamente 56°C, aproximadamente 57 °C,
aproximadamente 58°C, aproximadamente 59°C, aproximadamente 60°C, aproximadamente 61°C,
aproximadamente 62°C, aproximadamente 63°C, aproximadamente 64°C, aproximadamente 65 °C,
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aproximadamente 66 °C, aproximadamente 67°C, aproximadamente 68°C, aproximadamente 69 °C,
aproximadamente 70°C, aproximadamente 71°C, aproximadamente 72°C, aproximadamente 73°C,
aproximadamente 74°C, aproximadamente 75°C, aproximadamente 76°C, aproximadamente 77 °C,
aproximadamente 78 °C, aproximadamente 79 °C, aproximadamente 80 °C, o cualquier temperatura entremedias)
encuentra uso.

Ademas, cualquier pH adecuado encuentra uso en la presente invencidon. En algunas realizaciones, un pH de
aproximadamente 3,0 a aproximadamente 8,0, o cualquier pH entremedias (por ejemplo, aproximadamente pH 3,5 a
aproximadamente pH 6,8, o cualquier pH entremedias, por ejemplo, de aproximadamente pH 3,0, aproximadamente
31., aproximadamente 3,2, aproximadamente 3,3, aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente
3,6, aproximadamente 3,7, aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente
4,1, aproximadamente 4,2, aproximadamente 4,3, aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5, aproximadamente
4.6, aproximadamente 4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5,0, aproximadamente
5,1, aproximadamente 5,2, aproximadamente 5,3, aproximadamente 5,4, aproximadamente 5,5, aproximadamente
5,6, aproximadamente 5,7, aproximadamente 5,8, aproximadamente 5,9, aproximadamente 6,0, aproximadamente
6,1, aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,3, aproximadamente 6,4, 6,5, aproximadamente 6,6,
aproximadamente 6,7, aproximadamente 6,8, aproximadamente 6,9, aproximadamente 7,0, aproximadamente 7,1,
aproximadamente 7,2, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,4, 7,5, aproximadamente 7,6, aproximadamente
7,7, aproximadamente 7,8, aproximadamente 7,9, aproximadamente 8,0, o cualquier pH entremedias) encuentra uso
en la presente invencion,

En algunas realizaciones, la concentracion inicial de celulosa en el reactor de hidrdlisis, antes del inicio de la
hidroélisis, es de aproximadamente el 0 % (peso/peso) a aproximadamente el 0,1 % (peso/peso), a aproximadamente
el 15 % (peso/peso), o cualquier cantidad entremedias, por ejemplo, aproximadamente el 1 %, aproximadamente el
2 %, aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 6 %,
aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %,
aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 % o aproximadamente el 15 % o
cualquier cantidad entremedias. Sin embargo, no se pretende que la presente invencion se limite a ninguna
temperatura, pH, tiempo, ni concentracién de celulosa en la reaccion de hidrolisis, particular ya que cualquier
temperatura adecuada, pH, tiempo, concentracion de celulosa, ademas de otros parametros, encuentran uso en la
presente invencion.

En algunas realizaciones, la dosificacién de la enzima celulasa y/o mezcla enzimatica de celulasa usada en la
reaccion de hidrdlisis es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 mg de proteina por gramo de celulosa, o
cualquier cantidad adecuada entremedias (por ejemplo, aproximadamente 0,1, aproximadamente 0,2,
aproximadamente 0,3, aproximadamente 0,4, aproximadamente 0,5, aproximadamente 0,6, aproximadamente 0,7,
aproximadamente 0,8, aproximadamente 0,9, aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3,
aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8,
aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13,
aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18,
aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 21, aproximadamente 22, aproximadamente 23,
aproximadamente 24, aproximadamente 25, aproximadamente 26, aproximadamente 27, aproximadamente 28,
aproximadamente 29, aproximadamente 30, aproximadamente 31, aproximadamente 32, aproximadamente 33,
aproximadamente 34, aproximadamente 35, aproximadamente 36, aproximadamente 37, aproximadamente 38,
aproximadamente 39, aproximadamente 40, aproximadamente 41, aproximadamente 42, aproximadamente 43,
aproximadamente 44, aproximadamente 45, aproximadamente 46, aproximadamente 47, aproximadamente 48,
aproximadamente 49, aproximadamente 50, aproximadamente 51, aproximadamente 52, aproximadamente 53,
aproximadamente 54, aproximadamente 55, aproximadamente 56, aproximadamente 57, aproximadamente 58,
aproximadamente 59, 60, aproximadamente 61, aproximadamente 62, aproximadamente 63, aproximadamente 64,
aproximadamente 65, aproximadamente 66, aproximadamente 67, aproximadamente 68, aproximadamente 69,
aproximadamente 70, aproximadamente 71, aproximadamente 72, aproximadamente 73, aproximadamente 74,
aproximadamente 75, aproximadamente 76, aproximadamente 77, aproximadamente 78, aproximadamente 79,
aproximadamente 80, aproximadamente 81, aproximadamente 82, aproximadamente 83, aproximadamente 84,
aproximadamente 85, aproximadamente 86, aproximadamente 87, aproximadamente 88, aproximadamente 89 %,
aproximadamente 90, aproximadamente 91, aproximadamente 100 mg de proteina por gramo de celulosa, o
cualquier cantidad entremedias. La hidrélisis se lleva a cabo durante cualquier periodo de tiempo adecuado. En
algunas realizaciones, la hidrélisis se realiza de aproximadamente 0,5 horas a aproximadamente 300 horas, de
aproximadamente 15 horas a 100 horas, o cualquier tiempo entremedias. En algunas realizaciones, la reaccién de
hidrélisis se realiza durante aproximadamente 0,5, aproximadamente 1, aproximadamente 2, 3, aproximadamente 4,
aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14,
aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamentel7, aproximadamentel8, aproximadamentel9,
aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40,
aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 65,
aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 85, aproximadamente 90,
aproximadamente 95, aproximadamente 100, aproximadamente 105, aproximadamente 110, aproximadamente 115,
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aproximadamente 120, aproximadamente 125, aproximadamente 130, aproximadamente 135, aproximadamente
140, aproximadamente 145, aproximadamente 150, aproximadamente 155, aproximadamente 160,
aproximadamente 165, aproximadamente 170, aproximadamente 175, aproximadamente 180, aproximadamente
185, aproximadamente 190, aproximadamente 195, aproximadamente 200, aproximadamente 205,
aproximadamente 210, aproximadamente215, aproximadamente 220, aproximadamente 225, aproximadamente 230,
aproximadamente 235, aproximadamente 240, aproximadamente 245, aproximadamente 250, aproximadamente
255, aproximadamente 260, aproximadamente 265, aproximadamente 270, aproximadamente 275,
aproximadamente 280, aproximadamente 285, aproximadamente 290, aproximadamente 295, aproximadamente 300
horas, o cualquier tiempo entremedias. Debe apreciarse que las condiciones de reaccidon no pretenden limitar la
invenciéon de ninguna manera y pueden ajustarse segin se desee por aquellos expertos en la materia. De hecho, no
se pretende que la presente invencion se limite a ningun tiempo de reaccion de hidrolisis particular, concentraciéon de
proteina, o cualquier otro parametro de reaccion especifico, ya que diversos parametros de reaccién y componentes
encuentran uso en la presente invencion.

En algunas realizaciones, la hidrélisis enzimatica se lleva a cabo en un reactor de hidrélisis. En algunas
realizaciones, la enzima y/o mezcla enzimatica se aflade a la materia prima lignocelulésicas pretratada (también
denominada el “sustrato”) antes, durante o después de la adicién del sustrato al reactor de hidrdlisis.

En algunas realizaciones, varias condiciones medioambientales se ajustan segun cualquier variedad de métodos
conocidos en la técnica con el fin de maximizar la formacién de un producto de hidrdlisis tal como glucosa. Por
ejemplo, la temperatura, pH, % de oxigeno disuelto, velocidad de agitacion pueden cada uno ajustarse
independientemente. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica es una mezcla libre de células, como se
describe en el presente documento.

En algunas realizaciones de la divulgacion, los métodos de generacion de glucosa que utilizan enzimas y/o mezclas
enzimaticas que comprenden actividad de glucosa oxidasa reducida y/o celobiosa deshidrogenasa reducida, como
se describen en el presente documento, proporcionan mayores rendimientos de glucosa a partir de la celulosa
enzimaticamente hidrolizada que un método correspondiente que usa una mezcla enzimatica con su complemento
completo de actividad de glucosa oxidasa o celobiosa deshidrogenasa. Ademas, algunas realizaciones de los
métodos proporcionados en el presente documento producen disminucion de la conversion de los productos de
celobiosa y glucosa en el hidrolizado enzimatico en productos oxidados tales como gluconolactona, gluconato, acido
glucénico celobionolactona y/o acido celobidnico.

En algunas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento que utilizan la(s) célula(s) fungica(s)
genéticamente modificada(s), enzima(s) y/o mezcla(s) enzimatica(s) descritas en el presente documento, el
rendimiento de glucosa mejorado se mide y/o cuantifica. Como se describe en el presente documento, el rendimiento
de glucosa puede describirse en términos de la cantidad de glucosa generada por rendimiento maximo teérico de
glucosa, o en términos de Gmax.

Por ejemplo, como se describe en las patentes de EE.UU. N.° 6.090.595 y 7.419.809, el contenido de celulosa
puede determinarse por hidrélisis acida de la celulosa, seguido de determinacion de la concentracién de glucosa,
teniendo en cuenta el agua necesaria para hidrolizar la celulosa. En un ejemplo especifico, una suspension de
materia prima se centrifuga, se lava con agua y se suspende en acido sulfrico a una concentracion de acido
sulfiirico neta del 70 %. La suspension se incuba a 40 °C durante 30 minutos, seguido de diluir en agua desionizada
al 2 % de acido sulfdrico. En este momento, las muestras se esterilizan en autoclave con vapor a 121 °C durante 1
hora, para convertir los oligdmeros en glucosa monomérica. La concentracion de glucosa se mide por HPLC o
ensayo enzimatico como se describe mas adelante.

Alternativamente, el contenido de celulosa puede analizarse por espectroscopia infrarroja como se describe en el
Ejemplo 1. Por ejemplo, los sélidos pueden lavarse y disponerse sobre el cristal de deteccion de un espectrometro
de infrarrojos y medirse su absorbancia entre 500-4000 cm™.

Los niveles de glucosa pueden cuantificarse por cualquiera de una variedad de métodos conocidos en la técnica
(véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 6.090.595 y 7.419.809). Por ejemplo, las concentraciones de
glucosa pueden determinarse usando un ensayo enzimatico acoplado basado en glucosa oxidasa y peroxidasa de
rabano picante (véase, por ejemplo, Trinder, Ann. Clin. Biochem., 6:24-27 [1969]). Métodos adicionales de
cuantificacion de glucosa incluyen métodos cromatograficos, por ejemplo, por HPLC (véase, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. N.° 6.090.595 y 7.419.809). Los niveles de celobiosa pueden medirse por cualquier nimero de
métodos de HPLC conocidos para aquellos expertos en la materia (véase, por ejemplo, Kotiranta et al., Appl.
Biochem. Biotechnol., 81: 81-90 [1999].

Similarmente, la disminucién de la conversion de productos de celobiosa y glucosa en productos oxidados tales
como celobionolactona y gluconolactona puede cuantificarse usando cualquier método adecuado conocido en la
técnica. Por ejemplo, los productos de oxidacion de glucosa o celobiosa pueden detectarse y cuantificarse usando
espectroscopia infrarroja, o por metodologias cromatograficas tales como HPLC (véanse, por ejemplo, Rakotomanga
et al., J. Chromatog. B. 4:277-284 [1991]; y Mansfield et al., App. Environ. Microbiol., 64:3804-3809 [1997]). Por
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consiguiente, la oxidacion total de glucosa o celobiosa puede determinarse, por ejemplo, en funcién de los productos
de oxidacién total por el rendimiento maximo teérico de glucosa, o en funcion de Gmax.

Los métodos, células fungicas, enzimas y mezclas enzimaticas descritos en el presente documento incluyen
reduccion o eliminacion de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa de una mezcla enzimatica
hidrolizante de celulosa, mejorandose asi el rendimiento de azlcares fermentables tales como glucosa, xilosa y/o
celobiosa durante la hidrélisis de celulosa. Ventajosamente, los procesos y mezclas enzimaticas descritas en el
presente documento producen un elevado rendimiento de glucosa y/o celobiosa de la celulosa hidrolizada y una
disminucion de la oxidacion de glucosa y/o celobiosa a productos de azucar oxidados, tales como gluconolactona,
gluconato, acido glucénico, celobionolactona y/o acido celobidnico de la celulosa hidrolizada, con respecto a una
mezcla enzimatica con una cantidad sin modificar de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa, o con
respecto a una mezcla enzimatica parental.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento comprenden poner en contacto un
sustrato de celulosa con células fungicas que producen al menos una enzima hidrolizante de celulosa, al menos una
enzima hidrolizante de celulosa, y/o una mezcla enzimatica que comprende dos 0 mas enzimas hidrolizantes de
celulosa. En algunas realizaciones, las mezclas enzimaticas se caracterizan porque la oxidacion de celobiosa y/o
glucosa se reduce durante hidrélisis de celulosa, como se describe en mayor detalle en el presente documento, con
respecto a una mezcla enzimatica con una cantidad sin modificar de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o
celobiosa, o con respecto a una mezcla enzimatica parental. En algunas realizaciones, los procesos descritos en el
presente documento comprenden proporcionar un sustrato de celulosa, normalmente como una suspensién acuosa,
y proporcionar al menos una mezcla enzimatica que comprende al menos dos enzimas hidrolizantes de celulosa, al
menos una enzima hidrolizante de celulosa, y/o células fungicas que producen al menos una enzima hidrolizante de
celulosa. La suspension que contiene celulosa se introduce en un recipiente de reaccion tal como un reactor de
hidrélisis, y la al menos una mezcla enzimatica que comprende al menos dos enzimas hidrolizantes de celulosa, al
menos una enzima hidrolizante de celulosa, y/o células fungicas que producen al menos una enzima hidrolizante de
celulosa, se afiade al recipiente, en cualquier orden. Después de un periodo durante el que se produce la hidrélisis,
se produce el producto de hidrélisis en forma de azlcares fermentables tales como glucosa y/o celobiosa, y, si se
desea, se recupera.

En algunas realizaciones, el sustrato celuldésico se proporciona en una suspension acuosa y se afiade a un
recipiente de reaccion. La concentracion de materia prima celuldsica en la suspensién depende del material. En
algunas realizaciones, la concentracion de materia prima celulésica en la suspension es entre aproximadamente el
1% y aproximadamente el 30 % (peso/peso) de sdlidos sin disolver, o cualquier concentraciéon entremedias, por
ejemplo, de aproximadamente el 5% a aproximadamente el 20%, o de aproximadamente el 10% a
aproximadamente el 20 % de sélidos sin disolver, o cualquier cantidad entremedias. En algunas realizaciones, la
concentracién de materia prima celulésica en la suspensién comprende al menos, al menos aproximadamente, hasta
o0 aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5,
aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10,
aproximadamente 11, aproximadamente 12, 13, 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente
17, aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 21, aproximadamente 22,
aproximadamente 23, aproximadamente 24, aproximadamente 25, aproximadamente 26, aproximadamente 27,
aproximadamente 28, aproximadamente 29 o aproximadamente 30 % de sélidos sin disolver (peso/peso).

Cualquier método adecuado conocido en la técnica para generar glucosa a partir de celulosa usando células
fungicas que producen al menos una enzima hidrolizante de celulosa, al menos una enzima hidrolizante de celulosa
y/o al menos una mezcla enzimética encuentra uso en la presente invencién, que incluye, pero no se limita a,
hidrélisis discontinua, hidrolisis de lotes alimentados o hidrélisis continua, ademas de cualquier combinacion
adecuada de los mismos. En algunas realizaciones de procesos discontinuos, todos los materiales necesarios se
colocan en un reactor al principio de la operacién y el proceso se deja avanzar hasta el fin o hasta un punto final
deseado, momento en el que la reaccion de hidrélisis se termina y en algunas realizaciones el producto se recoge.
En cualquier proceso discontinuo, una o mas enzimas, las células flngicas que producen al menos una enzima
hidrolizante de celulosa y/o al menos una mezcla enzimatica se afiaden al sustrato de celulosa antes, durante o
después de la introduccion del sustrato de celulosa al recipiente de reaccion. Asi, en algunas realizaciones, las
células fungicas, enzima(s) y/o mezcla(s) enzimatica(s) se afiaden al recipiente de reaccién antes introducir sustrato
celuldsico al recipiente de reaccién. En algunas otras realizaciones, las células fungicas, enzima(s) y/o mezcla(s)
enzimatica(s) se afiaden al recipiente de reaccidon simultdneamente con sustrato celuldésico. En algunas otras
realizaciones, las células fungicas, enzima(s) y/o mezcla(s) enzimatica(s) se afiaden después de introducir sustrato
celulésico al recipiente de reaccion.

En algunas realizaciones que utilizan proceso continuo, se suministra sustrato celulésico y el producto de hidrélisis
se elimina periédicamente o continuamente a tasas aproximadamente volumétricamente iguales para mantener la
reaccion de hidrdlisis a una tasa estacionaria. Pueden realizarse procesos continuos segin cualquiera de una
variedad de métodos conocidos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, procesos de hidrdlisis de flujo
ascendente (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 7.727.746). Sin embargo, se apreciara que cualquier otro
proceso continuo adecuado encuentre uso en la presente invencion.
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En algunas realizaciones, tras su retirada del reactor, al menos una porcién de los sélidos sin convertir se separan
del liquido de hidrdlisis soluble. La eliminacion de los sélidos sin convertir se lleva a cabo usando cualquier método
adecuado, que incluye, pero no se limita a, separacion de solidos-liquido (por ejemplo, usando un filtro prensa, filtro
de cinta, filtro de tambor, filtro de vacio y/o filtro de membrana), centrifugacion, sedimentacién (por ejemplo, usando
un tanque de sedimentacién o un sedimentador inclinado, por ejemplo, como se desvela en Knutsen y Davis, Appl.,
Biochem. Biotech., 98-100:1161-1172[2002]; y Mores et al., Appl. Biochem. Biotech., 91-93:297-309 [2001]),
clarificacién, o cualquier otro proceso adecuado como se conoceria en la técnica. La clarificacién puede llevarse a
cabo usando cualquier método adecuado conocido en la técnica. En algunas realizaciones encuentran uso un
clarificador que comprende varias placas inclinadas para facilitar la separacion de los sélidos y liquido u otras
caracteristicas que se conocen en la técnica de separacion de sdlidos-liquido. La glucosa soluble, esencialmente
libre de sélidos sin disolver, es entonces adecuada para la fermentacion a etanol. Los sélidos sin convertir son
principalmente lignina, que puede utilizarse adicionalmente. Por ejemplo, los sélidos sin convertir pueden quemarse
y usarse como combustible o convertirse para generar energia eléctrica.

En algunas realizaciones, la sélidos sin convertir comprenden lignina, silice y/u otros material sélido. No se pretende
que la presente invencion se limite a ningun sélido sin convertir particular. A medida que la celulosa en la materia
prima se hidroliza y se libera de las particulas sélidas, aumenta la proporcién de sélidos sin convertir dentro de las
particulas sélidas que contienen celulosa. Dependiendo de la densidad y el tamafio de particula, los sélidos sin
convertir pueden eliminarse con los productos en o sedimentar al fondo del recipiente de reaccién en un sedimento o
lodo. Si se forma una capa de lodo en el fondo del reactor debido a particulas muy pesada, puede emplearse
cualquier medio conocido en la técnica para eliminar el lodo o sedimento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se
usa un raspador para eliminar el lodo. En algunas realizaciones alternativas, el fondo del reactor es decreciente para
proporcionar una trayectoria en la que sedimentan los sélidos mas pesados, y luego se eliminan y se envian para
procesamiento, segun se desee.

En algunas realizaciones, las células fingicas, enzima(s) y/o mezcla(s) enzimatica(s) se recuperan y se redutilizan
después de completarse la hidrélisis o durante la reaccién. La recuperacion de las células fangicas, enzima(s) y/o
mezcla(s) enzimatica(s) se lleva a cabo usando cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, las células fungicas, enzima(s) y/o mezcla enzimatica se extraen del liquido de hidrdlisis
mediante precipitacion (por ejemplo, precipitacion por pH, precipitacion por sal y/o precipitacion por temperatura),
extraccién (por ejemplo, extraccién con disolvente) y/o filtracién (por ejemplo, ultrafiltracion y/o microfiltracion). No se
pretende que la presente invencion se limite a ningtn método de recuperacién particular ni componente. En algunas
realizaciones, las células fungicas, enzima(s) y/o mezcla(s) enzimatica(s) extraidas se afladen de nuevo a una
reaccion de hidrolisis. En algunas realizaciones que utilizan ultrafiltracion, la membrana tiene un corte de peso
molecular (MW) de aproximadamente 1.000, a aproximadamente 20.000. En algunas realizaciones, el corte de MW
es de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 10.000. En algunas realizaciones, tras la recuperacion, las
células fungicas, enzima(s) y/o mezcla(s) enzimatica(s) se recirculan de nuevo a un reactor para la hidrolisis
adicional de materia prima adicional. En algunas realizaciones, la(s) enzima(s) recirculada(s) y/o mezcla(s)
enzimatica(s) se concentran (por ejemplo, mediante evaporacion, precipitacion, sedimentacién y/o filtracién). En
algunas realizaciones se afladen productos quimicos tales como glicerol, sacarosa, sorbitol y similares para
estabilizar la mezcla enzimatica. En algunas realizaciones adicionales se afiaden otros productos quimicos, tales
como benzoato de sodio o sorbato de potasio, a la(s) enzima(s) y/o mezcla(s) enzimatica(s) para prevenir el
crecimiento de contaminacion microbiana.

En realizaciones, los métodos se realizan en un volumen de reaccién dentro de un recipiente adecuado. Cualquier
recipiente adecuado encuentra uso en la presente invencién, que incluye, pero no se limita a, matraces, reactores de
bioproceso, reactores de hidrélisis y similares. Como se usa en el presente documento, el término “torre de
hidrélisis”, “reactor de hidrélisis”, “reactor de bioproceso”, “tanque de hidrdlisis” y similares se refieren a un recipiente
de reaccion de construccion apropiada para acomodar la hidrélisis de suspension celulésica por al menos una
enzima celulasa. Debe apreciarse que pueden utilizarse uno o mas reactores de hidrdlisis, tal como uno o mas
reactores con agitacion discontinuos o continuos. En algunas realizaciones, en las que se emplea mas de un reactor
de hidrdlisis, los reactores se operan en una serie de dos o0 mas de dos reactores, en cuyo caso la salida de un
primer reactor alimenta la entrada de un segundo reactor. Alternativamente, en algunas realizaciones, los reactores
operan en paralelo. Ademas, en algunas realizaciones, algunos de los reactores en la secuencia operan en serie,
mientras que otros operan en paralelo. De hecho, no se pretende que la presente invencién se limite a ningun
recipiente de reactor particular, nimero de recipientes de reactor, ni ninguna configuracién de mdltiples reactores.

En algunas realizaciones, el volumen de reaccion de la hidrdlisis de celulosa es superior a aproximadamente 0,01
ml, aproximadamente 0,1 ml, aproximadamente 1 ml, aproximadamente 10 ml, aproximadamente 100 ml,
aproximadamente 1000 ml, o superior a aproximadamente 5 |, aproximadamente 10 |, aproximadamente25 |,
aproximadamente 50 |, aproximadamente 75 |, aproximadamente 100 |, aproximadamente 150 |, aproximadamente
200 |, aproximadamente 250 |, aproximadamente 300 |, aproximadamente 350 |, aproximadamente 400 |,

aproximadamente 450 |, aproximadamente 500 |, aproximadamente 550 |, aproximadamente 600 I,
aproximadamente 650 |, aproximadamente 700 |, aproximadamente 750 |, aproximadamente 800 |,
aproximadamente 850 |, aproximadamente 900 |, aproximadamente 950 |, aproximadamente 1000 I,
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aproximadamente 5000 I, aproximadamente 10.000 |, aproximadamente 50.000 I, aproximadamente 100.000 I,
aproximadamente 200.000 |, aproximadamente 250.000 |, aproximadamente 500.000 |, aproximadamente 750.000 I,
aproximadamente 1.000.000 I, o superior a aproximadamente 1.000.000 I. De hecho, no se pretende que la presente
invencion se limite a ningdn volumen de reaccién particular, ya que cualquier volumen de reaccion
adecuado/deseado encuentra uso en la presente invencidon. En algunas realizaciones, la mezcla de reaccion de
hidrélisis se agita, no se mezcla, o una combinacion ambos. Por ejemplo, en algunas realizaciones en las que la
mezcla de reaccion de hidrélisis se agita, se usan uno o mas impulsores, agitadores, eductores y similares para
mezclar la suspension. En algunas otras realizaciones, la mezcla de reaccion de hidrélisis “no se mezcla”, en la que
no tiene lugar mezcla (es decir, sin agitacion) del contenido del reactor durante la reaccién de hidrdélisis. En algunas
realizaciones adicionales, otros factores, tales como el porcentaje de oxigeno disuelto y/o la velocidad de agitacion,
se monitorizan y se ajustan independientemente segln se necesite.

Material celulésico

El material celulésico usado en la presente invenciéon puede ser cualquier material que contenga celulosa. El
polisacarido predominante en la pared celular primaria de la biomasa es celulosa, el segundo mas abundante es
hemicelulosa, y el tercero es pectina. La pared celular secundaria, producida después de que la célula haya dejado
de crecer, también contiene polisacaridos y se refuerza por lignina polimérica covalentemente reticulada a
hemicelulosa. La celulosa es un homopolimero de anhidrocelobiosa y asi un beta-(1-4)-D-glucano lineal, mientras
que las hemicelulosas incluyen una variedad de compuestos, tales como xilanos, xiloglucanos, arabinoxilanos y
mananos en estructuras ramificadas complejas con un espectro de sustituyentes. Aunque generalmente es
polimorfa, la celulosa se encuentra en tejido de planta principalmente como una matriz cristalina insoluble de
cadenas de glucano paralelas. Las hemicelulosas normalmente se unen por hidrégeno a celulosa, ademas de a
otras hemicelulosas, que ayudan a estabilizar la matriz de pared celular.

La celulosa se encuentra generalmente, por ejemplo, en los tallos, hojas, cascaras, cascarillas y mazorcas de
plantas u hojas, ramas y madera de arboles. El material celulésico puede ser, pero no se limita a, material herbaceo,
residuo agricola, residuo de silvicultura, residuo sélido municipal, papel usado y residuo de molienda de pulpa y
papel (véanse, por ejemplo, Wiselogel et al., en Handbook on Bioethanol, (Wyman, ed.), pag. 105-118, Taylor &
Francis, Washington D.C. [1995]; Wyman, Biores. Technol., 50: 3-16 [1994]; Lynd, Appl. Biochem. Biotechnol.,
24/25: 695-719 [1990]; Mosier et al., en Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology, (Scheper, ed.), Vol. 65,
pag. 23-40, Springer-Verlag, New York [1999]). Se entiende en el presente documento que la celulosa usada en la
presente invencion puede estar en forma de lignocelulosa, un material de pared de células de planta que contiene
lignina, celulosa y/o hemicelulosa en una matriz mixta. En algunas realizaciones, el material celuldsico es
lignocelulosa.

En algunas realizaciones, la lignocelulosa pretratada usada en los métodos de la presente invencion es un material
de origen de planta que, antes del pretratamiento, contiene al menos aproximadamente el 10 %, aproximadamente
el 20 %, aproximadamente el 30 %, o aproximadamente 40 % de celulosa (peso seco). En algunas realizaciones, la
lignocelulosa comprende aproximadamente el 20, aproximadamente el 21 %, aproximadamente el 22 %,
aproximadamente el 23 %, aproximadamente el 24 %, aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 26 %,
aproximadamente el 27 %, aproximadamente el 28 %, aproximadamente el 29 %, aproximadamente el 30 %,
aproximadamente el 31 %, aproximadamente el 32 %, aproximadamente el 33 %, aproximadamente el 34 %,
aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 36 %, aproximadamente el 37 %, aproximadamente el 38 %,
aproximadamente el 39 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 41 %, aproximadamente el 42 %,
aproximadamente el 43 %, aproximadamente el 44 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 46 %,
aproximadamente el 47 %, aproximadamente el 48 %, aproximadamente el 49 %, aproximadamente el 50 %,
aproximadamente el 51 %, aproximadamente el 52 %, aproximadamente el 53 %, aproximadamente el 54 %,
aproximadamente el 55 %, aproximadamente el 56 %, aproximadamente el 57 %, aproximadamente el 58 %,
aproximadamente el 59 %, aproximadamente el 60 %, aproximadamente el 61 %, aproximadamente el 62 %,
aproximadamente el 63 %, aproximadamente el 64 %, aproximadamente el 65 %, aproximadamente el 66 %,
aproximadamente el 67 %, aproximadamente el 68 %, aproximadamente el 69 %, aproximadamente el 70 %,
aproximadamente el 71 %, aproximadamente el 72 %, aproximadamente el 73 %, aproximadamente el 74 %,
aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 76 %, aproximadamente el 77 %, aproximadamente el 78 %,
aproximadamente el 79 %, aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 85, aproximadamente el 90 %, de
celulosa (peso seco) o cualquier porcentaje entremedias, y al menos aproximadamente el 10 % de lignina (peso
seco) a aproximadamente al menos el 12 % (peso seco). Sin embargo, no se pretende que la presente invencion se
limite a material lignocelulésico que comprenda cualquier porcentaje particular de celulosa y/o lignina. En algunas
realizaciones, la lignocelulosa se somete a procesos fisicos y/o quimicos para hacer la fiora mas accesible y/o
receptiva a las acciones de enzimas celuloliticas. En algunas realizaciones, la materia prima lignocelulésica contiene
mayores niveles de celulosa tras el pre-tratamiento, mientras que en otras realizaciones el nivel de celulosa no se
altera durante el proceso de pretratamiento. Por ejemplo, si se emplea pretratamiento con &cido, el componente de
hemicelulosa se hidroliza, que aumenta el nivel relativo de celulosa. En este caso, en algunas realizaciones, la
materia prima pretratada contiene mas de aproximadamente el 20 % de celulosa y mas de aproximadamente el
12 % de lignina.
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Las materias primas lignocelulésicas que encuentran uso en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a,
residuos agricolas tales como forraje de maiz, paja de trigo, paja de cebada, paja de arroz, paja de avena, paja de
canola, paja de cafia de azucar y forraje de soja; residuos de proceso de fibra tales como fibra de maiz, pulpa de
remolacha azucarera, finos y desechos del molino de pulpa o bagazo de cafia de azlcar; residuos de silvicultura
tales como madera de chopo temblén, otras maderas duras, coniferas y serrin; o céspedes tales como césped de
pradera, miscanto, pasto y pasto alpiste. En algunas realizaciones, la materia prima lignoceluldsica se somete
primero a reduccién de tamafio por cualquiera de una variedad de métodos que incluyen, pero no se limitan a,
molienda, trituracion, agitacion, rallado, compresién/expansion, u otros tipos de accién mecanica. La reduccion de
tamafio por accidon mecanica puede realizarse por cualquier tipo de equipo adaptado para el fin, por ejemplo, pero no
se limita a, un molino de matrtillo.

Oxidacion de glucosa y celobiosa

Uso de las composiciones y métodos descritos en el presente documento para producir reacciones de hidrolisis que
tienen oxidacion de celobiosa y/o glucosa reducida durante la hidrélisis de celulosa, con respecto a una mezcla
enzimatica con una cantidad sin modificar de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa, 0 con respecto
a una mezcla enzimatica parental. Por tanto, en algunas realizaciones, la(s) enzima(s) y/o mezclas enzimaticas
usadas en el presente documento se caracterizan porque la oxidacion de celobiosa y/o glucosa se reduce o elimina.

En algunas realizaciones, en algunos métodos y mezclas enzimaticas de la presente divulgacion, la mezcla
enzimatica se caracteriza porque, cuando la mezcla enzimatica se pone en contacto con celobiosa y/o celulosa y/o
glucosa (por ejemplo, un sustrato de celobiosa y/o celulosa y/o glucosa) no mas de aproximadamente el 1 %,
aproximadamente el 2%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %,
aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %,
aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %,
aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %,
aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en peso) de la celobiosa y/o
glucosa se oxida. Por ejemplo, cuando la mezcla enzimatica se pone en contacto con celobiosa o glucosa no mas de
aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %,
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %,
aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %,
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en
peso) de la celobiosa y/o glucosa se oxida para formar celobionolactona, acido celobiénico, gluconolactona,
gluconato o acido glucénico. Por ejemplo, no mas de aproximadamente el 1 %, aproximadamente el 2 %,
aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %,
aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %,
aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %,
aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en peso) de celobiosa y/o glucosa se oxida después de
aproximadamente 1, aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20,
aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45,
aproximadamente 50, aproximadamente 55, o aproximadamente 60 minutos, o después de aproximadamente 1,5,
aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11,
aproximadamente 12, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 71,
aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30,
aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55,
aproximadamente 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80,
aproximadamente 85, aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 100, aproximadamente 105,
aproximadamente 110, aproximadamente 115, aproximadamente 120, aproximadamente 125, aproximadamente
130, aproximadamente 135, aproximadamente 140, aproximadamente 145, aproximadamente 150,
aproximadamente 155, aproximadamente 160, aproximadamente 165, aproximadamente 170, aproximadamente
175, aproximadamente 180, aproximadamente 185, aproximadamente 190, aproximadamente 195,
aproximadamente 200, aproximadamente 205, aproximadamente 210, aproximadamente 215, aproximadamente
220, aproximadamente 225, aproximadamente 230 aproximadamente 235, aproximadamente 240, aproximadamente
245, aproximadamente 250, aproximadamente 255, aproximadamente 260, aproximadamente 265,
aproximadamente 270, aproximadamente 275, aproximadamente 280, aproximadamente 285, aproximadamente
290, aproximadamente 295, o aproximadamente 300 horas 0 mas. En algunas realizaciones de los métodos, la
mezcla enzimatica se pone en contacto con un sustrato de celulosa y/o glucosa durante un periodo de tiempo fijo en
condiciones de reaccion en o aproximadamente el 6ptimo para la actividad enzimatica de hidrélisis de celulosa.

En algunas realizaciones en las que la reaccion de hidrélisis de celulosa se realiza en modo discontinuo, no mas de
aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2%, aproximadamente el 3%, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %, aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %,
aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %,
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aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %,
aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %, aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en
peso) de la celobiosa y/o glucosa resultante de la hidrélisis del sustrato de celulosa se oxida después del fin de la
reaccion de hidrdlisis de celulosa en modo discontinuo. En algunas realizaciones en las que la reaccion de hidrélisis
de celulosa se realiza en modo continuo, no mas de aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2 %,
aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5%, aproximadamente el 6 %,
aproximadamente el 7 %, aproximadamente el 8 %, aproximadamente el 9 %, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 11 %, aproximadamente el 12 %, aproximadamente el 13 %, aproximadamente el 14 %,
aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 16 %, aproximadamente el 17 %, aproximadamente el 18 %,
aproximadamente el 19 % o aproximadamente el 20 % (% en peso) de la celobiosa y/o glucosa resultante de la
hidroélisis del sustrato de celulosa se oxida en el momento en el que la reaccion de hidrélisis de celulosa alcanza el
estado estacionario o estado cuasi-estacionario. En algunas realizaciones, el inicio de la reaccion pueden ser las
iniciales aproximadamente 1, aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente
20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45,
aproximadamente 50, aproximadamente55, o 60 minutos, o aproximadamente 1,5, aproximadamente 2,
aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7,
aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12,
aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17,
aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30,
aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55,
aproximadamente 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80,
aproximadamente 85, aproximadamente 90, aproximadamente 95 o aproximadamente 100 horas, después de que el
sustrato de celulosa y las enzimas celulasa se mezclen primero.

La disminucién de la conversion de productos de celobiosa y glucosa a productos oxidados tales como
celobionolactona y gluconolactona puede cuantificarse por cualquiera de una variedad de métodos adecuados
conocidos en la técnica. Por ejemplo, los productos de oxidacién de glucosa o celobiosa pueden detectarse y
cuantificarse usando espectroscopia infrarroja y/o métodos cromatograficos tales como aquellos que se describen en
los ejemplos (véanse también Rakotomanga et al., J. Chromatog. B. 4:277-284 [1991]; y Mansfield et al., App.
Environ. Microbiol., 64:3804-3809 [1997]). Asi, en algunas realizaciones, la oxidacion total de glucosa y/o celobiosa
se determinan, por ejemplo, en funcion de los productos de oxidacion total por el rendimiento méaximo tedrico de
glucosa, o en funcién de Gmax, como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, la evaluacion de la actividad oxidante de glucosa y/o celobiosa en una mezcla enzimatica
se lleva a cabo bajo condiciones similares de pH y temperatura a aquellas empleadas para el proceso de hidrolizar
celulosa como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la evaluacion de la actividad
oxidante de glucosa y/o celobiosa de la mezcla enzimatica se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 3,0 a
aproximadamente 8,0, o a un pH de aproximadamente 5,0 a 6,0; y a una temperatura de aproximadamente 30 °C a
aproximadamente 80°C, o a una temperatura de aproximadamente 50°C a aproximadamente 60°C. La
concentracion de glucosa y/o celobiosa en la evaluacién normalmente esta en un intervalo de concentraciones de
glucosa y/o celobiosa que se esperaria que se generara durante el proceso de hidrolizar celulosa como se describe
en el presente documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las concentraciones de glucosa y/o celobiosa son
de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 500 g/l, o de aproximadamente 10 g/l a aproximadamente 200 g/I, o
de aproximadamente 30 g/l a aproximadamente 100 g/l. En algunas realizaciones, una mezcla enzimatica se mezcla
con una disolucién que contiene tanto aproximadamente el 50 % peso/peso de glucosa y aproximadamente el 5 %
peso/peso de celobiosa como una disolucién que contiene aproximadamente el 50 % peso/peso de glucosa sola, a
aproximadamente pH 5,0 y aproximadamente 60 °C durante aproximadamente 24 h, como se expone en los
ejemplos, después de que se cuantificaran los productos de oxidacion de glucosa y/o celobiosa, por ejemplo, por IR
o por HPLC como se describe en los ejemplos. En algunas realizaciones, una mezcla enzimatica se mezcla con una
disolucién que contiene aproximadamente 100 g/l de glucosa a aproximadamente pH 5,0 y aproximadamente 55 °C
durante aproximadamente 24 h.

Adicionalmente, cuando se compara la actividad oxidante de glucosa y/o celobiosa en una mezcla enzimatica con
una mezcla enzimatica de referencia (por ejemplo, parental), las condiciones de pH, temperatura y concentracion de
glucosa/celobiosa dependeran de propiedades tales como el pH y los 6ptimos de temperatura y estabilidad, ademas
de la afinidad del sustrato, de las enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa particulares que estan presentes en la
mezcla de referencia y se eliminan o inactivan en la mezcla enzimatica de interés. En algunas realizaciones, la
comparacion se lleva a cabo a un intervalo de pH y de temperatura que es Optimo para la mezcla enzimatica de
referencia. En algunas otras realizaciones, la comparacién se lleva a cabo a aproximadamente pH y dentro del
intervalo de temperatura que es Optimo para la reaccion de hidrélisis de celulosa de la mezcla enzimatica
modificada. En algunas realizaciones, la evaluacion de la actividad oxidante de glucosa y/o celobiosa de la mezcla
enzimatica se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 8,0, o a un pH de
aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,0; y a una temperatura de aproximadamente 30 °C a aproximadamente
80 °C, o aproximadamente 50 °C a aproximadamente 60 °C. Ademas, se apreciara que la concentracion de sustrato
de celobiosa y/o glucosa en una comparacion tal generalmente estara dentro de un intervalo de manera que se
detecten facilmente productos de oxidacién del sustrato de celobiosa y/o glucosa usando la mezcla enzimatica de
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referencia. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la concentracion de sustrato de celobiosa y/o glucosa esta por
debajo de una concentracién que produciria la inhibicion del sustrato de las enzimas oxidantes de glucosa y/o
celobiosa en la mezcla enzimatica de referencia. Asi, en algunas realizaciones, las concentraciones de glucosa y/o
celobiosa generalmente oscilan de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 300 g/l, o de aproximadamente 10 g/
a aproximadamente 100 g/l, o de aproximadamente 30 g/l a aproximadamente 70 g/l. En algunas realizaciones se
lleva a cabo un analisis de actividad oxidante de glucosa y/o celobiosa en una mezcla enzimatica bajo condiciones
similares, que incluyen, pH, temperatura y concentraciones de glucosa y/o celobiosa, a aquellas empleadas para el
proceso de hidrolizar celulosa. Ademas, se apreciara que deben usarse condiciones idénticas para analizar la
actividad oxidante de glucosa y/o celobiosa de tanto una mezcla enzimatica modificada como una mezcla enzimatica
de referencia.

En algunas realizaciones, la conversion de productos de celobiosa y glucosa a productos oxidados tales como
celobionolactona y gluconolactona se cuantifica indirectamente (por ejemplo, midiendo la cantidad total de glucosa y
celobiosa producida con respecto a la cantidad de celulosa consumida). En algunas reacciones de hidrdlisis de
celulosa, los Unicos subproductos significativos de la reaccién de degradacion de celulosa son productos oxidados
de celobiosa o glucosa, o productos de transglucosilacion. La presencia de productos de transglucosilacion puede
distinguirse de la presencia de productos oxidados de celobiosa o glucosa usando una variedad de métodos
conocidos en la técnica o de otro modo proporcionados en los ejemplos en el presente documento. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, solo productos de transglucosilacién, pero no productos oxidados, son hidrolizados por acido
para formar solo glucosa. Asi, en algunas realizaciones, se determina la diferencia entre la cantidad de celulosa
consumida y la cantidad de celobiosa y/o glucosa presente, y refleja la cantidad de productos oxidados de celobiosa
0 glucosa, o refleja la cantidad de productos oxidados de celobiosa o glucosa y la cantidad de productos de
transglucosilacién. Los métodos de cuantificacion de celulosa y glucosa se conocen en la técnica o se proporcionan
de otro modo en cualquier parte en el presente documento.

Conversién de celulosa a celobiosa y/o glucosa

En algunas realizaciones, los métodos de generacion de glucosa, como se describen en el presente documento,
usando la mezcla enzimatica con actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa reducida o eliminada, y la
propia mezcla enzimatica, se caracterizan por proporcionar un mayor rendimiento de celobiosa y/o glucosa a partir
de la celulosa enzimaticamente hidrolizada que un proceso correspondiente usando una mezcla enzimatica, o una
propia mezcla enzimatica, con una cantidad sin modificar de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa.
En algunas realizaciones, los métodos de generacion de glucosa proporcionados en el presente documento que
usan la mezcla enzimatica con actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa reducida o eliminada, y la
propia mezcla enzimatica, se caracterizan por proporcionar un mayor rendimiento de celobiosa y/o glucosa a partir
de la celulosa enziméaticamente hidrolizada que un proceso correspondiente usando una mezcla enzimatica de
referencia bajo esencialmente el mismo pH, temperatura y otras condiciones que incluyen, pero no se limitan a,
concentracién de materia prima, concentracién de mineral, tasa de agitacion, porcentaje de oxigenacion, y otras
condiciones relevantes para aquellos expertos en la materia para reproducir la hidrélisis de reacciones de celulosa.

En referencia a una “cantidad de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa sin modificar”, esta
expresion se refiere a una mezcla enzimatica obtenida de un organismo de fuente biolégica en el que el organismo
de fuente biolégica no se ha modificado genéticamente o modificado de otro modo de tal forma que se dirija
especificamente y asi reduzca la secrecion, expresion o actividad de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa,
y/o la mezcla enzimética no se ha manipulado de tal forma que asi reduzca la cantidad o actividad de una enzima
oxidante de glucosa y/o celobiosa. En referencia a una mezcla enzimatica de referencia, este término se refiere a
una mezcla enzimatica obtenida de un organismo de fuente biolégica de referencia que es el mismo organismo de
fuente biolégica que el organismo de fuente bioldgica que proporciona la mezcla enzimatica con actividad enzimatica
oxidante de glucosa y/o celobiosa reducida o eliminada, en el que el organismo de fuente biolégica no se ha
modificado genéticamente de tal forma que se dirija especificamente y asi reduzca la secrecion, expresion o
actividad de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa, y la mezcla enzimatica no se ha manipulado de tal forma
que asi se reduzca la cantidad o actividad de una enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa.

Como se usa en el presente documento en referencia a un porcentaje de celulosa hidrolizada por la mezcla
enzimatica presente en forma de celobiosa y/o glucosa, estos porcentajes reflejan un porcentaje en peso basado en
el peso seco de la celulosa hidrolizada.

Asi, en algunas realizaciones de los métodos proporcionados en el presente documento, cuando las células fungicas
que producen al menos una enzima, al menos una enzima y/o al menos una mezcla enzimatica se pone en contacto
con celulosa, al menos aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %,
aproximadamente el 83 %, aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %,
aproximadamente el 87 %, aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %,
aproximadamente el 91 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %,
aproximadamente el 99 % o aproximadamente el 100 % (% en peso) de la celulosa hidrolizada por la mezcla
enzimatica esta presente en forma de celobiosa y/o glucosa. En algunas realizaciones, las células flingicas que
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producen al menos una enzima, al menos una enzima y/o al menos una mezcla enzimatica se pone en contacto con
celulosa durante un periodo de tiempo de al menos aproximadamente 1, aproximadamente 5 aproximadamente 10,
aproximadamente 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35,
aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, o aproximadamente 60
minutos, o al menos aproximadamente 1,5, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4,
aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14,
aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19,
aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40,
aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 65,
aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80, aproximadamente 85, aproximadamente 90,
aproximadamente 95, aproximadamente 100, aproximadamente 105, aproximadamente 110, aproximadamente 115,
aproximadamente 120, aproximadamente 125, aproximadamente 130, aproximadamente 135, aproximadamente
140, aproximadamente 145, aproximadamente 150, aproximadamente 155, aproximadamente 160,
aproximadamente 165, aproximadamente 170, aproximadamente 175, aproximadamente 180, aproximadamente
185, aproximadamente 190, aproximadamente 195, aproximadamente 200, aproximadamente 205,
aproximadamente 210, aproximadamente 215, aproximadamente 220, aproximadamente 225, aproximadamente
230, aproximadamente 235, aproximadamente 240, aproximadamente 245, aproximadamente 250,
aproximadamente 255, aproximadamente 260, aproximadamente 265, aproximadamente 270, aproximadamente
275, aproximadamente 280, aproximadamente 285, aproximadamente 290, aproximadamente 295, o
aproximadamente 300 horas o0 mas.

En algunas realizaciones en las que la reaccién de hidrélisis de celulosa se realiza en modo discontinuo, al menos
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %,
aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %,
aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, 9 aproximadamente 8 %, aproximadamente el 99 % o
aproximadamente el 100 % (% en peso) de la celulosa hidrolizada por la mezcla enzimatica esta presente en forma
de celobiosa y/o glucosa después del fin de la reaccion de hidrdlisis de celulosa en modo discontinuo. En algunas
realizaciones en las que la reaccion de hidrélisis de celulosa se realiza en modo continuo, al menos
aproximadamente el 80 %, aproximadamente el 81 %, aproximadamente el 82 %, aproximadamente el 83 %,
aproximadamente el 84 %, aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 86 %, aproximadamente el 87 %,
aproximadamente el 88 %, aproximadamente el 89 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 91 %,
aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 93 %, aproximadamente el 94 %, aproximadamente el 95 %,
aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 97 %, aproximadamente el 98 %, aproximadamente el 99 % o
aproximadamente el 100 % (% en peso) de la celulosa hidrolizada por la mezcla enzimatica esta presente en forma
de celobiosa y/o glucosa en el momento en el que la reaccion de hidrdlisis de celulosa alcanza el estado estacionario
o estado cuasi estacionario. En algunas realizaciones, el inicio de la reaccién pueden ser las iniciales
aproximadamente 1, aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20,
aproximadamente 25, aproximadamente 30, aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45,
aproximadamente 50, aproximadamente 55, o aproximadamente 60 minutos, o0 aproximadamente 1,5,
aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5, aproximadamente 6,
aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10, aproximadamente 12,
aproximadamente 13, aproximadamente 14, aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17,
aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 30,
aproximadamente 35, aproximadamente 40, aproximadamente 45, aproximadamente 50, aproximadamente 55,
aproximadamente 60, aproximadamente 65, aproximadamente 70, aproximadamente 75, aproximadamente 80,
aproximadamente 85, aproximadamente 90, aproximadamente 95, o aproximadamente 100 horas, después de que
el sustrato de celulosa y las enzimas celulasa se mezclen primero.

Mezclas enzimaticas con actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa reducida

La presente divulgacion proporciona mezclas enzimaticas con actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o
celobiosa reducida que, cuando se ponen en contacto con celulosa, producen un mayor rendimiento de glucosa de
la hidrélisis de celulosa que un método correspondiente que usa una mezcla enzimatica con una cantidad sin
modificar de actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa. En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica
se caracteriza por proporcionar un mayor rendimiento de celobiosa y/o glucosa a partir de la celulosa
enzimaticamente hidrolizada que un proceso correspondiente usando una mezcla enzimatica de referencia. En
algunas realizaciones, la mezcla enzimatica se caracteriza por causar una conversion reducida de los productos de
celobiosa y glucosa en el hidrolizado enzimatico a productos oxidados tales como celobionolactona y gluconolactona
con respecto a una mezcla enzimatica con una cantidad sin modificar de actividad enzimatica oxidante de glucosa
y/o celobiosa, o con respecto a una mezcla enziméatica de referencia.

En algunas realizaciones, una mezcla enzimatica con actividad enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa
reducida se trata para reducir la cantidad de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa en la mezcla enzimatica. Se
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apreciara facilmente que cualquiera de una variedad de tecnologias conocidas en la técnica puede emplearse para
reducir la cantidad de enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa de la mezcla enzimatica, que incluyen, pero no se
limitan a, procesos de purificacién que eliminan selectivamente una o mas actividad enzimatica oxidante de glucosa
y/o celobiosa de la mezcla enzimética. En algunas realizaciones se afiaden inhibidores de la actividad enzimatica
oxidante de glucosa y/o celobiosa a la mezcla enzimatica. Realizaciones adicionales incluyen el uso de células
fungicas genéticamente modificadas para reducir la cantidad de una o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o
celobiosa enddgena secretadas por la célula flingica.

Procesos de purificacién.  En algunas realizaciones, la mezcla enzimatica se somete a un proceso de purificacion
para separar selectivamente una 0 mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa de la mezcla enzimatica. En
algunas realizaciones, el proceso de purificacion comprende eliminar la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa de
la mezcla enzimatica usando una fase estacionaria basada en afinidad. Las tecnologias de purificacién basadas en
afinidad son muy conocidas en la técnica, e incluyen cualquier método para unir selectivamente un componente de
una mezcla biolégica a un soporte solido basandose en una interaccién bioldgica altamente especifica tal como
aquella entre el antigeno y el anticuerpo o la enzima y el sustrato. Asi, las metodologias basadas en afinidad
incluyen poner en contacto la mezcla enzimatica con perlas o cualquier otro soporte sélido adecuado que comprenda
anticuerpos u otras moléculas que se unen selectivamente a e inmovilizan la enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa, mientras que los restantes componentes de la mezcla enzimatica siguen en la disolucién. Algunos
ejemplos incluyen métodos de cromatografia tanto en forma de lote como en forma de columna. El soporte sélido
puede comprender particulas individuales (por ejemplo, perlas de resina para cromatografia) o soportes contiguos
(por ejemplo, matrices). Entonces pueden emplearse ligandos inmovilizados sobre una matriz de soporte sélido para
purificar dianas de disoluciones complejas. Soportes de cromatografia convencionales, ademas de métodos
convencionales para injertar anticuerpos, son muy conocidos en la técnica y se describen en numerosos libros de
texto estandar. Estos métodos incluyen el uso de tubos, particulas tales como perlas y cualquier otro soporte sélido
adecuado. Por ejemplo, estan disponibles particulas en una variedad muy grande de materiales diferentes, que
incluyen silice, vidrio, celulosa, agarosa, y una amplia variedad de polimeros diferentes, que incluyen poliestireno,
poli(metacrilato de metilo), poliacrilamida, agarosa, hidrogel, resinas acrilicas y otros tipos de geles usados para
electroforesis. Estos soportes pueden comprarse con ligandos previamente unidos o, alternativamente, los ligandos
pueden unirse indirectamente o inmovilizarse directamente sobre el soporte usando métodos convencionales muy
conocidos para aquellos expertos en la materia (véanse, por ejemplo, Biancala et al., Lett. Peptide Sci., 7:297[2000];
MacBeath et al., Science, 289:1760-1763 [2000]; Cass et al., (eds.), Proc. Thirteenth Am. Peptide Symp., Leiden,
Escom, 975-979 [1994]; patente de EE.UU. N.° 5.576.220; Cook et al, Tetrahed. Lett., 35:6777-6780 [1994]).

En algunas realizaciones, la fase estacionaria comprende anticuerpos y/o cualquier otra molécula que se une
selectivamente a la enzima oxidante de glucosa y/o celobiosa, tal como un fragmento de anticuerpos (por ejemplo,
Fab, Fab' o F(ab'),). Estrategias para el agotamiento de proteinas especificas en una mezcla compleja de proteinas
son muy conocidas (véase, por ejemplo, Bjorhall et al. Proteomics 5:307-317 [2005]). En algunas realizaciones, la
fase estacionaria comprende anticuerpos dirigidos hacia glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4), celobiosa deshidrogenasa
(EC 1.1.99.18), piranosa oxidasa (EC1.1.3.10), gluco-oligosacarido oxidasa (EC 1.1.99.B3), piranosa
deshidrogenasa (EC 1.1.99.29) o glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.10).

En algunas realizaciones, la fase estacionaria comprende moléculas que se unen selectivamente a la(s) enzima(s)
oxidante(s) de glucosa y/o celobiosa. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una proteina de unioén, sustrato,
andalogo de sustrato u otra molécula pequefia se acopla a la fase estacionaria para unir selectivamente la enzima de
interés. En algunas realizaciones, la fase estacionaria comprende una glucosa y/o celobiosa ligada a la fase
estacionaria. En algunas otras realizaciones, la fase estacionaria comprende un dinucleétido de flavina-adenina
(FAD) ligado a la fase estacionaria.

Se apreciara que cualquiera de una variedad de otras metodologias de purificacion son Utiles en la eliminacion
selectiva de una 0 mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa de la mezcla enzimatica. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, la metodologia de purificacion comprende métodos de fraccionamiento que incluyen
precipitacion selectiva tal como precipitacion con sulfato de amonio, precipitacion isoeléctrica, desnaturalizaciéon
térmica selectiva, o cualquier otro método que precipite selectivamente enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa
de la mezcla enzimatica, mientras que deje otros componentes de la mezcla enzimatica en disolucion, o viceversa.
En algunas otras realizaciones, las metodologias de purificacion comprenden métodos cromatograficos que incluyen
filtracion en gel, exclusién por tamafio, intercambio aniénico, intercambio cationico, electroforesis en gel y/u otro
método de separacion cromatica conocido en la técnica para separar fisicamente proteinas.

Inhibidores de oxidasa. En algunas realizaciones de la divulgacion, la reduccién de la cantidad de actividad
enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa de la mezcla enzimatica emplea la adicién de uno o mas inhibidor(es)
de enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa a la mezcla enzimatica. Los inhibidores de enzimas oxidantes de
glucosa y/o celobiosa oscilan de inhibidores de oxidasa de amplio espectro a inhibidores especificos de enzimas
oxidantes de glucosa y/o celobiosa, como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, un inhibidor de oxidasa de amplio espectro se afiade a la mezcla enzimatica. Los
inhibidores de oxidasa de amplio espectro son muy conocidos en la técnica. Algunos ejemplos incluyen, pero no se
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limitan a, cloruro mercurico, sulfato de plata, compuestos de hidracina tales como aminoguanidina, semicarbazida,
benserazida, dihidrazida oxalica, hidralazina, fenilhidracina, carbidopa, diaminoguanidina, y quelantes de cobre tales
como desferrioxamina, EDTA, azida de sodio, cianuro de potasio, trieno 5, o-fenantrolina, histidina y varios aniones
metalicos tales como Ag*, Hg*" y Zn**.

En algunas realizaciones, un inhibidor especifico de enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa se afade a la
mezcla enzimatica. Inhibidores especificos de celobiosa deshidrogenasa incluyen, pero no se limitan a, analogos de
sustrato y otros inhibidores especificos tales como celobioimidazol, gentiobiosa, lactobiono-1,5-lactona, celiobono-
1,5-lactona, tri-N-acetilquitotriosa, metil-beta-D-celobiosidasa, 2,2-bipiridina y/o citocromo C. Inhibidores especificos
de glucosa oxidasa, piranosa oxidasa, gluco-oligosacarido oxidasa, piranosa deshidrogenasa y glucosa
deshidrogenasa incluyen, pero no se limitan a, analogos de sustrato y otros inhibidores especificos.

Células flingicas genéticamente modificadas. En algunas realizaciones de la divulgacion, la mezcla enzimatica se
produce por una célula fangica que ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad de la actividad
enzimatica oxidante de glucosa y/o celobiosa endégena que es secretada por la célula fungica.

Modificaciones genéticas contempladas en el presente documento para reducir la actividad enzimatica de enzimas
oxidantes de glucosa y/o celobiosa producidas por una célula fungica. Cualquier enzima oxidante de glucosa y/o
celobiosa conocida en la técnica puede ser elegida como diana para la reduccién de la actividad por modificacion
genética. Por ejemplo, enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa incluyen glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4), celobiosa
deshidrogenasa (EC 1.1.99.18), piranosa oxidasa (EC 1.1.3.10), gluco-oligosacéarido oxidasa (EC 1.1.99.B3),
piranosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.29) y glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.10). Cada una de estas enzimas
oxidantes de glucosa y/o celobiosa se describen en las cuatro solicitudes provisionales a las que la presente solicitud
reivindica prioridad (por ejemplo, las solicitudes de patente provisional de EE.UU. N.° de serie 61/409.186,
61/409.217, 61/409.472 y 61/409.480, todas las cuales se presentaron el 2 de noviembre de 2010).

Pretratamiento

En algunas realizaciones, un sustrato de la mezcla enzimatica comprende material celulésico pretratado. Asi, por
ejemplo, en procesos descritos en el presente documento, cualquier proceso de pretratamiento conocido en la
técnica puede usarse para alterar los componentes de la pared celular de la planta de material celulésico (véanse,
por ejemplo, Chandra et al., Adv. Biochem. Engin./Biotechnol., 108: 67-93 [2007]; Galbe y Zacchi, Adv. Biochem.
Engin./Biotechnol., 108: 41-65 [2007]; Hendriks y Zeeman, Biores. Technol., 100:10-18 [2009]; Mosier et al., Biores.
Technol., 96: 673-686 [2005]; Taherzadeh y Karimi, Int. J. Mol. Sci., 9:1621-1651 [2008]; y Yang y Wyman, Biofuels
Bioprod. Bioref.-Biofpr. 2: 26-40 [2008]).

En algunas realizaciones, el material celulésico se somete a reduccion de tamafo de particula, pre-remojo,
humectacion, lavado y/o acondicionamiento antes del pretratamiento, usando cualquiera de una variedad de
métodos conocidos en la técnica.

En algunas realizaciones, pretratamientos convencionales que encuentran uso en la presente invencién incluyen,
pero no se limitan a, pretratamiento con vapor (con o sin explosion), pretratamiento con acido diluido, pretratamiento
con agua caliente, pretratamiento alcalino, pretratamiento con cal, oxidacion en humedo, explosién en humedo,
expansion de fibra por amoniaco, pretratamiento con amoniaco diluido, pretratamiento con Organosolv y/o
pretratamiento biol6gico. Pretratamientos adicionales incluyen, pero no se limitan a, percolacion con amoniaco,
ultrasonidos, electroporacion, microondas, CO; supercritico, H>O supercritica, ozono y pretratamientos por
irradiacion gamma.

En algunas realizaciones, el material celulésico se pretrata antes de la hidrélisis y/o fermentacién. En algunas
realizaciones, el pretratamiento se realiza antes de la hidrolisis. En algunas realizaciones alternativas, el
pretratamiento se lleva a cabo simultaneamente con la hidrélisis enzimatica para liberar azlicares fermentables, tales
como glucosa, xilosa y/o celobiosa. En algunas realizaciones, la propia etapa de pretratamiento produce alguna
conversion de biomasa a azlcares fermentables (incluso en ausencia de enzimas).

Pretratamiento _con vapor. En el pretratamiento con vapor, el material celulésico se calienta para romper los
componentes de la pared celular de la planta, que incluyen lignina, hemicelulosa y celulosa para hacer la celulosa y
otras fracciones (por ejemplo, hemicelulosas) accesibles a las enzimas. El material celulésico se pasa a o a través
de un recipiente de reaccién en el que el vapor se inyecta para aumentar la temperatura a la temperatura y presion
requeridas y se retiene en su interior durante el tiempo de reaccion deseado. El pretratamiento con vapor se hace
preferentemente a aproximadamente 140°C a aproximadamente 230°C, o de aproximadamente 160°C a
aproximadamente 200 °C, o aproximadamente 170°C a aproximadamentel90°C, en el que el intervalo de
temperatura 6ptimo depende de cualquier adicién de un catalizador quimico. En algunas realizaciones, el tiempo de
residencia para el pretratamiento con vapor es de aproximadamente 1 a aproximadamente 15 minutos, o
aproximadamente 3 a aproximadamente 12 minutos, o aproximadamente 4 a aproximadamente 10 minutos, en el
que el tiempo de residencia 6ptimo depende del intervalo de temperatura y cualquier adicion de un catalizador
quimico. El pretratamiento con vapor permite cargas de sélidos relativamente altas, de manera que el material
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celulésico es generalmente solo niebla durante el pretratamiento. El pretratamiento con vapor se combina
frecuentemente con una descarga explosiva del material después del pretratamiento, que se conoce como explosion
por vapor, es decir, hacer hervir rapidamente a presién atmosférica y flujo turbulento el material para aumentar el
area superficial accesible por fragmentacion (véanse, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 4.451.648; Duff y
Murray, Biores. Technol., 855: 1-33 [1996]; Galbe y Zacchi, Appl. Microbiol. Biotechnol., 59:618-628 [2002]; y
publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N.° 2002/0164730). Durante el pretratamiento con vapor, los grupos
acetilo de la hemicelulosa se escinden y el acido resultante autocataliza la hidrélisis parcial de la hemicelulosa a
monosacaridos y oligosacaridos. La lignina se elimina a solo un grado limitado.

Un catalizador tal como H,SOs 0 SO, (normalmente 0,3 al 3 % peso/peso) se afiade frecuentemente antes del
pretratamiento con vapor, que disminuye el tiempo y la temperatura, aumenta la recuperaciéon y mejora la hidrélisis
enzimatica (véanse, por ejemplo, Ballesteros et al., Appl. Biochem. Biotechnol., 129-132: 496-508 [2006]; Varga et
al., Appl. Biochem. Biotechnol., 113-116:509-523 [2004]; Sassner et al., Enzyme Microb. Technol., 39:756-762
[2006]).

Pretratamiento guimico. Ejemplos de procesos de pretratamiento quimico adecuados incluyen, pero no se limitan a,
pretratamiento con acido diluido, pretratamiento con alcali diluido (véanse, por ejemplo, las publicaciones de solicitud
de patente de EE.UU. N.° 2007/0031918 y 2007/0037259), pretratamiento con cal, oxidacién en himedo, explosion
por congelacién o expansion de fibra con amoniaco (AFEX), percolacion con amoniaco (APR) y pretratamientos con
Organosolv.

En el pretratamiento con &cido diluido, el material celuldsico se mezcla con acido diluido, normalmente HzSOg, y
agua para formar una suspension, se calienta por calor a la temperatura deseada, y después de un tiempo de
residencia hierve vigorosamente a presién atmosférica. El pretratamiento con acido diluido puede realizarse con
varios disefios de reactor (por ejemplo, reactores de flujo pistén, reactores en contracorriente, o reactores de lecho
de encogimiento en contracorriente continuo; véanse, por ejemplo, Duff y Murray, Biores. Technol., 855: 1-33 [1996];
Schell et al., Biores. Technol., 91:179-188 [2004]; y Lee et al., Adv. Biochem. Eng. Biotechnol., 65: 93-115 [1999]).

También encuentra uso cualquier método adecuado para el pretratamiento bajo condiciones alcalinas. Estos
pretratamientos alcalinos incluyen, pero no se limitan a, pretratamiento con cal, oxidaciéon en himedo, percolacién de
amoniaco (APR), expansion por congelacion de fibras con amoniaco (AFEX) y pretratamiento con amoniaco diluido.

El pretratamiento con cal se realiza con carbonato célcico, hidréxido sédico o0 amoniaco a temperaturas bajas de 85-
150 °C y tiempos de residencia de 1 hora a varios dias (véanse, por ejemplo, Wyman et al., Biores. Technol.,
96:1959-1966 [2005]; Mosier et al., Biores. Technol., 96:673-686 [2005]; documentos WO 2006/110891; WO
2006/11899; WO 2006/11900; y WO 2006/110901).

La oxidacion en humedo es un pretratamiento térmico realizado normalmente a 180-200 °C durante 5-15 minutos
con adicion de un agente oxidante tal como peréxido de hidrégeno o sobrepresion de oxigeno (véanse, por ejemplo,
Schmidt y Thomsen, Biores. Technol., 64:139-151 [1998]; Palonen et al., Appl. Biochem. Biotechnol., 117:1-17
[2004]; Varga et al., Biotechnol. Bioeng., 88:567-574 [2004]; Martin et al., J. Chem. Technol. Biotechnol., 81:1669-
1677 [2006]). En algunas realizaciones, el pretratamiento se realiza a aproximadamente el 1 % a aproximadamente
el 40 % de materia seca, o aproximadamente el 2% a aproximadamente el 30 % de materia seca, 0
aproximadamente el 5 % a aproximadamente el 20 % de materia seca, y frecuentemente el pH se aumenta mediante
la adicion de alcali tal como carbonato sédico.

Una modificacion del método de pretratamiento por oxidacién en himedo, conocido como “explosién en hiumedo” (es
decir, la combinacién de oxidacién en himedo y explosion por vapor), puede tratar materia seca hasta el 30 %. En la
explosion en humedo, el agente de oxidacion se introduce durante el pretratamiento después de un cierto tiempo de
residencia. El pretratamiento se termina entonces hirviendo vigorosamente a presion atmosférica (véase, por
ejemplo, el documento WO 2006/032282).

La expansion de fibras con amoniaco (AFEX) implica tratar material celulésico con amoniaco liquido o gaseoso a
temperaturas moderadas tales como 90-100 °C y alta presion tal como 17-20 bar durante 5-10 minutos, en la que el
contenido de materia seca puede ser de hasta el 60 % (véanse, por ejemplo, Gollapalli et al., Appl. Biochem.
Biotechnol., 98:23-35 [2002]; Chundawat et al., Biotechnol. Bioeng., 96:219-231 [2007]; Alizadeh et al., Appl.
Biochem. Biotechnol., 121:1133-1141 [2005]; Teymouri et al., Biores. Technol., 96:2014-2018 [2005]). El
pretratamiento AFEX produce la despolimerizacién de celulosa y la hidrélisis parcial de hemicelulosa. Se escinden
complejos de lignina-hidrato de carbono. El pretratamiento con amoniaco diluido utiliza disoluciones mas diluidas de
amoniaco que AFEX y puede realizarse a una temperatura de aproximadamente 100-150°C, o cualquier
temperatura entremedias (véanse, por ejemplo, las publicaciones de solicitud de patente de EE.UU. N.°
2007/0031918 y 2007/0037259). La duracion del pretratamiento con amoniaco diluido puede ser 1-20 minutos, o
cualquier duracién entremedias.

El pretratamiento con Organosolv deslignifica material celulésico por extraccion usando etanol acuoso (40-60 % de
etanol) a 160-200 °C durante 30-60 minutos (véanse, por ejemplo, Pan et al., Biotechnol. Bioeng., 90:473-481
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[2005]; Pan et al., Biotechnol. Bioeng., 94:851-861 [2006]; y Kurabi et al., Appl. Biochem. Biotechnol., 121:219-230
[2005]). El acido sulftrico se afiade normalmente como catalizador. En el pretratamiento con Organosolv la mayoria
de la hemicelulosa se elimina.

Hay diversos otros métodos adecuados para el pretratamiento que encuentran uso en la presente invencion (véanse,
por ejemplo, Schell et al., Appl. Biochem. Biotechnol., 105-108:69-85 [2003]; y Mosier et al., Biores. Technol.,
96:673-686 [2005]; y publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N.° 2002/0164730).

En algunas realizaciones, el pretratamiento quimico se lleva a cabo como un tratamiento acido. En algunas
realizaciones alternativas, es un tratamiento con acido diluido y/o débil continuo. En algunas realizaciones, el acido
es acido sulfarico, pero también encuentran uso otros acidos, que incluyen, pero no se limitan a, acido nitrico, acido
fosforico, cloruro de hidrégeno, y/o mezclas de los mismos. El tratamiento con acido débil se realiza en el intervalo
de pH de aproximadamente 1 a aproximadamente 5, o aproximadamente 1 a aproximadamente 4, o
aproximadamente 1 a aproximadamente 3. En algunas realizaciones, la concentracion de acido esta en el intervalo
de aproximadamente el 0,01 a aproximadamente el 20 % en peso de acido, o aproximadamente el 0,05 a
aproximadamente el 10 % en peso de acido, o aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el 5 % en peso de acido,
0 aproximadamente el 0,2 a aproximadamente el 2,0 % en peso de acido. El acido se pone en contacto con material
celulésico y se mantiene a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 160 °C a aproximadamente 220 °C,
0 durante aproximadamente 165 °C a aproximadamente 195 °C, durante periodos que oscilan de segundos a
minutos (por ejemplo, aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 60 minutos).

En algunas otras realizaciones, el pretratamiento se lleva a cabo como una etapa de expansion de fibras con
amoniaco (etapa de pretratamiento AFEX).

En algunas realizaciones, el pretratamiento tiene lugar en una suspension acuosa. En algunas realizaciones, el
material celulésico esta presente durante el pretratamiento en cantidades entre aproximadamente el 10 y
aproximadamente el 80 % en peso, o aproximadamente el 20 y aproximadamente el 70 % en peso, 0 entre
aproximadamente el 30 y aproximadamente el 60 % en peso, tal como aproximadamente el 50 % en peso. En
algunas realizaciones, el material celuldsico pretratado no se lava, mientras que en algunas otras realizaciones se
lava usando cualquier método conocido en la técnica (por ejemplo, se lava con agua).

Pretratamiento mecéanico. Cualquier método adecuado de pretratamiento mecanico encuentra uso en la presente
invencion.

Pretratamiento fisico. Como se usa en el presente documento, el término “pretratamiento fisico” se refiere a
cualquier pretratamiento que promueva la separacion y/o liberacion de celulosa, hemicelulosa y/o lignina de material
celuldsico. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el pretratamiento fisico implica irradiacion (por ejemplo, irradiacion
microondas), exposicion a vapor/explosion por vapor, hidrotermdlisis, y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, el pretratamiento fisico implica alta presion y/o alta temperatura (explosién por vapor). En
algunas realizaciones, “alta presion” significa presién en el intervalo de aproximadamente 300 a aproximadamente
600 psi, o aproximadamente 350 a aproximadamente 550 psi, 0 aproximadamente 400 a aproximadamente 500 psi,
tal como aproximadamente 450 psi. En algunas otras realizaciones, “alta temperatura” significa temperaturas en el
intervalo de aproximadamente 100 °C a aproximadamente 300 °C, o aproximadamente 140 °C a aproximadamente
235 °C. En algunas realizaciones, el pretratamiento mecanico se realiza en un sistema de hidrolizador de pistola de
vapor de proceso discontinuo que usa alta presion y alta temperatura como se ha definido anteriormente (por
ejemplo, un hidrolizador Sunds disponible de Sunds Defibrator AB, Suecia).

Pretratamiento fisico y quimico combinado. En algunas realizaciones, el material celuldsico se pretrata tanto
fisicamente como quimicamente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la etapa de pretratamiento implica
tratamiento con &cido diluido o débil y tratamiento a alta temperatura y/o presion. Los pretratamientos fisicos y
quimicos pueden llevarse a cabo secuencialmente o simultdneamente, seglin se desee. En algunas realizaciones
también se incluye un pretratamiento mecanico.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, el material celulésico se somete a pretratamiento mecanico, quimico y/o
fisico, o cualquier combinacion de los mismos, para promover la separacion y/o liberacion de celulosa, hemicelulosa
y/o lignina.

Pretratamiento biolégico. En algunas realizaciones, los procesos de pretratamiento biolégico encuentran uso en la
presente invencion. Las técnicas de pretratamiento bioldgico pueden implicar aplicar microorganismos solubilizantes
de lignina (véanse, por ejemplo, Hsu, “Pretreatment of Biomass”, en Handbook on Bioethanol: Production and
Utilization (Wyman, ed.), Taylor & Francis, Washington, D.C., pp. 179-212 [1996]; Ghosh y Singh, Adv. Appl.
Microbiol., 39:295-333 [1993]; McMillan, “Pretreating Lignocellulosic Biomass: a Review, in Enzymatic Conversion of
Biomass for Fuels Production (Himmel et al. eds.), ACS Symposium Series 566, American Chemical Society,
Washington, D.C., Capitulo 15 [1994]; Gong et al., 65: 207-241 [1999]; Olsson y Hahn-Hagerdal, Enz. Microb. Tech.,
18:312-331 [1996]; y Vallander y Eriksson, Adv. Biochem. Eng./Biotechnol., 42:63-95 [1990]).
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En algunas realizaciones, los compuestos solubles derivados del proceso de pretratamiento se separan
posteriormente de los sélidos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la etapa de separacién comprende uno 0 mas
de medios mecanicos estandar tales como cribado, tamizado, centrifugacion y/o filtracién para lograr la separacion.
En algunas otras realizaciones, los compuestos solubles no se separan de los soélidos tras el pretratamiento. Se
apreciara que el pretratamiento puede realizarse como un proceso discontinuo, de lotes alimentados o continuo.
También se apreciara que el pretratamiento puede realizarse a consistencia de sélidos baja, media o alta (véase, por
ejemplo, el documento WO 2010/022511).

Fermentacién

En algunas realizaciones, los métodos de generacion de glucosa proporcionados en el presente documento
comprenden ademas la fermentacion de los azlcares fermentables resultantes (por ejemplo, glucosa) a un producto
final. Los organismos de fermentacion especialmente adecuados son capaces de fermentar (es decir, convertir),
azUcares, tales como glucosa, fructosa, maltosa, xilosa, manosa y/o arabinosa, directamente o indirectamente en al
menos un producto final deseado.

En algunas realizaciones, la levadura que encuentra uso en la presente invencion incluye, pero no se limita a, cepas
del género Saccharomyces (por ejemplo, cepas de Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces uvarum), cepas del
género Pichia (por ejemplo, Pichia stipitis, tal como CBS 5773 de Pichia stipitis y Pichia pastoris), cepas del género
Candida (por ejemplo, Candida utilis, Candida arabinofermentans, Candida diddensii, Candida sonorensis, Candida
shehatae, Candida tropicalis y Candida boidinii). Otros organismos fermentadores incluyen, pero no se limitan a, las
cepas de Zymomonas, Hansenula (por ejemplo, Hansenula polymorpha y Hansenula anomala), Kluyveromyces (por
ejemplo, Kluyveromyces fragilis) y Schizosaccharomyces (por ejemplo, Schizosaccharomyces pombe).

Organismos fermentadores bacterianos adecuados incluyen, pero no se limitan a, cepas de Escherichia (por
ejemplo, Escherichia coli), cepas de Zymomonas (por ejemplo, Zymomonas mobilis), cepas de Zymobacter (por
ejemplo, Zymobacter palmae), cepas de Klebsiella (por ejemplo, Klebsiella oxytoca), cepas de Leuconostoc (por
ejemplo, Leuconostoc mesenteroides), cepas de Clostridium (por ejemplo, Clostridium butyricum), cepas de
Enterobacter (por ejemplo, Enterobacter aerogenes) y cepas de Thermoanaerobacter (por ejemplo,
Thermoanaerobacter BG1L1; véase Appl. Microbiol, Biotech. 77: 61-86; Thermoanaerobacter ethanolicus,
Thermoanaerobacter thermosaccharolyticum y Thermoanaerobacter mathrani). Las cepas de Lactobacillus también
encuentran uso en la presente invencion, ademas de cepas de Corynebacterium glutamicum R, Bacillus
thermoglucosidasius y Geobacillus thermoglucosidasius. De hecho, no se pretende que la presente invencion se
limite a ningln organismo fermentador particular.

Las condiciones de fermentacion dependen del producto de fermentacion deseado y pueden determinarse
facilmente por un experto habitual en la materia. En algunas realizaciones que implican la fermentacion de etanol por
levadura, la fermentacién se produce durante entre aproximadamente 1 y aproximadamente 120 horas, o entre
aproximadamente 12 y aproximadamente 96 horas. En algunas realizaciones, la fermentacion se lleva a cabo a una
temperatura entre aproximadamente 20 y aproximadamente 40 °C, o aproximadamente 26 y aproximadamente
34 °C, o aproximadamente 32 °C. En algunas realizaciones, el pH de fermentacioén es de pH aproximadamente 3 a
aproximadamente 7, o aproximadamente pH aproximadamente 4 a aproximadamente 6.

En algunas realizaciones, la hidrdlisis enzimatica y fermentacion se realizan en recipientes separados de manera
gue cada reaccion biologica pueda producirse bajo sus condiciones 6ptimas respectivas (por ejemplo, temperatura).
En algunas otras realizaciones, el proceso para producir glucosa a partir de celulosa descrito en el presente
documento se realiza simultaneamente con fermentacion en una sacarificacion y fermentacion simultanea (SSF). La
SSF normalmente se lleva a cabo a temperaturas de aproximadamente 28 °C a aproximadamente 50 °C, o
aproximadamente 30 °C a aproximadamente 40 °C, o aproximadamente 35 °C a aproximadamente 38 °C, que es un
compromiso entre el 6ptimo a aproximadamente 50 °C para la mayoria de las mezclas enzimaticas de celulasa y el
Optimo a aproximadamente 28 °C a aproximadamente 30 °C para el crecimiento de la mayoria de las levaduras.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, los métodos de generacion de glucosa comprenden ademas
fermentacion de la glucosa a al menos un producto final. No se pretende que la presente invencién se limite a ningin
producto final particular, ya que los métodos de la presente invencién son adecuados para producir una variedad de
productos finales. En algunas realizaciones, los productos finales incluyen, pero no se limitan a, alcoholes
combustibles y/o productos quimicos industriales de precursor. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los productos
de fermentacion incluyen productos quimicos industriales de precursor tales como alcoholes (por ejemplo, etanol,
metanol, butanol); acidos organicos (por ejemplo, acido butirico, acido citrico, acido acético, acido itacénico, acido
lactico, acido gluconico); cetonas (por ejemplo, acetona); aminoacidos (por ejemplo, acido glutamico); gases (por
ejemplo, Hz y COy); antibidticos (por ejemplo, penicilina y tetraciclina); enzimas; vitaminas (por ejemplo, riboflavina,
812, beta-caroteno); y/u hormonas. En algunas realizaciones, el producto final es un alcohol combustible. Alcoholes
combustibles adecuados se conocen en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, alcoholes inferiores tales como
metanol, etanol, butanol y alcoholes propilicos.
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Expresion elevada de enzimas de hidrélisis de sacaridos

En algunas realizaciones proporcionadas en el presente documento, la célula fingica se modifica adicionalmente
genéticamente para aumentar la produccion de una o mas enzimas de hidrélisis de sacéaridos. En algunas
realizaciones, la célula fungica expresa en exceso al menos un gen homélogo y/o heter6logo que codifica una
enzima de hidrolisis de sacaridos (por ejemplo, beta-glucosidasa). No se pretende que la presente invencion se
limite a ninguna enzima particular, ya que numerosas enzimas encuentran uso en la presente invencion. En algunas
realizaciones, la enzima es una cualquiera de una variedad de endoglucanasas, celobiohidrolasas, beta-
glucosidasas, endoxilanasas, beta-xilosidasas, arabinofuranosidasas, alfa-glucuronidasas, acetilxilano esterasas,
feruloil esterasas, alfa-glucuronil esterasas, y/o cualquier otra enzima implicada en la hidrélisis de sacaridos. En
algunas realizaciones, la célula fingica se modifica genéticamente para aumentar la expresion de beta-glucosidasa.
Asi, en algunas realizaciones, una célula fuangica comprende una secuencia de polinucleétidos para elevada
expresion de polinucleétido que codifica beta-glucosidasa y adicionalmente puede modificarse genéticamente para
delecionar polinucleétidos que codifican una o mas enzimas oxidantes de glucosa y/o celobiosa endogena.

En algunas realizaciones, la enzima de hidrélisis de sacaridos es enddgena a la célula fangica. En algunas
realizaciones, la enzima de hidrélisis de sacaridos es exdgena a la célula fungica. En algunas otras realizaciones, la
mezcla enzimatica comprende ademas una enzima de hidrdlisis de sacaridos que es heteréloga a la célula fungica.
Todavia ademas, en algunas realizaciones, el proceso de generacién de glucosa comprende poner en contacto
celulosa con una mezcla enzimatica que comprende una enzima de hidrdlisis de sacaridos que es heteréloga a la
célula fangica.

En algunas realizaciones, las células fungicas de la presente invencion se modifican genéticamente para aumentar
la expresion de una enzima de hidrélisis de sacaridos usando cualquiera de una variedad de métodos que son
conocidos para aquellos expertos en la materia. En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos que
codifica la enzima de hidrdlisis esta adaptada para elevada expresion en una célula fungica huésped.

PARTE EXPERIMENTAL

Los siguientes ejemplos, que incluyen experimentos y resultados logrados, se proporcionan para fines ilustrativos
solo y no deben interpretarse como limitantes de la presente invencion.

En la siguiente divulgacion experimental se aplican las siguientes abreviaturas: ppm (partes por millén); M (molar);
mM (milimolar), uM y uM (micromolar); nM (nanomolar); moles (moles); gm y g (gramo); mg (miligramos); ug y ug
(microgramos); L y | (litro); ml y mL (mililitro); cm (centimetros); mm (milimetros); um y um (micrometros); s
(segundos); min(s) (minuto(s)); h(s) y hr(s) (hora(s)); U (unidades); MW (peso molecular); rpm (rotaciones por
minuto); °C (grados centigrados); ADN (acido desoxirribonucleico); ARN (acido ribonucleico); HPLC (cromatografia
liquida de alta presion); MES (acido 2-N-morfolinoetanosulfénico); FIOPC (veces de mejora con respecto al control
positivo); YPD (10 g/l de extracto de levadura, 20 g/l de peptona y 20 g/l de dextrosa); SOE-PCR (fraccionamiento
por PCR de extension por solapamiento); ARS (Coleccidn de cultivos ARS o Coleccién de cultivos NRRL, Peoria, IL);
Axygen (Axygen, Inc., Union City, CA); Lallemand (Lallemand Ethanol Technology, Milwaukee, WI); Dual Biosystems
(Dual Biosystems AG, Schlieven, Suiza); Alphalyse (Alphalyse Inc., Palo Alto, CA); Dyadic (Dyadic International, Inc.,
Jupiter, FL); Promega (Promega, Inc., Madison, WI); Megazyme (Megazyme International Ireland, Ltd., Wicklow,
Irlanda); McMaster (McMaster Regional Centre for Mass Spectrometry en Hamilton, Ontario, Canada); Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO); Dasgip (Dasgip Biotools, LLC, Shrewsbury, MA); Difco (Difco Laboratories, BD
Diagnostic Systems, Detroit, Ml); PCRdiagnostics (PCRdiagnostics, por SRO de E. coli, Republica eslovaca); Agilent
(Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA); Molecular Devices (Molecular Devices, Sunnyvale, CA); Symbio
(Symbio, Inc., Menlo Park, CA); Sartorius (Sartorius AG, Goettingen, Alemania); Finnzymes (parte de Thermo Fisher
Scientific, Lafayette, CO); Dionex (ahora parte de Thermo Fisher Scientific, Lafayette, CO); Idex (Idex Health and
Science Group, Oak Harbor, WA); Microbeads (Microbeads A/S, Skedsmokorset, Noruega); Calbiochem
(Calbiochem-Novabiochem International, Inc., La Jolla, CA); Newport (Newport Scientific, Australia); y Bio-Rad (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA).

LAS SIGUIENTES SECUENCIAS DE POLINUCLEOTIDOS Y DE POLIPEPTIDOS ENCUENTRAN USO EN LA
PRESENTE INVENCION. COMO SE MUESTRA A CONTINUACION, LA SECUENCIA DE POLINUCLEOTIDOS VA
SEGUIDA DEL POLIPEPTIDO CODIFICADO.
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ATGOGCTTCCTCGCCGCCACTCTTGTGTCCTGTGCCGCTCTCGCGAGCGCAGCAA
GCATCCCACGTCCCCATGCCAAGCGCCAGGTCTCCCAGCTTCGCGACGATTATGA
CTTCGTGATCGTTGGCGGTGGAACTAGCGGCCTCACTGTAGCCGATCGGCTGACA
GAGGCCTTTCCAGCCAAGAACGTCCTTGTCATTGAGTATGGAGACGTCCACTACG
CCCCGGGAACCTTCGATCCGCCGACGGACTGGATCACACCTCAGCCTGATGCCC
CCCCTTCCTGGTCTTTCAATTCCCTCCCCAACCCAGACATGGCAAACACAACAGC
GTTTGTGCTAGCCGGCCAAGTGGTGGGTGGAAGCAGTGCCGTGAACGGCATGTT
CTTTGACCGCGCATCCCGCCACGACTACGATGCGTGGACCGCGGTCGGCGGGTC
CGGOGTTCGAACAGTCCAGCCACAAGTGGGACTGGGAGGGGCTGTTCCCTTTCTTC
CAGAAGAGCGTCACGTTCACGGAACCGCCGGCCGACATCGTCCAGAAGTATCAC
TACACCTGGGACCTGTCTGCCTACGGCAATGGCTCAACCCCCATCTACAGCAGCT
ATCCGGTCTTCCAGTGGGCCGACCAGCCGTTACTTAACCAGGCATGGCAGGAGA
TGGGAATCAATCCGGTGACCGAATGCGCCGGCGOGCGACAAGGAGGGTGTCTGCT
GGGTTCCCGCCTCGCAGCACCCTGTCACGGCGAGGAGGTCGCACGCCGGGCTCG
GCCACTACGCCGATGTGCTCCCGCGAGCCAATTACCGACCTCCTCGTTCAACACCA
GOGTTGTCAGGGTAGTATTCCCCAATGGGCCGAGCCACGGACCGCCGCTTGTCGA
GGCGCGGTCCCTGGCCGACAACCACCTGTTCAACGTGACTGTGAAGGGCGAAGT
CATCATCTCGGCGGGCGCTCTGCACACCCCGACCGTCCTTCAACGGAGCGGCATC
GGCCCGGCATCCTTCTTGGACGACGCCGGGATCCCCGTGACGCTTGACCTGCCGG
GCGTCGGCGCCAACCTCCAGGACCACTGCGGTCCGCCCGTCACGTGGAACTACA
CCGAGCCCTACACCGGCTTCTTCCCGCTCCCCTCCGAGATGGTCAACAACGCGAC
CTTCAAAGCCGAAGCCATCACCGGCTTCGACGAGGTCCCGGCCCGCGGCCCCTA
CACGCTCGCCGGGGGCAACAACGCCATCTTCGTATCGCTCCCACACCTCACGGCC
GACTACGGCGCCATCACCGCAAATATCCGCGCCATGGTCGCCGACGGAACCGCC
GCCTCCTATCTCGCGGCCGACGTCCGCACCATCCCGGGGATGGTGGCCGGCTAC
GAGGCCCAGCTCCTCGTGCTCGCCGACCTGCTCGACAACCCGGAGGCGCCCAGC
CTGGAGACGCCGTGGGCGACGAGCGAGGCGCCGCAGACGTCGTCGGTCCTGGCC
TTCCTGCTGCACCCGCTCAGCCGCGGCAGCGTGCGGCTCAACCTCAGCGACCCGC
TCGCGCAGCCCOTGCTCCGACTACCGCTCCGGGTCCAACCCGGTCGACATCGACCT
GCACCTCGCCCACGTGCGCTTCCTGCGCGGCCTGCTCGACACGCCCACCATGCAG
GCCCGCGGGGCGCTCGAGACGGCCCCCGGCTCGGCCGTGGCCGACAGCGACGAG
GCGCTGGGGGAGTACGTGCGCTCGCACAGCACGCTGTCCTTCATGCACCCGTGCT
GCACGGCCGCCATGCTGCCCGAGCGACCGLGGCGGCOGTCGTCOGOGGCCOGGACCTCA
AGGTGCACGGGGCCGAGGGCCTGAGGGTCGTGGACATGAGCGTGATGCCGCTGT
TGCCGGGGGCGCACCTGAGCGCCACTGCTTATGCGGTGGGGGAGAAAGCTGCGG
ATATTATCATCCAGGAGTGGATGGACAAGGAGCAGTGA (SEQ ID NO:1)

MGFLAATLVSCAALASAASIPRPHAKRQVSQLRDDYDFVIVGGGTSGLTVADRLTE
AFPAKNVLVIEYGDVHYAPGTFDPPTDWITPQPDAPPSWSFNSLPNPDMANTTAFVL

AGQVVGGSSAVNGMFFDRASRHDYDAWTAVGGSGFEQSSHKWDWEGLFPFFQKS

VTFTEPPADIVQK YHYTWDLSAYGNGSTPIYSSYPVFQWADQPLLNQAWOQEMGINP
VTECAGGDKEGVCWVPASQHPYTARRSHAGLGHYADVLPRANYDLLYQHQV VRV
VFPNGPSHGPPLVEARSLADNHLENVTVKGEVIISAGALHTPTVLQRSGIGPASFLDD

AGIPVTLDLPGVGANLQDHCGPPVTWNYTEPYTGFFPLPSEMVNNATFKAEAITGFD
EVPARGPYTLAGGNNAIFVSLPHLTADYGAITANIRAMVADGTAASYLAADVRTIPG
MVAGYEAQLLVLADLLDNPEAPSLETPWATSEAPQTSSVLAFLLHPLSRGSVRLNLS
DPLAQPVLDYRSGSNPVDIDLHLAHVRFLRGLLDTPTMQARGALETAPGSAVADSD

EALGEYVRSHSTLSFMHPCCTAAMLPEDRGGY VGPDLKVHGAEGLRVYDMSVMPL
LPGAHLSATAYAVGEKAADIIIQEWMDKEQ (SEQ ID NO:2)

GO2 de M. thermophila:
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ATGOGAGCTGCTTCGAGTCTCCCTCGCCGCTGTTGCACTCTCCCCATTAATATTATT
CGGCGTTGCAGCCGUCCACCCTACCGCCCGATCCATTGCCCGCTCCACGATTCTT
GACGGAGCCGATGGCCTTCTTCCGGAGTATGACTACATCATCATCGGGGGCGGC
ACGTCCGGATTGACTGTCGCCGACAGACTCACGGAGAATAGAAAGCGCAAGTTT
TCCCGCTCTCCCCTCCCAACGTCACCCGCCCGATCGTCACCGGCGTGGTGTTATT
CTGTTCTTGTTTTGGAAAGAGGCATTTICCAGAACTCTAGCTCGGTGACCACCAT
TTCTGGGGOGAAGCAGAGGUCTCTTCGATCCAAGTCTGACCTTCAACATCAACTCC
GTTCCCCAAGCTGOGGCTGGACAACCGCAGCATTGCCGTCATTGGCGGGTTGATCC
TCGGCGGCAGCTCCGGCGTCAACGGGCTTCAAGTCCTCCGTGCGACAAAGAGAAG
ACTATGACCGCTGGGGATCGTACTTTGGGCCAAACTCTGACTGGAGTTGGAAAG
GTCTCCTGCCGTATTTCAAGAAGGCATGGAATTTCCATCCGCCCAGGCCAGAGCT
GGTCAGTCAGTTCGACATCAAGTACGACCCCAGCTACTGGGGCAACACGTCTGA
CGTGCACGCATCTTTCCCAACCACTTTCTGGCCGGTGCTCAAATTGGAGATGGCT
GCATTTGGTGACATCCCTGGGGTCGAATATCCGCCCGACTCTGCTTCTGGCGAGA
CCGGGGCGTATTGGCACCCAGCGTCCGTTGACCCAGCGACAGTCCTCCGCTCCTT
CGCTCGGCCCGCGCATTGGGACAACATTGAGGCGGCACGTCCCAATTACCACAC
CCTGACCGGGCAACGCGTATTGAAGGTCGCATTTGATGGCAATCGAGCGACCAG
CGTCGTCTTCGTGCCGGCGAATGCAACGGATCACAGCACTGCCAGGTCCGTGAA
GGCCAAGAAGGAGATCGTCTTGGCCGCCGGCGCCATTCACACGCCCCAAATCCT
ACAGGCGAGCGGAGTAGGGCCGAAGCAGGTCCTGAAGGAAGCAGGCGTGCCGC
TTGTCGTTGACGCTCCCGGTGTCGGCAGCAATTTCCAAGACCAGCCGTATGTGGT
TGCTCCCACCTTCAATTTTACCAAGTTCCCCTTCCACCCGGACTTCTACGACATGA
TTCTGAACCAGACTTTTATCGCCGAGGCTCAGGCCCAGTTTGAAAAGGACCGTAC
CGGACCTCACACCATCGCATCCGGCTATTGCGGCAGCTGGCTCCCCCTCCAGATC
ATTGCCCCAAATTCGTGGAAGGACATCGCTAGGCGGTACGAATCCCAAGACCCA
GCCGCCTACCTCCCCGCCGGCACCGATGAGACCGTCATCGAGGGGTACAGGGCG
CAGCAGAAAGCACTAGCGAGGTCCATGAGGAGCAAGCAATCGGCAATGTATAA
CTTCTTCCTGAGGGGCGGCTACGAAGAGGGTTCTGTCGTCTACTTGCACCCAACC
AGCCGTGGCACCGTTCGCATCAACCGATCCGACCCCTTCTTCTCGCCGCCCGAGG
TCGACTACAGGGCACTGAGCAACCCTACCGACCTGGAGGTCCTGCTCGAATTCA
CTCCCTTCACCCGCAGGTACTTCTTGGAGACGAGGTTGAAGTCCCTCGACCCGGT
CGAGCTGTCGCCCGOTGCCAACGTCACGGCGCCCGCCGACATCGAGGCCTGGCT

TCGCAGCGTCATGATCCCGTCCTCCTTCCATCCCATCGGCACGGCCGCCATGTTG
CCTAGGCACCTCGGTGGTGTCGTGGACGAGAACCTTCTGGTGTACGGGGTCGAA

GGCTTGAGTOGTCGTCGACGCCAGCGTCATGCCCGACTTGCCGGGUTCATACACGC
AGCAGACCGTGTATGCTATTGCTGAGAAGGCCGCGGATCTCATTAAGAGCAGGG
CTTGA (SEQ ID NQ:3)

MELLRVSLAAVALSPLILFGVAAAHPTARSIARSTILDGADGLLPEYDYIIIGGGTSGL
TVADRLTENRKRKFSRSPLPTSPARSSPAWCYSVLVLERGIFQNSSSVTTISGGSRGLF
DPSLTENINSVPQAGLDNRSIAVIGGLILGGSSGVNGLQVLRGQREDYDRWGSYFGP

NSDWSWKGLLPYFKKAWNFHPPRPELVSQFDIKYDPSYWGNTSDVHASFPTTFWPV
LKLEMAAFGDIPGVEYPPDSASGETGAYWHPASVDPATVLRSFARPAHWDNIEAAR
PNYHTLTGQRVLKVAFDGNRATSVVFVPANATDHSTARSYKAKKEIVLAAGAIHTP
QILQASGVGPKQVLKEAGVPLVVDAPGVGSNFQDQPYVVAPTFNFTKFPFHPDFYD

MILNQTFIAEAQAQFEKDRTGPHTIASGYCGSWLPLQIIAPNSWKDIARRYESQDPAA
YLPAGTDETVIEGYRAQOQKALARSMRSKQSAMYNIFFLRGGYEEGSVVYLHPTSRGT
VRINRSDPFFSPPEVDYRALSNPTDLEVLLEFTPFTRRYFLETRLKSLDPVELSPGANV
TAPADIEAWLRSVMIPSSFHPIGTAAMLPRHLGGVVDENLLVYGVEGLSVVDASYVM

PDLPGSYTQQTVYATAEKAADLIKSRA (SEQ ID NO:4)

CDH1 de M. thermophila:
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ATGAGGACCTCCTCTCGTTTAATCGGTGCCCTTGCGGCGGCACTCTTGCCGTCTG
CCCTTGCGCAGAACAACGCGCCGGTAACCTTCACCGACCCGGACTCGGGCATTA
CCTTCAACACGTGGGGTCTCGCCGAGGATTCTCCCCAGACTAAGGGCGGTTTCAC
TITTTGGTGTTGCTCTGCCCTCTGATGCCCTCACGACAGACGCCAAGGAGTTCATC
GOTTACTTGAAATGCGCGAGGAACCGATGAGAGCGGTTGGTGCGGTGTCTCCCTG
GOCGGCCCCATGACCAACTCGCTCCTCATCGCGGCCTGGCCCCACGAGGACACC
GTCTACACCTCTCTCCGCTTCGCCACCGGCTATGCCATGCCGGATGTCTACCAGG
GGGACGCCGAGATCACCCAGGTCTCCTCCTCTGTCAACTCGACGCACTTCAGCCT
CATCTTCAGGTGCGAGAACTGCCTGCAATGGAGTCAAAGCGGCGCCACCGGCGG
TGCCTCCACCTCGAACGGCGTGTTGGTCCTCOGGCTGGGTCCAGGCATTCGCCGAC
CCCGGCAACCCGACCTGCCCCGACCAGATCACCCTCGAGCAGCACGACAACGGC
ATGGGTATCTGGGGTGCCCAGCTCAACTCCGACGCCGCCAGCCCOGTCCTACACC
GAGTGGGCCGCCCAGGCCACCAAGACCCTCACGGOTCGACTGCGGCGGTCCCACC
GAGACCTCTGTCGTCGGTGTCCCCGTTCCGACGGGCOTCTCGTTCGATTACATCG
TCGTGGGCGGCGGTGCCGGTGGCATCCCCGCCGCCGACAAGCTCAGCGAGGCCG
GCAAGAGTGTGCTGCTCATCGAGAAGGGCTTTGCCTCGACCGCCAACACCGGAG
GCACTCTCGGCCCCCAGTGGCTCGAGGGCCACGACCTTACCCGCTTTGACGTGCC
GOGTCTGTGCAACCAGATCTGGGTTGACTCCAAGGGGATCGCTTGCGAGGATAC
CGACCAGATGGCTGGCTGTGTCCTCGGCGGCGGTACCGCCGTGAATGCCGGCCT
GTGGTTCAAGCCCTACTCGCTCGACTGGGACTACCTCTTCCCTAGTGGTTGGAAG
TACAAAGACGTCCAGCCGGCCATCAACCGCGCCCTCTCGCGCATCCCGGGCACC
GATGCTCCCTCGACCGACGGCAAGCGCTACTACCAACAGGGCTTCGACGTCCTCT
CCAAGGGCCTGGCCGGCGGCGGCTGGACCTCGGTCACGGCCAATAACGCGCCAG
ACAAGAAGAACCGCACCTTCTCCCATGCCCCCTTCATGTTCGCCGGCGGCGAGC
GCAACGGCCCGCTGGGCACCTACTTCCAGACCGCCAAGAAGCGCAGCAACTTCA

AGCTCTGGCTCAACACGTCGGTCAAGCGCGTCATCCGCCAGGGCGGCCACATCA
CCGGCGTCGAGGTCGAGCCGTTCCGCGACGGCGGTTACCAAGGCATCGTCCCCG

TCACCAAGGTTACGGGCCGCGTCATCCTCTCTGCCGGTACCTTIGGCAGTGCAAA
GATCCTGCTGAGGAGCGGTATCGGTCCGAACGATCAGCTGCAGGTTGTCGCGGC
CTCGGAGAAGGATGGCCCTACCATGATCAGCAACTCGTCCTGGATCAACCTGCC
TGTCGGCTACAACCTGGATGACCACCTCAACACCGACACTGTCATCTCCCACCCC
GACGTCGTGTTCTACGACTTCTACGAGGCGTGGGACAATCCCATCCAGTCTGACA
AGGACAGCTACCTCAACTCGCGCACGGGCATCCTCGCCCAAGCCGCTCCCAACA
TTGGGCCTATGTTCTGGGAAGAGATCAAGGGTGCGGACGGCATTGTTCGCCAGC
TCCAGTGGACTGCCCGTGTCGAGGGCAGCCTGGGTGCCCCCAACGGCAAGACCA
TGACCATGTCGCAGTACCTCGGTCGTGGTGCCACCTCGCGCGGCCGCATGACCAT
CACCCCGTCCCTGACAACTGTCGTCTCGGACGTGCCCTACCTCAAGGACCCCAAC
GACAAGGAGGCCGTCATCCAGGGCATCATCAACCTGCAGAACGCCCTCAAGAAC
GTCGCCAACCTGACCTGGCTCTTCCCCAACTCGACCATCACGCCGCGCCAATACG
TTGACAGCATGGTCGTCTCCCCGAGCAACCGGCGCTCCAACCACTGGATGGGCA
CCAACAAGATCGGCACCGACGACGGGCGCAAGGGCGGCTCCGCCGTCGTCGACC
TCAACACCAAGGTCTACGGCACCCGACAACCTCTTCGTCATCGACGCCTCCATCTT
CCCCGGCGTGCCCACCACCAACCCCACCTCGTACATCGTGACGGCGTCGGAGCA
CGCCTCGGCCCGCATCCTCGCCCTGCCCGACCTCACGCCCGTCCCCAAGTACGGG
CAGTGCGGCGGCCGCGAATGCGAGCGGCAGCTTCGTCTGCGCCGACGGCTCCACG
TGCCAGATGCAGAACGAGTGGTACTCGCAGTGCTTGTGA (SEQ ID NO:5)
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MRTSSRLIGALAAALLPSALAQNNAPVTFTDPDSGITFNTWGLAEDSPQTKGGFTFG
VALPSDALTTDAKEFIGY LKCARNDESGWCGVSLGGPMTNSLLIAAWPHEDTVYTS
LRFATGYAMPDVYQGDAEITQVSSSVNSTHFSLIFRCENCLQWSQSGATGGASTSNG
VLVLGWVQAFADPGNPTCPDQITLEQHDNGMGIWGAQLNSDAASPSYTEWAAQAT
KTVTGDCGGPTETSVVGVPVPTGVSFDYIVVGGGAGGIPAADKLSEAGKSVLLIEKG
FASTANTGGTLGPEWLEGHDLTRFDVPGLCNQIW VDSKGIACEDTDQMAGCVLGG
GTAVNAGLWFKPYSLDWDYLFPSGWKYKDVQPAINRALSRIPGTDAPSTDGKRYY
QQGFDVLSKGLAGGGWTSVTANNAPDKKNRTFSHAPFMFAGGERNGPLGTYFQTA
KKRSNFKLWLNTSVKRVIRQGGHITGVEVEPFRDGGYQGIVPVTKVIGRVILSAGTF
GSAKILLRSGIGPNDQLQVVAASEKDGPTMISNSSWINLPVGYNLDDHLNTDTVISHP
DVVFYDFYEAWDNPIQSDKDSYLNSRTGILAQAAPNIGPMFWEEIKGADGIVRQLQ
WTARVEGSLGAPNGKTMTMSQYLGRGATSRGRMTITPSLTTVVSDVPYLKDPNDK
EAVIQGIINLQNALKNVANLTWLFPNSTITPRQY VDSMVVSPSNRRSNHWMGTNKIG
TDDGRKGGSAVVDLNTKYYGTDNLFVIDASIFPGVPTTNPTSYIVTASEHASARILAL
PDLTPVPKY GQCGGREWSGSFVCADGSTCQMQNEW YSQCL (SEQ TD NO:6)

CDH2 de M. thermophila:

ATGAAGCTACTCAGCCGCGTTGGGGCGACCGCCCTAGCGGCGACGTTGTCACTG

CAGCAATGTGCAGCCCAGATCGACCCGAGGGGACCTACACCGATGAGGCTACCGGT
ATCCAATTCAAGACGTGGACCGCCTCCGAGGGCGCCCCTTTCACGTTTGGCTTGA
CCCTCCCCGCGGACGCGCTGGAAAAGGATGCCACCGAGTACATTGGTCTCCTGC

GTTGCCAAATCACCGATCCCGCCTCGCCCAGCTGGTGCGGTATCTCCCACGGCCA
GTCCGGCCAGATGACGCAGGCGCTGCTGCTGGTCGCCTGGGCCAGCGAGGACAC
CGTCTACACGTCGTTCCGCTACGCCACCGGCTACACGCTCCCCGGCCTCTACACG
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GOCGACGCCAAGCTGACCCAGATCTCCTCCTCGGTCAGCGAGGACAGCTTCGAG
GTGCTGTTCCGCTGCGAAAACTGCTTCTCCTGGGACCAGGATGGCACCAAGGGC
AACGTCTCGACCAGCAACGGCAACCTGGTCCTCGGCCGCGCCGCCGCGAAGGAT
GOTGTGACGGGCCCCACCGTGCCCGGACACGGCCGAGTTCGGTTTCCATGATAAC
GOTTTCGGACAGTGGGGTGCCGTGCTTGAGGGTGCTACTTCGGACTCGTACGAG
GAGTGGGCTAAGCTGGCCACGACCACGCCCGAGACCACCTGCGATGGCACTGGC
CCCGGCGACAAGGAGTGCGTTCCGGCTCCCGAGGACACGTATGATTACATCGTT
GTCGGTGCCGGCGCCGGTGOTATCACCGTCGCCGACAAGCTCAGCGAGGCCGGC
CACAAGGTCCTTCTCATCGAGAAGGGACCCCCTTCGACCGGCCTGTGGAACGGG
ACCATGAAGCCCGAGTGGCTCGAGAGCACCGACCTTACCCGCTTCGACGTTCCC
GGCCTGTGCAACCAGATCTGGGTCGACTCTGCCGGCATCGCCTGCACCGATACC
GACCAGATGGCGGGCTGCGTTCTCGGCGGTGGCACCGCTGTCAACGCTGGTTTGT
GGTGGAAGCCCCACCCCGCTGACTGGGATGAGAACTTCCCCGAAGGGTGGAAGT
CGAGCGATCTCGCGGATGCGACCGAGCGTGTCTTCAAGCGCATCCCCGGCACGT
CGCACCCGTCGCAGGACGGCAAGTTGTACCGCCAGGAGGGCTTCGAGGTCATCA
GCAAGGGCCTGGCCAACGCCGOGCTGGAAGGAAATCAGCGCCAACGAGGCGCCC
AGCGAGAAGAACCACACCTATGCACACACCGAGTTCATGTTCTCGGGCGGTGAG
CGTGGCGGCCCCCTGGCGACGTACCTTGCCTCGGCTGCCGAGCGCAGCAACTTC
AACCTGTGGCTCAACACTGCCGTCCGGAGGGCCGTCCGCAGCGGCAGCAAGGTC
ACCGGCOGTCGAGCTCGAGTGCCTCACGGACGOTGGCTTCAGCGGGACCGTCAAC
CTGAATGAGGGCOGGTOGGTGTCATCTTCTCGGCCGGCGCTTTCGGCTCGGCCAAGC
TGCTCCTTCGCAGCGGTATCGGTCCTGAGGACCAGCTCGAGATTGTGGCGAGCTC
CAAGGACGGCGAGACCTTCACTCCCAAGGACGAGTGGATCAACCTCCCCGTCGG
CCACAACCTGATCGACCATCTCAACACTGACCTCATTATCACGCACCCGGATGTC
GTTTTCTATGACTTCTATGCGGCCTGGGACGAGCCCATCACGGAGGATAAGGAG
GCCTACCTGAACTCGCGGTCCGGCATTCTCGCCCAGGCGGCGCCCAATATCGGCC
CTATGATGTGGGATCAAGTCACGCCGTCCGACGGCATCACCCGCCAGTTCCAGT
GGACATGCCGTGTTGAGGGCGACAGCTCCAAGACCAACTCGACCCACGCCATGA
CCCTCAGCCAGTACCTCGGCCCTGGCGTCGTCTCGCGCGGCCGGATGGGCATCA
CCTCCGGGCTGAGCACGACGGTGGCCGAGCACCCGTACCTGCACAACAACGGCG
ACCTGGAGGCGGTCATCCAGGGGATCCAGAACGTGGTGGACGCGCTCAGCCAGG
TGGCCGACCTCGAGTGGGTGCTCCCGCCGCCCCGACGGGACGGTGGCCGACTACG
TCAACAGCCTGATCGTCTCGCCGGCCAACCGCCGGGCCAACCACTGGATGGGCA
CGGCCAAGCTGGGCACCGACGACGGCCGCTCGGGCGGCACCTCGGTCGTCGACC
TCGACACCAAGGTGTACGGCACCGACAACCTGTTCGTCGTCGACGCGTCCGTCTT
CCCCGGCATGTCGACGGGCAACCCGTCGGCCATGATCGTCATCGTGGCCGAGCA
GGCGOGCGCAGCGCATCCTGGCCCTGCGGTCTTAA (SEQ ID NO:7)

MKLLSRVGATALAATLSLQQCAAQMTEGTYTDEATGIQFKTWTASEGAPFTFGLTL
PADALEKDATEYIGLLRCQITDPASPSWCGISHGQSGOMTQALLLVAWASEDTVYTS
FRYATGYTLPGLYTGDAKLTQISSSVSEDSFEVLFRCENCEFSWDQDGTKGNVSTSNG
NLVLGRAAAKDGVTGPTCPDTAEFGFHDNGFGQWGAVLEGATSDSYEEWAKLATT
TPETTCDGTGPGDKECVPAPEDTYDYIVVGAGAGGITVADKLSEAGHKVLLIEKGPP
STGLWNGTMKPEWLESTDLTRFDVPGLCNQIWVDSAGIACTDTDOMAGCVLGGGT
AVNAGLWWEKPHPADWDENFPEGWKSSDLADATERVFKRIPGTSHPSQDGKLYRQE

GFEVISKGLANAGWEKEISANEAPSEKNHTY AHTEFMFESGGERGGPLATYLASAAERS
NFNLWLNTAVRRAVRSGSKVTGVELECLTDGGFSGTVNLNEGGGVIFSAGAFGSAK

LLLRSGIGPEDQLEIVASSKDGETFTPKDEWINLPVGHNLIDHLNTDLIITHPDVVFYD
FYAAWDEPITEDKEA YLNSRSGILAQAAPNIGPMMWDQVTPSDGITRQFQWTCRVE
CDSSKTNSTHAMTLSQYLGRGVVSRGRMGITSGLSTTVAEHPYLHNNGDLEA VIQGT
QNVVDALSQVADLEWVLPPPDGTVADYVNSLIVSPANRRANHWMGTAKLGTDDG
RSGGTSVVDLDTKVYGTDNLFVVDASVFPGMSTGNPSAMIVIVAEQAAQRILALRS
(SEQ ID NO:8)

Piranosa oxidasa de Aspergillus oryzae:
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ATGTCCATGACATCAGGACGTCAAGCGTTTACTTCCGAGTGCAGAGATTCAAATA
CCACAAATTCATTTTGGTTGGCTAATTCACCGACTCTCACACTTGGCTCTACGAT
GCAGGTCGTGGGGTCCGGCCCCATCGGCGCCACCTATGCCAAGATTCTAGCTGA
CGCCGGCAAGGATGTCCTCATGGTTGAGACTGGCACCCAGGAAAGTAAGATTGC
TGGAGAGCATAAGAAGAATGCTATCAACTACCAGAAAGATATCGATGCCTTTGT
GCATGTCATTAAGGTAATCAGCTCAAGAATTAGCACCTTTGAGTGTATTTCTCTA
ACTTTCGATCTTCTCCTCTTTCAGGGAAGTCTACACTACACGTCTGTACCGACCA
ACAAAGCCGCCGTTCCTACACTGGCTCCGATCTCCTGGAAAGCGAACGGCCAAA
TTTTCAACGGACAGAATCCCCGCCAGGATCCAAACGTAAACCTGGATGCCAATG
GTGTGGCACGTAATGTGGGCGGCATGTCTACCCACTGGACTTGTGCGACTCCCCG
ACAGAAAGAGAAGGTTGAACGCAGCGATATATTCAGTGGTGACGAATGGGATA
GCCTGTACAAGGAGGCAGAAAAGTTGATCGGAACCAGCAAGACTGTGCTGAATG
ACTCGATCCGGCAAGAATTGGTCATGGAGATTCTGAATGACGAGTACGGGAAGC
GATCAGCCGAACCACTACCTTTGGCTGCAAAGAGGAATCGGCAATACGGCCTACA
TCACTTGGTCATCCTCGTCAACTATCCTTGACGCGATGAACTGTAAGAAGAAATT
TACACTATGGCCCGAGCACCACTGTGAGAAGTTTAAAGTCGAGGAAACAGATAA
CGGGCCACAGGTCACCAAGGCTATAATCCGCAAACTCGCCACAGATAAACTGAT
TACAGTTAAGGCGAAAGTATTITATCGCTTGCGGGGGGCCTATACTTACACCCCAG
CTACTTTTCAATTCGGGCTTCGTGCCGACAAAGCCCAACAGGGATCCCAGAACCC
AAATACCATTAGAAGACGACGAGAAAGGCATCCCACCTCCACCGGATACTCTGG
AGCATCTCAAGCTTCCTGCTCTAGGACGCTATCTGACAGAGCAAAGCATGTGCTT
CTGCCAAATTGTICTGAAAAAAGAATGGATTGAGGCAGTGGCTAATCCAAAAAA
GAACCCTTATCAAAGCGATGGGGTGAAACGCAAAAAGTGGCGAGAAGCTCAAGG
AAGGGTGGAAGGAAAGGGTCCAGGAACATATGAAAAGGTTTAATGACCCTATTC
CCTTCCCGTTCGATGATTTGGACCCTCAGGTTACTCTACCCTTGGACTATCACCAT
CCGTGGCATACCCAAATCCATCGCGATGCCTTCTCCTATGGCGCAGCACCCCCAG
CCATTGATAAGCGGACCATTGTTGACCTCCGATTCTTCGGAACGGTTGAGCCGGA
CTGGAAGAACTATGTGACCTTTGAAACCGACATCAGGGATGCGTACGGCATGCC
CCAGCCCACCTTCCGCTACAAGCTCGAACGATGAGGATCGCAAACGGTCGCACCA
GATGATGAAAGATATGGAAGAGGCCGCTGGTGCTCTGGGTGGCTACCTCCCAGG
GTCGGAGCCTCAATTTCTAGCTCCTGGCCTTGCACTGCACGTCTGTGGTACCACT
AGAGCTCAGAAGAAGGAGAAAGAGTGTGACCCTGATCCCAAAGAGACCTCGTG
CTGCGATGAGAACTCCAAGATCTGGGGTATCCACAACCTGTACGTGGGTGGGTT
AAATGTGATCCCTGOGTGCCAATGGGTCCAACCCTACCTTGACAGCAATGTGCTTC
GCCATCAAAAGCGCGAAGAGTATCCTTGAAGGGAATTCTTAG (SEQ ID NO:9)

MSMTSGRQAFTSECRDSNTTNSFWLANSPTLTLGSTMQVVGSGPIGATYAKILADA
GKDVLMVETGTQESKIAGEHKKNAINYQKDIDAFVHVIKVISSRISTFECISLTFDLLL
FQGSLHYTSVPTNKAAVPTLAPISWKANGQIFNGQNPRQDPNVNLDANGVARNVGG
MSTHWTCATPRQKEKVERSDIFSGDEWDSLYKEAEKLIGTSKTVLNDSIRQELVMEI
LNDEYGKRSAEPLPLAAKRNGNTAYITWSSSSTILDAMNCKKKFTLWPEHHCEKFK
VEETDNGPQVTKAIRKLATDKLITVKAKVFIACGGPILTPQLLFNSGFVPTKPNRDPR
TQIPLEDDEKGIPPPPDTLEHL KL PALGRYLTEQSMCFCQIVLKKEWIEAVANPKKNP
YQSDGVKRKKWEKLKEGWKERYVQEHMKRENDPIPFPEDDLDPQVTLPLDYHHPWH
TQIHRDAFSYGAAPPAIDKRTIVDLRFFGTYEPDWKNY VIFETDIRDAYGMPQPTER
YKLNDEDRKRSHOMMEKDMEEAAGALGGYLPGSEPQFLAPGLALHVCGTTRAQKK
EKECDPDPKETSCCDENSKIWGIHNLY VGGLN VIPGANGSNPTLTAMCFAIKSAKSIL
EGNS (SEQ ID NO:10)

Gluco-oligosacarido oxidasa de Acremonium strictum:
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ATGGTGCGCATCCAAGAGCTCACCGCGGCCTTCGAGCCTCGCCTCAGTGGTCCAG
GCTTCATGGATCCAGAAGCGCAACTCAATCAACGCCTGTCTCGCCGCCGCCGAC
GTCGAGTTCCACGAGGAAGACTCTGAAGGCTGGGACATGGACGGCACAGCCTTC
AACCTCCGCGTCGACTACGACCCAGCTGCCATTGCCATCCCTCGCTCCACCGAGG
ATATCGCTGCTGCTGTCCAGTGCGGTCTTGATGCTGGTGTGCAGATCTCCGCCAA
GOGTGOTGOGTCACAGTTACGGTTCTTATGGGTTCGGTGGTGAGGATGGTCATCTT
ATGTTGGAGCTGGATCGTATGTACCGTGTGTCGGTTGATGATAATAATGTGGCGA
CTATTCAGGGCGGTGCTCGTCTTGGATACACTGCTCTCGAGCTTCTTGACCAGGG
TAACCGTGCACTTTCTCACGGTACTTGCCCTGCCGTCGGTGTCGGCGGTCACGTC
CTCGGCGGTOGOGTTACGGTTTCGCAACCCACACCCACGGTCTCGACCCTCGACTGGC
TGATCGGCGCCACCGTCGTTCTCGCTGATGCCTCCATCGTGCACGTCTCCGAGAC
CGAGAACGCCGATCTCTTCTGGGCCCTCCGTGGCGGCGGCGGTGGTTTCGCCATC
GTCTCCGAGTTCGAGTTCAACACCTTCGAGGCCCCCGAGATCATCACCACTTACC
AGGTCACCACCACCTGGAACCGGAAGCAGCACGTTGCCGGTCTCAAGGCTCTCC
AGGACTGGGCTCAGAACACCATGCCCAGGGAGCTCAGCATGCGTCTTGAGATCA
ACGCCAACGUTCTCAACTGGGAGGGTAACTTCTTCGGTAACGCCAAGGACCTCA
AGAAGATTCTTCAGCCTATCATGAAGAAGGCGGGTGGCAAGTCTACCATTTCCA
AGCTCGTTGAGACCGATTGGTATGGCCAGATCAACACCTACCTCTACGGTGCTGA
CTTGAACATCACCTACAACTACGACGCTCCACGAGTACTTCTACGCCAACAGCTTG
ACCGCTCCCCGTCTCTCCGACGAAGCCATCCAAGCCTTCGTCGACTACAAGTTCG
ACAACTCCTCCOGTCCGCCCCGOGCCGCGGCTGGTCGATTCAATGGGACTTCCACGG
CGGCAAGAACTCTGCCCTGGCCGCCGTCTCCAACGACGAAACCGCCTACGCCCA
CCGCGACCAGCTCTGGCTCTGGCAGTTCTACGACAGCATCTATGACTACGAGAA
CAACACCTCTCCCTACCCGGAGAGCGGTTTCGAGTTCATGCAGGGCTTCGTCGCT
ACCATCGAGGACACTCTCCCTGAGGACAGGAAGGGCAAGTACTTCAACTACGCC
GACACCACGCTTACCAAGGAGGAGGCGCAGAAGTTGTACTGGAGGGGCAACCTT
GAGAAGTTGCAGGCTATCAAGGCCAAGTACGATCCTGAGGATGTGTTTGGTAAT
GTTGTCTCTGTTGAGCCCATTGCCTAG (SEQ ID NO:11)

MVRIQELTAALSLASVVQASWIQKRNSINACLAAADVEFHEEDSEGW DMDGTAENL
RVDYDPAAIAIPRSTEDIAAAVQCGLDAGVQISAKGGGHSYGSYGFGGEDGHLMLE
LDRMYRVSVDDNNVATIQGGARLGYTALELLDQGNRALSHGTCPAVGVGGHVLGG
GYGFATHTHGLTLDWLIGATVVLADASIVHVSETENADLFWAILRGGGGGFATVSEF
EENTFEAPENTTYQVTTTWNRKQHVAGLKALQDWAQNTMPRELSMRLEINANALN
WEGNFFGNAKDLKKILQPIMKKAGGKSTISKLVETDWYGQINTYLYGADLNITYNY
DVHEYFYANSLTAPRLSDEAIQAFVDYKFDNSSVRPGRGWWIQWDFHGGKNSALA
AVSNDETAYAHRDQLWLWQEFYDSIYDYENNTSPYPESGFEFMQGFVATIEDTLPED
RKGKYFNYADTTLTKEEAQKLYWRGNLEKLQAIKAKYDPEDVEGNVVSVEPIA
(SEQ ID NO:12)

Piranosa deshidrogenasa de Agaricus bisporus:
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ATGATACCTCGAGTGGCCAAATTCAACTTTCGACTCTTGTCTCTCGCATTATTGG
GOGATTCAGGTTGCACGCAGTGCCATCACATACCAAAACCCGACCGATTTACCTG
GTGACGTTGACTATGATTTCATCGTTGCTGGCGGTGGAACTGCAGGTTITAGTTGT
GGCCTCTCGTCTCAGTGAGAATCCGGAATGCGAATGTACTGOGTCATCGAGGCCGG
GCCTTCCAACAAGGACGTCTTCGAAACACGGGTCCCTGGCCTTTCTTCGGAACTC
CGGCCACGTTTTGATTGGAATTATACAACGATTCCTCAAGATGCTCTCGGTGGCA
GGAGCCTGAATTACTCGAGGGCCGAAGCTCTTAGGCGGTTGCAGTAGCCATAATG
GGATGGTTTACACACGATGTTCGAGAGACGATTGGGACAATTATGCCGAAATCA
CCGGTAATCAAGCATTTAGCTGGGACAGCATCCTACCTGTCATGAAGAGGGCTG
AGAAATTCAGTAAAGATTCCTCTCATAAACCGGTAAAGGGCCATATTGACCCCTC
CGTGCACGGTGGTGACGGAAAATTGTCCGTGGTCGCATCATACACCAACGCCTC
TTTCAATGACTTATTACTTGAAACCGCGAAAGAATTAAGCGGTGAATTTCCGTTC
AAATTGGATATGAATGACGGGCGGCCTCTTGGATTAACTTGGACTCAGTATACG
ATTGATCAACGCGGGGAGCGGAGCAGCTCTGCAACAGCGTATTTAGAGGGTACT
GGAAATAACGTCCATGTCTTGGTTAACACTCTTGTTACCCGTATAGTCTCAGCAG
AAAATGGGACCGACTTCCGAAGCGTCGAGTTTGCTACTGATGCCGACAGCCCAA
AGATCCAATTACGAGCGAAAAAGGAAGTCATTGTATCTGGAGGAGTCATCAATT
CGCCTCAGATCCTCATGAATTCCGGCATTGGGGGCCCGAGAGGTGCTTGGAGCTA
ATGGAATTGACACATTGGTGGATAATCCGAGTGTCGGGAAAAATTTATCGGACC
AGGCTGCAACAATTATAATGCTCGATACAACACTCCCTATTACTGATTATGATGT
TGATGCAGCGCTTATTGAATGGAAGAAGTCGCACACTGGACCTCTAGCCCAAGG
AGGTCGCCTAAACCACCTTACATGGGTACGATTGCCTGATGACAAGCTGGATGG
ACTTGATCCTTCAAGTGGCCGAAAATTCGCCACATATTGAGTTCCAATTCGGGCAA
ATTAGCCACCAGCTCCCTCCCAGTGGTCTAACACGTTTTAGCTTCTATCGACACT
GTTCTCCAATTCCGCCGTTGATCAACCTCTACACTGTTTCGCGGGGTTCTATTTCT
CTCAGTAACAACGATCCGTTCTCCCACCCACTCATCGATCTCAACATGTTTIGGAG
AGGAAATAGATCCCGCTATTCTGCGTGAGGGTATTCGCAGTGCCCGAAGAATGC
TTTCTTCCCAAGCATTCAAAGGCTTTGTCGGTGAAACGGTGTTTCCTCCAAGCGA
CGCTACCTCTGATGAAGATTTGGATACCTTCCTCAAAACGTCAACGTTTTCTTAC
GTGCATGGTGTGGGAACGTTGTCTATGTCTCCTCAGAGTGCCTCGTGGGGTGTCG
TTAACCCTGATTTCCGTGTCAAAGGAACCAGTGGCCTGCGGGTTGTCGACGCGTC
TGTGATTCCATTCGCTCCGGCGGGGCACACTCAAGAACCTGTTTATGCATTTGCT
GAGCATGCAAGTGTGTTAATAGCGAAGAGCTACAGCTAA (SEQ ID NO:13)

MIPRVAKFNFRLLSLALLGIQVARSAITYQNPTDLPGDVDYDFIVAGGGTAGLVVAS
RLSENPEWNVLVIEAGPSNKDVFETRVPGLSSELRPRFDWNYTTIPQDALGGRSLNY
SRAKLLGGCSSHNGMVYTRCSRDDWDNYAEITGNQAFSWDSILPY MKRAEKFSKD
SSHKPVKGHIDPSVHGGDGKLSVVASYTNASFNDLLLETAKELSGEFPFKLDMNDG
RPLGLTWTQYTIDQRGERSSSATAYLEGTGNNVHVLVNTLVTRIVSAENGTDFRSVE
FATDADSPKIQLRAKKEVIVSGGVINSPQILMNSGIGGREVLGANGIDTLVDNPSVGK
NLSDOAATIMLDTTLPITDYDVDAALIEWKKSHTGPLAQGGRLNHLTW VRLPDDKL
DGLDPSSGENSPHIEFQFGQISHQLPPSGLTRFSFYRHCSPIPPLINLYTVSRGSISLSNN
DPFSHPLIDLNMEGEEIDPAILREGIRSARRMLSSQAFKGEVGETVFPPSDATSDEDLD
TFLKTSTEFSY VHGVGTLSMSPQSASWGVVNPDFRVKGTSGLRVVDASVIPFAPAGHT
QEPVYAFAEHASVLIAKSYS (SEQ ID NO:14)

Glucosa deshidrogenasa de Talaromyces stipitatus, (ATCC 10500):
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ATGCGACTTGGCTCTATCGGCGCAGGCCTCGCTCTCCTCGCTGCCCTCGCTGTCC
TCGCTGCCCACGTGCACGCCTTGGCACCGCGCACCCAGATTGCCGAGGAATACG
ATTTTGTCGTCGTTGGCGGCGGCCAGGCTCGGTCTCGTGATCGGAGCTCGTCTGTC
GGAGATTGCAAATTATACAGTTCTCGTGCTGGAGGCAGGGACGAATGGAGACGA
ATTTCGAGAACGAATAGGCACGTACAACTTTTATACTCCCGCATATTCCTACTAC
GAGTCACTATGGACGACACCAATGAATTGGGCATACTATACTGTGCCTCAATCCC
ATGCCGAGAATCGTCAAATTGAGTGCGACCCGTGGTAAGGGGCTGGGCGGAAGTT
CTGCGATCAACGGATTGTACCTGACTCGCCCCGGTAAAGAGGAGATCAATGCAT
GGAAAGACCTGCTAGGAGACATGGACGGGOGCGGACAATTGGTCGTGGGATTCGT
TCTATGCTGCAATGAAGAAGAGCGAGACTTTTACTCCCCCGTCGAATGAGATTGC
TACAGAAGGGAACATTACATGGGACCTTTCTACTCGTGGTATTCAGGGACCGATT
CAGGCAACGTATCCCGGCTATACCTTCCCCCAAGTCGGCGAATGGGTCATGTCTC
TGGAAGCAATGGGCATTGCTAGTTCTAACGATATGTACGGTGGTGAGGTGTATG
GCGCCGAAGTCTCOGACGTCGAGTATCAATCCCACGAACTGGACACGCTCGTACA
GCCGGACGGGATATCTCCGACCCGCTCGCAGACAACGGCAATTACGACGTTGTGG
CCGATGCGTTTGTCACGCGCATTCTCTTTGATGCTTCTTCTCCGTCGAATAATCTG
ACAGCAAACGGCGTGCAGTATACTCTTGACAACGGCAAGACAAACTGCACGGTC
AAGGTCAAGAAAGAGGTGATCTTATCAGCTGGGACGGTTGGCAGTCCTGCGGTA
CTGCTCCACAGCGGTGTCGGTCCGAAAGATGTTCTTTCAGATGCTGGAGTTGAGC
TGGTGTCTGAACTTCCTGGTGTGGGTCACCACCTTCAGGATCATTTTAACAACAC
CCTTTATCTCTCCTACATCGATTCAGCCATCGCCTACATCAATTCCACGCTGATGT
ACGGCGATAATCTGGACGCACTACAGAAGAACATCACCACTCAAATCAACCAAT
TCOGTGCTGAACACGACTTACGATGCTGOCTGTCATTGCAGGATACAAAGCAATTGC
AAATATGACCGCAACCACAATCCTCAGTAGTTCTATCGGGCAAATTGAGCTCTTG
TTCATGAATAGTGACTTAAACGGCGATATTGGTATCACTGCTGCTCTTCAACATC
CTTACAGCCATGGACGCATATACATCAATTCCTCGAATCCGTTGGACTATCCCGT
CATTGATCCGAATTATCTTGCTGTTTCTGCTGACTATGAAATCCTCCGCGACGGC
CTCAATCTAGCCCGCCAACTCGGCAACACACAACCCCTAAGCAGCTGTCTAATA
GCCGAAACAATCCCCGGTCCCAGCGTCAAAACCGACGACGACTGGCTTGAATGG
ATCCGCGAAGCGACGGGGACAGAGTTCCACCCTTCATCGTCCTGTGCGATGCTA
CCCCOGAGAGCAAGGCGGAGTAGTCGATGCCAACCTGCGCGTCTACGGTCTTGCC

AATGTTCGTGTTGCGGATGCCAGCGTTGTCCCGATTTCATTGTCGACGCATCTTAT
GGCGTCGACGTATGGAGTCGCAGAACAGGCTAGTAATATCATTCGTGCGCACTA

CACGGATAGTAGGACTACAGGCACGAGTAGTTCCGATCCTGGCTCTGCGTCGTC
ACCGACAAGCAGTGCATTGGGCGCTGAAGGGACTACTGGGGCGATTAGTGCTCA
TACAGCGCCTTCTGGTGGTGTACGAAGCGTTTCTGCGGTATCCGCTTGGGTTGCT
GTTGTGTTCGCTGCAGCTGTTTCCATTTTCCATTCCTTGCATTGA (SEQ ID NO:135)

MRLGSIGAGLALLAALAVLAAHVHALAPRTQIAEEYDFVVVGGGQAGLVIGARLSEI
ANYTVLVLEAGTNGDEFRERIGTYNFYTPAYSYYESLWTTPMNWAYYTVPQSHAE
NRQIEWTRGKGLGGSSAINGLYLTRPGKEEINAWKDLLGDMDGADNWSWDSFYAA
MKKSETFTPPSNEIATEGNITWDLSTRGIQGPIQATYPGYTFPQVGEW VMSLEAMGIA
SSNDMYGGEVYGAEVSTSSINPTNWTRSYSRTGYLDPLADNGNYDVVADAFVTRIL
FDASSPSNNLTANGVQYTLDNGKTNCTVKVKKEVILSAGTVGSPAVLLHSGVGPKD
VLSDAGVELVSELPGVGHHLQDHENNTLYLSYIDSAIAYINSTLMYGDNLDALQKNI
TTQINQFVLNTTYDAGVIAGYKAIANMTATTILSSSIGQIELLFMNSDLNGDIGITAAL
QHPYSHGRIYINSSNPLDYPVIDPNYLAVSADYEILRDGLNLARQLGNTQPLSSCLIAE
TIPGPSVKTDDDWLEWIREATGTEFHPSSSCAMLPREQGGVVDANLRVYGLANVRY
ADASVVPISLSTHLMASTYGVAEQASNIIRAHYTDSRTTGTSSSDPGSASSPTSSALGA
EGTTGAISAHTAPSGGVRSVSAVSAWVAVVFAAAVSIFHSLH (SEQ ID NO:16)
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EJEMPLO 1

CEPAS FUNGICAS Y METODOS

Como se describe a continuacion, se prepararon variantes de la cepa fungica C1. Ademas, la mezcla enzimatica de
celulasa de Trichoderma reesei (“Turbo”) usada en los siguientes ejemplos se produce por una cepa modificada para
producir y secretar altos niveles de la beta-glucosidasa de TrCel3A, codificada por bgll de T. reesei, como se
describe en la patente de EE.UU. N.° 6.015.703.

Cepas y nomenclatura

La cepa CF-400 (Acdhl) es un derivado de la cepa C1 (“UV18#100fAalplApyr5”) modificada adicionalmente con una
delecion de cdhl, en la que cdhl comprende la secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO: 5. La cepa CF-401
(Acdh1Acdh2) es un derivado de la cepa C1 modificada adicionalmente con una delecion de tanto cdhl como cdh2,
en la que cdh2 comprende la secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO: 7. La cepa CF-402 (+Bgll) es un
derivado de la cepa C1 modificada adicionalmente para la expresion en exceso de una enzima beta-glucosidasa 1
(Bgll) enddgena. La cepa CF-403 es un derivado de la cepa C1 modificada con una delecion de cdhl y modificada
adicionalmente para expresar en exceso bgll. La cepa CF-404 es un derivado de la cepa C1 adicionalmente
modificada para expresar en exceso bgll con una delecion de tanto cdhl como cdh2.

Las enzimas celuloliticas de la cepa CF-400, CF-401, CF-402, CF-403 y CF-404, se produjeron por fermentacion en
cultivo liquido sumergido usando métodos muy conocidos en la técnica.

La celulosa Turbo de T. reesei se produjo por fermentacion en cultivo liquido sumergido usando métodos descritos
en la publicaciéon de solicitud de patente de EE.UU. N.° 2010/0304438. El caldo de fermentacion filtrado se desald
usando columnas Biospin (Biorad) siguiendo el protocolo del fabricante. La concentracion de proteina total de la
enzima desalada se ensay6 usando un kit de BCA (Sigma) con un control de albumina de suero bovino (Sigma).

Condiciones de la reaccién de hidrélisis

Se pretraté paja de trigo (“WS”) usando los métodos descritos en la patente de EE.UU. 4.461.648. Tras el
pretratamiento se afiadié benzoato de sodio a una concentracion del 0,5 % como conservante. El material pretratado
se lavd entonces con seis volimenes de agua de grifo templada (~35 °C) usando un embudo Buchner y papel de
filtro para producir el sustrato para las posteriores reacciones de hidrélisis (“WS pretratada”).

La porcion celulésica de la WS pretratada se hidrolizé usando los sistemas de enzima celuloliticos obtenidos como
se ha descrito anteriormente. La WS pretratada se hidrolizé con 30 mg de celulasa por g de celulosa en reacciones
con 50 g/l celulosa a 50 °C y pH 5,0, con 250 rpm de agitacion orbital, en volimenes de reaccion totales de 50 ml, a
menos que se especificara. Para las reacciones de hidrélisis que contienen las mezclas enzimaticas de celulasa
producidas por las cepas C1 CF-400 y CF-401, la beta-glucosidasa purificada de celulasas Turbo o CF-402 se
afiadio a una dosis de 125 Ul por gm de celulosa.

Deteccién del rendimiento de glucosa en la reaccién de hidrélisis

En esta reaccion, alicuotas de mezcla de reaccién de 1 ml se muestrearon periédicamente de matraces de reaccion.
Cada reaccion se mezclo bien durante el muestreo para evitar eliminar una cantidad desproporcionada de sélido o
sobrenadante. La reaccion se detuvo incubando la alicuota en un bloque térmico a 100 °C durante al menos 5
minutos. Los sobrenadantes de cada reaccion se analizaron para la concentracién de glucosa para determinar el
grado de conversion. El calculo de la conversion incluyé términos de correccion para el efecto de la glucosa sobre la
densidad de la disolucién y el efecto del volumen de exclusién de lignina no hidrolizable presente en la reaccion. La
concentracion de glucosa se determind usando un ensayo enzimatico acoplado basado en glucosa oxidasa y
peroxidasas de radbano picante usando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Trinder, Ann. Clin.
Biochem., 6:24-27 [1969]).

Deteccién de la conversién de celulosa

Se recuperaron sélidos residuales de cada una de las reacciones de 50 ml, se lavaron y se analizaron por
espectroscopia infrarroja. Las alicuotas de las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 min en una
microcentrifuga Eppendorf para sedimentar los sélidos, el sobrenadante se decanto y los sélidos se resuspendieron
de nuevo al volumen original en agua. Este procedimiento se repitié 5 veces. Los sélidos lavados se dispusieron
sobre el cristal de deteccion de una celda Golden Gate ATR instalada sobre un espectrometro de infrarrojos Bruker
Vertex 70 y se midi6 la absorbancia entre 500-4000 cm™.

EJEMPLO 2

PURIFICACION DE CDH1 DE C1
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Primero, se concentraron 400 ml de sobrenadante de C1 a 140 ml usando un evaporador rotatorio. A continuacion,
63 ml del concentrado se intercambiaron de tamp6n a tampén MOPS 20 mM a pH 7,0 usando 4 columnas de
desalacion Hi-Prep 26/10 en linea (GE Healthcare, 17-5087-02). El sobrenadante de tampon intercambiado
resultante (~150 g/l de proteina total) se cargd sobre una columna que contenia 500 ml de resina DEAE Fast Flow
(GE Healthcare, 17-0709-01) pre-equilibrada con tampén MOPS 20 mM a pH 7,0. La columna se aclaré con 1
volumen de columna (VC) de MOPS 20 mM (pH 7,0) y a continuacion se ejecutd un gradiente de cloruro sodico 0-
300 mM durante 12 volumenes de columna. Las fracciones se recogieron y se analizaron por geles de Bis-tris SDS-
PAGE NuPage® Novex® (Invitrogen, NP0322BOX). Las bandas de SDS-PAGE correspondientes al peso molecular
aparente de CDH1 se analizaron por EM (realizado por Alphalyse). El andlisis de mapeo de masa confirma la
presencia de CDH1 en fracciones de elucion tardia. Las fracciones que contienen CDH1, como se demuestra por gel
de SDS-PAGE, y se confirmé por EM, se reunieron y se concentraron por ultrafiltracion usando filtro centrifugo de 10
kDa de Sartorius (Sartorius-Stedim, VS2002). A continuacion, se afiadieron 10 ml de piperazina 500 mM (pH 5,6) y
45 ml de sulfato de amonio saturado a 45 ml del conjunto que contenia CDH1 y la mezcla resultante se cargd sobre
una columna Phenyl FF (high sub) 16/10 (GE Healthcare, 28-9365-45) pre-equilibrada con sulfato de amonio 1,6 M
en piperazina 50 mM, pH 5,6. Se ejecutd un gradiente de sulfato de amonio 1,6 M a 0 M en piperazina 50 mM, pH
5,6, sobre 30 VC. Las fracciones se recogieron y se realiz6 analisis en gel de SDS-PAGE sobre las fracciones
seleccionadas como se ha descrito anteriormente, revelando que CDH1 se eluyé en la etapa de aclarado final con
aproximadamente el 80-90 % de pureza.

Se midi6 la actividad de CDH1 usando un ensayo de reduccion con DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol) similar al
descrito por Schou et. al. (Schou et al., Biochem J., 330:565-71 [1998]). Brevemente, en una placa de 96 pocillos de
fondo plano transparente a UV, 50 L de fracciones que contenian CDH1 se afiadieron a 150 pL de una disolucion
de 1,0 g/l de celobiosa y DCPIP 100 uM en acetato sédico 100 mM, pH 5,0. Las muestras se agitaron brevemente a
temperatura ambiente y a continuacion se midio la absorbancia a 530 nm (As3o) durante 10 minutos. Las fracciones
que contenian CDH1 de C1 mostraron una rapida caida en la absorbancia a 530 nm. Los ensayos de DCPIP se
realizaron usando cantidades variables de glucosa o celobiosa con CDH1 purificada. Se prepararon diluciones
sucesivas de celobiosa (1,0 g/l a 7,8 mg/l) y glucosa (10 g/l a 78 mg/l) en una placa de pocillos poco profundos de 96
pocillos. Se afiadieron 20 pL de patrones de glucosa y de celobiosa a 160 pL/pocillo de DCPIP 200 mM (en acetato
sédico 100 mM a pH 5,0). Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de 20 pL de disolucién de CDH1. La
absorbancia a 530 nm se monitorizé durante 30 minutos. Las comparaciones de las tasas de disminucion en la
absorbancia a 530 nm indican que CDH1 de C1 es aproximadamente 10 veces mas activo sobre la celobiosa que la
glucosa.

EJEMPLO 3
PREPARACION DE CONSTRUCCIONES DE DELECION DE MARCADOR DE FRACC IONAMIENTO DE CDH1

Se aisl6 ADN gendmico de la cepa C1 usando procedimientos convencionales. Brevemente, se sembré inéculo de
hifa en un medio de crecimiento y se dejo crecer durante 72 horas a 35 °C. Se recogieron alfombras miceliales por
centrifugacion, se lavaron y se afiadieron 50 uL de tampdn de extraccién de ADN (Tris 200 mM, pH 8,0; NaCl 250
mM; EDTA 125 mM; 0,5 % de SDS). Los micelios se molieron con molinillo cénico, se re-extrajeron con 250 uL de
tampon de extraccion, y la suspension se centrifugd. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo que contenia 300
pL de isopropanol. EI ADN se recogié por centrifugacion, se lavé dos veces con 70 % de etanol y se diluyé en 100
pL de agua.

Se clonaron los fragmentos de ADN gendmico que flanquean el gen cdhl usando los cebadores cf09067 y cf09068
(homologia en la direccién 5’ de cdhl) y cebadores cf09069 y ¢f09070 (homologia en la direccion 3' de cdhl). Las
reacciones de PCR se realizaron usando la polimerasa GoTaq® (Promega) siguiendo las instrucciones del
fabricante usando 0,2 uM de cada cebador. Las condiciones de amplificacion fueron 95 °C durante 2 minutos,
seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos (para homologia en la direccion 5%
0 53 °C durante 30 segundos (para homologia en la direcciéon 3') y 72 °C durante 1 minuto, y seguido de extension
final a 72 °C durante 5 minutos. El gen pyr5 se amplificé por PCR como un marcador interrumpido de un vector
usando los cebadores cf09024 y c¢f09025 (para la porcion 5' del gen) y ¢f09026 y cf09027 (para la porcion 3' del
gen). Las reacciones de PCR se realizaron usando la polimerasa GoTaq® (Promega) siguiendo las instrucciones del
fabricante usando 0,2 uM de cada cebador. Las condiciones de amplificacion fueron 95 °C durante 2 minutos,
seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 53 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto, seguido
de una extension final a 72 °C durante 5 minutos. Los cebadores se muestran en la Tabla 3-1. En reacciones de
extensién por solapamiento de hebras separadas (Horton et al., Meth. Enzymol., 217:270-279 [1993]), los productos
de PCR resultantes de los cebadores cf09067 y cf09068 y los cebadores cf09026 y cf09027 se fusionaron como si
fueran los productos de PCR resultantes de los cebadores cf09069 y cf09070 y los cebadores cf09024 y cf09025.
Las reacciones de PCR se realizaron usando ADN polimerasas Phusion® de Finnzymes siguiendo las instrucciones
del fabricante que incluyen 3% de DMSO y usando 0,2 pM de cada cebador. Las condiciones de amplificacion
fueron 98 °C durante 1 minuto, seguido de 35 ciclos de 98 °C durante 10 segundos, 62 °C durante 20 segundos,
72 °C durante 2 minutos, y seguido de extension final a 72 °C durante 5 minutos. Los productos de extensién por
solapamiento de hebras se usaron para la delecién de cdhl.
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Tabla 3-1. Secuencias de imprimacion

Hombre de - —

imprimacion | 3ecuencia  (5-3)

cfeDGET CACGCGGGGTTCTTTCTCCATCTC (SEQ ID NO:1T)

ci0B068 TOAGOAAAACGOCGAGACTOAGOCTOCGACTCTGOCGGOCT
ACCTACGA (SEQ LD NO:1E)

cf0806 ATCAGTTOOGOTOGUACGAGTOGOOTTTTOATGOOGOAGTTOA
CGUTTGTOAA (SEQ TR MNO:19)

cfedTo GGATGGATGAGGTTGTTTTTGAGC (SEQ ID NO:20)

cfeD24 AACCCACTCGTGCACCCAACTGAT (SEQ ID NO:21)

cf0o025 GACCACGATGCCGGCTACGATACT (SEQ ID NO:22)

cfe26 ACATGGCCCCACTCGCTTCTTACA (SEQ ID NO:23)

EJEMPLO 4
METODO DE TRANSFORMACION

Se inocularon células C1 y cepas derivadas en 100 ml de medio de crecimiento en un matraz Erlenmeyer de 500 ml
usando 10° esporas/mL. El cultivo se incubé durante 48 horas a 35 °C, 250 rpm. Para recoger los micelios, el cultivo
se filtr6 sobre un filtro estéril Myracloth (Calbiochem) y se lavé con 100 ml de disoluciéon 1700 mM de NaCl/CacCl;
(NaCl 0,6 M, CaCl;*H.0 0,27 M). Los micelios lavados se transfirieron a un tubo de 50 ml y se pesaron. Se disolvié
Caylase (20 mg/gramo de micelios) en NaCl/CaCl, 1700 mM y se esterilizé por UV durante 90 s. A continuacion se
afadieron 3 ml de disolucion de Caylase estéril en el tubo que contiene micelios lavados y se mezclaron. A
continuacion se afiadieron 15 ml de disolucién 1700 mM de NaCl/CaCl al tubo y se mezclaron. La suspension de
micelio/Caylase se incub6 a 30 °C, 70 rpm, durante 2 horas. Se recogieron protoplastos filtrando a través de un filtro
Myracloth estéril en un tubo de 50 ml estéril. Se afadieron 25 ml de STC frio (sorbitol 1,2 M, CaCl,*H,O 50 mM,
NaCl 35 mM, Tris-HCI 10 mM) al flujo a través y se centrifugé a 2720 rpm (1500xg) durante 10 min a 4 °C. El
sedimento se resuspendié en 50 ml de STC y se centrifugd de nuevo. Después de las etapas de lavado el sedimento
se resuspendié en 1 ml de STC.

En el fondo de un tubo estéril de 15 ml se pipetearon 2 ug de ADN de cada producto de extension por solapamiento
de hebras pyr5::Acdhl y se afiadieron 1 pL de acido aurintricarboxilico y 100 pL de protoplastos. El contenido se
mezcld y los protoplastos con el ADN se incubaron a temperatura ambiente durante 25 min. Se afiadieron 1,7 ml de
disolucién de PEG4000 (60 % de PEG4000 (polietilenglicol, peso molecular promedio 4000 daltons), CaCl,-H,O 50
mM, NaCl 35 mM, Tris-HCI 10 mM) y se mezclaron minuciosamente. La disolucién se mantuvo a temperatura
ambiente durante 20 min. El tubo se llen6 con STC, se mezcl6 y se centrifugé a 2500 rpm (1250 xg) durante 10 min
a 4 °C. El STC se escurrid y el sedimento se resuspendioé en el STC restante y se sembrd sobre placas de medio
selectivo minimo, que carecian de uracilo, pero que contenian sacarosa 0,67 M como estabilizador osmético. Las
placas se incubaron durante 5 dias a 35 °C. Las colonias volvieron a cultivarse en linea y se comprobaron para la
delecion de cdhl, designada la cepa “CF-400".

EJEMPLO 5
CONFIRMACION DE LA DELECION DE CDH1

Se preparé ADN gendmico como se describe en el Ejemplo 3. Se usaron pares de cebadores cf09112 y ¢f09113 (las
reacciones de PCR se realizaron usando la polimerasa GoTaq® (Promega) siguiendo las instrucciones del
fabricante usando 0,2 uM de cebador. Las condiciones de amplificacién fueron 95 °C durante 2 minutos, seguido de
35 ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 30 segundos, y seguido de
extension final a 72 °C durante 5 minutos), ademas de cf09110 y cf09111 (las reacciones se realizaron usando la
polimerasa GoTag® (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante usando 0,2 pM de cada cebador. Las
condiciones de amplificacién fueron 95 °C durante 2', seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30", 55,4 °C durante
30", 72 °C durante 30", y seguido de extension final a 72 °C durante 5') en reacciones de PCR separadas para
confirmar la ausencia del gen cdhl. Los cebadores cf09181 y cf09091 se usaron en PCR para confirmar la
apropiada estructura de empalme y direccionamiento de la construccién de marcador de pyr5 (véase la Tabla 5-1).
La reaccion de PCR se realiz6 usando la polimerasa GoTag® (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante
usando 0,2 uM de cada cebador. Las condiciones de amplificacion fueron 95 °C durante 2 minutos, seguido de 35
ciclos de 95°C durante 30 segundos, 54,4 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 3 minutos 30 segundos, y
seguido de extension final a 72 °C durante 5 minutos. Los productos de PCR se ejecutaron sobre gel de agarosa
para confirmar un patrén de bandeo indicativo de delecién de cdhl.
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Tabla 51. Secuencias de imprimacion
'i:.lnc;}rn E,{E,:?gn Secuencia (5-3)

cf08110 AAGCGTGCCGATTTTCCTGATTTC (SEQ ID NO:24)
cf0a111 GCATTTCTGGGGCGGTTAGCA (SEQ 1D NO:25)
cfia112 TCATCGACGCCTCCATCTTCC (SEQ 1D NO:26)
cf02113 TTTCGGTTGTCGTGTTTCCATTAT (SEQ ID NO:2T)
cf09181 GGAGATCCTGGAGGATTTCC (SEQ ID NO:28)
cf0a0e1 CAGGCGGTGTGCGTTATCAAAA (SEQ ID NO-20)

Se us6 un ensayo colorimétrico de diclorofenolindofenol (DCPIP) para probar la deleciéon de cdhl en CF-400. La
delecion de cdhl se determiné por la disminuida capacidad para reducir el sustrato de DCPIP en comparacion con
una mezcla enzimatica de celulasa (o filtrado de cultivo) producida por la cepa parental. Se cultivaron las células de
la cepa C1 parental y la cepa de delecién de cdhl putativa y el sobrenadante se prob6 para la actividad de DCPIP.
En placas de microtitulacion se combinaron 160 pL de disolucién de reactivo DCPIP recién preparada (DCPIP 0,2
mM en acetato soédico 100 mM, pH 5,0), 20 pL de disolucion de celobiosa (1 g/l de celobiosa en agua desionizada) y
20 ml de sobrenadante de células sin diluir. La absorbancia de la disolucién se midié inmediatamente con el tiempo a
530 nm en modo cinético durante 30 minutos para rastrear la pérdida de absorbancia como resultado de la reduccién
de DCPIP. El sobrenadante de las cepas que muestran disminuida capacidad para reducir el sustrato de DCPIP se
ejecutd sobre SDS-PAGE para confirmar la ausencia de CDH1.

Las proteinas de sobrenadantes de cultivo de fermentaciones en cultivo liquido sumergido de CF-400 y las
parentales sin transformar se separaron por SDS-PAGE usando protocolos convencionales. Las proteinas se
visualizaron por tincién con SimplyBlue SafeStain (Invitrogen), segun instrucciones del fabricante. La proteina Cdhl
se observd como una banda de ~90 kD en la parental sin transformar, pero estuvo ausente en CF-400.

EJEMPLO 6
DELECION DE CDH2

Se aisl6 ADN gendmico como se describe en el Ejemplo 3. Se clonaron los fragmentos de ADN gendémico que
flanquean el gen cdh2 usando los cebadores cf10340 y cf10341 (homologia en la direccion 5’ de cdh2) y los
cebadores cf10342 y cf10343 (homologia en la direccion 3’ de cdh2). Las reacciones de PCR se realizaron usando
la polimerasa GoTaq® (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante usando 0,2 uM de cada cebador. Las
condiciones de amplificacion fueron 95 °C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 segundos,
58 °C durante 30 segundos (para homologia en la direccion 5’) o 58,4 °C durante 30 segundos (para homologia en la
direccién 3’), 72 °C durante 1 minuto, y seguido de extensién final a 72 °C durante 5 minutos. El gen de higromicina
se amplificd por PCR como un marcador interrumpido de un vector usando los cebadores cf10176 y cf10177 (para la
region 5' del gen) y cf10178 y cf10179 (para la region 3' del gen). Se realizaron reacciones de PCR usando la
polimerasa GoTag® (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante usando 0,2 pM de cada cebador. Las
condiciones de amplificacion fueron 95 °C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 30 segundos,
56,3 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 1 minuto 30 segundos, y seguido de extension final a 72 °C durante 5
minutos. Los cebadores se muestran en la Tabla 5. En reacciones de extensién por solapamiento de hebras
separadas (Ejemplo 3), los productos de PCR resultantes de los cebadores c¢f10340 y ¢f10341 y los cebadores
cf10178 y ¢f10179 se fusionaron como si fueran los productos de PCR resultantes de los cebadores cf10342 y
cf10343 y los cebadores cfl0176 y cfl0177. Las reacciones de PCR se realizaron usando ADN polimerasas
Phusion® (Finnzymes) siguiendo las instrucciones del fabricante y que incluyen 3 % de DMSO y 0,2 uM de cada
cebador. Las condiciones de amplificacion fueron 98 °C 1 minuto, 35 ciclos de 98 °C 10 segundos, 62 °C 20
segundos, 72 °C 2 minutos y extension final a 72 °C 5 minutos. Los productos de extension por solapamiento de
hebras se usaron para la delecion de cdh2.
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Tabla 51. Secuencias de imprimacion

Nombre de - —

imprimacion Secuencia (5-37)

cf10340 TTCAGCACGGCCGGGGATTTTATCCA (SEQ 1D NO:30)

cf10341 GTAACACCCAATACGCCGOCCGAACATAAGAGCGOAGG T AG
GAATAA (SEQ D M3

cf1034z2 COG IO TOTOOGUA TGOCAGAAAGAGU TG TOAACGO TGO TN
GOTGE (SEQ D NO:32)

cf10343 AATGCCGGACCGCGAGTTCAGGTA (SEQ ID NO:33)

cf10178 TCTTTCTGGCATGCGGAGAGACGG (SEQ 1D NO:34)

1077 TGTTGGCGACCTCGTATTGGGAAT (SEQ ID NO:35)

cf10178 TCTCGGAGGGCGAAGAATCTCGTG (SEQ ID NO:36)

cf10179 TTCGGCCGGCGTATTGGGTGTTAC (SEQ ID NO:3T)

Se cultivaron células de la cepa CF-401 y se transformaron como se describe en el Ejemplo 4. Las colonias
transformadas de CF-401 volvieron a cultivarse en linea y se comprobaron para la delecién de cdh2.

Se preparé ADN gendmico como se describe en el Ejemplo 3. La delecién de cdh2 en CF-401 se confirmé por PCR.
Se usaron los cebadores ¢f10326 y cf10327 en PCR para confirmar la ausencia del gen cdh2. La reaccion de PCR
se realizd usando la polimerasa GoTaq® (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante usando 0,2 uM de
cada cebador. Las condiciones de amplificacién fueron 95 °C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C
durante 30 segundos, 59,3 °C durante 30 segundos, 72 °C durante 30 segundos y seguido de extension final a 72 °C
durante 5 minutos. Los cebadores cf10364 y cf10295 se usaron en PCR para confirmar la apropiada estructura de
empalme y direccionamiento de la construccién de marcador de higromicina (Tabla 6-2). La reaccion de PCR se
realizé usando la polimerasa GoTag® (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante usando 0,2 uM de cada
cebador. Las condiciones de amplificacion fueron 95°C 2 minutos, 35 ciclos de 95°C 30 segundos, 56 °C 30
segundos, 72 °C 3 minutos y extension final a 72 °C 5 minutos. Los productos de PCR se ejecutaron sobre gel de
agarosa para confirmar un patron de bandeo indicativo de delecién de cdh2. Se realizaron ensayo de
diclorofenolindofenol (DCPIP) y confirmacion por SDS-PAGE de la delecion de cdh2 como se describe en el Ejemplo
5. La delecion de cdh2 de la cepa CF-401 se determiné por la disminuida capacidad del filtrado de cultivo resultante
(0 mezcla enzimatica de celulasa) para reducir el sustrato de DCPIP en comparacion con el producido por la cepa
CF-400 parental.

Tabla 6-2. Secuencias de imprimacion
.iyn%rﬂmaec?gn Secuencia (5-37)
cf10326 GCGCTGGAAAAGGATGCCACCGAGT (SEQ ID NO:38)
cf10327 GCACCCCACTGTCCGAAACCGTTA (SEQ ID NO:33)
cf10295 AGCGCGTCTGCTGCTCCATACAAG (SEQ ID NO-4D)
cf10364 CAAAGCCACGTCCAGGTTGATAGA (SEQ 1D NO:41)

EJEMPLO 7
HIDROLISIS DE PAJA DE TRIGO PRETRATADA POR UNA MEZCLA ENZIM ATICA QUE CARECE DE CDH1

Se comparé la capacidad de las mezclas enzimaticas de CF-402 y CF-403 para sacarificar la celulosa presente en
paja de trigo (WS) pretratada como se mide por la produccién de glucosa y gluconato en un ensayo de hidrélisis
como se describe en el Ejemplo 1. Cada mezcla enzimatica se evalu6 usando tanto una Unica dosis de enzima de 30
mg de enzima/g de celulosa como en paralelo usando una segunda dosis de 30 mg de enzima/g de celulosa afiadida
después de una hidrélisis de 24 hr a la carga de enzima original de 30 mg/g. La preparacién de WS pretratada usada
en estos experimentos tuvo una convertibilidad maxima del 95 %; se normalizaron las conversiones de todas las
enzimas. Los resultados del ensayo de hidrélisis se representan en la Fig. 1.

En el experimento de dosis Unica, los productos solubles totales medidos son iguales a una conversion de celulosa
del 79% y 87 % del rendimiento maximo tedrico de glucosa con mezclas enzimaticas de CF-402 y CF-403,
respectivamente. Se midié6 que aproximadamente el 5 % de los productos solubles era gluconato para CF-403 en
comparaciéon con 10 % para CF-402. Los resultados demuestran que eliminar la enzima CDH1 de la mezcla de
celulasa producida por cepas derivadas de C1 mejora el rendimiento de la glucosa.
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En los experimentos de multidosis, los productos solubles totales medidos con mezclas enzimaticas de CF-402
indicaron una conversién del 90 % de celulosa en comparacion con el 95 % con mezclas enzimaticas de CF-403. La
conversion de glucosa a gluconato fue mayor para CF-402 (14 %) en comparacion con CF-403 (7 %).

EJEMPLO 8

HIDROLISIS DE PAJA DE TRIGO PRETRATADA POR UNA MEZCLA ENZIM ATICA QUE CARECE DE TANTO
CDH1 COMO CDH2

Se compar6 la capacidad de mezclas enzimaticas para sacarificar la celulosa presente en WS pretratada para
mezclas enzimaticas obtenidas de CF-401, CF-400 y CF-402 en el siguiente ensayo de hidrolisis.

Se produjeron mezclas enzimaticas derivadas de CF-400, CF-401 y CF-402 por fermentacién como se describe en
el Ejemplo 1. Las mezclas enzimaticas derivadas de CF-400, CF-401 y CF-402 se afadieron a la paja de trigo
pretratada a carga de enzima del 3,83-6 % con respecto a celulosa. La concentracion de celulosa fue 110 g/l de
beta-glucosidasa de Aspergillus niger (ANBG, Sigma) a una carga de enzima del 2 % con respecto a celulosa, se
complementé con mezclas enzimaticas de CF-400 y CF-401 ya que estas cepas carecen de actividad de beta-
glucosidasa afiadida. Se compararon los rendimientos de glucosa y gluconato para la extraccién de muestra a las
48-70 h.

Para el andlisis de glucosa, las muestras se diluyeron 1:10 usando N,SO4 10 mM y a continuacion se analizaron
usando un Agilent HPLC 1200 equipado con columna de exclusion de iones HPX-87H (300 mm x 7,8 mm) con
N2SO4 5 mM como fase mévil a una velocidad de flujo de 0,6 ml/min a 65 °C. El tiempo de retencion de la glucosa
fue 9,1 minutos. El andlisis de gluconato se llevé a cabo usando CL-EM. La EM/CL/EM usada fue un sistema de
cuadrupolo triple AP12000 (AB Sciex) equipado con Agilent 1100 HPLC e inyector automatico CTC PAL. La columna
usada fue una HYPERCARB 50 X 2,1 mm, 3 um a 80 °C de temperatura. El método de cromatografia fue una serie
isocratica de 2 minutos (95 % de A) con una velocidad de flujo de 350 puL/min. Las dos fases méviles contuvieron
1,5 % de NH4OH. La fase movil A fue acuosa y la fase B fue una disolucion 50:50 de CH3CN: IPA. La transicion de
EM/EM monitorizada para gluconato fue 194,99/161,10. Los métodos y controles analiticos para medir el gluconato y
la glucosa fueron ligeramente diferentes para CF-402. Sin embargo, los métodos y controles usados son muy
conocidos en la técnica.

Los resultados se proporcionan en la Fig. 2y en la Tabla 7-1 a continuacion.

Tabla 7.1. Conversion de Glucosa

Mezcla de encimas | Conversion Fraccional de Celulosa Disponible
Glucosa Gluconato Suma
Bgll (CF-402) 0.200 0.167 0.967
Acdh? (CF-400) 0.861 0.114 0.974
AcdhTAcdhZ (CF-401) 0.954 0.024 0.978

Los resultados de los experimentos muestran que los productos solubles totales obtenidos de las mezclas
enzimaticas derivadas de las cepas CF-400, CF-401 y CF-402 fueron similares. Sin embargo, las relaciones de
glucosa:gluconato fueron diferentes en los productos solubles producidos por las mezclas enzimaticas de las
diferentes cepas. Las mezclas enzimaticas derivadas de CF-402 produjeron aproximadamente 23 g/l de gluconato.
En comparacion, las mezclas enzimaticas derivadas de CF-400 (la delecion del gen cdhl) redujeron la produccion
de gluconato a aproximadamente 16 g/l. La mezcla enzimatica resultante de la delecion adicional del gen cdh2 en
CF-401 redujo significativamente (3,3 g/l) la produccién de gluconato. Esta reduccion en la produccion de gluconato
representé un 86 % de la reduccién en comparacion con las mezclas enzimaticas derivadas de la cepa CF-402.
Correspondientemente, el rendimiento de glucosa aumenté de 112 g/l con CF-402 a 133,6 g/l con mezclas
enzimaticas derivadas de CF-401. Los resultados demuestran que la eliminaciéon de enzimas CDH1 y CDH2 por
delecion de tanto los genes cdhl como cdh2 aumenta significativamente el rendimiento de glucosa con una
disminucion concomitante en la produccién de gluconato en la reaccién de sacarificacion.

EJEMPLO 9

HIDROLISIS ENZIMATICA DE CELULOSA

La porcion celulésica de WS pretratada se hidroliz6 segin los métodos descritos en el Ejemplo 1 usando la mezcla
enzimatica derivada de CF-402. En cada reaccién, se dejé reaccionar una dosis inicial de 30 mg/g de CF-402 con el

sustrato de WS pretratada. Después de 24 horas, se afiadio una dosis adicional de 30 mg/g de mezcla enzimatica de
CF-402 a un matraz de reaccion.
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Se muestrearon alicuotas de 1 ml periédicamente de todos estos matraces, y las concentraciones de glucosa se
determinaron usando un ensayo enzimatico acoplado como se describe en el Ejemplo 1. Por rendimiento de
glucosa, una dosis Unica de 30 mg/g de la mezcla enzimatica de CF-402 produce 69,5 % del rendimiento maximo
tedrico de glucosa (Gméx). La dosificacion de CF-402 adicional aumentd este rendimiento al 75,6 % como se
muestra en la Fig. 11.

EJEMPLO 10
CONVERSION DE GLUCOSA POR MEZCLAS ENZIMATICAS DERIVADAS DE C1

Se mezclaron cincuenta y dos mg de la mezcla enzimatica de CF-402 derivada de C1 o la mezcla enzimatica “Turbo”
de T. reesei con una disoluciéon que contenia tanto 50 % en peso/peso de glucosa como 5 % en peso/peso de
celobiosa o una disolucion que contenia 50 % en peso/peso de glucosa sola, a pH 5,0 y 60 °C durante 24 hry 48 hr.

Se produjo una especie desconocida (detectada en cromatogramas de HPLC como se describe en més detalle en el
presente documento) de una manera dependiente del tiempo en estas reacciones (Tabla 2). Las areas pico de la
especie desconocida se normalizaron al area pico de la especie desconocida en la reaccién de 24 hr de la mezcla
enzimatica de CF-402 y glucosa sola. Estos datos indican que el sustrato de celulosa insoluble, que principalmente
comprende celulosa y lignina, no necesita estar presente para la formacion de esta especie. La presencia de glucosa
sola fue suficiente para la formacion de la especie, aunque la produccion de la especie se potencié mediante la
adicién de celobiosa.

Tabla 10-1. Produccion de un compuesto desconocido por mezcla de encimas I
. area del pico del desconocido (normalizado)
[Glucosa] lwha) | [Celobiosal(wiw) | Encima
24h 4dh
Turbo 0.08 0.09
i CF-402 1.00 1.44
50%
Turbeo 0.13 0.14
2%
CF-402 1.32 1.70
EJEMPLO 11

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS DE CELULOSA USANDO HIDROLISIS CON ACIDO
CONCENTRADO

La especie desconocida observada en el Ejemplo 10 se sometié a condiciones acidas conocidas por hidrolizar
oligosacaridos para probar si representaba un oligdmero de glucosa. Un oligébmero de glucosa tal podria estar
presente tanto como un producto directo de la hidrdlisis de celulosa como de la reaccién de sintesis de los productos
directos mediante una reaccién tal como transglucosilacién. Se usé celotriosa, un trimero de beta 1-4 de glucosa,
como control positivo. Se realizé hidrélisis con acido mezclando un volumen igual de una muestra y 98 % de acido
sulfdrico. La hidrélisis con acido anul6 completamente el pico de celotriosa en un cromatograma de HPLC recogido
usando el método descrito en el presente documento (Fig. 12A), pero no alter6 significativamente el area pico de la
especie desconocida, aunque tuvo un menor efecto sobre su tiempo de retencion (Fig. 12B). Estos resultados
indican que la especie desconocida no es un oligémero de glucosa.

EJEMPLO 12
ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR) DE HIDROLIZADO LIGNOCELULOSI CO

Se us6 espectroscopia de IR para analizar el hidrolizado de reacciones con paja de trigo pretratada en el Ejemplo
11. Los hidrolizados se seleccionaron de reacciones que habian alcanzado su punto final (es decir, no se observo
formacion de glucosa adicional). El hidrolizado se aplico gota a gota al cristal de deteccion de ATR de un
espectrometro de infrarrojos Bruker Vertex 70, y se dej6é evaporar cada gota para formar una pelicula colada. No se
observé un pico a un nimero de onda de 1715 cm™ en el espectro de hidrolizado de CF-402 en el hidrolizado de
Turbo (Fig. 13). Este numero de onda esta asociado con un modo vibracional de un grupo carbonilo. Conjuntamente
con otras observaciones descritas en el presente documento de que la especie desconocida puede producirse por la
mezcla enzimatica de CF-402 a partir de glucosa sola, esto indica que la especie desconocida es una forma oxidada
de la glucosa.

EJEMPLO 13

IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE GLUCONO-LACTONA EN HIDROLIZADOS ENZIMATICOS DE
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CELULOSA

Hay tres formas de glucosa oxidada: acido glucénico formado por oxidaciéon en el carbono 1, acido glucurénico
formado por oxidacién en el carbono 6 y acido glucéarico que se oxida en los carbonos 1 y 6. El acido glucénico
existe en equilibrio dependiente del pH con su forma de lactona (gluconolactona o 1,5-gluconolactona, o D-glucono-
1,5-lactona) producida mediante esterificacion. Se realiz6 cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) para
caracterizar estos compuestos en hidrolizados enzimaticos de celulosa.

Se analizaron acido glucurénico, acido glucarico y la forma de lactona del acido glucénico por HPLC de intercambio
aniénico. El sistema de HPLC fue un sistema de cromatografia modular Dionex DX-500 que consiste en una bomba
de gradiente GP50, una valvula de muestreo de seis puertos Rheodyne (Idex), un inyector automatico AS40, un
detector electroquimico ED40 o ED50 con un electrodo de trabajo de oro y electrodo de referencia de Ag/AgCl para
la detecciébn amperométrica pulsada (PAD). La columna CarboPac™ PA1 (4 x 250 mm; Dionex) y la precolumna (4 x
50 mm) consisten en un sustrato de poliestireno/divinilbenceno de 10 um de diametro aglomerado con 580 nm de
latex funcionalizado con amonio cuaternario MicroBead (2 % de enlace cruzado; MicroBeads).

Las muestras de acido glucurénico, acido glucérico y gluconolactona se diluyeron en agua para llevarlas dentro del
intervalo de los patrones (0,003 - 0,030 g/l) y se inyectaron en un volumen de 25 uL. Las muestras se sometieron a
una separacion isocratica en una disolucion de NaOH 6 mM durante 28 minutos después de la inyeccion. Entonces
se aplico un gradiente de 6 minutos, elevando la concentracion de NaOH linealmente de 10 mM a 300 mM. A
continuacion se aplicoé un gradiente de 5 minutos, elevando la concentracion de NaOH linealmente de 300 mM a 1
M. A continuacion la columna se reequilibr6 con NaOH 6 mM antes de la siguiente serie. La integracion de picos y la
cuantificacion de patrones y desconocidos se realizé con el software CHROMELEON® (Dionex).

Se mezcld glucosa con una mezcla enzimatica secretada recogida de CF-402. Especificamente, se mezclaron
cincuenta y dos mg de la mezcla enzimatica de CF-402 con una disolucion que contenia tanto 50 % en peso/peso de
glucosa, a pH 5,0 y 60 °C durante 24 hr y 48 hr. El producto de esta reacciéon se analizé usando las condiciones de
HPLC anteriores. Un componente del producto de esta reaccién se co-eluyd con tanto &cido glucarico como
gluconolactona (Fig. 14A).

Se us6 un segundo método de HPLC para analizar el acido glucérico, la lactona de acido gluconico y el producto de
la reaccion de glucosa con la mezcla enzimatica secretada recogida de CF-402. Este método emplea una columna
lonPac®AS11-HC (4 x 250 mm; Dionex) y precolumna AG11-HC (4 x 50 mm) que consiste en un polimero de
etilvinilbenceno de 9 um de diametro reticulado con 55 % de polimero de divinilbenceno aglomerado con un latex de
amonio cuaternario de alcanol de 70 nm (6 % de enlace cruzado de latex) y una capacidad de 290 peg/columna (4 x
250 mm). El sistema de HPLC usado para este método comprendié una bomba de gradiente dual (DP) con
desgasificacion a vacio, valvulas de muestreo de seis puertos duales Rheodyne (Idex) y un inyector automatico AS
con valvula desviadora. El sistema se equipé con tanto detectores electroquimicos como de conductividad. Se
instal6 una columna trampa de aniones (ATC) en linea entre la bomba en serie y la valvula de inyeccién DC para
eliminar cualquier especie anionica en el eluyente y un dispositivo de eliminacion de carbonato que se instalé entre
el supresor quimico y el detector de conductividad para eliminar parcialmente cualquier carbonato en la fase movil.

Las muestras de acido glucarico, lactona de acido glucénico y el producto de la reaccién de glucosa con la mezcla
enzimatica secretada recogida de CF-402 se diluyeron en agua para llevarlas dentro de intervalo de los patrones
(0,003 - 0,030 g/l) y se inyectaron en un volumen de 25 pL. Las muestras se sometieron a una separacion isocratica
en una disolucién de NaOH 1 mM durante 6 minutos después de la inyeccién. A continuacion se aplicé un gradiente
de seis minutos, elevando la concentracion de NaOH linealmente de 1 mM a 60 mM. La columna se limpi6é
posteriormente con una etapa de NaOH 1 M corta antes del re-equilibrio en NaOH 1 mM. La integracién de picos y la
cuantificacion de patrones y desconocidos se realiz6 con el softwvare CHROMELEON® (Dionex).

Usando este segundo método de HPLC, la gluconolactona, pero no el acido glucérico, co-eluye con un componente
del producto de la reaccién de glucosa con la mezcla enzimatica secretada recogida de CF-402 (Fig. 14B). Por tanto,
la especie desconocida es gluconolactona, que se produce por la accién de una o mas enzimas dentro del sistema
de enzimas de C-1.

EJEMPLO 14

DISMINUCION EN EL RENDIMIENTO DE GLUCOSA DE LA HIDROLISIS DE CELULOSA EN PRESENCIA DE
OXIDORREDUCTASAS

Se pretraté paja de trigo y se lavd como se describe en el Ejemplo 1. La celulosa en este material pretratado se
hidrolizé por 30 mg de celulasa Turbo de T. reesei por gramo de celulosa. La reaccion se realizé a 50 °C y pH 5,0,
con 250 rpm de agitacion orbital.

Se afiadieron enzimas del grupo E.C. 1 de enzimas, las oxidorreductasas, al hidrolizado de esta reaccién en
reacciones separadas. Se probaron glucosa oxidasa de Aspergillus niger (E.C. 1.1.3.4), piranosa oxidasa de
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Coriolus sp. (E.C. 10.1.3.10) y glucosa deshidrogenasa de Pseudomonas sp. (10.1.1.47), todas compradas de
Sigma-Aldrich. Las reacciones enzimaticas se llevaron a cabo durante 72 h al 6ptimo de pH y temperatura de cada
enzima: pH 8,0 y 37 °C para glucosa oxidasa y glucosa deshidrogenasa; pH 7,0 y 37 °C para piranosa oxidasa. Para
la glucosa deshidrogenasa se afiadidé un suplemento de un equivalente (con respecto a glucosa) de beta-
nicotinamida adenina dinucleétido hidratado (Sigma) a la mezcla de reaccién. Las enzimas se dosificaron a 0,45 mg
por gramo de celulosa de partida. Esta dosis se corresponde con 1,5 % de la dosis completa de 30 mg/g, simulando
la presencia de una enzima oxidativa de baja abundancia en un sistema de enzimas mixto. Las concentraciones de
glucosa se determinaron en cada matraz de reaccién y en controles no de enzima por HPLC (Dionex ICS5000 con
una columna CarboPac” PA1, 4 x 250 mm (Dionex), con un eluyente de 6 % de NaOH 200 mM en ddH.O
desgasificada, tiempo de ejecucion de 25 minutos a una tasa de 1,5 ml/min en la que el tiempo de retencion de
glucosa es 11,2 minutos) para determinar la pérdida de rendimiento de glucosa. Se determinaron los valores de p a
partir de una estadistica de la t calculada para el caso de tamafios de muestra desiguales y varianzas iguales; hubo
de dos a cuatro matraces de enzima mas y una a dos sin enzima.

 Tabla 14-1. Perdida del rendimiento de glucosa debido a la accion
enzimatica de Oxidoreductasas
; Perdida del rendimiento
Encima de glucosa Valor- P

Glucosa oxidaza 4.38% <0.01

Piranosa oxidaza 3.81% <0.01

Glucosa deshidrogenasa 2.27% =0.05

Estos datos indican que puede producirse una disminucion significativa en el rendimiento de glucosa por
oxidorreductasas presentes en abundancia muy baja en un sistema enzimatico celulolitico. La eliminacién o
reduccion de estas actividades enzimaticas mediante cualquier medio produciria, por tanto, recuperacién de glucosa
mejorada.

EJEMPLO 15
SACARIFICACION DE FORRAJE DE MAIZ PRETRATADO CON ACIDO

En este ejemplo se describen experimentos realizados usando CF-404 sobre forraje de maiz pretratado con acido.
En estos experimentos se afiadié 0,81 % al 6 % de CF-404 (con respecto a la concentracion de glucano) a una
mezcla de agua y forraje de maiz pretratado (NREL) (90 g/kg de glucano) a una concentracion de celulosa de 9 % y
pH 5. La mezcla se incubd a 55 °C, con agitacion durante 73 horas. Durante esta incubacion se tomaron muestras
periédicamente y la concentracion de azucar se determiné usando HPLC, usando métodos conocidos en la técnica.
Se encontré que la celulosa y el xilano residual se habian convertido a sus azlicares monoméricos con alto
rendimiento.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula fingica de Myceliophthora thermophila que ha sido genéticamente modificada para reducir la cantidad
de actividad enzimatica oxidante de celobiosa enddgena de dos o mas enzimas oxidantes de celobiosa endégena
gue se producen por la célula flngica, en la que la célula fingica ha sido genéticamente modificada para delecionar
al menos parcialmente los genes que codifican las dos 0 mas enzimas oxidantes de celobiosa enddgena, en la que
la primera de las dos o mas enzimas oxidantes de celobiosa comprende una secuencia de aminoacidos que es al
menos aproximadamente el 90 % idéntica a SEQ ID NO: 6, y en la que la segunda de las dos 0 mas enzimas
oxidantes de celobiosa comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90 % idéntica a SEQ ID NO:
8.

2. La célula fngica de la reivindicacion 1, en la que la célula fungica ha sido genéticamente modificada para reducir
la cantidad de celobiosa deshidrogenasa enddgena que se produce por la célula fingica y para aumentar la
produccién de al menos una enzima hidrolizante de sacéarido.

3. La célula fungica de la reivindicaciéon 2, en la que la al menos una enzima hidrolizante de sacarido esta
seleccionada de endoglucanasa, celobiohidrolasa, beta-glucosidasa, endoxilanasa, beta-xilosidasa,
arabinofuranosidasa, alfa-glucuronidasa, acetilxilano esterasa, feruloil esterasa y alfa-glucuronil esterasa.

4. La célula fangica de la reivindicacion 2 o 3, en la que la al menos una enzima hidrolizante de sacarido es: (i)
enddgena a la célula fungica y/o (ii) se expresa en exceso por la célula fangica.

5. La célula fungica de la reivindicacién 4, en la que la enzima hidrolizante de sacarido expresada en exceso por la
célula fungica es beta-glucosidasa.

6. Un método de generacion de celobiosa y/o glucosa que comprende poner en contacto celulosa con una mezcla
enzimatica que comprende dos o mas enzimas hidrolizantes de celulosa, en el que la mezcla enzimatica se produce
por la célula fingica de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, y en el que la mezcla enzimatica comprende una
glucosido hidrolasa 61 (GH61), una celobiohidrolasa tipo 2b (CBH2b), una celobiohidrolasa tipo 1 (CBH1), una beta-
glucosidasa (Bgl) y al menos una endoglucanasa (EG).

7. El método de cualquiera de la reivindicacion 6, en el que la celulosa comprende lignocelulosa pretratada.
8. El método de la reivindicacién 7, en el que la lignocelulosa pretratada comprende lignocelulosa tratada por un
método de tratamiento seleccionado de pretratamiento con acido, pretratamiento con amonio, explosiéon por vapor

y/o extraccion con disolvente orgéanico.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que la mezcla enzimatica es una mezcla libre de
células.

10. El método de cualquier de las reivindicaciones 6-9, que comprende ademas fermentacion de la glucosa a un
producto final.

11. El método de la reivindicacion 10, en el que el producto final es un alcohol combustible o un producto quimico
industrial de precursor, y en el que el alcohol combustible es opcionalmente etanol o butanol.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 10-11, en el que dicho proceso para producir celobiosa y/o
glucosa a partir de celulosa y dicha fermentacién se realizan en un proceso de sacarificacion y fermentacion (SSF)
simultaneo.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-12, en el que el método es un proceso discontinuo, de lotes
alimentados o continuo, o una combinacién de procesos discontinuos, continuos y/o de lotes alimentados realizados
en cualquier orden.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-13, en el que el método se realiza en un volumen de reaccion
de: a) al menos 10.000 litros o b) al menos 100.000 litros.

15. La célula fungica de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o el método de cualquiera de las reivindicaciones 6-
14, que comprende ademas una enzima que degrada celulosa que es heteréloga a la célula fungica.

16. Un medio de fermentacién que comprende la célula fingica de cualquiera de las reivindicaciones 1-5.
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Fig. 3
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A A A T O T T O GO O T G O B L G ACT O TELGG T TESOT TR OAG AACAACOOROCHGTASS
A A G A T R AT T A T AL A G TGS T TN G AR AT TO T UG CAGA T AAG DT VAT TT
T G T T TN G N O AT G OO AL AT AGAC GO LAA BGAS T TRAT LG TANT THAAATE DG OAR B AMISAT AL
T T G G T O T e G O GA T AL AR TGO T LU T AT OO O GaS S T RGN RACBARGAAGHITOTA
A T T T T G A T A T B G A TR G AT G T R C A ARG S AR TCADGCAGRT TN T L TOTG
AR AL AT TG OT CATO T T AGGT GLOAGASCT GUC T OOAS TRAA TOMA ARG ELDAC GERECGEE TEOCTIER
AT A GG TE T TOAT O CaG O T GOAT COAGRCAT TOBCIRACTOCARIAA ISR ACCTRECLDEACGAGA TIAGSG
P A A A AR GOGA T B AT AT OT GG EETERCOMIC T CAAL T UG OALG OO AGCOUETOOT ACADC O AG TGN G
A AR A CAAGA G T CAGGA A TR A S N SO AL AGAL G T TG TEET SOGT TOOCCME TONGACGGGES
G T A T A T T T A G O TS G T S AT CC O O AN A A ASC T DAG DR AGGE N B AN AGT
T G AP AR RO T T TR SO S A OO A AN A SR EANG CAL T I OB COCAAG THENTORAGGAOOACEALSTY
A T A T G S B T LT TGO AR AG AT LT BaS T TR TUCAMI GRS ATOO T TERRGAG AT ARG ANICANG R TOG
T T T T R B R G T A 3 T A T O G O T B T TUAN S O TAC T GO T OGAN TR ST R I Y G
T A T TN AN A A A A AT SO AL O A T A A GRS OO TR T AOS DATCOOGUGCAS COM BITRNO IO AL
A AR CEETACT A AA A AR O T T AT Lo T O SO A AL G O TR GG COENGEC TOEACSTRGR TUADGGED
A T A A e A A A A A A T L T O AT B ST T oA T O TGOS GL SR BARIGCARCERIRLELTES
A A T T R A G A A A R A A T Y A A T TG T A AR T ORG T D AAG GG T AT GO RN AREGE
A AT A G O T A T A T e s O A O T A A A G C AT G T OO AT AL ARE T TACSA GG
T T T G T A G T T T AR T A A AT T S T G ARG GG T AT COG TCE R AAC AT AGLTHRARSTT
AT EO AU TOREAA AR A GO A T A T oA O T LA T O T GEATC ARG PRI TH TGN O ATRATUTGRATEA
u‘mmrr.'m::.-1.r}r::3ﬁmc'|'Gmmrmm{mnmﬁﬂmrmmmﬁm:mwmme;aamm?cccﬂm;m
THACAAGEACAEITACCTCAADT GO AGEEECATOOTOACCUARGCOGOTCCUAACATI GRACOTATETIET RGAAGAEA
A T B A AT T B P LA U oA T AT S GG T AT CEA G EaUAGIC T BLE T GRCATOAAT R0 ARIAT
T A A TG A T T A T GO TG A L T S GG AT GACATL A GO TE OO TRASAASTETOETRT
COGACETALDOT ACOTEAROGACT OO A AN A RACROANBOLATEATOCACICOD ATDATC AR CAG AL AR OCTC AR AL
BPOGCCAATSTRACOT AT VOO AL T OB ACDAT D ACRCOG LG COARTACET TEACAICATORYEOTC IO COURABC AL
T G ARG AL T B A TS A AL CARC A AR AT GO GUAL CEAG GACA NG ARG AR TENGIOLETONTCEAnCT S
A A T Y A B A I A A A T TOG TCA T O ASAC D TO R TOT TOOC RGN TGO A TACCAR CLODAD GTHG
A T T D D T A s A L G T D B A T O TS GO TGO OO BACC TOAN GO O T OO OARG YA G G AGT
B GG LG A AT A AG T T T O O GO A ST GAC GT GO AG AT GUANAR CEAGTRO TADTSRE AL TG
CTTGETGA

A secuencia (SHQ I N

WRTS S RAAAARLL P Snl AN AR T TRP OB G TENTWGLAZ DS POTRGAF TF GVALPSOALT TEARE S AL GARNDESEWOG
VELGAF RN S L AW RE DY et BE AT AMP VY DGDAE T OV S RSVNS T HRFSLFROENCLOWSOSRATRONG TBREVLYLG
VN AL O T OO L CHENG MO AL OAASPEY TREWA AN TR TV T O ROaGR TETEWWONESTGVERIVIVOOGA
S A A DR SE A G VL ISR AT ANT GO TGRS EGHOL TRF DV LCNG WY DEK GIACEB TEOMAGDYLGEETAVKAG NS
Y LY PG R KD P AN AL BRI O T S AP T OO A Y GO B ROV SHOLAGRGW TEV T ANNAPIKENETFSHAFFAF AL
R G L YR T RS P AN T MR O G G TR Y EVE FERD GO GRIPYTRYT GRVILS AR TRGSARIL LS RICEN GO

S AAS B DOP TAEONE SR BV GVNE DG LR T TV IS HPOAVEYDRYE A DN M S BR RV NSR TR ADARRRE PR

AR R A T AR AL AP R T R Y LA A Y B GR M T T PR TY VR IR YL KD PNORE N GNG CNAE MN VAL T
P T P R S A B P SN PR G W TGO T G ARG S S N R Y A TN P DASIF POV TINFTRYIV TASEHASARL,
ALPOL TRYPKYGACOGAEW BEEFVOADGETCOMONER YEO0L!
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Fig. 4
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ATAAMGGTACTRAGTGAGET T ROBE0GACOAOO TAREAUEAGU TS AGTOCARTAATI TR AR CCAGATEASL GAGG
GEALCTALATCEATSARGLTALCAGTATCCAAT TCARGACE TRAAD LG DRGARG RGO T TG ARG TT TQGOT THALD
CTECOCA0EIACACGCT BEAAANGERA TR DAL GO AL AT T AT GO RO TYC COARTCAC COATCOCR NG TRa0a0AT
ST UL T A T LT LA COA R R A DA T A R CAG B ACI G T B TGE T LR OO TRERUCARDEADGATAGIUTG
LACALGYCHT FOUG O TACGLCACCAR T TACAD BT COOM 00O TOT ATACGEGCEACGULAAGCT AL CUAGAT GGG TN TG
A TCAG AR A D TTCOARG TG T TOO G TEOGAAA AL TR T TOT U T GAGALCAAGAT BENANCAARGROALET T
COAGCANCAACG GO AR O TR E TOL TG Ua OGO OUR LS A RS EA TER T P GALGGRCOCOACA T O COBBACANGGELO
A T BT | TGO T AT ARG T T OGGACAS T GORG TG Ooa a0 T ARG e T EL T ALT P oS UACT UG T ACGAGEAGTRGEGT
ARG TGRS RALGACIAC SO DRAGAD AL DTG0 EA TGRS AGTRRSOCCE ARG AT ARG TROHT TEIERC THLOGARHADR
ST ATGAT TAGATCGT TGO GG GLOA GUECNRE T T AT DAL T LoD DA AAED TEARC GARGLTREUC AT ANRETONTT
AT A A GG AL O LA LG TR T G AA O R A AT A AL REAGTREC T OGARAGRADC EACCTTACSG
T T OGRS T O GG G O CANC CAGA T C TR ER IO AT T TRCC GOCAT B O TERACCBATACEALCAGRTERTAGH
CTAGET TGP CaGOaTGRGAC UL TETCAMBLT BET TTETGETGEMGLIOCALL GOETTEAC TERGATEAGAAL T TC BOOG
AAGGGTEEAMSTOGAGLEATO TOGOGAT GG ASC ARG LG TET UT T OAARDECATOUCCAN SACOTORC ACBC O TLACARIGA
SO TR TACCBOCAGGAGEGLT TCRAGET CAT CAG CAAGUE CO TR BC SARDGOUEGE TRGAMIGASAT CAGTRCLAAD
HAGBLGLICAGUEAGAARAADCATATATGCAGACA DG RAG TTOAT BTN TLEEGEAH T BAGGOTEAAGLOCCLTHGEAA
AL TGO T GG TE OO AR E AR AN T T T LA A O B PG G AATACT GUOE TR O EAGGANOA T LOBCARCEGOAS
ARG T A e T LA T A T S A A S T O T A O SR ACCE A ACO TOAAT BRGSO CONTROTETS
AT T G A TT T oA T O OO AR T B T SO T T oA G C e T AT G T O T BAGRAC T AGCTOEAGAT TRTEEE
AT CGAAGRADEGCEAGAGTT T CACTUOOA AR ACAG THGATCARDOTOU LU TOREOUAN AAGC TAATO R ALCATCTOA
A A AT CA N AT G A AR AT R T T T F T AT A T TOTATROGGOUTRIGACSANCOCATOANGGAGGATAAGA
AZACOTAGOTEAALTICCRATLOAGCATTOTOROCOARG O GROGBLCCAATATIRGC AT TR TGATOTGGEOATOANBT DROHLCTE
T A AT DAL Gl AR T T AR TG A TR GTO T TRAGG R ACARC T GUAAGALU AR THEAD UL AUNOOA T GAG
LT CAGOCATT AT A GOOE R OE TR TCN GO RO a0 AT HONCATCACS TOCOOGUTOABN AGHACGG TEEOCGA
BOALUOETATITEIAC AACAACHGOEACO T B ARO BE TCAT D ARG AT SO AR DO TR E TG AN GO T O AR U AGIETT
GOOGACOT IeAG ARG TAl T N Catoal oo ALEEALGS T ARCUGAC T AL TOARDABCOTEATCOTUTUECOBRNT ARG
GLOGIGLCARGUA G GUATEGOUACGEOCAM O T OO B AT GATRALOG O LR LE0aGIASTITURG TOUTOGARDT o
ALAGUAREIT O A CACHACARC TG T IO ST DG T LA ST RCET T TOCO A G CATATC AL BEHO AL DOTORNCS
ATRATCOTOATOOTEGOOGAGCAGGLERIGOARCEIATOUTGRECOTROGHETETT A4

&4 secuencia (G50 10 H00)

B LAY G AT AL A TL L0 A D TE G T T ATGICT KW TASEGAPF TRGLTL P ADALEKDA TEYIGL LACOIT LR AR PSICRIS
GG O T L LY AN A O VY TSR Y A TG Y TE PG Y T GLARL T S S SV S E DB BN PSR DG TR G S TSMENL L

B A Y T A Y L AR G M P B S A B A Y B S A LA T Y TR T TG T AR SV PAPE DT YO IV v OALAGE!
AR S A Y L R PP T U N T R E L B S T AR D P L S DS A AT T TR M A L B GRT AV NAGLIN P
A R SN PR R S DL AR T E R PR PG T SR S O Y e e VB AN AR SANEAP SEINHT Y AR TEF R S5 0E
BOUGPLATYLABARE A SNF LY LT AV R AYR GV TRV ELECL TR SR SO T YHLNEGGEYF SAGAFGEARLLARSAIGREDOLER
A O E T P TR W R PG HNL D R TOL T MR DY DR Y AN DR T E DR EAYLNSHRGILAGAAPNIG P DOV TP R
GF AT CHVEG DS B TS THART LS Oy GRS A ARG T S 57 VAR Y LHNNGDLEAVIGE A VDAL BV ADLEWY LT

BT A NG I SR R AR A T AR L T DG R G G T T DTy e T D PV IR SV P O AT SNP S AR AE A CRILA
LR
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Fig.5
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G T S OO AT O TE T T T T UG T TR G AGOE AGCARGCATIN U AGRTODONATRONARBLGERGA
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A O TT TCCAG LA AT LD T T T AT TG AT AT GRAGALETOOAC TALGUOCDRENEAA DT FORATO CRUOEALTGAT
FRGAT A ACTT CAGCO T GA TGN DG O T R ST Y TOAS T TG TOC O AAL D OAG AOAT GACARA D ALIA A AGIXTT T
TG ARG AGCOA LG TR TR T GOAAGAS T GOOETGARCGGOATST T T TRAGCHCHCAT CULELIACEALTACBATGL
G COATCEoE O TG E N GaGTCHARET ToEAACART COAGCUACAAGT GHGALTEREAGERATT G TT OO T T IOV TOGARAM
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AR AT G A AR AT AT O GE IO U AN TEGO OLBALCAGL OO TACT TAACAGR CATOGOARGAGATRGOALTUA
AT AL S AN LGSt Sn G AGAR B AT Y D B TEAGT F RO OODTTOREASCACDO TR TOA AL GANNA
S A OGO G T GEG AT T A A PO TGO TSN GG O BAGL AN TAEAL OO CE T TOARCALCAGET TET A
AT A T OO AR SO A A AL OO RO T A T O A A O AU GHTO SO T GO ACAACCAGITRT T DAALA T A0
AT A G AR T T A T GG OGS L0 TETOCACAOT COBACEETSOTT CARGAOARC RRCATORONCCRALATIR
T TG AT A CAn R AT O A TGACEL T TRACL TH S GREUG T SN G U0 ARSI TONAGRAL GACT BURETOUGLGGH
TR TEEAMITACALGAA GO C TACACGRGU T TO T TLNECT OO TRREAGATER TEAACARDGUGALCT N ARAGLUGAR
GUCATC A OGO T CEAC A TOCCaEC GG o GRECLITACALRC TONCOGARAGG I A AN GCCATST TCET AT GRS
CALACITASGSCOGACTAURELRLCATCANCOOAMATATE D GG COATBOTRECCOASSOARC CEDEEO CT GETATCTORLG
FUGGATETCLEGAT AT IO BEEEA T GETRGOURENT AUGARGLOCAGTT ONT O T GUT DG HOEAGIT RO TEEATAMGIGE
AGEEUCCARGCTGAAGANGUCHTARCEACGARDEAGBOETORUA R S TORET G TRGCU FOCYGUTROALGION
T A S ARG TR CERG TUAA LG TC AL A SOa TSI AGC U CA TR TLRACTACTGLTOCGR GTOCARCC R AT
GACA TG A L T G A LD S ACHTECGCT TON T ROE OGRS TRUTHRACACECOCACUATROA BELCOGLGBASDACTD
GAGACEEGGTUOOACT CRUCET GROIGACANUGRIGAGELEATEACHARTALG TRCO O Y DUGAIRGUALACTOTROT D
ATECACGOE TR TECACA B0 CASATGOTEC O CAARGACCRGELGGRL O LU TRRERLCHEACCT OAMEGTBNALAAGE 00
SASGGOLT AASEE T ETAS AT GAGCETGATUCEL AT THOGAGGABNESARTTRARCACLACTROTTATGUOBTG RLG
RN AT R T CATCCAGIAG TOGATOBAC ARREAGCAGTRA

M sectencia(SEQ 10 MO

EAGFLAATL VAT ALLAS R AP R AR SO B DY DR VIV O TS TV ADBL TEAFEANVLVIE VG APETFOP PTG
P P S R N L I AT T A R R ARG DR AG R DY A T AV GO B LS S N R PPT PGS TFTE
PP D Y T L AN G BT P Y S8 P LV AT L LN AR GRS Y TEC AR GRS GV O VPAROHP Y AR RRAGLAHY
ADYLPRARYDLEVOHOV RV FPUGPSHGPRLVEAASLATINHL FHY TVHGE VHE AGAL HTHT VLGRS IGRASFL DDASIPYTLEA PG
A W T Y T PP PSS NN AT FRA R AT DE VP ARG Y TLARGNNA IR SLPH TADVEATT AN ARV ADD
AL AT T TR A B E ARV LADLL NP EAS GLE P TSR APOTSRVLAF L AP BRES VLML BDFLAGPY LI ASGINP
NOHO, HE AR RRL A IR T MORRGRALE APV ADSDE ALGE YW RBHETLSFMEP OO T AR PE DRSSPI KV EHGARGELRY
AR VRPLL B G ARL AT AYAVOEAADHCEWMIAED"
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Fip.b

(M, thermophila -~ GOZ)

Becuencia del Mucksatide [SE0 1 #0:0

ATGGARS T GO T aRATO T o CUT O ERGa e TG T T TECOGAT PARTAT TAT T UGG CaT TORAG COGRLCALLOTADLAGS
AT CUAT IACONEOTLOALGAT TLT FAACHEAGCOMAT GRCCT Y CT TLCAGAGT ATAALT AD AT CATCATOGE G EECABOAC
YOG ATIEACT AT S LU R ACARATT AL GEAG AN AGA AL OCA AT THGOOESTETCCOOYCOCALDETGAR CLEC OO
BA T OO T CA O T T T AT T T aT T TG T T I TR AR ABARGCAT ITICCAGAACTO L AGGT AT HACLAGDATTIO NG
GEGAAGLAGAEECGTCT TOEAT COAAGT O GAGE TTOR GAT LARGT GHG TFSCINAABE TRGG TARAGAAGCAEAGEAT TGS
T T AT T A T ST G GGG T L LG LE TOARC R G A T CARGTU LI CLB T REAAAA G AGA AT AL TATGADT
BT B AT OO TAC T T R Lo AA AT ST S AC TG AD T T BEAAAGET O CO TR BT AT TPOARIAASE A THBAAT TYCOATD
S A GO AG A A T A T O AT TR AT CANG T A G AR O CAG O TACTE RGO AL AT TOTOARE T GOACTTATCY
TG AT T T TR GETR O TOAART TEGAGATE R O TGO T T BT GADAT COUTRGRGETOEAATATCIEGGOAAGTOT
GO TOTEGOEAGATCOGOGCATATTEGIACCDASGE TCOE TTEAC CUAG G ALAETCOTHNGOT UL T TCGOTOREICHE0EG
ATEGEGACARASATTHAGOCEGLACOTCLOANT TASCACACEO TEACCEGEEAACCOOTATTEARCRTOGOAT TIRATRGLANTD
EAFAACAMICGT O TU OO T BUOEEREAATAOARDEEAT CARAS AT TRCASGTOCET GANGBLUANSANEEAGATIET
CREGELCAUCEACE DOAT FOACALGUODUAAATO ALAGGUAAEIEEAS T AMCACO CARBEAGG T ICTCAARG AAEIAGGC
GTECCOLT B IO T TRACOCTOCGEATOTCANCARCAATT TLOAASACCASCOET ATETA TOCT CUCACUTT CARTITYACY
AT OO TGO C OO GEA G TTOT AL GA SR T CA T TG T GAMG CATADT T T T AT EOOBAGAOTCAGGOCOAAT T TRAARAGGAL
AL A DL T LA GR O AT B EUTA T LG AGC SO0 GO TN N AGA TEAT THOCOOARATT OO TEEAAGGA
CAFOSCTARRCEATASGALT COOAANC L DAGDC B UD AL TN DE G R AT TR A AL G TUA Y OAGRGA TATAGS
GLACARCAGRAAGCATTAGCEAGAT OCAT GAGEASDAACOAATOR BTAATETATAACT IO TG TEARRRGOOAOTAEAALA
BTG T AT AT NG LA G A AC D AG L OG T GE AR T TG AT A A EAT S CGAC COOT LT IO TOG OO GGOCRAGET
GOAGTACARGGCACTGABCAACCOT AOLE AT GOAGN TCU TRGTOGART TOAGTCCO T TEACDLGCARNT ALT TG T THREAGAL
GAGGTTOAR TIOOT COACUCHET COABCTET O SLCGE T AACAT LACGRLECOCHCCEACATIOAGBUCTEGLT TEE
A T A T O T GO T oA T CA T GG A DO AT Y T O Y AGGO A T LG T T ATOATAGACAAD AR
GO TOTEGTA ACGEAG T O AASIT T TEART G IOR I HAACHCUAGDRE TEA T GUOORAG T GOCGRGEY GATACASOCAB A
CRTOTATGOT AT TECTRALAMIGLCECOGATOTOAT TARBAGDAG RGO 164

M3 SECUBNCIE (ST A0 MO

MELLAY S LA AL SPLILE G A AP TARBEARE TILDOADGLLFEY DG B AT SGL TVAD BL TEMNAKFHF SRS PLPTORARBSE SR
BV VLERGIF NGBS Y T TSRO ERGE FIPEL TN NS VPRGN AY B L G S N OV LG ORE D YO W EEY P GPN DY

A LY P AW P HP P R R E LY S v D PG Y W AN T B A B S T TR PV S L AP GDIPGVE Y PP R ASLE TRAYWHPARY

DRATV REF AR AW DM A AR P N Y H T L T A R O AP DR AT BV P YPANATRHE TARS U GEIVL ARG AT POIL DRSSP

B R A TN P A A GG N I Y W AR TE N TR P EHP O Y DAL NG FIA EAQAE EMDRTORET A G Y COBW L P LOIEAP NS
WL AR Y E S0P AR LPAGT DR TVIE Y ALK L AR SRER LS AR Y P FL RBG Y FE SV YLHPTERGT VRINRSDPFT SPPEYT
YR SR T SV BT BT RRYF LE TR S L O VEL PG AN TAPADE AN RSP SO HPE T ARME PR LA GWWRENLUYEVE

GLEVVRASAP DLF GBY TR0 Y ARAE HAADLIKERA'
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Fig. 7

{Aspesgifius orygas -~ Piranosa Oxidasa;

Secuencis dal Nucledtido (S5 i B0,

AT A T A T A A T A Y T AT T A T O AEAGA T TCARAT ACDATASATY AT PR PO TAATTRAGEE
A T ARG T T T A G A T AN AT SO T GG T CHECCC AT CRROOUTACOTATGOCAAGAT TCT AGUTGANGLONE

A A T T A T T A G A A A A A A AT A AT T O GO AGAC AT AAGAA TEC TR AR T ACTAGS
AT AT CGA T RO T T A TE T AL T A A T AR L AG O T CARGAA T T A A T TR AGTETATTTO TR TAALT T FOEATET 80
TN T T AGGEAMG TOTAG AT AC AL TO T 0T ACCOADCARCARARCEGOUE T COT ACRCTEGOT DOGATLTOOTONOAMG

A S AR T T T AATGGA A BAAT OO O TAR AT Lo ARG T AAACS TR A TR AAT S T THRUACGTAATGT 3G
BTG T A A TG AS T T A T GUaA ST SOOI EA D AR AR A A AR T T ARSI AGUGATATAT TOAR TRRTRACGAAT
AT AGGUTETACAL GG AGGOAGASSAHT TG A TCAGAS AR AABATT AT GUTIAATEACTURAT OLEECARBAAT TRETE

AR T T A A TG A AL A Ga AN OATCARDO GAATACTACCT TTOOUTBOASATIACGAA TG OGARTATEAGETA

GA A T T AT e O E T CAAC T A TS T TR A SO EATE AR TE TAAGA MIAAAT TTACAL T ATGECO CRANC A ACTETRAR
A AT T A A T A A R A DA A T A S A G G T LA AR S TATAAT UG AR AL TGO ACAGA T AAAUT GATTATA

A A A TAT T T AT T T GO GGl O T AT AT T AR LGRSO AT T TTOAS TY CRRGIN TOSTROOGBATARAL

A A G A T O A AN AR T A A T T AR GAEACE A ARG (ORI TOCACCEEATASTUT QEAGUATCTT
A T T O T O T A GG T AT S T RACAGAG ARG CAT B TS T TG OOAAA T TLT ICT G ARAAMACAAT G AT THASHCED
PR AN A LA AR AR ADOCY AT CAMASOOATOROE TGAMMO BCAAAALG THRR ACAAGCTRAABGAAMEGU THEANIRAR

A T A AA AT A TG A ARG T A T AU A T OO T oSO T T GATAAT T TRAAC GO TLARGI TADTOTACLIY TGS
AT ATCACCAT COETOOCAT ACCL AT CLATDGOGATOC T TTET OO TATG BLACAGRLAC COCOREURAT IGAT AAGLOOALCA
T A L T G T Y L A T A A A A TA P A TR AN TR ARG A ATOAGGRATROET MG
BUATHOCCOAGCOCARGTTEOGUTAGAAGCT GARL G ATSAGEATORE ARACEOTOECATCAGATOATEAANMEAT ATGRARGAT

G TG TG T s GO T AL O T oA E A T O A T LA T TO T AL TO O TRA OO T TEOAC TEOALGT CTE TEETAL

CACT AMRMIGTCARAL BARR ARG AAGAG TOTRASOC I EATCOOARAGAG AL SO TR GUEA TR ARAAT T DCARBATOT AR

T T A A T T A T A TR T T A AA T T AT O S T T A AT A ST O CAAS SO TATC T FOALAS CAATGTROTING

COATOAS AAGCECEAMGAGTATOOT TRARGGGANTTIOITAG

A secuenciafREG M0 MO

A T S G R TR R SN T TSP WL AN SR T TS T RO RGP A TY AR L ARGV MYE T TR BRI AR EH M AN YOG
APYHYIRES B T E DL TR LSO S Y TR P MR P TLAP SN AM G I NGUNE RO AL DARG AN TR T
A PRV PSP SO B DL Y KA B LB T SR TV MDD SR LB L NOEY O RS AR PLPLARKENGHT AY TWSSSS TILOA
M T PR VRS TN PO THAIRHL AT LT VARV LAC GRFIL RO LENBSF Y P TIRELR RT0IPLEDDERGIPY
PR TR R P AL G TR O R ETR A AN PR Y G ROV E LR EG W R EHY G E MR NP PTPFUD LG
T L LY A T AR Y AP AR T D LR P PG T PR WM Y TR E TR DAY LRI TR Y RLNDE DR BRI SHGSR D
R AACAL GG YL PGS PP AP GLAL N O I AR E B P LR E T RO R M SR N W R0 P IR AN NP LT AR DA
EAELEEMNS
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Fig. 8

{dotamorung siricfurn - Glucoeligosacarida Oxidasa)

Secuencis del MucledtidoSER I 141:11]

AT G T aRA AT A A G C A B O AN S S L CAG Y SR T AR T CATO RATOUA RAAGLA DA DT IAAT
CRACGCC TG TCT LA oo CGCCOACG TLEAG TTCCACTAGEAAGAC TCTEAARS DT OGEACATROACRCADAGCOTTEAAL
CT G TOEAUTACEAC A ST UCAT TRCCAT AT SOOI A GARRA TA TGS TRCTRL TRTOC AR GEBRTL Y TGAT
SOTEATATERAG AT UG CAAG BET R O TOAGAGT TATGGET T T TR R T T CRE TR TRASSA TERTOATETTATETTS
G AT O TAT G T AT TR G E T VAT GAT AN T AAT TR DA TATTEAGGGOEETGOT O T O T PRAATACAL THRTT
AT A GO T O T A CAGG T A TR oA T T T ACGG TACT TR SO T O R TCOaTATIRE0 MG TCACOTOOTORANG0
TRAT TAC G T OGO ARG AT A DA AT L A G TR AL T GG TGAT GGG LOAL G T A TTDTCR O TRATSUOTCOAT
LA T T A A G EAGAA GO EAT U O T G T GESS IO T SO OGCEET GETY TCHCGAT G TOTGUGAG
T EAE TOAACALCTTCRAGOOOCC oG AGATE AT ACCALTTACCAGETCALCACACCT LA CRBAASUAGCASTT TGCT
AT AAEEOTE T DOAGG AT AT CARA AL AL A TOL OO AGGRAGDT SAGLATR CATOTTORAGAT DAA0GO0A ACRITIT
AT ARG VA ALY T TG A AU AAG AT T AARAARAT T T DARDO TA TOAT GAAAMGECERETGEIALETS
ACCAT T ICCARGE T COT T CAGACCGATT GO TATCROCADAT CAACACCTACCTCT ACCGT GO Y GACT TEARCATCAGITACARS
A AT oA G AT AT T TAC GO DAL AGCTTERACCOCT CRCCATCTL TR CGACHARIDOATCCAAGCOT T CATORALTAT
AT A AR T O T O P A G O B G A T BETERAT T CAATGGEAN T FOA GGG OGRCAAR A AGTO TG OOET A
COOET CTCO AL GEAL G AAR R T AL A G A A T Y RO T T GECAD T YO TAC BAUAGCATO TATIRACT ALG
A AR AR T OO TACC R EAG AL CE TR EAS T TCATE D AGOGO T TNETOROTACCATOE ARG AC IO oD GaAd
GACAGGAAGRGCAAG T AGT TLAACTALGL I AL AT ANGCTT RO ARG CAGGAGRORL ARAACTTGTACTEREACGGE CARLCT
TEAGAAGTTECAOGC T AT AAGELCAAG T ACCA TOO T A ATE TET T TS AV TATE YOG T TRAGOOCAT TGO TAG

i SECUBNTIS (D i M0 2

A QR L TAALSLAGYOASWIGK RNSINACL AR AV E FHEE DS RGO DG T AFRL AVDY LR AALA PR TEDIAAAVD GG DAY (G
ARG GEYAREIRDOHL MLEL AMY AVSY DORMYATIGEAARLGY TALELL DOGNRALERG TUPAV YOV LEGEYERATH
TG LD A LA AR Y BE Y ERA DLW AL REGOGOH AR S EF RPN T AP TV Y PWRAKOHY AOLK AL GIRVADNT
HAFAELBMELEINANAL AN ECRIFROMS H L A e s B A GO TR T T Y AN LY AT NET YR DA EY E v S LT APRL
AR A P Y K N S Y R R G VR HG RS AL A A SN TAY AR O W DR Y DY OYENNTSPY PRI EFMGGRY
AT L PRGN DT TL TR ERACHSL YWRGHLERLOAM AR D EL FCNYVEVEMA
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Fig. 9

{Agaricus bisporus -~ Piranosa Deshidrogenasa)
Secuencia del Mucledtido {50 10 NO:13)

AT AT AT CRAG T S GAA AT T AR T T A T T AT T OE AT TAT TGOSGAT TCAa G T TODACGUAG TG CAT R ACAT
A A G R O A T T A T T A D TG A T AT AT T T LA T AT T TO RO TRGAACTE AGGT T TAGT TGTGEERDT
AT O A PR AGAR T AT AN T A S T AT GO A DG OO T LARA RS G ACHE T T YL GAAADAGGRAE TG
P T T O A T S A G T PG AT T A A T T AT ACAACEAT PO U GAAGAT GO TO TR T E CARGADOATS
AA T AT OGAGIG S RAARGT LT TAOGTEE T T GCATAGCCATAA TR EATOET TTAGACACGATO T TORAGALASGATIGGGEAD
AT T AT AN T A LA TAR T CAA LA T TAGC T GEEATAGA TOOT AT T ETOAT ARG AGEGLTGAGRANT TCAGTAARG
AT T A AR T A A AT A T T RS O SR T A TR T AADG AR AAT TR TUOATEEIUELATOATAGA
CAAGGOUTR T T LAATGACT TAT TRCT TEAMACO RO EAMARMAT TAACIEETRMATT FOOE T TOARA FYCIATATEAATRACES
GO T aGAT TAAC T TOGAL TG TAT ACGATTRAT CAADGLRGER ARG ARCAGCTCTEOAACAGDETAT T TAGARR
BT ACTOBARATARCGTCOATGTOT THE T TAACALT T TG T TACDOG TATAR TOTUARCAGAAS AT GRBALCOAL T TOORAABLEY
COAGTTTOOTALT GATGOCOATAOC AL AGAT COAAT TADGATDEAA LR A AR BT AT TR TATOTGRAGEAG TLATUARTTE
GO AGAT LU T AT AR T TO S OG AT TGS A AG A Y EOT TOGACE TAAT GOAAT TRADACET TEATAGATAATC LEAG
T AN A AN T E AT O A AN T A AR T T AT AN T T EA T ACA A CART OO A TACTRAT TAT BAVET TRATGROAS
L T AT T GAAT BGAAGAAE TGO A A T AL T T A OO AR AGA G T RGN TARAT AT TAD AT GEGTAGGATIGSCTS
ATGACARG T ROATREACTTEA TCCT TOAA T GG OAAAAT TCLUCACAT AT TEANT T COART TOEGEUAAAT TALCGALCAGCT
SO CO oS TAGT O Y AACACO T T TAOC T IO T AT G AGAL TE T TO T DOAR T T COG OO TEA T AADGTETAGADTETTTHA GOG
BT AT T T A A A R AT C O T T T A G e A CAT AT T GAAA TET T THOAGA G ARA TAGATUODEC TAT
T T A BT AT TG AT GO B AAG AT GO T T IO T OCAAGOAT FLARM ST T TETOG TRARA DT BT T IS0 TI0A
A G T AT O AT AR T T AAATAGG T TOO T AR AL T AR GT T T TRTTACG TROATRETOTEEAAADETTHTOTA
T T T T A A T GO G TAGR AT T AT TAACCO TRAT FYOORTGTCAS MG RARC CAGTARCITROGGET TG TOEAG GG
TR TR T Y CUAT T GO O At G e A A T A AT A A S R T TTATO AT TTEOT RGO AT CARG TG T TAATAG LA ARL5A
GUTALAATTAL

4 SECUSNTIS(REC 1T NOTA)

HtPRVARENFALLELALLGICV AR GAIT Y QNPT DL GOy P Y AG BT AGLV Y ARRL SENPEW VLIS AGP BN T TRV GLES
EERPHF NI FT PSR R SN Y SR AR LG GO S SRR M TROGEREIE N AR (P EN AT PV RREKFERDEEHEPY

HOHIDP SR ER oL EVYASY TMASFNDL L BT AR EL OGRS FTHE DRENEGH LEWTOYTIDORGERSBEA TAYERGTONNYHIRY
MTLV TR ARG TOARAVES A TDADSPMIGLR A SR R P LR R D v R AN GIDTUVD NP BV LS DT LD

TTLEITOY YA AL R B H PP U ARG HL N HL T Y RL PO DL PGS RN S R GUa L PPEEL TRESE Y RHOSPPRL
ML TY SRGSSLSNNOPF S HPLIDUNIAF GEE IDPAILRE IR SARFML S SOAFROFYGE T VR PO T SDECLOTRL KT STF Sy YHEVGT
LSRR O A G P O AV T BOLA VY RABVIPF AR RGHTGERY Y AR AEHAS VI ANGVE
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Fig. 10

{Talaromyoes siipilalys ATCC 10580 -~ Glucosa Deshidrogenasa)

Secuencis del Nucledtido [BEC M HE15)

A AT TR T A TG A S T G LT T S G G O T T B TLC T OO TR0 EAC TRCALRL ST TERGALG
A A A T T A O AT A A Ty T T o T A G G O A S Ao TG T T O AT OGS AN DG TG T O
A A A A T A A T T S A A AR A AA TG AG A LG AN TT TR A AADSAA TAGG DA T AR TYT
AT AT A AT TG T A CT A A A AT AL GADAC  AA T AR T TG ULATAC T AT AC TR SICT CAATTIRATRIDGA
G T T AR T T AR T AL GG TR T ARG R T OO OO AA T TETECGATEAACGGAT TETACGTOAITOSEDOGUREETA
AR AT AR T GO AT AR A A L Y ARG AGA SR T GEACOAGOCEEACART TRGTORTGEEATTOGT FOTATOOTOGA
ATEAMIAAGAGCGAZALT T TAST ST AT CEAR T BAGAT TS AL MIAARERAAGAT TACATGECAGU TTUTALTOA THET A
T A AL ST TLAGIECAA CE TA T S GO T AT AT N O GASOT AR OAAT BOGT CATHT TS T ERAAG DANTHRED
AT T A T T T ARG AT A T T A P TRA E TATGEORCCRAAB YO TN RACHT AT ATCAATCOOACHAAC TEEADA
CEITCET ARG GACCEEATATC TORACO OGOTOGOAG ACAACEGCAA T T AGGAGET TR BAGREATENH T TR TCANENG
A T T A B T T T T DG T DO AAT A T T AC A AARD R TRCAS TR TAN TOT TGACAAC BECARGACANA S TOD
A TR A ARG A A A T R T A T A TR AL GO T AR TR TGOS O TACT G T QA AGCAa TET LR G TG
S A T T T T A A T A S A T A S T T T AT TS T TG TR G SAGOA G T AGEAT CAT T TAAARD
A AT T T A A R T T AR A T LN FACAT A AT T L AL RO TGAT B TAC G SAT AATC TARADBUACTATAGEA
A A A A A T A A A T A A A T T T T A R A A T T AL G S BT TOAT TO LA EATACARADAAT TR AAL
AT R A AR T PG A A S AAA T TOAG T T O T T T TOATRAA TAGRT AT TAAMC A COR TAT T GHET
AT A GO OT S AACA TG TACA COATaGA S AT A T A A TCAAT T B AR TOOG T EREAG TATROUE T ORI GG
A A T T T TR TR AT A A AT T OGN ACE S OO T A TO TAGOOCACCALCT BOOC AT ACATD AAGOOCTR
AGCAGGTRTOTAAT AGCCERARAGRATL O G TOCCASDET CARAASOUACOACOACT R ITHAAT GO AT COGCEAAN DGR
A A A A T A T T A TG O A T A S T AL OO LA AG CAAG G MG TAS T O RATEONRALC TROA0GTOT
A T T T AA T BT T T AT A G T T O AT T AT T D GA AT TTATARGITDGACGTATEGAD
D A A S T A T A T A AT T LT A A G A TAC T ACS AT A AL AT AGTTOOGATOCT RGO TLTE
T T A A A T A T e B O A G A T AL TR GGG A TY AN PSS T AT AL RGBT Y CTGRTRETETS,
AN AT T T LG T AT e TG T e O T T T T T R I RARL YT TOOATTTTGOAT T GOV TGLATTEA

ik secuencia (G B HMIG]
WARLGSIEAGLALLAN AL AAHYIHAL APR TR ARE Y DEVV GG AGLYIGARL SE MY TVEVLE AG TN FRE G TR Y TRAYS
L T T A T R P R T R A KL O S AN B YL TR P GRS AR L e A SR Y A AN BE TR
N A T M T L T P T B T B I A Y S L A S S S DY R Y A S VAT B INS T TREYERTEYLD
R A A T R LR P S L T AN O T LG M T VI A P PAYLA S RGP VLS DAGVELEE
i..i-"E‘-éﬁt-lhiﬁ;‘:HFNHTIJ."LE‘f‘m.Sgf.k‘."Ir',-“é"!‘l.&{"g’aDNLI.'ﬁE._GP.‘NE'E"E-.'iﬂ.N{J-i=¥u€'1'i?ﬁ*.&ﬂﬂﬂ'!{ﬁv!m1'ﬁ'l'TjL."-SS.‘:‘-IG{JLELU’-‘rc!NS:
EH PO TAAL O PY SR NG SN PL Y BVITPNY LAV EARY HILADHE N ARGLENTORPLASCLIAR IPGPEVHT DDEWLENIREA
TR TP RSO AN P P GG AR Y YR AN Y A AR S T A T Y BV AR CASHITR AR Y TUS RT TR T S8 0PagASSR
THEALGAEGT T GASAHTARGOGYREVEAVEAWAVYE LAV S
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Fig.

Conversion Fraccional de Celulosa Disponible
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Fig.13
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